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POTRDITEV

In vitro diagnosti¢ni imunoblotski test
Polavtomatska / ro¢na tehnika

#HTOXO Il 24G: 24 testov
HTOXO Il 12G: 12 testov
HTOXO Il 96G: 96 testov

NAVODILA ZA UPORABO

Poiscite vec informacij in navodila za uporabo v svojem jeziku na nasi spletni strani
www.ldbiodiagnostics.com
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PREDVIDENA UPORABA

LDBIO TOXO |l IgG je kvalitativni test za enkratno uporabo seroloske IgG diagnoze imunoblot testom
toksoplazmoze, ki je namenjen potrditvenemu testiranju pozitivnega ali dvoumnega rezultata, pridobljenega s klasi¢nimi
presejalnimi testi. Izvede se lahko na serumih, likvorju (CSF) ali prekatne vodice.

NACELO TESTA

Western blot tehnika

Z elektroforezo loceni antigeni parazita Toxoplasma gondii se preko elektriénega blotinga veZejo na povrsino
nitrocelulozne membrane (t.i. prenos), ki je razrezana na 24 trakov, ostevil¢enih od 1 do 24.

lzvedba testa

Vsak vzorec za individualno testiranje je lo¢eno inkubiran s trakom. Specifi¢na protitelesa, ki so lahko prisotna v
vzorcu, se selektivno vezZejo na antigene. Konjugat alkalna fosfataza-proti ¢loveski IgG se nato veZe na vezana protitelesa.
Koncno imunokompleksi reagirajo s substrati. Antigeni, ki jih prepoznajo specificna protitelesa tipa IgG, prisotna v vzorcih,
se pokazejo kot vijolicne precne Crte.

REAGENTI SO VKLJUCENI V KOMPLET

Privzeto: paket 24 testov (HTOXO Il 24G)
leZece: paket 12 testov (#TOXO Il 12G) — krepko: Paket 96 testov (#TOXO Il 96G).

ID | Koli¢ina Opis Sestava
Senzibilizi it luloza.
Mapa/mape s 24 (12, 4 x 24) TRAKOVI: razrezani + enzibilizirana nitrocelufoza
obarvani standardni Obarvana molekulska masa (kDa):
R1 1 ’ . ) . Modra: 250, modra: 150, modra: 100, roznata:
(Vsaka mapa in vsak prenos ima enkratno .
. ey s . v . 75, modra: 50, zelena: 37, roZnata: 25, modra:
identifikacijsko serijsko Stevilko)
20, modra: 15.
R2 1 Viala s 30 (30, 135) ml VZORFNEGA PUFRA (pripravljen Pufer + povréinsko aktivna snov.
za uporabo — roznata raztopina).
Viala/viale s 30 (30, 2 x 60) ml KONJUGATA PROTI 1gG | -ufer * poliklonaini serumi kozjega izvora s proti
R3 1 (pripravljen za uporabo — modra raztopina) ¢loveskim IgG, konjugirani z alkalno fosfatazo +
pripravi P pinaj. NaN3 (< 0,1 %) + stabilizatorji.
Vial 12 | SUBSTRATA
RS 1 iala s 30 (30, 125) mI SUBSTRATA Pufer + NBT + BCIP + stabilizatoriji.
(pripravljen za uporabo — motno rjava viala).
Viala s 60 (60, 250) ml 10-KRATNI KONCENTRAT PUFRA
ZA PRANJE
R 1 Puf Sinsko akti .
6 (10-krat ga razreddite v destilirani vodi — brezbarvna uter + povrsinsko aktivna snov
raztopina).
Epruveta s 100 (100, 2 x 100) pl SERUMA ZA POZITIVNO | Pufer + zbiri ¢loveskega seruma s pozitivho
R10 1 KONTROLO serologijo na toksoplazmo + NaN3 (< 0,1 %) +
(pripravljen za uporabo — rde¢ zamasek). stabilizatorji.

R1: Crka pred vsako stevilko traku je znacilna za parameter.
R2, R3, R5 in R6 so skupni vsem kompletom in imajo enkratno serijsko Stevilko, ki je odvisna od datuma njihove proizvodnje.
Priporocamo, da z namenom omejitve Stevila odprtih vial in zagotavljanja boljSega nadzora kakovosti izvedete
vecparametrsko testiranje (glejte LDBIO obseg imunoblot testa).
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R10 je umerjen vimunoblotu v skladu z referen¢no serijo in je namenjen samo tej tehniki.

R3, R10 (NaN3): EUH 032 - V stiku s kislinami se sprosca zelo strupen plin.
EUH 210 Varnosti list na voljo na zahtevo in na nasi spletni strani www.ldbiodiagnostics.com.

ZAHTEVANI SO DODATNI MATERIALI, KI NISO PRILOZENI

e Veckanalni inkubacijski pladnji iz polipropilena za mini blot teste (# WBPP- 08 ali enakovredno).

e Stresalna plosca za imunoblot teste, vakuumski sistem za tekocine (priloZzene kadi # WBPP- 08 lahko preprosto
izpraznite tako, da jih preobrnete).

e  Epruvete in materiali za odvzem vzorcev, jeklenke, prilagojeni vsebniki.
Samodejne pipete, mikropipete in konice za enkratno uporabo (prostornine 10 pl, 25 ul, 1,2 mlin 2 ml).

e Destilirana ali deionizirana voda. Vpojni papir (npr. Whatmanov filtrirni papir), prozoren lepilni trak.

e Rokavice, pinceta za ravnanje s trakovi, rezilo ali skalpel, prozorno ploscato ravnilo.

Opomba: Nase reagente je mogode uporabljati v avtomatskem procesorju za izvedbo imunoblot testov. Ce v procesoriju
hkrati uporabljate reagente drugih proizvajalcev, pazite, da ne pride do kemicne ali bakterijske kontaminacije nasih
reagentov (znan primer: kontaminacija s TWEEN 20). Za procesor rezervirajte posebne viale. Po obdelavi uporabljenih
reagentov ne shranjujte v izvorne viale.

HRAMBA IN STABILNOST

Hranite med 2 in 8 °C. Reagenti iz kompleta so stabilni do roka trajanja, ki je naveden na zunanjem delu sSkatle in
na oznakah na vialah. Ne uporabljajte kontaminiranega ali motnega reagenta. Pufer za pranje, razred¢en na 1/10, je
stabilen 2 meseca pri temperaturi od +2 do +8 °C ter en teden pri sobni temperaturi.
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PREVIDNOSTNI UKREPI PRI UPORABI

Varnost

e Samo za uporabo in vitro. Samo za profesionalno uporabo. Samo za tehni¢no usposobljeno osebje. S snovmi
ravnajte v skladu z Dobrimi laboratorijskimi praksami ter upostevajte, da je vsak reagent in vsak vzorec lahko
strupen in/ali kuzen.

e Nosite laboratorijsko haljo, rokavice in zas¢itna ocala: v laboratoriju ne pijte, jejte ali kadite. Tekocin iz pipet ne
prelivajte z usti.

e Pozitivna kontrola je serum Cloveskega izvora, ki je bil inaktiviran za viruse HIV 1 in 2, hepatitis B in hepatitis C. Kljub
temu z njim ravnajte kot s potencialno kuznim proizvodom.

e Substrat vsebuje mesanico NBT in BCIP ter je strupen ob stiku (s koZo in sluznicami) in ob vdihavanju.

e  Reagenti vsebujejo natrijev azid, ki lahko s svincem in bakrom tvori eksplozivne kovinske soli. Ce polijete katero koli
izmed snovi, jo izperite z vodo.

e Odpadke (vzorce, konice, epruvete, tekocino za pranje, rabljene reagente idr.) zavrzite v skladu z dobrimi
sektorskimi praksami in aktualnimi predpisi, ki veljajo v drzavi.

e Vsak resen incident mora biti predmet prijave proizvajalcu in pristojnemu organu.

Previdnostni ukrepi

e Rezultate preberite in interpretirajte pod direktno belo svetlobo.

e Zazeleno je, da uporabite vse reagente iz iste serije. Ce uporabljate razli¢ne serije, zagotovite sledljivost.

e Trakove uporabljajte v Stevilcnem zaporedju. Ne mesajte trakov z razlicnimi serijskimi Stevilkami; prenose uporabite
enega za drugim. Pred zacetkom testiranja dolocite specificen nacrt distribucije.

e Trakov se ne dotikajte s prsti — uporabite pinceto.

e Reagente pred uporabo dobro premesajte, zlasti koncentrirani pufer za pranje.

e Viale po uporabi zamasite; ne uporabljajte jih, Ce je bila v reagente pomotoma vnesena snov. Ne uporabljajte
reagenta iz viale, ki kaZe znake puscanja. Ne uporabljajte motne ali oborjene raztopine.

e Uporabljajte zgolj konice pipet za enkratno uporabo. Prepredite vsakrsno kontaminacijo med kanali. Prepricajte se,
da se na konicah pipet ne delajo pena ali mehurcki (bakterijska kontaminacija vial z reagenti).

e Inkubacijske pladnje Eistite samo z destilirano vodo (nikoli z detergentom ali belilom).

e Ce spustite vzorec ali razdelite neprimerno koli¢ino, lahko rezultat negativnega ali pozitivnega testa, ne glede na

njegovo dejansko stanje.

ODVZEM VZORCEV

Vizorce asepti¢no odvzemite v suhe epruvete. Potrebovali boste najmanj 10 pl seruma, prekatne vodice ali CSF. Ce
uporabite 25 pl prekatne vodice ali CSF, bo obcutljivost testa vecja.

Vizorce do obdelave hranite pri temperaturi 2-8 °C. Ce je treba vzorce hraniti ve¢ kot en teden, zamrznite pri -20 +
5° C. Ne uporabljajte kontaminiranih vzorcev. lzogibajte se veckratnemu zamrzovanju in odmrzovanju vzorcev.

Ceprav pri hemoliziranem, zlateni¢nem ali lipidnem serumu ni bila opaZena nikakrina navzkrizna reakcija, pri
rezultatih uporabe tovrstnih vzorcev svetujemo skrbno interpretacijo.

PRIPRAVA REAGENTOV

Pufer za pranje: Za 4 teste v Cisti posodi 10-krat razredcite 10 ml koncentrata za pranje (R6) v 90 ml destilirane ali
deionizirane vode. Pazite, da razredceni pufer dobro premesate
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POSTOPEK |ZVEDBE TESTA

Zapomnite si: Priporocamo, da z namenom omejitve Stevila odprtih vial in zagotavljanja boljSega nadzora kakovosti

izvedete veCparametrsko testiranje (glejte LDBIO obseg imunoblot testa).

1.

Za vzorce in pozitivno kontrolo C+ (R10) pripravite nacrt distribucije.

Test je lahko za doloceno serijsko Stevilko glede na specificne razvite trakove tehni¢no ovrednoten in identificiran le,
Ce uporabite to kontrolo. Traku C+ ni mogoce uporabiti za interpretacijo rezutatov blot testa na traku z drugo serijsko
stevilko.

Zahtevano Stevilo trakov (R1) izrezite s skalpelom ter Cistim in suhim ploskim, prozornim ravnilom, pri ¢emer modro
pozicijsko ¢rto drZite na trakovih: s pomocjo ravnila trakove trdno pridrzite na mestu in jih odrezite na strani upogiba
(Stevilke lahko vidite skozi ravnilo).

V vsak kanal vnesite 1,2 ml vzorcnega pufra (R2) v skladu z nacrtom.

Ostevilcene trakove po Stevilénem redu polozite v kanale: Dovolite, da se trakovi rehidrirajo na povrSini pufra priblizno
2 minuti, pri ¢emer naj bodo njihove stevilke vidne na vrhu, NATO neZno stresite pladenj in zagotovite, da se trakovi
popolnoma potopijo v pufer.

Razdelite vzorce in pozitivno kontrolo/kontrole: po nacrtu distribucije in v odmerku 10 pl na kanal (v primeru prekatne
vodice ali CSF raje 25 ul). Po vsakem vnosu nezno stresite pladenj. Pladenj poloZite na stresalno plosco. Inkubirajte
90 min. £ 5 min. pri 20-26 °C.

Pranje: Vsebino kanalov odstranite s Pasteurjevo pipeto ali tako, da preobrnete inkubacijski pladenj. V vsak kanal
vnesite 2 do 3 ml razred¢enega pufra za pranje. Na stresalni plosci inkubirajte 3 minute. Ponovite 2-krat in izpraznite
kanale. Pazite, da se pri izvajanju teh korakov trakovi ne obracajo.

V vsak kanal vnesite 1,2 ml konjugata proti anti IgG (R3). Pladenj poloZite na stresalno plosco.
Inkubirajte 60 min. £ 5 min. pri 20-26 °C.

Pranje: ponovite 6. korak.

V vsak kanal vnesite 1,2 ml substrata NBT/BCIP (R5). Pladenj poloZite na stresalno plosco in ga zaScitite pred
neposredno svetlobo. Inkubirajte 60 min. £ 5 min. pri 20-26 °C.

Spremljajte spreminjanje barve ne glede na parametre. Spreminjanje barve lahko ustavite, ¢e barva ozadja na traku
potemni do tocke, ki oteZi odc¢itavanje (kakovost pranja klju¢no vpliva na obarvanje ozadja). Upostevajte, da bodo med
susenjem trakovi postali svetlejsi.

10.

11.

12.

Reakcijo ustavite z aspiracijo substrata s Pasteurjevo pipeto ali tako, da preobrnete inkubacijsko kad, ter v kanale vlijte
2 ml destilirane vode. Zadnji korak pranja ponovite Se enkrat.

Susenje trakov: Ko je v kanalih Se voda, s pinceto zagrabite trakove na osteviléenem koncu in jih poloZite na
Whatmanov filtrirni papir tako, da Stevilka ostane vidna. Pustite, naj se posusijo na zraku. Med susenjem bodo trakovi
naravno postali svetlejsi. Trakove lahko interpretirate Sele, ko se popolnoma posusijo.

Hramba: Trakove prenesite na list papirja, ki bo uporabljen za arhiviranje. Poravnajte pozicijske ¢rte. Vrhnji del trakov
pridrZite na mestu s ploskim ravnilom in jih pritrdite s prozornim lepilnim trakom.

Za uspesno interpretacijo trakov jih uredite glede na prenos in po Stevilcnem redu ter najve¢ nekaj milimetrov narazen.
Primerjava trakov, ki so namescéeni dalec stran drug od drugega (npr. trak $t. 2 in trak $t. 15), ni zanesljiva. Primerjava
trakov iz razli¢nih kompletov (z razlicnimi serijskimi Stevilkami) ni varna (prikaZzejo se lahko lazni rezultati).
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NADZOR KAKOVOSTI IN INTERPRETACIJA

Serumsko kontrolo (R10) v kompletu morate sistemati¢no vkljuciti v vsako serijo imunoblot testov. Kontrola
prikazuje tipicni profil in omogoca tehni¢no vrednotenje ustrezne izvedbe testa (Crte, ki se pojavijo na trakovih, morajo biti
zelo jasno vidne) ter tocno kalibracijo polozZaja in videza dolocenih ¢rt, kar predstavlja temelj za interpretacijo rezultatov s

trakov v istem prenosu (z isto serijsko Stevilko).

Nota Bene: Profil pozitivne kontrole (R10) se lahko razlikuje glede na Stevilo partij uporabljenih reagentov. Ustrezne slike so
na primer na nasem spletnem mestu www.ldbiodiagnostics.com.

Opis trakov:

V primeru pozitivnega vzorca se lahko med 15 in 200 kilodaltoni (kDa) prikazejo Stevilne ¢rte. Pri vsakem
testiranem vzorcu s pomocjo zgoraj opisanih orodij za kalibracijo poiscite ¢rto pri 30—-45 kDa.

Te Crte, ki se pojavijo v skupini ali osamljeno, so tipi¢ne in jih je navadno zelo preprosto najti.

A B
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masa l l l 1

(kDa)

L 5 . »
L 2SrNa N0
-—
| = —t
0 - 43 ==
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Slika 1: Primeri pozitivnih in negativnih rezultatov

Profili so navedeni kot primeri. Trakovi so oznaceni s ¢rko "K", ki je znacilna za parameter iz serije "50016".

WB-TII vs14 si



Interpretacija

Ker se na traku pojavijo najmanj 3 izmed specificnih ¢rt 30, 31, 33, 40 in 45, hkrati pa je vkljucena tudi ¢rta 30 kDa, lahko
test interpretiramo kot pozitiven in sklenemo, da so v testiranem vzorcu prisotna IgG protitelesa proti T. gondii.

A: primer serokonverzije. Vzorca seruma 2 in 3, ki ju je test LDBIO-TOXO Il 1gG izkazal kot pozitivna, sta bila po
tehniki presejanja negativna (ta je v spodnji Studiji u¢inkovitosti navedena kot ELISA 2 IgG ).

B: primer spremljanja novorojencev. Vzorca seruma 5 in 6, ki ju je test LDBIO-TOXO Il 1gG izkazal kot pozitivna, sta
bila po tehniki ELISA 2 IgG negativna.

NB: opazne so tudi druge Crte. Te Crte niso upostevane pri odcitavaniju rezultatov testa.

Za ovrednotenje rezultatov vselej primerjajte profil imunoblot testa vsakega vzorca s profilom imunoblot testa pozitivne
kontrole R10. Pri interpretaciji testov je pomemben videz trakov.

OMEJITVE UPORABE

e Diagnoze kuZne bolezni ni mogoce postaviti na podlagi rezultatov enega samega testa.

e  Seroloski rezultati morajo biti za postavitev diagnoze interpretirani v skladu z razpoloZljivimi podatki (npr. z
epidemiolo$kega, klini¢nega, bioloskega podrodja, podrodja zajema slik itd.). Nemali by sa pouzivat na stanovenie
diagndzy iba na zaklade ich pozitivity.

|ZVEDBE (glej reference literature)

Ovrednotenje je bilo izvedeno v referenénem laboratoriju, specializiranem v diagnosticiranju toksoplazmoze.

Nacelo vrednotenja je vklju€evalo primerjavo rezultatov 529 vzorcev seruma, pridobljenih s tehniko LDBIO-TOXO Il IgG,
rezultatov, pridobljenih s Sabin-Feldmanovim Dye Test, rezultatov dveh trZzenih tehnik presejanja — »ELISA 1 1gG« in »ELISA
2 IgG« ter klini¢nih in bioloskih podatkov bolnikov.

¢ Mejne vrednosti uporabljenih tehnik:

NEGATIVNI DVOUMNO POZITIVNI
DYE TEST (1U/ml) <2 - >2
ELISA 1 (1U/ml) <4 4-8 >8
ELISA 2 (1U/ml) <6 - >6
LDBIO TOXO Il 1gG 0 - >1

e  Statisticnha analiza rezultatov:

Kjer je bilo mogoce, smo dolocili vrednosti obcutljivosti in specifi¢nosti. Intervali zaupanja se izracunajo po Wilsonovi

metodi s korekcijo kontinuitete.
Korelacijo med rezultati, pridobljenimi z razli¢nimi tehnikami, smo na ujemajocih se serijah ovrednotili z McNemarjevim

testom CHI-2.

e  Bolniki:
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Vse analize so bile izvedene na vzorcih seruma, ki so bili zamrznjeni shranjeni pri -20 °C. Vzorci so bili odvzeti bolnikom iz 5
razli¢nih skupin.

1 skupina — Dye Test

Studija na 200 vzorcih seruma, odvzetih nose¢nicam med presejalnim pregledom za odkrivanje toksoplazmoze in testiranih
z Dye Test. »Pozitivha« skupina ustreza 98 vzorcem seruma, ki so bili pri Zenskah, cepljenih proti T. gondii, po Dye Test
pozitivni. Ta podskupina je vkljuCevala vzorce seruma z zmernimi titri IgG z Dye Test (od 2 do 32 IU/ml) z namenom
testiranja obcutljivosti LDBIO-TOXO Il 1gG v primerjavi z drugimi tehnikami. »Negativna« podskupina je ustrezala 102
vzorcema seruma, ki sta bila po Dye Test pri Zenskah, ki niso bile cepljene proti toksoplazmozi, negativna. Teh 200 vzorcev
seruma je bilo vzporedno testiranih s tehnikami LBDIO-TOXO Il IgG, ELISA 1 IgG in ELISA 2 IgG.

2 skupina — Serokonverzije
To je retrospektivna analiza 17 serumskih zaporedij (101 vzorec seruma) bolnic, pri katerih je med nosecnostjo prislo do
serokonverzije toksoplazmoze.

Vsaka zaporedna serija vsebuje zadnji negativni vzorec seruma in 3-5 sledecih vzorcev seruma, ki kazejo pojav specifi¢nih
protiteles IgM in sintezo specifi¢nih protiteles IgG (ELISA 2 1gG).

3 skupina — Spremljanje neokuzenih otrok

To je retrospektivna analiza 74 vzorcev, ki ustrezajo 20 zaporedjem poporodnega spremljanja otrok, rojenih materam, pri
katerih je med nosecnostjo prislo do serokonverzije toksoplazmoze. Vsako zaporedje 2—6 vzorcev seruma kaze na
zmanjsanje kolicine titra prenesenih materinih protiteles IgG, dokler tehnika ELISA 2 IgG ni pokazala negativne serologije
(med 5in 13 meseci).

4 skupina — Spremljanje okuZenih otrok

To je retrospektivna analiza 85 vzorcev s poporodnega spremljanja 30 otrok s prirojeno okuzbo. Serolosko spremljanje je
bilo izvedeno s tehniko ELISA 2 I1gG.

5 skupina — Obéutljivost/specifiénost (malarija in virusne okuzbe)
Studija 69 vzorcev seruma bolnikov z malarijo ali virusnimi okuzbami (Tabela 1). Ti vzorci so bili testirani s tehniko ELISA 2
IgG. (Po presejanju za protitelesa IgM so bili vsi negativni). Vsi negativni in neskladni rezultati so bili testirani z Dye Test.

Infekcijski agens (n = 69) POZITIVNI ELISA 2 I1gG (n = 44) NEGATIVNI ELISA 2 1gG (n = 25)
EBV (n=5) 0 5
VZV (n = 3) 2 1
CMV (n=5) 2 3
HBV (n =9) 8 1
HAV (n =2) 0 2
HCV (n =10) 8 2
HIV (n = 10) 6 4
MALARIA (n = 25) 18 7

Tabela 1: Razlicne okuZbe, testirane v studiji
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e Rezultati:

1 Skupina: Dye Test

DYE TEST LDBIO TOXO Il IgG ELISA 1 1gG ELISA 2 I1gG
POZITIVNI 98 97 61 93
NEGATIVNI 102 103 114 107
DVOUMNO - - 25 -
SPECIFICNOST - 100 % 100 % 100 %
OBCUTUIVOST - 99 % 85 % 95 %

Tabela 2: Korelacija med Dye Test s 3 tehnikami. (Tehnika ELISA 1 IgG predstavlja dvoumno podrocje).

— 4 vzorci seruma, ki so po testu ELISA 2 IgG negativni, so po testu LDBIO-TOXO Il IgG in barvnem testu pozitivni

— 11 vzorcev seruma, ki so po testu ELISA 1 IgG negativni, je po testu LDBIO-TOXO Il IgG in barvnem testu pozitivnih

— 25 vzorcev seruma je po testu ELISA 1 IgG dvoumnih: 24 jih je pozitivnih po testu LDBIO-TOXO Il IgG in barvnem testu, 1
vzorec seruma pa je negativen po testu LDBIO-TOXO Il IgG in barvnem testu

2 Skupina: Serokonverzije

ELISA 2 I1gG
POZITIVNI NEGATIVNI
POZITIVNI 70 10
LDBIO TOXO NEGATIVNI 0 21

Tabela 3: Korelacija LDBIO-TOXO Il IgG/ELISA 2 IgG pri 101 vzorcu seruma s serokonverzijo. p = 0,0016

Za 8/17 serokonverzij (47 %) je bilo presejanje za protitelesa 1gG izvedeno predhodno s testom LDBIO-TOXO Il IgG.

3 in 4 Skupina: Spremljanje novorojencev

ELISA 2 IgG
POZITIVNI NEGATIVNI
POZITIVNI 130 18
LDBIO TOXO I NEGATIVNI 0 11

Tabela 4: Korelacija LDBIO-TOXO Il IgG/TEST 2 IgG pri 159 vzorcih seruma s poporodnega spremljanja. p < 0,0001

NeokuzZeni otroci: 13 vzorcev seruma, ki ustrezajo 10/20 primerov poporodnega spremljanja (50 %) in ki so bili po
testu ELISA 2 IgG negativni, je po testu LDBIO-TOXO Il IgG ostalo pozitivnih, kar kaze na prenos materinih protiteles, ¢eprav
jih s testom ELISA 2 1gG ni ve€ mogoce zaznati.

Okuzeni otroci: 5 vzorcev seruma, ki ustrezajo 3 otrokom, je neskladnih. Eden izmed njih prikazuje rezultate
otrokove serologije, ki so po testu ELISA 2 IgG zac¢asno negativni. Test LDBIO-TOXO Il IgG ostaja pozitiven in potrjuje
otrokovo okuzenost. Pri drugih dveh otrocih je test LDBIO TOXO Il IgG pozitiven rezultat pokazal prej kot test ELISA 2 IgG.

Kljub temu s tem testom ni mogoce potrditi neosinteze protiteles IgG, saj ne razlikuje med prenesenimi
materinimi protitelesi in novo sintetiziranimi protitelesi.

5 Skupina: Obcutljivost in specificnost (malarija in virusne okuzbe)

ELISA 2 IgG
POZITIVNI NEGATIVNI
POZITIVNI 42 2
LDBIO TOXO Il + DYE TEST NEGATIVNI 2 23

Tabela 5: Korelacija LDBIO-TOXO Il IgG/Dye Test/ELISA 2 IgG pri 69 vzorcih seruma z malarijo ali virusno okuzbo.

V tej populaciji sta test LDBIO-TOXO Il IgG in Dye Test 100-odstotno skladna: ti rezultati potrjujejo specificnost in
obcutljivost testa LDBIO-TOXO Il IgG.

Studija prikazuje 4 rezultate, neskladne s tehniko ELISA 2 IgG, 2 lazno negativna rezultata (1-krat HIV in 1-krat P.
falciparum) ter 2 lazno pozitivna rezultata (2-krat P. falciparum), pri ¢emer je poudarjena uporabnost potrditvene tehnike
za vse rezultate blizu mejnih vrednosti.
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o Sklep:

1 skupina (Dye Test):

Korelacija LDBIO-TOXO Il IgG/Dye Test je odli¢na
e obcutljivost = 99% [95CI 94 - 100%]
e specificnost = 100% [95CI 95 - 100%]

Test LDBIO-TOXO Il 1gG lahko potrdi imunsko stanje bolnikov, ki pri presejanju kazejo dvoumne rezultate ali nizke titre
protiteles.

2 skupina (serokonverzije):
Obcutljivost testa LDBIO-TOXO Il IgG je vecja kot obcutljivost testa ELISA 2 1gG (p = 0,0016). Test LDBIO-TOXO Il IgG lahko
serokonverzijo potrdi prej kot test ELISA 2 IgG.

3. in 4 skupina (spremljanje novorojencev):

Obcutljivost testa LDBIO-TOXO IgG je veliko vecja kot obcutljivost testa ELISA 2 1gG (p < 0,0001).

Pri spremljanju otrok lahko test LDBIO-TOXO Il IgG uporabimo za potrditev ali razveljavitev negativnih seroloskih
rezultatov.

Kljub temu pa test LDBIO-TOXO Il IgG ne razlikuje med prenesenimi materinimi protitelesi in novo sintetiziranimi
otrokovimi protitelesi.

5 skupina (malarija in virusne okuzbe):

Korelacija LDBIO-TOXO Il IgG/Dye Test je odli¢na (100% [95CI 90-100% obéutljivost, 100% [95CI 95-100% specifi¢nost).
Ti rezultati dokazujejo potrebo po uporabi potrditvenega testa za testiranje vzorceyv, ki pri presejanju kazejo rezultate blizu
mejnih vrednosti.

Izjemna ucinkovitost kompleta LDBIO-TOXO Il IgG upravicuje njegovo uporabo pri potrjevanju rezultatov, dobljenih s
presejalnimi tehnikami za protitelesa 1gG (rezultatov, ki so dvoumni, nekoliko pozitivni ali teZavni za interpretacijo).

Ponovljivost:

Testirana je bila ponovljivost znotraj serij in lotov. V obeh primerih je korelacija serum-serum glede specifi¢nih ¢rt odli¢na.

Motnje:

Ceprav pri hemoliziranem, zlateni¢nem ali lipidnem serumu ni bila opaZena nikakréna navzkrizna reakcija, pri rezultatih
uporabe tovrstnih vzorcev svetujemo skrbno interpretacijo.
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ODPRAVLIANJE TEZAV

»Trakovi so bledi in ne kaZejo jasnih kontrastov«: Tovrstni rezultati so mozni pri nekaterih serumih z nizko koncentracijo
protiteles.

»Opaziti je zatemnjena podrocja, ki so bolj ali manj obarvana in nekoliko razprsena«: Trak ni bil popolnoma potopljen v
enega izmed reagentov, zaradi éesar ni bil ustrezno inkubiran po celotni dolZini. Ce pladnja po vnosu snovi niste pretresli, se
lahko na mestu, kamor je bil vzorec polozZen, pojavijo tudi madezi.

»8um v ozadju je moteé, zaradi éesar je odcitavanje izredno zahtevno«: Pranje ni bilo dovolj izérpno ali pa je bila zadnja
inkubacija predolga. Prepricajte se, da uporabljate ustrezne tehnike izvajanja testa, ter upostevajte ¢as pranja in
zagotovite vodo visoke kakovosti. Skrajsajte ¢as inkubacije.

Izjemoma lahko doloc¢ene vrste seruma reagirajo na nespecifi¢en nacin. V tovrstnih primerih rezultati imunoblot testa niso
uporabni.

Ta nespecifiéni Sum v ozadju se lahko pojavi samo na enem delu traku, pri cemer rezultatov ni mogoce odcitati le na tistem
delu.

»Med zadnjim delom spreminjanja se v raztopini pojavi oborina«: ob koncu spreminjanja se lahko substrat v pufru dejansko
delno obori (nastanejo ¢rne luske). Ta pojav ne vpliva na kakovost spreminjanja, s katerim lahko nadaljujete normalno.
Zadnje pranje z destilirano vodo odstrani morebitno prisotne trdne delce.
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