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PREDVIDENA UPORABA
TOXOPLASMA WB IgG-IgM je imunoblot test za enkratno uporabo za primerjavo imunskih profilov (CIP-WB) za
protitelesa IgG in IgM, ki je namenjen diagnozi naslednjih stanj:
e  Kongenitalna toksoplazmoza ob rojstvu (DO): CIP-WB G+M med materino krvjo in popkovni¢no krvjo.

e Kongenitalna toksoplazmoza ob poporodnem spremljanju (D+N): CIP-WB G+M med popkovni¢no krvjo na DO in
otrokovo krvjo pri D+N.
e  Ocesna toksoplazmoza: CIP-WB IgG med bolnikovim serumom in prekatno vodico.

Ta test ni namenjen presejanju ali potrjevanju izoliranih serologij. V ta namen uporabite test LDBIO TOXO Il IgG (ref. TOXO
Il IgG WB).

NACELO TESTA

Western Blot tehnika

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

lzvedba testa

Opomba: Spodaj opisani imunoblot testi protiteles IgG in IgM se med rokovanjem izvajajo isto¢asno.

IgG imunoblot

Test vkljucuje loceno inkubacijo z 2 sosednjima trakovoma iz istega prenosa, oba vzorca (serumov ali prekatne
vodice) za Zeleno primerjavo imunoloskih profilov.

e Korak 1: Vsak vzorec s serumi (ali prekatno vodico) za individualno testiranje je loceno inkubiran s trakom.
Protitelesa proti-Toxoplasma, ki so lahko prisotna v vzorcu, se selektivno vezejo na antigene T. gondii.

e Korak 2: Konjugat alkalna fosfataza-proti loveski IgG se nato veZe na vezana protitelesa.

e  Korak 3: Imunokompleksi reagirajo s substratom. Antigeni, ki jih prepoznajo protitelesa proti toksoplazmi razreda
IgG, prisotna v vzorcih, se pokaZejo kot vijoliéne precne Crte.

IgM imunoblot

Nacelo testa je isto, vendar se pri 2. koraku prejSnji konjugat zamenja s konjugatom alkalna fosfataza-proti
Cloveski IgM. Razvoj barve torej pokaze, katere antigenske Crte so prepoznala protitelesa proti-Toxoplasma razreda IgM,
ki so prisotna v vzorcih.

Odcitek

Zaporedna primerjava parov trakov IgG in nato IgM pokaZe morebitno prisotnost ¢rt, ki so se razvile samo pri
enem od vzorcev, pri drugem pa ne (prim. § Interpretacija).
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Reagenti so vkljuceni v komplet

Privzeto: paket 24 testov (HTOP-WB24GM)
leZece: paket 12 testov (#TOP-WB12GM) — Krepko: Paket 96 testov (§sTOP-WB96GM).

ID Koli¢ina Opis Sestava
Mapa/mape s 24 (12, 4 x 24) TRAKOVI: razrezani + senzibilizirana nitroceluloza.
obarvani_ standardni Obarvana molekulska masa (kDa):
R1 1 ’ . ’ . Modra: 250, modra: 150, modra: 100, roznata:
(Vsaka mapa in vsak prenos ima enkratno .
. et e .. v . 75, modra: 50, zelena: 37, roznata: 25, modra:
identifikacijsko serijsko Stevilko)
20, modra: 15.
R2 1 Vla'la > 3(,) (30, 125) ml VZORFNEGA PUFBA Pufer + povrsinsko aktivna snov.
(pripravljen za uporabo — roznata raztopina).
+ ool . S . .
Viala/viale s 30 (30, 60) ml KONJUGATA PROTI IgG Pufer + poliklonalni serumi kozjega izvora s proti
R3 1 (pripravljen za uporabo — modra raztopina) ¢loveskim 1gG, konjugirani z alkalno fosfatazo +
pripravi P pinaj. NaN3 (< 0,1 %) + stabilizatoriji.
Viala/viale s 30 (30, 60) ml KONJUGATA PROTI IgM Pufer + poliklonalni serumi kozjega izvora s proti
R4 1 (pripravljen za uporabo — rumena raztopina) ¢loveskim I1gM, konjugirani z alkalno fosfatazo +
pripravy P pinaj. NaN3 (< 0,1 %) + stabilizatorji.
RS y | Vialas30(30,125) mISUBSTRATA Pufer + NBT + BCIP + stabilizatorji.
(pripravljen za uporabo — motno rjava viala).
Viala s 60 (60, 250) ml 10-KRATNI KONCENTRAT
PUFRA ZA PRANJE .. .
+ .
R6 1 (10-krat ga razredcite v destilirani vodi — brezbarvna Pufer + povrsinsko aktivna snov
raztopina).

R1: Crka pred vsako $tevilko traku je znacilna za parameter.

R2, R3, R4, R5 in R6 so skupni vsem kompletom in imajo enkratno serijsko Stevilko, ki je odvisna od datuma njihove
proizvodnje. Priporoamo, da z namenom omejitve Stevila odprtih vial in zagotavljanja boljSega nadzora kakovosti
izvedete vecparametrsko testiranje (glejte LDBIO obseg imunoblot testa).

R3, R4 (NaN3): EUH 032 - V stiku s kislinami se spros$ca zelo strupen plin.

EUH 210 Varnosti list na voljo na zahtevo in na nasi spletni strani www.ldbiodiagnostics.com.
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ZAHTEVANI SO DODATNI MATERIALI, KI NISO PRILOZENI

e Veckanalni inkubacijski pladnji iz polipropilena za mini blot teste (# WBPP- 08 ali enakovredno).
e Stresalna plosc¢a za imunoblot teste, vakuumski sistem za tekocine (prilozene 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 uL, 25 pl, 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: Nage reagente je mogoce uporabljati v avtomatskem procesorju za izvedbo imunoblot testov. €e v procesorju

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 Skatle in na
oznakah na vialah. Ne uporabljajte kontaminiranega ali motnega reagenta. Pufer za pranje, razredéen na 1/10, je stabilen 2
meseca pri temperaturi od +2 do +8 °C ter en teden pri sobni temperaturi.

PREVIDNOSTNI UKREPI PRI UPORABI

Varnost

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.

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

Substrat vsebuje mesanico NBT in BCIP ter je strupen ob stiku (s koZo in sluznicami) in ob vdihavanju.
Reagenti vsebujejo natrijev azid, ki lahko s svincem in bakrom tvori eksplozivne kovinske soli. Ce polijete
katero koli izmed snovi, jo izperite z vodo.

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

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

Previdnostni ukrepi

Rezultate preberite in interpretirajte pod direktno belo svetlobo.

ZaZeleno je, da uporabite vse reagente iz iste serije. Ce uporabljate razli¢ne serije, zagotovite sledljivost.
Trakove uporabljajte v Stevilinem zaporedju. Ne mesajte trakov z razlicnimi serijskimi Stevilkami; prenose
uporabite enega za drugim. Pred zacetkom testiranja dolocite specifi¢en nacrt distribucije.

Trakov se ne dotikajte s prsti — uporabite pinceto.

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

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

Uporabljajte zgolj konice pipet za enkratno uporabo. Preprecite vsakrSno kontaminacijo med kanali.
Prepricajte se, da se na konicah pipet ne delajo pena ali mehurcki (bakterijska kontaminacija vial z reagenti).
Inkubacijske pladnie Cistite samo z destilirano vodo (nikoli z detergentom ali belilom).

Ce spustite vzorec ali razdelite neprimerno koli¢ino, lahko rezultat negativnega ali pozitivnega testa, ne glede
na njegovo dejansko stanje.
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ODVZEM VZORCEV

Vzorce asepti¢no odvzemite v suhe epruvete. Potrebovali boste najmanj 35 pl seruma ali 10 ul prekatne vodice. V
primeru prekatne vodice bo odvzem 25 ul povecal obcutljivost testa (Oglejte si § Postopek izvedbe testa).

Do obdelave hranite vzroce pri temperaturi 2-8 °C. Ce je treba vzorce hraniti ve¢ kot en teden, zamrznite pri -20
5 ° C. Ne uporabljajte kontaminiranih vzorcev. Izogibajte 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.

POSTOPEK IZVEDBE 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. Pripravite naért razporeditve vzorcev.

Pri primerjavi vzorcev iz istega prenosa (z isto serijsko Stevilko) morate obvezno izbrati vzorca s povezanima trakovoma
(s sosednjima stevilkama). Primerjava trakov, ki so namesceni dalec stran drug od drugega (npr. trak st. 2 in trak st. 15), ni
zanesljiva. Primerjava trakov iz razlicnih kompletov (z razli¢nimi serijskimi Stevilkami) je nevarna (prikazejo se lahko lazni
rezultati).

2. Zahtevano $tevilo trakov (R1) izreZite s skalpelom ter &istim in suhim ploskim, prozornim ravnilom, pri é&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).

3. Vvsak kanal vnesite 1,2 ml vzorénega pufra (R2) v skladu z na&rtom.
4. OstevilEene trakove po 3tevilénem redu poloZite v kanale: dovolite, da se trakovi sami rehidrirajo na povrsini
pufra priblizno 1 minuto, pri ¢emer naj bodo njihove Stevilke vidne na vrhu, NATO neZno stresite pladenj in

zagotovite, da se trakovi popolnoma potopijo v pufer.

5. Vzorce razporedite glede na sprejeti naért (1. korak) in v naslednjih koli¢inah:

Serum Prekatna vodica
IgG 10 ul 10 ali 25 pl
IgM 25 ul -

V primeru prekatne vodice bo odvzem 25 ul povecal obcutljivost testa.
Po vsakem vnosu nezno stresite pladenj. Pladenj poloZite na stresalno plosco.

Inkubirajte 90 min. £ 5 min. pri 20-26 °C.

6. Pranje: Vsebino kanalov odstranite s Pasteurjevo pipeto ali tako, da preobrnete inkubacijski pladenj. V vsak
kanal vnesite 2 do 3 ml razredéenega 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.

7. 1,2 ml konjugata proti IgG (R3) ali 1,2 ml konjugata proti IgM (R4) v skladu s sprejetim naértom razporedite v
ustrezne kanalne plosce. Pladenj poloZite na stresalno plosco.
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Inkubirajte 60 min. £ 5 min. pri 20-26 °C
8. Pranje: ponovite 6. korak.

9. V vsak kanal vnesite 1,2 ml substrata NBT/BCIP (R5). Pladen] poloZite na stresalno plo3¢o in ga zas¢itite 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 odcitavanje (kakovost pranja klju¢no vpliva na obarvanje ozadja). Upostevajte, da bodo med susenjem
trakovi postali svetlejsi.

e Kljucno je, da pri paru vzorcev za dolocen podrazred protiteles isto¢asno ustavite razvoj barv na obeh trakovih, medtem
ko lahko pri protitelesih I1gG ali IgM razvoj barv ustavite posamicno (barve se pri protitelesih IgM pri nizji koncentraciji
navadno razvijejo pocasneje kot pri IgG).

e Koncentracija IgM v otroSkem serumu je praviloma nizja. Za ustrezen razvoj reakcije dopustite dovolj ¢asa. Temnejse
obarvanje traku z materinim IgM je obicajen pojav.

e Koncentracija protiteles v prekatni vodici je praviloma nizja. Za ustrezen razvoj reakcije dopustite dovolj ¢asa. Temnejse
obarvanje trakom s serumom je obic¢ajen pojav.

10. 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.

11. Sugenje trakov: Ko je v kanalih $e 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.

12. Hramba: Trakove prenesite na list papirja, ki bo uporabljen za arhiviranje. Poravnajte modre pozicijske ¢rte.
Drzite jih na mestu s plosc¢atim ravnilom, zgornji del trakov prilepite s prozornim lepilnim trakom.

Trakova IgG in IgM iz vsakega para vzorcev poloZite drug ob drugega, in sicer od najniZje do najvisje Stevilke, v skladu s
sprejetim nacrtom razporeditve (1. korak).

Pri primerjavi vzorcev iz istega prenosa (z isto serijsko Stevilko) morate obvezno izbrati vzorca s povezanima trakovoma (s
sosednjima Stevilkama). Primerjava trakov, ki so namesceni dalec stran drug od drugega (npr. trak st. 2 in trak st. 15), ni
zanesljiva. Primerjava trakov iz razlicnih kompletov (z razlicnimi serijskimi Stevilkami) je nevarna (prikazejo se lahko lazni
rezultati).

NADZOR KAKOVOSTI IN INTERPRETACIA

Opis trakov

V primeru pozitivnega vzorca se lahko med 15 in 200 kDa prikaze veliko Stevilo ¢rt. Za primerjavo profilov lahko
uporabite le ¢rte z molsko maso, nizjo od 120 kDa.

Interpretacija

CIP WB G+M (kongenitalna toksoplazmoza)

e  Ob rojstvu (pari mati/otrok):

Loc¢eno primerjajte trakove IgG in IgM. Isto¢asno odcitajte rezultate 2 sosednjih trakov od zgoraj navzdol ter bodite
pozorni na morebitne antigenske Crte, ki so prisotne v popkovnic¢ni krvi in odsotne v materinem serumu.

Vsaka Crta, ki je dobro locljiva, ima molsko maso (MW) pod 120 kDa in je prisotna samo pri otroku, dokazuje, da ima
otrok sintetizirana protitelesa proti toksoplazmozi, kar pomeni prisotnost kongenitalne toksoplazmoze.
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e Med poporodnim spremljanjem (pari otrok DO/otrok D+N):

Loceno primerjajte trakove I1gG in IgM.
Isto¢asno odditajte rezultate 2 sosednjih trakov od zgoraj navzdol ter bodite pozorni na morebitne antigenske
Crte, ki so prisotne v serumu pri D+N in odsotne v popkovnicni krvi.

Vsaka €rta, ki je dobro locljiva, ima molsko maso < 120 kDa in je prisotna samo pri D+N, dokazuje, da ima otrok sintetizirana
protitelesa proti toksoplazmozi, kar pomeni prisotnost kongenitalne toksoplazmoze.

Opomba: indikacija testa CIP-WB 1gG/IGM pri poporodnem spremljanju je namenoma omejena na 3 mesece za IgG in 1
mesec za IgM.

Opombe: Postavitev obarvanega standarda molske mase (mapa R1) omogoca oceno molske mase razvitih antigenskih crt
(kot navaden trak ga morate predhodno izrezati s pomocjo ravnila in skalpela ter ga premikati s pinceto).

A - NEGATIVE CIP B - POSITIVE CIP
(not- infected child) (infected child)
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g & & g Weight
m o m 0 m om 0 KDa
N ™ © ~
- o N - - -
e kg
5 « BE| «T
| e m g
<
il wl- - | B 40
L —
E r == .
[ et

20

Slika 1: Kongenitalna toksoplazmoza — primeri pozitivnih in negativnih rezultatov — (m=mati; o=otrok)
Profili so navedeni kot primeri. Trakovi so oznaceni s ¢rko "A", ki je znacilna za parameter iz serije "00011".
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Par mati-otrok (A) ustreza materi, okuzeni med nosecnostjo, katere otrok je neokuzen: profila IgG sta popolnoma
enaka (prenesena protitelesa IgG); na otrokovih trakovih 1gG in/ali IgM ni dodatnih ¢rt: TEST CIP-WB JE NEGATIVEN.

Par (B), kongenitalna toksoplazmoza, ustreza materi, okuzeni med nosecnostjo, katere otrok je tudi okuzen. Poleg
prenesenih protiteles na otrokovih trakovih jasno opazimo prisotnost dodatnih ¢ért (€) za IgG in/ali IgM, kar ustreza
otrokovim novosintetiziranim protitelesom: TEST CIP-WB JE POZITIVEN.

CIP WB IgG (oCesna toksoplazmoza)

Isto¢asno odditajte rezultate 2 sosednjih trakov od zgoraj navzdol ter bodite pozorni na morebitne antigenske
Crte, ki so prisotne v prekatni vodici in odsotne v serumu.

Vsaka crta, ki je dobro loc€ljiva, ima molsko maso (MW) pod 120 kDa in je prisotna samo v prekatni vodici, dokazuje
lokalno sintezo protiteles proti toksoplazmozi, kar pomeni prisotnost kongenitalne toksoplazmoze.
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Slika 2: Ocesna toksoplazmoza — primeri pozitivnih rezultatov — (s= serum; ah= prekatne vodice)
Profili so navedeni kot primeri. Trakovi so oznaceni s ¢rko "A", ki je znacilna za parameter iz serije "00011".
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Zelo pomembna dejstva

1. Rezultate testa CIP-WB IgG/IgM morate za pravilno diagnositiciranje kongenitalne ali ofesne toksoplazmoze
interpretirati ob upostevanju drugih klini¢nih, seroloskih, parazitoloskih in epidemioloskih podatkov ter medicinskega
slikovnega gradiva.

2. Negativen rezultat testa CIP-WB I1gG/IgM ne izkljuCuje diagnoze kongenitalne ali ofesne toksoplazmoze. Bolnike
morate vedno spremljati, dokler diagnoze toksoplazmoze ni mogoce dokoncno potrditi ali ovreci.

3. Videz ¢rt se lahko zelo razlikuje: lahko so ozke, debele, bolj ali manj obarvane, intenzivne itd.

Pri uporabi te tehnike svetujemo izvedbo vec¢ primerjav profilov iz znanih parov vzorcev, s ¢imer se boste bolje
seznanili z njihovim odcitavanjem.

Hkrati priporo¢amo, da na zacetku odcitavanje rezultatov testa CIP-WB v laboratoriju loCeno izvajata dve osebi. V
primeru neskladnih interpretacij izvedite kontrolni test CIP-WB.

4. Antigenske frakcije z zelo visoko molsko maso so navedene strnjeno na zgornjem delu traku za zagotavljanje boljse
lo¢ljivosti frakcij s srednjo in niZzjo molsko maso. Crt z molsko maso > 120 kDa zato ne smete uporabiti za interpretacijo
testov: vzorcev, pri katerih se pojavijo izklju¢no tovrstne razlike profilov, ne smete oznaditi za pozitivne.

5. Nasprotno (pri kongenitalni toksoplazmozi) pa se ,trojcek” oz. tri zlahka opazne ¢rte med 75 in 100 kDa pogosto
pojavijo na pozitivnih testih CIP-WB IgM (glejte ,, T“ slika 1, trak $t. 17 na desni strani).

6. Ob rojstvu (pri kongenitalni toksoplazmozi) bodite posebej pozorni na morebitno povecano splosno intenzivnost Crt
(hemokoncentracijo), ki lahko pomeni prisotnost dodatnih ¢rt v popkovnicni krvi. Serumi, pri katerih se pojavijo samo
tovrstne razlike profilov, veljajo za negativne.

7. Nasprotno (pri kongenitalni in ocesni toksoplazmozi) veljata obcutna okrepitev (pogosto povecanje Sirine in
intenzivnosti) ene ali dveh izoliranih ¢rt ter istocasna nespremenjena ali zmanjsana intenzivnost ostalih ¢rt kot merilo
pozitivnosti.

8. Naravna protitelesa (kongenitalna toksoplazmoza):
tehnika imunoblot je izjemno obcutljiva, antigen, uporabljen pri testu CIP-WB, pa je bil izbran zaradi Stevilnih
antigenskih crt, ki se pojavijo na traku.

Stevilne objave omenjajo ¢rte, ki so se v imunoblot testu razvile pri posameznikih, ki se ocitno nikoli niso okuZili s
toksoplazmozo. Medtem ko druge tehnike le redko prepoznajo ta protitelesa (IgG in IgM), jih imunoblot test zazna
zelo pogosto. Pojavijo se lahko zaradi navzkriznih reakcij s protitelesi, ki delujejo proti imunogenom $e neznane
narave.

Zato je uporaba testa TOXOPLASMA WB IgG-IgM omejena na primerjavo profilov. (Za potrjevanje serologij IgG
uporabite namenski specificni LDBIO TOXO I IgG test.)

Novorojenci nimajo naravnih protiteles (razen prenesenih materinih protiteles), vendar pa se verjetnost pojava
naravnih protiteles povecuje po 3. mesecu starosti. Med 3. in 6. mesecem starosti jih zaznamo le redko.

Zato je indikacija testa CIP-WB 1gG/IgM ob poporodnem spremljanju hamenoma omejena na 3 mesece za IgG in 1
mesec za IgM: nespecifi¢ne Crte za IgM se dejansko pojavijo bolj zgodaj.

9. ,Heat Shock Protein“ (kongenitalna toksoplazmoza):

Pri IgM do 37 kDa se lahko pojavi nespecifi¢na, ozka ¢rta nizke, a spremenljive intenzivnosti. Gre za artefakt, povezan
s pripravo antigena, imenujemo pa ga ,Heat Shock Protein®. Pojavi se tako na materinih kot na otrokovih trakovih v
parih, vendar pa je vcasih lahko opaznejsi v nekaterih serumih pri spremljanju otroka. Te Crte ne upostevajte.

10. CIP-WB (ocesna toksoplazmoza): Test CIP-WB IgM pri diagnosticiranju o¢esne toksoplazmoze ni uporaben.

Vendar je CIP-IgA diagnosti¢no zanimiv v tej situaciji. Za vec¢ informacij o CIP-IgA se obrnite na nas.

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 razpolozZljivimi podatki (npr. z

epidemioloskega, klini¢nega, bioloskega podrodja, podrocja zajema slik itd.). Ne smemo jih uporabljati kot podlago

za diagnozo samo na podlagi njihove pozitivnosti.
IZVEDBE (GLEJ REFERENCE LITERATURE Stran 11)

Te Studije so bile izvedene v neodvisnih referencnih laboratorijih.

WB-TOP vs20 si
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CIP-WB G+M: KONGENITALNA TOKSOPLAZMOZA ob rojstvu (mati/otrok)

TOXOPLASMA WB IgG-IgM
POz NEG
KLINICNI POZCTn=54 41 13
PODATKI NEG CT n =60 0 60
Tabela 1: Izvedba testa CIP-WB IgG/IgM ob rojstvu (n = 114):
Specificnost = 100 % Obcutljivost =76 %
Pozitivna napovedna vrednost = 100 % Negativna napovedna vrednost = 83 %

CIP-WB G+M: KONGENITALNA TOKSOPLAZMOZA ob poporodnem spremljanju (otrok D0/D20)

Od 54 otrok, predhodno testiranih na DO (tabela 1), je bilo do D20 spremljanih 10 neokuZenih in 12 okuZenih
otrok (n = 22), ki so bili analizirani s testom TOXOPLASMA WB IgG-IgM.
e NaDO: pri 4 od 12 okuzenih otrocih je bil profil isti kot ob rojstvu (lazno negativni rezultati).
e Na D20: negativni rezultat se je ohranil samo pri 1 otroku.

TOXOPLASMA WB IgG-IgM
POz NEG
KLINICNI POZCTn=12 11 1
PODATKI NEGCTn=10 0 10
Tabela 2: Izvedba testa CIP-WB IgG/IgM na D20 (n = 22):
Specificnost = 100 % Obcutljivost =92 %
Pozitivna napovedna vrednost = 100 % Negativna napovedna vrednost =91 %

CIP-WB 1gG: OCESNA TOKSOPLAZMOZA (serum/prekatna vodica)
Spodaj prikazane izvedbe so vzete iz metaanalize Stirih Studij razli¢nih referencnih centrov.

Te Studije primerjajo izvedbe testa CIP-WB IgG z izvedbami izraCuna Goldmann-Witmerjevega koeficienta (GWC) in
testa PCR. Obenem prikazujejo diagnosti¢ne izvedbe, ki zdruZzujejo dve ali tri od navedenih tehnik.

V vseh stirih Studijah je bil uporabljen test LDBIO v skladu s priporocili v navodilih za uporabo kompleta.

Obcutljivost je bila dolo¢ena na 113 bolnikih s klinicno dokazano o¢esno toksoplazmozo. Specificnost je bila
izracunana na kontrolni populaciji z o¢esnimi boleznimi, ki niso bile posledice toksoplazmi¢ne okuzbe: o¢esna toksokariaza
(n =5), virusna okuzba (n = 10), druge okuzbe (n = 4), nenalezljive oCesne bolezni (n = 126), od katerih siva mrena (n = 42).

Obcutljivost (Se)

Splosna obcutljivost testa CIP-WB IgG je 62,8 % (n = 113), izvedba je primerljiva z GWC (Se = 61,0 %, n = 113) in
vecja od PCR (Se = 43,5 %, n =92, p = 0,0028).

Kombinacije testa CIP-WB s testoma GWC in PCR poveca obcutljivost diagnoze:

CIP-WB + GWC: Se = 78,1 % (n = 96, p = 0,0082)
CIP-WB + GWC + PCR: 86,3 % (n = 95, p = 0,0001)

Specificnost (Sp)

Splosna specifi¢nost testa CIP-WB IgG je 92,8 % (n = 111), izvedba je primerljiva z GWC (Sp = 94,2 %, n = 139) in
manjsa od PCR (Sp = 100 %, n = 131, p = 0,0009).

Kombinacija obeh tehnik, CIP-WB IgG + GWC, nekoliko zmanjsa specificnost diagnoze (Sp = 91,1 %, n = 101, p =
0,32). Kombinacija s testom PCR ne vpliva na specificnost.

WB-TOP vs20 si
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Zakljucek

Imunoloski test Toxoplasma WB IgG IgM ima odli¢ne rezultate pri diagnozi prirojene ali o¢esne toksoplazmoze.

Pri prirojeni toksoplazmozi ima CIP-WB G + M obcutljivost 76% [95CI 62-86%] in specificnost 100% [95CI 92-100%]
ob rojstvu. Ponovno testiranje v prvem mesecu Zivljenja Se poveca obcutljivost CIP-WB G + M.

Pri ocesni toksoplazmozi ima CIP-WB IgG obcutljivost 62,8% [95CI 53,2-71,6%] in specifi¢nost 92,8% [95Cl 85,9-
96,6%]. Kombinacija z drugimi tehnikami (GWC in / ali PCR) poveca diagnosti¢no zmogljivost.

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 nikakr$na navzkrizna reakcija, pri
rezultatih uporabe tovrstnih vzorcev svetujemo skrbno interpretacijo.

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 esar ni bil ustrezno inkubiran po celotni dolZini. Ce pladnja po vnosu snovi niste pretresli, se
lahko na mestu, kamor je bil vzorec poloZen, pojavijo tudi madezi.

»Sum v ozadju je moteé, zaradi éesar je odéitavanje 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 cas inkubacije.

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

Ta nespecifi¢ni Sum v ozadju se lahko pojavi samo na enem delu traku, pri cemer rezultatov ni mogoce odditati 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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