Navod k soupravé: recomLine Toxoplasma IgG/IgM/IgA

recom Line Toxoplasma IgG [Avidity] (3
recom Line Toxoplasma IgM
recom Line Toxoplasma IgA

Imunoblot s rekombinantnimi antigeny pro detekci protilatek tfidy 1gG, IgM a IgA a pro stanoveni avidity
protilatek tfidy IgG proti Toxoplasma gondii v lidském séru a plazmé.

1. Obecné aspekty, pouziti testu

RecomLine Toxoplasma je kvalitativni in-vitro test pro detekci IgG, IgM a IgA protilatek proti proteinovym
antigendm Toxoplasma gondii. Vzhledem k pouziti rdznych rekombinantnich antigent poskytuje test
informace o specifickych protilatkach, které jsou typické pro jednotliva stadia infekce Toxoplasma gondii. Ve
srovnani s metodou ELISA umoznuje recomLine Toxoplasma diky jednotlivym antigenim bezpecnou
identifikaci specifickych protilatek Toxoplasma gondii.

2. Toxoplasma gondii

Toxoplasmosu zpusobuje parazit Toxoplasma gondii. Primarnim hostitelem parazita jsou ko€ky. Pohlavni
mnozeni probihd pouze v primarnim hostiteli a vede k vyluéovani infekénich oocyst. PFi alternativni cesté
vyvoje se Clovék nakazi pozfenim nedostatecné tepelné upraveného masa, jelikoz Toxoplasma gondii
pretrvavd ve tkanich prasat, koz a dalSich savcl. DalSim zdrojem infekce je transplacentarni pfenos
Toxoplasma gondii z Cerstvé infikované matky na plod (kongenitalni toxoplasmosa) (1, 6).

Toxoplasmosa je nejastéjSim parazitarnim onemocnénim ve stfedni Evropé. Tomu odpovida Urovén
seroprevalence, ktera se zvySuje s pribyvajicim vékem. Seroprevalence vzrlsta pfiblizné o jedno procento za
kazdy rok zivota. Pomér incidence kongenitalni toxoplasmosy je zhruba 5 az 6 na 1000 Zivé narozenych (1,
6).

Pribéh infekce Toxoplasma gondii u imunokompetentnich jedinct je obvykle asymptomaticky, vzacné s
nespecifickymi chfipkovymi pfiznaky. Primarni infekce vede k celozivotni perzistenci parazita a zajistuje
celozivotni imunitu proti dalSim toxoplasmovym infekcim (1).

Po infekci prochazi patogen fazi intercelularni proliferace s rychle se délicimi tachyzoity. Poté se tachyzoiti
vlivem zahajeni imunitni odpovédi zacinaji ménit na bradyzoity. Bradyzoiti pfetrvavaji v nervové tkani a
kosterni svaloviné hostitele ve formé cyst po cely Zivot (1, 6).

Kongenitalni toxoplasmosa muze zpusobit zavazné poSkozeni plodu. V prabéhu trvani gravidity se
pravdépodobnost pfenosu zvySuje, avSak zavaznost klinickych projevd se snizuje. Infekce béhem prvniho
trimestru vede obvykle k umrti plodu. DalSi nasledky zahrnuji zejména encefalitidu s projevy od tézkych
neurologickych poruch, pfes subklinicky infikované déti s lehkymi poruchami intelektu v dospélosti, az po
jedince bez symptomu. LéCba mlze byt zahdjena tehdy, je-li potvrzena nakaza v pribéhu gravidity. Tim
vyznamneé klesa zavaznost projevu a pozdnich komplikaci kongenitalni toxoplasmosy (1).

Toxoplasmosa muze vést rovnéz ke komplikacim u imunosuprimovanych jedinct (1, 6).

3. Diagnostika

Vzhledem k &astému asymptomatickému prubéhu toxoplasmové infekce je diagnosticky postup obvykle
zaloZen na serologickych testech.

Sabinllv — Feldmanudv test zavedeny v roce 1948 je diky vysoké senzitivité stale zlatym standardem v
diagnostice toxoplasmosy. Test je ale slozity a nakladny a proto je v soucasné dobé vyuzivan pouze jako
referenéni metoda (5).

DalSimi pouzivanymi metodami jsou imunofluorescence, enzymova imunoanalyza, KFR a aglutinacni testy (1,
3, 4).

Hlavnim cilem téchto diagnostickych postupl provadénych vétSinou preventivnhé béhem gravidity je odliSeni
akutni infekce v gravidité od infekce ziskané jiz pfed pocetim.

Humoralni imunitni odpovéd zacina tvorbou protilatek tfidy IgM béhem nékolika dnd s vrcholem jiz za 2 — 4
tydny. V mnoha pfipadech je detekovatelny také titr protilatek tfidy IgA. Hladina protilatek tfidy 1gG zacina
vzristat asi za 2 tydny po infekci s vrcholem asi 6-8 tydn az 3 mésice po infekci a poté zaCina postupné
klesat. Prvni 3 mésice po infekci se oznaduji jako faze | (serokonverze). Béhem tohoto obdobi se doporucuje
kontrola titru kazdé 2 — 3 tydny. V néasledné fazi Il pfetrvavaji vysoké titry a nedochazi k jejich dalSimu
vzestupu. Tato faze trva od 3 do 6 mésicl po infekci a oznaCuje se jako faze aktivni infekce. Béhem faze Il se
doporucuje kontrola titru rovnéz kazdé 2 — 3 tydny. Faze | a faze Il dohromady tvofi fazi akutni infekce. V
dalSim prabéhu (faze Ill) zacinaji hladiny protilatek klesat, nejdfive ve tfidé IgA a IgM, poté ve tfidé IgG.
Specifické protilatky tfidy IgM pretrvavaji bézné jeden rok, v nékterych pfipadech vS8ak mohou pretrvavat az 3
roky i déle. Tato faze (asi 6 — 12 — 36 mésicu po infekci) se oznacuje jako faze subakutni infekce. | v této fazi
jsou doporucovéany kontroly titru pro prikaz, zda nedochazi k dalSimu vzestupu titru. V nasledné fazi latentni
infekce nejsou detekovatelné protilatky tfidy IgA a IgM a pretrvavaji stfedni nebo nizké hladiny protilatek tfidy
IgG. Je pfitomnd imunita proti dalSim infekcim Toxoplasma gondii (12).
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Lze shrnout, Ze detekce protilatek tfidy IgM neni dostacujici pro diagnostiku akutni toxoplasmosy. Ve
vzacnych pripadech je akutni infekce provazena velmi nizkou nebo dokonce nedetekovatelnou hladinou
protilatek tfidy IgM (nizky responder IgM). V pfipadé ¢asného zahajeni terapie titry protilatek, zejména ve tfidé
IgM, rychle mizi.

Diagnostika infekce muze byt zjednoduSena stanovenim avidity 1gG protilatek. Protilatky tfidy 1gG v ¢asné fazi
maji nizkou aviditu, protilatky po prodélané infekci maji vysokou aviditu. Nizce avidni protilatky mohou byt
uvolnény z vazby na testovacim stripu pomoci aviditni reagencie, zatimco vysoce avidni protilatky nejsou
touto metodou odstranény. Sou€asné vySetfeni vzorku s aviditni reagencii a bez aviditni reagencie odlisi, zda
maji protilatky tfidy IgG nizkou (akutni infekce) nebo vysokou aviditu (stav po prodélané infekci).

Aviditni reagencie pro testovani s recomLine Toxoplasma IgG je dodavéana firmou ALLDIAG (vyr.¢. 11010).
Konfirmace protilatek tfidy IgM neni povazovana za adekvatni kritérium akutni toxoplasmové infekce;
stanoveni avidity 1gG protilatek v séru je proto velmi ddlezitym krokem v diagnostice toxoplasmosy (1, 3, 4,
10).

Rekombinantni antigeny pouZité v testu pochazeji z tachyzoitll typickych pro produktivni fazi infekce a z
bradyzoitll nebo z obou forem. Protilatkova odpovéd proti témto imunodominantnim antigenim umozriuje
konfirmaci stadia infekce.

Tab. 1: Pouzité rekombinantni antigeny

Antigen | Charakteristika

(p66) i v subakutni fazi infekce, zfidka protilatky tfidy IgA, obvykle pouze v akutni fazi, nizce avidni IgG
protilatky €asto v latentni f&zi, nezanechava titr IgG po dfive prodélané infekci.

ROP1 Antigen z tachyzoitl a bradyzoitd, charakteristicka odpovéd ve tfidé IgM s pfetrvavanim IgM protilatek

(p65) zacatku faze |, bez pfitomnosti nizce avidnich IgG protilatek v subakutni a latentni fazi.

MAG1 Antigen z bradyzoitli, obvykle bez odpovédi IgA a IgM, protilatky tfidy IgG (nizce avidni) pravidelné na

SAG1 Antigen z tachyzoitq, pfilezitostné nespecificka reaktivita s protilatkami tfidy IgM, protilatky IgG (nizce
(p30) * avidni) pravidelné aZ ve fazi ll, bez pfitomnosti nizce avidnich IgG protilatek v latentni fazi, titr IgG
protilatek obvykle pfetrvava celozivotné.

GRA7 Antigen z tachyzoit a bradyzoitd, zfidka IgM protilatky, vyluéné v akutni fazi, IgG protilatky (nizce
(p29) avidni) pfitomny jiz v ¢asné fazi I, zvySujici se avidita IgG protilatek az do konce faze |, titr IgG
protilatek obvykle pfetrvava celozivotné.

GRA8 Antigen z tachyzoit a bradyzoitu, protilatky tfidy IgM v akutni fazi obvykle pfitomny, v subakutni fazi
(p35) klesaji, IgG protilatky (nizce avidni) pfitomny jiz v asné akutni fazi, nizce avidni protilatky ¢asto také
v subakutni a latentni fazi, nezanechava titr IgG po dfive prodélané infekci.

*V literatufe je SAG1 popisovan jako antigen, proti némuz se tvofi protilatky béhem akutni faze infekce.
V tomto testu je pouzity rekombinantni SAG1 protein, ktery neobsahuje vSechny epitopy pfitomné v nativnim
SAG1 proteinu. Protilatky tfidy IgG proti rekombinantnimu SAGL1 jsou obvykle detekovatelné az ve fazi Il
toxoplasmové infekce. Pouziti rekombinantniho SAG1 vrecomLine Toxoplasma umoznuje lepsi rozliSeni
raznych stadii infekce Toxoplasma gondii.

» imunodominantni antigeny z tachyzoit & a bradyzoit d,

» test detekuje protilatkové odpov  édi ve tFidé IgG, IgM a IgA; jejich intenzity mohou byt
hodnoceny samostatn &,

e je mozné samostatné hodnoceni avidity IgG protilate  k proti jednotlivym antigen  am,
Ve srovnani s béZnymi metodami imunoblotu zaloZzenymi na separovaném lyzatu antigend mé test
recomLine Toxoplasma nasledujici charakteristiky:

» jasné definované, rekombinantni, vysoce cisténé antigeny s mnohem vySSi Udrovni

specificity.

Interpretace vysledk G je mnohem snazsi,

» vySSi senzitivita diky optimalizovanym mnozstvim an tigen Q,

» kontrolni bandy pro jednotlivé t  Fidy IgG, IgM a IgA,

 vnit Fni cutoff kontrola na kazdém testovaném stripu.

V testu recomLine Toxoplasma jsou rekombinantni antigeny pouzity v nasledujicim pofadi: ROP1 (66kDa),
MAG1 (65kDa), SAG1 (30kDa), GRA7 (29kDa), GRA8 (35kDa).
Antigeny pouzité v tomto testu usnadnuji detekci a identifikaci specifickych protilatek tfidy 1gG, IgM nebo IgA

v jednom provedeni testu.

LABOSERYV s.r.0., Hudcova 532/78b, 612 00 Brno 2/12 JP, 2010-07-26



Navod k soupravé: recomLine Toxoplasma IgG/IgM/IgA

4. Princip testu

Rekombinantni vysoce ¢isténé proteiny jsou naneseny na nitrocelul6zovou membranu. Tato matrix je
nastfihana na jednotlivé stripy.

PFi detekci specifickych protilatek proti Toxoplasma gondii jsou stripy inkubovany s nafedénymi vzorky séra
nebo plazmy, ¢imz se protilatky navazou na antigeny na stripech. Nenavazané protilatky jsou odstranény
promytim a stripy jsou poté inkubovany s anti-lidskym IgG, IgM, IgA vazanym s kfenovou peroxidazou.
Specificky navazané protilatky jsou detekovany pomoci barevné reakce katalyzované peroxidazou. V pfipadé
reakce antigenu s protilatkou se objevi tmavy prouzek na korespondujicim misté na stripu.

Na hornim konci stripu se nachazi pét kontrolnich prouzki:

1. Pod ¢islem stripu je prouzek slouzici jako kontrola reaktivity. Tento prouzek musi byt v kazdém séru
pozitivni.

2. Tfi konjugatové kontrolni prouzky: IgG/IgM/IgA. Tyto prouzky slouzi jako kontrola detekované tfidy
protilatek. Je-li napfiklad strip pouzity pro detekci protilatek tfidy 1gG, objevi se zfetelny konjugatovy
kontrolni prouzek IgG. Totéz plati analogicky pro konjugatové prouzky IgM a IgA.

3. Kontrola ,cutoff': pro kontrolu zbarveni a vyhodnoceni stripu. Podle intenzity tohoto prouzku se
hodnoti reaktivita protilatky jako pozitivni, hrani€ni nebo negativni.

5. Obsah soupravy

Reagencie obsazené v jednom baleni jsou dostacujici pro 20 testu.

Kazda souprava obsahuije:

[WASHBUFJ10 X] 100 ml Promyvaci roztok (10x koncentrovany)
Obsahuje fosfatovy pufr, NaCl, KCI, detergent, konzervacni latky:
methylisothiazolon (0,1%) a oxypyrion(0,2%).

| SUBS | TMB | 40 ml Substratovy roztok tetramethylbenzidin (TMB, k pfimému pouziti)
59 Odstfedéné mléko v prasku

1 Navod k pouziti

1 Vyhodnocovaci formuléaf

5.1 recomLine Toxoplasma IgG [Avidity]

Kromé polozek uvedenych v bodé 5 obsahuje kazda souprava:

TESTSTR 2 ks Zkumavky s 10 postupné Cislovanymi stripy potazenymi rekombinantnimi
antigeny Toxoplasma gondii
CONJ | IgG| 500 (I Anti-lidsky 1gG konjugét (zelené vi€ko, 100 x koncentrovany )

Krali¢i, obsahuje NaNs (<0,1 %), MIT (<0,1 %), Chloracetamide (<0,1%)

Stanoveni avidity
Pro stanoveni avidity IgG protilatek proti Toxoplasma gondii je na vyzadani k dispozici nasledujici reagencie:
AVIDI 1 Aviditni reagencie (pevna) pro pfipravu 60 ml roztoku

Kat. ¢islo:11010

5.2 recomLine Toxoplasma IgM

Kromé polozek uvedenych v bodé 5 obsahuje kazdéa souprava:

TESTSTR 2 ks Zkumavky s 10 postupné €islovanymi stripy potazenymi rekombinantnimi
antigeny T.gondii
CONJ | IgM| 500 [l Anti-lidsky IgM konjugat (fialové vi éko, 100 x koncentrovany )

Krali¢i, obsahuje NaN; (<0,1 %), MIT (<0,1 %), Chloracetamide (<0,1%)
5.3 recomLine Toxoplasma IgA

Kromé polozek uvedenych v bodé 5 obsahuje kazda souprava:

TESTSTR 2 ks Zkumavky s 10 postupné Cislovanymi stripy potazenymi rekombinantnimi
antigeny T.gondii
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CONJ | IgA | 500 [l Anti-lidsky IgA konjugat (bezbarvé vi €ko, 100 x koncentrovany )
Krali¢i, obsahuje NaN; (<0,1 %), MIT (<0,1 %), Chloracetamide (<0,1%)

6. DalSi pot febné reagencie a vybaveni, které nejsou sou €asti soupravy

Deionizovana voda, vakuovy extrakéni systém s odpadni nadobou a desinfekci na infekéni roztoky, mikro-
pipety, plastové pinzety, tfepacka, graduovany odmerny valec, vahy.

7. Informace o testu a reagenciich

¢

7.1. Bezpe ¢énostni opat reni:

% Pracujte v ochrannych rukavicich.

» Konjugat obsahuje azid sodny, MIT (methyisothiazolone) a Chloracetamide. Vyhnéte se kontaktu s kizi a
sliznicemi.

VeSkeré reagencie a materialy, které pfijdou do styku s potencialné infekénim vzorkem, musi byt fadné
dezinfikovany nebo autoklavovany po dobu nejméné 1 hodiny pfi 121°C.

Inkubaéni vanic¢ku pouzivejte jen jedenkrat.

S testovacimi prouzky zachazejte opatrné pomoci pinzety.

>
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7.2. Zachazeni se soupravou

Reagencie ukladejte pfed i po pouziti pfi teploté 2 — 8°C, nezmrazujte . VSechny komponenty soupravy nechte
pfed pouzitim nejméné 30 minut temperovat pfi laboratorni teploté (18-25C). Cela procedura je provad éna pfi
laboratorni teploté.

Koncentrované konjugaty pfed pouzitim dobfe promichejte. Rovnéz séra pacientl pfed pouzitim promichejte.
Zkumavku s testovacimi stripy neotevirejte pfed zacatkem vySetfeni; zabranite tim kondenzaci vody. Stripy,
které nebudou pouzity, musi byt ponechany ve zkumavce a uloZeny pfi 2 — 8C (zkumavku dob fe uzavrete,
stripy nesmi pfed pouzitim navihnout!)

Dodrzujte prosim dobu exspirace jednotlivych komponent soupravy.

Lze pouzivat pouze ty reagencie, jejichz Cislo Sarze souhlasi s ¢islem Sarze na Stitku soupravy.

Test musi byt provadén zkuSenou a opravnénou kvalifikovanou osobou.

Je mozné automatizace, pro vice informaci, prosim, kontaktujte ALLDIAG.

7.3. Priprava roztok

7.3.1. Priprava pracovniho fedéni promyvaciho pufru A

Pufr je pouzivan nejen k promyvani, ale i k fedéni vzorkd séra a konjugéatu. Podle poctu testovanych prouzki
pfipravte odpovidajici objem promyvaciho pufru A (viz tabulka 2). Nejprve rozpustte mlécny prasSek
v koncentratu promyvaciho pufru A a pak ke smési prilijte deionizovanou vodu (fedéni 1+9). Testujete-li jiny
pocet prouzkd, nez je uvedeno v tabulce, je nutné potfebny objem promyvaciho pufru dopoditat.

Pracovni fedéni promyvaciho pufru A maze byt pfi 2-8C skladovano 4 tydny. Pracovni fedéni promyvaciho
pufru A je mirné zakalené a bez zapachu.

Tab. 2: Pfiprava promyvaciho pufru A

Pouzité Mléény Koncentrovany Deionizovana Pracovni fedéni
prouzky prasek promyvaci pufr voda promyvaciho pufru
A A

1 0.1g 2mi 18 ml 20 ml

2 0.2¢g 4 ml 36 ml 40 ml

3 0.3g 6 mi 54 ml 60 ml

5 05¢ 10 ml 90 ml 100 ml

10 lg 20 ml 180 ml 200 ml

15 15¢g 30 ml 270 ml 300 ml

20 29 40 ml 360 ml 400 ml

7.3.2. Priprava roztoku konjugatu

Roztok konjugatu musi byt pfipraven tésné pfed pouZzitim. Pracovni fedéni roztoku konjugatu neni mozné dale
skladovat.

1 dil koncentrovaného 1gG, IgM, respektive IgA konjugéatu se fedi se 100 dily pracovniho fedéni promyvaciho
pufru A (1+100).

Potfebna mnozstvi jednotlivych roztokd udava tabulka 3. Testujete-li jiny pocet prouzkd, nez je uvedeno
v tabulce, je nutné potfebné objemy danych roztok( dopocitat.
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Tab. 3: Objemy pro Fedéni anti-lidského IgG, IgM, respektive IgA konjugatu

Pouzité prouzky Koncentrovany IgG nebo IgM Pracovni fedéni promyvaciho
* konjugat pufru A
1 20 pl 2ml
2 40 ul 4 ml
3 60 pl 6 ml
5 100 pl 10 ml
10 200 pl 20 ml
15 300 pl 30ml
20 400 pl 40 ml

* Objemy jsou pogitany bez ,mrtvého objemu*. PFipravujte proto roztok konjugéatu pro 1-3 prouzky navic v zavislosti na
zplUsobu zpracovavani testu (rué¢né nebo na automatu).

7.3.3. Roztok substratu

Roztok substratu je pfipraven k pfimému pouZziti. Pfed pouzitim jej vytemperujte na laboratorni teplotu (18-
25C).

Je nutné vyvarovat se kontaminaci roztoku substratu, napf. pouzitim kontaminované Spicky, nebot by se tak
ovlivnila citlivost testu.

7.4. Skladovani a stabilita

Reagencie skladujte pfi 2-8C.

Pracovni fedéni promyvaciho pufru A mize byt pfi 2-8<C skladovéno 4 tydny.
Roztok konjugatu musi byt pfipraven vzdy Cerstvy.

8. Vzorky

Jako vzorek lze pouzit krevni sérum nebo plazmu, které byly separovany bezprostfedné po odbéru. Je
potfeba se vyvarovat jakékoliv bakterialni kontaminace. Pfipadné pevné castice ve vzorku musi byt
odstranény pfed testovanim centrifugaci.

Pouziti chyléznich, hemolytickych nebo ikterickych vzork(i muze zplsobit tmavé pozadi pfi vySetfeni
recomLine Toxoplasma IgG/IgM/IgA. Tyto vzorky mohou také vést k chybnym vysledkim a nemély by byt
proto pouzivany.

Upozornéni!

Nemuzete-li test provést okamzité, mohou byt vzorky skladovany pfi teploté 2-8°C az 2 tydny. Dlouhodobéji je
Ize skladovat pfi minimalni teploté -20°C. Opakované zmrazovani a rozmrazovani vzorkd neni doporucovano,
nebot’se tim ovlivriuje kvalita vysledkd.

9.  Pracovni postup

9.1. Obecné informace
Reprodukovatelnost vysledk( zavisi pfedevsim na preciznosti promyvani prouzk( (postup promyti uveden
v bodech 9.3. a 9.5.).

9.2. Inkubace vzorku
1. 1 inkubaéni Zlabek je uréen pro 1 testované sérum. Do kazdého Zlabku napipetujte 2 ml
pracovniho fedéni promyvaciho pufru A. Plastovou pinzetou opatrné ponofte testovaci prouzek do
pFislusného Zlabku napinéného promyvacim pufrem. Cislo prouzku musi sméfovat vzharu.

Upozorn éni: Testovaci prouzek musi byt do promyvaciho pufru zcela ponoren.
Do vyhodnocovaci tabulky zaznamenejte ¢islo zkumavky s pouzitymi testovacimi prouzky a éislo kaz-
dého prouzku.

2. Pridani vzork a

IgG/IgM/IgA test : Do pfislusnych zldbkd napipetujte 20 pl nefedéného vzorku - lidské sérum nebo
plazma (fedéni 1 + 100).

Dbejte na to, abyste vzorek pfidavali u konce prouzku ponofeného v promyvacim pufru A, a co mozna
nejdfive opatrné promichali.

Do vyhodnocovaci tabulky zaznamenejte Cislo vzorku a tfidu imunoglobulint (IgG, IgM).

Inkubaéni misku pfikryjte vickem a za jemného tfepani pfi laboratorni teploté 1 hodinu inkubujte.
Upozorn éni: Dbejte na to, aby se roztoky nedostaly do jinych Zlabkd. Vicko otevirejte a zavirejte

opatrné, aby jednotlivé roztoky nevystrikly ven ze Zlabku (riziko kfizové kontaminace).
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9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

9.7.

9.8.

Promyti

1. Po uplynuti inkubaéni doby opatrné odstrante plastové vicko.

2. Zfedéné sérum ze ZIabkl opatrné odsajte.

Upozornéni! Odsavejte roztoky ze zlabkd vzdy dEistou Spickou nebo Spicky vzdy rddné promyijte

deionizovanou vodou. Pouzivate-li promyvacku, fidte se pokyny vyrobce.

3. Nasledné do kazdého Zzlabku pfidejte 2 ml pracovniho fedéni promyvaciho pufru A a za jemného
tfepani 5 minut inkubujte. Poté pufr odsajte.

4. Promyti dle bodu 3 opakuijte jeSté trikrat.

Inkubace s konjugatem

Po promyti prouzka do kazdého Zlabku pfidejte 2 ml pfipraveného roztoku konjugatu (viz tabulka 3).
Za jemného tfepani pfi laboratorni teploté 45 minut inkubujte. BE€hem inkubace musi byt zlabky zakryty
plastovym vickem.

Promyti
Roztok konjugatu ze Zlabkl odsajte a prouzky opét promyijte (viz bod 9.3).

Reakce substratu

Do kazdého zZlabku prfidejte 1.5 ml roztoku substratu a za jemného tfepani inkubujte pfi laboratorni
teploté 5-10 minut .

Zastavte reakci, jakmile se objevi cutoff kontrolni prouzek.

Zastaveni reakce

1. Po odsati roztoku substratu prouzky tfikrat promyjte deionizovanou vodou.

2. Plastovou pinzetou prouzky opatrné vyjméte, umistéte je mezi dvé vrstvy absorbéniho papiru a
nechte 2 hodiny susit. Suché prouzky vlepte do vyhodnocovaci tabulky a odecétené vysledky zapiSte do
protokolu.

3. Prouzky by mély byt uchovavany na temném misté.

Uréeni avidity protilatek
Postup testu pro stanoveni avidity protilatek je detailné popsan v navodu na pouziti avidity reagentu.

10.

Souhrn pracovniho postupu

Lo

VVytemperujte vSechny reagencie na laboratorni teplotu.

N

VloZte prouzky do 2 ml pracovniho fedéni promyvaciho pufru A a zkontrolujte, zda jsou v pufru
zcela ponoreny.

Pridejte 20 ul vzorku, respektive cut-off kontrol.

Za jemného tfepani pfi laboratorni teploté 1 hodinu inkubuijte.

Na tfepacce tfikrat po péti minutach promyvejte 2 ml pracovniho fedéni promyvaciho pufru A.

PFidejte 2 ml odpovidajiciho roztoku konjugatu.

Za jemného tfepani pfi laboratorni teploté 45 minut inkubujte.

Na tfepacce tfikrat po péti minutach promyvejte 2 ml pracovniho fedéni promyvaciho pufru A.

Pridejte 1.5 ml roztoku substratu a za jemného tfepani pfi laboratorni teploté inkubujte 5-10
minut

Prouzky promyjte nejméné trikrat deionizovanou vodou.

Prouzky nechte mezi 2 vrstvami absorbéniho papiru 2 hodiny susit a poté odectéte vysledky.

11.

Vyhodnoceni

11.1 Vyhodnoceni intenzity prouzk

1.

Do pfilozeného vyhodnocovaciho formuldfe zaznamenejte datum, Ccislo Sarze a zkumavky a
vySetfovanou tfidu protilatek.

Do formulafe zaznamenejte identifikacni €islo vzorku.

Jednotlivé testované stripy nalepte do odpovidajicich poli ve vyhodnocovacim formulafi. Testované stripy
umistéte tak, aby prouzek pro kontrolu reaktivity lezel na vyznacené Cafe. Pomoci prahledné lepici pasky
pfichytte stripy vlevo od vyznacené ¢ary. Uplné pfilepeni testovanych strip lepidlem nebo lepici paskou
muZze vést ke zménam barevné reakce.

PFfitomnost prouzkl na testovanych stripech uréete pomoci predtiSténého kontrolniho stripu na

vyhodnocovacim formulafi. Prouzky zaznamenejte do formulare (tab. 4). Prouzky na testovanych stripech
hodnotte samostatné pro jednotlivé tfidy imunoglobulina.
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11.2 Kontrola vysledk

Test m(ize byt hodnocen, jsou-li spinéna nasleduijici kritéria:

»  ProuZzek pro kontrolu reaktivity (prvni prouzek) je tmavé zbarveny.

« Trida protilatek (druhy az &tvrty prouzek): pfislusny konjugatovy kontrolni prouzek musi mit jasnou
barevnou reakci. DalSi dva konjugatové kontrolni prouzky mohou mit slabé, nespecifické zbarveni.

e Cut-off kontrola (paty prouzek): slabé, ale jasné patrné zbarveni.

Tab. 4: Intenzita prouzk( hodnocena podle cut-off prouzku

Prouzky Intenzita
Negativni -
Intenzita slabSi nez cut-off prouzek +
Stejna intenzita jako cut-off prouzek +
Siln& intenzita (silnéjSi nez cut-off prouzek) ++
Velmi silna intenzita +++

Dulezité!

Vzorec prouzk(l vtestech recomLine Toxoplasma IgG, IgM a IgA muze mit rzné intenzity. Test IgG
recomLine m{Ze mit vySSi intenzitu a tmavsi prouzky nez IgM, resp. IgA recomLine. Intenzita prouzku je dana
koncentraci specifickych protilatek proti Toxoplasma gondii.

Hodnoceni vysledku avidity: viz. kapitola 11.5 pod tabulkou 8.

11.3 Vysledky testu a interpretace

Zakladem pro spolehlivé a jednoduché vyhodnoceni testu je bodové ohodnoceni antigentl Toxoplasma gondii
v soupravé recomLine Toxoplasma, které vychazi z klinického hodnoceni a matematické analyzy. Vysledek
testu je dan souctem bodu a naslednym vyhodnocenim.

Vysledek testu se uréi sou¢tem bodu pro jednotlivé prouzky dle jejich intenzity +, ++ nebo +++ (tabulka 4).
Vysledny pocet bodu se zaznamené do sloupce ozna¢eného znackou pro sumu. Stanovi se pozitivni, hraniéni
nebo negativni vysledek vzorku a zaznamena se do vyhodnocovaciho formulare.

Tab. 5: Bodové ohodnoceni antigen( T.gondii v soupravé recomLine Toxoplasma

Antigen Body proIlgGt Fidu | Body pro IgM t Fidu | Body pro IgM t Fidu
ROP1 1 6 4
MAG1 2 1 2
SAG1 4 0 4
GRA7 4 2 4
GRA8 4 4 4

Tab. 6: Vyhodnoceni testu recomLine Toxoplasma

Soucet bodu Vyhodnoceni
<3 Negativni
4-5 Hraniéni
>6 Pozitivni

11.4 Pokyny pro interpretaci vysledk

Imunitni odpovéd na infekci Toxoplasma gondii je velmi variabilni. Skute¢nost, Ze odpovidajici IgM protilatky
jsou v mnoha pripadech stale detekovatelné roky po infekci, znacné ztézuje interpretaci serologickych nélezu.
Pfi hodnoceni vysledkud testu musi byt protilatky tfidy IgG a IgM posuzovany spole¢né.

Hlavnim markerem odpovédi ve tfidé IgM je u soupravy recomLine Toxoplasma antigen ROP1. Protilatky tfidy
IgM proti dalSim antigenim jsou méné signifikantni. Protilatky tfidy IgM proti ROP1 jsou témér vzdy pfitomny
béhem Casné faze infekce a obvykle odpovidaji za dlouhodobé pfetrvavani titru IgM. V ¢asné fazi infekce jsou
Casto detekovatelné rovnéz protilatky tfidy IgM proti GRAS8, které také Casto pretrvavaji i po odeznéni akutni
faze infekce, obvykle ale ne tak dlouho. Odpovéd ve tfidé IgM proti GRA7 je vzacna, zpravidla velmi slaba a
objevuje se pouze v akutni fazi infekce. Izolované nélezy protilatek tfidy IgM (tj. pouze ROP1 nebo GRAS8
reaktivita) bez detekce protilatek tfidy IgG musi byt hodnoceny velmi opatrné. Muze dojit k serokonverzi, ale
nelze vyloucit nespecifickou reaktivitu. Proto je nutna kontrola titru za 2 — 3 tydny.
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Odpoved ve tfidé IgA je obvykle velmi variabilni. MGZe zcela chybét, ale pfitomnost protilatek tfidy IgA muze
podpofit nalez akutni toxoplasmové infekce. Vzorek protilatek tfidy IgA neinformuje dostateéné o aktualnim
stavu infekce. Odpovéd ve tfidé IgG charakterizuje predevSim GRA7 a SAG1. Zatimco protilatky tfidy 1gG
proti GRA7 a GRAS8 jsou bézné pfitomny jiz na zaCatku faze |, protilatky tfidy 1gG proti MAG1 se objevu;ji
pozdéji. Protilatky tfidy IgG proti SAG1 se neobjevuji dfive nez ve fazi Il (hodnoceni rekombinantniho SAG1
viz. Tabulka 1). Protilatky tfidy IgG proti SAG1 a/nebo GRAY jsou obvykle detekovatelné celozivotné, zatimco
titr 1I9G protilatek proti ROP1 a GRA8 postupné klesa pod detekéni limit. Hraniéni nalezy IgG protilatek (tj.
pouze GRA7) nepotvrzuji imunitu proti toxoplasmoveé infekci.

Ve vétSiné pfipadl umozruje stanoveni avidity IgG protilatek proti jednotlivym antigendm pfesnéjSi posouzeni
stavu infekce, zejména pfi odliSeni akutni infekce Toxoplasma gondii od subakutni infekce s perzistujicimi
protilatkami tfidy IgM (viz. 11.4). Vzorky s nejasnymi nebo spornymi vysledky by meély byt v zavislosti na
klinickém stavu znovu vySetfeny za 3 — 5 tydnu. PFi negativnim vysledku béhem gravidity by mél byt za 8 — 13
tydnu proveden a testovan novy vzorek (3).

Negativni vysledek nevylu€uje zcela moznost toxoplasmové infekce. FaleSné negativni vysledek se mize
objevit tehdy, je-li odbér proveden pfed zahajenim imunitni odpovédi.

PFi vSech interpretacich, zvlasté u slabé pozitivnich vysledkd, je tfeba brat v Gvahu vSechna dalSi dostupna
klinicka data. Je nezbytna Uzka spoluprace mezi laboratofi a oSetfujicim Iékafem.

U infekéni mononukle6zy (EBV infekce) se mliZze objevit polyklonalni stimulace B lymfocytd. To mlze vést
k nespecifickym reakcim v testech detekujicich protilatky tfidy IgM. Pfitomnost revmatoidniho faktoru
pravdépodobné neovlivni vysledek testu ve tfidé IgM. PouZziti ikterickych sér mize vést k vy$Simu poctu
pozitivnich vysledka.

Tmavé stripy: séra nékterych pacientdl mohou vytvaret tmavé zbarveni na celém nitrocelulézovém stripu
(séra pacientl s alergiemi na proteiny mléka). Za tento fenomén jsou odpovédné rGzné faktory. Hodnoceni
téchto stripli je mozné pouze s ur€itymi omezenimi. ,Inverzni“ prouzky (bilé prouzky na tmavém pozadi) jsou
negativni. Korespondujici sérum by mélo byt vzdy znovu testovano jinymi serologickymi metodami.

11.5 Hodnoceni infek €niho stavu pomoci avidity IgG protilatek

Stanoveni avidity IgG protilatek proti Toxoplasma gondii se provadi pomoci aviditni reagencie, kat. €. 11010.
Protilatkova odpovéed ve tfidé 1gG proti jednotlivym specifickym antigenim zacina v rliznych fazich infekce.
Tyto 1gG protilatky postupné dozravaji z nizce avidnich na vysoce avidni. Na zakladé této skutecnosti Ize
stanovit aktualni stav infekce. Je popsan typicky pribéh IgG odpovédi pfi infekci Toxoplasma gondii; jednotlivé
pfipady se mohou od typického pribéhu liSit. Na zac¢atku faze | se objevuji pouze nizce avidni 1gG protilatky
proti GRA7 a GRAS8. V priibéhu faze | se avidita proti GRA7 a GRA8 postupné zvySuje a objevuji se prvni
protilatky proti MAG1. Na konci faze | se mohou objevit prvni vysoce avidni protilatky proti GRA7 a/nebo
GRAS8 a stfedné avidni protilatky proti MAG1. Imunitni odpovéd proti SAG1, kterd je v akutni fazi obvykle
slab&, se muze rovnéz zacit objevovat. V prabéhu faze Il se zvySuje reaktivita proti SAG1 a avidita protilatek
proti SAG1 postupné vzrlsta. Vedle vysoce avidnich protilatek proti GRA7 se objevuji vysoce avidni protilatky
proti MAG1. Pro subakutni fazi infekce (faze Ill) jsou charakteristické vysoce avidni protilatky proti GRA7 a
MAGL1 a stfedni az vysoce avidni protilatky proti SAG1.

V postakutni fazi infekce se mohou objevit nizce nebo stfedné avidni IgG protilatky proti ROP1 a GRAS8. Ve
vzacnych pfipadech se po akutni fazi infekce mohou objevovat samotné IgG protilatky se stfedni aviditou proti
GRA7, MAG1 nebo SAG1. Nélezy avidity proti témto antigenm musi byt proto pfi interpretaci avidity
hodnoceny opatrné.
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Tab. 2: Poznamky k hodnoceni infekéniho stavu pomoci avidity IgG protilatek.

IgG IgG avidita IgM Interpretace
negativni nedetekovano negativni Bez sérologickych znamek
infekce
negativni nedetekovano pozitivni Suspektni akutni infekce
(vétSinou ROP1, (faze 1)
Casto GRAS, zridka
GRA7)
pozitivni Nizka aZz vysoka proti GRA7 a pozitivni Suspektni akutni infekce

(GRAY a/nebo
GRAB8,pozdeji

GRAS8,
nizka az stredni proti MAG1

(vétSinou ROP1,
¢asto GRAS, zfidka

(faze 1)

MAG1, zfidka SAG1) GRA7)
pozitivni Vysoka proti GRA7, pozitivni Suspektni akutni infekce
(GRA7, GRAS, stfedni aZ vysoka proti GRA8 a | (vétSinou ROPL, (faze 1)

MAG1, slabé SAG1)

MAG1,

soucasné nizka az stfedni (zfidka
vysokd) proti SAG1

casto GRAS)

pozitivni Stfedni az vysoka proti SAG1, pozitivni Suspektni subakutni infekce s
(GRA7, MAGL, vysoka proti MAG1 a GRA7 (vétSinou ROP1, pretrvavajicimi IgM (faze III)
SAG1) zfidka GRAB)
pozitivni Vysoka proti MAG1, SAGL1 a negativni Latentni infekce (faze 1V)

(vétSinou SAG1,
GRA7, casto MAG1)

GRA7

Jednotlivé faze toxoplasmové infekce odpovidaji obvykle nasledujicim ¢asovym Usekim:
Faze I: 0 — 3 mésice po infekci
Faze Il: 3 — 6 mésicu po infekci
Faze Ill: 6 — 12 (- 36) mésicu po infekci

Faze IV:

> 12

> (-

36) mésicu po

infekci

(12, podle H.Hlobil,

Tab. 3: Charakteristické vysledky stanoveni infekéni faze

K.Friese:

.Pranatale Toxoplasmose.
Infektionserkrankungen der Schwangeren und des Neugeborenen, 1998, 292-307, viz. ,Diagnostika“, kapitola 3).

Infek €ni faze (I - IV) ROP1 MAG1 SAG1 GRA7 GRAS8
Faze I: 167 N N s o (o N —
IgG avidity | e | memeee | e e | e
IgM pozitivni |  memeeee | e ((pozitivni)) (pozitivni)
Faze I: IgG pozitivni (pozitivni) ((pozitivni)) Pozitivni pozitivni
IgG avidita | -eeeeee- Nizkd=> i | = - nizka=i,=> | nizka= i, =
vysoka vysoka
IgM pozitivni |  memeeee | e ((pozitivni)) (pozitivni)
Faze II: IgG pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni
IgG avidity | @ ---eee- i = vysoka nizka = i’ vysoka vysokéa
IgM pozitivni | smemeeee | e | s (pozitivni)
Faze IlI: IgG pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni
IgG avidity | @ ---eee- vysoka vysoka vysoka | @ ---eee-
IgM pozitivni | smemeeee | e | s ((pozitivni))
Faze IV IgG (pozitivni) pozitivni pozitivni pozitivni (pozitivni)
IgG avidity | @ ---eee- vysoka vysoka vysoka | @ ---eee-
Lo e D D e D

* = stfedni, (pozitivni): ¢asto reaktivni, ((pozitivni)): zfidka reaktivni
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Interpretace stanoveni avidity

IgG avidita: Stripy recomLine IgG a recomLine IgG s aviditou jsou poloZeny paralelné vedle sebe: pfimé

srovnani intenzity jednotlivych prouzk( recomLine 1gG (koncentrace protilatky) s odpovidajicim

recomLine IgG — avidita.

~vysoka“ >> 50% (Casto identické) intenzity prouzku recomLine 1gG
~Stredni ~ 50% intenzity prouzku recomLine 1gG
.nizka" << 50% intenzity recomLine IgG

12. Klinické vysledky

12.1 Séra z €erstvych toxoplasmovych infekci

Bylo vySetfeno celkem 28 sér z predpokladanych &erstvych toxoplasmovych infekci ziskanych z referenéni
laboratore, u kazdého séra byly odebrany 2 — 7 vzork(i (111 sér). 26 infekci se vyskytlo u gravidnich zen, 2 u
pacient(l se zvétSenymi lymfatickymi uzlinami.

Gravidni zeny:

Z 12 pripad(, u kterych byla pfesné znama doba zacatku terapie, byl pozitivni vysledek v recomLine IgM
zjiStén pfi zah4jeni terapie v 11 pfipadech; v 9 pfipadech byl také pozitivni vysledek v recomLine 1gG. V 7
pfipadech byl rovnéz pozitivni vysledek v recomLine IgA, tfi byly hrani¢ni. V 11 pfipadech doslo k rychlejSimu
poklesu IgM reaktivity nez v referenénim testu. U jednoho prabéhu nebyla v recomLine IgM jako v jediném
testu zjiSténa pozitivni IgM reakce; u tohoto prabéhu nebyly nalezeny IgG ani IgA protilatky v recomLine ani v
Zadném z dalSich referencnich testd.

Ve vSech dalSich pfipadech byla zvySujici se IgG odpovéd doprovazena pozitivni IgM a/nebo IgA odpovédi,
ktera ve vétsSiné pripadl klesala rychleji nez v referenénim testu.Ve dvou pfipadech po terapii nebyly nalezeny
Zadné titry IgM a IgA.

V 7 pfipadech byl vysledek v recomLine IgG pozitivni nebo hrani¢ni, zatimco referen¢ni test byl stéle
negativni.

Z 26 IgG pozitivnich pocate¢nich sér mélo 25 sér vzorec IgG prouzkl typicky pro akutni infekci (viz. 11.3 a
11.4).Ve vSech téchto prfipadech byla v recomLine IgG stanovena nizka az stfedni avidita. V jednom pfipadé
vzorec 1gG prouzk( odhalil subakutni infekci s vysokou IgG aviditou.

Pacienti se zvétSenymi lymfatickymi uzlinami:

Byli vySetfeni 2 pacienti se zvétSenymi lymfatickymi uzlinami (bez terapie). Oba pfipady byly IgG a IgM
pozitivni, jeden také IgA pozitivni.

V prvnim pfipadé byl vzorec IgG prouzku typicky pro akutni infekci; avidita 1gG byla nizka. Ve dvou dalSich
odbérech se vzorec IgG prouzkd zmeénil ve smyslu subakutni a postakutni infekce a IgG avidita vzristala
paralelné s poklesem titr( IgM a IgA.

Ve druhém pfipadé vzorec IgG prouzkd a nizka avidita IgG odpovidaly akutni infekci s vysokou hladinou IgM;
v dalSim vzorku se vzorec IgG prouzkd zménil ve smyslu subakutni infekce se stfedni aviditou a klesajici
hladinou IgM.

Tato vySet feni potvrdila, Ze recom Line IgG detekuje protilatky t Fidy IgG s vysokou senzitivitou i

v €asné fazi infekce. Vzorec IgG prouzk G a stanoveni IgG avidity jsou zakladem pro efektivn i
diagnostiku akutni toxoplasmové infekce. Reaktivity IgM klesaji po ukon ¢€eni akutni faze infekce p Fi
terapii v recom Line IgM ve srovnani s referen énimi testy rychleji.

12.2 Pozitivni séra

19G:

IgM:

IgA:

Pomoci dvou referenénich testl ELISA bylo 193 vzorka uréeno jako IgG pozitivni/hraniéni. VSechna séra
byla metodou recomLine IgG hodnocena jako pozitivni/hraniéni (senzitivita 100,0%).

Pomoci tfi referencnich testd ELISA bylo 95 vzork( uréeno jako pozitivni/hraniéni. 79 z nich bylo v testu
recomLine IgM hodnoceno jako pozitivni/hraniéni (senzitivita 83,2%). NiZSi hladina senzitivity koresponduje
se zminénou detekci akutnich IgM protilatek misto perzistujicich IgM protilatek v testu recomLine IgM (viz.
séra z Cerstvych toxoplasmovych infekci).

Pomoci dvou referencnich testt ELISA bylo 18 vzorkd uréeno jako IgA pozitivni/hraniéni. 8 sér bylo v testu
recomLine IgA hodnoceno jako pozitivni, 10 sér jako hrani¢ni (senzitivita 100,0%).

12.3 Negativni séra

IgG: Pomoci dvou referenénich testd (IFT, ELISA) bylo 186 vzorkd uréeno jako 1gG negativni. 175 z nich bylo
v testu recomLine 1gG hodnoceno jako negativni (specificita 94,1%). 11 vysledkd bylo hrani€nich, dva
Z nich byly IgM pozitivni.

IgM:  Pomoci dvou referenénich testd ELISA bylo 133 vzorkd uréeno jako IgM negativni. 124 z nich bylo v testu

recomLine IgM hodnoceno jako negativni (specificita 93,2%). 2 vysledky byly hraniéni a 7 pozitivnich,
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z nich dva byly IgG hraniéni.
IgA:  Pomoci dvou referenénich testll ELISA bylo 25 vzork( uréeno jako IgA negativni. 24 z nich bylo v testu
recomLine IgA hodnoceno jako negativni (specificita 96%).

12.4 Darci krve
Séra darcl krve byla analyzovana nasledovné: 99 (IgG), 100 (IgM), 100 (IgA).

Tab. 9: Vysledky vySetfeni sér darct krve

19G IgM IgA
pozitivni 52 8 1
hraninine 10 3 8
negativni 37 89 91

12.5 Potencialn é interferujici séra

Nebyly zjistény chybné vysledky testu pfi vySetfeni potencialné interferujicich latek, tj. chyléznich a
hemolytickych sér a sér s pozitivnim revmatoidnim faktorem a ANA. lkterickd séra by vzhledem k vySSimu
poctu pozitivnich vysledk neméla byt pouzivana.

U infekéni mononukleézy (EBV infekce) mize dojit k polyklonalni stimulaci B lymfocytd. To maze vést k
nespecifickym reakcim v testech detekujicich protilatky tfidy IgM.

12.6 Srovnani sérum-plazma
Pfi vySetfeni vzorkd od 25 pacientt nebyly zjiStény rozdily mezi analyzou séra nebo plazmy.

12.7 Stanoveni avidity IgG protilatek

63 vzorka z predpokladanych erstvych toxoplasmovych infekci bylo vySetfeno pomoci recomLine IgG a
referenéniho testu pro stanoveni avidity. Urover shody byla 98,2% pro nizkou aZ stfedni aviditu.

DalSich 30 vzork(li z predpokladanych postakutnich a dfive prodélanych toxoplasmovych infekci bylo
vySetfeno pomoci recomLine IgG a referenéniho testu pro stanoveni avidity. Uroven shody byla 80% pro
stfedni az vysokou aviditu. Ze Ctyf vzorkl s nizkou aviditou v referenénim testu a vysokou aviditou v
recomLine IgG byl pouze jeden IgM pozitivni; vzorec 1gG prouzk(l odpovidal postakutni az dfive prodélané
infekci. Jeden vzorek mél v referencnim testu vysokou aviditu a v recomLine 1gG nizkou aviditu; podle vzorce
IgG prouzku se jednalo o akutni toxoplasmovou infekci.
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