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MASTAFLUOR™ Toxoplasma

Imunofluorescencni test pro detekci protilatek proti
Toxoplasma gondii v lidském séru.

Pouziti

Polokvantitativni (titriovatelny) imunofluorescenéni test pro
detekci IgG protilatek (a navic IgM protilatek pomoci
screeningového testu) zaméfeny proti tachyzoitim
Toxoplasma gondii v lidském séru. Je uréen k pouziti jako
pomucka pfi ur€ovani imunitniho stavu toxoplazmézy u
dospélych pacientl s podezifenim na infekci Toxoplasma
gondii.

Test je vhodny pro manualni pouziti a je uréen pouze pro
profesionalni in vitro diagnostiku. VSechny vysledky
laboratornich testd by mély byt interpretovany spole¢né s

dalSimi klinickymi daty. Je tfeba také zohlednit klinické
posouzeni a dalsi testy.

Dulezita poznamka k navodu pouziti sady

Jakékoliv zmény relevantni pro test v navodu k pouziti
sady (IFU) povedou ke zméné Cisla verze na konci
posledni stranky. VSechny provedené zmény budou
uvedeny na samostatném listu pfidaném do IFU po dobu
tfi mésicl od data zmeény verze. Prosim, ujistéte se, Ze pro
testovaci proceduru je pouzita nejnovéjsi verze IFU.

Princip testu

Redéné vzorky, negativni a kladna kontrola se aplikuji na
jamky mikroskopickych preparatt a inkubuji. VSechny
jamy jsou pokryty €isténymi antigeny tohoto patogenu.
Pokud jsou v séru pfitomny specifické protilatky, navazeji
se na fixni patogenni antigeny a vytvareji stabilni komplex
antigen-protilatka. Poté se sklitka perou, aby se odstranil
jakykoli uvolnény material. Komplexni protilatky jsou
detekovany  pfidanim  fluorescenéné  oznaceného
antihumanniho  konjugatu 1gG, IgM nebo IgA
imunoglobulinu. Po dalSim kroku oplachovani k odstranéni
nevazanych konjugatd se preparaty prohlizeji pod
fluorescenénim mikroskopem.

Zelena fluorescence je pozorovana, pokud jsou ve vzorku
pritomny protilatky specifické pro patogen.

Obsah sady

1. Sklicka

potazené Toxoplasma gondii

2. Pozitivni kontrola 0,5mL

IgG pozitivni sérum, Cloveék,
pripraveny k pouziti, obsahuje < 0,1
% NaNsa < 0,005 % ProClin
(potencialné infek¢ni a drazdive pro
k(zi, viz varovani)

3. Negativni kontrola 0,5 mL

IgG a IgM negativni sérum, lidské,
pfipravené k pouziti, obsahuje < 0,1
% NaNsa < 0,005 % ProClin
(potencialné infek¢ni a drazdivé pro
kGzi, viz varovani)

4. FITC-conjugate IgG 3mL

FITC-oznaceny antihumanni IgG (y-
chain) pfipraveny k pouziti, obsahuje <
0,1 % NaNsa < 0,005 % ProClin

(Drazdivé pro kdzi, viz varovani)

10 x 10 jamek

nebo

FITC-conjugate Screen 3mL

FITC-oznac¢eny antihumanni
IgG/IgM/IgA pfipraveny k pouZiti,
obsahuje < 0,1 % NaNsa < 0,005 %
ProClin

(Drazdivé pro kizi, viz varovani)
5.[DIL]5x] Diluent

5x koncentrované, redéné 1:5
pred pouzitim

6. Evans Blue 3 mL

pfipraveny k pouziti, obsahuje < 0,1
% NaNza < 0,005 % ProClin

(Drazdivé pro kiizi, viz varovani)

2x10 mL

7. |MOUNTING MEDIUM 3mL

Mounting medium
pripraveny k pouziti, obsahuje < 0,1
% NaNsa < 0,005 % ProClin

(Drazdivé pro kiizi, viz varovani)

8. PBS 2 sacky

Rozpustte 1 sacek v 1 litru destilované
vody, pH 7,2 £ 0,2

DalSi zkratky

1. pfipraveno k pouziti

Pozadované. ale neposkytnuté materialy

Sterilni zkumavky.

Mikropipety a Spicky.

Barvici miska nebo Coplin nadoba.
VIhka komora.

Odmérna barika pro PBS.
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Destilovana nebo deionizovana voda.
Pinzeta.

Kryci sklicka.

Oplachovaci lahev.

0. Fluorescenéni mikroskop s kombinaci filtrd vhodnou
pro FITC (napf. 490 nm excitaéni filtr a 510nm
bariérovy filtr).
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Varovani

1. Dodrzujte obecné zdravotni a bezpecnostni pokyny
pro praci s potencialné infekénimi materialy. Noste
vhodné ochranné obleCeni a pouzivejte vhodna
laboratorni zafizeni.

2. Nekontaminujte Cinidla kfizové ani nevyméniujte vicka
na lahvich. NepouZivejte kontaminovana cinidla.
Nepouzivejte Cinidla s posSkozenymi lahvemi nebo
obaly. Pouzivejte samostatnou pipetu nebo Spicky pro
kazdy vzorek a Cinidlo.

3. Nepouzivejte hemolyzované, lipaemické ani ikterické
sérum.

4. Kontrolni/kalibraéni materiadly lidského pUvodu byly
testovany na protilatky proti HIV, HCV a HBsAg
a byly shledany negativnimi. Mély by vSak byt
povazovany za potencialné infekéni latky a schopné
prenaset nemoci. Neni zaru¢eno, ze vzorky jsou bez
infekci nebo mikrobialni kontaminace.

5. Cinidla v sadé mohou obsahovat hovézi slozky. Aby
se zabranilo infekcim priony nebo zoonotickymi
patogeny, je tfeba dodrZovat standardni pfedpisy
bezpeclnosti pfi praci (GLP).

6. Jako konzervanty se pouzZivaji sodny azid a Proklin.
ProClin muze zplsobit podrazdéni kGze. V pfipadé
kontaktu s pokozkou by méla byt postizena mista
ddkladné umyta mydlem a vodou. Sodny azid mlze
pfi poziti vést k otravé a muze tvofit vybusné kovové
azidy s kovovymi slou¢eninami (méd, olovo). P¥i
likvidaci azidovych &inidel do laboratorniho odpadu
oplachnéte dostatkem vody.

7. MASTAFLUOR™ Toxoplasma Screen detekuje jak
IgG, tak IgM protilatky namifené proti T. gondii. Neni
mozné rozlisit mezi IgG a IgM.

8. Pokud je u téhotné zeny zjiStén pozitivni vysledek,

doporucuje se provést dalSi testy k ur€eni identity
protilatek.
Pokud je u t&hotné Zeny zjistén negativni vysledek, je
vhodné test béhem téhotenstvi opakovat, aby se
zjistila mozna sérokonverze. V pfipadé pochybnosti se
doporucuje proveést dalSi vySetfeni nebo se poradit s
Iékarem.

Opatieni / Poznamky
1. Cinidla dodavana v této sadé jsou uréena pro in vitro
Pouze pro diagnostické pouZziti.

2. Pred provedenim testu si peclivé prectéte instrukce.
Neménte postup bez pfedchoziho ovéreni.

3. Nepouzivejte €inidla po uplynuti data expirace.
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4. Nemichejte Cinidla mezi rlznymi davkami, protoze
Cinidla byla kalibrovana pro kazdou Sarzi.

5. Pouzivejte jednorazové plastové nadobi, kde je to
mozné. Znovupouzitelné sklo by mélo byt pred

pouzitim ddkladné umyto a oplachnuto bez
detergent(.

6. Vzdy pouzivejte novou SpiCku pipety pro kazdy krok
pipetovani.

7. Nepipetujte usty.
8. Béhem testovaciho procesu nedovolte, aby se jamky

vysusily.

9. Béhem inkubace nevystavuijte preparaty intenzivnimu
sluneénimu zafeni ani podobnym nepfiznivym
podminkam.

10. FITC-konjugat nevystavujte v zadném stupni silnému
slune¢nimu zafeni, UV nebo zafivkovému svétlu.
Drzte se v temném prostiedi, kdykoli je to mozné.

Likvidace

Vzorky a kontaminované jednordzové materidly by mély
byt likvidovany v souladu s pfislusnymi smérnicemi
a predpisy pro likvidaci infekénich material.

Pro dekontaminaci povrcha pouzivejte vhodné povrchové
dezinfek&ni prostfedky. Kontaminované sklo by mélo byt
autoklavovano pfi 121 °C.

Stabilita a skladovani

MASTAFLUOR™ Toxoplasma Ize pouzivat az do konce
expirace, jak je uvedeno na Stitku sady. VSechny
komponenty a ¢inidla sady by mély byt skladovany pfi
2-8 °C a pfed pouZzitim pfivedeny na pokojovou teplotu.
Po prvnim otevieni jsou €inidla stabilni alespor 3 mésice.
Kratce po otevieni pouzdra se pouzije posuvna sklicka.

Rekonstituovany prasek PBS by mél byt skladovan pfi
2-8 °C az 30 dni.

Vzorky (sérum) mohou byt skladovany podle obecného
doporuceni v literatufe. Obecné Ize vzorky uchovéavat pfi
2-8 °C az 3 dny pfed pouzitim, nebo pfi del§im skladovani
pfi -20 °C. Opakovanému zmrazeni
a rozmrazovani exemplafd by se mélo vyhnout.

Vzorky
a) Sérum
b) Vzorky Ize skladovat pfi 2—8 °C az 3 dny. Sérum by

mélo byt po odbéru okamzit¢ alicitovano
a uchovavano pfi -20 °C pro delSi skladovani.

Vzorky by nemély byt opakované
a rozmrazovany.

zmrazeny

Po rozmrazeni by mély byt vzorky pfed pouzitim
v testu kratce peclivé prozkoumany vortexem.

Vzorky  kontaminované lipémi, hemolytickymi,
ikterickymi nebo bakteridln& kontaminovanymi vzorky
mohou zpusobit faleSné pozitivni nebo fale$né
negativni vysledky (Ref. 5, 6, 7).
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Postup testu

1. Nechte v3echny materidly dosahnout pokojové
teploty (alespon 20 °C) pfed pouzitim.

2. Rekonstituujte jeden saek PBS prasku s 1 litrem
destilované nebo deionizované vody.
Doporucuje se pouzit fedidlo k pfedbéznému nafedéni
vzorku. 5x koncentrované fedidlo v poméru 1:5 fedte
destilovanou nebo deionizovanou vodou (napf. 10 mL
fedidla + 40 mL vody).

3. A) Kvalitativni: VSechny vzorky séra fedte fedidlem
nebo PBS pufrem, jak je uvedeno nize:
IgG testy: 1:64
napf. 10 L séra + 630 pL fedidlo neboli PBS
Screeningové testy:1:64
napf. 10 yL séra + 630 L fedidlo neboli PBS
B) Polokvantitativni: Pro IgG a screenovaci test:
Pro pfistup IgG a screeningu: Pro uréeni titra Ize
vzorky dale Fedit od titru zavislosti (1:64). K tomu
pfipravte sériovou fidici sérii s fedidlem nebo PBS,
napf.: pfipravte 50 pl fedidla nebo PBS a titrujte 50 pl
1:64 zfedénym vzorkem (1:2).

4. VSechny kontroly sady jsou pfipravené k pouziti a
nemély_by byt fedény jako vzorek.

5. Opatrné vyjméte sklicka z pouzdra. Nedotykejte se

jamek.
6. Aplikujte 20-25 pL pfipravenych kontrolnich a
nafedénych vzorkli na pfislusné jamky na

preparatech. Ujistéte se, Ze vSechny jamky jsou
zakryté. NesSkrabej povrch jamek.

7. Vlozte sklicka do vlhké komory a inkubujte pfi
pokojové teploté
IgG testy
Screen testy

30 min
30 min

8. Po inkubaci se myci voda opatrné posouva pomoci
PBS z myci lahve, pficemz je dlilezité davat pozor, aby
tryska nesméfovala na testovaci jdmy. To Ize provést
nasmérovanim trysky PBS podél stfedu zaveéru,
pfi¢emz se posuv nejprve nakloni smérem k jamkam
1-5 a poté k 6-10.

9. Ponofte preparaty do barvici misky nebo Coplin
nadoby obsahujici PBS a perte je 15 minut pfi
pokojové teploté, po 5 minutach se PBS zméni pro
zvySeni ucinnosti prani.

10. Odstrante sklicka z barvici nadoby a odcejte
prebytec¢ny pufr. Pomoci blotteru osuste oblast pfed
jamkami. Nedotykejte se povrchu jamky.

11. Ihned premistéte sklicko do vihké komory a pfidejte
20-25 pL pfislusného FITC-konjugatu do kazdé jamy.
Konjugat pokryje celou jamku. Nenechte jamky
vyschnout.

12. Inkubujte sklicka pfi pokojové teploté v zakryté vihké
komofe ve tmé po dobu 30 minut.

13. Po inkubaci oplachnéte preparaty PBS jako v krocich
9a10.

Volitelné: Pridejte 3 az 5 kapek Evans Blue na
pfipravu na posledni krok myti. Protibarveni muze
zlepSit rozliSeni mezi negativnimi a pozitivnimi
reakcemi.
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Po Evans Blue protibarveni ponofite skluz do ¢erstvého
PBS, abyste odstranili pfebyteCnou Evans Blue.

14. Na kazdy vystupek na zavéru naneste malou kapku
montazniho média. Pfilozte na sklicko kryt a Ctéte
vysledky okamzité. Davejte pozor, abyste pod
krytem nezachytili vzduchové kapsy.

Poznamka: Odstrarite pfebyte€ny montazni material
papirovou utérkou, vyhnéte se pfimému pohybu krytu.
Nadbyte¢né montazni médium na sklicku maze
zpusobit vysokou fluorescenci pozadi v dusledku
rozptylu svétla.

15. Reakce prohlédnéte pod fluorescenénim
mikroskopem pfi celkovém zvétSeni 400x nebo 800x.

Interpretace vysledku

IgG a pozitivni screeningova reakce: Pozitivni séra
vykazuji homogenni zelenou fluorescenci cytoplazmatické
membrany tachyzoitll Toxoplasma gondii. Reakce muize
byt hodnocena od velmi silné fluorescencni (4+), silné
fluorescencéni (3+), fluorescenéni (2+) az po mirné
fluorescencni (1+).

Cytoplazma muze vykazovat zelené zbarveni nebo
dokonce fluorescenci spolu s cytoplazmatickou
membranou. Pouze cytoplazmatické reakce musi byt
¢teny jako negativni.

Negativni reakce: Membrana Toxoplasma neprojevuje
zadnou fluorescenci. Fluorescence cytoplazmy je
povazovana pouze za negativni.

Kontroly

Kontroly musi odpovidat specifickym reakcim 3arze
uvedenym v certifikatu QC. Udaje v tabulce niZe slouzi
pouze orientaci a neodrazeji data aktualniho lotu.

Vzorek Ocekavané vysledky
Pozitivni kontrola 3+az4+
Negativni kontrola negativni

Pro spravnou interpretaci by mély byt vysledky porovnany
s pozitivnimi a negativnimi kontrolami.

Interpretace vysledkd vzorkt

Kvalitativni: Pacientsky vzorek je povazovan za pozitivni,
pokud vykazuje pozitivni reakci (1+ - 4+) pfi fedéni 1:64.

Polokvantitativni: Pacientsky vzorek je povaZovan za
pozitivni, pokud fedéni 1:64 nebo vyssi fedéni ukazuje
fluorescenci toxoplazmatickych membran (1+ - 4+).

IgG protilatka: 21:64

Screen / polyvalentni: 21:64

Konecny titr je nejvy3si fedéni s minimalni reakci 1+.

Pro interpretaci vysledkd by méla byt dodrzovana
doporuceni (mezinarodnich) referenénich center (napf.
www.rki.de).
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Omezeni / Interference

1. Autoprotilatky (typ ANA) mohou vést k
cytoplazmatické fluorescenci Toxoplasma gondii.

2. Test MASTAFLUORTM Toxoplasma byl prokazan
jako vysoce citlivy a specificky. Stejné jako u jinych
laboratornich testd by kone¢na diagnéza neméla byt
Pouze na zakladé tohoto testu vzdy interpretujte data
v souvislosti s Iékafskou historii pacienta a klinickym
obrazem.

Vykonnostni charakteristiky

Analyticka citlivost a specificita, cut-off

Byl vybran panel 140/153 klinicky pozitivnich a negativné
hodnocenych vzorkd pro ur€eni vykonnostnich dat
(meznik = 1:64). Jako srovnatelné produkty byly pouzity
TOXOREAGENT assay (MAST Diagnostica GmbH,
Reinfeld, Némecko), Toxoreagent (EIKEN Chemicals Ltd,
Tokio, Japonsko). Ke kontrole vzorku byly pouzity metody
VIR-ELISA ANTI-TOXO-IgG/IgM  (Viro-lmmun Labor-
Diagnostics GmbH, Oberursel, Némecko).

MASTAFLUOR™ Toxoplasma ziskala v tomto panelu
nasledujici vysledky:

Vzorec IgG Screen
Citlivost (Sens) % 90,57 % | 95,61 %
Specificita (Spec) % 94,12 % | 94,87 %
gl [ g P P
aonawetont | T s
Uginnost (EFF) T 1 9143% | 9542 %

(Zkratky: TP: True positive, TN: True negative, FN: False negative, FP:
False positive)

Nebyly zjistény rozdily v variabilité intra-testu a inter-testu.
KFizova reaktivita

Bylo testovano 47 sér obsahujicich antinuklearni protilatky
na kfizovou reaktivitu. Nebyly ziskany faleSné pozitivni ani

negativni vysledky, ale vzorky vykazovaly vysoké pozadi
(viz Omezeni).

V jedné studii bylo pouzito 23 sér téhotnych Zen k ureni
moznych kfizovych reakci. Nebyly zjistény zadné fale$né
pozitivni ani negativni vysledky. Pfesto bylo pfipojovano
varovani (viz varovani).

Sledovatelnost

Vzorek NIBSC 01/600 neboli TOXM Ize pouzit v
kvalitativnim hodnoceni ke sledovani pozitivni kontroly
Toxoplasma 1gG / Screen Kit. NIBSC vzorek TOXM lze
pouzit v polokvantitativnim hodnoceni ke sledovani
pozitivni kontroly.
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Klinicky vykon
Klinicky vykon byl prokdzan testovanim zpulsobilosti.

Pro MASTAFLUOR™ Toxoplasma IgG/screeningovy test
se testy zpUsobilosti (INSTAND e.V. Ringversuche, sekce
452, toxoplazméza) provadéji 1-2krat rocné. Data o
mezilaboratornich porovnanich budou poskytnuta na
vyzadani.

Dostupnost souhrnu informaci o bezpecnosti
a vykonu (¢lanek 29 narizeni IVDR)

Zprava bude dostupna v databazi EUDAMED (jakmile
bude modul k dispozici).
(https://ec.europa.eu/tools/eudamed/#/screen/home).

Zprava SSP bude poskytnuta na vyzadani.

Hlaseni vaznych incidentu

V8echny vazné incidenty, které se vyskytly v souvislosti se
zarizenim, musi byt hlaseny vyrobci a pfislusnému organu
¢lenského statu, ve kterém je uzivatel a/nebo pacient
usadeno.

Reference a historie zmén

Odkazy a historii zmén najdete na konci navodu pro
pouziti.
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Reference: Historie zmén:

1. www.rki.de Historie zmén zahrnuje zmény vyznamnych aspektl testu /
IFU.

2. www.who.org
3. www.fda.gov : : _
4. Thomas L.: Porod a diagndza, 8. Auflaze (2012) TH- Kapitola Popis zmeny

Books Verlagsgesellschaft, Frankfurt. PouZiti Aktualizace. PFidani pacientské
5. Thomas, L.: Hemolyza jako vliv a interference faktor populace

(2002) eJIFCC 13(4) 95-8. Obsah sady Pfidani ProClin a propojeni

s varovanimi

6. Nikolac, N.: Lipémie: pfiCiny, ruSeni mechanismy, _ — :
detekce a Fizeni (2014) Biochem 24(1): 57-67 Varovani Pridani ProClin (bod 6)
7. Mainali, S. et al.: Frekvence ikterické interference v

klinickych chemickych laboratornich testech a pficiny
tézkého ikteru (2021) Praxt. Lab. Med. e00259
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