MASTAFLUOR™ Toxoplasma

Imunofluorescenéni test pro detekci protilatek proti Toxoplasma gondii v lidském séru
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Uvod

Prvok Toxoplasma gondii se fadi do skupiny parazitickych sporozoi. Nej¢astéji infikuje savce, prevazné
koCky. Infekce Elovéka je nejvice nebezpecna pro imunosuprimované osoby, u kterych maze propuknout
toxoplazméza s tézkym prabéhem. U imunokompetentnich a zdravych lidi obvykle probih& inaparentné, tedy
bez pfiznaka.

k pfimému pfenosu Toxoplasma gondii z matky na plod, ¢imz mulze zplsobit poSkozeni o€i nebo CNS
plodu. Pfiznaky muzou pretrvavat i nékolik tydn(i, mésicu nebo i let po narozeni.

Pric¢inou primarni infekce ¢asto byva konzumace syrového nebo nedostate¢né tepelné upraveného masa,
nejcastéji veprového nebo skopového, ve kterém pretrvavaji cysty T. gondii. DalSi moznou cestou infekce je
primé poziti oocyst, napf. s potravou kontaminovanou koci¢im trusem.

Zivotni cyklus T. gondii probiha ve 3 fazich vyvoje: cysty, oocysty a tachyzoiti (bradyzoiti) a v zavislosti na
typu hostitele T. gondii zahajuje pohlavni nebo nepohlavni rozmnozovani. Clovék se pfevazné infikuje
pozitim cyst nebo oocyst nebo transplacentarnim prenosem tachyzoitd.

T. gondii se Sifi do svall nebo do mozku, kde se poté nepohlavné mnozi ve stadiu tachyzoitll. DUsledkem
aktivace imunitniho systému hostitele rozmnozovani kon¢i a T. gondii pretrvava ve stédiu cysty, které patrné
pretrvava dozivotné. V infikované kocce Toxoplasma zahajuje pohlavni rozmnozovani, kdy vznikaji oocysty,
které jsou nasledné vyluCovany s trusem. Po 3 dnech po vylou€eni dochazi ke sporulaci, kdy se oosysty
stavaji infekénimi a takto mazou prezivat v plidé nebo ve vodé po dobu i nékolika mésicu.

Diky tomuto zivotnimu cyklu a spektru hostitelt je T. gondii rozSifend po celém svété. Nejméné 50 %
populace zapadni a stfedni Evropy je nakazena a hosti tkafiové cysty. Se vzrustajicim vékem roste i
prevalence v populaci, pfiblizné o 1 % za rok.

Pouziti

Souprava MASTFLUOR™ Toxoplasma je uréena pro detekci specifickych protilatek proti Toxoplasma gondii
v lidském séru a slouzi pro konfirmaci a diagnostiku infekce T.gondli.

Pro detekci protilatek tfidy IgM je doporuceno pouzit kit MASTSORB (Kat.6. 651003) pro vylouéeni
revmatoidnich faktoru.

Tento test je ur€en pouze pro pouziti in vitro.

Princip testu

Nafedéné vzorky, negativni a pozitivni kontroly jsou pfidany do jamek na sklicku, které jsou potazeny
fixovanymi burikami Toxoplasma gondii, a nasledné jsou inkubovany. Pokud jsou v séru pfitomny specifické
protilatky, navazou se na fixované buriky a vytvari stabilni komplex antigen-protilatka.

Sklicka jsou poté promyvana pro odstranéni nenavdzaného materiélu a navazané protilatky jsou detekovany
pridanim konjugatu s fluorescenéné zna¢enym anti-lidskym IgG, IgM nebo IgA imunoglobulinem. Po dal§im
promyvacim kroku pro odstranéni nenavazaného konjugatu jsou sklicka vyhodnocovana pod fluorescenénim
mikroskopem. Pozitivni reakce je pozorovana jako zelena fluorescence bunék T. gondii.

Soucasti soupravy
Souprava MASTFLUOR™ Toxoplasma obsahuje véechny potiebné reagencie. K dispozici je také baleni
obsahujici pouze sklicka.

100 testt 50 testu Specifikace
Sklicka 10x 10 10x5 Potazeny fixovanymi burikami Toxoplasma
(sklicka x jamky) | (sklicka x jamky) | gondii

Pozitivni IgG nebo IgM pozitivni sérum, obsahuje

kontrola 0,5 mL 0.5 mL < 0,1% azidu sodného, pfipraven k pouZziti

Negativni lgG a IgM negativni sérum, obsahuje

kontrola 0,5 mlL 0,5mL < 0,1% azidu sodného, pfipraven k pouziti
IgG: FITC-znacené anti-lidské 1gG

ST, (y-fetézec)

FITC-konjugat 3mL 2mL IgM: FITC-znacené anti-lidské IgM

(u-Fetézec)

MASTAFLUOR™ Toxoplasma — 2015-10-12

MAST




Screen: FITC-znacené anti-lidské
IgG/IgM/IgA

vSechny konjugaty obsahuji < 0,1% azidu
sodného, pfipraveny k pouziti

Sérum diluent, 5 x koncentrovany,

Serum diluent 2x10mL 1x10mL Kk Fed&ni 1:5 pred pouitim
Evans Blue 3mL 3mL Evan§ova rEodr, obsahuje <O1 Yo azidu
sodného, pfipravena k pouZiti
Mounting Montovaci médium, obsahuje < 0,1% azidu
. 3mL 3 mL . o e
Medium sodného, pfipraveno k pouziti
PBS Pufr 2 saky 2 saky 1 sacek pro rozpusténi v 1L destilované

vody, pH 7,2 £ 0,2

Navod k pouziti
Pred pouzitim ctéte pribalovy letdk a dodrzujte doporuéené postupy.

5. Potrebny material, ktery neni soucasti soupravy

Sterilni zkumavky

Mikropipety a Spicky

Barvici nadoba nebo Coplinova nadoba
VIhka komurka

Odmérny valec pro PBS

Destilovana voda nebo voda vy$Si kvality
Klesté

Transmisni fluorescenéni nebo epifluorescencni mikroskop s 490 nm excitacnim filtrem a 510 nm
bariérovym filtrem

Kryci sklicka

Promyvaci lahev

6. Uchovavani a stabilita reagencii
Véechny soucasti kitu MASTFLUOR™ Toxoplasma jsou pouzitelné do data expirace uvedeném na obale.
VS8echny reagencie skladujte pfi teploté 2 — 8 °C. Pfed pouzitim nechte vSechny reagencie a sklicka
vytemperovat pfi pokojové teploté.
Nafedény promyvaci pufr (PBS) skladujte pfi teploté 2 — 8° C po dobu max. 30 dni. Pfed pouzitim se ujistéte,
zda je pufr vytemperovan pfi pokojové teploté.
Ostatni reagencie jsou pouzitelné az do data expirace, pokud jsou skladovany pfi teploté 2 — 8 °C.
Vzorky (sérum, plazma) by mély byt skladovany pfi teploté 2 — 8 °C pod dobu max. 3 dnl. Pro delSi
skladovani vzorky uchovéavejte pfi teploté -20 °C. Vzorky opakované nezamrazujte.

7. Upozornéni a zvlastni opatreni

Pouze pro in-vitro diagnostiku! Zabrante poziti ¢i spolknuti! Pfi praci dodrzujte laboratorni bezpeénostni
opatfeni. V laboratofi nejezte, nepijte ani nekurte.

Pfed pouzitim ctéte pribalovy letak a dodrzujte doporucené postupy. Neupravujte pracovni postup.
Reagencie nepouzivejte po datu jejich expirace.

Pouzivejte ochranny odév a prislusné ochranné pomdacky.

Nenasavejte pipetu Usty.

Pouzivejte jednorazové plastové spotfebni materialy vzdy, kdyz je to mozné. Opakované pouzitelné
sklenéné materialy by mély byt pred jejich pouzitim dukladné umyty a oplachnuty pfipravky bez obsahu
detergentd.

Kontrolni séra této soupravy byly testovany vSeobecné uznavanymi metodami na HBsAg a na protilatky
proti HIV a HCV a byly stanoveny jako negativni. Nicméné z preventivnich davodi je nutné povazovat
material za potencialné infekéni a pfi praci pouzivat ochranné latexové rukavice a dal$i ochranné
pomucky. Nelze poskytnout Zzadnou zaruku, ze séra nejsou infekéni.

Pouzivejte destilovanou vodu nebo vodu vyssi kvality
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e Neni mozné michat ¢i jinak pouZzivat reagencie ze stejnych souprav o jiné Sarzi. Reagencie jsou
kalibrovany pro kazdou Sarzi.

e Kvlli zabranéni vzniku kontaminace je nutné pouzivat jednorazové, vymeénitelné Spicky na pipety. Pro
kazdy vzorek nebo reagencii pouzivejte novou Spicku.

e Zamezte vyschnuti jamek v priibéhu postupu.

e Nevystavujte sklicka pfimému slunecnimu zafeni nebo jinym nepfiznivym podminkdm béhem inkubace.

e Kontaminované plastové potfeby by meély byt zlikvidovany a urCeny ke spaleni. Kontaminované
sklenéné potfeby by mély byt autoklavovany pfi teploté 121 °C nebo dekontaminovany v 2,5% roztoku
chlornanu sodného. Veskery kapalny odpad by mél byt dekontaminovan (napf. roztokem chlornanu
sodného).

¢ Nevystavujte FITC-konjufat pfimému sluneénimu zafeni, UV nebo fluorescenénimu zareni. Udrzujte ho
ve tmé, jak jen je to mozné.

¢ Nepouzivejte mikrobialné kontaminované vzorky sér.

e Nepouzivejte hemolyzované, lipemické nebo ikterické vzorky sér.

e Obsahuje azid sodny jako konzervant, ktery maze byt po poziti toxicky. Azid sodny muze reagovat
s olovem a médi za vzniku vybuSnych soli. Olovo nebo méd mdzou byt soucasti odpadnich trubek,
proto vylévejte reagencie pod dostate¢né tekouci vodou.

8. Pracovni postup

1. Pfed pouzitim nechte v8echny soucasti soupravy a vzorky vytemperovat pfi pokojové teploté (nejméné
20 °C).

2. Rozpustte 1 sacek PBS v 1 litru destilované nebo deionizované vody.
Naredte 5x koncentrovany Serum diluent v poméru 1:5 destilovanou nebo deionizovanou vodou (napf.

10 mL diluentu + 40 mL vody). Pro fedéni vzroku je doporuéeno pouzit Serum diluent (Fedény).

3. Nafedte vSechna séra nafedénym Serum diluentem (pfipadné PBS) dle nasledujiciho:

IgG: 1:64 napf. 10 pL séra + 630 pyL Serum diluentu (nebo PBS)
IgM: 1:16 napf. 10 pL séra + 150 yL Serum diluentu (nebo PBS)
Screen: 1:64 napf. 10 pL séra + 630 pL Serum diluentu (nebo PBS)

Pro IgM test je doporu¢eno pouzit MASTSORB (Kat.€. 651003) pro minimalizaci interference
s revmatoidnim faktorem. Vzorky testované testem Screen nesmi byt pfipravovany pomoci MASTSORB!
Také pozitivni kontrola nesmi byt pfipravovana pomoci MASTSORB!

4. VSechny kontroly jsou pfipraveny k pouziti. Nesmi byt Fedény.

5. Opatrné vyjméte sklicko za sa¢ku. Nedotykejte se jamek ani jejich blizkému okoli.

6. Pridejte 20 — 25 pyL nafedéného vzorku a kontrol do pfislusnych jamek na sklicku dle pfipraveného
schématu. Ujistéte se, ze jsou v8echny jamky naplnény tak, aniz by roztok unikal z jamky. Pfimy kontakt

pipety s povrchem jamky mize nepfiznivé ovlivnit vysledek.

7. Vlozte sklicko do inkubaéni komurky a inkubujte pfi pokojové teploté dle nasledujiciho:

IgG: 30 min.
IgM: 45 min.
Screen: 30 min.

8. Po skonceni inkubace opatrné promyjte sklicko pomoci promyvaci lahve s PBS tak, aby pfimy proud PBS
nezasahoval do jamek. Promyti mGze byt provedeno tak, ze je proud sméfovan do linie mezi jamkami
uprostred sklicka a je nejprve promyvana jedna strana sklicka (jamky 1 — 5) a poté je stejnym zplsobem
promyvana druha strana sklicka (jamky 6 — 10).
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9. Pomorte sklicko do barvici nadoby nebo do Coplinovy nddoby s PBS a kazdych 5 minut vyménte PBS.
Takto promyvejte po dobu 15 minut.

10. Vyjméte sklicko z barvici nddoby s PBS a odstrarte prebyte¢ny PBS. Pomoci filtraéniho papiru nebo
papirové utérky osuste okoli jamek a zadni ¢ast sklicka. Nedotykejte se povrchu jamek!

11. lhned umistéte sklicko do vihké komurky a pfidejte 20 — 25 uL FITC-konjugatu do kazdé jamky. Zamezte
vyschnuti jamek!

12. Inkubujte v uzavfené vihké komarce pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.
13. Zapnéte mikroskop 15 minut pfed pouzitim.

14. Po inkubaci promyjte sklicko pomoci PBS: zopakujte krok 9 a 10.
Volitelné: Pridejte 3 az 5 kapek Evans Blue pfed timto poslednim promyvacim krokem. Muze vylepSit
diferenciaci pozitivnich a negativnich vysledku.

15. Vyjméte sklicko z barvici nadoby s PBS a odstrarite pfebyte¢ny PBS. Pomoci filtraéniho papiru nebo
papirové utérky osuste okoli jamek a zadni ¢ast sklicka. Nedotykejte se povrchu jamek!

16. PFidejte malé mnozstvi montovaciho média do kazdé jamky. Prikryjte krycim sklickem. lhned odecitejte
vysledky. Dbejte na to, aby pfi pfikladani kryciho sklicka nevznikaly vzduchové bublinky.
Nadbytek montovaciho média mize zplsobit fluorescenci pozadi z divodu vysokého rozptylu svétla.
Pfipadny nadbytek montovaciho média odstrante pomoci papirové utérky tak, aby nedoS$lo k pohybu
kryciho sklicka.

17. Odecitejte vysledky pomoci fluorescenéniho mikroskopu pfi zvétSeni 400x nebo 800x.

Interpretace vysledku

Validace

Pred testovanim vzork( pacientl vzdy prohlédnéte i kontrolni vzorky. Kontroly musi vzdy vykazovat danou
intenzitu fluorescence. Pokud intenzita neodpovida uvedenym hodnotdm, nemuzou byt odecitany vzorky
pacientd. Test by mél byt vyvhodnocen jako neplatny a mél by byt opakovan.

Vzorek Ocekavana intenzita fluorescence
IgG Pozitivni kontrola 3+az 4+
IgM Pozitivni kontrola 2+ az 3+
Screen Pozitivni kontrola 3+ az 4+
Negativni kontrola negativni

Pro spravnou interpretaci vysledkl vzdy srovnavejte vzorek s pozitivni a negativni kontrolou.

Interpretace vysledkd pacientskych vzorkt

Vzorky sér by mély byt vzdy testovany a srovnavany s kontrolami. Kontroly by mély vzdy byt soucéasti
kazdého testovani.

Vzorek s intenzitou fluorescence +1 by mél byt uréen s ohledem na pozitivni kontrolu a mél by byt fedén dle
titrd uvedenych v QC certifikatu.

IgG a Screen pozitivni vzorky:

Pozitivni séra vykazuji homogenni fluorescenci cytoplazmatické membrany Toxoplasma gondii (zeleng).
Barveni obvykle pokryva celou membranu. Cytoplasma se muze jevit jako zelené zbarvena nebo dokonce i
s fluorescenci. Samotna fluorescence cytoplasmy bez soucasné fluorescence membrany musi byt
vyhodnocena jako negativni.
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10.

11.

IgM pozitivni vzorky:

Pozitivni séra vykazuji homogenni nebo jemné zrnitou fluorescenci cytoplazmatické membrany Toxoplasma
gondii (zelené). Samotna fluorescence cytoplasmy bez soucasné fluorescence membrany musi byt
vyhodnocena jako negativni.

Negativni vzorky:
Membrana Toxoplasma gondii nevykazuje zadnou fluorescenci. Samotna fluorescence cytoplasmy bez

soucasné fluorescence membrany musi byt vyhodnocena jako negativni.

Vysledky definované jako pozitivni:

lgG: >1:64
IgM: >1:16
Screen: 2> 1:64

Vysledky interpretujte s ohledem na aktudlni informace uvedené na strankach RKI, WHO nebo FDA, a to
proto, zda titry protilatek reflektuji imunitu, zadnou imunitu nebo akutni infekci.

Pro ur€eni titru fedte vzorek fedici fadou, pficemz zacnéte na ,Screen” titru. Jako diluent by mél byt pouzit
PBS.

Senzitivita / Specificita

lgG IgM Screen
Senzitivita 100 % 100 % 92,6 - 100 %
Specificita 100 % 97,7 - 100 % 100 %

Omezeni testu

1. PFitomnost ANA protilatek v séru maze vést k fluorescenci cytoplasmy Toxoplasma gondii.

2. Tento test byl shledan jako vysoce senzitivni a vysoce specificky, nicméné je potfeba vysledky zohlednit
vzhledem k dal§im serologickym testim, klinickému obrazu a anamnéze pacienta a dalSimi aspekty tak,
aby byla diagn6za uréena spravné.
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