INFEKCNI SEROLOGIE - PARAZITOLOGIE - TOXOPLASMA GONDII

Toxoplasma gondii

Imunoenzymatické soupravy
k diagnhostice toxoplazmozy

ELISA a IMUNOBLOT soupravy jsou uréeny ke stanoveni specifickych
protilatek tridy IgA, IgE, IgG a IgM v lidském séru nebo plazmé
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INFEKCNI SEROLOGIE - PARAZITOLOGIE - TOXOPLASMA GONDII

Uvod

Toxoplazmodza je parazitarni onemocnént, jehoz plvod-
cem je prvok Toxoplasma gondii. Jedna se o parazita se
slozitym vyvojovym cyklem, ktery se vyskytuje v nékoli-
ka morfologicky odliSnych stadiich. Primarnim hostite-
lem jsou kockovité &elmy. Clovék a ostatni teplokrevni
obratlovci se mohou nakazit bud' primarné infikovanou
potravou (nedostatecné tepelné upravené maso) nebo
pozfenim oocyst (znecisténé prsty, predméty atd.).
Ziskana toxoplazmoéza probiha u imunokompetentnich
jedinct obvykle asymptomaticky nebo jen s mirny-
mi priznaky (lymfadenopatie, subfebrilie, Unava) a bez
hepatitida, myokarditida, generalizovana forma) mohou
nastat u imunokompromitovanych jedinct, ktefi jsou
navic ohrozeni i reaktivaci latentni infekce.

Vrozena toxoplazmoéza je zplsobena prenosem infekce
z matky na plod. Primoinfekce matky kratce pred oté-
hotnénim nebo v gravidité mize vést k abortu, porodu
mrtvého ditéte nebo porodu ditéte s rlznym stupném
poskozeni (kalcifikace mozku, hydrocefalus, poruchy
zraku, ovlivnéni duSevniho vyvoje).

Protilatkova odpovéd’
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Diagnostika onemocnéni

Diagnostika onemocnéni je zaloZzena na klinickém obra-
zu, epidemiologické anamnéze a laboratornich testech.
Priméa detekce parazita neni dostupna pro rutinni dia-
gnostiku. Vyznamnou roli v diagnostice hraje sérologie.

Vyznamnou roli v diagnostice hraje sérologie - stanove-
ni specifickych protilatek tridy IgA, IgE, IgM a I1gG me-
todou ELISA, pfipadné konfirmacéni metodou IMUNO-
BLOT.

Avidita IgG

Mésice



ELISA

lgM protilatky:
- Vysoce senzitivni marker akutni infekce

- Mohou pretrvavat déle nez rok po prodélani
akutni infekce

IgA protilatky:

- Senzitivni a specificky marker akutni infekce

- Pretrvavaji 6-9 mésicl po prodélani akutni
infekce

IgE protilatky:

- Vysoce specificky marker akutni infekce

- Pretrvavaji méné nez 6 mésicl po prodélani
akutni infekce

IgG protilatky:

- Pretrvavaji dlouhodobé (mnoho let)

- Zaijistuji ochranu pred novou infekci

- Stanovenf avidity umoZiuje presnéjsi uréeni
faze onemocnéni

Princip testu
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Antigeny
Purifikovany a inaktivovany nativni antigen
T. gondii (RH kmen)

Pouziti souprav

- Diagnostika toxoplazmozy: vhodna je kombinace
stanoveni celkovych a specifickych protilatek
tridy IgA, IgE, IgM a IgG veetné testu avidity

Pracovni postup

Krok Kroky testu

i 1.  Redénivzorkd
- séra/plazmy 1:101 (10 pl +1 ml)

‘ 2. Davkovani kalibratort a fedénych
vzorkd 100 pl

- blank = prazdné jamka

Inkubace 60 min. pri 37 °C

Odséti a promyti jamek 5 krat

Davkovani Konjugatu nebo Traceru
100 pl

- blank = prazdné jamka

Inkubace 60 min. p¥i 37 °C

Odsati a promyti jamek 5 krat

)

Davkovani substratu (TMB-Complete)
100 pl

- véetné blanku

Inkubace 30 min. p¥i 37 °C

Davkovani Zastavovaciho
roztoku 100 pl

- véetné blanku

Fotometrické méreni pti 450 nm
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Uzivatelsky komfort

- Komponenty v pracovnim fedéni
- Barevné odliSené reagencie
- Zameénitelnost komponent

- Barevné znacené stripy s odlamovacimi
jamkami

- CUT-OFF kontrola

- Semikvantitativni hodnoceni vysledkd
(Index pozitivity-1P)

- Kalibratory (EIA Toxoplasma IgG)

- Kvantitativni hodnoceni vysledkd IgG (IU/ml)

Charakteristiky souprav

ELISA

EIA Toxoplasma IgA
EIA Toxoplasma IgE
EIA Toxoplasma IgG
EIA Toxoplasma IgM

Avidita

Stanoveni avidity protilatek IgG

Avidita protilatek vyjadfuje pevnost vazby mezi antige-
nem a protilatkou. P¥i primarni infekci se tvofi nejprve
protilatky s nizkou aviditou. V pribéhu infekce imunitni
odpovéd organismu vyzrava a avidita protilatek nards-
ta. V latentni fazi onemocnéni jsou protilatky vysoce

100

Vyhody souprav

- Vysoka diagnosticka U¢innost

- Dobra reprodukovatelnost

- Vysokéa dynamika testU

- Identicky pracovni postup

- Celkova doba vySetteni 1,5 hodiny

- Aviditni test (EIA Toxoplasma IgG)

- Capture metoda (EIA Toxoplasma IgA, IgE, IgM)
- Vhodné pro oteviené automatické systémy

- Moznost nezavislé verifikace (CKS)

- Komplexni zakaznicky servis

Diagnosticka citlivost Diagnosticka specifita
96,9 % 99,0 %
96,9 % 99,0 %
98,9 % 99,2 %
96,4 % 979 %

avidni a pii sekundarniinfekci nebo reaktivaci produkuji
pamétové B-bunky ihned IgG protilatky s vysokou avi-
ditou.

Stanoveni avidity protilatek IgG umozniuje presnéjsi ur-
Ceni faze nékazy.

90

80

70

60

50

1A (%)

40

30

20

Pacientské vzorky A-H Casovy interval v mésicich (2-11) od 1. testovani (0)

1. vzorek [l 2.vzorek |l 3. vzorek [l 4. vzorek



Klinicka data

Séroprevalence a dynamika protilatek tiidy IgG u darci krve (CR)

Darci krve (n =483)

Pozitivni (n =119) Negativni
(séroprevalence) (n=364)
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6
5 - 1 ] 1 ]
L ] .. ' ..
—~ 4 = - B u - =
o . o O . el
) - . == o L] 0 '.
;:2 3 i _ . : . :--. n _ . .- .
e n o [ » - [l . l. ..
o L] - . 0 4 5
= . . . . ., - .
mo - : - =
1 : Hranic¢ni

0 TR L

Vzorky



INFEKCNI SEROLOGIE - PARAZITOLOGIE - TOXOPLASMA GONDII

IMUNOBLOT

Princip testu

Rekombinantni a vysoce purifikované antigeny jsou na-
neseny na nitrocelulézovou membranu.

P Po pfidani substratu vznika
reakci s enzymem

E nerozpustny barevny produkt

Enzymem konjugovana sekundarni protilatka
se vaze na primarni protilatku

Specificka primarni
protilatka se vaze na protein

Specificky protein antigenu
Blokator

Antigeny

Membrana

SAG1 p30; vysoce imunogenni
povrchovy antigen, ktery se Ucastni
aktivace silné imunitni odpovédi
tachyzoitl béhem akutni faze toxo-

—— Controline  Plazmozy.

A Dobry serologicky marker anti-T.
— & gondii protilatek v akutni a chronické
= SAG1,p30 fazi infekce; vysoké titry IgG, IgM
_— MIC3 algA.
1o MIC3 p90; silny adhezin a patFi
L | k vyznamnym vakcina¢nim kandida-
| — 2;22 tdm. Jde o dimericky 90 kDa mikro-

nemalni protein bohaty na cystein.

Je exprimovan v tachyzoitu, brady-

zoitu a sporozoitu a ma skvélé imu-
nitni viastnosti.

GRA1 p24; vysoce imunogenni
protein, jehoz reaktivita do znacné
miry koreluje s chronickou fazi one-

mocnéni.

GRA7 p29; exprimovan ve vsech infekénich formach
toxoplasmy. Vyvolava silnou protilatkovou odpoved
akutni faze infekce. Je povazovan za vyznamny dia-
gnosticky nastroj, vhodny i pro chronickou fazi infekce.
GRAS8 p35; vysoce imunogenni protein, vhodné&jsi

pro diagnostiku akutni toxoplazmdzy nez chronické
infekce.

SAG2 p22; hlavni povrchovy protein, znamy jako
vazebny ligand, ktery se vyznacuje dobrou antigenici-
tou a imunogenitou. Efektivni pti detekci 1gG protilatek
u pacientl s akutni toxoplazmézou.

Pravcovni postup

Krok Kroky testu
6 1 Davkovani Univerzalniho roztoku
T o2ml
Smaceni stripd 10 min. pfi laboratorni
© 2 tepiote
- trepacka
® 3. Odsati
i 4 Redéni vzorkd
) - séra/plazmy 1:51 (30 pl +1,5 ml)
6 5 Davkovani kontrol a fedénych vzork(
" 15ml
Inkubace 30 min. pti laboratorni
© 6 tepiot
- trepacka
Odsati a promyti v Univerzalnim
S 7.  roztoku 3 krat 1,5 ml po 5 min.
- trepacka
@ 8. DavkovaniKonjugatu 15 ml
Inkubace 30 min. pti laboratorni
© 9 tepiote
- trepacka
Odsati a promyti v Univerzalnim
® 10.  oztoku 3 krat1,5ml po 5 min.
- trepacka
6 11 Déavkovani substratu (BCIP/NBT)
" 15ml
° 12 Inkubace 15 min. pfi laboratorni teploté
: - trepacka
Odsati a promyti v destilované vodé
© 13.  2krat2mipo 5 min.
- trepacka
14. Nalepenia vyhodnoceni stripd



Pouziti souprav Charakteristiky souprav

- Diagnostika toxoplazmové infekce; konfirmacni Diagnosticka Diagnosticka
test ELISA vySetieni imunoblot citlivost specifita
- Podrobné st i prit ti tilatek ti
o r.c; r;(e s an?venloprl_:mno§..| protilatek proti BLOT-LINE oo .
specifickym antigendm T. gondii Toxoplasma IgA 2% 1%
- Stanoveni kongenitalni toxoplazmozy
- porovnani imunitniho profilu sér matky a ditéte BLOT-LINE
95,6 % 98,0 %
Toxoplasma IgG
Uzivatelsky komfort BLOT-LINE
95,6 % 98,0 %
- Komponenty v pracovnim Fedéni Toxoplasma IgM
- Barevné odlisené reagencie
- Zameénitelnost komponent ,
Vyhody souprav

- Negativni a pozitivni kontrola

S . - Jednoducha interpretace a reprodukovatelnost
- Kontrolni linie na stripu

; ) ; vysledkd
- Moznost softwarového vyhodnoceni

- Vysoka diagnosticka uc¢innost
- Vhodné pro automatické systémy

- Komplexni zédkaznicky servis

Interpretace vysledki

IgE IgA IgM IgG Hodnoceni

_ - 1 - Akutni infekce (zfidka)

+ + + slabé + Akutni infekce

+ £ + + Akutni infekce

- + + + Akutniinfekce nebo postakutni stav
= slabé + + + Postakutni stav

- - + + Postakutni stav nebo latentni infekce
= - - 1 Latentni infekce

- - - - Pritomnost protilatek neprokazana
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0 Objednaci udaje

5

~ ELISA

—

8 Kod Nazev soupravy Pocet testt
TgA096 EIA Toxoplasma IgA 96
TgE096 EIA Toxoplasma IgE 96
TgG096 EIA Toxoplasma IgG 96
TgM096 EIA Toxoplasma IgM 96
SK-TgA096 SmartEIA Toxoplasma IgA 96
SK-TgE096 SmartEIA Toxoplasma IgE 96
SK-TgG096 SmartEIA Toxoplasma IgG 96
SK-TgM096 SmartEIA Toxoplasma IgM 96
Soupravy SmartEIA jsou koncipovany pro automatické zpracovani na pfistroji Agility®.

IMUNOBLOT

Kod Nazev soupravy Pocet testt
TgAL20 BLOT-LINE Toxoplasma IgA 20
TgGL20 BLOT-LINE Toxoplasma IgG 20
TgML20 BLOT-LINE Toxoplasma IgM 20
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