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1.

Cel zastosowania

Standardy ptynu mézgowo-rdzeniowego stuzg do stworzenia krzywej kalibracyjnej, ktéra stosowana jest do stwierdzenia
wiasciwej dla osrodkowego uktadu nerwowego syntezy przeciwciat przez badanie réwnolegte par surowicy i ptynu mézgowo-
rdzeniowego. Ustalany jest swoisty dla czynnikéw chorobotwérczych iloraz ptynu mézgowo-rdzeniowego i surowicy. Stosunek
pomiedzy tym swoistym dla czynnikdéw chorobotwérczych ilorazem przeciwciat a ilorazem immunoglobulin catkowitych jest
okreslany jako indeks przeciwciat (Al).

Zasada badania

Znakowane w surowicy ludzkiej i ptynie mézgowo-rdzeniowym przeciwciato tworzy razem z umieszczonym na mikroptytce
antygenem kompleks immunologiczny. Niezwigzane immunoglobuliny sg usuwane w procesach ptukania. Z kompleksem tym
taczy sie koniugat enzymu. Niezwigzane immunoglobuliny sg nastepnie usuwane w procesach ptukania. Po dodaniu roztworu
substratu (TMB) w wyniku aktywnosci enzymoéw (peroksydaza) powstaje niebieski barwnik, ktory po dodaniu roztworu
zatrzymujgcego reakcje zabarwia sie na zétto.

Ekstynkcja (OD) roztworu barwnego pozostaje w bezposrednio proporcjonalnym stosunku do stezenia analizowanego
swoistego dla czynnika chorobotworczego przeciwciata 1gG lub IgM w surowicy i ptynie mézgowo-rdzeniowym. W celu
stwierdzenia wiasciwej dla osrodkowego uktadu nerwowego syntezy przeciwciat konieczne jest przeprowadzenie kwantyfikacji
zmierzonych i wystepujgcych poczatkowo w ekstynkcjach stezen przeciwciat. Do tego celu stuzg szeregi surowic
standardowych ze stopniowanymi swoistymi dla czynnikéw chorobotwérczych stezeniami przeciwciat, z ktérych mozliwe jest
stworzenie recznie lub za pomocg odpowiednich programoéw krzywej referencyjnej, ktéra pozwala na przeksztatcenie
ustalonych wartosci OD na arbitralnie okreslone bezwymiarowe jednostki pomiarowe (WME). Poprzez rozliczenie ustalonych
jednostek pomiarowych (WME) z nefelometrycznie zmierzonymi stezeniami catkowitych IgG lub IgM w surowicy i ptynie
moézgowo-rdzeniowym oznaczany jest tak zwany indeks przeciwciat (Al) (patrz Obliczenie Al w punkcie 8.3). Ten indeks
przeciwciat podaje poszukiwany swoisty dla czynnikow chorobotwérczych iloraz przeciwciat jako wielokrotnos¢ lub utamek
przynaleznego ilorazu immunoglobulin catkowitych. Warto$¢ jest tym samym niezalezna od stanu indywidualnej mézgowej
funkcji barierowej. Indeks przeciwciat pozwala na konkluzje dotyczgcg wystepowania i wymiaru swoistej dla osrodkowego
uktadu nerwowego syntezy przeciwciat swoistych dla czynnikéw chorobotwdrczych. Procedura ta nie dotyczy przypadku
wieloswoistej wewnatrzptynowej syntezy immunoglobulin, poniewaz wtedy iloraz catkowity IgX nie nadaje sie jako parametr
barierowy i musi by¢ zastgpiony przez tak zwang warto$¢ graniczng (patrz Obliczenie granicy (limes) w punkcie 8.3.4 B).

Zawartos¢ opakowania

Standardy do kwantyfikacji swoistych dla czynnikéw chorobotwdrczych stezen przeciwciat,. 4 buteleczki po 1000 pl, surowica
ludzka ze stabilizatorami biatka i Srodkami konserwujacymi, gotowe do uzycia, 100wME; 25wME; 6,2wME; 1,5wME (WME =
arbitralne jednostki pomiarowe).

Przechowywanie i okres trwatosci zestawu testowego oraz gotowych do uzycia odczynnikéw

Zestaw testowy przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C. Okres trwatosci poszczegolinych komponentéw jest zaznaczony na

odpowiedniej etykiecie, okres trwatosci zestawu patrz certyfikat kontroli jakosci.

1. Po pobraniu wymaganych pojedynczych dotkéw pozostate pojedyncze dotki/paski przechowywa¢ w zamknietym
woreczku z osuszaczami w temperaturze 2-8°C. Odczynniki natychmiast po uzyciu przechowywaé ponownie w
temperaturze 2-8°C.

2.  Gotowy do uzycia koniugat oraz roztwér substratu TMB sg wrazliwe na swiatto i musza by¢ przechowywane w ciemnosci.
Jezeli po dostaniu sie swiatta dojdzie do przebarwienia roztworu substratu, nalezy go wyrzucic.

3. Wyjac tylko potrzebng do testu ilos¢ gotowego do uzycia koniugatu lub TMB. Nadmiar wyjetego koniugatu lub TMB nie
moze by¢ z powrotem odtozony, lecz nalezy go usung¢.

Materiat Stan Przechowywanie Trwatosé

Probki po rozcienczeniu +2 do +8°C max. 6 h
bez rozciehczenia +2 do +8°C 1 tydzien

Kontrole po otwarciu +2 do +8°C 3 miesigce

+2 do +8° (przechowywanie w

. 3 miesigce
dostarczonej torebce z osuszaczem) a

Ptytka mikrotitracyjna po otwarciu
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bez rozcienczenia, po otwarciu +2 do +8°C 3 miesiace

RF-SorboTech po rozcienczeniu +2 do +8°C 1 tydzien
Koniugat po otwarciu +2 do +8°C (chronigc przed $wiatlem) 3 miesiace
Tetrameg_ll?/ltée)nzydyna po otwarciu +2 do +8°C (chronigc przed $wiattem) 3 miesigce
bufopréig (rr?ize(;;?enscéf nia po otwarciu +2 do +8°C 3 miesigce
Roztwo:ezaaktgé/mwacy po otwarciu +2 do +8°C 3 miesigce
po otwarciu +2 do +8°C 3 miesigce

Roztwor do ptukania po ostatecznym rozcienczeniu +2 do +25°C 4 tygodnie

(gotowy do uzycia)

5. Srodki ostroznosci i ostrzezenia

1. Jako standardy stosowane s3g tylko te surowice, ktére byty przebadane i uzyskaty wynik negatywny na obecnos$é
przeciwciat HIV1, HIV2, HCV i antygen powierzchniowy wirusa Hepatitis B. Wszystkie prébki, rozcienczone probeki,
kontrole, koniugaty i mikropaski do miareczkowania nalezy mimo to traktowa¢ jako materiat potencjalnie zakazny i
obchodzi¢ sie z nimi odpowiednio ostroznie. Obowigzujg odpowiednie wytyczne dotyczgce prac laboratoryjnych.

2.  Komponenty zawierajace srodki konserwujgce, roztwor zatrzymujacy reakcje na bazie cytrynianu i TMB podrazniajg
skoére, oczy i blony $luzowe. W przypadku kontaktu nalezy natychmiast przemy¢ dane miejsca ciata biezgcg wodg i
ewentualnie péjs¢ do lekarza.

3. Usuwanie zuzytych materiatéw nastepuje zgodnie z wytycznymi obowigzujgcymi w danym kraju.

6. Wykonanie badania

Doktadne przestrzeganie przepiséw roboczych jest warunkiem uzyskania prawidtowych wynikow.

6.1 Materiatl do badan

Jako materiat badawczy mozna zastosowac surowice i osocze (przy tym nie ma znaczenia rodzaj antykoagulantéw), nawet

jesli w ulotce informacyjnej wymieniona jest tylko surowica.

W przypadku probek surowicy nalezy uwzglednic:

Rozcienczone prébki od pacjentdw musza by¢ zawsze swieze podczas zastosowania.

W celu dtuzszego przechowywania surowice muszg by¢é zamrozone. Nalezy unika¢ wielokrotnego rozmrazania.

1. Stosowac tylko $wieze, niedezaktywowane surowice.

2. Nie stosowac¢ prébek hiperlipemicznych, hemolitycznych, mikrobiologicznie zanieczyszczonych oraz metnych surowic
(fatszywie pozytywne/negatywne wyniki).

W przypadku probek ptynu mézgowo-rdzeniowego nalezy uwzglednic¢:

Rozcienczone surowice pacjentéw muszg byé zawsze $wieze podczas zastosowania.

W celu dtuzszego przechowywania konieczne jest najlepiej podzielenie ptynéw mézgowo-rdzeniowych na réwne porcje i ich

zamrozenie w temperaturze -80°C, aby unikna¢ wielokrotnego rozmrazania.

1. Naklucia zylne i ledzwiowe powinny zawsze odbywac¢ si¢ mniej wigcej w tym samym czasie.

2 Moga by¢ stosowane tylko optycznie klarowne i pozbawione komérek oraz nieinaktywowane ptyny mézgowo-rdzeniowe.

3. Nie stosowa¢ hemolitycznych lub mikrobiologicznie zanieczyszczonych wzgl. metnych ptynéw mézgowo-rdzeniowych.

4.  Zastosowanie zamrozonych ptynéw moézgowo-rdzeniowych jest mozliwe, jezeli po rozmrozeniu spetnione sg warunki
wymienione w punktach 2 i 3.

6.2 Przygotowanie odczynnikéw
Diagnostyka Systemowa VIROTECH oferuje duzy stopien elastycznosci poprzez mozliwos¢ zastosowania buforu do
rozcienczania i ptukania, TMB, roztworu zatrzymujgcego reakcje na bazie cytrynianu oraz koniugatu niezaleznie od
parametrow i serii.
Standardy sg swoiste dla parametréw i nalezy stosowac je tylko z tymi szarzami ptytek, ktére sg im przyporzadkowane.
Certyfikat kontroli jakosci odpowiedniego zestawu surowic informuje o dozwolonych kombinacjach szarz ptytek i standardéw.
1. Ustawi¢ inkubator na temperature 37°C i przed rozpoczeciem inkubacji sprawdzi¢, czy osiggnigto dang temperature.
2.  Wszystkie odczynniki doprowadzi¢ do temperatury pokojowej, dopiero wtedy otworzy¢ opakowanie z paskami testowymi.
3. Wszystkie ptynne komponenty nalezy dobrze wymieszac przed uzyciem.
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4.  Koncentrat roztworu do ptukania dopetni¢ do 1 litra wodg destylowang/demineralizowang (w przypadku ewentualnej
krystalizacji koncentratu nalezy przed rozcienczeniem doprowadzi¢ go do temperatury pokojowe;j i przed uzyciem dobrze
wstrzgsngc).

5. Diagnostyka IgM: Wstepna absorpcja RF-SorboTech
Wysokie miana IgG lub czynniki reumatoidalne (RF) mogg zaburzy¢ specyficzne oznaczenie przeciwciat IgM oraz
prowadzi¢ do falszywie pozytywnych lub fatszywie negatywnych wynikéw. Surowice potraktowa¢ wstepnie RF-
SorboTech (absorbentem VIROTECH). W kontrolach IgM i w standardach nie ma wstepnej absorpcji.

6.3  Przeprowadzenie testu VIROTECH ELISA

. Pary ptynu mézgowo-rdzeniowego/surowicy nalezy zasadniczo analizowa¢ obok siebie w tym samym szeregu oznaczen na
jednej plytce testowe;j.

. Dla proby Slepej, surowic standardowych, surowic pacjentéw i probek ptynu moézgowo-rdzeniowego zalecamy podwdjne
badanie.

e W celu jak najwigkszego zminimalizowania efektéw matrycowych stosuje sie ptyn moézgowo-rdzeniowy w rozcienczeniu
roboczym 1:2, a surowice 1:404. Do diagnostyki IgM zaleca sie zasadniczo rozpoczynanie przy rozcienczeniu 1:101 i ewent.
( - przekroczenie punktu pomiaru 100 wME) zastosowanie rozcienczenia 1:404. Ogélnie do diagnostyki IgG i IgM zalecane
jest zastosowanie dla ptynu mézgowo-rdzeniowego i surowicy dwoch rozcienczen, np. dla ptynu mézgowo-rdzeniowego 1:2
i 1:4, dla surowicy 1:101 i 1:404, aby wykluczy¢ badanie przy nadmiarze przeciwciat.

. Dla diagnostyki IgM nalezy przeprowadzi¢ wstepne traktowanie absorbentem RF-SorboTech.

1. Na jedng probe odpipetowac 100ul buforu do rozcienczenia (Slepa préba), gotowe do uzycia surowice standardowe,
gotowe do uzycia kontrole Al (jesli dostepne) lub kontrole jakosci surowicy i rozcienczone probki ptynu mézgowo-
rdzeniowego i surowicy.

Rozcienczenie robocze probek surowic:

19G: 1:404; np. 5yl surowicy + 500ul buforu do rozcienczania (rozcienczenie 1:101); nastepnie rozcienczy¢ 1:4, np. 100ul
rozcienczenia 1:101 + 300ul buforu do rozcienczania

IgM: 1:101; np. 10ul surowicy + 1ml buforu do rozcienczania/RF-SorboTech.

Rozcienczenie robocze probek ptynu mézgowo-rdzeniowego: 1:2; np. 150ul probki ptynu mézgowo-rdzeniowego + 150l
buforu do rozcienczania.
2. Po pipetowaniu nastepuje inkubacja przez 30 min w temperaturze 37 °C (z przykryciem).
3.  Zakonczenie okresu inkubacji poprzez 4-krotne ptukanie, kazdorazowo 350-400 pl roztworu do ptukania na dotek. Nie
pozostawia¢ roztworu do ptukania w dotkach, lecz usung¢ pozostatosci ptynu poprzez wystukanie na podtoze z waty
celulozowe;j.
Dodac¢ pipetami 100ul gotowego do uzycia koniugatu do wszystkich dotkow.
Inkubacja z koniugatem: 30 min. w temperaturze 37°C (z przykryciem).
Zakonczenie inkubacji z koniugatem poprzez 4-krotne ptukanie (patrz pkt 3).
Dodaé¢ pipetami 100ul gotowego do uzycia roztworu substratu TMB do kazdego dotka.
Inkubacja roztworu substratu: 30 min w temperaturze 37°C (z przykryciem, w ciemnosci).

© ® N> oA

Zatrzymanie reakcji substratu: do wszystkich dotkéw doda¢ pipetami po 50 roztworu zatrzymujgcego reakcje na bazie
cytrynianu. Ostroznie i doktadnie wstrzgsnaé ptytka, az ptyny catkowicie sie wymieszajg i widoczny bedzie jednorodnie
20tty kolor.

10.  Dokonac¢ pomiaru ekstynkcji przy 450/620nm (referencyjna diugos¢ fali 620-690nm). Ustawi¢ tak fotometr, zeby
zmierzona $lepa préba byta odliczona od wszystkich pozostatych ekstynkcji. Pomiar fotometryczny powinien by¢
przeprowadzony w ciggu godziny po dodaniu roztworu zatrzymujacego reakcje.

| Schemat przebiegu badania patrz ostatnia strona

6.4 Zastosowanie aparatury ELISA
Wszystkie testy VIROTECH ELISA mogg by¢ przetwarzane za pomocg aparatéw ELISA. Uzytkownik jest zobowigzany do
regularnego przeprowadzania walidacji urzgdzen.
Gold Standard Diagnostics Frankfurt GmbH zaleca nastepujace postepowanie:
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7.

1. Przy nastawianiu urzgdzenia lub wiekszych naprawach aparatéw ELISA firma Gold Standard Diagnostics Frankfurt
GmbH zaleca przeprowadzenie walidacji urzadzenia zgodnie z wytycznymi producenta urzadzenia.

2. Zaleca sie nastepnie sprawdzenie aparatu ELISA za pomoca zestawu do walidacji (EC250.00). Regularne sprawdzanie
zestawem do walidacji powinno by¢ przeprowadzane przynajmniej raz na kwartat.

3. Podczas kazdego testu muszg by¢ spetnione zezwalajgce kryteria zawarte w certyfikacie kontroli jakosci produktu.

Takie postepowanie gwarantuje nienaganne dziatanie aparatu ELISA i stuzy ponadto do zapewnienia jakosci pracy

laboratorium.

Ocena wynikéw badania

71

Kontrola badania
W celu zagwarantowania optymalnej efektywnosci zestawow testowych, wartosci OD 100 jednostek arbitralnych (wMe) IgG-,
IgG lub IgM-AK w standardowej surowicy, a takze 6,2 jednostki arbitralne (WME) IgG lub IgM -AK w standardowej surowicy sg
wyzsze od warto$ci minimalnych, podanych w certyfikacie kontroli jakosci. W przypadku zastosowania kontroli Al konieczne
jest zmieszczenie sie w zakresach podanych w certyfikacie kontroli.
W przeciwnym razie (bez kontroli Al) konieczne jest sprawdzenie waznosci testu za pomocg kontroli jako$ci surowicy:
a) Wartosci OD
Warto$¢ OD $lepej préby powinna wynosi¢ <0,15
Wartosci OD kontroli negatywnej powinny by¢ mniejsze od warto$ci OD podanych w certyfikacie kontroli jakosci, a wartosci
OD kontroli pozytywnej oraz kontrole cut-off powinny by¢ wieksze od wartosci OD podanych w certyfikacie kontroli jakosci.
b) Jednostki VIROTECH (VE)
Jednostki VIROTECH (VE) kontroli cut-off sg zdefiniowane jako 10 VE. Obliczone VE kontroli pozytywnych powinny znajdowac
sie w przedziale podanym w certyfikacie kontroli jakosci.
Jezeli wymagania (wartosci OD, VE) nie sg spetnione, nalezy powtérzyé¢ test.

7.2 Ocena

7.3

W diagnostyce ptynu mézgowo-rdzeniowego nie jest mozliwe obliczenie poprzez kontrole cut off — jak jest to w serologii.

W celu oznaczenia iloSciowego swoistej dla czynnikdw chorobotwodrczych zawartosci przeciwciat par surowicy i ptynu
mébzgowo-rdzeniowego sporzgadzana jest za pomocg surowic standardowych z przeciwciatami IgG lub IgM recznie lub
instrumentalnie krzywa referencyjna. W tym celu nanosi sie wartosci OD surowic standardowych na rzedng (0$ y) i stezenia
przeciwciat w wME na odcietg (0$ x). Recznie lub instrumentalnie sporzgdzona krzywa referencyjna (100wME, 25wME,
6,2wME, 1,5wME) powinna mie¢ wystarczajgce nachylenie krzywej, poczatek krzywej w poblizu punktu zerowego
wspotrzednych oraz mozliwe do przyjecia odchylenie wszystkich punktow krzywej od ekstrapolowanego przebiegu krzywe;j.

Wartosci OD par surowicy i ptynu mézgowo-rdzeniowego moga by¢ teraz wyrazone w jednostkach wME poprzez odczytanie
na krzywej i odpowiadajg po pomnozeniu przez czynniki rozcienczenia stezeniom swoistego dla czynnika chorobotwérczego
przeciwciata 1gG lub IgM w surowicy i ptynie mézgowo-rdzeniowym. W celu uzyskania liczbowo zrozumiatych indeksow
przeciwciat nie powinny by¢ uwzgledniane w ocenie warto$ci OD ponizej 0,05 i warto$ci wME ponizej 1,5 wzgl. powyzej 100.
W przypadku warto$ci OD, ktére prowadzg do wartosci powyzej 100wME, mozliwe jest przy uwzglednieniu zmienionego
stosunku rozcienczenia zastosowanie wyzszego rozcienczenia surowicy niz 1:101 / 1:404 lub wyzszego rozciefnczenia ptynu
mébzgowo-rdzeniowego niz 1:2. Aby uzyskac najlepszg mozliwg ocene przeciwciat IgG lub IgM specyficznych dla patogenu w
surowicy i ptynie mézgowo-rdzeniowym, zaleca sie wybranie wartosci OD, ktére mieszczg sie¢ miedzy standardem CSF
6,2wME a 25wME. Roznica miedzy wartoscig OD ptynu mézgowo-rdzeniowego a wartoscig OD surowicy badanych probek
nie powinna by¢ wigksza niz 0,300 OD.

W celu utatwienia catego obliczenia Al firma oferuje przyjazne dla uzytkownika oprogramowanie dla ptynu mézgowo-
rdzeniowego.

Obliczenie indeksu przeciwciat Al (z przyktadem)

Skroty:
1gXcai-= Catkowite IgX (IgG lub IgM, mg/l)

1gXspec.= swoiste dla czynnikéw chorobotwaérczych IgX (IgG lub IgM)

Q =iloraz
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Qapb = iloraz zawartosci albumin ptynu mézgowo-rdzeniowego i zawartosci albumin surowicy (mg/l)/konieczne tylkow zwigzku

z obliczeniem granicy (limes)

7.3.1  QIgXpec. (swoisty dla czynnikéw chorobotwérczych iloraz przeciwciat)

Surowica

- odczytana wartos¢é OD: 0,700

- ustalone z tego stezenie z krzywej referencyjnej 3,5 wME
- rozcienczenie: 1:400

Ptyn mézgowo-rdzeniowy

- odczytana wartos¢é OD: 0,500

- ustalone z tego stezenie z krzywej referencyjnej: 2,5 wME
- rozcienczenie: 1:2

Q IngpeQ _ IngpecA plynm. - rdz. (WME) X rozcienczenie _ 2,5WME X2 _ 3,6 %10 3
Ingpec,surow{ca (WME) X rozcienczenie 3,5WME x 400

7.3.2 Qi (iloraz immunoglobulin catkowitych: warto$¢ chemii klinicznej)

-19%pyn m.-rdz.=  33mg/l

-19%surowica=  10000mg/l

Ichalkplyn m. - rdz. . 33mg/l
I Xeksuowica  10.000mg/1

QIgXeak = ~=33x%x10 7

7.3.3 Obliczenie Q. (obliczenie ilorazu granicznego)
W przypadku dodatkowej wieloswoistej wewngtrzptynowej syntezy immunoglobulin iloraz catkowity IgX nie nadaje sie do
obliczania Al. Zamiast ilorazu catkowitego IgX musi by¢ zastosowany tak zwany Q u. W tym celu konieczne jest dodatkowo

oznaczenie ilorazu albumin. (warto$¢ chemii klinicznej)

Obliczenie wartosci granicznej (LIMES) (wediug Reibera)

QLiM-1gG =0,93x JQ ab> +6x10° —1,7x107°

QLiM-Ight = 0,67 X JQ a2 +120x10°® —7,1x10°3

7.3.4 Obliczenie indeksu przeciwciat

A. Qgx < Qum

Indeks przeciwciat (Al) podaje stosunek swoistego dla czynnikéw chorobotwdrczych ilorazu przeciwciat do ilorazu
immunoglobulin catkowitych. Dzieki temu mozliwe jest stwierdzenie i kwantyfikowanie swoistej dla czynnikéw
chorobotwérczych syntezy przeciwciat. W takim przypadku iloraz immunoglobulin catkowitych jest stosowany jako parametr

barierowy.
IgX spec. plyn m. - rdz. X TOZCiENCZenic
Al= QIgX spec. _ IgX spec. swowica X TOZCiENCZeEnie _ 3,6x10° 3 11
QIgX calk IgX calk plyn m. - dz. 3,3x1073
IgX calk surowica ,
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7.4

B. Qigx > Qum

Jezeli wystepuje jednak dodatkowa wieloswoista wewnatrzptynowa synteza immunoglobulin, iloraz immunoglobulin
catkowitych nie moze by¢ stosowany do obliczenia wartosci Al, poniewaz znakowana i ewentualnie rownoczesnie wystepujgca
synteza przeciwciat moze by¢ ulec przektamaniu w swoich rozmiarach lub nawet sta¢ sie catkowicie nierozpoznawalna. W
takich przypadkach za pomocg ilorazu albumin, ktéry musi by¢ dodatkowo ustalony, obliczana jest wartos¢ graniczna ilorazu
immunoglobulin (patrz formuta) lub jest ustalana graficznie. Ta warto$¢ graniczna jest nastepnie stosowana zamiast
zmierzonego ilorazu immunoglobulin do obliczenia wartosci Al.

Al: 1,4-1,5  wartosci graniczne: zalecane jest wykonanie ponownego testu dla probki lub wykonanie testu drugiej

Al: >1,5 patologiczne: wskazuje na wewnatrzoponowe wytwarzanie przeciwciat

Q IgX spec.
Al=———
Q Lim
Interpretacja
Oceny Al (4):
Al: <0,6 nieoznaczalne: teoretycznie nieoczekiwane, wystepuje sporadycznie w procedurze, bez
znaczenia patologicznego, zalecane ustalenie przyczyny

Al: 0,6 — 1,3  prawidtowe: wewnatrzoponowe wytwarzanie przeciwciat jest nieprawdopodobne

pary surowicy i ptynu mézgowo-rdzeniowego

Poniewaz do obliczania relewantnej dla rozpoznania wartosci Al wigczane sg przynajmniej cztery wyniki pomiarow
(swoiste dla czynnikdw chorobotwérczych przeciwciata w ptynie mézgowo-rdzeniowym i surowicy w jednostkach
pomiarowych, wartos¢ catkowita IgG lub IgM w surowicy i ptynie mézgowo-rdzeniowym, albumina w ptynie mézgowo-
rdzeniowym i surowicy wyrazone w mg/l), sg tutaj sumowane wszystkie btedy metodyczne i przypadkowe. W
najniekorzystniejszym przypadku mozliwe jest takze rozwijanie btedu w ten sam sposéb, ktdére moze by¢ najpredzej
rozpoznane poprzez podwadjne oznaczenie lub lepiej poprzez pomiar dwdch réznych stosunkéw rozcienczenia prébek. Z
tego powodu sprawdzita sig klinicznie istotna warto$¢ graniczna Al wynoszgca 1,5 dla wskazania lokalnej syntezy
swoistych dla czynnikéw chorobotwdrczych przeciwciat w ptynie mézgowo-rdzeniowym.

W normalnym przypadku wystepuje dla swoistych dla czynnikéw chorobotwérczych przeciwciat klasy 1gG lub IgM taki
sam stosunek pomiedzy ptynem mdzgowo-rdzeniowym a surowicg jak jest uznawane dla sumarycznej frakgcji IgG lub
IgM. Teoretycznie oczekiwana warto$¢ Al wynosi z tego powodu 1,0. Odpowiednie badania wykazaty, ze dla wszystkich
swoistych dla czynnikéw chorobotwdrczych przeciwciat obowiazuje przedziat referencyjny 0,6-1,3. Wartosci mian
przeciwciat migdzy 1,4 — 1,5 nalezy sklasyfikowac¢ jako graniczne. Wartosci Al wigksze niz 1,5 moga by¢ uznawane jako
nieprawidtowe w przypadku wystarczajgcej jakosci analitycznej wszystkich uwzglednionych wartosci jednostkowych i
charakteryzujg sie swoistg dla osrodkowego uktadu nerwowego syntezg odpowiednich przeciwciat swoistych dla
czynnikéw chorobotwoérczych.

Wartosci Al mniejsze niz 0,6 sg teoretycznie niemozliwe i z reguty wskazujg na btedy analityczne.

Bez odpowiedniego odniesienia klinicznego podwyzszone wartosci Al same w sobie nie pozwalajg na wyciggniecie
pewnego wniosku dotyczacego wystepowania ostrej fazy zakaznej choroby osrodkowego uktadu nerwowego. Mozliwe sg
dtugo utrzymujace sie i wieloswoiste, wiasciwe dla osrodkowego uktadu nerwowego syntezy przeciwciat, szczegodlnie
klasy IgG, ale takze czasami klasy IgM. Zwigkszenie przeciwciat IgM jest z reguty uwazane jako dowdd rozwijajgcych sie
zakazen osrodkowego uktadu nerwowego. W przypadkach watpliwych korzystne jest dla oceny zakazenia osrodkowego
ukfadu nerwowego odpowiadajgca zmianom miana znamienna zmiana wartosci Al w powtdrnych oznaczeniach. Taka
kontrola jest obligatoryjnie powigzana z dalszym, nastepujgcym w wystarczajgcym odstepie czasu pobraniem ptynu
mobzgowo-rdzeniowego, dla wskazania ktérego decydujgce sg z reguty jednak tylko kliniczne aspekty.
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7.5 Ograniczenia testu

1. Interpretacja wynikdw serologicznych powinna zawsze uwzglednia¢ obraz kliniczny, dane epidemiologiczne oraz
ewentualnie dalsze bedgce do dyspozycji wyniki laboratoryjne.

2. W przypadku bardzo wysokiego stezenia w ptynie mézgowo-rdzeniowym lub w surowicy swoistych dla czynnikéw
chorobotwoérczych przeciwciat istnieje niebezpieczehnstwo, ze stezenie antygendw dostepne w dotkach nie jest
wystarczajgce, zeby spetni¢ optymalne warunki iloSciowego oznaczenia przeciwciat. Jezeli istnieje podejrzenie nadmiaru
przeciwciat (zwréci¢ uwage na krzywa Heidelbergera i wynik catkowitego ptynu mézgowo-rdzeniowego), konieczne jest
wykonanie powtdrnego oznaczenia z wigkszym rozcienczeniem surowicy lub ptynu mézgowo-rdzeniowego.
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9. Schemat przebiegu badania - diagnostyka surowicy i ptynu mézgowo-rdzeniowego

Przygotowanie probek pacjentoéw i roztworu do ptukania

V¥V Roztwér do ptukania: Koncentrat dopetni¢ do 1 litra wodg destylowang/demin.

V Rozcienczenie probki lgG V Rozcienczenie probki igM
w stosunku 1:404 1:101/1:404
V Rozcienczenie plynu mézgowo- V Rozcienczenie plynu mézgowo-
rdzeniowego rdzeniowego
w stosunku 1:2 w stosunku 1:2

Absorpcja czynnika reumatoidalnego za
pomoca RF-SorboTech

np.: np.:

1:101: 5pl surowicy + 500ul buforu do rozcienczania 1:101: 5 pl surowicy/osocza + 450 pl buforu do

1:404: 100yl rozcienczenia 1:101 + 300pl buforu do rozcienczania +

rozcienczania 1 krople absorbentu RF-SorboTech inkubowaé w
temperaturze pokojowej przez 15 min

150 pl prébki ptynu mézgowo-rdzeniowego + 150 pl buforu 1:404: 100 pl mieszaniny surowicy/buforu do

do rozcienczania rozcienczania/RF-SorboTech +300 pl buforu do

rozcienczania

50 pl RF-SorboTech + 200 pl buforu do rozcienczania.
2254l tak przygotowanej mieszaniny + 225 pl probki ptynu
mébzgowo-rdzeniowego inkubowaé w temperaturze
pokojowej przez 15 min

Wykonanie badania

Inkubacja prébek 30 minut w temperaturze 100 pl prébek pacjentow
37°C. Proba slepa (bufor do rozcienczania) i
kontrole
4x ptukanie 400 pl roztworu do ptukania
dobrze wytrzgsngé
Inkubacja 30 minut w temperaturze 100 ul koniugatu
koniugatu 37°C. I9G, IgM

400 pl roztworu do ptukania

4x ptukanie dobrze wytrzasnaé
Inkubacja substratu ggog‘i"”t w temperaturze  10Q ul substratu

Zatrzymanie 50 pl roztworu do
zatrzymania reakcji
ostroznie wstrzasnaé

Pomiar ekstynkcji Fotometr przy 450/620nm
(referencyjna dlugos¢ fali 620-
690nm)
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