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PERMBLEDHJE

Cdo dité e mé tepér vihet re njé rritje e smundshmérisé nga faktorét infektivé, vendin kryesor mes té
ciléve e zené infeksionet virale dhe bakteriale, mjaft e ndjeshme né nénat shtatézéna, infektimi i té
cilave né tre mujorin e paré sjell probleme pér fetusin qé éshté duke u formuar. Pér kété arsye objekti i
studimit toné ishin graté shtatézéna dhe infektimi i tyre me Citomegalovirusin dhe Toxoplasma gondii.
Testimi i tyre u realizua vetém pér antitrupat IgM me aparaturat COBAS 6000, MINI-VIDAS,
CHORUS dhe ELISA EUROIMMUN. Né tregun e diagnostikés mijekésore, gjithmoné e mé tepér
hidhen aparatura té reja té cilat térhegin klientét edhe pér shkak té kostos dhe shpejtésisé sé
diagnostikimit, por gé specificiteti dhe ndjeshméria e tyre jané té ndryshme. Né rastin e infeksioneve té
toxoplasmés dhe citomegalovirusit, situata éshté mé e komplikuar pér shkak té reaksioneve té
kryqézuara qé shfagin antitrupat kundrejt epitopeve té ngjashme antigjenike. Né kété studim jané
analizuar 400 mostra me teknikat e mésipérme, rezultatet jané pérpunuar nga ana statistikore dhe u arrit
né pérfundimin se teknika mé e pérshtatshme pér diagnostikimin e infeksioneve té toxoplasmés dhe
citomegalovirusit né graté shtatézéna éshté ECL né kombinim me teknikén ELISA EUROIMMUN.
Ndérsa, aparati CHORUS nuk e arrin njé cilési té tillé dhe nuk rekomandohet pér testime té grave
shtatézéna, por rezultatet e tij duhet té verifikohen me teste té tjera alternative si ECL dhe ELISA
EUROIMMUN.

Fjalé kyce: Ndjeshméri, specificitet, antitrupa, COBAS 6000, MINI-VIDAS, ELISA EUROIMMUN,
ELISA CHORUS.

ABSTRACT

Nowdays it is noticed an increase in morbidity from infectious factors, among which the principal place
is occupied by viral and bacterial infections. This is quite sensitive in pregnant women, whose infection
in the first trimester causes malformation of the fetus that is being formed. For this reason the aim of
our study were pregnant women and their infection with Cytomegalovirus and Toxoplasma gondii.
Their screening is conducted only for IgM antibodies with Cobas 6000, MINI-VIDAS, CHORUS and
ELISA EUROIMMUN instruments. In medical diagnostics market, more and more new devices are
added which also attract customers because of the cost and speed of diagnosis, but their specificity and
sensitivity differ. This is more complicated in cases of Toxoplasma gondii and Cytomegalovirus
because of cross reactions that exhibit their antibodies against similar antigenic epitopes. In this study,
400 samples were analyzed with the above techniques, the results are statistically processed and it was
concluded that the most appropriate techniques for the diagnosis of Cytomegalovirus and Toxoplasma
gondii infections in pregnant women is ECL in combination with ELISA EUROIMMUN technique.
While, CHORUS instrument does not reach such quality and is not recommended for screening of
pregnant women, so its results should be confirmed with other tests such as ECL and ELISA
EUROIMMUN.

Key words: Sensitivity, specificity, antibodies, COBAS 6000, MINI-VIDAS, ELISA EUROIMMUN,
ELISA CHORUS.
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Parathénie

Né gusht té vitit 1975 Milstein dhe Kohler, pérshkruan njé metodé pér prodhimin e
antitrupave monoklonalé (fitues t¢ cmimit Nobel, pér kété punim). Kéta antitrupa
hapén njé epoké té re né analizat biokimike dhe diagnostikén mjekésore, thelbi i té
cilave géndron né markimin e antigenit ose antitrupit dhe formimin e komplekseve
antitrup-antigen. Né varési té tipit t¢ markimit né tregun ndérkombétar, sot edhe né
tregun shqipétar, jané né pérdorim teknika té ndryshme si elektrokemiolumineshenca,
ELISA, ELFA, imunofluoreshenca, etj, té cilat dallojné nga njéra-tjetra nga
ndjeshméria dhe specificiteti. Cdo dité e mé tepér dalin né treg teknika té reja té cilat
tentojné té jené sa mé té lira dhe té thjeshta né pérdorim. Né momente té caktuara
duhet gé ndjeshméria dhe specificiteti té jené té larta, sepse njé zbulim jo i sakté né
graté shtatézéna mund té sjellé lindjen e fémijéve me anomali gé shogérohet me kosto
pér familjen dhe shogériné. Pér kété arsye menduam té krahasojmé katér teknika té
ndryshme duke pérdorur kitet Toxoplasma IgM dhe Citomegalovirus IgM.

Pér arsyet e sipérpérmendura né diagnostikén mjekésore po punohet gjithnjé e mé
shumé pér studimin dhe vénien né dukje té teknikave mé té ndjeshme dhe mé specifike
pér sa i pérket zbulimit té reaksioneve antigen-antitrup, né kuadrin e té cilit éshté
zhvilluar edhe ky studim.

Né literaturé theksohet se teknika mé e ndjeshme dhe specifike éshté PCR-ja. Por,
realizimi i késaj teknike éshté i kushtueshém dhe kérkon kohé té gjaté. Pér kété arsye
vémendja éshté pérgéndruar né studimin e teknikave serologjike, mé pak té
kushtueshme dhe té shpejta né nxjerrjen e rezultateve. Né kété studim éshté realizuar
matja e antitrupave anti-Toxoplasma IgM dhe anti-Citomegalovirus IgM né mostrat e
marra nga paciente femra né tre mujorin e paré té shtatézanisé, me teknikat ECL,
ELFA dhe ELISA. Rezultatet i jané nénshtruar pérpunimit statistikor dhe éshté
vlerésuar ndjeshméria dhe specificiteti pér secilén teknike.
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Qéllimi 1 studimit:

Testimi i ndjeshmérisé dhe specificitetit té disa teknikave, qé pérdoren né diagnostiké:
Elektrokemiolumineshenca, ELFA, ELISA (CHORUS) dhe ELISA (EUROIMMUN).

Objektivat:

% Pércaktimi i ndjeshmérisé dhe specificitetit té teknikave serologjike
Elektrokemiolumineshenca, ELFA, ELISA (CHORUS) dhe ELISA
(EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM.

% Pércaktimi i ndjeshmérisé dhe specificitetit té teknikave serologjike
Elektrokemiolumineshenca, ELFA, ELISA (CHORUS) dhe ELISA
(EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM.

% Renditja e teknikave sipas rezultateve té marra dhe pérpunimit statistikor.

% Pércaktimi i teknikave népérmjet té cilave arrihet saktésia maksimale.
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KREU 1. PJESA TEORIKE
1.1. Njohuri té pérgjithshme mbi Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii éshté njé parazit brendagelizor, pjesétar 1 rendit
Apikomplexa, i kudo gjendur me njé gamé té gjeré bujtarésh. Ky parazit mund
té transmetohet prej oocisteve té maturuara, té shpérndara né ujé ose ushgim
kryesisht prej maceve ose prej mishit té papjekur e té papérpunuar (fig 1-1)
(Montoya J. G dhe O. Liesenfeld., 2004). Toxoplazmoza éshté njé sémundje e
zakonshme dhe njé problem i shéndetit publik né mbaré botén, sidomos né nénat
shtatézéna. Pér shkak té infeksioneve akute dhe riaktivizime té shkaktuara nga
Toxoplasma gondii, duhen marré parasysh edhe prevalencat e kétij patogjeni. Sipas té
dhénave té fundit, né Europé seroprevalenca varion nga 20 % né Europén veriore né
mé shumé se 60 % né Europén jugore dhe rreziku i transmetimit té toxoplasmosés
gjaté shtatézanisé éshté aférsisht 29 % (Andrea-Romana Prusa et al., 2012). Né
Shqipéri, kéto té dhéna jané té pakta. Né vitin 2008, Instituti i shéndetit publik né
Tirané, né bashképunim me Klinikén e SEmundjeve Infektive té Universitetit té Barit,
kané realizuar njé studim né qytetet Tirané&, Durrés, Shkodér dhe Vloré pér vlerésimin
e prevalencés sé toxoplazmozés né nénat shtatézéna, e cila rezultoi 48.6 % (Paolo
Maggi, et al., 2008).

Bujtarét e Bujtart 2 pirhershim
ndémjetém _\ Felidst
—_—

e C: | /\ Car]a°c15m
U, Zemér, mushkén, e }‘ :s'
ly, muskyj, placenta. | \ / \
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Figura 1-1: Cikli jetésor i Toxoplasma gondii (Florence Robert-Gangneux and Marie-
Laure Dardé, 2012).
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Gjithashtu né vitin 2008 éshté realizuar njé studim gé pérfshinte 35 shtete té Europés,
pér vlerésimin e prevalencés sé toxoplazmozés kongjenitale. Ky studim pérfshinte
edhe vendin toné, por 7 shtete, njé prej té ciléve edhe Shqipéria nuk iu pérgjigjén kétij
studimi (Antoine Bénard, et al., 2008).

T. gondii gjendet né tre forma: oociste, takizoide dhe bradizoide. Replikimi i
tyre realizohet né bujtarét pérfundimtar, zakonisht né pjesétarét e familjes
Felidae, prej té ciléve prodhohen oocistet (Dubey JP et al., 2011). Por, ato mund té
kalojné edhe te njerézit népérmjet ushgimeve té infektuara me fecet e kafshéve.
Né kété rast, oocistet zhvillohen né takizoite, e cila éshté forma mé e shpejté e
shuméfishimit té¢ T. Gondii. Késhtu, takizoidet shumohen duke shkaktuar
shkatérrimin e indeve dhe pérhapjen e infeksionit. Takizoidet né femrat
shtatézéna mund té infektojné fetusin sepse kalojné népérmjet garkullimit té
gjakut né inde té ndryshme, sy dhe sistemin nervor géndror. Né disa gjitaré té
infektuar, cistet mund té qgéndrojné gjithé jetén té pérgéndruara né indin
muskulor dhe né sistemin nervor géndror ku shndérrohen né ciste indore ose
bradizoite. Kjo mendohet té ndodhé si pérgjigje e sistemit imun té bujtarit.
Konsumimi i produkteve té infektuara té mishit &shté njé burim infeksioni, sepse
bradizoidet transformohen pérséri né takizoide. Eshté raportuar gjithashtu, se ky
parazit mund té pérhapet edhe népérmjet ujit té pijshém té kontaminuar me
oociste (Ariel Many et al., 2006).

Fillimisht, infeksioni akut i cili shfaget shpeshheré pa simptoma, shogérohet nga
njé infeksion i mévonshém qé géndron gjaté gjithé jetés. Toxoplazmoza éshté
vecanérisht e rrezikshme gjaté shtatézanisé, megénése transmetohet nga néna te
fetusi. Femrat té cilat infektohen me kété parazit para shtatézanisé, zakonisht
nuk e transmetojné até te fetusi. Ndérsa, nénat gé infektohen gjaté shtatézanisé
mund ta transmetojné patogjenin te fetusi. Pér kété arsye éshté i réndésishém
pércaktimi i titrit té antitrupave ndaj T. gondii pérpara fillimit té njé shtatézanie
(Ariel Many et al., 2006).

Infeksioni fillestar gjaté shtatézanisé mund té ¢ojé né démtime serioze té fetusit.
Manifestimet klinike té toxoplazmozés variojné né fetuse dhe té sapolindurit.
Shumica e fémijéve me infeksion kongjenital nuk shfagin simptoma té jashtme
pas lindjes por mund té zhvillojné mé voné pasoja té rénda si vonesa mendore e
psikomotore, humbje dégjimi dhe véshtirési né procesin e té mésuarit (Antoine
Bénard dhe Eskild Petersen, 2008). Né disa fémijé mund té shfagen hidrocefalit,
korioretinit dhe Kkalcifikime intrakraniale. Né shumicén e té sapolindurve té
infektuar me T.gondii shfagen crregullime si  hepatosplenomegalia,
trombocitopenia, mikrocefalia, ethe dhe konvulsione. Shkalla e infeksionit fetal
rritet me moshén e barrés. Por, rreziku i disa manifestimeve klinike éshté mé i
larté né rastet e infeksioneve té hershme maternale (Montoya J. G dhe O. Liesenfeld,
2004; Nielsen H. V et al., 2005; Thalib L et al., 2005). Eshté raportuar se rreziku
pér transmetimin e toxoplazmozés kongjenitale éshté mé i ulét nése infeksioni
shfaget né tre mujorin e paré té shtatézanisé, por agresiviteti i infeksionit éshté
meé i larté. (Ariel Many et al., 2006).

Né ditét e sotme, po aplikohen gjithmoné e mé shumé teknikat serologjike pér
diagnozén e toksoplazmozés, vecanérisht pér diagnozén e hershme kongjenitale,
pér té cilén kérkohen teste serologjike shumé té ndjeshme (Yera H et al., 2009).
Diagnoza e toksoplazmozés, zakonisht pércaktohet nga matja e antitrupave
specifiké anti-Toxoplasma 1gG ose IgM. Matja e antitrupave anti-Toxoplasma
IgM shpreh njé infeksion akut ose riaktivizim té mundshém.
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Antitrupat IgM ndaj Toxoplasma gondit shfagen 1-2 javé pas shfagjes sé
infeksionit, arrijné pikun pas 6-8 javésh dhe zvogélohen pas 6 muajsh (fig 1-2).
(Florence Robert-Gangneux and Marie-Laure Dardé, 2012)

T IgG (ELISA)

Titri 1 Antitrupave
N »
\
/
/
y

el IgG(IFAT)

\J

Muajt

Figura 1-2: Kinetika e pérgjigjes sé antitrupave ndaj Toxoplasma gondii (Florence
Robert-Gangneux and Marie-Laure Dardé, 2012).

Né tabelén 1-1 shprehen testet e rekomandueshme pér diagnozén e Toxoplasma
gondi, e cila mund té realizohet népérmjet analizimit té indeve (gjak, palca e
kockave, fluidi cerebrospinal ose placenta), kulturave indore ose teknikés PCR.

Tabela 1-1: Testet e rekomandueshme pér diagnozén e Toxoplasma gondii.
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1.2. Njohuri té pérgjithshme mbi Citomegalovirusin

Citomegalovirusi éshté njé virus gé pérmban ADN me zinxhiré té dyfishté,
pjesétar i familjes sé herpesviruseve humane. Nése krahasohet me pjesétarét e
tjeré té késaj familje, vihet re se éshté virusi me pérmasa mé té médha me njé
gjenomé prej 235 kb (Tania Crough dhe Rajiv Khanna, 2009). Ky virus gjendet
kudo né popullatat humane, duke shkaktuar infeksione gé shogérojné bujtarin
gjaté gjithé jetés me riinfeksione dhe riaktivizime rastésore ose jo, sidomos pas
transplanteve. Transmetimi i infeksionit kérkon kontakt té drejtpérdrejté me
sekrecione té infektuara si péshtyma, urina, sekrecione vaginale e cervikale,
sperma, qumeéshti i gjirit dhe gjaku (Cheeran M et al., 2009). Né pérgjithési,
infeksionet e shkaktuara nga Citomegalovirusi jané pa simptoma. Megjithaté,
infeksionet maternale gjaté shtatézanisé shogérohen me njé rrezik té larté té
transmetimit intrauterin, duke rezultuar né démtime fetale gé pérfshijé rritjen
dhe zhvillimin mendor. Rreziku i démtimeve té sistemit nervor géndror té
fémijéve gé lindin me infeksion kongjenital zvogélohet me moshén e
shtatézanisé sé nénés (fig 1-4). Rreziku mé i larté éshté né tre mujorin e paré té
shtatézanisé (80 %), né tre mujorin e dyté mundésia e démtimeve zvogélohet né
mé pak se 10 %, ndérsa né tre mujorin e fundit mundésia zvogélohet deri né 0
(Kenneson and Cannon, 2007)). Eshté raportuar se 10-15 % té fémijéve gé lindin
me infeksion kongjenital do té kené c¢rregullime si  mikrocefali,
hepatosplenomegali, njolla né lékuré, korioretinit, trombocitopeni dhe anemi.
Gjithashtu, 20%-30% té kétyre fémijéve mund té vdesin pér shkak té koagulimit
intravaskular, disfunksionit té€ mélgisé ose superinfeksionit bakterial (Silvia B et
al., 2011). Té dhénat né lidhje me seroprevalencén e Citomegalovirusit né Shqipéri
jané mé té pakta se pér Toxoplasma gondii. Prevalenca e Citomegalovirusit né
popullatén e dhuruesve té gjakut né Tirané (Seferi Irena, et al., 2009), éshté mjaft e
larté nése e krahasojme me prevalencén né boté 0.15-3 % (Van Helden J, et al, 2009).
Ndérsa seroprevalenca e kétij virusi né Shtetet e Bashkuara t€ Amerikés éshté 60 %
(Cheeran et al., 2009).

Né figurén 1.3. paraqgitet cikli jetésor i Citomegalovirusit. Virusi hyn né gelizat
humane népérmjet fuzionit té drejtpérdrejté ose rrugés endocitike. Atashimi i virusit
né membranén gelizore humane realizohet népérmjet ndérveprimit té njé receptori
specifik sipérfagésor té gelizés humane me glikoproteinat virale. Kjo shogérohet me
clirimin e nukleokapsidit né citoplazmén e qelizés humane. Nukleokapsidet
translokohen né bérthamé, ku clirohet ADN-ja virale e cila i nénshtrohet replikimit.
Ky proces shogérohet me stimulimin e funksioneve sintetizuese virale, duke u pasuar
me inkapsulimin e ADN-sé virale né kapside. Kapsidet transportohen né citoplazém
ku vishen me njé shtresé té dyté prej kompleksit Rrjet endoplazmatik-Ap Golxhi dhe
clirohen nga geliza népérmijet ekzocitozés (Tania Crough and Rajiv Khanna, 2009).
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Figura 1-3: Cikli jetésor i Citomegalovirusit (Tania Crough and Rajiv Khanna, 2009).

100

80
70
60
50

\
\
\
40 \\
\

30
20

10 ‘i

0 o

1 2 3 4 3 ] 7 8 o
Koha e mfeksionit fillestar maternal

Probabiliteti (%5)

Figura 1-4: Mundésité e zhvillimit té démtive té sistemit nervor né fémijét e prekur me
Citomegalovirus kongjenital (Kenneson and Cannon, 2007).

Hapi i paré né diagnozén e infeksioneve té Citomegalovirusit éshté matja e
antitrupave specifiké anti-Citomegalovirus 1gG dhe IgM. Mostrat pozitive pér
antitrupat IgM shprehin njé infeksion akut, ose njé riaktivizim té mundshém.

Né tabelén 1-2 shprehen testet e rekomandueshme pér diagnozén e
Citomegalovirusit.




B. LAZE: STUDIMI | KRAHASUAR | MATJEVE IMUNOLOGJIKE TE REALIZUARA ME
APARATURAT: COBAS 6000 (ROCHE HITACHI), CHORUS (DIESSE), MINI-VIDAS 2000
(BIO-MEREUX) DHE ELISA EUROIMMUN.

Tabela 1-2: Testet e rekomandueshme pér diagnozén e Citomegalovirusit.
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1.3.  Njohuri té pérgjithshme mbi sistemin COBAS 6000

Figura 1-5: Fotografi e aparatit Cobas 6000 Roche Hitachi (foto: B. Laze).

Cobas 6000 pérfshin njé sistem automatik dhe plotésisht té kontrolluar i cili éshté
programuar pér vlerésime cilésore dhe sasiore té njé varieteti té gjeré testesh. Ky
sistem éshté i pérbéré nga dy pjesé: cobas ¢ 501 realizon analizat biokomike me testin
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e turbidimetrisé dhe cobas e 601 realizon analizat me teknikén e
elektrokemioluminishencés. Pérdorimi i kétij sistemi éshté i lehté dhe minimizon né
maksimum gabimet, pasi reagentét, kalibratorét dhe kontrollet jané té pajisur me
barkod dydimensional. Ky barkod lejon regjistrim plotésisht automatik dhe menaxhim
té informacionit pér reagentét dhe mostrat, duke moslejuar regjistrimin e reagentéve té
skaduar. Né kété studim éshté pérdorur teknika e elektrokemiolumineshencés e cila
bazohet né pérgéndrimin e antitrupave té pranishme né mostér. Pérgéndrimi i
antitrupave éshté né pérpjestim té drejté me sasiné e drités sé prodhuar nga reaksioni
kemoilumineshent (Roche Diagnostics, Operator’s manual, Versionl,0).

Sistemi Cobas 6000 bazohet edhe né aftésité e pérdoruesit, i cili performon té gjitha
procedurat e nevojshme pér realizimin e matjeve, kalibrimeve dhe kontrolleve.

1.3.1. Avantazhet e aparatit COBAS 6000

- Kérkohet shumeé pak procedura manuale.

-Pérdorimi i kétij sistemi éshté i lehté dhe minimizon né maksimum gabimet, pasi
reagentét, kalibratorét dhe kontrollet jané té pajisur me barkod dydimensional. Ky
barkod lejon regjistrim plotésisht automatik dhe menaxhim té informacionit pér
reagentét dhe mostrat, duke moslejuar regjistrimin e reagentéve té skaduar.

-Lehtési dhe rrjedhshméri té punés népérmjet pérdorimit té rakeve dhe tubave me
barkode pér mostrat duke siguruar edhe regjistrim automatik té testeve népérmjet
barkodeve pérkatése.

-Pajisja e Kkétij sistemi me mekanizmat e duhur gé parandalojné ndérprerjen e matjes
duke u shogeruar me rezultate té besueshme né njé kohé té shkurtér.

-Pajisja e aparatit me njé dhomé reagentésh, temperatura e sé cilés mbahet e
géndrueshme (20+3°C) duke lejuar ruajtjen e tyre.

-Matja e mé shumé se 25 testeve njékohésisht.

-Né kété sistem pérdoret teknika e Elektrokemioluminishencés (ECL), njé teknologji
shumé e re qé ofron avantazhe té pércaktuara krahasuar me teknologjité e tjera.
-Pérdorimi i substancave elektrokimikisht aktive, kompleksi i ruteniumit dhe
tripropilamina (TPA), né reaksionet gé cojné né emetimin e drités éshté shumé
pozitive pér kété sistem. Kjo ndodh sepse, gjaté matjes TPA-ja ripérdoret por gjendja
e kompleksit té ruteniumit rigjenerohet vazhdimisht. Kjo do té thoté gé kompleksi i
ruteniumit mund té performojé shumé cikle té gjenerimit té drités gjaté procesit té
matjes. Kjo tregon njé efekt amplifikues i cili kontribuon né ndjeshmériin e késaj
teknologjie. Pér kété arsye shumé fotone mund té krijohen nga njé kompleks antigen-
antitrup.

-Markimi jo izotopik shumé stabél lejon pérshtatjen e reagentéve té léngshém.
-Ndjeshmeérii i larté i kombinuar me kohén e shkurtér té inkubimeve ¢on né analizé té
cilésisé sé larté dhe rezultate té shpejta.

-Variacioni i madh i matjes i pesé rregullave té magnitudés minimizon hollimet dhe
pérséritjet duke reduktuar humbjen e kohés dhe koston e reagentit.

-1 aplikueshém pér matjen e té gjitha analizave duke zhvilluar njé platformé solide.
-Reagentét e Elecsys pérdorin njé mikropjeséz magnetike té mbuluar me
streptavidiné. Streptavidina éshté njé proteiné bakteriale tetramerike e cila lidhet fort
me molekulén e biotinés. Duke formuar komplekse shumé té géndrueshme né njé
interval té gjeré temperature dhe pH. Biotina pérdoret si markues i antitrupit apo
antigenit pér té béré té mundur lidhjen e tyre me fazén solide
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E pérmendém mé sipér faktin gé sistemi Cobas 6000 minimizon gabimet, pasi
reagentét e tij jané té pajisur me njé barkod dydimensional. Kéta reagenté prodhohen,
paketohen dhe pajisen me barkode nga Roche Diagnostics. Reagentét e pjesés cobas e
601 jané té parapérgatitur dhe duhet t& géndrojné né temperaturé 2-8°C. Pérpara
pérdorimit vendosen né diskun pérkatés (fig 1-6), skanohen nga sistemi dhe mund té
pérdoren vetém pasi jané njohur prej tij. (Roche Diagnostics, Operator’s manual,
Versionl,0).

Barkodet e reagentéve pérmbajné informacionin e nevojshém gé duhet pér té realizuar
matjet. Ky informacion pérfshin:

e Numrin e testeve

e Numrin e lotit

e Parametrat e kurbés sé kalibrimit

e Datén e skadimit (nése data e skadencés ka kaluar, aparati nuk e njeh

reagentin).

Té njéjtat vecori kané edhe kalibratorét dhe kontrollet, té cilat jané pérmendur né
kapitullin 2, Materiale dhe metoda. (Roche Diagnostics, Operator’s manual,
Versionl,0).

Figura 1-6: Pjesét kryesore té cobas e 601: A. Gijilpéra sipper, B. Disku i reagentéve, C.
Dhoma e matjes, D. Raket me kupa dhe gjilpéra, E. Dhoma e mbeturinave.
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1.3.2. Teknologjia ECL

Lumineshenca éshté emetimi i drités kur njé elektron kalon nga njé nivel i larté
energjetik né njé nivel té ulét energjetik. Megjithése ka tipe té ndryshme té
lumineshencés té cilat varen nga aktivizimi i elektronit né gjendjen e eksituar, ato té
gjitha rezultojné né emetim té ngjashém té energjisé radioaktive.

Né kemiolumineshencé, elektroni eksitohet nga njé reaksion kimik duke pérfshiré
specie shumé reaktive. Reaksioni kemiolumineshent, shpesh pérfshin oksidimin e njé
komponimi organik. Emetimi i drités zgjat pér njé kohé té shkurtér dhe té
vazhdueshme. Proceset elektrokemiolumineshente pérfshijné shumé molekula duke
pérmendur pérbérés té ruteniumit, osmiumit, rheniumit ose elementeve té tjeré. ECL
éshté njé proces né té cilin elementét shumé reaktivé gjenerohen prej prekursoréve
shumé té géndrueshém né sipérfage té njé elektrode. Kéta element shumé reaktivé
veprojné me njéri tjetrin, duke prodhuar drité.

Zhvillimi i ECL-sé bazohet né pérdorimin e kompleksit ruthenium(ll)-tris
(bipyridil)[Ru(bpy)s]?+ dhe tripropylamine (TPA). Produkti final
elektrokemiolumineshent ~ formohet gjaté fazés sé matjes. Reaksionet
kemiolumineshente gé ¢ojné né ¢lirimin e drités prej kompleksit té ruteniumit, fillojné
elektrikisht, mé shumé se kimikisht. Kjo realizohet nga aplikimi i njé rryme drejt
komplekseve imunologjiké (duke pérfshiré edhe kompleksin e ruteniumit) gé jané té
atakuara né mikropjesézat e mbuluara me streptavidiné. Avantazhet e stimulimit
elektrik té reaksionit kemiolumineshent kané té béjné me kontrollin e sakté té té gjithé
reaksionit. (Roche Diagnostics, Operator’s manual, Versionl,0).

1.3.2.1. Parimet e metodave imunokimike né teknologjiné ECL.

Parimi bridging p&r t&

detektuar IgG dhe lghl -/

Figura 1-7: Parimet e metodave imunokimike né teknologjiné ECL (COBAS 6000).
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Né kété sistem jané té vlefshme tre parime: parimi krahasues, parimi sandwich dhe
parimi bridging. Té tre parimet bazohen né e reaksioneve antigen-antitrup duke
pérdorur kompleksin streptavidiné-biotiné. Pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma
IgM dhe anti-Citomegalovirus IgM pérdoret parimi bridging, i sqaruar né kapitullin I1.
Vlerésimi dhe llogaritja e pérgéndrimit té antigenit bazohen né njé mesatare té njé
kurbe kalibrimi, qé pércaktohet duke pérdorur standarte té pérgéndrimeve té njohura
té antigenit. (Roche Diagnostics, Operator’s manual, Versionl,().

1.3.2.2. Reaksioni elektrokemiolumineshent

Teknologjia ECL pérdor ruteniumin si kompleks pér zhvillimin e drités. Kripérat e
ruthenium-tris (bipiridil) jané té géndrueshme dhe té tretshme né ujé. Ligandét
bipiridil mund té modifikohen lehté me grupe reaktive pér té formuar pérbérés aktivé
kemiolumineshenté. (Roche Diagnostics, Operator’s manual, Versionl,0).

PRPPhoton
&‘*l.\i? Ru? TPA

AAAAA

Figura 1-8: Pérdorimi i kompleksit té ruteniumit né teknologjiné ECL. Pér zhvillimin e
mostrave té ECL-sé, pérdoret njé ester N-hydroxysuccinimide (NHS) i njé kompleksi té
modifikuar Ru (bpy)3, sepse ai mund té ciftohet lehtésisht me grupet aminike té proteinave,
haptenet dhe acidet nukleike. Kjo e lejon teknologjiné e matjes té aplikohet né njé variacion té
gjeré analizatorésh.

Reaksioni ECL-sé né sipérfagen e elektrodés

e Gjendja bazé: Dy substanca elektrokimikisht aktive, kompleksi i ruteniumit dhe
tripropilamina (TPA), jané té pérfshira né reaksionet gé ¢ojné né emétimin e
drités. Té dyja substancat géndrojné té géndrueshme, pér sa kohé gé nuk aplikohet
njé rrymé ndaj tyre.

e Gjendja e eksituar e ruteniumit (fig 1-9b):
Rryma aplikohet ndérmjet njé elektrode dhe njé fushe elektrike, e cila shkakton
ndérveprimin e té gjithé elementéve gé ndodhen né kété fushé. Reaksioni i ECL-sé
ndérmjet ruthenium(ll)-tris(bipyridil)2+ dhe tripropilaminés (TPA) ndodh né
sipérfagen e njé elektrode platiniumi. Rryma e aplikuar krijon njé fushé elektrike,
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e cila shkakton ndérveprimin e té gjitha materialeve né kété fushé. (Roche
Diagnostics, Operator’s manual, Versionl,0).

Ru?*
gjendje e ¢
/ eksituar \ o TPA*
H+
SR R >/ TPA

gienw - ‘;-/
7 ¢

e
Elektrod@ Platini

*,

s Ru TPA

Gjendja bazé

| Elktode platni |
o) ST, W e 4 Magnet

Figura 1-9: Gjendjet e kompleksit té ruteniumit gjaté reaksionit ECL. a).Gjendja bazé e
ruteniumit. b). Gjendja e eksituar e ruteniumit.

Faza e prodhimit té drités:

Tripropilamina oksidohet né elektrodé, cliron njé elektron dhe formon njé radikal té
ndérmjetém tripropilamine, i cili vepron mé pas duke cliruar njé proton (H) pér té
formuar njé radikal t&é TPA-sé, qé shénohet TPA’ (fig 1-10).

Né kthim, kompleksi i ruteniumit gjithashtu cliron njé elektron né sipérfagen e
elektrodés, duke u oksiduar pér té formuar kationin Ru(bpy)s]s’. Ky kation i
ruteniumit éshté komponenti i dyté i reaksionit pasues kemiolumineshent me radikalin
e TPA-sé. (Roche Diagnostics, Operator’s manual, Versionl,0).

gjendja e o
/ eksituar \ N Pl
TPA

% 3¢ Ru?* Ru’*

e

Figura 1-10: Fazat e amplifikimit té sinjalit né reaksionin ECL.
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TPA- dhe Ru(bpy)s]s* ndérveprojné me njéri-tjetrin, ndérsa Ru(bpy)s]s+reduktohet né
Ru(bpy)s " dhe né té njéjtén kohé formojné njé gjendje eksituese népérmijet
transferimit té energjisé (fig 1-11). Kjo gjendje éshté e pagéndrueshme dhe kalon né
emetimin e njé fotoni né gjatésiné e valés 620 nm pér né gjendjen e tij fillestare. Tani
cikli i reaksionit mund té fillojé pérséri. Radikali i tripropilaminés reduktohet nga
produkte gé nuk ndikojné né progesin e kemiolumineshencés. Reaksioni kontrollohet
nga difuzioni i TPA-sé dhe sasisé sé kompleksit té ruteniumit té pranishém. Megénése
TPA-ja pakésohet né fushén elektrike, fugia e sinjalit (drita) reduktohet ngadalé derisa
té arrihet maksimumi. (Roche Diagnostics, Operator’s manual, Versionl,0).

Rufbpyl,~
Rulbpy),*" giendja e
gjendja Foton Ksituar

(G20 mm)

Figura 1-11: Reaksioni ECL né dhomén e matjes

Megjithése gjaté matjes, TPA-ja ripérdoret, gjendja e kompleksit té ruteniumit
rigjenerohet vazhdimisht. Kjo do té thoté gé kompleksi i ruteniumit mund té
performojé shumé cikle té prodhimit té drités gjaté procesit té matjes. Kjo tregon njé
efekt shuméfishues i cili kontribuon né ndjeshmériné e késaj teknologjie. Shume
fotone mund té krijohen nga njé kompleks antigen-antitrup. (Roche Diagnostics,
Operator’s manual, Versionl,().

Prodhimi i sinjalit té ECL-sé:

Grafiku né figurén 1-12 shpjegon njé prodhim tipik té sinjalit t¢é ECL-sé. E paré nga
njé kéndvéshtrim elektrik, reaksioni mund té shpjegohet si mé poshté: Kur njé rrymeé
aplikohet né elektrodé, ndodh njé pik i emetimit té drités pér njé interval té shkurtér
dhe mund té matet si sinjali i ECL-sé. Nén kurbé matet njé hapésiré e pércaktuar
pérreth intensitetit maksimal.

Vija e ndérpreré tregon rrymén (voltazhin) e pérdorur né elektrodé pér té prodhuar
sinjalin e ECL-sé. Vija e vazhduar éshté drita aktuale e matur nga detektori
fotoamplifikues. (Roche Diagnostics, Operator’s manual, Versionl,0).
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7 7 7 7 7 7 |/

o0 020 0.40 (= 020 100 120 Koha [mk]

Figura 1-12: Gjenerimi i sinjalit t&é ECL-s&.

Dhoma e matjes me ECL

Qéllimi sistemit éshté matja duke pérdorur teknikén ECL, e cila bazohet né zhvillimin
e tre hapave thelbésoré. (Roche Diagnostics, Operator’s manual, Versionl,0).

e Ndarja: Duke pérdorur njé magnet, mikropjesézat e streptavidinés gé jané té
mbuluara me komplekset antigen-antitrup, depozitohen uniformisht né
elektrodén e punés. Njé sistem bufer (procell) pérdoret pér té laré pjesézat né
elektrodén gé punon dhe pér té larguar reagentin e tepért dhe materialet e
mostrés nga dhoma e matjes.

e Reaksioni ECL: Magneti zhvendoset dhe mé pas aplikohet njé rrymé né
elektrodé, né té cilén mikropjesézat e mbuluara me komplekset antigen-
antitrup jané depozituar pér té filluar reaksionin e ECL-sé. Mé pas sistemi
pérdor sinjalet korresponduese pér llogaritjen e rezultatit.

e Clirimi i mikropjesézave dhe pastrimi i dhomés: Menjéheré sapo ka
pérfunduar matja, mikropjesézat paramagnetike pastrohen larg nga sipérfagja
e elektrodés me njé solucion special pastrues (clean cell). Sipérfagja e dhomés
sé matjes rigjenerohet népérmjet ndryshimit té potencialit né elektrodg.
Dhoma mé pas éshté gati pér njé matje tjetér (fig 1-13).
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Mikropjeséza magnetike )
me komplekse t& lidhura Elektroda numéruese

antigen-antitrup Markues té
idhur
d b

5 *
“T " * + *
b ddd *
Elektroda Magnet Kanalii rrjedhjes
punuese

Figura 1-13: Dhoma e matjes né teknikén ECL.

1.4.  Njohuri té pérgjithshme mbi sistemin MINI-VIDAS

Figura 1-14: Aparati Minividas

Aparati MINIVIDAS (fig 1-14) pérfshin njé sistem multiparametrik té prodhuar nga
BioMereux. Sistemi MINI-VIDAS konsiston né krijimin e seksioneve té paracaktuara,
kryerjen e kalibrimeve e kontrolleve dhe realizimin e matjeve pér mostra té caktuara.
Népérmjet kétij sistemi analitik mund té kryhen analiza serologjike, imunokimike, pér
e anigeneve, mikrobiologjike dhe imunohemostazike. Kombinimi i té gjithé
elementéve té pérmendur mé sipér siguron njé séré pérparésish né sistemin VIDAS si
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rezultate té besueshme, lehtési né pérdorim dhe rezultate té shpejta. Teknologjia e
pérdorur né kété sistem njihet si ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay), e cila
éshté njé¢ kombinim i teknikés enzimologjike EIA me njé lexim fluoreshent final.
Enzima e pérdorur éshté fosfataza alkaline ndérsa substrati &shté 4-metil umbelliferil
fosfati (4-MUP) i hidrolizuar né 4-metil umbelliferon. Ky &shté produkti i
fluoreshencés (4-metil-umbelliferon), intesiteti i sé cilés matet né gjatésiné e valés
450 nm nga skaneri optik i aparatit minividas dhe shprehet né vleré relative té
fluoreshencés (RFV). (Vidas Manual instrument, Version B)

1.4.1. Sistemi analitik VIDAS

Pjesa analitike VIDAS éshté ndaré né 5 seksione té pavarura me nga 6 pozicione
matjesh té protokolluara pér c¢do seksion. Secili seksion kontrollohet nga njé
mikroprogesor i cili konsiston né kontrollin e rrugés sé transportit pér stripin e
reagentit, sistemit pipetues, fazés SPR dhe sistemin e inkubimit. Secili seksion
vepron né ményré té pavarur duke krijuar mundésiné e zhvillimit té testeve té
ndryshme né té njéjtén kohé.

Gjendja aktuale e seksioneve shprehet népérmjet njé indikatori me drité, i cili éshté i
ndezur kur né seksion po zhvillohet njé test, pulson kur né seksion ka pérfunduar
zhvillimi i njé testi dhe éshté i fikur kur stripi i reagentit dhe SPR-ja kané dalé nga
seksioni pérkatés.

Né secilin seksion té sistemit VIDAS ka njé sistem pipetimi i cili siguron transferimin
e té gjithé reagentéve, holluesve dhe shpélarésve né rrugén e duhur. Kanalet pipetuese
jané té pavarura fizikisht nga njéra-tjetra por jané té lidhur mekanikisht pér té krijuar
njé sistem funksional. Lévizjet né secilin seksion realizohen nga motorré té cilét jané
té kontrolluar nga protokolle me parametra té pércaktuar. Temperatura e zhvillimit té
analizave né brendési té aparatit Vidas duhet té jeté 37°C. Secila pjesé e aparatit &shté
e pajisur me dy epruveta termale té cilat sigurojné mirémbajtjen e késaj temperature té
géndrueshme.

Né cdo seksion, né skajin mé té ulét té tyre, ndodhet njé kapak plastik i cili mund té
térhiget lart pér té treguar kutiné e stripeve té reagentéve (fig 1-15a). Kjo Kkuti
pérmban 6 kanale né té cilét vendosen stripet e reagentéve (fig 1-15b). Kutia e
stripeve té reagentéve mund té pérdoret gjithashtu edhe pér té futur né ményré
automatike kartén gé pérmban té dhénat dhe faktorin e kalibrimit. (Vidas Manual
instrument, Version B)
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b)

Figura 1-15: a) Hapja e kutisé sé stripeve. b) Kanalet ku vendosen stripet e reagentéve.

1.4.2. Metodat e pérdorura né aparatin VIDAS.

Né sistemin VIDAS zhvillohet teknologjia ELFA (e trajtuar né kapitullin 11) e cila
bazohet né e reaksioneve antigen-antitrup. Né kété teknologji pérfshihen disa metoda
(Vidas Manual instrument, Version B):

» Matja e antitrupave (EIA indirekte). Antigenet jané té vendosur né paretet e
brendshme té SPR-sé. Nése mostra pérmban antitrupat gé duhet té detektohen,
4-metil umbelliferil fosfati hidrolizohet né umbelliferon. (Vidas Manual
instrument, Version B)

Antitrup 1 etiketuar me
fosfatazé alkaling

nfitrupi q¢ do t2
. en‘  detektohet
Antigend i licdhur

Figura 1-16: Metoda EIA indirekte
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» Matja e imunoglobulinave M (imunozbulimi). IgM-té gé do té detektohen
kapen nga antitrupat anti-lgM gé mbulojné paretet e brendshme té SPR-sé.
Prania e IgM-ve detektohet nga antigenet e pranishém né likid. (Vidas Manual
instrument, Version B)

Antitrupat g& do t&
dateﬂf; FF M Atirup cetua
&T L me fosfatazé alkaline
{1 igen i likidit
Anti-[gM

Figura 1-17: Matja e IgM-ve (Imunozbulimi)

» Matja e antigeneve bakterialé, viralé, proteinik, etj (Parimi Sandwich). Paretet
e brendshme té SPR-sé jané té veshura nga antitrupat gé detektojné antigenet e
mésipérme. (Vidas Manual instrument, Version B)
Né kéto tre metoda, nivelet e matura té fluoreshencés jané né pérpjestim té drejté me
sasiné e antitrupave ose antigeneve té pranishme né mostér.

4-metil umbellifenl
M fosfati

Antitrup 1 etiketuar
me fosfatazg alkaline
' Anfigeni g& do t&
detektohet
—Antitrupi 1 lidhur

)

Figura 1-18: Matja e antigeneve (Parimi Sandwich)
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» Matja e hapteneve (Parimi krahasues). Paretet e brendshme té SPR-sé jané té
veshura me njé sasi té limituar té antitrupave. Haptenet qé do té detektohen
konkurrojné me haptenet e etiketuara. Niveli i fluoreshencés sé matur éshté né
pérpjestim té zhdrejté me sasiné e hapteneve té pranishme né mostér. (Vidas
Manual instrument, Version B)

4-metil umbelliferil
fosfati

Hapteni q& do t&
detektohet

)

Antitrupat e hidhur

Hapteni i markuar me
fosafatazé alkaline

Figura 1-19: Matja e hapteneve (Parimi krahasues)

1.4.3. Avantazhet e aparatit MINI-VIDAS

-Sic e kemi pérmendur né pjesén teorike, MINI-VIDAS é&shté njé sistem
multiparametrik, i cili konsiston né krijimin e seksioneve té paracaktuara, kryerjen e
kalibrimeve e kontrolleve dhe realizimin e matjeve pér mostra té caktuara.

-Pjesa analitike Vidas éshté ndaré né 5 seksione té pavarura me nga 6 pozicione
matjesh té protokolluara pér cdo seksion. Secili seksion kontrollohet nga njé
mikroprogesor i cili konsiston né kontrollin e rrugés sé transportit pér stripin e
reagentit, sistemit pipetues, fazés SPR dhe sistemin e inkubimit. Né kété ményré,
sigurohet saktési né pérpunimin e rezultateve.

-Secili seksion ka aftési té veprojé né ményré té pavarur duke Krijuar mundésiné e
zhvillimit té testeve té ndryshme né té njéjtén kohé. Né secilin seksion té sistemit
vidas ka njé sistem pipetimi i cili siguron transferimin e té gjithé reagentéve,
holluesve dhe shpélarésve né rrugén e duhur.

-Temperatura e zhvillimit té analizave né brendési té aparatit Vidas duhet té jeté
37°C. Secila pjesé e aparatit éshté e pajisur me dy epruveta termale té cilat sigurojné
mirémbajtjen e késaj temperature té géndrueshme.

-Reagentét né sistemin MINI-VIDAS jané té organizuar né stripe njépérdoriméshe.
Cdo strip pérmban njé etiketé dhe njé shenjé té koduar dhe té ngjyrosur, té cilat
identifikohen nga njé kod me 2-4 karaktere.

-Né sistemin MINI-VIDAS pérdoret njé fazé solide, SPR-ja, e cila éshté bazé pér
reaksionin imunologjik. Paretet e saj té brendshme jané té veshura me antitrupa ose
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antigene gé pérdoren pér té kapur analitin shenjé. SPR-ja pérdoret pér té pipetuar
mostrén dhe reagentét dhe pér té eleminuar ndotjet ndérmjet reagentit dhe aparatit.
Ekzistenca e SPR-sé siguron njé mirémbajtje té reduktuar né minimum sepse nuk ka
tuba, shiringa apo gjilpéra.

-Sistemi i matjes né aparatin VIDAS konsiston né njé skanim optik fluorometrik. Ky
sistem éshté i montuar né njé pajisje mekanike duke mundésuar pérdorimin né té pesté
seksionet. Sistemi detekton ¢do ndryshim kimik gé mund té ndodhé né kyvetén optike
né fund té stripit té reagentit

-Teknologjia e pérdorur né kété sistem njihet si ELFA (Enzyme Linked Fluorescent
Assay), e cila é&shté njé kombinim i teknikés enzimologjike EIA me njé lexim
fluoreshent final.

-Pérpara fillimit té procedurés, sistemi kontrollon reagentét, skanon bar kodin, lexon
fluoreshencén e substratit dhe kontrollon datén e skadencés sé stripit

-Né secilén fazé, reagenti ciklohet disa heré jashté dhe brenda SPR-sé. Kjo rrit
kinetikén e reaksionit dhe zvogélon kohén e inkubimit.

-Sistemi optik i aparatit kontrollohet dhe kalibrohet nga teknikét gjaté proceseve té
mirémbajtjes. Pasi realizohet kalibrimi i rregullt, ai mat fluoreshencén e standartit dhe
e ruan kété vleré né kujtesé. Kjo vleré fluoreshence do té béhet pika e referimit pér té
gjitha kontrollet pasuese té kalibrimit.

-Fluoreshenca matet dy heré pér ¢do mostér né kyvetén e stripit té reagentit. Leximi i
paré fluoreshent realizohet para pérfshirjes sé fazés solide né substrat. Leximi i dyté
fluoreshent realizohet pas inkubimit té substratit me enzimén qé ka mbetur né
brendési té fazés solide. (Vidas Manual instrument, Version B)

1.5.  Njohuri té pérgjithshme mbi sistemin CHORUS

202703}

Figura 1-20: Fotografi e aparatit CHORUS (foto: B. Laze).

CHORUS (fig 1-20) éshté njé aparat i automatizuar multiparametrik, i programuar pér
té zhvilluar testet imunoenzimatike (ELISA) dhe té fiksimit té komplementit (CFT).
Pér cdo cikél procesohen 30 teste, mjafton hedhja e mostrés me pipeté dhe aparati
realizon veté té gjitha procedurat e tjera (hollime, inkubime, shpélarje, lexime
fotometrike, etj). Stripet jané té gatshme dhe secili éshté i pajisur me barkod gé
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lexohet nga aparati me ané té njé skanimi. Programi i kétij aparati realizon kontroll té
dyfishté té testeve té regjistruara pér té shmangur gabime té mundshme. (CHORUS
Trio Operating Manual)

1.5.1. Testi i Fiksimit t¢ Komplementit né aparatin CHORUS

Komplementi éshté njé kompleks proteinash, té pranishme né plazmé si pjesé e
sistemit imun té lindur. Kéto proteina jané shumé té ndjeshme dhe inaktive né
temperaturén 56°C, pér 30 minuta. Komplementet jané té pérbéra nga 9 proteina
kryesore té emértuara C;-Cgy dhe nga proteina té tjera té emértuara faktorét B, D, H, I,
etj. Komplementi fiksohet nga njé kompleks antigen-antitrup dhe si pasojé fillon njé
kaskadé reaksionesh gé pérfundon me aktivizimin e proteinave. Ai luan njé rol té
réndésishém né pastrimin e antigeneve dhe shkatérrimin e mikroorganizmave
invadues.

Né studimin toné nuk e kemi pérfshiré testin CFT sepse nuk é&shté programuar pér
matjen e patogjenéve né nénat shtatézéna, vecanérisht Toxoplasma gondii dhe
Citomegalovirusin pasi ka rezultuar me ndjeshméri rreth 6 heré mé té ulét se testi
ELISA.

Né teori, diagnoza serologjike do té kérkonte serumin akut dhe konvaleshent (2 javé
pas fillimit t& simptomave), i ashtuquajturi serum cift, pér té kontrolluar rritje té titrit
té antirupit. Né té vérteté, éshté shumeé e véshtiré pér té marré serume c¢ifte dhe CFT
pérdoret si njé test kontrolli, duke pérdorur antigene té ndryshém njéherésh. Kjo éshté
vecanérisht e réndésishme pér sémundjet e sistemit té frymémarrjes, té cilat
karakterizohen nga simptoma té ngjashme pér té gjithé agjentét infektive. Megjithaté
testi i fiksimit té komplementit ende nuk éshté certifikuar dhe ka ende shumé
problematika pér tu zgjidhur. (CHORUS Trio Operating Manual)

1.5.2. ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) né aparatin CHORUS

ELISA éshté njé prej metodave analitike, e cila pérdoret pér matjen e antigeneve dhe
antitrupave népérmijet formimit dhe vénies né dukje té komplekseve specifiké antigen-
antitrup. Pér kété nevojitet antigen ose antitrup gé vesh fazén solide, konjugati dhe
substrati gé ndryshon ngjyré né prani té enzimés. ELISA éshté pérdorur gjerésisht si
njé metodé diagnostike né mjekeési, patologjiné e biméve dhe né kontrollin e cilésisé
né industri té ndryshme. Né terma té pérgjithshém, testi ELISA pérdor njé sasi té
panjohur antigeni té fiksuar né njé sipérfage dhe mé voné njé antitrup specifik
aplikohet né kété sipérfage qé té lidhet me antigenin. Antitrupi lidhet me njé enzimé
dhe né fazén finale shtohet njé substancé qé pérmban substratin e enzimés. Reaksioni
vijues prodhon njé sinjal té detektueshém gé shprehet me ndryshimin e ngjyrés né
substrat. Matja sasiore e intensitetit té drités realizohet nga metoda
spektrofotometrike. Ndjeshméria e matjes varet nga amplifikimi i sinjalit gjaté
reaksioneve analitike. Sinjali gjenerohet nga enzima té cilat jané té lidhura me
reagentét gé pérdoren pér matje, né raporte fikse pér té lejuar kuantifikim té sakté Kkjo
i ka dhéné emrin Enzime Linked). Analiti quhet edhe ligand sepse ai lidhet né
ményré specifike me njé reagent dhe késhtu ELISA pérfshihet né kategoriné e madhe
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“Ligand Binding Assays”. Ligandi zakonisht i imobilizuar éshté i thaté dhe vesh
fundet transparente ose anét e dhomézave té pjatés ELISA.

ELISA tradicionale pérfshin substanca kromogjene dhe substanca gé shkaktojné
ndryshim té dukshém ngjyre pér té evidentuar praniné e antigenit apo analitit.
Teknikat e reja ELISA pérdorin substanca fluorogjenike dhe elektrokemilumineshente
pér té krijuar sinjale té kuantifikueshém. Kéta transmetues té rinj mund té kené shumé
avantazhe si ndjeshméri té larté. (CHORUS Trio Operating Manual)

< ""@‘“’g
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Figura 1-21: Vendosja e reagentéve né sistemin CHORUS (foto: B. Laze).

Né aparatin CHORUS zhvillohen Kkatér tipe té teknikés ELISA, por né kété studim
pérdoret metoda sandwich, e cila éshté trajtuar né kapitullin 1l. Metodat e tjera gé
pérdoren jané metoda krahasuese, indirekte e modifikuar dhe e aviditetit (fig 1-22, 1-
24).

% Shpe;larje
: ;
e D= i (QDm=

Substrati Substrati

<> (IMB) (= (TM)

Sinjal i ulét

Sinjal i larté
iﬂk <> Nivel i larté i At :;E Nivel {aléti At

Agnéfazénsolide  Mostra me antitrupa IgG ose : ’ w |I~

IeM dhe enzima specifike

HRP
Leximi kinetik Leximi kinetik

Figura 1-22: Metoda krahasuese né aparatin CHORUS.

Né figurén 1-22 paragitet metoda krahasuese né aparatin CHORUS. Antigeni ndodhet
i fiksuar né fazén solide, ndérsa mostra éshté trajtuar me enzima specifike HRP, té
cilat lidhen me antitrupat ndaj antigenit. Nése kéta antitrupa jané té pranishém né
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mostér, formohet kompleksi antigen-antitrup-HRP. Me ané té shpélarjes largohen
antitrupat e palidhur me antigenet. Mé pas shtohet substrati TMB né dy faza dhe
realizohet leximi i sinjalit né ¢do fazé. (CHORUS Trio Operating Manual)

.,

Figura 1-23: Stripi i reagentéve gé zhvillojné metodén krahasuese: Puseta 1 éshté vendi i
depozitimit té mostrés, Puseta 2 pérmban konjugatin, Puseta 3 éshté bosh, Puseta 4 pérmban
substratin, Puseta 5 é&shté jo e ndjeshme, Puseta 6 éshté e ndjeshme dhe Puseta 7 éshté bosh.
(CHORUS Trio Operating Manual)

7 & 5 4 3

Né figurén 1-24 paraqgitet metoda indirekte e modifikuar né aparatin CHORUS. Né fazén
solide jané té fiksuar antigene rekombinanté té lidhur me enzimén HRP. Nése mostra
pérmban antitrupa ndaj kétyre antigeneve, formohen komplekset antitrup-antigen-
HRP. Me ané té shpélarjes largohen antitrupat e palidhur me antigenet. Mé pas
shtohet substrati TMB dhe realizohet leximi kinetik. (CHORUS Trio Operating

Manual)
Shpélarje

HRP ﬁ %RP
P ‘ * : HRP +
é % IgG : ‘ * Substrati
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IgM ) Kompleksi
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Agrekombinanté té
lidhur me enzimén
HRP

Figura 1-24: Metoda indirekte e modifikuar né aparatin CHORUS
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.

Figura 1-25: Stripi i reagentéve gé zhvillojné metodén indirekte té modifikuar: Puseta 1 éshté
vendi i depozitimit t& mostrés, Puseta 2 pérmban konjugatin, Puseta 3 éshté bosh, Puseta 4
pérmban substratin, Puseta 5 éshté jo e ndjeshme, Puseta 6 éshté e ndjeshme dhe Puseta 7
éshté bosh. (CHORUS Trio Operating Manual)

7 6 5 4 3

1.5.3. Avantazhet e aparatit CHORUS

-Chorus éshté njé aparat i automatizuar multiparametrik, i programuar pér té zhvilluar
deri né 30 teste njékohésisht. Pra, realizohen mé pak teste nése do té krahasohej me
sistemet e tjera té analizuara mé sipér, COBAS 6000 dhe MINI-VIDAS.

-Njé vecori e réndésishme e sistemit CHORUS, qé éshté e pérbashkét me dy sistemet
e tjera, éshté fakti gé mjafton hedhja e mostrés me pipeté dhe aparati realizon veté té
gjitha progedurat e tjera (hollime, inkubime, shpélarje, lexime fotometrike, etj).
-Reagentét jané té vendosur né stripe njépérdoriméshe (vecori e pérbashkét me
sistemin MINI-VIDAS) dhe secili éshté i pajisur me barkod gé lexohet nga aparati me
ané té njé skanimi.

-Programi i kétij aparati realizon kontroll té dyfishté té testeve té regjistruara pér té
shmangur gabime té mundshme.

-Pér e antitrupave anti-Toxoplasma IgM dhe anti-Citomegalovirus IgM né sistemin
CHORUS pérdoret metoda ELISA indirekte e cila bazohet né parimin e pérgjithshém
té matjes sé kompleksit antigen-antitrup népérmjet matjes sé intensitetit té ngjyrés, té
prodhuar prej reaksionit imunokimik. (CHORUS Trio Operating Manual)

1.6. ELISA EUROIMMUN

Kjo tekniké bazohet né té njéjtat vecori té shpjeguara né ¢éshtjen 1.5.2. Ndryshimi
géndron né faktin gé reagentét CHORUS ELISA jané té gatshém, té vendosur né
stripe dhe aparati realizon té gjitha procedurat automatikisht. Ndérsa kitet ELISA
EUROIMMUN pérmbajné té gjithé reagentét e nevojshém (kapitulli 2), por
procedurat realizohen manualisht dhe leximi fluoreshent realizohet né aparatin
Tecan, i cili pérfagéson njé sistem té hapur (figura 1-26). (EUROIMMUN AG
manual, 2011)
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Figura 1-26: Fotografi e aparatit Tecan (foto, B. Laze).
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KREU 2. MATERIALE DHE METODA

Né pérputhje me géllimin u krijua edhe metodika e punés gé pérfshin periudhén 2011-

2014.

+ Hapi i paré éshté lidhja e marréveshjes me dy spitalet gjinekologjike shtetérore
Mbretéresha Geralding, Kogo Gliozheni dhe me klinikat gjinekologjike private
Hygeia, lagendro, Gliozheni dhe laboratoret diagnostikuese pér mbledhjen e
mostrave.

+ Studimi éshté realizuar né laboratorin mjekésor “Intermedika” né Tirané, ku jané
mbledhur té gjitha rastet e ritestuara pér toxoplasmén dhe citomegalovirusin, té
cilat né testimin paraprak kané dalé negativ. Né punim jané pérfshiré té gjithé
rastet gé kané dalé té dyshimta dhe pozitive (mbi 0.6 COI) né kéto institucione dhe
negative né laboratorin Intermedica. Cdo njéra nga mostrat u testua me katér
teknika té ndryshme, té cilat jané ECL (aparati COBAS 6000 Roche Hitachi),
ELFA (aparati MINI-VIDAS 2000 Bio-Mereux), ELISA (aparati CHORUS
DIESSE) dhe ELISA EUROIMMUN.

+ Pér secilin nga rastet e pérfshira né studim jané plotésuar formularé me té dhénat
pérkatése té paraqitura né figurén 2-1, té cilat pérfshijné moshén, datén e paré té
ciklit t& fundit, nése éshté testim i1 paré apo ritestim pér toxoplasmén dhe
citomegalovirusin, etj.

+ Né kété punim jané pérfshiré 400 mostra té marra nga graté shtatézéna me moshé
gé varion 18-40 vjec, té cilat ishin nga java e teté deri né javén e njézeté té
shtatézanisé. Mostrat u ndané né dy grupe me nga 200 mostra secili. Grupi i paré i
mostrave u testua pér antitrupat anti-Toxoplasma IgM dhe grupi i dyté u testua pér
antitrupat anti-Citomegalovirus IgM. Né secilin grup mostrash, 50 prej tyre jané
pozitive dhe 150 jané negative pér antitrupat pérkatés anti-Toxoplasma IgM ose
anti-Citomegalovirus IgM.

% Gjaku u morr mbas kryerjes sé analizés sé gjakut komplet me géllim shmangien e
ndonjé infeksioni té mundshém bakterial dhe viral & mund té ndikojé né rezultatin
e ekzaminimeve tona.

+ Mostrat e pérdorura né kété studim jané serume, té pérftuara prej gjakut venoz.
Gjaku éshté mbledhur né tuba me xhel dhe éshté centrifuguar pér 10 minuta me
5000 rpm. Mbas ekstraktimit té serumit, brenda dités éshté kryer matja e
antitrupave Toxoplasma IgM dhe  Citomegalovirus IgM me teknikén e
elektrokemiolumineshencés né aparatin COBAS 6000. Mé tej mostrat u ruajtén né
frigorifer, né temperaturé -25 °C pér tu analizuar me teknikat e tjera. Mostrat
pozitive dhe té dyshimta jané verifikuar me ané té teknikés PCR, prej kompanisé
CHORUS né kuadér té testimit té aparatit CHORUS né Shqipéri.
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Formular pér i dhénat e grave shiatézéna

Ekzaminime gér.
(] Citomegalovirs ~ Tonoplasma gondi [ ]
Shiatézama
Epas [ Edyi (] ME dumé [
Ken patur informacton pé infeksionet of shhaktohen nga Toxoplasma gondii dhe Citomegalovirusi?
P[] [
Jané kryer mé paré kEto analiza)
B O o
Nése po, rezubaf a dalé:
Toxo IgM Negativ (] Poativ[ ]
TonolgG Nemtv [ Poativ[]

CMVIgM Negativ [] Poafiv[]

OWEG Nemiv[] — Podifv[]

Figura 2-1: Formular pér té dhénat e grave shtatézéna té pérfshira né studim
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ME tej, rezultatet u pérdorén pér té llogaritur ndjeshmériné dhe specificitetin, té cilat jané
matje statistikore té cilésisé sé njé testi. Ndjeshméria mat pérgindjen e mostrave aktuale
pozitive gé jané vértetuar si té tilla, pra i referohet aftésisé sé njé testi pér té identifikuar
mostrat pozitive.

Specificiteti mat pérgindjen e mostrave aktuale negative, gjithashtu gé jané vértetuar si té
tilla, pra i referohet aftésisé sé njé testi pér té identifikuar mostrat negative (rastet e
dyshimta nuk merren parasysh).

Té dyja kéto matje jané té lidhura me konceptet e gabimeve té tipit | dhe tipit I1.

Llogaritja e ndjeshmérisé realizohet me formulén e méposhtme:

Numri i mostrave pozitive
Numri i mostrave pozitive + numri i mostrave fals negative

Ndjeshméria =

Llogaritja e specificitetit realizohet me formulén e méposhtme:

L numri i mostrave negative
Specificiteti =

Numri i mostrave fals pozitive + numri i mostrave negative

Si ndihmés pér krahasimin e rezultateve té punés soné u pérdor programi SPSS,
MedCalc dhe EXELSTAT. Népérmjet programit SPSS jané vlerésuar analiza
njéfaktoriale e variancés dhe analiza e korrelacionit. Analiza e variancés
njédrejtiméshe (a = 0.05) éshté pérdorur pér té testuar diferencat midis mesatareve té
mostrave dhe kombinimit linear té mesatareve. Mostrat e analizuara jané me pérmasa
té barabarta. Né kété rast jané hedhur dy hipotezat:

Hipoteza Ho: Mesataret e rezultateve té ¢do testi nuk ndryshojné midis tyre.

Hipoteza H1: Mesataret e rezultateve té ¢do testi jané té ndryshme.

Nése p > 0.05 pranohet hipoteza Ho, nése p < 0.05 pranohet hipoteza H1 dhe hidhet
poshté hipoteza Ho.

Analiza korrelative pérdoret pér té pércaktuar nése dy variabla jané té pavarur midis
tyre ose bashkéndryshojné, gé do té thoté gé variojné sé bashku. Me ané té
korrelacionit, pércaktohet masa e shogérimit si edhe drejtimi i shogérimit. Né kété
studim éshté llogaritur koeficienti i korrelacionit té produktit t&¢ momentit, i nxjerré
nga Karl Pearson. Testi i sinjifikancés né korrelacion pércakton nése njé koeficient
korrelacioni i njé mostre nxirret nga njé popullaté me koeficient korrelacioni
parametrik zero. Né kété rast jané hedhur dy hipotezat:

Hipoteza Ho: Dy teknikat nuk korrelojné midis tyre.

Hipoteza H1: Dy teknikat korrelojné midis tyre.

Nése p > 0.01 pranohet Hipoteza Ho, nése p < 0.01 pranohet hipoteza H1.

Népérmjet programit MedCalc jané ndértuar grafikét ROC, té cilét pérfagésojné njé
metodé shumé efikase pér vilerésimin e cilésisé sé testeve diagnostikuese. Kéta grafiké
ndértohen népérmjet vlerave té ndjeshmérisé né boshtin e ordinatave dhe 1-vlerat e
specificitetit né boshtin e abshisave. Cdo piké né grafik quhet pika operative dhe
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formohet népérmjet pérdorimit té niveleve té ndryshme cutoff pér njé rezultat pozitiv.
Grafiku ROC vlerésohet népérmjet kétyre pikave diskrete dhe pér ¢cdo test ndértohet
njé shpérndarje e caktuar e rezultateve té tij. Njé nga matjet mé té réndésishme gé
lidhet me grafikun ROC éshté koefigienti AUC. AUC éshté njé matje e kombinuar e
ndjeshmérisé dhe specificitetit, vleréson performancén e pérgjithshme té njé testi
diagnostikues dhe vlerat e tij luhaten ndérmjet O dhe 1. Sa mé afér vlerés 1 té jeté
koeficienti AUC aq mé e miré éshté performanca e njé testi diagnostikues. Kufiri i
poshtém i lejuar i koefigientit AUC pér njé test diagnostikues éshté 0.5. Grafikét ROC
dhe koefigienti AUC i njé testi nuk jané fikse sepse ndryshojné pér grupe té ndryshme
pacientésh. (Seong Ho Park et al., 2004) Koeficienti AUC llogaritet népérmjet
formulés sé méposhtme:

m= rezultatet pozitive; n=rezultatet negative.

2.1. Materiale dhe metoda né Sistemin COBAS 6000
2.1.1. Pérshkrimi i procedurés sé matjes né aparatin COBAS 6000

Analizatori cobas 6000 (e 601) realizon reaksionet imunologjike népérmjet
elektrokemiolumineshencés (ECL). Njé test ECL pérfshin faza té ndryshme pipetimi ,
njé periudhé inkubimi dhe njé fazé pérfundimtare té matjes.

Tre fazat e mésipérme realizohen né epruveta té vogla té quajtura kupa té analizave.
Secili cikél i duhur i pipetimit zhvillohet pér njé kohé té pércaktuar, prej 42
sekondash. Pas kohés sé duhur té inkubimit, pérzierja e reaksionit pipetohet né
dhomat e matjes ku zhvillohet procesi i matjes. Pas ¢do pipetimi, gjilpérat e mostrés
ose reagentit pastrohen dhe néqoftése éshté e nevojshme pastrohet edhe mikseri i
mikropjesézave.

Procedurat e pérgatitjes: Pasi ndizet analizatori, fillojné progeset e fillimit gjaté té
cilave mekanizmat rivendosen né pozicionet e tyre té punés. Selektohen testet e
duhura pér mostrén e pacientit dhe fillon procedura duke u bazuar né protokollin
pérkatés té cdo testi (MODULAR ANALYTICS E170, Elecsys 2010 and cobas e
analyzers, 2011). Fillimisht aspirohet njé reagent (R1 ose R2) dhe mostra ose
mikrocopézat njéra pas tjetrés. Pas cdo aspirimi gjilpérat e aspirimit pastrohen.
Mostra dhe reagenti hidhen né njé kupé té re analize, ndérsa gjilpéra e analizés hidhet
né koshin e duhur. Pér disa teste qé kérkojné edhe hollim, diluenti (pretreatment)
pipetohet sé bashku me mostrén né njé kupé analize. Mé pas njé sasi € mostrés sé
holluar hidhet bashké me reagentin né njé kupé té re analize.
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2.1.2. Parimet e metodave imunokimike né teknologjiné ECL

Pér e antitrupave anti-Toxoplasma IgM dhe anti-Citomegalovirus IgM né aparatin
COBAS 6000 pérdoret parimi bridging (MODULAR ANALYTICS E170, Elecsys 2010
and cobas e analyzers, 2011).

Parimi bridging (fig 2-1) éshté programuar gé té masé antitrupat né léngjet biologjike
(IgA, 1gG ose IgM). Kjo plotésohet me shtimin e antigeneve té biotiniluar dhe té
markuar me rutenium né reagentét pér té cilét ka afinitet antitrupi target.

8 >
ha
T (
- ( / -
.

| Antigeni i
w=) biotiniluar

Figura 2-2: Parimi bridging

A. Fazat e matjes sé antitrupave anti-Toxoplasma IgM:

Kohézgjatja e ¢do testi éshté 18 minuta dhe kalon né fazat e méposhtme (MODULAR
ANALYTICS E170, Elecsys 2010 and cobas e analyzers, 2011; Roche Diagnostics,
Operator’s manual, Versionl,0):

e Inkubimi i paré: Shtohet antigeni rekombinant specifik i Toxoplasma gondii, i
markuar me njé kompleks ruteniumi. Antitrupat anti-toxoplasma IgM té
pranishme né mostér veprojné me kompeksin ruthenium-antigen.
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e Inkubimi i dyté: Shtohen antitrupa monoklonalé specifiké IgM té biotiniluar
dhe mikropjeséza té mbuluara me streptaviding. Kompleksi lidhet me fazén
solide népérmjet ndérveprimit té biotinés dhe streptavidinés.

e Pérzierja e reaksionit kalon né dhomat e matjes, ku mikropjesézat kapen
magnetikisht né sipérfagen e elektrodés. Pjesét e palidhura largohen me
pérdorimin e ProCell (shpélarés).

e Aplikimi i njé rryme elektrike indukton emetimin kemilumineshent, i cili
matet nga njé fotoamplifikues.

e Rezultatet pércaktohen automatikisht népérmjet krahasimit té sinjalit
elektrokemilumineshent té pérftuar nga produkti i reaksionit t& mostrés dhe
sinjalit té vlerés cutoff té pérftuar paraprakisht nga kalibrimi i kitit Toxo IgM.

B. Fazat e matjes sé antitrupave anti-Citomegalovirus IgM:

Fazat e matjes sé antitrupave anti-Citomegalovirus IgM jané té ngjashme me fazat e
pérmendura mé sipér (MODULAR ANALYTICS E170, Elecsys 2010 and cobas e
analyzers, 2011; Roche Diagnostics, Operator’s manual, Versionl1,0). Ndryshimi
géndron né dy fazat e inkubimit, té cilat shprehen respektivisht mé poshté:

e Inkubimi i paré: Shtohen antitrupa monoklonalé specifiké anti-lgM té
biotiniluar.

e Inkubimi i dyté: Shtohet antigeni rekombinant specifik i Citomegalovirusit, i
markuar me njé kompleks ruteniumi dhe mikropjeséza té mbuluara me
streptaviding. Antitrupat anti-CMV IgM té pranishme né mostér veprojné me
kompeksin ruthenium-antigen.Kompleksi lidhet me fazén solide népérmjet
ndérveprimit té biotinés dhe streptavidinés.

2.1.3. Reagentét Elecsys Toxo IgM dhe Elecsys CMV IgM

Reagentét e cobas e 601 kané njé barkod dydimensional (2D). Kjo lejon regjistrim
plotésisht automatik dhe menaxhim té informacionit pér reagentét. Cdo reagent
pérbéhet nga tre shishe M, R1 dhe R2, ku ndodhen reagentét e nevojshém pér analizé.

Pérbérja e reagentéve TOXO M (REF 04618858 190 COBAS)

e M: Eshté shishe e bardhé me njé kapak transparent, né té cilén ndodhen
mikropjeséza té mbuluara me streptavidiné 0.72 mg/ml, me véllim 6.5 ml.

e RI1: Eshté shishe e zezé me kapak gri, me véllim 9 ml, pérmban antigenet e
Toxoplasmés té markuar me kompleksin e ruteniumit > 1 mg/l dhe bufer acid
sulfonik 2-morfolino-etan 50 mmol/l, pH=6.

e R2: Eshté shishe e zezé me kapak té zi, me véllim 9 ml, pérmban antitrupat
monoklonalé té biotiniluar > 500 pg/l dhe bufer acid sulfonik [4-(2-
hidroksietil)-piperaziné]-etan 50 mmol/l, pH=7.2.
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Pérbérja e reagentéve CMV M (REF 04784618 190 COBAS)

e M: Eshté shishe e bardhé me njé kapak transparent, né té cilén ndodhen
mikropjeséza té mbuluara me streptavidiné 0.72 mg/ml, me véllim 6.5 ml.

e RI1: Eshté shishe e zezé me kapak gri, me véllim 9 ml, pérmban antitrupat
monoklonalé té biotiniluar > 500 pg/l > 1 mg/l dhe bufer acid sulfonik 2-
morfolino-etan 50 mmol/l, pH=6,5.

e R2: Eshté shishe e zezé me kapak té zi ,me véllim 9 ml, ndodhen antigenet e
Citomegalovirusit té markuar me kompleksin e ruteniumit > 50 pg/l dhe bufer
acid sulfonik 2-morfolino-etan 50 mmol/l, pH=5.5. (Roche Diagnostics,
Operator’s manual, Versionl,().
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Figura 2-3: Reagentét Elecsys. a) Reagenti Elecsys Toxo IgM; b) Reagenti Elecsys CMV
IgM (foto: B. Laze).

2.1.4. Kitet e kalibratoréve Elecsys calset

Pér té realizuar kalibrimin pérdoren kitet Elecsys Calset Toxo IgM. Secili kit pérmban
kalibratoré té& markuar me barkode 2D. Shumica e kalibratoréve jané té pérgatitur dhe
té gatshém pér tu vendosur né raket e kalibrimit, kur éshté i nevojshém njé kalibrim.
Disa prej kalibratoréve jané né gjendje té liofilizuar dhe duhen pérgatitur hollimet
pérkatése. Né rastin konkret, ¢cdo kit TOXO M dhe CMV M pérmban njé cift
kalibratorésh té cilét dallohen nga ngjyra e kapakéve té shisheve plastike. Kapaku i
bardhé tregon kalibratorin e nivelit 1, ndérsa kapaku i zi tregon kalibratorin e nivelit
2. Gjithashtu né kutiné e Kitit té kalibratorit ndodhet edhe karta e skanimit té
kalibratorit. Secila shishe kalibratori ka njé barkod linear gé pérmban njé identifikues
pér tu lidhur me informacionin e koduar né barkodin e reagentit dhe né kartén e
kalibratorit. Kalibratorét duhen pérdorur té dy sébashku dhe atéheré kur éshté e
nevojshme. (Roche Diagnostics, Operator’s manual, Versionl,0).
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SR

Figura 2-4: Kalibratorét Elecsys té markuar me barkod dydimensional (foto: B. Laze).

Kalibrimi duhet té realizohet (Roche Diagnostics, Operator’s manual, Version1,0.:
e Pér cdo kit té ri Elecsys Toxo IgM ose Elecsys CMV IgM, jo mé shumé se 24
Oré pas regjistrimit té kitit né aparat.
e Pas njé muaji nése pérdoret njé reagent i ri me té njéjtin numér loti me
reagentin e paré.
e Pas 7 ditésh nése pérdoret i njéjti reagent né aparat.
e Cdo heré gé vlera e kontrolleve rezulton jashté limiteve té specifikuar.

Figura 2-5: Kitet Calset Elecsys a) Kalibratorét Call TOXO M dhe Cal2 TOXO M. b)
Kalibratorét Call CMV M dhe Cal2 CMV M (foto: B. Laze).
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Kalibratorét pér kitin TOXO M

e Kalibratori Call: Eshté kalibratori negativ, ka dy shishe me véllim 0.67 ml
secila dhe pérmbajné serum human negativ pér anti-Toxo IgM ose anti-CMV
IgM.

e Kalibratori Cal2: Eshté kalibratori pozitiv, ka dy shishe me véllim 0.67 ml
secila dhe pérmbajné anti-Toxo IgM ose anti-CMV IgM humane, péraférsisht
130 U/ml. (Roche Diagnostics, Operator’s manual, Versionl,0).

Kalibratorét pér kitin CMV M

e Kalibratori Call: Eshté kalibratori negativ, ka dy shishe me véllim 1 ml secila
dhe pérmbajné serum human negativ pér anti-CMV IgM.

e Kalibratori Cal2: Eshté kalibratori pozitiv, ka dy shishe me véllim 1 ml secila
dhe pérmbajné anti-CMV IgM humane né bufer acid sulfonik [4-(2-
hidroksietil)-piperaziné]-etan pH 7.4 dhe albumin. (Roche Diagnostics,
Operator’s manual, Versionl,().

2.1.5. Kitet e kontrollit Roche Precicontrol Toxo IgM dhe CMV IgM

Secili kit pérmban gjithashtu kontrolle t& markuar me barkode 2D. Sic e theksuam pér
kalibratorét, disa prej kontrolleve jané té pérgatitur dhe té gatshém pér t’u vendosur
né raket e kalibrimit, kur éshté i nevojshém njé kalibrim.

Disa prej kontrolleve jané né gjendje té liofilizuar dhe duhen pérgatitur hollimet
pérkatése. Né rastin konkret, ¢cdo kit TOXO M dhe CMV M pérmban njé cift
kontrollesh té cilét dallohen nga ngjyra e kapakéve té shisheve plastike. Kapaku né
ngjyré bezhé tregon Precikontrollin e nivelit 1, ndérsa kapaku me ngjyré kafe tregon
Precikontrollin e nivelit 2. Gjithashtu né kutiné e kitit té kontrollit ndodhet edhe karta
e skanimit.

Secila shishe kontrolli ka njé barkod linear qé pérmban njé identifikues pér t’u lidhur
me informacionin e koduar né barkodin e reagentit dhe né kartén e kontrollit.
Kontrollet duhen pérdorur té dy sébashku pér té kontrolluar kurbén e kalibrimit té
reagentit, atéheré kur éshté e nevojshme. (Roche Diagnostics, Operator’s manual,
Versionl,0).
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Figura 2-6: Precicontroll CMV M 1 dhe Precicontroll CMV M 2 (foto: B. Laze).

2.1.6. Normat e rezultateve né aparatin COBAS 6000.

Aparati COBAS 6000 llogarit automatikisht vlerén cut off té bazuar né matjet e
kalibratoréve Call dhe Cal2 (MODULAR ANALYTICS E170, Elecsys 2010 and cobas
e analyzers). Rezultati pér ¢do mostér pércaktohet si reaktivé ose joreaktivé né formén
e njé indeksi cutoff (sinjali i mostrés/cutoff).

» Rezultatet e pérftuara me testet Elecsys Toxo IgM mund té interpretohen si mé
poshté:

e Negative (Joreaktive) — nése indeksi éshté < 0.8 COI

e Pozitive (Reaktive) — nése indeksi éshté > 1 COI

e E dyshimté — nése 0.8 <indeksi<l COI

» Rezultatet e pérftuara me testet Elecsys CMV IgM mund té interpretohen si
mé poshté:

e Negative (Joreaktive) — nése indeksi éshté < 0.7 COI
e Pozitive (Reaktive) — nése indeksi éshté > 1 COI
e E dyshimté —nése 0.7 <indeksi< 1 COI

2.2. Materiale dhe metoda né sistemin MINI-VIDAS
2.2.1. Procedura e matjes né aparatin MINI-VIDAS (bioMerieux SA)

Realizimi i njé matjeje me sistemin MINI-VIDAS fillon me pérgatitjen e mostrave,
né rastin toné mostrat kané géné té ruajtura né frigorifer né temperaturén -25 =6 °C.
Protokolli pércakton radhén specifike té progeseve té kérkuara pér zhvillimin e njé
testi té caktuar (REF 30205 066371, bioMerieux SA). Ai realizon pércaktimin e:
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véllimit té mostrés,

kohén e inkubimit né SPR,

frekuencén e ciklimeve té reagentéve jashté dhe brenda SPR-sé,
lévizjen e SPR-sé dhe stripit té reagentit,

leximin final.

YVYVYYVYYV

Testet gé pérdorin té njéjtin protokoll mund té vendosen né té njéjtin seksion.
Aparati Vidas grupon automatikisht testet e krahasueshme. Mostra duhet té
vendoset né pusetén e paré té stripit té reagentit, si¢c pérshkruhet né paketimin
e testit. Véllimi i mostrés sé kérkuar ndryshon né varési té testit. Stripi i
reagentit vendoset horizontalisht né ményré gé puseta e duhur té jeté nén fazén
SPR. SPR-ja zhvendoset poshté-lart qé té pipetojé reagentét e kérkuar.

e Pérdoret njé strip TOXO M (ose CMV M) dhe njé SPR pér ¢cdo mostér,
kontroll ose standart gé do té testohet.

» Cdo test pérfundon pér aférsisht 60 minuta (Vidas Manual instrument, Version
B)

2.2.2. Teknika ELFA (bioMerieux SA)

Reaksioni dinamik

Pérpara fillimit té procedurés, sistemi kontrollon reagentét, skanon bar kodin, lexon
fluoreshencén e substratit dhe kontrollon datén e skadencés sé stripit

Né secilén fazé, reagenti ciklohet disa heré jashté dhe brenda SPR-sé&. Kjo rrit
Kinetikén e reaksionit dhe zvogélon kohén e inkubimit. (Vidas Manual instrument,
Version B)

SPR-ja

Substrati

Bufen shpélarés

Figura 2-7: Pérmbajtja e njé stripi reagenti né sistemin VIDAS.
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Reaksioni imunologjik

Kjo tekniké aplikohet né aparatin MINI-VIDAS. Teknika ELFA bazohet né
kombinimin e njé metode enzimatike dhe njé leximi final fluoreshent. Reagentét e
nevojshém pér zhvillimin e analizave jané té gatshém dhe té vendosur paraprakisht né
stripe. Reaksioni ciklohet brenda dhe jashté fazés solide disa heré. Gjaté késaj kohe,
antitrupat specifiké anti-Toxoplasma IgM (ose anti-Citomegalovirus IgM) té
pranishém mé serum do té lidhen me antigenin qé ndodhet né paretet e fazés solide.
Pérbérésit e palidhur eleminohen gjaté fazave té shpélarjes. Njé antitrup monoklonal
IgM (antihuman) i markuar me fosfatazé alkaline ciklohet brenda dhe jashté fazés
solide. Népérmjet njé shpélarjeje té fundit largohen pérbérésit e palidhur. Gjaté fazés
sé fundit té matjes, ciklohet substrati (4-Metil-umbelliferil fosfati) brenda dhe jashté
fazés solide. Konjugati katalizon hidrolizén e kétij substrati duke formuar njé produkt
fluoreshent, 4-Metil-umbelliferoni, fluoreshenca e té cilit matet né gjatésiné e valés
450 nm (Vidas Manual instrument, Version B)

Antitrupi 1 etiketuar me
fosfatazé a]lca]mr

4-metil umbelliferil
fosfataza

titrupi g& do té
. enJ ~ detektohet
Antigeni 1 idhur

Figura 2-8: Metoda EIA indirekte né aparatin MINI-VIDAS (bioMerieux SA).

Intensiteti i fluoreshencés matet nga skaneri optik i aparatit minividas dhe shprehet né
vleré relative té fluoreshencés (RFV). Sistemi optik i aparatit Vidas mat pérgéndrimin
e reagentit té zhvilluar gjaté analizés, duke pérdorur nj¢ kanal té vetém fluorometrik.
Mé pas reagenti prodhon njé sinjal fluoreshent né pérpjestim té drejté me
pérgéndrimin e tij.

Sistemi optik i aparatit kontrollohet dhe kalibrohet nga teknikét gjaté procgeseve té
mirémbajtjes. Pasi realizohet kalibrimi i rregullt, ai mat fluoreshencén e standartit dhe
e ruan kété vleré né kujtesé. Kjo vleré fluoreshence do té béhet pika e referimit pér té
gjitha kontrollet pasuese té kalibrimit. Kur procedura mbaron, rezultatet analizohen
automatikisht nga kompjuteri, njé vleré testi gjenerohet pér cdo mostér dhe printohet.
Vlera e testit (TV) llogaritet me raportin RFV / standarten e vlerés sé fluoreshencés
(FV). Rezultati éshté negativ kur TV <0.05 dhe pozitiv kur TV > 0.05. (bioMerieux
SA; (Vidas Manual instrument, Version B)
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Figura 2-9: Leximi fluoreshent né sistemin Vidas

2.2.3. Kitet e reagentéve Vidas Toxo IgM dhe CMV IgM

Cdo kit Vidas pérmban reagentét e nevojshém pér zhvillimin e njé analize specifike
(REF 30205, bioMerieux SA). Pérmbajtja e kiteve mund té ndryshojé né varési té
analizés, por zakonisht njé kit pérmban:

-Stripe reagenti tek ose ift.

-Faza solide SPR (njé fazé pér stripet tek dhe dy faza pér stripet ¢ift)

-Kontrollet dhe kalibratorét

-Standartet e nevojshme

-Njé hollues (sipas kérkesés)

-Paketimin e duhur

-Karté kalibratori

Stripet e reagentéve

Stripet e reagentéve tek pérmbajné 10 puseta. Mostra hidhet né pusetén e paré. Teté
pusetat e tjera pérmbajné reagentét e nevojshém (konjugatin, holluesin, buferin
shpélarés). Puseta e fundit éshté kyveta optike né té cilén matet fluoreshenca e
substratit. (Vidas Manual instrument, Version B)
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Figura 2-10: Strip reagenti tek Vidas Toxoplasma.

Disa teste kérkojné pérdorimin e stripeve cifte té reagentéve gé pérmbajné dy stripe té
ngjitura me njéra-tjetrén. Mostra ndahet ndérmjet dy pusetave té para té dy stripeve.
Stripi i sipérm shérben si strip reference ndérsa stripi i poshtém éshté stripi ku
analizohet mostra pasi pérmban njé reagent mé shumé se stripi i referencés (fig 2-11).
Krahasimi i matjeve ndérmjet dy stripeve pércakton rezultatet e testit. (Vidas Manual
instrument, Version B)
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Figura 2-11: Stripi ¢ift i reagentéve Vidas Toxo G dhe Toxo A.

Cdo strip reagenti qé pérdoret né aparatin MINI-VIDAS pérmban 10 puseta, té cilat
jané té mbuluara nga njé gese e vulosur. Vulosja pérfshin njé barkod, i cili tregon
kodin e testit, numrin e lotit té kitit dhe datén e skadencés. Qesja e pusetés sé paré
éshté e shpuar pér té lehtésuar hedhjen e mostrés. Puseta e fundit e ¢do stripi éshté njé
kyveté né té cilén zhvillohet leximi fluorometrik. Pusetat né gendér té stripit
pérmbajné reagentét e tjeré té nevojshém pér zhvillimin e testit. Stripi i reagentit
TOXO M dhe CMV M pérmban reagentét e méposhtém ( REF 30205 bioMerieux
SA):

e Puseta 1: Eshté vendi ku shtohet mostra.
e Puseta 2: Pérmban serum human me anti-1gG dhe 1 g/l sodium azid (300/1)
e Puseta 3: Pérmban serum human me anti-1gG dhe 1 g/l sodium azid (600/1)

e Puseta 4: Pérmban solucion para-shpélarés: Fosfat (10 mmol/l) pH 7.2,
stabilizues proteinash dhe 1 g/l sodium azid (600/1).

e Pusetat 5, 7, 8, 9: Pérmban solucion shpélarés: TRIS (50 mmol/l) pH 7.4 dhe 1
g/l sodium azid (600u/1).

e Puseta 6: Pérmban konjugatin: Fosfatazé alkaline e markuar me antitrupa
monoklonalé humané IgM dhe 1 g/l sodium azid (400p/1).

e Puseta 10: Eshté puseta ku ndodh leximi fluoreshent i substratit 4-metil-
umbelliferil fosfati (0.6 mmol/l), dietanolaminés (0.62 mol/l, pH 9.2) dhe 1 g/l
sodium azid (300u/1)

Pérpara se té pérdoret njé reagent me lot té ri, duhet té regjistrohen né aparat té dhéna
specifike né lidhje me kurbén e kalibrimit. Kéto té dhéna ndodhen né njé karté né ¢do
Kit té ri.

Cdo strip Vidas pérmban njé etiketé dhe njé shenjé té koduar dhe té ngjyrosur, té cilat
identifikohen nga njé kod me 2-4 karaktere. Barkodi identifikon:

-Emrin e testit

-Numrin (lotin) e prodhimit

-Datén e skadencés sé Kitit.
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Figura 2-12: Etiketat e njé stripi reagent Vidas Toxo : 1- barkodi- lexohet nga aparati pér t’u
njohur me testin, 2-numri pérfagéuses i barkodit-nese sistemi nuk e lexon dot barkodin,
lexohet ky numér, 3-kodi i testit-pérfagéson emrin e testit gé do té zhvillohet, 4-1D- éshté njé
hapésiré boshe ku mund té shkruhet emri i pacientit, nése éshté e nevojshme, 5-numri i lotit-
pérdoret nga aparati pér té koduar datén e skadencés sé testit, 6-data e skadencés-

korrespondon me datén e skadenvés sé reagentit, 7-numri rendor- ¢do kuti reagentésh ka njé
numér gé korrespondon me rendin e prodhimit. (Vidas Manual instrument, Version B)

Figura 2-13: Kutia e stripeve té reagentéve Vidas. a) Stripet e reagentéve jané té vendosura
né kutiné e stripeve té ndaré nga njéri-tjetri. b) Stripet e reagentéve jané té vendosura né
kutiné e stripeve sé bashku me kutiné e tyre.

Faza solide SPR

SPR-ja éshté njé pajisje plastike (polistireni ose polipropileni) e afté pér té kapur
proteinat e tretshme, viruset dhe bakteret. Ajo éshté e shénuar me njé shenjé té koduar
dhe té ngjyrosur. SPR-ja éshté faza solide bazé pér reaksionin imunologjik. Paretet e
saj té brendshme jané té veshura me antitrupa ose antigene qé pérdoren pér té kapur
analitin shenjé. SPR-ja pérdoret pér té pipetuar mostrén dhe reagentét dhe pér té
eleminuar ndotjet ndérmjet reagentit dhe aparatit. Mirémbajtja éshté e reduktuar né
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minimum sepse nuk ka tuba, shiringa apo gjilpéra. Cdo SPR pér njé test specifik
identifikohet népérmjet njé kapeleje té ngjyrosur e té koduar dhe njé kod qé
pérfagéson emrin e testit. (Vidas Manual instrument, Version B)

Pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM dhe anti-Citomegalovirus IgM, paretet
e fazés solide jané té veshura me antigene té purifikuar t& Toxoplasmés dhe
Citomegalovirusit. Cdo SPR identifikohet népérmjet kodit t¢ TOXO IgM dhe CMV
IgM-sé. (bioMerieux SA)

Figura 2-14: Skema e njé SPR-je. Pérve¢ pipetimit, SPR-ja pérdoret pér inkubim, pérzierje
dhe shpélarje.

Kitet e kalibrimit dhe kontrollit

e Kalibrimi: Realizohet duke pérdorur standartet e ¢do kiti dhe duhet té
zhvillohet sa heré hapet njé reagent me lot té ri, pasi jané regjistruar té dhénat
e kartés sé kalibrimit. Pas késaj, kalibrimi duhet té zhvillohet ¢cdo 14 dité.

e Né cdo kit VIDAS TOXOM jané té pérfshira njé kontroll negativ dhe njé
kontroll pozitiv. Kéto kontrolle duhet té zhvillohen menjéheré pas hapjes sé
njé Kiti té ri, pér t’u siguruar qé performanca e reagentit nuk ka pésuar
ndryshime. Gjithashtu, ¢cdo kalibrim duhet té kontrollohet népérmjet kétyre dy
kontrolleve. (bioMerieux SA)

Figura 2-15: Blloku SPR

Pjesa e sipérme e ¢do seksioni VIDAS pérmban njé deré té vogél, e cila siguron
hyrjen e bllokut SPR. 6 pozicionet e bllokut SPR korrespondojné me 6 pozicionet e
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stripeve té reagentéve (fig 2-15). Gjaté procesit té analizés, SPR-té formojné njé
mekanizém pipetimi gé pérdoret gjaté gjithé analizés. Reagenti ciklohet jashté dhe
brenda ¢do SPR-je népérmijet njé sistemi pistonash me ajér. (bioMerieux SA)

Inkubatori: Zhvillimi i testeve me aparatin Vidas kérkon njé temperaturé té
kontrolluar. Temperatura e c¢do seksioni, kutie reagentésh dhe blloku SPR-je
kontrollohet dhe monitorohet individualisht. Cdo kuti reagentésh dhe bllok SPR-je
éshté e pajisur me njé sistem matjesh té temperaturés me njé saktési té larté, i njohur
si termistor. Gjaté prodhimit té aparatit, ¢do termistor testohet sipas NIST (Instituti
Kombétar i Standarteve dhe Teknologjisé) dhe shfag ndjeshméri ndaj luhatjeve té
temperaturave me 0.2°. (Vidas Manual instrument, Version B)

Sstemi i matjes: Sistemi i matjes né aparatin Vidas konsiston né njé skanim optik
fluorometrik. Ky sistem éshté i montuar né njé pajisje mekanike duke mundésuar
pérdorimin né té pesté seksionet. Sistemi detekton ¢do ndryshim kimik gé mund té
ndodhé né kyvetén optike né fund té stripit té reagentit (fig 2-20).

/

Njésia géndrore kontrollon té gjitha aspektet e funksionimit té aparatit Vidas, duke
pérfshiré té dhénat e analizave dhe verifikimin e sistemeve optike dhe mekanike.
Aparati éshté i lidhur me njé kompjuter, i cili shfag, printon dhe ruan rezultatet.
(bioMerieux SA)

Figura 2-16: Kyveta optike né njé strip reagenti Vidas.

2.2.4. Normat e rezultateve né aparatin MINI-VIDAS

Aparati MINI-VIDAS i shpreh rezultatet si indeks (raporti ndérmijet vlerés sé sinjalit
fluoreshent té gjetur né serumin gé testohet dhe sinjalit standart qé ruhet né kujtesén e
aparatit). Fluoreshenca matet dy heré pér cdo mostér né kyvetén e stripit té reagentit.
Leximi i paré fluoreshent realizohet para pérfshirjes sé fazés solide né substrat.
Leximi i dyté fluoreshent realizohet pas inkubimit té substratit me enzimén gé ka
mbetur né brendési té fazés solide. Vlera Relative e Fluoreshencés (RFV) llogaritet
duke zbritur vlerén e leximit fillestar nga leximi final. (bioMerieux SA)

> Rezultatet e pérftuara me testin VIDAS CMV M :

e Negative — nése indeksi éshté < 0.7
e Pozitive — nése indeksi éshté > 0.9

e E dyshimté —nése 0.7< indeksi<0.9
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» Rezultatet e pérftuara me testin VIDAS TOXO M:
e Negative — nése indeksi éshté < 0.7
e Pozitive — nése indeksi éshté > 0.9

e E dyshimté —nése 0.7< indeksi<0.9

2.3. Materiale dhe metoda né sistemin CHORUS
2.3.1. Procedura né testin ELISA CHORUS

Kjo proceduré zhvillohet sipas protokolleve té kiteve CHORUS ELISA TOXO IgM
(DIESSE 10-09/013-C IFU 81041) dhe CMV IgM (10-09/002-C IFU 81011)
%+ Serumi i paholluar shtohet né pusetén 1 té ¢do stripi qé do té pérdoret. Dy prej
stripeve duhet té pérdoren pér kalibratorin (nése éshté e nevojshme) dhe
kontrollin.

% Vendosen stripet né aparat dhe realizohet progedura e matjes.

s Pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM dhe anti-Citomegalovirus IgM
pérdoret metoda indirekte (sandwich).

% Antigenet e purifikuar té toxoplasmés ose té citomegalovirusit jané té fiksuar
né fazén solide. Antitrupat specifike anti-Toxoplasma IgM lidhen me antigenet
gjaté njé inkubimi me serumin e holluar. Serumi, paraprakisht hollohet me njé
hollues gé bllokon antitrupat 1gG.

% Pas shpélarjeve pér eleminimin e proteinave g€ nuk veprojné, mostra
inkubohet me konjugatin e pérbéré nga antitrupat monoklonalé IgM té lidhur
me peroksidaze.

% Realizohen pérséri shpélarje pér largimin e konjugatit té palidhur dhe shtohet
substrati.

%+ Ngjyra e formuar éshté né pérpjestim té drejté me pérgéndrimin e antitrupave

specifiké té pranishém né serum. (G. B. Wisdom, 1976 dhe R. Ziegalmaier, et
al., 1980)
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Figura 2-17: Metoda indirekte né aparatin CHORUS (G. B. Wisdom, 1976 dhe R.
Ziegalmaier, et al., 1980)

2.3.2. Reagentét CHORUS ELISA TOXO M dhe CHORUS ELISA CMV M

Kiti CHORUS ELISA TOXO IgM (DIESSE 10-09/013-C IFU 81041) dhe
CHORUS ELISA CMV IgM (10-09/002-C IFU 81011) pérmban 36 teste, njé
kalibrator dhe njé kontroll. Cdo test &shté né trajtén e njé stripi. Stripi pérmban 7
puseta, pérmbajtja e té cilave njihet nga aparati népérmjet leximit té njé barkodi.
Barkodi tregon kodin e analizés, numrin e lotit dhe datén e skadencés sé Kitit. Né
pusetén e paré hidhet serumi jo i holluar, ndérsa pusetat e tjera pérmbajné reagentét e
nevojshém pér zhvillimin e analizés. (DIESSE Diagnostica manual, 2011).
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Figura 2-18: Fotografi e reagentit CHORUS Toxo IgM (foto B. Laze)
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Puseta 1: Eshté puseté bosh né té cilén hidhet serumi i paholluar.

Puseta 2: Pérmban 0.35 ml Konjugat (antitrupa monoklonalé anti IgM té lidhur me
peroksidazé né njé tretésiré buferike fosfatike me fenol 0.05% dhe bronidox 0.02%)

Puseta 3: Pérmban hollues pér mostrat, 0.35 ml (solucion proteinik gé pérmban
antitrupa humané anti 1gG, fenol 0.05%, bronidox 0.02% dhe njé indikator gé tregon
praniné e serumit).

Puseta 4: Pérmban substratin TMB, 0.35 ml (tetrametilbenzidiné 0.26 mg/ml dhe
H20, 0.01% né tretésiré buferike citrate 0.05 mol/l me pH= 3.8).

Puseta 5: Mikropuseté me mure té liré.

Puseta 6: Né kitin TOXO M puseta 6 pérfagéson njé mikropuseté me mure té veshura
me antigene té purifikuar té Toxoplasmés. Né kitin CMV M puseta 6 pérfagéson njé
mikropuseté me mure té veshura me antigene té Citomegalovirusit, té pérftuara prej
kulturave té fibroblasteve humane té infektuara me kété virus.

Puseta 7: Né& kitin TOXO M puseta 7 é&shté bosh. Né kitin CMV M puseta 7
pérfagéson njé puseté pér reagentin e konfirmimit té testit. Ky reagent pérmban
antigene té thata té ngrira té marra prej kulturave té gelizave jo té infektuara.

Pozicioni 8: Hapésira e vendosjes sé barkodit.

Kalibratori: Eshté njé shishe me véllim 175 pl. Pérmban serum human té holluar me
pérgéndrim té njohur té antitrupave, prokliné dhe gentamiciné.

Kontrolli: Kemi té b&mé me kontroll pozitiv. Eshté njé shishe me véllim 425 pl.
Pérmban serum human té holluar me pérgéndrim té njohur té antitrupave, prokliné
dhe gentamiciné.

Materiale té tjera té kérkuara:
e Bufer shpélarés
e Solucion pastrues
e Solucion sanitaizing
e Ujé idistiluar
e Pajisje laboratorike: cilindra, tuba testues, etj.
e Mikropipeta pér mbledhje té solucioneve né véllime 50 — 200 pl

e Tretésiré hipoklorid natriumi (5%).

2.3.3. Normat e rezultateve pér teknikén ELISA né aparatin CHORUS.

Aparati CHORUS i shpreh rezultatet si indeks ( raporti ndérmjet vlerés OD té mostrés
dhe vlerés sé cut off), e cila mund té pérdoret si matje sasiore sepse éshté né pérjestim
té drejté me pérgéndrimin e antitrupave specifiké IgM té pranishme né mostér
(DIESSE Diagnostica manual, 2011).

» Rezultatet e pérftuara me testin CHORUS ELISA Toxoplasma IgM mund té
interpretohen si mé poshté:
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e Pozitive — nése indeksi éshté > 1.1
e Negative — nése indeksi éshté < 0.9
e E dyshimté — nése indeksi éshté ndérmjet 0.9 dhe 1.1

» Rezultatet e pérftuara me testin CHORUS ELISA Cytomegalovirus IgM mund
té interpretohen si mé poshté:

e Pozitive — nése indeksi éshté > 1.1
e Negative — nése indeksi éshté < 0.9
e E dyshimté — nése indeksi éshté ndérmjet 0.9 dhe 1

2.4. Materiale dhe metoda né teknikén ELISA EUROIMMUN
2.4.1.Procedura né teknikén ELISA EUROIMMUN

Parimi i testit ELISA (EUROIMMUN) éshté i njéjté me aparatin CHORUS, sipas
parimit Sandwich. Ai bazohet né aftésiné e materialeve biologjike pér t’u fiksuar né
sipérfage plastike polistireni (faza solide).

Kur antigenet fiksohen né fazén solide dhe vendosen né kontakt me antitrupat e
serumit, formohen komplekset antigen-antitrup. Antitrupat e palidhur largohen me ané
té shpélarjes e cila pasohet me shtimin e globulinave humane anti-IgM té konjuguar
me peroksidazén horseradish (HRP) gé lidhet me kompleksin antigen-antitrup.
Konjugati i palidhur largohet me ané té shpélarjes duke u shogéruar me shtimin e
konjugatit kromogjen tetrametilbenzen (TMB).

Nése antitrupi specifik éshté i pranishém né serum, zhvillohet ngjyré blu. Reaksioni
enzimatik ndérpritet me ané té shtimit té tretésirées H,SO, 1IN duke e ndryshuar
ngjyrén né té verdhé. Intensiteti i ngjyrés éshté tregues i pérgéndrimit té antitrupave
né serum, e cila lexohet né lexuesin Tecan.

Pérpara fillimit té procedurés, té gjithé reagentét duhet té vendosen né temperaturén e
dhomés, sé bashku me mostrat duhet té pérzihen né vortex dhe duhet té realizohet
hollimi i buferit shpélarés.

Vendosen stripet e pusetave né njé mbajtése té pérshtatshme, realizohen kontrollet,
kalibratorét (njé kontroll negativ, njé kontroll pozitiv dhe dy kalibratoré) dhe
procedurat e tjera sipas protokollit pérkatés (EUROIMMUN AG manual, 2011).
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Figura 2-19: Pusetat e testit ELISA EUROIMMUN, pas zhvillimit té reaksionit gé shprehet
me ngjyreé té verdhé.

2.4.2.

10.

Pérbérja e kiteve ELISA EUROIMMUN (Anti-CMV ELISA (IgM) EI
2570-9601 M dhe Anti-T.gondii ELISA (IgM) EI 2410-9601)

96 mikropuseta gé pérmabjné antigenet e Toxoplasma gondii té purifikuar dhe
té fiksuar. Mikropusetat jané té organizuara né 8 stripe dhe ruhen né
temperaturén 2-8°C.

Kalibratorét: Jané plasma ose serum human i defibriniluar. Kalibratori
pérdoret pér té kontrolluar ndryshimet ditore té temperaturés dhe kushteve té
tjera té testit (0.4 ml).

Kontrolli pozitiv: serum human ose plasma e defibriniluar e cila pérdoret pér
té kontrolluar kufijté pozitiv té testit (0.4 ml).

Kontrolli negativ: plasma ose serum human i defibriniluar i cili pérdoret pér té
kontrolluar kufijté negativ té testit (0.4 ml).

Konjugati peroksidazé horseradish (HRP) (16 ml): pérmban antitrupa anti-
Toxoplasma IgM, proklingé dhe gentamiciné.

Diluenti i serumit (2 shishe prej 45 ml secila): pérmban antitrupa anti-humané
IgG qé pérdoren pér largimin e antitrupave IgG té serumit, stabilizues
proteinash dhe prokliné.

Bufer shpélarés (1 shishe 50 ml): pérmban TBS dhe prokliné.

Substrati kromogjen tetrametilbenzeni (TMB, 1 shishe 15 ml): duhet té
géndrojé i mbyllur pér té mos avulluar.

Solucioni frenues i reaksionit enzimatik (1 shishe 15 ml): pérmban tretésiré
H,SO4 1N,

Materiale té tjera té kérkuara pér zhvillimin e testit jané: njé sistem pér
shpélarjen e mikropusetave, mikropipeta (10-200ul), cilindér té shkallézuar,
letra filtri, ujé i distiluar, etj. (EUROIMMUN AG manual, 2011)
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2.4.3. Normat e rezultateve pér teknikén ELISA EUROIMMUN

Pér té llogaritur rezultatet e mostrave té testuara me teknikén ELISA EUROIMMUN,
veprohet si méposhté (EUROIMMUN AG manual, 2011):

-Llogaritet vlera e mesatares sé densitetit optik té kalibratorit prej dy determinantéve
té kalibratoréve.

-Llogaritet njé faktor korrektimi gé vleréson luhatjet ditore té testit si pasojé e
ndryshimit té temperaturés dhe kohés.

-Llogaritet vlera CutOff e kalibratorit népérmjet prodhimit té mesatares sé densitetit
optik té kalibratorit dhe faktorit té korrektimit.

-Llogaritet vlera e statusit imun té mostrés (ISR) népérmjet raportit té vlerés sé
densitetit optik té& mostrés dhe vlerés CutOff té kalibratorit.

Interpretimi i vlerave té pérftuara realizohet si mé poshté:

Vlera e ISR-sé Rezultate
<0.9 Negative
0.91-1.09 E dyshimté
>1.1 Pozitive
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KREU 3. REZULTATE DHE DISKUTIME

3.1. Rezultatet e matjes sé antitrupave anti-Toxoplasma IgM me teknikat ECL,
ELFA, ELISA (CHORUS) dhe ELISA EUROIMMUN.

Rezultatet e matjes sé antitrupave anti-Toxoplasma IgM jané paragitur né ményré té
pérmbledhur né tabelat 3-1 dhe 3-2. Me teknikén ECL rezultatet e mostrave pozitive
ishin 100 % té pérputhshme me rezultatet e teknikés PCR, ndérsa nga 150 mostra
negative gé u testuan rezultuan 148 negative, 1 e dyshimté dhe 1 fals pozitive. Me
teknikén ELFA nga 50 mostra pozitive gé u testuan rezultuan 43 pozitive, 3 té
dyshimta dhe 4 fals negative, ndérsa nga 150 mostrat negative gé u testuan rezultuan
146 negative, 2 té dyshimta dhe 2 fals pozitive. Me teknikén ELISA (CHORUS) nga
50 mostrat pozitive gqé u testuan rezultuan 35 pozitive, 10 té dyshimta dhe 5 fals
negative, ndérsa nga 150 mostrat negative gé u testuan rezultuan 144 negative, 2 té
dyshimta dhe 4 fals pozitive. Me teknikén ELISA EUROIMMUN nga 50 mostrat
pozitive gé u testuan rezultuan 46 pozitive, 2 té dyshimta dhe 2 fals negative, ndérsa
nga 150 mostrat negative qé u testuan rezultuan 100 % té pérputhshme me rezultatet e
teknikés PCR. Duke u bazuar né kéto rezultate, vihet re se 179 mostra (89.5 %) patén
rezultate té pérputhshme me té katér teknikat.

Tabela 3-1: Rezultatet e pérmbledhura té teknikave ECL, ELFA, ELISA (CHORUS) dhe
ELISA EUROIMMUN pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM.

Toxoplasma PCR ECL ELFA ELISA ELISA
IgM (CHORUS) EUROIMMUN
Pozitive 50 51 45 39 46
Negative 148 150 149 152
E dyshimté 1 5 12 2

Tabela 3-2: Rezultatet e mostrave pozitive dhe negative pér antitrupat anti-Toxoplasma IgM
me teknikat ECL, ELFA, ELISA (CHORUS) dhe ELISA EUROIMMUN.

Nr. i mostrave COBAS 6000 (ECL) TOXO M
Pozitive Té dyshimta Negative
(Pozitive) N=50 50 0 0
(Negative) N=150 1 1 148
MINI-VIDAS (ELFA) TOXO M
(Pozitive) N=50 43 3 4
(Negative) N=150 2 2 146
CHORUS (ELISA) TOXOM
(Pozitive) N=50 35 10 5
(Negative) N=150 4 2 144
ELISA EUROIMMUN TOXO M
(Pozitive) N=50 46 2 2
(Negative) N=150 0 0 150
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Tabela 3-3: Rezultatet e ndjeshmérisé dhe specificitetit té teknikave ECL, ELFA, ELISA
(CHORUS) dhe ELISA EUROIMMUN, pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM.

Toxoplasma IgM Ndjeshméria (%) Specificiteti (%0)
ECL (COBAS 6000) 100 99.3
ELFA (MINI-VIDAS) 91.5 98.6
ELISA (CHORUS) 87.5 97.3
ELISA (EUROIMMUN) 95.8 100

Té dhénat e tabelés 3-2 jané pérdorur pér té llogaritur ndjeshmériné dhe specificitetin
pér secilén tekniké (tab 3-3). Né kété tabelé vihet re se teknika ECL karakterizohet
nga ndjeshméria mé e larté 100 %, ndérsa teknika ELISA (EUROIMMUN)
karakterizohet nga specificiteti maksimal 100 %. Gjithashtu vihet re se teknika ELISA
(CHORUS) karakterizohet nga vlerat mé té ulta té ndjeshmérisé dhe specificitetit,
respektivisht 87.5 % dhe 97.3 %.

Tabela 3-4: Rezultatet e analizés sé variancés njédrejtiméshe té teknikave ECL, ELFA,
ELISA (CHORUS) dhe ELISA EUROIMMUN, pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma
IgM.

ANOVA NJEDREJTIMESHE
Burimi i

L Shuma Shkallét e Mesatarja Vlerae Sinjifikanca
Variacionit ] o ) o
kuadratike lirisé [df] kuadratike Fisherit [F] [p]
Midis grupeve 2.517 3 .839 1.422 .235
Brenda grupeve 469.599 796 .590
Totali 472.117 799

Né tabelén 3-4 éshté paraqgitur analiza e variancés njédrejtiméshe pér rezultatet e
teknikave ECL, ELFA, ELISA (CHORUS) dhe ELISA EUROIMMUN, pér matjen e
antitrupave anti-Toxoplasma IgM. Vlera e Fisherit éshté Fogs[3 7061 = 1.422 (p = 0.235).
Megénése p > 0.05, ndryshimi ndérmjet mesatareve té rezultateve té pérftuara nga
teknikat e mésipérme nuk éshté sinjifikant, varianca midis grupeve dhe brenda
grupeve vlerésojné té njéjtén variancé parametrike. Kjo do té thoté gé pranohet
hipoteza Ho. Pra teknikat e mésipérme nuk paragesin ndryshime sinjifikative pér
matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM.
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Tabela 3-5: Rezultatet e korrelacionit ndérmjet teknikave ECL, ELFA, ELISA (CHORUS)
dhe ELISA EUROIMMUN pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM

Toxoplasma IgM Koefigienti i Sinjifikanca [p]
korrelacionit Pearson

ECL-ELFA 0.882 0
ECL-ELISA (CHORUS) 0.839 0
ECL-ELISA (EUROIMMUN) 0.896 0
ELFA-ELISA (CHORUS) 0.839 0
ELFA-ELISA (EUROIMMUN 0.822 0
ELISA (CHORUS) -ELISA 0.882 0

(EUROIMMUN)

Né tabelén 3-5 jané paraqitur rezultatet e korrelacionit (a=0.01) ndérmjet teknikave ECL,
ELFA, ELISA (CHORUS) dhe ELISA EUROIMMUN pér matjen e antitrupave anti-
Toxoplasma IgM. Vlera e koeficgientit té korrelacionit té produktit t¢ momentit pér
teknikat ECL dhe ELFA éshté reci-gLra =0.882, p= 0 (p< 001) KjO do té thoté qe
korrelacioni éshté sinjifikant dhe teknikat ECL dhe ELFA karakterizohen nga njé
shogérim i kénagshém me njéra-tjetrén por me disa shmangie, gé shprehen né
skategramén pérkatése (figura 3-1).

Vlera e koeficientit t& korrelacionit té produktit t&¢ momentit pér teknikat ECL dhe
ELISA (CHORUS) éshté reci-eLisa (cHorus) =0.839, p = 0 (p< 0.01). Kjo do té thoté
gé korrelacioni éshté sinjifikant dhe teknikat ECL dhe ELISA (CHORUS)
karakterizohen nga njé shogérim i kénagshém me njéra-tjetrén me disa shmangie, gé
shprehen né skategramén pérkatése (figura 3-2).

Vlera e koeficientit t& korrelacionit té produktit t&¢ momentit pér teknikat ECL dhe
ELISA (EUROIMMUN) éshté reci-eisa =0.896, p = 0 (p< 0.01). Kjo do té thoté gé
korrelacioni éshté sinjifikant dhe teknikat ECL dhe ELISA (EUROIMMUN)
karakterizohen nga njé shogérim mjaft i kénagshém me njéra-tjetrén me pak
shmangie, gé shprehen né skategramén pérkatése (figura 3-3).

Vlera e koeficientit té korrelacionit té produktit t¢ momentit pér teknikat ELFA dhe
ELISA (CHORUS) éshté lELFA-ELISA (CHORUS) =0.839, p= 0 (p< 001) KjO do té thoté
gé Kkorrelacioni éshté sinjifikant dhe teknikat ELFA dhe ELISA (CHORUS)
karakterizohen nga njé shogérim pak i kénagshém me njéra-tjetrén me disa shmangie,
gé shprehen né skategramén pérkatése (figura 3-4).

Vlera e koeficientit té korrelacionit té produktit t¢ momentit pér teknikat ELFA dhe
ELISA (EURO'MMUN) éshté FELFA-ELISA (EUROIMMUN) =0.822, p= 0 (p< 001) KjO do
té thoté qé korrelacioni éshté sinjifikant dhe teknikat ECL dhe ELISA
(EUROIMMUN) karakterizohen nga njé shogérim i mjaftueshém, por pak i
kénagshém me njéra-tjetrén me disa shmangie, qé shprehen né skategramén pérkatése
(figura 3-5).
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Vlera e koefigientit té korrelacionit té produktit t¢ momentit pér teknikat ELISA
(CHORUS) dhe ELISA (EURO'MMUN) éshté reLisa (c)-ELISA(e) =0.882, p= 0 (p<
0.01). Kjo do té thoté gé teknikat ELISA (CHORUS) dhe ELISA (EUROIMMUN)
karakterizohen nga njé shogérim i kénagshém me njéra-tjetrén me disa shmangie, qé
shprehen né skategramén pérkatése (figura 3-6).

Tabela 3-6: Rezultatet e analizés sé variancés njédrejtiméshe té teknikave ECL dhe ELFA pér
matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM.

ANOVA NJEDREJTIMESHE (ECL DHE ELFA)

Burimi i

L Shuma Shkallét e Mesatarja Vlera e Sinjifikanca
Variacionit ) o . L
kuadratike lirisé [df] kuadratike Fisherit [F] [p]
Midis grupeve 2.344 1 2.344 2.622 .106
Brenda grupeve 355.824 398 .894
Totali 358.168 399

Né tabelén 3-6 éshté paragitur analiza e variancés njédrejtiméshe pér rezultatet e
teknikave ECL dhe ELFA, pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM. Vlera e
Fisherit éshté Fo osp1,3081 = 2.622 (p = 0.106). Meqgénése p > 0.05, ndryshimi ndérmjet
mesatareve té rezultateve té pérftuara nga teknikat ECL dhe ELFA nuk éshté
sinjifikant, varianca midis grupeve dhe brenda grupeve vlerésojné té njéjtén variancé
parametrike.

Skategrama ECL-ELFA (Toxo IgM)

4,00

3,00

ELFA

2,00

1,00

0o

ECL

Figura 3-1: Skategrama e teknikave ECL dhe ELFA pér matjen e antitrupave anti-
Toxoplasma IgM.

51



B. LAZE: STUDIMI | KRAHASUAR | MATJEVE IMUNOLOGJIKE TE REALIZUARA ME
APARATURAT: COBAS 6000 (ROCHE HITACHI), CHORUS (DIESSE), MINI-VIDAS 2000
(BIO-MEREUX) DHE ELISA EUROIMMUN.

Né figurén 3-1 paragitet skategrama e teknikave ECL dhe ELFA pér matjen e
antitrupave anti-Toxoplasma IgM. Vija lineare karakterizohet me ekuacionin y=0.8*x,
ndérsa skategrama é&shté lineare, pozitive, me korrelacion jo shumé té forté (r=0.882)
pér shkak té disa vlerave, gqé i shmangen drejtimit linear té skategramés.

Tabela 3-7: Rezultatet e analizés sé variancés njédrejtiméshe té teknikave ECL dhe ELISA
(CHORUS) pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM.

ANOVA NJEDREJTIMESHE (ECL DHE ELISA CHORUS)

B“_””?i i. Shuma Shkallét e Mesatarja Vlera e Sinjifikanca
Variacionit . . ) o
kuadratike lirisé [df] kuadratike Fisherit [F] [p]
Midis grupeve 484 1 484 .665 415
Brenda grupeve 289.862 398 128
Totali 290.346 399

Né tabelén 3-7 éshté paraqitur analiza e variancés njédrejtiméshe (a=0.05) pér
rezultatet e teknikave ECL dhe ELISA (CHORUS) pér matjen e antitrupave anti-
Toxoplasma IgM. Vlera e Fisherit 8shté Fosj1,3081 = 0.665 (p = 0.415). Megénése p >
0.05, ndryshimi ndérmjet mesatareve té rezultateve té pérftuara nga teknikat ECL dhe
ELISA (CHORUS) nuk éshté sinjifikant, varianca midis grupeve dhe brenda grupeve
vlerésojné té njéjtén variancé parametrike.

Skategrama ECL-ELISA CHORUS (Toxo IgM)

2,50

2,00

1,50

ELISACHORUS

1,00

50

00

ECL

Figura 3-2: Skategrama e teknikave ECL dhe ELISA (CHORUS) pér matjen e antitrupave
anti-Toxoplasma IgM.
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Né figurén 3-2 paraqgitet skategrama e teknikave ECL dhe ELISA (CHORUS) pér
matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM. Vija lineare karakterizohet me ekuacionin
y=0.5*x, ndérsa skategrama éshté lineare, pozitive, me korrelacion jo shumé té forté
(r=0.839) pér shkak té disa vlerave, gé i shmangen drejtimit linear té skategramés.

Tabela 3-8: Rezultatet e analizés sé variancés njédrejtiméshe té teknikave ECL dhe ELISA
(EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM.

ANOVA NJEDREJTIMESHE (ECL DHE ELISA EUROIMMUN)

B“_””Fi i. Shuma Shkallét e Mesatarja Vlerae Sinjifikanca
Variacionit ] o . L
kuadratike lirisé [df] kuadratike Fisherit [F] [p]
Midis grupeve 1.158 1 1.158 1.508 .220
Brenda grupeve 305.530 398 .768
Totali 306.687 399

Né tabelén 3-8 éshté paraqitur analiza e variancés njédrejtiméshe (0=0.05) pér
rezultatet e teknikave ECL dhe ELISA (EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave
anti-Toxoplasma IgM. Vlera e Fisherit éshté Fo os1,3081 = 1.508 (p = 0.220). Megénése
p > 0.05, ndryshimi ndérmjet mesatareve té rezultateve té pérftuara nga teknikat ECL
dhe ELISA (EUROIMMUN) nuk éshté sinjifikant, varianca midis grupeve dhe brenda
grupeve vlerésojné té njéjtén variancé parametrike.

Skategrama ECL-ELISA EUROIMMUN (Toxo IgM)

2 50

2,00

1,50

ELISAEUROIMMUN
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50
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ECL

Figura 3-3: Skategrama e teknikave ECL dhe ELISA (EUROIMMUN) pér matjen e
antitrupave anti-Toxoplasma IgM.

Né figurén 3-3 paraqgitet skategrama e teknikave ECL dhe ELISA (EUROIMMUN)
pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM. Vija lineare karakterizohet me
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ekuacionin y=0.5*x, ndérsa skategrama éshté jolineare, pozitive, me korrelacion jo
shumé té forté (r=0.896) pér shkak té disa vlerave, gé i shmangen drejtimit té
skategramés.

Tabela 3-9: Rezultatet e analizés sé variancés njédrejtiméshe té teknikave ELFA dhe ELISA
(CHORUS) pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM.

ANOVA NJEDREJTIMESHE (ELFA DHE ELISA CHORUS)

B“_””?i i. Shuma Shkallét e Mesatarja Vlera e Sinjifikanca
Variacionit . . ) o
kuadratike lirisé [df] kuadratike Fisherit [F] [p]
Midis grupeve .697 1 .697 1.691 194
Brenda grupeve 164.070 398 412
Totali 164.767 399

Né tabelén 3-9 éshté paragitur analiza e variancés njédrejtiméshe (a=0.05) pér rezultatet
e teknikave ELFA dhe ELISA (CHORUS) pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma
IgM. Vlera e Fisherit éshté Foosp1305) = 1.691 (p = 0.194). Meqgénése p > 0.05,
ndryshimi ndérmjet mesatareve té rezultateve té pérftuara nga teknikat ELFA dhe
ELISA (CHORUS) nuk éshté sinjifikant dhe varianca midis grupeve dhe brenda
grupeve vlerésojné té njéjtén variancé parametrike.

Skategrama ELFA-ELISA CHORUS (Toxo IgM)

2,50

2,00

1,50

ELISACHORUS
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Figura 3-4: Skategrama e teknikave ELFA dhe ELISA (CHORUS) pér matjen e antitrupave
anti-Toxoplasma IgM.

Né figurén 3-4 paragitet skategrama e teknikave ELFA dhe ELISA (CHORUS) pér
matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM. Vija lineare karakterizohet me ekuacionin
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y=0.625*x, ndérsa skategrama éshté jolineare, pozitive, me korrelacion jo shumé té
forté (r=0.839) pér shkak té disa vlerave, gé i shmangen drejtimit té skategrameés.

Tabela 3-10: Rezultatet e analizés sé variancés njédrejtiméshe té teknikave ELFA dhe ELISA
(EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM.

ANOVA NJEDREJTIMESHE (ELFA DHE ELISA EUROIMMUN)
Burimi i

N Shuma Shkallét e Mesatarja Vlerae Sinjifikanca
Variacionit ) o . L
kuadratike lirisé [df] kuadratike Fisherit [F] [p]
Midis grupeve .207 1 .207 .458 499
Brenda grupeve 179.737 398 452
Totali 179.944 399

Né tabelén 3-10 éshté paragitur analiza e variancés njédrejtiméshe (a=0.05) pér
rezultatet e teknikave ELFA dhe ELISA (EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave
anti-Toxoplasma IgM. Vlera e Fisherit éshté Fo osp1,3081 = 0.458 (p = 0.499). Meqgénése
p > 0.05, ndryshimi ndérmjet mesatareve té rezultateve té pérftuara nga teknikat
ELFA dhe ELISA (EUROIMMUN) nuk éshté sinjifikant, varianca midis grupeve dhe
brenda grupeve vlerésojné té njéjtén variancé parametrike.

Skategrama ELFA-ELISA EUROIMMUN (Toxo IgM)
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Figura 3-5: Skategrama e teknikave ELFA dhe ELISA (EUROIMMUN) pér matjen e
antitrupave anti-Toxoplasma IgM.

Né figurén 3-5 paraqgitet skategrama e teknikave ELFA dhe ELISA (EUROIMMUN) pér
matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM. Vija lineare karakterizohet me ekuacionin
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y=0.625*%, ndérsa skategrama éshté jolineare, pozitive, me korrelacion jo té forté
(r=0.822) pér shkak té mjaft vlerave, gé i shmangen drejtimit té skategramés.

Tabela 3-11: Rezultatet e analizés sé variancés njédrejtiméshe té teknikave ELISA
(CHORUS) dhe ELISA (EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM.

ANOVA NJEDREJTIMESHE (ELISA CHORUS DHE ELISA EUROIMMUN)

B“_””?i i. Shuma Shkallét e Mesatarja Vlera e Sinjifikanc
Variacionit ] o . L
kuadratike lirisé [df] kuadratike Fisherit [F] a[p]
Midis grupeve 144 1 144 .505 478
Brenda grupeve 113.776 398 .286
Totali 113.920 399

Né tabelén 3-11 éshté paraqitur analiza e variancés njédrejtiméshe (a=0.05) pér
rezultatet e teknikave ELISA (CHORUS) dhe ELISA (EUROIMMUN) pér matjen e
antitrupave anti-Toxoplasma IgM. Vlera e Fisherit éshté Foospi398; = 0.505 (p =
0.478). Meqgénése p > 0.05, ndryshimi ndérmjet mesatareve té rezultateve té pérftuara
nga teknikat ELISA (CHORUS) dhe ELISA (EUROIMMUN) nuk éshté sinjifikant
dhe varianca midis grupeve dhe brenda grupeve vlerésojné té njéjtén variancé
parametrike.
Skategrama ELISA CHORUS-ELISA EUROIMMUN (Toxo IgM)
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Figura 3-6: Skategrama e teknikave ELISA (CHORUS) dhe ELISA (EUROIMMUN) pér
matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM.

Né figurén 3-6 paraqgitet skategrama e teknikave ELISA (CHORUS) dhe ELISA
(EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM. Vija lineare
karakterizohet me ekuacionin y=1*x, ndérsa skategrama éshté lineare, pozitive, me
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korrelacion jo shumé té forté (r=0.882) pér shkak té disa vlerave, gé i shmangen
drejtimit linear té skategramés.

3.2. Rezultatet e matjes sé antitrupave anti- Citomegalovirus IgM me teknikat
ECL, ELFA, ELISA (CHORUS) dhe ELISA EUROIMMUN.

Rezultatet e matjes sé antitrupave anti-Toxoplasma IgM jané paragitur né ményré té
pérmbledhur né tabelat 3-12 dhe 3-13. Me teknikén ECL nga 50 mostra pozitive gé u
testuan rezultuan 49 pozitive dhe 1 fals negative ndérsa nga 150 mostra negative gé u
testuan rezultuan 148 negative 2 fals pozitive. Me teknikén ELFA nga 50 mostra
pozitive gé u testuan rezultuan 42 pozitive, 3 té dyshimta dhe 5 fals negative, ndérsa
nga 150 mostrat negative é u testuan rezultuan 144 negative, 3 té dyshimta dhe 3 fals
pozitive. Me teknikén ELISA (CHORUS) nga 50 mostra pozitive gé u testuan
rezultuan 49 pozitive, 5 té dyshimta dhe 6 fals negative, ndérsa nga 150 mostrat
negative gé u testuan rezultuan 140 negative, 5 té dyshimta dhe 5 fals pozitive. Me
teknikén ELISA (EUROIMMUN) nga 50 mostra pozitive gé u testuan rezultuan 46
pozitive, 1 e dyshimté dhe 3 fals negative, ndérsa nga 150 mostrat negative qé u
testuan rezultuan 149 negative 1 fals pozitive. Duke u bazuar né kéto rezultate, vihet
re se 179 mostra (89.5 %) patén rezultate té pérputhshme me té katér teknikat.

Tabela 3-12: Rezultatet e pérmbledhura té teknikave ECL, ELFA, ELISA (CHORUS) dhe
ELISA EUROIMMUN pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM.

Toxoplasma PCR ECL ELFA ELISA ELISA
IgM (CHORUS) EUROIMMUN
Pozitive 50 51 45 44 47
Negative 149 149 146 152
E dyshimté 6 10 1

Tabela 3-13: Rezultatet e mostrave pozitive dhe negative pér antitrupat anti-Citomegalovirus
me teknikat ECL, ELFA, ELISA (CHORUS) dhe ELISA EUROIMMUN.

Nr. i mostrave ECL (COBAS 6000) CMV M
Pozitive Té dyshimta Negative
(Pozitive) N=50 49 0 1
(Negative) N=150 2 0 148
MINI-VIDAS (ELFA) CMV M
(Pozitive) N=50 42 3 5
(Negative) N=150 3 3 144
ELISA (CHORUS) CMV M
(Pozitive) N=50 39 5 6
(Negative) N=150 5 5 140
ELISA EUROIMMUN CMV M
(Pozitive) N=50 46 1 3
(Negative) N=150 1 0 149
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Tabela 3-14: Rezultatet e ndjeshmérisé dhe specificitetit té teknikave ECL, ELFA, ELISA
(CHORUS) dhe ELISA EUROIMMUN, pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM.

Citomegalovirus IgM Ndjeshméria (%) Specificiteti (%)
ECL (COBAS 6000) 98 98.7
ELFA (MINI-VIDAS) 89.4 98
ELISA (CHORUS) 86.7 96.6
ELISA (EUROIMMUN) 93.9 99.3

Té dhénat e tabelés 3-13 jané pérdorur pér té llogaritur ndjeshmériné dhe specificitetin
pér secilén tekniké (tab 3-14). Né kété tabelé vihet re se teknika ECL karakterizohet
nga ndjeshméria mé e larté 98 %, ndérsa teknika ELISA (EUROIMMUN)
karakterizohet nga specificiteti maksimal 99.3 %. Gjithashtu vihet re se teknika
ELISA (CHORUS) karakterizohet nga vlerat mé té ulta t& ndjeshmérisé dhe
specificitetit, respektivisht 86.7 % dhe 96.6 %.

Tabela 3-15: Rezultatet e analizés sé variancés njédrejtiméshe té teknikave ECL, ELFA,
ELISA (CHORUS) dhe ELISA EUROIMMUN pér matjen e antitrupave anti-
Citomegalovirus IgM.

ANOVA NJEDREJTIMESHE

Burimi i

L Shuma Shkallét e Mesatarja Vlerae Sinjifikanca
Variacionit ] o ) o
kuadratike lirisé [df] kuadratike Fisherit [F] [p]
Midis grupeve .688 3 229 454 715
Brenda grupeve 402.256 796 .505
Totali 402.944 799

Né tabelén 3-15 éshté paraqitur analiza e variancés njédrejtiméshe (a=0.05) pér
rezultatet e teknikave ECL, ELFA, ELISA (CHORUS) dhe ELISA EUROIMMUN
pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM. Vlera e Fisherit &shté Fo os(3,796) =
0.454 (p = 0.715). Megénése p > 0.05, ndryshimi ndérmjet mesatareve té rezultateve
té pérftuara nga teknikat e mésipérme nuk éshté sinjifikant dhe varianca midis
grupeve dhe brenda grupeve vlerésojné té njéjtén variancé parametrike. Pra, teknikat
ECL, ELFA, ELISA (CHORUS) dhe ELISA EUROIMMUN nuk paragesin
ndryshime sinjifikative pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM.
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Tabela 3-16: Rezultatet e korrelacionit ndérmjet teknikave ECL, ELFA, ELISA (CHORUS)
dhe ELISA (EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM.

Citomegalovirus IgM Koefigienti i Sinjifikanca
korrelacionit [p]
ECL-ELFA 0.942 0
ECL-ELISA (CHORUYS) 0.863 0
ECL-ELISA (EUROIMMUN) 0.873 0
ELFA-ELISA (CHORUS) 0.891 0
ELFA-ELISA (EUROIMMUN 0.809 0
ELISA (CHORUS) -ELISA 0.792 0

(EUROIMMUN)

Né tabelén 3-16 jané paragitur rezultatet e korrelacionit (a=0.01) té teknikave ECL,
ELFA ELISA (CHORUS) dhe ELISA (EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave anti-
Citomegalovirus IgM.

Vlera e koeficientit t& korrelacionit té produktit t¢ momentit pér teknikat ECL dhe
ELFA éshté recL-eLra =0.942, p = 0 (p< 0.01). Kjo do té thoté gé teknikat ECL dhe
ELFA karakterizohen nga njé shogérim mjaft i kénagshém me njéra-tjetrén me pak
shmangie, gé shprehen né skategramén pérkatése (figura 3-7).

Vlera e koeficientit té korrelacionit té produktit t&¢ momentit pér teknikat ECL dhe
ELISA (CHORUS) éshté reci-evisacHorus) =0.863, p = 0 (p< 0.01). Kjo do té thoté gé
teknikat ECL dhe ELISA (CHORUS) karakterizohen nga njé shogérim i kénagshém
me njéra-tjetrén me pak shmangie, gé shprehen né skategramén pérkatése (figura 3-8).

Vlera e koeficientit t& korrelacionit té produktit t&¢ momentit pér teknikat ECL dhe
ELISA (EURO'MMUN) éshté lECL-ELISA (EUROIMMUN) =0.873, p= 0 (p< 001) KjO do
té thoté qé teknikat ECL dhe ELISA (EUROIMMUN) karakterizohen nga njé
shogérim mjaft i kénagshém me njéra-tjetrén me pak shmangie, gé shprehen né
skategramén pérkatése (figura 3-9).

Vlera e koeficientit té korrelacionit té produktit t¢ momentit pér teknikat ELFA dhe
ELISA (CHORUS) éshté lELFA-ELISA(CHORUS) =0.891, p= 0 (p< 001) KjO do té thoté
gé teknikat ELFA dhe ELISA (CHORUS) karakterizohen nga njé shogérim mjaft i
kénagshém me njéra-tjetrén me pak shmangie, gé shprehen né skategramén pérkatése
(figura 3-10).

Vlera e koeficientit té korrelacionit té produktit t¢ momentit pér teknikat ELFA dhe
ELISA (EURO|MMUN) éshté lELFA-ELISA (EUROIMMUN) =0.809, p= 0 (p< 001) KJO do
té thoté qé teknikat ELFA dhe ELISA (EUROIMMUN) karakterizohen nga njé
shogérim i kénagshém me njéra-tjetrén me shmangie, gé shprehen né skategramén
pérkatése (figura 3-11).

Vlera e koeficientit té korrelacionit té produktit t& momentit pér teknikat ELISA
(CHORUS) dhe ELISA (EUROIMMUN) éshté reLisa(cHORUS)-ELISA(EUROIMMUN)
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=0.792, p = 0 (p< 0.01). Kjo do té thoté qé teknikat ELISA (CHORUS) dhe ELISA
(EUROIMMUN) karakterizohen nga njé shogérim pak i kénagshém me njéra-tjetrén
me shmangie, gé shprehen né skategramén pérkatése (figura 3-12).

Tabela 3-17: Rezultatet e analizés sé variancés njédrejtiméshe té teknikave ECL dhe ELFA
pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM.

ANOVA NJEDREJTIMESHE (ECL DHE ELFA)

Burimi i

. Shuma Shkallét e Mesatarja Vlerae Sinjifikanca
Variacionit ) o . L
kuadratike lirisé [df] kuadratike Fisherit [F] [p]
Midis grupeve .079 1 .079 11 740
Brenda grupeve 284.846 398 716
Totali 284.925 399

Né tabelén 3-17 éshté paraqitur analiza e variancés njédrejtiméshe (a=0.05) pér
rezultatet e teknikave ECL dhe ELFA pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus
IgM. Vlera e Fisherit éshté Foosp1,3081 = 0.111 (p = 0.740). Meqgénése p > 0.05,
ndryshimi ndérmjet mesatareve té rezultateve té pérftuara nga teknikat e mésipérme
nuk éshté sinjifikant, varianca midis grupeve dhe brenda grupeve vlerésojné té njéjtén
variancé parametrike.

Skategrama ECL-ELFA (CMV IgM)

4,00

3,00

ELFA

2,00

1,00

0o

ECL

Figura 3-7: Skategrama e teknikave ECL dhe ELFA pér matjen e antitrupave anti-
Citomegalovirus IgM.
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Né figurén 3-7 paragitet skategrama e teknikave ECL dhe ELFA pér matjen e
antitrupave anti-Citomegalovirus IgM. Vija lineare karakterizohet me ekuacionin
y=0.8*x, ndérsa skategrama éshté jolineare, pozitive, me koeficient korrelacioni té
larté (r=0.942) por ka disa vlera, gé i shmangen shumé drejtimit té skategramés, duke
ndikuar né shogérimin e kétyre teknikave.

Tabela 3-18: Rezultatet e analizés sé variancés njédrejtiméshe té teknikave ECL dhe ELISA
(CHORUS) pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM.

ANOVA NJEDREJTIMESHE (ECL DHE ELISA CHORUS)

B“_””?i i. Shuma Shkallét e Mesatarja Vlerae Sinjifikanca
Variacionit ] o . L
kuadratike lirisé [df] kuadratike Fisherit [F] [p]
Midis grupeve .088 1 .088 .168 .682
Brenda grupeve 208.595 398 524
Totali 208.683 399

Né tabelén 3-18 éshté paraqitur analiza e variancés njédrejtiméshe (a=0.05) pér
rezultatet e teknikave ECL dhe ELISA (CHORUS) pér matjen e antitrupave anti-
Citomegalovirus IgM. Vlera e Fisherit éshté Fo osp1398) = 0.168 (p = 0.682). Megénése
p > 0.05, ndryshimi ndérmjet mesatareve té rezultateve té pérftuara nga teknikat e
mésipérme nuk éshté sinjifikant, varianca midis grupeve dhe brenda grupeve
vlerésojné té njéjtén variancé parametrike.

Skategrama ECL-ELISA CHORUS (CMV IgM)

3,00

2,00

ELISACHORUS

1,00

0o

ECL

Figura 3-8: Skategrama e teknikave ECL dhe ELISA (CHORUS) pér matjen e antitrupave
anti-Citomegalovirus IgM.
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Né figurén 3-8 paraqitet skategrama e teknikave ECL dhe ELISA (CHORUS) pér
matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM. Vija lineare karakterizohet me
ekuacionin y=0.6*x, ndérsa skategrama éshté jolineare, pozitive, me korrelacion jo
shumé té forté (r=0.863) pér shkak té disa vlerave, gé i shmangen drejtimit té
skategramés.

Tabela 3-19: Rezultatet e analizés sé variancés njédrejtiméshe té teknikave ECL dhe ELISA
(EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM.

ANOVA NJEDREJTIMESHE (ECL DHE ELISA EUROIMMUN)

B“_””?i i. Shuma Shkallét e Mesatarja Vlerae Sinjifikanca
Variacionit ] o . L
kuadratike lirisé [df] kuadratike Fisherit [F] [p]
Midis grupeve 241 1 241 432 512
Brenda grupeve 222.001 398 .558
Totali 222.241 399

Né tabelén 3-19 éshté paraqitur analiza e variancés njédrejtiméshe (a=0.05) pér
rezultatet e teknikave ECL dhe ELISA (EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave
anti-Citomegalovirus 1gM. Vlera e Fisherit éshté Foospi398; = 0.432 (p = 0.512).
Meqgénése p > 0.05, ndryshimi ndérmjet mesatareve té rezultateve té pérftuara nga
teknikat e mésipérme nuk éshté sinjifikant, varianca midis grupeve dhe brenda
grupeve vlerésojné té njéjtén variancé parametrike.

Skategrama ECL-ELISA EUROCIMMUN (CMV IgM)

3,00

2,00

ELISAEUROIMMUN

1,00

00

ECL

Figura 3-9: Skategrama e teknikave ECL dhe ELISA (EUROIMMUN) pér matjen e
antitrupave anti-Citomegalovirus IgM.
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Né figurén 3-9 paraqitet skategrama e teknikave ECL dhe ELISA (EUROIMMUN)
pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM. Vija lineare karakterizohet me
ekuacionin y=0.6*x, ndérsa skategrama éshté jolineare, pozitive, me korrelacion jo
shumé té forté (r=0.873) pér shkak té disa vlerave, gé i shmangen drejtimit té
skategramés.

Tabela 3-20: Rezultatet e analizés sé variancés njédrejtiméshe té teknikave ELFA dhe ELISA
(CHORUS) pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM.

ANOVA NJEDREJTIMESHE (ELFA DHE ELISA CHORUS)

B“_””?i i. Shuma Shkallét e Mesatarja Vlerae Sinjifikanca
Variacionit ] o . L
kuadratike lirisé [df] kuadratike Fisherit [F] [p]
Midis grupeve .335 1 .335 739 391
Brenda grupeve 180.255 398 453
Totali 180.590 399

Né tabelén 3-20 éshté paraqitur analiza e variancés njédrejtiméshe (a=0.05) pér
rezultatet e teknikave ELFA dhe ELISA (CHORUS) pér matjen e antitrupave anti-
Citomegalovirus IgM. Vlera e Fisherit éshté Fo osp13981 = 0.739 (p = 0.391). Meqgénése
p > 0.05, ndryshimi ndérmjet mesatareve té rezultateve té pérftuara nga teknikat e
mésipérme nuk éshté sinjifikant, varianca midis grupeve dhe brenda grupeve
vlerésojné té njéjtén variancé parametrike.

Skategrama ELFA-ELISA CHORUS (CMV IgM)

3,001

2,00

ELISACHORUS

1,00

oCQoDOQO

00 T T T T T

Figura 3-10: Skategrama e teknikave ELFA dhe ELISA (CHORUS) pér matjen e antitrupave
anti-Citomegalovirus IgM.
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Né figurén 3-10 paragitet skategrama e teknikave ELFA dhe ELISA (CHORUS) pér
matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM. Vija lineare karakterizohet me
ekuacionin y=0.75*x, ndérsa skategrama éshté jolineare, pozitive, me korrelacion jo
shumé té forté (r=0.891) pér shkak té disa vlerave, gé i shmangen drejtimit linear té
skategramés.

Tabela 3-21: Rezultatet e analizés sé variancés njédrejtiméshe té teknikave ELFA dhe ELISA
(EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM.

ANOVA NJEDREJTIMESHE (ELFA DHE ELISA EUROIMMUN)

B“_””?i i. Shuma Shkallét e Mesatarja Vlerae Sinjifikanca
Variacionit ] o . L
kuadratike lirisé [df] kuadratike Fisherit [F] [p]
Midis grupeve .596 1 .596 1.225 .269
Brenda grupeve 193.661 398 487
Totali 194.257 399

Né tabelén 3-21 éshté paraqitur analiza e variancés njédrejtiméshe (a=0.05) pér
rezultatet e teknikave ELFA dhe ELISA (EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave
anti-Citomegalovirus IgM. Vlera e Fisherit éshté Foospi3081 = 1.225 (p = 0.269).
Meqgénése p > 0.05, ndryshimi ndérmjet mesatareve té rezultateve té pérftuara nga
teknikat e mésipérme nuk éshté sinjifikant, varianca midis grupeve dhe brenda
grupeve vlerésojné té njéjtén variancé parametrike.

Skategrama ELFA-ELISA EUROIMMUN (CMV IgM)

3,00

2,00

ELISAEUROIMMUN

1,00

00 T T T T T
a0 1,00 2,00 3,00 4,00

ELFA

Figura 3-11: Skategrama e teknikave ELFA dhe ELISA (EUROIMMUN) pér matjen e
antitrupave anti-Citomegalovirus IgM.
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Né figurén 3-11 paraqitet skategrama e teknikave ELFA dhe ELISA (EUROIMMUN)
pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM. Vija lineare karakterizohet me
ekuacionin y=0.75*x, ndérsa skategrama é&shté jolineare, pozitive, me korrelacion jo
té forté (r=0.809) pér shkak té disa vlerave, gé i shmangen drejtimit té skategramés.

Tabela 3-22: Rezultatet e analizés sé variancés njédrejtiméshe té teknikave ELISA
(CHORUS) dhe ELISA (EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus
IgM.

ANOVA NJEDREJTIMESHE (ELISA CHORUS DHE ELISA EUROIMMUN)

Burimi i

N Shuma Shkallét e Mesatarja Vlera e Sinjifikanca
Variacionit ] o . S
kuadratike lirisé [df] kuadratike Fisherit [F] [p]
Midis grupeve .037 1 .037 127 122
Brenda grupeve 117.410 398 .295
Totali 117.447 399

Né tabelén 3-22 éshté paraqitur analiza e variancés njédrejtiméshe (a=0.05) pér
rezultatet e teknikave ELISA (CHORUS) dhe ELISA (EUROIMMUN) pér matjen e
antitrupave anti-Citomegalovirus IgM. Vlera e Fisherit &shté Foosp13081 = 0.127 (p =
0.722). Megénése p > 0.05, ndryshimi ndérmjet mesatareve té rezultateve té pérftuara
nga teknikat e mésipérme nuk éshté sinjifikant, varianca midis grupeve dhe brenda
grupeve vlerésojné té njéjtén variancé parametrike.

Né figurén 3-12 paragitet skategrama e teknikave ELISA (CHORUS) dhe ELISA
(EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM. Vija lineare
karakterizohet me ekuacionin y=1*x, ndérsa skategrama éshté lineare, pozitive, me
korrelacion mé té dobét se teknikat e tjera (r=0.792).
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Skategrama ELISA CHORUS-ELISA EUROIMMUN (CMV IgM)
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Figura 3-12: Skategrama e teknikave ELISA (CHORUS) dhe ELISA (EUROIMMUN) pér
matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM.

3.3. Diskutime

Né pérfundim té pérpunimeve statistikore vémé re se teknikat gé korrelojné mé shumé
me njéra-tjetrén pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM jané ECL dhe ELISA
(EUROIMMUN) me vlerén e koeficientit té korrelacionit 0.896, ndérsa pér matjen e
antitrupave anti-Citomegalovirus IgM jané teknikat ECL dhe ELFA me vlerén e
koeficientit té korrelacionit 0.942. Teknikat gé korrelojné mé pak me njéra-tjetrén pér
matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM jané ELFA dhe ELISA (EUROIMMUN)
me vlerén e koeficientit té korrelacionit 0.822, ndérsa, pér matjen e antitrupave anti-
Citomegalovirus IgM jané teknikat ELISA (CHORUS) dhe ELISA (EUROIMMUN)
me vlerén e koeficientit té korrelacionit 0.792. Gjithashtu, vémé re se korrelacioni
ndérmjet teknikave té realizuara mé sipér luhatet ndérmjet vlerave 0.792-0.946, i cili
tregon njé shogérim té kénaqshém té teknikave ECL, ELFA, ELISA (CHORUS) dhe
ELISA (EUROIMMUN) me njéra-tjetrén.

Pér sa i pérket analizés sé variancés vémé re se sinjifikanca ka rezultuar né té gjitha
rastet mé e madhe se 0.05. Kjo do té thoté gé ndryshimi ndérmjet mesatareve té
rezultateve té pérftuara nga teknikat e mésipérme nuk éshté sinjifikant, varianca midis
grupeve dhe brenda grupeve vlerésojné té njéjtén variancé parametrike. Pra teknikat e
meésipérme nuk paragesin ndryshime sinjifikative pér matjen e antitrupave anti-
Toxoplasma IgM ose anti-Citomegalovirus IgM.

Qéllimi i studimit toné éshté krahasimi i ndjeshmérisé dhe specificitetit ndérmjet
kétyre teknikave, né kuadér té shumé studimeve té kryera vitet e fundit né shumé
shtete té botés, né lidhje me diagnozén serologjike té Toxoplasma gondii dhe
Citomegalovirusit, vecanérisht né lidhje me kérkimin e teknikave rutiné me

66



B. LAZE: STUDIMI | KRAHASUAR | MATJEVE IMUNOLOGJIKE TE REALIZUARA ME
APARATURAT: COBAS 6000 (ROCHE HITACHI), CHORUS (DIESSE), MINI-VIDAS 2000
(BIO-MEREUX) DHE ELISA EUROIMMUN.

ndjeshméri dhe specificitet té larté (Prusa AR, et al, 2010). Ndér kéto studime éshté
pérfshiré gjerésisht analizimi i teknikave ECL, ELFA dhe ELISA pér matjen e
antitrupave anti-Toxoplasma gondi dhe anti-Citomegalovirus. Né& punimin toné
teknika ECL dhe ELISA EUROIMMUN rezultuan me vlerat mé té larta té
ndjeshmérisé dhe specificitetit pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM dhe
anti-Citomegalovirus IgM. Respektivisht, teknika ECL rezultoi me vlerat mé té larta
té ndjeshmérisé (100%) dhe teknika ELISA (EUROIMMUN) rezultoi me vlerat mé té
larta té specificitetit (100%) pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM, ndérsa
pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM teknika ECL rezultoi me vlerat mé

té larta té ndjeshmérisé (98 %) dhe teknika ELISA (EUROIMMUN) rezultoi me
vlerat mé té larta té specificitetit (98.7%).

100

100 | |

% |
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Figura 3-13: Paraqitja grafike e ndjeshmérisé sé teknikave ECL, ELFA, ELISA (CHORUS)
dhe ELISA (EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM.

Né figurén 3-13 paraqgiten vlerat e ndjeshmérisé pér secilén prej teknikave pér matjen
e antitrupave anti-Toxoplasma IgM, ku vihet re se teknika mé pak e ndjeshme éshté
ELISA (CHORUS) me vlerén e ndjeshmérisé 87.5%.

Né figurén 3-14 paraqiten vlerat e specificitetit pér secilén prej teknikave, ku vihet re

se teknika mé pak specifike pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM éshté
ELISA (CHORUS) (97.3%).

Né figurén 3-15 paraqgiten vlerat e ndjeshmérisé pér secilén prej teknikave pér matjen

e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM, ku vihet re se teknika mé pak te ndjeshme
éshté ELISA CHORUS (97.3%).
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Figura 3-14: Paragitja grafike e specificitetit té teknikave ECL, ELFA, ELISA (CHORUS)
dhe ELISA (EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM.
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Figura 3-15: Paragitja grafike e ndjeshmérisé sé teknikave ECL, ELFA, ELISA (CHORUS)
dhe ELISA (EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM.
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Figura 3-16: Paraqitja grafike e specificitetit té teknikave ECL, ELFA, ELISA (CHORUS)
dhe ELISA (EUROIMMUN) pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM.

Né figurén 3-16 paraqgiten vlerat e specificitetit pér secilén prej teknikave pér matjen e
antitrupave anti-Citomegalovirus IgM, ku vihet re se teknika mé pak specifike éshté
ELISA CHORUS (96.6 %).
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Figura 3-17: Paraqitja e grafikéve ROC té teknikave té pérdorura pér matjen e antitrupave
anti-Toxoplasma IgM.
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Tabela 3-23: Paragitja e vlerave té koeficientit AUC pér teknikat e pérdorura pér matjen
e antitrupave anti-Toxoplasma IgM

Teknika AUC (95 %)
ECL 1,000
ELFA 0,974

ELISA_Chorus 0,941

ELISA_EURO 0,977

Né figurén 3-17 paraqiten grafikét ROC pér teknikat ECL, ELFA, ELISA (CHORUS)
dhe ELISA (EUROIMMUN) té pérdorura pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma
IgM. Vlerat e koefigientéve AUC pér secilén tekniké jané paragitur né tabelén 3-23.
Meqgénése koeficienti AUC é&shté njé matje e cilésisé sé pérgjithshme té njé testi
diagnostikues, mund té krahasojmé pérformancén e testeve té ndryshme duke
krahasuar koeficientét AUC té tyre. Gjaté diagnostikimeve té grave shtatézéna pér
Toxoplasma gondii ose Citomegalovirusin, éshté shumé e réndésishme ndjeshméria
sepse rezultatet fals negative mund té cojné né pasoja té rénda pér fetusin. Té katér
teknikat e pérdorura pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM kané rezultuar me
koefigientin AUC > 0.5. Sic vihet re teknika ECL karakterizohet nga vlera maksimale
e koeficientit AUC (1), e shogéruar nga teknika ELISA EUROIMMUN me vlerén
0.977, teknika ELFA me vlerén 0.974 dhe ELISA CHORUS me vlerén 0.941. Kéto
rezultate té koeficientéve AUC reflektohen edhe né figurén 3-17, ku teknika ECL
karakterizohet me ndjeshmériné mé té larté (grafiku me ngjyré té kuge), ndérsa
teknika ELISA CHORUS (grafiku me ngjyré té gjelbér) karakterizohet nga
ndjeshméri mé e ulét.
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Figura 3-18: Paragitja e grafikéve ROC té teknikave té pérdorura pér matjen e antitrupave
anti-Citomegalovirus IgM.
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Tabela 3-24: Paragitja e vlerave té koeficientit AUC pér teknikat e pérdorura pér matjen e
antitrupave anti-Citomegalovirus IgM

Teknika AUC (95 %)
ECL 1,000
ELFA 0,990
ELISA_CHORUS 0,976
ELISA_EURO 0,999

Né figurén 3-18 paraqiten grafikét ROC pér teknikat ECL, ELFA, ELISA (CHORUS)
dhe ELISA (EUROIMMUN) té pérdorura pér matjen e antitrupave anti-
Citomegalovirus IgM. Vlerat e koeficientéve AUC pér secilén tekniké jané paragitur
né tabelén 3-24. Té katér teknikat e pérdorura pér matjen e antitrupave anti-
Citomegalovirus IgM kané rezultuar me koeficientin AUC > 0.5. Sig vihet re teknika
ECL karakterizohet nga vlera maksimale e koefigientit AUC (1), e shogéruar nga
teknika ELISA EUROIMMUN me vlerén 0.999, teknika ELFA me vlerén 0.990 dhe
ELISA CHORUS me vlerén 0.976. Kéto rezultate té koeficientéve AUC reflektohen
edhe né figurén 3-18, ku teknika ECL karakterizohet me ndjeshméri maksimale
(grafiku me ngjyré té kaltér), ndérsa teknika ELISA CHORUS karakterizohet me
ndjeshméri mé té ulét (grafiku me vija té ndérprera).

Né diagnostikimin e grave shtatézéna, sidomos né tre mujorin e paré té shtatézanisé,
éshté shumé e réndésishme mungesa e rezultateve fals negative pér antitrupat IgM
ndaj Toxoplasma gondii dhe Citomegalovirusit. Kjo lidhet me faktin se ekzistenca e
rezultateve fals negative shogérohet me mungesé diagnostikimi té infeksioneve akute
dhe té trajtimit né kohé té fetusit dhe fémijés sé sapolindur (Jean-Benjamin Murat et
al., 2013). Nga studimi joné del ndjeshméria shumé e larté i teknikés ECL 100 % (dhe
specificiteti 99.3 %) pér matjen e antitrupave anti-Toxoplasma IgM. Kéto vlera té
larta té ndjeshmérisé dhe specificitetit té aparatit COBAS 6000 dhe teknikés ECL, i
atribuohen disa vecorive té réndésishme té Kkétij sistemi si: pajisja e té gjithé
reagentéve mé barkod dydimensional duke minimizuar gabimet e mundshme, ruajtja
dhe kontrolli i vazhdueshém i kurbés sé kalibrimit dhe vecanérisht éshté shumé e
réndésishme pérdorimi i substancave elektrokimikisht aktive, kompleksi i ruteniumit
dhe tripropilamina (TPA) né reaksionet gé ¢ojné né emétimin e drités. Réndésia e tyre
konsiston né faktin gé gjaté matjes TPA-ja ripérdoret por gjendja e kompleksit té
ruteniumit rigjenerohet vazhdimisht. Kjo do té thoté gqé kompleksi i ruteniumit mund
té performojé shumé cikle té gjenerimit té drités gjaté procesit té matjes. Pér kété
arsye shumé fotone mund té krijohen nga njé kompleks antigen-antitrup. Kjo tregon
njé efekt amplifikues i cili kontribuon né ndjeshmériné e késaj teknologjie.

Studimi joné shkon né pérputhje me studimin e Van Helden J et al., (2009), i cili ka
realizuar studimin e performancés sé kiteve Toxo IgG dhe Toxo IgM té prodhuara nga
Roche Diagnostics. Ai ka theksuar se kéto dy kite zbatojné testin ECL, e cila éshté njé
tekniké automatike shumé e shpejté, e ndjeshme dhe specifike. Né studimin e tij, Van
Helden arriti né pérfundimin se Elecsys Toxo IgM karakterizohej nga ndjeshméri
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100% dhe specificitet 99.11%. Né pérputhje me kété studim, ne kemi vetém njé rast
fals pozitiv dhe njé té dyshimté me titér té ulét, i cili ul specificitetin dhe kjo i
dedikohet ndjeshmérisé shumé té madhe té teknikés ECL. Né studimin kompleks té
autoréve Montoya JG et al., (1992), Meek B et al., (2001), Yong SY et al., (1994),
Thulliez P et al., (2001), cituar edhe nga Roche theksohet se antigeni glikolipid i
Toxoplasma gondii nuk éshté specifik dhe vepron né reaksione té krygézuara me
antitrupa té origjinave té ndryshme, duke na dhéné rezultate fals pozitive, fals
negative ose té dyshimta. Kjo shpjegon ekzistencén e rezultateve fals pozitive né
studimin toné. Gjithashtu, individét gé ndodhen né fazén fillestare té njé infeksioni
akut, mund té mos shfagin nivele té matshme té antitrupave anti-Toxoplasma IgM. Né
disa prej kétyre individéve, mund té gjendet njé rezultat pozitiv i ulét i antitrupave
anti-Toxoplasma 1gG, gé shpreh njé infeksion akut té hershém. Né disa individé,
antitrupat specifiké anti-Toxoplasma IgM mund té kthehen né nivele jo reaktive
brenda disa javéve pas infeksionit me T.gondii.

Gjithashtu, Van Helden J et al., 2009, kané realizuar njé studim tjetér né lidhje me
vlerésimin e teknikés ECL pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus 1gG dhe
anti-Citomegalovirus IgM. Ai ka theksuar edhe né kété rast se teknika ECL CMV-
IgM dhe CMV-IgG é&shté njé ndér teknikat plotésisht automatike, mé té shpejta, té
ndjeshme dhe specifike té prodhuar nga Roche Diagnostics gé mund té aplikohet né
sistemet Roche Elecsys 2010, MODULAR Analytics E170 (Elecsys module),
cobas® e 411 dhe cobas e 601. Né& kété studim éshté realizuar krahasimi i teknikés
ECL me teknika té tjera té pérdorura né Itali, Gjermani, Francé, Izrael dhe Austri. Té
dyja testet rezultuan me specificitet té shkélgyer vecanérisht CMV IgM 97.0-98.8%.
Né pérputhje me kété studim, né punimin toné kané rezultuar 1 rast fals pozitiv dhe 2
raste fals negative gé ulin specificitetin né 98.7 % dhe ndjeshmériné né 98 %, pér
matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM. Né pérfundim, Van Helden theksoi se
teknika ECL dhe Kitet e prodhuara nga Roche Diagnostics pér matjen e antitrupave
anti-Toxoplasma dhe anti-Citomegalovirus jané shumé té besueshme pér diagnostikén
rutiné mjekésore. Né studimin toné, né pérputhje edhe me studimin e Van Helden
vihet re se teknika ECL nuk karakterizohet nga vlerat maksimale té ndjeshmérisé dhe
specificitetit pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM. Kjo mendohet té
ndodhé pér shkak té interferencave té mundshme gé ndodhin gjaté matjes. Mostrat e
marra prej pacientéve qé karakterizohen prej infeksioneve fillestare té virusit Epstein-
Barr, mund té rezultojné pozitive né testet CMV IgM té sistemit COBAS 6000. Kjo
mendohet té ndodhé sepse té dy viruset jané pjesétaré té familjes sé herpesviruseve.
Gjithashtu, individét gé ndodhen né fazén fillestare té njé infeksioni akut, mund té
mos shfagin nivele té matshme té antitrupave anti-Citomegalovirus IgM. Né disa
individé, antitrupat specifiké anti-Citomegalovirus IgM mund té kthehen né nivele jo
reaktive brenda disa javéve, pas infeksionit me Citomegalovirus.

Nisur nga pérfundimet dhe literaturat, ne zbatuam, né vijueshméri teknikat alternative
ELFA (MINI-VIDAS 2000), ELISA (CHORUS) dhe ELISA (EUROIMMUN).

Njé tjetér studim bashkékohor, i cili ka té njéjtin objekt si né studimin toné éshté
studimi i Andrea R et al., 2010, i cili ka arritur né pérfundimin se teknika ECL
karakterizohet nga ndjeshméri dhe specificitet respektivisht 97.1% dhe 100.0%.
Sistemi COBAS 6000, té cilin kemi pérdorur éshté i pérparuar né kohé dhe Roche
Diagnostics e ka pérfshiré até né sistemet automatike duke eleminuar rezultatet fals
negative. (http://dx.doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2010.07.011)
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Pra, duke u nisur nga vlerat e larta t& ndjeshmérisé dhe specificitetit mund té
theksohet se ECL éshté vlerésuar si tekniké shumé e vlefshme né diagnostikén rutiné
mjekésore, vecanérisht pér matjen e infeksioneve né graté shtatézéna. Megjithaté,
Andrea R hedh hipotezén se nése supozohet ekzistenca e infeksioneve té T. gondii ose
Citomegalovirusit gjaté shtatézanisé, duhet té realizohen teste té tjera konfirmuese.

Né kété studim testet ELISA EUROIMMUN jané karakterizuar nga vlera té larta té
ndjeshmérisé dhe specificitetit, té krahasueshme me teknikén ECL, respektivisht 93.9
%, 99.3 % pér CMV IgM dhe 95.8 %, 100 % pér Toxo IgM. Sipas Maria Grazia
Revello dhe Giuseppe Gerna, 2002, testi ELISA é&shté shumé i rekomanduar pér
matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM dhe karakterizohet nga specificitet 100
%. Né studimin toné vihet re se testi ELISA éshté shumé i miré pér matjen e mostrave
fals pozitive, duke rezultuar me specificitet shumé té larté. Por ky test éshté mjaft i
ndjeshém ndaj faktoréve interferues, pér kété arsye nevojitet holluesi i serumit, i cili
eleminon antitrupat specifiké 1gG duke eleminuar rezultatet fals pozitive ose fals
negative. Pérdoruesi i kétij kiti duhet té lexojé me kujdes paketimin dhe té realizojé
pipetime té sakta té reagentéve dhe mostrave té shogéruara me shpélarje dhe kohén e
duhur té inkubimit. Gjithashtu mostrat qé jané té dyshimta edhe pas pérséritjeve té
testimit té tyre, duhet té testohen me teste té tjera konfirmuese.

Mungesa e matjes sé antitrupave IgM, nuk e pérjashton mundésiné e infeksioneve
akute. Ekzistenca e antitrupave IgG né serum mund té shkaktojé rezultate fals
negative, ndérsa prania e faktorit rheumatoid mund té shkaktojé rezultate fals pozitive
(M.Grazia Revello et al., 1991). M.Grazia Revello et al., 1991, né studimin e tyre
kané shprehur se specificiteti i testit ELISA zvogélohej nga 100 % né 98.9 % né
pacientét me virusin Epstein Barr, sémundje autoimune ose me faktor rheumatoid.
Gjithashtu, disa antitrupa antinuklearé mund té shkaktojné reaksione fals pozitive né
disa teste ELISA. Maria Grazia Revello dhe Giuseppe Gerna 2002, theksojné se
rezultatet fals pozitive gjaté matjes sé antitrupave anti-Citomegalovirus IgM té
shkaktuara nga prania e virusit Epstein Barr, jané pasojé e stimulimit té gelizave B
plazmatike pér prodhimin e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM, e njéjta ndjeshméri
si né teknikén ECL.

Shkaget e diferencave ndérmjet teknikave té mésipérme pér matjen e antitrupave anti-
Toxoplasma IgM dhe anti-Citomegalovirus IgM, jané ende té pagarta. O Liesenfeld et
al., 1997 mendon se kéto diferenca jané pasojé e ndryshimeve né pérgatitjen e
antigeneve dhe né metodén e zgjedhur.

Teknika e treté gé u testua né mostrat tona pér Toxoplasmén dhe Citomegalovirusin
éshté ELFA, e zbatuar né aparatin MINI-VIDAS 2000 Bio-Mereux. Nga studimi joné
del ndjeshméria 91.5 % dhe specificiteti 98.6 % pér matjen e antitrupave anti-
Toxoplasma IgM dhe ndjeshméria 89.4 % dhe specificiteti 98 % pér matjen e
antitrupave anti-Citomegalovirus IgM. Keéto vlera té aparatit MINI-VIDAS i
atribuohen kombinimit té teknikés enzimologjike EIA me njé lexim fluoreshent,
pérdorimit té njé faze solide SPR, e cila éshté bazé pér reaksionin imunologjik, matjes
nga sistemi té ¢do ndryshimi kimik qé mund té ndodhé né kyvetén optike né sajé té
leximit fluorometrik dhe ciklimit té reagentit disa heré jashté dhe brenda SPR-sé duke
rritur kinetikén e reaksionit. Por, népérmjet késaj teknike vihet re se pér matjen e
antitrupave anti-Toxoplasma IgM kané rezultuar katér mostra pozitive té cilat jané
matur si negative, dy mostra negative jané matur si pozitive dhe 5 mostra nuk kané
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arritur té maten sakté duke rezultuar né vlera té dyshimta. Ndérsa, pér matjen e
antitrupave anti-Citomegalovirus IgM kané rezultuar pesé mostra pozitive té cilat jané
matur si negative (fals negative), tre mostra negative jané matur si pozitive (fals
pozitive) dhe 6 mostra nuk kané arritur t& maten sakté duke rezultuar né vlera té
dyshimta.

Sipas F. Vlaspolder, et al 2001, dhe Pal Carrier et al 2010, teknika ELFA vlerésohet
me ndjeshméri dhe specificitet gé luhaten ndérmjet vlerave 97 % - 100 %. Ndérsa,
sipas Jean-Benjamin Murat, et al., 2013, sistemi VIDAS karakterizohet nga
ndjeshméri 81.8-90.9 % dhe specificitet 100%. Kjo justifikohet me faktin se individét
gé ndodhen né fazén fillestare té& njé infeksioni akut, mund té mos shfagin nivele té
detektueshme té antitrupave anti-Toxoplasma IgM ose anti-Citomegalovirus IgM. Pér
kété arsye matja e antitrupave ndaj T.gondii dhe Citomegalovirusit né njé mostér té
vetme nuk éshté e mjaftueshme. Justifikimi tjetér éshté gé mund té ndodhé
interferencé né disa serume gé pérmbajné antitrupa ndaj pérbérésve té reagentéve. Né
disa individé antitrupat specifiké anti-Toxoplasma IgM ose anti-Citomegalovirus IgM
mund té kthehen né nivele jo reaktive brenda disa javéve, pas infeksionit me T.gondii
ose Citomegalovirus.

Né sistemin MINI-VIDAS ekziston njé interferencé gé lidhet me specificitetin e
antigeneve té T.gondii dhe Citomegalovirusit, e pérmendur edhe pér sistemin COBAS
6000. Antigeni glikolipid i Toxoplasma gondii nuk éshté specifik dhe vepron né
reaksione té krygézuara me antitrupa té origjinave té ndryshme, duke na dhéné
rezultate fals positive, fals negative ose té dyshimta. Gjithashtu, mostrat e marra prej
pacientéve gé karakterizohen prej infeksioneve fillestare té virusit Epstein-Barr, mund
té rezultojné pozitive né testet CMV IgM té sistemit MINI-VIDAS 2000. Kjo
mendohet té ndodhé sepse té dy viruset jané pjesétaré té familjes sé herpesviruseve.
Pér arsyet e pérmendura mé sipér, mund té themi se sistemi MINI-VIDAS éshté njé
sistem i thjeshté né diagnostikén rutiné mjekésore, gé karakterizohet nga njé
korrelacion i kénagshém i rezultateve me sistemin COBAS 6000, nga ndjeshméri dhe
specificitet té kénagshém, por rezultatet duhet té interpretohen né pérputhje me
rezultatet e testeve té tjera diagnostikuese, si ECL dhe PCR. O Liesenfeld et al., 1997
rekomandon pérséritjen e matjeve mbas njé périudhe kohore trejavore.

Teknika e katért gé u testua né mostrat tona pér Toxoplasmén dhe Citomegalovirusin
éshté ELISA (e zbatuar né aparatin CHORUS DIESSE). Nga studimi joné del
ndjeshméria 87.5 % dhe specificiteti 97.3 % pér matjen e antitrupave anti-
Toxoplasma IgM dhe ndjeshméria 86.7 % dhe specificiteti 96.6 % pér matjen e
antitrupave anti-Citomegalovirus IgM. Eshté njé test gé ofron leverdi dhe lehtési né
zbatimin e tij pasi, CHORUS éshté njé aparat i automatizuar multiparametrik né té
cilin mjafton hedhja e mostrés me pipeté dhe aparati realizon veté té gjitha procedurat
e tjera (hollime, inkubime, shpélarje, lexime fotometrike, etj), stripet jané té gatshme
dhe secili éshté i pajisur me barkod gé lexohet nga aparati me ané té njé skanimi.
Gjithashtu, programi i kétij aparati realizon kontroll té dyfishté té testeve té
rregjistruara pér té shmangur gabime té mundshme. Por, népérmjet matjeve té
realizuara né aparatin CHORUS pér antitrupat anti-Toxoplasma IgM, kané rezultuar 5
raste pozitive gé jané matur si negative (fals negative), 4 raste negative gé jané matur
si pozitive (fals pozitive) dhe 12 raste qé nuk kané arritur té¢ maten duke na dhéné
rezultate té dyshimta. Ndérsa, pér matjen e antitrupave anti-Citomegalovirus IgM
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kané rezultuar 6 raste fals negative, 5 raste fals pozitive dhe 10 raste gé nuk kané
arritur té maten duke na dhéné rezultate té dyshimta.

Pér kété arsye mund té themi se ky test mund té pérdoret né diagnostikén mjekésore
né testime té rasteve urgjente por jo né gra shtatézéna. Nése pérdoret né to, rezultatet e
tij duhet té krahasohen me ato té njé testi tjetér, me teknika mé té ndjeshme sic¢ jané
PCR dhe ECL. Kjo konfirmohet edhe nga punime té tjera (Bobic B et al., 1991), ku
theksohet se pér testin ELISA gé zhvillohet né sistemin CHORUS ekziston edhe njé
interferencé. Mostrat e pacientéve qé gjenden né fazé té hershme ose té vonshme té
infeksionit prej Toxoplasma gondii ose Citomegalovirusit mund té japin rezultate
negative té pérséritshme. Né raste té tilla, rekomandohet konfirmimi i rezultatit
népérmjet testimit té té njéjtit pacient 7-10 dité pas testimit té paré. Rezultatet e
testeve té realizuara né aparatin CHORUS duhet té interpretohen me kujdes dhe né
lidhje me informacionin e marré nga vlerésimi klinik dhe té dhéna té tjera
diagnostikuese pér ¢cdo pacient.
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PERFUNDIME

1.

Aparati COBAS 6000 Roche Hitachi dhe teknika ECL gé zbatohet né té
karakterizohen nga vlerat mé té larta té ndjeshmérisé.

. Teknika ELISA (EUROIMMUN) karakterizohet nga vlerat mé té larta té

specificitetit dhe vlera té ndjeshmérisé té krahasueshme me teknikén ECL.

Saktésia maksimale, pér matjen e antitrupave IgM ndaj Toxoplasma gondit
dhe Citomegalovirusit arrihet népérmjet testimit me dy teknikat e mésipérme,
té cilat plotésojné njéra-tjetrén megénése ECL ka ndjeshmériné mé té larté dhe
ELISA (EUROIMMUN) ka specificitetin mé té larté.

Teknika ELFA, e zbatuar né aparatin MINI-VIDAS 2000 Bio-Mereux
karakterizohet nga vlera té kénagshme té ndjeshmérisé dhe specificitetit, por
mé té ulta se teknikat ECL dhe ELISA (EUROIMMUN).

Aparati CHORUS DIESSE nuk mund té renditet ende pérkrah simotrave té tij
COBAS 6000, MINI-VIDAS 2000 dhe ELISA (EUROIMMUN). Kjo ndodh
sepse teknika, gé zbatohet né kété aparat karakterizohet nga vlerat mé té ulta té
ndjeshmérisé dhe specificitetit.

Nisur nga katér pikat e mésipérme arrijmé né pérfundimin se aparati CHORUS
nuk mund té pérdoret né diagnostiké, sidomos né rastin e grave shtatézéna. Ai
mund té pérdoret né testimet e popullatés dhe té urgjencés (té cilat jané
orientuese), por pérséri kérkohet konfirmimi i rezultateve.

Rekomandim

Rekomandohet diagnostikimi i tremujorit té paré té
shtatézanisé pér faktorét infektivé me teknikat me ndjeshméri
dhe specificitet té larté si ECL dhe ELISA EUROIMMUN.
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PERMBLEDHJE

Cdo dité e mé tepér vihet re njé rritje e sémundshmérisé nga faktorét infektivé, vendin kryesor mes té
ciléve e zené infeksionet virale dhe bakteriale, mjaft e ndjeshme né nénat shtatézéna, infektimi i té
cilave né tre mujorin e paré sjell probleme pér fetusin qé éshté duke u formuar. Pér kété arsye objekti i
studimit toné ishin graté shtatézéna dhe infektimi i tyre me Citomegalovirusin dhe Toxoplasma gondii.
Testimi i tyre u realizua vetém pér antitrupat IgM me aparaturat COBAS 6000, MINI-VIDAS,
CHORUS dhe ELISA EUROIMMUN. NEé tregun e diagnostikés mjekésore, gjithmoné e mé tepér
hidhen aparatura té reja té cilat térhegin klientét edhe pér shkak té kostos dhe shpejtésisé sé
diagnostikimit, por gé specificiteti dhe ndjeshméria e tyre jané té ndryshme. N& rastin e infeksioneve té
toxoplasmés dhe citomegalovirusit, situata éshté mé e komplikuar pér shkak té reaksioneve té
krygézuara qé shfagin antitrupat kundrejt epitopeve té ngjashme antigjenike. Né kété studim jané
analizuar 400 mostra me teknikat e mésipérme, rezultatet jané pérpunuar nga ana statistikore dhe u arrit
né pérfundimin se teknika mé e pérshtatshme pér diagnostikimin e infeksioneve té toxoplasmés dhe
citomegalovirusit né graté shtatézéna éshté ECL né kombinim me teknikén ELISA EUROIMMUN.
Ndérsa, aparati CHORUS nuk e arrin njé cilési té tillé dne nuk rekomandohet pér testime té grave
shtatézéna, por rezultatet e tij duhet té verifikohen me teste té tjera alternative si ECL dhe ELISA
EUROIMMUN.

Fjalé kyce: Ndjeshméri, specificitet, antitrupa, COBAS 6000, MINI-VIDAS, ELISA EUROIMMUN,
ELISA CHORUS.

ABSTRACT

Nowdays it is noticed an increase in morbidity from infectious factors, among which the principal place
is occupied by viral and bacterial infections. This is quite sensitive in pregnant women, whose infection
in the first trimester causes malformation of the fetus that is being formed. For this reason the aim of
our study were pregnant women and their infection with Cytomegalovirus and Toxoplasma gondii.
Their screening is conducted only for IgM antibodies with Cobas 6000, MINI-VIDAS, CHORUS and
ELISA EUROIMMUN instruments. In medical diagnostics market, more and more new devices are
added which also attract customers because of the cost and speed of diagnosis, but their specificity and
sensitivity differ. This is more complicated in cases of Toxoplasma gondii and Cytomegalovirus
because of cross reactions that exhibit their antibodies against similar antigenic epitopes. In this study,
400 samples were analyzed with the above techniques, the results are statistically processed and it was
concluded that the most appropriate techniques for the diagnosis of Cytomegalovirus and Toxoplasma
gondii infections in pregnant women is ECL in combination with ELISA EUROIMMUN technique.
While, CHORUS instrument does not reach such quality and is not recommended for screening of
pregnant women, so its results should be confirmed with other tests such as ECL and ELISA
EUROIMMUN.

Key words: Sensitivity, specificity, antibodies, COBAS 6000, MINI-VIDAS, ELISA EUROIMMUN,
ELISA CHORUS
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PERMBLEDHJE
Cdo dité e mé tepér vihet re njé rritie e sémundshmérisé nga faktorét
infektivé, vendin kryesor mes té ciléve e zené infeksionet virale dhe
bakteriale, mjaft e ndjeshme né nénat shtatézéna, infektimi i té cilave né tre
mujorin e paré sjell probleme pér fetusin qé éshté duke u formuar. Pér kété
arsye objekti i studimit toné ishin graté shtatézéna dhe infektimi i tyre me
Citomegalovirusin dhe Toxoplasma gondii. Testimi i tyre u realizua vetém
pér antitrupat IgM me aparaturat COBAS 6000, MINI-VIDAS, CHORUS dhe
ELISA EUROIMMUN. Né tregun e diagnostikés mjekésore, gjithmoné e mé
tepér hidhen aparatura té reja té cilat térheqin klientét edhe pér shkak té
kostos dhe shpejtésisé sé diagnostikimit, por qé specificiteti dhe
ndjeshméria e tyre jané té ndryshme. Né rastin e infeksioneve té
toxoplasmés dhe citomegalovirusit, situata éshté mé e komplikuar pér
shkak té reaksioneve té kryqézuara qé shfagin antitrupat kundrejt
epitopeve té ngjashme antigjenike. Né kété studim jané analizuar 400
mostra me teknikat e mésipérme, rezultatet jané pérpunuar nga ana
statistikore dhe u arrit né pérfundimin se teknika mé e pérshtatshme pér
diagnostikimin e infeksioneve té toxoplasmés dhe citomegalovirusit né
graté shtatézéna éshté ECL né kombinim me teknikén ELISA
EUROIMMUN. Ndérsa, aparati CHORUS nuk e arrin njé cilési té tillé dhe
nuk rekomandohet pér testime té grave shtatézéna, por rezultatet e tij
duhet té verifikohen me teste té tjera alternative si ECL dhe ELISA
EUROIMMUN.

Fjalé kyce: Ndjeshméri, specificitet, antitrupa, COBAS 6000, MINI-VIDAS,
ELISA EUROIMMUN, CHORUS.

ABSTRACT
Nowdays it is noticed an increase in morbidity from infectious factors,
among which the principal place is occupied by viral and bacterial
infections. This is quite sensitive in pregnant women, whose infection in the
first trimester causes malformation of the fetus that is being formed. For
this reason the aim of our study were pregnant women and their infection
with Cytomegalovirus and Toxoplasma gondii. Their screening is
conducted only for IgM antibodies with Cobas 6000, MINI-VIDAS, CHORUS
and ELISA EUROIMMUN instruments. In medical diagnostics market, more
and more new devices are added which also attract customers because of
the cost and speed of diagnosis, but their specificity and sensitivity differ.
This is more complicated in cases of Toxoplasma gondii and
Cytomegalovirus because of cross reactions that exhibit their antibodies
against similar antigenic epitopes. In this study, 400 samples were
analyzed with the above techniques, the results are statistically processed
and it was concluded that the most appropriate techniques for the
diagnosis of Cytomegalovirus and Toxoplasma gondii infections in
pregnant women is ECL in combination with ELISA EUROIMMUN
technique. While, CHORUS instrument does not reach such quality and is
not recommended for screening of pregnant women, so its results should
be confirmed with other tests such as ECL and ELISA EUROIMMUN.

Key words: Sensitivity, specificity, antibodies, COBAS 6000, MINI-VIDAS,
ELISA EUROIMMUN CHORUS
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