CYSTICERCOSIS  ce
Western Blot IgG

L D B | o e Diagnostics

In vitro diagnosticky test Immunoblot
Poloautomatickd / manudlni technika

HCYS-WB24G: 24 testu
HCYS-WB12G: 12 testU
HCYS-WB96G: 96 testU

INSTRUKCE NA POUZITI

Dalsi informace a pokyny k pouZiti ve vasem jazyce naleznete na nasSich webovych strankach
www.ldbiodiagnostics.com
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UCEL POUZITI

CYSTICERCOSIS IgG Western Blot (WB) je kvalitativni test na jedno pouziti pro sérologickou diagnostiku IgG
pomoci imunoblotu pro cysticerkdzu. Je uréen jako konfirmacni test pro pozitivni nebo hranicni vysledek ziskany
klasickymi screeningovymi testy. Lze ho provadét na séru nebo na cerebrospinalni tekutiné (CSF).

PRINCIP TESTU
Western Blot technika

Antigeny (extrahované z cyst Taenia solium u vepfl) se po separaci elektroforézou vazou na povrch
nitrocelul6zové membrany elektroblotaci (tzv. transfer). Ta se rozstfiha na 24 stripli oznacenych 1 az 24.

Provedeni testu

Kazdy vzorek na testovani se oddélené inkubuje se stripem. Specifické protilatky, které jsou potencialné
pfitomny ve vzorku, se selektivné vazou na antigeny. Konjugat alkalické fosfatazy a protilidského IgG se pak vaze na
navazané protilatky. Nakonec imunokomplexy reaguji se substratem. Antigeny se rozlisuji specifickymi protilatkami
typu IgG, pfitomnymi ve vzorku, jako pfi¢ny purpurovy prouzek.

REAGENCIE DODANE V KITU

Vychozi: baleni 24 test( (#CYS-WB24G)
kurziva: pro baleni 12 test( (#CYS-WB12G) - tuéné: baleni 96 testd (#CYS-WB96G).

ID Ks Popis SloZeni

. Senziti A nitroceluléza. Zbarvent
Obal obsahujici 24 (12, 4x24) STRIPU: enzitizovana nitroceiiioza. £barvent

g ) , . molekulovych hmotnosti (kDa):
nastrihanych + zbarvenych Standard(. , ] 3 e
R1 1 . L L . B modra:250, modra:150, modra:100, razova:75,
(Kazdy obal a kazdy transfer je identifikovan i i L, i
modra:50, zelend:37, rlZzova: 25, modra: 20,

unikatnim vyrobnim ¢islem). modr4:15 3luta:10

Lahvicka obsahujici 30ml (30, 125)
R2 1 REDIDLO NA VZOREK,

v virr ey 4 Pufr + surfaktant + NaN3 (<0.1%)
(K primému pouziti - riZovy roztok)

Pufr + polyklonalni kozi sérum proti lidskym IgG
konjugované s alkalickou fosfatazou
+ NaN3 (<0.1%) + stabilizatory.

Lahvigka 30ml (30, 2x60) ANTI IgG KONJUGATU,

R3 1 v virs ,
(K pfimému pouZiti - modry roztok.)

Lahvi¢ka 30ml (30, 125) SUBSTRATU, e
R5 1 o \ilc ? mi( v ) « 12 o Pufr + NBT + BCIP + stabilizatory
(K pfimému pouZziti — hnéda lahvicka)

Lahvi¢ka 60ml (60, 250) PROMYVACIHO
PUFRU 10X KONCENTRAT

R6 1
(Musi byt zfedén v poméru 1:10 destilovanou Pufr + surfaktant.
vodou — bezbarvy roztok).
Zkumavka s 200ul (200, 2x200) POZITIVN{ Pufr + sdruzené lidské sérum, sérologicky
R10 |1 KONTROLNI SERUM (K pfimému pouziti — éerveny | pozitivni na cysticerkdzu + NaN3 (<0.1%) +
uzaveér) stabilizatory

R1: Pismeno pred kazdym cislem prouzku je specifické pro dany parametr.
R2, R3, R5 a R6 jsou stejné ve vsech kitech a maji unikatni Cislo Sarze podle svého data vyroby. Je doporuceno

provadét multiparametrové testovani (viz dalsi kity LDBIO), aby se omezil pocet otevieni lahvicek a Iépe se
dodrzelo fizeni kvality.
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R10 je kalibrovan v imunoblotu podle referencni Sarze a je uréen pouze pro tuto techniku.
R3, R10 (NaN3): EUH 032 - Uvolnuje vysoce toxicky plyn pfi styku s kyselinami.

EUH 210 Bezpecnostni list EUH 210 je k dispozici na vyzadani a také na nasich webovych strankac
www.ldbiodiagnostics.com.

DALSI NEDODANY NUTNY MATERIAL

e  Multikandlové polypropylénové inkubacni vanicky pro minibloty (# WBPP- 08 nebo obdobné).

e  Trepacka pro imunobloty, vakuovy systém pro tekutiny (vanicky # WBPP- 08, které doddavame, Ize
vyprazdnit jejich jednoduchym otoéenim).

e Zkumavky a material na odbér vzorkd, odmérné vélce, kontejnery.
Automatické pipety, mikropipety a jednorazové $picky (objemy 25ul, 1.2 ml a 2 ml).

e Destilovand nebo deionizovand voda. Absorb¢ni papir (napf. filtraéni papir Whatman), priihledna lepici
paska.

e  Rukavice, pinzety na uchopeni stripd, fezatko nebo skalpel, rovné priihledné pravitko.

Pozn.: Nase reagencie lze pouZit s automatizovanym procesorem imunoblotl. Dbejte, aby nedoslo k chemické
kontaminaci nasich reagencii, pokud ho pouZivate i s reagenciemi jinych vyrobctli (znamy ptiklad: kontaminace
TWEEN 20), a k bakterialni kontaminaci. Vyhradte si lahvicky pro procesor. Po zpracovani nevracejte zbytek
reagencii zpét do originalnich lahvicek.

UCHOVAVANI A STABILITA

Uchovavejte mezi 2 a 8°C. Reagencie z kitu jsou stabilni do data expirace uvedeného na vné;jSim obalu a
na Stitcich lahvi¢ek. NepouzZivejte kontaminované nebo zakalené ¢inidlo. Promyvaci pufr nafedény 1/10 je stabilni
po 2 mésice pfi +2 az +8 °C a jeden tyden za pokojové teploty.
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UPOZORNENI PRO POUZITI

Bezpecnost

e Pouze pro in vitro pouziti. Pouze pro profesionalni pouZiti. Pouze pro technicky vyskoleny personal.
Pracujte podle zdsad spravné laboratorni praxe a povazujte kazdou reagencii a vzorek za potencialné
toxicky a/nebo infekéni.

e PouZivejte laboratorni plast, rukavice a bryle; nepijte, nejezte nebo nekufte v laboratofi. Nepipetujte Usty.

e  Pozitivni kontrolou je sérum lidského plvodu, které bylo inaktivovano pro viry HIV 1 a 2, hepatitidu B a
hepatitidu C. Nicméné, je tfeba s nim nakladat jako s potencialné infek¢nim materialem.

e  Substrat obsahuje smés NBT a BCIP, které jsou toxické pfi kontaktu (pokozka a sliznice) a pfi inhalaci.

e Reagencie obsahuji azid sodny, ktery mUzZe tvorit explozivni soli kovl s olovem a médi. P¥i vyliti oplachujte
vodou.

e  Odpad likvidujte (vzorky, spicky, zkumavky, promyvaci tekutinu, pouzité reagencie...) podle zasad spravné
laboratorni praxe, platnych v soucasnosti ve vasi zemi.

e Jakykoli zavaZzny incident musi byt predmétem ohlaseni vyrobci a pfislusSnému organu.

Upozornéni

e (Odectéte a interpretujte vysledky pod pfimym bilym svétlem.

e Jevhodnéjsi pouZit vSechna Cinidla ze stejné SarZe. Pokud se pouZivaji rizné SarZe, zajistéte sledovatelnost.

e Stripy pouZivejte podle stoupajicich Cisel. Nemichete stripy rlznych sériovych Cisel, fidte se podle
posloupnosti transfer(. Zavedte si specificky distribu¢ni plan pred zapocetim testu.

e Nedotykejte se stripQ prsty; pouZijte pinzety.

e Reagencie musi byt pfed pouzitim dobfe promichany, zejména koncentrovany promyvaci pufr.

e Po poutziti uzavriete lahvicky; nepouZivejte je, pokud se reagencie znecisti. Nepouzivejte reagencie z
lahvicky, ktera teCe. Nepouzivejte zakalené nebo vysrazené roztoky.

e Poutzivejte pouze jednorazové pipetovaci Spicky. Vyvarujte se kontaminace mezi ZIabky. Sledujte tvorbu
pény nebo bublin v pipetovaci Spicce (bakteridlni kontaminace lahvicky s reagencii).

e Inkubaéni vani¢ku olistéte pouze Cistou vodou a pak destilovanou vodou (nikdy nepouZivejte detergent
nebo chlornan).

e Pokud zapomenete vzorek napipetovat nebo date nespravny objem, mize vyjit negativni nebo pozitivni,
bez ohledu na jeho skutecny stav.

ODBER VZORKU

Vzorky séra odebirejte asepticky do suchych zkumavek. Pro testovani je pozadovano minimum 25 pl séra
nebo CSF. V pripadé CSF pouziti 50l zvysi citlivost testu.

Uchovejte vzorky pfti teploté 2-8°C aZz do testovani. Pfi delSim uchovavani vzorky zmrazte na -20°C+5°C.
NepouZivejte kontaminované vzorky. Zabrante opakovanému zmrazeni a rozmrazeni.

| kdyZ u hemolyzovanych, ikterickych nebo lipemickych sér nebyla pozorovana zadna zvlastni zkfizena
reakce, doporucuje se vysledky pouZiti téchto vzorkl interpretovat opatrné.

PRIPRAVA REAGENCII

Promyvaci roztok: Na 4 testy naredte do Cisté nddoby 10 ml z lahvicky Wash Concentrate 10X (R6) v 90 ml
destilované nebo deionizované vody. Zfedény pufr peclivé promichejte.

POSTUP TESTU

Pozndmka: Je doporuceno provadét multiparametrové testovani (viz $kéla kitl LDBIO), aby se omezil pocet otevieni
lahvicky a zabezpecila se kontrola kvality.

WB-CYS vs21 cz



1. Pfipravte si distribucni plan pro vzorky a C+ pozitivni kontrolu (R10).

Pouze pfi pouziti této kontroly lze test technicky validovat a identifikovat, v rdmci dané vyrobni Sarze, podle
specificky vyvinutych prouzkl. C+ strip nelze poufZit pro interpretaci vysledkd stripd z blotd jiné vyrobni SarZe.

2. Odstfihnéte poZzadované mnoZstvi stript (R1) skalpelem a Cistym rovnym prihlednym pravitkem tak, aby byla
modra linie na stripech: drzte stripy pevné pravitkem a odfiznéte je po strané (Cisla jsou viditelna pres pravitko).

3. Dejte 1,2ml pufru na vzorek (R2) do kazdého kanalku podle stanoveného planu.

4. Umistéte podle stoupajicich Cisel stripy do kanalkd: nechte stripy rehydratovat na povrchu pufru asi 1 minutu
s Cisly viditelnymi nahore, PAK jemné zamichejte vanickou, aby byly stripy dobfe pokryty pufrem.

5. Dejte vzorky a pozitivni kontrolu (kontroly) podle uréeného planu v mnozstvi 25ul (pro CSF radéji 50ul) na Zlabek.
Opatrné zamichejte vanickou po kazdé dispenzaci.

Polozte vanicku na tfepacku pri pokojové teploté.

e Sérum: Inkubujte 90min *5min pfi 20-26°C
e  CSF: Inkubujte pfes noc (16 hod +2hod) pfi 20-26°C. Podnos je nutné zakryt alobalem, aby nevyschl.

6. Krok promyti: Vyprazdnéte obsah Zlabkd Pasteurovou pipetou nebo preklopenim vanicky. Dejte 2 az 3ml
zfedéného promyvaciho pufru do kazdého kanalku. Inkubujte na tfepacce 3 min. Opakujte 2krat, pak vyprazdnéte
obsah zlabkd. Dbejte, aby se stripy béhem tohoto kroku neobratily.

7. Dispenzujte podle distribuc¢niho planu 1.2ml konjugatu anti-lgG (R3) do ptislusnych jamek. Inkubujte 60min +5min
pti 20-26°C.

8. Promyti: opakujte krok 6.

9. Do Zlabka pipetujte 1,2 ml NBT/BCIP substratu (R5). PoloZte na tfepacku a chrafite pfed pfimym svétlem.
Inkubujte 60min £5min pfi 20-26°C.

Bez ohledu o jaky jde parametr, pravidelné kontrolujte vyvoj zbarveni. Vyvoj mize byt zastaven, pokud prouzky
nebudou dobrfe kontrastovat s pozadim stripl (kvalita promyti ma zasadni vliv na zbarveni pozadi). Poditejte s tim,
Ze stripy zesvétli, jakmile vyschnou.

10. Zastavte reakci odsatim substratu Pasteurovou pipetou nebo preklopenim inkubacéni vanicky a dispenzaci 2ml
destilované vody na zlabek. Opakujte posledni promyvaci krok jednou nebo vicekrat.

11. Vysuseni stript: Kdy? je jesté ve Zldbcich voda, berte stripy pomoci pinzet na ocislované strané a pokladejte je na
absorbéni Whatman papir tak, aby byla cisla vidét. Nechte je uschnout. Barva po vysuseni prirozené zesvétli.
Interpretace se provadi az po Uplném vysuseni.

12. UlozZeni: Preneste stripy na papir, na kterém je budete archivovat. Srovnejte je vedle sebe. Urovnejte je pravitkem
a nahofre pfrilepte prisvitnou paskou.

Pro spravnou interpretaci musi byt stripy sefazeny podle transferu a jejich poradového cisla, maximalné nékolik
milimetrd od sebe. Neni mozné srovnavat stripy, které byly umistény od sebe daleko (napt. ¢. 2 a 15). Je chybné
(kvali falesSnym vysledk(im) srovnavat stripy rznych sarzi (stripy s rGznymi vyrobnimi Cisly).
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KONTROLA KVALITY A INTERPRETACE

Kontrolni sérum (R10) dodané v kitu musi byt systematicky zahrnuto v kazdé sérii imunoblotl. Vykazuje
typicky profil a umoznuje technickou validaci spravného provedeni testu (prouzky musi byt na stripu jasné viditelné)
a presné kalibrovat pozici a povahu specifickych prouzk(, aby se umoznila interpretace vysledkd stript ze stejného
transferu (stejné vyrobni Cislo).

Pozndmbka: Profil pozitivni kontroly (R10) se miZe lisit podle poctu SarZi pouzitych reagencii. Odpovidajici obrazky
jsou k dispozici na nasem webu www.ldbiodiagnostics.com jako ptiklad.

Popis prouzki

Pozitivni vzorek vykazuje pocetné prouzky lokované mezi 2 a 200 kilodaltony (kDa). V praxi a kvili specificité
se pro odecet vybere pouze oblast od 6 do 55 kDa.

V této oblasti se nejéastéji prezentuje 5 prouzkl s nasledujicimi molekulovymi hmotnostmi (kDa): 6-8, 12,
23-26, 39, 50-55. TudiZ se oznacuji jako: P6-8, P12, P23-26, P39 a P50-55.

molekularni

vaha
(kDa)
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Obr. 1: Priklady pozitivnich a negativnich vysledki

Profily jsou uvedeny jako priklady. Prouzky jsou oznaceny pismenem "E" specifickym pro parametr ze Sarze "04010".
Rysy prouzkd

ProuZky P6-8 a P23-26 se mohou objevit ve formé velkych jednotlivych prouzk( nebo jako dvojity prouZek. ProuZek
P50-55 se tradicné jevi samostatné ve formé sirokého prouZku s pomérné rozmazanymi okraji.

DuleZité body -Praktické poznamky (viz Obr.1)
Oblasti 6-26 kDa a 39-55 kDa jsou nejvice specifické a nejjednoduseji odecitatelné a interpretovatelné.

Stfedni oblast mezi P23-26 a P39 neni zcela specificka pro cysticerkozu (Casté zkiizené reakce, zejména s ostatnimi
helminthidzami a malarii P. falciparum).
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Interpretace

Pfitomnost minimalné 2 jasné definovanych prouzkt z 5 vyse popsanych prouzk(, P6-8, P12, P23-26, P39 a P50-55,
je indikativni pro cysticerkézu v séru a neurocysticerkdzu v CSF.

Priklady z obrazku vyse: ,+“ = neurocysticerkdza - 8,14,11 = hydatiddza - 7= alveoldrni echinokokdza

Pozn.: Strip 7 predstavuje nespecifické usporadani ,Mikado* (viz Redeni potizi)

Pro validaci vysledki vZdy srovndvejte profil kazdého imunoblotu u kaZzdého vzorku s pozitivni kontrolou R10. Rysy
prouZku jsou zdsadni pri interpretaci testu.

OMEZENI POUZITI

e Diagndza infekéniho onemocnéni nesmi byt zaloZena na zakladé jednotlivého vysledku testu.

e  Sérologické vysledky se musi interpretovat na zakladé dostupnych informaci (napr.: epidemiologickych,
klinickych, vzhledovych, biologickych...), aby byla stanovena diagndza. Neméli by se pouzivat k stanoveni
diagndzy pouze na zakladé jejich pozitivity.

PROVEDENI (viz odkazy na literaturu)

Citlivost

Hodnoceni zahrnovalo 79 vzorkd (70 sér a 9 CSF), které byly pozitivni podle klinickych, epidemiologickych,
radiologickych a/nebo sérologickych kritérii.

77 vzork(, véetné 9 x CSF bylo shledano pozitivni. Citlivost Se= 97,5%

Specificita

Hodnoceni zahrnovalo 95 vzork(, véetné 81 sér od pacient( trpicich nasledujicimi parazitickymi infekcemi:
Toxocara canis (7), Trichinella spiralis (14), Toxoplasma gondii (7), filaridza (7), Fasciola hepatica (4), Echinococcus
granulosus (14), E. multilocularis (14), Schistosoma sp. (14) a 14 sér od pacientd trpicich autoimunitnimi chorobami:
RF+ revmatoidni faktor (7) a ANA+ antinuklearni protilatky (7). VSechny byly shledany negativni. Specificita Sp =
100%

Pozn.: urcité vzorky vykazovaly izolované primé prouzky, které nesmi byt zaménény se specifickymi prouzky (viz
Obr.1). Charakteristicky je zejména rys prouzku P50-55 (velky a difuzni), ktery se odliSuje od rovnych prouzkd, které
se nékdy nachazeji na této urovni v sérech s echinokokdézou, hydatidézou nebo schistosomiazou.

Zaveér

Korelace mezi cysticerkdzou WB a klinickym stavem je vynikajici.

Citlivost = 97,5% [1C95: 90,3 - 99,6%)]

Specificnost = 100% [1C95: 95,1 - 100%]

Intervaly spolehlivosti se pocitaji podle Wilsonovy metody s korekci kontinuity.

Reprodukovatelnost

Byla testovana reprodukovatelnost mezi Sarzemi a uvnitf Sarze. V obou pfipadech excelentné odpovidaly
specifické prouzky mezi séry.
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Interference

PfestoZe nebyla pozorovana zkfizend reakce u hemolyzovanych, ikterickych nebo lipemickych sér, je
doporuceno interpretovat vysledky z kazdého vzorku séra s opatrnosti.

RESENI POTIZI

"Prouzky jsou slabé, s malym kontrastem": Urcita séra s nizkou koncentraci protilatek mohou davat takové
vysledky.

"Odstinované oblasti, vice nebo méné zbarvené, lehce difuzni": Strip nebyl zcela ponofen do nékteré reagencie
a neinkuboval se spravné po celé délce. Zabarveni také muzZe byt v pripadé, kdy byl vzorek nanesen a nebyla
vanicka protfepana.

"Sum pozadi je vyrazny, ztéiuje odecet": Promyvani nebyla dostate¢na nebo byla posledni inkubace pfilis
dlouha. Zajistéte spravnou techniku provedeni, dodrzujte doby promyti a jejich kvalitu. Zkratte dobu posledni
inkubace.

Vyjimecné mohou nékterd séra reagovat nespecifickou vazbou. Pak nelze vysledek imunoblotu pouZit.

Tento nespecificky Sum pozadi mUZe mit vliv pouze na Cast stripu, takze miZe byt neinterpretovatelna pouze
dana cast.

"Béhem posledniho kroku vyvijeni se objevi precipitdt v roztoku": substrat se mliZze ¢astecné vysrazet (Cerné
srazeniny) v pufru na konci vyvijeni. Tento fenomén neovlivni kvalitu vyvijeni, kterd musi normalné pokracovat.
Posledni promyti destilovanou vodou eliminuje mozné pritomné pevné Castice.
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Upozornéni na aktualizaci - ctéte pozorné

Datum vydani Verze Shrnuti Uprav
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