FASCIOLA ES ce
Western Blot IgG

LDBIO ¢ Diagnostics

In vitro diagnosticky test Immunoblot
Poloautomaticka / manudlni technika

#FAS ES-WB24G: 24 testu
#FAS ES-WB12G: 12 testu
#FAS ES-WB96G: 96 testu

INSTRUKCE NA POUZITI

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

FASCIOLA ES IgG Western Blot (WB) je kvalitativni test na jedno pouZiti pro sérologickou diagnostiku IgG
pomoci imunoblotu pro fascioldza.

PRINCIP TESTU

Western Blot technika

ES (exkrecné-sekrecni) antigeny Fasciola hepatica se po separaci elektroforézou vazou na povrch
nitrocelulézové membrany elektroblotaci (tzv. transfer). Ta se rozstfiha na 24 strip(i oznacenych 1 aZ 24.

Provedeni testu

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

REAGENCIE DODANE V KITU

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

ID Ks Popis SloZeni
L o Senzitizovana nitroceluldza. Zbarveni
Obal obsahujici 24 (12, 4x24) STRIPU: , i
. 3 3 . molekulovych hmotnosti (kDa):

nastfihanych + zbarvenych Standard(. ) i i e
R1 1 . L L . A modra:250, modra:150, modra:100, rizova:75,

(Kazdy obal a kazdy transfer je identifikovan i i oY i

o, y o, modra:50, zelena:37, rlizova: 25, modra: 20,
unikatnim vyrobnim cislem). i L
modra:15, zluta:10.

Lahvic¢ka obsahujici 30ml (30, 125)

R2 1 REDIDLO NA VZOREK,
v viir ev Pufr + surfaktant + NaN3 (<0.1%)
(K pfimému poutziti - rGZovy roztok)
. Pufr + polyklonalni kozi sé ti lidskym 1gG

Lahvitka 30ml (30, 2x60) ANTI IgG KONJUGATU, | |+ Polykionaini kozi serum proti fiaskym g

R3 1 (K pimému pouiiti - modry roztok.) konjugované s alkalickou fosfatazou
P P y ) + NaN3 (<0.1%) + stabilizatory.

Lahvi¢ka 30ml (30, 125) SUBSTRATU, i
R5 1 . L, ., N Pufr + NBT + BCIP + stabilizatory

(K pfimému pouZiti — hnéda lahvicka)

Lahvicka 60ml (60, 250) PROMYVACIHO

PUFRU 10X KONCENTRAT
R6 1 e v ax v -

(Musi byt zfedén v poméru 1:10 destilovanou Pufr + surfaktant.

vodou — bezbarvy roztok).

Zkumavka s 100ul (100, 2x100) POZITIVNI Pufr + sdruzené lidské sérum, sérologicky
R10 |1 KONTROLN{ SERUM (K pfimému pouziti — ¢erveny | pozitivni na fascioléza + 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 ¢islo Sarze podle svého data vyroby. Je doporuc¢eno
provadét multiparametrové testovani (viz dalsi kity LDBIO), aby se omezil pocet otevieni lahvicek a Iépe se
dodrzelo fizeni kvality.
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R3, R10 (NaN3): EUH 032 - Uvolniuje vysoce toxicky plyn pfi styku s kyselinami.

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

DALSI NEDODANY NUTNY MATERIAL

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

e Trepacka pro imunobloty, vakuovy systém pro tekutiny (vanicky # WBPP- 08, které dodavame, lze
vyprazdnit jejich jednoduchym otocenim).

e  Zkumavky a material na odbér vzorkd, odmérné valce, kontejnery.
Automatické pipety, mikropipety a jednordzové $picky (objemy 10ul, 1.2 ml a 2 ml).

e Destilovana nebo deionizovana voda. Absorb¢ni papir (napf. filtraéni papir Whatman), prihledna lepici
paska.

e Rukavice, pinzety na uchopeni stript, fezdtko 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 vyrobcl (znamy ptiklad: kontaminace
TWEEN 20), a k bakteridlni kontaminaci. Vyhradte si lahvi¢ky 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 vnéjsim obalu a
na Stitcich lahvi¢ek. Nepouzivejte 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 sprdvné laboratorni praxe a povazujte kazdou reagencii a vzorek za potencidlné
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 potencidlné infekénim materidlem.

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

e Reagencie obsahuji azid sodny, ktery miZe tvorit explozivni soli kovl s olovem a médi. PFi vyliti oplachujte
vodou.

e  Odpad likvidujte (vzorky, Spicky, zkumavky, promyvaci tekutinu, pouZité reagencie...) podle zadsad spravné
laboratorni praxe, platnych v soucasnosti ve vasi zemi.

e Jakykoli zavazny incident musi byt predmétem ohldseni vyrobci a pfislusnému organu.

Upozornéni

e Odectéte a interpretujte vysledky pod primym bilym svétlem.

e Jevhodnéjsi pouZit vSechna Cinidla ze stejné Sarze. Pokud se pouZivaji rGzné SarzZe, zajistéte sledovatelnost.

e Stripy pouZivejte podle stoupajicich Cisel. Nemichete stripy rGznych sériovych d&isel, fidte se podle
posloupnosti transferd. Zavedte si specificky distribu¢ni plan pred zapocetim testu.

e Nedotykejte se stripl prsty; pouZijte pinzety.

e Reagencie musi byt pred pouZitim dobfe promichany, zejména koncentrovany promyvaci pufr.

e Po poutziti uzavrete lahvicky; nepouzivejte je, pokud se reagencie znecisti. Nepouzivejte reagencie z
lahvicky, ktera tece. Nepouzivejte zakalené nebo vysrazené roztoky.

e PouZivejte pouze jednorazové pipetovaci $pic¢ky. Vyvarujte se kontaminace mezi ZIabky. Sledujte tvorbu
pény nebo bublin v pipetovaci Spicce (bakteridIni kontaminace lahvicky s reagencii).

e Inkubadni vanic¢ku ocistéte 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 10 pl séra.

Uchovejte vzorky pfi teploté 2-8°C az do testovani. Pti 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 vzork( interpretovat opatrné.

PRIPRAVA REAGENCI(

Promyvaci roztok: Na 4 testy nafedte 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 Skéla kitl LDBIO), aby se omezil pocet otevieni
lahvicky a zabezpecila se kontrola kvality.

1. Pfipravte si distribucni plan pro vzorky a C+ pozitivni kontrolu (R10).
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Pouze pfi pouziti této kontroly lze test technicky validovat a identifikovat, v ramci dané vyrobni SarZe, podle
specificky vyvinutych prouzkd. C+ strip nelze pouZit pro interpretaci vysledkd stripl z blotl jiné vyrobni SarZe.

2. Odsttihnéte poZzadované mnoiZstvi stripl (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 kanalkld: nechte stripy rehydratovat na povrchu pufru asi 2 minutu
s Cisly viditelnymi nahore, PAK jemné zamichejte vanickou, aby byly stripy dobre pokryty pufrem.

5. Dejte vzorky a pozitivni kontrolu (kontroly) podle ur¢eného planu v mnozstvi 10ul) na zZlabek. Opatrné zamichejte
vanickou po kazdé dispenzaci. PoloZte vanicku na tfepacku pfi pokojové teploté. Inkubujte 90min £5min pfi 20-26°C

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

7. Dispenzujte podle distribuc¢niho planu 1.2ml konjugatu anti-IgG (R3) do pfislusnych jamek. Inkubujte 60min £5min
pfi 20-26°C.

8. Promyti: opakujte krok 6.

9. Do zlabk( pipetujte 1,2 ml NBT/BCIP substratu (R5). Polozte na tfepacku a chrafite pred 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 dobfe kontrastovat s pozadim stripl (kvalita promyti ma zésadni vliv na zbarveni pozadi). Poditejte s tim,
Ze stripy zesvétli, jakmile vyschnou.

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

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

12. UloZeni: Pfeneste stripy na papir, na kterém je budete archivovat. Srovnejte je vedle sebe. Urovnejte je pravitkem
a nahofre prilepte prasvitnou paskou.

Pro spravnou interpretaci musi byt stripy sefazeny podle transferu a jejich poradového ¢isla, maximalné nékolik
milimetrl od sebe. Neni moZné srovnavat stripy, které byly umistény od sebe daleko (napt. ¢. 2 a 15). Je chybné
(kvali faleSnym vysledkdim) srovnavat stripy rdznych sarzi (stripy s rGznymi vyrobnimi Cisly).

KONTROLA KVALITY A INTERPRETACE

Kontrolni sérum (R10) dodané v kitu musi byt systematicky zahrnuto v kazdé sérii imunoblotd. 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 stripd ze stejného
transferu (stejné vyrobni Cislo).

Poznamka: Profil pozitivni kontroly (R10) se muze lisit podle poctu Sarzi pouZitych reagencii. Odpovidajici obrazky
jsou k dispozici na naSem webu www.ldbiodiagnostics.com jako priklad.
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Popis prouzkd

Pozitivni vzorek mize obsahovat mnoZstvi prouzkd, umisténych mezi 120 a 7 kDa.

Mezi vice nebo méné vyznacenymi prouzky, které Ize najit v této oblasti, byly specidlné 3 z nich vybrany
pro jejich specificitu, senzitivitu a jejich jednoduchy odecet: par na 8-9 kDa, velky prouzek na 28 kDa (casto
spojeny s Uzkym prouzkem na 25 kDa) a velky prouzek na 42 kDa. Oznacuji se tedy: P8-9, P28 a P42.

Molekulova
hmotnost
(kDa)

T T

P42 | — -' L

P28 [ — W

P8-9 | — .

Obr. 1: Priklady pozitivnich a negativnich vysledki

Profily jsou uvedeny jako ptiklady. Prouzky jsou oznaceny pismenem "H" specifickym pro parametr ze Sarze "07012".

Interpretace

Simultanni pfitomnost dvou prouzk( z P8-9, P28 a P42 a zarazeni P28 je indikaci fascioldzy.

“POZITIVNI” stripy vy$e ukazuji rzné priklady nalezenych specifickych profild.

Pro validaci vysledki vZdy srovndvejte profil kazdého imunoblotu u kaZdého vzorku s pozitivni kontrolou R10. Rysy

prouZku jsou zdsadni pri interpretaci testu.

OMEZENI POUZITI

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

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

Probéhlo hodnoceni provedeni kitu FASCIOLA ES WB IgG (Fasciola hepatica - ES antigen) a bylo
srovnano s predchozi verzi LDBIO Diagnostics kit FASCIOLA WB IgG € (Fasciola hepatica - Total Antigen),
uvadéné ddle jako: REFERENCE WB, proddvané od roku 2004.

Senzitivita (Se)

Studované vzorky odpovidaly 75 sérim od pacientl s podezifenim na klinickou fasciolézu. Téchto 75 sér
bylo testovano paralelné s FASCIOLA ES WB IgG a s REFERENCE WB.

n=75 REFERENCE WB FAS ES WB IgG
POZITIVNI 75 75
NEGATIVN{ 0 0

Tabulka 1: Korelace FASCIOLA ES WB IgG / WB REFERENCE

Shoda byla vynikajici (Se=100%)

n=75
Charakter specifickych prouzk P8-9 P8 P42
(kDa)
Frekvence % 65.3 100.0 100.0

Tabulka 2: Frekvence pritomnosti kaZdého ze specifickych prouzki, pozorovanych na imunoblotech béhem
nasi studie na 75 pozitivnich vzorcich.

Specificita (Sp)

151 sér s parazitickymi a fungalnimi infekcemi, autoimunitnimi chorobami a od krevnich darc(, bylo
testovdno s FASCIOLA ES WB IgG: Echinococcus multilocularis (7), E.granulosus (7), Taenia solium (cysticerkdza)
(14), Entamoeba histolytica (7), Shistosoma spp (14), Trichinella spiralis (7), Toxocara canis (7), Strongyloides
stercoralis (7), malarie (7), Candida spp (7), RF+ revmatoidni faktor (7), ANA+ antinuklearni protilatky (7), krevni
darci (53).

Specificita prouzk(i P8-9, P28 a P42 od ES antigenu je 100%. Prouzky mimo toto rozmezi nejsou
povazovany za specifické.

Zavér
Shoda mezi obéma technikami je perfektni a specificita kitu je vynikajici.
Ve srovnani s referencnim WB mél kit Fasciola ES WB IgG WB:

Se =100% [1C95 93,9 - 100%]
Sp =100% [IC95 96,9 - 100%]

Intervaly spolehlivosti byly vypocteny podle Wilsonovy metody s korekci kontinuity.

Reprodukovatelnost

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

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

RESEN( POTIZI

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

n
]

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

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

Vyjimeéné mohou nékterd séra reagovat nespecifickou vazbou. Pak nelze vysledek imunoblotu pouzit.

Tento nespecificky Sum pozadi mdZe mit vliv pouze na €ast stripu, takZze mdze byt neinterpretovatelna pouze
dana cast.

"Béhem posledniho kroku vyvijeni se objevi precipitdt v roztoku": substrat se miZe ¢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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