TRICHINELLAES ce
Western Blot IgG

LDBIO ¢ Diagnostics

In vitro diagnosticky test Immunoblot
Poloautomatickad / manudlni technika

H#TRI ES-WB24G: 24 testl
#TRI ES-WB12G: 12 testl
#TRI ES-WB96G: 96 testl

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

TRICHINELLA ES Western Blot (WB) IgG je kvalitativni test na jedno pouZiti pro sérologickou diagnostiku
IgG pomoci stanoveni immunoblot pro trichinelézu. Je uréeny pro konfirmacni testovani pozitivnhiho nebo
hranic¢niho vysledku, ziskaného pfi klasickém screeningovém testu.

PRINCIP TESTU

Western Blot technika

Antigeny ES (Excreted/Secreted) Trichinella spiralis se po separaci elektroforézou vazou
elektroblotovanim na povrch nitrocelulézové membrany (tzv. transfer). Ta se rozsttiha na 24 strip oznacenych
od 1do 24.

Provedeni testu

Kazdy vzorek séra se testuje oddélené inkubaci se stripem. Protilatky proti trichineldzu, potencialné
pritomné ve vzorku, se selektivné vazou na antigeny T. spiralis. Konjugat alkalické fosfatazy a protilidského 1gG
se pak vaZe na navazané protilatky proti trichinelézu. Nakonec imunokomplexy reaguji se substratem. Antigeny
rozlisené protilatkami proti trichinelozu typu IgG, pfitomné ve vzorku, se projevi jako purpurové pticné prouzky.

Reagencie dodané

Vychozi: balicek 24 testl (#TRI ES-WB24G)

kurzivou: baleni 12 test(i (#TRI ES-WB12G) - tu€né: baleni 96 testd (#TRI ES-WB96G).

ID Ks Popis Slozeni
. . v Senziti 3 it luléza.
Obal(y) obsahujici 24 (12, 4x24) STRIPU: nastfihané + enz |zc3vana . " rocleuoza
Jbarvené Standard Zbarveni molekulovych hmotnosti (kDa):
" ' (Kazda zalozka a ka;’;:I'transfer je identifikovany unikatnim Modra: 250, Modrd: 150, Modra: 100,
sériovim Eslom) Y : y RéZova: 75, Modrd: 50, Zelend: 37, Rizova:
Y ' 25, Modré: 20, Modra: 15, Zluté:10.
R2 1 | Lahvicka s 30 (30, 125) ml pufru na redéni vzorku SAMPLE
BUFFER (k pfimému poufZiti - rGZovy roztok). Pufr + surfaktant.
R3 1 | Lahvicka (y) s 30 (30, 2x60) ml konjugatu ANTI IgG Pfjfr * prf)tllldSke, l8G pplyklonalnl ,kOZI
CONJUGATE (k pfimému poufiti — modry roztok) sérum konjugované s alkalickou fosfatazou
P P Y ’ + NaN3 (<0.1%) + stabilizatory.
R5 1 LahY{Ck? s 30 (3(2’, %25) ml s,ubstvraFu ) Sl,JVBSTRATE Pufr + NBT + BCIP + stabilizatory.
(k pfimému pouziti — tmava hnéda lahvicka).
Lahvicka obsahujici 60 (60, 250) ml koncentrovaného
R6 1 | promyvaciho roztoku - WASH CONCENTRATE 10X BUFFER pufr + surfactant
(Musi_se 10x zredit s destilovanou vodou — bezbarvy )
roztok).
Zkumavka s 200 (200, 2x200) pl - POZITIVNI KONTROLNI | Pufr + pool lidského séra sérologicky
R10 1 | SERUM pozitivniho na Trichinella + NaN3 (<0.1%) +
(k pfimému pouZziti — ¢ervené vicko). stabilizatory.

R1: Pismeno pred kazdym cislem prouzku je specifické pro dany parametr.
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R2, R3, R5 a R6 jsou obecné pro viechny kity a maji unikatni ¢islo SarZze podle svého data vyroby. Je doporuceno
provadét multiparametrové testovani (viz Skala imunoblot LDBIO), aby se omezil pocet otevieni lahvicek a
usnadnilo se Fizeni kvality.

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 nasSich webovych strankac
www.ldbiodiagnostics.com.

DALSI NUTNY ALE NEDDOANY 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 vzorkl, odmérné viélce, kontejnery. Automatické pipety, mikropipety a
jednorazové spicky (objemy 25ul, 1.2 ml a 2 ml).

e Destilovana nebo deionizovana voda. Absorbéni papir (napft. filtraéni papir Whatman), prthledna lepici
paska.

e Rukavice, pinzety na uchopeni stripl, fezidtko nebo skalpel, rovné prihledné 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 vyrobct (zndmy 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 vnéjsim 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 zasad 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 nekurte 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 pri kontaktu (pokozka a sliznice) a pfi inhalaci.

e Reagencie obsahuji azid sodny, ktery mlze tvofit explozivni soli kovl s olovem a médi. Pfi vyliti oplachujte
vodou.

e QOdpad 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 pfisluSnému organu.

Upozornéni

e (Odectéte a interpretujte vysledky pod pfimym bilym svétlem.

e Je vhodnéjsi pouZit vSechna Cinidla ze stejné Sarze. Pokud se pouZzivaji rlizné SarzZe, 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.

o Nedotykejte se stripQ prsty; pouZijte pinzety.

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

e Po pouziti uzaviete lahvicky; nepouZivejte je, pokud se reagencie znecisti. NepouZivejte reagencie z lahvicky,
ktera teCe. NepouZivejte zakalené nebo vysrazené roztoky.

e Pouzivejte pouze jednordzové pipetovaci Spicky. Vyvarujte se kontaminace mezi zZlabky. Sledujte tvorbu pény
nebo bublin v pipetovaci Spicce (bakteridlni kontaminace lahvicky s reagencii).

e Inkubadni vanicku olistéte pouze Cistou vodou a pak destilovanou vodou (nikdy nepouZivejte detergent nebo
chlornan).

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

Odbeér vzorku

Asepticky odebirejte vzorky do suché zkumavky. Je poZadovano minimalné 25 pl séra.

Uchovejte vzorky pti 2-8 °C az do jejich testovani. Pri skladovani delSim nezZ jeden tyden, zmrazte vzorek
na-20 = 5 °C. NepoutZivejte 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.

Pfiprava reagencii

Promyvaci pufr: Na 4 testy naredte v Cisté lahvicce 10 ml koncentratu Wash Concentrate 10X (R6) do 90 ml
destilované nebo deionizované vody. Zfredény pufr peclivé promichejte.

Postup testu

Poznamka: Je doporuceno provést multiparametrové testovani (viz Skdla imunoblot LDBIO), aby se omezil pocet
otevreni lahvicky a zabezpecila se kontrola kvality.

1. Pfipravte si distribucni plan pro vzorky a C+ pozitivni kontrolu (R10).
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10.

11.

12.

Pouze pouziti tohoto kontroly umoznuje technicky ovérit manipulaci a pro dané sériové Cislo identifikovat
odhalena specifickd pasma. Strip C+ nelze pouZit na interpretaci vysledk stripl z blotu odliSného sériového
Cisla.

Odtiznéte pozadovany pocet stripl (R1) pomoci skalpelu a istého, suchého prihledného pravitka, aby
zUstala modrd linie na stripech: drite stripy pevné pravitkem a po strané je odfiznéte (Cisla jsou viditelna
pres pravitko).

Dejte 1.2 ml pufru na vzorek (R2) do kazdého Zlabku podle vypracovaného planu.

Umistéte podle Cisel ocislované stripy do ZIabkd. Nechte stripy rehydratovat asi 2min, ¢islo musi byt viditelné
nahofte, s opatrnym tfepanim vanic¢kou, aby se zcela ponofily do pufru.

Dejte vzorky a pozitivni kontrolu(kontroly) podle distribuéniho planum vidy 25 ul na Zlabek. Opatrné
zamichejte vanickou po kazdé dispenzaci. PoloZte vanicku na tfepacku.
Inkubujte 90 min + 5 min pfi 20-26 °C.

Promyvaci krok: Vyprazdnéte obsah Zlabk( Pasteurovou pipetou nebo preklopenim inkubacni vanicky. Dejte
2 aZz 3 ml nafedéného promyvaciho pufru do kazdého Zlabku. Inkubujte na tfepacce 3 min. Opakujte 2krat,
pak vyprazdnéte obsah ZlIabk(. Dbejte, aby se stripy béhem tohoto kroku neobratily.

Dejte 1.2 ml konjugatu anti IgG (R3) do kazdého Zlabku. Umistéte na trepacku.
Inkubujte 60 min + 5 min pfi 20-26 °C.

Promyvaci krok: opakujte krok 6.

Dejte 1.2 ml NBT/BCIP substratu (R5) do kazdého Zlabku. Umistéte na tfepacku a chrarite pred pfimym
svétlem.
Inkubujte 60 min + 5 min pfi 20-26 °C.

Bez ohledu, o jaky paramatr jde, pravidelné kontrolujte vyvoj zabarveni. Vyvoj mlze byt zastaven, pokud by
barva pozadi ztéZovala odecet stripl (kvalita promyvacich krokd ma zésadni vliv na vybarveni pozadi).
Pamatujte, Ze stripy po vyschnuti zesvétli.

Zastavte reakci odsatim substratu Pasteurovou pipetou nebo prevracenim inkubacni vanicky a pridanim 2 mi
destilované vody do kanalk(. Tento posledni promyvaci krok opakujte jesté jednou.

Vysuseni strip(: KdyZ je jesté ve Zlabcich voda, berte stripy pomoci pinzet na ocislované strané a pokladejte
je na absorbéni papir Whatman tak, aby bylo vidét Cisla. Nechte je oschnout. Barva se po vysuseni zesvétli.
Interpretace se musi provést az po Uplném vysuseni.

Uchovavani: Pfeneste stripy na papir, na kterém je budete archivovat. Vyrovnejte je podle linie. Pridrzte je
na misté rovnym pravitkem a na hornim konci je pfilepte prihlednou paskou.

Pro spravnou interpretaci musi byt stripy sefazeny podle transferu a podle jejich Cisel, maximalné nékolik
milimetrd od sebe. Neni mozné srovnavat stripy, které jsou umistény daleko od sebe (napft. ¢.2 s ¢. 15). Je
chybné (falesny vysledek) srovnavat stripy z rznych kitQ (stripy s odliSnym sériovym Cislem).

Kontrola kvality a interpretace

Dodané kontrolni sérum (R10) v kitu musi byt systematicky zahrnovano v kazdé sérii imunoblotd.

Vykazuje typicky profil a umozniuje technickou validaci spravného provedeni testu (prouzky se musi objevit na
stripu velmi jasné) a také presné kalibruje pozice a aspekty specifickych prouzkl a umoznuje interpretaci vysledkd
stripu ze stejného transferu (stejné sériové Cislo).

Pozndmbka: Profil pozitivni kontroly (R10) se maze lisit podle poctu Sarzi pouzitych reagencii. Odpovidajici obrazky
jsou k dispozici na nasem webu www.|dbiodiagnostics.com jako pfiklad.
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Popis prouzk(:

Pozitivni vysledek predstavuji prouzky pfitomné mezi 37 a 140 kDa. V praxi a kvili jednoduchosti se pro odecet
vybere pouze oblast s nizkymi molekulovymi hmotnostmi (37 a 50 kDa).

3 prouzky jsou systematicky pritomné na 37, 41 a 50 kDa. Nazyvaji se tedy : P37, P41 a P50. Prouzky P37 a P41
jsou intenzivnéjsi. Prouzek P50 je velmi Casto slabsi.

Molekulova hmotnost

(kDa) =
50 EE—

41 - =
37 - > =

Obr. 1 : Priklady pozitivnich vysledkd

Profily jsou uvedeny jako priklady. Prouzky jsou oznaceny pismenem "F" specifickym pro parametr ze Sarze "05011".

Interpretace:

Soucasna pritomnost 3 prouzk( P37, P41 a P50 je indikaci trichineldzy.

Pro validaci vysledki vZdy srovndvejte profil imunoblotu kaZdého vzorku s R10 pozitivni kontrolou. Aspekt prouzki
je duleZity pro interpretaci testu.

Omezeni pouziti

e Diagnodzu infekéniho onemocnéni nelze stanovit na zakladé jediného vysledku testu.

e Pro stanoveni diagndzy je nutné interpretovat sérologické vysledky podle dostupnych informaci (napf.
Epidemiologie, klinické, zobrazovaci, biologické ...). Neméli by se pouZivat k stanoveni diagndzy pouze na
zakladé jejich pozitivity.
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Provedeni (viz odkazy na literaturu)

Hodnoceni provedeni kitu TRICHINELLA ES WB IgG (T. spiralis ES antigen) bylo zpracovano v nezavislé
laboratofi srovnanim s predchozi verzi kitu LDBIO Diagnostics (TRICHINELLA WB IgG - total antigen), reference
nize: Rerence WB, proddvany od roku 2001.

Citlivost (Se)

Studované vzorky odpovidaly 80 sériim od pacient( trpicich klinickou trichinelézou.
Senzitivita reference WB = 98.8%

Senzitivita Trichinella ES WB IgG = 97.5%

Specificita (Sp)

Bylo testovdno 165 sér od pacientl s helmintidzou na pfitomnost zkfizené reakce: Toxocara (34),
Schistosoma (34), filaria (5), echinokokdza (17) fascioldza (2), strongyloidiaza (5), cysticerkdza (27) a také dalsi
autoimunitni patologie: revmatoidni faktor (9), autoprotilatky (32).

Specificita reference WB = 95.7%
Specificita TRICHINELLA ES WB IgG = 96.4%

Pozndamka: Systematicka studie 500 vzorkd krevnich darcl zjistila 2.4% promorenost pozitivni sérologie s kitem
TRICHINELLA ES WB IgG. U reference WB je to 6.4%. Tyto vysledky, které casto maji slabou intenzitu, ale jsou
presto prekvapujici, byly publikovany v roce 2011 béhem 13. ICT (International Congress on Trichinellosis).
Vysvétleno to zatim nebylo.

Zavér
Korelace mezi WB TRICHINELLA ES IgG a klinickym stavem je vynikajici.

Citlivost Se = 97.5% [CI95 91.2 — 98.5%]
Specificnost Sp = 96.4% [CI95 90.4 — 99.6%]

Intervaly spolehlivosti jsou vypocteny podle Wilsonovy metody s korekci kontinuity.

Reprodukovatelnost:

Byla testovana reprodukovatelnost mezi sériemi a mezi Sarzemi. V obou pripadech je shoda mezi séry s ohledem na specifické
prouzky excelentni.

Interference:

Ptrestoze nebyla pozorovdna zkfizena reakce u hemolyzovanych, ikterickych nebo lipemickych sér, je doporuceno
vzdy interpretovat vysledky takovych vzorkU 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 difiuzni": Strip nebyl zcela ponoren do nékteré reagencie
a neinkuboval se spravné po celé délce. Zabarveni také mizZe byt v pripadé, kdy byl vzorek nanesen a nebyla
vanicka protirepana.

"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.

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

Tento nespecificky Sum pozadi mlze mit vliv pouze na cast stripu, takZze mizZe byt neinterpretovatelna pouze
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dana ¢ast.

"Béhem posledniho kroku vyvijeni se objevi precipitat v roztoku": substrat se mize ¢astené vysrazet (Cerné
sraZeniny) v pufru na konci vyvijeni. Tento fenomén neovlivni kvalitu vyvijeni, ktera musi normalné pokracovat.
Posledni promyti destilovanou vodou eliminuje mozné ptritomné pevné Castice.
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Upozornéni na aktualizaci - ctéte pozorné
Datum vydani Verze Shrnuti Uprav
Odstranéni bezpecnostniho varovani R5 - kontaktni e-

12/08/2021 Vs 15 mailova adresa — NaN3 EUHO032.
30/11/2022 Vs16 Nova adresa
16/01/2023 Vs17 R6 bez NaN3. ProuZek oznaceny pismenem. Mozné

poufZiti ¢inidel z riznych Sarzi.

24 Av. Joannes MASSET — 69009 LYON - FRANCE
Tel : +33(0)4 7883 3487 — Fax:+33(0)4 7883 3430
www.ldbiodiagnostics.com — info@I|dbiodiag.com

LDBIO « Diagnostics
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