CHAGAS (3 LDBIO ¢ Diagnostics
Western Blot IgG

In vitro diagnosztika Immunoblot vizsgalat
Félautomatizalt / manualis technika

#CHA-WB24G: 24 vizsgalatra
#CHA-WB12G: 12 vizsgalatra
#CHA-WB96G: 96 vizsgalatra

HASZNALATI UTMUTATO

Tovébbi informécidt és hasznélati utasitast az On nyelvén a
www.ldbiodiagnostics.com
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RENDELTETESSZERU HASZNALAT

A CHAGAS Western Blot (WB) IgG egy egyszer haszndlatos olyan kvalitativ szerolégiai modszer, mely az
amerikai trypanosomiasis (Trypanosoma cruzi) meghatarozdasara, valamint a klasszikus szlrévizsgalat soran
kapott pozitiv és kétes eredmények megerGsitésére szolgal.

A VIZSGALAT ELVE

Western Blot technika

A T. cruzi larvélis sejtextrakt antigénjeit elektroforézis segitségével elkilonitik Ugy, hogy az
elektroblottolas sordn a 24 részre vaghatd (1-24-ig elnevezett) nitrocelluléz membran (mas néven transzfer)
felszinéhez kot6dik.

A vizsgalat lefolytatasa

Minden egyes beteganyagot kiilon tesztcsikon vizsgalunk. A mintdban potencialisan jelen 1évé specifikus
ellenayagok szelektiv médon kapcsolddnak az antigénekhez. Az alkalikus-foszfatdz anti-human IgG konjugdtum
azutdn kotédik magahoz a kikét6dott ellenanyagokhoz. Végezelil, az immunkomplexek reakcidba Iépnek a
szubsztrattal. Az antigéneket felismert mintaban jelen lévé IgG specifikus ellenanyagok a tesztcsikon lila
transzverzalis savokként jelennek meg.

A KIT ALTAL BIZTOSITOTT REAGENSEK ES ANYAGOK

Alapértelmezés: 24vizsgdlatra elegendé tesztcsomag (#CHA-WB24G)

déit: 12 vizsgdlatra elegendé tesztcsomag (#CHA-WB12G) félk6vér: 96 vizsgalatra elegendd tesztcsomag (#CHA-WB96G).
Azonositd | Mennyiség Leiras Osszetétel
24 TESZTCSIKOT tartalmazé csomag (12, 4x24): Er?ekenyltett nlltr'ocellluloz.
elére bemetszett és szines standardokkal szines Molekularis stlymarkerek (kDa):
R1 1 (Mindegyik csomag &s mindegyik transzfer Kék: 250, Kék: 150, Kék: 100, Rézsaszin: 75,
v gyértési szér’fmal e”étott)gy Kék: 50, Z6ld: 37, Rézsaszin: 25, Kék: 20,
gyedl gy Kék: 15, Sérga: 10.
R2 1 3(l)ml-es, (30, :,I.25) MINTA PUFFER (Haszn3latra Puffer + fellletaktiv anyag + NaN3 (<0.1%).
kész — rézsaszin oldat).
30ml-es (30, 2x60) ANTI 1gG KONJUGATUMm | Puffer + anti-human IgG poliklondlis kecske
R3 1 (Hasznélatra kész — kek oldat) szérum alkalikus-foszfatdzzal konjugaltatva +
) NaN3 (<0.1%) + stabilizatorok
R5 1 30m|-e,s (30, 1,25) SZUBSZTRAT Puffer + NBT + BCIP + stabilizatorok
(Hasznalatra kész — barna oldat).
60ml-es (60, 250) MOSO KONCENTRATUM 10X
PUFFER .. ,
R6 1 (Desztilldlt vizben 10-szeresre kell higitani — Puffer + feliiletaktiv anyag.
szintelen oldat).
1004l mennyiségd (100, 2x100) of poziTiv | Puffer + poolozott human Trypanosoma
R10 1 KONTROL SZERUM pozitiv szérum + NaN3 (<0.1%) +
(Hasznalatra kész — piros kupak) stabilizatorok

R1: Az egyes szalagszamok el6tti betl a paraméterre jellemz6.

Az R2, R3, R5 és R6 azonositdju reagensek az 6sszes kithez altalanosak és egyedi gyartasi szammal ellatottak,
mely csak a gyartasi id6pontjuktdl fligg. Ajanlott tobbparaméteres vizsgalatot végezni (lasd az LDBIO
immunoblot tartomanyt) a kinyitott ampullak szamanak korlatozasa és a jobb mindség-ellendrzés biztositasa
érdekében.
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Az R10-t immunoblotban kalibraljak egy referencia tétel szerint, és csak erre a technikara szolgal.

R3, R10 (NaN3): EUH 032 - Savval érintkezve nagyon mérgezé gazok képzGdnek.

EUH 210 Kérésre biztonsagi adatlap kaphatdé valamint a www.ldbiodiagnostics.com weboldalon.

A KIT ALTAL NEM BIZTOSITOTT, DE SZUKSEGES REAGENSEK ES ANYAGOK

Tobbcsatornds polipropilén inkubaciods talcak a mini-blottokhoz (#WBPP-08 vagy ezzel megegyezd).
Kever6/razatd laboratériumi eszkéz az immunoblottokhoz, a folyadékokhoz szlkséges vakumrendszer
(#WBPP-08 csoévek, melyek egyszer(ien elforgatdssal UrithetSek).

A mintdkhoz szlkséges csovek és tovabbi mdanyagaruk, szakszer( cilinderek, és felfogd tartdlyok.
Automatikus pipettak, mikropipettak és eldobhatd, egyszer hasznalatos hegyek (10ul, 1.2 ml és 2 ml
térfogatuak).

Desztillalt vagy ionmentesitett viz. Abszorbens papir (példaul Whatman sz(rélapok), atlatszé ragasztoszalag.
Keszty(, csipeszek a tesztcsikok kezeléséhez, vagdeszkoz vagy szike, lapos atlatszé vonalzé.

Megjegyzés: A reagenseink automatizalt immunoblot processzorokban haszndlhatéak. Amennyiben masik
gyarto reagenseivel miikodtetik a processzort, tgy figyeljen az ebbdl adédé lehetséges kémiai kontaminacié
(ismert példa: TWEEN 20 oldattal tértén6 szennyezés) és bakterialis kotaminacié elkeriilésére. Tartsa az
injekcids Uvegeket a proceszzorhoz. A vizsgalati folyamatot kévetGen, ne tegye vissza a felhasznalt reagenseket
az eredeti injekcids livegbe.

TAROLAS ES STABILITAS

2-8°C kozott tarolando. A kitben lévé reagensek a kiilsé dobozon és a cséveken feltlintetett lejarati ideig

stabilak. Ne hasznaljon szennyezett vagy zavaros reagenseket. A moso puffer 1/10-es higitdsa 2 hdnapig stabil
+2 és +8°C kozotti h6meérsékleten és egy hétig szobah6mérsékleten.
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OVINTEZKEDESEK

Biztonsag

e Kizardlag in vitro diagnosztikai célu felhasznalasra. Csak professziondlis hasznalatra. Csak mliszakilag
képzett személyzet szamdra. Kezelje a J6 Laboratdriumi Gyakorlatnak (GLP) megfelelGen és tekintse a
reagenseket és barmely mintat potenciélisan fert6z6nek és/vagy toxikusnak.

e Viseljen laboratériumi kbpenyt, gumikesztylit és védGszemiiveget; ne egyen, ne igyon és ne dohanyozzon
a laboratériumban. Ne pipettazzon szajjal.

e A pozitiv kontroll egy emberi eredetli szérum, amelyet inaktivaltak HIV 1 és 2, hepatitis B és hepatitis C
virusok ellen. Bar tovdbbra is potencidlisan fert6zo6tt terméknek kell tekinteni.

e NBT és BCIP keveréket tartalmaz a szubsztrat, bGrrel vald és nyalkahartyan keresztili érintkezés, valamint
belégzés soran toxikus.

e Areagensek natrium-azidot tartalmaznak, mely 6lommal és rézzel robbanékony fémsdkat képezhetnek. A
kiomlott anyagot Oblitse le vizzel.

e A kidobandd hulladékot (mintak, pipettahegyek, csdvek, mosofolyadék, felhaszndlt reagensek...) a
munkahelyi szabalyozasoknak és az orszagban érvényes elGirasoknak megfelel6en artalmatlanitsa.

e Minden sulyos eseményrdl nyilatkozatot kell benyujtani a gyartonak és az illetékes hatésagnak.

Ovintézkedések

e Olvassa el és értelmezze az eredményeket kdzvetlen fehér fény alatt.

e Célszerli az Gsszes reagenseket ugyanabbdl a tételbdl hasznalni. Kilonbozé tételek hasznalata esetén
biztositani kell a nyomon koévethet&séget.

e Hasznalja a tesztcsikokat a szamozot sorrendben. Ne keverje a kilonb6z6 gyartasi szamu tesztcsikokat,
hasznalja a transzfereket egymas utdn. A vizsgalat el6tt hozzon létre egy specialis beallitasi munkatervet.

e Ne érjen a tesztcsikokhoz az ujjaival, hasznaljon csipeszt a kezelésikhoz.

o Avreagenseket haszndlatuk el6tt alaposan 6ssze kell keverni, kiillondsen a koncentralt mosdpuffert.

e Hasznalat utan zarja be a flaskakat, ne hasznalja, ha egy anyag véletleniil bekeriilt a reagensbe. Ne
hasznaljon reagenst olyan injekcids flaskabodl, amely a szivargas jeleit mutatja. Ne hasznalja a zavaros vagy
kicsapddott oldatot.

e Haszndlijon kizdrdlag eldobhatd, egyszer haszndlatos pipettahegyeket. Keriilie a csatorndk kozotti
kontamin&ciét. Ugyeljen arra, hogy ne keletkezzen a pipettahegyek végeiben hab vagy buborék (a reagens
flaskdk bakteridlis kontaminacidja).

o Az ikbudcids talcdkat csak desztilldlt vizzel tisztitsa (soha ne haszndljon detergenseket vagy hipdt).

e A minta kihagyasa vagy a minta nem megfelel§ térfogata negativva vagy pozitivva teheti a vizsgalat
eredményét, figgetleniil annak tényleges allapotatdl.

MINTAVETEL
Aszeptikus kortilmények k6zott a mintdkat szaraz csovekbe gydijtjik. Legaldbb 10ul szérum sziikséges.

Tartsa a mintakat feldolgozasukig 2-8°C kozotti hémérsékleten. Ha sziikséges a mintak tarolasa tobb
mint egy héten at, akkor fagyassza a mintakat -20 + 5°-0s h6mérsékleten. Ne hasznalja a kontaminalédott
mintdkat. Kerilje a mintdk ismétl6dd olvasztdsat fagyasztdsat.

Habar a hemolizalt, ikterikus vagy lipides szérumok esetében nem tapasztaltunk kiilonos
keresztreakciot, ajanlatos az ilyen mintak feldolgozasakor a kapott eredményeket koriltekintéen értelmezni.

REAGENSEK ELOKESZITESE

Mosé puffer: 4 vizsgalatra elegendé mennyiséghez egy tiszta cs6ben higitsa meg a 10X Mosé
Koncentratumot (R6) tgy, hogy 10ml-jét 90ml desztillalt vagy ionmentes vizhez adja. Ovatosan keverje &ssze a
higitott puffert.
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VIZSGALATI ELJARAS

Nota Bene: Ajanlott tobbparaméteres vizsgalatot végezni (ldsd az LDBIO immunoblot tartomanyt) a kinyitott
ampullak szamanak korlatozasa és a jobb mindség-ellenérzés biztositasa érdekében.

1. Készitse el a mintdk és a pozitiv kontroll (C+; R10) beallitasi tervét.

Kizardlag ezen kontroll felhasznalasaval lehet technikailag validalni a vizsgalatot, és az adott sorozatszam alapjan azonositani
kell a kialakulé konkrét savokat. A pozitiv kontroll (C+) tesztcsik nem hasznalhaté arra, hogy egy masik sorozatszamu blotbdl
szarmazd tesztcsikok eredményeit kiértékelje.

2. Vagja le a szlikséges szamu tesztcsikot (R1) szike és tiszta és szdraz, lapos atlatszé vonalzo segitségével, a_kék
pozicionald vonalakat hagyja meg a tesztcsikokon. A tesztcsikokra nyomja ra szorosan a vonalzét és vagja le a
tesztcsik oldala mentét a csikokat (a szamok a vonalzén keresztil lathatdak).

3. Az elkészitett beallitasi tervnek megfelel6en a mintatarté talca egyes csatorndiba osszon el 1,2 ml minta puffert
(R2).

4. Aszamozasi sorrendnek megfelelGen helyezze el a tesztcsikokat a mintatartd talca csatornaiba ugy, hogy
a tesztcsikok tetején lathaté szamok felfelé alljanak: Hagyja, hogy a tesztcsikok felllete korilbeldl 2
percig rehidratdlédjon a minta pufferben, majd dvatosan Utdgessen meg a talcat, hogy teljesen
elmertljenek a pufferben.

5. A mintdk és a pozitiv kontroll kiosztasa: a beallitasi munkaterv alapjan a mintakbdl és a kontrollbdl a
megfelel6 helyekre 10upl-t mérjink a mintatartd talca csatorndiba. Minden bemérésnél alaposan
Utbgesse meg a talcat. Az utolsé bemérést kdvetSen a tesztcsik tarold talcat helyezze egy keverd/razato
berendezésre. Majd razatva. Inkubalja 9045 percig, 20-26 °C k6z6tti hmérsékleten.

6. Mosasi lépés: Uritse ki a csatornak tartalmat vagy Pasteur pipetta segitségével vagy pedig az inkubdcids talca
felforditasaval. A télca egyes csatornaiba 2-3ml higitott mosépuffert pipettazzon. Inkubdlja a keverd/razatd
eszkdzon a tesztcsikokat 3 percig. Ismételje meg az el6z6 folyamatot kétszer, majd Uritse ki a csatorndk
tartalmait. Bizonyosodjon meg affelél, hogy a tesztcsikok nem fordultak meg ezen Iépések alatt.

7. Adjon 1,2ml anti-IgG konjugatumot (R3) minden egyes csatorndba. Helyezze a talcat a kever6/razatoé eszkozre.
Inkubalja 6015 percig, 20-26 °C kdzotti h6mérsékleten.

8. Mosasi lépés: Ismételje meg a 6. lépést.

9. Adjon 1,2 mI NBT/BCIP szubsztrat keveréket (R5) minden egyes csatornahoz. Helyezze a talcat a keverd/razatd
eszkozre és most mar védje meg a tesztcsikokat a kdzvetlen napfénytdl. Majd igy. Inkubalja 6015 percig, 20-
26 °C kozotti hmérsékleten a csikokat.

Az inkubacios paramétertdl fliggetleniil folyamatosan figyelje a szin fejl6dését. A szinfejl6dés leallithatd, ha a tesztcsik
hattérszine sotétebbé valik, ami megneheziti a leolvasast (a mosasi lépések mindsége alapvetden befolyasolja a
hattérszint). Ne feledje, hogy a tesztcsikok kivildgosodnak, ha megszaradtak.

10. Allitsa le a reakcidt a szubsztrat vagy Pasteur pipettaval térténd leszivasaval vagy az inkubéaciés kad
felforditasaval, majd 2ml desztillalt vizet adjon minden egyes csatornaba. Ismételje meg ezt az utolsé
mosasi |épést még egyszer.

11. Tesztcsikok megszaritasa: A még vizzel telitett csatornakbdl vegye ki csipesz segitségével a tesztcsikokat,
majd jol lathaté maédon, a szamozott véglikkel helyezze el Whatman abszorbens szlirGpapirra. Hagyja
megszaradni a tesztcsikokat a levegén.

12. Tarolas: Tegye at a megszaradt tesztcsikokat egy papirlapra, amit az archivalashoz fog hasznalni. Igazitsa
a tesztcsikokat a pozicionald vonalak egymashoz illesztésével. Tartsa tesztcsikokat a lapos vonalzé
segitségével ebben a helyzetben, majd atlatszo ragasztdszalaggal ragassza a tesztcsikokat a laphoz a fels6
résziiknél fogva.

A megfeleld kiértékelés érdekében, a tesztcsikokat a szamsorrendben kell egymashoz igazitani, egymastdl legfeljebb
néhany milliméter tavolsagra. Az egymastdl tavol esd tesztcsikok 6sszehasonlitasa nem megbizhatd a kiértékelés soran
(példaul 2. a 15. tesztcsikhoz képest). Nagyon keriilendé (fals eredményt eredményez) azon tesztcsikok
Osszehasonlitasa, melyek kiilonb6z6 kitekbdl (tesztcsikok eltérd gyartasi szamuak) szarmaznak.
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MINOSEG-ELLENORZES ES KIERTEKELES

A kithez biztositott szérum kontrollt (R10) szisztematikusan be kell allitani minden immunoblot
vizsgdlatkor. Megmutatja a tipikus profilt és lehet6vé teszi a vizsgalat megfeleld lefolydsanak technikai validalasat
(a tesztcsikon a savoknak nagyon tisztdn olvashaténak kell lenniiik), és bekalibralja pontosan a pozicidt és a
specifikus savokat, igy lehet6vé téve a tesztcsikok eredményeinek kiértékelését a hasonlé transzferhez (hasonld
gyartasi szamu) képest.

Nota Bene: A pozitiv kontroll (R10) profilja az alkalmazott reagensek tételszamatdl fiiggéen valtozhat. A megfelel6 képek
a www.ldbiodiagnostics.com weboldalon talalhaték példaként.

Description of the bands

e A pozitiv minta esetén szamos sav jelenhet meg, melyek a 8 és 200 kilodalton (kDa) kozo6tt talalhatoak.
e Aleolvasasi teriilet a tesztcsik aljan talalhatd, a 15 és 47 kDa kozott.

e 55savjelenik meg a leggyakrabban : P15-16, P21-22, P27-28, P42 és P45-47 a megfelel6 molekulatomeggel
(lasd az 1. dbran lathatdé fényképet).

A savok alakja valtozo lehet. A P15-16, P21-22, P27-28 egyetlen egy nagy savot, két vékonyabb sav dupletet,
vagy a duplet két komponens(i sav egyikét alkothatja. A P45-47 homalyosabb zenekarként jelenhet meg.
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1. dbra: Példa a pozitiv és negativ eredményekre

A profilok példaként szerepelnek. A csikokat az "09003" tételbsl szarmazd paraméterre jellemzé "J" betdvel
jeloltiik.

Kiértékelés

Két jol meghatarozott sav egyidejl megjelenése a P15-16, P21-22, P27-28, P42 és P45-47 kozil azt jelzi, hogy a
mintaban anti-Trypanosoma cruzi ellenanyag taladlhaté a mintaban.
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Az eredmények validdldsdhoz mindig hasonlitsa éssze az egyes mintdak immunoblotjdnak profiljat az R10 pozitiv
kontroll profiljaval. A sdvok megjelenése, helyzete fontos a vizsgdlat kiértékelésekor.

A KIT KORLATJAI

o Afert6z6 betegség diagndzisat egyetlen vizsgdlati eredény alapjan nem lehet feldllitani.

e A szeroldgiai eredményeket az elérhet§ informdciokkal (példdul jarvanyugyi, klinikai, képalkotdi,
bioldgiai stb.) egyiitt kell értelmezni és a diagndzist feldllitani. Ezek nem hasznalhaték a diagnozis
alapjaul pusztan a pozitivitasuk alapjan.

TELESITMENYJELLEMZOK (LASD AZ IRODALMI HIVATKOZASOKAT)

Egy fluggetlen francia referencialaboratérium értékelte a CHAGAS WB IgG kit teljesitményét ugy, hogy
két, jelenlegi kereskedelemben kaphatd teszttel, az ELISA-val és az IFA-val 6sszehasonlitottak. Kiszamoltak a
tesztek érzékenységi és specificitasi teljesitményét, valamint a 95% -os konfidencia intervallumokat Wilson
maodszerével, folytonossagi korrekcidval.

Szenzitivitas (Se)

Chagas-kérral fert6zott 100 betegbdl (11 akut fazisban Iév6) szarmazé szérumot vizsgaltak WB, ELISA és
IFA modszerekkel a kittekhez tartozé leiras betartasa mellett. A Chagas-kort klinikai adatokkal igazoltak.

CHAGAS WB IgG ELISA IFA
POSITIV 100 99 9%
NEGATIV 0 1 4
Se 95% (%) 100% [95.4 ; 100] 99% [93.8 ; 100] 96% [88.2 ; 98.1]

1. tdblazat: A CHAGAS WB IgG teszt és két kereskedelemben kaphato sziirévizsgdlat, az ELISA és az IFA

modszerekkel valé ésszehasonlitdsa 100 Chagas pozitiv mintdn.

Specificitas (Sp)

178 kilénb6z6 pécienstdl szarmazd 178 szérumot vizsgaltak a kit leirdsanak megfelel6 médon. Ezen szérumok a
kovetkezGképpen alakultak: egészséges paciensek (79), maldria (22), leishmaniasis (44), amebiasis (6) and

toxoplasmosis (27).

CHAGAS WB IgG ELISA IFA
NEGATIV 178 160 148
POSITIV 0 18 30
Sp 95% (%) 100% [97.4 ; 100] 89.9% [85.9;91.8] | 83.1% [76.6 ; 88.2]

2. tdblazat: A CHAGAS WB IgG teszt és két kereskedelemben kaphatd sziirévizsgdlat, az ELISA és az IFA
modszerekkel valé ésszehasonlitdsa 178 Chagas pozitiv mintdn.

Ezen a populacién a CHAGAS WB IgG specifitasa 100% volt.
Az ELISA 10%-os fals pozitiv eredményt mutatott (a Leishmania-fert6zott betegek 14%-a).
Az IFA 17%-os fals pozitiv eredményt mutatott (a Leishmania-fert6zott betegek 30%-a).

Kovetkeztetés

A vizsgalt populaciéban a WB az érzékenység és a specificitas szempontjabdl jobb teljesitményt nyujtott,
mint az 6sszehasonlitasban alkalmazott ELISA és IFI technikdk. Kiilonésen nem figyeltek meg keresztreakciot a
Leishmania pozitiv szérumokkal. Ez a teljesitmény teszi a Chagas WB tesztet kivald megerGsits tesztként a T. cruzi
fert6zésre.
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Reprodukalhatdsag

Megyvizsgaltak a sorozatok kozotti és a lot-ok kozotti reprodukalhatésagot. Mindkét esetben, a szérum-
szarum korrelacié a specifikus savok vonatkozasaban kivaldnak bizonyult.

Interferencia

Habar a hemolizalt, ikterikus vagy lipides szérumok esetében nem tapasztaltunk kiilonos
keresztreakciot, ajanlatos az ilyen mintak feldolgozasakor a kapott eredményeket koriltekintéen értelmezni.

HIBAELHARITAS

"A sdvok kevéssé kontrasztosak": Bizonyos alacsony ellenanyagtartalmu szérumok ilyen eredményeket
adhatnak.

"Arnyékolt teriiletek ldthatok, tobbé-kevésbé szinesek, egyhén diffizak": A tesztcsik nem volt teljesen egyik
reagensbe aldmeritve és nem volt a leirtaknak megfelelGen (teljes id6hossz) inkubdlva. Foltok megjelenhetnek ott
is, ahol a minta rd lett téve a tesztcsikra, ha a tdlca nem volt rdzatva a reagensek adagoldsdt kévetden.

"A hdttérzaj nagyon jelentés, igy a tesztcsik leolvasdsa nagyon nehézkes": A mosds elégtelen volt, vagy az utolsé
inkubdci6 tul sokdig tartott. Ugyeljen a vizsgdlat megfeleléen torténé kivitelezésére, tartsa be a mosdsi id6ket, és
biztositsa a viz minGségét. Csékkentse le az utolso inkubdcio idejét.

Kivételes esetben, bizonyos szérumok nem specifikus mddon reagdlhatnak. Ezek utdn az immunoblot eredményt
nem lehet kiértékelésre felhaszndini.

Ez a nem-specifikus hdttérzaj magdba foglalhatja a tesztcsik egy részét, igy az eredmények az adott teriilet
szamdra értelmezhetetlen.

"A szinfejlédési utolso lépésben az oldatban csapadék jelenik meg": a szubsztrdt valdjaban részlegesen
kicsapddik (fekete pelyhek) a pufferben a szinfejlédés végén. Ez a jelenség nem vdltoztatjia meg a szinfejlédés
minbségét, melyet sziikséges tovdbb folytatni. Az utolsé desztilldlt vizes mosds eltdvolitia ezen szildrd
részecskéket.
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