CYSTICERCOSIS q LDBIO ¢ Diagnostics
Western Blot IgG

In vitro diagnostikas imunoblota tests
Daléji automatizéta / manuala tehnika

#CYS-WB24G : 24 tests
HCYS-WB12G : 12 tests
#CYS-WBI96G : 96 tests

LIETOSANAS INSTRUKCIJA

Plasaku informaciju un lietoSanas instrukcijas sava valoda atrodiet masu vietné
www.ldbiodiagnostics.com
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PAREDZETA IZMANTOSANA

CYSTICERCOSIS Western Blot (WB) IgG ir vienreizéjas lietoSanas kvalitativais tests serologiskai IgG
diagnostikai, izmantojot imunoblota testu, kas paredzéts, lai apstiprinatu cisticercozes, pozitivu vai
parprotamu rezultatu, kas ieglts, izmantojot klasiskos skrininga testus. Ta var tikt veikta seruma vai
cerebrospinalaja skiduma.

TESTA PRINCIPS
Western Blot tehnika

Antigéni (cUku izcelsmes Taenia solium cysticerci ekstrakts), kas atdaliti ar elektroforézi, tiek saistiti ar
elektroblotésanu uz nitrocelulozes membranas virsmas (ko sauc par parnesi),tad sagriezti 24 sloksnés-strémelés,
kas numurétas no 1 lidz 24.

Testa veikSana

Katrs testéSanas paraugs tiek inkubéts atseviski ar membranas strémeli. Specifiskas antivielas, kas ir
potenciali klat parauga, selektivi saistas ar antigéniem. Péc tam sarmainas fosfatazes pret cilvéka IgG konjugats
saistas ar saistitajam antivielam. Visbeidzot, iminkompleksi reagé ar substratu. Antigéni, ko atpazist specifiskas
IgG tipa antivielas, kas ir paraugos, tiek atklati ka violetas krasas horizontalas joslas.

KOMPLEKTA SASTAVDALAS

Nokluséjums: vértibas un daudzumi attieciba pret 24 testu paku (#CYS-WB24G)
Slipsvitra rakstitie skaitli ir vértibas un daudzumi attieciba pret 12 testu paku (#CYS-WB12G). lzceltie skaitli ir
vértibas un daudzumi attieciba pret 96 testu paku (#CYS-WB96G).

ID Daudz. Apraksts Sastavs
R1 Viena (1) mape satur 24 (12 vai 4x24) numurétas TESTA Sensibilizéta nitroceluloze.
R1 1 STREMELES + krasains standarts. Molekulmasa krasa (kDa):
(Katra mape un katrs parnesums tiek identificéts ar unikalu Zils: 250, zils: 150, zils: 100, roza: 75, zils: 50, zals:
sérijas numuru) 37, roza: 25, zils: 20, zils: 15, dzeltens: 10
Viena (1) pudelite satur 30 (30 vai 125) ml PARAUGA .
< - L Buferskidums + surfaktants + NaN3 (<0,1%)
R2 1 BUFERSKIDUMA. Roza skidums — gatavs lietosanai.
Buferskidums + poliklonalas kazas anti-cilveka
Viena (1) pudethe satur 30 (30 vai 2)(60) ml ANTI 1gG IgG konjugétas ar sarmaino fosfatazi
R3 1 KONJUGATU
Zils gkidums — gatavs lietodanai + stabilizatori + NaN3 (<0,1%).
Viena (1) pudelite 30 (30 vai 125) ml SUBSTRATA o . .
_ ~ oL Buferskidums + NBT + BCIP + stabilizatori
R5 1 Briina pudelite — gatava lietosanai.
Viena (1) pudelite satur 60 (60 vai 250) ml MAZGAJAMA
R6 1 KONCFNTRATA 10X o . koncentréts buferskidums + surfaktants.
bezkrasas skidums — atskaidits 1/10 ar destilétu Gdeni.
Viena (1) pudelite satur 200 (200 vai 2x200) ul POZITIVAS Buferskidums + pozitivs cilvéka serums
R10 1 KONTROLES cisticerkozis serologija + stabilizatori + NaN3
Pudelite ar sarkanu vaku — gatava lietosanai. (<0,1%).
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R1: Burts pirms katra sloksnes numura ir ipass parametram.

R2, R3, R5 un R6 ir kopigi visiem komplektiem un tiem ir unikals partijas numurs, kas atkarigs tikai no to
izgatavoSanas datuma. leteicams veikt daudzparametru testésanu (skatit LDBIO imunoblota diapazonu), lai
ierobeZotu atvérto flakonu skaitu un nodrosinatu labaku kvalitates kontroli.

R10 tiek kalibréts imunblota saskana ar atsauces partiju un ir paredzéts tikai Sai metodei.
R3, R10 (NaN3): EUH 032 - Saskaroties ar skabém, izdala Joti toksiskas gazes.

EUH210 Drosibas datu lapa ir pieejama péc pieprasijuma, ka arTf masu vietné www.ldbiodiagnostics.com.

PAPILDUS NEPIECIESAMIE MATERIALI

e Multi-kanalu polipropiléna inkubacijas paplate priekS mini-blotiem (LDBIO # WBPP-08 vai tamlidzigi);

e Svarstiga platforma prieks immunoblotiem, vakuma sistéma Skidrumam (LDBIO # WBPP-08 tvertnes,
kuras meés piegadajam, var iztuksot, vienkarsi apgriezot tas apkart).

e Meégenes un materiali paraugu pagatavosanai mércilindri un pieméroti konteineri.Automatiskas
pipetes, mikropipetes un vienreizlietojamie uzgali (tilpums 25 ul, 1,2 ml un 2ml)

e Destiléts vai dejonizéts Gdens.Absorbéjoss papirs (piem. Whatman filtrpapirs), labas kvalitates
caurspidiga limlente;

e Cimdi un pincete strémelu turésanai; Skéres vai skalpelis;plats, caurspidigs lineals;

Piezime: Misu reagentus var izmantot automatizéta imunoblota procesora. Japievérs uzmaniba miisu reagentu
iespéjamiem kimiskiem piesarnojumiem, ja procesors tiek koplietots ar citu raZzotaju reagentiem (zinams
piemérs: TWEEN 20 piesarnojums) un baktériju piesarnojums. Rezerves flakoni ir paredzéti procesoram. Péc
parstrades atlikuSos izmantotos reagentus nenovietojiet atpakal originalajos flakonos.

UZGLABASANA UN STABILITATE

Visi reagenti ir stabili ldz deriguma termina beigam (uzrakstiti uz iepakojuma kastém un pudeju
etiketém), ja tiek uzglabati 2-8 °C. Nelietojiet piesarnotu vai dulkainu reagentu. Mazgasanas buferskidums ir
stabils 2 ménesu garuma péc atskaidisanas 1/10, ja tiek uzglabats 2-8 °C un vienu nedélu istabas temperatura.
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PIESARDZIBAS PASAKUMI

Drosiba

Tikai in vitro lietosanai. Tikai profesionalai lietosanai. Tikai tehniski apmacitam personalam. Rikojieties
atbilstosi Labas laboratorijas praksei (GLP) un uzskatiet jebkuru reagentu un jebkuru paraugu par
potenciali toksisku un / vai infekciozu.

Valkajiet laboratorijas apgérbu, cimdus un brilles; nedzeriet, neédiet un nesmeékgjiet laboratorija.
Neaiztieciet pipetes ar muti.

Pozitiva kontrole ir cilvéka izcelsmes serums, kas ir inaktivéts attieciba uz HIV 1 un 2, B hepatita un C
hepatita virusiem. Un tomér, ka zinams, ka neviens tests pilntba nevar nodroSinat pilnigu virusu
neesamibu, tapéc izturieties pret visu ar attiecigo uzmanibu;

Substrats satur NBT un BCIP, kas var bt toksisks ieelpoSanas gadijuma vai péc saskares ar adu. Ja
substrats nokl|ast saskaré ar adu, tas nekavéjoties janoskalo ar tGdeni;

Lielaka dala reagentu satur natrija azidu ka konservantu. NaN3 var veidot iespéjami eksplozivus metalu
azidus ar svina un vara caurulvadu sistému. Kad atbrivojieties no atkritumiem, reagenti ir jaaizskalo
prom ar lielu Gdens daudzumu, lai novérstu azidu attistibu;

Sazinieties ar profesionalu atkritumu izveSanas servisu, lai atbrivotos no visiem biologiskajiem
materialiem (serumiem, mazgasanas buferskidumiem, uzgaliem, pudelitém, lietotiem reagentiem...),
ievérojiet visus valsts un regiona noteiktos vides aizsardzibas pasakumus.

Par visiem nopietniem incidentiem ir japiesakas raZotaja un kompetentas iestades deklaracija.

Procedira

Izlasiet un interpretéjiet rezultatus tiesa balta gaisma.

Visus reagentus vélams izmantot no vienas partijas. Ja tiek izmantotas dazadas partijas, janodrosina
izsekojamiba.

Nejauciet reagentus ar dazadiem sérijas numuriem; lzmantojiet strémeles skaitliska seciba. Nejauciet
strémeles no dazadiem sérijas numuriem; izmantojiet seciba péc kartas. Pirms testa sakSanas izveidojiet
Tpasu darba planu- protokolu.

Nepieskarieties strémelém ar pirkstiem; izmantojiet pincetes.

Pirms lietoSanas reagenti labi jasamaisa, 1pasi koncentrétais mazgasanas buferis.

Péc lietoSanas aizveriet flakonus; nelietojiet, ja reagentos nejausi ievadita cita viela. Nelietojiet reagentu
no flakona, kas norada uz noplides pazimém. Nelietot dulkainu vai nogulsnétu skidumu.

Izmantojiet tikai vienreiz lietojamus pipetes uzgalus. Izvairieties no jebkada kanalu piesarnojuma.
Skatieties, vai pipetes uzgalos nav putu vai burbulu (reagentu flakonu baktériju piesarnojums).

Notiriet _inkubacijas paplates tikai ar destilétu Gdeni (nekad neizmantojiet mazgasanas lidzekli vai
balinataju).

Parauga izlaistiSanas vai pietiekama apjoma sadalijjums var padarit testa rezultatu negativu vai pozitivu
neatkarigi no ta faktiska statusa.

PARAUGU VAKSANA

Aseptiski savakt paraugus sausas mégenés. NepiecieSams vismaz 25 pl seruma vai CSF. CSF gadijuma,

izmantojot 50 pl, palielinas testa jutigumu.

Ja paraugi netiek testéti to iegiSanas diena, tos jaievieto 2-8 °C. Ja tie jauzglaba ilgak par nedé|u,

paraugus sasaldé -20 + 5 ° C temperatira. Nelietojiet piesarnotu paraugu. lzvairieties no atkartotas paraugu
sasaldésanas un atkausésanas.

Lai gan nav novérota ipasa krusteniska reakcija ar hemolizétiem, icteriskiem vai lipidu serumiem, ir

ieteicams ripigi interpretét sadu paraugu lietoSanas rezultatus.
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REAGENTU SAGATAVOSANA

Mazgasanas buferskidums — prieks 4 testiem, tira pudelé tiek atSkaiditi 10 ml mazgasanas koncentrata
10X (R6) 90 ml destiléta vai dejonizéta tdens.

TESTA PROCEDURA

Piezime: ieteicams veikt daudzparametru testésanu (skatit LDBIO immunoblota diapazonu), lai ierobezotu
atvérto flakonu skaitu un nodrosinatu labaku kvalitates kontroli.

1.Sagatavot paraugu darba planu un C + pozitivo kontroli (R10).

Vienigi, izmantojot o kontroli var testu tehniski validét un identificét, attieciba uz konkréto sérijas numuru,
izstradatas konkrétas joslas. C + strémeles nevar izmantot, lai interpretétu strémeles rezultatus no citu sériju
numuriem.

2. Lietojiet caurspidigu linealu (labi notiritu un sausu) un Skéres (vai skalpeli), lai sagrieztu tik daudz
strémeles R1, cik nepiecieSams: turiet strémeles vieta, piespiezot linealu stingri uz strémeles (numuri bis
redzami caur linealu), un sagrieziet strémeles. Nodrosiniet, ka saglabajas numuri uz strémelém

3. Izgatavojiet un novirziet 1,2 ml paraugbuferskidumu (R2) noraditajos kanalos.péc darba plana

4. Skaitliska seciba ielieciet numurétas strémeles kanalos: Laujiet stréme|u virsmam rehidratéties buferi
apmeéram 2 minutes, ar skaitli, kas redzams augspusé, tad uzmanigi sakratiet paplati, lai pilniba iegremdétu tos
bufert.

5. Dozéjiet paraugus un pozitivo (-as) kontroli (-as): saskana ar darba planu, ar daudzumu 25 pl viena kanala
(velams 50 ul CSF). Péc katras dozéSanas uzmanigi sakratiet paplati. Novietojiet paplati uz SGposanas platformas.

e Serums: Inkubéjiet 90 min £ 5 min 20-26 ° C temperatura.
e CSF: inkubé nakti (16 stundas * 2 stundas) 20-26 ° C temperatira. Lai izvairitos no izzisanas,
inkubacijas paplates jaaizklaj ar plévi.

6. Mazgasanas solis: iztuksSojiet kanalu saturu ar Pastéra (Pasteur) pipeti vai apgriezot inkubacijas paplati.
levada 2 Iidz 3 ml atskaidita mazgasanas bufera katra kanala. Inkubéjiet uz sSiposanas platformas 3 mindtes.
Atkartojiet 2 reizes, tad iztukSojiet kanalu saturu. Parliecinieties, ka strémeles nesagrieZas $o darbibu laika.

7. levada 1,2 ml anti-IgG konjugata (R3) katra kanala. Novietojiet paplati uz Siposanas platformas. Inkubé 60
min + 5 min 20-26 ° C temperatira

8. Mazgasanas solis: atkartojiet 6.soli.

9. Katra kanala sadaliet 1,2 ml NBT / BCIP substrata (R5). Novietojiet uz SGposanas platformas un pasargajiet
no tieSas gaismas. Inkubé 60 min + 5 min 20-26 ° C temperatira.

Neatkarigi no parametra uzraugiet krasas attistibu. Attistibu var apturét, ja strémeles fona krasa klist tumsaka
par vietu, kur nolasiSana ir sarezgita (mazgasanas posmu kvalitatei ir batiska ietekme uz fona krasu). Nemiet véra,
ka strémeles ks vieglakas, kad tas nozist.

10. Apturiet reakciju, izscot substratu ar Pastéra pipeti vai pagriezot inkubacijas vannu un pievienojiet 2 ml
destiléta Gdens kanalos. Atkartojiet So pédéjo mazgasanas soli vélreiz.

11. Strémelu Zaveésana: Ar kanaliem, kas vél aizpilditi ar Gdeni, iznemiet strémeles ar numuréto galu,
izmantojot pinceti un novietojiet tos ar redzamo skaitli uz Whatman absorbé&jo$a papira. Laujiet noziit. Zavésanas
laika sloksnes krasa dabiski klast gaiSaka. Interpretaciju drikst veikt tikai péc pilnigas izzGSanas.

12. Uzglabasana: Parnesiet sloksnes uz papira lapas, ko izmantos to arhivésanai. Izlidziniet pozicionésanas
[inijas. Turot tos vieta ar plakanu linealu, sloksnes augsdalu piestipriniet ar caurspidigu limlenti
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Lai nodrosinatu labu interpretaciju, strémeles parnes péc pasatijuma skaitliska seciba, novietojot atstatuma ne
vairak ka par daziem milimetriem. Nav ticami, lai salidzinatu strémeles, kas ir izvietotas talu viena no otras
(pieméram, No.2 ar Nr.15). Ir bistami (klGdaini rezultati) salidzinat dazadu komplektu strémeles (strémeles ar
dazadiem sérijas numuriem).

KVALITATES KONTROLE UN INTERPRETACIJA

Seruma kontrole (R10), kas komplekta ieklauta, ir sistematiski jaieklauj jebkura imunoblota testésanas
sérija. Ta parada tipisko profilu un lauj tehniski parbaudit labas parbaudes veikSanu (joslam jabit loti skaidri
redzamam uz strémeles) un precizi kalibrét konkréto joslu atrasanas vietu un aspektu, lai varétu interpretét
stréme)u rezultatus no tas pasas testésanas sérijas (tas pats sérijas numurs).

Piezime: Pozitivas kontroles (R10) profils var atskirties atkariba no izmantoto reagentu partijas skaita. AtbilstoSie
attéli ir pieejami masu vietné www.ldbiodiagnostics.com ka piemérs.

Joslu apraksts

Pozitivais paraugs var uzradit vairakas joslas, kas atrodas starp 2 un 200 kilodaltoniem (kDa). Praksé
un specifiskuma dél, lasiSanai tiek izvéléts tikai diapazons no 6 lidz 55 kDa.

Saja vieta 5 joslas visbieZak sastopamas ar $adu molekulmasu (kDa): 6-8, 12, 23-26, 39, 50-55. Tapéc
tas sauc par: P6-8, P12, P23-26, P39 un P50-55
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Fig. 1: Piemérs pozitivam un negativam rezultatam

Profili ir doti ka pieméri. Sloksnes ir markétas ar burtu "E", kas raksturigs parametram no partijas "04010".
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Joslu vértéjums

P6-8 un P23-26 joslas var paradities lielas vienas joslas vai dubultas joslas forma. P50-55 grupa
tradicionali ir plasu joslu forma ar diezgan izpladusam kontaram.

Svarigi punkti - praksé (sk. 1. attélu):
6-26 kDa un 39-55 kDa regioni ir visprecizakie,viegli lasamie un interpretéjamie.

P23-26 un P39 joslu robeZas esosa starpplatiba nav pilniba raksturiga cisticerkozei (bieZi sastopamas
krusteniskas reakcijas, jo Tpasi ar citam helmintozém un P. falciparum malariju).

Interpretacija

Vismaz 2 skaidri definétu joslu klatbltne no 5 ieprieks aprakstitajam joslam, P6-8, P12, P23-26, P39 un P50-55,
liecina par cisticerkozi seruma un neiro-cysticercosis \ t CSF.

leprieks minétie pieméri: “+” = neuro-cisticercosis - 8, 14, 11 = 7 hidatidoze = alveolara ehinokokoze.

Piezime: 7. strémelé attélots nespecifiskais ,Mikado” aspekts (sk. § Problému novérsana)

Lai validétu rezultatus, vienmér salidziniet katra parauga imunoblota profilu ar pozitivas R10 kontroles paraugu.
Frekvencu joslu aspekts ir svarigs, interpretéjot testu.

LIETOSANAS IEROBEZOJUMI

e Infekcijas slimibas diagnozi nevar noteikt, pamatojoties uz vienu testa rezultatu.

e Lai noteiktu diagnozi, serologiskie rezultati jainterpreté saskana ar pieejamo informaciju (pieméram,
epidemiologiju, klinisko, Rtg, biologija u.c.). Tos nevajadzeétu izmantot diagnozei, pamatojoties tikai uz
vinu pozitivo stavokli.

EFEKTIVITATES RADITAJI (SKATIT BIBLIOGRAFIJA)

Jutigums

Novértéjums aptvéra 79 paraugus (70 serumus un 9 CSF), kas bija pozitivi saskana ar kliniskiem,
epidemiologiskiem, radiologiskiem un / vai serologiskiem kritérijiem.

Tika konstatéts, ka 77 paraugi, tostarp 9 CSF, bija pozitivi. Jutigums Se = 97,5%

Specifiskums

Novértéjums aptvéra 95 paraugus, tostarp 81 serumu no pacientiem, kas cie$ no $adam parazitaram
infekcijam: Toxocara canis (7), Trichinella spiralis (14), Toxoplasma gondii (7), filariasis (7), Fasciola hepatica (4),
Echinococcus granulosus (14), E. multilocularis (14), Schistosoma sp. (14) un 14 serumi no pacientiem, kas cie$
no autoiminam slimibam: RF + reimatoidais faktors (7) un ANA + antivielu antivielas (7). Visi tika atziti par
negativiem. Specifiskums Sp = 100%

Piezime: daZiem paraugiem ir izolétas, Sauras joslas, kuras nedrikst sajaukt ar konkrétam joslam (sk. Piemérus 5.
Ipp.). Jo Tpasi P50-55 joslas raksturigais aspekts (liels un diftizs) atskir Sauras joslas, kas dazkart atrodamas $aja
[imen1 no ehinokokozes, hidatidozes vai Sistosomozes serumiem.
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Zakljucek

Povezava med cisticerkozo WB in klini¢nim stanjem je odli¢na.

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

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

Intervali zaupanja se izracunajo po Wilsonovi metodi s korekcijo kontinuitete.

Atkartojamiba

Tika parbaudtta sérijveida un starppartiju atkartojamiba. Abos gadijumos seruma korelacija ar serumu
attieciba pret konkrétam joslam ir lieliska.

Traucéjumi

Lai gan nav novérota 1pasa krusteniska reakcija ar hemolizétiem, icteriskiem vai lipidiem serumiem, ir
ieteicams riipigi interpretét Sadu paraugu lietoSanas rezultatus.

PROBLEMU NOVERSANA
"Joslas ir gaisas ar nelielu kontrastu."” Dazi serumi ar zemam antivielu koncentracijam var dot Sadus rezultatus.

"Gaisas zonas var redzét, vairak vai mazak krasainas, nedaudz difiizas": strémeles netika pilniba iegremdétas
viena no reagentiem un nav pareizi inkubg&jusies. Krasas var bt ar tajas vietas, kur paraugs tika nogulsnéts, ja
paplate péc tam, kad ta tika pievienoti rea;genti ,netika sakratita.

"Fona troksnis ir ievérojams, padarot lasisanu loti griiti": mazgasana bija nepietiekama vai pédgéja inkubacija
bija parak gara. Nodrosiniet labas testésanas veiktspéjas metodes, ievérojiet mazgasanas laiku un nodrosiniet
Gdens kvalitati. Samaziniet pédéjas inkubacijas laiku.

Iznémuma karta daZi serumi var reagét nespecifiski. Fona krasosana dazkart var izskatities ka svitras (Mikado
aspekts, skat. Pieméru, 1. att., Strémele Nr.7), kas padara imunoblota nolasi$anu |oti sareZgitu. Sada gadijuma
imunoblota rezultatu nevar tikt izmantoti.Sis nespecifiskais fona troksnis var ietvert tikai dalu no strémeles,
padarot rezultatus tikai daléji interpretéjamus.

"Péedéja attistibas stadija skiduma paraddas nogulsnes": substrats faktiski var bit daléji nogulsnéts (melnas

parslas) bufera deriguma beigas. ST paradiba nemaina reakcijas kvalitati, ta jaturpina normali. Pédéja mazgadana
ar destiletu Gdeni novers iespéjamas cietas dalinas.
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