TOXOCARA C€ LDBIO ¢+ Diagnostics

Western Blot IgG

In vitro diagnostic Immunoblot assay
Semi-automated / manual technique

H#TXA-WB24G: 24 testu
H#TXA-WB12G: 12 testu
H#TXA-WB96G: 96 testu

LIETOSANAS INSTRUKCUA

Plasaku informaciju un lietoSanas instrukcijas sava valoda atrodiet musu vietné
www.ldbiodiagnostics.com
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Paredzeta izmantosana

TOXOCARA Western Blot (WB) IgG ir vienreizéjas lietoSanas kvalitativais tests serologiskai 1gG diagnostikai-
toksokariozes
metodém . Ta var tikt veikta seruma, cerebrospinalaja skidruma (CSF) vai acs kameras Skidruma.

Testa princips

Western Blot tehnika

apstiprinosa metode pozitiviem vai ieprieks testétiem paraugiem ar klasiskajam skrininga serologijas

Ekskrécijas / sekrécijas (ES) antigéni no Toxocara Canis, kas atdaliti ar elektroforézi, tiek saistiti ar elektroblotésanu
uz nitrocelulozes membranas virsmas (ko sauc par parnesi),tad sagriezti 24 sloksnés, kas numurétas no 1 lidz 24.

Testa veikSana

antivielam. Visbeidzot, iminkompleksi reagé ar substratu. Antigéni, ko atpazist specifiskas

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

paraugos, tiek atklati ka violetas krasas horizontalas joslas.

Komplekta sastavdalas

Nokluséjums: 24 testu pakete (#TXA-WB24G)
Piezime: Slipsvitra rakstitie skaitli ir vértibas un daudzumi attieciba pret 12 testu pakete (HTXA-WB12G).

Izceltie skaitli ir vértibas un daudzumi attieciba pret 96 testu pakete (HTXA-WB96G).

IgG tipa antivielas, kas ir

ID Daudz. Apraksts Sastavs

Vien_a (1) mape satur 24 (12 vai 4x24) numurétas TESTA | sansibilizata 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:
sérijas numuru). 50, zals: 37, roza: 25, zils: 20, zils: 15.
Viena (1) pudelite satur 30 (30 vai 125) ml PARAUGA L

R2 1 . e . Buferskidums + surfaktants.
BUFERSKIDUMA. Roza skidums — gatavs lietoSanai.
Viena (1) pudelite satur 30 (30 vai 2x60) ml ANTI IgG Buferskidums + poliklonalas kazas anti-

R3 1 KONJUGATU cilvéka IgG konjugétas ar sarmaino fosfatazi
Zils kidums — gatavs lieto$anai + stabilizatori + NaN3 (<0,1%).
Viena (1) pudelite 30 (30 vai 125) m| SUBSTRATA . . .

R5 1 _ _ L Buferskidums + NBT + BCIP + stabilizatori
Briina pudelite — gatava lietosanai.
Viena (1) pudelite satur 60 (60 vai 250) ml MAZGAJAMA

R6 1 KONCENTRATA 10X koncentréts buferSkidums + surfaktants.
bezkrasas skidums — atSkaidits 1/10 ar destilétu Gdeni.
Viena (1) pudelite satur 100 (100 vai 2x100) pl POZITIVAS | Buferskidums + pozitivs cilvéka serums

R10 1 KONTROLES Toxacara serologija + stabilizatori + NaN3

Pudelite ar sarkanu vaku — gatava lietoSanai.

(<0,1%).

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

EUH 210: Drosibas datu lapa ir pieejama péc pieprasijuma un 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 sistema skidrumam (LDBIO # WBPP-08 tvertnes, kuras més
piegadajam, var iztuksot, vienkarsi apgriezot tas apkart).

e Meégenes un materiali paraugu pagatavoSanai meércilindri un pieméroti konteineri.Automatiskas pipetes,
mikropipetes un vienreizlietojamie uzgali (tilpums 10 ul ,25 pl, 1,2 ml un 2ml).

e Destiléts vai dejonizéts tGdens.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 automatizétda imunoblota procesora. JapievérS uzmaniba misu reagentu
iespéjamiem kimiskiem piesarnojumiem, ja procesors tiek koplietots ar citu raZotaju 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 lldz deriguma termina beigam (uzrakstiti uz iepakojuma kastém un pudelu 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 temperatira.
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Piesardzibas pasakumi

Drosiba

e 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.

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

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

e  Substrats satur NBT un BCIP, kas var bt toksisks ieelpoSanas gadijuma vai péc saskares ar adu. Ja substrats nok|ust
saskaré ar adu, tas nekaveéjoties janoskalo ar tGdeni.

e Lielaka dala reagentu satur natrija azidu ka konservantu. NaN3 var veidot iespé&jami 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.

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

e  Par visiem nopietniem incidentiem ir japiesakas razotaja un kompetentas iestades deklaracija.

Procedtira

e lzlasiet un interpretéjiet rezultatus tiesa balta gaisma.

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

¢ Nejauciet reagentus ar dazadiem sérijas numuriem; Izmantojiet strémeles skaitliska seciba. Nejauciet strémeles no
dazadiem sérijas numuriem; izmantojiet seciba péc kartas. Pirms testa sakSanas izveidojiet 1pasu darba planu-
protokolu.

e Nepieskarieties stremelém ar pirkstiem; izmantojiet pincetes.

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

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

e 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).

e Parauga izlaistiSanas vai nepietiekama apjoma sadalijums var padarit testa rezultatu negativu vai pozitivu neatkarigi
no ta faktiska statusa.

Paraugu vakSana

Aseptiski savakt paraugus sausas mégenés. NepiecieSams vismaz 10 pl seruma, acs kameras skidruma vai CSF.
Gadijumos, ja izmanto 25 ul acs kameras skidruma vai CSF, palielinas testa jutigums.

Ja paraugi netiek testéti to iegliSanas diena, tos jaievieto 2-8 °C, bet ne ilgak ka 3 dienas. Ja tie jauzglaba ilgak par
nedéju, paraugus sasaldé -20 + 5 ° C temperatlra. Nelietojiet piesarnotu paraugu. lzvairieties no atkartotas paraugu
sasaldésanas un atkausésanas

Lai gan nav novérota 1pasa krusteniska reakcija ar hemolizétiem, icteriskiem vai lipidiem serumiem, ir ieteicams
rapigi interpretét $adu 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 Gdens. Esiet uzmanigs, lai atsSkaidito buferskidumu labi samaisttu.

Testa proceddira

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

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

Vienigi, izmantojot So 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 notirttu un sausu) un skéres (vai skalpeli), lai sagrieztu tik daudz strémeles R1, cik
nepiecieSams: turiet strémeles vieta, piespiezot linealu stingri uz strémeles (numuri bls redzami caur linealu), un
sagrieziet strémeles. Nodrosiniet, ka saglabajas numuri uz strémelém.

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

4. Skaitliska seciba ielieciet numurétas strémeles kanalos: Laujiet strémelu virsmam rehidratéties buferi apméram 2
mindtes, ar skaitli, kas redzams augSpusé, tad uzmanigi sakratiet paplati, lai pilniba iegremdétu tos buferl.

5. Dozéjiet paraugus un pozitivo (-as) kontroli (-as): saskana ar darba planu, ar daudzumu 10 pl viena kanala (vélams
25 pl, acs kameras skidruma vai CSF). Péc katras dozésanas uzmanigi sakratiet paplati. Novietojiet paplati uz
Suposanas platformas. Inkubéjiet 90 min + 5 min 20-26 ° C temperatara.

6. Mazgasanas solis: iztuksojiet kanalu saturu ar Pastéra (Pasteur) pipeti vai apgriezot inkubacijas paplati. levada 2 lidz
3 ml atskaidita mazgasanas bufera katra kanala. Inkubéjiet uz SGposanas platformas 3 mindtes. Atkartojiet 2 reizes,
tad iztuksojiet kanalu saturu. Parliecinieties, ka strémeles nesagriezas So darbibu laika.

7. levada 1,2 ml anti-lgG konjugata (R3) katra kanala. Novietojiet paplati uz Stposanas platformas.
Inkubéjiet 60 min £ 5 min 20-26 ° C temperatara.

8. Mazgasanas solis: atkartojiet 6. soli.

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

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

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

11. Strémelu Zavésana: Ar kanaliem, kas vél aizpilditi ar Gdeni, iznemiet strémeles ar numuréto galu, izmantojot pinceti
un novietojiet tos ar redzamo skaitli uz Whatman absorbé&josa papira. Laujiet nozit. Zavésanas laika sloksnes krasa
dabiski kllst gaisaka. Interpretaciju drikst veikt tikai péc pilnigas izzGsanas.

12. Uzglabasana: Parnesiet sloksnes uz papira lapas, ko izmantos to arhivésanai. Izlidziniet pozicionésanas linijas. Turot
tos vieta ar plakanu linealu, sloksnes augsdalu piestipriniet ar caurspidigu limlenti

Lai nodrosinatu labu interpretaciju, strémeles parnes péc pasttijuma 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).
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Kvalitates kontrole un interpretacija

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

Nota Bene: Pozitivas kontroles (R10) profils var atSkirties atkariba no izmantoto reagentu partijas skaita. AtbilstoSie attéli ir
pieejami misu vietné www.ldbiodiagnostics.com ka piemeérs.

Joslu apraksts

Pozitivs paraugs var saturét vairakas joslas no 15 lidz 200 kilodaltoniem (kDa). Katram testétajam paraugam,
izmantojot iepriek$ aprakstitos identifikacijas rikus, mekléjiet joslas ar zemu molekularo masu 24-35 kDa (LMW). Sis joslas,
grupétas un labi izolétas, ir raksturigas un parasti viegli atrodamas.

70-90 kDa un 100-200 kDa diapazona var novérot divas augstas molekularas masas (HMW) joslu grupas. Sis joslas
nav specifiskas toksikocaraziem: iesp&jama krusteniska reakcija ar citu helmintiazi.

Molekulmasu
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Fig. 1: Piemeérs pozitivam un negativam rezultatam

Profili ir doti ka pieméri. Sloksnes ir markeétas ar burtu "B", kas raksturigs parametram no partijas "01009".

Interpretacija

ienlaiciga 2 joslu klatbatne starp indikacijam 24 un 35 kDa liecina par anti-Toxocara specifisko antivielu klatbatni.

Lai validétu rezultatus, vienmér salidziniet katra parauga imunoblota profilu ar pozitivas R10 kontroles paraugu. Frekvencu
joslu aspekts ir svarigs, interpretéjot testu.
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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, biologijas). Tos nevajadzétu izmantot diagnozei, pamatojoties tikai uz vinu pozitivo
stavokli.

Efektivitates raditaji (skatit literatdras atsauces)

Toxocara WB IgG tests tika veikts salidzinosa pétijuma ar references iminbloti no Toulouse CHU (CHU-Universitates
slimnicas centra). Abu testu interpretacijas kritériji un rezultati ir loti dzigi.

Jutigums

Literatdra iegitie dati raksturo izcilu Toxocara WB IgG testa jutibu, kas biezi vien ir ievérojami augstaka neka ES

ELISA skrininga testi, apstiprinot imunoblota ka diagnostikas un apstiprino$as tehnikas vietu.

Piezime: jutiguma numuréto vértibu nevar aprékinat, jo nepastav standartdiagnostikas metode.

Specifiskums

24-35 joslu specifiskums no ES antigéna ir 100%. Joslas arpus $a diapazona netiek uzskatitas par ipasam.

Atkartojamiba

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

Traucejumi

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

Problemu novérsana

"Joslas ir gaisas ar nelielu kontrastu." Dazi serumi ar zemam antivielu koncentracijam var dot $adus rezultatus.

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

"Fona troksnis ir ievérojams, padarot lasiSanu Joti griti': mazgasana bija nepietiekama vai pédgja inkubacija bija parak
gara. NodroSiniet labas testéSanas veiktspéjas metodes, ievérojiet mazgasanas laiku un nodrosiniet ddens kvalitati.
Samaziniet pédéjas inkubacijas laiku.

Iznémuma karta dazi serumi var reagéet 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 dalgji
interpretéjamus.

"Pedéja attistibas stadija skiduma paradas nogulsnes": substrats faktiski var bt dal&ji nogulsnéts (melnas parslas) bufera
deriguma beigas. ST paradiba nemaina reakcijas kvalitati, ta jaturpina normali. P&édéja mazgagana ar destilétu Gdeni novérs
iespéjamas cietas dalinas.
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Pazinojums par atjauninasanu - Lidzu, uzmanigi izlasiet

IzdoSanas datums Versija Modifikacijas Kopsavilkums
28/07/2021 Vs 14 Drosibas bridinajuma nonemsana R5 - Kontaktpasta
adrese — NaN3 EUH 032.
30/11/2022 Vs15 Jauna adrese
21/12/2022 Vs16 R6 bez NaN3. Lente apziméta ar burtu B.
lespéjams, izmantoti reagenti no dazadam
partijam.

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
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