LEISHMANIA C€ LDBIO » Diagnostics
Western Blot IgG

Diagnostyka in vitro Test immunoblotu
Technika pétautomatyczna / reczna

#LES-WB24G: 24 testow
#LES-WB12G: 12 testow
#LES-WB96G: 96 testow

INSTRUKCJA UZYCIA

Wiecej informacji i instrukcje uzytkowania w swoim jezyku mozna znalez¢ na naszej stronie
internetowej www.ldbiodiagnostics.com
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Przeznaczenie

LEISHMANIA Western Blot (WB) IgG to test jednorazowego uzytku jakosciowy stuzacy do
diagnozowania serologicznego IgG za pomocg testu Immunoblot na leiszmanioze przeznaczony do prowadzenia
badan potwierdzajacych dla dodatnich lub niejednoznacznych wynikdéw uzyskanych w klasycznych badaniach
przesiewowych.

Zasada dziatania testu

Technika Western Blot

Antygeny Leishmania infantum, po ich oddzieleniu za pomocg elektroforezy, zostajg zwigzane poprzez
electroblotting z powierzchnig membrany nitrocelulozowej (jest to tzw. transfer) podzielonej na 24 paski
ponumerowane od 1 do 24.

Wykonanie testu

Kazdg probke przeznaczong do testu inkubuje sie osobno za pomoca paska. Swoiste przeciwciata
potencjalnie obecne w prébce wigzg sie selektywnie z antygenami. Nastepnie koniugat fosfatazy alkalicznej i
przeciwciata przeciwludzkiego 1gG wigze sie ze zwigzanymi przeciwciatami. Na koniec, immunokompleksy reagujg
z substratem. Antygeny rozpoznane przez swoiste przeciwciata typu IgG obecne w préobkach sg widoczne jako
fioletowe, poprzeczne pasma.

Odczynniki znajdujace sie w zestawie:

Domyslnie: pakiet 24 testow (#LES-WB24G)
kursywa: pakiet 12 testow (nr LES-WB12G) — ttusty druk: Pakiet 96 testow (nr LES-WB96G).

ID llos¢ Opis Sktad
Pakietly) 24 (12, 4x24) PASKOW: wstepnie | DWrazliwiona . nitroceluloza
. kolorowe wzorce. Oznaczona kolorami masa czasteczkowa (kDa):
R1 1 Flzzzzlete;kiet e o ot st oamacsony | Niebieski: 250, Niebieski: 150, Niebieski: 100,
niepo\\//vtl:rzalnym num\(/erem seryjnJym) y Rézowy: 75, Niebieski: 50, Z[elony: 37, Rézowy: 25,
Niebieski: 20, Niebieski: 15, Zétty: 10..
R2 1 Fiolka 30 (30, 125) ml ROZTWORU BUFOROWEGO | Roztwér buforowy + S$rodek powierzchniowo
(Gotowy do uzycia - rézowy roztwor). czynny.
Fiolka zawierajaca 30 (30, 2x60) ml KONIUGATU | KoZtwor buforowy + polikionalna surowica z kozim
R3 1 ANTY IgG (Gotowy do uzycia - niebieski roztwor). przeciwludzkim IgG skoniugowana z fosfatazg
alkaliczng + NaN3 (<0,1%) + stabilizatory.
Fiolka 30 (30, 125) ml SUBSTRATU
R5 1 (Gotowy do uzycia - nieprzezroczysta brgzowa | Roztwor buforowy + NBT + BCIP + stabilizatory.
fiolka).
Fiolka 60 (60, 250) ml KONCENTRATU DO
RG 1 PRZEMYWANIA 10X ROZTWOR BUFOROWY Roztwdr buforowy + srodek powierzchniowo
(Do 10-krotnego rozcienczenia _w wodzie | czynny.
destylowanej - bezbarwny roztwor).
Probowka 200 (200, 2x200) pl DODATNIEJ | Roztwér buforowy + pula prébek ludzkiej surowicy
R10 1 SUROWICY KONTROLNEJ z dodatnig serologig leiszmaniozy + NaN3 (<0,1%) +
(Gotowa do uzycia - czerwony korek). stabilizatory.
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R1: Litera przed kazdym numerem paska jest specyficzna dla parametru.

R2, R3, R5 i R6 sg wspdlne dla wszystkich zestawdw i majg niepowtarzalny numer partii uzalezniony wytgcznie
od daty produkcji. Zaleca sie przeprowadzenie testow wieloparametrowych (patrz przedziat Immunoblot
LDBIO) w celu ograniczenia liczby otwartych fiolek i zapewnienia lepszej kontroli jakosci.

R10 jest kalibrowany w immunoblot zgodnie z serig referencyjng i jest przeznaczony tylko do tej techniki.
R3, R10 (NaN3): EUH 032 - W kontakcie z kwasami uwalnia bardzo toksyczne gazy.

EUH 210 Karta charakterystyki dostepna na zgdanie i na naszej stronie internetowej www.ldbiodiagnostics.com.

Dodatkowe wymagane materiaty nie zostang zapewnione.

e Wielokanatowe, polipropylenowe kuwety inkubacyjne do prowadzenia testéw typu mini-blot (nr WBPP- 08
lub réwnowazny).

e  Platforma kotyszgca do testéw Immunoblot, system prézniowy do ptyndw (wanienki WBPP- 08, ktére
dostarczamy moga zostac oprdéznione poprzez obrécenie).

e  Probdwkii materiaty do pobierania prébek, kolby z podziatka, specjalne pojemniki.
Automatyczne pipety, mikropipety i koncowki jednorazowego uzytku (o objetosci 25 pl, 1,2 mli 2 ml).

e Woda destylowana lub dejonizowana. Papier absorpcyjny (np. bibuta Whatman), przezroczysta tasma
klejaca.

e Rekawice, pinceta do przenoszenia paskdw, obcinak lub skalpel, ptaska przezroczysta linijka.

Uwaga: Nasze odczynniki mogg by¢ wykorzystywane w automatycznym analizatorze Immunoblot. Nalezy
zachowac ostroznos¢ w celu unikniecia moiliwego skazenia chemicznego naszych odczynnikéw, jesli w
analizatorze stosowane sg rowniez odczynniki innego producenta (znany przyktad: skazenie TWEEN 20), i
skazenie bakteryjne. Zachowac fiolki do analizatora. Po przetworzeniu nie wlewac pozostatosci uzytych
odczynnikéw z powrotem do oryginalnych fiolek.

Przechowywanie i stabilnos¢

Przechowywa¢ w temperaturze od 2 do 8 °C. Odczynniki z zestawu zachowuja stabilno$¢ do daty
waznosci wskazanej na opakowaniu zewnetrznym i etykietach fiolek. Nie uzywac zanieczyszczonego lub metnego
odczynnika. Roztwér buforowy rozcieficzony do 1/10 zachowuje stabilno$é przez 2 miesigce w temp. +2 to +8 C
oraz przez jeden tydzien w temperaturze pokojowej.
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Srodki ostroznosci dotyczace stosowania

Bezpieczenstwo stosowania

e Wytacznie do zastosowan in vitro. Tylko do uzytku profesjonalnego. Tylko dla przeszkolonego technicznie
personelu. Przestrzegac zasad Dobrej praktyki laboratoryjnej i traktowa¢ kazdy odczynnik i kazdg préobke
jako potencjalnie toksyczne i/lub zakazne.

e Nosi¢ kitel laboratoryjny, rekawice i okulary; nie pi¢, nie jes¢ i nie pali¢ w laboratorium. Nie wktada¢ pipet do
ust.

e Kontrolg pozytywng jest surowica pochodzenia ludzkiego inaktywowana pod katem wiruséw HIV 1i 2,
zapalenia watroby typu B i zapalenia watroby typu C. Nalezy jg jednak traktowac jako produkt potencjalnie
zakazny.

e Substrat zawiera mieszanke NBT i BCIP, toksyczny w kontakcie (ze skérg i btong $luzowg) oraz przy wdychaniu.

e Odczynniki zawierajg azydek sodu, ktéry moze tworzy¢ wybuchowe sole metaliczne z otowiem i miedzia.
Wszelkie rozlane odczynniki sptuka¢ woda.

e Utylizacja odpadow (probki, koncowki, ptyn do przemywania, zuzyty odczynnik...) zgodnie z dobrg praktykg
stosowang w branzy i przepisami obowigzujgcymi w danym kraju.

e Kazdy powazny incydent musi by¢ przedmiotem deklaracji skierowanej do producenta i wtasciwego organu.

Srodki ostroznodci

e Przeczytaj i zinterpretuj wyniki w bezposrednim swietle biatym.

e Zaleca sie stosowanie wszystkich odczynnikéw z tej samej partii. Jesli uzywane sg rézne partie, nalezy
zapewni¢ mozliwos¢ sledzenia ich losow.

e Paski wykorzystywac w porzadku numerycznym. Nie tgczyé paskédw o réznych numerach seryjnych, transfery
nalezy stosowac kolejno. Przed rozpoczeciem testu nalezy ustali¢ specjalny plan dystrybucji.

o Nie dotykaé paskow placami, korzystaé z pincety.

e Odczynniki nalezy dobrze wymiesza¢ przed uzyciem, w szczegdlnosci skoncentrowany roztwér buforowy do
przemywania.

e Zamknac fiolki po uzyciu, nie uzywaé, jesli do odczynnikdw wprowadzono przypadkiem inng substancje. Nie
uzywac odczynnika z fiolki noszgcej oznaki wycieku. Nie uzywac roztworu metnego lub ze stragtem.

e Stosowad wytacznie korcdwki pipety przeznaczone do jednorazowego uzytku. Unika¢ skazenia pomiedzy
poszczegdlnymi kanatami. Obserwowadé korcowki pod katem tworzenia sie piany i pecherzykédw powietrza
w ich wnetrzu (skazenie bakteryjne fiolek z odczynnikiem).

e Kuwety inkubacyijne czysci¢ woda destylowana (w zadnym przypadku nie stosowaé detergentdw ani
wybielacza).

e Pominiecie probki lub dystrybucja nieprawidtowej objetosci moze spowodowac uzyskanie negatywnym lub
pozytywnym wynikiem testu, niezaleznie od rzeczywistego stanu.

Pobieranie probek

Aseptycznie pobraé prébki do suchych probéwek. Wymagane jest co najmniej 25 plL surowicy.

Prébki nalezy utrzymywac w temperaturze 2-8 °C do czasu ich przetwarzania. Jezeli probki majg by¢
przechowywane dtuzej niz tydzien, nalezy je zamrozi¢ w temperaturze -20 = 5 C. Nie uzywac skazonych
prébek. Unika¢ kilkukrotnego zamrazania i rozmrazania proébek.

Nawet jesli nie zaobserwuje sie szczegdlnych reakcji krzyzowych w zhemolizowanych, ikterycznych
lub lipemicznych prébkach surowicy, zaleca sie ostrozng interpretacje wynikow uzyskanych z takich prébek.

Przygotowanie odczynnikéw

Roztwor buforowy do przemywania: Do 4 testdw, w czystej butelce, rozciericzy¢ 10 ml koncentratu do
przemywania 10X (R6) w 90 ml wody destylowanej lub dejonizowanej. Uwazaj, aby dobrze wymieszaé
rozciericzony bufor.
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Procedura prowadzenia testu

Prosze zauwazy¢: Zaleca sie przeprowadzenie testow wieloparametrowych (patrz przedziat Immunoblot LDBIO) w celu
ograniczenia liczby otwartych fiolek i zapewnienia lepszej kontroli jakosci.

Przygotowac plan dystrybucji dla prébek i kontroli dodatniej C+ (R10).

Tylko zastosowanie tej kontroli umozliwia przeprowadzenie technicznej walidacji i identyfikacji testu, dla_danego
numeru seryjnego, widocznych swoistych pasm. Paska C+ nie mozna uzy¢ do interpretacji wynikdw paskéw z testu typu
blot 0 innym numerze seryjnym.

Pocigé odpowiednig ilo$¢ paskdow (R1) za pomocg skalpela i czystej, ptaskiej, przezroczystej linijki, utrzymujgc niebieskg
linie pozycjonujgcg na paskach: mocno przytrzymac paski w miejscu za pomocag linijki i cig¢ je obok szczepu (numery sg
widoczne przez linijke).

Wprowadzi¢ 1,2 mL roztworu buforowego (R2) do kazdego kanatu zgodnie z ustalonym planem.

Umiesci¢ ponumerowane paski w kanatach w porzadku numerycznym. Nalezy odczekaé, aby paski sie ponownie
nawodnity na powierzchni przez ok. 2 minuty, tak aby numer byt widoczny na gdrze, NASTEPNIE delikatnie potrzgsnac
kuweta, aby catkowicie zanurzy¢ je w roztworze buforowym.

Roztozy¢ prébki i dodatnie prébki kontrolne zgodnie z planem dystrybucji, po 25 pl na kanat. Delikatnie potrzasnac
kuwety po kazdym natozeniu. Umiesci¢ kuwete na platformie kotyszgcej. Inkubowaé przez 90 minuty + 5 minuty w
temp. 20-26 °C.

Krok przemywania: Oprézni¢ kanaty za pomocg pipety Pasteura lub poprzez odwrécenie kuwety inkubacyjnej. Natozy¢
2 do 3 mL rozciefnczonego roztworu buforowego do przemywania do kazdego kanatu. Inkubowaé na platformie
kotyszgcej przez 3 minuty. Powtdrzy¢ dwukrotnie, nastepnie oprézni¢ zawartos¢ kanatow. Zwréci¢ uwage na to, aby
paski nie odwrécity sie podczas tych krokéw.

Natozy¢ 1,2 mL koniugatu anty-IgG (R3) do kazdego kanatu. Umiesci¢ kuwete na platformie kotyszacej 60 minuty +
5 minuty w temp. 20-26 °C.

Step przemywania: powtorzy¢ krok 6.

Natozy¢ 1,2 ml substratu NBT/BCIP (R5) do kazdego kanatu. Umiesci¢ na platformie kotyszacej i chroni¢ przed
bezposrednim swiattem Inkubowac przez 60 minuty + 5 minuty w temp. 20-26 °C.

Bez wzgledu na parametr monitorowac¢ rozwadj koloru. Rozwdj mozna zatrzymad, jesli kolor w tle paska ciemnieje do
punktu, w ktdrym odczyt jest utrudniony (jako$¢ krokdéw przemywania ma istotny wptyw na kolor w tle). Prosze
pamietaé, ze paski bedg jasnie¢ w miare wysychania.

10.

11.

12.

Zatrzymac reakcje poprzez zassanie substratu za pomoca pipety Pasteura lub poprzez odwrdcenie kuwety
inkubacyjnej i natozenie 2 ml wody destylowanej do kanatéw. Jeszcze raz powtdrzy¢ ostatni krok przemywania.

Suszenie paskéw: Kiedy kanaty bedg nadal wypetnione wodg, chwyci¢ paski pincetg za nienumerowany koniec i
potozyé ja na papierze absorpcyjnym Whatmana, tak aby numer byt widoczny. Pozostawi¢ do wyschniecia. Kolor paskéw
zrobi sie naturalnie jasniejszy podczas suszenia. Interpretacje mozna przeprowadzi¢ dopiero po zakoriczeniu suszenia.

Przechowywanie: Przenie$¢ paski na arkusz papieru, ktéry zostanie uzyty do ich archiwizacji. Wyrédwnac linie
pozycjonujgce. Przytrzymujac je w miejscu za pomoca ptaskiej linijki, przyklei¢ gérng czes¢ paskow przejrzysta tasmg
samoprzylepna.

W celu zapewnienia dobrej interpretacji, paski nalezy uporzgdkowac wedtug transferu i w porzgdku numerycznym, w
odlegtosci maksymalnie kilku milimetréow od siebie. Poréwnywania paskdéw znajdujgcych sie od siebie w duzej odlegtosci
(np. nr 2 z nr 15) nie jest wiarygodne. Niebezpieczne jest (fatszywe wyniki) porownywanie paskéw z réznych zestawéw
(paski o réznych numerach seryjnych).
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Kontrola jakosci i interpretacja:

Kontrole surowicy (R10) dotgczong do zestawu nalezy systematycznie wigcza¢ do kazdej serii testow
Immunoblot. Pokazuje ona typowy profil i umozliwia techniczng walidacje dobrego przeprowadzenia testu
(pasma musza by¢ bardzo wyraznie widoczne na pasku) i precyzyjng kalibracje pozycji i aspektu okreslonych pasm
w celu umozliwienia interpretacji wynikdw uzyskanych na paskach z tego samego transferu (ten sam numer
seryjny).

Uwaga: Profil kontroli pozytywnej (R10) moze sie rézni¢ w zaleznosci od numeru serii uzytych odczynnikéw.
Odpowiednie obrazy sg dostepne jako przyktad na naszej stronie internetowej www.ldbiodiagnostics.com.

Opis pasm

Prébka dodatnia moze zawiera¢ rézne pasma mieszczace sie pomiedzy 8 a 200k kilodaltonami (kDa).
Niektére z nich sg swoiste dla leiszmaniozy. Jednak trudnosci w zlokalizowaniu ich w srodku innych pasm bez
zdecydowanej swoistosci sg ich stabym punktem.

Wyszukiwanie obecnosci pasm 14 i 16 kDa dla kazdej testowanej prébki przy zastosowaniu narzedzi
kalibracyjnych opisanych powyzej. Te pasma, znajdujace sie a dole paska i na ogdt dobrze izolowane sg na ogét
bardzo tatwe w interpretacji.

Masa
czasteczkowa
(kDa)

L B4

Rys. 1: Przyktady wynikdw dodatnich i ujemnych
Profile sg podane jako przyktadowe. Paski oznaczone sg literg "C" wtasciwg dla parametru z partii "02007".

Interpretacja

Obecno$é na pasku pasma antygenowego 14 kDa i/lub 16 kDa pozwala zinterpretowaé wynik testu jako dodatni i
potwierdzi¢ obecnos¢ przeciwciat skierowanych przeciwko Leishmania IgG w badanej prébce.
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Aby przeprowadzi¢ walidacje wynikdw, nalezy za kazdym razem porédwnac wynik Immunoblot kazdej probki z
wynikiem dodatniej kontroli R10. Aspekt pasm jest wazny podczas interpretacji testu.

Ograniczenia zastosowania

e Diagnozy choroby zakaZnej nie mozna ustali¢ na podstawie jednego wyniku testu.

e  Woyniki serologiczne nalezy interpretowad zgodnie z dostepnymi informacjami (np. epidemiologiczne,

kliniczne, obrazowe, biologiczne itp.) w celu ustalenia diagnozy. Nie powinny by¢ one wykorzystywane

jako podstawa do diagnozy tylko na podstawie ich pozytywnego wyniku.

Negatywny wynik nie wyklucza diagnozy leiszmaniozy trzewnej, w szczegdlnosci u pacjentow z nieprawidtowq
odpowiedzig immunologicznq. Wszelkie podejrzenia leiszmaniozy muszq automatycznie prowadzi¢ do wykonania
parazytologicznego wyszukiwania pierwotniakdw.

WYDAINOSC (patrz bibliografia)

Test LEISHMANIA WB IgG byt przedmiotem badania pordwnawczego z technikami IFA i ELISA w niezaleznym
laboratorium.

Czutosé:
IFA ELISA WB
DODATNI 41 40 51
UJEMNY 10 11 0

Tabela 1: Przebadano 51 prébek surowicy od uczestnikow cierpigcych na progresywngq leiszmanioze trzewnq przy
zastosowaniu tych 3 technik. Testy ELISA i IFA wykazywalty fatszywe wyniki ujemne, w szczegdlnosci u pacjentow
o ostabionej odpornosci (HIV)

IFA ELISA WB
DODATNI 0 0 15
UJEMNY 20 20 5

Tabela 2: 20 prébek surowicy od zdrowych, zyjgcych pacjentow w obszarze endemicznym i wykazujqgcych dodatni
wynik na tescie wrazliwosci skéry byto testowanych rownolegle z trzema technikami: czufos¢ testow IFA i ELISA
jest niewystarczajgca do wykrycia bardzo niskich poziomdw przeciwciat.

Swoistos¢:

IFA ELISA WB
DODATNI 0 0 0
UJEMNY 30 30 30

Tabela 3: 30 probek surowicy od zdrowych, dorostych pacjentow w obszarze nieendemicznym byto testowanych
rownolegle z testami Immunoblot, ELISA i IFA w niezaleznym laboratorium: swoistosc tych trzech technik wyniosta
100%.

Prosze zauwazy¢: Fatszywe dodatnie reakcje sg czesto stwierdzane, bez wzgledu na technike, u pacjentéw
cierpigcych na trypanosomiaze (T. cruzi).

Whiosek

Btona podstawna ma doskonatg czutos¢, ktéra pozwala na skuteczne wykrywanie pacjentéw z leiszmaniozg trzewng
nawet w kontek$cie immunodepresji.

Pozwala ona na wykrycie bezobjawowych nosicieli przy jednoczesnym zachowaniu doskonatej specyficznosci, o czym
Swiadczy brak dodatnich surowic u pacjentdw nieendemicznych.

Se =100% [1C95 91.3 - 100%]
Sp =100% [IC95 79,9 - 100%]
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Interwaty ufnosci sg obliczane wedtug metody Wilsona z korektg ciggtosci.

Odtwarzalnos¢

Przetestowano odtwarzalno$é pomiedzy seriami i partiami. W obu przypadkach korelacja surowicy do surowicy
w odniesieniu do swoistych pasm jest doskonata.

Interferencje

Nawet jesli nie zaobserwuje sie szczegdlnych reakcji krzyzowych w zhemolizowanych, ikterycznych lub
lipemicznych prébkach surowicy, zaleca sie ostrozng interpretacje wynikéw uzyskanych z takich prébek.

Rozwigzywanie problemoéw

,Pasma sq blade z niewielkim kontrastem”: Pewne probki surowicy z niewielkim stezeniem przeciwciat moga
dawac takie wyniki.

,Sq widoczne obszary zacienione, mniej lub bardziej wybarwione, nieco rozproszone”: Pasek nie byt catkowicie
zanurzony w jednym z odczynnikdéw i inkubacja nie przebiegta prawidtowo na catej dtugosci paska. Plamy mogg
by¢ réwniez obecne, jesli prébka zostata umieszczona w kuwecie, ktéra nie zostata odpowiednio wytrzasnieta po
umieszczeniu w niej probki.

,Szum jest istotny i bardzo utrudnia odczyt”: Przemywanie byto niewystarczajgce lub ostatnia inkubacja trwata
zbyt dtugo. Zapewnic¢ dobre techniki testowania, przestrzega¢ czasdw przemywania i zapewni¢ odpowiednig
jakos¢ wody. Skrécic czas ostatniej inkubacji. W wyjgtkowych sytuacjach, pewne proébki surowicy mogg reagowac
w sposob nieswoisty. W takiej sytuacji wyniku testu Immunoblot nie mozna wykorzystaé.

Nieswoisty szum moze wystepowac tylko na fragmencie paska, uniemozliwiajgc interpretacje wynikéw tylko dla
tego fragmentu.

,W roztworze pojawia sie strqt podczas ostatniego kroku rozwoju”: substrat moze rzeczywiscie ulec wytrgceniu
(czarne ptatki) w roztworze buforowym pod koniec rozwoju. To zjawisko nie wptywa na jakos¢ rozwoju, ktory
nalezy kontynuowaé normalnie. Ostatnie przemywanie wodg destylowang eliminuje obecnosé czastek statych.
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