TRICHINELLA ES ce LDBIO « Diagnostics
Western Blot IgG

Diagnostyka in vitro Test immunoblotu
Technika potautomatyczna / reczna

#TRI ES-WB24G: 24 tests
#TRI ES-WB12G: 12 tests
#TRI ES-WB96G: 96 tests

INSTRUKCJA UZYCIA

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

TRICHINELLA ES Western Blot (WB) IgG to test jednorazowego uzytku jakosciowy stuzacy do
diagnozowania serologicznego IgG za pomoca testu Immunoblot na bablowice pecherzykows i hydatidoze
przeznaczony do prowadzenia badan potwierdzajgcych dla dodatnich lub niejednoznacznych wynikéw
uzyskanych w klasycznych badaniach przesiewowych.

ZASADA DZIALANIA TESTU

Technika Western Blot

Antygeny wydzielania/wydalania (ES) Trichinella spiralis, po ich oddzieleniu za pomocg elektroforezy,
zostajg zwigzane poprzez electroblotting z powierzchniag 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 pomocg paska. Swoiste przeciwciata
potencjalnie obecne w prébce wigzg sie selektywnie z antygenami. Nastepnie koniugat fosfatazy alkalicznej i
przeciwciata przeciwludzkiego IgG wigze sie ze zwigzanymi przeciwciatami. Na koniec, immunokompleksy reagujg
z substratem. Antygeny rozpoznane przez swoiste przeciwciata typu IgG obecne w prébkach sg widoczne jako
fioletowe, poprzeczne pasma.

ZAWARTE ODCZYNNIKI

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

ID llos¢ Opis Sktad

Uwrazliwiona nitroceluloza

Pakietly) 24 (12, 4x24) PASKOW: wstepnie Oznaczona kolorami masa czgsteczkowa (kDa):

przyciete + kolorowe wzorce.

R1 1 (Kazdy pakiet i kazdy transfer jest oznaczony Niebieski: 250, Niebieski: 150, Niebieski: 100,
niepowtarzalnym numerem seryjnym) Roézowy: 75, Niebieski: 50, Zielo!'\y: 37, Rozowy:
25, Niebieski: 20, Niebieski: 15, Zétty: 10.
Fiolka 30 (30, 125) ml ROZTWORU Roztwér buforowy + srodek powierzchniowo
R2 1 BUFOROWEGO (Gotowy do uzycia - rozowy

. czynny.
roztwor). ynny

Roztwér buforowy + poliklonalna surowica z
kozim przeciwludzkim IgG skoniugowana z
fosfatazg alkaliczng + NaN3 (<0,1%) +
stabilizatory.

Fiolka zawierajgca 30 (30, 2x60) mL
R3 1 KONIUGATU ANTY IgG (Gotowy do uzycia -
niebieski roztwor).

Fiolka 30 (30, 125) mL SUBSTRATU
R5 1 (Gotowy do uzycia - nieprzezroczysta | Roztwdr buforowy + NBT + BCIP + stabilizatory.
brgzowa fiolka).

Fiolka 60 (60, 250) mL KONCENTRATU DO
PRZEMYWANIA 10X ROZTWOR BUFOROWY Roztwér buforowy + srodek powierzchniowo

R6 1 . . .

(Do_10-krotnego rozcieniczenia _w wodzie | czynny.

destylowanej - bezbarwny roztwor).

Probéwka 200 (200, 2x200) uL DODATNIEJ | Roztwér buforowy + pula prébek ludzkiej
R10 1 SUROWICY KONTROLNE)J surowicy z dodatnig serologig Trichinella + NaN3

(Gotowa do uzycia - czerwony korek). (<0,1%) + 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 wyfacznie
od daty produkcji. Zaleca sie przeprowadzenie testow wieloparametrowych (patrz przedziat Immunoblot
LDBIO) w celu ograniczenia liczby otwartych fiolek i zapewnienia lepszej kontroli jakosci.

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 MATERIALY NIE ZOSTANA ZAPEWNIONE

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

e Platforma kotyszaca do testéw Immunoblot, system prézniowy do ptyndow (wanienki WBPP- 08, ktdre
dostarczamy mogg zostac oprdznione poprzez obrdcenie).

e Probodwki i materiaty do pobierania probek, kolby z podziatka, specjalne pojemniki. Automatyczne pipety,
mikropipety i korcéwki 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 Rekawiczki, pinceta do przenoszenia paskow, obcinak lub skalpel, ptaska przezroczysta linijka.

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

PRZECHOWYWANIE | STABILNOSC

Przechowywaé w temperaturze od 2 do 8 °C. Odczynniki z zestawu zachowujg 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 pokojowe;j.
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SRODKI OSTROZNOSCI DOTYCZACE STOSOWANIA

Bezpieczenstwo stosowania

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

e Nosic kitel laboratoryjny, rekawice i okulary; nie pié, nie jes¢ i nie pali¢ w laboratorium. Nie wktadac pipet do
ust.

e Kontrolg pozytywng jest surowica pochodzenia ludzkiego inaktywowana pod katem wiruséw HIV 1 i 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 tworzyé wybuchowe sole metaliczne z otowiem i miedzia.
Wszelkie rozlane odczynniki sptuka¢ woda.

e Utylizacja odpaddw (probki, korncéwki, ptyn do przemywania, zuzyty odczynnik...) zgodnie z dobrg praktyka
stosowang w branzy i przepisami obowigzujgcymi w danym kraju.

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

Srodki ostroznosci

® Przeczytaj i zinterpretuj wyniki w bezposrednim swietle biatym.

® Zaleca sie stosowanie wszystkich odczynnikéw z tej samej partii. Jesli uzywane sg rdine partie, nalezy
zapewni¢ mozliwosc¢ sledzenia ich losow.

® Paski wykorzystywac w porzagdku numerycznym. Nie tgczy¢ paskdw o réznych numerach seryjnych, transfery
nalezy stosowac kolejno. Przed rozpoczeciem testu nalezy ustali¢ specjalny plan dystrybucji.

® Nie dotykac paskow placami, korzystaé z pincety.

® (Odczynniki nalezy dobrze wymieszaé przed uzyciem, w szczegdlnosci skoncentrowany roztwoér buforowy do
przemywania.

® Zamkna¢ fiolki po uzyciu, nie uzywa¢, jesli do odczynnikéw wprowadzono przypadkiem inng substancje. Nie
uzywac odczynnika z fiolki noszgcej oznaki wycieku. Nie uzywaé roztworu metnego lub ze strgtem.

® Stosowac wyfacznie korcdwki pipety przeznaczone do jednorazowego uzytku. Unikaé skazenia pomiedzy
poszczegdlnymi kanatami. Obserwowac koricdwki pod katem tworzenia sie piany i pecherzykdw powietrza w
ich wnetrzu (skazenie bakteryjne fiolek z odczynnikiem).

® Kuwety inkubacyjne czy$ci¢ woda destylowang (w zadnym przypadku nie stosowaé detergentéw ani
wybielacza).

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

POBIERANIE PROBEK

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

Prébki nalezy utrzymywacé w temperaturze 2-8 °C do czasu ich przetwarzania. Jezeli prébki majg by¢
przechowywane dtuzej niz tydzien, nalezy je zamrozi¢ w temperaturze -20 + 5 C. Nie uzywac skazonych probek.
Unikac kilkukrotnego zamrazania i rozmrazania probek.

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

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

Roztwdr buforowy do przemywania: Do 4 testéw, w czystej butelce, rozciericzy¢ 10 mL koncentratu do
przemywania 10X (R6) w 90 mL wody destylowanej lub dejonizowanej. Uwazaj, aby dobrze wymieszac
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rozcienczony bufor.

PROCEDURA PROWADZENIA TESTU

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

1.

10.

11.

12.

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 wynikéw
paskéw z testu typu blot o innym numerze seryjnym.

Pocigé odpowiednig ilos¢ paskow (R1) za pomocy skalpela i czystej, ptaskiej, przezroczystej linijki,
utrzymuijgc niebieska linie pozycjonujgcg na paskach: mocno przytrzymac paski w miejscu za pomoca 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 odczeka¢, aby paski sie
ponownie nawodnity na powierzchni przez ok. 2 minuty, tak aby numer byt widoczny na gérze, NASTEPNIE
delikatnie potrzasna¢ kuwetg, aby catkowicie zanurzyc je w roztworze buforowym.

Roztozy¢ probki i dodatnie probki kontrolne zgodnie z planem dystrybucji, po 25 ul na kanat. Delikatnie
potrzgsngc kuwetq po kazdym natozeniu. Umiesci¢ kuwete na platformie kotyszace;j.
Inkubowac przez 90 minuty + 5 minuty w temp. 20-26 °C.

Krok przemywania: Oprozni¢ kanaty za pomocg pipety Pasteura lub poprzez odwrécenie kuwety
inkubacyjnej. Natozy¢ 2 do 3 mL rozcienczonego roztworu buforowego do przemywania do kazdego kanatu.
Inkubowa¢ na platformie kotyszgcej przez 3 minuty. Powtdrzy¢ dwukrotnie, nastepnie oprézni¢ zawartosé
kanatéw. Zwrécié uwage na to, aby paski nie odwrdcity sie podczas tych krokdw.

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: powtorzyé krok 6.

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

Bez wzgledu na parametr monitorowac rozwdj koloru. Rozwéj mozna zatrzymad, jesli kolor w tle paska
ciemnieje do punktu, w ktédrym odczyt jest utrudniony (jakos¢ krokéw przemywania ma istotny wptyw na
kolor w tle). Prosze pamietac, ze paski bedg jasnie¢ w miare wysychania.

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

Suszenie paskéw: Kiedy kanaty bedg nadal wypetnione wodg, chwyci¢ paski pincetg za nienumerowany
koniec i potozy¢ 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 zakorczeniu suszenia.

Przechowywanie: Przenies¢ paski na arkusz papieru, ktéry zostanie uzyty do ich archiwizacji. Wyréwnac¢

linie pozycjonujgce. Przytrzymujgc je w miejscu za pomocg ptaskiej linijki, przyklei¢ gorng czes¢ paskow
przejrzysta tasma samoprzylepna.

WB-TRI ES vs17 pl




W celu zapewnienia dobrej interpretacji, paski nalezy uporzadkowa¢ wedtug transferu i w porzadku
numerycznym, w odlegtosci maksymalnie kilku milimetrow od siebie. Porownywania paskow znajdujgcych
sie od siebie w duzej odlegtosci (np. nr 2 z nr 15) nie jest wiarygodne. Niebezpieczne jest (fatszywe wyniki)
poréownywanie paskéw z réznych zestawow (paski o réznych numerach seryjnych).

KONTROLA JAKOSCI | INTERPRETACIA

Kontrole surowicy (R10) dotagczong do zestawu nalezy systematycznie wtgcza¢ 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 wynikéw 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 zawiera pasma mieszczace sie pomiedzy 37 a 140 kDa. W praktyce i dla uproszczenia,
do odczytu wybiera sie jedynie obszar o niskiej masie czgsteczkowej (37 and 50 kDa).

3 pasma s systematycznie obecne przy 37, 41 i 50 kDa. Z tego wzgledu nazywajg sie one: P37, P41 i
P50. Pasma P37 i P41 sg bardziej intensywne. Pasmo P50 jest najczesciej blade.

Masa "
czasteczkowa
(kDa)

L

50 —
41 - -
37 >

Rys. 1: Przyktad wyniku dodatniego

Profile sg podane jako przyktadowe. Paski oznaczone sg literg "F" wtasciwg dla parametru z partii "05011".

Interpretacja

Rownoczesna obecnos¢ 3 pasm P37, P41 i P50 wskazuje na wtosien.

Aby przeprowadzi¢ walidacje wynikdéw, nalezy za kazdym razem poréwnac wynik Immunoblot kazdej probki z
wynikiem dodatniej kontroli R10. Aspekt pasm jest wazny podczas interpretacji testu.
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OGRANICZENIA ZASTOSOWANIA

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

e  Wyniki 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.

WYDAJNOSC (patrz bibliografia)

Ocena parametréw zestawu TRICHINELLA ES WB IgG (antygen T. spiralis ES) zostata przeprowadzona
przez niezalezne laboratorium i poréwnana z poprzednig wersjg zestawu diagnostycznego LDBIO (catkowity
antygen - Trichinella WB IgG ) oznaczonego jako: REFERENCYJNY test WB dostepny na rynku od 2001 r.

Czutosc (Se)
Badana préba odpowiada 80 probkom surowicy od pacjentow cierpigcych na wtosien.

Czutos¢ referencyjnego testu WB = 98,8%
Czuto$¢ TRICHINELLA ES WB IgG = 97,5%

Swoistos¢ (Sp)

Byta ona testowana na 165 probkach surowicy pacjentéw wykazujgcych helmintoze z duzym
prawdopodobienstwem wystgpienia reakcji krzyzowych: Toxocara (34), schistosomatoza (34), filaria (5),
bgblowica (17) motylica watrobowa (2), wegorczyca (5), wagrzyca (27) oraz inne schorzenia
autoimmunologiczne: czynnik reumatoidalny (9), przeciwciata Autau (32).

Swoistosc referencyjnego testu WB = 95,7%
Swoistos¢ TRICHINELLA ES WB 1gG = 96,4%

Uwaga: Systematyczne badanie 500 prébek od dawcdw krwi wykazato 2,4% wystepowanie serologii dodatnich
przy zastosowaniu zestawu TRICHINELLA ES WB IgG. W przypadku referencyjnego testu WB ta wartos¢ wynosi
6,4%. Te wyniki, ktére czesto majg stabe intensywnosci, lecz sg niemniej jednak zaskakujace zostaty
opublikowane w 2011 r. podczas 13. kongresu ICT (International Congress on Trichinellosis). Wyjasnienie nalezy
jeszcze znalezé.

Whiosek
Korelacja miedzy WB Echinococcus a stanem klinicznym jest doskonata.

Czutos¢ Se = 97,5% [CI95 91,2 - 98,5%]
Swoistos¢ Sp = 96,4% [CI95 90,4 - 99,6%]

Przedziaty ufnosci obliczane sg zgodnie z metodg Wilsona z poprawka na ciggtosc.
Odtwarzalnos¢

Przetestowano odtwarzalnos¢ 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 wynikow uzyskanych z takich prdobek.

ROZWIAZYWANIE PROBLEMOW

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

WB-TRI ES vs17 pl



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

,Szum jest istotny i bardzo utrudnia odczyt”: Przemywanie byto niewystarczajgce lub ostatnia inkubacja trwata
zbyt dtugo. Zapewni¢ dobre techniki testowania, przestrzegaé czaséw przemywania i zapewni¢ odpowiednia
jakos¢ wody. Skrécic czas ostatniej inkubacji. W wyjatkowych sytuacjach, pewne probki surowicy moga reagowac
W sposOb nieswoisty. W takiej sytuacji wyniku testu Immunoblot nie mozna wykorzystac.

Nieswoisty szum moze wystepowac tylko na fragmencie paska, uniemozliwiajac interpretacje wynikow tylko dla
tego fragmentu.

,W roztworze pojawia sie strqt podczas ostatniego kroku rozwoju”: substrat moze rzeczywiscie ulec wytraceniu
(czarne ptatki) w roztworze buforowym pod koniec rozwoju. To zjawisko nie wptywa na jakosé rozwoju, ktéry
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