CYSTICERCOSIS C€ LDBIO ¢ piagnostics
Western Blot IgG

Diagnodstico in vitro Ensaio Immunoblot
Técnica manual / semi-automatica

#CYS-WB24G : 24 testes
#CYS-WB12G : 12 testes
#CYS-WBI96G : 96 testes

INSTRUCOES DE UTILIZACAO

Encontre mais informacdes e instrugdes de uso no seu idioma no nosso site
www.ldbiodiagnostics.com
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UTILIZACAO PRETENDIDA

CYSTICERCOSIS Western Blot (WB) IgG é um teste qualitativo de uso Unico de diagnéstico serolégico de
IgG por immunoblot para a cisticercose, concebido para ser um teste confirmatdrio de um resultado positivo ou
equivoco obtido através dos testes classicos de despiste. Pode ser efetuado em soro, liquido cefalorraquidiano
(LCR).

PRINCIPIO DO TESTE

Técnica de Western Blot

Os antigénios (extrato de cisticercos de Taenia solium de origem suina), uma vez separados por
eletroforese, sdo ligados por electroblotting a superficie de uma membrana de nitrocelulose (a que se chama a
transferéncia) cortada em 24 tiras numeradas de 1 a 24.

Conducgao do teste

Cada amostra de soro (ou LCR) a testar é incubada separadamente com uma tira. Os anticorpos anti-
cisticercos potencialmente presentes na amostra ligam-se seletivamente aos antigénios de cisticercos. O
conjugado fosfatase alcalina-anti 1gG humana liga-se entdo aos anticorpos anti-cisticercos. Por fim, os
imunocomplexos reagem com o substrato. Os antigénios reconhecidos pelos anticorpos anti-cisticercos do tipo

IgG presentes nas amostras sdo revelados como bandas transversais de cor roxa.

REAGENTES FORNECIDOS COM O KIT

Padrdo: embalagem de 24 testes (#CYS-WB24G)
italic: embalagem de 12 testes (HCYS-WB12G) - bold: Embalagem de 96 testes (#CYS-WB96G).

ID | Quant. Descrigao Composigao
o . Nitrocelulose sensibilizada.
Pasta(s) de 24 (12, 4x24) TIRAS: padrdes pré-cortados .
+ coloridos Peso molecular colorido (kDa):
R1 1 (Cada aste; e cada transferéncia é identificada por um Azul: 250, Azul: 150, Azul: 100, Rosa: 75, Azul:
, P R P 50, Verde: 37, Rosa: 25, Azul: 20, Azul: 15,
numero de série Unico)
Amarelo: 10.
R2 1 Frasco de 3(.).(30' 125) Enl de TAMPAO DA AMOSTRA Tampdo + surfactante + NaN3 (<0,1%).
(Pronto a utilizar - solugdo rosa).
Frasco(s) de 30 (30, 2x60) ml de CONJUGADO ANTI IgG | | 2P0 * conjugado de soro de cabra policlonal
R3 1 o o anti-lgG humana com fosfatase alcalina + NaN3
(Pronto a utilizar - solugdo azul). .
(<0,1%) + estabilizantes.
RS y | Frascode30(30,125) mi de SUBSTRATO Tamp&o + NBT + BCIP + estabilizantes
(Pronto a utilizar - frasco castanho opaco).
Frasco de 60 (60, 250) ml de TAMPAO DE LAVAGEM
R6 1 CONCENTRADO 10x Tampao + surfactante.
(A diluir 10 vezes em agua destilada - solugdo incolor).
Tubo de 200 (200, 2x200) pl de SORO DE CONTROLO | Tampdo + conjunto de soros humanos positivos
R10 1 POSITIVO para cisticercose por serologia + NaN3 (<0,1%) +
(Pronto a utilizar - tampa vermelha). estabilizantes.

R1: A letra antes de cada nimero de tira é especifica para o parametro.

R2, R3, R5 e R6 sdao comuns a todos os kits e possuem um numero de lote Unico, dependendo apenas da sua data
de producio. E recomendado efetuar séries multiparamétricas (ver gama de immunoblot LDBIO) a fim de limitar
o numero de frascos abertos e de assegurar um melhor controlo de qualidade.

R10 é calibrado em immunoblot de acordo com um lote de referéncia e é dedicado apenas a esta técnica.
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R3, R10 (NaN3): EUH 032 - Em contacto com acidos liberta gases muito toxicos.

EUH 210 Ficha de seguranca fornecida a pedido bem como no nosso site www.ldbiodiagnostics.com.

MATERIAL NECESSARIO MAS NAO DISPONIBILIZADO

e Tabuleiros de incubagdo multicanal em polipropileno para mini-blots (#WBPP-08 ou equivalente).

e Plataforma oscilatéria para immunoblots, sistema de vacuo para liquidos (os tubos #WBPP-08 que
fornecemos podem ser esvaziados por simples inversado).

e Tubos e material para recolher as amostras, cilindros graduados, contentores adaptados.
Pipetas automaticas, micropipetas e pontas descartdveis (volumes de 25 pl, 1,2 ml e 2 ml).

e Agua destilada ou desionizada. Papel absorvente (por ex. papel de filtro Whatman), fita adesiva
transparente.

e Luvas, pinga para manipular as tiras, cortador ou bisturi, régua plana transparente.

Nota: Os nossos reagentes podem ser utilizados num processador automatico de immunoblots. Devem tomar-se
precaugdes relativamente a possiveis contaminag¢des quimicas dos nossos reagentes se o processador for
partilhado com reagentes de outro fabricante (exemplo conhecido: contaminagdo por TWEEN 20) e a possiveis
contaminagdes bacterianas. Frascos de reserva para o processador. Depois do processamento, ndo voltar colocar
os restos de reagentes utilizados nos frascos originais.

CONSERVACAO E ESTABILIDADE

Conservar entre 2 e 8 2C. Os reagentes do kit sdo estaveis até a data de validade indicada na embalagem
exterior e nos rétulos dos frascos. Ndo use reagente contaminado ou turvo. O tampdo de lavagem diluido a 1:10 é
estavel durante 2 meses a +2 a +8 2C e uma semana a temperatura ambiente.
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CUIDADOS NA UTILIZAGAO

Seguranga

Apenas para utilizagdo in vitro. Apenas para uso profissional. Apenas para pessoal treinado tecnicamente.
Manusear de acordo com as Boas Praticas Laboratoriais e considerar todos os reagentes e todas as
amostras como potencialmente tdxicos e/ou infecciosos.

Usar bata, luvas e 6culos: ndo beber, comer ou fumar no laboratério. Ndo pipetar com a boca.

O controle positivo é um soro de origem humana que foi inativado para os virus HIV 1 e 2, hepatite B e
hepatite C. Contudo, deve ser manuseado como um produto potencialmente infeccioso.

O substrato contém uma mistura de NBT e BCIP, toxica por contacto (pele e mucosas) e por inalagao.

Os reagentes contém azida de sédio, que pode formar sais metalicos explosivos com o chumbo e o cobre.
Enxaguar qualquer derrame com agua.

Eliminar os residuos (amostras, pontas, tubos, liquido de lavagem, reagentes usados, ...) de acordo com as
boas praticas utilizadas na industria e as regulamentagdes atuais do pais.

Qualquer incidente grave deve ser objeto de declaragdo ao fabricante e as autoridades competentes.

Cuidados

Leia e interprete os resultados sob luz branca direta.

E preferivel utilizar todos os reagentes de um mesmo lote. Se forem utilizados lotes diferentes, assegurar a
rastreabilidade.

Utilizar as tiras por ordem numérica. Ndo misturar tiras com diferentes numeros de série; utilizar as
transferéncias em sequéncia. Estabelecer um plano de distribuicdo especifico antes de iniciar o teste.
N3o tocar nas tiras com os dedos; utilizar uma pinga.

Os reagentes devem ser bem misturados antes da utilizagcdo, em especial o tampao de lavagem
concentrado.

Fechar os frascos apds a utilizagdo; ndo utilizar se tiver ocorrido introdugao acidental de uma substancia
nos reagentes. Ndo utilizar reagente de um frasco que apresente sinais de vazamento. N3do utilizar
solugdes turvas ou precipitadas.

Utilizar apenas pontas de pipeta descartaveis. Evitar qualquer contaminac3o entre canais. Ter atencdo a

formacdo de espuma ou bolhas nas pontas de pipeta (contaminacdo bacteriana dos frascos de reagentes).

Lavar os tabuleiros de incubacdo apenas com dgua limpa seguida de dgua destilada (nunca utilizar

detergente ou lixivia).

A omissdo de uma amostra ou a distribuicao de um volume inadequado pode tornar o teste negativo ou
positivo, independentemente do seu verdadeiro estado.

RECOLHA DE AMOSTRAS

Colher as amostras em tubos secos, de forma assética. E necessario um minimo de 25 pl de soro ou LCR.

Nos casos de LCR, o uso de 50 pl aumentara a sensibilidade do teste.

Manter as amostras a 2 a 8 2C até serem processadas. Se for necessario armazena-las por mais de uma

semana, congelar as amostras a -20 = 5 °C. Ndo utilizar uma amostra contaminada. Evitar congelar e descongelar
as amostras repetidamente.

Embora ndo tenha sido observada nenhuma reagao cruzada especial com soro hemolizado, ictérico ou

lipidico, é recomendado interpretar os resultados da utilizacdo deste tipo de amostras com cuidado.

PREPARAGCAO DOS REAGENTES

Tampado de lavagem: Para 4 testes, num frasco limpo, diluir 10 ml de concentrado de lavagem 10x (R6)
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10.

11.

12.

em 90 ml de agua destilada ou desionizada. Tenha o cuidado de misturar bem o tampao diluido.

PROCEDIMENTO DO TESTE

Nota importante: E recomendado efetuar séries multiparamétricas (ver gama de immunoblot LDBIO) a fim de
limitar o numero de frascos abertos e de assegurar um melhor controlo de qualidade.

Preparar o plano de distribuicdo das amostras e do controlo positivo C+ (R10).

O teste so pode ser tecnicamente validado e a identificacdo feita, para um determinado nimero de série, ou reveladas as
bandas especificas, através da utilizagdo deste controlo. Uma tira C+ ndo pode ser usada para interpretar os resultados das
tiras de um blot com um numero de série diferente.

Cortar o nimero necessario de tiras (R1) utilizando um bisturi e uma régua plana transparente limpa e seca, mantendo a
linha azul de posicionamento nas tiras: manter as tiras firmemente no seu lugar com a régua e corta-las pelo lado da tensdo
(os numeros sdo visiveis através da régua).

Distribuir 1,2 ml de tamp&do da amostra (R2) em cada canal, de acordo com o plano estabelecido.

Deixe as tiras se reidratarem na superficie do tampé&o por aproximadamente 2 minutos, com o nimero visivel no topo,

ENTAO, agite suavemente a bandeja para mergulhé-las totalmente no tamp3o

Distribuir as amostras e controlo(s) positivo(s): de acordo com o plano de distribuicdo, a uma taxa de 25 pl por canal (de
preferéncia 50 pl para LCR). Agitar suavemente o tabuleiro apds cada dispensa. Colocar o tabuleiro numa plataforma
oscilatdria a temperatura ambiente.

e Soro: Incubar durante 90 min 5 min a 20 a 26 °C.
e LCR: Incubar durante a noite (16 horas +/- 2h) a 20 a 26 °C. Vocé deve cobrir a bandeja de incubagdo com
um filme para evitar a dessecacao.

Passo de lavagem: Esvaziar o contetdo dos canais com uma pipeta de Pasteur ou voltando o tabuleiro de incubagdo ao
contrario. Verter 2 a 3 ml de tampdo de lavagem diluido em cada canal. Incubar na plataforma oscilatéria durante 3 min.
Repetir duas vezes e, em seguida, esvaziar o contetdo dos canais. Assegurar que as tiras ndo se voltam durante estes passos.

Verter 1,2 ml de conjugado anti IgG (R3) em cada canal. Colocar o tabuleiro na plataforma oscilatéria.
Incubar durante 60 min. £ 5 min. a 20 a 26 °C.

Passo de lavagem: repetir o passo 6.

Deitar 1,2 ml de substrato NBT/BCIP (R5) em cada um dos canais. Colocar na plataforma oscilatéria e proteger da luz direta.
Incubar durante 60 min. £ 5 min. a 20 a 26 °C.

Independentemente do pardmetro, monitorizar a revelacdo da cor. A revelacdo pode ser interrompida se a cor de fundo da
tira escurecer de tal modo que a leitura seja dificil (a qualidade dos passos de lavagens possui uma influéncia fundamental
na cor de fundo). Ter em atencgdo que as tiras ficardo mais claras quando secas.

Interromper a reagdo, aspirando o substrato com uma pipeta de Pasteur ou voltando a tina de incubagdo ao contrario e
deitando 2 ml de agua destilada nos canais. Repetir este tltimo passo de lavagem mais uma vez.

Secagem das tiras: Com os canais ainda cheios de agua, pegar nas tiras pela extremidade numerada utilizando uma pinga e
deposita-las, com o numero visivel, sobre um papel absorvente de Whatman. Deixar secar ao ar. A cor das tiras aclarara
naturalmente enquanto secam. A interpretagao sé deve ser feita depois de concluida a secagem.

Conservacdo: Transferir as tiras para uma folha de papel, que serd utilizada para as arquivar. Alinhar as linhas de
posicionamento. Mantendo-as no lugar com a régua plana, colar a extremidade superior das tiras com a fita adesiva
transparente.

Para uma boa interpretacdo, as tiras deve ser ordenadas por transferéncia e pela sua ordem numérica, espagadas com um
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maximo de alguns milimetros entre si. Ndo é fidvel comparar tiras que estejam muito afastadas (por ex. a n2 2 com a n2 15).
E perigoso (resultados falsos) comparar tiras de diferentes kits (tiras com nimeros de série diferentes).

CONTROLO DE QUALIDADE E INTERPRETAGAO

O controlo do soro (R10) disponibilizado com o kit deve ser sistematicamente incluido em qualquer série
de immunoblot. Ele mostra o perfil tipico e permite a validagdo técnica da boa execugdo do teste (as bandas devem
aparecer muito distintamente na tira) e calibrar exatamente a posi¢do e aspeto das bandas especificas de modo a
permitir a interpretac¢do dos resultados das tiras da mesma transferéncia (mesmo nimero de série).

Nota Bene: O perfil de controle positivo (R10) pode variar de acordo com o nimero de lote dos reagentes
utilizados. As imagens correspondentes estao disponiveis no nosso website www.ldbiodiagnostics.com como
exemplo.

Descrigcao das bandas

Uma amostra positiva pode apresentar diversas bandas situadas entre 2 e 200k Kilo-Daltons (KDa). Na
pratica, e por motivos de especificidade, apenas a zona de 6 a 55 kDa é retida para a leitura.

Nesta zona, 5 bandas estdo mais comummente presentes nos seguintes pesos moleculares (kDa) 6-8, 12,
23-26, 39, 50-55. Sdo denominadas: P6-8, P12, P23-26, P39 e P50-55.

Pesos

Moleculares
(kDa)
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Fig. 1: Exemplos de resultados positivos e negativos
Os perfis sdo dados como exemplos. As tiras sdo marcadas com a letra "E" especifica do pardmetro do lote "04010".

Aspeto das bandas

As bandas P6-8 e P23-26 podem aparecer sob a forma de uma so banda larga ou de uma banda dupla. A banda
P50-55 apresenta-se classicamente sob a forma de uma banda larga de contorno bastante impreciso.
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ObservacgGes importantes - Na Pratica (ver Fig. 1):
As zonas 6-26 kDa e 39-55 kDa sdo as mais especificas, as mais facilmente legiveis e interpretaveis.

A zona intermédia, delimitada pelas bandas P23-26 e P39, ndo é totalmente especifica da cisticercose (reagoes
cruzadas frequentes em particular com outras helmintiases e o paludismo P.falciparum).

Interpretacao

A presenga de, no minimo, 2 bandas bem definidas entre as 5 anteriormente descritas, P6-8, P12, P23-26, P39, e
P50-55, é indicativa de uma cisticercose no soro e de uma neurocisticercose no LCR.

Exemplos acima: « + » = neurocisticercose - 8, 14, 11 = hidatidose 7 = Equinococose alveolar.

Observagao: A tira 7 apresenta o aspeto nao especifico “Mikado” descrito § “Resolugdo de problemas”.

Para validar os resultados, compare sempre o perfil do immunoblot de cada amostra com o do controlo positivo
R10. O aspeto das bandas é importante para a interpretagdo do teste.

LIMITACOES DE UTILIZACAO

e Odiagndstico de uma doenca infecciosa ndo pode ser estabelecido com base em um Unico resultado de teste.

e Os resultados seroldgicos devem ser interpretados de acordo com as informacdes disponiveis (por exemplo,
epidemiologia, clinica, imagem, biologia, etc.) de forma a estabelecer um diagnéstico. Ndo devem ser
utilizados como base para o diagndstico apenas com base na sua positividade.

DESEMPENHOS (VER REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS)

Sensibilidade

A avaliagdo foi realizada em 79 amostras (70 soros e 9 LCR) positivos segundo os critérios clinicos,
epidemioldgicos, radioldgicos e/ou seroldgicos.
77 amostras, das quais 9 de LCR sdo consideradas positivas. Sensibilidade Se = 97,5%

Especificidade

A avaliagdo teve lugar em 95 amostras, incluindo 81 soros de doentes atingidos pelas seguintes infec¢Ges
parasitarias: Toxocara canis (7), Trichinella spiralis (14), Toxoplasma gondii (7), Filarioses (7), Fasciola hepatica (4),
Echinococcus granulosus (14), E. multilocularis (14), Schistosoma (14) e 14 soros de doentes atingidos por doengas
autoimunes: Fator reumatoide RF+ (7), Anticorpos anti-nucleares ANA+ (7).

Todos foram considerados negativos. Especificidade Sp = 100%

Nota: certas amostras apresentam bandas isoladas, finas, que ndo devem ser confundidas com bandas especificas
(ver exemplos na pag. 5). Em particular, o aspeto caracteristico (largo e difuso) da banda P50-55 permite
diferencia-la das bandas finas por vezes encontradas a este nivel com soros de equinococose, hidatidose ou
esquistossomiase.

Conclusdo
A correlagdo entre a cisticercose de WB e o estado clinico é excelente.

Sensibilidade Se = 97,5% [1C95: 90,3 - 99,6%]
Especificidade Sp = 100% [I1C95: 95,1 - 100%)]

Os intervalos de confianca sdo calculados de acordo com o método de Wilson com correcgdo de continuidade.
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Reprodutibilidade

Foi testada a reprodutibilidade inter-série e inter-lote. Em ambos os casos, a correlagdo soro a soro
relativamente as bandas especificas é excelente.

Interferéncias

Embora ndo tenha sido observada nenhuma reagdo cruzada especial com soro hemolizado, ictérico ou
lipidico, é recomendado interpretar os resultados da utilizagao deste tipo de amostras com cuidado.

RESOLUCAO DE PROBLEMAS

"As bandas estdo pdlidas, com pouco contraste": Certos soros com baixas concentragdes de anticorpos podem
dar este tipo de resultados.

"Sdo visiveis dreas sombreadas, mais ou menos coloridas, ligeiramente difusas": A tira ndo foi totalmente
mergulhada num dos reagentes e ndo incubou corretamente ao longo de todo o seu comprimento. Também
podem ocorrer manchas nos locais onde a amostra foi depositada se o tabuleiro ndo tiver sido agitado apds a
distribuicdo.

"0 ruido de fundo é significativo, tornando a leitura muito dificil": As lavagens foram insuficientes ou a ultima
incubagado foi demasiado longa. Assegurar boas técnicas de desempenho do teste, respeitar os tempos de lavagem
e assegurar a boa qualidade da dgua. Reduzir o tempo da dltima incubagdo.
Excecionalmente, alguns soros poderdo reagir de modo inespecifico. O ruido de fundo que pode por vezes
assumir um aspeto estriado do tipo “mikado” (ver exemplo Fig. 1 tira n°7) que torna a leitura do imunoblot muito
dificil. Neste caso, o resultado do immunoblot ndo pode ser utilizado.

Este ruido de fundo inespecifico pode envolver apenas parte da tira, invalidando a interpreta¢do dos resultados
apenas para aquela porgao.

"Aparece um precipitado na solugcdo durante o ultimo passo da revelag¢éio": o substrato pode, efetivamente,
precipitar parcialmente (flocos pretos) no tampao no final da revelagdo. Este fendmeno ndo altera a qualidade da
revelacdo, que deve ser continuada normalmente. A ultima lavagem com agua destilada elimina as eventuais
particulas sdlidas presentes.
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NOTIFICACAO DE ACTUALIZACAO - Por favor, leia atentamente

DATA DE ~ o
LANCAMENTO VERSAO RESUMO DA MODIFICACAO
Remocdo do aviso de seguranca R5 - Tempo de
06/08/2021 Vs 19 incubagdo nocturna - Endereco de e-mail de contacto —
NaN3 EUH 032
30/11/2022 Vs20 Novo enderego
05/04/2023 Vs21 R6 sem NaN3. Tira identificada pela letra. Possivel
utilizacdo de reagentes de diferentes lotes.
24 Av. Joannes MASSET — 69009 LYON - FRANCE
LDBIO ¢« Diagnostics

Tel : +33(0)4 7883 3487 — Fax:+33(0)4 7883 3430

www.ldbiodiagnostics.com — info@Idbiodiag.com
NF EN ISO 13485
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