FASCIOLA ES C€ LDBIO ¢ piagnostics
Western Blot IgG

in vitro Test imunoblot
Tehnica semi-automata / manuala

#FAS ES-WB24G: 24 teste
HFAS ES-WB12G: 12 teste
HFAS ES-WB96G: 96 teste

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

Gasiti mai multe informatii si instructiuni de utilizare in limba dvs. pe site-ul nostru
www.ldbiodiagnostics.com

WB-FAS ES vs19 ro



SCOPUL UTILIZARII

Testul FASCIOLA ES Western Blot (WB) IgG este un test calitativ de o singura utilizare pentru diagnoza
serologica IgG printr-un Test Imunoblot de fascioloza utilizat pentru confirmarea testarii in cazul unui rezultat
pozitiv sau echivoc obtinut prin intermediul testelor clasice de screening.

PRINCIPIUL TESTULUI

Tehnica Western Blot

Antigenii excretori/ secretori (ES) de Fasciola hepatica, odata separati prin electroforeza, sunt legati prin
electroblotare pe suprafata unei membrane de nitroceluloza (denumit transfer) taiata in 24 de benzi numerotate
delalla?24.

Desfasurarea testului

Fiecare specimen folosit |a testare este incubat separat cu o banda. Anticorpii specifici potential prezenti
in esantion se leagd in mod selectiv de antigeni. Fosfataza alcalina - anti-IgG uman se conjuga, apoi se leaga de
anticorpii legati. n cele din urma, imunocomplexurile reactioneazi cu substratul. Antigenii recunoscuti de
anticorpii specificii ai tipului de IgG prezent in esantion sunt evidentiati ca linii transversale de culoare mov.

REACTIVII FURNIZATI TMPREUNA CU KIT-UL

Implicit: pachet de 24 de teste (#FAS ES-WB24G)
Italic: pachet de 12 teste (#FAS ES-WB12G) — Bold: pachet de 96 teste (#FAS ES-WB96G)

ID Cant Descriere Compozitie

Ni luloza ibilizata.
Pachet(e) de 24 (12, 4x24) BENZI: pretsiate + | N rocelulozd sensibilizats.

Greutate moleculara colorata (kDa):
Standarde culoare.

R1 ! (Fiecare pachet si fiecare transfer este identificat Albastru 250, Albastru: 150, Albastru: 100, Roz: 75,
P ’ Albastru: 50, Verde: 37, Roz: 25, Albastru: 20,

printr-un numar de serie un|c) Albastru: 15, Galben: 10.

Fiola de 30 (30, 125) mL de SOLUTIE-TAMPON PROBA

R2 1 (Gata de utilizare - solutie roz). Solutie tampon + surfactant.
Fiol3(e) de 30 (30, 2x60) mL de CONJUGAT ANTI IgG | S0!uti€ tampon + seruri anticorpi policlonali de capra
R3 1 . . N anti IlgG uman conjugate cu Fosfataza Alcalind + NaN3
(Gata de utilizare - solutie albastra). i .
(<0.1%) + stabilizatori.
Rs | 1 | Fiolade30(30,125) mLde SUBSTRAT Solutie tampon + NBT + BCIP + stabilizatori.

(Gata de utilizare - fiola maro opaca).

Fiold de 60 (60, 250) mL de CONCENTRAT DE SPALARE
R6 1 10X SOLUTIE TAMPON Solutie tampon + surfactant.
(A se dilua de 10 ori in apa distilata - solutie incolora).

Tub de 100 (100, 2x100) L de SER DE CONTROL Solutie tampon.+ poollde seruri umane pozitive
R10 1 POZITIV pentru serologie Fasciola + NaN3 (<0.1%) +

(Gata de utilizare - capac rosu). stabilizatori.

R1: Litera de dinaintea fiecarui numar de banda este specifica parametrului.
R2, R3, R5 si R6 sunt comuni la toate kiturile si au un numar de lot unic in functie de data productiei lor. Se
recomanda testarea multiparametru (vezi domeniul imunoblot LDBIO) pentru limitarea numarului de fiole

deschise si pentru a asigura un control mai bun al calitatii.

.R10 este calibrat in imunoblot conform unui lot de referinta si este dedicat doar acestei tehnici.
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R3, R10 (NaN3): EUH 032 - Contactul cu acizii elibereaza un gaz extrem de toxic

EUH 210 Fisa de date de siguranta este disponibila la cerere, precum si pe website-ul nostru
www.ldbiodiagnostics.com

ALTE MATERIALE NECESARE, DAR NEFURNIZATE

e  Tavi multi-canal de incubatie din polipropilena pentru mini-bloturi (#WBPP- 08 sau echivalent)

e Platforma oscilantda pentru imunobloturi, sistem de vidare pentru lichide (tavile #WBPP-08 pe care le
furnizam pot fi golite prin simpla lor rasturnare)

e Tuburi si materiale pentru extragerea esantioanelor, cilindri gradati, containere adaptate. Pipete automate,
micropipete si varfuri de unica folosinta (in volume de 10 pl, 1,2 ml si 2 ml)

e Apa distilata sau deionizata. Hartie absorbantd (de ex: filtru de hartie Whatman), banda adeziva
transparenta.

e Manusi, pensete pentru manevrarea benzilor, cuttere sau scalpele, rigla transparenta plata.

Nota: Reactivii nostri pot fi folositi intr-un procesor automat de imunobloturi. Atentie la posibilele contaminari
chimice ale reactivilor nostri daca procesorul este utilizat si pentru reactivi de la un alt fabricant (exemple
cunoscute: contaminare cu TWEEN 20) si la contaminarile bacteriene. Rezervati fiole pentru procesor. Dupa
procesare, nu puneti la loc in fiolele originale reactivii folositi care au ramas.

DEPOZITARE SI STABILITATE

Depozitati la o temperatura intre 2 si 8°C. Reactivii din kit sunt stabili pana la data de expirare indicata pe
cutia exterioara si pe etichetele fiolelor. Nu utilizati reactiv contaminat sau tulbure. Solutia tampon concentrata
1/10 este stabila timp de 2 luni la temperaturi intre +2 si +8°C si o sdptamana la temperatura camerei.
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MASURI DE SIGURANTA LA UTILIZARE
Siguranta

e Doar pentru utilizare in vitro. Numai pentru uz profesional. Numai pentru personalul instruit tehnic.
Manipulati in conformitate cu Bunele Practici de Laborator si considerati orice reactiv si orice esantion ca
avand potential toxic si/sau infectios.

e Folositi un halat de laborator, manusi si ochelari; nu beti, mancati sau fumati in laborator. Nu folositi gura
pentru a absorbi prin pipeta.

e Martorul pozitiv este un ser de origine umana care a fost inactivat pentru virusurile HIV 1 si 2, hepatita B si
hepatita C. Cu toate acestea, trebuie tratat ca un produs cu potential infectios.

e Substratul contine un amestec de NBT si BCIP, toxice la contract (piele si membrane mucoase) si la inhalare.

e Reactivii contin azida de sodiu care poate forma saruri metalice explozive la contactul cu plumbul si cuprul.
Clatiti orice scurgere cu apa.

e Eliminati deseurile (esantioane, varfuri, tuburi, lichid de spalare, reactiv folosit...) in conformitate cu bunele
practici folosite in industrie si cu regulamentele existente in tara.

e Orice incident grav trebuie sa faca obiectul unei declaratii catre producator si autoritatea competenta.

Precautiuni

o Cititi si interpretati rezultatele sub lumina alba directa.

e Este preferabil sa se utilizeze toti reactivii din acelasi lot. in cazul in care se utilizeaza loturi diferite, asigurati
trasabilitatea.

e Folositi benzile in ordinea numerelor. Nu amestecati benzile cu numere de serie diferite; folositi transferurile
prin succesiune. Stabiliti un plan specific de distributie Thainte de a incepe testul.

e Nu atingeti benzile cu degetele; folositi pensete.

e Reactivii trebuie amestecati bine nainte de utilizare, mai ales solutia tampon concentrata.

o Tnchideti fiolele dup3 utilizare; nu folositi dacd o substantd a fost introdusa accidental in reactivi. Nu folositi
reactivi dintr-o fiola care prezintd urme de scurgere. Nu folositi solutii tulburi sau precipitate.

e Folositi doar varfuri de pipeta de unica folosinta. Evitati contaminarea inter-canale. Fiti atenti la formarea de
spumad sau bule in varfurile pipetei (contaminare bacteriana a fiolelor de reactivi).

e Curatati tavile de incubare doar cu apa distilata (nu folositi niciodata detergent sau indlbitor).

e Omiterea unui esantion sau distributia unui volum neadecvat poate duce la rezultate negative sau pozitiv,
indiferent de statutul sau real.

COLECTAREA ESANTIOANELOR
Colectati aseptic esantioanele in tuburi uscate. Este necesar un minim de 10 pl de ser.

nd sunt procesate. Daca este necesar sa le depozitati mai mult de

Pastrati esantioanele la 2-8 °C pana ca
t 5°C. Nu folositi esantioane contaminate. Evitati congelarea si

o saptamanad, congelati probele la -20
decongelarea repetata a esantioanelor.

Chiar daca nu s-a observat o reactie incrucisata speciald cu serurile hemolizate, icterice sau lipidice, se
recomanda interpretarea cu grija a rezultatelor obtinute din utilizarea acestor probe.

PREGATIREA REACTIVILOR

Solutia tampon de spalare: Pentru 4 teste, intr-o sticld curata, diluati 10 ml de Concentrat 10x (R6) in 90 ml de apa
distilata sau deionizata. Aveti grija sa amestecati bine Solutie-tampon diluat

PROCEDURA DE TEST

Nota Bene: Se recomanda testarea multiparametru (vezi domeniul imunoblot LDBIO) pentru limitarea numarului
de fiole deschise si pentru a asigura un control mai bun al calitatii.
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1. Pregatiti un plan de distributie pentru esantioane si pentru martor pozitiv C+ (R10).

Testul poate fi validat din punct de vedere tehnic si facuta identificarea, pentru un anumit numar de serie, a unei
benzi specifice dezvoltate utilizand doar acest martor. O bandd C+ nu poate fi folosita pentru a interpreta
rezultatele benzilor de la un blot cu un numar de serie diferit.

2. Taiati numarul necesar de benzi (R1) folosind un scalpel sau o rigla transparenta plata curata si uscata, pastrand
linia de pozitionare albastra de pe benzi: tineti benzile ferm pe pozitie cu rigla si taiati-le pe partea de tragere
(numerele sunt vizibile prin rigla).

3. Distribuiti 1,2 ml de solutie-tampon pentru probe (R2) in fiecare canal conform planului stabilit.

4. Asezati, in ordinea numerelor, benzile numerotate in canale. Lasa benzile sa se rehidrateze la suprafata solutiei
tampon pentru aproximativ 2 minute, cu numarul vizibil deasupra, APOI scuturati usor tava pentru a le scufunda
complet in solutia tampon.

5. Distribuiti esantioanele si solutia de control pozitiv: in conformitate cu planul de distributie, la un volum de 10ul
per canal. Scuturati usor tava dupa fiecare distribuire. Asezati tava pe o platforma oscilanta. Incubati timp de
90 min £ 5 min la 20-26 °C.

6. Etapa de spalare: Goliti continutul canalelor cu o pipeta Pasteur sau prin rasturnarea tavii de incubare. Distribuiti
2 sau 3 ml de solutie tampon de spalare in fiecare canal. Incubati pe platforma oscilanta timp de 3 min. Repetati
de 2 ori, apoi goliti continutul canalelor. Asigurati-va ca benzile nu s-au intors in timpul acestor pasi.

7. Distribuiti 1,2 ml de conjugat anti-IgG (R3) in fiecare canal. Amplasati tava pe platforma oscilanta. Incubati timp
de 60 min = 5 min la 20-26 °C.

8. Etapa de spalare: repetati pasul 6.

9. Distribuiti 1.2 ml de substrat NBT/BCIP (R5) in fiecare canal. Amplasati pe platforma oscilanta si protejati de
luminad directa. Incubati timp de 60 min £ 5 min la 20-26 °C.

Indiferent de parametri, monitorizati modificarea culorii. Modificarea poate fi oprita daca culoarea de fundal a
benzii se intuneca pana la un punct unde citirea este dificild (calitatea etapelor de spalarea are o influenta
fundamentala asupra coloritului fundalului). Observati ca benzile se deschid la culoare in timp ce se usuca.

10. Opriti reactia prin aspirarea substratului cu o pipetd Pasteur sau prin rasturnarea tavii de incubare si distribuirea
a 2 ml de apa distilata in canale. Repetati aceasta ultima etapa de spalare inca o data.

11. Uscarea benzilor: Cu canalele inca pline de ap3, luati benzile de capatul numerotat folosind penseta si asezati-
le, cu numarul la vedere, pe o hartie absorbanta Whatman. Lasati sa se usuce. Culoarea benzilor se va deschide
natural in timp ce acestea se usuca. Interpretarea trebuie facuta doar dupa ce uscarea este completa.

12. Depozitarea. Transferati benzile pe o coald de hartie, ce va fi folosita pentru arhivarea lor. Aliniati liniile de
pozitionare. Pastrandu-le nemiscate cu rigla plat3, lipiti varful benzilor cu banda adeziva transparenta.

Pentru o buna interpretare, benzile trebuie sa fie ordonate prin transfer si in ordinea lor numerica, cu un spatiu
intre ele de maxim cativa milimetri. Nu este de incredere compararea benzilor departate (de ex. nr 2 cu nr 15).
Este periculos (rezultate false) sa se compare benzile din diferite kituri (benzile cu diferite numere de serie).
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CONTROLUL CALITATII SI INTERPRETAREA

Serul de control (R10) furnizat impreuna cu kitul trebuie sa fie inclus in mod sistematic in orice serie de
imunobloturi. Arata un profil tipic si permite (1) validarea tehnica a efectuarii corecte a testului (liniile trebuie sa
apara foarte clar pe banda) si (2) calibrarea precisa a pozitiei si aspectului liniilor specifice pentru a permite
interpretarea rezultatelor de pe benzile din acelasi transfer (acelasi numar de serie).

Nota Bene: Profilul de control pozitiv (R10) poate varia in functie de numarul lotului de reactivi utilizati. Imaginile
corespunzatoare sunt disponibile pe site-ul nostru www.ldbiodiagnostics.com ca exemplu.

Descrierea liniilor
O proba pozitiva poate prezenta numeroase linii localizate intre 120 si 7 kDa.

Tntre liniile mai mult sau mai putin colorate care pot fi identificate in aceastd zon4, 3 dintre ele au fost
selectate in mod specific pentru specificitatea lor, sensibilitatea lor si usurinta citirii lor: Un dublet de 8-9 kDa, o
linie mare de 28 kDa (adesea asociata unei linii inguste de 25 kDa) si o linie mare la 42 kDa. Prin urmare, acestea
sunt denumite: P8-9, P28 si P42.

Greutate
moleculara g
(kDa) — —— .
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e
- - i
—
P42 | — II -
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Fig. 1: Exemple de rezultate pozitive si negative

Profilurile sunt prezentate ca exemple. Benzile sunt marcate cu litera "H" specifica parametrului din lotul
"07012".

Interpretare

Prezenta simultana a doua linii intre P8-9, P28 si P42 si incluziunea P28 indica prezenta fasciolozei.

Liniile “POZITIVE” de deasupra prezinta diferite exemple de profile specifice identificate.
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Pentru validarea rezultatelor, intotdeauna comparati profilul testului imunoblot al fiecdrei probe cu cel al
controlului pozitiv R10. Aspectul liniilor este important la interpretarea testului.

LIMITARI ALE UTILIZARII

e Diagnosticul unei boli infectioase nu poate fi stabilit pe baza unui singur rezultat.

e Rezultatele serologice trebuie interpretate in conformitate cu informatiile disponibile (de ex.
epidimiologice, clinice, de imagistica, biologice) pentru a stabili un diagnostic. Acestea nu ar trebui sa
fie folosite ca baza de diagnostic doar pe baza pozitivitatii lor.

PERFORMANTE (consultati referintele bibliografice)

Evaluarea performantelor kitului FASCIOLA ES WB 1gG (Fasciola hepatica - antigen ES) a fost realizata si
comparata cu versiunea precedenta a kitului de Diagnostic LDBIO FASCIOLA WB IgG € (Fasciola hepatica - Total
Antigen) desemnata astfel: REFERENCE WB comercializat din 2004.

Sensibilitate (Se)

Proba studiata corespunde cu 75 de seruri de la pacienti suspicionati de fascioloza clinica. Aceste 75 de
seruri au fost testate in paralel cu FASCIOLA ES WB IgG si REFERENCE WB.

n=75 REFERENCE WB FAS ES WB IgG
POZITIV 75 75
NEGATIV 0 0

Tabel 1: Corelatie FASCIOLA ES WB IgG / WB REFERENCE

Corelatia este excelenta (Se=100%)

n=75
Natura liniilor specifice (Kda) P8-9 P28 P42

Frecventd % 65,3 100,0 100,0

Tabelul 2: Frecventa prezentei fiecdreia dintre liniile specifice observate pe testele imunoblot pe durata studiului
nostru pe 75 de probe pozitive.

Specificitate (Sp)

151 de seruri de la infectii parazitare si fungice, boli autoimune si donatori de sdnge au fost testate
pentru FASCIOLA ES WB IgG: Echinococcus multilocularis (7), E.granulosus (7), Taenia solium (cysticercosis) (14),
Entamoeba histolytica (7), Shistosoma spp (14), Trichinella spiralis (7), Toxocara canis (7), Strongyloides
stercoralis (7), malaria (7), Candida spp (7), RF+ Factor reumatoid (7), ANA+ Anticorpi anti nucleari (7) donatori
de sange (53).

Specificitatea liniilor P8-9, P28 si P42 de la antigenul ES este 100%. Liniile din afara acestui interval nu
sunt considerate specifice.

Concluzie
Corespondenta intre cele doua tehnici este perfectd, iar specificitatea kitului este excelenta.
n comparatie cu reference WB, kitul Fasciola ES WB IgG WB are:

Se =100% [I1C95 93.9 - 100%)]
Sp =100% [IC95 96.9 - 100%]

Intervalele de incredere sunt calculate conform metodei lui Wilson cu corectia continuitatii.
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Reproductibilitate

A fost testatd reproductibilitatea inter-serie si inter-lot. Tn ambele cazuri, corelatia ser la ser cu privire la
liniile specifice este excelenta.

Interferente

Chiar daca nu a fost observatd o reactie incrucisatd cu serurile hemolizate, icterice sau lipidice, se
recomanda interpretarea cu grija a rezultatelor de la utilizare cu asemenea probe.

SOLUTIONAREA PROBLEMELOR

»Benzile sunt deschise la culoare cu putin contrast”: Anumite seruri cu concentratie mica de anticorpi pot da
astfel de rezultate.

»Pot fi observate zone umbrite, mai mult sau mai putin colorate, usor difuze”: Banda nu a fost complet
scufundata in unul din reactivi si nu a incubat corect de-a lungul intregii lungimi. Pot apdrea pete acolo unde
esantionul a fost depozitat, daca tava nu a fost scuturata dupa distribuire.

»~Zgomotul de fond este semnificativ, fdcdnd citirea foarte dificila”: Spalarile au fost insuficiente sau ultima
incubatie a durat prea mult. Asigurati tehnici de testare bune, respectati timpii de spalare si asigurati calitatea
apei. Reduceti timpul ultimei incubatii.

Tn mod exceptional, anumite seruri pot reactiona intr-o manierd nespecifici. in acest caz, rezultatul
imunoblotului nu poate fi folosit.

Acest zgomot de fond nespecific poate implica doar o parte a benzii, facand rezultatele neinterpretabile doar
pentru acea parte.

LApare un precipitat in solutie in timpul ultimei etape a procesului”: substratul poate fi partial precipitat (fulgi
negri) in solutia tampon din ultima etapa. Fenomenul nu altereaza calitatea procesului care trebuie continuat in
mod normal. Ultima spalare cu apa distilata elimina posibilele particule solide prezente.
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NOTIFICARE DE ACTUALIZARE - Va rugam sa cititi cu atentie
DATA ELIBERARII VERSIUNE REZUMATUL MODIFICARILOR
Eliminarea avertismentului de securitate R5 - Adresa de

11/08/2021 Vs 17 e-mail de contact — EUH032 (NaN3)
30/11/2022 Vs18 Adresa noua
16/01/2023 Vs19 R6 fara NaN3. Banda identificata cu litera. Posibila

utilizare de reactivi din loturi diferite.

24 Av. Joannes MASSET — 69009 LYON - FRANTA
Tel : +33(0)4 7883 3487 — Fax:+33(0)4 7883 3430
www.ldbiodiagnostics.com — info@I|dbiodiag.com
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