TOXOCARA ce

Western Blot IgG

LDBIO = Diagnostics

Test in vitro Test imunoblot
Tehnica semi-automata / manuala

HTXA-WB24G : 24 teste
HTXA-WB12G : 12 teste
HTXA-WB96G : 96 teste

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

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

TOXOCARA Western Blot (WB) I1gG este un test calitativ de o singura utilizare de diagnostic IgG serologic prin testul
imunoblot de toxocarioza destinat testelor de confirmare a unui rezultat pozitiv sau echivoc obtinut prin teste clasice de
screening. Se poate efectua pe seruri, lichidul cefalorahidian (CSF) sau umoarea apoasa.

Principiul testului

Tehnica Western Blot

Antigenele excretoare/secretoare (ES) din Toxocara canis, odatd separate prin electroforeza, se leaga prin
electroblotting la suprafata unei membrane de nitroceluloza (numita transfer) taiata in 24 de strip-uri numerotate dela 1la
24,

Efectuarea testului

Fiecare specimen care urmeaza sa fie testat este incubat separat cu un strip. Anticorpii specifici care pot fi prezenti
n proba se leagd selectiv de antigene. Conjugatul IgG alcalin uman anti-fosfatazi se leagd apoi la anticorpii legati. In cele
din urma, imuno-complexurile reactioneaza cu substratul. Antigenele recunoscute de anticorpii specifici de tip 1gG prezenti
n probe sunt dezvaluiti ca benzi transversale purpurii.

Reactivii furnizati

Implicit: pachet de 24 de teste (HTXA-WB24G)
italic: pachet de 12 teste (#TXA-WB12G) - bold: pachet de 96 teste (#TXA-WB96G).

ID Cantitate Descriere Compozitie
Nitroceluloza sensibilizata.
Dosar(e) de 24 (12, 4x24) STRIP-URI: Standarde pre- . .
. Greutate moleculara colorata (kDa):
sectionate + colorate.
R1 1 . . . L. Albastru: 250, Albastru: 150, Albastru: 100,
(Fiecare dosar si fiecare transfer se identifica printr-un
. . . Roz: 75, Albastru: 50, Verde: 37, Roz: 25,
numar de serie unic).
Albastru: 20, Albastru: 15.
Flacoane de 30 (30, 125) ml de SOLUTIE-TAMPON .
R2 1 . . Solutie-tampon + surfactant.
PENTRU PROBE (Gata de utilizare - solutie roz).
Solutie-tampon + seruri policlonale de capra
Flacoane de 30 (30, 2x60) ml de CONJUGAT ANTI IgG . . .
R3 1 . . . IgG anti-umane conjugate cu fosfataza
(Gata de utilizare — solutie albastra). . o .
alcalind + NaN3 (<0,1%) + stabilizatori.
Flacoane de 30 (30, 125) ml de SUBSTRAT . . .
R5 1 o Solutie-tampon + NBT + BCIP + stabilizatori.
(Gata de utilizare — flacon maro opac).
Flacoane de 60 (60, 250) ml de SOLUTIE-TAMPON DE
R6 1 SPALARE CONCENTRATA 10X Solutie-tampon + surfactant.
(Se dilueaza de 10 ori in apa distilata - solutie incolora).
Solutie-tampon + baie de ser pozitiv uman in
Tub de 100 (100, 2x100) pl de MARTOR SERIC POZITIV .
R10 1 serologie Toxacara + 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 comune tuturor kiturilor LDBIO Diagnostics si au un numar de lot unic, in functie de data producerii
lor. Se recomanda efectuarea testelor multiparametrice (a se vedea gama imunoblot LDBIO Diagnostics) pentru a limita
numarul de flacoane 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 - Tn contact cu acizi, degaji un gaz foarte toxic.

EUH 210 Fisa cu date de securitate disponibila la cerere si pe site-ul nostru web www.ldbiodiagnostics.com.

R10 este calibrat in imunoblot conform unui lot de referinta si este dedicat doar acestei tehnici.

Material necesar, dar nefurnizat

e Tavide incubatie cu canale multiple din polipropilena pentru mini-bloturi (# WBPP-08 sau echivalent).

e  Agitator oscilant pentru imunoblot, sistem de vid pentru lichide (tuburile # WBPP-08 pe care le furnizam pot fi golite
prin simpla rotire a acestora).

e Tuburi si materiale pentru extragerea probelor, cilindri gradati, recipiente adaptate.

e Pipete automate, micropipete si varfuri de unica folosinta (volume de 10 pl, 25 pl 1,2 ml si 2 ml).

e Apa distilata sau deionizata. Hartie absorbanta (de exemplu, hartie de filtru Whatman), banda adeziva transparenta.

e  Manusi, pensete pentru a manipula strip-urile, cutter sau bisturiu, rigla transparenta.

Nota: Reactivii nostri pot fi utilizati intr-un procesor imunoblot automatizat. Trebuie sa aveti grija cu eventualele
contaminari chimice ale reactivilor nostri, daca procesorul este impartit cu reactivi de la un alt producator (exemplu
cunoscut: contaminarea cu TWEEN 20) si contaminari bacteriene. Rezervati flacoanele pentru procesor. Dupa procesare,
nu puneti reactivii rdmasi inapoi in flacoanele originale.

Depozitare si stabilitate

A se pastra intre 2 si 8°C. Reactivii din kit sunt stabili pana la data de expirare indicata pe cutia exterioara si
etichetele flaconului. Nu utilizati reactiv contaminat sau tulbure. Solutia-tampon de spalare diluat la 1/10 este stabila timp
de 2 luni la +2 pana la + 8 °C si o saptamana la temperatura camerei.
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Precautiuni de utilizare

Siguranta

e Numai 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 proba ca avand potential toxic si/ sau
infectios.

e  Purtati un halat de laborator, manusi si ochelari; nu beti, nu mancati sau nu fumati in laborator. Nu atingeti cu gura
pipetele.

e Controlul 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, toxic la contact (piele si mucoase) si inhalare.

e Reactivii contin azida de sodiu, care poate forma saruri metalice explozive cu plumb si cupru. Clatiti cu apa orice
scurgere.

e  Evacuatideseurile (probe, varfuri, tuburi, lichid de spalare, reactiv utilizat ...) in conformitate cu bunele practici utilizate
in domeniu si reglementarile actuale din tara.

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

Masuri de precautie

e  (Cititi si interpretati rezultatele sub lumina alba directa.

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

e  Utilizati benzile in ordine numerica. Nu amestecati benzi din numere de serie diferite; utilizati transferurile succesiv.
Stabiliti un plan de distributie specific inainte de a incepe testul.

e Nu atingeti benzile cu degetele; utilizati pensete.

e Reactivii trebuie amestecati bine inainte de utilizare, in special solutia-tampon de spalare concentrata.

e Inchideti flacoanele dupi utilizare; nu utilizati dacd o substantd a fost introdus3 accidental Tn reactivi. Nu utilizati
reactivul dintr-un flacon care prezinta semne de scurgere. Nu utilizati solutie tulbure sau precipitata.

e  Utilizati doar varfuri de pipetd de unicd folosinta. Evitati orice contaminare intra-canal. Urmariti formarea de spuma
sau bule in varfurile pipetelor (contaminarea bacteriana a flacoanelor cu reactiv).

e  Curatati tavile de incubatie numai cu apa distilatd (nu folositi niciodatd detergent sau indlbitor).

e Omiterea unei probe sau distribuirea unui volum necorespunzator poate face ca rezultatul testului sa fie negativ sau
pozitiv, indiferent de starea reala a acestuia.

Colectarea specimenelor

Se colecteaza aseptic probele in tuburi uscate. Este necesar un minim de 10 pl de ser, umoare apoasa sau CSF. in
cazul umorii apoase sau CSF, utilizarea a 25 pl va creste sensibilitatea testului.

Pastrati probele la 2-8 °C pana cand acestea sunt prelucrate. Dacd este necesar sa le depozitati mai mult de o
saptamana, congelati probele la -20 + 5°C. Nu utilizati probe contaminate. Evitati inghetarea si dezghetarea probelor in
mod repetat.

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

Prepararea reactivilor

Solutie-tampon de spalare: Pentru 4 teste, intr-o sticla curata, se dilueaza 10 ml de concentrat de spalare 10X (R6) ih 90 ml
de apa distilata sau deionizata. Aveti grija sa amestecati bine Solutie-tampon diluat.
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Procedura de testare

Nota Bene: Se recomanda efectuarea testelor multiparametrice (vezi gama de imunoblot LDBIO Diagnostics) pentru a limita

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

1.

Pregatiti un plan de distributie pentru probe si martor pozitiv C + (R10).

Numai prin utilizarea acestui martor, testul poate fi validat din punct de vedere tehnic si facuta identificarea, pentru un

anumit numar de serie, a benzilor specifice dezvoltate. Un strip C + nu poate fi utilizat pentru interpretarea rezultatelor

benzilor dintr-un blot cu un numar de serie diferit.

2.

Taiati numarul necesar de strip-uri (R1) folosind un bisturiu si o rigla transparenta, curata si uscata, pastrand linia
albastra de pozitionare pe strip-uri: tineti strip-urile ferm in pozitie cu rigla si taiati-le pe partea tulpinii (numerele

sunt vizibile prin rigla).
Distribuiti 1,2 ml de solutie-tampon pentru probe (R2) in fiecare canal, in conformitate cu planul stabilit.

Depuneti, in ordinea lor numerica, strip-urile numerotate in canale: Lasati strip-urile sa se rehidrateze la suprafata
timp de aproximativ 2 minute, cu numarul vizibil in partea de sus, APOI scuturati usor tava pentru a le scufunda
complet in solutie-tampon.

Distribuiti probele si martorul pozitiv: in conformitate cu planul de distributie, la o rata de 10 ul pe canal (preferabil
25 ul pentru umoarea apoasa sau CSF). Scuturati usor tava dupa fiecare dispersare. Asezati tava pe un agitator
oscilant. Se incubeaza timp de 90 min + 5 minute la 20-26 ° C.

Pasul de spalare: Goliti continutul canalelor cu o pipeta Pasteur sau intorcand tava de incubatie. Se distribuie 2
pana la 3 ml de solutie-tampon de spalare diluata in fiecare canal. Incubati pe agitatorul oscilant timp de 3 minute.
Repetati de 2 ori, apoi goliti continutul canalelor. Asigurati-va ca strip-urile nu se rotesc in timpul acestor pasi.

Distribuiti 1,2 ml de conjugat anti-IgG (R3) in fiecare canal. Asezati tava pe agitatorul oscilant.
Se incubeaza timp de 60 min + 5 minute la 20-26 ° C.

Pasul de spalare: repetati etapa 6.

Distribuiti 1,2 ml de substrat NBT / BCIP (R5) in fiecare dintre canale. Asezati-I pe agitatorul oscilant si protejati-l de
lumina directd. Se incubeaza timp de 60 min = 5 minute la 20-26 ° C.

Indiferent de parametru, monitorizati dezvoltarea culorii. Dezvoltarea poate fi oprita daca culoarea de fundal a strip-
ului se intunecd pana la punctul in care citirea este dificila (calitatea pasilor de spalare are o influenta fundamentala
asupra colorarii fundalului). Retineti ca strip-urile se vor decolora pe masura ce se usuca.

10.

11.

12.

Opriti reactia prin aspirarea substratului cu o pipeta Pasteur sau prin rotirea tubului de incubatie si distribuirea a 2
ml de apa distilata in canale. Repetati ultima etapa de spalare inca o data.

Uscarea strip-urilor: Cu canalele Tnca pline cu apa, apucati strip-urile de capatul numerotat folosind pensetele si
asezati-le, cu numarul vizibil, pe o hartie absorbanta Whatman. Ldsati-le sa se usuce la aer. Culoarea strip-urilor se
va deschide in mod natural in timpul uscarii. Interpretarea trebuie efectuata numai dupa finalizarea procesului de
uscare.

Depozitare: transferati strip-urile pe o foaie de hartie, care va fi utilizata pentru a le arhiva. Aliniati liniile de
pozitionare albastre. Pastrati-le in pozitie cu rigla plata, lipiti partea superioara a strip-urilor cu banda adeziva
transparenta.

Pentru o buna interpretare, strip-urile trebuie ordonate prin transfer si in ordinea lor numerica, separate la o distanta
de cel putin cativa milimetri. Nu este fiabila compararea strip-urilor care au o distanta foarte mare intre ele(de
exemplu, nr.2 cu nr.15). Este periculos (rezultate false) sa comparati strip-urile din kituri diferite (strip-uri cu numere de
serie diferite).
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Controlul calitatii si interpretarea

Martorul seric (R10) furnizat impreuna cu kitul trebuie inclus ih mod sistematic in orice serie de imunoblot. Acesta
prezinta profilul tipic si permite validarea tehnica a bunei desfasurari a testului (benzile trebuie sa apara foarte clar pe strip)
si calibrarea precisa a pozitiei si aspectului benzilor specifice pentru a permite interpretarea rezultatelor benzilor de la 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 benzilor

O proba pozitiva poate prezenta numeroase benzi intre 15 si 200 kilodaltoni (kDa). Cautati benzi cu greutate
moleculara mica (LMW) de 24-35 kDa pentru fiecare dintre probele testate utilizand instrumentele de identificare descrise
mai sus. Aceste benzi, grupate si bine izolate, sunt caracteristice si in general usor de gasit.

Doua grupe de benzi de Tnalta greutate moleculara (HMW) pot fi observate in intervalul 70-90 kDa si 100-200
kDa. Aceste benzi nu sunt specifice toxocariazei: posibila reactie incrucisata cu o alta helmintiaza.

Greutate
moleculara
(kDa)
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Fig. 1: Exemple de rezultate pozitive si negative
Profilurile sunt prezentate ca exemple. Benzile sunt marcate cu litera "B" specifica parametrului din lotul "01009".
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Interpretare

Prezenta simultana a 2 benziintre 24 si 35 kDa indica prezenta anticorpilor specifici anti-Toxocara.

Pentru a valida rezultatele, comparati intotdeauna profilul de imunoblot al fiecdrei probe cu cel al martorului pozitiv R10.
Aspectul benzilor este important in interpretarea testului.

Limitari de utilizare

e Diagnosticul unei boli infectioase nu poate fi stabilit pe baza unui singur rezultat al testului.
e Rezultatele serologice trebuie interpretate in functie de informatiile disponibile (de exemplu, epidemiologie,
clinicd, imagistica, biologie etc.) pentru a stabili un diagnostic. Acestea nu ar trebui sa fie folosite ca baza de

Performante (vezi referintele literaturii)

Testul Toxocara WB IgG a fost supus unui studiu comparativ cu imunoblot-ul de referinta al Spitalul Central
Universitar Toulouse (France). Criteriile de interpretare si performanta celor doua teste sunt foarte comparabile.

Sensibilitate

Datele din literatura de specialitate descriu o excelenta sensibilitate a testului Toxocara WB IgG, adesea
semnificativ._mai mare decat cel al testelor de screening ES ELISA, confirmand locul testului imunoblot ca tehnica de

diagnosticare si confirmare.

Nota: Valoarea numerotata a sensibilitatii nu poate fi calculata datorita absentei unei metode de diagnosticare de referinta.

Specificitate

Specificitatea benzilor 24-35 din antigenul ES este de 100%. Benzile din afara acestui interval nu sunt considerate
specifice.
Reproductibilitate

S-a testat reproductibilitatea intre serii si intre loturi. in ambele cazuri, corelatia ser cu ser in raport cu benzile
specifice este excelenta.
Interferente

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.

Depistarea defectelor

"Benzile sunt sterse, cu un contrast mic": Anumite seruri cu concentratii scazute de anticorpi pot genera astfel de rezultate.

"Pot fi vdazute zone umbrite, mai mult sau mai putin colorate, usor difuze": Strip-ul nu a fost complet scufundat intr-unul
dintre reactivi si nu s-a incubat corect pe toata lungimea sa. Petele pot fi de asemenea prezente acolo unde proba a fost
depusa daca tava nu a fost agitata dupa distribuire.

"Zgomotul de fond este semnificativ, ceea ce face ca citirea sa fie foarte dificila": Spalarile au fost insuficiente sau ultima
incubatie a fost prea lunga. Aplicati tehnici bune de testare a performantelor, respectati timpii de spalare si asigurati
calitatea apei. Reduceti timpul ultimei incubari. Tn mod exceptional, anumite seruri pot reactiona intr-o maniera nespecifica.
Apoi, rezultatul testului imunoblot nu poate fi folosit.
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Acest zgomot de fond nespecific poate implica doar o parte din strip, facand rezultatele neinterpretabile doar pentru acea
parte.

"In timpul ultimei etape de dezvoltare apare un precipitat in solutie": Substratul poate, de fapt, sa precipite partial (fulgi
negri) in solutie-tampon la sfarsitul dezvoltarii. Acest fenomen nu modifica calitatea dezvoltarii, care trebuie continuata 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

28/07/2021 Vs 14 EIimir_1area avertismentului de securitate R5 - Adresa de
e-mail de contact — NaN3 EUH 032.

30/11/2022 Vs15 Adresa noua.

21/12/2022 Vs16 R6 fara NaN3. Band3 identificatd cu litera B.
Posibila utilizare de reactivi din loturi diferite.
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