FASCIOLA ES ce LDBIO ¢ Diagnostics
Western Blot IgG

In vitro dijagnostic¢ki imunoblot test
Poluautomatska / ru¢na tehnika

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

UPUTSTVA ZA UPOTREBU

Pronadite viSe informacija i uputstva za upotrebu na vasem jeziku na nasem sajtu
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FASCIOLA ES Western Blot IgG LDBIO « biagnostics

NAMENA

FASCIOLA ES Western Blot (WB) IgG je kvalitativni test za jednokratnu upotrebu seroloske IgG dijagnoze
imunoblot testom fascioloze namenjen za potvrdno testiranje pozitivnog ili dvosmislenog rezultata dobijenog
klasi¢nim skrining testovima.

PRINCIP TESTA

Western Blot tehnika

Izluéni / sekretorni (ES) antigeni Fasciola hepatica, jednom razdvojeni elektroforezom, vezani su
elektroblottingom na povrsinu nitrocelulozne membrane (nazvane transfer) iseCene na 24 traka numerisane od 1
do 24.

Sprovodenje testa

Svaki uzorak koji se testira je odvojeno inkubiran sa trakom. Specifi¢éna antitela potencijalno prisutna u
uzorku selektivno se vezuju za antigene. Alkalna fosfataza-anti humani IgG konjugat se zatim vezuje za vezana
antitela. Konac¢no, imunokompleksi reaguju sa supstratom. Antigeni prepoznati specificnim antitelima tipa IgG
prisutnim u uzorcima otkrivaju se kao ljubi¢aste poprecne trake.

ISPORUCENI REAGENSI
Podrazumevano: paket od 24 testa (#FAS ES-VB24G)

Kurziv: paket od 12 testova (#FAS ES-WB12G) — Podebljano: paket od 96 testova (#FAS ES-WB96G)

ID |Koli¢ina Opis Sastav

Fascikla (i) od 24 (12, 4x24) traka: precut + obojeni | Senzibilizovana nitroceluloza.
R1 1 standardi. Obojena molekulska tezina (kDa):

(Svaka fascikla i svaki prenos je identifikovan Plava: 250, Plava: 150, Plava: 100, Roze: 75, Plava:

jedinstvenim serijskim brojem) 50,

Zelena: 37, roze: 25, plava: 20, plava: 15, Zuta: 10.

R2 1 Bocica od 30 (30, 125) mL %ﬁMP.LE BUFFER Pufer + povrsinski aktivna supstanca.

(Spreman za upotrebu - ruzicasti rastvor).

Botica (e) od 30 (30, 2x60) mL ANTI 1gG CONJUGATE | " ufer * anti-humaniIgG poliklonski koziji serumi
R3 1 (Spreman za upotrebu — plav rastvor) konjugirani sa alkalnom fosfatazom + NaNs

P zaup u-plav vor. (<0.1%) + stabilizatori.

Rs | 1 | Bocicaod30(30,125) mL SUPSTRATA N Pufer + NBT + BCIP + stabilizatori.

(Spreman za upotrebu - neprozirna smeda bocica).

Bocica od 60 (60, 250) mL koncentrata za pranje

10X BUFFER
R6 1 Pufer + Sinski akti t .

(Da se razblazi 10 puta u destilovanoj vodi - uter+ povrsinski akiivna supstanca

bezbojan rastvor).

Epruveta od 100 (100, 2x100) pL POZITIVNOG Pufer + skup ljudskih seruma pozitivnih u Fasciola
R1I0| 1 | KONTROLNOG SERUMA serologija + NaNs (<0,1%) + stabilizatori.

(Spreman za upotrebu - crvena kapa).

R1: Slovo pre svakog broja trake je specifi¢cno za parametar.
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R2, R3, R5 i R6 su zajednicki za sve komplete i imaju jedinstven broj lota u zavisnosti samo od datuma njihove
proizvodnje. Preporucuje se da se izvrS§i multiparametarsko testiranje (vidi LDBIO imunoblot opseg) kako bi se
ogranicio broj otvorenih bocica i osigurala bolja kontrola kvaliteta.

R3, R10 (NaNs): EUH 032 - Kontakt sa kiselinama oslobada veoma toksicni gas.

EUH 210 Sigurnosno-tehnicki list dostupan na zahtev kao i na nasoj web stranici www.ldbiodiagnostics.com

DODATNI MATERIJAL POTREBAN, ALI NIJE OBEZBEDEN

e Jedna visekanalna polipropilenska inkubaciona posuda za mini-blots (# WBPP-08 ili ekvivalent).

e Jedna platforma za mesanje imunoblota, jedan vakuumski sistem za tecnosti (kade #WBPP-08 koje
isporucujemo mogu se isprazniti jednostavnim okretanjem).

e  Epruvete i materijal za izvlaenje uzoraka, graduirani cilindri, prilagodeni kontejneri. Automatske
pipete, mikropipete i nastavci za jednokratnu upotrebu (zapremine 10 pL, 1,2 mLi 2 mL).

e Destilovana ili dejonizovana voda. Upijajudi papir (npr. Whatman filter papir), prozirna lepljiva traka.

e Rukavice, pinceta za rukovanje trake, sekac ili skalpel, ravan transparentan lenjir.

Napomena: Nasi reagensi se mogu koristiti u automatizovanom imunoblot procesoru. Treba voditi racuna o
mogucim hemijskim kontaminacijama nasih reagensa ako se procesor deli sa reagensima drugog proizvodaca
(poznati primer: kontaminacija od strane TWEEN 20) i bakterijske kontaminacije. Rezervne bocice za procesor.
Nakon obrade, ne stavljajte preostale koris¢ene reagense nazad u originalne bocice.

SKLADISTENJE | STABILNOST

Cuvati izmedu 2 i 8 ° C. Reagensi iz kompleta su stabilni do isteka roka trajanja navedenog na spoljnoj
kutiji i etiketama bocica. Nemojte koristiti kontaminirane ili zamucéene reagense. Pufer za ispiranje razblazen na
1/10 je stabilan 2 meseca na +2 do +8 °C i nedelju dana na sobnoj temperaturi.
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MERE PREDOSTROZNOSTI ZA UPOTREBU

Bezbednost

e Samo za in vitro upotrebu. Samo za profesionalnu upotrebu. Samo za tehnicki obuceno osoblje.
Rukovati u skladu sa dobrim laboratorijskim praksama i razmotriti bilo koji reagens i bilo koji uzorak kao
potencijalno toksican i / ili infektivni.

e Nosite laboratorijski mantil, rukavice i naocare; Nemoijte piti, jesti ili pusiti u laboratoriji. Ne pipetirajte
ustima.

e Pozitivna kontrola je serum ljudskog porekla koji je inaktiviran za HIV 1i 2, viruse hepatitisa B i hepatitisa
C. Medutim, mora se rukovati kao potencijalno infektivnim proizvodom.

e  Supstrat sadrzi meSavinu NBT i BCIP, toksi¢an u kontaktu (koZa i sluzokoZe) i udisanjem.

e Reagensisadrze natrijum azid koji moZe da formira eksplozivne metalne soli sa olovom i bakrom. Isperite
svako izlivanje vodom.

e (OdloZite otpad (uzorci, nastavci, epruvete, tenost za ispiranje, koris¢eni reagens ...) u skladu sa dobrim
praksama koje se koriste u industriji i vaze¢im propisima u zemlji.

e  Svaki ozbiljan incident mora biti predmet izjave proizvodacu i nadleznom organu.

Predostroznosti

e  Proditajte i interpretirajte rezultate pod direktnim belim svetlom.

e Pozeljno je koristiti sve reagense iz iste serije. Ako se koriste razliCite serije, obezbedite sledljivost.

e Koristite trake u numerickom redosledu. Ne mesajte trake iz razlicitih serijskih brojeva; Koristite
transfere uzastopno. Uspostavite poseban plan distribucije pre pocetka testa.

e Ne dodirujte trake prstima; koristite pincetu.

e Reagensi se moraju dobro izmesati pre upotrebe, posebno koncentrisani pufer za ispiranje.

e  Zatvorite bocice nakon upotrebe; Nemojte koristiti ako je supstanca slu¢ajno uvedena u reagense.
Nemojte koristiti reagens iz bocice koja predstavlja znake curenja. Nemojte koristiti zamucen ili
istaloZen rastvor.

e  Koristite samo nastavke za pipete za jednokratnu upotrebu. Izbegavajte bilo kakvu medukanalnu
kontaminaciju. Pazite na formiranje pene ili mehuri¢a u nastavcima pipeta (bakterijska kontaminacija

bocica reagensa).

e  Posude za inkubaciju Cistite samo destilovanom vodom (nikada ne koristite deterdZent ili izbeljivac).

e |zostavljanje uzorka ili distribucija neadekvatnog volumena mozZe uciniti rezultat testa negativnim ili
pozitivnim, bez obzira na njegov stvarni status.

KOLEKCIJA PRIMERAKA
Asepticki prikupiti uzorke u suvim epruvetama. Potrebno je najmanje 10 pL seruma.

Drzite uzorke na 2-8 °C dok se ne obrade. Ako je potrebno da ih ¢uvate duze od nedelju dana, zamrznite
uzorke na -20 £ 5 °C. Nemojte koristiti kontaminirani uzorak. Izbegavajte zamrzavanje i odmrzavanje uzoraka vise
puta.

lako nije primeéena posebna unakrsna reakcija sa hemolizovanim, ikteri¢nim ili lipidnim serumima,
preporucuje se pazljivo tumacenje rezultata upotrebe takvih uzoraka.

PRIPREMA REAGENSA

Pufer za ispiranje: Za 4 testa, u Cistoj boci, razblazite 10 ml koncentrata za pranje 10X (R6) u 90 ml
destilovane ili dejonizovane vode. Pazite da dobro izmesate razblazeni pufer.
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POSTUPAK TESTIRANJA

Nota Bene: Preporucuje se da se izvr$i multiparametarsko testiranje (vidi LDBIO imunoblot opseg) kako bi se
ogranicio broj otvorenih bocica i osigurala bolja kontrola kvaliteta.

1.

Pripremite plan distribucije za uzorke i C + pozitivnu kontrolu (R10).

Samo koris¢enjem ove kontrole test moze biti tehnicki potvrden i identifikacija napravljena, za dati serijski broj,
specifi¢nih razvijenih traka. C + traka se ne moze koristiti za tumacenje rezultata traka iz boje drugog serijskog

broja.

2. Odreiite potreban broj traka (R1) pomocu skalpela i ¢istog i suvog ravnog prozirnog lenjira, zadrzavajudi
plavu liniju pozicioniranja na trakama: drZite trake ¢vrsto na mestu sa lenjirom i izreZite ih sa strane
naprezanja (brojevi su vidljivi kroz lenjir).

3. Distribuirati 1.2 ml uzorka pufera (R2) u svakom kanalu u skladu sa utvrdenim planom.

4. Depozit, u svom numerickom redosledu, numerisane trake u kanalima: Neke trake se rehidriraju na
povrsini pufera za oko 2 minuta, sa brojem vidljivim na vrhu, onda lagano protresite leziSte da ih potpuno
uronite u pufer.

5. Distribuirajte uzorke i pozitivne kontrole: prema planu distribucije, po stopi od 10 uL po kanalu. Lagano
protresite posluzavnik nakon svakog doziranja. Postavite posluzavnik na platformu za mesanje.
Inkubirati 90 minuta + 5 minuta na 20-26 °C.

6. Korak ispiranja: Ispraznite sadrzaj kanala Pasterovom pipetom ili okretanjem posude za inkubaciju.
Rasprsite 2 do 3 ml razblazenog pufera za ispiranje u svakom kanalu. Inkubirajte na platformi za mesanje
3 minuta. Ponovite 2 puta, a zatim ispraznite sadrzaj kanala. Uverite se da se trake ne okreéu tokom
ovih koraka.

7. Dispense 1.2 mL anti IgG konjugata (R3) u svaki kanal. Postavite posluzavnik na platformu za mesanje.
Inkubirati 60 minuta + 5 minuta na 20-26 °C.

8. Korak ispiranja: ponovite korak 6.

9. Distribuirajte 1.2 ml NBT / BCIP supstrata (R5) u svaki od kanala. Postavite na platformu za mesanje i

zastitite od direktne svetlosti. Inkubirati 60 minuta + 5 minuta na 20-26 °C.

Bez obzira na parametar, pratite razvoj boje. Razvoj se moZe zaustaviti ako boja pozadine trake potamni do tacke
u kojoj je tesko Ccitati (kvalitet koraka ispiranja ima fundamentalni uticaj na obojenost pozadine). Imajte na umu
da ¢e trake olaksati dok se suse.

10.

11.

12.

Zaustavite reakciju aspiracijom supstrata sa Pasterovom pipetom ili okretanjem kade za inkubaciju i
doziranjem 2 ml destilovane ili dejonizovane vode u kanalima. Ponovite ovaj poslednji korak ispiranja
jos jednom.

Susenje traka: Sa kanalima i dalje ispunjenim vodom, uzmite trake po numerisanom kraju pomocu
pincete i deponujte ih, sa vidljivim brojem, na upijajuci papir Whatman. Ostavite da se osusi na vazduhu.
Boja traka ée prirodno osvetliti tokom susenja. Tumacdenje se mora izvrsiti tek nakon zavrsetka susenja.

Skladistenje: Prenesite trake na list papira, koji ée se koristiti za njihovo arhiviranje. Poravnajte plave
linije pozicioniranja. Drzec¢i ih na mestu ravnim lenjirom, vrh traka zalepite prozirnom lepljivom trakom.

Za dobro tumacenje, trake moraju biti rasporedene u skladu sa njihovim numerickim redosledom, razmaknute
na maksimalno nekoliko milimetara. Nepouzdano je uporedivati trake koje su razmaknute daleko (npr. br.2 sa
br.15). Opasno je (laZni rezultati) uporedivati trake iz razli¢itih kompleta (trake sa razli¢itim serijskim brojevima).
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KONTROLA KVALITETA | TUMACENJE

Kontrola seruma (R10) koja se isporucuje sa kompletom mora biti sistematski uklju¢ena u bilo koju seriju
imunoblota. On pokazuje tipi¢an profil i omogucava tehnicku validaciju dobrog sprovodenja testa (trake moraju
da se pojave vrlo jasno na traci) i da precizno kalibrira poloZaj i aspekt specifi¢nih traka kako bi se omogucilo
tumacenje rezultata traka iz istog lota (isti serijski broj).

Nota Bene: Pozitivna kontrola (R10) profil moZe da varira u zavisnosti od broja lota reagensa koji se koriste.
Odgovarajuce slike su dostupne na nasem sajtu www.ldbiodiagnostics.com kao primer.

Opis traka
Pozitivan uzorak moze predstaviti brojne trake koje se nalaze izmedu 120 7 kDa.

Medu manje ili viSe oznacenim trakama koje se mogu naci u ovoj oblasti, 3 od njih su posebno odabrane
zbog svoje specifi¢nosti, osetljivosti i lakoce Citanja: dublet na 8-9 kDa, veliki pojas na 28 kDa (Cesto povezan sa
uskim pojasom na 25 kDa) i veliki pojas na 42 kDa. Zbog toga se zovu: P8-9, P28 i P42.

Molekulske = - = N - i
tezine (kDa) o sl —_—— — — s e

P42 | — L

P28 | — W -ml‘l

P89 | — : B

Sl. 1: Primeri pozitivnih i negativnih rezultata

Profili su dati kao primeri. Trake su ozna¢ene slovom "H" specifi¢nim za parametar iz serije "07012".

Tumacenje

Istovremeno prisustvo dve trake izmedu P8-9, P28 i P42 j ukljucivanje P28 ukazuje na fasciolozu.

"POZITIVNE" trake iznad pokazuju razli¢ite primere specifi¢nih pronadenih profila.
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Da biste potvrdili rezultate, uvek uporedite profil imunoblota svakog uzorka sa profilom pozitivne kontrole R10.
Aspekt traka je vaZan prilikom tumacenja testa.

OGRANICEN]JE UPOTREBE

e Dijagnoza zarazne bolesti ne moZe se utvrditi na osnovu jednog rezultata testa.

e Seroloski rezultati moraju se tumaciti u skladu sa dostupnim informacijama (npr. Epidemiologija,
klinicka, snimanje, biologija ...) kako bi se postavila dijagnoza. Ne treba ih koristiti za postavljanje
dijagnoze samo na osnovu njihove pozitivnosti.

UCINAK (vidi literaturu reference str. 9)

Uradeno je procenjivanje ucinka FASCIOLA ES WB IgG kompleta (Fasciola hepatica - ES antigen) i
uporedena prethodna verzija LDBIO dijagnostickog kompleta FASCIOLA WB IgG (Fasciola hepatica - Total
Antigen) oznacen u daljem tekstu: REFERENCE WB koji se prodaje od 2004. godine.

Osetljivost (Se)

Ispitivani uzorak odgovara 75 seruma pacijenata sa sumnjom na klini¢ku fasciolazu. Ovih 75 seruma su
testirani paralelno sa FASCIOLA ES WB IgG i REFERENCE WB.

n=75 REFERENCA WB FAS ES WB IgG
POZITIVAN 75 75
NEGATIVNO 0 0

Tabela 1: Korelacija FASCIOLA ES WB IgG / WB REFERENCA
Korelacija je odli¢cna (Se = 100%)

n=75
Priroda specifi¢nih traka (KDa) P8-9 P28 P42

Ucestalost % 65.3 100.0 100.0

Tabela 2: Ucestalost prisustva svakog od specificnih opsega primecenih na imunoblotima tokom nase studije
na 75 pozitivnih uzoraka.

Specificnost (Sp)

151 seruma parazitskih i gljiviénih infekcija, autoimunih bolesti i davalaca krvi testirano je sa FASCIOLA
ES WB 1gG: Echinococcus multilocularis (7), E.granulosus (7), Taenia solium (cysticercosis) (14), Entamoeba
histolytica (7), Shistosoma spp (14), Trichinella spiralis (7), Tokocara canis (7), Strongiloidees
stercoralis (7), malarija (7), Candida spp (7), RF + reumatoidni faktor (7), ANA + antinuklearna antitela (7) krv
donatori (53).

Specificnost opsega P8-9, P28 i P42 iz ES antigena je 100%. Trake izvan ovog opsega se ne smatraju
specifi¢nim.

Zakljuéak
Korespondencija izmedu ove dve tehnike je savrSena, a specificnost kompleta je odli¢na. U poredenju sa
referentnim WB, Fasciola ES WB IgG WB komplet ima:

Se =100% [IC95 93,9 - 100%)]
Sp =100% [IC95 96,9 - 100%]

Intervali pouzdanosti se izracunavaju prema Wilsonovoj metodi sa korekcijom kontinuiteta.
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Ponovljivost

Testirana je ponovljivost izmedu serija i izmedu lotova. U oba slucaja, korelacija izmedu seruma u odnosu
na odredene trake je odli¢na.

Smetnje

lako nije primeéena posebna unakrsna reakcija sa hemolizovanim, ikteri¢nim ili lipidnim serumima,
preporucuje se pazljivo tumacenje rezultata upotrebe takvih uzoraka.

RESAVANJE PROBLEMA

"Trake su blede sa malim kontrastom": Odredeni serumi sa niskim koncentracijama antitela mogu dati takve
rezultate.

"Osencena podrucja mogu se videti, vise ili manje obojena, blago difuzna": Traka nije bila potpuno potopljena
u jedan od reagensa i nije pravilno inkubirala duz cele duzine. Mrlje boje mogu biti prisutne i tamo gde je uzorak
deponovan ako posluzavnik nije uzdrman nakon doziranja.

"Pozadinski sum je znacajna, sto Citanje veoma oteZava": Ispiranje je bilo nedovoljno ili je poslednja inkubacija
bila preduga. Obezbedite dobre tehnike performansi testa, postujte vreme ispiranja i obezbedite kvalitet vode.
Smanjite vreme poslednje inkubacije. lzuzetno, odredeni serumi mogu reagovati na nespecifican nacin. Zatim,
rezultat imunoblota se ne moze koristiti.

Ovaj nespecifican pozadinski Sum moze ukljucivati samo deo trake, ¢ineci rezultate neinterpretabilnim samo za
taj deo.

"Talog se pojavijuje u rastvoru tokom poslednjeg koraka razvoja": supstrat moze u stvari delimi¢no taloZiti (crne
pahuljice) u puferu na kraju razvoja. Ovaj fenomen ne menja kvalitet razvoja koji se mora normalno nastaviti.
Poslednje ispiranje destilovanom vodom eliminiSe moguce prisutne ¢vrste Cestice.
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OBAVESTENjE AZURIRAN]A — Molimo vas da pailjivo proditate

DATUM IZLASKA VERZIJA REZIME MODIFIKACIJE
11/08/2021 Vs 17 UkIarv\janje sigurnosnog upozorenja R5 - Kontakt adresa
e-poste
—NaNs EUH 032.
30/11/2022 Vs 18 Nova adresa
16/01/2023 Vs 19 R6 bez NaNs. Strip identifikovan slovom. Moguca
upotreba reagensa iz razlicitih serija.

24 Av. Joannes MASSET — 69009 LYON — FRANCE
Tel : +33(0)4 7883 3487 — Fax:+33(0)4 7883 3430
www.ldbiodiagnostics.com — info@Idbiodiag.com

LDBIO ¢ Diagnostics

NF EN ISO 13485
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