LDBIO TOXO II IgM C€0459 LDBIO ¢ Diagnostics
POTVRDNI

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

HT2M-24M: 24 testova
HT2M-12M: 12 testova
#T2M-96M: 96 testova

UPUTSTVO ZA UPOTREBU

Pronadite viSe informacija i uputstva prevedena na vas jezik na nasem
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LDBIO TOXO Il Western Blot IgM

NAMENA

LDBIO # Diagnostics

LDBIO TOXO Il IgM je kvalitativni test seroloske IgM dijagnoze za jednokratnu upotrebu imunoblot
testom toksoplazmoze namenjen za potvrdno testiranje pozitivnog ili dvosmislenog rezultata dobijenog klasi¢nim
skrining testovima.

PRINCIP TESTA

Western Blot tehnika

Antigeni Toksoplasma gondii, jednom razdvojeni elektroforezom, vezani su elektroblottingom na
povrsinu nitrocelulozne membrane (nazvane transfer) iseCene na 24 trake numerisane od 1 do 24.

Sprovodenje testa

Svaki uzorak koji se testira je odvojeno inkubiran sa trakom. Specificna antitela potencijalno prisutna u
uzorku selektivno se vezuju za antigene. Alkalni fosfataza-anti humani IgM konjugat se zatim vezuje za vezana
antitela. Konaéno, imunokompleksi reaguju sa supstratom. Antigeni prepoznati od strane specifi¢nih antitela tipa
IgM prisutnih u uzorcima otkrivaju se kao ljubicaste poprecne trake.

ISPORUCENI REAGENSI

Podrazumevano: paket od 24 testa (#T2M-24M)

Kurziv: paket od 12 testova (#T2M-12M) — Bold: paket od 96 testova (#T2M-96M)

ID |Koli¢ina Opis Sastav
Fascikla (i) od 24 (12, 4x24) trake: precut + Senzibilizovana nitroceluloza.
R1 1 obojeni 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.
R2 1 Botica od 30 (30, 125) mL SAMPLE BUFFER Pufer + povrsinski aktivna supstanca.
(Spreman za upotrebu - roze rastvor).
" Puf ti-h i 1IgM poliklonski kozji i
Bocica () od 30 (30, 2x60) mL ANTI IgM uter + antiFhumant gV pofidonskl kazjl serurmi
R4 1 Y L. konjugirani sa alkalnom fosfatazom + NaN3
CONJUGATE (Spreman za upotrebu - Zuti rastvor). . .
(<0,1%) + stabilizatori.
Rs | 1 | Bocicaod30(30,125) mL SUPSTRATA 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 - uler+ povrsinski aktivna supstanca
bezbojan rastvor).
Epruveta od 100 (100, 2x100) uL POZITIVNOG . e
R10 1 KONTROLNOG SERUMA Pufer + skup humanih seruma pozitivnih u

(Spreman za upotrebu).

Toxoplasma serologiji + NaNs (<0,1%) +
stabilizatori.

R1: Slovo pre svakog broja trake je specificno za parametar.
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R2, R4, 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.

R10 je kalibrisan u imunoblotu prema referentnom lotu i posvecen je samo ovoj tehnici.

R3, R10 (NaNs): EUH 032 - Kontakt sa kiselinama oslobada veoma otrovan gas.
EUH 210 Sigurnosno-tehnicki list dostupan na zahtev kao i na nasoj veb 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 izvlacenje 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. Upijajuci 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
mogucéim hemijskim kontaminacijama nasih reagenasa 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 zamucene reagense. Pufer za ispiranje razblazen na
1/10 je stabilan 2 meseca na +2 do +8 °C i nedelju dana na sobnoj temperaturi.

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 toksi¢an i / ili infektivni.

e Nosite laboratorijski mantil, rukavice i nao¢are; Nemojte piti, jesti ili pusiti u laboratoriji. Ne pipetirajte
ustima.

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

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

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

e Odlozite otpad (uzorci, nastavci, epruvete, teénost za pranje, 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.
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e Pozeljno je koristiti sve reagense iz iste serije. Ako se koriste razliCite serije, obezbedite sledljivost.

e  Koristite trake u numeri¢ckom 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 pranje.

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

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

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

e Izostavljanje 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 uL seruma.

Drzite uzorke na 2-8 ° C dok se ne obrade. Ako ih treba €uvati 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 izmesSate razblazeni pufer.

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 + pozitivhu kontrolu (R10).

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

serijskog broja.

2. Odreiite potreban broj traka (R1) pomocu skalpela i ¢istog i suvog ravnog prozirnog lenjira, zadrZzavajudi
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 okre¢u tokom ovih
koraka.
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7. Nanesite 1.2 mL anti IgM konjugata (R4) 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 Ce trake olaksati dok se suse.

10. 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 pranja jos
jednom.

11. SusSenje traka: Dok su kanali jos uvek ispunjeni vodom, pincetom uzmite trake za numerisani kraj i
polozite ih, sa vidljivim brojem, na upijajuci papir Whatman. Ostavite da se osusi na vazduhu. Boja traka
¢e prirodno osvetliti tokom susenja. Tumacenje se mora izvrsiti tek nakon zavrsetka susenja.

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

Za dobro tumacenje, trake moraju biti postavljene 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).

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 (1) tehnic¢ku validaciju dobrog sprovodenja testa (trake boje
moraju da se pojave vrlo jasno na traci) i (2) da precizno kalibrira poloZaj i aspekt specifi¢nih traka boje kako bi
se omogucilo tumacenje rezultata traka iz istog prenosa (isti serijski broj).

Nota Bene: Pozitivna kontrola (R10) profil moZe da varira u zavisnosti od broja lota reagensa koji se koriste i
posebno ne moZe predstaviti sve srednje opsege (P31, 33, 38), rede prisutne u pozitivnim uzorcima.
Odgovarajuce slike su dostupne na nasem sajtu www.ldbiodiagnostics.com kao primer.

Opis traka

Pozitivan uzorak moZe predstaviti brojne opsege koji se nalaze izmedu 15 i 200k kilodaltona (kDa).
Potrazite prisustvo specificnih opsega u podrudju od 30-40 kDa za svaki od testiranih uzoraka pomoéu gore
opisanih alata za kalibraciju. Ove trake, grupisane i dobro izolovane, su tipi¢ni i generalno se mogu naci vrlo lako.
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Sl. 1: Primeri pozitivnih i negativnih rezultata (Molekulska teZina: kDa)
Profili su dati kao primeri. Trake su oznacene slovom "K" specificnim za parametar iz serije "50016".

Tumacenje rezultata

Prisustvo na traci od najmanje 2 trake iz specificnih opsega P30, P31, P33, P38 i P40, i ukljucivanje opsega P30
kDa, omogucava da se test tumaci kao pozitivan i da se zaklju¢i da su anti-T. gondii IgM antitela prisutna u
testiranom uzorku.

Imajte na umu:
- P30i P40 su najcesce trake u slucaju blagog pozitivhog IgM seroloskog rezultata.

- Ostale trake (npr. P35) mogu se posmatrati. Oni se ne uzimaju u obzir prilikom Citanja testa.

Da biste potvrdili rezultate, uvek uporedite profil imunoblota svakog uzorka sa profilom pozitivne
kontrole R10. Aspekt traka je vaZan prilikom tumacenja testa.

OGRANICENJE 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.
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UCINAK (vidi literaturu reference)

Procena je sprovedena kroz multicentricnu studiju koja je ukljucivala Cetiri referentne laboratorije,
specijalizovane za dijagnozu toksoplazmoze.

Evaluacija je obuhvatila dve kohorte trudnica sa pozitivnim rezultatom IgM testa: jedna je bila pracenje
serokonverzija dokazanih pojavom 1gG (93 serokonverzije / 229 uzoraka), a druga Zena koje su imale lazno
pozitivan IgM najmanje jednom tehnikom skrininga i ¢ija je nespecificnost tada dokazana iterativnim pracenjem
uzoraka bez IgG serokonverzije (68 pacijenata / 158 uzoraka)

Svaki centar je koristio sopstveni panel IgM tehnika omogucavajuéi poredenje performansi WB sa 6
komercijalno dostupnih kompleta.

1. Studija performansi SB u potvrdi serokonverzije:
Osetljivost: WB Toxo Il IgM je bio pozitivan na 91 od 93 serokonverzije, potvrdujuci Toxoplasma
infekciju.

Se = 97.8% (95CI [91.7-99.6%])

Specificnost: WB Toxo Il IgM je bio negativan za 61 od 68 pacijenata sa laznim IgM potvrdujuci odsustvo
infekcije Toxoplasma .

Sp = 89,7% (95CI [79,3% -95,4%]).

2. Komparativna studija performansi WB Toxo |l IgM, uzorak po uzorku:
Svi rezultati WB (n = 387) su uporedeni sa onima dobijenim od strane 6 drugih tehnika koje su koris¢ene
u studiji u 4 referentne laboratorije: IgM ELISA ili automati i ISAGA IgM.

Objavljeni su detaljni rezultati ove studije: "Dijagnosticka tacnost LDBIO-Toxo Il IgG i IgM Western Blot
u sumnji na serokonverziju u trudnoéi: multicentricna studija". Patogeni 2022, 11(6), 665.
doi: 10.3390/pathogens11060665 / Dopunski materijal fajl 1.

WB pokazuje ekvivalentnu osetljivost i vecu specificnost od svih drugih tehnika koje se koriste.

Odli¢ne performanse LDBIO TOXO Il IgM kompleta opravdavaju njegovu upotrebu kao potvrdu rezultata
dobijenih tehnikama skrininga IgM (dvosmisleni rezultati, slabi pozitivni rezultati ili rezultati sa potesko¢ama u
tumacdeniju).

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 primecena 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.
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"Osencena podrucja mogu se videti, vise ili manje obojena, blago difuzna": Traka nije bila potpuno potopljena
u jedan od reagenasa 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 znacajan, sto citanje veoma oteZava": Ispiranje je bilo nedovoljno ili je poslednja inkubacija
bila preduga. Obezbedite dobre tehnike performansi testa, posStujte vreme pranja i obezbedite kvalitet vode.
Smanjite vreme poslednje inkubacije. lzuzetno, odredeni serumi mogu reagovati na nespecifican nacin. Zatim,
rezultat imunoblota se ne mozZe koristiti.

Ovaj nespecifi¢ni pozadinski Sum moze ukljucivati samo deo trake, ¢ineéi rezultate neinterpretabilnim samo za
taj deo.

"Talog se pojavljuje 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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