LDBIO TOXO Il IgM ceo459 LDBIO - Diagnostics
CONFIRMATION

In vitro diagnosticky test Immunoblot
Poloautomatizovand / manudlna technika

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

NAVOD NA POUZITIE

Viac informacii a navod na poutzitie vo vasom jazyku ndjdete na nasej webovej stranke
www.ldbiodiagnostics.com
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DOPORUCENE POUZITIE

LDBIO TOXO Il IgM je jednorazovy kvalitativny test je jednorazovy kvalitativny test pro sérologicku
diagndzu IgM pomocou imunoblotu. Jedna sa o analyzu toxoplazmdzy urcenl pre potvrdzovacie testovanie
pozitivnych alebo hrani¢nych vysledkov ziskanych pomocou klasickych skriningovych testov.

PRINCIP TESTU

Technika Western Blot

Antigény Toxoplasma gondii, sa po elektroforetickej separacii naviazu pomocou elektroblotovania na
povrch nitrocelulézovej membrany (o sa nazyva transfer — presun), ktora sa nastrihd na 24 pruzkov ocislovanych
od 1 do 24.

Vykonanie testu

KaZd3 testovana vzorka sa oddelene inkubuje s prizkom. Specifické protilatky potencialne pritomné vo
vzorke sa selektivne viazu na antigény. Konjugat alkalickd fosfatdza-anti-humanny IgM sa potom viaZe na
naviazané protilatky. Nakoniec imunokomplexy reaguju so substratom. Antigény, rozpoznavané Specifickymi
protildtkami typu IgM pritomnymi vo vzorkach, su odhalené ako fialové prie¢ne pruhy.

REAGENCIE DODAVANE SO SUPRAVOU
Predvolené: balenie 24 testov (HT2M-24M)

Italic : balenie 12 testov (#T2M-12M) — Bold : balenie 96 testov (#T2M-96M)

ID ks Popis ZloZenie

Senzitizovana nitroceluléza.
Priecinok (y) 24 (12, 4x24) STRIPS + prefarbené | Farebna molekulova hmotnost (kDa):

R1 1 $tandardy (kazdy priecinok a kazdy prenos je | modry: 250, modry: 150, modry: 100, ruZovy: 75,

identifikovany jedineénym sériovym cislom) modry: 50, zeleny: 37, ruZzovy: 25, modry: 20,
modry: 15.

Injekénd liekovka s 30 (30, 125) ml VZORIEK

R2 1
VZORKY (pripraveny na pouZzitie - ruZovy roztok).

Pufr + povrchovo aktivna latka.

Injek¢énd liekovka (liekovky) 30 (30, 2x60) ml ANTI | Pufrovacie polyklondlne kozie sérum proti

R4 1 IlgM CONJUGATE (roztok pripraveny na pouZitie - | ludskému 1gM  konjugované s alkalickou

modry roztok). fosfatazou NaN3 (<0.1%) + stabilizatory.
Injekénd liekovka s 30 (30, 125) ml SUBSTRATE

R5 1 (pripravend na pouzitie - nepriehladnd hnedd | Timivy roztok + NBT + BCIP + stabilizatory.
liekovka).

Injekénd liekovka 60 (60, 250) ml WASH
R6 1 CONCENTRATE 10X BUFFER (zriedi sa 10-krat v | Pufr + povrchovo aktivna latka.
destilovanej vode - bezfarebny roztok).

Skimavka 200 (100, 2x100) ul POZITIVNEHO | Zasobny roztok [udského séra pozitivneho
R10 1 KONTROLNEHO SERUMU (pripraveny na pouzitie | Toxoplasma serolégia + NaN3 (<0.1%)
- Cerveny uzaver). stabilizatory.

"
+
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R1: Pismeno pred kazdym cislom pdsu je Specifické pre parameter.

R2, R4, R5 and R6 su spolocné pre vietky zostavy a maju jedinecné Cislo Sarze v zavislosti od datumu ich vyroby.
Odporuéa sa vykonat multiparametrové testovanie (pozri rozsah imunoblotov LDBIO), aby sa obmedzil pocet
otvorenych injekénych liekoviek a aby sa zabezpecila lepsSia kontrola kvality.

R10 je kalibrovany vimunoblote podla referenénej Sarze a je urceny iba pre tuto techniku.
R3, R10 (NaN3): EUH 032- Pri kontakte s kyselinami uvolfiuje velmi toxicky plyn.

EUH 210 Na pozZiadanie mozno poskytnat kartu bezpe¢- nostnych ddajov a na nasom webe
www.ldbiodiagnostics.com.

POTREBNY DODATOCNY MATERIAL - NIE JE SUCASTOU BALENIA

e Viackanalové polypropylénové inkubacné podnosy pre mini-bloty (# WBPP- 08 or equivalent).

e Hojdacia ploSina pre imunobloty, vakuovy systém pre kvapaliny (the # WBPP- 08 skumavky, ktoré
doddvame, moZu byt vyprazdnené jednoduchym otocenim).

e Skumavky a material na tahanie vzoriek odmernych valcov, prispdsobenych kontajnerov. Automatické
pipety, mikropipety a jednorazové Spicky (objem 10 pl, 1.2 ml and 2 ml).

e Destilovana alebo deionizovana voda. Absorpcny papier (e.g., Whatman filter paper), transparentnd
lepiaca pdska.

e Rukavice, pinzeta na manipulaciu s pruzkami, rezackou alebo skalpelom, ploché priehladné pravitko.

Poznamka : Nase reagencie méZu byt pouZité v automatizovanom imunoblotovom procesore. Ak je procesor
zdielany s ¢inidlami od iného vyrobcu (znamy priklad: kontaminacia TWEEN 20) a bakterialne kontaminacie, je
potrebné venovat pozornost moznym chemickym kontaminacidm nasich Cinidiel. Rezervovat skimavky pre
procesor. Po spracovani nedavajte zostavajlce pouZité reagencie spat do pévodnych injekénych liekoviek.

SKLADOVANIE A STABILITA

Skladujte v rozmedzi 2 aZ 8°C. Reagencie zo sUpravy su stabilné aZz do datumu exspiracie uvedeného na
vonkajSom obale a stitkoch injekénej liekovky. NepouZivajte kontaminované alebo zakalené cCinidlo. Premyvaci
pufer zriedeny na 1/10 je stabilny 2 mesiace pri 2 az 8°C alebo jeden tyZden pri izbovej teplote.
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BEZPECNOSTNE OPATRENIA

Bezpecnost

Len na pouZitie in vitro. Len na profesiondlne pouZzitie. Iba pre technicky vyskoleny personal.
Manipulujte v stlade so spravnou laboratérnou praxou a akékolvek €inidlo a akukolvek vzorku
povaZujte za potencialne toxické a / alebo infekéné

PouZivajte laboratérny plast, rukavice a okuliare; v laboratériu nepite, nejedzte ani nefajcite.
Pozitivnou kontrolou je sérum ludského povodu, ktoré bolo inaktivované na virusy HIV 1 a 2,
hepatitidu B a hepatitidu C. So substratom sa vSak musi zaobchadzat ako s potencialne infekénym
produktom

Substrat obsahuje zmes NBT a BCIP, jedovaty pri kontakte (pokoZka a sliznice) a pri vdychnuti
Cinidla obsahuju azid sodny, ktory moze tvorit vybuiné kovové soli s olovom a medou. Rozliaty
material oplachnite vodou.

Zlikvidujte odpad (vzorky, Spicky, skimavky, premyvaciu kvapalinu, pouZité Cinidlo ...) v sulade s
osvedcéenymi postupmi pouZivanymi v priemysle a platnymi predpismi v krajine.

Akékolvek vaina nehoda musi byt predmetom vyhlasenia pre vyrobcu a prislusného organu.

Prevencia

Vysledky Citajte a interpretujte pod priamym bielym svetlom.

Je vhodnejsie pouzit vSetky Cinidla z tej istej SarZe. Ak sa pouzivaju rézne SarZe, zabezpecte
sledovatelnost.

Pruzky pouZivajte v Ciselnom poradi. Nemiesajte pruzky z roznych sériovych Cisel; pouzit prevody po
sebe. Pred zacatim testu vytvorte Specificky distribucny plan

Nedotykajte sa pruzkov prstami;

Pred pouZitim sa musia reagencie dobre premiesat, najma koncentrovany premyvaci timivy roztok
Uzatvorit injekéné liekovky po pouZiti; nepouZivajte, ak bola latka ndhodne vloZend do Cinidiel.
NepoufZivajte reagenciu z injekénej liekovky, ktora vykazuje znadmky Uniku. NepouZivajte zakaleny alebo
vyzrazany roztok

Pouzivajte iba jednorazové Spicky pipiet. Vyhnite sa akejkolvek medzikanalovej kontaminacii. Davajte

pozor na tvorbu peny alebo bublin v Spickach pipiet (bakteridlna kontaminacia reagencnych liekoviek)

Inkubacné platnicky Cistite iba destilovanou vodou (nikdy nepouzivajte praci prostriedok alebo bielidlo)

Vynechanie vzorky alebo distriblcia neprimeraného objemu - vysledok testu zaporny alebo pozitivny,
bez ohladu na jeho aktudlny stav.

ODBER VZORIEK

Asepticky odoberajte vzorky do suchych skiumaviek. VyZaduje sa minimalne 10 ul séra.

Vzorky uchovdévajte pri 2-8°C aZ do spracovania. Ak sa musia skladovat dlhsie ako tyZden, vzorky zmrazte

na-20 + 5 ° C. NepouZivajte kontaminovanu vzorku. Vzorky zamedzte opakovanému zmrazeniu a rozmrazeniu.*

Napriek tomu, Ze pri hemolyzovanych, ikterickych alebo lipidovych sérach nebola pozorovand Ziadna

$pecificka skrizena reakcia, odporuca sa starostlivo interpretovat vysledky z pouZitia takychto vzoriek.

PRIPRAVA CINIDIEL

Prachovy pufor : Pre 4 testy v Cistej flasi zriedte 10 ml premyvacieho koncentrdtu 10X (R6) v 90 ml

destilovanej alebo deionizovanej vody. Budte opatrni pri mieSani zriedeného timivého roztoku.
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SKUSOBNY POSTUP

Nota Bene: Odporuca sa vykonat multiparametrické testovanie (pozri rozsah imunoblotov LDBIO), aby sa
obmedzil pocet otvorenych injekénych liekoviek a aby sa zabezpecila lepsia kontrola kvality.

1. Pripravte distribu¢ny plan pre vzorky a pozitivnu kontrolu C (R10).

Skuska moze byt technicky overend a identifikovana len pre dané sériové Cislo Specifickych vyvinutych pasiem.
AC pésik nie je moZné pouZit na interpretaciu vysledkov pruzkov z blotu iného sériového disla.

2. Ziskajte pozadovany pocet pruzkov (R1) skalpelom a Cistym a suchym plochym priehladnym pravitkom,
ohranjanje modre ¢rte za pozicioniranje na trakovih : pasky drzte pasy pevne na mieste s pravitkom a odrezte ich
na strane kmena (Cisla su viditelné cez pravitko).

3. Rozdelte 1,2 ml vzorkového pufra (R2) v kazdom kanali podla stanoveného planu.

4. Vkladajte ocislované pruzky v kandloch v ich ¢iselnom poradi: Nechajte pruzky rehydratovat na povrchu po
dobu priblizne 1 minut, s ¢islom viditelnym na vrchu, POTOM jemne pretrepte zasobnik, aby sa Uplne ponorili do
pufra.

5. Rozdelte vzorky a pozitivnu kontrolu (-y): podla distribuéného planu rychlostou 10 ul na kanal. Zasobnik po
kazdom vydani jemne pretrepte. Podnos umiestnite na hojdacku.
Inkubujte 90 min + 5 min pri 20-26 °C.

6. Krok premyvania: Vyprazdnite obsah kandlov Pasteurovou pipetou alebo otofenim inkubacnej misky. Do
kazdého kanadla sa napipetuju 2 az 3 ml zriedeného premyvacieho pufra. Inkubujte 3 mindty na hupacej plosine.
Opakujte 2 krat a potom vyprazdnite obsah kanalov. Uistite sa, Ze sa pruzky pocas tychto krokov neotacaju.

7. Do kaZidého kanala sa prida 1,2 ml konjugatu anti IgM (R4). Umiestnite podnos na hojdacku. Inkubujte 60 min
+ 5 min pri 20-26 °C.

8. Krok premyvania: opakujte krok 6.

9. Rozdelte 1,2 ml substratu NBT / BCIP (R5) do kazdého z kandlov. Umiestnite na hojdacku a chrarite pred
priamym svetlom. Inkubujte 60 min + 5 min pri 20-26 °C.

Bez ohladu na parameter sledujte vyvoj farby. Vyvoj moze byt zastaveny, ak farba pozadia pasu stmavne do
miesta, kde je Citanie obtiazne (kvalita krokov prania ma zdsadny vplyv na sfarbenie pozadia). VSimnite si, Ze
pruzky sa zosvetlia, ked' su suché.

10. Zastavte reakciu odsatim substratu pomocou Pasteurovej pipety alebo otocenim inkubacnej vane a
vyddvanim 2 ml destilovanej vody do kanalov. Tento posledny premyvaci krok zopakujte este raz.

11.0dstranenie pasov: S kanalmi, ktoré su este naplnené vodou, odoberte pruzky pomocou ocislovaného konca
pomocou pinziet a uloZte ich s viditelnym ¢islom na absorpcny papier Whatman. Nechajte vyschnut na vzduchu.
Farba pasov sa prirodzene zosvetli pri suseni. Interpretacia sa musi vykonat len po ukonceni susenia.

12. Skladovanie: Pruzky preneste na list papiera, ktory sa pouzije na ich archivaciu. Zarovnajte polohovacie Ciary.
Uchovavajte ich na mieste s plochym pravitkom, prilepte vrchnt ¢ast pasov transparentnou lepiacou péaskou.

Pre dobru interpretaciu musia byt pruzky usporiadané v rade v ich ¢iselnom poradi, rozmiestnené maximalne od
seba niekolko milimetrov. Je nespolahlivé porovnavat pruzky, ktoré si od seba vzdialené (napr. ¢.2 s ¢.15). Je
nebezpeéné porovndvat pruzky z réznych stprav (prazky s réznymi sériovymi Cislami) (falosné vysledky).
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KONTROLA KVALITY A INTERPRETACIA

Sérova kontrola (R10) dodana so stpravou musi byt systematicky zahrnuta v kazdej sérii imunoblotov.
Ukazuje typicky profil a umozriuje technické overenie dobrého priebehu skusky (pasy sa musia na prizku objavit
velmi jasne) a presne kalibrovat polohu a aspekt Specifickych pasov, aby sa umoznila interpretacia vysledkov
pasov z rovnakych testov (rovnaké sériové Cislo).

Pozndmka: Pozndmka: Profil pozitivnej kontroly (R10) sa moézZe liSit podla druhu SarZi pouZitych reagencii.
Zodpovedajuce obrazky su dostupné napriklad na nasej webovej strdnke www.ldbiodiagnostics.com.

Popis pasiem

Pozitivna vzorka méze vykazovat mnoho bandov (proteinovych pasov) nachadzajicich sa v rozmedzi
medzi 15 a 200 kilodaltonov (kDa). Pre kaZzdu testovanu vzorku hladajte pritomnost Specifickych bandov v oblasti
30-45 kDa pomocou kalibra¢nych nastrojov popisanych vyssie. Tieto typické bandy, ktoré su zoskupené a dobre
oddelené, byvaju vo vieobecnosti lahko spozorovatelné.
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Obr. 1: Priklady pozitivnych a negativnych vysledkov (Molekulovd hmotnost: kDa)
Profily si uvedené ako priklad. Pruzky su oznacené pismenom "K" specifickym pre parameter Sarze "50016".
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Interpretacia

Pritomnost minimalne of 2 bandov na pruzku spomedzi Specifickych bandov P30, P31, P33, P38 and P40,
A pritomnost bandu P30 kDa, umozfiuje interpretaciu pozitivneho vysledku a konsStatovat pritomnost IgM
protildtok proti T. gondii v testovanej vzorke.

Note Bene:
- P30 a P40 su najcastejSie bandy v pripade mierne pozitivheho IgM sérologického vysledku.
- M06zu byt pozorované aj ostatné bandy (napr. P35), ale tie sa pri vvhodnocovani testu neberu

do uvahy.

Na potvrdenie vysledkov vZdy porovnajte profil imunoblotu kaZdej vzorky s profilom R10 pozitivnej
kontroly. Pri interpretdcii testu je déleZity aspekt pdsov.

OBMEDZENIA POUZIVANIA

e Diagndzu infekéného ochorenia nemoZno stanovit na zdklade jediného vysledku testu.

e Sérologické vysledky sa musia interpretovat podla dostupnych informacii (napr. Epidemiolégia, klinicky
obraz, zobrazovanie, bioldgia atd.) S cielom stanovit diagnézu. Nemali by sa pouzivat na stanovenie
diagndzy iba na zaklade ich pozitivity.

CHARAKTERISTIKA (POZRI ODKAZY NA LITERATURU)

Vyhodnotenie bolo vykonané pomocou multicentrickej Studie zahrriujicej Styri v referencéné laboratéria
Specializované na diagnostiku toxoplasmézy.

Vyhodnotenie zahfialo dve kohorty tehotnych Zien s pozitivny, vysledkom testu na IgM. Jedna bola
dosledovévana sérokonverzia dokazana pritomnostou 1gG (93 sérokonverzii/229 vzoriek) a druha pozastavala zo
zien, ktoré mali faloSne pozitivny 1gM aspon jednou skriningovou technikou, ktorej nespecificita bola dalej
dokazana iterativny dosledovanim vzorky bez igG sérokonverzie (68 pacientov/158 vzoriek).

Kazdé z centier pouZilo svoj vlastny panel IgM technik, ¢o umoznilo porovnanie ¢innosti WB so 6
komeréne dostupnymi kitmi.

1. Studia ¢innosti WB performance pripotvrdeni sérokonverzie
Senzitivita: Test WB Toxo Il IgM bol pozitivny pre 91 z 93 sérokonverzii, potvrdzujic infekciu
Toxoplasmou.

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

Specificita: Test WB Toxo Il IgM bol negativn pre 61 z 68 pacientov falodne pozitivnymi IgM potvrdzujic
nepritomnost infeckie Toxoplasmou.

Sp = 89.7% (95CI [79.3%-95.4%]).

2. Porovnavacia Studia ¢innosti WB Toxo Il IgM, vzorka po vzorke:
Vsetky WB vysledky (n=387) boli porovnané s vysledkami ziskanymi 6 inymi metédami v 4 referencnych
laboratdriach: iSlo o IgM ELISY a ISAGA IgM.

Podrobné vysledky tejto studie boli publikované: "Diagnostic Accuracy of LDBIO-Toxo Il IgG and IgM
Western Blot in Suspected Seroconversion in Pregnancy: A Multicentre Study". Pathogens 2022, 11(6), 665.
doi: 10.3390/pathogens11060665 / Supplementary material File 1.
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WB vykazuje ekvivalentnu citlivost a vyssiu Specificitu ako vSetky ostatné pouzité metddy.

Excelentna Cinnost kitu LDBIO TOXO Il IgM podporuje jeho poutZitie pre potvrdenie vysedkov ziskanych IgM
skriningovymi technikami (nejasné vysledky, slabo pozitivne vysledky, alebo tazko interpretovatelné vysledky)

Presnost

Bola testovana reprodukovatelnost medzi sérami a medzislozkami. V oboch pripadoch je korelacia séra
na sérum vzhlfadom na Specifické pasy vynikajuca.

Interferencia

Napriek tomu, Ze pri hemolyzovanych, ikterickych alebo lipidovych sérach nebola pozorovana Ziadna
$pecificka skrizena reakcia, odporuca sa starostlivo interpretovat vysledky z pouZzitia takychto vzoriek.

RIESENIE PROBLEMOV

"Pdsy su bledé s malym kontrastom" : Niektoré séra s nizkymi koncentraciami protildtok mozu poskytnut takéto
vysledky.

"Tiefiované oblasti mézu byt viditelné, viac & menej farebné, mierne diftizne" : Pas nebol Uplne ponoreny v
jednom z ¢inidiel a neinkuboval sa spravne po celej jeho dizke. Mézu byt pritomné aj $kvrny tam, kde bola vzorka
uloZena, ak sa tacka po ddvkovani neotrela.

"Sum v pozadi je znacny, o robi ¢itanie velmi tazké" : Umyvanie bolo nedostato&né alebo posledna inkubacia
bola prilis dlha. Zabezpecte dobré techniky testovania, reSpektujte ¢asy prania a zabezpecte kvalitu vody. Znizte
Cas poslednej inkubacie.

Vynimotne mozu urité séra reagovat nespecifickym spOsobom. Potom nie je moiné pouzit vysledok
imunoblotu.

Tento neSpecificky Sum pozadia méze zahfnat iba Cast pasu, ¢o robi vysledky neinterpretovatelnymi len pre tuto
Cast.

“V poslednom kroku vyvoja sa v roztoku objavi zrazenina” : substrat sa moze na konci vyvoja CiastoCne vyzrazat
(Cierne vloc¢ky) v pufri. Tento jav nemeni kvalitu vyvoja, ktory musi normélne pokracovat. Posledné premytie
destilovanou vodou eliminuje mozné pritomné pevné Castice.
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Upozornenie na aktualizaciu - Precitajte si pozorne
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02/01/2023 Vs04 R6 bez NaN3. Pasik oznadeny pismenom D. Mozné
pouzitie Cinidiel z ré6znych Sarii.

06/02/2023 Vs05 Indikacia pasma P35 (nie je Specifickd)

20/09/2023 Vs06 Nazov a referencie st modré
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