SCHISTO " € LDBIO « Diagnostics
Western Blot IgG

in vitro dijagnosticki imunoblot test
Poluautomatizirana / ru¢na metoda

#SCH I1-WB24G: 24 testova
#SCH 1I-WB12G: 12 testova
#SCH 1I-WB96G: 96 testova

UPUTE ZA UPOTREBU

Vise informacija i Upute za upotrebu na vasem jeziku potrazite na nasoj web stranici
www.ldbiodiagnostics.com
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Namjena

SCHISTO Il Western Blot (WB) IgG je kvalitativni seroloski imunoblot I1gG test namijenjen za potvrdno

dijagnosticiranje Sistosomijaze kod pozitivnih ili nepouzdanih dvosmislenih rezultata dobivenih klasi¢nim
screening testovima.

Princip testa

Western Blot tehnika

Antigeni (odrasli Schistosoma mansoni + Schistosoma haematobium), jednom odvojeni elektroforezom,

vezani su elektroblotingom na povrsinu nitrocelulozne (prijenosne) membrane, izrezane na 24 trake oznacene
brojevima od 1 do 24.

Provodenje ispitivanja

Svaki uzorak koji se ispituje odvojeno je inkubiran s trakom. Specifi¢na antitijela koja su potencijalno

prisutna u uzorku selektivno se vezu na antigene. Alkalna fosfataza-anti-ljudski IgG konjugat se zatim veze na
vezana antitijela. Kona¢no, imunokompleksi reagiraju s supstratom. Antigeni koje prepoznaju specifi¢na antitijela
tipa 1gG prisutna u uzorcima se prikazuju kao ljubicaste transverzalne trake.

Reagensi ukljuceni

Normalan: pakiranje od 24 testova (#SCH 1I-WB24G)
italic: pakiranje od 12 testova (#SCH II-WB12G) - bold: Pakiranje od 96 testova (#SCH II-WB96G).

ID | Kol. Opis Sastav
Mape od 24 (12, 4x24) STRIPOVI: standardni + obojani senzitizirana n|tvr'oce|uloz'f‘:1.
standardi Molekularna tezina u boji (kDa):
R1 1 (Svaka mé a i svaki prijenos identificira se jedinstvenim Plava: 250, plava: 150, Plava: 100, RuZicasta:
seriiskim bF;o'em) Py J 75, Plava: 50, Zelena: 37, RuZicasta: 25, Plava:
) Jem): 15, Zuta: 10.
R2 1 Bocica od 30 (305.}25) ml PUfERA ZA UZORAK (spremna Pufer + surfaktant + NaNs (<0.1%).
za upotrebu - ruZicasta otopina).
" Puf ti-h i 1gG liklonalni kozji
Botica (e) od 30 (30, 2x60) ml ANTI IgG KONJUGAT | ' rer * ant-humant fg& polikionaint kozji
R3 1 (spremna za upotrebu - plava otopina) serum konjugiran s alkalnom fosfatazom +
P P P pinaj. NaNs3 (<0.1%) + stabilizatori.
Rs | 1 | Bocicaod30(30,125) ml SUBSTRATA g Pufer + NBT + BCIP + stabilizatori.
(Spreman za upotrebu - neprozirna smeda bocica).
Bocica od 60 (60, 250) ml WASH CONCENTRATE 10X
PUFER
R6 ! (Razrijediti 10 puta u destiliranoj vodi - bezbojna Pufer + surfactant.
otopina).
Epruveta od 200 (200, 2x200) pl POZITIVNOG | Pufer + bazen humanog seruma pozitivan u
R10 1 KONTROLNOG SERUMA Schistosoma serologiji + NaNsz (<0,1%) +

(Spreman za uporabu - crvena kapa).

stabilizatori.

R1: Slovo prije svakog broja trake specifi¢no je za parametar.

R2, R3, R5 i R6 zajednicki su za sve kitove i imaju jedinstveni serijski broj koji ovisi samo o datumu njihove
proizvodnje. Preporucuje se provodenje viSeparametarskog ispitivanja (vidi LDBIO Diagnostics raspon
imunoblotova) kako bi se ogranicio broj otvorenih bocica i kako bi se osigurala bolja kontrola kvalitete.

R10 je kalibriran u imunoblotu prema referentnoj partiji i posvecen je samo ovoj tehnici.

R3, R10 (NaN3): EUH 032 - U dodiru s kiselinama oslobada vrlo otrovni plin.
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EUH 210 Sigurnosno-tehnicki list dostupan na zahtjev i na nasoj web stranici www.ldbiodiagnostics.com.

Potrebni dodatni material koji nije ukljucen

e ViSekanalne polipropilenske inkubacijske posude za mini-mrlje (# WBPP-08 ili ekvivalent).

e Platforma za ljuljanje za imunoblokove, vakuumski sustav za tekuéine (kade # WBPP-08 koje isporucujemo
mogu se isprazniti jednostavnim okretanjem).

e  Cijevi i materijal za crtanje uzoraka, stupnjeviti cilindri, prilagodeni spremnici.
Automatske pipete, mikropipete i vrhovi za jednokratnu uporabu (volumeni od 25 ul, 1,2 mli 2 ml).

e Destilirana ili deionizirana voda. Upijajuci papir (npr. Whatman filter papir), prozirna ljepljiva traka.

e Rukavice, pincete za rukovanje trakama, reza¢em ili skalpelom, ravnim transparentnim ravnilom.

Napomena: Nasi reagensi mogu se koristiti u automatiziranom imunoblot procesoru. Treba paziti na moguce
kemijske kontaminacije nasih reagensa ako se procesor dijeli s reagensima drugog proizvodaca (poznati
primjer: kontaminacija TWEEN-om 20) i bakterijske kontaminacije. Rezervirajte bocice za procesor. Nakon
obrade ne stavljajte preostale koristene reagense natrag u originalne bocice.

Skladistenje i stabilnost

Skladistiti izmedu 2 i 8 ° C. Reagensi iz kita stabilni su do isteka roka valjanosti naznacenog na vanjskoj
kutiji i naljepnicama bocice. Ne koristite kontaminirani ili mutni reagens. Pufer za ispiranje razrijeden do 1/10
stabilan je 2 mjeseca na +2 do +8 ° Ci jedan tjedan na sobnoj temperaturi.

Mijere opreza prilikom upotrebe

Sigurnost

e Samo za in vitro uporabu. Samo za profesionalnu upotrebu. Samo za tehnicki osposobljeno osoblje. Rukovati
u skladu s dobrom laboratorijskom praksom i smatrati svaki reagens i bilo koji uzorak potencijalno toksi¢nim
i / ili zaraznim.

* Nosite laboratorijsku odjecu, rukavice i naocale; nemoijte piti, jesti ili pusiti u laboratoriju. Ne stavljajte pipete
u usta.

e Pozitivna kontrola je serum ljudskog podrijetla koji je inaktiviran za viruse HIV 1 i 2, hepatitis B i hepatitis C.
Njime se mora rukovati kao s potencijalno zaraznim proizvodom.

e Supstrat sadrzi mjesavinu NBT-a i BCIP-a, toksi¢nog za kontakt (kozZa i sluznice) i inhalacija.

e Reagensi sadrze natrijev azid koji moZe tvoriti eksplozivne metalne soli s olovom i bakrom. Isprati prosuto
vodom.

e OdloZite otpad (uzorke, vrhove, epruvete, tekucinu za pranje, koristeni reagens ...) u skladu s dobrom
praksom u industriji i vazeé¢im propisima u zemlji.

e Svaki ozbiljni incident mora biti predmet prijave proizvodaca i nadleznog tijela.

Mjere opreza

e Qcitajte i protumacite rezultate pod izravnim bijelim svjetlom.

¢ PoZeljno je koristiti sve reagense iz iste serije. Ako se koriste razliCite serije, osigurati sljedivost.

e Koristite trake u brojcanom redoslijedu. Nemojte mijesati trake s razli¢itim serijskim brojevima; koristiti
prijenose uzastopce. Uspostavite poseban plan distribucije prije pocetka ispitivanja.

* Nemojte dodirivati trake prstima; koristite pincete.

e Reagensi se prije uporabe moraju dobro izmijesati, osobito koncentrirani pufer za ispiranje.

¢ Nakon upotrebe zatvorite bocice; nemojte koristiti ako je tvar slu¢ajno uvedena u reagense. Ne koristite
reagens iz bocice koja pokazuje znakove curenja. Nemojte koristiti mutnu ili istaloZzenu otopinu.

e Koristite samo vrhove pipeta za jednokratnu uporabu. Izbjegavajte kontaminaciju medu kanalima. Pazite na
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http://www.ldbiodiagnostics.com/

stvaranje pjene ili mjehuri¢a u vrhovima pipeta (bakterijska kontaminacija bocica s reagensima).

¢ Inkubacijske posude Cistite samo destiliranom vodom (nikada hemojte koristiti deterdZent ili izbjeljivac).

e |zostavljanje uzorka ili raspodjela neadekvatne koli¢ine moze dovesti do negativan ili pozitivan testa, bez
obzira na njegov stvarni status.

Uzorkovanje

Asepticki skupite uzorke u suhe epruvete. Potrebno je najmanje 25 pl seruma.

Skladistite uzorke na 2-8 ° C dok se ne obrade. Ako moraju biti skladisteni duze od tjedan dana, potrebno
je smrznuti uzorke na -20 + 5 ° C. Nemojte koristiti kontaminirani uzorak. Izbjegavajte zamrzavanje i odmrzavanje
uzoraka vise puta.

lako nije primijecena posebna unakrsna reakcija s hemoliziranim, ikteri¢nim ili lipemi¢nim serumima,
preporuca se pazljivo tumaciti rezultate koriStenja takvih uzoraka.

Priprema reagensa

Pufer za ispiranje: Za 4 testa, u Cistoj bocici, razrijedite 10 ml koncentrata za pranje 10X (R6) u 90 ml destilirane
ili deionizirane vode. Pazite da dobro promijesate razrijedeni pufer.
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Postupak

Napomena: Preporucuje se provodenje viSeparametarskog ispitivanja (vidi LDBIO Diagnostics raspon
imunoblotova) kako bi se ogranicio broj otvorenih bocica i kako bi se osigurala bolja kontrola kvalitete.

1.

Pripremite plan raspodjele uzoraka i C + pozitivnu kontrolu (R10).

Samo uporabom ove kontrole moze se tehnicki potvrditi ispitivanje i utvrditi za dani serijski broj, razvijene
specificne trake. C + traka se ne moZe koristiti za interpretaciju rezultata traka iz mrlje drugog serijskog broja.

2.

Izrezite potreban broj traka (R1) pomocu skalpela i Cistog i suhog ravnog prozirnog ravnala, drzedi plavu
crtu za pozicioniranje na trakama: drzite trake ¢vrsto na mjestu s ravnilom i izrezite ih na strani
naprezanja (brojevi su vidljivi kroz ravnalo).

Ispipetirati 1.2 ml uzorka pufera (R2) u svakom kanalu prema utvrdenom planu.

U brojéanom redoslijedu polozZite numerirane trake u kanale: pustite da se trake rehidriraju na povrsini
pufera priblizno 2 minute s brojem vidljivim na vrhu, a ZATIM lagano protresite pladanj da biste ga u
potpunosti uronili.

Podijelite uzorke i pozitivhu (e) kontrolu (e): prema planu distribucije, brzinom od 25 ul po kanalu.
Njezno protresite posudu nakon svakog doziranja. Stavite podlozak na platformu za ljuljanje.
Inkubirajte 90 min £ 5 min na 20-26 ° C.

Korak ispiranja: Ispraznite sadrzaj kanala pomodu Pasteurove pipete ili okrecite ladicu za inkubaciju. U
svaki kanal dodajte 2 do 3 ml razrijedenog pufera za ispiranje. Inkubirajte na platformi za ljuljanje 3
minute. Ponovite 2 puta, a zatim ispraznite sadrzaj kanala. Osigurajte da se trake ne okrecu tijekom ovih
koraka.

Ispipetirati 1.2 ml anti-IgG konjugata (R3) u svaki kanal. Postavite pliticu na platformu za ljuljanje.
Inkubirajte 60 min £ 5 min na 20-26 ° C

Korak ispiranja: ponoviti korak 6

Ispipetirati 1.2 ml NBT / BCIP supstrata (R5) u svaki od kanala. Stavite na platformu za ljuljanje i zastitite
je od izravnog svjetla. Inkubirajte 60 min £ 5 min na 20-26 ° C

Bez obzira na parametar, pratite razvoj boje. Razvoj se moze zaustaviti ako boja pozadine trake potamni do tocke
gdje je Citanje tesko (kvaliteta koraka ispiranja ima temeljni utjecaj na boju pozadine). Imajte na umu da ce se
trake osvjetljavati dok se suse.

10.

11.

12.

Zaustavite reakciju aspiriranjem supstrata s Pasteurovom pipetom ili okretanjem inkubacijske posude i
ispustanjem 2 ml destilirane vode u kanale. Ponovite ovaj zadnji korak pranja jos jednom.

Susenje trakica: Dok su kanali jos uvijek napunjeni vodom, pomocu pinceta izvadite trake na
numeriranom kraju i pohranite ih, s vidljivim brojem na Whatmanov upijajuéi papir. Neka se osusi na
zraku. Boja traka prirodno ce se olaksati tijekom susSenja. Tumacenje se mora obaviti samo nakon
zavrsetka susenja.

Skladistenje: Trake prenesite na list papira koji ¢e se koristiti za njihovo arhiviranje. Poravnajte linije
pozicioniranja. Drzeci ih na mjestu s ravnalom zalijepite vrh traka transparentnom ljepljivom trakom.

Za dobru interpretaciju trake moraju biti poredane po prijenosu i numerickim redoslijedom, razmaknute u
razmaku od najvise nekoliko milimetara. Nije pouzdano usporedivati trake koje su udaljene jedna od druge (npr.
Br.2 s br. 15). Opasno je (laZni rezultati) usporediti trake od razli¢itih kompleta (trake s razli¢itim serijskim
brojevima).
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Kontrola kvalitete i interpretacija

Kontrola seruma (R10) iz kita se mora sustavno ukljuciti u bilo koju seriju imunoblotova. Prikazuje tipican
profil i omogucuje tehnic¢ku validaciju dobrog vodenja testa (trake moraju biti vrlo jasno prikazane na traci) i
precizno kalibrirati poloZaj i aspekt specifi¢nih traka kako bi se omogudilo tumacenje rezultata traka od isti
prijenos (isti serijski broj).

Nota Bene: Profil pozitivne kontrole (R10) moZe se razlikovati ovisno o broju serije koristenih reagensa.
Odgovarajuce slike dostupne su na nasoj web stranici www.ldbiodiagnostics.com kao primjer.

Opis traka

Pozitivan uzorak mogu predstavljati brojne linije smjeStene izmedu 8 i 200 kilodaltona (kDa). Podrucje
ocitavanja je smjeSteno na dnu trake, izmedu 8 i 34 kDa.

Obicno je prisutno osam linija: P8, P9, P10, P12-13, P14-15, P18 i P22-24 i P30-34 na odgovarajuéim
molekularnim tezinama (vidi fotografiju Prikaz 1.). Izgled linija mozZe varirati. Linije P8, P9, P10 i P18 niske
molekularne mase obi¢no su tanke. Ostale linije mogu biti oblika jedne velike linije, kao par dviju tanjih linija,
ili kao jedna od sastavnih linija para.
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Slika 1: Primjeri pozitivnih i negativnih rezultata
Profili su dati kao primjeri. Trake su oznacene slovom "G" specificnim za parametar iz serije "06016".
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Interpretacija

Prisutnost jedne od linija P30-34 ili P22-24 je indikativna za Sistosomijazu.

e Ako je izolirana (u iznimnoj situaciji), linija P30-34 mora izgledati kao velika linija da bi se mogla
uzeti u obzir. (npr. strip br. 4 « u prikazu 1).

¢ Linija P22-24 moze biti razli¢itog izgleda: uska, Siroka, jednostruka ili dvostruka.

¢ Linije koje se najcesce pojavljuju su pokazane na,,C+“ traci s lijeve strane. Brojne druge linije mogu
biti prisutne u podrucju od 8 do 22 kDa.

e P1i P2 profili mogu biti indikativni za pojedinu vrstu uzrocnika (vidi: serologija Sistosomijaze na
stranci 8).

¢ Linija P28 je ucestala i nije specificna za Schistosoma sp.

Vaino:
e Linije 22-24 nekad mogu biti prisutne kao zasebne linije na 22 ili 24 kDa.
e Krizne reakcije” seruma na stripovima 13, 1i 21 su u direktnoj vezi sa slu¢ajevima malarije. Oni su
posebno odabrani medu rijetkim serumima koji su, tijekom ocjenjivanja, prikazivali nespecificne
linije izolirane izmedu 8 i 34 kDa.

Za potvrdu rezultata, uvijek usporedite profil svakog imunoblota uzorka s pozitivnom kontrolom R10. Izgled
linija je vaZan prilikom interpretacije testa.

Ogranicenja

e Dijagnoza zarazne bolesti se ne moze utvrditi na temelju jednog rezultata testa.

e Seroloski rezultati se moraju tumaciti u skladu s dostupnim informacijama kako bi se uspostavila dijagnoza
(npr. epidemiologija, klinicka slika, slika, biologija itd.). Ne smiju se koristiti za postavljanje dijagnoze samo na
temelju njihove pozitivnosti.

Izvedba (vidi reference iz literature)
Studija za procjenu karakteristika Schisto Il WB testa je napravljena na 548 razlicitih seruma.
Osjetljivost (Se)

184 uzorka seruma pacijenata sa sumnjom na Sistosomijazu testirani su prema uputama prilozenim u
kitu. Sistosomijaza je dokazana pozitivnim testom na parazite (S. haematobium (60), S. mansoni (38), S. h. + S.
m.(3) koinfekcija) i/ili klinickim podacima koji upuéuju na mogucdu infekciju.

n=184
Broj specifi¢nih linija 1 2 3 4 5 6 7
Ucestalost 4% | 15% | 14% | 15% | 16% | 19% | 15%

Tablica 1: Broj specificnih linija prikazanih na trakama s pozitivnim rezultatom: 95% imunoblot rezultata prikazuje
najmanje 2 linije.

n=184
Vrsta specifi¢nih linija (kDa) P8 P10 | P12 | P15 | P18 | P22-24 | P30-34
Ucestalost 37% | 38% | 64% | 57% | 52% 97% 89%

Tablica 2: Ucestalost prisustva specificnih linija na promatranim immunoblot testovima tijekom studije na 184
pozitivna uzorka.
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n=184 Pozitivan Negativan Se
Reference WB 177 7 96.2%
WB SCH 1 182 2 98.9%

Tablica 3: Osjetljivost: Rezultati usporedbe izmedu novog Schisto Il WB IgG testa i referentnog Schistosoma WB
1gG kita (= Reference WB,).

Se =98.9%

Diferencijalna dijagnoza vrste :

101 od 184 uzorka odgovara pacijentima kod kojih je parazitoloska obrada urina, stolice i/ili rektalna biopsija
pokazala prisustvo jajasaca.

U ovoj populaciji ¢esto primjecujemo razliku u imunoloskom profilu koji je, ¢ini se, povezan s vrstom parazita
odgovornim za infekciju, S. haematobium ili S. mansoni. Profili ove dvije vrste uzroc¢nika su jasno prikazani na slici
1 (plave strelice: P1 vs P2 profil).

n=101 Jaja S.m Jaja S.h JajaS.m+S.h
P1 profil 9 53 0
P2 profil 27 3 2
Dvosmisleni 2 4 1

Tablica 4: Veza izmedu parazitoloske obrade i seroloske dijagnoze.
U ovoj populaciji imunoloski profil daje dijagnozu do razine vrste u 79% slucajeva. Da bi se mogli koristiti u
klini¢koj dijagnostici, ovi podaci trebaju biti potvrdeni opseznijim studijama.

Biljeska: Imunoloskim profilom ne moze se razlikovati S. m infekciju od S. m + S.h koinfecije.

Specifi¢nost (Sp) - Krizne reakcije

364 seruma od 364 razliCita pacijenta testirana su slijededi indikacije opisane u uputama prilozenim u
kitu. Ovi serumi pripadali su zdravim pacijentima (BD=61), pacijentima sa autoimunim patologijama,
antinuklearnim antitijelima (ANA=21), reumatskim faktorom (RF=20), ili razli¢itim helmintijazama i drugim
parazitskim bolestima: cisticerkoza (53), ehinokokoza (hidatidoza)(11), alveolarna ehinokokoza (10), fascioloza
(15), strongiolidoza (9), toksokaroza (TXA=41), trihineloza (TRI=21), filarijaza (FIL=24), malarija (29), liSmanijaza
(31) i amebijaza (18).

12 od 364 uzorka koji pokazuju karakteristike “pozitivnog Sistosoma” profila, prikazuje izmedu 2 i 7 vrlo
dobro defininiranih specifi¢nih linija. Ovi rezultati prikazuju koinfekciju, potvrdenu referntnim WB.

6 uzoraka pokazuje slabu kriznu reakciju: 4 uzorka prikazuju tanku liniju na 24 kDa, a 2 uzorka blijedu
Siroku liniju na 30-34 kDa.

IzraCun specifi¢nosti
Ako se 12 vjerojatnih koinfekcija uzme u obzir kao stvarno pozitivne, Sp = 98,3%.

Napomena: Nespecificna, tanka, ponekad intenzivna linija ¢esto moze biti prisutna na 28 kDa, bez obzira na
kvalitetu uzorka.

Zakljuéak

Izvedbe novog Schisto Il WB IgG kompleta u usporedbi s referentnim WB izvrsne su. Omogucuje bolju
identifikaciju bolesnika s infekcijom S. haematobium od referentne.

Se =98.9% [I1C95 95.7 - 99.8%)]
Sp =98.3% [IC95 96.1 - 99.3%]

Intervali pouzdanosti izraCunavaju se prema Wilsonovoj metodi s korekcijom kontinuiteta.
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Reproducibilnost

Ispitana je inter-serijska i inter-lot reproduktivnost. U oba sluc¢aja, korelacija seruma i seruma s obzirom
na specifiéne vrpce je odli¢na.

Interferencije

lako nije zabiljezena posebna krizna reakcija s hemoliziranim, ikteri¢nimili lipidnim serumima, preporuca
se pazljivo interpretirati rezultate koristenja takvih uzoraka.

RjeSavanje problema

"Trake su blijede s malo kontrasta": Odredeni serumi s niskim koncentracijama antitijela mogu dati takve
rezultate.

"Vide se zasjenjena podrudja, vise ili manje obojena, malo difuzna": Traka nije potpuno potopljena u jedan od
reagensa i nije se pravilno inkubirala duz cijele duzine. Mrlje mogu takoder biti prisutne tamo gdje je uzorak bio
odlozen, ako se pladanj nije protresao nakon tocenja.

" Pozadinska buka je znacajna, Sto oteZava citanje ": Ispiranje je bilo nedovoljno ili je posljednja inkubacija bila
predugacka. Osigurati dobre tehnike ispitivanja, postivati vrijeme ispiranja i osigurati kvalitetu vode. Smanjiti
vrijeme posljednje inkubacije.

Iznimno, odredeni serumi mogu reagirati na nespecifican nacin. Tada se rezultat imunoblota ne moze koristiti.
Ova nespecificna pozadinska buka moze ukljucivati samo dio trake, sto rezultate Cini nerazumljivim samo za taj
dio.

"U posljednjem stupnju razvoja pojavijuje se talog u otopini": supstrat moze u stvari djelomi¢no precipitirati
(crne pahuljice) u puferu na kraju razvoja. Ovaj fenomen ne mijenja kvalitetu razvoja koji se mora normalno
nastaviti. Posljednje ispiranje destiliranom vodom eliminira moguce krute Cestice.
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