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TILSIGTET BRUG

SCHISTO Il Western Blot (WB) IgG er en kvalitativ test til engangsbrug af serologisk IgG diagnose ved
immunblot analyse af schistosomiase beregnet til bekreeftende testning af et positivt eller tvetydigt resultat
opnaet ved brug af standard screeningstests.

TESTENS PRINCIP

Western Blot-teknik

Nar antigenerne (voksne Schistosoma mansoni + Schistosoma hamatobium) er separeret vha.
elektroforese, er de bundet via elektroblotting til overfladen af en nitrocellulosemembran (kaldet overfgreren)
opskaret i 24 strimler nummereret fra 1 til 24.

Udfgrsel af testen

Hver prgve, der skal testes, inkuberes separat med en strimmel. De specifikke antistoffer, der potentielt
er til stede i prgven, binder sig selv selektivt til antigenerne. Den alkanline fosfatase-anti human-IgG konjugat
binder derefter sig selv til de bundne antistoffer. Til sidst reagerer immunkomplekserne med substratet. De
antigener, der genkendes af de specifikke antistoffer af typen IgG til stede i prgverne, vises som lilla tvaergaende
band.

REAGENSER LEVERET

Standard: pakke med 24 tests (#SCH 1I-WB24G)
italic: pakke med 12 tests (#SCH II-WB12G) - bold: Pakke med 96 tests (#SCH II-WB96G).

ID Antal Beskrivelse Sammensatning

Mappe(r) med 24 (12, 4x24) STRIMLER: udskaret + farvet sensitiseret nitrocellulose,
R1 1 Standarder. (Hver mappe og hver overfgrer er identificeret Farvet molekylevaegt (kDa):

s serienum‘::er) 8 BI3: 250, BI&: 150, Bl4: 100, Pink: 75, BI4: 50,

) Gron: 37, Pink: 25, Bla: 20, Bla: 15, Gul: 10.

R2 1 Haetteglas med ?fo (30, 125) ml PROVEBUFFER (Klar til brug Buffer + overfladeaktivt stof + NaNs (<0,1 %).

— lysergd oplgsning).

Heetteglas med 30 (30, 2x60) ml ANTI 1gG KONJUGAT (klar | BUffer + antihuman IgG  polyklonal
R3 1 til brug — bla oplgsning) gedeserum konjugeret med alkalinfosfatase

g P &) + NaNs (<0,1 %) + stabilisatorer.

RS y | Htteglas med 30 (30, 125) ml SUBSTRAT Buffer + NBT + BCIP + stabilisatorer.

(klar til brug — uigennemsigtigt brunt haetteglas).

Haetteglas med 60 (60, 250) ml VASKEKONCENTRAT 10X
R6 1 BUFFER (Fortyndes 10 gange i destilleret vand — farvelgs | Buffer + overfladeaktivt stof.

oplgsning).

Buffer + samling humane sera positive for

R10 L | Rer med 200 (200, 2x200) ul POSITIVT KONTROLSERUM Schistosoma serologi + NaNs (<0.1 %) +

(klar til brug — rgd heette). stabilisatorer.

R1: Bogstavet fgr hvert bandnummer er specifikt for parameteren.

R2, R3, R5 og R6 er fzlles for alle seet og har et unikt lot nummer, der kun afhaenger af deres produktionsdato.
Det anbefales at udfgre tests med flere parametre (se LDBIO Diagnostics serien af immunblot) for at begranse
antallet af dbne haetteglas og sikre bedre kvalitetskontrol.

R10 er kalibreret i immunoblot ifglge et referencelot og er kun dedikeret til denne teknik.

WB-SCH Il vs24 dk




R3, R10 (NaN3): EUH 032 - Udvikler meget giftig gas ved kontakt med syre.

EUH 210 Sikkerhedsdatablad fas pa anmodning savel som pa vores websted www.ldbiodiagnostics.com.

YDERLIGERE MATERIALER PAKRAEVET MEN IKKE LEVERET

Inkubationsbakker af polypropylen med flere kanaler til miniblots (nr. WBPP- 08 eller tilsvarende).
Rysteplade til immunblotter, sugesystem til vaesker (rgr med nummer WBPP-08, som vi leverer, kan
tgmmes ved blot at vende dem pa hovedet).

Rgr og materialer til wudtagning af prgver, graduerede cylindere, tilpassede beholdere.
Automatiske pipetter, mikropipetter og engangsspidser (volumener pa 25 pl, 1,2 ml og 2 ml).

Destilleret eller demineraliseret vand. Traekpapir (f.eks. Whatman filtrerpapir), gennemsigtig kleebetape.
Handsker, pincetter til at handtere strimlerne, saks eller skalpel, flad gennemsigtig lineal.

Bemaerk: Vores reagenser kan bruges i en mekanisk immunblotprocessor. Mulig kemisk kontaminering af vores
reagenser skal omhyggeligt undgas, hvis processoren deles med reagenser fra en anden producent (kendt
eksempel: kontaminering med TWEEN 20) og bakteriel kontaminering. Ekstra haetteglas til processoren. Efter
forarbejdning ma de overskydende brugte reagenser ikke kommes tilbage i de oprindelige haetteglas.

OPBEVARING OG STABILITET

Opbevares mellem 2 og 8 °C. Reagenserne fra saettet er stabile indtil udlgbsdatoen angivet pa den ydre

karton og haetteglasetiketterne. Brug ikke forurenet eller uklart reagens. Vaskebuffer fortyndet til 1/10 er stabil
i 2 maneder ved +2 til +8 °C og en uge ved stuetemperatur.

FORSIGTIGHEDSREGLER

Sikkerhed

Kun til in vitro brug. Kun til professionel brug. Kun for teknisk uddannet personale. Handteres i henhold
til god laboratoriepraksis, og alle reagenser og prgver skal anses for at vaere potentielt toksiske og/eller
smittefarlige.

Brug en laboratoriekittel, handsker og briller. Undlad at drikke, spise eller ryge i laboratoriet. Undlad at
pipettere med munden.

Den positive kontrol er et serum af human oprindelse, der er blevet inaktiveret for HIV 1 og 2, hepatitis B
og hepatitis C-vira. Det skal imidlertid handteres som et potentielt smittefarligt produkt.

Substratet indeholder en blanding af NBT og BCIP, der er toksisk ved kontakt (hud og slimhinder) og
inhalation.

Reagenserne indeholder natriumazid, som kan danne eksplosive metalliske salte med bly og kobber. Skyl
alt spild med vand.

Bortskaf affald (prgver, spidser, rgr, vaskevaeske, brugt reagens ...) i henhold til god praksis anvendt i
branchen og geeldende regulativer i landet.

Enhver alvorlig haendelse skal vaere genstand for en erkleering til producenten og den kompetente
myndighed.

Forsigtighedsregler

Lzes og fortolk resultaterne under direkte hvidt lys.

Det er at foretraekke at anvende alle reagenser fra samme batch. Hvis der anvendes forskellige batches,
skal sporbarheden sikres.

Anvend strimlerne i numerisk raekkefglge. Undlad at blande strimler fra forskellige serienumre; anvend
overfgrslerne i reekkefglge. Vedtag en specifik distributionsplan inden pabegyndelse af testen.

Undlad at bergre strimlerne med fingrene; brug pincetter.
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e Reagenserne skal blandes godt fgr brug, iseer den koncentrerede vaskebuffer.

e Luk haetteglassene efter brug; ma ikke anvendes hvis et stof utilsigtet blev introduceret i reagenserne.
Undlad at bruge reagens fra et haetteglas, der viser tegn pa laekage. Undlad at bruge en uklar eller grumset
opl@sning.

e  Brug kun engangspipettespidser. Undga kontaminering i kanalerne. Hold gje med dannelse af skum eller
bobler i pipettespidserne (bakteriel kontamination af reagenshaetteglas).

e Renggr kun inkubationsbakker med destilleret vand (brug aldrig seebe eller blegemiddel).

e Udeladelse af en prgve eller distribution af et utilstraekkeligt volumen kan medfgre et negativt eller
positivt testresultat, uanset dets faktiske status.

Indsamling af prgver
Indsaml prgverne aseptisk i tgrre rgr. Der kraeves et minimum pa 25 pl serum.

Hold prgverne ved 2-8 °C, indtil de er forarbejdet. Hvis de skal opbevares mere end en uge, skal prgverne
fryses ved -20 5 °C. En kontamineret prgve ma ikke anvendes. Undga at fryse og opt@ prgverne gentagne gange.

Selv om der ikke er observeret nogen bestemt krydsreaktion med haemolyseret, ikterisk eller lipid sera,
anbefales det at fortolke resultaterne opnaet med brug af sddanne prgver forsigtigt.

KLARG@RING AF REAGENSER

Vaskebuffer: Til 4 tests fortyndes 10 ml vaskekoncentrat 10X (R6) i 90 ml destilleret eller demineraliseret vand i
en ren flaske. Vaer omhyggelig med at blande den fortyndede buffer godt.
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TESTPROCEDURE

Bemeerk: Det anbefales at udfgre tests med flere parametre (se LDBIO Diagnostics serien af immunblot) for at
begraense antallet af abne haetteglas og sikre bedre kvalitetskontrol.

1.

10.

11.

12.

Forbered en distributionsplan for prgverne og C+ positiv kontrol (R10).

Kun brugen af denne kontrol ggr det muligt at validere handteringen teknisk og for et givet serienummer
at identificere de afslgrede specifikke band. En C + -stribe kan ikke bruges til at fortolke resultaterne af
strimler med forskelligt serienummer.

Skaer det pakraevede antal strimler (R1) med en skalpel og en ren og tgr, flad, gennemsigtig lineal, idet den
bla positioneringsstreg holdes pa strimlerne: Hold strimlerne pa plads med linealen og skaer dem pa siden
af stammen (tallene kan ses gennem linealen).

Fordel 1.2 ml af prgvebufferen (R2) i hver kanal i henhold til den vedtagne plan.

Anbring de nummererede strimler i kanalerne i numerisk raekkefglge: Lad strimlerne blive rehydrerede i
overfladen i ca. 2 minutter med tallet synligt pa oversiden. Ryst DEREFTER bakken forsigtigt for at nedsaenke
dem helt i bufferen.

Fordel prgverne og de(n) positive kontrol(ler): i henhold til distributionsplanen, med 25 pul pr. kanal. Ryst
forsigtigt bakken efter hver distribution. Anbring bakken pa en rysteplade.
Inkubér i 90 min. £ 5 min. ved 20-26 °C.

Vasketrin: Tgm indholdet i kanalerne med en Pasteur-pipette eller ved at vende inkubationsbakken pa
hovedet. Kom 2-3 ml fortyndet vaskebuffer i hver kanal. Inkubér pa rystepladen i 3 minutter. Gentag 2
gange og tgm derefter indholdet ud af kanalerne. Sgrg for, at strimlerne ikke vendes under disse trin.

Kom 1.2 ml anti-IgG-konjugat (R3) i hver kanal. Anbring bakken pa rystepladen.
Inkubér i 60 min. £ 5 min. ved 20-26 °C

Vasketrin: Gentag trin 6.

Fordel 1.2 ml NBT/BCIP-substrat (R5) i hver kanal. Anbring pa rystepladen og beskyt mod direkte lys.
Inkubér i 60 min. £ 5 min. ved 20-26 °C.

Monitorér farveudviklingen, uanset parameter. Udviklingen kan stoppes, hvis strimlens baggrundsfarve
bliver sa mgrk, at afleesning er sveer (kvaliteten af vasketrinnene har en grundlazggende indflydelse pa
baggrundsfarven). Bemaerk, at strimlerne bliver lysere, nar de tgrrer.

Stop reaktionen ved at aspirere substrat med en Pasteur-pipetter eller ved at vende inkubationsbakken
om og komme 2 ml destilleret vand i kanalerne. Gentag dette sidste vasketrin én gang til.

Torring af strimlerne: Stadig med vand i kanalerne tages strimlerne i den nummererede ende med
pincetten og anbringes pa et Whatman-traekpapir med nummeret synligt. Lad lufttgrre. Farven pa
strimlerne vil lysne naturligt, nar de tgrrer. Fortolkning ma kun foretages, efter tgrring er komplet.

Opbevaring: Overfgr strimlerne til et ark papir, som vil blive brugt til at arkivere dem. Ret
positioneringslinjerne ind. Hold dem pa plads med en flad lineal, og fastger toppen af strimlerne med
gennemsigtig klaebeband.

For at opna en god fortolkning skal strimlerne arrangeres efter overfgrsel og i deres numeriske raekkefglge,
med hgjst et par millimeters mellemrum. Det er ikke palideligt at sammenligne strimler med for stort
mellemrum (f.eks. nr. 2 med nr. 15). Det er farligt (falske resultater) at sammenligne strimler fra forskellige
seet (strimler med forskellige serienumre).
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KVALITETSKONTROL OG FORTOLKNING

Serumkontrollen (R10) leveret med saettet skal systematisk inkluderes i alle immunblotserier. Den viser
den typiske profil og muligggr teknisk validering af god udfgrsel af testen (bandene skal fremsta meget tydeligt
pa strimlen) og at kalibrere den/det ngjagtige position og aspekt for de specifikke band for at muligggre
fortolkning af resultaterne af strimlerne fra den samme overfgrsel (samme serienummer).

Nota Bene: Den positive kontrolprofil (R10) kan variere afhangigt af lothummeret pa de anvendte reagenser.
Tilsvarende billeder er tilgaeengelige pa vores hjemmeside www.ldbiodiagnostics.com som et eksempel.

Beskrivelse af bandene

En positiv prgve kan reprasentere flere band mellem 8 og 200 kilodaltons (kDa). Aflaesningsomradet
findes forneden pa strimlen, mellem 8 og 34 kDa.

8 band er oftest til stede: P8, P9, P10, P12-13, P14-15, P18, P22-24 og P30-34 ved de tilsvarende
molekylaere vaegte (se foto i Fig. 1).

Bandenes aspekt kan vaere varierende. Bandene P8, P9, P10 og P18 med lav molekylaer vaegt er normalt
smalle. De andre band kan vaere et enkelt stort band, 2 gentagne smallere band eller 1 eller 2 komponenter af
de gentagne band.
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Fig. 1: Eksempler pa positive og negative resultater

Profilerne er angivet som eksempler. Strimlerne er markeret med bogstavet "G", der er specifikt for parameteren
fra parti "06016".
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Fortolkning

Tilstedevaerelsen af et af bandene P30-34 eller P22-24 indikerer schistosomiase.

° Hvis det er isoleret (en usaedvanlig situation), skal P30-34-bandet fremsta som et stort band for at
blive taget i betragtning. (F.eks. strimmel nr. 4 «€ ovenfor).

° Band P22-24 kan have alle aspekter: smal, stor, enkelt eller dobbelt.

. De band, der findes hyppigst, er indikeret pa ”C+”-strimlen til venstre for figuren. Der kan veere flere
andre band til stede i omradet 8-22 kDa.

. Profilerne P1 og P2 kan vaere indikativ for arterne (se: serologisk schistosomiase pa side 8).

. P28-bandet er hyppigt. Det er ikke-specifikt for Schistosoma.

Vigtige punkter:

. Bandene P8 og P10 vises ikke pa R10-kontrollen. De kan findes oven over og under P9-bandet. 22-24
kan sommetider fremsta som et isoleret band ved 22 eller 24 kDa.

. "Krydsreaktions”-sera pa strimmel 13, 1 og 21 vist til hgjre svarer til malariatilfaelde (Fig. 1). De var
saerligt udvalgt blandt de sjeeldne sera, som, under evalueringen, fremviser ikke-specifikke band i
omradet 8-34 kDa.

For at validere resultaterne skal profilerne i immunblotten for hver prgve altid sammenlignes med profilen for
den positive kontrol R10. Bdndenes aspekt er vigtig, ndr testen skal fortolkes.

BEGRANSNINGER FOR BRUG

° Diagnosen af en infektigs sygdom kan ikke bestemmes pa grundlag af et enkelt testresultat.

° Serologiske resultater skal fortolkes i overensstemmelse med tilgeengelige oplysninger (f.eks.
epidemiologi, kliniske fund, billeddannelse biologi osv.) for at bestemme en diagnose. De bgr ikke
anvendes som grundlag for en diagnose alene pa grundlag af deres positivitet.

YDEEVNE (se litteraturhenvisninger)

Undersggelsen af Schisto Il WB-praestation blev udfgrt pa 548 forskellige sera.

Sensitivitet (Se)

184 patientsera med formodet schistomiase blev testet i henhold til anbefalingerne beskrevet i szettets
indlaegsseddel.

Schistosomiase blev pavist ved en positiv parasitisk sggning (S. heematobium (60), S. mansoni (38), S.h +
S.m (3) samtidig infektion) og/eller indikerende kliniske data.

n=184
Antal specifikke band 1 2 3 4 5 6 7
Hyppighed 4% | 15% | 14% | 15% | 16% | 19% | 15%

Tabel 1: Antallet af specifikke band til stede pa strimlen for et positivt resultat:
95 % af immunblotter fremviser mindst 2 band.

n=184
Specifikke bands karakter (kDa) P8 P10 P12 P15 P18 P22-24 | P30-34
Hyppighed 37% | 38% | 64% | 57% | 52% 97 % 89 %
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Tabel 2: Hyppigheden af tilstedevaerelsen af hvert af de specifikke band observeret pd immunblottene i Igbet af
vores undersggelse af 184 positive prgver.

n=184 POSITIV NEGATIV Se
Reference WB 177 7 96,2 %
WB SCH II 182 2 98,9 %

Tabel 3: Sensitivitet: Resultater sammenlignet mellem den nye Schisto Il WB IgG-test og det tidligere Schistosoma
WB IgG-seet (= Reference WB).

Se =98,9 %

Differentialdiagnose for arterne

101 prgver ud af 184 svarede til patienter, hvis parasitologiske sggning afslgrede tilstedeveaerelsen af aeg
i urinen, affgringen og/eller en rektal biopsi.

| denne population observerede vi ofte en forskel i den immunologiske profil, som lader til at veere
relateret til de arter, der er ansvarlige for infektionen, S. haematobium eller S. mansoni. Disse to profiltyper er
tydeligt vist i Fig. 1 (bla pile: P1- vs. P2-profiler).

n=101 Smaeg S.heeg S.m+S.h =g
P1-profil 9 53 0
P2-profil 27 3 2
Tvetydig 2 4 1

Tabel 4: Korrelation mellem den parasitologiske s@gning og serologisk diagnose.

| denne population diagnosticerer immunologiprofilen arten i 79 % af tilfeldene. Disse data skal bekraeftes af
mere omfattende undersggelser, inden de kan bruges til en klinisk diagnose.

Bemaerk: Immunolgiprofilen kan ikke skelne mellem en S.m-infektion og en samtidig S.m + S.h.-infektion.
Specificitet (Sp)

364 sera svarende til 364 forskellige patienter blev testet ved at fglge indikationerne beskrevet i sattets
indleegsseddel. Disse sera tilhgrte raske patienter (BD =61), patienter med autoimmune patologier, anti-
nukleare antistoffer (ANA = 21), rheumatoid faktor (RF = 20), eller diverse helminthiaser og andre parasitiske
sygdomme: cysticercose (53), hydatidose (11), alveolaer echinococcose (10), fasciolose (15), strongyloidiase (9),
toxocariase (TXA = 41), trichinose (TRI = 21), filariase (FIL = 24), malaria (29), leishmaniasis (31) og amebiase (18).

12 ud af 364 prgver viser en karakteristisk ”positiv schistosoma”-profil, der fremstar mellem 2 og 7
meget veldefinerede, specifikke band. Disse resultater er tegn pa en samtidig infektion, bekraeftet af reference
WB.

6 prgver viser et svag krydsreaktion: 4 prgver viser et smalt band ved 24 kDa og 2 prgver viser et blegt,
men stort band ved 30-34 kDa.

Specificitetsberegning: med en antagelse af 12 sandsynlige samtidige infektioner som vaerende positive:
Sp=98,3%

Bemeaerk: Uanset kvaliteten af prgverne er et ikke-specifikt, smalt, sommetider intenst band ret tit til stede ved
28 kDa.

Konklusion

Ydelserne til det nye Schisto Il WB IgG-kit sammenlignet med reference WB er fremragende. Det giver
en bedre identifikation af patienter med S. haematobium-infektion end referencen.

Se = 98,9% [IC95 95,7 — 99,8%]
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Sp =98,3% [1C95 96,1 — 99,3%]
Tillidsintervaller beregnes efter Wilson metode med kontinuitetskorrektion.

Reproducerbarhed

Reproducerbarhed inden for serier og inden for lot blev testet. | begge tilfeelde er korrelationen serum
til serum fremragende for specifikke band.

Interferenser

Selv om der ikke er observeret nogen bestemt krydsreaktion med haemolyseret, ikterisk eller lipid sera,
anbefales det at fortolke resultaterne opnaet med brug af sddanne prgver forsigtigt.

FEJLFINDING

”Bdndene er blege med meget lille kontrast”: Visse sera med lave koncentrationer af antistoffer kan give
sadanne resultater.

“Der kan ses nuancerede omrdder med mere eller mindre farve, lettere diffuse”: Strimlen var ikke helt
nedsanket i en af reagenserne og blev ikke inkuberet korrekt langs hele strimlen. Der kan ogsa veere pletter,
hvor prgven blev anbragt, hvis bakken ikke blev rystet efter anbringelse.

“Baggrundsstgjen er betydelig og gor aflaesning vanskelig”. Vasketrinnene var utilstraekkelige, eller den sidste
inkubation var for laenge. Sgrg for at anvende gode testteknikker, overhold vasketider og sgrg for god
vandkvalitet. Reducér den sidste inkubationstid. | sjeeldne tilfelde kan visse sera reagere pa en ikke-specifik
made. | sa fald kan resultatet af immunblotten ikke anvendes.

Denne ikke-specifikke baggrundsstgj involverer muligvis kun en del af strimlen, og ggr det kun umuligt at fortolke
resultaterne for den del.

“Et bundfald forekommer i oplgsningen i Igbet af den sidste udviklingstrin”: Substratet kan delvis udfzldes
(sorte flager) i bufferen ved slutningen af udviklingen. Dette feenomen andrer ikke kvaliteten af udviklingen, som
skal fortsaettes normalt. Den sidste vask med destilleret vand fjerner eventuelle faste partikler, der er til stede.
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