ECHINOCOCCUS <e QDBIO,WMS
Western Blot IgG

Diagnostyka in vitro Test immunoblotu
Technika pétautomatyczna / reczna

HECH-WB24G: 24 tests
HECH-WB12G: 12 tests
HECH-WB96G: 96 tests

INSTRUKCJA UZYCIA

Wiecej informacji i instrukcje uzytkowania w swoim jezyku mozna znalez¢ na naszej stronie
internetowej www.ldbiodiagnostics.com
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PRZEZNACZENIE

ECHINOCOCCUS Western Blot (WB) IgG to test jednorazowego uzytku jakosciowy stuzacy do
diagnozowania serologicznego IgG za pomoca testu Immunoblot na bablowice pecherzykowg i hydatidoze
przeznaczony do prowadzenia badan potwierdzajacych dla dodatnich lub niejednoznacznych wynikéw
uzyskanych w klasycznych badaniach przesiewowych.

ZASADA DZIAtANIA TESTU

Technika Western Blot

Antygeny Echinococcus multilocularis larvae, po ich oddzieleniu za pomoca elektroforezy, zostaja
zwigzane poprzez electroblotting z powierzchnig membrany nitrocelulozowej (jest to tzw. transfer) podzielonej
na 24 paski ponumerowane od 1 do 24.

Wykonanie testu

Kazdg probke przeznaczong do testu inkubuje sie osobno za pomoca paska. Swoiste przeciwciata
potencjalnie obecne w prébce wigzg sie selektywnie z antygenami. Nastepnie koniugat fosfatazy alkalicznej i
przeciwciata przeciwludzkiego IgG wigze sie ze zwigzanymi przeciwciatami. Na koniec, immunokompleksy reagujg
z substratem. Antygeny rozpoznane przez swoiste przeciwciata typu IgG obecne w prébkach sg widoczne jako

fioletowe, poprzeczne pasma.

ZAWARTE ODCZYNNIKI

Domyslnie: pakiet 24 testow (#ECH-WB24G)
kursywa: pakiet 12 testow (#ECH-WB12G) — ttusty druk: Pakiet 96 testow (#ECH-WB96G).

ID llos¢ Opis Sktad
. Uwrazliwiona nitroceluloza
Pakiet(y) 24 (12, 4x24) PASKOW: t i iet
kzlé(:o(\/\\//)e wzérce' x24) wstepnie przycigte + Oznaczona kolorami masa czgsteczkowa (kDa):
R1 1 (Kazd akiet .i kazdv transfer iest oznaczon Niebieski: 250, Niebieski: 150, Niebieski: 100,
nie o\\//vtaFr)zaIn m numere:,T1 seryjnym) J y Rézowy: 75, Niebieski: 50, Zielony: 37, Rozowy:
P y yiny 25, Niebieski: 20, Niebieski: 15, Z6tty: 10.
R2 1 Fiolka 30 (30, 125) ml ROZTWORU BUFOROWEGO | Roztwér buforowy + sSrodek powierzchniowo
(Gotowy do uzycia - rézowy roztwor). czynny.
Roztwér buforowy + poliklonalna surowica z
R3 1 Fiolka zawierajgca 30 (30, 2x60) mL KONIUGATU ANTY | kozim przeciwludzkim IgG skoniugowana z
IgG (Gotowy do uzycia - niebieski roztwor). fosfatazg alkaliczng + NaN3 (<0,1%) +
stabilizatory.
Fiolka 30 (30, 12 L SUBSTRATU , -
R5 1 lolka 30 (30, . E.;) m . , . Roztwér buforowy + NBT + BCIP + stabilizatory.
(Gotowy do uzycia - nieprzezroczysta brazowa fiolka).
Fiolka 60 (60, 250) mL KONCENTRATU DO
RE 1 PRZEMYWANIA 10X ROZTWOR BUFOROWY Roztwér buforowy + srodek powierzchniowo
(Do 10-krotnego rozciericzenia w wodzie destylowanej - | czynny.
bezbarwny roztwaér).
Probéwka 200 (200, 2x200) uL DODATNIEJ SUROWICY | Roztwér buforowy + pula préobek ludzkiej
R10 1 KONTROLNE)J surowicy z dodatnig serologig E. multilocularis +
(Gotowa do uzycia - czerwony korek). NaN3 (<0,1%) + stabilizatory.

R1: Litera przed kazdym numerem paska jest specyficzna dla parametru.
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R2, R3, R5 i R6 sg wspdlne dla wszystkich zestawdw i majg niepowtarzalny numer partii uzalezniony wytacznie
od daty produkcji. Zaleca sie przeprowadzenie testow wieloparametrowych (patrz przedziat Immunoblot
LDBIO) w celu ograniczenia liczby otwartych fiolek i zapewnienia lepszej kontroli jakosci.

R10 jest kalibrowany w immunoblot zgodnie z serig referencyjng i jest przeznaczony tylko do tej techniki.
R3, R10 (NaN3): EUH 032 - W kontakcie z kwasami uwalnia bardzo toksyczne gazy.

EUH 210 Karta charakterystyki dostepna na zgdanie i na naszej stronie internetowej
www.ldbiodiagnostics.com.

DODATKOWE WYMAGANE MATERIAtY NIE ZOSTANA ZAPEWNIONE

e Wielokanatowe, polipropylenowe kuwety inkubacyjne do prowadzenia testéw typu mini-blot (nr
WBPP- 08 lub réwnowazny).

e  Platforma kotyszgca do testéw Immunoblot, system prézniowy do ptyndw (wanienki WBPP- 08, ktére
dostarczamy mogg zostac oprdznione poprzez obrécenie).

e  Probdwkii materiaty do pobierania probek, kolby z podziatka, specjalne pojemniki. Automatyczne
pipety, mikropipety i koncowki jednorazowego uzytku (o objetosci 25 uL, 1,2 mLi 2 mL).

e Woda destylowana lub dejonizowana. Papier absorpcyjny (np. bibuta Whatman), przezroczysta tasma
klejaca.

e Rekawiczki, pinceta do przenoszenia paskéw, obcinak lub skalpel, ptaska przezroczysta linijka.

Uwaga: Nasze odczynniki mogg by¢ wykorzystywane w automatycznym analizatorze Immunoblot. Nalezy
zachowac ostroznos¢ w celu unikniecia mozliwego skazenia chemicznego naszych odczynnikéw, jesli w
analizatorze stosowane sg rowniez odczynniki innego producenta (znany przyktad: skazenie TWEEN 20), i
skazenie bakteryjne. Zachowac fiolki do analizatora. Po przetworzeniu nie wlewac pozostatosci uzytych
odczynnikéw z powrotem do oryginalnych fiolek.

PRZECHOWYWANIE | STABILNOSC

Przechowywa¢ w temperaturze od 2 do 8 °C. Odczynniki z zestawu zachowuja stabilno$¢ do daty
waznosci wskazanej na opakowaniu zewnetrznym i etykietach fiolek. Nie uzywaé zanieczyszczonego lub metnego
odczynnika. Roztwdr buforowy rozcieficzony do 1/10 zachowuje stabilno$é przez 2 miesigce w temp. +2 to +8 C
oraz przez jeden tydzien w temperaturze pokojowe;j.
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SRODKI OSTROZNOSCI DOTYCZACE STOSOWANIA

Bezpieczenstwo stosowania

e Wylacznie do zastosowan in vitro. Tylko do uzytku profesjonalnego. Tylko dla przeszkolonego technicznie
personelu. Przestrzegac zasad Dobrej praktyki laboratoryjnej i traktowa¢ kazdy odczynnik i kazdg préobke
jako potencjalnie toksyczne i/lub zakazne.

e Nosic kitel laboratoryjny, rekawice i okulary; nie pi¢, nie je$¢ i nie pali¢ w laboratorium. Nie wktada¢ pipet
do ust.

e Kontrolg pozytywng jest surowica pochodzenia ludzkiego inaktywowana pod katem wiruséw HIV 1 2,
zapalenia watroby typu B i zapalenia watroby typu C. Nalezy j3 jednak traktowac jako produkt
potencjalnie zakazny.

e  Substrat zawiera mieszanke NBT i BCIP, toksyczny w kontakcie (ze skdrg i btong $luzowg) oraz przy
wdychaniu.

e Odczynniki zawierajg azydek sodu, ktéry moze tworzyé wybuchowe sole metaliczne z otowiem i miedzia.
Wszelkie rozlane odczynniki sptuka¢ woda.

e Utylizacja odpadow (probki, korncowki, ptyn do przemywania, zuzyty odczynnik...) zgodnie z dobra
praktyka stosowang w branzy i przepisami obowigzujgcymi w danym kraju.

e Kazdy powazny incydent musi by¢ przedmiotem deklaracji skierowanej do producenta i wiasciwego
organu.

Srodki ostroznosci

e  Przeczytaj i zinterpretuj wyniki w bezposrednim $wietle biatym.

e  Zaleca sie stosowanie wszystkich odczynnikéw z tej samej partii. Jesli uzywane sg rézne partie, nalezy
zapewni¢ mozliwos¢ $ledzenia ich loséw.

e  Paski wykorzystywaé w porzagdku numerycznym. Nie taczy¢ paskow o réznych numerach seryjnych,
transfery nalezy stosowac kolejno. Przed rozpoczeciem testu nalezy ustali¢ specjalny plan dystrybucji.

e Nie dotyka¢ paskow placami, korzystac z pincety.

e Odczynniki nalezy dobrze wymiesza¢ przed uzyciem, w szczegdlnosci skoncentrowany roztwér buforowy
do przemywania.

e  Zamknag¢ fiolki po uzyciu, nie uzywaé, jesli do odczynnikéw wprowadzono przypadkiem inng substancje.
Nie uzywac odczynnika z fiolki noszgcej oznaki wycieku. Nie uzywaé roztworu metnego lub ze strgtem.

e Stosowac wytacznie koricdwki pipety przeznaczone do jednorazowego uzytku. Unika¢ skazenia pomiedzy
poszczegdlnymi kanatami. Obserwowad koricdwki pod katem tworzenia sie piany i pecherzykéw
powietrza w ich wnetrzu (skazenie bakteryjne fiolek z odczynnikiem).

e  Kuwety inkubacyjne czysci¢ woda destylowang (w zadnym przypadku nie stosowaé detergentdw ani
wybielacza).

e  Pominiecie probki lub dystrybucja nieprawidtowej objetosci moze spowodowac uzyskanie negatywnym
lub pozytywnym wynikiem testu, niezaleznie od rzeczywistego stanu.

POBIERANIE PROBEK

Aseptycznie pobrac probki do suchych probéwek. Wymagane jest co najmniej 25 uL surowicy.

Prébki nalezy utrzymywacé w temperaturze 2-8 °C do czasu ich przetwarzania. Jezeli prébki majg by¢
przechowywane dtuzej niz tydzien, nalezy je zamrozi¢ w temperaturze -20 = 5 C. Nie uzywac skazonych probek.
Unika¢ kilkukrotnego zamrazania i rozmrazania prébek.

Nawet jesli nie zaobserwuje sie szczegdlnych reakcji krzyzowych w zhemolizowanych, ikterycznych lub
lipemicznych préobkach surowicy, zaleca sie ostrozng interpretacje wynikow uzyskanych z takich préobek.

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

Roztwor buforowy do przemywania: Do 4 testdéw, w czystej butelce, rozciericzy¢ 10 mL koncentratu do
przemywania 10X (R6) w 90 mL wody destylowanej lub dejonizowanej. Uwazaj, aby dobrze wymieszac
rozcieniczony bufor.
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PROCEDURA PROWADZENIA TESTU

Prosze zauwazy¢: Zaleca sie przeprowadzenie testow wieloparametrowych (patrz przedziat Immunoblot LDBIO)
w celu ograniczenia liczby otwartych fiolek i zapewnienia lepszej kontroli jakosci.

1. Przygotowac plan dystrybucji dla prébek i kontroli dodatniej C+ (R10).

Tylko zastosowanie tej kontroli umozliwia przeprowadzenie technicznej walidacji i identyfikacji testu, dla danego
numeru seryjnego, widocznych swoistych pasm. Paska C+ nie mozna uzy¢ do interpretacji wynikdw paskéow z
testu typu blot o innym numerze seryjnym.

2. Pocig¢ odpowiednig ilo$¢ paskow (R1) za pomocy skalpela i czystej, ptaskiej, przeiroczystej linijki,
utrzymuijgc niebieska linie pozycjonujgcg na paskach: mocno przytrzymacé paski w miejscu za pomoca linijki i
cigé je obok szczepu (numery sg widoczne przez linijke).

3. Wprowadzi¢ 1,2 mL roztworu buforowego (R2) do kazdego kanatu zgodnie z ustalonym planem.

4. Umiesci¢ ponumerowane paski w kanatach w porzadku numerycznym. Nalezy odczeka¢, aby paski sie
ponownie nawodnity na powierzchni przez ok. 2 minuty, tak aby numer byt widoczny na gdérze, NASTEPNIE
delikatnie potrzasnac kuwetg, aby catkowicie zanurzy¢ je w roztworze buforowym.

5. Roztozy¢ prébki i dodatnie prébki kontrolne zgodnie z planem dystrybucji, po 25 ul na kanat. Delikatnie
potrzasngé kuweta po kazdym natozeniu. Umiesci¢ kuwete na platformie kotyszacej. Inkubowaé przez
90 minuty + 5 minuty w temp. 20-26 °C.

6. Krok przemywania: Oprdzni¢ kanaty za pomoca pipety Pasteura lub poprzez odwrdcenie kuwety
inkubacyjnej. Natozy¢ 2 do 3 mL rozciericzonego roztworu buforowego do przemywania do kazdego kanatu.
Inkubowaé na platformie kotyszacej przez 3 minuty. Powtdrzy¢ dwukrotnie, nastepnie oprézni¢ zawartosé
kanatow. Zwrdéci¢ uwage na to, aby paski nie odwrdcity sie podczas tych krokéw.

7. Natozy¢ 1,2 mL koniugatu anty-lgG (R3) do kazdego kanatu. Umiesci¢ kuwete na platformie kotyszacej
60 minuty + 5 minuty w temp. 20-26 °C.

8. Step przemywania: powtérzyé krok 6.

9. Natozy¢ 1,2 ml substratu NBT/BCIP (R5) do kazdego kanatu. Umiesci¢ na platformie kotyszacej i chronié
przed bezposrednim $wiattem Inkubowaé przez 60 minuty + 5 minuty w temp. 20-26 °C.

Bez wzgledu na parametr monitorowac rozwdj koloru. Rozwdj mozna zatrzymag, jesli kolor w tle paska ciemnieje
do punktu, w ktérym odczyt jest utrudniony (jakos¢ krokdw przemywania ma istotny wptyw na kolor w tle).
Prosze pamietac, ze paski beda jasnie¢ w miare wysychania.

10. Zatrzymad reakcje poprzez zassanie substratu za pomocg pipety Pasteura lub poprzez odwrdcenie kuwety
inkubacyjnej i natozenie 2 ml wody destylowanej do kanatéw. Jeszcze raz powtdrzy¢ ostatni krok
przemywania.

11. Suszenie paskéw: Kiedy kanaty bedg nadal wypetnione woda, chwyci¢ paski pincetg za nienumerowany
koniec i potozy¢ ja na papierze absorpcyjnym Whatmana, tak aby numer byt widoczny. Pozostawi¢ do
wyschniecia. Kolor paskéw zrobi sie naturalnie jasniejszy podczas suszenia. Interpretacje mozna
przeprowadzi¢ dopiero po zakoriczeniu suszenia.

12. Przechowywanie: Przenie$¢ paski na arkusz papieru, ktory zostanie uzyty do ich archiwizacji. Wyréwna¢é
linie pozycjonujgce. Przytrzymujac je w miejscu za pomocg ptaskiej linijki, przyklei¢ gérng czes¢ paskow
przejrzysta tasma samoprzylepna.

W celu zapewnienia dobrej interpretacji, paski nalezy uporzadkowaé wedtug transferu i w porzadku
numerycznym, w odlegtosci maksymalnie kilku milimetréw od siebie. Poréwnywania paskéw znajdujgcych sie od
siebie w duzej odlegtosci (np. nr 2 z nr 15) nie jest wiarygodne. Niebezpieczne jest (fatszywe wyniki)
porownywanie paskdw z rdznych zestawdw (paski o réznych numerach seryjnych).
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KONTROLA JAKOSCI | INTERPRETACIA

Kontrole surowicy (R10) dotgczong do zestawu nalezy systematycznie wigcza¢ do kazdej serii testow
Immunoblot. Pokazuje ona typowy profil i umozliwia techniczng walidacje dobrego przeprowadzenia testu
(pasma muszg by¢ bardzo wyraznie widoczne na pasku) i precyzyjng kalibracje pozycji i aspektu okreslonych pasm
w celu umozliwienia interpretacji wynikdw uzyskanych na paskach z tego samego transferu (ten sam numer
seryjny).

Uwaga: Profil kontroli pozytywnej (R10) moze sie rézni¢ w zaleznosci od numeru serii uzytych odczynnikdw.
Odpowiednie obrazy sg dostepne jako przyktad na naszej stronie internetowej www.ldbiodiagnostics.com.

Opis pasm

e  Obszar odczytu znajduje sie w nizszej potowie, pomiedzy 7 a 26-28 kDa. Pasmo 26-28 kDa nazywa sie tak,
poniewaz mogg sie w nim uwidacznia¢ rézne aspekty: jedno waskie pasmo (przy 26 lub 28 kDa), pasmo
podwadjne (26 and 28 kDa) lub duze pasmo pokrywajgce caty obszar od 26 do 28 kDa.

e Skrajne pasma 7 i 26-28 kDa stuzg do diagnozowania rodzaju Echinococcus (patrz ponizej: § Interpretacja I).

e Pasma posrednie znajdujace sie pomiedzy 7 a 26-28 kDa, jesli s3 obecne, stuzg do diagnozowania gatunku
granulosus lub multilocularis (patrz ponizej: § Interpretacja Il)
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Rys. 1: Przyktady wynikow dodatnich i ujemnych
Profile sg podane jako przyktadowe. Paski oznaczone sg literg "D" wtasciwg dla parametru z partii "03023".

Interpretacja

e Diagnoza rodzaju:
- Obecnosc skrajnych pasm 7 i/lub 26-28 kDa
e Diagnoza gatunku:

- Profil P1 lub P2: Echinococcus granulosus (E.g)
- Profil P3: Echinococcus multilocularis (E.m)
- Profil P4 lub P5: E. multilocularis lub E. granulosus
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Interpretacja |
diagnoza rodzaju Echinococcus:

Wyszukiwanie obecnosci pasm 7 i/lub 26-28 kDa dla kazdej testowanej prébki przy zastosowaniu
narzedzi kalibracyjnych opisanych powyzej (te pasma sg typowe i ogdlnie bardzo tatwe do zlokalizowania).

Obecnos¢ skrajnych pasm 7 i/lub 26-28 kDa jest wymagana do interpretacji wyniku testu jako dodatniego i
wyciagniecia wniosku, ze w badanej prébce obecne sg przeciwciata przeciwko Echinococcus 1gG.

Interpretacja Il
diagnoza rdznicujgca gatunku
E. granulosus vs. E. multilocularis:

Diagnoze przeprowadza sie poprzez wyszukiwanie okreslonych pasm swoistych dla jednego lub
drugiego gatunku w obszarze posrednim pomiedzy 7 a 26 kDa.
- Wspdlne pasma dla obu gatunkoéw: 12, 15, 20, 24 kDa
- Waskie pasma wystepujgce tylko w E. multilocularis: 16, 17, 18 kDa
- Pasmo obecne tylko dla E. granulosus: duze rozproszone pasmo przy 17 kDa.

Mozna znalez¢ 5 réznych profili.

e  Profile P1, P2 i P3 (stwierdzane w 70% przypadkow) diagnozujg gatunek:

PROFIL P1: Echinococcus granulosus
Izolowany tylko pasmo 7 kDa.

PROFIL P2: Echinococcus granulosus
Pasmo 7 kDa + duze rozproszone pasmo 17 kDa.
(Prosze zauwazy¢: pasmo 26-28 kDa jest bardzo czesto rowniez obecne.)

PROFIL P3: Echinococcus multilocularis
Pasmo 26-28 + waskie pasma 16 i/lub 18 kDa.

(Prosze zauwazy¢: wiekszos$¢ pozostatych pasm 7, 12, 15, 17, 20 lub 24 kDa jest

bardzo czesto rowniez obecna.)

e  Ostatnie 2 profile, P4 i P5 (stwierdzane w 30% przypadkdw) nie rozrdzniaja 2 gatunkdéw E. granulosus i
E. multilocularis.

PROFIL P4:
izolowany tylko pasmo 26-28 kDa. BRAK pasma posredniego
PROFIL P5:
skojarzenie pasm 7 + 26-28 kDa BRAK pasma posredniego

Uwaga 1: Izolowana obecnosc¢ jednego lub wiekszej liczby pasm posrednich (12, 15, 16, 17, 18, 20 lub 24 kDa)
nie moze zosta¢ uznana za swoistg. Te pasma nigdy nie sg widoczne jako izolowane w przypadku bablowicy lecz
sg zawsze skojarzone z pasmami 7 kDa i/lub 26-28 kDa.

Uwaga 2: Pasma powyzej i, rzadziej, ponizej obszaru 7-28 kDa sg bardzo czesto obecne. Nie nalezy ich
wykorzystywac do interpretacji testu.

Uwaga 3: Wyjgtkowo, pasmo 16 kDa byto wieksze niz zazwyczaj u pacjenta zakazonego E. multilocularis.
Nalezy uwaza¢, aby nie pomyli¢ tego pasma z duzym pasmem 17 kDa, ktdre jest swoiste dla E. granulosus.

Uwaga 4: Pasma posrednie sg mniej intensywne niz pasma 7 i 26-28 kDa. Odpowiedni rozwdj czesto wymaga
inkubacji w substracie przez 60 minut. Tego procesu nie nalezy zbyt szybko przerywac.

WB-ECH vs17 pl




26-28

A

A

17

__i b S| L

E. multilocularis E. granulosus

Rys. 2: Dodatkowe przyktady dodatnich probek Immunoblot pochodzgcych od pacjentéw zakazonych
E. multilocularis i E. granulosus.

Profile sg podane jako przyktadowe. Paski oznaczone sg literg "D" wtasciwg dla parametru z partii
"03023".

Te prébki zostaty specjalni wybrane, aby reprezentowaty staby wynik dodatni: wszystkie
profile E.m s3 niekompletne (z wyjatkiem pierwszego paska, nr 13).

Warto zauwazy¢ przeciwienstwo profili zazwyczaj stwierdzanych u kazdego gatunku:

E. multilocularis: Pasmo 26-28 kDa czesto pojawia sie w formie pasma podwdjnego
i jest najbardziej intensywne.

E. granulosus: przeciwnie, najbardziej intensywne jest pasmo 7 kDa.

Ta zasada nie obowigzuje jednak bezwzglednie (np. pasmo E. m nr 24 -
pasmo E. g nr 20)

Aby przeprowadzi¢ walidacje wynikow, nalezy za kazdym razem poréwnac wynik Immunoblot kazdej
probki z wynikiem dodatniej kontroli R10. Aspekt pasm jest wazny podczas interpretacji testu.

OGRANICZENIA ZASTOSOWANIA

e Diagnozy choroby zakaZznej nie mozna ustali¢ na podstawie jednego wyniku testu.

e  Wyniki serologiczne nalezy interpretowac zgodnie z dostepnymi informacjami (np. epidemiologiczne,
kliniczne, obrazowe, biologiczne itp.) w celu ustalenia diagnozy. Nie powinny by¢ one wykorzystywane
jako podstawa do diagnozy tylko na podstawie ich pozytywnego wyniku.
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WYDAINOSC (patrz bibliografia)

Czutosc (Sensitivity, Se)

Wieloosrodkowe badanie, przeprowadzone w dwdch niezaleznych specjalistycznych laboratoriach i
obejmujgce 111 prébek surowicy pobranych od pacjentéow (50 przypadkdow bablowicy i 61 przypadkéow bablowicy
pecherzykowej z potwierdzonym rozpoznaniem) dato nastepujgce wyniki:

ECHINOCOCCUS WB IgG: uzyskane profile
Ujemny P1 P2 P3 P4 P5
Bablowica (n=50) 1 12 22 0 1 14
Bablowica pecherzykowa (n=61) 2 0 0 41 7 11
Ogotem (n=111) 3 12 22 41 8 25
Tabela 1: Czutosc testu i uzyskane profile
Czutos¢ testu: Se = 97,3% dla rodzaju Echinococcus

Se = 98% dla gatunku E. granulosus
Se = 96,7% dla gatunku E. multilocularis

Diagnoza gatunku: E. granulosus vs. E. multilocularis:
Tabela 1 powyzej umozliwia obliczenie zdolnosci rozréznienia miedzy tymi dwoma gatunkami 67,6%
(profile P1 + P2 + P3).

Swoistosc - reakcje krzyzowe

147 prébek surowicy, od 147 pacjentow, byty testowane za pomocg zestawu ECHINOCOCCUS WB IgG
w dwdch laboratoriach.

Do badania zostaty wtaczone probki surowicy od pacjentdw cierpigcych na nastepujace choroby:
neurowagrzyce Taenia solium (42), schistosomatoze (42), Fasciola hepatica (10), Loa loa (6), Trichinella spiralis
(6), Toxocara canis (6), Strongyloides stercoralis (4), Entamoeba histolytica (4), Leishmania infantum (4),
Plasmodium falciparum (3) oraz nastepujgce choroby autoimmunologiczne: RF czynnik reumatoidalny (8), ANA
przeciwciata przeciwjgdrowe (12).

139 prébek surowicy jest negatywnych, wykazujgc 94.6% swoistos¢ w tej populacji.

8 reakcji krzyzowych zaobserwowano wytgcznie dla:
e wagrzycy: obecnosé izolowanego pasma 7 kDa u 5/42 pacjentéw.
e choroby autoimmunologiczne: obecnos¢ izolowanego waskiego pasma przy 28 kDa u 1/8 pacjentéw
(FR+) i 2/12 pacjentéw z ANA+.

Prosze zauwazy¢: Motylica watrobowa: obecnosc¢ izolowanego, bardzo duzego pasma (25-30 kDa) stwierdzono
u 4/10 badanych pacjentéw, nie mozna go jednak pomyli¢ z pasmem 26-28.

Whiosek

Korelacja miedzy WB Echinococcus a stanem klinicznym jest doskonata.

Czutosc Se = 97,3% [CI95 91,7 - 99,3%]
Swoistos$¢ Sp = 94,6% [CI95 89,2 - 97,4%)]

Ponadto, WB pozwala na diagnostyke réznicowg prébek dodatnich z bardzo specyficznym profilem dla E.
multilocularis i E. granulosus.

Profil E. multilocularis (profil P3)

Czutosc = 67,2% [CI95 53,9-78,4%] Swoistos¢ w stosunku do E. granulosus = 100% [91,1 - 100%].
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Profil E. granulosus (profile P1i P2)

Czutosc = 68% [CI95 53,2 - 80,1%] Swoistos¢ w stosunku do E. multilocularis = 100% [92,6 - 100%]. Uwaga: Profil
P1 zostat jednak stwierdzony w 5 przypadkach (z 42) cysticerkozy.

Przedziaty ufnosci obliczane sg zgodnie z metodg Wilsona z poprawka na ciggtosc.

Odtwarzalnosé

Przetestowano odtwarzalno$¢ pomiedzy seriami i partiami. W obu przypadkach korelacja surowicy do
surowicy w odniesieniu do swoistych pasm jest doskonata.

Interferencje

Nawet jesli nie zaobserwuje sie szczegdlnych reakcji krzyzowych w zhemolizowanych, ikterycznych lub
lipemicznych prébkach surowicy, zaleca sie ostrozng interpretacje wynikow uzyskanych z takich prébek.

ROZWIAZYWANIE PROBLEMOW

,Pasma sq blade z niewielkim kontrastem”: Pewne prébki surowicy z niewielkim stezeniem przeciwciat moga
dawac takie wyniki.

,Sq widoczne obszary zacienione, mniej lub bardziej wybarwione, nieco rozproszone”: Pasek nie byt catkowicie
zanurzony w jednym z odczynnikdéw i inkubacja nie przebiegta prawidtowo na catej dtugosci paska. Plamy mogg
by¢ réwniez obecne, jesli prébka zostata umieszczona w kuwecie, ktéra nie zostata odpowiednio wytrzgsnieta po
umieszczeniu w niej probki.

,Szum jest istotny i bardzo utrudnia odczyt”: Przemywanie byto niewystarczajgce lub ostatnia inkubacja trwata
zbyt dtugo. Zapewnic¢ dobre techniki testowania, przestrzega¢ czasdw przemywania i zapewni¢ odpowiednig
jakos¢ wody. Skrécic czas ostatniej inkubacji. W wyjgtkowych sytuacjach, pewne prébki surowicy mogg reagowac
w sposOb nieswoisty. W takiej sytuacji wyniku testu Immunoblot nie mozna wykorzystac.

Nieswoisty szum moze wystepowac tylko na fragmencie paska, uniemozliwiajgc interpretacje wynikow tylko dla
tego fragmentu.

,W roztworze pojawia sie strqt podczas ostatniego kroku rozwoju”: substrat moze rzeczywiscie ulec wytrgceniu
(czarne ptatki) w roztworze buforowym pod koniec rozwoju. To zjawisko nie wptywa na jakos$¢ rozwoju, ktory

BIBLIOGRAFIA

Atanasov G, Benckert C, Thelen A, Tappe D, Frosch M, Teichmann vD, Barth TFE, Wittekind C, Schubert S, et Jonas
S. 2013. « Alveolar Echinococcosis-Spreading Disease Challenging Clinicians: A Case Report and
Literature Review ». World Journal of Gastroenterology: WJG 19 (26): 4257-61.
doi:10.3748/wijg.v19.i26.4257.

Auer H. 2006. « [Relevance of parasitological examinations for the clinical course, epidemiology and prevention
of alveolar echinococcosis - experiences of more than two decades in Austria] ». Wiener Klinische
Wochenschrift 118 (19-20 Suppl 3): 18-26. d0i:10.1007/s00508-006-0673-3.

Bart JM, Piarroux M, Sako Y, Grenouillet F, Bresson-Hadni S, Piarroux R, et Ito A. 2007. « Comparison of several
commercial serologic kits and Em18 serology for detection of human alveolar echinococcosis ».
Diagnostic microbiology and infectious disease 59 (1): 93-95. doi:10.1016/j.diagmicrobio.2007.03.018.

Brunetti E, Kern P, Vuitton DA, et Writing Panel for the WHO-IWGE. 2010. « Expert Consensus for the Diagnosis
and Treatment of Cystic and Alveolar Echinococcosis in Humans ». Acta Tropica 114 (1): 1-16.
doi:10.1016/j.actatropica.2009.11.001.

Furuya K, Kawanaka M, Yamano K, Sato N, et H Honma H. 2004. « [Laboratory evaluation of commercial
immunoblot assay kit for serodiagnosis of Echinococcus infections using sera from patients with alveolar
hydatidosis in Hokkaido] ». Kansenshogaku zasshi. The Journal of the Japanese Association for Infectious

WB-ECH vs17 pl



11

Diseases 78 (4): 320-26.

Liance M, Janin V, Bresson-Hadni S, Vuitton DA, Houin R, et Piarroux R. 2000. « Immunodiagnosis of Echinococcus
infections: confirmatory testing and species differentiation by a new commercial Western Blot ».
Journal of clinical microbiology 38 (10): 3718-21.

Logar J, Soba B, et Kotar T. 2008. « Serological evidence for human cystic echinococcosis in Slovenia ». BMC
infectious diseases 8: 63. d0i:10.1186/1471-2334-8-63.

Logar J, Soba B, Lejko-Zupanc T, et Kotar T. 2007. « Human alveolar echinococcosis in Slovenia ». Clinical
microbiology and infection: the official publication of the European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases 13 (5): 544-46. doi:10.1111/j.1469-0691.2007.01701.x.

Makni F, Hachicha L, Mseddi F, Hammami H, Cheikhrouhou F, Sellami H, Sellami A, et al. 2007. « [Contribution of
Western blotting to the diagnosis of hydatidosis] ». Bulletin De La Société De Pathologie Exotique (1990)
100 (3): 171-73.

Otranto D, et Eberhard ML. 2011. « Zoonotic Helminths Affecting the Human Eye ». Parasites & Vectors 4: 41.
doi:10.1186/1756-3305-4-41.

Reiter-Owona |, Griiner B, Frosch M, Hoerauf A, Kern P, et Tappe D. 2009. « Serological confirmatory testing of
alveolar and cystic echinococcosis in clinical practice: results of a comparative study with
commercialized and in-house assays ». Clinical laboratory 55 (1-2): 41-48.

Rinaldi F, Brunetti E, Neumayr A, Maestri M, Goblirsch S, et Tamarozzi F. 2014. « Cystic Echinococcosis of the
Liver: A Primer for Hepatologists». World Journal of Hepatology 6 (5): 293-305.
do0i:10.4254/wijh.v6.i5.293.

Tamarozzi, F.; Longoni, S.S.; Vola, A.; Degani, M.; Tais, S.; Rizzi, E.; Prato, M.; Scarso, S.; Silva, R.; Brunetti, E.; et
al. 2021. « Evaluation of Nine Commercial Serological Tests for the Diagnosis of Human Hepatic Cyst
Echinococcosis and the Differential Diagnosis with Other Focal Liver Lesions: A Diagnostic Accuracy
Study ». Diagnostics, 11, 167. https://doi.org/10.3390/diagnostics11020167

Tappe D, Griiner B, Kern P, et Frosch M. 2008. « Evaluation of a commercial Echinococcus Western Blot assay for
serological follow-up of patients with alveolar echinococcosis ». Clinical and vaccine immunology: CVI
15(11): 1633-37. doi:10.1128/CVI.00272-08.

Yamano K, Yagi K, Furuya K, Sawada Y, Honma H, et Sato N. 2005. « Active Alveolar Hydatidosis with Sero-
Negativity for Antibody to the 18 kDa Antigen ». Japanese Journal of Infectious Diseases 58 (2): 122-24.

Zait H, Achir I, Guerchani MK, et Hamrioui B. 2013. « [Epidemiological profile of 290 cases of human cystic
echinococcosis diagnosed in the Mustapha University Hospital (Algiers) from 2006 to 2011] ».
Pathologie-Biologie 61 (5): 193-98. do0i:10.1016/j.patbio.2013.03.001.

POWIADOMIENIE O AKTUALIZACII - przeczytaj uwaznie

DATA WYDANIA WERSJA PODSUMOWANIE MODYFIKACJI
30/11/2022 Vs16 Nowy adres
07/12/2022 Vs17 R6 bez NaN3. Pasek oznaczony literg D. Mozliwe uzycie
odczynnikdw z réznych partii.

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

LDBIOQ ¢ Diagnostics

NF EN 1SO 13485

WB-ECH vs17 pl


https://doi.org/10.3390/diagnostics11020167

	PRZEZNACZENIE
	ZASADA DZIAŁANIA TESTU
	Technika Western Blot
	Wykonanie testu

	ZAWARTE ODCZYNNIKI
	DODATKOWE WYMAGANE MATERIAŁY NIE ZOSTANĄ ZAPEWNIONE
	PRZECHOWYWANIE I STABILNOŚĆ
	ŚRODKI OSTROŻNOŚCI DOTYCZĄCE STOSOWANIA
	Bezpieczeństwo stosowania
	Środki ostrożności

	POBIERANIE PRÓBEK
	PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKÓW
	PROCEDURA PROWADZENIA TESTU
	KONTROLA JAKOŚCI I INTERPRETACJA
	Opis pasm
	Interpretacja

	OGRANICZENIA ZASTOSOWANIA
	WYDAJNOŚĆ (patrz bibliografia)
	Czułość (Sensitivity, Se)
	Swoistość - reakcje krzyżowe
	Wniosek
	Odtwarzalność
	Interferencje

	ROZWIĄZYWANIE PROBLEMÓW
	BIBLIOGRAFIA

