SCHISTO 11 C€ Immunoblot-Assay fiir

Western blot IgG die In-vitro-Diagnostik

D/agnostics

#SCH 11-WB24G : 24 tests
#SCH 1I-WBI12G : 12 tests
#SCH II-WBY96G : 96 tests

GEBRAUCHSANWEISUNG

Verwendungszweck

SCHISTO II Western blot (WB) IgG ist ein qualitativer Test der serologischen IgG-
Diagnose mittels Immunoblot-Assay auf Bilharziose (Schistosomiasis), der als
Bestdtigungstest bei einem positiven oder mehrdeutigen Ergebnis in klassischen
Screeningtests vorgesehen ist.

Testprinzip

Westernblot-Technik: Die Antigene (adulte Exemplare von S. mansoni + .
haematobium) werden nach der Trennung durch Elektrophorese mittels Elektroblotting
an die Oberflache einer Nitrocellulosemembran gebunden (Transfer genannt), die in 24
von 1 bis 24 nummerierte Streifen geschnitten wird.

Durchfiihrung des Tests: Jede zu priifende Serumprobe wird separat mit einem Streifen
inkubiert. Die potenziell in der Probe vorhandenen Anti-Schistosoma-Antikorper binden
selektiv an die Antigene von Schistosoma. Das alkalische Phosphatase Anti-Human-
IgG-Konjugat bindet dann an die gebundenen Anti-Schistosoma-Antikorper.
AbschlieBend reagieren die Immunkomplexe mit dem Substrat. Die in den Proben
vorhandenen, von den Anti-Schistosoma-Antikorpern erkannten Antigene vom Typ IgG
werden als violette querverlaufende Banden dargestellt.
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Im Kit enthaltene Reagenzien
kursiv: Packung mit 12 Tests (#$SCH II-WB12G) - fett: Packung mit 96 Tests (#SCH 1I-WB96G).

ID | Menge Beschreibung Zusammensetzung
Block/Blocke mit 24 (72, 4 x 24) STREIFEN: Sensibilisierte Nitrocellulose.
vorgeschnittener + gefdrbter Standard. Gefarbtes Molekulargewicht (kDa):

R1 1 (Jeder Block und jeder Transfer sind mit einer Blau: 250, Blau: 150, Blau: 100, Rosa:
eigenen einzigartigen Seriennummer 75, Blau: 50, Griin: 37, Rosa: 25, Blau:
gekennzeichnet) 20, Blau: 15.

Flaschchen mit 30 (30, 125) ml PROBENPUFFER . o
R2 ! (Gebrauchsfertig — rosafarbene Losung). Puffer + Tensid + NaN3 (< 0,1 %).
Puffer + anti-humane IgG polyklonale

R3 1 Flaschchen mit 30 (30, 2 x 60) ml ANTI-IgG- Ziegensera konjugiert mit alkalischer

KONJUGAT (Gebrauchsfertig — blaue Losung). Phosphatase + NaN3 (< 0,1 %) +
Stabilisatoren.
Flaschchen mit 30 (30, 125) ml SUBSTRAT -

RS ! (Gebrauchsfertig — opakbraunes Fldschchen). Puifer + NBT + BCIP + Stabilisatoren.
Flaschchen mit 60 (60, 250) ml
WASCHKONZENTRAT 10X PUFFER . o

R6 ! (Muss in destilliertem Wasser 10-fach verdiinnt Puffer + Tensid + NaN3 (< 0,1 %).
werden — farblose Losung).

. . Puffer + Sammelprobe von
Rohrchen mit 200 (200, 2 x 200) ul POSITIVEM Humanseren mit positiver Schist )
RI0| 1 |KONTROLLSERUM N p chistosoma

Serologie + NaN3 (< 0,1 %) +

(Gebrauchsfertig — rote Kappe). Stabilisatoren.

R2, R3, RS und R6 sind Bestandteil aller Kits und weisen eine eigene einzigartige Chargennummer auf,
die nur vom jeweiligen Produktionsdatum abhingt. Es wird die Durchfiihrung von Multiparameterserien
empfohlen (sieche Immunoblot-Bandbreite von LDBIO), um die Anzahl gedffneter Flischchen zu begrenzen und

eine bessere Qualitdtskontrolle zu erreichen.

Zusétzlich erforderliches Material, das nicht im Lieferumfang enthalten ist

Multikanal-Polypropylen-Inkubationswannen fiir Mini-Blots (#WBPP-08 oder gleichwertig).
Wippschiittler fiir Immunoblots, Vakuumsystem fiir Fliissigkeiten (die von uns gelieferten #WBPP-
08-Wannen konnen durch einfaches Umdrehen geleert werden).

Rohrchen und  Material zur  Probenahme,  Messzylinder, angepasste  Behdlter.
Automatische Pipetten, Mikropipetten und Einwegspitzen (Mengen von 25 pl, 1,2 ml und 2 ml).
Destilliertes oder deionisiertes Wasser. Saugpapier (z. B. Whatman Filterpapier), transparentes
Klebeband.

Latexhandschuhe, Pinzetten zur Handhabung der Streifen, Cutter oder Skalpell, flaches
transparentes Lineal.

Hinweis: Unsere Reagenzien kdnnen in einem automatisierten Immunoblot-Prozessor verwendet
werden. Es sollte darauf geachtet werden, dass keine chemischen Kontaminationen unserer
Reagenzien auftreten, wenn im Prozessor auch Reagenzien anderer Hersteller verwendet werden
(bekanntes Beispiel: Kontamination durch TWEEN 20), und keine bakteriellen Kontaminationen.
Flaschchen fiir den Prozessor reservieren. Nach der Verarbeitung diirfen Reste verwendeter Reagenzien
nicht zuriick in die Originalflischchen gegeben werden.
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Lagerung und Stabilitit

Zwischen 2 und 8 °C lagern. Die Reagenzien des Kits sind bis zum auf der Aufenverpackung und den
Flaschchenetiketten angegebenen Ablaufdatum stabil. 1/10 verdiinnter Waschpuffer bleibt bei +2 bis
+8 °C zwei Monate und bei Raumtemperatur eine Woche stabil.

Warnhinweise fur den Gebrauch

Sicherheit

Nur fiir /n-vitro-Anwendung. Entsprechend der Guten Laborpraxis handhaben und jedes Reagenz
und jede Probe als potenziell toxisch und/oder infektios behandeln.

Laborkittel, Handschuhe und Brille tragen; im Labor nicht trinken, essen oder rauchen. Pipetten
nicht mit dem Mund handhaben.

Eine positive Kontrolle ist ein Serum humanen Ursprungs, das gepriift und negativ auf HIV 1-
und HIV 2-Antikorper, HCV-Antikorper und HB-Antigen getestet wurde. Trotzdem muss sie wie
ein potenziell infektidoses Produkt behandelt werden.

Das Substrat enthdlt eine Mischung aus NBT und BCIP und wirkt bei Kontakt (Haut und
Schleimhéute) und Inhalation toxisch.

Die Reagenzien enthalten Natriumazid, das mit Blei und Kupfer explosive Metallsalze bilden
kann. Verschiittungen mit Wasser reinigen.

Abfall (Proben, Spitzen, Rohrchen, Waschfliissigkeit, gebrauchtes Reagenz...) gemif guter Praxis
der Branche und aktuellen nationalen Bestimmungen entsorgen.

Vorsichtsmaflnahmen

Keine fliissigen Reagenzien aus verschiedenen Chargen zusammen verwenden.

Die Streifen in numerischer Reihenfolge verwenden. Streifen mit verschiedener Seriennummer
nicht mischen; die Transfers der Reihe nach verwenden. Vor Testbeginn sollte ein spezifischer
Aufteilungsplan erstellt werden.

Die Streifen nicht mit den Fingern beriihren; eine Pinzette verwenden.

Die Reagenzien miissen vor der Verwendung gut vermischt werden, insbesondere der
konzentrierte Waschpuffer.

Die Flaschchen nach der Verwendung verschlieen; nicht verwenden, wenn versehentlich eine
Substanz in die Reagenzien gelangt ist. Reagenzien aus Flidschchen, die Anzeichen ausgelaufenen
Materials aufweisen, nicht verwenden. Triibe oder ausgefillte Losung nicht verwenden.

Nur Einwegpipettenspitzen verwenden. Kontamination zwischen den Kanélen vermeiden. Darauf
achten, ob sich in den Pipettenspitzen Schaum oder Bldschen bilden (bakterielle Kontamination
der Reagenzflaschchen).

Inkubationswannen nur mit klarem Wasser reinigen, gefolgt von destilliertem Wasser (niemals
Detergenzien oder Bleichmittel verwenden).

Das Auslassen einer Probe oder die Zugabe einer ungeeigneten Menge kann unabhéngig vom
tatsdchlichen Status zu einem negativen Testergebnis fithren.

Probenahme

Die Proben aseptisch in trockenen RoOhrchen sammeln. Es sind mindestens 25 ul Serum.
Die Proben bis zur Verarbeitung bei 2-8 °C aufbewahren. Wenn sie gelagert werden miissen, die
Proben bei -20 + 5 °C einfrieren. Keine kontaminierten Proben verwenden. Die Proben diirfen nicht
wiederholt eingefroren und aufgetaut werden.
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Vorbereitung der Reagenzien

Waschpuffer: Fiir 4 Tests in einer sauberen Flasche miissen 10 ml Waschkonzentrat 10X (R6) in
90 ml destilliertem oder deionisiertem Wasser verdiinnt werden.

Testverfahren

Anmerkung: Es wird die Durchfiihrung von Multiparameterserien empfohlen (siehe Immunoblot-
Bandbreite von LDBIO), um die Anzahl geoffneter Fldschchen zu begrenzen und eine bessere
Qualitdtskontrolle zu erreichen.

1. Fiir die Proben und C+ positiven Kontrollen muss ein Aufteilungsplan erstellt werden (R10).
Nur durch Anwendung dieser Kontrolle kann der Test technisch validiert und eine Identifikation
der spezifischen entwickelten Banden fiir eine bestimmte Seriennummer festgestellt werden. Ein
C+ Streifen kann nicht verwendet werden, um die Ergebnisse von Streifen eines Blots einer
anderen Seriennummer zu interpretieren.

2. Mit einem Skalpell und einem sauberen und trockenen, flachen, transparenten Lineal die
erforderliche Anzahl Streifen (R1) zurechtschneiden, wobei die blaue Positionierungslinie auf den
Streifen erhalten bleibt: die Streifen mit dem Lineal festhalten und auf der Seite mit dem Stamm
schneiden (die Nummern sind durch das Lineal zu sehen).

3. 1,2 ml des Probenpuffers (R2) gemif3 dem erstellten Plan in jeden Kanal verteilen.

4. Die nummerierten Streifen in numerischer Reihenfolge in den Kanélen platzieren: Die Streifen fiir
ca. | Minute mit oben sichtbarer Nummer rehydrieren lassen. Hierzu wird die Wanne leicht
geschwenkt, damit sie vollstindig in den Puffer eintauchen.

5. Proben und positive Kontrolle(n) verteilen: gemaB3 Aufteilungsplan mit 25 ul pro Kanal. Die Wanne
nach jeder Dosierung leicht schiitteln. Die Wanne auf einen Wippschiittler stellen. Fiir 90 Min. +
5 Min. bei 18-25 °C inkubieren.

6. Waschschritt: Den Inhalt des Kanals mit einer Pasteurpipette oder durch Umdrehen der
Inkubationswanne entleeren. 2 bis 3 ml verdiinnten Waschpuffer in jeden Kanal geben. Auf dem
Wippschiittler fiir 3 Min. inkubieren. Zweimal wiederholen, dann den Inhalt der Kanile entleeren.
Sicherstellen, dass sich die Streifen wéihrend dieser Schritte nicht umdrehen.

7. 1,2 ml eines Anti-IgG-Konjugats (R3) in jeden Kanal geben. Die Wanne auf den Wippschiittler
stellen.
Fiir 60 Min. + 5 Min. bei 18-25 °C inkubieren.

8. Waschschritt: Schritt 6 wiederholen.

9. 1,2 ml NBT/BCIP-Substrat (R5) in jeden der Kanile geben. Auf den Wippschiittler stellen und vor
direkter Lichteinstrahlung schiitzen. Fiir 60 Min. + 5 Min. bei 18-25 °C inkubieren.

Unabhéngig vom Parameter die Farbentwicklung iiberwachen. Die Entwicklung kann beendet
werden, wenn die Hintergrundfarbe des Streifens so dunkel wird, dass Ablesen schwierig wird (die
Qualitdt der Waschschritte hat einen grundlegenden Einfluss auf die Einfarbung des Hintergrunds).
Es muss beachtet werden, dass die Streifen beim Trocknen heller werden.

10. Die Reaktion wird durch Absaugen des Substrats mit einer Pasteurpipette oder Umdrehen der
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Inkubationswanne und Hinzufiigen von 2 ml destillierten Wassers in die Kanéle gestoppt. Dieser
letzte Waschschritt wird noch einmal wiederholt.

11. Trocknen der Streifen: Wahrend die Kandle noch mit Wasser gefiillt sind, werden die Streifen mit
der Pinzette am nummerierten Ende herausgenommen und so, dass die Nummer sichtbar ist, auf
Whatman Saugpapier gelegt. An der Luft trocknen lassen. Die Farbe der Streifen wird beim
Trocknen natiirlicherweise heller. Die Auswertung darf erst stattfinden, wenn die Trocknung
abgeschlossen ist.

12. Lagerung: Die Streifen auf ein Blatt Papier legen, auf dem sie archiviert werden. Die
Positionslinien ausrichten. Die Streifen werden mit dem flachen Lineal fixiert und oben an den
Streifen transparentes Klebeband angebracht.

Fiir eine gute Auswertung miissen die Streifen nach Transfer und in ihrer numerischen Reihenfolge
mit einem maximalen Abstand von ein paar Millimetern angeordnet sein. Der Vergleich von
Streifen mit groBem Abstand (z. B. Nr. 2 mit Nr. 15) ist unzuverléssig. Es ist gefahrlich (aufgrund
falscher Ergebnisse), Streifen aus verschiedenen Kits (mit verschiedenen Seriennummern)
miteinander zu vergleichen.

Qualititskontrolle und Auswertung

Die im Kit vorhandene Serumkontrolle (R10) muss systematisch in alle Immunoblotserien integriert
werden. Sie zeigt das typische Profil und ermoglicht die technische Validierung einer guten
Testdurchfiihrung (di Banden miissen auf dem Streifen sehr deutlich erscheinen) und die prazise
Kalibrierung der Position und Aspekte der spezifischen Banden fiir die Auswertung der Ergebnisse von
Streifen desselben Transfers (gleiche Seriennummer).

e Beschreibung der Banden:
Eine positive Probe kann zahlreiche Banden zwischen 8 und 200 kDa (Kilodalton) aufweisen.

Der Auswertungsbereich befindet sich im unteren Teil des Streifens, zwischen 8 und 34 kDa.

8 Banden kommen am haufigsten vor: P8, P9, P10, P12-13, P14-15, P18, P22-24 und P30-34 mit den
entsprechenden Molekiilmassen (siche Foto S. 6).

Das Aussehen der Banden kann unterschiedlich sein. Die niedermolekularen Banden P8, P9, P10 und
P18 sind normalerweise diinn. Die anderen Banden konnen in Form eines einzigen breiten Bandes,
eines aus 2 diinneren Banden bestehenden Doppelbandes oder als eines der beiden Banden erscheinen,
aus denen das Doppelband besteht.
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Abb. 1: Beispiele positiver und negativer Ergebnisse

e Auswertung:

Wenn eines der Banden P30-34 oder P22-24 vorhanden ist, deutet dies auf eine Schistosomiasis hin.

#l Das Band P30-34 muss bei isoliertem Aufireten (Ausnahmesituation) als breites Band
erscheinen, damit es beriicksichtigt werden kann. (Beispiel: Streifen Nr.4 < unten).

Das Band P22-24 kann in allen moglichen Formen erscheinen: diinn, breit, einfach oder doppelt.

Die am héufigsten vorgefundenen Banden werden auf dem Streifen ,,C+* in der Abbildung links
dargestellt. Im Bereich 8-22 kDa konnen zahlreiche andere Banden vorhanden sein.

Die Profile P1 und P2 konnten als Hinweis auf die Art dienen (siehe: Serologie der
Schistosomiasis S.8).

Das Band P28 tritt hiufig auf. Es ist unspezifisch fiir Schistosoma.

Sehr wichtige Hinweise:

Manchmal erscheint das Band 22-24 nur in Form eines isolierten Bandes bei 22 oder 24 kDa.

Die auf der rechten Seite dargestellten Serumproben mit , Kreuzreaktionen* der Streifen 13, 1 und 21
entsprechen dem Malaria-Erreger. Sie wurden eigens unter den seltenen Serumproben ausgewdhlt, die bei
der Auswertung unspezifische Banden im Auswertungsbereich 8-34 kDa aufwiesen.
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Zur Validierung der Ergebnisse muss immer das Profil des Immunoblots jeder Probe mit dem der
positiven Kontrolle R10 verglichen werden. Die Aspekte der Banden sind fiir die Auswertung des Tests
wichtig.

Anwendungsbeschriankungen

Diese serologischen Ergebnisse miissen anhand der vorhandenen Informationen (epidemiologisch,
klinisch, Bildgebung, biologisch) ausgewertet werden, um eine Diagnose zu erhalten.

Leistung

Die Leistungsfiihigkeit des Schisto Il WB Tests wurde anhand von 548 verschiedenen Serumproben
analysiert

e Sensitivitit (Se):
184 Serumproben von Patienten mit Verdacht auf Schistosomiasis wurden gemif den in der Anleitung
des Kits erlduterten Empfehlungen gepriift.
Die Schistosomiasis wurde durch eine positive parasitire Analyse (S. haematobium (60) S. mansoni
(38), Koinfektion S.42 + S. m (3)) und / oder durch eine eindeutige Klinik nachgewiesen.

n=184
Anzahl der spezifischen Banden 1 2 3 4 5 6 7
Haufigkeit 4% [15% | 14% |15% | 16% |19% | 15%

Tabelle 1: Anzahl der auf einem Streifen vorhandenen spezifischen Banden fiir ein

positives Ergebnis: 95 % der Immunoblot-Assays weisen mindestens 2 Banden auf.

n=184
Art der spezifischen Banden (kDa) | P8 | P10 | P12 | P15 | P18 | P22-24 | P30-34
Haufigkeit 37% | 38% |64 % |57 % |52% | 97 % 89 %

Tabelle 2: Hdufigkeit des Auftretens jedes einzelnen spezifischen Bandes, das bei

unserer Studie von 184 positiven Proben auf den Immunoblot-Assays vorgefunden

wurde.
n=184 POSITIV | NEGATIV| Se
Referenz WB 177 7 96.2%
WB SCH I 182 2 98.9%

Tabelle 3: Sensitivitiit (Se) - Verglichene Ergebnisse zwischen dem neuen Schistosoma
WB IgG Test und dem vorausgegangenen Kit Schistosoma WB IgG (= Referenz WB).

Se = 98.9%
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e Differentialdiagnose der Art

Von den 184 Proben stammten 101 von Patienten, bei denen die parasitologische Analyse das
Vorhandensein von Eiern im Urin, im Stuhl und / oder in einer Rektumbiopsie nachgewiesen hatte.
Haufig haben wir bei dieser Population einen Unterschied im immunologischen Profil beobachtet, der
mit der Art, die die Infektion verursacht, S.haematobium oder S.mansoni, in Verbindung zu stehen
scheint. Diese beiden Profilarten sind deutlich in der Abbildung auf S. 6 (blaue Pfeile: Profile P1 vs P2)
dargestellt.

n=101 Eier S.m | Eier S.h | EierS.m +S.h
Profil P1 9 53 0
Profil P2 27 3 2
mehrdeutig 2 4 1

Tabelle 4: Korrelation zwischen parasitologischer Analyse und serologischer Diagnose.
Bei dieser Population liefert das immunologische Profil in 79 % der Fille eine
Diagnose der Art.

Diese Daten miissen durch griindlichere Studien bestétigt werden, bevor sie fiir eine klinische Diagnose
verwertet werden konnen.

Anmerkung: Das immunologische Profil kann eine S.m. Infektion nicht von einer S.m + S.h
Koinfektion unterscheiden.

e Spezifitit:
364 Serumproben von 364 verschiedenen Patienten wurden gemdll den Angaben in der Anleitung des
Kits gepriift. Diese Serumproben stammten von gesunden Patienten (BD=61), von Patienten mit
Autoimmunerkrankungen, Antinukledren Antikorpern (ANA =21), Rheumafaktor (RF=20) oder
verschiedenen Helminthiasen und anderen Parasitosen: Zystizerkose (53), Hydatidose (11), alveoldre
Echinokokkose (10), Distomatose (15), Strongyloidiasis (9), Toxokarose (TXA=41), Trichinose
(TRI=21), Filariose (FIL=24), Malaria (29), Leishmaniose (31), Amdobiasis (18).

12 von 364 Proben zeigen ein charakteristisches ,,Schistosoma-positives* Profil, da sie zwischen 2 und
7 sehr deutlich definierte spezifischer Banden aufwiesen. Diese Ergebnisse wiesen eine Koinfektion
nach, was durch den Referenz WB Test bestitigt wurde.

6 Proben zeigen eine schwache Kreuzreaktion: 4 Proben zeigen ein diinnes Band bei 24 kDa und 2
Proben ein blasses, aber breites Band bei 30-34 kDa.

Berechnung der Spezifitit (Sp):
Wenn man die 12 wahrscheinlichen Koinfektionen als echte positive Ergebnisse betrachtet, ergibt sich
Sp =98,3 %.

Anmerkung:
Das Band P28 tritt haufig auf. Es ist unspezifisch fiir Schistosoma.

e Reproduzierbarkeit:
Es wurde die Reproduzierbarkeit zwischen Serien und Chargen gepriift. In beiden Fillen ist die
Korrelation hinsichtlich der spezifischen Banden zwischen Sera sehr gut.
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e Beeintrichtigung:
Obwohl keine besondere Kreuzreaktion mit hdmolysierten, ikterischen oder lipidischen Sera beobachtet
wurde, wird empfohlen, die Ergebnisse der Verwendung solcher Proben aufmerksam zu beobachten.

Fehlerbehebung

,,Die Banden sind blass und weisen kaum Kontrast auf”: Bestimmte Sera mit niedrigen
Konzentrationen von Antikdrpern konnen solche Ergebnisse zeigen.

., Es sind schattierte Bereiche sichtbar, mehr oder weniger farbig, leicht diffus “: Der Streifen wurde
in eins der Reagenzien nicht vollstindig eingetaucht und wurde nicht iiber seine gesamte Lange korrekt
inkubiert. Es konnen auch Flecken an den Stellen vorhanden sein, an denen die Probe platziert wurde,
wenn die Wanne anschlieend nicht geschiittelt wurde.

,,Der Hintergrund ist dominant, wodurch das Ablesen sehr schwer wird“: Die Waschungen waren
unzureichend oder die letzte Inkubation zu lang. Gute Techniken zur Testleistung sicherstellen, die
Waschzeiten einhalten und die Wasserqualitét sicherstellen. Die Zeit der letzten Inkubation reduzieren.
In Ausnahmefillen konnen bestimmte Sera unspezifisch reagieren. Dann ist das Ergebnis des
Immunoblots unbrauchbar.

Dieser unspezifische, dominante Hintergrund kann nur einen Teil des Streifens betreffen und somit
konnen nur hier die Ergebnisse nicht ausgewertet werden.

,, Wiihrend des letzten Entwicklungsschritts erscheint eine Ausfillung in der Losung*: das Substrat
kann tatsdchlich zum Ende der Entwicklung im Puffer teilweise ausfillen (schwarze Flocken). Dieses
Phianomen verdndert die Qualitit der Entwicklung nicht, die normal fortgesetzt werden sollte. Die letzte
Waschung mit destilliertem Wasser entfernt moglicherweise vorhandene feste Partikel.
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