SCHISTOSOMA C€ Test rapido immunocromatografico
ICT IgG-IgM per uso diagnostico in vitro
D/agnostics

# BILZ Ab ICT20 : 20 test

ISTRUZIONI PER L'USO

Destinazione d’uso

SCHISTOSOMA ICT IgG-IgM e un test rapido basato sulla tecnologia immuno-
cromatografia (lateral-flow), permettendo la rilevazione simultanea di entrambe le classi 1gG
e IgM anti-Schistosoma in sieri umani

Principio del test

SCHISTOSOMA ICT IgG-IgM € un test singolo per una diagnosi qualitativa. Si basa sul
principio del sandwich omogeneo (reazione immunologica di due stessi epitopi antigenici con
i due siti di legame di un anticorpo bivalente).

All'interno della cassetta, il dispositivo € composto da:

* una striscia di nitrocellulosa sul quale sono posizionate due bande reattive: gli antigeni
(adulti Schistosoma mansoni) della banda "test" (banda T) e le gammaglobuline di coniglio
della banda "controllo™(banda C),

* un supporto in fibra di vetro (tampone coniugato), che & impregnato di particelle rosse di
lattice coniugato con antigeni di S. mansoni ("test” in lattice = T lattice) e particelle di
lattice blu coniugato con IgG di capra anti-coniglio ("controllo” lattice = C lattice) .

Il test viene eseguito dispensando successivamente il campione di siero e una soluzione
eluente (chiamato eluente) nel "pozzetto campione” della cassetta. L aggiunta dell’eluente
avvia la contestuale migrazione (cromatografia) del siero e le particelle di lattice. Questa
migrazione e completata in 20-30 minuti.
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Se gli anticorpi anti-Schistosoma (IgG e / o IgM) sono presenti nel campione, si forma un
complesso tra il lattice T e gli anticorpi del paziente che viene poi catturato dalla banda T. Se
il risultato € la presenza di una linea rossa: il test & positivo.

La cattura diretta del lattice C sulla banda Csi evidenzia nella comparsa di una linea blu,
significa che la cromatografia e eseguita bene. L'aspetto di questa linea blu € sistematico e
indipendente dallo stato sierologico del paziente.

Entrambe le lettere "T™ e "C" sono stampate sul telaio di plastica della cassetta, indicando la
posizione dell'area di lettura corrispondente.

Componenti del kit (20 TEST)

« 20 test pronto all'uso: 2 sacchetti (sigillati + zip di chiusura) di 10 dispositivi incluso un
pacchetto di essiccante,

« 1 x 2 ml di eluente (flacone contagocce),

« 1 istruzioni per I'uso manuale

Stoccaggio e stabilita

» Conservare la sacca originale sigillata tra 2 e 8 ° C. Le cassette possono essere
utilizzati fino alla data di scadenza scritta sull’etichetta. Non congelare. Non utilizzare
dopo la data di scadenza.

* La prima apertura di un sacchetto di 10 test deve avvenire almeno 15 minuti dopo
aver messo il sacchetto a temperatura ambiente, al fine di evitare la condensa.

* Dopo la prima apertura di un sacchetto, mantenerlo a temperatura ambiente (18-30 °
C), accuratamente chiuso (zip di chiusura) con I'essiccante all'interno. Dopo l'apertura, le
cassette possono essere utilizzate per un massimo di due mesi.

Precauzioni d’uso

Sicurezza

« solo per utilizzo in vitro. Utilizzare secondo le buone pratiche di laboratorio e considerare
qualsiasi reagente e ogni campione come potenzialmente tossici e / o infettivi.
* Solo per uso professionale.
* Tutti i campioni di siero devono essere considerati come potenzialmente infettivi e
maneggiati con cura.
« Indossare un camice da laboratorio, guanti e occhiali; non bere, mangiare o fumare in
laboratorio. Non pipettare a bocca.
» Smaltire i rifiuti (campioni, puntali, provette, cassette, reagente utilizzato ...) secondo le
buone pratiche utilizzate nel settore e norme vigenti nel paese.

Precauzioni

* Non utilizzare eluente di un altro numero di lotto.
* Non usare le cassette di lotti diversi nella stessa seduta.
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« Chiudere i flaconi dopo I'uso; non utilizzare se una sostanza é stata accidentalmente
introdotta nei reagenti. Non utilizzare il reagente da una fiala che presenta segni di perdite.
Non usare la soluzione torbida o con precipitato.

« Usare solo puntali monouso. Evitare qualsiasi contaminazione inter-cassetta.

* Non utilizzare i reagenti dopo la data di scadenza.

* L'omissione di un campione o la distribuzione di un volume insufficiente puo rendere il
risultato positivo o negativo, a prescindere dal suo stato sierologico.

« Utilizzare solo cassette accuratamente conservate nella loro borsa chiusa, con il pacchetto
essiccante all'interno.

Raccolta e preparazione del siero

Il test puo essere effettuato sia con siero o plasma eparinizzato.

La raccolta del campione deve essere sterile e puo essere effettuato sia su provetta senza
anticoaugulante o con eparina (non utilizzare campioni di plasma da citrato o EDTA).
Su tubi con il gel, non raccogliere gel: potrebbe causare falsi positivi.

Evitare emolisi quanto possibile.

Conservare i campioni a 2-8 ° C fino a quando non vengono analazziti. Se devono essere
conservati, congelare i campioni a -20 + 5 ° C. Non utilizzare un campione contaminato.
Evitare congelamento e scongelamento dei campioni piu volte.

Procedura del test

Materiale aggiuntivo richiesto: micropipetta e puntali monouso per dispensare volumi di
30pL, timer.

Se i sacchetti di 10 test sono conservati a 2-8 ° C, tenere almeno 15 minuti a
temperatura ambiente prima dell’apertura: la temperatura del sacchetto deve raggiungere la
temperatura ambiente per evitare la formazione di condensa.

1. Estrarre il numero desiderato di cassette, quindi chiudere accuratamente il sacchetto con la
chiusura a zip (con il pacchetto essiccante all'interno) mentre si estrae quanta piu aria
possibile. Conservare il sacchetto a temperatura ambiente per 2 mesi. L'eluente puo
essere conservato a temperatura ambiente fino alla data di scadenza.

2. Identificare ogni cassetta con il riferimento di ciascun campione da testare. Non effettuate
sedute lavorative con piu di 10 cassette. Due prove successive di 10 cassette devono essere
effettuatedopo pochi minuti al fine di poter effettuare la lettura aitempi consigliati (uso di 2
temporizzatori).

3. Utilizzare una micropipetta con una punta monouso per dispensare 30uL di siero o plasma
nel pozzetto. Farlo per tutte le cassette prima di passare alla fase successiva.

4. Dispensare 3 gocce di eluente del kit. Non utilizzare il liquido di eluizione di un altro
numero di lotto. Tenere il contagocce in posizione verticale durante I'erogazione. Chiudere il
contagocce dopo l'uso.

5. Avviare il timer quando I'eluente viene distribuito in tutte le cassette della seduta.
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Lettura e interpretazione

La lettura deve essere fatto vicino ad una finestra o sotto la luce diretta (cioe una lampada da
tavolo). Evitare ombre sulla zona di lettura.

La lettura deve essere effettuata tra 20 e 30 minuti dopo I'inizio del timer.

Non tener conto dei risultati di letture dopo 30 minuti.

* Test positivo: 2 linee, una rossa "T" e una blu "C" compaiono nelle aree corrispondenti.
Ogni linea "T" deve essere considerata positiva, anche di intensita molto debole. Per le
linee molto deboli, effettuare la lettura con I'occhio verticalmente sopra I'area di lettura.

* Test Equivoco: la presenza di un‘ombra grigia nella zona di prova, il pit delle volte tra i
20 ei 30 minuti, e un risultato equivoco. La linea blu deve apparire normalmente. Il
campione é considerato negativo. In questo caso, tuttavia, € meglio controllare il risultato
con un‘altra tecnica o su un campione diverso.

* Test negativo: Non appare la linea rossa. Solo la linea blu "C" & visibile.

* Test non valido: non appare la linea "C". Leggere ancora una volta le istruzioni e
ripetere il test. Se il problema persiste, contattare il produttore o il distributore.

Note: Questo e un test qualitativo. L’intensita della linea rossa non riflette la quantita di
anticorpi anti-Schistosoma nel campione.

Tuttavia, il grado di comparsa della linea rossa sembra correlato alla quantita di anticorpi e
potrebbe dare un'idea del titolo anticorpale.

La positivita del test é la prova del contatto del paziente con Schistosoma ma non indica la
data del contatto o lo stato clinico del paziente.

Controllo qualita
La linea blu "C" permette la validazione del buon funzionamento del test. Tuttavia si
raccomanda di inserire in ogni seduta un campione debole positivo noto.

Limitazioni del test

» Non usare un campione di siero troppo vecchio con questa tecnica. Si raccomanda di
utilizzare campioni congelati da meno di 2 anni.

* La positivita puo essere causata dalla presenza di 1gG e / o IgM contro Schistosoma, e il test
si basa sul principio di agglutinazione.

* Non utilizzare i campioni di plasma da citrate 0 EDTA.

« L'uso di altri fluidi corporei (urina, liquor, saliva, sangue intero ...) non e stato convalidato.
* L'uso di campioni emolitici, itterici o lipidici non € raccomandato. Tuttavia, non € stata
registrata alcuna interferenza nella reazione. Inoltre, i campioni molto emolitici possono
nascondere un test debole positivo, a causa di un forte fondo rosso da emolisi.

» Non erogare 2 0 4 gocce di eluente.

* L’interpretazione dei risultati deve essere effettuata all'interno del contesto clinico.

» Utilizzare I’eluente esclusivamentecon le cassettedella stessa confezione (stesso numero
di lotto)
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Prestazioni
¢ Sensibilita (Se)
La valutazione retrospettiva effettuata su 354 campioni.

* 166 campioni da pazienti infetti da S. haematobium e S. mansoni (approssimativa 1: 1 ratio)
sono stati clinicamente documentati (uova, biopsia, caratteristiche cliniche ...).

Samples nature Positive ICT | Negative ICT Se %
Clinical

Schistosomiasis 164 2 98.8
(n=166)

Fig. 1: La sensibilita di Schistosoma ICT IgG-IgM su campioni provenienti da casi clinici di
schistosomiasi.

I 2 risultati ICT negativi erano anche negativi nell” immunoblot di riferimento Schisto 11 WB
19G.

* 43 campioni sono stati ottenuti dalla recente epidemia in Corsica (ibridazione di S.
haematobium di S. bovis) [2, 5, 6, 7].

« 145 campioni sono campioni diagnostici di routine che evidenziavano i risultati positivi o
dubbi in uno o piu test di screening (HIA, IFA, ELISA).

Samples nature Positive ICT | Negative ICT Se %
Corsica epidemic:
positive samples 39 4 90.7
(n=43)
Serological
schistosomiasis 136 9 93.8
(n=145)
Total (n=188) 175 13 93.1

Fig. 2: La sensibilita di SCHISTOSOMA ICT IgG-IlgM su campioni sierologici di
schistosomiasi.

I 188 campioni sono stati confermati positivi sull” immunoblot di riferimento SCHISTO 11 WB
19G.

Sensibilita globale di SCHISTOSOMA ICT IgG-IgM sui 354 campioni: SE = 95.8%
¢ Specificita (Sp)
Valutazione effettuata su 275 campioni, compresi 53 donatori di sangue, 181 sieri di pazienti

affetti dalle seguenti infezioni parassitarie: Echinococcus granulosus (14), E. multilocularis (8),
malaria (26), filariasis (7), Stongiloides stercoralis (8), Fasciola hepatica (8), Trichinella spiralis
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(9), Toxocara canis (26), cysticercosis (45), Leishmania infantum (30) e 41 sieri di pazienti affetti
da malattie autoimmuni: fattore reumatoide RF + (20), anticorpi anti-nucleo ANA + (21).

Samples nature| Negative ICT | Positive ICT Sp %
blood donor (n=53) 53 0 100.0
cystic echinococcosis (n=14) 11 3 72.7
alveolar echinococcosis (n=8) 8 0 100.0
malaria (n=26) 24 2 91.7
filariasis (n=7) 7 0 100.0
anguillulosis (n=8) 7 1 85.7
fasciolasis (n=8) 7 1 85.7
trichinellosis (n=9) 9 0 100.0
Toxocariasis (n=26) 26 0 100.0
cysticercosis (n=45) 35 10 71.4
leishmaniasis (n=30) 27 3 88.9
Rhumatoid Factor (n=20) 20 0 100.0
Anti Nuclear Antibodies (n=21) 20 1 95.0
Total (n=275) 254 21 92.4

Fig. 3: specificita comparata di SCHISTOSOMA ICT IgG-IgM su campioni prelevati da
donatori di sangue e di pazienti affetti da infezioni parassitarie o malattie autoimmuni.

| 275 campioni sono risultati negativi sull” Immunoblot di riferimento SCHISTOII WB IgG.

Due infezioni da elminti, echinococcosi cistica e cisticercosi, stanno dando reazioni crociate con
SCHISTOSOMA ICT 1gG-IgM : Cio evidenzia l'interesse della immunoblot nell’effettuare la
conferma della diagnosi sierologica.

 Riproducibilita

Riproducibilita inter-serie e inter-lotto sono stati effettuate. In entrambi i casi, la correlazione
siero-siero e eccellente.

% Interferenze

Anche se nessuna particolare cross-reazione € stata osservata con sieri emolizzati, itterici o
lipidica, si raccomanda di interpretare i risultati di tali campioni con cura.
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