Aspergillus fumigatus 1gG ELISA

Ensaio Imunoenzimatico para o diagnéstico de aspergilose humana por Aspergillus fumigatus
96 ensaios em pogos individuais para utilizagdo em diagnéstico in vitro e para laboratorial profissional
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Utilizagao prevista:

O kit Aspergillus fumigatus 1gG ELISA da Bordier destina-se a detetar qualitativamente anticorpos 1gG contra
Aspergillus fumigatus em soro humano. A sorologia auxilia no diagnéstico e ndo pode ser utilizada como o Unico
método de diagndstico. Este teste destina-se também a acompanhar doentes em risco de contrair infegbes por
aspergilose.

Contexto:

A aspergilose pulmonar é provocada por diferentes espécies patogénicas do tipo fungico Aspergillus, sendo que o
mais frequentemente implicado é Aspergillus fumigatus. Este patégeno encontra-se no solo e em matérias
organicas em decomposi¢do. Os seres humanos inalam centenas de esporos por dia, mas apenas pessoas com
fatores de risco desenvolvem diferentes tipos de aspergilose: aspergilose broncopulmonar alérgica, sinusite
alérgica, aspergiloma e aspergilose pulmonar crénica. Os principais sintomas sao tosse e falta de ar. Uma vez que
estes sintomas nao sdo especificos, o diagndstico é feito com base numa combinagédo de critérios clinicos,
radiologicos, bioldgicos e micoldgicos. A sorologia € um critério importante e existem varios métodos disponiveis
para triagem, acompanhamento e confirmagao.

Principio e apresentagéo:

O kit fornece todo o material necessario para realizar 96 ensaios pela técnica ELISA em pogos de microplaca
quebraveis sensibilizados com a seguinte mistura:

- Antigenos somaticos e metabdlicos solUveis de Aspergillus fumigatus.

- Antigenos recombinantes: dipeptidil peptidase tipo V (quimotripsina) e ribonuclease (mitogillina) de

Asperygillus fumigatus.

Anticorpos especificos na amostra ligar-se-d0 a estes antigenos e a lavagem ira remover anticorpos nao
especificos. A presenga de anticorpos especificos do fungos é detetada com um conjugado de proteina A -
fosfatase alcalina. Uma segunda lavagem ira remover conjugado nao ligado. A revelagdo de anticorpos ligados é
efetuada adicionando substrato pNPP, que adquire uma cor amarela na presenga de fosfatase alcalina. A
intensidade da cor é proporcional & quantidade de anticorpos especificos de Aspergillus fumigatus na amostra. E
adicionado fosfato de potassio para parar a reagdo. A absorvancia a 405 nm é lida utilizando um leitor de
microplacas ELISA.
O teste é manual, mas pode ser realizado com sistemas automaticos, que devem ser validados pelo usuario.

Material incluido no kit (96 ensaios):

|WELL| 6100-01 Tiras de ELISA quebraveis sensibilizadas com 96 pogos
antigenos de Aspergillus fumigatus
DILB 6100-02 Concentrado de tampé&o de dilui¢ao (10 x), cor roxa 50 ml
WASH 6100-03  Concentrado de tampéao de lavagem (10 x) 50 ml
ENZB 6100-04 Tampao da enzima 50 mi
STOP 6100-05  Solugéo de paragem (0,5 M K3POa) 25 ml
CONTROL| .| 6100-06 Soro de controlo negativo (20 x), tampa verde 200 i
CONTROL [-/+| 6100-07  Soro de controlo fracamente positivo (cut off, 20 x), tampa amarela 200 pl
CONTROL [ +| 6100-08 Soro de controlo positivo (20 x), tampa vermelha 200 ul
CONJ 6100-09 Conjugado de proteina A - fosfatase alcalina (50 x), tampa roxa 300 ul
SUBS 6100-10  Substrato de fosfatase (para-nitrofenilfosfato) 20  pastilhas
Reservatério com varias pipetas, 25 ml 1 unidade
Estrutura para suporte de 8 pogos ELISA 1 unidade

Tempo de conservagao e armazenamento:

Armazenar o kit a uma temperatura entre +2°C e +8°C (transporte validado entre -20°C e +37°C por 21 dias),
evitar exposicdo dos componentes a longo prazo a luz direta. A data de validade e o numero de lote do kit estéo
impressos de lado na caixa. Apos a abertura inicial, todos os reagentes se mantém estaveis até ao final do prazo
de validade, desde que armazenados entre +2°C e +8°C.

Equipamento necessario, mas nao incluido no kit:

Pipetas (ml e pl). Frascos. Tubos de diluigdo. Fita adesiva para cobrir os pogos durante incubagdes. Agua
destilada. Incubador a +37°C. Leitor ELISA com filtro de 405 nm. Equipamento manual ou automatico para
lavagem de pocos. Agitador tipo vortex. Temporizador.

51232_04 6100 POR 07.2025 1/4



Preparagao de reagentes antes da sua utilizagao:
Colocar todos os reagentes a temperatura ambiente e misturar antes de utilizar.

Pogos ELISA: abrir a parte lateral do saco de aluminio 6100-01 e retirar a quantidade de pogos necessarios (um
para solugao branco, trés para controlos além do nimero de amostras). Colocar os pogos sensibilizados em um ou
mais suportes para 8 pogos. Se necessario, preencha as posi¢cdes vazias no suporte com pogos usados. Insira
o(s) suporte(s) na estrutura no sentido correto. Voltar a vedar a embalagem aberta com dessecante.

Tampio de diluigdo: diluir o concentrado de tampéo de diluicdo (10 x) 6100-02, 1/10 em agua destilada. E
utilizado para a diluicdo de controlos, amostras e conjugado. O tampé&o diluido mantém-se estavel durante dois
meses entre +2°C e +8°C.

Solugdo de lavagem: diluir o concentrado de solugdo de lavagem (10 x) 6100-03, 1/10 em &gua destilada.
Também pode utilizar a sua prépria solugao de lavagem. Evitar tampdes com fosfato que possam inibir a atividade
enzimatica da fosfatase alcalina. A solugdo de lavagem diluida mantém-se estavel durante dois meses entre +2°C
e +8°C.

Soros de controlo: diluir 10 ul de soros de controlo 6100-06 a -08 em 190 ul de solugdo tampao de diluicdo (dil.
final 1/20). Os soros de controlo diluidos mantém-se estavel durante dois meses entre +2°C e +8°C.

Conjugado: diluir conjugado 6100-09 em solugédo tampao de diluigao (diluigdo final 1/50). Diluir o conjugado no
dia do ensaio. Nao armazenar conjugado diluido.

Solugao de substrato: dissolver uma ou mais pastilhas de substrato de fosfatase 6100-10 em tamp&o enzimatico
nao diluido 6100-04 (1 pastilha em 2,5 ml de solugdo). Agitar em vortex até a dissolugao completa da(s)
pastilha(s). Diluir substrato no dia do ensaio e proteger o tubo de luz direta. As pastilhas e as solugbes de
substrato devem ser incolores ou apresentar apenas uma leve tonalidade amarela. Se uma pastilha ou uma
solugao de substrato ficar amarela, pode ter sido parcialmente hidrolisada e deve ser eliminada. Nado armazenar a
solugéo de substrato.

Solugao de paragem: utilizar reagente 6100-05 n&o diluido.

Recolha e preparag¢ao de amostras:

Utilizar soro humano. O soro deve ser armazenado entre +2°C e +8°C se o teste for realizado dentro de 7 dias,
caso contrario, armazenar a uma temperatura igual ou inferior a -20°C. Evitar congelar e descongelar
repetidamente. Agitar as amostras em vortex e diluir 1/201 em solugao tampao de diluicao (por exemplo, uma
amostra de 5 yl em 1,0 ml). Ndo armazene a amostras diluidas.

Adverténcias e precaugoes:
Os compostos toxicos apresentam a seguinte concentragao:

Componente Referéncia Azida de sédio (NaN3) Mertiolato
Tampéao de diluigdo (10 x) 6100-02 0,1% 0,02%
Solugéo de lavagem (10 x) 6100-03 0,05% /

Tampao enzimatico 6100-04 0,01% /
Soros de controlo (20 x) 6100-06 a —08 0,1% 0,02%
Conjugado (50 x) 6100-09 0,1% /

Nas concentragbes utilizadas, a azida de sédio e o mertiolato ndo representam qualquer risco toxicoldgico em
contacto com a pele e as membranas mucosas.

Componente | Pictograma de |Declaragao = =

Componente . . - Declaragao de precaugao
perigosa perigo de perigo

Solugédo de | fosfato de Causa Utilize protegao para os olhos.
paragem potassio, graves SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS:

tribasico danos aos | enxaguar cuidadosamente com agua durante varios

olhos minutos. Retire as lentes de contacto, se presentes
e faceis de retirar. Continuar enxaguando

- Soros de controlo negativos, fracamente positivos e positivos (6100-06 a -08) sdo de origem animal
(coelhos) e devem ser manuseados com cuidado.

- Tratar todos os reagentes e amostras como material potencialmente infecioso.

- Nao trocar reagentes de lotes diferentes ou kits ELISA da Bordier.

- Nao utilizar reagentes de outros fabricantes com reagentes deste kit.

- Nao utilizar reagentes apés o prazo de validade.

- Fechar bem os frascos de reagentes imediatamente apos a utilizagdo e ndo trocar as tampas para evitar
contaminagéo.

- Utilizar pontas de pipetas separadas e limpas para cada amostra.

- Nao reutilizar micropogos.
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- Evitar a deterioragdo dos micropogos por agdo mecanica (tips/cones, bicos).
- As descri¢gdes dos simbolos utilizados nas etiquetas podem ser encontradas no site www.bordier.ch.

Consideragoes sobre eliminagao:

Por norma todos os materiais utilizados para este teste sdo considerados residuos perigosos. Consultar as leis e
regulamentos nacionais e regionais relativamente a eliminagao de residuos perigosos.

Procedimento:

Ao realizar o ensaio, evitar a formagao de bolhas nos pocos.

Passo 1: pré-incubagao:

Encher os pogos com 250 ul de solugéao tampao de diluigao.

Incubar durante 5 a 15 minutos a temperatura ambiente.

Remover o tampao de diluigao por aspiragao ou inverter as tiras sobre o lavatério.

Passo 2: incubagao com amostras:

Encher apenas o primeiro pogo da primeira tira com 100 ul de tampao de diluicdo (solugdo branco sem soro).
Encher os trés pogos seguintes com, respetivamente, 100 pl de soro de controlo negativo, fracamente positivo (cut
off) e positivo. No caso de ensaios com mais de 25 amostras, recomendamos encher os ultimos trés pogos com
soros de controlo como duplicado.

Encher os restantes pogos com as amostras diluidas (100 pl cada).

Cobrir os pogos com fita adesiva e incubar durante 30 minutos a +37°C.

Remover os soros e lavar 4 x com cerca de 250 ul de solugéo de lavagem.

Passo 3: incubag¢ao com conjugado:

Distribuir 100 ul de conjugado diluido em cada pog¢o (incluindo solugdo branco sem soro).
Cobrir os pogos com fita adesiva e incubar durante 30 minutos a +37°C.

Remover o conjugado e lavar 4 x com cerca de 250 ul de solugéo de lavagem.

Passo 4: incubagao com substrato:

Distribuir 100 pl de solugao de substrato por pogo.

Cobrir os pogos com fita adesiva e incubar durante 30 minutos a +37°C.
Parar a reagao adicionando 100 ul de solugédo de paragem em cada pogo.

Passo 5: medigdo das absorvancias:
Se necessario, limpar o fundo dos pogos e eliminar bolhas. Medir absorvancias a 405 nm numa hora apoés a
adicao da solugao de paragem.

Interpretacao:

Subtrair o valor da solugdo branco sem soro de todos os valores medidos. Quando aplicavel, calcular os valores
médios de absorvancia de controlos de soro duplicados. O teste é valido se forem cumpridos os seguintes
critérios:

- Absorvancia (A) do controlo positivo > 1,200

- A do controlo positivo fraco > 11% de A de controlo positivo

- Ado controlo negativo < 8% de A do controlo positivo

- A de em branco sem soro < 0,350
Caso o sinal fornecido pela amostra ultrapasse a faixa de medi¢ao do leitor de microplacas, deve ser atribuido o
valor correspondente a faixa de medigao superior do leitor.
Os controlos de qualidade dos lotes atuais encontram-se publicados no nosso site: www.bordier.ch.

A concentragdo de anticorpos do soro fracamente positivo (cut off) 6100-07 foi definida de modo a discriminar
otimamente entre soros de casos clinicamente documentados de aspergilose em doentes imunocompetentes e
soros humanos saudaveis. O indice cut off de uma amostra é definido, apds subtragdo da solugao branco sem
soro, da seguinte forma:

Amostra de absorvancia
Soro cut off de absorvancia
O resultado é negativo quando o indice da amostra analisada é inferior a 0,8. Neste caso, a concentracdo de
anticorpos IgG contra antigenos Aspergillus fumigatus é clinicamente nao significativa.
Uma zona cinzenta corresponde a um indice entre 0,8 e 1,0. Neste caso, a amostra esta num nivel limite.
Recomenda-se repetir o teste com a mesma amostra ou com um soro novo do mesmo doente recolhido apds
duas a quatro semanas.
O resultado é positivo quando o indice da amostra analisada é superior a 1,0. Neste caso, a concentracédo de
anticorpos 1gG contra antigenos Aspergillus fumigatus é considerada clinicamente significativa. Este resultado
conduz a uma aspergilose ou sensibilizagdo de aspergilose.
Em caso de resultado positivo ou duvidoso, recomendamos a realizagdo de um teste de confirmagéo (na maioria
das vezes por western blot) se 0 mesmo estiver disponivel ou se for exigido pelos regulamentos nacionais.

indice =
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Desempenho analitico:

Especificidade analitica:

Foi determinada uma especificidade de 97% em 36 soros de 24 pacientes que sofrem de doencas respiratorias
nao aspergillus (candidiase, tuberculose, pneumocistose e criptococose).

Nao foi observada qualquer interferéncia positiva ou negativa com concentragbes suprafisioldgicas de
hemoglobina, lipidios ou bilirrubina em soros suplementados com interferentes.

Precisao:

A repetibilidade foi avaliada testando duas amostras séricas humanas em 24 pogos num ensaio.

A reprodutibilidade foi avaliada testando as duas amostras séricas humanas em duplicata em 10 ensaios
diferentes.

Repetibilidade Reprodutibilidade
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 1 Amostra 2
Média (absorvancia) 0,352 1,767 0,410 1,985
Desvio padrao (absorvéancia) 0,027 0,069 0,038 0,102
Coeficiente de variagao (%) 7,6 3,9 9,2 51

Atuacgoées clinicas:

Sensibilidade de diagnéstico:
Foi determinada uma sensibilidade de 97% em 230 soros de 147 pacientes que sofrem de varias aspergiloses
(104 aspergilose pulmonar crénica (incluindo 17 aspergilomas) e 43 aspergilose broncopulmonar alérgica).

Especificidade diagnoéstica:
Foi determinada uma especificidade de 90% em 206 soros de 205 pacientes com sintomas respiratérios nos quais
uma doenca relacionada com Aspergillus foi descartada.

Valor preditivo positivo e negativo:
A um VPP de 92% e um VPN de 96% foram encontrados nas populagdes mencionadas acima.

Valores esperados em populagées normais e afetadas:

Numa populagdo normal de 99 doadores de sangue suigos, 98 soros de uma unidade de infectologia suiga e 90
soros de pacientes com suspeita de aspergilose, mas onde esta doenca foi certamente descartada, o valor
esperado do indice é de 0,16. Numa populagdo afetada de 63 soros de pacientes que sofrem de varias
aspergiloses, o valor esperado do indice é 2,16.

Incidentes:

Qualquer incidente grave relacionado com o dispositivo deve ser notificado ao fabricante e a autoridade
competente do Estado-Membro em que o utilizador e/ou o paciente se encontra.

Limitagoes:

Foi determinada uma sensibilidade de 22% em 9 soros de 5 pacientes que sofrem de aspergilose invasiva. No
caso de pacientes imunossuprimidos, recomenda-se completar o teste com a detecdo de antigenos de A.
fumigatus no soro.

O diagnéstico de uma doencga infeciosa ndo deve ser estabelecido com base em resultados de um unico teste.
Para ser preciso, um diagnéstico deve considerar a situagdo endémica, o histérico clinico, a sintomatologia,
imagiologia e dados serolégicos.

Em doentes e recém-nascidos imunocomprometidos, os dados soroldgicos tém valor limitado.
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