Aspergillus fumigatus IgG ELISA

Enzymkopplad immunabsorberande analys for diagnos av manskliga aspergillos av A. fumigatus
96 analyser pa enskilda brunnar for in vitro diagnostisk anvandning och for professionell laboratorieanvandning
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PRODUCTS

Avsedd anvandning:

Bordier Aspergillus fumigatus 1gG ELISA kitet &r avsedd fér kvantitativ upptackt av IgG antikroppar mot Aspergillus
fumigatus i manskligt serum. Sereologi ar ett hjalpmedel mot diagnoser och kan anvandas som ensam metod for
diagnos. Detta test ar ocksa avsett for uppféljning av patienter med risk for aspergillos-infektioner.

Bakgrund:

Lungaspergillos orsakas av olika patogena arter av svampgenren Aspergillus, déar den vanligast implicerade ar
Aspergillus fumigatus. Denna patogen finns i jord och i sdnderfallande organisk material. Manniskor inhalerar
hundratals sporer per dag, men endast personer med riskfaktorer kommer att utveckla olika typer av aspergillos:
allergisk bronkopulmonell aspergillos, allergisk bihaleinflammation, aspergillom och kronisk lungaspergillos. De
huvudsakliga symptomen &r hosta och andfaddhet. Eftersom dessa symptom &r ospecifika baseras diagnosen pa
en kombination av kliniska, radiologiska, biologiska och mykologiska kriterier. Serologi ar ett viktigt kriterium och
flera metoder &r tillgangliga for screening, uppféljning och bekraftelse.

Princip och presentation:
Kitet ger alla material som behovs for att utfora 96 Enzymkopplad immunadsorberande analys (ELISA) pa omtaliga
mikrotitrering brunnar sensibiliserade med den féljande blandningen:

- Losliga somatisk och metabolisk Aspergillus fumigatus antigener.

- Rekombinanta antigener: dipeptidylpeptidase typ V (chymotrypsin) ribonuclease (mitogillin) fran Aspergillus

fumigatus.

Specifika antikroppar i testet kommer att binda dessa antigener och tvéattning kommer ta bort ospecifika
antikroppar. Narvaron av fungal specifika serum antikroppar ar upptackt med Protein A - alkaliskt fosfatas konjugat.
Ett andra tvattsteg kommer att aviagsna obundet konjugat. Atergivning av bundna antikroppar gérs genom tillsats
av pNPP-substrat som blir gult i narvaro av alkaliskt fosfatas. Féargintensiteten ar proportionell mot méngden av
Aspergillus fumigatus specifika antikroppar i provet. Kaliumfosfat tillsattes for att stoppa reaktionen. Absorbans vid
405 nm lases med anvandning av en ELISA-mikroplatta lasare.
Testet kan utforas med automatiska system, men detta maste valideras av anvandaren.

Material som ingar i kitet (96 provningar):

WELL 6100-01 Brytbara ELISA remsor sensibiliserade med 96 brunnar
Aspergillus fumigatus antigener
DILB 6100-02 Spadningsbuffert (10 x) koncentrat, fargad lila 50 mil
WASH 6100-03 Tvattlésning (10 x) koncentrat 50 mi
ENZB 6100-04 Enzymbuffert 50 mi
STOP 6100-05 Stoppldsning (0.5M K3POa4) 25 mi
CONTROL | - [ 6100-06 Negativt kontrollserum (20 x), gront lock 200
CONTROL [-/+| 6100-07 Svag positivt serum (avskuren, 20 x), gult lock 200
CONTROL | + | 6100-08 Positivt kontrollserum (20 x), rott lock 200
CONJ 6100-09 Protein A - alkaliskt fosfatas konjugat (50 x), lila lock 300
SUBS 6100-10 Fosfatas substrat (para-nitrofenylfosfat) 20 tabletter
Multipipett reservoar, 25 ml 1 styck
Ram for ELISA 8-brunnhallare 1 styck

Hallbarhetstid och lagring:

Forvara kiten vid 2° till 8°C (transportera vid omgivningstemperatur). Undvik langvarig exponering av
komponenterna for direkt ljus. Utgdngsdatumet och partinumret av kitet anges pa sidan av ladan. Efter forsta
Oppningen ar alla reagens stabila till och med utgangsdatumet nar de lagras vid 2-8°C.

Utrustning som behdvs men inte medféljer med Kitet:
Pipetter (ml och pl). Kolvar. Ror for spadning av sera. Limtejp for att tAcka 6ver brunnarna under inkubationen.
Destillerat vatten. Inkubator instélld p4 37°C. ELISA lasare instélld p4 405 Nm. Manuell eller automatisk utrustning

for skéljning av brunnar. Vortex-blandare. Timer.
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Preparationer av reagens innan anvandning:

Fa alla reagens till rumstemperatur och blanda fére anvandning.

ELISA brunnar: 6éppna sidan av aluminium vaskan 6100-01 och ta bort antal brunnar som behdévs (en for blank, tre
for kontroller, plus antal prov). Placera sensibiliserade brunnar | 8-brunnars hallare. Om nodvandigt, slutfér dem
tomma positionerna | hallaren med anvanda brunnar. Satt hallaren | ramen | rétt riktning. Aterforsluta det 6ppna
paketet med torkmedelsdyna.

Spéadningsbuffert: utspadd spadningsbuffert (10 x) koncentrat 6100-02, 1/10 | destillerat vatten. Detta anvands for
utspadning av kontroller, prover och konjugat. Den utspadda bufferten ar stabil i 2 manader vid 2-8°C.

Tvattlosning: utspadd tvattlosning (10 x) koncentrat 6100-03, 1/10 i destillerat vatten. Anvand ocksa din egen
tvattlosning. Undvik buffert som innehaller fosfat som kan hindra enzymatisk aktivitet av alkalisk fosfatas. Den
utspadda tvattlosningen ar stabil i 2 manader vid 2-8°C.

Kontrollsera: utspadd 10 pl kontrollsera 6100-06 till -08 i 190 pl spadningsbuffertldsning (slutlig utspadning 1/20).
Det utspadda kontrollsera ar stabilt i 2 manader vid 2-8°C.

Konjugat: utspadd konjugat 6100-09 | spadningsbuffertlésning (slutlig utspadning 1/50). Spad konjugat pa dagen
for analysen. Forvara inte utspatt konjugat.

Substratldsning: upplds tabletter av fosfatas substrat 6100-10 | outspadd buffert 6100-04 (1 tablett i 2,5 ml
buffert). Skaka tills fullstandig upplosning av tabletten/erna. Spad substratet pa analysdagen och skydda roret fran
direkt ljus. Tabletter och substratlésningar borde vara férglosa, eller bara ha en ljusgul skiftning. Om en tablett eller
en substratldsning blir gul kan den ha delvis hydrolyserats och bor kasseras. Forvara inte substratlésningen.

Stoppldsning: anvand reagens 6100-05 outspadd.

Provtagning och forberedning

Anvand humant-serum. Serum bor forvaras vid 2-8°C om det analyseras inom nagra dagar, annars lagras vid
-20°C eller lagre. Undvik upprepad frysning och upptining.

Vortexprover och spad 1/201 i spadningsbuffertldsning (t.ex. 5 pl prov i 1,0 ml).

Varningar och sakerhetséatgarder:

Giftiga foreningar finns i féljande koncentration:

Komponent Referens Natriumazid (NaNs) Mertiolat
Spadningsbuffert (10 x) 6100-02 0,1% 0,02%
Tvattlésning (10 x) 6100-03 0,05% /
Enzymbuffert 6100-04 0,01% /
Kontrollsera (20 x) 6100-06 till -08 0,1% 0,02%
Konjugat (50 x) 6100-09 0,1% /

Vid de anvanda koncentrationerna har natriumazid och merthiolat ingen toxikologisk risk vid kontakt med hud och
slemhinnor.

- Stopplésningen 6100-05 (0.5 M KsPOu) ar irriterande.

- Dem negativa, svagt positiva, och positiva kontrollsera (6100-06 till -08) ar fran kaniner.

- Behandla alla reagens och prov som potentiellt infektiost material.

- Bytinte reagenser av olika partier eller Bordier ELISA-Kkit.

- Anvand inte reagenser fran andra tillverkare med reagens i denna utrustning.

- Anvand inte reagens efter dess utgangsdatum.

- Stang reagensflaskorna tatt omedelbart efter anvandning, och byt inte ut skruviock foér att undvika
férorening.

- Anvand separata och rena pipetter-tips fér varje prov.

- Ateranvand inte mikrobrunnar.

- Undvik férsamring av mikrobrunnarna genom mekanisk verkan (spetsar/koner, munstycken).

- Beskrivningarna av symboler som anvands pa etiketterna finns pa webbplatsen www.bordier.ch.

Avfallshantering:

Alla material som anvands for detta test anses allméant som farligt avfall. Se nationella och regionala lagar och
forordningar for bortskaffande av farligt avfall.
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Procedur:
Vid kérning av analysen, undvik bildandet av bubblor i brunnarna.

Steg 1: Blockering:

Fyll brunnarna helt med spadningsbuffertlésning.

liInkubera mellan 5 till 15 minuter vid omgivningstemperatur (blockering).

Ta bort spadningsbuffert genom aspiration eller genom att skaka remsorna over diskbéanken.

Steg 2: Inkubation med prover:

Fyll den forsta brunnen | remsan med 100 pl spadningsbuffert (inget serumblankt).

Fyll dem efterféljande tre brunnarna med respektive 100 pl utspadd negativ, svagt positiv (avskuren) och positiv
kontrollsera. For analyser av mer &n 25 prover rekommenderar vi att fylla de tre sista brunnarna med kontrollsera
som ett duplikat.

Fyll dem aterstaende brunnarna med utspadda sera som skall testas (100 pl var och en).

Tack brunnarna med limtejp och inkubera i 30 minuter vid 37°C.

Ta bort sera och tvatta 4 x med ~ 250 ul tvattiésning.

Steg 3: Inkubation med konjugat:

Fordela 100 ul substratlésning per brunn (inklusive det inget serumblankt).
Tack brunnarna med limtejp och inkubera | 30 minuter vid 37°C.

Ta bort konjugat och tvatta 4 x med ~ 250 pl tvattldsning.

Steg 4: Inkubation med substrat:

Fordela 100 pl substratlésning per brunn.

Tack brunnarna med limtejp och inkubera | 30 minuter vid 37°C.
Stoppa reaktionen genom tillsats av 100 pl stoppldsning i varje brunn.

Steg 5: Matning av absorbanser:
Om det behdvs, torka botten av brunnarna och eliminera bubblor. Mat absorbanserna vid 405 Nm inom 1 timme
efter tillsatsen av stoppldsning.

Forklaring:
Subtrahera varden av inget serumblankt fran alla matvarden. Berdkna de genomsnittliga absorbansvardena for
duplicerade serumkontroller nar det ar tillampligt. Testet ar giltig om dem péafoljande kriterierna uppfylls:

- absorbans (A) av positiv kontroll > 1,200

- Aav svagt positiv kontroll > 11% av A av positiv kontroll

- Aav negativ kontroll < 8% av A av positiv kontroll

- Aavinget serumblankt < 0,350

Kvalitetskontroll av nuvarande partier publiceras p& var hemsida: www.bordier.ch.

Antikroppskoncentrationen av den svagt positiva (avskuren) serum 6100-07 har stéllts in for att optimalt skilja mellan
sera fran kliniskt dokumenterade fall av aspergillos | inmunkompetenta patienter och friska humana sera och friska
humana sera. Det skilda index av ett prov definieras efter subtraktion av det inget serumblankt &mne som:

Absorbans prov
Absorbans avskiljit serum

Index =

Resultatet ar negativ nar indexet av det analyserade provet &ar lagre an 0,8. | detta fall, 1gG
antikroppskoncentrationen mot Aspergillus fumigatus antigener &r kliniskt icke signifikant.

En grd yta motsvarar ett index som ligger mellan 0,8 och 1,0. | detta fall betraktas provet som granslinje. Det
rekommenderas att repetera testet med samma prov, eller med ett nytt serum av samma patient, som tas efter 2-4
veckor.

Resultatet &ar positivt nar indexet av det analyserade provet ar hogre an 1,0. | detta fall, IgG
antikroppskoncentrationen mot Aspergillus fumigatus antigener ar Kliniskt icke signifikant. Detta resultat leder till
en aspergillos eller en aspergillos sensibilisering.

Vid positivt eller tveksamt resultat rekommenderar vi att du utfér ett bekraftelsetest (oftast med western blot) om ett
sadant test ar tillgangligt eller kravs enligt nationella bestimmelser.
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http://www.bordier.ch/

Analytiska prestationer:

Analytisk specificitet:

Man fann en sensitivitet pa 22% med 9 sera frdn 5 patienter med invasiv aspergillos. Fér immunsupprimerade
patienter rekommenderas att testet utférs med detektering av A. fumigatus-antigener i serum. Man fann en
specificitet p& 97% i 36 sera fran 24 patienter med icke aspergillusorsakade luftvagssjukdomar (candidiasis,
tuberkulos, pneumocystisinfektioner och kryptokockos).

Ingen positiv eller negativ interferens sags nar sera tillsatts suprafysiologiska koncentrationer av hemoglobin,
lipider eller bilirubin.

Noggrannhet:
Repeterbarhet bedomdes genom att testa 2 humana serumprover i 24 brunnar pa en analys.
Reproducerbarhet bedémdes genom att testa 2 humana serumprover i 10 olika analyser.

Repeterbarhet Reproducerbarhet
Prov 1 Prov 2 Prov 1 Prov 2
Genomsnitt (absorbans) 0,352 1,767 0,410 1,985
Standardavvikelse (absorbans) 0,027 0,069 0,038 0,096
Variationskoefficient (%) 7,6 3,9 9,3 4,8

Foljande prestationer kan inte utvarderas eftersom det inte finns nagot certifierat referensmaterial for denna analys:
- Analytisk kanslighet (grénser for detektion och kvantifiering)
- Noggrannhet
- Sannhet
- Matomrade
- Linjaritet

Kliniska prestationer:

Diagnostisk kéanslighet:
Man fann en sensitivitet pa 97 % i 230 sera fran 147 patienter med olika aspergilloser (104 fall av kronisk pulmonell
aspergillos (inklusive 17 aspergillom) och 43 fall av allergisk bronkopulmonell aspergillos).

Diagnostisk specificitet:
Man fann en specificitet pa 90 % i 206 sera fran 205 patienter med luftvagssymtom hos vilka en Aspergillus-
relaterad sjukdom hade uteslutits.

Positivt och negativt prediktivt varde:
Man fann ett PPV pa 92% och ett NPV pa& 96% i ovannamnda populationer.

Forvantade varden i normala och drabbade populationer:

| en normalpopulation bestadende av 99 schweiziska blodgivare, i 98 sera fran en schweizisk infektionsenhet och 90
sera fran patienter med misstankt aspergillos, men dar denna sjukdom med sakerhet har uteslutits, ar det
forvantade indexvardet 0,16. | en infekterad population med 63 sera fran patienter som lider av olika aspergilloser
ar det forvantade indexvardet 2,16.

Incidenter:

Varje allvarlig incident som intraffar i samband med produkten ska anmalas till tillverkaren och till den behoriga
myndigheten i den medlemsstat dar anvandaren och/eller patienten &r etablerad.

Begrénsningar:

Diagnos av en infektionssjukdom bor inte upprattas pa grundval av ett enda testresultat. En noggrann diagnos bor
ta hansyn till endemisk situation, klinisk historia, symptomatologi, bildbehandling och serologiska data. Hos
immunférsvagade patienter och nyfdédda &r serologiska data av begransat véarde.
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