Aspergillus fumigatus IgG ELISA

Enzymaticky imunologicky test pro diagndzu lidské aspergilézy od Aspergillus fumigatus
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Predpokladané pouziti:

Sada Aspergillus fumigatus 1gG ELISA od spole¢nosti Bordier je uréena ke kvantitativni detekci protilatek IgG proti
Aspergillus fumigatus v lidském séru. Sérologie je pomUickou k diagnéze a nesmi byt pouzivana jako jedina metoda
diagnd6zy. Tento test je rovnéz uréen k priibéznému testovani pacientll s rizikem nakazy aspergil6zou.

Pozadi:

Plicni aspergiléza je zpusobena riznymi patogennimi druhy houby rodu Aspergillus, nej¢astéji se jedna o druh
Aspergillus fumigatus. Tento patogen je v zeminé a jeho Ukolem je rozkladat organickou hmotu. Lidé inhaluji denné
stovky jejich spor, rizné typy aspergildzy se vSak vyvinou pouze u lidi s rizikovymi faktory: alergicka
bronchopulmonélni aspergiléza, alergicka sinusitida, aspergilom a chronick& plicni aspergiléza. Hlavnim
symptomem je dychaviCnost. Protoze jsou tyto symptomy nespecifické, diagnéza se opira o klinicka, radiologicka,
biologickd a mykologicka kritéria. Sérologie je dulezitym kritériem a k dispozici jsou také nékteré metody
screeningu, prabézného sledovani a stanoveni pfitomnosti mikrobu.

Princip a prezentace:
Sada obsahuje veSkery materidl nutny k provedeni 96 enzymovych imunosorbentnich analyz (ELISA)
prerusovanou mikrotitraci na destiCkach obsahujicich nasledujici smés:

- Rozpustné somatické a metabolické antigeny Aspergillus fumigatus.

- Rekombinantni antigeny: dipeptidylpeptidaza typ V (chymotrypsin) a ribonukleaza (mitogillin) z Aspergillus

fumigatus.

Specifické protilatky ve vzorku se vazou na tyto antigeny a omytim se odstrani nespecifické protilatky. Pfitomnost
konkrétnich mykotickych protilatek v séru se zjiStuje pomoci konjugatu alkalické fosfatazy proteinu A. Druhy krok
myvani odstrani nenavazany konjugat. Navazané protilatky odhalime pfidanim substratu pNPP, ktery se zbarvi v
pritomnosti alkalické fosfatazy dozluta. Intenzita zbarveni je pfimo umérna mnozstvi specifickych protilatek proti
Aspergillus fumigatus ve vzorku. K zastaveni reakce se pfidava dihydrogenfosforeCnan draselny. Absorbance na
vinové délce 405 nm je z mikrodesti¢ky odectena prostifednictvim analyzatoru ELISA.
Test mohou provadét i automatické systémy, vysledky v8ak musi byt ovéfeny uzivatelem.

Materialy obsazené v sadé (96 test):

WELL 6100-01 Oddélitelné prouzky ELISA obsahuijici 96 desticek
antigeny Aspergillus fumigatus
DILB 6100-02 Koncentrat tlumiciho roztoku na fedéni (10 x), zbarven nachové 50 ml
WASH 6100-03 Koncentrat vyplachovaciho roztoku (10 x) 50 ml
ENZB 6100-04 Enzymaticky tlumici roztok 50 ml
STOP 6100-05 Zastavovaci roztok (0,5M K3POu) 25 ml
CONTROL | - | 6100-06 Negativni kontrolni sérum (20 x), zelené vi¢ko 200
CONTROL [-/+[ 6100-07  Slabé pozitivni kontrolni sérum (s mezni hodnotou, 20 x), Zluté vicko 200 pl
CONTROL | +| 6100-08 Positivni kontrolni sérum (20 x), Cervené vicko 200 ul
CONJ 6100-09 Protein A — konjugét alkalické fosfatazy (50 x), nachové vicko 300
SUBS 6100-10 Substréat fosfatazy (para-nitrofenylfosfat) 20 tablet
Nadoba s nékolika pipetami, 25 ml 1 kus
Stojan pro drzak 8 destiCek ELISA 1 kus

Datum spotieby a skladovani:

Sadu skladujte pfi teploté 2 az 8°C (pfeprava za teploty okolniho prostfedi), chrarite pfed dlouhodobym vystavenim
jejich soucasti pfimému svétlu. Datum spotifeby a Cislo Sarze na sadé jsou vytistény na boku krabice. Pokud jsou
pak skladovany pfi teploté 2-8°C, jsou po otevieni originalniho baleni v§echna Cinidla stabilni az do uvedeného
data spotieby.
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Nezbytné vybaveni, které neni soucasti sady:

Pipety (ml a pl). Bariky. Zkumavky pro fedéni séra. Lepici paska k zakryti desticek béhem inkubace. Destilovana
voda. Inkubator nastaveny na 37°C. CteCka ELISA nastavena na 405 nm. Manualni nebo automaticke zafizeni pro
oplachovani desticek. Vifivy mixer. Casovac.

Priprava €inidel pred pouzitim:

Zahftejte viechna Cinidla na pokojovou teplotu a pfed pouzitim je protfepejte.

Desticky ELISA: Oteviete bok hlinikové tasky 6100-01 a vyjméte pozadovany pocet desti¢ek (jednu prazdnou, tfi
pro kontrolu plus pocet vzork(l). Umistéte destiCky citlivé na danou latku do drzak( 8 destic¢ek. V pfipadé potfeby
zaplnte prazdné pozice v drzaku pomoci pouzitych destiCek. Vlozte drzak do ramecku ve spravném smeéru. Znovu
uzaviete baliCek a utésnéte jej polStarkem proti vihkosti.

Tlumici roztok na Fedéni: Zfedte koncentrat (10 x) tlumiciho roztoku na fedéni 6100-02 v destilované vodé
v poméru 1/10. To se pouziva k fedéni kontrolnich desti¢ek, vzorkd a konjugatu. Nafedény tlumici roztok je stabilni
po dobu 2 mésicu, pokud je uchovavan pfi teplotach 2-8°C.

Vyplachovaci roztok: Zfedte koncentrat (10 x) vyplachovaciho roztoku 6100-03 v destilované vodé v poméru
1/10. Mlzete také pouzit vlastni vyplachovaci roztok. Vyhnéte se tlumicim roztok(m obsahujicim fosfaty, které
mohou potlacit enzymatickou Cinnost alkalické fosfatazy. Nafedény vyplachovaci roztok je stabilni po dobu
2 mésicl, pokud je uchovavan pfi teplotach 2-8°C.

Kontrolni sérum: Zfedte 10 pl kontrolniho séra 6100-06 az -08 ve 2,0 ml tlumiciho roztoku na Fedéni (konecné
zredéni 1/201). Nafedéné kontrolni sérum je stabilni po dobu 2 mésicu, pokud je uchovavan pfi teplotach 2-8°C.

Konjugéat: Zfedte konjugat 6100-09 v tlumicim roztoku na fedéni (konecné zfedéni 1/50). Zfedte konjugat téhoz
dne, kdy provadite testy. Nafedény konjugat neuchovavejte.

Roztok substratu: rozpustte tabletu substratu fosfatazy 6100-10 v nezfedéném tlumicim enzymu 6100-04 (1
tabletu ve 2,5 ml tlumiciho roztoku). Mixujte az do uplného rozpusténi tablet(-y). Nafedte substrat téhoz dne, kdy
provadite testy, a chrante zkumavku pfed pfimym svétlem. Tablety a roztoky substratu by mély byt bezbarvé,
pouze se slabym nazloutlym nadechem. Pokud se tableta nebo substrat zbarvi dozluta, mohou byt Caste¢né
hydrolyzovany a mély by byt vyfazeny. Roztok substratu neuchovavejte.

Zastavovaci roztok: Pouzijte nefedéné cinidlo 6100-05.

Odebirani a priprava vzorku:

PouZijte lidské sérum. Sérum by mélo byt uchovavano pfi teplotach 2-8°C, pokud se analyza uskute€ni do nékolika
dni, vjiném pfipadé je uchovavejte pfi teploté -20°C nebo nizSi. Vyhnéte se opakovanému zmrazovani a
rozmrazovani.

Rozmixujte vzorky a nafedte je 1/201 ve zfedéném tlumicim roztoku (napfiklad 5 yl vzorku v 1,0 ml).

Varovani a bezpeénostni opatieni:

Toxické slou€eniny se vyskytuji v nasledujicich koncentracich:

Slouéenina Odkaz Nitrid sodny (NaNs) Merthiolat
Tlumici roztok (10 x) 6100-02 0,1% 0,02%
Vyplachovaci roztok (10 x) 6100-03 0,05% /
Tlumici enzym 6100-04 0,01% /
Kontrolni sérum (20 x) 6100-06 az -08 0,1% 0,02%
Konjugat (50 x) 6100-09 0,1% /

VSechny pouzivané koncentraty, nitrid sodny a merthiolat nepfedstavuji zadné toxikologické riziko pfi styku s
pokozkou a se slizniénimi membranami.

- Zastavovaci roztok 6100-05 (0,5 M KsPOa) je drazdivy.

- Negativni, slabé pozitivni a pozitivni kontrolni sérum (6100-06 az -08) pochézi z kralikd.

- Zachazejte se vSemi Cinidly a vzorky jako s potencialné infekénim materialem.

- Nezaméniujte Cinidla riznych Sarzi nebo z riznych sad Bordier ELISA.

- Nepouzivejte ¢inidla od jinych vyrobct spole¢né s Cinidly z této sady.

- Nepouzivejte Cinidla po uplynuti doby jejich Zivotnosti.

- Zavfete a utésnéte lahvicky s Cinidly bezprostfedné po jejich pouZziti a nezaménujte jejich vi¢ka, abyste
zabranili kontaminaci.

- Pro kazdy vzorek pouzivejte zvlastni a Cisté pipetové nastavce.

- Nepouzivejte mikrodesticky opakované.

- Zabrarte poSkozeni mikrojamek mechanickym plsobenim (Spicky/kuzele, trysky).

- Popisy symboll pouzitych na etiketach naleznete na webovych strankach www.bordier.ch.
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Pokyny k likvidaci odpadu:

VSechny materialy pouzivané pfi tomto testu jsou v8eobecn& povaZovany za nebezpeény odpad. Pfi likvidaci
nebezpeéného odpadu dodrzujte pfislusné statni a regionalni zakony a predpisy.

Postup:

Kdyz test bézi, zabrarte tvorbé bublin na desti¢kach.

Krok 1: Blokovani:

Desti¢ky zcela naplfite tlumicim roztokem pro Fedéni.

Nechte inkubovat po dobu 5 az 15 minut pfi okolni teploté (blokovani).

Vyjméte tlumici roztok pro fedéni odsatim nebo zaklepanim s prouzky nad vylevkou.

Krok 2: Inkubace se vzorky séra:

Nejprve naplite prvni desti¢ku prvniho prouzku pomoci 100 ul samotného tlumiciho roztoku pro fedéni (vzorku bez
séra).

Naplite nasledujici tfi desticky samostatné pomoci 100 ul zfedéného negativniho, slabé pozitivniho (s mezni
hodnotou) a pozitivniho kontrolniho séra (po 100 ul). Pro testy s vice nez 25 vzorky doporu€ujeme naplnit tfi
posledni desticky kontrolnim sérem ve funkci zdvojeni (duplikace).

Naplrite zbylé desticky zfedénymi vzorky (po 100 pl).

Zakryjte desti¢ky lepici paskou a nechte inkubovat po dobu 30 minut pfi teploté 37°C.

Vyjméte sérum a 4 x omyijte vyplachovacim roztokem ~ 250 pl.

Krok 3: Inkubace s konjugatem:

Rozdélte 100 ul rozpusténého konjugatu na kazdou desticku (v€etné destiCky vzorku bez séra).
Zakryjte destiCky lepici paskou a nechte inkubovat po dobu 30 minut pfi teploté 37°C.

Vyjméte sérum a 4 x omyjte vyplachovacim roztokem ~ 250 pl.

Krok 4: Inkubace pomoci substratu:

Rozdélte 100 pl rozpusténého substratu na kazdou desticku.

Zakryjte desti¢ky lepici paskou a nechte inkubovat po dobu 30 minut pfi 37°C.
Zastavte reakci pfidanim 100 pl zastavovaciho roztoku do kazdé desticky.

Krok 5: Méreni absorbanci:
Pokud je to zapotfebi, otfete spodni Cast destiCek a odstrarite bubliny. Méfte absorbance pfi vinové délce 405 nm
po dobu jedné hodiny po pfidani zastavovaciho roztoku.

Interpretace:

Odectéte hodnotu prazdnych destiCek vzorku bez séra ode vSech méfenych hodnot. Pokud je to vhodné,
vypoditejte stfedni hodnoty absorbance duplikovaného kontrolniho séra. Test je pokladan za platny, jestlize jsou
dodrzena nasledujici kritéria:

- absorbance (A) pozitivniho kontrolniho vzorku > 1,200

- Asslabé pozitivniho kontrolniho vzorku > 11% A pozitivniho kontrolniho vzorku

- A negativniho kontrolniho vzorku < 8% A pozitivniho kontrolniho vzorku

- Avzorku bez séra < 0,350

Kontrola jakosti pfisluSnych SarzZi je uvedena na naSich webovych strankach: www.bordier.ch.

Koncentrace protilatek slabé pozitivniho séra (s mezni hodnotou) 6100-07 byla nastavena k optimalnimu rozliSeni
mezi sérem klinicky dokumentovanych pfipadu aspergilézy u imunokompetentnich pacientd a sérem zdravych lidi.
Index mezni hodnoty vzorku je definovan po odecteni Cistého vzorku bez séra jako:

Absorbance vzorku
Absorbance séra s mezni hodnotou

Index =

Vysledek je negativni, kdyz je absorbance analyzovaného vzorku nizsi nez 0,8. V tomto pfipadé je koncentrace
protilatek 1gG proti antigenim Aspergillus fumigatus klinicky nevyznamna.

Seda oblast odpovida indexu v rozsahu od 0,8 do 1,0. V tomto pfipadé je vzorek povaZovan za hraniéni,
doporucujeme opakovat test se stejnym vzorkem nebo novym sérem stejného pacienta, odebranym po 2-4
tydnech.

Vysledek je pozitivni, kdyZ je absorbance analyzovaného vzorku vy$Si nez 1,0. V tomto pfipadé je koncentrace
protildtek 1gG proti antigenim Aspergillus fumigatus povazovana za klinicky vyznamnou. Vysledek vede k
aspergiléze nebo citlivosti na aspergil6zu.

V pfipadé pozitivniho nebo nejasného vysledku doporuCujeme provést potvrzovaci test (nejcastéji metodou
Western blot), pokud je takovy test k dispozici nebo ho vyzaduji vnitrostatni predpisy.
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Analytické vykony:

Analyticka specifi€nost:

Citlivost 22% byla zjisténa u 9 sér 5 pacientt trpicich invazivni aspergil6zou. V pfipadé imunosuprimovanych
pacientd se doporuCuje doplnit test o detekci antigenu A. fumigatus v séru. Specificita 97% byla zjiSténa u 36 sér
24 pacientl trpicich jinou respiracni chorobou nez aspergilé6zou (kandidézou, tuberkul6zou, pneumocystézou a
kryptokokézou).

U suprafyziologickych koncentraci hemoglobinu, lipidd nebo bilirubinu v séru doplnénych interferenty nebyla
pozorovana zadna pozitivni ani negativni interference.

Presnost:
Opakovatelnost byla hodnocena testovanim 2 vzorkU lidského séra na 24 destickach v 1 analyze.
Reprodukovatelnost byla hodnocena testovanim 2 vzork( lidského séra na 10 riznych analyzach.

Opakovatelnost Reprodukovatelnost
Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 1 Vzorek 2
Primeér (absorbance) 0,352 1,767 0,410 1,985
Standardni odchylka (absorbance) 0,027 0,069 0,038 0,096
Koeficient odchylky (%) 7,6 3,9 9,3 4,8

Nasledujici hodnoty nelze stanovit, protoze pro tuto analyzu neni k dispozici zadny certifikovany referencni
material:

- Analyticka citlivost (meze detekce a kvantifikace)

- Presnost

- Pravdivost

- Rozsah méreni

- Linearita

Klinické vykony:

Diagnosticka citlivost:
Citlivost 97% byla zjiSténa u 230 sér 147 pacientu trpicich rdznymi aspergilézami (104 pfipady chronické plicni
aspergilézy (véetné 17 aspergilom(l) a 43 pripadl alergické bronchopulmonalni aspergildzy).

Diagnosticka specificnost:
Specificita 90% byla zjiSténa u 206 sér 205 pacientd s respiracnimi symptomy, u nichz bylo vylou¢eno onemocnéni
souvisejici s houbou Aspergillus.

Pozitivni a negativni prediktivni hodnota:
U vy8e uvedenych populaci byly zjistény hodnoty PPV 92% a NPV 96%.

Ocekavané hodnoty u normalni a postizené populace:

V bézné populaci 99 Svycarskych darcu krve, v 98 sérech ze Svycarského infekéniho oddéleni a v 90 sérech
pacientll s podezfenim na aspergilézu, u nichz v8ak bylo toto onemocnéni s jistotou vylou€eno, ¢ini o¢ekavana
hodnota indexu 0,16. V zasazené populaci 63 sér pacientd trpicich rlznymi druhy aspergilézy €ini oCekavana
hodnota indexu 2,16.

Incidenty:

Kazdy zavazny incident, k némuz v souvislosti s timto prostfedkem dojde, je nutné oznamit vyrobci a pfisluSnému
organu Clenského statu, v némz je uzivatel anebo pacient usazen.

Omezeni:

Diagnéza infek&éniho onemocnéni by neméla byt stanovovana na zakladé jediného vysledku testu. Presna
diagnéza by méla brat v Gvahu endemickou situaci, klinickou historii, symptomatologii, zobrazovani a také
sérologické udaje.

U imunokompromitovanych pacient(i a u novorozencl maji sérologické udaje omezenou vypovidaci hodnotu.
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