Microsporidia IFAT

Nepriamy imunofluorescenény test na Specificki diagnostiku ¢revnej mikroSporidiézy u ¢loveka

2 x 50 testov na diagnostické pouzitie in vitro a na profesionalne laboratérne pouzitie

BORDIER Navod na pouzitie pre vyrobok ¢. 8100
T Y ¢. CE: H-CH/CAO01/IvD/12173 - UDI-DI: 07640158218105

Planované pouzitie:

Sada Bordier Microsporidia IFAT je uréena na priamu kvalitativnu detekciu obidvoch druhov spér v ludskej stolici. Tento test tak
umozriuje diagnostiku druhov.

Pozadie:

Mikrosporidéza je celosvetova oportunna infekcia, ktori spdsobuje Microsporidia, skupina obligatornych intracelularnych
parazitickych hub. Enterocytozoon bieneusi a Encephalitozoon intestinalis su dva druhy zodpovedné za gastrointestinalne ochorenia
fudi. Infekcie, ktoré spdsobuje E. intestinalis, su lie€ené albendazolom, zatial ¢o fumagilin je G¢inny pri eradikacii E. bieneusi. Preto
je identifikacia druhu dblezita pre definovanie vhodnej lieCby. Ludia mézu byt infikovani pozitim spér Microsporidia. Infekéna
sporoplazma napadne hostitelské bunky, mnoZi sa a dozrieva do spér. Membrana hostitel'skej bunky je naruSena a uvolfiuje spory
do okolia. Tieto volné vyspelé spory moédzu infikovat nové bunky, a tak pokracovat v cykle. Infekcia sa vyskytuje u
imunokompromitovanych oséb. NajddlezitejSim priznakom je hnacka. Diagn6za je zalozena na mikroskopickom vySetreni spor vo
vzorkach stolice, imunofluorescenénom teste alebo detekcii DNA pomocou PCR.

Princip a prezentacia:

Sada obsahuje monoklonalne protilatky a fluorescenény konjugat, ktoré umozriuju 2 x 50 imunofluorescenénych testov na podloznych
mikroskopickych skli€kach. Monoklonalne protilatky sa budu Specificky viazat na spory vzoriek pripojené k jamkam podlozného
sklicka. Nefixované protilatky sa odplavia. Pritomnost’ protilatok Specifickych pre spéry sa deteguje fluorescenénym anti-mouse IgG
konjugatom. Druhy premyvaci krok odstrani nenaviazany konjugat. Po uloZzeni medzi podloznym a krycim sklickom sa odcitanie
uskuto€riuje pomocou fluorescenéného mikroskopu.

Material obsiahnuty v sade (2 x 50 testov):

| MAB1 | 8100-01 Monoklonalna protilatka proti E. bieneusi pripravena na pouzitie (Cervené uzavery) 2x0.5ml
8100-02  Monoklonalna protilatka proti E. intestinalis pripravena na pouzitie (zelené uzavery) 2x0.5ml

CONJ| 8100-03 Fluorescenény (488 nm) anti-mouse IgG konjugat s Evansovou modrou pripraveny na pouzitie 1 x 2 ml

Trvanlivost’ a uskladnenie:

Sadu uchovavajte pri teplote 2 az 8°C (preprava pri teplote okolia), zabrarite dlhodobému vystaveniu komponentov priamemu svetlu.
Datum exspiracie a Cislo SarZe sady su vytlatené na zadnej strane balenia. Po poCiato€nom otvoreni su vSetky Cinidla stabilné az do
datumu exspiracie, pokial su skladované pri teplote 2-8°C.

Po namontovani a uzatvoreni skli€ok su pri skladovani pri teplote 2-8°C stabilné 6 mesiacov a chranené pred priamym svetlom.

Potrebné vybavenie, ktoré nie je dodané spolu so sadou:

Pipety (ml a pl). Banky. Zriedovacie skiumavky. Destilovana voda. Manualne alebo automatické zariadenia na oplachovanie jamiek
podloZného sklitka. Odstredivka. Virivy mixér. Casovag. Metanol. PBS (fosfatom timeny solny roztok). Filtre (najlepsie = 50 um alebo
100 pm). Sklenené podlozné sklicka (75 mm x 25 mm) s 8 priehradkami s priemerom 5 mm potiahnuté epoxidovou zivicou alebo ich
ekvivalent. Krycie sklicko (60 mm x 24 mm). Krycie fluorescenéné montovacie médium. Imerzny olej. Fluorescenény mikroskop
(x1000).

Priprava reagentov pred pouzitim:

VSetky €inidla v suprave su pripravené na pouzitie.

Odber a priprava vzoriek:

Pouzite ludsku stolicu. Cerstvé a neoSetrené vzorky je mozné uchovavat 48 hodin pri teplote 2-8°C, inak ich uchovavaijte pri teplote
-20°C alebo niz8ej. Vyhnite sa opakovanému zmrazovaniu a rozmrazovaniu. Vzorky oSetrené 10 % formaldehydom sa moézu
skladovat 2 mesiace pri izbovej teplote.

Upozornenie a prevencia:

Toxické zlu€eniny sa nachadzaju v nasledujucej koncentracii:

Zlozka Referencia Azid sodny (N.Ns) Merthiolat Evansova modra
Monoklonalne protilatky | 8100-01 a -02 0.02 % 0.02 % /
Fluorescenény konjugat 8100-03 0.01 % 0.002 % 0.0002 %

Azid sodny a mertiolat nespbsobuju pri pouzitych koncentraciach pri styku s koZou a sliznicami Ziadne toxikologickeé riziko.
- Monoklonalne protilatky (8100-01 a -02) su z mysi.
- Konjugat sa pripravuje s protilatkami z koz.
- VSetky €inidla a vzorky sa povazuju za potencialne infekéné latky.
- Nezamienajte €inidla réznych davok.
- Nepouzivajte €inidla od inych vyrobcov s Cinidlami tejto sady.
- Nepouzivajte €inidla po datume exspiracie.
- Bezprostredne po pouziti ihned zatvorte Cinidla v liekovkach a nezamente ich zavitové uzavery, aby ste zabranili
kontaminacii.
- Na kazdu vzorku pouzite samostatné a Cisté Spicky pipiet.
- Nepouzivajte opakovane podlozné a krycie sklicka.
- Popisy symbolov pouzitych na etiketach najdete na webovej stranke www.bordier.ch.
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Pokyny pre likvidaciu:

VSetky materialy pouzité na tento test sa vo vS§eobecnosti povazuju za nebezpeény odpad. Pozrite si narodné a regionalne zakony a
nariadenia na likvidaciu nebezpe&ného odpadu.

Postup:

- Filtrujte cez 50 um (odporucané) alebo 100 um filter.
- Odstredujte15 minut pri 700 g, vylucte supernatant a resuspendujte peletu (3krat riedenie) pomocou PBS.
- Daijte 2 pl suspenzie vzorky vykalu, ktora sa ma testovat, na podlozné sklicka s jamkami a suste jednu hodinu. Pocitajte s
2 jamkami na vzorku: 1 pre kazdu monoklonalnu protilatku.
- Fixujte sklicka metanolom, nechajte ich susit 5 minut.
- Pridajte 20 pl jednej z monoklonalnych protilatok do jamiek a inkubujte 30 minut pri izbovej teplote vo vihkom prostredi.
- 3-krat premyte kvapkou PBS, pricom odsajte PBS na strane jamiek bez toho, aby ste sa dotkli vzorky.
- Do kazdej jamky pridajte 20 ul konjugatu. Inkubujte 30 minut pri izbovej teplote vo vihkom a tmavom prostredi.
- Konjugat odsajte a premyte kvapkou PBS, ako je uvedené vyssie. Ponorte sklicka do 3 vymenenych PBS.
- Vypustite timivy roztok z podloznych sklicok. Vysuste spodok podloZznych skli€ok a opatrne okolo vzoriek bez toho, aby ste
sa dotkli vzorky.
- Pridajte 2 kvapky krycieho fluorescenéného montovacieho média, umiestnite krycie sklicko na jamky, aby sa zabranilo
tvorbe vzduchovych bublin.
Odcitanie sa vykonava fluorescenénym mikroskopom vybavenym prisluSnym fluoresceinovym filtrom (488 nm) a ponornym
objektivom (x 1000).
Poznamka: namontované sklicka moézu byt utesnené lakom koéli dlhodobému uskladneniu (mozné opakované odcitanie) a
bezpecénejsej manipulacii.

Vyhodnotenie:

Z dévodu posudenia Specifickosti oznacovania by mohla byt pozitivna a negativna vzorka (nezahrnutd) spracovana paralelne so
vzorkami stolice.

Monoklonalne protilatky reaguju vyhradne so stenami spérov Microsporidia. Spory E. bieneusi (1,3 x 0,7um) a spéry E. intestinalis
(1,7 x 1,0 - 1,1 um) su povrchovo oznacené s vyznacenou periférnou fluorescenciou.

Kontroly kvality su¢asnych 8arZi su uverejnené na nadej webovej stranke: www.bordier.ch ako obrazky pozitivnych vzoriek.

V pripade pozitivneho alebo pochybného vysledku odporu¢ame vykonat test detekcie DNA pomocou PCR, ak je takyto test dostupny
alebo je vyzadovany vnutrostatnymi predpismi.

Analytické vykony:

Analyticka Specifickost: .
Ziadna zo 67 pozitivnych vzoriek na E. bieneusi, ktoré boli odobraté pomdckou, nebola oznagena ako pozitivna na E. bieneusi. Ziadna
z0 6 pozitivnych vzoriek na E. intestinalis, ktoré boli odobraté poméckou, nebola oznagena ako pozitivha na E. bieneusi.

Fluorescencia mdze byt niekedy pozorovana s neidentifikovanymi ,retazcovymi“baktériami s monoklonalnou protilatkou proti E.
intestinalis. AvSak velkost a tvar sp6r microsporidia ich umozriuje odliSit od tychto baktérii.
Nie je znama ziadna interferencia vo vzorkach stolice.

Preciznost:

Opakovatelnost bola hodnotena v jednom rozbore testovanim 2 fudskych vzoriek obsahujucich spoéry kazdej vzorky, ktoré boli
rozdelené do 8 jamiek sklicka. Opakovatelnost bola hodnotena testovanim 2 vzoriek v 3 r6znych rozboroch. Vo vetkych pripadoch
boli ziskané vysledky konzistentné s o€akavanymi vysledkami.

Tieto vykony nemozno hodnotit, pretoze tento test je kvalitativny: analyticka citlivost' (limity detekcie a kvantifikacie), presnost,
pravdivost, rozsah merania, linearita, o€akavané hodnoty u normalnej a postihnutej populacie.

Klinické vykony:

Diagnosticka citlivost’ a Specifickost

Zo 72 pozitivnych vzoriek na E. bieneusi, ktoré boli odobraté prostrednictvom PCR alebo Microsporidia IFAT, bolo oznagenych ako
pozitivne 52, ktoré boli odobraté obomi spésobmi, iba 3 prostrednictvom PCR a iba 15 prostrednictvom IFAT. Kontrola transmisnym
elektrénovym mikroskopom ukazuje, Ze tychto 15 vzoriek je pozitivnych na E. bieneusi, €o naznacuje, ze IFAT je citlivejSi ako PCR.
Z 12 pozitivnych vzoriek na E. intestinalis, ktoré boli odobraté prostrednictvom PCR alebo Microsporidia IFAT, je pozitivnych 6, ktoré
boli odobraté obomi spdsobmi, a iba 6 prostrednictvom PCR. Kontrola TEM ukazuje, Ze tychto 6 vzoriek je pozitivnych na E. bieneusi,
¢o naznacuje, ze IFAT je presnejsi ako PCR, najma ked tychto 6 vzoriek bolo detegovanych prostrednictvom IFAT ako pozitivne.

V prospektivnej $tadii s 1237 vzorkami stolice bolo 11 vzoriek, ktoré boli odobraté prostrednictvom Microsporidia IFAT a PCR,
pozitivnych, 7 vzoriek podozrivych pri trichémovom farbeni a 98 pri pouziti Uvitex 2B. Ziadna vzorka nebola ozna&ena ako pozitivna
pri pouziti PCR a IFAT.

Incidenty:

Kazdy vazny incident, ktory sa vyskytne v suvislosti s poméckou, sa oznami vyrobcovi a prislusnému organu ¢lenského statu, v ktorom
ma pouzivatel alebo pacient sidlo.
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