ELI.H.A Aspergillus

Serodiagnostika aspergilozy
nepfimou hemaglutinaci

102 testy
(zn. 44602)

8000110-CS-2025-02
Pouze pro diagnostické pouZiti in vitro, pouze pro profesionalni pouziti.
Testy jsou uréeny pro jednorazové pouziti.

1-UCEL c E

ELI.HA Aspergillus umoziiuje kvantitativni stanoveni sérovych protilatek proti Aspergillus fumigatus
nepiimou hemaglutinaci.
Sada umozriuje provést 102 testt nebo 17 reakci ze 6 fedéni.

2-UVOD

Aspergillus fumigatus je druh nejcasté&ji inkriminovany v lidské patologii. Ma zvlastni schopnost
pfizpusobit se parazitismu u lidi. Pro jeho rozvoj jsou nicméné nezbytné pfiznivé podminky:

- lokalIni (pfedformované dutiny, detrusovany plicni absces, zménéna sliznice, ...)

- obecné (imunokompromitované pole souvisejici s tézkymi lékafsko-chirurgickymi technikami: $tépy,
imunosupresiva, kortikosteroidy, antibiotika, ...)

3- PRINCIP

ELI.HA Aspergillus je zaloZen na principu nepfimé hemaglutinace. Citlivé ¢ervené krvinky sestavaji z
ovcich ¢ervenych krvinek pokrytych antigenem Aspergillus fumigatus.

Pfitomnost specifickych sérovych protilatek vede k aglutinaci senzibilizovanych ¢ervenych krvinek, coz
se projevuje ¢ervenohnédym zavojem pokryvajicim vnitfek misky. V nepfitomnosti specifickych protilatek
se tyto Gervené krvinky usazuji na dné misky ve formé kruhu.

Nesenzibilizované cervené krvinky zajistuji specificitu reakce a umoziuji eliminovat interferenci
zplsobenou pfirozenym aglutininem proti ovcim (Forssman heteroantibodies, infekéni mononukledzové
protilatkym, ...).

Reakce se provadi na mikrotitracni desti¢ce s dnem ve tvaru U.

Manipulace je rychla a jednoducha. Vysledky jsou k dispozici za 2 hodiny.

4 - CINIDLA A ZARIZENi

Popis Mnozstvi

R1 : lahvicka s 2,2 mL senzibilovanych ¢ervenych krvinek
R2 : lahvicka s 1 mL nesenzibilizovanych ¢ervenych krvinek
BUF: lahvi¢ka s 55 mL fosfatového pufru s pH 7,2

R3 : lahvicka s 2 mL adsorbentu

CONTROL +: lahvi¢ka s 0,2 mL titrované pozitivni kontroly
CONTROL -: lahvi¢ka s 0,2 mL negativni kontroly
MICROPLATE: mikrotitracni desticka s dnem ve tvaru U

DROPPER: specialni kapatko
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5 - ZASADY BEZPECNEHO ZACHAZENI

- Cinidla jsou uréena pouze pro diagnostiku in vitro a musi s nimi zachazet opravnéné osoby.

- Testy jsou uréeny pouze pro jedno pouziti.

- V3echna ¢inidla kromé ¢inidla BUF obsahuji latky Zivocisného plUvodu a pii manipulaci s nimi je
nutné dodrzovat zasady bezpe¢ného zachazeni.

- Vzorky jsou potencialné infekéni. PFi manipulaci s nimi je nutné dodrzovat zésady bezpe&ného
zachazeni, hygienicka pravidla a pfedpisy platné v zemi pouZiti.

- Reagencie obsahuiji azid sodny (< 0.1%).

- Nepouzivejte ¢inidla po uplynuti data pouzitelnosti.

- Nepouzivejte ¢inidla pochazejici z riznych Sarzi.

- Pockejte, az se sérum a ¢inidla vyrovnaji pii pokojové teploté.

- Cinidla R1 a R2 pred pouzitim dukladné prottepejte.

- Pri davkovani ¢inidel R1 a R2 se ujistéte, Ze kapatko je dokonale vertikalni. Zkontrolujte, zda v
kapkach nejsou vzduchové bubliny, aby byly dodané objemy konstantni.

6 - SBER A ZPRACOVANI VZORKU

Pouzivejte Cerstvé nebo konzervované sérum pfi -20 °C bez hemolyzy zakalu nebo kontaminace.
Vyhnéte se opakovanému zmrazovani a rozmrazovani.

Sérum nerozkladejte.

7 - UCHOVAVANI A PRIPRAVA CINIDEL

Cinidla jsou pfipravena k pouziti.

V8echna ¢inidla skladovana pfi teploté 2-8 °C jsou stabilni aZ do data pouZitelnosti uvedeného na
krabici. Nezmrazujte.

8 - POTREBNE VYBAVENI, JEZ NENi SOUCASTi BALENI

- Automaticka(é) pipeta(y) s objemem pipety, odpovidajicim méfenému mnozstvi;
- Nadoby na kontaminovany odpad;

- Odstiedivka;

- trubice na hemolyzu.

9 - POSTUP
Cinidla pred pouzitim vyrovnejte na pokojovou teplotu.

9.1 - Pfiprava vzorku
Zkusebni sérum se zfedi na 1/40:
« 50 pL séra;
1,95 mL ¢inidla BUF.

9.2 - Provedeni testu na mikrotitraéni destice
- Pomoci vicekanalové mikropipety davkujte 50 pL ¢inidla BUF do 8 misek mikrotitracni desticky.

- Pomoci mikropipety davkujte 50 pL zfedéného séra do 1. misky.
Smichejte s ¢inidlem BUF a preneste, nejlépe za pouziti mikrorozpoustédla ("tulip"), 50 pl z 1.5
misky do 2.°™, z 2.°™ do 3.°™, a tak dale az do 6.°™ misky, a odstrarite 50 pL z 6. misky.
Ziska se tak fedéni 1/80 az 1/2560.

50 pl zfedéného séra se davkuje do 7. misky.

Smichejte s ¢inidlem BUF a odstrarite 50 pL.

Toto fedéni (1/80) je sérova kontrola, jejiz Ulohou je detekovat pfirodni aglutininy proti ovcim, které
mohou byt obsaZeny v nékterych sérech.

- Dukladné protfepejte ¢inidla R1 a R2.
« VlozZte 1 kapku Cinidla R1 do prvnich Sesti misek.
« Vlozte 1 kapku ¢inidla R2 do 7. misky (sérové kontrola).
« Vlozte 1 kapku ¢inidla R1 do 8. misky (kontrola ¢inidla), jejiz ulohou je ovéfit platnost Einidla
BUF a ¢inidla R1.

Poznamka: Provedte pouze jednu kontrolu ¢inidla na kazdou sérii testd.

- Velmi peclivé homogenizujte obsah misek:
« bud ruéné, poklepavanim ze strany na mikrotitracni desti¢ku, poloZzenou rovné;
« bud pomoci tfrepackového michadla pro mikrotitracni desti¢ky (napfiklad 1300 otacek za minutu
po dobu 10 sekund). Nepouzivejte orbitalni tfepacku.
- Desticku stale chrarite pfed vibracemi.

- odectéte sireakci o 2 hodiny pozdéji.

9.3 - Adsorpce pfirodnich aglutininii proti ovcim v pfipadé aglutinace sérové kontroly
- Dukladné protiepejte ¢inidlo R3.
- Nadavkuijte do trubice a promichejte:
* 0,1 mL séra;
« 0,3 mL ¢inidla R3.
- Inkubujte 60 minut pfi pokojové teplotée.
- Odstreduijte pfi 2000 ot/min po dobu 15 min.
- Supernatant se shromazdi; sérum se pak zfedi 1/4.
- Supernatant je zfedén 1/10 v ¢inidle BUF aby se dosahlo adsorpce nadfazeného fedéni (1/40).
- Opakujte protokol "Provedeni testu na mikrotitracni desti¢ce" nahrazenim nadfazeného fedéni
adsorbovanym fedénim.

10 - CTENI

Negativni reakce: Absence hemaglutinace.

PFitomnost vice ¢i méné Sirokého prstence v dolni ¢asti $alku.

Pozitivni reakce: Pfitomnost hemaglutinace.

Pritomnost Eervenohnédého zavoje pokryvajiciho vnitfek misky; ob¢as je
Priklad: Sérum pozitivni na 1/1280

pfitomna jemny okrajovy prouzek.

1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560 Kontrola Kontrola
sérum reaktivn

11 - VYKLAD VYSLEDKU

Titr < 1/320: Reakce neni vyznamna.
Pravdépodobna absence hluboké aspergilézy.
Opakuijte test za 2 az3 tydny pozdéji atéZz spojte s
elektrosyntézou nebo imunoelektroforézou.

Titr = 1/320 : Pochybna reakce.

Zopakuijte test za 2 az 3 tydny a pfidejte elektrosynerézu nebo
imunoelektroforézu.

Titre 21/640 : Vyznamna reakce ve prospéch hluboké aspergilézy.

12 - VNITRNI KONTROLA KVALITY

S ¢Cinidly CONTROL + a CONTROL - by mélo byt zachazeno jako se séry, kterd maji byt analyzovana. Titr
¢inidla CONTROL + musi odpovidat titru uvedenému na Stitku lahvicky pfi + jednom fedéni. Cinidlo
CONTROL - musi byt bez hemaglutinace. Pokud tomu tak neni, test neni platny.

13 - PRICINY CHYB A LIMITY TESTOVANI

- 8patné uchovavani séra.

- Nespravné uchovavani ¢inidel po otevieni.

- Pouzivejte pouze kapatka dodana jako soucast sady.

- Nezamériujte kapatka mezi ¢inidly R1 a R2.

-V pfipadé pozitivni reakce v prvnich Sesti miskach pokracujte v fedéni, abyste zjistili limitni
hemaglutinaéni titr.

- Sérova kontrola by méla poskytnout negativni reakci (krouzek). V pfipadé hemaglutinace této kontroly
je nezbytné opakovat test po odstranéni pfirodnich aglutininG proti ovcim ze séra adsorpci.

- Reaktivni kontrola musi poskytnout negativni reakci (krouZek). V pfipadé hemaglutinace této kontroly,
¢inidlo ELI.HA Aspergillus nelze pouzit.

- Neékteré séra, jejichz koncentrace protilatek jsou velmi vysoka, mohou vyvolat zénovy jev (se zasunutim
zavoje) do prvniho fedéni, ktery zmizi v nasledujicich fedénich.

- Kuvalita ¢inidel umozriuje uskutecnit reakci vecer a provést odecet nasledujiciho rana za predpokladu,
Ze mikrotitracni destickou nebude pohybovano a Ze je chranéna pred vibracemi.

- Ve vsech pfipadech a pfed stanovenim konecné diagnézy musi byt interpretace testu provedena
integraci véech klinickych, epidemiologickych a biologickych udajt a vysledku ostatnich testu.

14 - VYSLEDKY

ELI.LHA Aspergillus se sklada z ¢ervenych krvinek senzibilizovanych antigenem Aspergillus fumigatus,
ktery zajiStuje citlivost a specificitu této nepfimé hemaglutinaéni reakce.

Vysledky vyhodnoceni testu tedy ukazuiji citlivost 80 % a specificitu 98 %.

15 - LIKVIDACE ODPADU

Odpad musi byt zlikvidovan v souladu s hygienickymi pravidly a pfedpisy platnymi pro tento typ vyrobku v
zemi pouZiti.

V pfipadé nahodného rozliti ¢inidla BUF, vycistéte pracovni plochu absorpénim papirem a oplachnéte
vodou. Pokud se rozlije sérum nebo jiné ¢inidlo, vy¢istéte dezinfekénim pfipravkem a absorpénim papirem.
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