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Aspergillus 1IgG ELISA
Kvantitativni test pro zjighi protilatekAspergillus fumigatuggG v lidském séru
Kod vyrobku GD 29

96 test

Reagenty v této souprajsou uteny pouze prn vitro diagnostické pouziti
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Pouziti

ELISA souprava Aspergillus 1gG predstavuje rychlou
imunochemickou metodu stanoveni protilatek proti
Aspergillus fumigatus v lidském séru s detekci ELISA
readerem. Komponenty obsazené v této soupravé jsou
uréeny pouze pro in vitro diagnostiku.

Uvod

Aspergillus je rozSifen v pudé, vétracich systémech,
stavebnich materidlech a také v rostlinnych a ZivocisSnych
materialech. Jeho spéry se uvolfiuji do ovzdusi odkud se
vdechovanim dostavaji do téla. Onemocnéni zpusobena
Aspergillem mohou byt zpdsobena Ffadou mechanismu
véetné alergie na spoéry (aspergilloma) a aktivni invaze
houby. Aspergillus fumigatus je zlékafského hlediska
infekce u febrilnich pacientt s cytopenii
a s hematologickymi zhoubnymi nadory se velmi obtizné
diagnostikuji. V&asna diagn6za infekce Aspergillem
arychlé nasazeni antifungalni 1é¢by maze vést k lepSim
terapeutickym vysledkim (Aisner a dalSi. 1977). Metoda
ELISA je presnéjSi a citlivejSi nez imunoprecipitacni
metody.

Princip testu

Souprava Aspergillus 1gG obsahuje mikrotitraéni destic¢ku
s 96 jamkami. Predfedéné vzorky séra se inkubuji
s purifikovanymi antigeny Aspergilla obsazenymi v
jamkach mikrotitrani desticky. Po vymyti nenavazanych
komponent séra se do jamek pfid4 krali¢i anti-lidsky 1gG
konjugovany s kfenovou peroxidadzou. Pfi druhé inkubaci
se tento navaze na lidské protilatky jiz navazané na
povrchu. Nenavazany konjugéat se odstrani promytim a do
jamek se pfida 3,3-55-tetramethylbenzidin  (TMB)
a enzymaticky substrat, ¢imz dojde k barevné reakci se
specifickymi protilatkami. Reakce se zastavi pfidanim
stop-roztoku, ktery také vzniklé zabarveni stabilizuje.
Optickd denzita (OD) standard(, kontrolnich vzorkd a
testovanych vzorkd se méfi pomoci ELISA readeru
s filtrem 450 nm. OD je pfimo Umérna aktivité protilatek ve
vzorku.

Materialy obsazené v souprav &

. Mikrotitra éni desti ¢ka 96 jamek ve stripech 12 X 8,
pokrytych antigeny Aspergillus.

Reagent 1: Redici roztok, 15nasobny koncentréat,
15 ml, modry, pfed pouzitim rozfedte.

Reagent 2: Promyvaci pufr 15nasobny koncentrat,
75 ml, modry, pfed pouzitim rozfedte.

Reagent 3: Konjugat (roztok HRP-anti-IgG), 12 ml,
k okamzitému pouziti, Cerveny.

Reagent 4: Substrat TMB, 12 ml, k okamzitému
pouziti.

Reagent 5: Stop roztok, 12 ml, k okamzitému pouziti
Standardy: 0, 12.5, 25, 50 a 100 U/ml, po 1 ml,
k okamzitému pouziti.
Pozitivni  kontrolni
pouziti

Navod k pouziti

vzorek , 1ml, kokamzitému
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DalSi zafizeni pot Febna k testu

Zkumavky velikosti 10mm X 60mm pro fedéni vzorkd,
automatické pipety 10 pl, 100 pl, davkova¢, reader
mikrotitraénich desti¢ek s optickym filtrem 450 nm,
promyvacka mikrotitranich desti¢ek, deionizovana voda,
bézné laboratorni zafizeni.

Skladovani a bezpe €nostni opat feni

Po dodani soupravu skladujte pfi teplot¢ 2 — 8C. Po
otevreni je souprava stabilni po dobu 3 mésict (pokud jeji
exspiracni doba neni kratSi nez tyto 3 mésice). Je dilezité,
chranit nepouzité jamky prfed nadmérnou vihkosti.
Soupravu nepouzivejte po vyprseni exspiraéni doby.
Standardy jsou vyrobeny zroziedéného neinfekéniho
lidského séra. Vzdy je nutno dodrzet bézné laboratorni
bezpecnostni postupy. Pfi praci se sérem pacientli nebo
s jakymikoli produkty vyrobenymi z lidského séra je nutno
pouzivat rukavice a ochranny odév. Stop roztok obsahuje
0,25M kyselinu sirovou (Ziravina).

Vzorky
Vzorky by se mély analyzovat v den jejich odbéru, nebo by

se mely skladovat pfi teploté -20 C. Opakované
zmrazovani a rozmrazovani muZe negativné ovlivnit
vysledky testl.

Pracovni postup
Pfed zaCatkem prace nechte
vytemperovat na pokojovou teplotu.

vSechny materialy

Rozfedte promyvaci pufr (Reagent 2) destilovanou vodou
v poméru 1:14. Zfedény pufr je pfi teploté 2 — 8<C stabilni
po dobu dvou mésici. Koncentrovany pufr skladovany pfi
teploté 2 — 8 je stabilni az do data jeho exspirace.

Pripravte si pfisluSny pocet stripli potfebny pro provedeni
testu. Standardy doporu€ujeme testovat v duplikatu.
Vzorky Ize testovat i v monoplikatu.

Pracovni koncentraci fediciho roztoku vzorkl pfipravte
zfedénim koncentratu (Reagent 1) deionizovanou vodou
vpoméru 1:14. Pacientské vzorky rozfedte takto
pfipravenym pufrem v poméru 1 : 200.

Do pfislusnych jamek pipetujte 100 pl standardu, kontroly
nebo zfedéného vzorku. Je dllezité, aby vSechny vzorky i
standardy byly do jamek pipetovany bez vétSich prodlev.
PFilis pomalé davkovani nebo delSi prodlevy, mohou
negativn & ovlivnit vysledky testu.

Mikrotitracni desticku inkubujte po dobu 30 minut pfi
pokojové teploté. Pfi vSech inkubacich se vyvarujte
prudkého osviceni vzorkd a jejich vystaveni zdrojum tepla.

Odstraiite obsah jamek atfikrdt je promyjte 350 pl
promyvaciho roztoku/jamka. Peclivé promyti je klicem
k dobrym vysledkam. Prfed dal$im krokem jemné osuste
povrch mikrotitraéni desticky savym papirem. Jamky
nesmi vyschnout.

Do kazdé jamky pfidejte 100 pl konjugatu (Reagent 3).
Pipety a dalSi zafizeni pouzité pro manipulaci
s konjugatem uchovavejte oddélené od substratu TBM
a od stop-roztoku!
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Desti¢ku inkubuijte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut .

Odstrarite obsah jamek ajamky ctyfikrat promyjte
promyvacim pufrem. Ujistéte se, Ze jamky jsou Uplné
promyté. Posledni kapky promyvaciho roztoku opatrné
odsajte z povrchu mikrotitracni desticky savym papirem.
Nenechte desti¢ku vyschnout.

Pomoci cistych Spicek do kazdé jamky pridejte 100 pl
substratu TMB (Reagent 4).

Desti¢ku inkubujte po dobu 10 minut.

PFidejte do kazdé jamky 100 pl stop-roztoku (Reagent5).
Aby byla reakéni doba stejn& pro vSechny jamky, mél by
se do nich stop-roztok pfidavat ve stejném poradi, v jakém
jste do nich pipetovali substrat TMB.

OD jamek méfte ELISA readerem s filtrem 450 nm (nebo
450 nm a 630 nm pfi dudlni vinové délce) do 10 minut po
pfidani stop-roztoku. Zlutd barva roztoku je vtemnu
stabilni po dobu jedné hodiny.

Vysledky

Namérfené OD standardu vyneste do grafu proti jejich
koncentraci a vzniklymi body prolozte kfivku. Z této kfivky
odectéte hodnoty nezndmych vzorkd. Pfitomnost protilatek
proti Aspergillu je dobrym indikatorem reakce hostitele na
infekci, ale tyto vysledky musi byt vzdy vyhodnocovany ve
svetle dalSich klinickych informaci o kazdém testovaném
pacientovi.

Negativni 0—10 U/ml
Seda z6na 10 — 12 U/ml
Pozitivni > 12 U/ml

Kazda laboratof by si méla stanovit sv{j vlastni normalni
rozsah koncentraci. PFfi hodnotach nad 100 U/ml by se
mély testy opakovat s vySSim zfedénim.

Pozitivni kontrolni vzorek

Cilové hodnoty najdete na certifikdtu QC (certifikat
zabezpeceni jakosti) konkrétni Sarze pfibaleného
k souprave.

Charakteristiky
Typickéa standardni kfivka
standard Optické& hustota
0,0 0,090
12,5 0,610
25,0 1,002
50,0 1,405
100,0 1,768

Tyto Udaje slouzi pouze pro ilustraci a nemohopa&ivat pro
urceni vysledk vaSeho testu. S kazdou davkou vizgeknutno
vykreslit novou standardnfikku.

Presnost
Intra-assay koeficient
jamka Hodnota SD CV%
A 4,6 0,31 6,5
B 16,1 1,18 7,3
C 21,6 0,81 3,7

Inter-assay varia €éni koeficient
Typicky je niz8i 12% .

Citlivost
0,17 U/ml

Linearita
pfidano U/ml zméfeno U/ml obnoveni %
10 9,7 97%
20 20,6 103%
40 42,7 106%
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Shrnuti postupu

*  Vzorek pfedredte 1 : 200 fedicim roztokem
(Reagent 1).

d Do jednotlivych jamek pipetujte 100 pl standardu,
kontroly a vzork.

d Inkubuijte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.

¢ Jamky promyijte trikrat.

. Do kazdé jamky pfidejte 100 pl konjugatu
(Reagent 3).

d Inkubuijte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.

. Jamky promyijte ctyrikrat.

. Do kazdé jamky pridejte 100 pl substratu TMB
(Reagent 4).

. Inkubuijte pfi pokojové teploté po dobu 10 minut.

. Do kazdé jamky pfidejte 100 pl Stop-roztoku
(Reagent 5).

. Do 10 minut odectéte OD readerem ELISA pfi 450
nm.

Vyrébi: Genesis Diagnostics Ltd
Eden Research Park,
Henry Crabb Road,
Littleport, Cambs CB6 1SE
Tel: 01353 862220 Fax: 01353 863330

Dodavéa: LABOSERV s.r.0.
Hudcova 78b, 612 00 Brno
Tel: 541 243 113, Fax: 541 243 114
e-mail: laboserv@Ilaboserv.cz

rev. 07/01MS



