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1- UCEL
ELI.H.A Aspergillus umoznuje kvantitativni uréeni anti-Aspergillus fumigatus sérovych protilatek nepfimou hemaglutinaci.
Kazda souprava je uréena pro provedeni 102 testd nebo 17 reakci po 6 fedénich.

2- UvobD

Aspergillus fumigatus je nejCastéji obvifiovany druh v lidské patologii. A. fumigatus ma zvlastni schopnost parazitické
adaptace u Clovéka.

Nicméné pro jeho rozvoj jsou nutné nékteré pfiznivé podminky:

- mistni podminky (pfedvytvofené dutiny, ¢isténé plicni abscesy, postizené sliznice...);

- vSeobecné podminky (imunosuprese po velkych chirurgickych vykonech nebo medicinskych postupech: transplantaci
organu, lé¢bé imunosupresivy, steroidy, antibiotiky...).

3- PRINCIP

ELIL.H.A Aspergillus je zaloZzena na principu nepfimé hemaglutinace. Senzibilizované erytrocyty jsou beranimi erytrocyty
potazenymi antigenem Aspergillus fumigatus. Pfitomnost specifickych sérovych protilatek vede k aglutinaci
senzibilizovanych erytrocytl projevujici se jako kalna cerveno/hnéda usazenina potahujici jamku. V nepfitomnosti
specifickych protilatek vytvofi erytrocyty usazeninu ve tvaru prstence na dné jamky.

Nesenzibilizované erytrocyty zajistuji specificnost reakce, coz umoznuje vyloucit jakoukoliv interferenci zplsobenou
pfirozenymi anti-ov¢&imi aglutininy (Forssman heteroprotilatky, protilatky infekéni mononukleézy). Reakce se provadi na
mikrotitraéni desti¢ce tvaru U. Provadéni testu je snadné a rychlé, s vysledkem do 2 hodin.

4 — REAGENCIE A MATERIAL
Popis Mnozstvi
R1 : Lahvi¢ka s 2.2 ml senzibilizovanych erytrocytl

R2: Lahvic¢ka s 1 ml nesenzibilizovanych erytrocytl

BUF: Lahvi¢ka s 55 ml fosfatového pufru 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 desticky s U-dnem
DROPPER: Specialni kapatko
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5- OPATRENI

-Reagencie jsou uréeny pouze pro in vitro pouziti a musi s nimi manipulovat pouze Skoleny personal.

-VSechny reagencie kromé BUF reagencie obsahuji surovy material Zivo¢iSného plvodu a musi s nimi byt zachazeno
s opatrnosti.

-Vzorky pacientll jsou potencialné infekéni; musi s nimi byt zachazeno opatrné, v souladu s hygienickymi pravidly a
aktudlnimi pfedpisy pro dany typ produktu a zemi jeho pouZiti.

-CONTROL reagencie obsahuji azid sodny (< 0.1 %).

-NepouZzivejte reagencie po datu exspirace.

-Nepouzivejte reagencie raznych Cisel Sarzi.

-Nechejte reagencie a sérum pfed pouZitim vytemperovat na pokojovou teplotu.

-Pred pouzitim reagencie R1 a R2 opatrné protfepejte.

- PFi davkovéani reagencie R1 a R2 se ujistéte, kapatko mate zcela vertikalné. Ovéfte nepfitomnost vzduchovych bublin
v kapkach kvli zajisténi stalého objemu kapky.

6 — ODBER VZORKU A JEJICH OSETRENI

Pouzivejte Cerstvé sérum nebo sérum skladované pfi -20°C, a takové, které nevykazuje znamky hemolyzy, zakaleni nebo
kontaminace.

Vyvarujte se opakovanému zamrazovani a rozmrazovani.

Neodstrarujte komplement ze séra.

7- STABILITA, SKLADOVANI A PRIPRAVA REAGENCII

Reagencie jsou pfipraveny k pouZiti.

VSechny reagencie uchovavané pfi 2-8°C v plvodnim obalu jsou stabilni do data exspirace uvedeného na krabici.
Nezamrazuijte.




8— POZADOVANY, ALE NEDODAVANY MATERIAL

- Automaticka pipeta s objemem pipetovani pfizplisobenym odméfenému objemu;
Nadoba na odpadni material,

Centrifuga;

Hemolyzacni zkumavky.

9-METODA
Nechejte pfed pouzitim vSechny reagencie vytemperovat na pokojovou teplotu.

9.1- Pfiprava vzorku

Provedte fedéni testovaného séra 1:40:
* 50 pl séra;
* 1.95 ml BUF reagencie.

9.2—- Realizace testu na mikrodestiéce
- S pouzitim multikanalové pipety pfidejte 50 pl BUF reagencie do 8 jamek mikrodesticky.
- S pouzitim mikropipety pfidejte 50 ul fedéného séra do 1. jamky.
Smichejte sérum s BUF reagencii a provedte sériové fedéni, nejlépe pomoci mikrodilutoru a to pfenesenim 50 pl z 1.
jamky do 2. jamky, potom 50 ul z 2. jamky do 3. jamky a tak dale dokud nedojdete do 6. jamky. 50 pyl z 6. jamky je
zlikvidovano. Timto zplsobem ziskate fedéni 1:80 az 1:2560.
- PFidejte 50 ul fedéného séra do 7. jamky.
Smichejte sérum s BUF reagencii a odstrarite 50 pl.
Toto fedéni (1:80) je kontrola séra, jejiz roli je detekce pfirozenych anti-ovéich aglutinind, které se v nékterych vzorcich
mohou vyskytnout.
- Opatrné protfepejte reagencie R1 a R2.
*Pfidejte 1 kapku R1 reagencie do prvnich 6 jamek.
*Pridejte 1 kapku R2 reagencie do 7. jamky (kontrola séra).
*Pfidejte 1 kapku R1 reagencie do 8. jamky (reagencni kontrola), jejiz roli je kontrola validity reagencii BUF a R1.

Poznamka: Na kazdou sérii testll provedte pouze jednu reagenéni kontrolu.

- Velmi opatrné promichejte obsah jamek:
*Bud ru¢né, poklepavanim na stranu mikrodesti¢ky, ktera je polozena naplocho na stole;
*Nebo pouzitim vibracni tfepacky pro mikrotitracni desti¢ky (napfiklad 1300 rpm po dobu 10 sekund). Nepouzivejte
orbitalni tfepacku.

- Nyni nechejte desti¢ku leZet stranou od zdroje vibraci.
- Desti¢ku Ize odecitat po 2 hodinach.

9.3—- Adsorpce prirozenych anti-ovéich aglutininti v pripadé aglutinace sérové kontroly
- Opatrné protfepejte reagencii R3.
Do zkumavky pfidejte a promichejte:

0.1 ml séra;

*0.3 ml R3 reagencie.

Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 60 minut.

Centrifugujte pfi 2000 rpm po dobu 15 minut.

Odeberte supernatant; sérum je nyni nafedéno 1:4.

Provedte fedéni supernatantu 1:10 v BUF reagencii pro ziskani zasobniho adsorbovaného fedéni (1:40).

Postupujte dle krokd popsanych v "Realizace testu na mikrodesti¢ce", ale zaménte zasobni fedéni séra za adsorbované
z4sobni fedéni.

10-ODECITANI

Negativni reakce Absence hemaglutinace
PFitomnost vétSiho nebo mensiho prstence na dné jamky.
Pozitivni reakce Pritomnost hemaglutinace

Pfitomnost zakalené Cerveno/hnédé usazeniny potahujici jamku; nékdy je zde pfitomny
jemné periferni hranice.

PFiklad: sérum je pozitivni v fedéni 1:1280
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11 — INTERPRETACE VYSLEDKU
Titr < 1:320: Zadna vyznamna reakce.
Pravdépodobna nepfitomnost hluboké infekce aspergilozy.
Opakujte test po 2 az 3 tydnech a rovnéz provedte elekrosynerézu nebo imunoelektroforézu.

Titr = 1:320 Diskutabilni reakce.
Opakujte test po 2 az 3 tydnech a rovnéz provedte elekrosynerézu nebo imunoelektroforézu.

Titr 2 1:640: Vyznamna reakce ve prospéch hluboké infekce aspergilézy.

12— INTERNi KONTROLA KVALITY

CONTROL + a CONTROL - reagencie se musi oSeffit jako testovana séra. Titr reagencie CONTROL + musi byt stejny
jako titr vytistény na Stitku lahvicky  jedno Fedéni. Nesmi se objevit hemaglutinace CONTROL -. Pokud je hemaglutinace
pfitomna, je test neplatny.

13- PRICINY CHYB A LIMITY TESTU

- Spatné skladovani séra.

- Spatné skladovani reagencii po otevieni.

- Pouzivejte pouze kapatka dodavané se soupravou.

- Nezaménujte kapatka mezi reagenciemi R1 a R2.

-V pFipadé pozitivni reakce v prvnich 6 jamkach provedte dals$i sériové fedéni kvili uréeni koneéného titru hemaglutinace.

- Kontrola séra musi byt negativni (prstenec). V pfipadé hemagutinace této kontroly je nezbytné znovu provést test po
eliminaci pfirozenych anti-ov€ich aglutinind adsorpci.

- Reagenéni kontrola musi byt negativni (prstenec). V pfipadé hemaglutinace této kontroly nelze test ELI.H.A Aspergillus
pouzit.

- Néktera séra, u kterych je vysoka koncentrace protilatek, mohou poskytovat zénovy fenomén (bez zakaleni) v ivodnich
fedénich, ktery se neobjevuje v dalSich fedénich.

- Kvalita reagencii umoziiuje provést test ve€er a odedist reakci druhy den rano, v pfipadé Zze mikrodesti¢ka je zcela v klidu
a je chranéna pred zdroji vibraci.

-Ve v8ech pfipadech je nezbytné, aby pro stanoveni kone¢né diagndzy byla brana v potaz klinicka, epidemiologicka a

biologicka data.

14- FUNKCNOST
ELILH.A Aspergillus sestdva z Cervenych krvinek senzibilizovanych antigenem Aspergillus fumigatus, ktery zajiStuje
specificnost a citlivost reakce nepfimé hemaglutinace. Hodnoceni ukazalo, Ze test ma citlivost 80% a specifi€¢nost 98%.

15— LIKVIDACE ODPADU

Odpad je tfeba likvidovat v souladu s hygienickymi pravidly a aktualnimi smérnicemi pro tento typ produktu v zemi jeho
pouziti. V pfipadé nahodného wvyliti BUF reagencie, oCistéte pracovni plochu absorpéni utérkou a vodou. Pokud se na
pracovni plochu vylije sérum nebo jina reagencie, pouZijte absorpéni papir a pfipravek s chlorem.
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