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ENGLISH INTENDED USE

The Detect IF Pneumocystis carinii (P. carinii) test is an indirect qualitative immunofluorescence kit for the
detection of P. carinii oocysts in human bronchoalveolar lavage fluid and induced sputum. It is intended to aid in
the diagnosis of suspected P. carinii infection. Results should be interpreted in light of all clinical and diagnostic
information.

INTRODUCTION

Pneumocystis carinii is a eukaryotic microorganism of uncertain taxonomy. Recent ribosomal RNA homology
studies have shown identical nucleic acid sequences with some fungi, but classification of the organism is still the
subject of discussion.’

P. carinii is ubiquitous, infecting man and other mammals; the route of infection is presumed to be airborne." Itis a
major pathogen in the immunocompromised, especially patients with AIDS*® where it is an established cause of
pulmonary infection. Starvation, haematological malignancies, collagen vascular diseases, primary cellular
immune deficiency and immunosuppressive therapy, for example in transplant patients and leukaemic patients on
cytotoxic drugs are factors that increase the likelihood of infection with P. carinii pneumonia.

Onset of P. carinii pneumonia may be apparently rapid or occur insidiously. When clinically evident, features are
increased respiration rate and spiking fever. Chest films show a diffuse infiltrate; pulmonary function tests show
alveolar-capillary block resulting from impaired gas exchange in alveoli, causing hypoxaemia and hypercapnia.

Currently, P. carinii pneumonia may be diagnosed by the observation of P. carinii in either open lung or
transbronchial lung biopsy material, bronchoalveolar lavage*® or induced sputum. It can be visualised with a
variety of non-specific stains including Gomori methenamine silver, toluidine blue-O, Gram-Weigert, Giemsa and
Wright-Giemsa. Because all these stains react with yeasts and other structures, P. carinii must be distinguished
on the basis of morphology. Staining techniques are time consuming and often require a high level of technical
expertise in the interpretation of results. Monoclonal antibodies specific for P. carinii oocysts have become
available, allowing the development of immunofluorescent techniques to rapidly and unambiguously identify
P. carinii oocysts in bronchoalveolar material®’ and induced sputum.®® The Detect IF P. carinii test uses a murine
monoclonal antibody reactive with both human and rodent P. carinii in a simple and rapid test for the detection and
identification of P. carinii in human bronchoalveolar lavage fluid (BAL) and induced sputum (1S).

PRINCIPLE OF THE ASSAY

Bronchoalveolar lavage fluid or pre-treated induced sputum specimens are centrifuged and washed. The pellets
are resuspended, placed on slides and fixed. The specimens are Enzyme-digested. Murine anti-P. carinii
antibody and fluorescently labelled anti-mouse antibody are added in turn after incubation, rinsing, wicking, and air-
drying steps. On viewing with a fluorescence microscope, oocysts show as medium bright to bright apple green
and may be evenly or unevenly labelled. The presence of P. carinii oocysts in bronchoalveolar lavage fluid or
induced sputum indicates P. carinii infection.

KIT COMPONENTS
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REAG : Anti-P. carinii 1x1mL Murine anti-P. carinii monoclonal antibody, bovine serum
Monoclonal Antibody albumin, 0.1% (w/v) sodium azide. Ready-to-use. x
FITC-Conjugated 1x1mL Fluorescein-isothiocyanate (FITC) conjugated anti-mouse
Anti-Mouse Antibody antibody, Evans Blue counterstain. Ready-to-use.
Enzyme 1 vial Pre-treatment enzyme for clinical specimens. v
(Lyophilised) Reconstitute with 200 pL 0.001M HCI (supplied) and x
dilute before use.
Dilute Hydrochloric 1x0.5mL For Enzyme reconstitution. Ready-to-use.
Acid (0.001M HCI)
REAG|E Enzyme Diluent 1x3mL Tris buffer with enzyme activator. Ready-to-use.
Patient Specimen 25 slides PTFE-coated (yellow) slides with four square specimen wells.
Slides
Mounting Medium 2 x3mL Phosphate-buffered glycerol, Citifluor photobleaching
retardant. Ready-to-use. @




STORAGE OF REAGENTS

Handling and Procedural Notes

1. Store kit components at 2-8°C and use until the expiry date on the labels. Do not use expired reagents.

2. Do not mix different kits.

3. Do not freeze kits.

4. The lyophilised Enzyme must be reconstituted before use, see Preparation for the Assay section. All other
reagents are ready-to-use.

5. After reconstitution with 200 yL 0.001M HCI, the lyophilised Enzyme is stable for up to 3 months from the

date of reconstitution if stored at 2-8°C .
. Do not expose Mounting Medium to direct light during storage. Store at 2-8°C or at 18-25°C.
7. Patient Specimen Slides can be stored at 18-25°C.

8. A precipitate may form in the Enzyme Diluent. Should this occur do not try to redissolve it, there is no
detrimental effect on the efficacy of the test.
9. Avoid contamination of reagents. Use a new disposable pipette tip for each reagent or sample manipulation.

Specimen Collection, Storage and Pre-treatment

The assay is for use with human bronchoalveolar lavage and induced sputum specimens. Ideally, up to 30 mL
bronchoalveolar lavage and 2-4 mL induced sputum should be collected into sterile vessels by appropriate
procedures, and tested as soon as possible after collection. To inactivate any human immunodeficiency virus that
may be present, it is strongly advised that the suspension of clinical material is diluted with an equal volume of
absolute ethanol and incubated for ten minutes at room temperature (18-25°C) before processing. Dispose of
waste materials in accordance with local regulations.

Sputum specimens should be pre-treated (homogenisation or incubation) by the addition of “Sputasol”, “Sputolysin”
or similar mucolytic agent for ten minutes at room temperature (18-25°C) before assay.

WARNINGS AND PRECAUTIONS

For in vitro diagnostic use only.

Safety Precautions
1. Adhere strictly to the instructions in this booklet, particularly for handling and storage conditions for kit
reagents and clinical samples.
2. All patient samples should be considered potentially infectious and handled with the same precautions as

any other potentially biohazardous material. The CDC/NIH Health Manual "Biosafety in Microbiological and

Biomedical Laboratories", 5™ Edition, 2007, describes how these materials should be handled in accordance

with Good Laboratory Practice.™

Do not pipette by mouth.

Do not smoke, eat, drink or apply cosmetics in areas where kits and samples are handled.

Any skin complaints, cuts, abrasions and other skin lesions should be suitably protected.

The Anti-P. carinii Antibody and FITC-Conjugate contain sodium azide which can react with lead and copper

plumbing to form highly explosive metal azides. On disposal, drain with large quantities of water to prevent

azide build-up.

7. Material safety data sheets for all hazardous components contained in this kit are available on request from
Axis-Shield Diagnostics.
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Xn A ANTIBODY Xn C ENZYME

Harmful x Harmful

R22: Harmful if swallowed. R42: May cause sensitisation by inhalation.
S23: Do not breathe fumes. S22: Do not breathe dust.
S29/35: Do not empty into drains, dispose of S29/35: Do not empty into drains, dispose of this
this material and its container in a safe way.  material and its container in a safe way.
S36/37/39:  Wear suitable protective S36/37/39: Wear suitable protective clothing, gloves
clothing, gloves and eye/face protection. and eye/face protection.
S45: In case of accident or if you feel unwell, seek
medical advice immediately (show the label where
possible)
S63: In case of accident by inahalation, remove
casualty to fresh air and keep at rest.

PREPARATION

Materials/Equipment Required but not Provided

Precision pipettes to dispense 5 L, 15 L, 20 uL and 200 pL.

Centrifuge for volumes up to approximately 30 mL at 3,000 x g.

Distilled/ultrapure water.

Wash bottle containing distilled/ultrapure water.

Analar or equivalent grade acetone.

Analar or equivalent grade absolute ethanol.

Incubator at 37°C.

Humidified slide incubation chamber at 37°C.

Microscope coverslips, 18 x 18 mm and 50 x 20 mm.

10.  Ultraviolet microscope equipped for viewing fluorescein and Evans Blue fluorescence.

11.  Cytospin (e.g. Cytospin 2), optional.

12.  Timer for 5 to 30 minutes.

13.  Wicking/tissue material.

14.  Appropriate mucolytic agent for induced sputum specimens, e.g. Sputolysin (Behring Diagnostic) or Sputasol
(Oxoid). Use as recommended by the manufacturer; alternatively, use 0.1% Dithiothreitol (w/v) solution in a
1:1 ratio with specimen volume and incubate at 37°C for as long as required.
N.B. Dithiothreitol can irritate eyes and skin. If contact with skin or eyes occurs irrigate with water for at least
10 minutes. If discomfort exists, seek medical attention.

15. Phosphate-buffered saline.

©CeNoOhAWN=

Preparation for the Assay
Allow all reagents to equilibrate to room temperature.

Reconstitute lyophilised Enzyme with 200 pL 0.001M HCI; this results in a 10X concentrate. Record the
reconstitution date on the label and allow to stand at room temperature (18-25°C) for ten minutes. Mix gently by
inversion, ensuring all particulate material is in solution. Reconstituted enzyme is stable for 3 months at 2-8°C.

ASSAY PROTOCOL

Pre-treatment of Specimens

Patient specimens should be tested as soon as possible after collection. When performing an assay be aware of
the potential HIV status of specimens and take all the recommended precautions for dealing with such specimens.

Induced sputum specimens should be pre-treated with a mucolytic agent, e.g. Sputasol. Non-mucoid specimens
such as BAL will normally not require the mucolytic procedure.

Protocol

1. Centrifuge specimens for 15 minutes at 3,000 x g, and wash the particulate/pelletable material in
distilled/ultrapure water. Repeat once or twice, ensuring the pellet is fully resuspended between washes.

2. Resuspend the final pellet in a small amount of distilled/ultrapure water, such that the density of the material
is not excessive, and vortex.

3. Spread 10-20 pL over the entire area of one or more Patient Specimen Slide wells. Evaporate to dryness at
37°C. If a Cytospin (e.g. Cytospin 2) is available, spin 0.4 to 0.5 mL BAL or IS at 900 rpm, using one white
and one tan filter.
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4. Fix specimens by overlaying 1-2 drops Analar (or equivalent quality) acetone. Allow to evaporate at room
temperature.

5. Rinse Cytospin preparations with a stream of distilled/ultrapure water to remove salts from the
specimen, as they reduce the efficacy of enzyme digestion.

6. Air-dry slides.

7. Dilute the reconstituted Enzyme 1 in 10 (1+9) with Enzyme Diluent. Dilute only enough reconstituted
Enzyme for immediate requirements.

8. Overlay dried and fixed specimens with 20 pL diluted Enzyme. Ensure the entire well area is covered by
reagent.

9. Incubate slides for EXACTLY 30 minutes in a humidified chamber set at 37°C. Over-digestion of oocysts will
result if incubation is continued for more than 30 minutes. Oocysts may become less characteristic and less
readily identifiable.

10. Rinse slides with distilled/ultrapure water by running a stream of water over the surface of the wells. Do not
direct the jet directly at the specimen.

11.  Wick and air-dry the slides.

12.  Add 15 pL anti-P. carinii Antibody to specimens. Ensure that the entire well area is covered by reagent.
Incubate in a humidified chamber for 15 minutes at 37°C.

13. Rinse wells as described in step 10, wick and air-dry.

14. Add 15 pL FITC-Conjugated Anti-Mouse Antibody to specimens. Ensure that the entire well area is covered
by reagent. Incubate in a humidified chamber for 15 minutes at 37°C.

15. Rinse wells, wick and air-dry.

16. Place a drop of Mounting Medium onto every well in use and apply a coverslip of appropriate size. Invert the
slide on an absorbent tissue and gently press to exclude excess Mounting Medium and air bubbles.

17. Examine specimens for bright to medium bright apple-green oocysts, which may be evenly or unevenly
labelled. Cellular debris and other material may be counterstained with Evans Blue, which will fluoresce red.
Examine the entire specimen area.

INTERPRETATION OF RESULTS

POSITIVE RESULT - Five or more fluorescent oocysts over the whole slide.
EQUIVOCAL RESULT - One to five fluorescent oocysts.

NEGATIVE RESULT - No fluorescent oocysts. If P. carinii infection is still suspected, repeat the assay with a
heavier inoculum.

PERFORMANCE DATA

CENTRE 1"°

223 BAL and IS specimens from HIV patients with respiratory tract symptoms were evaluated and compared with
modified Grocott stain. Overall agreement = 90.6%.

Of 21 (9.4%) discrepant results, six subsequent specimens were obtained, and five out of six results were positive
by both tests.

CENTRE 2°
135 IS specimens were evaluated and compared with Grocott stain. Overall agreement = 88.9%.

Fifteen results (11.1%) were Detect IF P. carinii positive/equivocal and Grocott negative. The authors concluded
that this indicates an increased sensitivity for P. carinii in cytological preparations of IS with the
immunofluorescence technique compared to conventional stains.

CENTRE 3°

254 BAL and IS specimens from 75 patients with AIDS, other immunocompromised patients, including transplant
patients, and patients diagnosed as 'atypical pneumonia' were evaluated and compared with Grocott stain. Overall
agreement = 94.1%.

Fifteen results (5.9%) were Detect IF P. carinii positive/equivocal and Grocott negative. The authors concluded
that the Detect IF test was more reliable and sensitive than the Grocott technique.



CENTRE 4°

50 BAL and 50 IS specimens were tested for P. carinii infection using indirect immunofluorescence, direct
immunofluorescence, modified Wright-Giemsa stain and modified silver stain. A positive specimen was defined as
any smear which was positive by two or more methods.

Using this definition, the sensitivity and specificity of DETECT IF P. carinii were as follows.

BAL  Sensitivity = 86% Specificity = 100%
IS Sensitivity = 97% Specificity = 100%
CENTRE 5

152 BAL specimens from patients with clinical evidence of P. carinii pneumonia were evaluated and compared with
Grocott stain. Results for each method were compared to the clinical evidence of P. carinii pneumonia (PCP). In
five cases, the clinical evidence result was equivocal; four were Detect IF positive and Grocott negative, one was
Grocott positive and Detect IF negative.

Overall agreement of DETECT IF with clinical evidence of PCP = % = 99.3% (one result was equivocal with IF)
Overall agreement of Grocott stain with clinical evidence of PCP = % =95.2%

Overall agreement of DETECT IF with Grocott = 94.5%

LIMITATIONS OF USE

1. A negative result does not exclude the possibility of P. carinii infection. Results should be interpreted in light
of all clinical and diagnostic information. If necessary, obtain a further specimen.

2. Excess mucous in specimens may prevent adequate staining.

3. The FITC-conjugated anti-mouse antibody has the potential to cross-react with Candida albicans when

present in patient samples which can be misinterpreted as false positive results.’



FRANGAIS DOMAINE D'APPLICATION

La trousse DETECT IF Pneumocystis Carinii (P. carinii) permet la détection qualitative des oocystes de P. carinii
dans les échantillons d’expectorations induites et les liquides de lavage broncho-alvéolaire humains par
immunofluorescence indirecte. Elle est congue pour étayer le diagnostic en cas de suspicion d'une infection a P.
carinii. Les résultats du test doivent cependant étre interprétés en fonction de I'ensemble des informations
cliniques et diagnostiques.

INTRODUCTION

Pneumocystis carinii est un micro-organisme eucaryote de taxonomie incertaine. Des études récentes de I'ADN
ribosomal ont mis en évidence des séquences d'acide nucléique homologues a celles de certains champignons,
mais la classification de cet organisme fait encore I'objet de discussions.

P. carinii est ubiquiste, infectant 'homme et d'autres mammiféres ; l'infection est supposée se transmettre par voie
aérienne.” Il s'agit d'un pathogéne majeur chez les patients immunodéprimés, en particulier les patients présentant
le SIDA*® chez lesquels il représente une cause établie d'infection pulmonaire. La malnutrition, les cancers
hématologiques, les collagénoses vasculaires, la déficience immunitaire des cellules primaires et les traitements
immunosuppresseurs, administrés par exemple a des patients transplantés ou des patients leucémiques prenant
des médicaments cytotoxiques, sont autant de facteurs qui augmentent le risque d'une infection a P. carinii.

La survenue d'une pneumonie a P. carinii peut étre rapide ou s'installer insidieusement. Les signes cliniques
caractéristiques sont : rythme respiratoire accéléré et fievre en clocher. La radiographie du thorax montre un
infiltrat diffus ; les tests de la fonction pulmonaire mettent en évidence un bloc alvéolo-capillaire résultant de la
perturbation des échanges gazeux dans les alvéoles, ce qui entraine une hypoxémie et une hypercapnie.

Actuellement, le diagnostic d'une pneumonie a P. carinii s’effectue par la détection de P. carinii dans les biopsies
pulmonaires, les liquides de lavage broncho-alvéolaire®® ou les expectorations induites. Il est possible de visualiser
I'organisme grace a diverses colorations non spécifiques, notamment la méthénamine argentique de Gomori, le
bleu de O-toluidine, les colorations de Gram-Weigert, de Giemsa et de Wright-Giemsa. Dans la mesure ou ces
colorants réagissent avec les levures et d'autres structures, P. carinii sera identifié d'aprés sa morphologie propre.
Les techniques de coloration demandent beaucoup de temps et nécessitent souvent un haut niveau de
compétence technique dans l'interprétation des résultats. Des anticorps monoclonaux spécifiques des oocystes de
P. carinii sont désormais disponibles, permettant le développement de techniques d'immunofluorescence pour
identifier rapidement et avec certitude les oocystes de P. carinii dans les liquides de lavage broncho-alvéolaire®”’ et
les expectorations induites.®® La trousse Detect IF P. carinii utilise un anticorps monoclonal d'origine murine qui
réagit spécifiquement avec P. carinii, que ce dernier provienne d’échantillons humains ou de rongeurs, en vue de
détecter et d'identifier de fagon simple et rapide le micro-organisme dans les liquides de lavage broncho-alvéolaire
(BAL) et les expectorations induites (EX).

PRINCIPE DU TEST

Les échantillons de liquides de lavage broncho-alvéolaire ou d'expectorations induites prélevés avant tout
traitement sont centrifugés et lavés. Les culots sont remis en suspension, étalés sur des lames de microscope et
fixés. Les échantillons sont digérés par une enzyme. lls sont ensuite mis a réagir avec I'anticorps monoclonal anti-
P.carinii murin puis avec un anticorps anti-souris conjugué a l'isothiocyanate de fluorescéine : aprés ringage,
séchage et montage , les échantillons sont examinés au microscope a fluorescence. Les oocystes se présentent
comme des éléments fluorescents vert pomme plus ou moins brillants et peuvent étre marqués de maniére
uniforme ou irréguliere. La présence d'oocystes de P. carinii dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire ou les
expectorations indique une infection a P. carinii.



COMPOSITION DE LA TROUSSE

Xn

’:@RE AG Anticorps monoclonal 1x1mL Anticorps monoclonal de souris dirigé contre les oocystes
anti-P. carinii de P.carinii, sérum albumine bovine, 0,1% (poids/volume) x
d'azoture de sodium. Prét a I'emploi.

Anticorps anti-souris 1x1mL Anticorps anti-souris conjugué a l'isothiocyanate de fluorescéine

conjugué au FITC (FITC), contre-colorant Bleu Evans. Prét a I'emploi.

Enzyme (Lyophilisée) 1 flacon Enzyme pour le traitement des échantillons cliniques. A Xo
reconstituer dans 200 pL de HCI 0,001 M (fourni) et a x
diluer avant emploi.

Acide chlorhydrique 1x0,5mL | Pour reconstitution de I'enzyme. Prét a I'emploi.

dilué (HCI 0,001 M)
REAG|E Diluant de 'enzyme 1x3mL Tampon Tris contenant un activateur d'enzyme. Prét a I'empiloi.
Lames pour 25 lames Lames revétues de PTFE (jaunes) a quatre puits.

échantillons patients

Milieu de montage 2 %3 mL Glycérol contenant un tampon phosphate et un
stabilisateur, Citifluor. Prét a I'emploi. @

CONSERVATION DES REACTIFS
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Conseils d'utilisation

Conserver les éléments de la trousse entre 2 et 8°C et utiliser ceux-ci avant la date de péremption indiquée
sur I'étiquette. Ne pas utiliser de réactifs périmés.

Ne pas mélanger des éléments de trousses différentes.

Ne pas congeler les trousses.

L'enzyme lyophilisée doit étre reconstituée avant usage, voir le chapitre « Préparation du test ». Tous les
autres réactifs sont préts a I'emploi.

Aprés reconstitution dans 200 pL de HCI 0,001 M, I'enzyme lyophilisée est stable pendant 3 mois a compter

de la date de la reconstitution, a condition d'étre conservée entre 2 et 8°C .

Conserver le milieu de montage a I'abri de toute source de lumiére directe. Conserver entre 2 et 8°C ou a
18-25°C.

Les lames pour échantillons patients peuvent étre conservées a température ambiante (18-25°C).

Il est possible qu'un précipité apparaisse dans le diluant de 'enzyme. Le cas échéant, ne pas tenter de le
redissoudre, il ne compromet en rien I'efficacité du test.

Eviter la contamination des réactifs. Utiliser une nouvelle pipette jetable pour chaque manipulation d'un
réactif ou d'un échantillon.

Prélevement, conservation et pré-traitement des échantillons

Le test s'applique aux échantillons de liquides de lavage broncho-alvéolaire humanins et d'expectorations induites.
Idéalement, jusqu'a 30 mL de liquide de lavage broncho-alvéolaire et de 2 & 4 mL d'expectoration devraient étre
prélevés dans des récipients stériles selon des modes opératoires appropriés, et testés aussi té6t que possible
aprés leur recueil. Afin d'inactiver le virus de l'immunodéficience humaine éventuellement présent, il est fortement
recommandé de diluer I'échantillon clinique dans un volume égal d'éthanol absolu et d’'incuber pendant dix minutes
a température ambiante (18-25°C) avant de réaliser le test. Les déchets seront éliminés conformément a la
réglementation en vigueur.

Les expectorations devraient étre pré-traitées par addition de “Sputasol”, “Sputolysin” ou d'un agent mucolytique
similaire, pendant dix minutes a température ambiante (18-25°C) avant le test.

MISES EN GARDE ET PRECAUTIONS D'EMPLOI

1.

3.

Pour usage diagnostique in vitro.
Consignes de sécurité

Respecter strictement les instructions de cette notice, en particulier en ce qui concerne les conditions de
manipulation et de conservation des réactifs de la trousse et des échantillons cliniques.

Tous les échantillons patients doivent étre considérés comme potentiellement infectieux et manipulés avec

les mémes précautions que tout autre matiére biologique potentiellement dangereuse. Le Manuel de Santé
des CDC/NIH, "Biosécurité dans les laboratoires microbiologiques et biomédicaux ", 5& édition, 2007, décrit
les Bonnes Pratiques de Laboratoire qui s'appliquent a la manipulation de ces matieres."

Ne pas pipeter a la bouche.




4. Ne pas fumer, manger, boire ni appliquer des produits cosmétiques dans les zones ou sont manipulés les
trousses et les échantillons.

5. Toute coupure, abrasion ou lésion quelconque de la peau doit étre correctement protégée.

6. L'anticorps anti-P. carinii et I'anticorps conjugué au FITC contiennent de I'azoture de sodium. Ce composé
est susceptible de réagir avec le plomb et le cuivre des canalisations et former ainsi des azotures
métalliques hautement explosifs. Lors de I'élimination de ces réactifs, rincer abondamment a l'eau afin
d'éviter I'accumulation d'azotures.

7 Les fiches de sécurité de tous les composés dangereux contenus dans cette trousse sont disponibles sur
simple demande auprés de Axis-Shield Diagnostics.

Xn A ANTICORPS Xn C ENZYME
Nocif x Nocif
R22: Nocif en cas d’ingestion R42: Peut entrainer une sensibilisation par inhalation
S23: Ne pas respirer les vapeurs S22: Ne pas respirer les poussiéres
S29/35: Ne pas jeter les résidus a I'égout; ne se S29/35: Ne pas jeter les résidus a I'égout; ne se
débarasser de ce produit et de son récipient débarasser de ce produit et de son récipient qu’en
qu’en prenant toute précaution d’usage prenant toute précaution d’'usage
S36/37/39: Porter un vétement de protection S36/37/39: Porter un vétement de protection
approprié, des gants et un appareil de protection approprié, des gants et un appareil de protection des
des yeux/du visage yeux/du visage
S45: En cas d'accident ou de malaise consilter
immédiatement un médecin (si possible lui montrer
I'étiquette)
S63: En cas d’accident par inhalation, transporter la
victime hors de la zone contaminée et la garder au
repos
PREPARATION
Matériels/Equipements nécessaires mais non fournis

1. Pipettes de précision permettant de délivrer 5 pL, 15 pL, 20 uL et 200 pL.

2. Centrifugeuse pour des volumes allant jusqu'a 30 mL environ, a 3.000 x g.

3. Eau distillée/ultrapure.

4. Pissette contenant de I'eau distillée/ultrapure.

5. Acétone de qualité analytique ou équivalente.

6. Ethanol absolu de qualité analytique ou équivalente.

7. Incubateur a 37°C.

8. Chambre d'incubation humidifiée pour lames de microscope, a 37°C.

9. Lamelles couvre-objet, 18 x 18 mm et 50 x 20 mm.

10.  Microscope UV équipé pour détecter la fluorescence de la fluoroscéine et du Bleu Evans.

11.  Cytocentrifugeuse (par ex. Cytospin 2), facultatif.

12.  Minuteur de 5 a 30 minutes.

13.  Papier absorbant.

14. Agent mucolytique approprié pour les expectorations, par exemple Sputolysin (Behring Diagnostic) ou
Sputasol (Oxoid). Utiliser conformément aux recommandations du fabricant, ou utiliser une solution de
dithiothréitol a 0,1% (poids/volume), dans une proportion de 1/1 par rapport au volume de I'échantillon, et
incuber a 37°C pendant le temps requis.

N.B. Le dithiothréitol est irritant pour les yeux et la peau. En cas de contact avec la peau ou les yeux, rincer
abondamment a I'eau pendant au moins 10 minutes. Si la géne persiste, consulter un médecin.

15.  Solution saline de tampon phosphate.

Préparation du test

Laisser tous les réactifs s’équilibrer a température ambiante.

Reconstituer I'enzyme lyophilisée dans 200 yL de HCI 0,001 M ; on obtient ainsi une solution concentrée 10X.
Noter la date de reconstitution sur I'étiquette et laisser reposer a température ambiante (18-25°C) pendant dix
minutes. Mélanger avec précaution en retournant le récipient, jusqu'a dissolution compléte des particules en
suspension. L'enzyme reconstituée est stable pendant 3 mois a 2-8°C.



MODE OPERATOIRE

Pré-traitement des échantillons

Les échantillons patients doivent étre testés dés que possible aprés leur prélévement. Lors de la réalisation du
test, ne pas oublier le statut VIH potentiel des échantillons et prendre toutes les mesures de précaution
recommandées pour la manipulation de tels échantillons.

Les expectorations doivent étre préalablement traitées par un agent mucolytique tel que Sputasol. Les
échantillons non mucoides tels que les liquides de lavage broncho-alvéolaire ne nécessitent généralement aucune
procédure de mucolyse.

10.

11.
12.

13.
14.

15.
16.

17.

Protocole opératoire

Centrifuger les échantillons pendant 15 minutes a 3.000 x g, et laver le culot a I'eau distillée ou ultrapure.
Répéter I'opération une ou deux fois, en veillant a remettre le culot en suspension entre les lavages.

Remettre le culot final en suspension dans une petite quantité d'eau distillée ou ultrapure, de telle maniére
que la densité du mélange ne soit pas excessive, et passer au vortex.

Etaler 10-20 pL d'échantillon ainsi préparé sur la totalité de la surface d'un ou de plusieurs puits d'une lame
pour échantillons patients. Evaporer jusqu'a dessiccation a 37°C. Si lI'on dispose d'une cytocentrifugeuse
(par ex., Cytospin 2), centrifuger 0,4 a 0,5 mL de liquide de lavage broncho-alvéolaire ou d'expectoration a
900 trs/min, en utilisant un filtre blanc et un filtre brun clair.

Fixer les échantillons en les recouvrant d'une ou deux gouttes d'acétone de qualité analytique ou
équivalente. Laisser évaporer a température ambiante.

En cas de préparation au Cytospin, rincer aprés fixation avec un filet d'eau distillée ou ultrapure afin
d'éliminer les sels contenus dans I'échantillon, dans la mesure ou ceux-ci réduisent I'efficacité de la
digestion enzymatique.

Sécher les lames a l'air.

Diluer I'enzyme reconstituée au 1/10 dans le diluant de I’enzyme(1+9). Ne préparer que la quantité
nécessaire pour une utilisation immédiate.

Recouvrir les lames des échantillons séchés et fixés et les lames des contrdles positifs avec 20 pL
d'enzyme diluée. S'assurer que le réactif recouvre la totalité de la surface du puits.

Incuber les lames pendant 30 minutes EXACTEMENT dans une chambre humide thermostatée a 37°C. La
poursuite de l'incubation au-dela de 30 minutes peut avoir pour conséquence une digestion excessive des
oocystes, les rendant ainsi moins caractéristiques et moins aisément identifiables.

Rincer les lames a l'eau distillée ou ultrapure en laissant couler un filet d'eau a la surface des puits. Eviter
d'orienter le jet directement sur I'échantillon.

Eponger I'excés de liquide et sécher les lames a I'air.

Ajouter 15 pL d'anticorps anti-P. carinii sur les puits contenant les échantillons. Veiller a ce que les puits
soient recouverts de réactif sur toute leur surface. Incuber dans une chambre humide pendant 15 minutes a
37°C.

Rincer les puits comme décrit dans I'étape 10, éponger et sécher a l'air.

Ajouter 15 pL d'anticorps anti-souris conjugué a l'isothiocyanate de fluorescéine. Veiller a ce que les puits
soient recouverts de réactif sur toute leur surface. Incuber dans une chambre humide pendant 15 minutes a
37°C.

Rincer les puits, éponger et sécher a l'air.

Déposer une goutte de milieu de montage sur chaque puits utilisé et recouvrir d'une lamelle couvre-objet de
dimension adaptée. Retourner la lame sur un papier absorbant et presser doucement pour éliminer I'excés
de milieu de montage et les bulles d'air.

Examiner les échantillons et rechercher la présence d'oocystes fluorescents de couleur vert pomme plus ou
moins brillants. Les oocystes peuvent étre marqués de maniere uniforme ou irréguliére. Les débris
cellulaires et d'autres matiéres peuvent avoir été contre-colorées par le Bleu Evans, et donner une
fluorescence rouge. Examiner la totalité de la surface de I'échantillon.
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INTERPRETATION DES RESULTATS

RESULTAT POSITIF - Présence d'au moins cing oocystes sur la totalité de la lame.
RESULTAT INTERMEDIAIRE - Présence d'un a cing oocystes sur la lame.

RESULTAT NEGATIF - Absence d'oocystes fluorescents. En cas de suspicion d'une infection a P. carinii , répéter
le test en utilisant une plus grande quantité d’inoculum.

PERFORMANCES

CENTRE 1"

223 échantillons de liquides de lavage broncho-alvéolaire et d'expectorations provenant de patients porteurs du
VIH et présentant des symptémes respiratoires ont été soumis au test et les résultats comparés a ceux obtenus
avec une version modifiée de la coloration de Grocott. La concordance globale a été de 90,6%.

Sur 21 (9,4%) résultats discordants, six échantillons ont été obtenus ultérieurement, et cing d’entre eux se sont
avérés positifs pour les deux tests.

CENTRE 2°

135 échantillons d'expectorations induites ont été soumis au test et les résultats comparés a ceux obtenus avec la
coloration de Grocott. La concordance globale a été de 88,9%.

Quinze échantillons(11,1%) ont montré un résultat positif ou intermédiaire avec la trousse Detect IF P. Carinii et
négatif avec la coloration de Grocott. Les évaluateurs ont conclu que cette discordance traduisait une sensibilité
supérieure de la technique d'immunofluorescence par rapport aux techniques de coloration classique.

CENTRE 3°

254 échantillons de liquides de lavage broncho-alvéolaire et d'expectorations provenant de 75 patients présentant
le SIDA, d'autres patients immunodéprimés, y compris des patients transplantés, et des patients diagnostiqués
porteurs d'une « pneumonie atypique » ont été soumis au test et les résultats comparés a ceux obtenus avec la
technique de coloration de Grocott. La concordance globale a été de 94,1%.

Quinze échantillons (5,9%) ont été trouvés positifs ou intermédiaires avec la trousse Detect IF P. Carinii et négatifs

avec la coloration de Grocott. Les auteurs en ont conclu que le test Detect IF P.Carinii était plus fiable et plus
sensible que la coloration de Grocott.

CENTRE 4°

50 échantillons de liquides de lavage broncho-alvéolaire (BAL) et 50 échantillons d'expectorations (EX) ont été
testés pour une infection a P. carinii par immunofluorescence indirecte, immunofluorescence directe, coloration de
Wright-Giemsa modifiée et une coloration argentique modifiée. Un échantillon était considéré comme positif
lorsque la présence de P. carinii était avérée par au moins deux des méthodes testées.

En utilisant cette définition, la sensibilité et la spécificité de Detect IF P. Carinii étaient les suivantes.

BAL  Sensibilité = 86% Spécificité = 100%
EX Sensibilité = 97% Spécificité = 100%
CENTRE 5

152 échantillons de liquide de lavage broncho-alvéolaire provenant de patients présentant des signes cliniques de
pneumonie a P. carinii ont été soumis au test et les résultats comparés a ceux obtenus avec la coloration de
Grocott. Les résultats obtenus avec l'une et l'autre de ces méthodes ont été confrontés aux signes cliniques de
pneumonie a P. carinii (PPC). Dans cinq cas, les résultats des observations cliniques étaient équivoques ; parmi
ceux-ci, quatre étaient positifs avec Detect IF P.Carinii et négatifs au Grocott, le dernier étant positif au Grocott et
négatif avec Detect IF P.Carinii.

Concordance globale de Detect IF P.Carinii avec les signes cliniques 146 = 99,3% (un résultat était
de PPC = 147 intermédiaire par IF)
Concordance globale de la coloration de Grocott avec les signes 140 = 95 29

cliniques de PPC = 147 e

Concordance globale de Detect IF P.Carinii avec la coloration
de Grocott = 94,5%
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LIMITES D’UTILISATION

wn

Un résultat négatif n'exclut pas la possibilité d'une infection a P. carinii. Les résultats doivent étre interprétés
aprés confrontation de I'ensemble des informations cliniques et diagnostiques. Si nécessaire, prélever un
second échantillon.

Un excés de mucus dans les échantillons est susceptible de perturber la coloration.

L’anticorps anti-souris conjugué a l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) a le potentiel de provoquer une
réaction croisée avec Candida albicans lorsqu’il est présent dans les échantillons des patients, ce qui peut
étre interprété a tort comme un résultat faux-positif.15
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ESPANOL INDICACIONES

La prueba Pneumocystis carinii (P. carinii) de Detect IF es un kit de inmunofluorescencia cualitativa indirecta para
la deteccidn de oocistos P. carinii en fluido humano de lavado broncoalveolar y esputo inducido. Esta indicada
como ayuda en el diagnéstico de lo que se sospecha que puede ser una infeccién P. carinii. Los resultados deben
ser interpretados a la luz de todos los datos clinicos y diagnésticos.

INTRODUCCION

Pneumocystis carinii is un microorganismo eucariético de taxonomia incierta. Estudios recientes de homologia
ribosomal RNA han mostrado secuencias de acido nucleico idénticas con algunos hongos, pero la clasificacion del
organismo es todavia tema de discusion.”

P. carinii es omnipresente, e infecta al hombre y otros mamiferos; se supone que la ruta de infeccién es la
transmision por el aire.” Es un importante patdégeno en pacientes inmunocomprometidos, especialmente en el
caso de pacientes con sida 23 en los cuales es una conocida causa de infeccion pulmonar. Entre los factores que
hacen aumentar la posibilidad de infeccion con neumonia P. carinii estan: la inanicion, las malignidades
hematoldgicas, las enfermedades vasculares colagénicas, la inmunodeficiencia celular primaria y la terapia
inmunosupresiva, por ejemplo en pacientes de transplante y pacientes con leucemia que toman farmacos
citotoxicos.

El comienzo de la neumonia P. carinii puede ser rapido y a la vista, o bien puede presentarse de modo insidioso.
Cuando es clinicamente evidente, sus caracteristicas son aceleracion en el ritmo respiratorio y fiebre espigante.
Las radiografias de térax muestran una infiltracion difusa; las pruebas de funciones pulmonares muestran bloque
alveolo-capilar que resulta de un intercambio deteriorado de gases en los alvéolos que causa hipoxemia e
hipercapnia.

En la actualidad la neumonia P. carinii puede ser diagnosticada mediante la observacién de P. carinii en pulmén
abierto o en material de biopsia pulmonar transbronquial, el lavado broncoalveolar*® o el esputo inducido. Se
puede visualizar con diversos tipos de coloraciones no especificas, entre las que se incluyen metenamina-plata
Gomori, azul de toluidina O, Gram-Weigert, Giemsa y Wright-Giemsa. Como todas estas coloraciones reaccionan
con las levaduras y otras estructuras, es necesario distinguir P. carinii sobre la base de morfologia. Las técnicas
de coloracién llevan mucho tiempo y con frecuencia requieren un alto nivel de conocimientos técnicos en la
interpretacion de resultados. Se han conseguido ya anticuerpos monoclonales especificos para oocistos P. carinii,
lo que permite ahora el desarrollo de técnicas de inmunofluorescencia para identificar de forma rapida e
inequivoca los oocistos P. carinii en material broncoalveolar ®” y esputo inducido. *° En la prueba P. carinii de
Detect IF se utiliza un reactivo de anticuerpo monoclonal murino con P. carinii humano o de roedores en un test
simple y rapido para la deteccion e identificacion de P. carinii en el fluido humano de lavado broncoalveolar (BAL)
y el esputo inducido (IS).

PRINCIPIO DEL ENSAYO

Las muestras de fluido de lavado broncoalveolar o de esputo inducido pre-tratado son centrifugadas y lavadas.
Los granulos son suspendidos de nuevo, colocados en platinas y fijados. Las muestras son digeridas por enzimas.
Se agrega anticuerpo murino anti-P. carinii y anticuerpo anti-ratén etiquetados fluorescentemente, uno tras otro,
tras los pasos de incubacion, enjuague, absorcion de exceso de humedad y secado al aire. Al mirar con un
microscopio de fluorescencia, se muestran los oocistos en color verde manzana entre medio-brillante y brillante, y
pueden ser etiquetados de modo uniforme o no uniforme. La presencia de oocistos de P. carinii en el fluido de
lavado broncoalveolar o en el esputo inducido es indicadora de infeccidn P. carinii.
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COMPONENTES DEL KIT

Xn

REAG Anticuerpo 1x1mL Anticuerpo monoclonal murino anti-P. carinii, albumina
monoclonal anti- de suero bovino, 0.1% (w/v) azida de sodio. Listo para x
P. carinii su uso.
Anticuerpo FITC- | 1 x 1 mL Anticuerpo anti-raton conjugado de isociotianato de fluorescina
conjugado (FITC), contracolorante azul de Evans. Listo para su uso.
anti-ratén
Enzima 1 vial Enzima de pre-tratamiento para muestras clinicas. X0
(Liofilizada) Reconstituir con 200 pL 0.001M HCI (provisto) y x

diluir antes de usar.

Dilucion de acido | 1 x 0.5 mL | Para reconstitucién de enzima. Listo para su uso.

1111

hidrocldrico
(0.001M HCI)
Diluyente de 1x3mL Estabilizador Tris con activador de enzima. Listo para su uso.
enzima

[srem[sLo | | Platinas con 25 platinas | Platinas PTFE-revestidas (en amarillo) con cuatro pozos o
muestras del huecos cuadrados para muestras.
paciente

Vehiculo de 2x3mL Glicerol de estabilizacion de fosfato, retardante Citifluor
absorcion descolorante. Listo para su uso.

ALMACENAMIENTO DE LOS REACTIVOS

—_

hown

© N

Notas sobre manejo y procedimientos

Los componentes del kit se deben almacenar a 2-8°C y usar con anterioridad a la fecha de caducidad que
figura en las etiquetas. No se deben utilizar reactivos que han caducado.

No se deben mezclar diferentes kits.

Los kits no deben ser congelados.

La enzima liofilizada debe ser reconstituida previamente a su uso, véase la seccién sobre Preparacion del
Ensayo. Todos los demas reactivos estan listos.

Tras la reconstituciéon con 200 uL 0.001M HCI, la enzima liofilizada permanecera estable hasta 3 meses
después de la fecha de su reconstitucion si es almacenada a 2-8°C .

No se debe exponer el vehiculo de absorcidon a la luz directa durante su almacenamiento. Se debe
almacenar a 2-8°C o a 18-25°C.

Las platinas de muestras del paciente se pueden almacenar a 18-25°C.

Es posible que se forme un precipitado en el diluyente de la enzima. Si esto sucede, no se debe tratar de
disolver de nuevo, puesto que este fendmeno no tiene efecto negativo en la eficacia de la prueba.

Se debe evitar la contaminacién de los reactivos. Se recomienda emplear una punta desechable de pipeta
para cada reactivo o cada manipulacion de la muestra.

Recogida, almacenamiento y pre-tratamiento de muestras

El ensayo esta indicado para su uso con muestras humanas de lavado broncoalveolar y de esputo inducido.
Idealmente, deben recogerse hasta 30 mL de lavado broncoalveolar y 2-4 mL de esputo inducido en vasijas
estériles mediante procedimientos apropiados, siendo sometido todo a pruebas lo mas pronto posible tras su
recoleccion. Para desactivar los virus de inmunodeficiencia humana que pueda haber presentes, se recomienda
encarecidamente que la suspensién del material clinico sea diluida con un volumen igual de etanol absoluto y sea
incubada durante diez minutos a temperatura ambiente (18-25°C) antes de proceder a su procesamiento. Los
materiales de desecho deben ser eliminados cumpliendo las normativas locales.

Las muestras de esputo deben ser pre-tratadas (homogeneizacion o incubacién) mediante la adicién de
“Sputasol”’, “Sputolysin” o un agente mucolitico similar durante diez minutos a temperatura ambiente (18-25°C)
anteriormente al ensayo.
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AVISOS Y PRECAUCIONES

Para el diagnéstico in vitro tnicamente.
Precauciones de seguridad

Adherencia estricta a las instrucciones formuladas en este folleto, en especial en lo relativo a las
condiciones de manejo y almacenamiento para los reactivos del kit y las muestras clinicas.

2. Todas las muestras de pacientes deben ser consideradas potencialmente infecciosas y deben ser
manejadas con las mismas precauciones que cualquier otro material potencialmente biopeligroso. En el
Manual de Sanidad CDC/NIH titulado "Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories"
(Bioseguridad en los laboratorios microbioldgicos y biomédicos), 52 edicion, 2007, se explica como deben
ser manejados estos materiales de acuerdo con las Buenas Practicas de Laboratorio.™

3. No se debe hacer pipetacion usando la boca.

4. No se debe fumar, comer, beber ni aplicar cosméticos en las zonas en que se manejan los kits y las
muestras.

5. Deben quedar adecuadamente protegidas las dolencias, cortes, quemaduras y otras lesiones de la piel.

6. El anticuerpo anti-P. carinii y el conjugado FITC contienen azida de sodio que puede reaccionar con
tuberias de plomo o cobre formando azidas de metal altamente explosivas. En su eliminacién, se debe
evacuar usando agua abundante para impedir que se forme la azida.

7. Se pueden solicitar a Axis-Shield Diagnostics hojas sobre los datos de seguridad material de todos los
componentes peligrosos de este Kkit.

Xn A ANTICUERPO Xn C ENZIMA
Nocivo Nocivo
R22: Nocivo por ingestion R42: Posibilidad de sensibilizacion por inhalacion
S23: No respirar los humos S22: No respirar el polvo
S29/35: No tirar los residuos por el desaglie; S29/35: No tirar los residuos por el desagle;
eliminense los residuos del producto y sus eliminense los residuos del producto y sus
recipientes con todas las precauciones posibles recipientes con todas las precauciones posibles
S36/37/39: Usen indumentaria y guantes S36/37/39: Usen indumentaria y guantes adecuados
adecuados y proteccién para los ojos/la cara y proteccion para los ojos/la cara
S45: En caso de accidente o malestar, acuda
inmediatemente al médico (se es posible, muéstrele
la etiqueta)
S63: En caso de accidente por inhalacion, alejar a la
victima de la zona contaminada y mantenerla en
reposo
PREPARACION
Materiales/equipo necesario pero no provisto

1. Pipetas de precision para dispensar 5 pL, 15 pL, 20 yL y 200 L.

2. Centrifugo para volumenes de hasta 30 mL a 3,000 x g aproximadamente.

3. Agua destilada/ultrapura.

4. Frasco de lavado con agua destilada/ultrapura.

5. Acetona analar o de grado equivalente.

6. Etanol absoluto analar o de grado equivalente.

7. Incubadora a 37°C.

8. Camara humidificada de incubacién de platinas a 37°C.

9. Cubridores de microscopio de 18 x 18 mm y 50 x 20 mm.

10.  Microscopio ultravioleta equipado para examinar fluorescina y fluorescencia de azul Evans.

11.  Cytospin (por ejemplo, Cytospin 2), opcional.

12.  Crondémetro de 5 a 30 minutos.

13. Material/papel absorbente de humedad.
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14.  Un agente mucolitico apropiado para las muestras de esputo inducido, por ejemplo Sputolysin (Diagnéstico
Behring) o Sputasol (oxoide). Se debe usar de acuerdo con las recomendaciones del fabricante; de modo
alternativo, se puede emplear una solucidon de 0.1% de ditiotreitol (w/v) en una proporcion de 1:1 con
volumen de muestra e incubar a 37°C durante el tiempo que haga falta.

N.B. El ditiotreitol puede irritar los ojos y la piel. Si entra en contacto con los ojos, regar con agua durante
por lo menos 10 minutos. Si persiste la molestia, se debe acudir al médico.

15.  Solucién salina estabilizada con fosfato.

Preparacion del ensayo
Se debe permitir que todos los reactivos se equilibren a la temperatura ambiental.

Se reconstituye la enzima liofilizada con 200 yL 0.001M HCI, lo cual resulta en un concentrado 10X. Se debe
registrar la fecha de la reconstitucion en la etiqueta y dejar que repose a temperatura ambiental (18-25°C) durante
diez minutos. Se mezcla suavemente mediante inversion, asegurandose de que todo el material particulado esté
en solucion. La enzima reconstituida permanece estable durante 3 meses a 2-8°C.

PROTOCOLO DEL ENSAYO

Pre-tratamiento de las muestras

Las muestras de pacientes deben ser sometidas a pruebas tan pronto como sea posible después de su
recoleccion. En la realizacidon del ensayo el operario debe ser consciente del potencial estado de las muestras en
cuanto a VIH y tomar todas las precauciones recomendadas para trabajar con este tipo de muestras.

Las muestras de esputo inducido deben recibir pre-tratamiento con un agente mucolitico, por ejemplo, Sputasol.
Las muestras no mucoides como BAL normalmente no requieren ser sometidas al procedimiento mucolitico.

Protocolo

1. Centrifugar las muestras durante 15 minutos a 3,000 x g, y lavar el material particulado/granulable en agua
destilada/ultrapura. Repetir una o dos veces, asegurandose de que el granulo es completamente re-
suspendido entre los lavados.

2. Re-suspender el granulo final en una pequena cantidad de agua destilada/ultrapura, de tal forma que la
densidad del material no sea excesiva, y vorticiar.

3. Extender 10-20 uL sobre la superficie total de un pozo/hueco (0 mas de uno) de las platinas de muestras
del paciente. Dejar que se evapore a 37°C hasta quedar seco. Si se dispone de un Cytospin (por ejemplo,
Cytospin 2), hacer girar 0.4 a 0.5 mL BAL o IS a 900 rpm, usando un filtro blanco y otro marrén.

4. Fijar las muestras recubriéndolas con 1-2 gotas de acetona analar (o de calidad equivalente). Dejar
evaporar a temperatura ambiente.

5. Enjuagar los preparados de Cytospin con un chorro de agua destilada/ultrapura para eliminar las
sales de la muestra, puesto que reducen la eficacia de la digestion de enzimas.

6. Dejar que se sequen al aire las platinas.

7. Diluir la enzima reconstituida a 1 en 10 (1+9) con diluyente de enzima. Diluir solamente la enzima

reconstituida que haga falta para uso inmediato.

8. Extender 20 pL de enzima diluida por encima de las muestras secas y fijadas, asegurandose de que toda la
superficie quede bien cubierta por el reactivo.

9. Incubar las platinas durante EXACTAMENTE 30 minutos en una camara humidificada calibrada a 37°C. Si
se continta durante mas de 30 minutos, el resultado sera una excesiva digestion de los oocistos. Los
oocistos podrian hacerse menos caracteristicos y mas dificiles de identificar.

10. Enjuagar las platinas con agua destilada/ultrapura haciendo correr un chorro de agua por encima de la
superficie de los pozos. No se debe dirigir el chorro directamente a la muestra.

11.  Enjugar con papel absorbente y dejar secar del todo al aire las platinas.

12. Agregar 15 pL de anticuerpo anti-P. carinii a las muestras. Asegurarse de que toda la superficie quede
recubierta con el reactivo. Incubar en una camara humidificada durante 15 minutos a 37°C.

13. Enjuagar los pozos/huecos tal como se explica en el apartado 10, enjugar con papel absorbente y dejar
secar al aire.

14. Agregar a las muestras 15 pyL de anticuerpo conjugado FITC anti-raton. Asegurarse de que toda la
superficie quede recubierta con el reactivo. Incubar en una camara humidificada durante 15 minutos a 37°C.

15.  Enjuagar los pozos, enjugar con papel absorbente y dejar secar al aire.
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16. Colocar una gota de vehiculo de absorcién en cada pozo que se esté usando y aplicar un cubridor del
tamano apropiado. Invertir la platina en papel absorbente y presionar ligeramente para excluir el exceso de
vehiculo de absorcion y las burbujas de aire.

17. Examinar las muestras para ver si hay oocistos de color verde naranja brillante o medio brillante, que
pueden ser etiquetados de modo uniforme o no uniforme. A los residuos celulares se puede aplicar
contracolorante azul de Evans, que tendran una fluorescencia roja. Examinar toda la superficie de la
muestra.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

RESULTADO POSITIVO - Cinco o mas oocistos fluorescentes en toda la platina.
RESULTADO EQUIVOCO - Entre uno y cinco oocistos fluorescentes.

RESULTADO NEGATIVO — No hay oocistos fluorescentes. Si se sospecha todavia la presencia de infeccion
P. carinii, repetir el ensayo con un inéculo mas pesado.

DATOS DE EFECTIVIDAD

CENTRO 1"

223 muestras BAL y IS de pacientes con HIV con sintomas de tracto respiratorio fueron evaluados y comparados
con coloracion Grocott modificada. Coincidencia global = 90.6%.

De los 21 (9.4%) resultados discrepantes, se obtuvieron después seis muestras, y cinco de los seis resultados
fueron positivos en ambas pruebas.

CENTRO 2°
Fueron evaluadas 135 muestras IS y comparadas con la coloracién Grocott. Coincidencia global = 88.9%.

Quince resultados (11.1%) fueron positivos/equivocos en P. carinii de Detect IF y negativos en Grocott. Los
autores concluyeron que ello indica un aumento en la sensitividad hacia P. carinii en los preparados citolégicos de
IS con la técnica de inmunofluorescencia, en comparacion con las coloraciones convencionales.

CENTRO 3°

Fueron evaluadas 254 muestras BAL y IS de 75 pacientes con sida y de otros pacientes inmunocomprometidos,
incluyendo pacientes de trasplantes y pacientes diagnosticados con 'neumonia atipica', y comparadas con
coloracion Grocott. Coincidencia global = 94.1%.

Quince resultados(5.9%) fueron positivos/equivocos en P. carinii de Detect IF y negativos en Grocott. Los autores
concluyeron que la prueba Detect IF era mas fiable y sensitiva que la técnica Grocott.

CENTRO 4°

50 muestras BAL y 50 IS fueron sometidas a pruebas para detectar infeccion P. carinii usando
inmunofluorescencia indirecta, inmunofluorescencia directa, coloraciéon Wright-Giemsa modificada y coloracién
plata modificada. Una muestra positiva fue definida como un frotis que resulté positivo conn dos 0 mas métodos.

Usando esta definicion, la sensitividad y especificidad de P. carinii de DETECT IF fueron las siguientes.
BAL  Sensitividad = 86% Especificidad = 100%

IS Sensitividad = 97% Especificidad = 100%

CENTRO 5

152 muestras BAL de pacientes con indicios clinicos de neumonia P. carinii pneumonia fueron evaluadas vy
comparadas con coloraciéon Grocott. Los resultados con cada método fueron comparados con los indicios clinicos
de neumonia P. carinii (PCP). En cinco casos el resultado de indicios clinicos fue equivoco; cuatro fueron
positivos en Detect IF y negativos en Grocott, uno fue positivo en Grocott y negativo en Detect IF.

o .
Coincidencia global de DETECT IF con indicios clinicos de PCP = —140_ _  99.3% (un resultado fue equivoco

147 con IF)
Coincidencia global de coloracién Grocott con indicios clinicos de PCP = %g =95.2%

Coincidencia global de DETECT IF con Grocott = 94.5%
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LIMITACIONES DEL USO

wn

El resultado negativo no excluye la posibilidad de infeccion P. carinii. Los resultados deben ser
interpretados a la luz de todos los datos clinicos y diagndsticos. Si es necesario, se debe obtener otra
muestra.

El exceso de mucosa en las muestras puede impedir la coloraciéon adecuada.

El anticuerpo anti-ratén conjugado con FITC (fluoresceina-5-isotiocianato) puede presentar reacciones
cruzadas con Candida albicans cuando ésta se encuentra presente en las muestras de pacientes, lo que
puede interpretarse errbneamente como un resultado positivo.15
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DEUTSCH ZWECKBESTIMMUNG

Der Detect IF Pneumocystis carinii (P. carinii) Test ist ein indirekter qualitativer Immunofluoreszenzkit zur
Bestimmung von P. carinii-Oozysten in menschlicher bronchoalveolarer Spilflissigkeit und induziertem Sputum.
Dieser Test dient als diagnostisches Hilfsmittel bei vermuteter P. carinii-Infektion. Die Ergebnisse sind unter
Berucksichtigung sdmtlicher klinischer und diagnostischer Informationen zu bewerten.

EINLEITUNG

Pneumocystis carinii ist ein eukaryontischer Mikroorganismus unbestimmter Taxonomie. In letzter Zeit
durchgefiihrte ribosomale RNA-Studien ergaben identische Nukleinsduresequenzen bei manchen Pilzen, es gibt
jedoch bisher keine allgemein anerkannte Klassifizierung des Organismus.1

P. carinii is ubiquitar, infiziert den Menschen und andere Saugetiere, wobei angenommen wird, dass die Infektion
aerogen erfolgt.1 Dieser Organismus stellt einen bedeutenden Krankheitserreger bei Patienten mit geschwachter
Immunabwehr dar, insbesondere bei AIDS,** wo er ein nachgewiesener Erreger von Lungeninfektionen ist. Zu
den Risikofaktoren einer P. carinii-Pneumonieinfektion gehdéren Untererndhrung, hamatologische Malignome,
KollagengefaRstorungen, primare zellulare Immundefekt- und Immunsuppressionstherapie, z.B. bei
Transplantpatienten oder mit zytotoxischen Medikamenten behandelten Leukamiepatienten.

Die P. Carinii-Pneumonie kann scheinbar schnell oder langsam-progredient auftreten. Wenn klinisch evident, wird
sie durch erhdhte Atemfrequenz (Atemnot) und hohes Fieber gekennzeichnet. Thoraxaufnahmen zeigen ein
diffuses Infiltrat; Lungenfunktionstests ergeben Alveokapillarblock aufgrund beeintrachtigten Gasaustauschs in den
Alveolen, wodurch arterielle Hypoxie und Hperkapnie verursacht werden.

Die Diagnose P. carinii-Pneumonie wird gegenwartig aufgrund beobachteter P. carinii in Lungenbiopsieproben
(offen oder transbronchial), bronchoalveolarer Spl’JIﬂl’Jssigkeit“’5 oder induziertem Sputum gestellt. Sie kann
anhand einer Reihe unspezifischer Farbemittel sichtbar gemacht werden, darunter Gomori Methenamin Silber,
Toluidin Blau-O, Gram-Weigert, Giemsa und Wright-Giemsa. Da alle dieser Farbemittel mit Hefen und anderen
Strukturen reagieren, muss P. carinii auf morphologischer Basis kenntlich gemacht werden. Farbeverfahren sind
sehr zeitaufwendig und ihre Auswertung erfordert zumeist hdchste fachliche Erfahrung. Mittlerweile stehen fur
P. carinii-Oozysten charakteristische monoklonale Antikdrper zur Verfigung, die die Entwicklung
immunofluoreszenter Verfahren zur schnellen und eindeutigen Feststellung von P. Carinii-Oozysten in
bronchoalveoliren Substanzen®’ und induziertem Sputum®® ermdglichen. Der Detect IF P. carinii-Test setzt einen
murinen monoklonalen Antikdrper ein, der sowohl mit im Menschen als auch in Nagetieren vorkommenden
P. carinii reagiert und bietet damit einen schnellen, einfachen Test zur Bestimmung und Identifizierung von
P. carinii in menschlicher bronchoalveolarer Spilflissigkeit (BAL) und induziertem Sputum (IS).

TESTPRINZIP

Bronchoalveolare Spilflissigkeit- oder vorbehandelte induzierte Sputumproben werden zentrifugiert und
gewaschen. Die Pellets werden resuspendiert, auf Objekttrager gegeben und gebunden. Die Proben werden
enzymatisch aufgeldst. Nach der Inkubation, Spillung, Entfernung Uberschissigen Reagens mit saugfahigem
Papier und Lufttrocknung werden murine anti-P. Carinii-Antikérper und fluoreszent gekennzeichnete Anti-Maus-
Antikorper abwechselnd hinzugefiigt. Unter einem Fluoreszenzmikroskop erscheinen die Oozysten in mittel- bis
starker Grinfarbung mit gleichmafiger oder ungleichmaBiger Kennzeichnung. Der Nachweis von P. carinii-
Oozysten in bronchoalveolarer Spulflissigkeit oder induziertem Sputum zeigt eine P. Carinii-Infektion an.
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KOMPONENTEN DES KITS

REAG Anti-p. Carinii Murine anti-p. Carinii monoklonale Antikorper, Xn
monoklonaler 1x1mL Rinderserumalbumin, 0,1 % (w/v) Natriumazid. x
Antikérper Gebrauchsfertig.

Fitc-konjugierter Fluoreszeinisothiocyanat-konjugierter (fitc) anti-Maus-

anti-Maus- Tx1mlL Antikdrper, Evans-Blau-Kontrastfarbung. Gebrauchsfertig.
Antikdrper
Enzvm Vorbehandlungsenzym fir klinische Proben. Xn
(L oy hilisiert) 1 Roéhrchen Mit 200 uL 0,001M HCI (mitgeliefert) zu x
yop rekonstituieren und vor Gebrauch zu verdiinnen.
Verdinnte
Salzsaure 1x0,5mL Zur Enzymrekonstituierung. Gebrauchsfertig.
(0,001M HCI)
Enzymverdinner | 1 x 3 mL Tris-Puffer mit Enzymaktivator. Gebrauchsfertig.
. 25 PTFE-Uberzogene (gelbe) Objekttrager mit vier quadratischen
Patientenproben Objekttrager | Probenvertiefungen.
L Phosphatgepuffertes Glyzerin, Citifluor-
Fixiermittel 2x3mL photobleichender Hemmer. Gebrauchsfertig.

LAGERUNG DER REAGENZIEN

Gebrauchs- und Verfahrensvorschriften

—_

Kitkomponenten bitte bei 2-8°C aufbewahren und vor dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum
verwenden. Abgelaufene Reagenzien nicht mehr verwenden.

Verschiedene Kits nicht kombinieren/mischen.

Kits nicht einfrieren.

Das lypholisierte Enzym muss vor Gebrauch rekonstituiert werden, siehe Abschnitt Testvorbereitung. Alle
anderen Reagenzien sind gebrauchsfertig.

5. Nach Rekonstituierung mit 200 pyL 0,001M HCI und sofern bei 2-8°C gelagert, ist das lypholisierte Enzym bis
zu 3 Monate ab Datum der Rekonstituierung stabil.

Fixiermittel vor direkter Sonneneinstrahlung geschitzt lagern. Bei 2-8°C oder 18-25°C aufbewahren.
Patientenproben kénnen bei 18-25°C gelagert werden.

Im Enzymverdinner kann sich Kondensat bilden. In diesem Fall Kondensat nicht auflosen, da es keinerlei
nachteilige Auswirkung auf die Testwirksamkeit hat.

9. Reagenzien vor Kontaminierung schiitzen. Fur jedes Reagens und jede Probe ist jeweils eine neue Einweg-
Pipettenspitze zu verwenden.

hpon
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Gewinnung, Lagerung und Vorbereitung der Proben

Dieser Test ist flir Proben menschilcher bronchoalveolarer Lavage und induzierten Sputums geeignet. Es wird
empfohlen, bis zu 30 mL bronchoalveolare Lavage und 2-4 mL induziertes Sputum unter Einsatz geeigneter
Verfahren in sterilen Behaltern zu sammeln und sobald wie méglich zu testen. Zur Inaktivierung eventuell
vorhandener HIV wird dringend empfohlen, die Suspension klinischer Proben vor ihrer Verarbeitung zu gleichen
Teilen mit absolutem Athanol zu verdiinnen und 10 Minuten bei Raumtemperatur (18-25°C) zu inkubieren.
Abfallmaterialien sind gemaf vor Ort geltenden Bestimmungen zu entsorgen.

Sputumproben sind vorzubehandeln (durch Homogenisierung oder Inkubation), indem “Sputasol”’, “Sputolysin”
oder ein ahnliches Mukolytikum vor Testbeginn 10 Minuten bei Raumtemperatur (18-25°C) hinzugegeben wird.

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

Nur zur in vitro diagnostischen Verwendung.
SicherheitsmaBnahmen

1. Die in dieser Druckschrift enthaltenen Anweisungen sind genauestens zu befolgen, insbesondere was den
Umgang mit und die Lagerung von Kit-Reagenzien und klinischen Proben anbelangt.

2. Alle Patientenproben sind als potenziell infektids anzusehen und unter Beachtung samtlicher
VorsichtsmalRnahmen fir den Umgang mit biogeféhrlichen Substanzen zu behandeln. Das CDC/NIH-
Gesundheitshandbuch "Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories”, 5. Januar, 2007, erlautert
den sicheren Umgang mit derartigen Materialien gemafR den Regeln guter Laborpraxis.™

3. Nicht mit dem Mund pipettieren.
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4. Wahrend des Umgangs mit Kit und Proben darf weder geraucht, gegessen, getrunken noch sich geschminkt
werden.

5. Bei Hautkrankheiten, Schnittwunden, Abschirfungen oder anderen Hautverletzungen muss geeigneter
Schutz getragen werden.

6. Der Anti-P. carinii-Antikérper und das FITC-Konjugat enthalten Natriumazid, das mit Blei- und
Kupferarmaturen reagieren und hochexplosive Metallazide bilden kann. Bei der Entsorgung mit reichlich
Wasser spilen, um Azidbildung zu verhindern.

7. Sicherheitsdatenblatter fir alle in diesem Kit enthaltenen gefahrlichen Komponenten sind auf Anforderung
von Axis-Shield Diagnostics erhaltlich.

Xn A ANTIKORPER Xn C ENZYM
Mindergiftig x Mindergiftig

R22: Gesundheitsschadlich beim Verschlucken R42: Sensibilisierung durch Einatmen mdglich

S23: Rauch nicht einatmen S22: Staub nicht einatmen

S29/35: Nicht in die Kanalisation gelangen lassen; S$29/35: Nicht in die Kanalisation gelangen lassen;

Abfalle und Behalter miissen in gesicherter Weise Abfélle und Behalter missen in gesicherter Weise

beseitigt werden beseitigt werden

S36/37/39: Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung, S36/37/39: Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung,

Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz ~ Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz

tragen tragen
S45: Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt
hinzuziehen (wenn moglich, dieses Etikett vorzeigen)
S63: Bei Unfall durch Einatmen: Verunfallten an die
frische Luft bringen und ruhigstellen

VORBEREITUNG
Erforderliche Laborgeréte und Hilfsmittel (nicht im Kit enthalten)

1. Prazisionspipetten fiir 5 yL, 15 pL, 20 pL und 200 pL.

2. Zentrifuge fur Mengen von bis zu circa 30 mL bei 3.000 x g.

3. Destilliertes/ultrareines Wasser.

4. Waschflasche mit destilliertem/ultrareinem Wasser.

5. Analar- oder gleichwertiges Azeton.

6. Analar- oder gleichwertiger Absolutathanol.

7. Inkubator bei 37°C.

8. Befeuchtete Inkubationskammer flr Objekttrager bei 37°C.

9. Mikroskop-Deckglaschen, 18 x 18 mm and 50 x 20 mm.

10.  Zur Prifung von Fluoreszein und Evans-Blau-Fluoreszenz geeignetes UV-Mikroskop.

11.  Zytospin (z.B. Zytospin 2), optional.

12. 5 bis 30 Minuten-Timer.

13.  Saugfahiges Papier 0.a. Material.

14. Geeignetes Mukolytikum fiir induzierte Sputumproben, z.B. Sputolysin (Behring Diagnostic) oder Sputasol
(Oxoid). Wie vom Hersteller empfohlen verwenden; oder 0,1 % Dithiothreitolldsung (w/v) im Verhaltnis 1:1
mit Probe mischen und bei 37°C so lange wie erforderlich inkubieren.

N.B. Dithiothreitol kann Haut- und Augenreizungen verursachen. Bei Kontakt mit Haut oder Augen
mindestens 10 Minuten lang mit Wasser spilen. Bei Beschwerden arztliche Hilfe aufsuchen.

15. Phosphatgepufferte Salzlésung.

Testvorbereitung

Alle Reagenzien vor Testbeginn auf Raumtemperatur bringen.

Lyophilisiertes Enzym mit 200 pL 0,000M HCI rekonstituieren; dies ergibt 10faches Konzentrat.
Rekonstituierungsdatum auf dem Etikett festhalten und 10 Minuten lang bei Raumtemperatur ruhen (18-25°C)
lassen. Vorsichtig vermischen, dabei sicherstellen, dass sich samtliches Partikelmaterial in der Lésung befindet.
Das rekonstituierte Enzym ist bei Temperaturen von 2-8°C 3 Monate lang stabil.
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TESTPROTOKOLL

Probenvorbereitung

Patientenproben sind sobald wie méglich nach Entnahme zu testen. Bei der Durchfiihrung des Tests ist der
potenzielle HIV-Status der Proben zu beachten und allen entsprechenden VorsichtsmaRnahmen Folge zu leisten.

Induzierte Sputumproben sind mit einem Mukolytikum wie z.B. Sputasol vorzubehandeln. Nichtmukdse Proben
wie BAL erfordern im Normalfall kein mukolytisches Verfahren.

10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

Protokoll

Proben bei 3.000 x g 15 Minuten lang zentrifugieren und Partikel/Pelletmaterial in destilliertem/ultrareinem
Wasser waschen. Ein- bis zweimal wiederholen, zwischen den Waschgangen sicherstellen, dass Pellet
vollstandig neu aufgeschwemmt wird.

Letztes Pellet in geringer Menge destillierten/ultrareinen Wassers erneut suspendieren, so dass keine
Ubermafige Materialdichte vorliegt und mixen.

10-20 pL Uber gesamte Flache einer oder mehrerer Objektragervertiefungen fir Patientproben verteilen.
Bei 37°C trocknen. Ist ein Zytospin (z.B. Zytospin 2) verflgbar, 0,4 bis 0,5 mL BAL oder IS bei 900 rpm
schleudern, dabei einen wei3en und einen dunkelgelben Filter verwenden.

Proben mit 1-2 Tropfen Analar- (oder gleichwertigem) Azeton binden. Bei Raumtemperatur verdunsten
lassen.

Zytospin-Préaparate mit destilliertem/ultrareinem Wasser abspiilen, um Salze von den Proben zu
entfernen, da diese die Wirksamkeit der Enzymauflésung verringern.

Objekttrager lufttrocknen.

Rekonstituiertes Enzym 1 zu 10 (1+9) mit Enzymverdinner verdinnen. Jeweils nur unmittelbar
erforderliche Menge rekonstituierten Enzyms verdiinnen.

Getrocknete und gebundene Proben mit 20 pL verdinntem Enzym belegen. Sicherstellen, dass der
gesamte Vertiefungsbereich vom Reagens bedeckt ist.

Objekttrager GENAU 30 Minuten lang in einer Feuchtkammer bei 37°C inkubieren. Wird langer als 30
Minuten inkubiert, kommt es zu einer Uberdigerierung der Oozysten. Oozysten kénnen dadurch weniger
deutlich charakterisiert und weniger leicht identifiziert werden.

Objekttrager, d.h. die Oberflachen der Vertiefungen mit destilliertem/ultrareinem Wasser abspllen.
Wasserstrahl nicht direkt auf Proben richten.

Uberschiissiges Reagens mit saugfahigem Papier entfernen und Objekttrager lufttrocknen.

Den Proben 15 pL Anti-P. carinii-Antikérper hinzuflgen. Sicherstellen, dass der gesamte
Vertiefungsbereich vom Reagens bedeckt ist. 15 Minuten in einer Feuchtkammer bei 37°C inkubieren.

Vertiefungen wie in Schritt 10 beschrieben abspllen, Uberschissiges Reagens mit saugfahigem Papier
entfernen und lufttrocknen.

Den Proben 15 pL FITC-konjugierte Anti-Maus-Antikdrper beifiigen. Sicherstellen, dass der gesamte
Vertiefungsbereich vom Reagens bedeckt ist. 15 Minuten in einer Feuchtkammer bei 37°C inkubieren.

Vertiefungen abspilen, Gberschiissiges Reagens mit saugfahigem Papier entfernen und lufttrocknen.

Einen Tropfen Fixiermittel auf jede Vertiefung geben und ein passendes Deckglaschen aufsetzen.
Objekttrager auf saugfahigem Papier wenden und vorsichtig andricken, um Uberschussiges Fixiermittel und
Luftblaschen zu entfernen.

Proben auf Oozysten mittel- bis tiefgriiner Farbe mit gleichmaRiger oder ungleichmaRiger Kennzeichnung
untersuchen. Zellabfalle und anderes Material kbnnen mit Evans-Blau, das rot fluoresziert, kontrastgefarbt
werden. Den gesamten Probenbereich untersuchen.
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TESTAUSWERTUNG

POSITIVES ERGEBNIS — Funf oder mehr fluoreszente Oozysten auf dem ganzen Objekttrager.
UNBESTIMMTES ERGEBNIS - Ein bis funf fluoreszente Oozysten.

NEGATIVES ERGEBNIS — Keine fluoreszenten Oozysten. Wird dennoch eine P. carinii-Infektion vermutete, Test
mit schwererem Inokulum wiederholen.

TESTDATEN

CENTRE 1"

223 BAL- und IS-Proben von HIV-Patienten mit Atemwegssymptomen wurden bewertet und mit modifizierter
Grocott-Farbung verglichen. Gesamtibereinstimmung = 90,6 %.

Von 21 (9,4 %) abweichenden Ergebnissen wurden sechs Folgeproben entnommen, wobei fiinf von sechs
Ergebnissen in beiden Tests positiv ausfielen.

CENTRE 2°
135 IS-Proben wurden bewertet und mit der Grocott-Farbung verglichen. Gesamtubereinstimmung = 88,9 %.

Finfzehn Ergebnisse (11,1 %) waren Detect IF P. Carinii-positiv/unbestimmt und Grocott-negativ. Die Autoren
schlossen daraus auf eine erhdhte Sensitivitat fiir P. carinii in zytologischen IS-Praparaten bei der Anwendung des
immunofluoreszenten Verfahrens im Vergleich zu herkdbmmlichen Farbemitteln.

CENTRE 3°

254 BAL- und IS-Proben von 75 AIDS-Patienten, Patienten mit geschwachter Immunabwehr einschliellich
Transplantatpatienten sowie Patienten mit ‘atypischer Pneumonie’ wurden bewertet und mit der Grocott-Farbung
verglichen. Gesamtibereinstimmung = 94,1 %.

Flnfzehn Ergebnisse (5,9 %) waren Detect IF P. Carinii-positiv/unbestimmt und Grocott-negativ. Schlussfolgerung
der Autoren: der Detect IF-Test ist zuverlassiger und sensitiver als das Grocott-Verfahren.

CENTRE 4°

50 BAL- und 50 IS-Proben wurden unter Verwendung indirekter Immunofluoreszenz, direkter Immunofluoreszenz,
modifizierter Wright-Giemsa-Farbung und modifizierter Silberfarbung auf P. carinii-Infektion getestet. Jede Probe,
die in zwei oder mehr Verfahren positiv bewertet wurde, wurde als insgesamt positiv angesehen.

Dieser Definition entsprechend lauteten die Sensitivitats- und Spezifitatswerte von DETECT IF P. carinii wie folgt.
BAL  Sensitivitat = 86 % Spezifitat = 100 %

IS Sensitivitat = 97 % Spezifitat = 100 %

CENTRE 5

152 BAL-Proben von Patienten mit klinisch evidenter P. carinii-Pneumonie wurden bewertet und mit der Grocott-
Farbung verglichen. Die Ergebnisse jedes Verfahrens wurden mit der klinischen Evidenz von P. carinii pneumonia
(PCP) verglichen. In funf Fallen fiel das klinische Evidenzergebnis unbestimmt aus, vier waren Detect IF-positiv
und Grocott-negativ, eines war Grocott-positiv und Detect IF-negativ.

_ 146993 % (ein Ergebnis

Insgesamte Ubereinstimmung von DETECT IF mit klinischer Evidenz von PCP = ; .
147 unbestimmt mit IF)

Insgesamte Ubereinstimmung von Grocott-Farbung mit klinischer Evidenz von PCP = W= 95,2 %

Insgesamte Ubereinstimmung von DETECT IF mit Grocott = 94,5 %

GRENZEN DES VERFAHRENS

1. Die Moglichkeit einer P. carinii-Infektion ist auch bei negativem Ergebnis weiterhin gegeben. Die Ergebnisse
sind unter Bericksichtigung samtlicher klinischer und diagnostischer Informationen zu bewerten. Wenn
erforderlich, ist eine weitere Probe abzunehmen.

UbermaRiger Schleimgehalt in Proben kann die Farbung beeintréchtigen.

Der FITC-gepaarte Anti-Maus-Antikdrper besitzt das Potenzial zur Kreuzreaktion mit in Patientenproben
vorhandenem Candida albicans, was als falsch-positive Ergebnisse fehlinterpretiert werden kann."®

wn
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ITALIANO INDICAZIONI PER L’USO

Il test Detect IF Pneumocystis carinii (P. carinii) consta di un kit di immunofluorescenza indiretta qualitativa per la
rivelazione di oocisti di P. carinii nel liquido del lavaggio broncoalveolare e nell'escreato indotto umani. E indicato
quale mezzo diagnostico adiuvante nei casi di sospetta infezione da P. carinii. | risultati vanno interpretati alla luce
di tutti i dati clinici e diagnostici.

INTRODUZIONE

Pneumocystis carinii € un microrganismo eucariotico di incerta tassonomia. Recenti studi di omologia sul’lRNA
ribosomale hanno dimostrato identiche sequenze di acido nucleico con alcuni funghi, anche se la classificazione
dell'organismo € tuttora oggetto di dibattito.’

P. carinii € un microrganismo ubiquitario, che infetta 'uomo e gli altri mammiferi; si suppone che l'infezione sia
veicolata dall’aria." E un patogeno importante nei soggetti immunocompromessi, in particolare nei pazienti affetti
da AIDS?, nei quali € causa accertata di infezione polmonare. | fattori che sembrano aumentare la possibilita di
insorgenza di pneumocistosi sono: malnutrizione, neoplasie ematologiche, malattie vascolari del collagene,
immunodeficienza cellulare primaria e terapia immunosoppressiva, ad esempio nei pazienti trapiantati e leucemici
sottoposti a terapia citotossica.

La pneumocistosi pud avere esordio apparentemente rapido oppure insidioso. Nei casi in cui € clinicamente
evidente, i sintomi sono un’aumentata frequenza respiratoria e picchi di febbre. Le lastre del torace mostrano un
infiltrato diffuso; i test di funzionalita polmonare evidenziano blocco alveolo-capillare, che porta a compromissione
dello scambio gassoso a livello alveolare, con conseguente ipossiemia e ipercapnia.

Al momento attuale, una diagnosi di pneumocistosi pud essere ottenuta mediante la rivelazione di P. carinii nel
materiale prelevato mediante biopsia polmonare transbronchiale o a cielo aperto, nel lavaggio broncoalveolare *®0
nell’escreato indotto. Pud essere visualizzato mediante svariate colorazioni aspecifiche, tra cui argento-
metenamina secondo Gomori, blu di toluidina O, Gram-Weigart, Giemsa e Wright-Giemsa. Dato che tutte queste
colorazioni reagiscono con i lieviti e altre strutture, P. carinii viene differenziato sulla base della sua morfologia. Le
tecniche di colorazione richiedono molto tempo e, spesso, un elevato livello di esperienza nell'interpretazione dei
risultati. La disponibilita di anticorpi monoclonali specifici per le oocisti di P. carinii ha consentito lo sviluppo di
metodiche di immunofluorescenza, capaci di identificare rapidamente e inequivocabilmente le oocisti di P. carinii
nel materiale broncoalveolare®’ e nell’escreato indotto.®” Il test Detect IF P. carinii utilizza un anticorpo
monoclonale murino, che reagisce verso il P. carinii umano e dei roditori, in un test semplice e rapido per la
rivelazione e l'identificazione di P. carinii nel liquido del lavaggio broncoalveolare (BAL) ed escreato indotto (IS).

PRINCIPIO DEL DOSAGGIO

I campioni di liquido del lavaggio broncoalveolare o di escreato indotto pretrattato vengono centrifugati e lavati. |
pellet vengono quindi risospesi, depositati su vetrini ed infine fissati. | campioni vengono digeriti dagli enzimi.
Dopo la fase di incubazione, risciacquo, asciugatura con materiale assorbente e asciugatura all’aria, si
aggiungono, a turno, l'anticorpo murino anti-P. carinii e I'anticorpo antimurino marcato per fluorescenza. Al
microscopio a fluorescenza, le oocisti sono di colore verde-mela da medio brillante a brillante e possono essere
uniformemente o irregolarmente marcate. La presenza di oocisti di P. carinii nel liquido del lavaggio
broncoalveolare o nell’escreato indotto indica infezione da P. carinii.
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COMPONENTI DEL KIT

Xn

REAG Anticorpo 1x1mL Anticorpo monoclonale murino anti-P. carinii, siero
monoclonale albumina bovina, 0,1% (p/v) sodio azide. Pronto per x
anti-P. carinii l'uso.
Anticorpo 1x1mL Anticorpo antimurino coniugato con fluoresceina isotiocianato
antimurino (FITC), controcolorante blu Evans. Pronto per I'uso.
coniugato con
FITC
Enzima 1 Enzima per il pretrattamento dei campioni clinici. X0
(Liofilizzato) flaconcino Ricostituire con 200 uL di HCI 0,001M (fornito) e x

diluire prima dell’'uso.

Acido cloridrico | 1 x 0,5 mL | Per la ricostituzione dell’enzima. Pronto per 'uso.

Bi8 838 ¢

diluito (HCI
0,001M)
Diluente di 1x3mL Tampone Tris con attivatore enzimatico. Pronto per l'uso.
enzimi
scto| | Vetrini per 25 vetrini Vetrini (gialli) rivestiti in PTFE con quattro pozzetti quadrati.
campioni
Mezzo di 2x3mL Glicerolo tamponato con fosfato, ritardante
montaggio fotodecolorante Citifluor. Pronto per I'uso.

CONSERVAZIONE DEI REAGENTI

Note sulla manipolazione e sulla procedura

—_

Conservare i componenti del kit a temperature comprese tra 2°C e 8°C fino alla data di scadenza riportata
sulle etichette. Non utilizzare i reagenti scaduti.

2. Non mescolare tra loro kit diversi.

3. Non congelare i kit.

4. Ricostituire I'enzima liofilizzato prima dell’'uso; si rinvia alla sezione Preparazione del dosaggio. Tutti gli altri
reagenti sono pronti per I'uso.

5. Dopo la ricostituzione con 200 yL di HCI 0,001M, I'enzima liofilizzato & stabile fino a 3 mesi dalla data di
ricostituzione, se conservato a temperature di 2-8°C .

6. Conservare il mezzo di montaggio senza esporlo alla luce. Conservare a 2-8°C o a 18-25°C.

7. | vetrini per campioni possono essere conservati a temperature di 18-25°C.

8. E possibile la formazione di un precipitato nel diluente enzimatico; in tale evenienza, non cercare di
dissolverlo nuovamente, in quanto I'efficacia del test non ¢ influenzata negativamente dal precipitato.

9. Evitare di contaminare i reagenti. Per ciascun reagente o a ogni manipolazione dei campioni, utilizzare un

nuovo puntale per le pipette.
Raccolta, conservazione e pretrattamento del campioni

Il dosaggio & indicato per 'uso con campioni di lavaggio broncoalveolare e di escreto indotto umani. Si dovrebbero
raccogliere fino a 30 mL di lavaggio broncoalveolare e 2-4 mL di escreato indotto in contenitori sterili, seguendo
procedure appropriate; testare i campioni al piu presto dopo averli raccolti. Per inattivare virus
dellimmunodeficienza umana eventualmente presenti, si consiglia caldamente di diluire la sospensione del
materiale clinico con un volume equivalente di etanolo assoluto e di incubare per dieci minuti a temperatura
ambiente (18-25°C) prima del trattamento. Smaltire i materiali di rifiuto in conformita alle norme locali.

Prima di eseguire il test, pretrattare campioni di escreato (omogeneizzazione o incubazione) aggiungendo
“Sputasol”, “Sputolysin” o mucolitici simili per dieci minuti a temperatura ambiente (18-25°C).

AVVERTENZE E PRECAUZIONI

Per solo uso diagnostico in vitro.
Precauzioni di sicurezza

1. Attenersi strettamente alle istruzioni contenute in questo opuscolo, in particolare per quanto concerne le
condizioni di manipolazione e di conservazione dei reagenti del kit e dei campioni clinici.

2. Tutti i campioni dei pazienti vanno considerati come potenzialmente infetti e, pertanto, vanno manipolati
osservando le stesse precauzioni adottate per altri materiali potenzialmente biopericolosi. Nel manuale
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CDC/NIH Health Manual "Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories", 5% edizione, 2007,

viene descritto come manipolare questi materiali, conformemente alla buona pratica di laboratorio.™

Non pipettare con la bocca.

Non fumare, non mangiare, non bere né usare cosmetici in aree dove vengono manipolati i kit € campioni.

Proteggere adeguatamente qualsiasi eruzione cutanea, taglio, abrasione o altre lesioni cutanee.

L’anticorpo anti-P. carinii e il coniugato FITC contengono azide sodica, che reagisce con tubature in piombo

e rame, formando azidi metalliche altamente esplosive. Smaltire negli scarichi con acqua abbondante per

evitare 'accumulo di azide.

7. Le schede dei dati di sicurezza per tutti i componenti pericolosi contenuti in questo kit sono disponibili a
richiesta presso Axis-Shield Diagnostics.

@0k w

Xn A ANTICORPO - C ENZIMA
Nocivo x Nocivo
R22: Nocivo per ingestione R42: Pub provocare sensibilizzazione per inalazione
S23: Non respirare | fumi S22: Non respirare le polveri

S29/35: Non gettare | residui nelle fognature; S29/35: Non gettare | residui nelle fognature; non
non disfarsi del prodotto e del recipiente se disfarsi del prodotto e del recipiente se non con le

non con le dovute precauzioni dovute precauzioni
S36/37/39: Usare indumenti protettivi e guanti  S36/37/39: Usare indumenti protettivi e guanti adatti e
adatti e proteggersi gli occhi/la faccia proteggersi gli occhi/la faccia

S45: In caso di incidente o di malessere consultare
immediatamente il medico (se possibile, mostrargli
I'etichetta)

S63: In caso di incidente per inalazione, allontanare
linfortunato dalla zona contaminata e mantenerlo a
riposo

PREPARAZIONE

Materiali e attrezzature richiesti ma non forniti

Pipette di precisione per dispensare 5 pL, 15 uL, 20 uL e 200 pL.

Centrifuga per volumi fino a circa 30 mL a 3.000 x g.

Acqua distillata/ultrapura.

Flacone di lavaggio contenente acqua distillata/ultrapura.

Acetone Analar o di grado equivalente.

Etanolo assoluto Analar o di grado equivalente.

Incubatore a 37°C.

Camera di incubazione per vetrini umidificata a 37°C.

Coprivetrini per microscopio, 18 x 18 mm e 50 x 20 mm.

10.  Microscopio UV, attrezzato per visualizzare la fluoresceina o fluorescenza blu Evans.

11.  Citocentrifuga (ad es. Cytospin 2), opzionale.

12.  Timer per 5 - 30 minuti.

13. Materiale/carta assorbente.

14.  Mucolitico appropriato per i campioni di escreato indotto, ad es. Sputolysin (Behring Diagnostic) o Sputasol
(Oxoid). Utilizzare come raccomandato dal produttore, oppure utilizzare una soluzione di ditiotreitolo 0,1%
(p/v) in rapporto 1:1 con il volume del campione ed incubare a 37°C per il tutto il tempo richiesto.
N.B. Il ditiotreitolo puo irritare occhi e cute. Se viene a contatto con gli occhi o la cute, irrigare con acqua per
almeno 10 minuti. In caso di fastidio, rivolgersi al medico.

15.  Soluzione salina tamponata con fosfato.

CoNoOohwWN=

Preparazione del dosaggio
Riequilibrare i reagenti a temperatura ambiente.

Ricostituire I'enzima liofilizzato con 200 uL di HCI 0,001M; si otterra un concentrato di 10 volte. Annotare la data di
ricostituzione sull’etichetta e lasciare a temperatura ambiente (18°-25°C) per dieci minuti. Miscelare delicatamente
per inversione, verificando che tutto il materiale particolato sia nella soluzione. L’enzima ricostituito & stabile per 3
mesi a temperature di 2-8°C.
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PROTOCOLLO PER IL DOSAGGIO

Pretrattamento dei campioni

| campioni dei pazienti devono essere testati al piu presto dopo averli raccolti. Durante I'esecuzione di un
dosaggio, I'operatore deve essere consapevole del potenziale stato HIV dei campioni, per cui si raccomanda di
prendere tutte le precauzioni necessarie nella manipolazione dei campioni.

| campioni di escreato indotto vanno pretrattati con un mucolitico, ad es. Sputasol. | campioni non mucoidi, quali i
BAL, non richiedono, di regola, una procedura mucolitica.

10.

11.
12.

13.
14.

15.
16.

17.

Protocollo

Centrifugare i campioni per 15 minuti a 3.000 x g, quindi lavare il materiale particolato/pellettabile in acqua
distillata/ultrapura. Ripetere una o due volte, per verificare che il pellet sia completamente risospeso tra i
lavaggi.

Risospendere il pellet finale in una piccola quantita di acqua distillata/ultrapura, di modo che la densita del
materiale non sia eccessiva, quindi agitare con il Vortex.

Depositare 10-20 pL sull’intera superficie di uno o piu pozzetti di vetrini. Evaporare a secco a 37°C. Se &
disponibile una citocentrifuga (ad es. Cytospin 2), centrifugare 0,4 — 0,5 mL di BAL o IS a 900 rpm,
utilizzando un filtro bianco ed uno marrone chiaro.

Fissare i campioni , depositando 1-2 gocce di acetone Analar (o di qualita equivalente). Lasciar evaporare a
temperatura ambiente.

Sciacquare i preparati centrifugati, facendo scorrere dell’acqua distillata/ultrapura per rimuovere i
sali dai campioni, poiché essi riducono I'efficacia della digestione enzimatica.

Asciugare i vetrini all’aria.

Diluire 1 a 10 (1+9) I'enzima ricostituito con il diluente per enzimi. Diluire solo la quantita di enzima
ricostituito sufficiente per i requisiti immediati.

Depositare 20 pL di enzima diluito sui campioni asciutti e fissati, verificando che l'intera superficie del
pozzetto sia coperta dal reagente.

Incubare i vetrini per 30 minuti ESATTAMENTE in una camera umidificata, impostata a 37°C. Un periodo di
incubazione superiore ai 30 minuti comporta la digestione eccessiva delle oocisti, che possono presentare
caratteristiche meno evidenti e, pertanto, possono essere meno facilmente identificabili.

Sciacquare i vetrini con acqua distillata/ultrapura facendo scorrere dell’acqua sopra la superficie dei pozzetti.
Non lavare i pozzetti con un getto diretto di acqua.

Asciugare i vetrini dapprima con carta assorbente e quindi all’aria.

Aggiungere ai campioni 15 gL di anticorpo anti-P. carinii, verificando che I'intera superficie del pozzetto sia
coperta dal reagente. Incubare in una camera umidificata per 15 minuti a 37°C.

Sciacquare i pozzetti come descritto al punto 10; asciugare dapprima con carta assorbente e quindi all’aria

Aggiungere ai campioni 15 pL di anticorpo antimurino coniugato con FITC, verificando che I'intera superficie
del pozzetto sia coperta dal reagente. Incubare in una camera umidificata per 15 minuti a 37°C.

Sciacquare i pozzetti, asciugare dapprima con carta assorbente e quindi all’aria.

Depositare una goccia di mezzo di montaggio su ogni pozzetto utilizzato, quindi coprire on un coprivetrino di
misura adatta. Capovolgere il vetrino su carta assorbente e premere delicatamente per assorbire I'eccesso
di mezzo di montaggio ed evitare la formazione di bollicine d’aria.

Esaminare i campioni per verificare la presenza di oocisti di colore verde-mela da brillante a medio brillante,
che possono essere marcate uniformemente o irregolarmente. | detriti cellulari e altro materiale possono
essere controcolorati in blu Evans, che da una colorazione rossa. Esaminare lintera superficie dei
campioni.
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INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

RISULTATO POSITIVO: cinque o piu oocisti fluorescenti sull'intera superficie del vetrino.
RISULTATO EQUIVOCO: da una a cinque oocisti fluorescenti.

RISULTATO NEGATIVO: nessuna oocisti fluorescente. Se si sospetta ancora infezione da P. carinii, ripetere |l
test con un inoculo piu pesante.

DATI SULLE PRESTAZIONI

PRIMO CENTRO"

223 campioni di BAL e IS, prelevati da pazienti HIV-positivi, presentanti sintomi alle vie respiratorie, sono stati
valutati e confrontati con la colorazione Grocott modificata. Concordanza totale = 90,6%.

Dei 21 (9,4%) risultati discrepanti, si sono ottenuti ulteriori sei campioni; cinque dei sei risultati erano positivi in
entrambi i test.

SECONDO CENTRO®

135 campioni di IS sono stati valutati e confrontati con la colorazione Grocott modificata. Concordanza totale =
88,9%.

Quindici risultati (11,1%) erano positivi/equivoci con il test Detect IF P. carinii e negativi con il Grocott. Gli autori
hanno concluso che tale discrepanza € indice di un’aumentata sensibilita alla P. carinii nei preparati citologici di IS,
testati mediante immunofluorescenza rispetto alle tecniche di colorazione tradizionali.

TERZO CENTRO®

254 campioni di BAL e IS, prelevati da 75 pazienti affetti da AIDS, da altri immunocompromessi, compresi pazienti
trapiantati, e da pazienti con diagnosi di “polmonite atipica” sono stati valutati e confrontati mediante colorazione
Grocott. Concordanza totale = 94,1%.

Quindici risultati (5,9%) erano positivi/equivoci con il test Detect IF P. carinii e negativi con il Grocott. Gli autori
hanno concluso che il test Detect IF presenta maggiore affidabilita e sensibilita della tecnica Grocott.

QUARTO CENTRO®

50 campioni di BAL e 50 di IS sono stati esaminati per rilevare infezione da P. carinii, utilizzando le metodiche di
immunofluorescenza indiretta, immunofluorescenza diretta, colorazione Wright-Giemsa modificata e colorazione
argentica modificata. La definizione di campione positivo era qualsiasi striscio che presentasse positivita a due o
piu metodiche.

Adottando questo parametro, la sensibilita e specificita di DETECT IF P. carinii erano le seguenti.

BAL  Sensibilita = 86% Specificita = 100%

IS Sensibilita = 97% Specificita = 100%

QUINTO CENTRO

152 campioni di BAL, prelevati da pazienti con evidenza clinica di pneumocistosi sono stati valutati e confrontati
con la tecnica di colorazione Grocott. | risultati di ogni metodica sono stati confrontati con I'evidenza clinica di

pneumocistosi (PCP). In cinque casi, il risultato dell’evidenza clinica era equivoco; quattro erano positivi con il test
Detect IF e negativi con il Grocott ed uno era positivo con il Grocott e negativo con Detect IF.

_ 146 =99,3% (un risultato era
147 equivoco con IF)
140

Concordanza totale della colorazione Grocott con evidenza clinica di PCP = 147 =95,2%

Concordanza totale di DETECT IF con evidenza clinica di PCP

Concordanza totale di DETECT IF con Grocott = 94,5%

LIMITI D’IMPIEGO

1. Un risultato negativo non esclude la possibilita di infezione da P carinii. | risultati vanno pertanto interpretati
alla luce di tutti i dati clinici e diagnostici. Se del caso, prelevare un ulteriore campione.

Eccessiva mucosa nei campioni pud impedire una colorazione adeguata.

L’anticorpo antitopo coniugato FITC possiede la capacita di originare una reazione crociata con Candida
albicans quando & presente nei campioni dei pazienti, che possono essere fraintesi come risultati
falsamente positivi.'

wn
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PORTUGUES APLICAGADO

O teste Detect IF Pneumocystis carinii (P. carinii) € um conjunto de imunofluorescéncia indirecta qualitativa para
detecgéo de oocistos de P. carinii em amostras humanas de liquido de lavagem broncoalveolar e de expectoragao
induzida. Destina-se a ser utilizado como auxiliar de diagnostico em caso de suspeita de infecgcao por P. carinii.
Os resultados devem ser interpretados a luz de toda a informacgao clinica e de diagnéstico.

INTRODUGAO

Pneumocystis carinii ¢ um microrganismo eucariético cuja taxonomia nao se encontra bem estabelecida. Estudos
recentes da homologia do ARN ribossomal mostraram sequéncias de acidos nucleicos idénticas as de alguns
fungos, mas a classificagédo deste organismo continua a ser alvo de discuss&o.’

P. carinii € ubiquo e infecta 0 homem e outros mamiferos; pensa-se que a via de infecgao seja aérea." E um dos
principais agentes patogénicos que afectam doentes imunocomprometidos, especialmente doentes com SIDA??,
nos quais provoca infec¢cao pulmonar. A inanicdo, as patologias hematolégicas de natureza oncoldgica, as
doencas do colagénio vascular, as deficiéncias primarias da imunidade celular e as terapéuticas
imunossupressoras por exemplo, em doentes submetidos a transplantes e em doentes com leucemia aos quais
sdo administrados farmacos citotéxicos sdo factores que aumentam a probabilidade de pneumonia causada por
P. catrinii.

O desencadear da pneumonia por P. carinii pode ser aparentemente rapida ou ocorrer de forma insidiosa.
Quando se manifesta clinicamente, caracteriza-se por aumento da frequéncia respiratéria e febre elevada. As
radiografias do térax evidenciam um infiltrado difuso; os testes da fungdo pulmonar revelam bloqueio alvéolo-
capilar resultante da dificuldade das trocas gasosas ao nivel dos alvéolos, com consequente hipoxemia e
hipercapnia.

Actualmente, é possivel diagnosticar a pneumonia causada por P. carinii através da presenca deste
microrganismo em material obtido por biopsia de pulmao aberto ou transbrénquica, lavagem broncoalveolar*® ou
expectoracédo induzida. O organismo pode ser visualizado utilizando diversas coloragdes nao especificas,
incluindo prata-metenamina de Gomori, azul de toluidina-O, Gram-Weigert, Giemsa e Wright-Giemsa. Dado que
estas coloragbes reagem com fungos e com outras estruturas, a identificagdo de P. carinii tem de ser feita com
base na morfologia. As técnicas de coloragdo sdo morosas e a interpretagdo dos resultados requer,
frequentemente, elevada pericia técnica. Ja se encontram disponiveis anticorpos monoclonais especificos para
oocistos de P. carinii, os quais permitem desenvolver técnicas imunofluorescentes para identificar, rapidamente e
de forma inequivoca, oocistos de P. carinii em material broncoalveolar®” e em expectoragao induzida.®® O teste
Detect IF P. carinii utiliza um anticorpo monoclonal de origem murina que reage com as formas de P. carinii
presentes no homem e em roedores, num teste simples e rapido para detecgéo e identificagdo de P. carinii em
liquido de lavagem broncoalveolar (LBA) de origem humana e expectoragao induzida (El).

PRINCIPIO DO ENSAIO

As amostras de liquido de lavagem broncoalveolar ou expectoragao induzida previamente tratada séo
centrifugadas e lavadas. Os sedimentos sdo ressuspensos, colocados em laminas e fixados. As amostras sdo
submetidas a digestao enzimatica. O anticorpo murino contra P. carinii e o anticorpo anti-ratinho marcado com
fluorescéncia sao adicionados alternadamente apds os diferentes passos de incubagao, enxaguamento, secagem
com papel absorvente e secagem ao ar. Observados em microscopia de fluorescéncia, os oocistos apresentam
cor verde-macad semibrilhante a brilhante e podem estar marcados de modo uniforme ou heterogéneo. A
presenca de oocistos de P. carinii em liquido de lavagem broncoalveolar ou expectoracdo induzida indica infecgéo
por P. carinii.
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COMPONENTES DO CONJUNTO

Xn

REAG : Anticorpo 1x1mL Anticorpo monoclonal de murino contra P. carinii,
monoclonal albumina de soro de bovino, azida sddica a 0,1% (p/v). x
contra P. carinii Pronto a utilizar.

Anticorpo anti- | 1 x1mL Anticorpo anti-ratinho conjugado com fluoresceina-isotiocianato
ratinho (FITC), corante de contraste Evans Blue). Pronto a utilizar.
conjugado com
FITC

Enzima 1 frasco Enzima para pré-tratamento de amostras clinicas. X0
(Liofilizada) Reconstituir com 200 pL de HCI 0,001 M (fornecido) e x

diluir antes de utilizar.

Acido 1x0,5mL | Parareconstituicdo da Enzima. Pronto a utilizar.

Hidrocldrico
diluido (HCI
0,001 M)

Diluente da 1x3mL Tampéao Tris com activador da enzima. Pronto a utilizar.
enzima

Laminas de 25 laminas | Laminas (amarelas) revestidas com PTFE, com quatro pogos de
amostras dos amostras quadrados.
doentes

Meio de 2x3mL Glicerol tamponado com fosfato, retardante de
montagem descoloragao Citifluor. Pronto a utilizar.

ARMAZENAMENTO DOS REAGENTES

Notas sobre o Manuseamento e o Procedimento

—_

Armazene os componentes do conjunto entre 2 e 8°C e utilize-os até ao fim do prazo de validade indicado
nos rétulos. N&o utilize reagentes cujo prazo de validade tenha sido ultrapassado.

2. N&o misture conjuntos diferentes.

3. N&o submeta os conjuntos a congelamento.

4 E necessario reconstituir a Enzima liofilizada antes de utilizar; consulte a secgdo Preparacdo do Ensaio.
Todos os outros reagentes estao prontos a utilizar.

5. Apos reconstituicdo com 200 yL de HCI 0,001 M, a Enzima liofilizada é estavel durante um maximo de 3
meses a partir da data de reconstituicdo, desde que armazenada entre 2 e 8°C.

6. N&o exponha o Meio de Montagem a luz directa durante o armazenamento. Armazene entre 2 e 8°C ou
entre 18 e 25°C.

7. As Laminas de Amostras dos Doentes podem ser guardadas entre 18 e 25°C.

8. Podera haver formagao de precipitado no Diluente da Enzima. Caso tal ocorra, ndo procure redissolver,

pois nao prejudica a eficacia do teste.
9. Evite a contaminacdo dos reagentes. Utilize uma nova ponta de pipeta descartdvel para manuseamento de
cada reagente ou amostra.

Colheita de Amostras, Armazenamento e Pré-Tratamento

O ensaio destina-se a ser utilizado com amostras humanas de lavagem broncoalveolar e de expectoragédo
induzida. Idealmente, devera proceder-se a colheita de um maximo de 30 mL de lavado broncoalveolar e de 2 a
4 mL de expectoracdo induzida para recipientes estéreis, utilizando procedimentos apropriados. As amostras
devem ser testadas o mais rapidamente possivel apdés a colheita. Para inactivar quaisquer virus da
imunodeficiéncia humana eventualmente presente, recomenda-se vivamente que a suspensao de material clinico
seja diluida com igual volume de etanol absoluto e incubada durante dez minutos a temperatura ambiente
(18-25°C) antes do processamento. Elimine os materiais residuais de acordo com as regulamentacdes locais.

As amostras de expectoragdo devem ser previamente tratadas (homogeneizagdo ou incubagédo) mediante a
adicdo de Sputasol, de Sputolysin ou de um agente mucolitico similar, durante dez minutos a temperatura
ambiente (18-25°C), antes do ensaio.
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ADVERTENCIAS E PRECAUGOES

Para utilizagdo exclusiva no diagnéstico in vitro.
Precaucées de Seguranca

Siga rigorosamente as instrugbes deste folheto, em especial no que diz respeito as condigbes de
manuseamento e armazenamento dos reagentes do conjunto e de amostras clinicas.

2. Todas as amostras de doentes devem ser consideradas potencialmente infecciosas e manuseadas
adoptando precaucdes idénticas as utilizadas para qualquer outro material com potenciais riscos bioldgicos.
O Manual de Saude do CDC/NIH, Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories (Seguranga
Bioldgica em Laboratérios Microbiolégicos e Biomédicos), 52 edigédo, 2007, descreve a forma como estes
materiais devem ser manuseados de acordo com as Boas Praticas Laboratoriais. ™

3. Nao pipete com a boca.

4. Nao fume, ndo coma, ndo beba nem aplique cosméticos em areas de manuseamento dos conjuntos e
amostras.

5. Quaisquer lesdes dermatoldgicas, tais como cortes, abrasdes e outras lesbes da pele, devem ser
convenientemente protegidas.

6. O Anticorpo contra P. carinii e o Conjugado de FITC contém azida sddica, a qual pode reagir com o chumbo
e o cobre existentes nas redes de canalizagbes com formagao de azidas metalicas altamente explosivas.
Quando eliminar, lave com grandes quantidades de agua para evitar a acumulagéo de azida.

7. As fichas de seguranga de todos os componentes perigosos incluidos neste conjunto podem ser solicitadas
a Axis-Shield Diagnostics.

Xn A ANTICORPO - C ENZIMA
Nocivo x Nocivo

R22: Nocivo em caso de ingestao R42: Pode provocar uma sensibilizagao por inalagéo

S23: Nao respirar os vapores S22: Nao respirar as poeiras

S$529/35: Nao deitar os residuos nos esgotos; S29/35: Nao deitar os residuos nos esgotos; deitar

deitar fora este producto e o seu recipiente fora este producto e o seu recipiente com a devida

com a devida precaugao precaugao

S36/37/39: Usar vestiuario de protecgdo, S36/37/39: Usar vestiuario de protecgdo, luvas e

luvas e equipamento de proteccdo para os equipamento de proteccdo para os olhos/face,

olhos/face, adequados adequados
S45: Em caso de acidente o de indisposi¢ao, consultar
imediatemente um médico (mostrar-lhe o rétulo, se
possivel)
S63: Em caso de inalagao acidental, remover a vitima
da zona contaminada e manté-la em repouso

PREPARAGADO
Materiais/Equipamento Necessdrio Mas Nao Fornecido

1. Pipetas de precisao para dispensar volumes de 5 pL, 15 uL, 20 yL e 200 L.

2. Centrifuga para volumes maximos de cerca de 30 mL, a 3000 g.

3. Agua destilada/ultrapura.

4. Frasco de lavagem com agua destilada/ultrapura.

5. Acetona Analar ou de grau equivalente.

6. Etanol absoluto Analar ou de grau equivalente.

7. Incubadora a 37°C.

8. Camara humida para incubagao das laminas a 37°C.

9. Laminas para microscopia, de 18 x 18 mm e 50 x 20 mm.

10.  Microscépio de ultravioleta equipado para visualizagdo da fluorescéncia emitida pela fluoresceina e pelo
corante Evans Blue.

11.  Cytospin (por exemplo, Cytospin 2), opcional.

12.  Temporizador para 5 a 30 minutos.

13.  Material para absorgao/toalhetes de papel.
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14. Agente mucolitico apropriado para amostras de expectoragao induzida, por exemplo, Sputolysin (Behring
Diagnostic) ou Sputasol (Oxoid). Utilize conforme recomendado pelo fabricante; como alternativa, utilize
solugéo de Ditiotreitol a 0,1% (p/v) na razdo de 1:1 em relacdo ao volume de amostra e incube a 37°C
durante o tempo necessario.

N.B. — O Ditiotreitol pode ser irritante para os olhos e a pele. Caso ocorra contacto com a pele ou os
olhos, irrigue com agua durante, pelo menos, 10 minutos. Se sentir desconforto, procure assisténcia
médica.

15.  Solugéo salina tamponada com fosfato.

Preparacao para o Ensaio

Deixe equilibrar todos os reagentes a temperatura ambiente.

Reconstitua a Enzima liofilizada com 200 yL de HCI 0,001 M; obterd um concentrado de 10 X. Registe a data de
reconstituicdo no rétulo e deixe repousar a temperatura ambiente (18-25°C) durante dez minutos. Misture por
inversao suave, procurando dissolver todas as particulas. A enzima reconstituida é estavel durante 3 meses entre
2 e 8°C.

PROTOCOLO DE ENSAIO

Pré-Tratamento das Amostras

As amostras de doentes devem ser testadas o mais rapidamente possivel apds a colheita. Durante a realizagao
de um ensaio, tenha presente a possibilidade da presenca de VIH nas amostras e adopte todas as precaugdes
recomendadas para manuseamento deste tipo de amostras.

As amostras de expectoragdo induzida devem ser previamente tratadas com um agente mucolitico, por exemplo
Sputasol. As amostras ndo mucoides, como as de LBA, ndo exigem, normalmente, o procedimento mucolitico.

Protocolo

1. Centrifugue as amostras durante 15 minutos, a 3000 g, e lave o material que se encontra sob a forma de
particulas/sedimento com agua destilada/ultrapura. Repita uma ou duas vezes, procurando que o
sedimento seja totalmente ressuspenso entre as lavagens.

2. Ressuspenda o sedimento final num pequeno volume de agua destilada/ultrapura, para que a densidade do
material ndo seja excessiva, e agite no Vortex.

3. Espalhe 10 a 20 yL sobre a totalidade da area de um ou mais pogos das Laminas de Amostras dos
Doentes. Evapore até a secura, a 37°C. Caso disponha de uma citocentrifuga Cytospin (por exemplo,
Cytospin 2), centrifugue 0,4 a 0,5 mL de LBA ou de El a 900 rpm, utilizando um filtro branco e um filtro
amarelo-acastanhado.

4. Fixe as amostras, cobrindo-as com 1 a 2 gotas de acetona Analar (ou de qualidade equivalente). Deixe
evaporar a temperatura ambiente.

5. Lave as preparagdes Cytospin com um fluxo de destilada/ultrapura para remover sais da amostra, ja
que estes reduzem a eficacia da digestao enzimatica.

6. Seque as laminas ao ar.

7. Dilua a Enzima reconstituida de 1 para 10 (1+9) com o Diluente da Enzima. Dilua apenas a quantidade

de Enzima reconstituida necessaria para utilizagao imediata.

8. Cubra as amostras secas e fixadas com 20 yL de Enzima diluida. Certifique-se de que o reagente cobre a
totalidade da area do poco.

9. Incube as laminas durante EXACTAMENTE 30 minutos numa cémara humida, a 37°C. Ocorrera excesso
de digestao dos oocistos, se a incubagao ultrapassar os 30 minutos. As caracteristicas dos oocistos podem
alterar-se, dificultando a sua identificagao.

10. Lave as laminas com destilada/ultrapura, assegurando o fluxo da mesma sobre a superficie dos pogos.
N&o dirija o jacto directamente para a amostra.

11.  Seque as laminas com papel absorvente e seque ao ar.

12. Adicine as amostras 15 pL de Anticorpo contra P. carinii. Certifique-se de que o reagente cobre a
totalidade da area do pogo. Incube numa camara humida durante 15 minutos, a 37°C.

13. Lave os pogos conforme descrito no passo 10, seque com papel absorvente e seque ao ar.

14. Adicione as amostras 15 uL de Anticorpo Anti-Ratinho Conjugado com FITC. Certifique-se de que o
reagente cobre a totalidade da area do pogo. Incube numa cadmara humida durante 15 minutos, a 37°C.

15. Lave os pogos, seque com papel absorvente e seque ao ar.
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16. Coloque uma gota de Meio de Montagem em cada pogo utilizado e aplique uma lamela de tamanho
apropriado. Inverta a lamina sobre um toalhete de papel absorvente e prima suavemente, para eliminar o
excesso de Meio de Montagem e as bolhas de ar.

17. Observe as amostras procurando identificar oocistos de cor verde-maga semibrilhante a brilhante, os quais
podem estar marcados de modo uniforme ou heterogéneo. Os restos celulares e outro material podem ser
submetidos a uma coloragdo de contraste com Evans Blue, que apresentara fluorescéncia vermelha.
Observe a totalidade da area da amostra.

INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS

RESULTADO POSITIVO - Cinco ou mais oocistos fluorescentes numa lamina.
RESULTADO DUVIDOSO - Um a cinco oocistos fluorescentes.

RESULTADO NEGATIVO - Auséncia de oocistos fluorescentes. Caso continue a suspeitar de infeccao por P.
carinii , repita o0 ensaio com maior quantidade de inéculo.

DADOS DE DESEMPENHO

CENTRO 1"

Analisaram-se 223 amostras de LBA e de El de doentes com VIH e com sintomas a nivel do tracto respiratério e
compararam-se os resultados com os obtidos utilizando a coloragcao de Grocott modificada. Concordancia global
=90,6%.

De 21 (9,4%) resultados discrepantes, obtiveram-se subsequentemente seis amostras. Cinco em seis resultados
foram positivos em ambos os testes.

CENTRO 2°

Analisaram-se 135 amostras de El e compararam-se os resultados com os obtidos pela coloragédo de Grocott.
Concordancia global = 88,9%.

Quinze resultados (11,1%) foram positivos/duvidosos com o teste Detect IF P. carinii € negativos pela coloragdo
de Grocott. Os autores concluiram que estas observacgdes indicam uma maior sensibilidade da técnica de
imunofluorescéncia a presenca de P. carinii em preparagdes citoldgicas de El, quando comparada com as
coloragdes convencionais.

CENTRO 3°

Analisaram-se 254 amostras de LBA e de El provenientes de 75 doentes com SIDA e de outros doentes
imunocomprometidos, incluindo doentes submetidos a transplante, assim como de doentes aos quais foi
diagnosticada "pneumonia atipica". Compararam-se os resultados com os obtidos pela coloragdo de Grocott.
Concordancia global = 94,1%.

Quinze resultados (5,9%) foram positivos/duvidosos com o teste Detect IF P. carinii e negativos pela coloragao de
Grocott. Os autores concluiram que o teste Detect IF mostrou maior fiabilidade e sensibilidade que a técnica de
Grocott.

CENTRO 4°

Testou-se a existéncia de infecgdo por P. carinii em 50 amostras de LBA e 50 amostras de El, utilizando
imunofluorescéncia indirecta, imunofluorescéncia directa, coloragdo de Wright-Giemsa modificada e coloracao de
prata modificada. Definiu-se amostra positiva como qualquer esfregago que tenha sido positivo por dois ou mais
métodos.

Utilizando esta definicdo, obtiveram-se os seguintes valores de sensibilidade e de especificidade para o teste
DETECT IF P. carinii:

LBA  Sensibilidade = 86%  Especificidade = 100%
El Sensibilidade = 97% Especificidade = 100%
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CENTRO §

Analisaram-se 152 amostras de LBA de doentes com sinais clinicos de pneumonia causada por P. carinii e
compararam-se os resultados com os obtidos pela coloracdo de Grocott. Os resultados obtidos para cada método
foram comparados com as observagodes clinicas de pneumonia por P. carinii (PCP). Em cinco casos, o resultado
das observagdes clinicas foi duvidoso; quatro casos foram positivos com o teste Detect IF e negativos pela
coloragao de Grocott; um foi positivo pela coloragédo de Grocott e negativo com o teste Detect IF.

Concordancia global entre os resultados obtidos com DETECT _ 146 _ 99,3% (um resultado foi duvidoso
IF e os sinais clinicos de PCP 147 com o teste IF)

Concordéncia global entre os resultados obtidos com a _ 140 _ 95.99

coloracao de Grocott e os sinais clinicos de PCP 147 e’

Concordancia global entre DETECT IF e Grocott = 94,5%

LIMITAGOES DE USO

1. Um resultado negativo ndo exclui a possibilidade de infeccdo por P. carinii. Os resultados devem ser
interpretados a luz de toda a informagéo clinica e de diagndstico. Se necessario, obtenha uma nova
amostra.

2. O excesso de mucosidade em amostras pode impedir uma coloragao adequada.

3. O anticorpo anti-murino conjugado com FITC tem potencial para produzir reacgdes cruzadas com Candida

albicans, quando presente nas amostras dos pacientes, o que pode ser erradamente interpretado como
resultados falso-positivos.'
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DANSK TILSIGTET BRUG

Detect IF Pneumocystis carinii (P. carinii) testen er et indirekte kvalitativt immunofluorescens kit til opdagelse af
P. carinii oocyster i human bronchoalveolaer udskylningsvaeske og induceret sputum. Den er beregnet til at hjeelpe
til i diagnose om misteenkt P. carinii infektion. Resultater bar tolkes pa baggrund af alle kliniske og diagnostiske
oplysninger.

INDLEDNING

Pneumocystis carinii er en eukaryotisk mikroorganisme af ubestemt taksonomi. Nylige studier i ribosomal RNA
homologi har vist identiske nucleinsyresekvenser med noget svamp, men klassifikation af organismen er stadigt et
emne for diskussion.’

P. carinii er ubikviteer, idet den smitter bade mennesker og dyr; infektionsruten anses for at vaere luftbaren.” Den
er et stgrre patogen hos immunsveekkede, specielt hos patienter med AIDS?® hvor den er en anerkendt arsag for
lungeinfektion.  Sulttilstand, haematologiske maligniteter, kollagenvaskuleere sygdomme, primaer celluleer
immundefekt og immunosuppressiv terapi, for eksempel i transplantationspatienter og leukaemipatienter pa
cytotoksiske medikamenter, er faktorer der forager muligheden for infektion med P. carinii pneumoni.

Indtraeden af P. carinii pneumoni kan veere enten hurtig eller opsta insidigst. Kliniske tegn er forgget
andedraetshastighed og svingende temperatur. Lungebilleder viser udbredt infiltration; lungefunktionstest viser
alveoleer-kapilleer blokering pa grund af heemmet gasudveksling i alveoler, der derved forarsager hypoxaemi og
hyperkapni.

En diagnose for P. carinii pneumoni kan for gjeblikket stilles ved at finde P. carinii i enten aben lunge- eller
transbronkialt lungebiopsimateriale, bronchoalveolzger udskylningsvaeske“’5 eller induceret sputum. Den kan gares
synligt med en raekke ubestemte farvninger deriblandt Gomori methenamine silver, toluidine blue-O, Gram-
Weigert, Giemsa og Wright-Giemsa. Fordi alle disse farvninger reagerer med geer og andre strukturer, skal
P. carinii skelnes ved hjeelp af morfologi. Farvningsteknik er tidskreevende og ngdvendigger tit et hgjt niveau af
teknisk ekspertise for tolkning af resultater. Monoklonale antistoffer, der er specifikke for P. carinii oocyster, er nu
tilgaengelige, sa udvikling af immunofluorescerende teknik for hurtig og entydig identificering af P. carinii oocyster i
bronchoalveolzert materiale®” og induceret sputum®® kan foretages. Detect IF P. carinii tests bruger et murin-
monoklonalt antistof reaktiv for bade menneske- og gnaver P. carinii i en enkel og hurtig test for opdagelse og
identifikation af P. carinii i human bronchoalveolzer udskyldningsvaeske (BAL) og induceret sputum (IS).

ANALYSEPRINCIP

Prover af bronchoalveolaer udskylningsvaeske eller forbehandlet induceret sputum centrifugeres og vaskes.
Resuspenderede pellets placeres pa objektglas og fikseres. Prgverne are enzym-oplgste. Murin-anti-P. carinii
antistoffer og fluorescens-markerede anti-mus antistoffer tilfejes efter inkubation, skylning, opsugning, og
luftterring. Gennem et fluorescens-mikroskop vises oocyster som mellemklare til klart aeblegrenne og kan veere
jeevnt eller ujeevnt markeret. Tilstedeveerelsen af P. carinii oocyster i bronchoalveolaer udskylningsveeske eller
induceret sputum viser en P. carinii infektion.
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KIT KOMPONENTER

Xn

REAG : Anti-P. carinii 1x1mL Murin-anti-P. carinii monoklonale antistoffer, kvaeg
monoklonale serumalbumin, 0,1% (w/v) natriumazid. Parat-til-brug. x
antistoffer
FITC- 1x1mL Fluorescens-isothiocyanat (FITC) konjugeret anti-mus antistoffer,
konjugeret Evans Blue modfarvning. Parat-til-brug.
anti-mus
antistoffer
Enzym 1 haetteglas | Forbehandlet enzym til kliniske prgver. Rekonstituér v
(Frysetarret) med 200 pL 0,001M HCI (medfelger) og fortynd for x
brug.
Fortyndet 1x0,5mL | For enzym-rekonstitution. Parat-til-brug.
saltsyre
(0,001M HCI)
Enzym 1x3mL Tris-buffer med enzym-aktivator. Parat-til-brug.
oplgsningsmidd
el
Patientprgveobj | 25 PTFE-belagte (gule) objektglas med fire firkantede
ektglas objektglas preeperatfordybninger.
Monteringsmed | 2 x 3 mL Phosphat-buffered glycerol, Citifluor fotoblegende
ium hamningsmiddel. Parat-til-brug.

OPBEVARING AF REAGENTER

—_

hroN

© N

Vejledning om handtering og procedurer

Opbevar kit-komponenterne ved 2-8°C og brug dem indtil datoen for udigb som vist pa etiketterne. Brug
ikke reagenter udover udligbsdatoen.

Bland ikke forskellige kit.

Frys ikke Kit.

Det frysetgrrede enzym skal rekonstitueres fgr brug, se afsnittet Analyseforberedelse. Alle andre reagenter
er parate til brug.

Efter rekonstitution med 200 yL 0,001M HCI er det frysetgrrede enzym stabilt i op til 3 maneder fra
rekonstitutionsdatoen, hvis opbevaret ved 2-8°C .

Udseaet ikke monteringsmediet for direkte lys under opbevaring. Opbevar ved 2-8°C eller ved 18-25°C.
Patientprgveobjektglassene kan opbevares ved 18-25°C.

Et bundfald kan dannes i det fortyndede enzym. Hvis dette opstar, er der ikke behov for genoplasning, idet
der ingen skadelig effekt er pa pravens virkning.

Undga kontaminering af reagenterne. Brug en ubrugt engangspipettespids for hver reagent eller
prgvemanipulation.

Preeparatindhentning, opbevaring og forbehandling

Denne analyse skal bruges med human bronchoalveoleere udskylnings- og inducerede sputumprgver. Det er
bedst, hvis op til 30 mL bronchoalveolaer udskylning og 2-4 mL induceret sputum indhentes i sterile beholdere ved
brug af passende procedurer og afprgves snares muligt efter indhentning. For at inaktivere mulige humane-
immundefekt vira der kan forefindes, anbefales det steerkt at suspensionen af klinisk materiale fortyndes med en
lige del absolut ethanol og inkuberes i ti minutter ved stuetemperatur (18-25°C) fgr behandling. Afskaffelse af
affaldsmateriale bgr foretages i overensstemmelse med lokale foreskrifter.

Sputumprgver bgr forbehandles (homogenisering eller inkubation) ved tilfgjelse af “Sputasol”, “Sputolysin” eller
lignende slimoplgsende middel ved stuetemperatur (18-25°C), ti minutter fgr analysering.

ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER

Kun for in vitro diagnostik.
Sikkerhedsforanstaltninger

Vejledningerne i denne brochure bgr overholdes ngje, isaer for handtering og opbevaringsforhold for kit-
reagenter og kliniske pragver.

Alle patientprgver bgr anses som potentielt smitsomme og ber behandles pa samme made som ethvert
andet biohazard materiale. CDC/NIH Sundhedsvejledningen "Biosafety in Microbiological and Biomedical
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Laboratories", 5th edition, 2007, (Biosikkerhed i mikrobiologiske og biomedicinske laboratorier) beskriver,
hvorledes disse materialer bar behandles i overenstemmelse med god skik og brug i laboratorier.

3. Der bgar ikke pipetteres med mund.

4. Der bar ikke ryges, spises, drikkes eller foretages brug af kosmetik i omrader hvor kit og prever behandles.

5. Enhver hudsygdom, sar, hudafskrabninger eller andre hudlaesioner bar beskyttes.

6. Anti-P. carinii Antistoffet og FITC-Konjugationen indeholder natriumazid der kan reagere med bly- og
kobberrgr og derved danne yderst eksplosive metalazider. Ved bortskaffelse bar der efterskylles med store
maengder vand for at forhindre en opbygning af azider.

7. Grundliggende sikkherhedsdataark for alle farlige komponenter indeholdt i dette kit kan fas ved efterspgrgsel
hos Axis-Shield Diagnostics.

Xn A ANTISTOFFER Xn C ENZYM
Sundhedsskadelig x Sundhedsskadelig

R22: Farilg ved indtagelse R42: Kan give allergi ved indanding

S23: Undgaindanding af rag S22: Undgéa indanding af stav

S29/35: Ma ikke kommes | kloakaflgb; Stoffet og S29/35: Ma ikke kommes | kloakaflgb; Stoffet og

emballagen skal bortskaffes pa en sikker made emballagen skal bortskaffes pa en sikker made

S36/37/39: Brug seerligt arbejdstej, egnede S36/37/39: Brug seerligt arbejdstgj, egnede

beskyttelses-handsker og —briller/ansigtsskaerm beskyttelses-handsker og —briller/ansigtsskaerm
S45: Ved ulykkestilfeelde eller ved ildebefindende er
omgaende lzegebehandling ngdvending; vis
etiketten, hvis det er muligt
S63: Ved ulykkestilfeelde ved indanding bringes
tilskadekomne ud i frisk luft og holdes i ro

FORBEREDELSE
Nadvendigt materiale/udstyr der ikke medfolger

1. Preecisionspipetter for 5 pL, 15 pL, 20 pL og 200 yL

2. Centrifuge for meengder op til ca. 30 mL ved 3000 x g.

3. Destilleret/ultrarent vand.

4. Vaskeflaske med destilleret/ultrarent vand.

5. Analar eller lignende grad acetone.

6. Analar eller lignende grad absolut ethanol.

7. Inkubator pa 37°C.

8. Befugtet objektglasinkubationskammer pa 37°C.

9. Mikroskopdaekglas 18 x 18 mm og 50 x 20 mm

10.  Ultraviolet mikroskop udstyret til at se fluorescens og Evans Blue fluorescens.

11.  Cytospin (f.eks. Cytospin 2), valgfrit.

12.  Etur der kan male 5 til 30 minutter.

13.  Opsugningsmateriale.

14. Et passende slimoplgsende middel for inducerede sputumprgver, f.eks. Sputolysin (Behring Diagnostic) eller
Sputasol (Oxoid). Bruges som anbefalet af fabrikanten; alternativt, brug 0,1% Dithiothreitol (w/v) oplgsning i
forholdet 1:1 med prgvemaengden og inkubér ved 37°C sa lang tid som ngdvendigt.

N.B.: Dithiothreitol kan virke irriterende for gjne og hud. Kommer det i kontakt med hud eller gjne, skylles
der efter med vand i mindst 10 minutter. Hvis der stadig er irritation, seges laegehjeelp.

15.  Phosphat-buffered salin.

Analyseforberedelse

Alle reagenter bar opna stuetemperatur.

Rekonstitutér frysetgrret enzym med 200 pyL 0,001M HCI; derved opnas et 10X koncentrat.  Skriv
rekonstitutionsdatoen pa etiketten og lad sta i stuetemperatur (18-25°C) i 10 minutter. Bland forsigtigt ved
inversion idet der sikres, at alle partikler er i kontakt med oplgsningen. Det rekonstituerede enzym er stabilt i 3
maneder ved 2-8°C.
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ANALYSEPROTOKOL

Forbehandling af prover

Patientprgver ber testes sa hurtigt som muligt efter indhentning. Ved analyse bgr man vaere opmaersom pa
pravernes mulige HIV-status, og alle anbefalede forholdsregler bar foretages ved handtering af sddanne prgver.

Inducerede sputumprgver bar forbehandles med et slimoplgsende middel f.eks. Sputasol. lkke-mucoide praver,
som for eksempel BAL, behgver normalt ikke denne mukolytiske procedure.

10.

11.
12.

13.
14.

15.
16.

17.

Protokol

Centrifugér prgverne i 15 minutter ved 3000 x g, og vask partikel/pelletmaterialet i destilleret/ultrarent vand.
Gentag en eller to gange til, idet det sikres at materialet er totalt resuspenderet mellem afvaskningerne.

Resuspendér den endelige pellet i lidt destilleret/ultrarent vand, sa materialekoncentrationen ikke er for stor,
og vortex derefter.

Spred 10-20 pL over en eller flere patientpraveobjektglas fordybninger. Lad fordampe til tgrt ved 37°C.
Hvis Cytospin (f.eks. Cytospin 2) forefindes, roteres 0,4 — 0,5 mL BAL eller IS ved 900 rpm, idet der bruges
et hvidt og et brunt filter.

Fiksér prgverne ved at overlaegge med 1-2 draber Analar (eller samme kvalitet) acetone. Lad fordampe ved
stuetemperatur.

Skyl Cytospin praeparaterne med Igbende destilleret/ultrarent vand for at fjerne salte fra praven, idet
disse kan formindske enzym-oplgsningens virkningsfuldhed.

Lad objektglassene lufttgrre.

Fortynd det rekonstituerede enzym 1 i 10 (1+9) med enzym-oplgsningsmiddel. Fortynd kun den
maengde rekonstitueret enzym der skal bruges med det samme.

Overleeg terrede og fikserede prever med 20 pL fortyndet enzym. Sgrg for at hele fordybelsens omrade er
deekket af reagent.

Inkubér objektglassene i NOJAGTIGT 30 minutter i et befugtet kammer indstillet til 37°C. Der vil opsta en
over-oplgsning af oocyster, hvis inkubationen fortsaettes laengere end 30 minutter. Derved kan oocyster
forekomme mindre markerede og veaere sveerere at identificere.

Skyl objektglassene med destilleret/ultrarent vand ved at lade vandet Igbe over fordybningernes overflade.
Lad ikke vandstralen ramme prgven direkte.

Opsug og lufttar objektglassene.

Tilfej 15 pL Anti-P. carinii antistoffer til preverne Sgrg for at hele fordybelsens omrade er daekket af reagent.
Inkubér i et befugtet kammer for 15 minutter ved 37°C.

Skyl fordybningerne som beskrevet i trin 10, opsug og lufttgr.

Tilfgj 15 uL FITC-konjugeret anti-mus antistof til preverne. Searg for at hele fordybelsens omrade er daekket
af reagent. Inkubér i et befugtet kammer for 15 minutter ved 37°C.

Skyl, opsug og lufttgr fordybningerne.

Laeg en drabe monteringsmedie pa hver fordybning der er i brug og tilfgr et deekglas af passende starrelse.
Objektglasset inverteres pa absorberende materiale og der trykkes let for at fijerne overflgdigt
monteringsmedie og luftbobler.

Undersgg prgverne for klare til mellemklare aeblegranne oocyster, der kan veaere enten jeevnt eller ujeevnt
markeret. Cellulzert affald og andet materiale kan modfarves med Evans Blue, som vil fluorescere radt.
Undersgg hele preveomradet.
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RESULTATFORTOLKNING

POSITIVT RESULTAT - Fem eller flere fluorescerende oocyster over hele objektglasset.
USIKKERT RESULTAT - Et til fem fluorescerende oocyster.

NEGATIVT RESULTAT - Ingen fluorescerende oocyster Er der stadig mistanke om P. carinii infektion, gentages
analysen med mere podestof.

PRASTATIONSDATA

CENTRE 1"

223 BAL og IS praver fra HIV-patienter med luftvejssymptomer blev evalueret og sammenlignet med modificeret
Grocott farvning. Generel overensstemmelse=90,6%.

Af 21 (9,4%) afvigende resultater, blev seks senere prgver opnéet, og fem af seks resultater var positive ved
begge tests.

CENTRE 2°
135 IS praver blev evalueret og sammenlignet med Grocott farvning. Generel overensstemmelse=88,9%.

Femten resultater (11,1%) var Detect IF P. carinii positive/usikre og Grocott negative. Forfatterne konkluderede, at
dette viser en forgget sensitivitet for P. carinii i cytologiske 1S-preeparationer med immunofluorescens teknik
sammenlignet med konventionelle farvninger.

CENTRE 3°

254 BAL og IS prgver fra 75 patienter med AIDS, andre immunsveekkede patienter, deriblandt
transplantationspatienter, og patienter med diagnosen ’atypisk pneumoni’ blev evalueret og sammenlignet med
Grocott farvning. Generel overensstemmelse=94,1%.

Femten resultater (5,9%) var Detect IF P. carinii positive/usikre og Grocott negative. Forfatterne konkluderede, at
Detect IF testen var mere sikker og sensitiv end Grocott-teknikken.

CENTRE 4°

50 BAL og 50 IS prgver blev testet for P. carinii infektion ved hjeelp af indirekte immunofluorescens, direkte
immunofluorescens, modificeret Wright-Giemsa farvning and modificeret silver farvning. En positiv prgve blev
defineret, som enhver podning der var positiv ved to eller flere metoder.

Ved brug af denne definition, var sensitiviteten og specificiteten af DETECT IF P. carinii som falger:

BAL  Sensitivitet = 86% Specificitet = 100%
IS Sensitivitet = 97% Specificitet = 100%
CENTRE 5

152 BAL praver fra patienter med kliniske tegn pa P. carinii pneumoni blev evalueret og sammenlignet med
Grocott farvning. Resultaterne for hver metode blev sammenlignet med kliniske tegn pa P. carinii pneumoni
(PCP). | fem tilfeelde, var de kliniske bevisresultater usikre; fire var Detect IF positive og Grocott negative, en var
Grocott positiv og Detect IF negativ.

= o i
Generel overensstemmelse af DETECT IF med kliniske tegn pa PCP = 146 =99,3% (et resultat var usikkert

147 med IF)
Generel overensstemmelse af Grocott stain med kliniske tegn pa PCP = % =95,2%

Generel overensstemmelse af DETECT IF med Grocott = 94,5%

BRUGSBEGRAENSNINGER

1. Et negativt resultat udelukker ikke muligheden for en P. carinii infektion. Resultater ber tolkes pa baggrund
af alle kliniske og diagnostiske oplysninger Hvis ngdvendigt bar yderligere prgver indhentes.

2. For meget slim i praverne kan forhindre tilstraekkelig farvning.

3. Det FITC-konjugerede anti-mus antistof har potentialet til at krydsreagere med Candida albicans, hvis

det er tilstede i patientpr@verne, hvilket kan fejlfortolkes som falsk positive resultater.’
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SVENSKA AVSEDD ANVANDNING

Detect IF Pneumocystis carinii (P. carinii) testet ar ett indirekt kvalitativt immunofluorescenskit for detektion av
P. carinii oocyster i human bronkoalveolar lavage och inducerad sputum. Den &r avsedd som hjalp vid diagnos av
misstankt P. carinii infektion. Resultaten skall tolkas tillsammans med all dvrig klinisk och diagnostisk information.

INTRODUKTION

Pneumocystis carinii ar en eukaryotisk mikroorganism med osaker taxonomi. Nyligen utférda ribosomala RNA
homologistudier har visat identiska aminosyresekvensen med vissa svampar, men klassificering av organismen ar
fortfarande féremal for diskussion.”

P. carinii ar utbredd och infekterar manniskor och andra daggdjur; infektionsvagen antas vara luftburen.” Det ar en
betydande patogen hos immunkomprometterade, speciellt patienter med AIDS?? dar det ar en etablerad orsak till
lunginfektion.  Svalt, hematologiska maligniteter, kollagena karlsjukdomar, primar celluldr immunbrist och
immunundertryckande behandling, till exempel hos transplatatpatienter och leukemipatienter pa cytotoxiska
lakemedel ar faktorer som dkar sannolikheten for infektion med P. carinii pneumoni.

Starten av P. carinii pneumoni kan vara klart snabb eller komma smygande. Nar den ar kliniskt uppenbar visar
den okad andningsfrekvens och febertoppar. Lungrontgen visar ett diffust infiltrat; lungfunktionstester visar
alveolar-kapillar blockering orsakad av nedsatt gasutbyte i alveolerna, vilket ger hypoxemi och hypercapni.

For narvarande kan P. carinii pneumoni diagnostiseras genom observation av P. carinii i antingen 6ppet lung- eller
transbronkialt lungbiopsimaterial, bronkoalveolar Iavage“’5 eller inducerad sputum. Det kan visualiseras med en
rad olika icke-specifika fargningar, inklusive Gomori metenamin silver, toluidin blue-O, Gram-Weigert, Giemsa och
Wright-Giemsa. Eftersom alla dessa fargningar reagerar med jast och andra strukturer, maste P. carinii sarskiljas
pa grundval av morfologi. Fargningstekniker ar tidskravande och kraver ofta en teknisk expertis pa hog niva vid
tolkning av resultaten. Monoklonala antikroppar specifika for P. carinii har blivit tillgangliga, vilket tillater utveckling
av immunfluorescenstekniker fér att snabbt och utan tvekan identifiera P carinii oocyster i bronkoalveolart material
och inducerad sputum.S‘9 Detect IF P. carinii testet anvander en monoklonal murinantikropp som ar reaktiv med
P. carinii fran bade manniska och gnagare i en enkel och snabb test for detektion och identifiering av P. carinii i
human bronkoalveolar lavagevatska (BAL) och inducerad sputum. (1S).

ANALYSPRINCIP

Bronkoalveolar lavagevatska eller férbehandlade inducerade sputumprov centrifugeras och tvattas.  Kornen
resuspenderas, placeras pa objektglas och fixeras. Proven bryts ner av enzymer. Murin anti-P.carinii antikropp
och flourescensmarkt anti-musantikropp tillsatts i tur och ordning efter inkubation, skdljning, laskning och
lufttorkningssteg. Nar man tittar pa oocysterna med ett fluorescensmikroskop visas de medelljust till ljust
appelgréna och kan vara jamnt eller ojdmnt markta. Narvaro av P. carinii oocyster i bronkoalveolar lavagevatska
eller inducerad sputum tyder pa P. carinii infektion.

KITKOMPONENTER

Xn

REAG Anti-P. carinii 1x1mL Murin anti-P. carinii monoklonal antikropp,
monoklonal bovinserumalbumin, 0,1 % (w/v) natriumazid. x
antikropp Bruksfardig.

FITC-konjugerad | 1 x 1 mL FITC (Fluorescein-isothiocyanat) konjugerad anti-musantikropp,
anti-musantikrop Evans Blue kontrastfargning. Bruksfardig.
p

Enzym 1 flaska Forbehandlingsenzym for kliniska prov. Rekonstituera X0
(lyofiliserad) med 200 pL 0,001 M HCI (ingar) och spad fore x

anvandning.

Utspadd saltsyra | 1 x 0,5 mL | For enzymrekonstitution. Bruksfardig.
(0,001 M HCI)

Enzymspadnings | 1 x 3 mL Trisbuffert med enzymaktivator. Bruksfardig.
medel

[srem[sLo | | Objektglas for 25 glas PTFE-belagda (gula) objektglas med fyra kvadratiska
patientprov provbrunnar.

]

Monteringsmedel | 2 x 3 mL Fosfatbuffrad glycerol, Citifluor fotoblekningshammare.
Bruksfardig. @

40



FORVARING AV REAGENSER

Hantering och prodecurkommentarer

1. Forvara kitkomponenter vid 2-8°C och anvand dem fram till utgangsdatumet angivet pa etiketterna. Anvand
inte reagenser som har gatt ut.

2. Blanda inte olika kit.

3. Frys ej.

4. Det lyofiliserade enzymet maste rekonstitueras fore anvandning, se avsnittet Preparation for analys. Alla
ovriga reagenser ar bruksfardiga.

5. Efter rekonstitution med 200 yL 0,001 M HCI ar det lyofiliserade enzymet stabilt i upp till 3 manader fran
rekonstitutionsdatumet om det férvaras vid 2-8°C.

6. Exponera inte monteringsmediet for direkt solljus under férvaring. Fdrvara vid 2-8°C eller vid 18-25°C.

7. Objektglas med patientprov kan forvaras vid 18-25°C.

8. En fallning kan bildas i enzymutspadningen. Om detta skulle hdnda, férsdk inte I6sa upp den, den har ingen
nedsattande effekt pa testets verkan.

9. Undvik kontamination av reagenserna. Anvand en ny engangs pipettspets for varje reagens eller

provmanipulering.
Provinsamling, férvaring och férbehandling

Analysen ar for anvandning med human bronkoalveolar lavage och inducerade sputumprov. Idealiskt skall upp fill
30 mL bronkoalveoldr lavage och 2-4 mL inducerad sputum insamlas i sterila k&rl med Iampliga procedurer och
testas sa snart som majligt efter insamling. For att inaktivera eventuella human immunbristvirus som kan vara
narvarande rekommenderas det starkt att suspensionen med kliniskt material spads ut med en lika stor volym
etanol och inkuberas i tio minuter vid rumstemperatur (18-25°C) fére behandling. Kassera avfallsimnen enligt
lokala foreskrifter.

Sputumprov skall forbehandlas (homogenisering eller inkubation) genom tillsattning av “Sputasol”, “Sputolysin”
eller liknande mukolytiskt medel i tio minuter vid rumstemperatur (18-25°C) fére analysen.

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

Endast for diagnostisk anvédndning in vitro.

Sékerhetsatgérder
1. Folj strikt anvisningarna i detta hafte, sarskilt betraffande hantering och férvaringsvillkor for kitreagenser och
kliniska prov.
2. Alla patientprov skall betraktas som potentiellt smittsamma och hanteras med samma forsiktighetsatgarder

som alla andra potentiella biofarliga material. CDC/NIH Halsohandbok "Biosafety in Microbiological and

Biomedical Laboratories", 5th edition, 2007, beskriver hur dessa material skall hanteras enligt God

Laboratoriepraxis."

Pipettera inte med munnen.

Rok inte, at inte, drick inte och anlagg inte makeup inom omraden dar kit och prov hanteras.

Alla hudproblem, skarsar, skavsar och andra hudlesioner skall skyddas pa lampligt satt.

Anti-P carinii antikropp och FITC-konjugat innehaller natriumazid som kan reagera med bly- och

kopparledningar och bilda hégexplosiva metallazider. Skoélj med stora mangder vatten nar det bortskaffas,

sa att inte metallazider ackumuleras i avloppet.

7. Materialsakerhetsdatablad for alla farliga komponenter i detta kit finns tillgangliga pa begaran fran Axis-
Shield Diagnostics.

o0k w
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Xn A ANTIKROPP X0 C ENZYM
Halsoskadlig x Halsoskadlig
R22: Farligt vid fortaring R42: Kan ge allergi vid inandning
S$23: Undvik inandning av rok S$22: Undvik inandning av damm
S29/35: Tom ej i avloppet, oskadliggér S29/35: Tém ej i avloppet, oskadliggér produkt och
produkt och férpackning pa sakert satt forpackning pa sakert satt

S36/37/39: Anvand lampliga skyddsklader, S36/37/39: Anvand lampliga skyddsklader,
skyddshandskar samt skyddsglaségon eller skyddshandskar samt skyddsglaségon eller
ansiktsskydd ansiktsskydd

S45: Vid olycksfall, ilamaende eller annan paverkan,
kontakta omedelbart Idkare. Visa om mojligt etiketten

S63: Vid olycksfall via inandning, flytta den drabbade
till frisk luft och lat vila

FORBEREDELSE

Nédviéndigt, men ej tillhandahallet material/utrustning

Precisionspipetter for dispensering av 5 yL, 15 pL, 20 uL och 200 uL.

Centrifug for volymer upp till cirka 30 mL vid 3000 x g.

Destillerat/ultrarent vatten.

Tvattflaska innehallande destillerat/ultrarent vatten.

Analar (fér kromatografi) eller ekvivalent acetonkvalitet.

Analar (fér kromatografi) eller ekvivalent absolut alkohol.

Inkubator vid 37°C.

Fuktinkubationskammare for objektglas vid 37°C.

Mikroskoptackglas 18 x 18 mm och 50 x 20 mm.

10.  Ultraviolett mikroskop utrustat fér att se fluorescein och Evans Blue fluorescens.

11.  Cytospin (t.ex. Cytospin 2), tillval.

12.  Timer for 5 till 30 minuter.

13. Laskpapper/tissuematerial

14. Lamplig mukolytiskt amne for inducerade sputumprov, t.ex. Sputolysin (Behring Diagnostic) eller Sputasol
(Oxoid). Anvand som rekommenderat av tillverkaren, alternativt anvand 0,1 % Ditiotreitol (w/v) I8sning i
forhallandet 1:1 med provvolymen och inkubera vid 37°C sa lange det behdvs.
N.B. Ditiotreitol kan irritera 6gon och hud. Om kontakt med hud eller 6gon férekommer, skolj med vatten i
minst 10 minuter. Om obehaget fortsatter, s6k medicinsk hjalp.

15. Fosfatbuffrad saltlésning.

©CeNohA~WN=

Preparation fér analysen
Lat samtliga reagenser uppna rumstemperatur.

Rekonstituera lyofiliserat enzym med 200 pyL 0,001 M HCI; detta ger en 10X koncentrerad 16sning. Skriv ner
rekonstitutionsdatum pa etiketten och lat std i rumstemperatur (18-25°C) i tio minuter. Blanda forsiktigt genom
inversion och se till att alla partiklar ar i I6sning. Rekonstituerat enzym ar stabilt i 3 manader vid 2-8°C.

ANALYSPROTOKOLL

Férbehandling av prov

Patientprov bor testas sa snart som mgjligt efter insamling. Vid utférande av en analys maste man vara medveten
om den potentiella HIV-statusen hos proven och vidta alla de rekommenderade forsiktighetsatgarderna vid
hantering av saddana prov.

Inducerade sputumprov skall férbehandlas med en mukolytiskt agens, t.ex. Sputasol. Icke-mukoida prov, som
t.ex. BAL behdver normalt inte den mukolytiska proceduren.

Protokoll

1. Centrifugera proven i 15 minuter vid 3000 x g och tvatta partiklarna/kornen i destillerat/ultrarent vatten.
Upprepa en eller tva ganger och se till att kornen resuspenderas helt mellan tvattarna.

2. Resuspendera de slutliga kornen i en liten mangd destillerat/ultrarent vatten s& att materialets densitet inte
ar alltfor stor och vortexa.
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3. Sprid 10-20 pL 6ver hela omradet pa en eller fler objektglasbrunnar fér patientprov. Féranga till torkning vid
37°C. Om en Cytospin (t.ex. Cytospin 2) finns tillganglig, spinn 0,4 till 0,5 mL BAL eller IS vid 900 rpm med
anvandning av ett vitt och ett tanfilter.

4. Fixera proven genom att droppa Over 1-2 droppar Analar (eller ekvivalent kvalitet) aceton. Lat féranga vid
rumstemperatur.
5. Skolj Cytospinpreparationer med en strile destillerat/ultrarent vatten for att avlagsna salter fran

proven eftersom de minskar enzymnedbrytningens verkan.
6. Lufttorka glasen.

7. Spad det rekonstituerade enzymet 1 i 10 (1+9) med enzymutspadning. Spad bara tillrackligt med
rekonstituerad enzym fér dina omedelbara behov.

8. Tack torkade och fixerade prov med 20 puL spadd enzym. Kontrollera att hela brunnsomradet ar tackt av
reagensen.

9. Inkubera glasen i EXAKT 30 minuter i en fuktkammare installd pa 37°C. Overnedbrytning av oocyster sker
om inkubationen fortsatter i mer an 30 minuter. Oocyster kan da bli mindre karakteristiska och svarare att
identifiera.

10. Skolj glasen med destillerat/ultrarent vatten genom att lata en strale vatten rinna éver brunnarnas yta. Rikta
inte stralen direkt mot proven.

11.  Laska och lufttorka glasen.

12. Tillsatt 15 pL anti-P. carinii antikropp till proven. Kontrollera att hela brunnsomradet ar tackt av reagensen.
Inkubera i fuktkammare i 15 minuter vid 37°C.

13.  Skdlj brunnarna sa som beskrevs i steg 10, laska och lufttorka.

14. Tillsatt 15 pL FITC-konjugerad anti-musantikropp till proven. Kontrollera att hela brunnsomradet ar tackt av
reagensen. Inkubera i fuktkammare i 15 minuter vid 37°C.

15.  Skdlj brunnarna, laska och lufttorka.

16. Placera en droppe monteringsmedium pa varje brunn som anvands och tack med ett tackglas av lamplig
storlek. Inverta glaset pa en absorberande servett och tryck varsamt for att bli av med &verskott av
monteringsmedium och luftbubblor.

17.  UndersOk proven och leta efter ljusa till mattligt ljusa appelgréna oocyster, som kan jamnt eller ojamnt
markta. Cellulart skrédp och annat material kan kontrastfargas med Evans Blue som fluorescerar rott.
Undersok hela provomradet.

TOLKNING AV RESULTATEN

POSITIVT RESULTAT - Fem eller fler fluorescenta oocyster 6ver hela glaset.
TVEKSAMT RESULTAT - En till fem fluorescenta oocyster.

NEGATIVT RESULTAT - Inga fluorescenta oocyster. Om P. carinii infektion fortfarande misstanks, upprepa
analysen med ett tyngre inokulum.

RESULTATDATA

CENTER 1"

223 BAL och IS prov fran HIV patienter med symtom i andningsorganen utvarderades och jamfordes med
modifierad Grocott-fargning. Total dverensstdmmelse = 90,6 %.

Av 21 (9,4 %) avvikande resultat, erhdlls sex nya prov och fem av dessa sex var positiva med bada testerna.
CENTER 2°
135 IS prov utvarderades och jamférdes med Grocott-fargning. Total dverensstdmmelse = 88,9 %.

Femton resultat (11,1 %) var Detect IF P. carinii positiva/tveksamma och Grocott-negativa. Forfattarna drog
slutsatsen att detta tydde pa en oOkad sensitivitet for P.carinii cytologiska preparationer av IS med
immunofluorescensteknik jamfort med konventionella fargningar.

CENTER 3°

254 BAL och IS prov fran 75 patienter med AIDS, andra immunokomprometterade patienter, inklusive
transplatatpatienter och patienter diagnostiserade som 'atypisk pneumoni' utvarderades och jamférdes med
Grocott-fargning. Total dverensstammelse = 94,1 %.

Femton resultat (5,9 %) var Detect IF P. carinii positiva/tveksamma och Grocott-negativa. Forfattarna drog
slutsatsen att Detect IF testet var mer tillforlitligt och sensitivt an Grocott-tekniken.
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CENTER 4°

50 BAL och 50 IS prov testades for P. carinii infektion med hjalp av indirekt immunfluorescens, direkt
immunfluorescens, modifierad Wright-Giemsa-fargning och modifierad silverfargning. Ett positivt prov definierades
som alla utstryk som var positiva med tva eller fler metoder.

Med denna definition var sensitiviteten och specificiteten for DETECT IF P.carinii som foljer,
BAL  Sensitivitet = 86 % Specificitet = 100 %

IS Sensitivitet = 97 % Specificitet = 100 %

CENTRE 5

152 BAL prov fran patienter med kliniska bevis for P. carinii pneumoni utvarderades och jamférdes med Grocott-
fargning. Resultaten for varje metod jamférdes med det kliniska beviset for P. carinii pneumoni (PCP). | fem fall,
var det kliniska bevisresultatet tvetydigt; fyra var Detect IF positiva och Grocott negativa, ett var Grocott positivt
och Detect IF negativt.

gg:[/?; ?t\_)/rt.elgeg;stammelse mellan DETECT IF och kliniska _ 13? = 99,3 % (et resultat var tvetydigt med IF)
Total 6verensstammelse mellan Grocott fargning och _ 140 _ 9529
kliniska bevis for PCP 147 e

Total 6verensstammelse mellan DETECT IF och Grocott = 94,5 %

PROCEDURBEGRANSNINGAR

1. Ett negativt resultat utesluter inte mojligheten for forekomst av en P. carinii infektion. Resultaten skall tolkas
tilsammans med all 6vrig klinisk och diagnostisk information. Vid behov skaffa ett ytterligare prov.

2. Overskott pa slem i proven kan férhindra adekvat fargning.

3. Den FITC-konjugerade anti-musantikroppen kan potentiellt korsreagera med Candida albicans, nar den ar

narvarande i patientprover, vilket kan misstolkas som falskt positiva resultat.”
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EAAHNIKA MPOOPIZOMENH XPHZH

H e&étaon Detect IF Pneumocystis carinii (P. carinii) givai éva KIT éuuecou TroloTIkoU avooo®Bopiopou yia Tnv
avixveuon wokUoTewv TnG P. carinii 0g BPoyXOKUWENIBIKG EKTTAUMO Kal PNXAVIKWG TTPOKOAOUUEVA TITUEAA.
MpoopileTanl yia €MKOUPIKA Xprion otn didyvwon evdexéuevng Aoipwéng amd P. carinii. Ta amoteAéopara Ba
TIPETTEI VA EPUNVEUOVTAI UTTO TO GG OAWY TWV KAIVIKWY Kal S1ayVWOTIKWY TTANPOQOPIWV.

EIZATQrH

H Pneumocystis carinii €ival évag €UKAPUWTIKOG PIKPOOPYAVIOUOS au@iBoAng Tagivounong. MNpoéo@arteg PEAETES
OXETIKA Pe TNV opoAoyia Tou piBocwuatikou RNA €xouv Ogigel TTavopoIdTUTTEG aAANAOUXIEG VOUKAEIKOU 0&£0G [E
MEPIKOUG PUKNTEG, AAAG N TagIvounaon Tou opyaviouoU £EakoAouBei va atroTeAei Béua ouir’]Tr]ong.1

H P. carinii uttdpyel TTavtoU Kal JoAUvel Tov avBpwTTo Kal GAAa BnAacTikd. H 086¢ TnG péAuvong Bewpeital 0TI gival
Héow Tou aépa.’ AToTeAei éva atmd Ta KUpIa TTABOYOVA YVId GVOTOKATACTAAUEVA GTopd, e1I8IKG aoBeveic pe AIDS*?
Otrou amoTteAei atrodedelyuévn aiTia TTVEUUOVIKAG Aoipwéng. O uTtooITIONGG, Ol QINATOAOYIKEG KAKONOEIES, Ol
ayyeIakEG vOool Tou KOAAaydvou, n TTPWTOTTABAG KUTTAPIKT AVOCOQVETTAPKEIQ KAl N AVOOOKATAOTAATIKA BepaTreia,
yla TTapadelypa o€ aobeveig Tou €xouv UTTORANOE o€ peTaudoxeuon Kal o€ aoBeveic e Asuxaiyia Tou AapBdavouv
KUTTAPOTOEIKA PAPUAKA, ATTOTEAOUV TTAPAYOVTEG TTOU augdvouv Tnv mlavéTnTa TTveupoviag atd tnv P. carinii.

H mrveupovia ammoé P. carinii ytropei va ekdnAwBEei €ite capwg kal Taxéwg €ite UTTouAa. OTtav UTTAPXOUV KAIVIKEG
€VOEICEIG, T XOPOKTNPIOTIKA TNG VOOOU givai n TaxUTTVOIa KOl O KUPAIVOPEVOG TTUPETOG. ZTIG AKTIVOYPAPiEG Bupaka
epeaviCetar diaxutn diINBnon. O1 eEeTAoEIG TIVEUUOVIKAG AEIToupyiag Oegixvouv BpoyXoKuyweAIBIKr amo@pagn TTou
TTPOKUTITEl ATTO aTEAR avTaAAQyr) agpiwv OTIG KUWEAIDES, TTPOKAAWVTAG UTTOEQIMIa KAl UTTEPKATTVIAL.

Emi Tou Tapdvtog, nmmveupovia amd tnv P. carinii ytropei va diayvwaoBei petd atmd diaTTioTwaon Tng TTapousiag Tng
P. carinii €ite o€ avoIkTd TIveUova €iTe o€ UNIKO Bloyiag TTpogpXOuevo atrd Toug Bpoyxous, o€ BPoyxXoKUYWEAIDIKO
éKnAupa4’5 N MNXOVIKWG TTpokaAoUpeva TTUeAa. H atreikdvion ptropei va yivel e dIaQopeg Un €I0IKEG XPWOEIG
METAEU TWwV OTTOIWV 01 XPWaEelg apyupou pebevauivng Gomori, kuavou-O ToAouidivng, Gram-Weigert, Giemsa kai
Wright-Giemsa. ETTe1dr 0Aeg auTég ol xpwaelg avTidpoUV Je CUPONUKNTEG Kal GAAEG DoEg, n didkpian TNG P. carinii
TPETTEl va yivetal Bdoel TNg pop@oloyiag. O1 TEXVIKEG Xpwang eival XpovoBOpeg Kal guxvd ammaiTouv uywnAd
emimedo TEXVIKAG €E€IBiKEUONG YIa TNV €punveia Twv ammoTeAeopdtwy.  YTTapxouv OIaBECiya  POVOKAWVIKA
avTiowuarta €0IKA yIa TNG WOKUCTEIS TNG P. carinii KI €101 g€ival duvaTr] n avamTuén TEXVIKWY avooo@Bopiouou yia
TNV Taxeia kal adlau@IoRrATNTN TAUTOTTOINON WOKUCOTEWVY P. carinii G€ BPOoyXOKUWEAIDIKO uNikG®’ Kai o€ MNXAVIKWG
TTpoKaAoUuEva mueha.®® O Trpoadiopiocudg Detect IF P. carinii xpnOIMOTIOIE] JOVOKAWVIKO QVTICWHA TTOVTIKOU
avTIOPACTIKO TOCO HE TNV aAvBPWTITIVI) OGO Kal PE TNV TTPOEPXOPEVN aTTO TPWKTIKA P. carinii Katé Tn dIdpKeEIa Mg
aTTAfG Kal Taxeiag €€Taong yia TNV avixveuan Kal TNV TauTtoTroinan g P. carinii o€ avBpwTTivo BpoyxXoKUuWeAIdIKO
ékTTAUpa (BAL) kal unxavikwg rpokalolpeva TrTueAa (1S).

BAZIKH APXH TOY NPOXZAIOPIZMOY

Agiypata BpoyXoKUWENIBIKOU €eKTTAUPATOG 1| PNXOVIKWG TTPOKANBEVTWVY TITUEAWV TTOU €XOUV UTTOOTEl TTPO-
emmeepyaaia uttoBAAAOVTAlI O€ QUYOKEVTPION Kal TTAUON. Ta 1IfAuaTa evaiwpouvTal €K véou, ToTToBeTOUVTAl TTAVW
O€ QVTIKEIUEVOQPOPEG TTAAKEG (TTAaKAKIA) Kal oTaBepotroloUvTal.  Ta deiypara atroouvtifevral péow evUPWV.
AvTtiowpua avti-P. carinii TTOVTIKOU KQI ONUAcuUEéVO PJECW QBOPICHOU avTiowua avTI-TTOVTIKOU TTPOCTIBevTal PE TN
OeIpA PETA TA BAPOTA ETTWACNG, EKTTAUCNG, A@aipeong Tou emMTTAéoV avTidpaaTnpiou PE XPAHON aTTopPOPNTIKOU
XOpPTIOU Kal OTEYVWHATOG aTov aépd. Me Xprion PIKPOOKOTTiou @BOpPIoUOU, Ol WOKUCTEIG EPJPAVICOVTAl PE PETPIWG
£VTOVO €WG EVTOVO TTPACIVO XPWHA PAAOU KAl UTTOPET va gival onuacuéveg pe 6uolo r avépolo 1poTTo. H Tapouaia
wokUoTEWV P. carinii 010 BPOoyXOKUWENIBIKO EKTTAUMA 1] € PNXAVIKWGS TTPoKaAoUueva TITUeAa uttodnAwvel Aoipwén
atoé Tnv P. carinii.
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2TOIXEIA TOY KIT

Xn

REAG : MovokAwVIKG 1x1mL MovokAwVIKS avTiowpa avTi-P. carinii TTovTikoU, Bocia
avTicwua avTi-P. opoAeukwpartivn, 0,1% (w/v) alidio Tou vatpiou. ‘Etoipo x
carinii yia xpfnon.

AvTtiowpua avri- 1x1mL AvTioCwWa avTI-TTOVTIKOU GUCEUYUEVO WE I00B€EI0KUAVIKNA
TTOVTIKOU @Aouopeokeivn (FITC), avtiBetn xpwaon Evans Blue. "EToigo
OUCEUYHEVO JE yia Xxpnon.

FITC

‘EvCupuo 1 @iaAidio ‘EvCupuo mrpo-emmeepyaaiag yia KAIVIKG deiyuara. X0
(Auo@IAoTTOINUEY AvaocuoTtioTte pe 200 pL 0,001M HCI (Trapexopevo) x
0) KOl GPAIWOTE TTPIV a1Td TN XPAON.

Apaiwpévo 1x0,5mL | MNa evfuuikn avacuoTtaon. 'EToipo yia xpRon.

UdPOXAWPIKS OEU
(0,001 M HCI)

ApaiwTIKS 1x3mL PuBuioTiké didAupa Tris pe evepyoTtrointf evfUuou. ‘Etoipo yia
evfuuou Xxpnon.

MAakakia 25 MAakdkia emoTpwpéva pe PTFE (kiTpivo) pe TEooepig
OelyudTwv TTAQKAKIO TETPAYwWVEG UTTOBOXEG YIa Ta deiypaTa.
aoBevwv

Méoo oTtepéwong | 2x 3 mL TAUKEPOAN PUBUICUEVN UE PLWOPOPIKA, ETTIRPABUVTIKO

@wTtoAeukavaong Citifluor. "EToigo yia xpon. @

OPYAA=ZH TON ANTIAPAZTHPIQN

ZNUEIWCEIC OXETIKA UE TO XEIPICUO Kal Tn Siadikaoia

—_

PuldooeTe Ta aToIXEiO TOU KIT O€ Beppokpacia 2-8°C Kal XPNOIUOTIOINOTE Ta PEXPI TNV NUEPOMNVia ARENG
TTOU avaypPA@ETal OTIG ETIKETEG. Mn XpNOILOTIOIEITE AVTIOPACTAPIA TTOU £XOUV AREEL.

Mnv avapelyvUeTe oToIXEIa ATTO SIAQPOPETIKA KIT.

Mnv KaTtaywUxeTe TA KIT.

To Auo@ihotroinuévo évquuo TTPETTEl va UTTORAAAETaI O avaoUoTaon TIPIV atmd T Xpron, avaTpéSTe oTnv
evoTnTa "MpoeToipacia yia Tov Tpocdiopiopd”. OAa Ta dAAa avTidpacTripia gival £EToIa yia XpAon.

5. Metd v avacuoTtacon pe 200 L 0,001 M HCI, o Auo@ihoTtroinuévo €vqupo TTapapével otabepd yia didoTnua
€wg 3 unvwv atré TNV NUEPONNVIa avacuoTaong, E@ooov QUAGCaETal o€ Beppokpaaia 2-8°C .

oD

6. Katd tn didpkeia TnG QUAAENG PNV €MTPETTETE TNV €KOEON TOU PECOU OTEPEWONG OTNV AUECN NAIGK
akTivoBoAia. duldaoete o€ Beppokpacia 2-8°C ) 18-25°C.

7. Ta TTAaKAKIa e Ta BeiypaTa Twv aoBevwy YTTopouv va uAdoaovTal og Bepuokpaaia 18-25°C.

8. 2710 apaIwTIKG €viUUOU evOEXETAI va oXNUATIoOEi iCnua. Av cuuBei KATI TETOIO, PN €TTIXEIPIOETE VEQ BIGAUCN,
Oev uttdpyel BAaBepr €TTidpaan oTnV ATTOTEAETUATIKOTATA TNG £E£TACNG.

9. ATtro@uUyeTe Tn pHOAUVON Twv avTIdPACTNPiWY. XPNOIYOTTIOINCTE éva KAIVOUPIO, QVOAWGIKNO PUYXOG TTITTETAG

yia K&GBe avTi®pacTAPIO 1] YIA TO XEIPIOUO TWV OEIYUATWV.
ZuAldoyn, euAaén kai mpo-sme§epyaaia Seiyudrwv

O Tmpoodiopiopdg TpoopileTal yia xprion pe  Oeiypata  PBPoyXOoKUWEAISIKOU €KTTAUMATOG KOl PNXOVIKWG
TIPOKOAOUUEVWYV TITUEAWV. To 18avIKO gival va ouAAexBouv €wg 30 mL BpoyxokuweAidIkoU eKTTAUPATOS Kal 2-4 mL
MNXAVIKWG TTPOKAAOUPEVWY TITUEAWY OE ATTOOTEIpWHEVA dOXEID PE XPAON Twy KATAAANAwvY d1adIKaoiwv Kal va
uttoBANBoUV o€ e€Taon To ouvTOuOTEPO duvaTd PETA TN cUAAoyr]. Tia va adpavotroinBei Tuxdv uTTdpXwv 160G NG
AVOOOQVETTAPKEIAG TOU avOPWITTOU, CUVIOTATAI OTTWOBNTIOTE VA OPAIWVETAI TO EVAIWPNUA TOU KAIVIKOU UAIKOU pE
ioo 6yko atréAuTNG a1BavoAng kai va eTTwadeTal yia 6€ka AeTTé o€ Bgppokpacia dwpatiou (18-25°C) TTpiv atd Tnv
emeCepyaaia. ATTOppITITETE TA ATTORANTA CUUPWVA PE TOUG KATd TOTTOUG I0XUOVTEG KAVOVIOHOUG.

Ta deiypaTa TITUEAWY TTPETTEl va UTTORAAAOVTaI O€ TTPO-ETTECEPYaTia (OPOYEVOTTOINCN A £TTWACN) PE TNV TTPOCBONKN
“Sputasol”, “Sputolysin” 1 kdaTolou TTapopoiou BAEVVOAUTIKOU TrapdyovTa, €TTi OEKa AETTTA O€ BgpuoKkpacia
dwpartiou (18-25°C), Tpiv a1rd TOV TTPOCGdIOPICUO.
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NPOEIAONOIHZEIZ KAl MTPO®OYAAZEIZ

Mévo yia diayvworikny xprion in vitro.
lpocsidomoinosic acpalsiag

ZUPPop@WOEiTE aTTOAUTWG PE TIG 00nyieg TTou TrepIAapBAavovTal aTo TTapoOv GUAAGDIO, IDIQITEPA EKEIVEG TTOU
a@popoUV TIG CUVBNKEG XEIPICKOU Kal UAAENG TwV avTIOPaACTNPIWVY TOU KIT KAI TWV KAIVIKWYV OEIYHATWV.

2. OAa 1a deiypaTta acBevwv TTPETTEl va BewpolvTal SUVNTIKWG POAUCHATIKG Kal O XEIPIOPOG TOUG VA YIiVETAI JE
TIG id1EG TTPOQUAAGLEIG TTOU 10XUOUV yia OTToIo0NTTOTE GAAO duvnTIKA PIoAoyIKwG €TiKivouvo UANIKO. To
Eyxeipidio Yyeiag tTng CDC/NIH "Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories” (BioAoyikn
ao@aAeia og UIKpoRIOAOYIKA Kail BIoiaTpikG epyacTrpia), 50¢ ékdoaorn, 2007, Trepiypd@el TToiog Ba TTPETTEl va
€ival 0 XEIPIOPOG TWV UAIKWVY auTwyv cUupwva pe Tnv Opbr Epyaoctnpiokn I'IpO(KTu(r'].14

3. Mnv SiavEPETE PE TITTETA XPNOIPOTTOIWVTAG TO OTOUA 0AG.

4. Mnv KkaTrviCeTe, pnv TPWTE, PNV TTIVETE KOI PN XPNOIMOTIOIEITE KOAAUVTIKA OTOUG XWPEOUG OTTOU YiveTal
XEIPIOPOG TWV KIT KAl TWV OEIYUATWV.

5. OTtroiadnTToTE Onueia pe depuaTikéEG TTaBACEIg, KowipaTta, ydapoiyata kai GAAeg depuatikég BAGBeg Ba
TIPETTEI VO TTPOCTATEUOVTAI KATAAANAQ.

6. To oUCeuypa avticwpatog avti-P. carinii kai FITC Tepiéxel agidlo Tou vaTtpiou, TO OTToi0 €vOEXETAI va
avTidpdoel pe HOAUBDO Kal XAAKO Twv USPAUAIKWV OCWANVWOEWY Kal va OXNUaTioE! IBIaiTEpa eKPNKTIKA adidia
METAAwWV. KaTtd Tnv amméppiyn, EeTTAéveTe Ye ApBovo vepod yia TNy TTPOANYN TNG CUCCWPEUONG adIdiwv.

7. Ta @UAa dedopévwv ao@aAeiag Twy UAIKWV yia OAa Ta €TTIKIVOUVO CUCTATIKA TTOU TTEPIAaUBAvovTal GTO KIT
auTo diaTiBevtal atrd Tnv Axis-Shield Diagnostics KaTOTTIV OXETIKOU QITAPATOG.

Xn A ANTIZQOMA Xn C 'ENZYMO
ETiSAadéC x EiSAadEC
R22: EmBAaBEg o€ TrepiTITWION R42: Auvaral va TpokaAéoel euaioBntotroinon &1d g
KATATTOOEWG EIOTTVONG
S23: Mnv avaTrvéeTe Katrvoug S22: Mnv avartrvéeTe Tn oKovn
S29/35: Mn pixveTe Ta UTTOAEiuPATa TNV S29/35: Mn pixVveTe T UTTOAEIUPATA OTNV ATTOXETEVON;
amroxétevan; MNapTe TIG ATTAPAITATES MapTe TIG ATTOPAITNTEG TTPOPUAGEEIG TTPOKEIUEVOU va
TIPOPUAAGEEIG TTPOKEINEVOU VO OTTOPPIYETE QATTOPPIYETE (TTETAEETE) TO TTPOIOGV KAl T OVOKEUOaia
(TTeTGEETE) TO TTPOIGV KAI TN OVOKEUOCIQ TOU  TOU
S36/37/39: ®opdTe KatdAAnAn S36/37/39: ®opdre KatdAANAN NPOCTATEUTIKI
NPOCTATEUTIKA evOupaoia, AavTia Kal evoupooia, AGvTIa Kal JUPKEUT TTPOCTACIOG
MUMKEUN TTPOCTACIAG UATIWV/TTPOCWITIOU MOTIWV/TTPOCWTTOU
S45: ¢ mrepiTrTwon aTuxuaTog r av aiofaveite
adladeoia, ¢nTAOTE apEowg 10TPIKI avulouAn (de1Ee TV
ETIKETA OTTOV QUTO €ival duvaTd)
S63: ¢ TePITITWOoN aTuxuaTog Adyw EIGTTIOVAG:
QATTOPOKPUVETE TO BUUA ATTO TO JOAUGHEVO XWPO Kal
QAQAOCTE TO VA NPEUROEI
NMPOETOIMAZIA
YAikd/e€ommAioudg mou amairouvralr aAAd dsv mapéxovrai

1. Méreg akpiBeiag yia Tn diavoun 5 pL, 15 L, 20 yL kar 200 pL.

2. ZUOKEUN QUYOKEVTPIONG Yia Oykoug £wg Trepitrou 30 mL og 3.000 x g.

3. AmreoTayuévo/uttepkabapd vepd.

4. ®1GAN TTAUONG TTOU TTEPIEXEI ATTEOTAYUEVO/UTTEPKABAPO vEPO.

5. AkeTovn Analar ) avtioToixng Katnyopiag.

6. ATTOAUTN a1BavoAn Analar ) avTioToixng Karnyopiag.

7. EmmwaoTtApag otoug 37°C.

8. YypoTtroinuévog BdAauog eTTwaong yia Ta TTAakdkia otoug 37°C.

9. KaAuTrTpideg pikpoakoTtriou, 18 x 18 mm kai 50 x 20 mm.

10.  MIKpoOKOTTIO UTTEPIWOOUG OKTIVOBOAIOG KATAAANAa eEommAiopévo yia va BAEmel 1o @BopIcUO TG
@Aouopeokeivng Kai TNG xpwaTikAG Evans Blue.

11.  Cytospin (11.X. Cytospin 2), TTpoaipeTIKO.

12.  Xpovouetpo yia 5 €wg 30 AeTTTa.

13.  AmoppoonTikd UAIKG/TTAVI.
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14.  KatdAAnAog BAevVOAUTIKOG TTapdyovTag yia OeiyhaTa PNXAVIKWS TTPOKOAOUUEVWYV TITUEAWYV, TT.X. Sputolysin
(Behring Diagnostic) 3 Sputasol (Oxoid). XpnoiuoTroifjote GUP@WVA HE TIC GUOTACEIG TOU KATAOKEUAOTH.
EvaAlakTikd, xpnoipotroifote didAupa 0,1% Dithiothreitol (w/v) o€ avaloyia 1:1 pye Tov Oyko Tou deiypaTog
Kal eTwaoTe aToug 37° C 6C0 ATTaITEITAI.

Znueiwon. To Dithiothreitol ptropei va epeBioel Ta pdria kar 1o déppa. Av AARel xwpa eTTaQr PE TO OEPUA N
Ta pama, emAuvere pe vepd etmi 10 Aemrtd TouAdxiotov.  Av uttdpxel evOxAnon, ¢ntroTe Tn GUUBOUAN
ylaTpou.

15.  AAaTouUxo SIGAUa PUBUICUEVO PE QUOPOPIKA.

lpocroiuaacia yia rov mpoadiopicuod
AQAOTE OAa Ta avTIOPACTAPIO VA ICOPPOTTACOUYV WE TN BEpUOKPaTia dwuaTiou.

AvaouoTtioTe 1o Auo@ihoTroinuévo évfupo pe 200 pL 0,001 M HCI. To atrotéAeoua gival GUPTTUKVWPEVO BIGAUNA
10X. KataypdyTte TRV nueEpopnvia avaouoTaong TTAvw oTnV €TIKETA Kal A@AOTE yia déka AeTITA o€ Bepuokpaacia
dwpartiou (18 -25°C). Avapeite atmaAd pe avaoTpo@r|, agou Befaiwbeite 611 Ao TO cwHaTIdIAKS UANIKO gival yéoa
oTo OIdAupa. To avacuoTaBév EvCupo Trapapével oTabepo yia 3 urveg otoug 2-8°C.

NMPQTOKOAAO TOY NPOZAIOPIZMOY

lpo-emeéepyaoia Twv Seiyuarwv

Ta deiypata Twv aoBevwv Ba TTpéTTel va egeTddovtal 600 TO duvaTtdv TTIo GUVTOPA PETA TN aUAAoyr]. ‘Otav ekTeAEiTE
£€vav TTpoadIopIous, Ba TTPETTEl va yvwpideTe av uttdpxel mOavoTnTa Ta deiypaTa va gival goAuouéva ue Tov 16 HIV
KAl va AABAVETE OAEG TIG CUVIOTWHEVEG TIPOPUAAEEIG OXETIKA UE TO XEIPIOPO TTAPOUOIWV DEIYUATWV.

AgiypaTta ynxaviké TpokaAoUpevwy TITUEAWY TTPETTEl va UTTORAANOVTAl OE TTPO-£TTECEPYaTia pE Eva BAEVVOAUTIKO
TTapayovta, T.X. Sputasol. Aciypata 1ToU dev TrEpIEXOUV PAEvva, OTTwWG Ta BAL, kavovikd &g Ba tpémmel va
xpelagovtal Tn BAEVVOAUTIKA diadikaaia.

MpwTt6koAAo

1. QuyokevTpioTe Ta dciypata yia 15 Aemrtd oe 3.000 x g, kal TTAUVETE TO CWHATIOIOKG/ICNUATIKO UAIKO JE
ameoTaypévo/utrepkabapd vepd.  EmavaAdpere pia  dUo @opég, agol Befaiwbeite 611 TO inua €xel
eTmavevaiwpnOei TTARPwWG PHETAEU TWV TTAUCEWV.

2. YToBAAeTe €k véou o€ evaiwpnon 1o TEAIKS iCnua PE MIO PIKPA TTO0OTNTA OTTECTAYUEVOU/UTTEPKABapoU
VEPOU, £TC1 TTOU N TTUKVOTNTA TOU UAIKOU va UnVv €ival utTtepBOAIKR, Kal GTPORIAICTE.

3. AmAwoTe 10-20 uL mavw atméd 6An Tnv TTEPIOXN MIAg A TTEPICCOTEPWY UTTODOXWVY OTO TTAGKAKI PE TO Oeiyua
Tou acBevoug. TMpoxwpnoTte oe eCaTuion pExpl va emENBel Enpavan atoug 37° C. Av uttdpxel diabéaiun
Cytospin (11.x.. Cytospin 2), atpoBiAioTe 0,4 ¢wg 0,5 mL BAL 1 IS o1ig 900 rpm, xpnOCIMOTTOILVTAG VA AEUKO
Kal éva avoIKTO Ka®E QiATpo.

4. 21aBepotroifjote Ta deiypara emoTpwvovtag 1-2 otaydveg aketéovng Analar (i avtioToixng TroioTnTag).
AopnoTe va AdBel xwpa eEdTuion og Bepuokpaacia dwpaTtiou.

5. ExkmAUvere Ta Trapaokeudopara Cytospin pe d¢pBovo armreoTaypévo/utrepkaBapd vepd yia va
apaipéceTe Ta GAata omd TO Ogiyda, OIOTI HEIWVOUV TNV OITOTEAEOMHATIKOTNTA TNG EVEUMIKAG
amroouvlsong.

6. 2TeyVWOTE Ta TTAOKAKIO OTOV aépa.

7. ApaiwoTe 10 avacuoTadbév Eviuuo o€ avahoyia 1 mpog 10 (1+9) pe apaiwTikd eviUpou. ApaiwoTe Pévo

600 avaouoTabEév £viupo XPEIAZeTal yia TIG APECEG ATTAITHOEIG.

8. EmoTtpwoTe Ta oteyvd Kail Ta otaBepotroinuéva deiypata pe 20 pL apaiwpévou evfuuou. BefaiwBeite OTi
OAn n TrepIOXN TNG TTAGKAG £XEl KAAUPBET aTTd TO AVTIOPACTHAPIO.

9. EmmwdoTe Ta mAakdkia yia 30 Aetrtd AKPIBQZ og uypotroinuévo BdAauo puBuicpévo otoug 37° C. Oa
TTPoKUWEl UTTEPPROAIKA aTrooUvOeon Twv WOKUCTEWY, AV N £TTWACN CUVEXIOTE TTEPIOTOTEPO atrd 30 AETTTA.
O1 wokuaoTelg evOEXeTAl va Yivouv AlyOTEPO XOPOKTNPIOTIKEG Kal va HelwBei n duvardtnta daueong
avayvwpIorg Toug.

10.  EktAOvete 1a mAaKdKia pixvovtag a@Bovo atreatayuévo/uttepkabapd vepd TTavw atrd Tnv eMIQAVEID TwWV
UTTO0O0XWV. MnVv KateuBUveTE TOV TTIdAKA TOU VEPOU aKPIBWS TTAVW OTO Oeiyua.

11.  KoaBapioTte pe ammoppo@nTikd XapTi Ta TTAOKAKIO KOl OTEYVWOTE Ta OTOV A€pa.

12. T[pooBéote 15 YL avricwpaTog avT-P. carinii ota dciypata. BeBaiwBeite 611 6AN n TepIoxA TNG TTAGKAG £XEI
KaAu@Bei atrd 1o avTidpaaThpio. ETTwdoTe o€ uypoTtroinuévo BdAauo emmi 15 Aetrtd otoug 37° C.

13.  EktmAOvete TIG UTTOBOXEG OTTWG TTEPIYPAPETal 0TO Pria 10, kaBapioTe pe ammoppoPnTIKG XAPTi KAl OTEYVWOTE
aToVv aépal.
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14. [pooBéoTe ota deiypara 15 pL avrmiowuatog avTi-rovTikoU ouleuyuévou pe FITC. BefaiwBeite 61 6An n
TEPIOXA TNG TTAGKAG €xEl KOAUQOEi atrd To avTidpacoTrpio. ETTwdoTe o€ uypotroinuévo BdAauo eti 15 Aetrtd
oToug 37° C.

15.  Ek1TAUOveTe TIG UTTOBOXEG, KOBAPIOTE e ATTOPPOPNTIKO XAPTI KAI APHOTE TIG VO OTEYVWOOUV OTOV 0£PQl.

16. BdATe pia otaydéva atrd 10 péoo aTepEwong TTAvw o€ KABe utTodoxr) TTOU gival €v XPAOEl KAl TOTTOBETAOTE
KaAuTITpida katdAAnAou peyéBoug. AvatrodoyupioTe TO TTAAKAKI TTAVW O€ aTToppo®nTIKG TTavi Kal TECTE
atraAd yia va aTTopaKpPUVOEl To ETTITTAEOV JECO OTEPEWONG KAl O PUOAAIDEG agpa.

17. E&erdoTe Ta deiyuarta yia va Oeite av UTTAPYXOUV WOKUCTEIG EVIOVOU I METPIWG EVIOVOU XPWHATOS TTPACIVOU
MAAOU, oI OTTOiEG UTTOPEI va €ival ONUACHEVEG PE OUOIO 1] avOuoIo TPOTTO. Ta KUTTAPIKA UTTOAEiJUaTa Kal
GAAa UAIKG pTTopoUV va uttoBAnBouv ae avtiBetn Xpwaon pe Evans Blue, Tou Ba dwaoel @Bopifov KOKKIVO
xpwpua. E&etdoTe 6An TNV TTEPIOXA TOU dEIYHATOG.

EPMHNEIA TQON ANOTEAEZMATQN

OETIKO ANOTEAEZMA - lMévte A TTEPIO0OTEPES POOPICOUTEG WOKUOTEIG TTAVW € OAOKANPO TO TTAAKAKI.
AMO®IBOAO AMNOTEAEXZMA - Mia £wg Trévte @Bopilouaeg WOKUOTEIG.

APNHTIKO ANMOTEAEZMA - Kapia @B8opifouca wokuaoTn. Av e€akoAouBei va uttdpyel utroyia yia JoAuvan atrd
TNV P. carinii, eTavaAdpete Tov TPoadlopiouo We BapUlTepo eVOPOAAUIoUQ.

AEAOMENA ANOAOZHZ

KENTPO 1"

223 oceiypatra BAL kai IS amd aoBeveig pe HIV pe oupmmwuara otnv avamveuaTik 0d6 agloAoyrbnkav Kai
ouykpiBnkav pe TpotroTroinuévn xpwon Grocott. ZuvoAiki cupgwvia = 90,6%.

Ao Ta 21 (9,4%) amroteAéopata TTou &€ cuu@wvoucav, eAN@Bnoav €1 eTéueva deiypata Kal TTEVTE atmo Ta £E)
arroteAéopaTa ATAV BETIKA Kal PE TIG BUO £EETATEIG.

KENTPO 2°

135 &¢eiypata IS agiohoyRBnkav kai cuykpibnkav pe xpwon Grocott. ZuvoAiki cuppwvia = 88,9%.

Aekatrévre ammoteAéapaTta (11,1%) ATav BeTik&/apgiBoAa pe Tov Tpoadiopioud Detect IF P. carinii kal apvnTIKA Pe
N Xpwon Grocott. O1 cuyypageic katéAnéav oTo cuuTTéEpacua OTI autd utTodnAwvEl auénuévn euaicOnaia yia Tnv
P. carinii 010 KUTTAPOAOYIKA TTAPACKEUACUOATA TWV UNXAVIKWG TTPOKAAOUUEVWY TITUEAWYV (IS) e TNV TEXVIKA TOU
avooo@BopiopoU o oUYKPIOHN PE TIGC CUMPATIKEG EBGBOUG XpwanG.

KENTPO 3°

254 deiypara BAL kai IS ammd 75 aoBeveig ye AIDS, dAoug avoookaTtaoTaApévoug acBeveig, JeTalu Twy OTToiwv

Kal aobeveig TTou eixav uttoBAnBei o€ peTapdoxeuon, Kkar aoBeveig pe Oidyvwon 'ATUTING TIveupoviag
agloAoynbnkav kail cuykpiBnkav e xpwon Grocott. XuvoAikr) cup@wvia = 94,1%.

Aekatrévre amoteAéopata (5,9%) Atav BeTikd/augiBoAa ue Tov TTpoadiopioud Detect IF P. carinii kai apvnTiké pe T
xpwon Grocott. O1 cuyypageic kartéAnéav oto cuutrépacua omi n egétaon Detect IF Atav o agidémoTtn Kai
euaiodntn atrd Tnv TexvikA Grocott.

KENTPO 4°

50 ociyuata BAL ka1 50 ociyuata IS efetdotnkav yia poéAuvon amd tnv P. carinii ye xpAon €PPECOU
avooo@Bopiopou, dauecou avooo@Bopiopou, TpoTtroTroinuévng xpwong Wright-Giemsa kal  Tpotrotroinuévng
xpwaong apyupou. Qg BeTIKO deiypa OPIOTNKE TO ETTIXPICPA TTOU MTaV BETIKO Pe BUO A TTEPICOOTEPES PHEBOOOUG.
XpnoiyotroiwvTag autdv Tov opioud, n euaiocBbnaia kai n €181IKkOTNTA Tou TTpoadlopiopol DETECT IF P. carinii eixav
Wg £AG.

BAL Euaiobnoia = 86% EidikétnTa = 100%

IS EuaioBnoia = 97% EidikétnTa = 100%
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KENTPO 5

152 Odciypata BAL amd aoBeveic pe HIV pe kAivikég evdeiCeig mrveupoviag ammd P. carinii a§lohoyiBnkav kai
ouykpionkav pe xpwon Grocott. Ta atmroteAéopata yia kaBe uéBodo cuykpiBnkav pe TIG KAIVIKEG evOEIEEIS yia
Tveupovia amd P. carinii (PCP). Xe Tévte TTEPITITWOEIG, TO ATTOTEAEOHUA TWV KAIVIKWV evOEiEEwVY NTav au@ifolo.
2TIG TEOOEPIG TTEPITITWOEIG TO ATTOTEAETA fTaV BETIKO e Tov TTpoadiopioud Detect IF kal apvnTikd Pe TN XpWON
Grocott kal o€ pia TePITITWOoN To ATTOTEAECUA ATAV BETIKO PE TN Xpwon Grocott kai apvnTiké pe Tov Detect IF.

Zuvolikr oupgwvia Tou DETECT IF pe kAivikég evdeigeig yia  _ 146 = 99,3% (éva amotéAeopa nrav appiBoro
PCP 147 pe Tov TTpooadiopioud IF)

TUVONIKH GUHQWVIa TNS Xpwong Grocott Pe KAIVIKEC 140 _ o5 o,
= 952%

evoeigeig yia PCP = 147
>uvoAikA cupwvia Tou DETECT IF pe tn xpwon Grocott = 94,5%

NMEPIOPIZMOI XPHZHZ

1. ‘Eva apvnriké atmmotéAeapa dev atrokAeiel Tnv mOavoeTnTa poAuvong atd mnv P. carinii. Ta amoteAéoparta 6a
TIPETTEl VA €punveUovVTal UTTO TO QWG OAWV TWV KAIVIKWV Kal SIayvWwOoTIKWY TTAnpo@opiwy. Av gival
artrapaitnto, TépTe KI GAAo deiypa.

YmrepPoAikr) ToodtnTa BAEVvaG oTa deiyuaTa evOEXETAI VA EUTTOBITEI TNV ETTAPKI XPWOT.

To ouleuypévo pe Aouopeokeivn (FITC) avriowpa avTi-TrovTiKioU €xel duvaTtoTnTa aAAnAo-avTidpaong e To
Candida albicans 6tav utrdpyel o€ deiyparta Tou aoBevoug, KATI TTOU PTTOPET va 0BNYNOEl O€ TTapEPUNVEIX

TWV ATTOTEAETUATWV WS WeUdH BETIKG amroTeAéoparta.’®

wn
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