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USO PREVISTO

El EIA de galactomanano de Aspergillus (EIA de AGM) clarus es un ensayo inmunoenzimatico en
microplaca tipo sindwich no automatizado que se utiliza para la deteccion cualitativa de galactomanano
de Aspergillus en suero y muestras de lavado broncoalveolar (LBA) de pacientes con riesgo de
aspergilosis invasiva.

Si se combina con otros procedimientos de diagnostico como el cultivo microbiologico, el examen
histolégico de muestras de biopsia y la evidencia radiografica, el EIA de AGM clarus puede utilizarse
como ayuda en el diagnostico de la aspergilosis. Est4 disefiado para uso profesional de laboratorio.

RESUMEN Y DESCRIPCION DEL ENSAYO

El género Aspergillus spp. esta formado por hongos filamentosos ubicuos que se encuentran en todo el
mundo y pueden vivir tanto en interiores como en exteriores. La aspergilosis invasiva (AI) es causada por
la inhalacion de estas esporas de hongos. La Al es una de las amenazas mas importantes para los
receptores de trasplantes de células madre hematopoyéticas y de organos so6lidos. Las personas con
sistemas inmunitarios debilitados debido a enfermedades como la infecciéon por VIH/SIDA también
corren un alto riesgo*-3. Los factores de riesgo no tradicionales que se han identificado mas recientemente
para la Al incluyen estancias en la UCI e infecciones virales respiratorias4. En las tltimas dos décadas ha
habido un aumento significativo en la incidencia de AI debido al uso generalizado de tratamientos para
algunas de estas afecciones, como la quimioterapia y los agentes inmunosupresoress. Se ha informado
que las infecciones por Aspergillus representan hasta el 41 % de las infecciones en todos los pacientes
trasplantados y tienen una asombrosa tasa de mortalidad de hasta el 92 % en esta poblaciénz. La Al es
dificil de diagnosticar, por lo que requiere un abordaje multidimensional que incluya caracteristicas del
paciente, hallazgos clinicos y radiologicos y evidencia micologica7-9. La deteccién y el tratamiento precoz
de la infeccion son claves para reducir la mortalidad asociada a esta enfermedadto-1,

El EIA de AGM clarus es un ensayo inmunoenzimatico en microplaca saindwich no automatizado que
detecta galactomanano de Aspergillus en muestras de suero y LBA. Si se combina con otros
procedimientos de diagnoéstico como el cultivo microbiolégico, el examen histologico de muestras de
biopsia y la evidencia radiografica, el ensayo EIA de AGM clarus puede utilizarse como ayuda en el
diagnostico de la aspergilosis.

PRINCIPIOS BIOLOGICOS

El EIA de AGM clarus es un ensayo inmunoenzimatico en microplaca saindwich no automatizado que
detecta galactomanano de Aspergillus en muestras de suero y LBA. Las muestras de controles, suero y
LBA requieren un pretratamiento térmico antes del ensayo. Después del pretratamiento, el
sobrenadante de la muestra y los controles se pipetea en micropocillos tapizados con anticuerpos anti-
Aspergillus. Los micropocillos se incuban a 37 °C y luego se lavan antes de agregar el conjugado.
Después de una segunda incubacion (37 °C) y lavado, se afiade 3,3',5,5”-tetrametilbencidina (TMB).
Los micropocillos se someten a una incubacion final (37 °C) y luego se agrega solucion de parada. El EIA
de AGM clarus puede realizarse en menos de 3 horas y permite leer los resultados dentro de los
15 minutos posteriores a la finalizacién de la prueba.



Los anticuerpos monoclonales IgG anti-Aspergillus se unen a placas de micropocillos y se utilizan como
anticuerpos de captura. Como reactivos de deteccion se utiliza un conjugado de peroxidasa de rabano
picante (PHR) con anticuerpos monoclonales IgG anti-Aspergillus. El galactomanano es un
polisacarido que se encuentra en la pared celular. Si la muestra del paciente contiene galactomanano
de Aspergillus, esos antigenos se uniran a los anticuerpos de captura en los micropocillos. Antes de
agregar el conjugado, se lavan los micropocillos, lo que elimina cualquier antigeno no unido del pocillo.
Esto reduce el riesgo de resultados falsos negativos debido al efecto gancho de dosis altas. Una vez que
se agrega el conjugado, el complejo antigeno-anticuerpo de captura se une a los anticuerpos de
deteccion ligados a la PHR en la solucion de conjugado. Los micropocillos se lavan por segunda vez
para eliminar cualquier material no adherido. Si el antigeno esta presente en la muestra del paciente,
se desarrolla un color azul con la adiciéon de TMB. La reaccién se detiene mediante la adicién de soluciéon
de parada, donde se desarrolla un color amarillo. La densidad optica se encuentra utilizando un lector
de microplacas a 450 nm y una longitud de onda de referencia de 620/630 nm. Los valores de
absorbancia corregidos se calculan y luego se borran antes de calcular las unidades de EIA.

REACTIVOS PROPORCIONADOS

Simbolo | Simbolo
REACTIVO CANTIDAD DESCRIPCION en de
etiqueta | peligro
1 placa de 96 pocillos, recubierta con
Placa de AGMMWL 6 micronocillos anticuerpos monoclonales IgG anti- n N/A
micropocillos 9 P Aspergillus, envasada en una bolsa de
Mylar con una bolsa desecante
Tampén de Tampdn de lavado de EIA 20X, E
AGMWB 1 . . N/A
lavado 20X 2 som contiene 0,4 % de Tween20, 0,2 % de ProClin /
. . . o
Tampon' de AGMSTB oml Contiene solucion de EI?TA al 4 %, E
pretratamiento 0,2 % de ProClin
Corte del 1-5 ng/ml de Asp. galactomannan en una n
AGM 1 N/A
calibrador GMCC1 L5m solucidon de BSA; contiene <0,2 % de ProClin /
Control 5-15 ng/ml de Asp. galactomannan en una n
. AGMPC ,5 ml ., . . N/A
positivo ! L5m soluciéon de BSA; contiene <0,2 % de ProClin /
. . o
Cont1"ol AGMNC1 15 ml La solucién de BSA cc.)ntlene <0,2 % de - N/A
negativo ProClin
Conjugado AGMDAL oml <0,3 mg/ml de‘ anticuerpos de Aspergillus B N/A
conjugados con PHR
Solucién tamponada que contiene n
trat EIAT 1 N/A
Sustrato us om tetrametilbencidina (TMB) /
Tucis
Soluciéon de EIASS2 10 ml <5 % de acido metanosulfénico n
parada




ESTABILIDAD Y ALMACENAMIENTO DE REACTIVOS

+  Todo el kit de prueba EIA AGM debe almacenarse entre 2 °Cy 8 °C hasta las fechas de vencimiento indicadas en las
etiquetas. Todos los reactivos deben volver a almacenarse entre 2 °C y 8 °C inmediatamente después de su uso.

- Evite la exposicion prolongada del sustrato () a la luz.

«  Los micropocillos no utilizados (n) deben volver a colocarse en la bolsa resellable de Mylar, que se ha de sellar
inmediatamente una vez abierta y almacenar entre 2 ° y 8 °C. Se ha de extremar precaucién para garantizar que la bolsa
de material higroscépico permanezca en la bolsa con los pocillos no utilizados.

«  Se puede utilizar tampoén de lavado 1X (E diluido a 1X) durante 14 dias si se almacena entre 2 °Cy 30 °C cuando no se
usa. Siempre verifique si hay signos obvios de contaminacion en cada nuevo dia de prueba.

PREPARACIONES DEL REACTIVO

- Todo el kit, incluidas las tiras de la placa de micropocillos (JEl}), debe estar a una temperatura de entre 18 °Cy 25 °C
antes y durante el uso. Separe suficientes tiras para realizar las pruebas del dia y vuelva a colocar las tiras sin usar en la
bolsa con cierre hermético (véase arriba).

- Prepare una solucién de tampén de lavado 1X mezclando 19 partes de agua desionizada con 1 parte de AGMWB2 (ED.
Utilice tampén de lavado 1X como blanco.

- AGMCC1 (n), AGMPC1 () y AGMNC1 (B) deben tratarse con AGMSTB (H). El blanco no se trata.

- Los siguientes reactivos estan listos para usar: AGMSTB (), AGMDA1 (HD, EIATUS (B y E1ASS2 (Eb).

PRECAUCIONES DE LOS REACTIVOS

A. IMMY no puede garantizar el rendimiento de sus productos si se utilizan con materiales comprados
a otros fabricantes. No intercambiar reactivos de diferentes niimeros de lote del kit o de
otros fabricantes.

B. El usuario asume toda la responsabilidad por cualquier modificacién a los procedimientos aqui
publicados. Utilice inicamente los protocolos descritos en este prospecto. No se han evaluado
tiempos o temperaturas de incubacién distintos de los especificados en el procedimiento que se
indica a continuacion, por lo que se pueden producir resultados inexactos.

C. No se deben utilizar el kit ni los reactivos del kit después de la fecha de caducidad indicada.

D. El tampon de pretratamiento (N.° de ref.: AGMSTB) y la soluciéon de parada (N.° de ref.: EIASS2)
estan etiquetados:

&>

H319 Provoca irritacién ocular grave.
P264 Lavarse las manos concienzudamente después de la manipulacion.
P280 Llevar guantes/prendas/gafas/méascara de proteccion.

EN CASO DE ENTRAR EN CONTACTO CON LOS OJOS, enjuagar
cuidadosamente con agua durante varios minutos. En caso de llevar puestas
lentes de contacto, quitérselas si es facil hacerlo. Continuar enjuagando.

P305 + P351
+ P338

P337 + P317 | Silairritacién ocular continia, acudir a un médico.

H402 Nocivo para la vida acuética.

P273 Evitar su liberacion al medioambiente.

P501 Eliminar el contenido y el recipiente de acuerdo con las normas locales.
H290 Puede ser corrosivo con los metales.

P234 Conservar Unicamente en el recipiente original.

P390 Absorber los derrames para evitar dafios materiales.

P406 Almacenar en un recipiente resistente a la corrosiéon con revestimiento

interior resistente.




INFORMACION PREVENTIVA Y SOBRE RIESGOS

Consulte las fichas de datos de seguridad (FDS) del producto para ver las notas de peligro y de precaucion.

ADVERTENCIAS PARA LOS USUARIOS

e

A. Solo para uso de diagnostico in vitro.
B.
C. Useropa de proteccion, incluida una bata de laboratorio, proteccion ocular/facial y guantes desechables,

Solo con prescripcion.

y manipule los reactivos del kit y las muestras de los pacientes conforme a las Buenas Practicas de
Laboratorio aplicables. Lavese las manos concienzudamente después de realizar el ensayo.

. Mantenga técnicas y patrones de pipeteo adecuados durante todo el procedimiento para garantizar

resultados 6ptimos y reproducibles.

. No salpique al dispensar o aspirar reactivos de los pocillos, ya que provocaria errores.

Los derrames biologicos deben limpiarse a fondo con un desinfectante eficaz. Los desinfectantes que
se pueden utilizar incluyen (entre otros) una solucién de lejia al 10 %, etanol al 70 % o Wescodyne
Plus™ al 0,5 %. Es posible que los materiales utilizados para limpiar los derrames deban eliminarse
como desechos de riesgo biologico.

. Un lavado insuficiente puede provocar exceso de reactividad en cualquier protocolo de EIA.
. Deseche todas las muestras y materiales utilizados para realizar el ensayo como si contuvieran

agentes infecciosos. Los desechos quimicos y con riesgo biologico del laboratorio deben manipularse
y desecharse de acuerdo con todos los reglamentos locales, regionales y nacionales.

Evite todo contacto con la solucion de parada (dcido metanosulfénico). Si se produce exposicion
cutanea u ocular, lave inmediatamente con abundante agua.

Consulte la seccion Informacion preventiva y sobre riesgos para conocer los riesgos asociados con
reactivos especificos. Las fichas de datos de seguridad estan disponibles bajo peticion.

PRECAUCIONES PARA LOS USUARIOS

Este ensayo solo debe ser realizado por usuarios de laboratorio profesionales y capacitados.

SI LAS MUESTRAS CONGELADAS DE SUERO O LBA SE ALMACENAN EN
CONDICIONES DESCONOCIDAS PUEDEN PROPORCIONAR RESULTADOS FALSOS
POSITIVOS DEBIDO A LA CONTAMINACION CON HONGOS O BACTERIAS.

No se deben utilizar el kit ni los reactivos del kit después de la fecha de caducidad indicada.

. Utilice materiales limpios y libres de polvo para minimizar la posibilidad de contaminacién con

esporas de Aspergillus del medioambiente. Debido a que el galactomanano es estable al calor,
la esterilizacion del material utilizado no garantiza la ausencia de antigeno contaminante.
Los materiales libres de pir6genos son 6ptimos, pero se puede utilizar el material estandar con las
precauciones adecuadas.

. No vierta ningan reactivo no utilizado de nuevo en el recipiente original.



F. Mantenga técnicas y patrones de pipeteo adecuados durante todo el procedimiento para garantizar
resultados 6ptimos y reproducibles. Cuando pipetee controles y muestras, utilice puntas de pipeta
individuales para evitar el arrastre de muestras.

G. Limite la exposicion de las muestras y los componentes del kit (sueros, fluido LBA, tampones,
controles) o los recipientes abiertos (placas, tubos, puntas de pipeta) al aire.

H. No utilice micropocillos que hayan estado almacenados en una bolsa Mylar abierta, ya que la
exposicion a la humedad puede dar lugar a resultados inexactos.

I. Se requiere un lector de longitud de onda dual, con absorbancias leidas a 450 nm y 620/630 nm.
Este ensayo no se ha validado con un lector de longitud de onda tinica ni con ninguna otra longitud
de onda de referencia.

J. No confie en la temperatura que muestran los aparatos de calentamiento. La temperatura del bloque
térmico/bafnio de agua debe confirmarse con un termometro calibrado separado para evaluar de
forma independiente la temperatura real. Se deben alcanzar 120 °C dentro del bloque térmico y
100 °C dentro del bafio de agua.

K. No cambie indistintamente de un método de tratamiento térmico a otro. Solo se debe utilizar un
meétodo en funcién de las capacidades del laboratorio.

L. Tome precauciones para evitar lesiones por quemaduras si se utiliza un bano de agua para aplicar el
método de tratamiento térmico.

M. Realice el pretratamiento inicamente para el nimero de muestras que caben en una configuracion
equilibrada en la centrifuga. Evite retrasos en el procesamiento durante el pretratamiento. Para una
reactividad 6ptima, las muestras deben centrifugarse inmediatamente.

N. Los resultados leidos después de la ventana de lectura de 15 minutos no son validos.

O. Los resultados entre diferentes ensayos de galactomanano de Aspergillus no se pueden comparar.

RECOGIDA DE MUESTRAS

Las muestras deben recogerse asépticamente utilizando técnicas establecidas por personal cualificado.
Al manipular muestras de pacientes, se deben tomar las medidas adecuadas para evitar la exposicion a
los agentes etioldgicos que pudiera haber presentes. No se ha establecido el uso de muestras que no sean
suero o LBA. Para obtener resultados 6ptimos, se deben utilizar muestras recolectadas asépticamente.

Las muestras en transito entre laboratorios deben mantenerse entre 2 °Cy 8 °C. Procese y analice las
muestras a su llegada. Si se produce un retraso en el procesamiento de la muestra, se permite el
almacenamiento durante un maximo de 2 semanas a <-20 °C, o durante 10 dias entre 2 °Cy 8° C. Para
un almacenamiento mas prolongado, almacene la muestra a -80 °C. Las muestras se pueden someter a
un maximo de 5 ciclos de congelacion/descongelacion. Una muestra con un resultado positivo muy bajo
podria volverse negativa después del almacenamiento. Los especimenes previamente congelados deben
mezclarse completamente después de descongelarlos, antes de la prueba. Las muestras deben llevarse
a temperatura ambiente antes del ensayo (18-25 °C).



PREPARACION DE LA MUESTRA

Los controles de calibrador, positivo y negativo deben tratarse previamente antes de la realizacion del
ensayo. El blanco no requiere pretratamiento antes de la prueba. Todos los controles (AGMCC1,
AGMPC1, AGMNC1, blanco) deben probarse en cada serie. Los resultados de AGMCC1, AGMPCi,
AGMNC1 y blanco se utilizan para validar la serie (consulte Control de calidad y resultados esperados).
Trate los controles apropiados para cada serie al mismo tiempo que la muestra de suero/LBA. A
continuacion se describen dos métodos para el tratamiento térmico. Solo se debe utilizar
un método en funcion de las capacidades del laboratorio. El éxito de la prueba requiere el
estricto cumplimiento de la temperatura prescrita y la capacidad del equipo.

Pretratamiento de controles, suero y LBA:

1. Coloque 100 pl de tampén pretratamiento (B) en tubos individuales de microcentrifuga resistentes
al calor con tap6on de rosca (u otros tubos con cierre).
2. Agregue 300 ul de AGMCC1, AGMPC1, AGMNCi1, suero fresco o LBA en cada tubo de pretratamiento.
El blanco no requiere pretratamiento.
3. Enrosque bien los tapones para evitar que se abran durante el calentamiento y agite las muestras.
4. Trate térmicamente todas las muestras y los controles apropiados utilizando uno de los
siguientes métodos segun las capacidades del laboratorio*:
Opcioén de bloque térmico: coloque los tubos en un bloque térmico durante 6-8 minutos a
120 °C.
o
Opcion de baio de agua: coloque los tubos en un bafo de agua durante 6-8 minutos a 100 °C.
5. Retire los tubos del bloque térmico o del bafio de agua hirviendo e inmediatamente coloquelos
en la centrifuga.
6. Centrifugue la muestra durante 5 minutos a 10 000-14 000 x g, a temperatura ambiente (18-25 °C).
7. Retire los tubos de microcentrifuga y analice los sobrenadantes siguiendo el Procedimiento del
ensayo. Si es necesario, las muestras pretratadas (sobrenadante con pellet) y los controles se pueden
almacenar entre 2 °C y 8 °C hasta 24 horas antes de la prueba.

*Véase Precauciones para los usuarios

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Subdivida suficientes reactivos necesarios para las pruebas que vayan a realizarse durante el dia. Retorne los reactivos
restantes al almacenamiento en frio (2-8 °C).
Lleve todos los reactivos subdivididos y la bolsa de Mylar que contiene la placa de micropocillos (JJl}) entre 18 °Cy 25 °C.

(NOTA: Al dividir en alicuotas el sustrato ([, proteja el reactivo de la luz)

Separe suficientes tiras recubiertas de anticuerpos de captura de la placa de micropocillos (JJl]) para control positivo
(ED, control negativo (I, blanco (B4 diluido a 1X), corte del calibrador (n) y muestras de pacientes e introdtzcalas
en el soporte de micropocillos. Los micropocillos no utilizados deben volver a colocarse en la bolsa de Mylar resellable,
sellarse inmediatamente después de abrirse y almacenarse entre 2 °Cy 8 °C. Se ha de extremar precauciéon para
garantizar que la bolsa de material higroscépico permanezca en la bolsa con los pocillos no utilizados.




Paso 10

Paso 11

Paso 12

Paso 13

Paso 14

Paso 15

Paso 16

Utilice un micropocillo para el control positivo (J@l), un micropocillo para el control negativo (), un micropocillo para
el blanco (B diluido a 1X) y dos micropocillos para el corte del calibrador (n).

Los controles apropiados deben tratarse previamente a la realizacion del ensayo. No trate el blanco.

Prepare un tampén de lavado 1X (E diluido a 1X con agua destilada o desionizada). Esto se utilizara para el blanco y el
tampon de lavado.

Trate los controles (AGMCC1f], AGMPC1 y AGMNC1Hl) y las muestras utilizando el tampén de pretratamiento (EI)
conforme a las instrucciones sobre “Pretratamiento de controles, suero y LBA” que se citan
anteriormente. No pretrate el blanco.

Después de completar el pretratamiento y la preparacion de la muestra, agregue 100 pl de lo siguiente a micropocillos
separados:

« Tampon de lavado 1X (E diluido a 1X), que sirve como blanco para el ensayo

« Control positivo ()

« Control negativo ()

« Corte del calibrador (n) - 2 pocillos

» Muestras de pacientes

Registre la posicion de cada control, blanco y muestra.

Cubra la placa con un sellador de placas u otro medio para evitar la evaporacion, asegurandose de que toda la superficie
quede cubierta y sea impermeable.

Incube la placa a 37 °C +1 °C durante 60 minutos +5 minutos.

Retire el sellador de placas y, con una pipeta, aspire el contenido de los micropocillos y deséchelo en un contenedor
para residuos de riesgo biologico, cambiando las puntas para cada micropocillo.

Con un lavador de placas EIA o una pipeta multicanal, llene todos los micropocillos con 300 pl de tampdn de lavado 1X
(BX) preparado en el Paso 3. Vierta el contenido de la placa después del llenado. Repita para un total de 5 lavados.

Después del altimo lavado, golpee la placa sobre una pila limpia de toallas de papel u otro material limpio y absorbente
con la fuerza suficiente para eliminar la mayor cantidad de tampén de lavado 1X restante (1) como sea posible.

Agregue 100 pl de conjugado (JH) a cada micropocillo.

Cubra la placa con un sellador de placas u otro medio para evitar la evaporacion, asegurandose de que toda la superficie
quede cubierta y sea impermeable.

Incube la placa a 37 °C +1 °C durante 30 minutos +5 minutos.

Retire el sellador de placas y, con una pipeta, aspire el contenido de los micropocillos y deséchelo en un contenedor
para residuos de riesgo biologico, cambiando las puntas para cada micropocillo.

Con un lavador de placas EIA o una pipeta multicanal, llene todos los micropocillos con 300 pl de tampédn de lavado 1X
(BX) preparado en el Paso 3. Vierta el contenido de la placa después del llenado. Repita hasta un total de 5 lavados.

Después del tltimo lavado, golpee la placa sobre una pila limpia de toallas de papel u otro material limpio y absorbente
con la fuerza suficiente para eliminar la mayor cantidad de tampén de lavado 1X restante (1) como sea posible.

Anada 100 pl de sustrato (n) en cada micropocillo. Inicie un temporizador durante 30 minutos (+5 minutos) cuando

se afiada [ al primer micropocillo.




Cubra la placa con un sellador de placas u otro medio para evitar la evaporacion, asegurandose de que toda la superficie

Paso 18 . .
quede cubierta y sea impermeable.

RERIRTSM Incube a 37 °C +1 °GC durante el resto del temporizador de 30 minutos.

Retire el sellador de placas y agregue 100 pl de solucién de parada () a cada micropocillo en el mismo orden que en el
Paso 17.

Paso 20

Lea y registre los resultados (véase «Lectura de la prueba»).

Paso 21 . L. .
(NOTA: La lectura debe realizarse en un maximo de 15 minutos).

LECTURA DE LA PRUEBA

Los resultados leidos después de la ventana de lectura de 15 minutos no son validos.
Mezcle golpeando ligeramente el lateral de la placa o agitando sobre la encimera durante 1-5 segundos.
Limpie con cuidado la parte inferior de los pocillos con un pafo limpio sin pelusa.

. Lea la absorbancia de cada pocillo a 450 nm y 620/630 nm. Blanco en el tampo6n de lavado 1X

(E1 diluido a 1X).

1. Se requiere un lector de doble longitud de onda, con absorbancias a 450 nm y 620/630 nm. Este
ensayo no se ha validado con un lector de longitud de onda tinica ni con ninguna otra longitud de
onda de referencia.

E. Es necesario leer los resultados en un plazo no superior a 15 minutos después de afiadir la soluciéon
de parada.

F. Deseche los materiales de analisis usados como residuos peligrosos y conserve el soporte de los
pocillos.

G. Desinfecte el soporte de los pocillos con un desinfectante, como:

1. Una solucidn de lejia al 10 %

2. Etanol al 70 %

3. Lysol marcaI.C.™ al 1 %

gSOo®p

NOTA: Los calculos y los resultados esperados se encuentran en “Control de calidad y resultados”.

MATERIALES PROPORCIONADOS

Véase la seccion REACTIVOS

MATERIALES REQUERIDOS, PERO NO SUMINISTRADOS

A. Agua destilada o desionizada, para dilucion del tampon de lavado concentrado

B. Papel absorbente

C. Temporizador

D. Agitador de vortice

E. Pipetas mecanicas capaces de administrar rangos de 100-300 pl y puntas desechables
F. Selladores de placas u otros medios para evitar la evaporacion



G. Tubos con tap6n de rosca para microcentrifuga de 1,5-2,0 ml (IMMY n.° de ref. SCTo50 o
equivalente) capaces de admitir calentamiento a 120 °C (bloque térmico) o 100 °C (bano de agua
hirviendo) para el tratamiento de muestras

H. Bloque térmico capaz de alcanzar los 120 °C o bafnio de agua capaz de alcanzar los 100 °C para el

tratamiento de muestras

Centrifuga de laboratorio para tubos de 1,5-2,0 ml con capacidad para 10 000-14 000x g

Incubadora ajustada a 37 °C

. Lavadora de microplacas o pipeta mecanica multicanal para lavar

Lector de microplacas capaz de leer absorbancias a 450 y 620/630 nm

RS

CONTROL DE CALIDAD Y RESULTADOS

1. Control de calidad:

Un ensayo se considera valido cuando el corte del calibrador (CC), el control positivo (PC), el control
negativo (NC) y el blanco (tampén de lavado 1X) se encuentran dentro de los rangos aceptables, como
se define en las tablas ubicadas en la seccidon Resultados esperados.

A fin de garantizar la calidad de los reactivos deben incluirse el control positivo, el control negativo, el
corte del calibrador y el blanco con cada lote de muestras de pacientes. Los controles positivo y negativo
estan previstos para supervisar fallos sustanciales en los reactivos. El control positivo no debe utilizarse
como indicador de precision. Si los resultados del control positivo y/o el control negativo y/o el corte
del calibrador y/o el blanco no estdn dentro de estos parametros, los resultados de la prueba del
paciente deben considerarse no validos y el ensayo debe repetirse con un nuevo conjunto de muestras
y controles pretratados.

Se pueden analizar controles adicionales de acuerdo con las pautas o los requisitos de los reglamentos
locales, estatales o federales, o de las organizaciones de acreditacién.

2. Calculos:

Calcule las unidades de EIA de la siguiente manera:
1. Calcule las absorbancias corregidas de los controles, el blanco y las muestras de pacientes a
partir de los datos sin procesar:
Absorbancia corregida = Absorbancia de muestra 450 nm — Absorbancia de muestra 630 nm
2. Calcule las absorbancias en blanco de los controles, el blanco y las muestras de pacientes a
partir de las absorbancias corregidas:
Absorbancia en blanco
= Absorbancia de muestra corregida — Absorbancia de blanco corregida
3. Calcule el valor promedio (media) para los dos micropocillos de corte del calibrador usando las
absorbancias en blanco.
4. Calcule las unidades de EIA de la muestra:

Absorbancia en blanco de muestra
Unidades de EIA =

Absorbancia media de corte del calibrador en blanco



3. Resultados esperados:

CONTROLES VALORES ACEPTABLES

Corte del calibrador | Absorbancia en blanco de 0,150-0,300
PC 2,5-4,0 unidades de EIA
NC <0,1 unidades de EIA
Blanco Absorbancia corregida <0,06
Negativo <0,20 unidades de EIA
Positivo >0,20 unidades de EIA

LIMITACIONES

A.
B.

&~

Un resultado negativo no excluye el diagnostico de aspergilosis.

AGMa1o01 esta disenado para usarse con muestras de suero y LBA. Este ensayo no ha sido validado
en muestras distintas del suero y LBA.

No se ha determinado el rendimiento de los reactivos cuando se exponen a fluctuaciones de
temperatura mas alla de las exigidas por el procedimiento del ensayo.

Utilice tinicamente los protocolos descritos en este prospecto. Los tiempos o temperaturas de
incubacion distintos a los especificados pueden dar resultados inexactos.

No se ha establecido el rendimiento de AGM101 para la lectura manual y/o determinacion visual
de resultados.

Un lavado inadecuado durante el procedimiento de ensayo puede causar una reactividad de fondo
excesiva.

Es posible que los micropocillos de muestras de pacientes negativos se contaminen con
micropocillos de muestras de pacientes/controles positivos si el contenido de un micropocillo se
derrama en otro micropocillo. Esto podria deberse a una manipulaciéon brusca de la microplaca o
una técnica de pipeteo deficiente al agregar reactivos.

. Las pruebas positivas deben confirmarse en areas o grupos de pacientes donde se sepa que los

organismos que reaccionan de forma cruzada con Aspergillus spp. son endémicas o representan un
riesgo. Se ha observado cierta reactividad cruzada con muestras positivas para Histoplasma y, por lo
tanto, esto debe tenerse en cuenta en areas endémicas, incluidas partes de los Estados Unidos.

No se ha evaluado la reactividad cruzada de AGM101 con muestras de LBA.

No se evaluo el potencial de interferencia de AGM101 con muestras de LBA.

AGM101 puede mostrar una deteccion reducida de galactomanano en pacientes con enfermedad
granulomatosa cronica (EGC) y sindrome de Job!2:13,
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Se sabe que organismos flngicos como Talaromyces marneffei, Candida, Blastomyces,
Histoplasma y Cryptococcus reaccionan de forma cruzada con otros ensayos de galactomanano?4.
No se ha evaluado la reactividad cruzada de AGM101 con otros hongos, excepto Histoplasma.

. No se ha evaluado la reactividad cruzada de AGM101 con PLASMA-LYTE™. Ha habido informes de

reacciones positivas ante el galactomanano asociadas con PLASMA-LYTE™ en varias observaciones
debido a problemas de reactividad cruzada o contaminacién57. Por lo tanto, se debe considerar la
posible administracion de PLASMA-LYTE™ al interpretar los resultados de esta prueba.

. No se ha evaluado la reactividad cruzada de las muestras de fluido LBA con Mycoplasma

pneumoniae o los fArmacos anestésicos/lubricantes utilizados para adormecer el area del
cuello/garganta para el proceso de aspiracion.

No se ha evaluado la reactividad cruzada de AGM101 con el lipoglicano bifidobacteriano?s.
AGM101 no esta diseniado para supervisar la terapia.

El uso de terapia antifingica activa contra moho en algunos pacientes con aspergilosis invasiva
puede tener como resultado una reduccion de la sensibilidad con AGM101.

El ensayo no debe realizarse como un procedimiento de deteccién para la poblacién general.

El valor predictivo de un resultado positivo o negativo depende de la probabilidad previa al ensayo
de que esté presente la enfermedad de aspergilosis. Los ensayos solo deben realizarse cuando la
evidencia clinica sugiere el diagnoéstico de aspergilosis.

Los resultados entre diferentes ensayos de galactomanano de Aspergillus no se pueden comparar.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

1. Valores previstos

La frecuencia de la aspergilosis depende de varios factores, incluida la poblacién de pacientes,
el tipo de institucion y la epidemiologia. La prevalencia esperada de aspergilosis invasiva en
pacientes inmunocomprometidos puede variar del 5 % al 20 %9.

2. Sensibilidad analitica (C95)

Se evalu¢ la sensibilidad analitica del EIA de AGM clarus anadiendo suero y fluido LBA con
antigeno de galactomanano de Aspergillus a 3,00 ng/ml y probando concentraciones diluidas

8 veces en serie (1:2). Cada una de las concentraciones de suero se probé un minimo de

27 réplicas, mientras que las concentraciones de fluido LBA se probaron para un total de

10 réplicas (cada una).

Se determin¢ la sensibilidad analitica mediante la bisqueda de la intersecciéon en la que el 95 % de
los resultados fueron positivos y es de aproximadamente 0,40-0,50 ng/ml tanto para el suero
como para el fluido LBA.

3. Efecto de gancho de dosis altas

El efecto de gancho de dosis altas se evalu6 internamente analizando suero humano y LBA
enriquecido con antigeno de GM de Aspergillus en el EIA de AGM clarus. El EIA AGM no mostr6
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un efecto de gancho completo (resultados falsos negativos) al analizar muestras de suero y LBA
que contenian concentraciones extremadamente altas (hasta 260 pg/ml).

CONCENTRACION DE  UNIDADES MEDIA
LA MUESTRA DE EIA

‘ RESULTADO

260 ug/ml de LBA 11,810 Positivo
130 ug/ml de LBA 11,852 Positivo

65 ug/ml de LBA 11,664 Positivo

32 ug/ml de LBA 11,975 Positivo
260 ug/ml de suero 12,487 Positivo
130 ug/ml de suero 12,565 Positivo
65 ug/ml de suero 12,633 Positivo
32 ug/ml de suero 12,280 Positivo




4. Interferencia

Se evalu¢ el potencial de interferencia del EIA de AGM clarus en suero hemolizado, ictérico y
lipémico. Estos sueros no presentan interferencias en el ensayo.

5. Reactividad cruzada

Se evalu¢ la reactividad cruzada del EIA de AGM clarus frente a un panel de muestras de suero de
pacientes con una variedad de patologias diferentes. Los resultados de este ensayo se muestran en
la siguiente tabla:

PATOLOGIA NUMERO DE MUESTRAS % POSITIVOS
Stfilis 10 0 % (0/10)
Toxoplasmosis 8 0% (0/8)
VHA 10 0% (0/10)
ANA 10 0 % (0/10)
Rubeola 10 0 % (0/10)
CMV 5 0 % (0/5)
Factor reumatoide 10 0 % (0/10)
Micoplasma 10 0 % (0/10)
VHC 10 0 % (0/10)
Cancer* 15 0 % (0/15)
Histoplasma** 8 12 % (1/8)

* Tipos de cancer evaluados: 1 sarcoma, 5 linfomas, 1 neuroblastoma, 5 mielomas, 1 cancer de pulmén y 1 cancer renal

** La inica muestra de suero con reaccién cruzada de Histoplasma también fue positiva en otro EIA Aspergillus GM
comercialmente disponible, con un indice de GM de 7,524, en comparacioén con 0,498 unidades de EIA en el AGM101 clarus.
En particular, una segunda muestra de suero de Histoplasma también result6 positiva (indice de GM de 2,269) en el mismo
EIA de GM disponible comercialmente, lo que tuvo como resultado una tasa de reactividad cruzada de Histoplasma del 25 %
(2/8), en comparacion con el 12 % para el AGM101 clarus.

6. Precision

La precision (reproducibilidad) del EIA de AGM clarus se ha evaluado mediante la realizacion de
controles y un panel de tres muestras de suero y cuatro muestras de LBA. El panel de muestras se
analiz6 una vez al dia durante un total de cinco dias, en dos lotes diferentes, por tres operadores
(un total de 30 evaluaciones por muestra). Muestras analizadas: controles de ensayo (AGMCCi,
AGMPC1, AGMNC1, 1 tampon de lavado/blanco), dos positivos bajos (1 suero, 1 LBA), dos
positivos moderados (1 suero, 1 LBA) y tres negativos (1 suero, 2 LBA).

Para mayor precision, se calcularon la media, la desviacion estandar, el % CV, el % de positivos y el
% de negativos para los resultados de las unidades de EIA. En la tabla siguiente se muestran los
resultados:
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MEDIA

TIPO DE MUESTRA (UNIDAD DE EIA) DE % CV % POSITIVOS % NEGATIVOS
Suero positivo mod. 0,834 0,082 10 % (30/30) 100 % (0/30) 0%
Suero positivo bajo 0,443 0,041 9% (28/28) 100 % (0/28) 0%
LBA positivo mod. 0,614 0,086 13 % (30/30) 100 % (0/30) 0%
LBA positivo bajo 0,293 0,051 17 % (30/30) 100 % (0/30) 0%
LBA 1 negativo 0,039 0,037 N/A (0/30) 0% (30/30) 100 %
LBA 2 negativo -0,008 0,035 N/A (0/30) 0% (30/30) 100 %
Suero negativo 0,003 0,038 N/A (0/30) 0% (30/30) 100 %

7. Comparacion de métodos

El EIA de AGM clarus se ha comparado con un EIA de antigeno de GM de Aspergillus

comercialmente disponible en un estudio externo utilizando muestras retrospectivas. En ambos

ensayos se analiz6 un total de 319 muestras (272 de suero, 47 de LBA). Se ha realizado un analisis
de estos datos para determinar el porcentaje de acuerdo positivo y el porcentaje de acuerdo
negativo. En las tablas siguientes se muestran los resultados de esta comparacion:

EIA de GM

Suero
Pos. Neg.
EIA de AGM [RgS 32 1
clarus de IMMY [\ 13 226
EIAdeGM |
Fluido LBA
Pos. Neg.
EIA de AGM RS 16 1
clarus de IMMY Neg. 3 27

8. Rendimiento clinico

Se ha realizado un estudio externo basado en los Criterios clinicos para la AI de la EORTC y el MSG de
2020 para determinar la sensibilidad y la especificidad del EIA de AGM clarus mediante la evaluacion de
290 muestras retrospectivas (254 de suero, 36 de fluido LBA) de pacientes con riesgo de Al. En las tablas

% acuerdo
positivo

% acuerdo
negativo

Fluido LBA

% acuerdo
positivo

% acuerdo

negativo

siguientes se muestran los resultados de esta comparacion:

Calculado 1

ICdel 95 %

56,6 %-82,3 %

97,5 %_9979 %

Calculado

ICdel 95 %

62’4 %_9475 %

96,4 %

8273 %_9974 %
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EORTC/MSG

Calculado IC del 95 %
Suero Probados/ Sin AI

Probables Sensibilidad 84,2 %

69,6 %-92,6 %

EIA de Asp. [RgLH 32 0
GM EIA de GM Neg. 6 216 I SeiieGEGlM 100,0 % 98,3 %-100 %

EORTC/MSG

Fluido LBA [EeEIHEL) IC del 95 %

Fluido LBA Probados/| .
Sin AT
Probables Sensibilidad 64,0 %-96,5 %

EIA de Asp. [Bget8 14 1 o
GM EIA de GM [NpS o 19 Especificidad 95,0 % 76,4 %-99,1 %

9. Procedimientos y materiales de referencia

No existen procedimientos o materiales de medicion de referencia disponibles para el usuario.

SOLUCION DE PROBLEMAS

PROBLEMA SOLUCION

Resultados variables en las réplicas | e Configure los controles y las muestras en una placa de 96 pocillos separada,
limpia y no recubierta
o Utilice una pipeta multicanal para pipetear desde la placa de 96 pocillos a los

micropocillos
Sospecha de contaminacién de ¢ Golpee suavemente la placa para mezclar los reactivos en los micropocillos
micropocillos para evitar salpicaduras

o Tome precauciones al pipetear para asegurarse de que no se produzcan
salpicaduras ni transferencias de micropocillos adyacentes
e Cambie la punta para cada micropocillo

Absorbancias mas bajas de lo o Asegurese de que todos los reactivos tengan una temperatura de entre 18 °Cy
esperado (Reactivos demasiado frios) 25 °C antes del ensayo
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