Aspergillus fumigatus IgG ELISA

Prueba inmunoenzimatica para el diagnéstico de la aspergilosis humana
96 pruebas inmunoenzimaticas en pocillos individuales destinadas para el uso diagndstico in vitro y para el uso

profesional en el laboratorio

BORDIER Instructivo de uso para el articulo N° 6100
A F NITY N° CE: CH-201301-0006 - UDI-DI: 07640158216101
P R U T S

Utilizacion destinada del producto:

El kit Bordier Aspergillus fumigatus IgG ELISA esta destinado a la deteccién cuantitativa de anticuerpos IgG contra
Aspergillus fumigatus en suero humano. La serologia constituye una ayuda para el diagnéstico y no se puede
utilizar como el Gnico método de diagnostico. Esta prueba también estd destinada para el seguimiento de
pacientes en riesgo de infecciones por aspergilosis.

Antecedentes:

La aspergilosis pulmonar esta causada por diferentes especies patégenas del género fungico Aspergillus, siendo
el Aspergillus fumigatus el més frecuentemente implicado. Este patégeno se encuentra en el suelo y la materia
orgénica en descomposicién. Los seres humanos inhalan cientos de esporas al dia, pero solo las personas con
factores de riesgo desarrollardn diferentes tipos de aspergilosis: aspergilosis broncopulmonar alérgica, sinusitis
alérgica, aspergiloma y aspergilosis pulmonar crénica. Los sintomas principales son somnolencia y dificultad para
respirar. Dado que estos sintomas son inespecificos, el diagndstico se basa en una combinacién de criterios
clinicos, radiolégicos, biolégicos y micolégicos. La serologia es un criterio importante y estdn disponibles varios
métodos para la deteccion, el seguimiento y la confirmacion.

Principio de la pruebay presentacion:

El kit contiene todo el material necesario para efectuar 96 pruebas inmunoenzimaticas de adsorcién (Prueba
ELISA). Se realiza en pocillos separables de microtitulacién sensibilizados con una mezcla de antigenos:

- Antigenos soluble somatico y metabdlico de Aspergillus fumigatus.

- Antigenos recombinantes: dipeptidylpeptidase type V (chymotrypsin) y ribonuclease (mitogillin) de

Aspergillus fumigatus.
Los anticuerpos especificos en la muestra se unirdn a estos antigenos y el lavado eliminara los anticuerpos
inespecificos. La presencia de anticuerpos especificos contra el antigeno micética es detectada mediante un
conjugado proteina A - fosfatasa alcalina. Una segunda etapa de lavado eliminara el conjugado no unido. El
revelado de los anticuerpos unidos se realiza mediante la adiciébn de sustrato pNPP que se torna amarillo en
presencia de fosfatasa alcalina. La intensidad del color es proporcional a la cantidad de anticuerpos especificos de
Aspergillus fumigatus en la muestra. El fosfato potasico se aflade para parar la reaccién. La densidad 6ptica a 405
nm se lee con un lector de microplacas ELISA.
La prueba se puede realizar con sistemas automaticos, pero esto debe ser validado por el usuario.

Material que contiene el kit (96 pruebas):

|WELL| 6100-01 Pocillos sensibilizados con antigenos 96 pocillos
somaticos, metabdlicos y recombinantes de Aspergillus fumigatus
DILB 6100-02  Tampodn de dilucion (concentrado 10 x), de color morado 50 ml
WASH 6100-03  Solucion de lavado (concentrado 10 x) 50 ml
ENZB 6100-04 Tampo6n de la enzima 50 ml
STOP 6100-05  Solucion de parada (KsPO40,5M) 25 ml
CONTROL | _ | 6100-06  Suero de control negativo (20 x), tapén verde 200 ul
6100-07  Suero de control positivo débil (Cut off, 20 x), tapén amarillo 200 ul
6100-08  Suero de control positivo (20 x), tapdn rojo 200
CONJ 6100-09 Conjugado proteina A - fosfatasa alcalina (50 x), tapén morado 300
SUBS 6100-10 Sustrato de la fosfatasa (para-nitrofenil-fosfato) 20 tabletas
Reservorio de reactivos para pipeta multicanal 25ml 1 pieza
Cuadro para el soporte de los 8 pocillos de ELISA 1 cuadro

Periodo de validez y conservacion:

Conservar el kit entre 2° y 8°C (transportar a temperatura ambiente), evitar la exposicion a largo plazo de los
componentes a la luz directa. La fecha de caducidad y el numero de lote del kit estan impresos en un lado de la
caja. Después de la apertura inicial, todos los reactivos son estables hasta la fecha de caducidad siempre y

cuando se almacenen a 2-8°C.
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Material necesario no incluido en el kit:

Pipetas (ul y ml). Recipientes. Tubos de dilucion. Lamina adhesiva para cubrir los pocillos durante la incubacion.
Agua destilada. Incubadora a 37°C. Lector ELISA ajustado a una longitud de onda de 405 nm. Equipo manual o
automatico para enjuagar los pocillos. Mezclador Vortex. Temporizador.

Preparacion de reactivos antes de la utilizacién:

Ponga todos los reactivos a temperatura ambiente y agitelos antes de usar.

Pocillos sensibilizados: abrir el lado de la bolsa de aluminio 6100-01 y tomar la cantidad necesaria de pocillos
(uno para el blanco, tres para los controles mas el nUmero de muestras). Poner los pocillos sensibilizados en el
soporte de 8 pocillos. Si es necesario, completar las posiciones no utilizadas en el soporte con pocillos ya
utilizados. Disponer el/los soporte/s en el cuadro respetando la orientacién. Mantenga los pocillos no utilizados
sellados en la bolsa con el desecante.

Tampén de dilucion: diluir el tampon de diluciéon concentrado 10 x 6100-02, 1/10 en agua destilada. Esto se usa
para la dilucion de los controles, las muestras y el conjugado. El tampén de dilucién es estable durante 2 meses a
2-8°C.

Solucion de lavado: diluir la solucidon de lavado concentrado 10 x 6100-03, 1/10 en agua destilada. Si usted
desea utilizar su propia solucién de lavado, evite tampones que contienen fosfato, lo cual podria inhibir la actividad
enzimética de la fosfatasa alcalina. La solucién de lavado diluida es estable durante 2 meses a 2-8°C.

Sueros de control: diluir 10 pl de cada suero de control 6100-06 a -08 en 190 pl de tampodn de dilucion (dilucion
final: 1/20). Los sueros de control diluidos son estables durante 2 meses a 2-8°C.

Conjugado: diluir el conjugado 6100-09, 1/50 utilizando el tampo6n de dilucién. Diluya el conjugado el dia de la
prueba. No almacene el conjugado diluido.

Solucion de sustrato: disolver la cantidad necesaria de tabletas de sustrato 6100-10 en el tampon de la enzima
6100-04 no diluida (una tableta en 2,5 ml de tampén). Mezclar bien hasta que la tableta se haya disuelto. Diluya el
sustrato el dia de la prueba y proteja el tubo de la luz directa. Las tabletas y soluciones de sustrato deben ser
incoloras o deben tener solo un ligero matiz amarillo. Si una tableta o una solucion de sustrato se vuelve amarilla,
es posible que se haya hidrolizado parcialmente y se deba desechar. No almacene la solucién de sustrato.

Solucion de parada: utilizar el reactivo 6100-05 no diluido.

Recogida y preparacién de muestras:

Use suero humano. El suero debe almacenarse a 2-8°C si se analiza en unos pocos dias; de lo contrario,
consérvelo a -20°C o menor. Evite congelar y descongelar repetidamente las muestras. Agite las muestras en el
vortex y diluya a 1/201 en solucién de tampén de dilucién (por ejemplo 5 pl de muestra en 1,0 ml).

Precauciones de uso:
Los compuestos tdxicos se encuentran en las siguientes concentraciones:

Componente Referencia Acida sédica (NaNs) Tiomersal
Tampon de dilucién (10 x) 6100-02 0,1% 0,02%
Solucién de lavado (10 x) 6100-03 0,05% /

Tampodn de la enzima 6100-04 0,01% /
Sueros de control (20 x) 6100-06 a -08 0,1% 0,02%
Conjugado (50 x) 6100-09 0,1% /

En las concentraciones utilizadas, la acida sddica y el tiomersal no presentan ningun riesgo toxicoldgico en
contacto con la piel y las mucosas.

- Lasolucién de parada 6100-05 (0.5 M KzPQa) es irritante

- Los sueros de control negativo, cut off y positivo (6100-06 a -08) son sueros de conejo.

- Trate todos los reactivos y las muestras como material potencialmente infeccioso.

- No intercambie reactivos de diferentes lotes o kits Bordier ELISA.

- No use reactivos de otros fabricantes con reactivos de este Kkit.

- No use reactivos después de su fecha de caducidad.

- Cierre los viales de reactivo firmemente después de su uso y no intercambie los tapones de rosca para
evitar la contaminacion.

- Use puntas de pipetas diferentes y limpias para cada muestra.

- No reutilice los pocillos.

- Evite el deterioro de los pocillos por accidon mecanica (puntas/conos, boquillas).

- Las descripciones de los simbolos utilizados en las etiquetas pueden consultarse en el sitio web
www.bordier.ch.
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Consideracion relativa a la eliminacién:

Todos los materiales utilizados para esta prueba generalmente se consideran residuos peligrosos. Consulte las
leyes y las reglamentaciones nacionales para la eliminacion de residuos peligrosos.

Procedimiento:

Durante el andlisis, evite la formacién de burbujas en los pocillos.

Etapa 1: Bloqueo:

Llenar completamente los pocillos con la solucién de tampdn de dilucién.

Incubar 5 a 15 minutos a temperatura ambiente (bloqueo de los pocillos).

Eliminar el tampdn de dilucién por aspiracion o sacudiendo el soporte con los pocillos en el lavabo.

Etapa 2: Incubacion con las muestras a analizar:

Llenar el primer pocillo de la tira con 100 pl de tampon de dilucién (Blanco sin suero).

Llenar los 3 pocillos siguientes con 100 pl de suero negativo, débilmente positivo (cut off) y suero positivo
respectivamente. Para el analisis de méas de 25 muestras, recomendamos llenar los tres Ultimos pocillos con suero
de control como duplicado.

Llenar los otros pocillos con las muestras diluidas (100 pl).

Cubrir los pocillos con un film adhesivo e incubar 30 minutos a 37°C.

Eliminar los sueros y lavar 4 veces con ~ 250 pl de la soluciéon de lavado.

Etapa 3: Incubacion con el conjugado:

Distribuir 100 pl de conjugado diluido en cada pocillo (incluido el pocillo blanco, sin suero).
Cubrir los pocillos con una lamina adhesiva e incubar 30 minutos a 37°C.

Eliminar el conjugado y lavar 4 veces con ~ 250 pl de la solucién de lavado.

Etapa 4: Incubacion con el sustrato:

Distribuir 100 pl de la solucion del sustrato en cada pocillo.

Cubrir los pocillos con una lamina adhesiva e incubar 30 minutos a 37°C.

Parar la reaccién en adicionando 100 pl de la solucién de parada a cada pocillo.

Etapa 5: Medida de la densidad 6ptica:

Si fuera necesario, limpiar la parte inferior externa de los pocillos con un papel absorbente y eliminar las burbujas
de aire. Proceder a la lectura de la densidad 6ptica (DO absorbencia) a una longitud de onda de 405 nm 1 hora
después de la adicion de la solucién de parada.

Interpretacién:

Sustraer el valor obtenido del pocillo blanco sin suero de todos los otros valores medidos. Cuando corresponda,
calcule los valores medios de densidad éptica de los sueros de control duplicados. La prueba es vélida si los tres
criterios siguientes se cumplen:

Absorbancia (A) del control positivo > 1,200

- A del control positivo débil > 11% de A del control positivo

- A del control negativo < 8% de A del control positivo

- Ade blanco sin suero < 0,350

Los controles de calidad de los lotes actuales se encuentran publicados en sitio web: www.bordier.ch.

La concentracion en anticuerpos del suero débilmente positivo 6100-07 ha sido ajustado para permitir una
distincién 6ptima entre los sueros de casos clinicos de aspergilosis de pacientes inmunocompetentes y los sueros
de sujetos sanos. El indice limite de una muestra se define, después de la sustraccion del pocillo blanco sin suero,
como:

Densidad éptica de la muestra
Densidad 6ptica del suero cut off

indice =

El resultado es negativo cuando el indice del suero a analizar es menor de 0,8. En este caso la concentracion de
anticuerpos IgG dirigidos contra los antigenos de Aspergillus fumigatus no tiene una significacion clinica.

El area gris corresponde a un indice entre 0,8 y 1,0. En este caso, la muestra debe ser considerada como limite
(dudosa), se recomienda entonces repetir la prueba con el mismo suero o con un nuevo suero del mismo paciente
tomado 2 a 4 semanas mas tarde.

El resultado es positivo cuando el indice del suero a analizar es mayor de 1,0. En este caso la concentracion de
anticuerpos IgG dirigidos contra los antigenos de Aspergillus fumigatus es considerado como clinicamente
significativo. Este resultado orienta hacia una sensibilizacién al aspergillus o una aspergilosis.

En caso de resultado positivo o dudoso, se recomienda llevar a cabo una prueba de confirmacion (por lo general,
mediante la técnica Western blot), si dicha prueba esta disponible o si asi lo exige la reglamentacién nacional.
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Desempefio analitico:

Especificidad analitica:

Se observé una sensibilidad del 22% con 9 sueros de 5 pacientes que padecian aspergilosis de tipo invasivo. En
el caso de los pacientes inmunodeprimidos, se recomienda complementar la prueba con la deteccién de antigenos
de A. fumigatus en suero. Se observé una especificidad del 97% con 36 sueros de 24 pacientes que padecian
enfermedades respiratorias no ocasionadas por aspergillus (candidiasis, tuberculosis, neumocistosis y
criptococosis).

No se observé interferencia positiva 0 negativa con concentraciones suprafisioldgicas de hemoglobina, lipidos o
bilirrubina en sueros suplementados con interferentes.

Precision:
La repetitividad ha sido evaluada analizando 2 sueros humanos en 24 pocillos de una placa en una prueba Unica.
La reproducibilidad ha sido evaluada analizando estas 2 muestras precitadas en 10 pruebas diferentes.

Repetitividad Reproducibilidad
Muestras 1 Muestras 2 Muestras 1 Muestras 2
Media (densidad 6ptica) 0,352 1,767 0,410 1,985
Desviacion estandar (densidad 6ptica) 0,027 0,069 0,038 0,096
Coeficiente de variacion (%) 7,6 3,9 9,3 4,8

Los siguientes rendimientos no son evaluables puesto que no se dispone de material de referencia certificado para
el andlisis:

- Sensibilidad de los analisis (limites de deteccioén y cuantificacion)

- Exactitud

- Veracidad

- Intervalo de medicién

- Linealidad

Actuaciones clinicas:

Sensibilidad diagndstica:
Se observo una sensibilidad del 97% con 230 sueros de 147 pacientes que padecian diversas aspergilosis: 104
aspergilosis pulmonares crénicas (incluidos 17 aspergilomas) y 43 aspergilosis broncopulmonares alérgicas.

Especificidad diagnéstica:
Se observd una especificidad del 90% con 206 sueros de 205 pacientes con sintomas respiratorios en los que se
habia descartado enfermedad ocasionada por aspergillus.

Valor predictivo positivo y negativo:
En las poblaciones mencionadas con anterioridad, se observé un VPP del 92% y un VPN del 96%.

Valores esperados en poblaciones normales y afectadas:

En una poblacion normal de 99 donantes de sangre suizos, 98 sueros de una unidad de infectologia suiza y 90
sueros de pacientes bajo sospecha de aspergilosis, pero en los que esta enfermedad se habia descartado con
certeza, el valor de indice esperado es de 0,16. En una poblacion afectada de 63 sueros de pacientes que
padecian diversas aspergilosis, el valor de indice esperado es de 2,16.

Incidencias:

Cualquier incidencia grave que se produzca en relacion con el dispositivo debera ponerse en conocimiento del
fabricante y de la autoridad competente del Estado miembro donde se encuentren el usuario y/o el paciente.

Limitationes:

El diagnoéstico de una enfermedad infecciosa no debe establecerse basandose en los resultados de una Unica
prueba. Un diagnéstico preciso debe tener en cuenta la situacién endémica, la historia clinica, la sintomatologia,
las imagenes y los datos seroldgicos.

En pacientes inmunodeprimidos y recién nacidos, los datos serolégicos tienen un valor limitado.
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