4 LDBIO ¢« Diagnostics

Prueba inmunocromatografica para uso diagndstico in vitro
Técnica manual

INSTRUCCIONES DE USO

Encuentre mas informacidn e instrucciones de uso en su idioma en nuestra pagina web
www.ldbiodiagnostics.com
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USO PREVISTO

ASPERGILLUS ICT 1gG-IgM es una prueba rapida basada en la tecnologia de la inmunocromatografia (flujo
lateral) que sirve para detectar simultdneamente anticuerpos anti-Aspergillus de clase tanto 1gG como IgM en
sueros humanos.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

ASPERGILLUS ICT IgG-IgM es un test de diagndstico cualitativa. Se basa en el principio del sandwich
homogéneo (reaccion inmunoldgica de dos epitopos de antigeno idénticos con los dos puntos de unién de un
anticuerpo bivalente).

El dispositivo, que se encuentra dentro de un recipiente, se compone de los siguientes elementos:

e una tira de nitrocelulosa en la que se extienden dos bandas reactivas: los antigenos (purificados a partir
de un cultivo de Aspergillus fumigatus) de la banda de “Test” (banda T) y las gammaglobulinas de conejo de
la banda de “control” (banda C),

e un soporte de fibra de vidrio (almohadilla conjugada) impregnado de particulas de latex negro con
antigenos de Aspergillus fumigatus (latex de “Test” = latex T) y particulas de latex azul con anticuerpos
caprinos contra las inmunoglobulinas G de conejo (latex de “control” = latex C).

La prueba se efectia mediante la dispensacion sucesiva de la muestra de suero y de una solucidn eluyente
en la “cavidad para la muestra” del dispositivo. Al afiadir el eluyente, se inicia la migracién simultanea
(cromatografia) del suero y las particulas de latex. Esta migracidn dura entre 20 y 30 minutos.

Si en la muestra hay anticuerpos especificos (IgG o IgM), se forma un complejo entre el latex T y los
anticuerpos del paciente, que recoge después la banda T. Si el resultado es la aparicion de una linea negra, la
prueba es positiva.

La recogida directa del latex C por la banda C da como resultado la aparicién de una linea azul, lo que
significa que la cromatografia se ha realizado correctamente. El aspecto de esta linea azul es sistematico e
independiente de la condicién seroldgica del paciente.

Las dos letras “T” y “C” estdn impresas en el dispositivo y sirven para indicar la posicion de la zona de lectura
correspondiente.

COMPONENTES DEL KIT

Embalaje
ID Descripcién 20 pruebas 100 pruebas
rR1 Bolsa (precintadas y con cierre de cremallera) de 10 5 10
casetes listos para usar + un desecante
R2** | Frasco cuentagotas de 3 mL del eluyente 1 5
Instrucciones de uso 1 1

** Eluyente R2

O Pictogramas de peligro

o Palabra de advertencia: Atencion!
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o Indicaciones de peligro :

Code Peligro
H302 Nocivo en caso de ingestidn.
H317 Puede provocar una reaccién alérgica en la piel.

o Consejos de prudencia:

Code Prevencion
P261 Evitar respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol.
P264 Lavarse manos concienzudamente tras la manipulacion.
P270 No comer, beber ni fumar durante su utilizacion.
P272 Las prendas de trabajo contaminadas no podran sacarse del lugar de trabajo.
P280 Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.

Respuesta

EN CASO DE INGESTION: Llamar a un CENTRO DE INFORMACION

P301+P312+P330 TOXICOLOGICA o a un médico si se encuentra mal. Enjuagarse la boca.

P302+P352 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con agua y jabdén abundantes. En
P333+P313 caso de irritacidn o erupcidn cutanea: Consultar a un médico. Lavar las prendas
P363 contaminadas antes de volver a usarlas.
Eliminacién

Elimine el contenido y el recipiente de acuerdo con las regulaciones

P501 .
pertinentes.

o Peligros no clasificados de otra manera (HNOC)

EUH 032 En contacto con acidos libera gases muy téxicos.

EUH 210 Puede solicitarse la ficha de datos de seguridad, o consultarla en nuestra pagina web
www.ldbiodiagnostics.com.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

e Guarde la bolsa precintada original a una temperatura de entre 2 y 8 °C. Los dispositivos se pueden
usar hasta la fecha de caducidad escrita en la etiqueta de la bolsa. No las congele. No las utilice después

de la fecha de caducidad.

e La primera apertura de una bolsa de 10 pruebas se debera efectuar como minimo 15 minutos después

de poner la bolsa a temperatura ambiente para evitar que se condense el interior de la bolsa.
o Deje que el eluyente permanezca al menos 15 minutos a temperatura ambiente antes de usar.

o Después de abrir por primera vez una bolsa, manténgala a temperatura ambiente (entre 18 y 30 °C) y
cerrada_cuidadosamente (cierre de cremallera), con el paquete de secante dentro. Después de su

apertura, los recipientes se podran utilizar durante un periodo de hasta 2 meses.

e El eluyente es estable durante un tiempo de hasta 2 meses a temperatura ambiente (entre 18 y 30 °C) y

hasta la fecha de caducidad (como figura en el kit) si se mantiene entre 2y 8 °C.

PRECAUCIONES DE USO

Seguridad

e Solo para diagndstico in vitro. Manipule conforme a la buena practica de laboratorio y trate cualquier

reactivo y cualquier muestra como potencialmente téxicos y/o infecciosos.
e Solo para uso profesional. Solo para personal capacitado técnicamente.

e Todas las muestras de suero se deben considerar como potencialmente infecciosas y manejarse con

cuidado.

e Haga uso de una bata de laboratorio, guantes y gafas; no beba, coma ni fume en el laboratorio. No

introduzca las pipetas en la boca.
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e Deseche los residuos (muestras, puntas, tubos, recipientes, reactivo usado...) segun las buenas practicas
utilizadas en el sector y las normas actuales del pais.
e Cualquier incidente grave debe ser objeto de una declaracidn al fabricante y a la autoridad competente.

Precauciones

e Leaeinterprete los resultados bajo luz blanca directa.

e No utilice eluyente de otro nimero de lote

e No utilice dispositivos de dos numeros de lote diferentes en el mismo ensayo.

e (Cierre los frascos después de cada uso; no se deben utilizar si se introdujera accidentalmente una
substancia en los reactivos. No utilice el reactivo de un frasco que presente indicios de fuga. No utilice
soluciones turbias o precipitadas.

e  Utilice solo puntas de pipetas desechables. Evite cualquier contaminacién entre recipientes.

e No utilice reactivos después de la fecha de caducidad.

e La omisidon de una muestra o la dispensacién de un volumen inadecuado pueden dar lugar a un
resultado positivo o negativo de la prueba con independencia de la condicién seroldgica real.

e Utilice solo dispositivos guardados cuidadosamente en su bolsa cerrada, con el paquete de secante
dentro.

RECOGIDA'Y PREPARACION DEL SUERO

e Laprueba se puede efectuar bien con suero o bien con plasma.

e Larecogida de muestras debera ser estéril y se podra hacer en tubo seco o con heparina, citrato o EDTA.

e  Entubos con gel, no recoja gel porque podria producir falsos positivos.

e Evite la hemolisis en la medida de lo posible.

e Mantenga las muestras a una temperatura de entre 2 y 8 °C hasta su procesamiento. Si es necesario
almacenarlas, congélelas a menos de -15 °C. No use una muestra contaminada. Evite la congelacion y
descongelacion repetidamente de las muestras.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Material adicional requerido: micropipeta y puntas desechables para administrar volimenes de 15 puL y
cronémetro.

Silas bolsas de 10 pruebas se mantienen a una temperatura de entre 2 y 8 °C, déjelas al menos 15 minutos
a temperatura ambiente antes de abrirlas, pues la temperatura de la bolsa debera llegar a la temperatura
ambiente para evitar la condensacion del interior de la bolsa.

1. Saque el nimero de recipientes que desee y cierre cuidadosamente la bolsa con la cremallera (con el
paquete de secante dentro) mientras saca a presion tanto aire como pueda. Cierre la bolsa y guardela a
temperatura ambiente durante 2 meses.

2. ldentifique cada recipiente con la referencia de cada muestra objeto de la prueba. No trabaje con
ensayos de mas de 10 dispositivos. Si se van a realizar dos ensayos sucesivos de 10 dispositivos deberdn
transcurrir unos minutos entre uno y otro para poder realizar la lectura en los momentos oportunos. Se
recomienda utilizar dos crondmetros.

3. Utilice una micropipeta con punta desechable para dispensar 15 uL de suero o plasma en la cavidad para
la muestra. Proceda asi para todos los dispositivos antes de pasar al siguiente paso.

4. Dispense 4 gotas del eluyente del kit. No utilice eluyente de otro numero de lote. Al realizar la
dispensacidn, mantenga el cuentagotas en vertical. Cierre el cuentagotas después de su uso.

5. Inicie el crondmetro cuando haya dispensado el eluyente en todos los dispositivos del ensayo.

LECTURA E INTERPRETACION

La lectura se deberd efectuar junto a una ventana o debajo de luz directa (por ejemplo, una ldmpara de
escritorio). Evite las sombras en la zona de lectura.
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La lectura se hard entre 20 y 30 minutos después de iniciar el cronémetro.
No tenga en cuenta los resultados de lecturas hechas después de 30 minutos.

e Prueba positiva: en las zonas correspondientes aparecen 2 lineas, una “T” negra y una “C” azul. Toda linea
“T” se considerard positiva, aunque su intensidad sea muy débil. Para lineas muy débiles, haga la lectura
con el ojo en vertical por encima del area de lectura.

e Prueba negativa: no aparece ninguna linea negra. Solo es visible la linea “C” azul.

e Prueba ambigua: en casos muy excepcionales, puede aparecer en la banda “T” una linea gris débil y
difusa. Este resultado se considerard negativo, pero se analizard en otra muestra o con otra técnica.

e Prueba no valida: la linea “C” no aparece. Lea otra vez las instrucciones y repita la prueba. Si el problema
persiste, contacte con el fabricante o con su distribuidor.

Notas: Esta es una prueba cualitativa. La intensidad de la linea negra no refleja la cantidad de anticuerpos
especificos de la muestra.

El resultado positivo de la prueba demuestra el contacto del paciente con el agente infeccioso, pero no sirve para
juzgar de antemano la fecha de contacto o la condicidn clinica del paciente.

CONTROL DE CALIDAD

e lalinea azul “C” permite confirmar que la prueba se ha realizado correctamente.
e No obstante, se recomienda incorporar, de vez en cuando, una muestra débil que se sepa que
es positiva a un ensayo.

Nota: Con algunos sueros, se puede ver una segunda banda negra y contigua a la banda azul (es decir, una
duplicacion de la banda “C”). La segunda banda no afecta al resultado de la prueba, que se debera leer inicamente
en lalinea “T".

LIMITACIONES DE LA PRUEBA

e No utilice una muestra de suero muy antigua con esta técnica. Se recomienda utilizar muestras
congeladas durante menos de 2 afios. El resultado positivo puede estar provocado por la presencia de IgG
o IgM dirigida contra el agente infeccioso, la prueba no distingue el tipo de anticuerpos presentes.

e El uso de otros liquidos corporales (orina, liquido cefalorraquideo, saliva, sangre completa
anticoagulada...) no ha sido validado.

e No se recomienda el uso de muestras hemoliticas, ictéricas o lipidicas. No obstante, no se ha indicado
gue estas puedan provocar interferencias en la reaccién. Aun asi, las muestras muy hemoliticas pueden
ocultar una prueba débilmente positiva, dado el intenso color de fondo rojo de la hemolisis.

e No dispense 3 o 5 gotas de eluyente.

e No utilice un eluyente que no sea el suministrado con los recipientes (mismo nimero de partida).

e El diagnéstico de una enfermedad infecciosa no se puede determinar segun los resultados de una Unica
prueba.

e Para establecer un diagndstico, los resultados seroldgicos deben interpretarse de acuerdo con la
informacién disponible (esto es, epidemioldgica, clinica, las imagenes, la biologia, etc.)

RENDIMIENTO
Sensibilidad, especificidad

Metodologia

La evaluacion del kit se hizo de forma prospectiva en el laboratorio de un hospital de referencia
especializado en enfermedades relacionadas con el hongo Aspergillus. ASPERGILLUS ICT IgG-IgM se compardé con
dos técnicas disponibles en el mercado y utilizadas de forma habitual en el laboratorio: la técnica de ensayo de
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inmunoadsorcién enzimatica (ELISA, por sus siglas en inglés) (Orgentec’, Francia) y la inmunoelectroforesis (IEF;
Sebia®, Francia).

Se estudio cada historia clinica del paciente y se clasificd de conformidad con el consenso diagnéstico. Las
categorias patoldgicas que se emplearon fueron: la colonizacidn de Aspergillus, la aspergilosis broncopulmonar
alérgica (ABPA), la aspergilosis pulmonar crénica (APC) y se agruparon todas las demas enfermedades provocadas
de forma demostrada por el Aspergillus (aspergilosis aguda y subaguda o aspergillosis no pulmonar). Los pacientes
gue no respondian a ninguna clasificacion se clasificaron como pacientes de control.

Se calculd la sensibilidad y la especificidad de cada prueba, con sus respectivos intervalos de confianza del
95 % (1C95) (método de Wilson).

Resultados

Se recogieron 263 muestras durante el estudio: 44 casos y 219 controles.

Los 44 casos se clasificaron del modo siguiente: 6 de ABPA, 23 de colonizacién, 11 de APC, 4 de otro tipo
(aspergillosis aguda y subaguda).

Tabla 1 : Sensibilidad Tabla 2 : Especificidad

N =44 ELISA IEP LDBIO ICT N =219 ELISA IEP LDBIO ICT
Positivas 20 35 40 Positivas 20 25 8
Negativas 15 9 4 Negativas 10 194 211
Ambiguos 9 0 0 Ambiguos 189 0 0

57.1% 79.5% 90.9% 92.6% 88.6% 96.3%
Se [1C95] [41-72%] [66-89%] [79-96%] Sp [1C35] [86-94%)] | [84-92%] [86-94%]

Tablas 1y 2 : Resultados de la evaluacion para todas las técnicas en todos los sueros (n = 263). En lo que respecta
a ELISA, los resultados ambiguos se excluyeron de los cdlculos de sensibilidad o especificidad.

Conclusion

La correlacién entre la condicidn clinica y la prueba inmunocromatografica de LDBIO fue muy buena:

Sensibilidad (Se) = 90,9 % [IC95: 79-96 %)
Especificidad (Esp) = 96,3 % [1C95: 93-98 %]

Reproducibilidad

Se estudid la reproducibilidad entre series y entre lotes. En ambos casos, la correlacién entre suero y suero
es excelente.

Interferencias

Aunque no se ha observado ninguna reaccién cruzada con sueros hemolizados, ictéricos o lipidicos, se
recomienda interpretar los resultados de dichas muestras con cautela.
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Notificacion de actualizacion: lea atentamente

FECHA DE VERSION RESUMEN DE MODIFICACIONES
LANZAMIENTO

15/10/2021 Vs 06 Biblio — EUH 032
20/11/2022 Vs07 Nueva direccion - Correccidn de traduccidn
30/05/2023 Vs08 Actualizacion de la toxicidad
02/10/2024 Vs09 color del nombre del producto y nimero de pieza
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www.ldbiodiagnostics.com — info@ldbiodiag.com
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