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CLARUS HISTOPLASMA GALACTOMANNAN EIA
REF N.°: HGM201

USO PREVISTO

La prueba clarus Histoplasma Galactomannan EIA (REF n.°: HGM201) es un ensayo inmunoenzimatico tipo sindwich en
microplaca para la deteccion cualitativa de Histoplasma Galactomanano en muestras de orina. Cuando esta prueba es utilizada con
otros procedimientos de diagnostico como el cultivo microbioldgico, el analisis histol6gico de muestras de biopsia y evidencias
radiograficas puede ser utilizada como ayuda en el diagnostico de histoplasmosis.

La prueba clarus Histoplasma Galactomannan EIA puede ser realizada manualmente o utilizando sistemas automatizados para
ensayos inmunoenzimaticos. Esta prueba esta destinada a ser realizada por profesionales de laboratorio capacitados.

RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

Histoplasma capsulatum (H. capsulatum) es hongo dimdrfico patdgeno con distribucién mundial. Es endémico a las cuencas de los
rios Ohio y Misisipi, en los Estados Unidos y algunas regiones de América Central y Sur.! La Histoplasmosis es causada por la
inhalacion de las esporas del hongo. Tipicamente, se encuentra en el suelo contaminado con excrementos de aves o murciélagos. Es
una de las micosis més frecuentes en el mundo, con mas de 100,000 casos de histoplasmosis diseminada en pacientes con VIH
mundialmente cada afio.2 Los signos de infeccion suelen ser semejantes a los sintomas de los de una gripe, incluyendo fiebre, tos,
fatiga, escalofrios, dolor de cabeza, molestia en el pecho, o dolor corporal. Los sintomas pueden aparecer entre 3 a 21 dias después de
haber sido expuesto al hongo.3 La deteccién de los anticuerpos de H. capsulatum por inmunodifusion y fijacion del complemento
son métodos serologicos usados como alternativas rapidas a las técnicas microbiologicas.3

El aislamiento de H. capsulatum por cultivo de muestras clinicas sigue siendo el diagnostico definitivo de histoplasmosis.4:3 Sin
embargo, el cultivo de los organismos requiere de un periodo de incubaciéon de dos a cuatro semanas para que el hongo pueda ser
identificado.5 Ademas, la sensibilidad del cultivo es altamente variable, y el manejo de los aisladores debe hacerse en laboratorios de
nivel BSL3. Un enfoque mas racional para el diagnostico de la histoplasmosis y el seguimiento de los pacientes, puede ser la
deteccion rapida de H. capsulatum (especificamente el antigeno Galactomanano) en orina.é Los anticuerpos monoclonales usados
para la deteccidn en este kit, han mostrado utilidad clinica en el diagndstico de histoplasmosis en pacientes.57

PRINCIPIO BIOLOGICO

HGMZ201 es un ensayo inmunoenzimaético tipo sindwich en microplaca para la deteccion de antigeno Galactomanano de
Histoplasma en muestras de orina. El galactomanano es un polisacarido que se encuentra en la pared celular fingica. Los
anticuerpos monoclonales Anti-Histoplasma IgG son utilizados para recubrir los pocillos de las microplacas y poder capturar los
anticuerpos. Asi mismo, peroxidasa de rdbano (PHR) conjugada con anticuerpos monoclonales de anti-Histoplasma IgG
(anticuerpo de deteccién) son usados para confirmar la captura del antigeno. Las muestras de orina, sin algiin pretratamiento, se
afiaden a los micropocillos que estin cubiertos con los anticuerpos Anti-Histoplasma.

Si la muestra del paciente contiene Galactomanano de Histoplasma, este es reconocido y capturado por los anticuerpos, y esos
antigenos se uniran a los micropocillos. Después del periodo de incubacién, los micropocillos son lavados para eliminar cualquier
material que no se haya unido. Asi mismo, anticuerpos de deteccion con peroxidasa de rabano (PHR), se afiaden a los micropocillos.
Después del segundo periodo de incubacién, los micropocillos son lavados nuevamente para remover cualquier anticuerpo de PHR
que no se haya unido. Si el antigeno est4 presente en la muestra del paciente, se forma una soluciéon de color azul al ahadir el 3,3’,5,5
tetrametilbenzidina (TMB). La reaccién es interrumpida con la adicién de la solucién de interrupcion, donde los pozos de color azul
se tornan a un color amarillo. Se determina la densidad 6ptica (absorbancia) con un lector de microplacas a 450 nm y una longitud
de onda de referencia de 620/630 nm.

EXPLICACION DE LOS DOS PROCEDIMIENTOS

HGM201 dispone de dos métodos para obtener resultados utilizando muestras de orina; el procedimiento de curva estandar (curva
estandar de cuatro parametros o ajuste lineal) y el procedimiento utilizando el Punto de Corte del Calibrador. El usuario debe de
determinar el procedimiento que va a ser utilizado antes de empezar la prueba.



El procedimiento utilizando la Curva Estandar permite obtener una mejor sensibilidad. Este procedimiento requiere de la muestra
del paciente, 7 estandares creados por el usuario, un control positivo, un control negativo, y un blanco. Los resultados obtenidos son
en ng/mL.

El procedimiento utilizando el Punto de Corte del Calibrador, utiliza menos micropocillos al utilizar solo un estandar, creado por el
usuario, un control positivo, un control negativo, y un blanco. Sin embargo, se sensibilidad es reducida. Los resultados obtenidos son
en unidades de EIA.8

REACTIVOS

REACTIVO ITT.D, dé, Canrtida DESCRIPCION Simb‘(r)loren S?mbolosr d?
referencia d la etiqueta advertencias
Placa stripwell con micropocillos de
Microwell HGMMW2 96¢/ poliesti‘reno separablles. Los micropocillos estan N/A
Plate recubiertos con anticuerpos monoclonales de
anti-Histoplasma.
20X Wash EIAWB1 somL Solucion de lavado concentrada conteniendo un N/A
Buffer preservante.
Histoplasma galactomanano de un cultivo
filtrado diluid lucion d tei
Standard HGM100 3mL rado diluido en una solucién de proteina
tamponada a 100 ng/mL conteniendo un
preservante.
Positive Histoplasma Galactomanano en una solucién
HGMPC2 1mL de proteina tamponada conteniendo un
Control
preservante.
Negative HGMNCa imL Solucién de proteina tamponada conteniendo N/A
Control un preservante.
Solucién de HRP-conjugada con anticuerpos
Conjugate HGMDA2 10 mL monoclonales de anti-Histoplasma IgG, N/A
tamponada conteniendo un preservante.
Solucién tamponada conteniendo
TMB Substrat EIATUS 10 mL . L N/A
ubstrate m 3,3",5,5 tetrametilbenzidina (TMB). E /
. Lo " ()
Stop Solution EIASS2 10 mL Solucién de acido metanosulfénico. iy 2
ESTABILID Y ALMACENAMIENTO DE LOS REACTIVOS
« Todo el kit HGM201 debe de ser almacenado a entre 2 °Cy 8 °C, hasta la fecha de caducidad que aparece en las etiquetas. Todos
los reactivos deben de ser refrigerados inmediatamente después de su uso.
« Los micropocillos sin utilizar (n) deben almacenarse y sellarse inmediatamente después de abrir a 2 °C-8 °C en las
bolsas Mylar® resellables. Se debe de tener cuidado de asegurarse que el desecante permanezca en la bolsa con los
micropocillos no utilizados.
« Evite la exposicion prolongada del Sustrato de TMB (E) alaluz.
« Después de su preparacion, la solucién de lavado puede ser usada por 30 dias si es almacenada a 2-8°C cuando no esta
en uso. En cada uso, los componentes del kit deben ser inspeccionados por signos de contaminacion.
PREPARACION DE LOS RE
Todo el kit, incluyendo las microplacas, deben de estar a temperatura ambiente (20 °C a 25 °C) antes y durante su uso.
Prepare una solucion de 1x de solucién de lavado mezclando 19 partes de agua destilada y una parte se la solucién de lavado 20x (EX).

* Consulte la hoja de datos de seguridad HGM201 (SDS) para obtener mds informacién sobre los peligros y las advertencias.



MATERIALES REQUERIDOS, PERO NO SUMINISTRADOS

A. Pipeta(s) capaces de medir y dispensar de 100-500 pL, y sus puntas desechables.

Agua destilada o desionizada.

Lector de microplacas capaz de leer absorbancias de 450 nm y 620/630 nm con software capaz de generar un ajuste de curva de
cuatro parametros o ajuste lineal.

Lavador de microplacas o una pipeta multicanal para lavado.

Temporizador.

Agitador tipo vortex.

Incubadora a 37 °C (+1 °C).
. Probeta para diluir la solucién de lavado.
Contenedor de residuos con riesgo bioldgico.

0w

FZomEy

PRECAUCIONES PARA LOS REACTIVOS

La estandarizacion especifica es necesaria para producir nuestros reactivos y materiales de alta calidad.

El usuario asume completa responsabilidad por cualquier modificacion al procedimiento publicado aqui.

No utilice el kit o cualquier reactivo del kit después de la fecha de caducidad indicada.

En el momento de cada uso, los componentes del kit deben ser inspeccionados visualmente para evidenciar sefiales de

contaminacién microbiana, fuga, o dafios fisicos significativos a los micropocillos. Desechar si se encuentran estas condiciones.

IMMY no puede garantizar el desempefio de los productos si son usados con materiales de otros fabricantes. No intercambie

reactivos de un kit con un numero de lote diferente u otros fabricantes.

F. Evite el contacto con la Solucion de Interrupcion (acido metanosulfonico). Si ocurre contacto con la piel o los ojos, lavar con
abundante cantidad de agua.

G. Los siguientes reactivos estan etiquetados y tienen peligros asociados:
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Para los usuarios dentro de la Unién Europea, se aplican las siguientes etiquetas y riesgos:
Stop Solution (REF n.°: EIASS2)

PELIGRO

Causa quemaduras graves de la piel y dafios

H314
oculares.
P260 No respire niebla/vapor/espray.
Po6 Lavese bien las manos, los antebrazos y la cara
4 después de manejar.
Use guantes de proteccioén / ropa protectora /
P280 proteccion de los ojos / proteccion facial / protecciéon
auditiva.
SI ENTRA EN CONTACTO CON LA PIEL (o
P303 + P361 e .
+ P3s3 cabello), quitar inmediatamente toda la ropa

contaminada. Enjuague la piel con agua.

SI ENTRA EN CONTACTO CON LOS OJOS,

P305 + P351 | enjuague cuidadosamente con agua durante varios
+P338 minutos. Remueva lentes de contacto, si estan
presentes y es faciles de hacer. Siga lavando.

Inmediatamente llame a un centro de control de

P310 . L1
envenenamiento o a un médico.

Elimine el contenido/contenedor de acuerdo con las

P501 .
5 regulaciones locales.

Standard (REF n.°: HGM100) y Positive Control (REF n.°: HGMPC2)

@ ADVERTENCIA



H317 Puede causar una reaccion alérgica de la piel.

Hg12 Nocivo para la vida acuética con efectos duraderos.
P261 Evite respirar niebla/vapor/espray.
No se debe permitir que la ropa de trabajo
P272 . .
contaminada salga del lugar de trabajo.
Use guantes de proteccioén / ropa protectora /
P280 proteccion de los ojos / proteccion facial / proteccion
auditiva.
SI ENTRA EN CONTACTO CON LA PIEL, lave con
P302 + P352
mucha agua.
Si se produce irritacion de la piel o erupcién cutdnea,
P333 + P313 . . L1
solicite asesoramiento médico.
P362 + P364 Remgeva la ropa contaminada y lave antes de
reutilizarla.
Elimine el contenido/contenedor en un punto de
Pso1 recogida de residuos peligrosos o especiales, de

conformidad con las normas locales, regionales,
nacionales y/o internacionales.

Negative Control (REF n.°: HGMNC2)

Hg12 Nocivo para la vida acuatica con efectos duraderos.

P273 Evitar la liberacion al medio ambiente.

Eliminar el contenido/contenedor en un punto de
recogida de residuos peligrosos o especiales, de
conformidad con las normas locales, regionales,
nacionales y/o internacionales.

P501

Para usuarios fuera de la Uniéon Europea, se aplican las siguientes etiquetas y riesgos
Stop Solution (REF n.°: EIASS2)

=y
E°&Y PELIGRO

Causa quemaduras graves de la piel y dafios
H314
oculares.
H318 Causa graves dafios oculares.
P260 No respirar niebla/vapor/espray
Po6 Lavese bien las manos, los antebrazos y la cara
4 después del manejo.
280 Use guantes protectores, ropa protectora, gafas
quimicas y proteccion facial.
P P L . . .
301+ %330 | gise ingiere, enjuague la boca. NO induzca vomitos.
+P331
SI ENTRA EN CONTACTO CON LA PIEL (o
P303 + P361 .. .
+P cabello), quite inmediatamente toda la ropa
353 contaminada. Enjuague la piel con agua.
SI SE INHALA, retire a la persona al aire fresco 'y
P304 + P340 o,
mantenga la respiracién comoda.
SI ENTRA EN CONTACTO CON LOS OJOS,
P305 + P351 | enjuague cuidadosamente con agua durante varios
+ P338 minutos. Remueva lentes de contacto, si estan
presentes y es faciles de hacer. Siga lavando.




P210 Inmediatamente llame a un CENTRO de CONTROL
3 de ENVENENAMIENTO o a un médico.
P363 Lavese la ropa contaminada antes de reutilizarla.
P405 Almacenar en un lugar seguro.
Pro1 Eliminar el contenido/contenedor de acuerdo con
5 las regulaciones locales.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES PARA USUARIOS

A. Solo para uso diagndstico in vitro.

B. Evitar salpicaduras al dispensar los reactivos en los tubos o en los pocillos de la placa, ya que esto puede causar resultados
erroneos.

C. Ellavado insuficiente y la incubacién inadecuada pueden causar una reactividad excesiva en cualquier protocolo de ELISA.

D. Seguir solo los protocolos descritos en este prospecto. Los tiempos y las temperaturas de incubacién que no estén especificados
pueden dar resultados erréneos.

E. Mantenga un patrén de técnicas de pipeteo adecuadas durante todo el procedimiento para garantizar resultados 6ptimos y
reproducibles.

F. Prepare la solucién de lavado midiendo una parte concentrada més 19 partes de agua desionizada y mezclando bien.

RECOLECCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Utilizando las técnicas establecidas por personal calificado, recolecte las muestras de forma aséptica. Al manipular muestras de
pacientes, se debe de tomar las medidas adecuadas para prevenir la exposicion a agentes etiologicos potencialmente presentes. No se
ha evaluado la prueba con muestras distintas a la orina.

Las muestras en transito entre laboratorios deben de mantenerse a una temperatura de entre 2 °Cy 8 °C. Sin embargo, si se produce
un retraso en el procesamiento de la muestra, pueden ser almacenadas a entre 2 °Cy 8 °C por 72 horas o a entre -16 °C y -24 °C por
hasta dos semanas si est4 permitido. No obstante, una muestra con una concentracién positiva muy baja puede volverse negativa

después de haber sido almacenada.

Las muestras deben de estar a temperatura ambiente (20 °C a 25 °C) antes de utilizarse.

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

Prepare suficientes alicuotas de los reactivos para las pruebas que se haran ese dia.
Regrese los reactivos sin utilizar a entre 2 °Cy 8 °C.
(NOTA: Cuando se estén haciendo las alicuotas del Sustrato de TMB (A, proteja el reactivo de la luz).

Todos los reactivos deben de estar a temperatura ambiente (20 °C-25 °C).

Prepare los estandares para el procedimiento de la curva estdndarEstandar (Tabla A) o el calibrador de 12,5 ng/ml para el procedimiento del
Punto de corte del calibrador (Tabla B).
(NOTA: Use el agitador tipo vértex y una punta de pipeta nueva para cada vial antes de hacer cada dilucion seriada).

Remueva el ntimero necesario de Micropocillos de Captura Recubiertos con Anticuerpos (Jll)e insértelos en un portaplacas. Prepare los
estandares y los controles,. Prepare una tabla para la identificacion de las muestras de los pacientes, los estdndares o calibrador, y los
controles en las microplacas.

(NOTA: Vuelva a colocar las tiras no utilizadas y selle la bolsa con el desecante. Almacenar a entre 2 °Cy 8 °C).

Paso 4

Anada 100 pl de los siguientes reactivos a diferentes micropocillos:
« Solucién de lavado 1x (B diluida a 1X), esta solucién servira como el blanco.

« Control positivo (B.

« Control negativo (.

« Estandares o calibrador preparados en el Paso 3.
« Muestras de los pacientes.




Homogenice agitando suavemente la placa en la mesa de laboratorio de 1 a 5 segundos.

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

Aspire el contenido de todos los micropocillos con una pipeta, utilizando una punta nueva en cada micropocillo, y deseche en un
recipiente de riesgo biolégico.

Invierta la microplaca para eliminar los restos de liquido. Lave todos los micropocillos con solucién de lavado 1X (H diluida a 1X),
utilizando un lavador de microplacas, o una pipeta multicanal, utilizando una de las dos siguientes opciones:

1. Lavar todos los micropocillos con 370 pL de solucion de lavado 1x y repita el lavado tres veces.

2. Lavar todos los micropocillos con 300 pL de soluciéon de lavado 1x y repita el lavado cinco veces.

Después del lavado final, seque la placa usando un papel absorbente para eliminar en los micropocillos cualquier exceso de solucién de

Paso 10 lavado 1x (I diluida a 1X).

Afiada 100 pL del Conjugado (EI) a cada micropocillo y repita el Paso 6.

Incube la placa durante 45 minutos +5 minutos a 37 °C +£°1 °C.

Repita los Pasos 8 a 10.

Afiada 100 pL de Sustrato de TMB (JA) a cada micropocillo. Inicie un temporizador por 30 minutos con la adicion de [B al primer
JZEGEVI micropocillo.
Repita el Paso 6 después de que todos los micropocillos contengan [E.

JEROEEI Incube la placa por 30 minutos (+1 minutos) a 37 °C +°1 °C.

JZROETM Anada 100 pL solucion de interrupcion (@ acada micropocillo en el mismo orden de la adicion del Paso 14.

Lea y registre los resultados. (NOTA: La microplaca se debe de leer antes de que transcurran 15 minutos de la adicién de la solucion de
interrupcion).

Paso 17

TABLA A: REACTIVOS DE LA CURVA ESTANDAR

Tubo ‘ Estandar (ng/mL) Volumen de Estandar Volumen de 1X |2
A 25 250 uL H 750 4L
B 12,5 500 L Tubo A 500 uL
C 6,25 500 i LTubo B 500 UL
D 3,1 500 4 LTubo C 500 UL
E 1,6 500 4 LTubo D 500 UL
F 0,8 500 1 L Tubo E 500 uL
G 0,4 500 i LTuboF 500 1L

TABLA B: REACTIVOS DEL PUNTO DE CORTE DEL CALIBRADOR

Tubo Calibrador (ng/mL) Volumen de Estandar Volumen de 1X |2
A 25 250 uL B 750 KL
B 12,5 500 1L Tubo A 500 UL




LECTURA DE LA PRUEBA

A. Homogenice agitando suavemente la placa en la mesa de laboratorio de 1 a 5 segundos.
B. Limpie cuidadosamente el fondo de la placa con un pafuelo limpio y libre de polvo. Lea la densidad 6ptica de los
micropocillos como se muestra en la siguiente pagina.
1. Serequiere de un lector de microplacas de longitud de onda dual con absorbancias calibrado a 450 nm y
620/630 nm. El blanco debe de ser el micropocillo que contenga 1x solucién de lavado (1X Hl). Este ensayo no
ha sido validado con una sola longitud de onda.
C. Elimine los materiales utilizados como si fuesen residuos peligrosos biolégico-infecciosos. Desinfecte y guarde el
portaplacas.
D. Los desinfectantes que pueden usarse para el portaplacas incluyen:
1. Una solucidn de lejia al 10 %
2. Etanolal 70 %
3.  Una desinfectante marca Lysol I.C. ™ al 1 %.

Nota: Si se esta utilizando alguna automatizacion para ejecutar la prueba, comuniquese con el fabricante del equipo para mas
instrucciones.

CONTROL DE CALIDAD Y RESULTADOS

A. Los resultados y los valores del Control de Calidad para cada prueba no pueden usarse de manera indistinta. La curva
estandar o el calibrador debe hacerse todos los dias de la prueba del paciente, no guarde la curva para hacerla en el futuro.

B. PROCEDIMIENTO DE CURVA ESTANDAR — AJUSTE DE CURVA DE CUATRO PARAMETROS

ESTANDAR VALOR ACEPTABLE
25 DO ajustada 1,000 — 2,700
12,5 DO ajustada 0,500 — 1,350
6,25 DO ajustada 0,250 — 0,675
3,1 DO ajustada 0,125 — 0,340
1,6 DO ajustada 0,060 — 0,170
0,8 DO ajustada 0,030 — 0,085
0,4 DO ajustada 0,011 - 0,045
Control positivo 3,5 - 7,5 ng/mL
Control negativo < 0,2 ng/mL

Solucién de lavado 1x ()

DO en bruto <0,120

R2

Ajuste de la curva de cuatro parametros

20,990

RESULTADOS CONCENTRACION

Negativo <0,20 ng/mL

Positivo > 0,20 ng/mL

1. Control de calidad:

El ensayo es considerado valido cuando los estandares, el control positivo (PC), el control negativo (NC) y la R= se
encuentran dentro de los pardmetros aceptables como se definen en las tablas anteriores.



El control positivo, el control negativo y los estandares deben incluirse en cada lote de las muestras de los pacientes para
ofrecer una garantia de calidad de los reactivos. Los controles positivos y negativos se usan para estar atento a una falla
sustancial de los reactivos. El control positivo no debe usarse como un indicador de precision de los estandares, solo
asegura la funcionalidad de los reactivos.

Si la concentracion de los controles positivo o negativo no cumple con estos parametros, los resultados del paciente se
deben considerar invélidos, y el ensayo debera repetirse.

Se podran utilizar controles adicionales segtn las pautas o requisitos de las regulaciones locales, estatales o federales, o de
organizaciones acreditadas.

2. Resultados:

Calcule la concentracion (ng/mL) de la siguiente manera:
i. Calcule el valor promedio de los puntos de la curva estandar.
ii. Grafique los valores de la curva estandar usando la siguiente tabla:

25 Promedio de los micropocillos (25 ng/mL)

12,5 Promedio de los micropocillos (12,5 ng/mL)
6,25 Promedio de los micropocillos (6,25 ng/mL)
3,1 Promedio de los micropocillos (3,1 ng/mL)

1,6 Promedio de los micropocillos (1,6 ng/mL)

0,8 Promedio de los micropocillos (0,8 ng/mL)
0,4 Promedio de los micropocillos (0,4 ng/mL)

ii. Usando el software del espectrofotémetro, calcule un ajuste de curva de cuatro pardmetros.
(A-D) (*/g)
Concentraciéon =

C - -
(DO ajustada — D)

iv.Las concentraciones del paciente se calculan mediante la sustitucién de los valores de absorbancia (DO corregida
respecto a un blanco). Vea abajo.

EJEMPLO DE LOS RESULTADOS Y VALORES CALCULADOS

(?SE%T{% Eﬁgﬁ;’?& VALORES CALCULADOS
A -0.019
B 0.964
c 496

D 47.3

Utilizando la ecuacion de la curva estindar mostrada anteriormente, para una muestra que tenga una absorbancia de DO
ajustada de 0.695, la concentracion se calculara de la siguiente manera:

Concentracion =

(A — D) (1/3)
¢ (DO ajustada — D) B ]

= 6.501ng/ml

- (—0.019—47.3) | /osss)
Concentracion = 496

(0.695 — 47.3)



* Los valores presentados anteriormente solo son con objetivo de ejemplo, no los use para sus propios cdlculos.

C. PROCEDIMIENTO DE CURVA ESTANDAR — AJUSTE LINEAL

ESTANDAR CRITERIOS DE VALIDEZ

25 DO ajustada 1,000 — 2,700
12,5 DO ajustada 0,500 — 1,350
6,25 DO ajustada 0,250 — 0,675
3,1 DO ajustada 0,125 — 0,340
1,6 DO ajustada 0,060 — 0,170
0,8 DO ajustada 0,030 — 0,085
0,4 DO ajustada 0,011 - 0,045
Control positivo 3,5-7,5ng/mL
Control negativo < 0,2 ng/mL
Solucién de lavado 1X (H) DO en bruto <0,120
R2 > 0,990 usando un ajuste de curva de
lineal
Interseccion en Y -0,025 — 0,030
RESULTADOS \ CONCENTRACION \
Negativo <0,20 ng/mL
Positivo > 0,20 ng/mL

1. Control de calidad:
El ensayo se considera valido cuando los estandares, el control positivo (PC), el control negativo (NC), la interseccion en Yy la
R2 se encuentran dentro de los pardmetros aceptables como se definen en las tablas anteriores.

El control positivo, el control negativo y los estandares deben incluirse en cada lote de las muestras de los pacientes para ofrecer
una garantia de calidad de los reactivos. Los controles positivos y negativos se usan para estar atento a una falla sustancial de
los reactivos. El control positivo no debe usarse como un indicador de precision de los estandares, solo asegura la funcionalidad
de los reactivos.

Si la concentracion de los controles positivo o negativo no cumple con estos parametros, los resultados del paciente se deben
considerar invalidos, y el ensayo debera repetirse.

Se podran utilizar controles adicionales segin las pautas o requisitos de las regulaciones locales, estatales o federales, o de
organizaciones acreditadas.

2. Resultados:

Calcule la concentracién (ng/mL) de la siguiente manera:
i.  Calcule el valor promedio de los puntos de la curva estandar.



ii. Grafique los valores de la curva estandar usando la siguiente tabla:

ng/mL (eje-X) | ABSORBANCIA (EJE-Y)

25 Promedio de los micropocillos (25 ng/mL)
12,5 Promedio de los micropocillos (12,5 ng/mL)
6,25 Promedio de los micropocillos (6,25 ng/mL)

3,1 Promedio de los micropocillos (3,1 ng/mL)

1,6 Promedio de los micropocillos (1,6 ng/mL)
0,8 Promedio de los micropocillos (0,8 ng/mL)
0,4 Promedio de los micropocillos (0,4 ng/mL)

iii. Usando el software de espectrofotémetro, u otros medios apropiados, calcular un ajuste lineal:
Y =mx +b

iv. Las concentraciones del paciente son calculadas mediante la sustitucion de los valores de absorbancia (DO corregida con respecto
a un blanco). Vea a continuacion.

EJEMPLO DE LOS RESULTADOS Y VALORES CALCULADOS*:

PARAMETROS DE AJUSTE LINEAL ‘ VALORES CALCULADOS ‘

m (Inclinacién) 0.0731

b (Interseccion de Y) 0.0232

Usando la ecuacion de curva estandar que se muestra anteriormente, para una muestra que da una absorbencia OD corregida con
respecto a un blanco de 0.695, la concentracion se calcularia de la siguiente manera:

0.695 = 0.0731x + 0.0232

0.695 = 0.0731(concentracion) + 0.0232

aciin — 0695 = 0.0232
concentracion = 00731
010 | _ 0695 - 0232

A9ng/ml = —35731

* Los numeros que figuran aqui solo sirven como ejemplos para fines de demostracion, no utilice estos nitimeros para sus propios
cdlculos.

D. PROCEDIMIENTO DEL PUNTO DE CORTE DEL CALIBRADOR

CONTROLES | CRITERIOS DE VALIDEZ
12,5 estandar DO ajustada 0,500 — 1,350
Control Positivo 2,5 - 7,0 Unidades de EIA
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CONTROLES | CRITERIOS DE VALIDEZ

Control Negativo <1,0 Unidades de EIA
Solucién de Lavado 1X (H) Senal Cruda < 0,120
RESULTADOS | UNIDADES EIA
Negativo <1,0 Unidades EIA
Positivo > 1,0 Unidades EIA

1.Control de Calidad:

Un ensayo se considera valido cuando el punto de corte del calibrador (CC) de 12,5 ng/ml, el control positivo (PC) y el control
negativo (NC) se encuentran dentro de los pardmetros aceptables como se definen en las tablas anteriores.

El control positivo, el control negativo y el punto de corte del calibrador (CC) de 12,5 ng/ml deben incluirse en cada lote de
muestras del paciente para proporcionar una garantia de la calidad de los reactivos. Los controles positivo y negativo sirven
para estar atento a una falla sustancial de los reactivos. El control positivo no debe de ser usado como un indicador de precision
de los estandares, solo asegura la funcionalidad de los reactivos.

Si la concentracion de los controles positivo o negativo no cumple con estos parametros, los resultados del paciente se deben
considerar invalidos, y el ensayo debera repetirse.

Se podran utilizar controles adicionales segtin las pautas o los requisitos de las regulaciones locales, estatales o federales, o de
organizaciones acreditadas.

2. Resultados:
Calcule la concentracion (unidades de EIA) de la siguiente manera:

i. Calcule el valor promedio de los puntos de la curva estandar.
ii. Utilizando la siguiente ecuacion, calcule las unidades de EIA de las muestras:

DO ajustada de la muestra y
0O ajusdata del estandar 12.5)

Unidades EIA = [(D 10]

Ejemplo:
0.327

[— x 10] = 4.03 Unidades EIA.

0.812

iii. Utilizando la tabla anterior, compare las unidades de EIA de la muestra para determinar si es un resultado positivo
o negativo.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

A. PROCEDIMIENTO DE LA CURVA ESTANDAR

1. Interferencia
Se analiz6 HGM201 en relacioén con la posibilidad de interferencia debido a las condiciones de la orina: orina con sangre,
proteinuria, mucosa, cilindros, células epiteliales en la orina, cetonuria, y bilirrubina. Estas muestras no mostraron
interferencia en el ensayo.

2. Reactividad cruzada

Se analiz6 HGM201 para determinar la reactividad cruzada con un panel de muestras de pacientes con diferentes
patologias. Los resultados de estas pruebas se muestran en la siguiente tabla.
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Patologia Ntmero de muestras % positivo

Paracoccidioides* 1 100% (1/1)
Blastomyces 11 64% (7/11)
Candida 10 10% (1/10)
Coccidioides Ab 9 0% (0/9)
Aspergillus 8 0% (0/8)
Cryptococcus 5 0% (0/5)
Verticillium 1 0% (0/1)
Mucormycosis 1 0% (0/1)
Pneumocystis 3 0% (0/3)
Malassezia 1 0% (0/1)

* Indica el uso de un antigeno ID, ya que no hay muestras de pacientes disponibles para las Caracteristicas de
rendimiento.

Comparacién de métodos:

Se compar6 HGM201 con ALPHA Histoplasma EIA de IMMY (HAG102) de manera interna. Se hicieron pruebas sobre un
total de 277 muestras de orina en ambos ensayos segtn los prospectos del paquete. El anélisis de estos datos se hizo para
determinar la concordancia porcentual entre negativo y positivo. Los resultados se muestran en la siguiente tabla.

IMMY ‘
HAG102
Calculado
Pos. | Neg.
% Concordancia o o o
IMMY Pos. 48 35 Positiva ‘ 82.76% 70.57%-91.41%

clarus

% Concordancia

HGM201
EIA

Neg.| 10 184 84.02% 78.48%-88.61%

Negativa

La comparacion con HAG102 dio lugar a 35 “falsos positivos” en HGM201. Después de un andlisis adicional en estas
muestras, se concluy6 que 26 de ellas eran casos comprobados de histoplasmosis. De los 8 “falsos-positivos” que no fueron
casos comprobados de histoplasmosis, 6 eran casos confirmados de cultivo de Blastomyces sp., que ha mostrado tener una
reactividad cruzada con el ensayo. Las siguientes tablas muestran esta informacion:

1Y

Calculado

Pos. . .
08 Neg % Concordancia

.57%-91.41%
Positiva 70-577-91.41%

IMMY
clarus

Pos. 48 2

% Concordancia

HGM201 98.92% 96.17%-99.87%

JAVN

Negativa

Neg. 10 184

12



4.

Precisiéon

Se evalud la precision (reproducibilidad) en HGM201 en IMMY analizando los estandares y un panel de cinco muestras en
HGM201 siguiendo los lineamientos establecidos por el Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI) EP-17A. Este
panel de muestras fue analizado a diario durante 5 dias. Las muestras analizadas fueron las siguientes: estandares
(preparadas siguiendo el prospecto), tres muestras de orina positivas (alta concentracién positiva, moderada
concentracion positiva y baja concentracién positiva), y dos muestras de orina negativas.

Para la precision, se calcularon la media, la desviacion estandar y el porcentaje del coeficiente de variaciéon (%CV) para la
OD corregida con respecto a un blanco y los valores de concentracion. Los resultados se muestran en la tabla abajo:

Concentracion

Media DS %CV

Alta Concentracién Positiva 26.398 1.179 4.466

Moderada Concentracién Positiva 7.156 0.308 4.298

Baja Concentracion Positiva 1.262 0.154 12.165
Orina Negativa 1 0.000 | 0.000 | 0.000
Orina Negativa 2 0.000 | 0.000 | 0.000
Control Positivo 5.557 0.387 6.961
Control Negativo 0.000 | 0.000 | 0.000

PROCEDIMIENTO DEL PUNTO DE CORTE DEL CALIBRADOR

1.

Interferencia

Se evalub HGM201 en relacion con la posibilidad de interferencia debido a las condiciones de la orina: orina con sangre,
proteinuria, mucosa, cilindros, células epiteliales en la orina, cetonuria y bilirrubina. Estas muestras no mostraron
interferencia en el ensayo.

Reactividad Cruzada
Se evalu6 HGM201 para determinar la reactividad cruzada con un panel de muestras de pacientes con diferentes
patologias. Los resultados de estas pruebas se muestran en la siguiente tabla.

Patologia ‘ Ntmero de muestras ‘ % positivo
Paracoccidioides™ 1 100% (1/1)
Blastomyces 11 55% (6/11)
Candida 10 0% (0/10)
Coccidioides Ab 9 0% (0/9)
Aspergillus 8 0% (0/8)
Cryptococcus 5 0% (0/5)
Verticillium 1 0% (0/1)
Mucormycosis 1 0% (0/1)
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Patologia Ntmero de muestras % positivo

Pneumocystis 3 0% (0/3)

Malassezia 1 0% (0/1)

* Indica el uso de un antigeno ID, ya que no hay muestras de pacientes disponibles para las Caracteristicas de
rendimiento.

3. Comparacion de métodos
Se compardé HGM201 con HAG102 de manera interna. Se hicieron pruebas sobre un total de 277 muestras de orina en ambos

ensayos segn los prospectos del paquete. El analisis de estos datos se hizo para determinar la concordancia porcentual entre
negativo y positivo. Los resultados se muestran en la siguiente tabla.

I Y

HAG102

Calculado

Pos. | Neg.

% Concordancia
Pos. 47 31 Positiva

1007000
clarus

81.03% 68.590%-90.13%

% Concordancia
Negativa

HGM201

85.84%
EIA

Neg. 11 188 80.51%-90.18%

La comparacién con HAG102 dio lugar a 31 “falsos positivos” en HGM201. Después de un andlisis adicional en estas
muestras, se concluy6 que 25 de ellas eran casos comprobados de histoplasmosis. De los 6 “falsos-positivos” que no fueron
casos comprobados de histoplasmosis, 5 eran casos confirmados de cultivo de Blastomyces, que ha mostrado tener una
reactividad cruzada con el ensayo. Las siguientes tablas muestran esta informacion:

IMMY ‘

HAG102
Calculado
Pos. Neg.
% Concordancia o
IMY .59%-90.13%
IMMY Pos. 47 1 Positiva ‘ 68.59%-90.13%

clarus

HGM201
EIA

% Concordancia
Neg. 11 188

99.47% 97.09%-99.99%

Negativa

4. Precision

Se evalud la precision (reproducibilidad) en HGM201 en IMMY analizando los estandares y un panel de cinco muestras en
HGM2o01 siguiendo los lineamientos establecidos por el Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI) EP-17A. Este
panel de muestras fue analizado a diario durante 5 dias. Las muestras analizadas fueron las siguientes: estindar (preparado

siguiendo el prospecto), tres muestras de orina positivas (alta concentracion positiva, moderada concentracion positiva y baja
concentracion positiva), y dos muestras de orina negativas.

Para la precision, se calcularon la media, la desviacion estdndar y el porcentaje del coeficiente de variacién (%CV) para la OD
corregida con respecto a un blanco y los valores de unidades de EIA. Los resultados se muestran en la tabla abajo:

Concentracion

Media SD %CV
Alta Concentracion Positiva 24.436 0.712 2.9%
Moderada Concentracién Positiva 5.164 0.292 5.6%
Baja Concentracion Positiva 0.731 0.097 13.2%
Orina Negativa 1 -0.235 0.036 | -15.3%
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Concentracion

Orina Negativa 2 -0.227 0.053 | -23.3%
Control Positivo 3.813 0.322 8.5%
Control Negativo -0.098 | 0.047 | -48.3%

LIMITACIONES

La prueba HGM201 esté disefiada para usarse solamente con muestras de orina. Las caracteristicas de rendimiento de esta prueba
no han sido evaluadas para otro tipo de muestras.

Solo permita que el volumen necesario de reactivos requeridos para el numero de micropocillos que se va a utilizar para realizar la
prueba alcance la temperatura ambiente. El rendimiento de los reactivos no ha sido determinado cuando son expuestos a
fluctuaciones de temperatura.

Los resultados negativos no excluyen el diagnoéstico de histoplasmosis.

Se detecto reactividad cruzada con la prueba HGM201 y Paracoccidioides, Candida y Blastomicosis. Los resultados positivos deben
de confirmarse en areas o grupos de pacientes en los que estos organismos son endémicos o un riesgo.

La prueba de HGM201 no debe de ser utilizada como tratamiento de vigilancia.
Un lavado inadecuado durante el procedimiento de prueba puede provocar una reactividad de fondo excesiva.

Siga el procedimiento establecido en este prospecto. Los tiempos de incubacion o las temperaturas que no sean especificadas
pueden dar resultados erréneos.

No se ha establecido el desempefio de la prueba HGM201 para la lectura manual y/o la determinacién visual del resultado.

Este ensayo no debera realizarse como un procedimiento de evaluacion para la poblacién general. El valor predictivo de un
resultado positivo o negativo depende de la posibilidad previa a la prueba de que la enfermedad de histoplasmosis esté presente.

La contaminacion de los pocillos de muestras de pacientes negativos por pocillos de muestras de control/paciente positivo es
posible si el contenido de un pocillo se vierte en otro pocillo debido a una manipulaciéon brusca de la microplaca o a una técnica de
pipeteado deficiente cuando se afiaden los reactivos.

Aunque no fue evaluado en la prueba HGM201, se sabe que Penicillium marneffei presenta reactividad cruzada con anticuerpos
anti-Histoplasma.

El desempefio de la prueba HGM201 se desconoce con muestras que incluyen las siguientes sustancias: alimentos que producen
color en la orina, crema vaginal, cafeina, acido ascorbico, itraconazol, anfotericina B, paracetamol o 4cido acetilsalicilico.

No se pueden comparar resultados entre diferentes ensayos de deteccién de antigeno de Histoplasma capsulatum.

INFORMACION SOBRE ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Consulte la Hoja de datos de seguridad (SDS) para obtener mas informacién sobre las advertencias y precauciones.

SOLUCION DE PROBLEMAS
PROBLEMA SOLUCION
Resultados variables a « Sitte los estandares, controles y muestras en una microplaca de 96 micropocillos, limpia y sin
través de réplicas recubrimiento.

« Utilice la pipeta multicanal para pipetear las sustancias antes mencionadas de la microplaca de
96 micropocillos a los micropocillos

)
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PROBLEMA

Sospecha de
contaminacién en los
micropocillos

SOLUCION

« Homogenice agitando suavemente la placa evitando salpicaduras

« Tome precauciones al pipetear para asegurarse de que no haya salpicaduras o arrastre de
muestras entre micropocillos

« Utilice una punta de pipeta nueva para cada micropocillo

Falla en la curva estandar

» Tenga cuidado cuando esté preparando los estandares. Utilice el agitador tipo Vortex entre
diluciones, utilice técnicas de pipeteo precisas, y utilice una nueva punta de pipeta entre
diluciones.

DO mas baja de lo
esperado (reactivos
demasiado frios)

« Asegtirese de que todos los reactivos lleguen a 20 °C -25 °C antes del ensayo

» Almacenar los reactivos en un ambiente controlado por la temperatura (por ejemplo, en la
incubadora) al elevarlos a 20-25°C. Esto se puede hacer colocando los reactivos en una
incubadora de 20-25°C durante 30 minutos o en una de 37 °C por 10 minutos.

¢Efecto limitrofe?

« El efecto limitrofe no es significativo.

¢Se usan muestras
diferentes a la orina?

« Este ensayo solo es para muestras de orina.

SIMBOLOS
Suficiente para XX R E F Ntmero de catilogo/Ntmero de
determinaciones referencia
lte las .
Ui-] Consulte las instrucciones de LOT Ntmero de Iote
uso
M Fabricante lVD Diagnostico in vitro
. Representante autorizado en la
Fecha de caducidad .
2 echa de caduclda Comunidad Europea
8°C
Limitacion de temperatura CONTROL Control
c € Marca de conformidad CE ® Unico uso

[ onLy

Uso exclusivo con receta
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