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VORGESEHENE VERWENDUNG

Clarus Aspergillus Galactomannan EIA (AGM EIA) ist ein nicht automatisierter immunenzymatischer
Sandwich-Mikroplatten-Test, der fiir den qualitativen Nachweis von Aspergillus galactomannan in
Serum- und bronchoalveoldren Lavage (BAL)-Proben von Patienten mit einem Risiko fiir invasive
Aspergillose verwendet wird.

Der clarus AGM EIA ist ein Test, der bei der Diagnose von Aspergillose in Verbindung mit anderen
diagnostischen Verfahren wie mikrobiologische Kultur, histologische Untersuchung von Biopsieproben
sowie dem Rontgennachweis als Hilfsmittel eingesetzt werden kann. Er ist fiir den professionellen
Einsatz im Labor vorgesehen.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG DES TESTS

Aspergillus spp. sind weltweit vorkommende Fadenpilze, die sowohl in Innen- als auch in AuBenbereichen
tiberleben konnen. Die invasive Aspergillose (IA) wird durch das Einatmen dieser Pilzsporen verursacht.
IA stellt eine der grofSten Bedrohungen fiir Empfanger von hamatopoetischen Stammzellen und festen
Organtransplantaten dar. Auch fiir Menschen, bei denen das Immunsystem aufgrund von Krankheiten wie
einer HIV/AIDS-Infektion geschwicht ist, stellt sie ein hohes Risiko dar.»3 Zu den nicht-traditionellen
Risikofaktoren, die unlangst fiir IA identifiziert wurden, gehoren Intensivaufenthalte und Virusinfektionen
der Atemwege4. In den letzten zwei Jahrzehnten ist die Haufigkeit von IA aufgrund des breiten
Einsatzes von BehandlungsmaBnahmen bei einigen dieser Erkrankungen, wie Chemotherapie und
Immunsuppressiva, deutlich gestiegens¢. Berichten zufolge machen Aspergillus-Infektionen bis zu 41 %
der Infektionen bei allen Transplantationspatienten aus und verursachen innerhalb dieser Gruppe eine
extrem hohe Sterblichkeitsrate von bis zu 92 %.2 IA ist diagnostisch schwierig und erfordert daher einen
multidimensionalen Ansatz, der Patientenmerkmale, klinische und radiologische Befunde und
mykologische Beweise umfasst79. Die friihzeitige Erkennung und Behandlung von Infektionen ist
entscheidend, um die mit dieser Krankheit verbundene Sterblichkeit zu senkento-1,

Der clarus AGM EIA ist ein nicht automatisierter immunenzymatischer Sandwich-Mikroplatten-Test,
der Aspergillus galactomannan in Serum- und BAL-Proben nachweist. Er kann bei der Diagnose von
Aspergillose in Verbindung mit anderen diagnostischen Verfahren wie mikrobiologische Kultur,
histologische Untersuchung von Biopsieproben sowie dem Rontgennachweis als Hilfsmittel eingesetzt
werden.

BIOLOGISCHE PRINZIPIEN

Clarus AGM EIA ist ein nicht automatisierter immunenzymatischer Sandwich-Mikroplatten-Test, der
Aspergillus galactomannan in Serum- und BAL-Proben nachweist. Vor dem Test ist eine Hitze-
Vorbehandlung der Kontrollen, Serum- und BAL-Proben erforderlich. Nach der Vorbehandlung wird
der Probeniiberstand und der Uberstand der Kontrollen in mit Anti-Aspergillus-Antikérpern
beschichtete Mikrotiter-Wells pipettiert. Die Mikrotiter-Wells werden bei 37 °C inkubiert und dann vor
der Zugabe des Konjugats gewaschen. Nach einer zweiten Inkubation (37°C) und Waschen, wird
3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) zugegeben. Die Mikrotiter-Wells werden einer abschlieBenden
Inkubation unterzogen (37 Grad), wonach Stop Solution hinzugefiigt wird. Der clarus AGM EIA kann
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in weniger als 3 Stunden durchgefiihrt werden, wobei die Ergebnisse innerhalb von 15 Minuten nach
Abschluss des Tests abgelesen werden kénnen.

Monoklonale Anti-Aspergillus -IgG-Antikorper werden an Mikrotiter-Wells gebunden und als Capture-
Antikorper verwendet. Meerrettichperoxidase (HRP)-konjugierte monoklonale Anti-Aspergillus-1gG-
Antikorper werden als Nachweisreagenzien verwendet. Galactomannan ist ein Polysaccharid, das in der
Zellwand vorkommt. Wenn die Patientenprobe Aspergillus Galactomannan enthilt, binden diese Antigene
an die Capture-Antikorper in den Mikrotiter-Wells. Vor der Zugabe des Konjugats werden die Mikrotiter-
Wells gewaschen, wodurch ungebundenes Antigen aus den Wells entfernt wird. Dies reduziert das Risiko
falsch-negativer Ergebnisse aufgrund des High-Dose-Hook-Effekts. Nach Zugabe des Konjugats bindet der
Komplex aus Capture-Antikorper und Antigen an die HRP-gebundenen Nachweisantikorper in der
Konjugatlosung. Die Mikrotiter-Wells werden ein zweites Mal gewaschen, um ungebundenes Material zu
entfernen. Wenn Antigen in der Patientenprobe vorhanden ist, entwickelt sich bei Zugabe von TMB eine
blaue Farbe. Die Reaktion wird durch die Zugabe von Stop Solution gestoppt, wobei sich eine gelbe Farbe
entwickelt. Die optische Dichte wird unter Verwendung eines Mikroplattenlesegerats bei 450 nm und einer
Referenzwellenlinge von 620/630 nm ermittelt. Korrigierte OD-Werte werden berechnet und dann
ausgeblendet, bevor die EIA-Einheiten berechnet werden.

BEREITGESTELLTE REAGENZIEN

Etikett | Gefahren-

REAGENZ REF# Menge BESCHREIBUNG
Symbol | symbol
96 1 mit Anti-Aspergillus-Antikorpern beschichtete
Mikrotiterplatte | AGMMW1 | Mikrotiter- | 96-Well-Platte, verpackt in einen Mylarbeutel n K. A.
Wells mit einem Trockenmittel-Beutel
X EIA Waschpuffer; enthilt % T
20x Waschpuffer | AGMWB2 50 ml 20 aschiputier; enthaltt 0,4 % tweenzo, E K. A.
0,2 % ProClin
P hand-
robenvorbehand AGMSTB 10 ml Enthilt 4 % EDTA-L6sung; 0,2 % ProClin E
lungspuffer

Kalibrator- 1-5 ng/ml Asp. Galactomannan in einer BSA- n
Grenzwert AGMCCL 15 ml Losung; enthilt < 0,2 % ProClin KA
Positivkontrolle AGMPC1 1,5 ml 5715 ng/r}ll Asp. Galzictomannan 1 el.ner BSA- n K. A.

Losung; enthilt < 0,2 % ProClin
Negativkontrolle AGMNC1 1,5 ml BSA-Losung enthilt < 0,2 % ProClin - K A.
Konjugat AGMDA1 10ml < 0,3 mg/ml HRP-k.OI.l‘Juglerte Aspergillus- B KA
Antikorper

Gepufferte Losung, die n

trat EIAT 1 K. A.
Substra us om Tetramethylbenzidin (TMB) enthalt
Stop Solution EIASS2 10 ml < 5 % Methansulfonsaure n




LAGERUNG UND STABILITAT DER REAGENZIEN

«  Das gesamte AGM-EIA-Testkit sollte bei 2—8 °C bis zu den auf den Etiketten angegebenen Verfallsdaten gelagert
werden. Alle Reagenzien sollten sofort nach Gebrauch auf 2—8 °C zuriickgestellt werden.

- Vermeiden Sie lingere Lichteinwirkung auf das Substrat ().

+  Unbenutzte Mikrotiter-Wells (n) sollten wieder in den wiederverschlieBbaren Mylar-Beutel gelegt, sofort nach dem
Offnen verschlossen und bei 2-8°C gelagert werden. Darauf achten, dass der Trockenmittel-Beutel in der Tiite mit den
nicht verwendeten Mikrotiter-Wells verbleibt.

+ 1x Waschpuffer (E auf 1x verdiinnt) kann 14 Tage lang verwendet werden, wenn es bei 2-30 °C gelagert wird, wenn es
nicht verwendet wird. Priifen Sie an jedem neuen Testtag auf sichtbare Anzeichen von Kontamination.

REAGENZIENVORBEREITUNG

«  Das gesamte Kit, einschlieBlich der Streifen der Mikrotiterplatte (n), sollte vor und wihrend der Verwendung auf 18-
25 °C temperiert sein. Brechen Sie geniigend Streifen ab, die Sie an diesem Tag testen mochten, und legen Sie nicht
verwendete Streifen zuriick in den wiederverschlieBbaren Beutel (siehe oben).

«  Bereiten Sie 1X Waschpufferlésung vor, indem Sie 19 Teilen deionisiertes Wasser mit 1 Teil AGMWB2 (E) mischen.
Verwenden Sie 1x Waschpuffer als Blindprobe.

- AGMCC1 (n), AGMPC1 () und AGMNC1 () muss mit AGMSTB behandelt werden (B)). Die Blindprobe wird
nicht behandelt.

. Folgende Reagenzien sind gebrauchsfertig: AGMSTB (), AGMDA1 (H), EIATUS (f) und EIASS2 (ED).

VORSICHTSMAGNAHMEN IN BEZUG AUF REAGENZIEN

A. IMMY iibernimmt keine Garantie fiir die Leistung seiner Produkte, wenn sie mit Materialien
verwendet werden, die von anderen Herstellern bezogen wurden. Keine Reagenzien mit
unterschiedlichen Kit-Chargennummern oder von unterschiedlichen Herstellern
gegeneinander austauschen.

B. Der Benutzer trigt die volle Verantwortung fiir alle Anderungen an den hier veréffentlichten
Verfahren. Verwenden Sie nur die in dieser Packungsbeilage beschriebenen Protokolle. Andere
Inkubationszeiten oder -temperaturen als die im unten aufgefiihrten Verfahren angegebenen
wurden nicht bewertet und konnen zu ungenauen Ergebnissen fiihren.

C. Nach dem angegebenen Verfallsdatum das Kit und die Reagenzien des Kits nicht mehr verwenden.

D. Der Vorbehandlungspuffer (REF Nr.: AGMSTB) und Stop Solution (REF Nr.: EIASS2), sind
gekennzeichnet mit:

OO

H319 Fiihrt zu schweren Augenreizungen.

P264 Die Hénde nach der Handhabung griindlich waschen.

P280 Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen.
P3o05 + BEI AUGENKONTAKT einige Minuten lang vorsichtig mit Wasser spiilen.
P351 + Entfernen Sie Kontaktlinsen, falls diese vorhanden sind und sich einfach
P338 entfernen lassen. Weiter spiilen.

P337 + Wenn die Augenreizung weiter besteht, arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe
P317 hinzuziehen.

H402 Schadlich fiir Wasserorganismen.

P273 Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

P501 Inhalt/Behilter gemaB ortlichen Vorschriften entsorgen.

H290 Kann korrosiv auf Metalle reagieren.




P234 Nur im Originalbehilter aufbewahren.

P390 Beseitigen Sie ausgelaufene Fliissigkeiten, um Materialschdden zu vermeiden.

In einem korrosionsbestdndigen Behélter mit widerstandsfdahiger

P406 Innenbeschichtung lagern.

GEFAHREN- UND VORSICHTSHINWEISE

Die Gefahren- und Vorsichtshinweise finden Sie in den Sicherheitsdatenblattern (SDS, Safety Data
Sheets) des Produkts.

WARNHINWEISE FUR BENUTZER

A.
B.
C.

H

Nur zur Verwendung in der In-vitro-Diagnostik.

Verschreibungspflichtig

Schutzkleidung, einschlieBlich Laborkittel, Augen-/Gesichtsschutz und Einmalhandschuhe tragen
und bei der Handhabung der Reagenzien des Kits sowie der Patientenproben die erforderliche Gute
Laborpraxis einhalten. Die Hande nach der Durchfiihrung des Tests griindlich waschen.

. Angemessene Pipettiertechniken und -muster wahrend des gesamten Verfahrens einhalten, um

optimale und reproduzierbare Ergebnisse sicherzustellen.

. Spritzer bei Hinzugabe oder Aspirieren von Reagenzien aus den Mikrotiter-Wells vermeiden, da dies

zu Fehlern fiihren kann.

. Verschiittete biologische Substanzen sollten griindlich mit einem wirksamen Desinfektionsmittel

abgewischt werden. Zu den geeigneten Desinfektionsmitteln zahlt unter anderem eine Losung aus 10 %
Bleichmittel, 70 % Ethanol oder 0,5 % Wescodyne Plus™. Material, das zum Aufwischen von
verschiitteten Substanzen verwendet wird, muss ggf. als biologisch gefahrlicher Abfall entsorgt werden.

. Unangemessenes Waschen kann zu einer iibermifBigen Hintergrundreaktivitat in allen EIA-

Protokollen fiihren.

. Alle Proben und samtliches Material, das zur Durchfiihrung des Tests verwendet wurde, als infektioses
Material entsorgen. Chemische und biologisch gefihrliche Laborabfille sind in Ubereinstimmung mit
allen ortlichen, regionalen und nationalen Vorschriften zu handhaben und zu entsorgen.

Kontakt mit Stop Solution (Methansulfonsaure) vermeiden. Bei Kontakt mit Haut oder Augen
umgehend mit reichlich Wasser spiilen.

Fiir Gefahren, die von bestimmten Reagenzien ausgehen, lesen Sie den Abschnitt ,,Gefahren und
Vorsichtshinweise®. Sicherheitsdatenblaitter sind auf Anfrage erhaltlich.

VORSICHTSMASSNAHMEN FUR BENUTZER

A.
B.

Dieser Test sollte nur von geschulten Laborfachleuten durchgefiihrt werden.

GEFRORENE SERUM- ODER BAL-PROBEN, DIE UNTER UNBEKANNTEN
BEDINGUNGEN GELAGERT WERDEN, KONNEN AUFGRUND DER KONTAMINATION
MIT PILZEN UND/ODER BAKTERIEN FALSCH-POSITIVE ERGEBNISSE LIEFERN.
Nach dem angegebenen Verfallsdatum das Kit und die Reagenzien des Kits nicht mehr verwenden.

. Um das Risiko einer Kontamination mit Aspergillus Sporen aus der Umwelt zu verringern, saubere,

staubfreie Materialien verwenden. Da Galaktomannan hitzebestandig ist, garantiert die Sterilisation
des verwendeten Materials nicht, dass kein kontaminierendes Antigen mehr vorhanden ist. Optimal ist



pyrogenfreies Material, aber mit entsprechenden VorsichtsmaBnahmen kann auch Standardmaterial
verwendet werden.

. GieBen Sie kein unverbrauchtes Reagenz zuriick in den Originalbehalter.

F. Angemessene Pipettiertechniken und -muster wiahrend des gesamten Verfahrens einhalten, um
optimale und reproduzierbare Ergebnisse sicherzustellen. Verwenden Sie beim Pipettieren von
Kontrollen und Proben einzelne Pipettenspitzen, um die Verschleppung von Proben zu verhindern.

G. Proben und Kitkomponenten (Seren, BAL-Fliissigkeit, Puffer, Kontrollen) oder offene Behilter
(Platten, Schlauche, Pipettenspitzen) so kurz wie moglich der Luft aussetzen.

H. Verwenden Sie keine Mikrotiter-Wells, die in einem offenen Mylar-Beutel gelagert wurden, da die
Einwirkung von Niasse/Feuchtigkeit zu ungenauen Ergebnissen fiithren kann.

I. Ein Lesegerat mit zwei Wellenlangen ist erforderlich, wobei die Absorptionen bei 450 nm und
620/630 nm abgelesen werden. Dieser Test wurde nicht mit einem Einzelwellenlangen-Lesegerat
oder bei anderen Referenzwellenldngen validiert.

J. Verlassen Sie sich nicht auf die vom Heizgerat angezeigte Temperatur. Die Heizblock-/
Wasserbadtemperatur sollte mit einem separaten, kalibrierten Thermometer bestatigt werden, um
die tatsachliche Heiztemperatur unabhiangig zu ermitteln. Im Heizblock miissen 120 °C und im
Wasserbad 100 °C erreicht werden.

K. Wechseln Sie nicht zwischen Warmebehandlungsmethoden hin und her. Entsprechend den
Kapazitiaten des Labors sollte nur eine Methode durchgefiihrt werden.

L. Treffen Sie Vorsichtsmafnahmen, um Verbrennungen zu vermeiden, wenn Sie ein Wasserbad zur
Durchfiihrung der Warmebehandlung verwenden.

M. Nur so viele Proben vorbehandeln, wie in die Zentrifuge in einer ausgewogenen Konfiguration
passen. Vermeiden Sie Verzogerungen bei der Verarbeitung wiahrend der Vorbehandlung. Fiir eine
optimale Reaktivitit sollten die Proben sofort zentrifugiert werden.

N. Ergebnisse, die nach dem 15-miniitigen Zeitraum abgelesen werden, sind ungiiltig.

O. Die Ergebnisse verschiedener Aspergillus -Galactomannan-Tests konnen nicht verglichen werden.

e

PROBENNAHME

Proben aseptisch mit bewahrten Verfahren durch qualifiziertes Personal entnehmen. Beim Umgang mit
Patientenproben geeignete MafBnahmen ergreifen, um die Exposition gegentiiber potenziell vorhandenen
Krankheitserregern zu verhindern. Die Verwendung von anderen Proben als Serum oder BAL ist nicht
gesichert. Fiir optimale Ergebnisse sollten aseptisch gesammelte Proben verwendet werden.

Bei Transporten zwischen Labors sollten die Proben auf einer Temperatur von 2-8 °C gehalten werden.
Proben sofort nach Erhalt bearbeiten und testen. Bei Verzogerungen in der Probenbearbeitung ist eine
Lagerung bis zu 2 Wochen bei <-20 °C oder 10 Tagen bei 2-8 °C zulassig. Bei langerer Lagerung Probe
bei -80 °C lagern. Proben konnen maximal 5 Einfrier-/Auftauzyklen unterzogen werden. Eine sehr
schwach positive Probe kann nach der Lagerung negativ werden. Zuvor eingefrorene Proben sollten
nach dem Auftauen vor dem Testen griindlich gemischt werden. Die Proben sind vor dem Test auf
Raumtemperatur zu bringen (18-25 °C).

PROBENVORBEREITUNG



Kalibrator, Positiv- und Negativkontrollen miissen vor dem Test behandelt werden. Die Blindprobe wird
vor dem Test nicht vorbehandelt. Alle Kontrollen (AGMCC1, AGMPC1, AGMNC1, Blindprobe) miissen
bei jedem Durchlauf getestet werden. Die Ergebnisse von AGMCC1, AGMPC1, AGMNC1 und Blindprobe
werden zur Validierung des Durchlaufs verwendet (siehe Qualitatskontrolle und erwartete Ergebnisse).
Behandeln Sie geeignete Kontrollen fiir jeden Durchlauf gleichzeitig mit Serum-/BAL-Proben. Zwei
Verfahren zur Wiarmebehandlung sind nachstehend beschrieben. Entsprechend den
Kapazitiaten des Labors sollte nur eine Methode durchgefiihrt werden. Der Erfolg des Tests
erfordert die strikte Einhaltung der vorgeschriebenen Temperatur und Geratekapazitit.

Vorbehandlung von Kontrollen, Serum und BAL:

1. Geben Sie 100 ul Vorbehandlungspuffer () in einzelne hitzebestindige Mikrozentrifugenréhrchen
mit Schraubverschluss (oder andere Verschlussrohrchen).

2. Fiigen Sie jedem Vorbehandlungsrohrchen 300 ul AGMCC1, AGMPC1, AGMNC1, frisches Serum
oder BAL hinzu. Die Blindprobe ist nicht vorbehandelt.

3. Schrauben Sie die Deckel fest zu, um ein Offnen wihrend des Erhitzens zu verhindern, und mischen
Sie die Proben.

4. Behandeln Sie alle Proben und geeigneten Kontrollen mit einer der folgenden Methoden
entsprechend den Kapazitiaten des Labors*:
Heizblock-Option: Geben Sie das Rohrchen 6-8 Minuten lang bei 120 °C in einen Heizblock.
ODER
Option Wasserbad: Stellen Sie die Rohrchen fiir 6-8 Minuten bei 100 °C in ein Wasserbad.

5. Die Rohrchen aus dem Heizblock oder dem kochenden Wasserbad nehmen und sofort in die
Zentrifuge stellen.

6. Die Probe sofort 5 Minuten lang bei 10.000-14.000 x g bei Raumtemperatur (18-25 °C) zentrifugieren.

7. Entfernen Sie die Mikrozentrifugenrohrchen und testen Sie die Probeniiberstinde gemaB dem
Testverfahren. Bei Bedarf konnen vorbehandelte Proben (Uberstand mit Pellet) und Kontrollen bei
2-8 °C fiir bis zu 24 Stunden vor dem Test gelagert werden.

*Siehe Vorsichtsmafinahmen fiir Benutzer

TESTVERFAHREN

Aliquotieren Sie geniigend Reagenzien, die fiir die an diesem Tag durchgefiihrten Tests erforderlich sind. Bringen Sie
die restlichen Reagenzien in den Kiihlraum (2-8 °C).
NSl Temperieren Sie alle aliquotierten Reagenzien und den Mylarbeutel mit der Mikrotiterplatte (JJ) auf 18-25 °C.

(HINWEIS: Beim Aliquotieren von Substrat (J8)) Reagenz vor Licht schiitzen)

Geniigend mit Fangerantikorpern beschichtete Streifen () fiir Positivkontrolle (), Negativkontrolle ([ ),
Blindprobe (B auf 1x verdiinnt), Kalibrator-Grenzwert (n) und Patientenproben von der Mikrotiterplatte abbrechen
und in den Mikrotiter-Well-Halter einsetzen. Unbenutzte Mikrotiter-Wells sollten wieder in den wiederverschliefbaren
Mylar-Beutel gelegt, sofort nach dem Offnen verschlossen und bei 2-8 °C gelagert werden. Darauf achten, dass
der Trockenmittel-Beutel in der Tiite mit den nicht verwendeten Mikrotiter-Wells verbleibt.

Schritt 2

Verwenden Sie ein Mikrotiter-Well fiir die Positivkontrolle (), ein Mikrotiter-Well fiir die Negativkontrolle (8l ), ein
Mikrotiter-Well fiir die Blindprobe (B verdiinnt auf 1X) und zwei Mikrotiter-Wells fiir den Kalibrator-Grenzwert ().




Schritt 3

Schritt 4

Schritt 5

Schritt 6

Schritt 7

Schritt 8

Schritt 9

Schritt 10

Schritt 11

Schritt 12

Schritt 13

Schritt 14

Schritt 15

Schritt 16

Geeignete Kontrollen miissen vor dem Test behandelt werden. Blindprobe nicht behandeln.

Bereiten Sie 1x Waschpuffer vor (E mit destilliertem oder deionisiertem Wasser auf 1x verdiinnt). Dies wird fiir die
Blindprobe und den Waschpuffer verwendet.

Die Kontrollen (AGMCC1jf§, AGMPC1 und AGMNC1E) und Proben mit dem Vorbehandlungspuffer (El) gemdg
den oben aufgefiihrten Anweisungen zur ,,Vorbehandlung von Kontrollen, Serum und BAL*
behandeln. Blindprobe nicht vorbehandeln.

Nach Abschluss der Probenvorbehandlung und -vorbereitung 100 pl der folgenden Substanzen in separate
Mikrotiter-Wells geben:

« 1x Waschpuffer (E verdiinnt auf 1x), der als Blindprobe fiir den Test dient

« Positivkontrolle ()

« Negativkontrolle ()

« Kalibrator-Grenzwert (n) -2 Wells

« Patientenproben

Notieren Sie die Position jeder Kontrolle, Blindprobe und Probe.

Bedecken Sie die Platte mit Plattenversiegler oder anderen Mitteln, um Verdunstung zu verhindern, und stellen Sie
sicher, dass die gesamte Oberfliche wasserdicht abgedeckt ist.

Platte bei 37 °C + 1 °C fiir 60 Minuten + 5 Minuten inkubieren.

Entfernen Sie den Plattenversiegler und saugen Sie den Inhalt mit einer Pipette aus den Mikrotiter-Wells und
entsorgen Sie ihn in einem Behilter fiir biologische Gefahrenstoffe, wobei Sie die Spitzen zwischen den Mikrotiter-
Wells wechseln.

Fiillen Sie mit einem EIA-Plattenwascher oder einer Mehrkanalpipette alle Mikrotiter-Wells mit 300 pl 1X
Waschpuffer (E), der in Schritt 3 vorbereitet wurde. Entleeren Sie den Platteninhalt nach dem Befiillen.
Wiederholen Sie dies fiir insgesamt 5 Waschen.

Klopfen Sie die Platte nach dem letzten Waschvorgang auf einem sauberen Stapel Papierhandtiicher oder einem
anderen sauberen, saugfihigen Material aus, das hart genug ist, um so viel wie moglich vom restlichen 1X-
Waschpuffer (B1) zu entfernen.

100 pL Konjugat (JA) zu jedem Mikrotiter-Well hinzufiigen.

Decken Sie die Platte mit dem Plattenversiegler oder einem anderen Mittel ab, um Verdunstung zu verhindern, und
stellen Sie sicher, dass die gesamte Oberflache bedeckt und wasserdicht ist.

Platte bei 37 °C + 1 °C fiir 30 Minuten + 5 Minuten inkubieren.

Entfernen Sie den Plattenversiegler und saugen Sie den Inhalt mit einer Pipette aus den Mikrotiter-Wells und
entsorgen Sie ihn in einem Behilter fiir biologische Gefahrenstoffe, wobei Sie die Spitzen zwischen den Mikrotiter-
Wells wechseln.

Fiillen Sie mit einem EIA-Plattenwascher oder einer Mehrkanalpipette alle Mikrotiter-Wells mit 300 pl 1X
Waschpuffer (BD), der in Schritt 3 vorbereitet wurde. Entleeren Sie den Platteninhalt nach dem Befiillen.
Wiederholen Sie dies fiir insgesamt 5 Wiaschen.

Klopfen Sie die Platte nach dem letzten Waschvorgang auf einem sauberen Stapel Papierhandtiicher oder einem
anderen sauberen, saugfihigen Material aus, das hart genug ist, um so viel wie moglich vom restlichen 1X-
Waschpuffer (E1) zu entfernen.




100 pl Substrat (ﬂ) zu jedem Mikrotiter-Well hinzufiigen. Starten Sie einen Timer fiir 30 Minuten (+ 5 Minuten),

Schritt 17

wenn [ in die erste Mikrotiter-Well gegeben wird.

Decken Sie die Platte mit dem Plattenversiegler oder einem anderen Mittel ab, um Verdunstung zu verhindern, und

Schritt 18 stellen Sie sicher, dass die gesamte Oberflache bedeckt und wasserdicht ist.

NJilsta Tl Fiir den Rest des 30-Minuten-Timers bei 37 °C + 1 °C inkubieren.

Plattenversiegler entfernen und 100 pl Stop Solution () zu jeder Mikrotiter-Well in der gleichen Reihenfolge wie in
Schritt 17 dazugeben.

Schritt 20

Lesen Sie die Ergebnisse ab (siehe ,,Ablesen des Tests“) und halten Sie diese fest.

hritt
Schritt 21 (HINWEIS: Das Ablesen sollte innerhalb von 15 Minuten erfolgen.)

ABLESEN DES TESTS

A. Ergebnisse, die nach dem 15-miniitigen Zeitraum abgelesen werden, sind ungiiltig.

B. Durch leichtes Klopfen auf die Seite der Platte oder Schiitteln auf der Arbeitsfliche 1-5 Sekunden
lang mischen.

C. Die Unterseite der Mikrotiter-Wells vorsichtig mit einem sauberen, fusselfreien Tuch abwischen.

D. Die optische Dichte jedes Mikrotiter-Wells sowohl bei 450 nm als auch bei 620/630 nm messen.
Blindprobe auf dem 1X Waschpuffer (B auf 1X verdiinnt).

1. Esist ein Zweiwellenlangen-Lesegeriat mit Absorptionen bei 450 nm und 620/630 nm
erforderlich. Dieser Test wurde nicht mit einem Einzelwellenlingen-Lesegerit oder bei anderen
Referenzwellenlangen validiert.

E. Die Ergebnisse miissen innerhalb von 15 Minuten nach dem Hinzugeben der Stop Solution
abgelesen werden.

F. Alle gebrauchten Testmaterialien als gefahrlichen Abfall entsorgen und den Mikrotiter-Well-
Halter behalten.

G. Den Mikrotiter-Well-Halter mit einem Desinfektionsmittel desinfizieren, z. B:

1. Einer 10%igen Bleichlosung
2. 70 % Ethanol
3. 1% Lysol Marke IC™

NOTE: Berechnungen und Erwartete Ergebnisse sind unter ,Qualitatskontrolle und Ergebnisse“ zu
finden.

ENTHALTENE MATERIALIEN

Siehe Abschnitt REAGENZIEN

BENOTIGTE MATERIALIEN, DIE NICHT ENTHALTEN SIND

A. Destilliertes oder entionisiertes Wasser zur Verdiinnung des konzentrierten Waschpuffers
B. Saugfihiges Papier
C. Timer



. Vortexmischer

. Pipettierer, die zur Abgabe von 100-300 pl geeignet sind, und Einwegspitzen
Plattenversiegler oder andere Mittel, um Verdunstung zu verhindern

. 1,5-2,0-ml-Mikrozentrifugenrohrchen mit Schraubverschluss (IMMY Ref.-Nr. SCT050 oder
gleichwertig), die eine Erwarmung auf 120 °C (Heizblock) oder 100 °C (kochendes Wasserbad) zur
Behandlung von Proben unterstiitzen konnen

H. Heizblock, der 120 °C erreichen kann, oder Wasserbad, das 100 °C zur Probenbehandlung

erreichen kann

Laborzentrifuge fiir 1,5-2,0-ml-Rohrchen widersteht 10.000-14.000 x g

Inkubator auf 37 °C eingestellt

. Mikrotiterplatten-Waschanlage oder Mehrkanalpipettierer zum Waschen

Mikrotiterplatten-Lesegerit, geeignet zum Ablesen von Absorptionen bei 450 und 620/630 nm

Q==Y
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QUALITATSKONTROLLE & ERGEBNISSE

1. Qualititskontrolle

Ein Test gilt als giiltig, wenn der Kalibrator-Grenzwert (CC), die Positivkontrolle (PC), die
Negativkontrolle (NC) und die Blindprobe (1X Waschpuffer) innerhalb der akzeptablen Bereiche liegen,
wie in den Tabellen im Abschnitt ,Erwartete Ergebnisse“ definiert.

Die Positivkontrolle, die Negativkontrolle, der Kalibrator-Grenzwert und die Blindprobe miissen jeder
Charge von Patientenproben beigefligt werden, um die Qualitat der Reagenzien zu gewahrleisten.
Die Positiv- und Negativkontrollen dienen der Uberwachung auf schwerwiegende Reagenzienfehler.
Die Positivkontrolle sollte nicht als Prazisionsindikator verwendet werden. Wenn die Ergebnisse der
Positivkontrolle und/oder Negativkontrolle und/oder Kalibrator-Grenzwert und/oder Blindprobe nicht
innerhalb dieser Parameter liegen, sollten die Patiententestergebnisse als ungiiltig betrachtet werden und
der Test sollte mit einem neuen Satz vorbehandelter Kontrollen und Proben wiederholt werden.

Es konnen zusatzliche Kontrollen gemaf den Richtlinien oder Anforderungen der ortlichen, regionalen
und/oder nationalen Vorschriften oder gemafB3 den Akkreditierungsorganisationen getestet werden.

2. Berechnungen:

Berechnen Sie EIA-Einheiten wie folgt:

1. Berechnen Sie die korrigierten ODs der Kontrollen, Blindproben und Patientenproben aus den
Rohdaten:

Korrigierte OD = Proben — 0D 450 nm - Proben — OD 630 nm

2. Berechnen Sie die Blindwert-ODs der Kontrollen, Blindproben und Patientenproben aus den

korrigierten ODs:
Blindproben OD = Probe korrigiert OD — korrigierte Blindproben — 0D

3. Berechnen Sie den Durchschnittswert (Mittelwert) fiir die beiden Kalibrator-Grenzwert-
Mikrotiter-Wells unter Verwendung der Blindproben-ODs.

4. Probe EIA-Einheiten berechnen:



Blindprobe — 0D

EIA — Einheiten =
HIELEEN = Yittlere Blindproben Kalibrator — Grenzwert OD

3. Erwartete Ergebnisse:

KONTROLLEN AKZEPTABLE WERTE

Kalibrator-Grenzwert 0,150-0,300 Blindprobe-OD
PC 2,5—4,0 EIA-Einheiten
NC < 0,1 EIA-Einheiten
Blindprobe < 0,06 Korrigierte OD
Negativ < 0,20 EIA-Einheiten
Positiv > 0,20 EIA-Einheiten

EINSCHRANKUNGEN

A.
B.

&~

Ein negatives Ergebnis schlieBt die Diagnose einer Aspergillose nicht aus.

AGMa1ot1 ist fiir die Verwendung mit Serum- und BAL-Proben vorgesehen. Dieser Test wurde nicht
bei anderen Proben als Serum und BAL validiert.

Die Leistungsfiahigkeit der Reagenzien wurde nicht ermittelt, wenn sie Temperaturschwankungen
ausgesetzt werden, die iiber die fiir das Testverfahren erforderlichen hinausgehen.

. Verwenden Sie nur die in dieser Packungsbeilage beschriebenen Protokolle. Andere als die

angegebenen Inkubationszeiten oder -temperaturen konnen zu ungenauen Ergebnissen fiihren.
Die Leistungsfiahigkeit von AGM101 wurde nicht fiir das manuelle Ablesen und/oder die visuelle
Ergebnisbestimmung ermittelt.

Unzureichendes Waschen wihrend des Testverfahrens kann zu iibermaBiger
Hintergrundreaktivitat fiihren.

Es ist moglich, dass Mikrotiter-Wells fiir negative Patientenproben durch Mikrotiter-Wells fiir
positive Kontrollen/Patientenproben kontaminiert werden, wenn der Inhalt eines Mikrotiter-Wells
in ein anderes Mikrotiter-Well iiberlauft. Dies kann auf eine grobe Handhabung der Mikrotiterplatte
oder eine schlechte Pipettiertechnik beim Hinzufiigen von Reagenzien zuriickzufiihren sein.

. Positive Tests sollten in Gebieten oder Patientengruppen bestitigt werden, in denen Organismen

bekanntermaBen mit Aspergillus spp. endemisch oder ein Risiko sind. Bei Histoplasma-positiven
Proben wurde eine gewisse Kreuzreaktivitat beobachtet und sollte daher in endemischen Gebieten,
einschlieflich Teilen der Vereinigten Staaten, beriicksichtigt werden.

AGM101 wurde nicht auf Kreuzreaktivitit mit BAL-Proben untersucht.

AGM101 wurde nicht auf mogliche Interferenzen mit BAL-Proben untersucht.

AGM1o01 kann bei Patienten mit chronischer granulomatoser Erkrankung (CGD) und Job-
Syndrom eine verringerte Erkennung von Galactomannan aufweisen.12:13
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Von Pilzorganismen wie Talaromyces marneffei, Candida, Blastomyces, Histoplasma und
Cryptococcus ist bekannt, dass sie mit anderen Galactomannan-Tests kreuzreagieren'4. AGM101
wurde nicht auf Kreuzreaktivitat mit anderen Pilzen, mit Ausnahme von Histoplasma, untersucht.

. AGM101 wurde nicht auf Kreuzreaktivitat mit PLASMA-LYTE™ untersucht. In mehreren

Beobachtungen wurde iiber positive Reaktionen auf Galaktomannan in Verbindung mit
PLASMA-LYTE™ berichtet, die auf Kreuzreaktivitat oder Kontaminationsprobleme
zuriickzufiihren sind!57. Daher sollte bei der Interpretation der Ergebnisse dieses Tests jede
Verabreichung von PLASMA-LYTE™ beriicksichtigt werden.

Die Kreuzreaktivitit von BAL-Fliissigkeitsproben mit Mycoplasma pneumoniae oder
Anisthetika/Gleitmitteln, die zur Betaiubung des Hals-/Nackenbereichs fiir den
Aspirationsprozess verwendet werden, wurde nicht bewertet.

AGM101 wurde nicht auf Kreuzreaktivitat mit Lipoglycan aus Bifidobakterien untersucht.:8
AGMa1o01 ist nicht zur Therapieiiberwachung vorgesehen.

Die Anwendung einer schimmelaktiven Antimykotikatherapie bei einigen Patienten mit invasiver
Aspergillose kann zu einer verringerten Empfindlichkeit gegeniiber AGM101 fiihren.

Die Tests diirfen nicht als Screeningverfahren fiir die allgemeine Bevolkerung durchgefiihrt
werden. Der pradiktive Wert eines positiven oder negativen Ergebnisses hangt von der Vortest-
Wahrscheinlichkeit ab, dass eine Aspergillose vorliegt. Ein Test sollte nur dann durchgefiihrt
werden, wenn ein klinischer Nachweis auf die Diagnose von Aspergillose hindeutet.

Die Ergebnisse verschiedener Aspergillus -Galactomannan-Tests konnen nicht verglichen werden.

LEISTUNGSMERKMALE

1. Erwartete Werte

Die Haufigkeit der Aspergillose hangt von mehreren Faktoren ab, darunter der Patientenzahl,
der Art der Einrichtung und der Epidemiologie. Die erwartete Pravalenz der invasiven
Aspergillose bei immungeschwichten Patienten kann zwischen 5 und 20 % liegen.

2. Analytische Sensibilitit (C95)

Clarus AGM EIA wurde hinsichtlich analytischer Sensitivitat bewertet, indem Serum und BAL-
Fliissigkeit mit Aspergillus Galactomannan-Antigen zu 3,00 ng/ml versetzt und in 8x seriell
verdiinnten (1:2) Konzentrationen getestet wurde. Jede der Serumkonzentrationen wurde fiir
insgesamt 27 Wiederholungen getestet, wihrend BAL-Fliissigkeitskonzentrationen fiir insgesamt
(jeweils) 10 Wiederholungen getestet wurden.

Die analytische Sensitivitat wurde bestimmt, indem der Abschnitt ermittelt wurde, bei dem 95 %
der Ergebnisse positiv waren, und betragt ungefahr 0,40-0,50 ng/ml fiir Serum und BAL.

3. High-Dose-Hook-Effekt

Der High-Dose-Hook-Effekt wurde intern bewertet, indem Humanserum und BAL, versetzt mit
Aspergillus GM Antigen, auf dem clarus AGM EIA getestet wurden. Der AGM-EIA zeigte keinen
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vollstandigen Hook-Effekt (falsch-negative Ergebnisse) beim Testen von Serum- und BAL-Proben
mit extrem hohen Konzentrationen (bis zu 260 ug/ml).

PROBENKONZENTRATION MITTLERE EIA-EINHEITEN ERGEBNIS ‘
260 ug/ml BAL 11,810 Positiv
130 ug/ml BAL 11,852 Positiv
65 ug/ml BAL 11,664 Positiv
32 ug/ml BAL 11,975 Positiv
260 ug/ml Serum 12,487 Positiv
130 ug/ml Serum 12,565 Positiv
65 ug/ml Serum 12,633 Positiv
32 ug/ml Serum 12,280 Positiv

4. Interferenz

Der clarus AGM EIA wurde auf mogliche Interferenzen mit hamolysiertem, ikterischem und
lipamischem Serum untersucht. Diese Seren storen den Test nicht.

5. Kreuzreaktivitat

Der clarus AGM EIA wurde auf Kreuzreaktivitiat mit einer Reihe von Patientenserumproben bei

einer Vielzahl unterschiedlicher Pathologien untersucht. Die Ergebnisse dieser

Testuntersuchun

en sind in der nachstehenden Tabelle aufg

PATHOLOGIE ANZAHL DER PROBEN % POSITIV
Syphilis 10 0 % (0/10)
Toxoplasmose 8 0% (0/8)
HAV 10 0% (0/10)
ANA 10 0% (0/10)
Roteln 10 0 % (0/10)
CMV 5 0% (0/5)
Rheumafaktor 10 0 % (0/10)
Mycoplasma 10 0 % (0/10)
HCV 10 0% (0/10)
Krebs* 15 0% (0/15)
Histoplasma** 8 12 % (1/8)

*Ausgewertete Krebsarten: 1x Sarkom, 5x Lymphome, 1x Neuroblastom, 5x Myelom, 1x Lungenkrebs und 1x Nierenkrebs

**Die einzelne Histoplasma-kreuzreaktive Serumprobe war auch bei einem anderen im Handel erhéltlichen Aspergillus GM EIA

positiv, mit einem GM-Index von 7,524, verglichen mit 0,498 EIA-Einheiten beim clarus A GM101. Bemerkenswerterweise war
auch eine zweite Histoplasma-Serumprobe (2,269 GM-Index) bei demselben im Handel erhiltlichen GM-EIA positiv, was zu

einer Histoplasma-Kreuzreaktivitdtsrate von 25 % (2/8) fiihrte, verglichen mit 12 % fiir clarus AGM101.

6. Prazision
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Die Prazision (Reproduzierbarkeit) des clarus AGM EIA wurde durch Kontrollen und ein Panel
von drei Serum- und vier BAL-Proben bewertet. Das Probenpanel wurde einmal taglich fiir
insgesamt fiinf Tage in zwei verschiedenen Chargen von drei Bedienern getestet (insgesamt 30
Bewertungen pro Probe). Getestete Proben: Test-Kontrollen (AGMCC1, AGMPC1, AGMNCi,

1x Waschpuffer/Blindprobe), zwei schwach positive (1x Serum, 1x BAL), zwei maBig positive
(1x Serum, 1x BAL) und drei negative (1x Serum, 2x BAL).

Fiir eine genaue Ermittlung der Ergebnisse der EIA-Einheiten wurden der Mittelwert, die
Standardabweichung, der CV-%, der Positiv-% und der Negativ-% berechnet. Die Ergebnisse sind
in der nachstehenden Tabelle aufgefiihrt:

MITTELWERT
(EIA-EINHEIT)

% POSITIV

PROBENTYP % NEGATIV

Mod. Positives Serum 0,834 0,082 10 % (30/30) 100 % (0/30) 0%
Niedrig-positiv Serum 0,443 0,041 9% (28/28) 100 % (0/28) 0 %
Mod. Positiv BAL 0,614 0,086 13 % (30/30) 100 % (0/30) 0%
Niedrig-positiv BAL 0,293 0,051 17 % (30/30) 100 % (0/30) 0%
Negativ BAL 1 0,039 0,037 K. A. (0/30) 0% (30/30) 100 %
Negativ BAL 2 -0,008 0,035 K. A. (0/30)0 % (30/30) 100 %
Negativ Serum 0,003 0,038 K. A. (0/30)0 % (30/30) 100 %
Methodenvergleich

Der clarus AGM EIA wurde in einer externen Studie mit retrospektiven Proben mit einem
kommerziell erhaltlichen Aspergillus GM Antigen EIA verglichen. Insgesamt 319 Proben
(272 Serum, 47 BAL) wurden mit beiden Tests getestet. Eine Analyse dieser Daten wurde
durchgefiihrt, um die prozentuale Ubereinstimmung positiv und die prozentuale
Ubereinstimmung negativ zu bestimmen. Die Ergebnisse dieses Vergleichs sind in den
nachstehenden Tabellen aufgefiihrt:

95 % CI

Serum Berechnet ‘

IMMY clarus [ 32 1
AGMEIA BV ST 226

BAL-Fliissigkeit

56,6—82,3 %

Ubereinstimmung

% neg.

99’6 % 97,5—99,9 %

Ubereinstimmung

IMMY clarus RS 16 1
AGMEIA [BNSY 3 27
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BAL-Fliissigkeit EENES

% pos.
. . . 8 ’20/ 62’ _ , 0/
Ubereinstimmung 4,2 70 4-94,5 %
% .
Tbereinstin 96,4 % 82,3-99,4 %
Ubereinstimmung

8. Klinische Leistung

Eine externe Studie auf Grundlage der 2020 EORTC/MSG Clinical Criteria for IA wurde durchgefiihrt,

um die Empfindlichkeit und Spezifitat des clarus AGM EIA zu bestimmen, indem 290 retrospektive Proben
(254 Serum, 36 BAL-Fliissigkeit) von Patienten mit Risiko fiir IA ausgewertet wurden. Die Ergebnisse
dieses Vergleichs sind in den nachstehenden Tabellen aufgefiihrt:

EORTC/MSG |

Berechnet
Serum Bewiesen/ | Kein
Wahrscheinlich| IA Empfindlichkeit YIRS 69,6%-92,6%
IMMY clarus RS 32 0 ]
Asp. GMEIA [\ 6 216 Spezifitat 100,0 % 98,3%-100%
BAL- Berechnet

BAL-Fliissigkeit | Bewiesen/ | Kein Fliissigkeit
Wahrscheinlich| IA Empfindlichkeit 64,0-96,5 %

IMMY clarus [Rgees 14 1 Soeifitit » oo
Asp.GMEIA NS 2 19 pezihita 95,0 % 76,4%-99,1%

9. Referenzverfahren und Materialien

Es gibt keine verfiigbaren Referenzmessverfahren oder -materialien fiir den Benutzer.

FEHLERBEHEBUNG
PROBLEM LOSUNG
Variable Ergebnisse bei ¢ Kontrollen und Proben in einer separaten, sauberen, unbeschichteten 96-
Wiederholungen Well-Platte ansetzen
e Verwenden Sie Multichannel, um von der 96-Well-Platte in die Mikrotiter-
Wells zu pipettieren
Verdacht auf Kontamination von o Klopfen Sie vorsichtig auf die Platte, um die Reagenzien in den Mikrotiter-
Mikrotiter-Wells Wells zu mischen, um Spritzer zu vermeiden
« Achten Sie beim Pipettieren darauf, dass keine Spritzer oder Ubertragungen
aus benachbarten Mikrotiter-Wells auftreten
¢ Wechseln Sie die Spitzen zwischen den Mikrotiter-Wells
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PROBLEM LOSUNG

Geringere ODs als erwartet o Stellen Sie sicher, dass alle Reagenzien vor dem Test auf 18-25 °C temperiert
(Reagenzien zu kalt) sind.
SYMBOLE

i
m
m

W Enthalt ausreichend fiir <n> Tests Katalognummer/Referenznummer

I—
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3
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