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Aspergillus Antigen ELISA

Instruction d’utilisation — Francais

Veuillez lire attentivement ce mode d’emploi avant d’utiliser le test

UTILISATION PREVUE

FungaDia-Aspergillus Antigen ELISA est un kit immuno-enzymatique de type
sandwich sur microplaque pour la détection qualitative de I'antigéne
galactomannane d’Aspergillus dans des échantillons de sérum et lavage
bronchoalvéolaire (LBA) chez des patients adultes ou des enfants. La
détection du galactomannane dans le sérum ou LBA peut étre utilisé comme
aide au diagnostic de I'aspergillose invasive (Al). Ce kit ELISA doit étre utilisé
en association avec d’autres techniques de diagnostic telles que la culture
microbiologique, I’examen histologique de biopsie ou I'examen radiologique
pulmonaire.

INTRODUCTION

L’Aspergillose est un terme qui regroupe les infections causées par des
champignons appartenant au genre Aspergillus, dont les spores sont
véhiculées par lair et sont inhalées par tous les individus. L’espéce
Aspergillus fumigatus est responsable de plus de 80% des aspergilloses
humaines. L’Aspergillose Invasive affecte les voies respiratoires inférieures
aprés inhalation de ces spores. Elles surviennent principalement chez les
patients neutropéniques (traitement anticancéreux), chez les patients traités
par immunosuppresseurs et corticostéroides (suite a une transplantation de
moelle osseuse) et chez les patients hospitalisés en réanimation pour une
atteinte respiratoire sévere (grippe, COVID-19). Les symptomes sont fievre,
toux, douleurs thoraciques, hémoptysies, difficultés respiratoires. En raison
de l'absence de manifestations cliniques typiques et de méthodes de
diagnostic précoce efficaces, I'Al peut présenter un taux de mortalité jusqu’a
50%. La détection rapide et précoce est un facteur clé dans le traitement
efficace et la réduction de la mortalitt de I'Al. La détection du
galactomannane dans le sérum ou LBA est une méthode de diagnostic
recommandée par les récentes directives [4].

PRINCIPE DU TEST

FungaDia-Aspergillus Galactomannan ELISA Detection Kit est un test
immuno-enzymatique de type sandwich sur microplaque pour la détection
qualitative de I'antigene galactomannane d’Aspergillus dans des échantillons
de sérum et lavage bronchoalvéolaire (LBA). Le test se base sur la détection
du galactomannane par un anticorps monoclonal de souris spécifique fixé
dans le fond des puits de la microplaque (anticorps de capture). La détection
se fait a I'aide d’'un anticorps monoclonal de détection couplé a la péroxydase

(HRP). Les échantillons de sérum ou de liquide de LBA sont traités a la
chaleur en présence d'EDTA afin de dissocier les complexes immuns et de
précipiter les protéines susceptibles d'interférer avec le test. Les échantillons
traités et le conjugué sont ajoutés dans les puits sensibilisés avec les
anticorps monoclonaux puis incubés. Un complexe anticorps monoclonal -
galactomannane - anticorps monoclonal / péroxydase se forme en présence
de l'antigéne galactomannane. Aprés lavage des puits, une solution
chromogéne (TMB) est ajoutée aux puits qui va réagir avec les complexes
liés dans le puits et former une couleur bleue. La réaction enzymatique est
stoppée par I'ajout d’'une solution acide qui fait changer la couleur du bleu au
jaune. L’absorbance (densité optique, DO) des échantillons et contrdles est
lue avec un spectrophotométre a une longueur d’'onde de 450 nm.

CONTENU DU KIT

Quantité| Ref. Nom

Composants

12x8 barrettes sensibilisées avec

1 M Microplaque ELISA un anticorps anti-galactomannane
1x25ml ’m Solution de lavage concentrée (20x)  [Tampon PBST
1x2ml R3 | |Contréle Négatif Tampon PBST
1x2ml R4 | |Contréle Cut-off / seuil Tampon PBST, galactomannane
1x2ml Contréle Positif Tampon PBST, galactomannane
1x7mi Anticorps conjugué a IHRP Anticorps art gelactomennane
1x12ml Solution de traitement des échantillons |Solution EDTA
1x25ml H Solution chromogéne TMB Tetramethyl benzidine (TMB)
1x12ml| | R9 | [Solution Stop HzS04

5 ﬁ Scelleur de microplaque E:Z:Oapc:zgjg pour scellage de

1 W Instruction d'utilisation

Note: Les composants du kit ne sont pas interchangeables.
Le TMB (3,3',5,5'-tétraméthylbenzidine) est un chromogéne de la peroxydase non
carcinogéne et non mutagéne.

STOCKAGE ET CONSERVATION DU KIT
Le kit FungaDia-Aspergillus ELISA peut étre stocké a 2-8°C jusqu’a la date
de péremption imprimée sur I'étiquette. Les bouteilles de solution ouvertes et
les barrettes non-utilisées doivent étre stockées a 2-8°C dans le sachet
original correctement fermé avec le dessiccant pendant 6 mois. Le transport
du kit peut étre fait a température ambiante (5-30°C).

MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI

1. Eau distillée ou déionisée pour la dilution de la solution de lavage
concentrée (R2)

Papier absorbant

Equipement de protection (gants jetables, lunettes de protection)
Pipette ou pipette multi-canal

Tubes stériles 1.5 ml avec bouchon a vis (recommandé : 72.692.005,
Sarstedt)

Bloc chauffant

Centrifugeuse pour tubes 1.5 ml (10,000 xg)

8. Agitateur de type Vortex

SANE RN S
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9. Incubateur pour microplaques a 37 = 1°C
10. Lecteur de plague avec longueur d’onde a 450 nm
Note : Un automate a ELISA (ex. Evolis, BioRad) peut étre utilisé.

ECHANTILLONS

Type d’échantillon : Sérum ou lavage bronchoalvéolaire LBA

Prélever I'échantillon du patient conformément aux directives de prélévement
clinique pour les échantillons de tests de laboratoire. Eviter toute
contamination pendant le prélevement, le transport et le stockage de
I'echantillon. Les échantillons doivent étre conservés entre 2 et 8 °C,
maximum 48h pour le sérum et 24h pour le liquide LBA. Si les échantillons
ne peuvent pas étre testés en temps, veuillez les conserver a -20°C pendant
maximum 1 mois. Les échantillons traités peuvent étre conservés 6 mois a -
20°C. Evitez la contamination et la détérioration des échantillons ainsi que
les congélations et décongélations répétées. Les échantillons grossiérement
hémolysés, ictériques ou lipidiques doivent étre évités.

PROCEDURE DE TEST

1. Traitement des échantillons et préparation

Sérum:

1. Prélever 300 pL d’échantillon dans un tubes 1.5 ml stérile.

2. Ajouter 100 pL de solution de traitement des échantillons (R7) dans
chaque tube.

3. Bien mélanger avec un agitateur vortex.

4. Incuber 6 minutes a 130°C (ou 7 minutes a 100°C).

5. Centrifuger a 10°000xg pendant 10 minutes.

6. Utiliser 50 pL du surnageant pour le test.

Fluide LBA:

1. Prélever 300 pL d’échantillon dans un tube 1.5 ml stérile.
2. Incuber 6 minutes a 130°C (ou 7 minutes a 100°C).

3. Centrifuger a 10°000xg pendant 10min.

4. Utiliser 50 pL du surnageant pour le test.

0.3 ml 0.1 ml 130°C, 6 min 10'000g, 10 min
Sérum + T ﬁ
— i - & -2
Echantillon  Solution de traitement ili
desérum  de 'échantillon (R7) e e s
LBA 130°C, 6 min 10'000g, 10 min

\fb

Echantillon de LBA
0.3 ml

@T % d‘ﬁ% %

Utiliser le surnageanl
pour le test

2. Procédure du test ELISA

1. Equilibrer tous les réactifs & température ambiante (18-25 °C)

2. Ouvrir le sachet aluminium et sortir la microplaque (R1). En fonction du
nombre d’échantillon a tester, ranger les barrettes non-utilisées dans le
sachet aluminium immédiatement.

3. Préparer la solution de lavage diluée en diluant la solution concentrée
de lavage (R2) 1/20 avec de I'eau distillé stérile ou ultrapure.
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4. Ajouter 50 pL de anticorps anti-galactomannane conjugué a I'HRP (R6)
dans chaque puits.

5. Ajouter 50 pL d’échantillon traité ou contréle par puits:
a. Contréles (non-traités) : Utiliser 1 puits pour le contrGle négatif
(R3), 2 puits pour le contrdle cut-off / seuil (R4) et 1 puits pour le
contréle positif (R5).
b. Echantillons (traités) : 50 uL de surnageant traité par puits.

Pour des tests de plus de 25 Zchantillons, nous recommandons dOutiliser
les 3 premiers et les 3 derniers  puits pour les contr™les comme d oublon.

6. Bien couvrir la microplaque avec le film adhésif et incuber & 37°C (+1°C)
pendant 90 + 5 min.

7. Vider chaque puits dans un récipient & déchet biologique. Inverser la
microplaque et tapoter doucement sur du papier absorbant pour éliminer
tout liquide restant. Laver 4 fois avec 280 pyL de solution de lavage
diluée.

8. Ajouter rapidement 200 pL de solution chromogéne TMB (R8) dans
chaque put, éviter I'exposition a la lumiére. Incuber dans le noir 20
minutes a 37°C (sans le film adhésif).

9. Stopper la réaction en ajoutant 100 pL de solution Stop (R9) dans
chaque puits. Mélanger doucement, si besoin essuyer le fond de la
microplaque et lire la densité optique (DO) a 450 nm dans I'heure.

Anticorps de capture Anti-galactomannane * x
. . ¢ & 4
_r Anticorps anti-galactomannane x
conjugué a I'HRP (50 pl) ”_(‘
e % o

& Contréles ou échantillons (50 pl)

Incuber 90 minutes a 37°C, laver 4 fois
avec 280 pl de solution de lavage diluée

Solution chromogene TMB (200 pl)
£ &5%
Incuber 20 minutes a 37°C
A &AL

Lire 'absorbance (DO) a 450 nm

Solution Stop (100 pl)

CONTROLE QUALITE

Controle Calcul Spécification
Négatit DO du controle Négatif Ratio contrdle négatif
Moyenne des DO du seuil <04
Seuil Absorbance (A) du seuil
’ A
(Cut-off Moyenne de I'absorbance (A) 0.2
Positif DO du contrdle positif Ratio controle positif
Moyenne des DO du seuil >1.5

Le test est valide uniquement si ces critéres de validité sont atteints.

INTERPRETATION DES RESULTATS

Pour l'interprétation des résultats, I'index de I’échantillon est calculé :

*+ - +/"0$ &12 (&$&AD6/"7833-"
0-:$"$  &$B/+ ,-.+/"0$ &12 (& &$:83

I"#$% &! ()

Index de référence pour les échantillons de sérum et LBA:

Index (1) Interprétation des résultats

Considéré comme négatif pour I'antigéne galactomannane

<05 et indique un risque faible d’aspergillose invasive

Considéré comme positif pour I'antigéne galactomannane

1 0.5 - . . . . .
et indique un risque élevé d’aspergillose invasive

Une zone grise pourra stre dZfinie par chaque laboratoire en fonction de sa
population de patients. En cas de rZsultats limites (Index : 0.4-0.5) ou douteux,
nous recommandons de rZpZter le test avec un nouvel Zchantillon.

LIMITATIONS

1. Lisez attentivement la notice avant de réaliser le test. Les procédures
et l'interprétation des résultats doivent étre suivies attentivement.

2. Un test négatif a partir d'échantillons de sérum et/ou de LBA ne peut
exclure le diagnostic d'aspergillose invasive. Les échantillons de
patients a risque d'aspergillose invasive doivent étre testés deux fois
par semaine ou avec d'autres procédures de diagnostic.

3. Un résultat positif sans signe clinique peut étre di a la détection
précoce de l'antigéne galactomannane dans le sérum ou le LBA,
avant 'apparition de signes cliniques et/ou radiologiques.

4. Une contamination croisée des puits d'échantillons négatifs par les
puits d'échantillons ou de contrdle positifs est possible si le contenu
d'un puits déborde dans un autre puits en raison d'une manipulation
brutale de la microplague ou d'une mauvaise technique de pipetage.

5. Le kit de détection FungaDia-Aspergillus ELISA n'a pas été évalué
pour une utilisation avec du plasma ou d'autres types d'échantillons
tels que I'urine ou le LCR.

6. Les résultats du kit de détection FungaDia-Aspergillus ELISA dans
les échantillons de lavage broncho-alvéolaire (LBA) provenant de
patients non immunodéprimés ou néonatals doivent étre interprétés
avec prudence.

7. Les échantillons avec des valeurs d’index proches du seuil de
positivité du test (0,5) doivent étre interprétés avec prudence. La
prise en charge clinique des patients et le diagnostic de I'aspergillose

invasive doivent étre envisagés de maniére globale en tenant compte
de leurs symptémes, de leurs antécédents médicaux, des autres
tests de laboratoire et des réponses au traitement.

PERFORMANCES
EVALUATION CLINIQUE

Une étude clinique rétrospective a été réalisée avec 205 échantillons de
sérum et 33 LBA dans un hépital universitaire Francgais. La performance du
kit FungaDia-Aspergillus ELISA a été comparée a la méthode de référence
Aspergillus Ag ELISA Assay Platelia™ (BioRad, Marnes-la-Coquette,
France) [8].

Echantillons de sérum

Platelia (BioRad)/Diagnostique clinique

AUC: 0.992 (CI95%: 0.983-1.000)

i
+ - o | /
FungaDia + 49 1 > ©
ELISA - 1 152 % N
Sensitivity:  98,0% (CI95%: 87.8-100%) - S
Specificity:  99,3% (C195%:95.9-100%) —
PPV: 98,0% (CI95%: 88.4-99.9%) s YV
NPV: 99,3% (C195%: 95.9-100%) 00 02 04 06 08 1.0

1-Specificity
Echantillons de LBA

Platelia (BioRad)
+ -
FungaDia + 5 0
ELISA - 0 28
Sensitivity: 100,0% (CI95%:46.3-100%)
Specificity: 100,0% (CI195%: 85.0-100%)
PPV: 100,0% (CI195%: 46.3-100%)
NPV: 100,0% (CI195%: 85.0-100%) |

Une deuxieme étude portant sur 115 échantillons (48 rétrospectifs et 67
prospectifs) a été réalisé dans un CHU francais. La performance du kit
FungaDia-Aspergillus ELISA a été comparée a la méthode de référence
Aspergillus Ag ELISA Assay Platelia™ (BioRad, Marnes-la-Coquette,
France). Une sensibilité de 90.2% et une spécificité de 98.1% a été calculée.
La courbe ROC a montré une aire sous la courbe (AUC) de 0.978.

AUC = 0.978 (CI95% 0.956-1.000)
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1-Specificity Disease Status

Ref. ASPE-010 Rev.6-23



IVD ASPE-096

REACTIONS CROISEES
La réactivité croisée d’échantillons de liquide de LBA contenant Mycoplasma
pneumoniae ou des anesthésiques utilisés lors du processus d'aspiration n'a
pas été évaluée. Les autres microorganismes présentés dans les tableaux
ci-dessous ont été évalués avec les anticorps utilisés and le kit ELISA.

f chantillons positifs

Substances interfZrentes Concentra tion | Galactomannan | RZsultats
(1,3)-! -D-glucane 50 ng/ml POS (3/3)
Candida albicans mannane 50 ng/ml 6 ng/ml POS (3/3)
Cryptococcal capsular polysaccharide 50 ng/ml POS (3/3)

#5968 () 9BbH-$& .3

I"HB%& ()$*+% ),-..)%)$ * 10)'%,8%+0" * | 1.$"2%89%%
HS%R & &+, | 01/)23* | 456/1$2%%
7-898-/-+9,-.,/3.-. / 01/)23* | 456/1$2%%
7<=>7@,@,,*/,->+*<b@*=-, A-<98B 01/)23* | 456/1$2%%

3+(,00,48'+$5% *
IH$%& ()" +), &.)" /DIT7TIKIL$10/ ] "17/,C+23F MNF/1$2$%
IHS%& () +), &.)" /OBP/ACE"$™ | "17/,C+23F MNF/1$2$%
I"H$%&'(()"*+),'&-.)" /O5P/ACE0$1"/ / "1'/,C+23F MNF/1$2$%6
I"H$%&'(()"*+),'&.)" /O5P/AGR0S$1K/ "1'/,C+23¢ MNF/1$2$%
I"H$%E&(()"*+), &.)" /O5P/ACE0$1$// "1'/,C+23F MNF/1$2$%
I"H$%&(()"*+),'&.)" O5P/ACR"$'K/ | "1/ C+23t MNF/1$2$%
I"#$%&(()"*/'&$UDITTI"RSSS/ "1'/,C+23¢ MNF/1$2$%
I"#$%8&(()"*+(-0)"/DI77/TRLS / "1/, C+23t MNF/1$2$%
I"#$%&(()"*1%23-8DJ77/"1"KL / "1'/,C+23F MNF/1$2$%
I"#$%&(()"*4%-"($/"" IDITTITRLK/ "1'/,C+23¢ MNF/1$2$%
I"#$%&'(()"™)")" /DIT7/"LIRL | "1/, C+23t MNF/1$2$%6
I"#$%8&(()"*5-$"$(()" /DI7T7/LKRTS/ "1'/,C+23¢ MNF/1$2$%
I"#$%& ()" $%%HIA@3/DIT7/"1"K / "1'/,C+23F MNF/1$2$%
I"#$%& (()*/'6)(-/" /DIT7/"1LIL [ "17/,C+23F MNF/1$2$%
7$/'5'((),*58%2"1&$/), /DIT7I'T"IR | "1/,C+23F MNF/1$2$%
7$/5((,*6'& -), /DITTILS™$ / "17/,C+23F MNF/1$2$%
7-$5'(1,25%*0-%'1." /DJI77/"SO1K / "17/,C+23F MNF/1$2$%
9-(-%1,25%" /:7$/'5'((),*-%l$++$ | "1/,C+23F 456/1$2%%
<(-61"#1%),*5(-61"#1%'16$" /DI77/"RIKK/ "17/,C+23F 456/1$2%%
=&/)"1,25$"*5#-)"  /DJI77/KSOIR/ "1/,C+23F 456/1$2%%
1(:$%J/-%'—*-(.$%/--/DI7T7/RRTS"/ "17/,C+23F 456/1$2%%
>"8 8%, *%-1"$ /DJI77/KKIOL / "1/,C+23F 456/1$2%%
9%'581#82.1/*1 $%6'& -(@I77/T0S$ / "1/,C+23F 456/1$2%%
9%'581#82.1/*%)4%)PJI77/KS"SS/ "17/,C+23F 456/1$2%%
<-/6'6-*-(4'5-" * "1'/,C23Y 456/1$2%%
<-16'6-*#-%-#"(1" * "1'/,C+23F 456/1$23%
<-/6'6-*&(-4%-.- * "1'/,C+23¢ 456/1$23%
<-/6'6-* Y1#'5-(" * "1/, C+23t 456/1$2%%
<-16'6-*2%)"$' * "1/ C+23F 456/1$23%
<155'6'1'6$",, " * "1/ C+23F 456/1$2%%
@" 1H(-" #5H#)(-), * "1'/,C+23t MNF/1$2$%

SUBSTANCES INTERFERANTES

Une interférence avec du Galactomannane de graine de caroube a été
observée a une concentration de 1 mg/ml. Aucune interférence avec de
’Amoxicilline (Sandoz), jusqu’a une concentration de 7.5 mg/ml, et des
gamma globulines a été observée. Des interférences avec des compléments
alimentaires contenant du galactomannane, de la maltodextrine ou de
I’'amidon de mais hydrolysé ont été observées en testant des solutions de 1%

de Prosure® et Enlive® (Abbott Nutrition). Une réaction positive en absence
de signe clinique peut étre observée chez des patients recevant d’autres
produits contenant du galactomannane ou des antibiotiques (Piperacillin...).

LIMITE DE DETECTION

La limite de détection (LOD) a été déterminée a 0.5 ng/ml de galactomannane
d’Aspergillus et la limite de quantification (LOQ) a 1.0 ng/ml.

PRECISION

La répétabilité a été évaluée en testant des échantillons positifs dans 10 puits

d’'une microplaque en un essai. Le coefficient de variation (CV%) était de
5.6%. La reproductibilité inter-lot a été évaluée en testant un échantillons
positif 10 fois dans 3 lots différents. Le coefficient de variation était de 8.9%.

AVERTISSEMENT ET PRECAUTIONS

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Ce test est uniquement pour un diagnostic in vitro, pour usage
professionnel et pas pour autotest ni test proche du patient (near-
patient testing).

Stocker les échantillons de sérum et LBA correctement afin d’éviter
la contamination ou la détérioration des échantillons.

Ne pas utiliser le kit ou les réactifs aprés la date d’expiration.

Ne pas mélanger les réactifs de différents lots.

Ne pas ré-utiliser les microplaques. Désassembler les barrettes du
support avec précaution afin d’éviter de les casser.

Equilibrer tous les réactifs & température ambiante, pendant au moins
30 minutes, avant d’utiliser le kit.

Eviter la formation de bulles dans les puits et bien mélanger les
réactifs avant emploi.

Bien mélanger la solution de lavage concentrée (R2) avant la dilution.
Une cristallisation de la solution est possible. Bien rincer la bouteille.
Utiliser des pointes de pipette stériles et différentes pour chaque
échantillon et contrbles.

Suivre le nombre de cycle de lavage et assurez vous que tous les
puits soient bien remplis et puis complétement vidés.

Ne pas laisser la microplaque sécher entre la fin du cycle de lavage
et I'ajout des réactifs.

Ne pas mettre la solution de conjugué et la solution de chromogéne
TMB dans le méme récipient.

Ne pas mettre la solution de conjugué ou chromogéne TMB en
contact avec des ions métalliques et éviter I'exposition a une lumiere
forte.

La solution Stop contient de 'acide, éviter le contact avec les yeux et
la peau.

Utiliser des équipements de protection lors de I'utilisation du kit et de
la manipulation des échantillons, ils pourraient contenir des agents
infectieux ou des composants d’origine animale ou humaine.

Tous les matériaux utilisés pour ce test sont généralement
considérés comme des déchets dangereux. Se reporter aux lois et
reglements nationaux et régionaux pour I'élimination des déchets
dangereux

17.

18.

Garder tout le matériel de test (Tubes, pointes de pipette,
récipients...) propre et stérile pour réduire les contaminations avec
des spores d’Aspergillus présents dans I’environnement.

La solution chromogene TMB doit étre incolore. La présence d’une
couleur bleue indique une contamination et la solution ne doit pas étre
utilisée.

. Tout incident grave survenu en rapport avec le dispositif doit étre

signalé au fabricant et & |'autorité compétente de I'Etat membre dans
lequel I'utilisateur et/ou le patient est étabili.
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