FASCIOLA HEPATICA

Ensaio Imunoenzimatico para o diagnostico de fascioliase humana

96 ensaios em pocos individuais

Instrucdes de utilizag&o referentes ao artigo n.° 9650 C €
N.° reg. CE: CH-201504-0006

Utilizagao prevista:

Diagndstico serologico (IgG) de fascioliase humana.

Principio e apresentagao:

O kit fornece o material necessario para realizar 96 ensaios pela técnica ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay) em pogos de microplaca sensibilizados com antigenos recombinante de
Fasciola hepatica. A presenca de anticorpos séricos especificos do parasita é detetada com
um conjugado de proteina A - fosfatase alcalina. S&o fornecidos pogos sensibilizados como
tiras quebraveis para rentabilizar o ensaio de pequenas séries de amostras.

Material incluido no kit (96 ensaios)
9650-01 Tiras de ELISA quebraveis sensibilizadas com
Antigeno recombinante de Fasciola hepatica 96 pogos
9650-02 Concentrado de tampao de diluigdo (10 x) 50 mi
9650-03 Concentrado de tampao de lavagem (10 x) 50 ml
9650-04 Tampéo da enzima 50 mi
9650-05 Solugao de paragem (KsPO,) 25 ml
[ CONTROL| .| 9650-06 Soro de controlo negativo 200
9650-07 Soro fracamente positivo (cut off) 200
9650-08 Soro de controlo positivo 200 pl
9650-09 Conjugado de proteina A - fosfatase alcalina 300 pl
9650-10 Substrato de fosfatase 20  pastilhas
Reservatério com varias pipetas, 25 ml 1 unidade
Estrutura para suporte de 8 pogos ELISA 1 unidade

Tempo de conservagao e armazenamento:

Armazenar o kit a uma temperatura entre 2 e 8 °C (transportar a temperatura ambiente). A data
de validade e o numero de lote do kit estdo impressos de lado na caixa.
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Equipamento necessario, mas nao incluido no kit:

Pipetas (ml e pl). Frascos. Tubos para a diluicdo de soros. Fita adesiva para cobrir os pogos durante
incubagdes. Agua destilada. Incubador a 37 °C. Leitor ELISA com filtro de 405 nm.

Preparacao de reagentes antes da sua utilizagao:

Pocos ELISA: abrir a parte lateral do saco de aluminio 9650-01 e retirar a quantidade de pogos
necessarios. Colocar os pogos sensibilizados em um ou mais suportes para 8 pogos. Se
necessario, preencha as posi¢des vazias no suporte com pogos usados. Insira o(s) suporte(s) na
estrutura no sentido correto. Voltar a vedar a embalagem aberta com dessecante.

Tampao de diluigao: diluir o concentrado de tamp&o de diluigdo (10 x) 9650-02, 1/10 em agua
destilada.

Solucao de lavagem: diluir o concentrado de solugéo de lavagem (10 x) 9650-03, 1/10 em agua
destilada. Também pode utilizar a sua propria solugao de lavagem. Evitar tampdes com fosfato que
possam inibir a atividade enzimatica da fosfatase alcalina.

Soros de controlo negativos, fracamente positivos (cut off) e positivos: diluir 10 yl de soros de
controlo 9650-06 a -08 em 190 pl de solugao tampao de diluigéo (diivigao final 1/20).

Soros a testar: diluir 10 yl de soro em 2,0 ml de tampao de diluigéo (diluigao final 1/201).

Conjugado de proteina A - fosfatase alcalina: diluir conjugado 9650-09 em solugédo tampao de
diluigado (diluigao final 1/51).

Solugao de substrato: pré aquecer o tampao da enzima 9650-04 a temperatura ambiente. Antes
da adigio de substrato aos pocgos ELISA, dissolver uma ou mais pastilhas de substrato de fosfatase
9650-10 em tamp&o nao diluido 9650-04 (1 pastilha em 2,5 ml de solugdo). Agitar em vortex até a
dissolugao completa da(s) pastilha(s).

Solucao de paragem: utilizar reagente 9650-05 nao diluido.
Adverténcias e precaugoes: as solugdes 9650-02, 9650-03, 9650-04 e 9650-09 contém
respetivamente 0,1%, 0,05%, 0,01% e 0,1% de azida de sédio (N.N3). A solugédo 9650-02
contém 0,02% de mertiolato. Estas substéncias sao téxicas. A solugdo de paragem 9650-
05 (0,5 M K;PQy,) € irritante.

Os soros de controlo negativos, fracamente positivos e positivos (9650-06 a -08) s&o de coelhos.

Volumes a preparar:

Quantidade total de pogos a utilizar
34 5-6 7-8 9-10
Tampao de diluigao (10 x) 9650-02 + H,O ml + ml 1+9 2+18 3+27 4+ 36
Solugao de lavagem (10 x) 9650-03 + H,O ml + ml 1+9 2+18 3+27 4+ 36
Conjugado 9650-09 + tampéao de ul + pl 10+500 15+ 750 20+ 1000 25+ 1250
diluicao
Soros de controlo 9650-06 a -08 + tampéo ul + pl 10+190 10+190 10+190 10+ 190
de diluigao
Soros a testar Soro + tampéo de ul + pl 10 + 2000 10+ 2000 10 + 2000 10 + 2000
diluicao
Solugao de substrato 9650-10 + 9650-04 past. + ml 1+25 1+25 1+25 1+25
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Procedimento:

Passo 1: bloqueio:

Encher completamente os pogos com solugao tampéo de diluigao.

Incubar durante 5 a 15 minutos a temperatura ambiente (bloqueio).

Remover o tampéo de diluicdo por aspiragao ou inverter as tiras sobre o lavatorio.

Passo 2: incubagao com amostras séricas:

Encher apenas o primeiro pogo da primeira tira com 100 pl de tamp&o de diluigdo (solugéo
branco sem soro).

Encher os trés pogos seguintes com 100 pl de soros de controlo negativos, fracamente
positivos (cut off) e positivos, respetivamente (100 ul cada).

Encher os restantes pogos com os soros diluidos a testar (100 yi cada).
Cobrir os pogos com fita adesiva e incubar durante 30 minutos a 37 °C.

Remover os soros e lavar 4 x com solugéo de lavagem.

Passo 3: incubagdo com conjugado:

Distribuir 100 ul de conjugado de proteina A - fosfatase alcalina diluido em cada pogo.

Cobrir os pogos com fita adesiva e incubar durante 30 minutos a 37 °C.

Remover o conjugado e lavar 4 x com solu¢ao de lavagem.

Passo 4: incubagao com substrato:

Distribuir 100 ul de solugao de substrato por poco.

Cobrir os pogos com fita adesiva e incubar durante 30 minutos a 37 °C.

Parar a reagao adicionando 100 ul de solugédo de paragem em cada pogo.

Passo 5: medi¢ao das absorvancias:

Limpar o fundo dos pogos, eliminar bolhas e medir absorvancias a 405 nm.
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Interpretagao:

Subtrair o valor da solugdo branco sem soro de todos os valores medidos. O teste é valido se forem
cumpridos os seguintes critérios: absorvancia (A) de controlo positivo > 1,200, A de controlo negativo <
8 % de A de controlo positivo, A de solugdo branco contra ar < 0,350.

A concentragdo de anticorpos do soro fracamente positivo (cut off) 9650-07 foi definida de modo a
discriminar otimamente entre soros de casos clinicamente documentados de fascioliase e soros
humanos saudaveis.

O resultado é negativo quando a absorvancia da amostra analisada é inferior a absorvancia do soro
fracamente positivo 9650-07. Neste caso, a concentragdo de anticorpos IgG contra antigeno
recombinante de Fasciola hepatica é clinicamente nao significativa.

O resultado é positivo quando a absorvancia da amostra analisada é superior a absorvancia do
controlo fracamente positivo 9650-07. Neste caso, a concentragdo de anticorpos IgG contra antigeno
recombinante de Fasciola hepatica ¢ considerada clinicamente significativa. A interpretagdo deste
resultado deve ter em consideracdo as reatividades cruzadas de outras infegdes parasitarias
(mencionadas a seguir), os sintomas clinicos e a situagdo endémica.

Sensibilidade e especificidade do ensaio:

Foi detetada uma sensibilidade de 77% com 13 soros de doentes com fascioliase.

Foi detetada uma especificidade de 99% com 99 soros de dadores de sangue (suicos).

Foi detetada uma especificidade de 98 % com 100 soros de doenies de uma unidade de infeciologia
(suicga).

O teste de 30 doentes com outras infe¢des parasitarias mostrou uma especificidade de 97%. Filariose
(0/12), hidatidose (0/5), bilharziose (0/1) e equinococose alveolar (1/12).

A repetibilidade foi avaliada testando duas amostras séricas humanas em 24 pogos num ensaio.
A reprodutibilidade foi avaliada testando as duas amostras séricas humanas em 10 ensaios diferentes.

Repetibilidade Reprodutibilidade
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 1 Amostra 2
Média (valor de DO) 0,459 1,491 0,469 1,547
Desvio padrao (valor de DO) 0,023 0,089 0,028 0,069
Coeficiente de variagao (%) 50 6,0 59 4,5
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