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Apenas para diagnostico in vitro, apenas para uso profissional.
Os testes sdo apenas para uso Unico.
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1-OBJETIVO

ELI.H.A Aspergillus permite a determinacéo quantitativa de anticorpos séricos contra Aspergillus
fumigatus por hemaglutinagdo indireta.

Cada kit permite realizar 102 testes ou 17 rea¢des com 6 dilui¢des.

2- INTRODUCAO

Aspergillus fumigatus é a espécie mais associada a patologias humanas.

A. fumigatus tem uma capacidade especial de adaptacéo parasitaria aos seres humanos.

No entanto, séo necessarias certas condi¢cdes favoraveis para o seu desenvolvimento:

- condicdes locais (cavidades pré-formadas, abcessos pulmonares degenerados, membranas
mucosas danificadas...);

- condi¢bes gerais (imunossupressdo ap6s grandes procedimentos cirdrgicos ou médicos:
transplante de 6rgdos, terapia imunossupressora, esteroides, antibiéticos...).

3- PRINCIPIO DO TESTE

ELI.H.A Aspergillus baseia-se no principio da hemaglutinagéo indireta. Os glébulos vermelhos
sensibilizados consistem em glébulos vermelhos de ovelha revestidos com antigénio de
Aspergillus fumigatus.

A presenca de anticorpos séricos especificos leva a aglutinagdo de eritrécitos sensibilizados,
resultando numa camada castanha-avermelhada turva na depressé@o. Na auséncia de anticorpos
especificos, os glébulos vermelhos formam um depésito anular na parte inferior da depresséo.
Os eritrécitos ndo sensibilizados garantem a especificidade da reacédo, portanto, qualquer
distarbio causado por aglutininas naturais anti-ovelha (heteroanticorpos de Forssman, anticorpos
infeciosos contra a mononucleose...) pode ser descartado.

A reacéo é realizada numa placa de microtitulacdo em forma de U.

O manuseamento é simples e rapido, com resultados em 2 horas.

4—- REAGENTES E MATERIAIS

Descrigdo Quantidade

R1: Tubo com 2,2 mL de glébulos vermelhos sensibilizados
R2: Tubo contendo 1 mL de hemécias néo sensibilizadas
BUF: frasco com 55 mL de solugdo tampéo fosfato, pH 7,2
R3: Tubo com 2 mL de adsorvente

CONTROLO +: Tubo com 0,2 mL de controlo positivo titulado
CONTROLO -: Tubo com 0,2 mL de controlo negativo
MICROPLACA: Placas de microtitulacdo (em forma de U)
CONTA-GOTAS: Conta-gotas especifico
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5- AVISOS E PRECAUCOES

- Apenas para diagnéstico in vitro e apenas para ser usado por pessoal de laboratério qualificado.

- Cada teste é para utilizagéo unitaria.

- Todos os reagentes, exceto o reagente BUF, contém matérias-primas de origem animal e devem
ser manuseados com cuidado.

- As amostras de pacientes sdo potencialmente infeciosas. Devem ser manuseadas com cautela,
respeitando as normas e regulamentos de higiene vigentes para este tipo de produto no pais
de uso.

- Os reagentes contém azida de sédio (< 0.1%).

- Néo utilizar ap6s o prazo de validade.

- N&o use reagentes de lotes diferentes.

- Os reagentes devem ter atingido a temperatura ambiente antes do seu uso.

- Agite suavemente os reagentes R1 e R2 antes de usar.

- Quando os reagentes R1 e R2 s&o dispensados, certifique-se de que o conta-gotas esta na
vertical. Certifique-se de que as gotas estéo livres de bolhas de ar, pois s6 assim é garantidum
volume constante.

6 - AMOSTRAGEM E MANUSEAMENTO DE AMOSTRAS

Use soro fresco ou soro armazenado a -20°C que ndo mostre sinais de hemdlise, turbidez ou
contaminagao.

O congelamento e o descongelamento repetidos devem ser evitados.

N&o realize nenhum tratamento de pré-aquecimento (decomposigao) do soro.

7- ESTABILIDADE, ARMAZENAMENTO E PREPARACAO DOS REAGENTES

Os reagentes estao prontos para usar.

1:80 1:160

Todos os reagentes, armazenados na embalagem original a 2-8°C, serdo mantidos estaveis até
ao prazo de validade indicado na embalagem. N&o congelar.

8- MATERIAIS NECESSARIOS (n&o incluidos no kit

- Pipeta(s) automatica (s) com volume de pipetagem adaptado ao volume a ser medido;
- Recipientes para residuos contaminados;

- Centrifuga ;

- Tubos de hemoélise.

9- REALIZACAO DO TESTE

Antes do inicio do teste, todos os reagentes e amostras devem ter atingido a temperatura
ambiente.

9.1 - Preparacdo da amostra
Realize uma diluicdo de 1:40 do soro a ser testado:

* 50 pL de soro;
* 1,95 mL do reagente BUF.

9.2 — Realizac&o do teste em microplaca
- Pipete com uma micropipeta multicanal em 8 pocos da placa de microtitulagéo 50 pL BUF.

- Adicionar 50 pL de soro diluido com uma micropipeta ao primeiro pogo.
Misture o soro com o BUF e faga uma série de dilui¢des, transferindo 50 uL do primeiro pogo
para o segundo, depois 50 pL do segundo para o terceiro e assim por diante até ao sexto pogo.
Em seguida, remova 50 pL do sexto pogo e descarte. Desta forma, nos pogos séo obtidas as
diluicGes de 1:80 a 1:2560.

- Pipete 50 pL de soro diluido no sétimo pogo. Misture o soro com BUF e descarte 50 pL. Esta
diluicéo de 1:80 representa o controlo do soro e é usada para detetar aglutininas naturais anti-
ovelha que podem estar presentes em algumas amostras de soro.

- Agite cuidadosamente R1 e R2.
+Adicione 1 gota de R1 em cada um dos 6 primeiros pogos.
*No sétimo pogo, adicione 1 gota de R2 (controlo sérico).
*Adicione 1 gota de R1 ao oitavo pogo (controlo de reagente). Isso serve para o
controlo de precisdo dos reagentes BUF e R1.

Nota: Apenas um controlo de reagente deve ser realizado por série de ensaios.

- Homogeneizar cuidadosamente o contetido dos pogos:

* manualmente, bater na lateral da microplaca que foi colocada horizontalmente sobre
a bancada.
e ou, usando um agitador vibratério para placas de microtitulagao (por exemplo, a
1300 rpm durante 10s). N&o use agitadores com movimentos orbitais.
- N&ao mova a placa e afaste-a de vibragdes.

- Ap6s 2 horas, leia o resultado da reagéo.

9.3 — Adsorcéo de aglutininas naturais anti-ovelha em caso de aglutinac&o de soro
controlo

- R3- Agitar suavemente o reagente.
- Coloque o seguinte num tubo e misture:
+0,1 mL de soro
+0,3mL de R3
- Misturar e incubar por 60 minutos a temperatura ambiente.
- Centrifugar a 2000 rpm por 15 minutos.
- Recolha o sobrenadante liquido; o soro esta agora diluido a 1:4.
- Realize uma dilui¢do de 1:10 do sobrenadante no reagente BUF para obter uma dilui¢cdo do
adsorvido (1:40).
- Siga as etapas descritas em "Realizagéo do teste em microplaca”, mas substitua a diluicdo de
reserva pela diluicdo da reserva adsorvida.

10 — OBSERVACAOQ / LEITURA DA REACAQ
Reagé&o negativa: Auséncia de hemaglutinagéo.

Na parte inferior do pogo, pode ver um anel mais ou menos largo.
Reacdo positiva: Presenca de hemaglutinacao.
Presenca de uma camada castanha avermelhada na parte inferior do
poco; as vezes, também é visivel um anel fino periférico.

Exemplo de hemaglutinag&o obtida com um soro 1:1280 positivo:

CNCNONONONONENONO

1:320 1:640 1:1280 1:2560 Soro de controlo  Reagente Controlo

11 — INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Titulo < 1:320:

Titulo = 1:320:

Titulo 2 1:640:

Reacdo néo significativa.

Provavelmente ndo héa aspergilose invasiva.

Repita o teste apds 2 a 3 semanas e realize eletroforese em
contracorrente ou imunoeletroforese.

Reacdo ambigua.
Repetir o teste apds 2 a 3 semanas e realizar eletroforese em
contracorrente ou imunoeletroforese

Resposta significativa que indica aspergilose invasiva.

12 - CONTROLO INTERNO DE QUALIDADE

CONTROLO + e CONTROLO - devem ser tratados como amostras de pacientes. O titulo do
CONTROLO + deve corresponder ao titulo impresso no rétulo do frasco + uma diluicdo. Nao deve
existir hemaglutinagcdo do CONTROLO -. Se houver hemaglutinagéo, o teste € invalido.

13 — CAUSAS DOS ERROS E LIMITACOES DO METODO

Ma preservacgéo do soro.

Ma preservacéo dos reagentes ap6s a abertura.

Use apenas o conta-gotas incluido no kit.

Os conta-gotas nao devem ser trocados entre os reagentes R1 e R2.

Em caso de reagéo positiva nos primeiros 6 pogos, outra série de diluicdes sera realizada para
determinar o limite do titulo de hemaglutinacéo.

O controlo do soro deve mostrar uma reag&o negativa (anel). Em caso de hemaglutinacéo deste
controlo, o teste deve ser repetido apés as aglutininas naturais contra ovinos terem sido
removidas do soro por adsorgéo.

O controlo do reagente deve mostrar uma reagao negativa (anel). Em caso de hemaglutinagéo
deste controlo, o Aspergillus ELI.H.A n&o pode ser usado.

Alguns soros, com concentragdo de anticorpos muito alta, pode causar um fenémeno de zona
(com o desaparecimento da turbidez nas primeiras dilui¢des), que desaparece novamente nas
diluicbes subsequentes.

A qualidade dos reagentes permite que a reacéo seja realizada a noite e o teste seja lido na
manha seguinte, desde que a placa de microtitulacdo ndo se mova de forma alguma e esteja
protegida de choques.

Em todos os casos, os dados clinicos, epidemiolégicos e biolégicos devem ser totalmente
levados em consideracéo antes de estabelecer o diagndstico final.

14 - EFICACIA

ELI.H.A Aspergillus é composto por hemacias sensibilizadas ao antigénio Aspergillus fumigatus, o
que garante a especificidade e sensibilidade da reacéo de hemaglutinagéo indireta.

Os resultados das avaliacdes dos testes mostram uma sensibilidade de 80% e uma especificidade de
98%.

15

- ELIMINACAOQ DE RESIDUOS

Os residuos devem ser eliminados no pais de utilizagdo de acordo com as regras e normas de higiene
aplicaveis a este tipo de produto.

Se o reagente BUF derramar, limpe a area de trabalho com papel absorvente e enxague com agua.
Se 0 soro ou outro reagente for derramado na area de trabalho, limpe-o com lixivia e papel absorvente.
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