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1 - OBJETIVO

O ELLH.A Echinococcus pemite a determinag&o quantitativa dos anticorpos séricos anti-Echinococcus granulosus por hemaglutinagéo indireta. A populagéo-
alvo inclui qualquer pessoa com suspeita de hidatidose. Cada kit permite realizar 102 testes ou 17 reages de 6 diluigdes.

2 - INTRODUCAO

A hidatidose ou equinococose cistica € uma doenga parasitaria causada pelas larvas (hidatideos) de um cestéide do género Echinococcus. O ciclo de vida do Echinococcus granulosus
requer hospedeiros definitivos e intermedidrios. Em geral, o céo é o hospedeiro definitivo, sendo as ovelhas e, em casos raros, os seres humanos os hospedeiros intermedidrios.

Os hidatideos s&o encontrados com mais frequéncia no figado (50 a 70%) e, em seguida, nos pulmdes (25 a 40%).

A infeccéo por hidatidose por E. granulosus € caracterizada por uma progresséo lenta e insidiosa da doenga. A infecgdo é relativamente assintomatica, com o diagnéstico biolégico
baseando-se principalmente na detegéo de anticorpos.

3 - PRINCIPIO

ELI.H.A Echinococcus baseia-se no principio da hemaglutinaggo indireta.

Os glébulos vermelhos sensibilizados consistem em glébulos vermelhos de ovelha cobertos com um antigeno Echinococcus granulosus.

A presenca de anticorpos séricos anti-Echinococcus granulosus resulta na aglutinagéo dos glébulos vermelhos sensibilizados, resultando num depésito turvo
vermelho/castanho que reveste o pogo. Na auséncia de anticorpos especificos, os glébulos vermelhos formam um depésito em forma de anel no fundo do pogo.
Os glébulos vermelhos néo sensibilizados garantem a especificidade da reagao, tornando possivel eliminar qualquer interferéncia das aglutininas anti-ovelha
naturais (heteroanticorpos de Forssman, anticorpos da mononucleose infecciosa...).

A reagéo é realizada numa microplaca em U.

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

4 - REAGENTES E MATERIAL

Descrigao

R1: frasco de 2,2 mL de glébulos vermelhos sensibilizados

R2: frasco de 2,2 mL de glébulos vermelhos néo sensibilizados
BUF: frasco de 55 mL de tamp&o fosfato pH 7,2

R3: frasco de 2 mL de adsorvente

CONTROLE + : frasco de 0,2 mL de controle positivo titulado
CONTROLO -: frasco de 0,2 mL de controlo negativo
MICROPLACA: microplaca com fundo em U

CONTA-GOTAS: conta-gotas especial
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5 - PRECAUCOES

- Os reagentes destinam-se apenas a uso diagnostico in vitro e devem ser manuseados por pessoal autorizado.

- Os reagentes e a microplaca podem ser utilizados até ao numero de testes indicado na embalagem. Cada pogo da microplaca € de uso Unico.

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

- As amostras dos pacientes sdo potencialmente infecciosas. Devem ser manuseadas com cuidado, respeitando as regras de higiene e os regulamentos vigentes para
este tipo de produto no pais de utilizagao.

- Os reagentes contém azida de sodio (concentragéo < 0,1%). A azida de sodio contida nos reagentes pode reagir com os metais pesados presentes nas tubagens,
formando compostos explosivos. Por isso, recomenda-se nao deitar os reagentes no lavatério e seguir as recomendagdes e regulamentos em vigor relativos a
eliminacéao de residuos.

- N&o utilize reagentes ap6s a data de validade.

- N&o utilize reagentes de numeros de lote diferentes.

- Nao utilize reagentes danificados ou armazenados incorretamente antes do uso
- Antes da utilizag&o, deixe o soro e os reagentes atingirem a temperatura ambiente.

- Agite cuidadosamente os reagentes R1 e R2 antes de usar.
- Ao dispensar os reagentes R1 e R2, certifique-se de que o conta-gotas esteja perfeitamente na vertical. Verifique se ndo ha bolhas de ar nas gotas para
garantir volumes de dispensagéo constantes.

6 — RECOLHA E TRATAMENTO DE AMOSTRAS

Use soro fresco obtido apds a coleta de sangue em tubos secos (até 7 dias de armazenamento a 2-8 °C ou a -20 °C para armazenamento superior a 7 dias) e sem
hemodlise, turvago, ictericia ou contaminagéo. Recomenda-se que cada laboratério verifique a compatibilidade dos tubos de coleta utilizados.

Evite congelar e descongelar repetidamente.

N&o decomponha o soro.

7 - ARMAZENAMENTO E PREPARACAO DOS REAGENTES
Os reagentes estao prontos para uso.
Os reagentes armazenados a 2-8 °C nas suas condigdes originais e apds a abertura sdo estaveis até a data de validade indicada na caixa. Ndo devem ser congelados.

8 - MATERIAL NECESSARIO, MAS NAO FORNECIDO

- Pipeta(s) automatica(s) com um volume de pipetagem adaptado ao volume que sera medido;
- Recipientes para residuos contaminados;

- Centrifuga;

- Tubos de hemdlise.

9 - METODO
Deixe os reagentes atingirem a temperatura ambiente antes de os utilizar.

9.1 - Preparacéo da amostra

Faca uma diluigdo de 1:40 do soro a ser testado:
* 50 pL de soro;
1,95 mL de reagente BUF.

9.2 - Realizacao do teste numa microplaca

- Usando uma micropipeta multicanal, adicione 50 uL de reagente BUF a 8 pogos da microplaca.

- Usando uma micropipeta, adicione 50 L de soro diluido ao primeiro pogo.

Misture o soro com o reagente BUF e realize uma diluigdo em série, de preferéncia utilizando um microdilutor, transferindo 50 pL do primeiro pogo para o segundo,
depois 50 pL do segundo para o terceiro e assim sucessivamente até chegar ao sexto poco. Em seguida, descarte 50 pL do sexto pogo.

Desta forma, obtém-se diluicdes de 1:80 a 1:2560.

- Adicione 50 pL de soro diluido ao 7.° pogo.
Misture o soro com o reagente BUF e, em seguida, descarte 50 pL.
Esta diluigéo (1:80) é o controlo do soro, cuja fungéo é detetar as aglutininas anti-ovelhas naturais que podem estar presentes em determinadas amostras de soro.

- Agite cuidadosamente os reagentes R1 e R2.
« Adicione 1 gota do reagente R1 aos primeiros 6 pocos.
« Adicione 1 gota do reagente R2 ao 7.° pogo (controlo de soro).
« Adicione 1 gota do reagente R1 ao 8.° pogo (controlo do reagente), cuja fungéo é controlar a validade do BUF e do reagente R1.

Nota: Realize apenas um controlo de reagente para cada série de testes.

- Agite cuidadosamente o contetido dos pogos:
* manualmente, batendo lateralmente na lateral da microplaca que foi colocada na horizontal sobre a bancada;
« ou utilizando um agitador de placas vibratdrio para placas de microtitulagéo (por exemplo, a 1300 rpm durante 10 segundos). N&o utilize um agitador orbital.

- Em seguida, deixe a placa em repouso, protegida de vibragdes, a temperatura ambiente entre 15 e 30 °C.
- Leia a reagéo apds 2 horas. Os resultados podem ser interpretados apés um minimo de 1,5 horas e até um maximo de 24 horas.

9.3 — Adsorcao das aglutininas anti-ovelhas naturais em caso de aglutinacéo do soro de controlo
- Agite cuidadosamente o reagente R3.
- Num tubo, adicione e misture:
* 0,1 mL de soro;
* 0,3 mL de reagente R3.
- Incube a temperatura ambiente durante 60 minutos.
- Centrifugue a 2000 rpm durante 15 minutos.
- Recolha o sobrenadante; o soro esta agora numa diluigéo de 1:4.
- Realizar uma diluigéo de 1:10 do sobrenadante em reagente BUF para obter uma diluigdo de stock adsorvida (1:40).
- Siga os passos descritos em «Realizagéo do teste numa microplaca», mas substitua a diluicdo de reserva pela diluicdo de reserva adsorvida.

10 - LEITURA
Reagao negativa: Auséncia de hemaglutinagao.

Presencga de um anel mais ou menos grande no fundo do pogo.

Reagao positiva:

Presenga de hemaglutinagao.
Presenca de um deposito turvo vermelho/castanho a revestir o pogo, por vezes com a presencga de uma borda periférica fina.
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11 - INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Titulo < 1/160: Reagao nao significativa.

Provéavel auséncia de hidatidose.

Repita o teste 2 a 3 semanas depois e combine com um ensaio de imunotransferéncia.
Titulo = 1/160: Reagao duvidosa.

Repita o teste 2 a 3 semanas depois e combine com um ensaio de imunotransferéncia.

Titulo 2 1/320: Reacao significativa a favor de hidatidose progressiva. 12 —

CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

Os reagentes CONTROL+ e CONTROL- devem ser tratados como soros de teste. O titulo do reagente CONTROL+ deve ser igual ao titulo impresso no rétulo do frasco
+ uma diluicdo. Nao deve haver hemaglutinagdo do CONTROL-. Se houver hemaglutinagao, o teste néo é valido.




13 — CAUSAS DE ERROS E LIMITES DO TESTE

- Conservagédo inadequada do soro.

- Conservagdo inadequada dos reagentes apds a abertura.

- Utilize apenas os conta-gotas fornecidos no kit

- Utilize apenas as placas fornecidas no kit com pogos com fundo em forma de U.

- N&o troque os conta-gotas entre os reagentes R1 e R2.

- No caso de uma reagéo positiva nos primeiros 6 pogos, realize uma diluicdo em série adicional para determinar o limite do titulo de hemaglutinagéo.

- O controlo sérico deve apresentar uma reagéo negativa (anel). Em caso de hemaglutinagdo deste controlo, sera necessario renovar o teste apds ter eliminado as
aglutininas anti-ovinas naturais do soro por adsorgao.

- O controlo do reagente deve apresentar uma reagéo negativa (anel). Em caso de hemaglutinagéo deste controlo, o kit ELI.H.A Echinococcus nao pode ser utilizado.
- Certos soros cuja concentragéo de anticorpos é muito elevada podem dar origem a um fenémeno de zona (com desaparecimento da turvagéo) nas diluigdes iniciais,
que desaparece nas diluicdes subsequentes.

- A qualidade dos reagentes permite realizar a reagéo a noite e ler o teste na manha seguinte, desde que a microplaca ndo seja movida de forma alguma e esteja
protegida de qualquer fonte de vibragéo.

- Nao reutilize um pogo que ja tenha sido usado para realizar um teste.

- A nomenclatura francesa para procedimentos de biologia médica especifica que, para o rastreio serolégico da equinococose, a pesquisa de anticorpos anti-
Echinococcus deve ser realizada utilizando duas técnicas diferentes. Isto permite eliminar quaisquer interferéncias desconhecidas. A interpretagéo global desta serologia
deve, portanto, basear-se nos resultados das diferentes técnicas utilizadas. Em todos os casos, é necessario que os dados clinicos, epidemioldgicos e bioldgicos sejam
tidos em consideracédo antes de se estabelecer o diagnostico final.

- Sem mover ou vibrar a microplaca, o teste pode ser realizado a noite e lido na manha seguinte (ou seja, apés um tempo maximo de reacéo de 24 horas).

14 - DESEMPENHO

14.1 —~DESEMPENHO ANALITICO

14.1.1 - Repetibilidade

Em soro positivo, o dispositivo tem 100% de repetibilidade com uma tolerancia aceitavel de uma diferenga de pogo.
Em soro negativo, o dispositivo tem 100% de repetibilidade sem tolerancia para positividade no resultado.

Os pogos de controlo de soro e de reagente tém 100% de repetibilidade.

14.1.2 — Reprodutibilidade

Em soro positivo, o dispositivo tem 100% de reprodutibilidade com uma tolerancia aceitavel de uma diferenga de
pogo. Em soro negativo, o dispositivo tem 100% de reprodutibilidade sem tolerancia para positividade no resultado.
Os pogos de controlo de soro e de reagente tém 100% de reprodutibilidade.

14.1.3 - Interferéncia

Devido a elevada homologia genética entre as duas espécies de Echinococcus: E. multilocularis e E. granulosus, sdo necessarios testes secundarios para excluir
a reatividade cruzada (9).

Foram observadas reagdes cruzadas com amostras positivas para anticorpos anti-Fasciola ou anticorpos anti-S. mansoni (2).

Foram observadas reagdes cruzadas com amostras de pacientes com toxoplasmose, HIV, EBV, aspergilose, filariose e clonorquiase (1,3).

A potencial interferéncia com hemoglobina, lipidos e bilirrubina foi estudada de acordo com as recomendagées CLSI EP07 (4,5,6,7,8).
Nao foi detectada interferéncia significativa até as seguintes concentragdes maximas:

Substancias testadas Concentragées maximas
Bilirrubina 800 mg/L
Lipidios 15 gL
Hemoglobina 10 gL

Uma revisdo aprofundada da literatura permitiu-nos excluir potenciais interages medicamentosas, reduzindo, na medida do possivel, o risco associado a
quaisquer interferentes ainda nao identificados.

14.2 - DESEMPENHO CLINICO

O ELLH.A Echinococcus é composto por glébulos vermelhos sensibilizados por um antigeno Echinococcus granulosus. Ele garante sensibilidade e especificidade na
reagdo. Um estudo com 221 soros humanos demonstrou uma sensibilidade de 93,0% (independentemente da localizagéo do quisto) e uma especificidade de 94,9%.
Comparagdes com os testes IFI e ELISA mostraram uma complementaridade notavel entre essas diferentes reagdes (1).

O desempenho clinico do kit ELL.H.A Echinococcus foi avaliado através de uma revisdo da literatura cientifica com base em cinco publicagdes entre 2009 e 2023
(2,10,11,12,13).
Foram obtidos os seguintes resultados:

Tabela 1: Desempenho clinico para um limiar de 1/160

Estudo Estudo n.° 4 [12]
Ano de publicagao 2023
Populagdo 23 soros de pgcientes corr\ §uspeita de
equinococose cistica
Métod~o compara-tivo. Exame histopatolégico
(padréo de referéncia)
Sensibilidade 1/160 94%°
Especificidade 1/160 100%*
PPV*1/160 100%°
VPN* 1/160 85,7 %°

Tabelas 2 e 3: Desempenho clinico para um limiar de 1/320

Estudo Estudo n.°1[10] Estudo n.°2[11] Estudo n.°3[2]
Ano de publicagao 2009 2024 2010
30 soro de pacientes com
19 d 40 amostras de 74 amostras de soro de 30 soro de pacientes outras paras\pses‘
d 50{ ©0s de soro de pacientes com suspeita de com equinococose S. mansoni (n=6),
Populagio p_a?enh_e;“gom pacientes com 20 amostras de equinococose cistica (51 cistica e sem outra Fasciola (n=6), H. nana _ 10 soros de
ot °|s idaticos parasitose e soro de mulheres e 23 homens com | infecgéo itologi (n=6), E. histolytica (n=6) | Pacientes sem parasitose
pulmonares outras doengas individuos idades entre 3 e 86 anos) e Giardia lamblia (n=6).
puimonares saudéveis
Metodf) oompara}lvcil Resultados NA NA Resu\t'aqos dc')s Andlise thlca e NA NA
(padrao de referéncia) P relatorios clinicos e cirurgia
operacionais A,
radiolégicos
Sensibilidade 1/320 736 70,8 86,7
Especificidade 1/320 98,3 96,2 95
VPP* 1/320 93,3 97,1 92,9
NPV* 1/320 92,1 64,1 90,5%
Estudo Estudo n.°4[12] Estudo n.°5[13]
Ano de publicagéo 2023 2016
Populagio 3 so[joes ggﬁ?ﬁmﬁim;ﬁ: peita 18 soro de criangas com 27 amostras de soro de 20 amostra_s'ds soro de
o equinococose cistica adultos com individuos
quinococose " -
equinococose cistica saudaveis
Método comparativo . " .
(padrio de referéncia) Exame histopatologico Exame clinico e imagiologia médica
1/320 82,4%* 88,9%*
Especificidade 1/320 100%* 100%°
VPP* 1/320 100 % 100 %°
NPV* 1/320 66,7 % 80%*

*: VPP: Valor preditivo positivo
*: NPV: Valor preditivo negativo
2: Valor calculado pela ELITech Microbio

Na literatura cientifica, a sensibilidade clinica e a especificidade para um limiar de significancia de 1/160 sdo 94% e 100%, respetivamente.

Para um limiar de significancia de 1/320, a sensibilidade e a especificidade clinicas variam de 73,6% a 88,9% e de 95% a 100%, respetivamente.
Para um limiar de significancia de 1/160, o VPP é de 100% e o VPN é de 85,7%.

Para um limiar de significancia de 1/320, o VPP varia de 92,86% a 100% e o VPN varia de 66,67% a 92,1%.

15 - ELIMINACAO DE RESIDUOS

Os residuos devem ser eliminados de acordo com as regras de higiene e os regulamentos em vigor para este tipo de produto no pais de utilizag&o.

Se o reagente BUF for derramado, limpe a area de trabalho com papel absorvente e enxague com &gua. Se um soro de outro reagente for derramado na area de
trabalho, limpe com lixivia e papel absorvente.
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Qualquer incidente grave relacionado com o dispositivo deve ser comunicado ao fabricante e a autoridade competente do Estado-Membro em que o utilizador esta
estabelecido.

As alteragdes em relaggo a versdo anterior estdo destacadas a cinzento.
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