ELI.H.A Distoma

Diagnéstico de distomatose
por hemaglutinagdo indireta

102 testes
(Ref.66606)

8000150-PT-2025-07
Apenas para diagndstico in vitro, apenas para uso profissional.
Os testes sdo apenas para uso (nico.

1- OBJETIVO

O ELLH.A Distoma permite a determinagdo quantitativa de anticorpos séricos anti-Fasciola
hepatica por hemaglutinagéo indireta.
Cada kit permite a realizacao de 102 testes ou 17 reacdes de 6 diluicdes.

2- INTRODUCAO

As distomatoses sdo doencas parasitarias causadas por trematédeos. A localizacéo dos vermes
adultos no hospedeiro da origem as seguintes classificagdes:

= Hepatobiliar

= Distomatose intestinal

= Hemoptise endémica

Da distomatose hepatobiliar, a infecgdo por Fasciola hepatica é caracterizada por um ciclo de
vida progressivo no hospedeiro definitivo humano, que inclui uma fase migratéria larval
transperitoneal e trans-hepética. O diagnéstico de F. hepatica é principalmente imunolégico,
durante a fase invasiva da infecédo e depende da detecéo de anticorpos (fase em que n&o ha
transmisséo de ovos fecais). O diagndstico imunoldgico também é de grande interesse durante
a fase inicial de doenca, porque os ovos sdo emitidos apenas em pequenas quantidades.

3- PRINCIPIO

ELI.H.A Distoma baseia-se no principio da hemaglutinacdo indireta. Os glébulos vermelhos
sensibilizados consistem em glébulos vermelhos de ovelha cobertos com um antigénio de
Fasciola hepatica.

A presenca de anticorpos séricos anti-Fasciola hepatica resulta na aglutinacdo dos glébulos
vermelhos sensibilizados, resultando num depoésito vermelho/castanho turvo que reveste o pogo.
Na auséncia de anticorpos especificos, os glébulos vermelhos formam um depésito semelhante
a um anel no fundo do pogo.

Os glébulos vermelhos nédo sensibilizados garantem a especificidade da reacgéo, possibilitando a
eliminacdo de qualquer interferéncia das aglutininas naturais anti-ovelha (heteroanticorpos
Forssman, anticorpos contra mononucleose infeciosa...).

A reacéo é realizada numa microplaca em forma de U.

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

4- REAGENTES E MATERIAL

Descrigao Quantidade

R1: Frasco de 2,2 mL de hemacias sensibilizadas

R2: Frasco de 1 mL de glébulos vermelhos néo sensibilizados
BUF: Frasco de 55 mL de tampao fosfato pH 7,2

R3: Frasco de 2 mL de adsorvente

CONTROL +: Frasco de 0,2 mL de controlo positivo titulado
CONTROL -: Frasco de 0,2 mL de controlo negativo
MICROPLATE: Mlcroplaca com fundo em U
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DROPPER: Conta-gotas especial

- PRECAUCOES
Os reagentes destinam-se apenas ao uso de diagnoéstico in vitro e devem ser manuseados
por pessoal autorizado.

- Os testes sdo apenas para uma Unica utilizacdo.

Todos os reagentes, exceto o reagente BUF, contém matérias-primas de origem animal e

devem ser manuseados com cautela.

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

- Os reagentes contém azida de sddio (concentragdo < 0.1%). A azida de sédio contida nos
reagentes pode reagir com os metais pesados nos canos e formar compostos explosivos.
Assim, recomenda-se néo deitar os reagentes para o lavatdrio e seguir as recomendagdes e
normas vigentes para a deposi¢ao de residuos.

- Nao utilizar apés término da data de validade.

Né&o use reagentes de nimeros de lote diferentes.

Antes de usar, deixe 0 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 a auséncia de bolhas de ar nas gotas para garantir volumes de entrega constantes.

6— COLHEITA E TRATAMENTO DE AMOSTRAS

Use soro fresco ou soro preservado a -20°C e ndo mostre nenhum sinal de hemoélise,
nebulosidade ou contaminacao.

Evite congelamento e descongelamento repetidos. Ndo decomponha o soro.

7 - ESTABILIDADE, ARMAZENAMENTO E PREPARACAO DE REAGENTES

Os reagentes estdo prontos para uso.

Todos os reagentes armazenados a 2-8°C, na sua embalagem original, sdo estaveis até a data
de validade indicada na caixa. N&o congelar.

8- MATERIAL NECESSARIO, MAS NAO FORNECIDO

- Pipeta(s) automatica (s) com volume de pipetagem adaptado ao volume que sera medido;
- Reservatério para lixo contaminado;

- Centrifuga ;

- Tubos de hemdlise.

9- METODO
Deixar que todos os reagentes atinjam a temperatura ambiente antes de usar.

9.1 — Preparacdo de amostras
Realize uma dilui¢ao de 1:40 do soro a ser testado:

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

9.2 — Realizac&o do teste em microplaca
- Usando uma micropipeta multicanal, adicione 50 L de reagente BUF a 8 pogos da microplaca.
- Usando uma micropipeta, adicione 50 pL de soro diluido ao primeiro pogo.
Misture o soro com o reagente BUF e faca uma diluigdo seriada, preferencialmente em
microdiluidor, transferindo 50 pL do primeiro pogo para o segundo, depois 50 pL do segundo
para o terceiro, e assim sucessivamente até atingir o sexto poco. 50 pL do sexto pogo s&o
entéo descartados.
Desta forma, obtém-se diluicdes de 1:80 a 1:2560
- Adicione 50 pL de soro diluido ao sétimo pogo
Misture o soro com o reagente BUF e depois descarte 50 pL.
Esta diluicéo (1:80) é o controlo sérico, cujo papel é detetar as aglutininas naturais anti-ovelha
que poderiam estar presentes em certas amostras de soro.

- Agite cuidadosamente os reagentes R1 e R2.
« Adicionar 1 gota de reagente R1 aos primeiros 6 pogos.
« Adicione 1 gota de reagente R2 ao sétimo pogo (controlo de soro).
« Adicionar 1 gota de reagente R1 no oitavo poco (controlo de reagente) cuja fungao
é controlar a validade dos reagentes BUF e R1.

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

- Com muito cuidado, agite o contetido dos pocos:
* manualmente, batendo lateralmente no lado da microplaca que foi colocada plana
na bancada;
e ou, usando um agitador de placas vibratérias para placas de microtitulagéo (por
exemplo, a 1300 rpm por 10 segundos). N&o use um agitador orbital.

- Agora deixe a placa em repouso, longe de qualquer fonte de vibracéo.
- Anplaca pode ser lida apés 2 horas.

9.3 - Adsorcéo das aglutininas naturais anti-ovelha em caso de aglutinacéo do soro
controlo
- Agite cuidadosamente o reagente R3.
- Num tubo, adicione e misture:
+ 0,1 mL de soro;
+ 0,3 mL de reagente R3.
- Incubado a temperatura ambiente por 60 minutos.
- Centrifugar a 2000 g durante 15 minutos.
- Recolha o sobrenadante; o soro esta agora na dilui¢éo de 1:4.
- Realizar uma diluigéo de 1:10 do sobrenadante em reagente BUF para obter uma diluicdo de
estoque adsorvido (1:40).
- Siga as etapas descritas em “Realizagéo do teste em microplaca”, mas substitua a diluigdo do
estoque pela diluicdo do estoque adsorvido.

10 - LEITURA
Reagdo negativa: Auséncia de hemaglutinacao.

Presenca de um anel mais ou menos grande no fundo do poco.

Reacdo positiva: Presenca de hemaglutinacao.

Presenca de um depésito vermelho/castanho turvo revestindo o pogo, as

vezes ha a presenca de uma borda periférica fina.

Exemplo: Soro positivo a uma diluicéo de 1:1280
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1:160 1:320 1:640 1:1280 1:2560 Soro de Controlo Reagente Controlo

11 - INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Titulo < 1:160: Reagdo néo significativa.
Provavel auséncia de distomatose.
Repita o teste 2 a 3 semanas depois e também realize uma eletrossinérese
ou um teste de imunoeletroforese.

Titulo = 1:160: Reacdo duvidosa.
Repita o teste 2 a 3 semanas depois e também realize uma eletrossinérese
ou um teste de imunoeletroforese.

Titulo 2 1:320: Reagcdo significativa a favor da distomatose progressiva.

12 - CONTROLO INTERNO DE QUALIDADE

Os reagentes DE CONTROLO + e CONTROLO - devem ser tratados como soros de teste. O titulo
do CONTROLO + deve ser o mesmo que o titulo impresso no rétulo do frasco + uma diluicdo. Ndo
deve haver nenhuma hemaglutinagcdo do CONTROLE -. Se a hemaglutinacéo estiver presente, o teste
nao é valido.
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CAUSAS DO ERRO E LIMITES DE TESTE

Ma conservacao do soro.

Ma conservagéo dos reagentes apés a abertura.

Use apenas os conta-gotas fornecidos no kit.

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

No caso de uma reagéo positiva nos primeiros 6 pogos, realizar uma diluicdo em série adicional
a fim de determinar o limite de titulo de hemaglutinag&o.

O controlo do soro deve dar uma reagéo negativa (anel). Em caso de hemaglutinacédo deste
controlo, serd necessario renovar o teste ap6s ter eliminado as aglutininas naturais anti-ovelha
do soro por adsorgao.

O controlo do reagente deve dar uma reacao negativa (anel). Em caso de hemaglutinacéo deste
controlo, o ELI.H.A Distoma néo pode ser usado.

Certos soros cuja concentragao de anticorpos € muito alta, podem dar origem a um fenémeno
de zona (com desaparecimento da turvacao) nas diluicdes iniciais, que desaparece nas diluicées
subsequentes.

A qualidade dos reagentes permite realizar a reacao 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 vibragao.

Em todos os casos, é necessario que os dados clinicos, epidemiolégicos e biolégicos sejam
levados plenamente em consideragéo antes de estabelecer o diagnéstico final.

- DESEMPENHO

ELI.H.A Distoma consiste em glébulos vermelhos sensibilizados com um antigénio de Fasciola
hepatica, que garante a especificidade e sensibilidade da reagao.
A avaliagdo demonstrou que o teste tem sensibilidade de 96,1% e especificidade de 96,6%.
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ELIMINACAO DE RESIDUOS

Os residuos devem ser eliminados de acordo com as regras de higiene e regulamentos vigentes para
este tipo de produto no pais de uso.

Se o reagente BUF for derramado, limpe a area de trabalho com papel absorvente e enxague com
agua.

Se um soro de outro reagente for derramado na area de trabalho, limpe com lixivia e papel absorvente.
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