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1. Finalidade

Para diagndstico in vitro. O teste RIDASCREEN® Entamoeba histolytica IgG é um enzima-
imuno-ensaio para a deteccdo de anticorpos IgG contra Entamoeba histolytica no soro
humano.

O teste deve ser executado no caso de suspeita fundada de uma amoebiase.

2. Resumo e explicacédo do teste

Entamoeba histolytica € um patogénico humano protozoario e constitui um dos parasitas mais
comuns nos paises em desenvolvimento, especialmente nas zonas tropicais e subtropicais.*
Anualmente, cerca de 50 milhdes de pessoas sdo infectadas por este agente patogénico, das
quais 100.000 morrem como resultado da infeccdo.! Normalmente, o agente patogénico é
transmitido por via fecal-oral. Desta forma, os quistos infecciosos sdo absorvidos. Ao chegarem
ao intestino delgado, transformam-se em trofozoitos vegetativos que, subseguentemente,
colonizam o célon.® Através da invasdo do parasita a partir do limen do intestino para a
mucosa do célon, 10% dos pacientes infectados desenvolvem amebiase invasiva.” O periodo
de incubacéo é altamente variavel, por isso a incubacédo pode demorar alguns dias ou mesmo
meses ou anos. Em caso de amebiase intestinal, o periodo de incubacdo, normalmente,
demora entre 1 e 4 semanas.

Os sintomas clinicos de uma amebiase intestinal sdo dores abdominais e colicas
acompanhadas por nauseas e diarreia severa com fezes com sangue e muco. Durante a
disenteria aguda, podem ocorrer complicagBes extra-intestinais tais como abscessos hepaticos
provocados por contagio hematogénico que podem causar morte, se nao forem tratados.?

Por causa da reacdo do sistema imunitario, ocorre, ap6s uma infeccdo com Entamoeba
histolytica, a formacao de anticorpos especificos contra o agente patogénico. Estes podem ser
comprovados no soro com a ajuda de processos imunoldgicos. Além da escolha apropriada do
antigeno especifico para o patogénico, o método de teste selecionado também tem um grande
impacto nos resultados do teste.

3. Principio do teste

Antigenos limpos sdo colocados em uma placa microtitulo. Nas amostras dos pacientes, 0s
anticorpos presentes se ligam aos antigenos e sdo, numa segunda etapa, comprovados com
uma proteina A marcada com enzima (conjugado). Através da enzima, um substrato sem cor
(peroxido de uréia/TMB) é convertido em um produto final azul. A reacdo enzimética é
finalizada com a adi¢do de &cido sulfarico. Com isso, ocorre simultaneamente a mudanca da

cor de azul para amarelo. A posterior medicdo € feita com um fotdmetro a 450 nm
(comprimento de ondas de referéncia = 620 nm).
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4. Conteudo da embalagem

Os reagentes de uma embalagem séo suficientes para 96 doses.

lat 96 doses Microplaca; 12 tiras (divisiveis) no quadro de suporte;
revestidas com antigenos de Entamoeba histolytica

—t

iluen 100 ml Tampéao de amostra, solu¢cdo NaCl tamponada de fosfato,

pronta para o uso; de cor amarela

100 ml Tampao de lavagem, conc. de 10X;
solugcéao de NaCl tamponada 3X

ontrol | + 1,2ml Controle positivo IgG, soro humano, pronto para o uso
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ontrol | - 2,5 ml Controle negativo IgG, soro humano, pronto para 0 uso
Tampa transparente

Conjugate 12 mi Conjugado de proteina A; pronto para 0 uso;
Tampa laranja proteina A conjugada em peroxidase em solucéo proteica
estabilizada

I

eroSC 12 mi Substrato,
H,O,/ tetrametilbenzidina; pronto para o uso

[@7]
—
o
K]

12 mi Reagente bloqueador,
1 N &cido sulfarico; pronto para o uso

Detalhes sobre substancias perigosas de acordo com as obrigacdes de rotulagem. Para mais
informacdes, consulte as Folhas de Dados de Seguranca de Materiais (MSDS) em www.r-
biopharm.com.

5. Reagentes e a sua armazenacao

O kit deve ser armazenado de 2 - 8 °C e pode ser utilizado até a data de validade impressa no
rotulo. Solucdo de lavagem diluida pode ser utilizada por no maximo 4 semanas quando
armazenadas de 2 - 8 °C ou por 5 dias quando armazenados em temperatura ambiente
(20 - 25 °C). A garantia do kit ndo é valida ap6s o vencimento do Kkit.

O saco de aluminio, no qual a microplaca se encontra, deve ser aberto de um modo que o
fecho zipper néo seja arrancado.

As tiras ndo necessarias devem ser armazenadas no saco de aluminio fechado.

Uma contaminagédo do reagente deve ser evitada bem como a luz direta sobre o substrato
incolor.
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6. Reagentes e equipamentos adicionais necessarios
6.1. Reagentes

— Agua destilada ou deionizada

6.2. Equipamento

— Tubos de amostra

— Mixer Vortex

— Micropipetas para volumes de 10 — 100 ul e 100 — 1000 pl

— Cilindro de medigéo (1000 ml)

— Cronbmetro

— Aparelho de lavagem para as microplacas ou pipetas de varios canais

— Fotébmetro para placas microtitulo (450 nm, filtro de referéncia = 620 nm)
— Filtro de papel (lencos de laboratorio)

— Contentor para lixo com uma solucao de hipocloreto de 0,5 %

7. Medidas de precaucéo

Somente para diagnaostico in vitro.

Este ensaio s6 deve ser realizado por profissionais de laboratorio treinados. As diretrizes para
trabalhar em laboratorios médicos devem ser seguidas. O manual de instrucdes relativo ao
procedimento de ensaio deve ser seguido. Nao pipete amostras ou reagentes com a boca.
Evite o contato com a pele ferida ou membranas mucosas. A0 manusear reagentes ou
amostras, use roupas de seguranca adequadas (luvas apropriadas, jaleco, O6culos de
seguranca) e lave suas maos apos o término do procedimento de ensaio. Ndo fume, coma ou
beba nas areas onde estdo sendo usados amostras ou reagentes.

Para mais informacdes, consulte as Folhas de Dados de Seguranca de Materiais (MSDS) em
www.r-biopharm.com.

Os soros de controle contidos no kit (controle positivo e controle negativo) foram testados para
HIV e HCV-Ak, bem como HbsAg, e considerados negativos. Porém, eles devem, bem como as
amostras de pacientes e todos os materiais que entrem em contato com eles, ser considerados
como potencialmente infecciosos e manejados de acordo com as respectivas regras de
segurancga nacionais.

Todos os reagentes e materiais utilizados devem ser descartados corretamente apds 0 uso.
Consulte os regulamentos nacionais relevantes para a eliminacao.
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8. Coleta e armazenagem das amostras

O teste € desenvolvido para a analise de amostras de soro humano. Apos a coleta de sangue,
0 soro deve ser rapidamente tirado do coagulo para evitar uma hemalise do soro. As amostras
devem ser amazenadas frias ou congeladas até serem usadas para o teste. Deve-se
absolutamente evitar um novo congelamente e descongelamento, bem como a contaminacao
microbial. A utilizacdo de amostras escurecidas, ictéricas, hemoliticas, lipémicas inativadas do
calor pode produzir falsos resultados.

Tab. 1: Armazenagem das amostras

Soro nao diluido Soro diluido
2-8°C -20 °C 2-8°C
1 semana > 1 semana 7 horas

9. Execucéo do teste
9.1. Generalidades

Antes da utilizacdo, todos os reagentes e as tiras deve ser colocados em temperatura ambiente
(20 — 25 °C). As tiras sO6 devem ser retiradas do saco de aluminio apés a temperatura ambiente
tiver sido alcancada. Os reagentes devem ser misturados imediatamente antes da utilizagcao.
ApOs a utilizacao, o kit deve ser armazenado novamente a 2 — 8 °C.

SO deve ser retirada a quantidade de reagente necessaria para a execucdao do teste. O
reagente restante ndo deve ser colocado de volta nos vasos, pois isto pode levar a uma
contaminagao.

As tiras microtitulo ndo podem ser usadas mais de uma vez. Os reagentes e as tiras microtitulo
ndo devem ser utilizadas se a embalagem estiver danificada ou se o vaso ndo é impermeavel.
O tampao de amostra, o tampao de lavagem e o substrato ndo sdo especificos para o teste;
eles podem também ser utilizados em outros ELISA RIDASCREEN® para a deteccéo de
anticorpos contra parasitas

9.2. Fabricacdo do tampéao de lavagem

1 parte do concentrado do tamp&o de lavagem é misturada com 9 partes de agua
destilada. Para isso, coloca-se 100 ml do concentrado em um cilindro de mesa e enche-se
com 1000 ml de 4gua destilada. Cristais eventualmente disponiveis no concentrado devem ser
dissolvidos anteriomente com calor (banho-maria a 37 °C).

Solucédo de lavagem diluida pode ser utilizada por no maximo 4 semanas quando armazenadas
de 2 - 8 °C ou por 5 dias quando armazenados em temperatura ambiente (20 - 25 °C).
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9.3. Preparacdo das amostras

As amostras de soro a serem examinadas serao diluidas a 1:50 antes do inicio do teste com o

tamp&o de amostra
por ex. 10 pl de soro + 490 pl

Atencéao!
Controle negativo e controle positivo sdo prontos para o uso e nao devem ser diluidos.

9.4. Primeira incubacéo

Depois de enfiar um namero suficiente de cavidades nos quadros de suporte, 100 pl dos soros
diluidos e dos controles prontos para o uso |Control |-| e |Control | +| serdo pipetados nas
respectivas cavidades e incubados a temperatura ambiente (20 —25 °C) por 15 minutos.
Recomenda-se excutar o controle negativo em dose dupla.

9.5. Lavagem

As cavidades devem ser esvaziadas em um contentor de dejetos com solucdo de hipocloreto
para a desinfeccdo. Depois a placa é batida em papel absorvente para retirar restos de
humidade. Entdo, lava-se 5 vezes, cada vez com 300 pl de tampéao de lavagem. Com isso,
deve fazer um esvaziamento completo ap6s cada lavagem, batendo em uma parte inutilizada
do papel.

Com a utilizacdo de uma maquina automética de lavagem, deve-se observar o ajuste
correto do equipamento com relacdo ao tipo de placa utilizado. Depois da lavagem, a
placa é batida em papel absorvente para retirar restos de humidade.

9.6. Segunda incubacéao

Adicdo de 100 ul do conjugado de proteina A |Conjugate] em todas as cavidades. Depois a
placa é incubada por 15 minutos a temperatura ambiente (20 — 25 °C).

9.7. Lavagem
Lavar 5 vezes de acordo com o ponto 9.5.
9.8. Terceira incubacao

Adicao de 100 pl do substrato em todas as cavidades. Depois a placa é incubada por
15 minutos a temperatura ambiente (20 — 25 °C). Depois, a reacdo € bloqueada com a adicao
de 50 ul de reagente bloqueador em todas as cavidades. ApOs a cuidadosa mistura
(batida suave na beira da placa) a absorbéancia € medida em um fotdmetro de placa a 450 nm
(comprimento das ondas de referéncia = 620 nm). A compensac¢éo do valor zero é feita com o
ar.

RIDASCREEN® Entamoeba histolytica IgG  2016-06-10 6



10. Controle de qualidade — Sinais da expiracao do reagente

Para o controle de qualidade, o controle positivo e o controle negativo devem ser feitos a cada
execucao de teste (em dose dupla). O teste foi vlidado se o valor médio de absorbancia do
controlo negativo a 450 nm for menor de 0,3. Se ambas as medi¢des individuais apresentarem
desvios de mais de 25 % do valor médio, o teste deve ser feito novamente. O valor de tira do
controlo positivo a 450 nm deve ser maior de 0,8.

Um desvio dos valores necessarios, bem como um escurecimento ou coloracdo em azul do
substrato incolor antes da adicdo nas cavidades, pode ser uma indicacdo de expiracdo do
reagente.

Se os valores prescritos ndo sao alcancados, antes da repeticdo do teste deve-se controlar o
seguinte:

— Validade dos reagentes utilizados

— Funcionalidade dos equipamentos utilizados (por ex. calibragem)

— Execucgéo correta do teste

— Controle visual dos componentes do kit para verificar se ha contaminacdo ou
impermeabilidade; uma solucéo de substrato tingida de azul ndo pode mais ser usada

Se, apés a repeticdo do teste, as condicbes ndo forem alcancadas novamente, entre em
contato com o seu distribuidor R-Biopharm local.

11. Avaliacao e interpretagcéo

11.1. Calculo do indice das amostras

1. O valor médio de extincdo do controle negativo é calculado.
2. Ao valor médio de tira é adicionado 0,150. Coo resultado, obtém-se o cut-off do teste.

3. Através da divisdo do valor de extingdo da amostra pelo cut-off, obtém-se o indice das
amostras.

p. ex.: Controle negativo 1 OD =0,115
Controle negativo 2 0.D.=0,125
Amostra 0O.D. =0,508

+
cut-off = 0115 > 0125 + 0,150 = 0,270

. _ 0,508 _
Indice de amostras = —01270 =1,88
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11.2. Resultado do teste

Tab. 2: Avaliacdo do indice das amostras

negativo duvidoso positivo

indice das amostras <0,9 09-1,1 >1,1

12. Limites do método

O ensaio EIA RIDASCREEN® Entamoeba histolytica IgG ELISA indica anticorpos 1gG contra
Entamoeba histolytica. Ele deve ser executado no caso de suspeita de uma amoebiase. Os
resultados alcancados devem ser sempre interpretados em conjunto com o quadro clinico e
outros resultados diagndsticos.

Os sinais dos aticorpos dependem da localizacdo da infestacdo do parasita e podem variar de
paciente para paciente.

No caso de um resultado de exame de fezes ameba positivo, uma deteccdo de anticorpos
possibilita a identificacdo de Entamoeba histolytica sensu stricto como causa para 0s sintomas
clinicos.

No caso de suspeita de uma dispersdo extraintestinal do parasita, uma deteccao positiva de
anticorpos, mesmo com um exame de fezes negativo, pode indicar uma amebiase; os
resultados devem ser confirmados pelos sintomas clinicos e por outros métodos diagnostico.

Um resultado negativo ndo exclui uma amoebiase. Nos tempos iniciais da infec¢do, os
anticorpos podem ser tdo poucos que o teste resulta como negativo ou marginal. Se houver de
forma anmnéstica a suspeita fundada de uma amoebiase, uma outra amostra de soro deve ser
examinada apds alguns dias.

Um resultado positivo ndo exclui a presenca de outros agentes patogénicos.
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13. Caracteristicas de desempenho

Tab. 3: Variacédo inter-ensaio (n=30)

Variacéo inter-ensaio lgG

indice VK
Serum 1 4,52 71 %
Serum 2 2,63 51 %
Serum 3 2,42 10,1 %
Serum 4 0,24 n/a

Tab. 4: Variacao intra-ensaio (n=23)

Variacdo intra-ensaio 1aG

indice VK
Serum 1 4,40 12,3 %
Serum 2 1,78 4,7 %
Serum 3 1,54 3,5%
Serum 4 0,32 n/a

Tab. 5: Sensibilidade e especificidade em comparacdo com uma outro ELISA comerciais

lgG
Sensibilidae 100,0%
Especificidade 100,0%

Tab. 6: Resultados com 200 soros de doadores examinados de um centro de doacéo de
sangue na Alemanha

negativo duvidoso positivo

200 soros de doadores 96,5% 2,0% 1,5%
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