ASPERGILLUS C€ LDBIO ¢ Diagnostics
ICT IgG-IgM

Ensaio imuno-cromatografico de diagndstico in vitro
Técnica manual

HASPG Ab ICT20: 20 testes
HASPG Ab ICT100: 100 testes

INSTRUCOES DE USO

Encontre mais informagdes e instru¢des de uso no seu idioma no nosso website
www.ldbiodiagnostics.com
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USO PRETENDIDO

ASPERGILLUS ICT IgG-IgM é um teste rapido baseado na tecnologia de imunocromatografia (fluxo
lateral), permitindo a dete¢do simultdnea de ambas as classes de anticorpos IgG e IgM anti-Aspergillus em soro
humano.

PRINCIPIO DO TESTE

ASPERGILLUS ICT IgG-IgM é um teste unitario de uso Unico para um diagndstico qualitativo. E baseado
no principio de sandwich homogénea (reagdo imunoldgica de 2 epitopes antigénicos semelhantes com os dois
locais de ligagdo de um anticorpo bivalente).

Dentro da cassete, o dispositivo é composto por:

e  Uma tira de nitrocelulose na qual estdao duas bandas reativas: os antigénios (purificado de uma cultura
de Aspergillus fumigatus) da banda de “teste” (banda T) e as gamaglobulinas de Coelho da banda de
“controlo” (banda C),

e Um suporte de fibra de vidro (bloco conjugado) impregnado de particulas de latex pretas conjugadas
com antigénios A. fumigatus (latex “teste” = [atex T) e particulas de latex azul conjugadas com IgG anti-
coelho de cabra. (Latex “controlo” = latex C).

O teste é realizado por dispensacdo do soro de amostra e uma solugdo de eluicdo (eluente),
sucessivamente, no pogo da amostra da cassete. Adicionando o eluente, inicia-se a migracdo concomitante
(cromatografia) do soro e das particulas de latex. Esta migracdo fica completa em 20-30 minutos.

Se os anticorpos (1gG e/ou IgM) especificos estdo presentes na amostra, é formado um complexo entre
o latex T e os anticorpos do paciente que sdo capturados pela banda T. Disto resulta o aparecimento de uma
linha preta: o teste é positivo.

A captura direta do latex C pela banda C resulta no aparecimento de uma linha azul, significando que a
cromatografia decorreu com normalidade. O aparecimento desta linha azul é sistematico e independente do
estado serolégico do paciente.

Ambas as letras “T” e “C” estdo impressas na cassete, materializando a posicdo da area de leitura
correspondente.

COMPONENTES DO KIT

Embalagem
ID Descrigao 20 testes 100 testes
Saco (selado + fecho) de 10 cassetes prontas a usar +
R1 2 10
um dessecante
R2** | 3 mL frasco conta-gotas de tampao de eluicdo 1 5
Instrugdes de utilizagdo 1 1

** Tampado de eluigdo R2
e Pictogramas de perigo:

e Palavras de sinalizagao: Atengdo !
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e Declarag6es de perigoHazard

Cddigo Perigo
H302 Perigoso se ingerido
H317 Pode provocar uma reacdo alérgica cutanea.

o Declarag6es de precaugao

Cadigo Prevencgdo
P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/ vapores/aerossois.
P264 Lavar bem as maos apds o manuseio
P270 N3do comer, beber ou fumar durante o uso do produto
P272 A roupa de trabalho contaminada ndo pode sair do local de trabalho
P280 Usar luvas de protegdo/vestuario de protegdo/ protecdo ocular/protecdo facial.
Resposta

EM CASO DE INGESTAO: enxaguar a boca. NAO induza o vémito. Ligue para um
CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou médico se vocé se sentir mal.
P302+P352 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar abundantemente com dgua/sabdo

P301+ P312+P330

P333+P313 Em caso de irritagdo ou erupgao cutanea: consulte um médico. Lavar a roupa
P363 contaminada antes de a voltar a usar.
Eliminagdo
P501 Descarte o conteudo / recipiente de acordo com a regulamentagéo local

e Riscos ndo classificados de outra forma (HNOC)

EUH 032 O contato com 4cidos libera gases muito toxicos.

EUH 210 Ficha de dados de seguranca disponivel sob pedido assim como no nosso website
www.ldbiodiagnostics.com.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

e Armazene a embalagem original selada entre 2 e 8°C. As cassetes podem ser usadas até a data de
validade escrita na etiqueta da embalagem. Ndo congelar. Ndo usar apos a data de validade.

e Aprimeira abertura de um saco de 10 testes deve ocorrer pelo menos 15 minutos depois de colocar a
embalagem a temperatura ambiente de forma a evitar condensac¢do dentro da embalagem.

e Permita que o eluente permanecga pelo menos 15 minutos a temperatura ambiente antes de usar.

e Apds a primeira abertura da embalagem, mantenha-a a temperatura ambiente (18-30°C),
cuidadosamente fechada (fechada com zip), com o pacote dessecante no seu interior. Apds a abertura,
as cassetes podem ser usadas até 2 meses.

e Oeluente é estavel até 2 meses a temperatura ambiente (18-30°C) e até a data de validade (especificado
no kit) se mantido entre 2 e 8°C.

PRECAUCOES DE USO

Segurancga

e Apenas para uso in vitro. Manipular de acordo com as Boas Praticas de Laboratdrio e considere qualquer
reagente e qualquer amostra como potencialmente tdxico e/ou infecioso.

e Apenas para uso profissional. Apenas para técnicos devidamente qualificados.

e Todas as amostras de soro devem ser consideradas como potencialmente infeciosas e manipuladas com
cuidado.

e Use bata, luvas e 6culos de protegdo; ndo beba, coma ou fume no laboratdrio. Nao pipete com a boca.
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Descarte os residuos (amostras, pontas, tubos, cassetes, reagentes usados...) de acordo com as boas
praticas usadas no setor e regulamenta¢ées em vigor no pais.
Qualquer incidente grave deve ser declarado ao fabricante e as autoridades competentes.

Precaugdes

Leia e interprete os resultados sob luz branca direta.

N3o use eluentes de numeros de lote diferentes.

N3o use cassetes de dois numeros de lote diferentes na mesma corrida.

Feche os frascos depois de usar; ndo usar se alguma substancia for acidentalmente introduzida nos
reagentes. Ndo use um reagente de um frasco que aparente ter sinais de vazamento. Ndo use solugdes
turvas ou precipitadas.

Use apenas pontas de pipeta descartaveis. Evite qualquer contaminagdo entre cassetes.

N3o use reagentes fora do prazo de validade.

A omissdo de amostra ou a distribuicdo de um volume inadequado pode levar a resultados de teste
positivos ou negativos independentemente do verdadeiro estado serolégico.

Use apenas cassetes cuidadosamente armazenadas na sua embalagem fechada com o pacote
dessecante no seu interior.

RECOLHA DE SORO E PREPARAGAO

O teste pode ser realizado quer com soro quer com plasma.

A colheita da amostra deve ser estéril e pode ser realizada em tubo seco ou com heparina, citrato ou
EDTA.

Em tubos com gel, ndo recolha gel: podera levar a falsos positivos.

Evite hemdlise tanto quanto possivel.

Mantenha as amostras a 2-8 °C até serem processadas. Se necessitarem de ser armazenadas, congele
abaixo de -15°C. Ndo use amostras contaminadas. Evite ciclos de congelagdo/descongelagdo repetidos.

PROCEDIMENTO DO TESTE

Material necessario adicional: micropipeta e pontas descartdveis para dispensar volumes de 15uL;

temporizador.

Se as embalagens de 10 testes estao mantidas a 2-8°C, coloque-as 15 minutos a temperatura ambiente

antes de abrir: a temperatura da embalagem deve estabilizar com a temperatura ambiente para evitar a
condensacdo da embalagem.

1.

Retire o numero necessario de cassetes, depois feche cuidadosamente a embalagem com o fecho zip
(com o dessecante no interior) enquanto retira o maximo de ar possivel. Feche e armazene a
embalagem a temperatura ambiente por um periodo maximo de 2 meses.

Identifique cada cassete com a referéncia de cada amostra a ser testada, ndo faga corridas com mais
de 10 cassetes. Duas sucessivas corridas de 10 cassetes devem ser separadas por alguns minutos de
forma a poder ser feita a leitura nos tempos recomendados (use 2 temporizadores).

Use uma micropipeta com uma ponta descartdvel para dispensar 15uL de soro ou plasma no pogo para
a amostra. Faga o mesmo para todas as cassetes antes de prosseguir para o passo seguinte.

Dispense 4 gotas de eluente do kit. Ndo use eluente de um lote diferente. Mantenha o dispensador
verticalmente enquanto dispensa. Feche o dispensador depois de usar.

Comece a contar o tempo quando o eluente é dispensado em todas as cassetes da corrida.
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LEITURA E INTERPRETAGAO

A leitura deve ser efetuada préximo de uma janela ou sob luz branca direta (exemplo: uma lampada de
secretdria). Evite sombras na area de leitura.

A leitura deve ser efetuada entre 20 a 30 minutos depois de se inicializar o temporizador.
Ndo tenha em consideragdo resultados de leituras efetuadas depois de 30 minutos.

e Teste Positivo: 2 linhas, uma preta “T” e uma azul “C” aparecem nas areas correspondentes. Todas as
linhas “T” devem ser consideradas positivas, mesmo que tenham uma intensidade muito ténue. Para
linhas muito ténues, realize a leitura com o olho verticalmente acima da area de leitura.

e Teste Negativo: N3o aparece nenhuma linha preta. Apenas a linha “C” é visivel.

e Teste Ambiguo: Em casos muito raros, uma linha cinzenta, esbatida e difusa pode aparecer na banda
“T”. Este resultado deve ser considerado negativo mas confirmado com nova amostra ou técnica.

e Teste Invalido: A linha “C” ndo aparece. Leia uma vez mais as instrucGes e repita o teste. Se o problema
persistir, contacte o fabricante ou o seu distribuidor.

Notas: Este é um teste qualitativo. A intensidade da linha preta ndo reflete a quantidade de anticorpos anti-
Aspergillus na amostra.

Um teste positivo prova que existiu contacto do doente com o agente infecioso mas ndo determina a data de
contacto ou o estado clinico do paciente.

CONTROLO DE QUALIDADE

e Alinha azul “C” permite a validagdao de uma boa corrida do teste.
e No entanto, é recomendada a incorporagao, de tempos a tempos, de uma amostra positiva fraca
conhecida na corrida.

Nota: Com alguns soros pode ser visualizada uma segunda banda preta ligada a banda azul (=Duplicagdo da banda
“C”). A segunda banda ndo prejudica o resultado do teste que deve ser lido apenas na linha “T”.

LIMITAGOES DO TESTE

e N3o use soro com demasiado tempo com esta técnica. E recomendado o uso de amostras congeladas
com menos de 2 anos.

e Anpositividade pode ser causada pela presenca de IgG e/ou IgM direcionados contra o agente infecioso,
o teste nao distingue o tipo de anticorpos presentes.

e 0O uso de outros fluidos corporais (urina, LCR, saliva, sangue total...) ndo foi validado.

e 0 uso de amostras hemolisadas, ictéricas ou lipidicas ndo é recomendado (§ Interferéncias). Amostras
muito hemolisadas podem mascarar um teste positivo fraco, devido a significativa coloragao vermelha
da hemodlise.

e Ndodispense 3 ou 5 gotas de eluente.

e N3do use eluente diferente do que foi fornecido com as cassetes (mesmo niimero de lote).

e Odiagndstico de uma doenca infeciosa ndo pode ser estabelecido com base nos resultados de um Unico
teste.

e Os resultados seroldgicos devem ser interpretados de acordo com a informacdo disponivel (p.e.,
epidemiologia, clinica, imagioldgica, bioldgica, etc.) de forma a estabelecer um diagndstico.
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DESEMPENHO

Sensibilidade, Especificidade

Material e métodos

A avaliagdo do kit foi feita prospectivamente num laboratdrio hospitalar de referéncia especializado no
diagndstico de doencas relacionadas com Aspergillus. ASPERGILLUS ICT IgG-IgM foi comparado com duas
técnicas comercialmente disponiveis usadas rotineiramente no laboratdrio: uma técnica de ELISA (Orgentec®,
Franga) e uma de ImunokEletroforese (IEP; Sebia®, Francga).

Os dados de cada paciente foram estudados e classificados de acordo com o consenso diagndstico. As seguintes
categorias de doencas foram usadas: Colonizacdo por Aspergillus, Aspergilose Broncopulmonar alérgica (ABPA),
Aspergilose Pulmonar Crénica (CPA) e todas as outras doengas comprovadas por Aspergillus agrupadas
(aspergilose aguda ou subaguda, aspergilose ndo pulmonar). Os pacientes que nao corresponderam a nenhuma
classificagao foram classificados como controlos.

Foi calculada a sensibilidade e a especificidade de cada teste, com os seus respetivos Intervalos de
Confianga de 95% (IC95) (método de Wilson).

Resultados
Foram reunidas 263 amostras durante o estudo: 44 casos e 219 controles.

Os 44 casos foram classificados como: 6 ABPA, 23 colonizagdo, 11 CPA, 4 outros (aspergilose aguda e
subaguda).

Tabela 1 : Sensibilidade Tabela 2 : Especificidade

N =44 ELISA IEP LDBIO ICT N =219 ELISA IEP LDBIO ICT
Positivo 20 35 40 Positivo 20 25 8
Negativo 15 9 4 Negativo 10 194 211
Ambiguo 9 0 0 Ambiguo 189 0 0

57.1% 79.5% 90.9% 92.6% 88.6% 96.3%
se (193] [41-72%] [66-89%] [79-96%] 5p [1C93] [86-94%] [84-92%] [86-94%]

Tabelas 1 e 2: Resultados da avaliagdo de todas as técnicas em todos os soros (n=263). Para Elisa, os resultados ambiguos
foram excluidos dos cdlculos de sensibilidade/especificidade.

Conclusdo

A correlagdo entre o estado clinico e LDBIO ICT foi muito boa:

Sensibilidade Se = 90.9% [95CI: 79 - 96%]
Especificidade Sp = 96.3% [95Cl: 93 - 98%]

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade entre séries e entre lotes foi testada. Em ambos os casos, a correlagao soro a soro é
excelente.

Interferéncias

Embora ndo tenha sido observada nenhuma reagdo cruzada particular com soros hemolisados ou
lipidicos, é recomendada uma interpretacado cuidadosa com o uso deste tipo de amostra.
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