Microsporidia IFAT

Ensaio de imunofluorescéncia indireta para o diagnéstico especifico de microsporidiose intestinal humana

2 x 50 testes para uso em diagnéstico in vitro e para uso laboratorial profissional
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Utilizagao prevista:

O kit Bordier Microsporidia IFAT destina-se a detegdo qualitativa direta de esporos de ambas as espécies nas fezes humanas. Este
teste permite assim um diagndstico com discriminacdo da espécie.

Contexto:

A microsporidiose € uma infegdo oportunista mundial causada por Microsporidia, um grupo de fungos parasitas intracelulares
obrigatorios. Enterocytozoon bieneusi e Encephalitozoon intestinalis sdo as duas espécies responsaveis pela doenga
gastrointestinal em humanos. As infe¢des causadas pelo E. intestinalis sdo tratadas com albendazol, enquanto a fumagilina se
revelou eficaz na erradicagdo do E. bieneusi. Assim, a identificagdo da espécie € importante para determinar o tratamento
adequado. Os humanos podem ser infetados através da ingestdo de esporos de Microsporidia. O esporoplasma infeccioso invade
as células hospedeiras, multiplica-se, amadurece e gera esporos. Rasga a membrana da célula hospedeira e os esporos sédo
libertados. Estes esporos maduros que séo libertados podem infetar novas células e reiniciar o ciclo. A infegdo ocorre em pessoas
gravemente imunodeprimidas. O sintoma mais importante é diarreia. O diagndstico é efetuado com base no exame microscopico
dos esporos em amostras de fezes, por ensaio de imunofluorescéncia ou por detegdo de ADN por PCR.

Principio e apresentagao:

O kit contém anticorpos monoclonais e conjugado fluorescente para 2 x 50 ensaios de imunofluorescéncia em lamina de
microscoépio. Os anticorpos monoclonais irdo associar-se especificamente a amostras de esporos fixadas as concavidades da
lamina. Os anticorpos que néo estiverem fixados serdo removidos. A presenga de anticorpos especificos dos esporos é detetada
com um conjugado IgG antirrato fluorescente. Uma segunda lavagem ira remover o conjugado livre. Depois de colocado na lamina
e coberto com uma lamela, procede-se a leitura com um microscépio de fluorescéncia.

Material incluido no kit (2 x 50 ensaios):

8100-01  Anticorpo monoclonal anti- E. bieneusi pronto a utilizar (capsulas vermelhas) 2x0,5ml
8100-02  Anticorpo monoclonal anti- E. intestinalis pronto a utilizar (capsulas verdes) 2x0,5ml
CONJ| 8100-03 Conjugado de IgG antirrato fluorescente (488nm), pronto a utilizar e contendo azul de Evans 1 x2 ml

Tempo de conservagado e armazenamento:

Conserve o kit a uma temperatura compreendida entre 2-8°C (transporte a temperatura ambiente), evite a exposigdo dos
componentes a luz solar direta durante periodos prolongados. A data do termo do periodo de validade e o nimero do lote do kit
estdo impressos no verso da embalagem. Apds abertura, todos os reagentes se mantém estaveis até ao termo do periodo de
validade, se conservados a uma temperatura compreendida entre 2-8°C.

Nota: depois de montadas e seladas, as laminas mantém-se estaveis durante 6 meses, se conservadas a uma temperatura
compreendida entre 2-8°C e protegidas de luz direta.

Equipamento necessario, mas nao incluido no kit:

Pipetas (ml e pl). Frascos. Tubos de diluigdo. Agua destilada. Equipamento manual ou automatico para lavar as concavidades das
laminas. Centrifugador. Agitador vértex. Temporizador. Metanol. PBS (solugdo-tamp&o de fosfato). Filtros (ideal = 50 ym ou
1000um). Laminas de vidro revestido a epoxi (75 mm x 25 mm) com 8 compartimentos com 5 mm de didametro ou equivalente.
Lamela de cobertura (60 mm x 24 mm). Meio de montagem que evite a perda de fluorescéncia. Oleo de imersao. Microscopio de
fluorescéncia (x1000).

Preparagao de reagentes antes da sua utilizagao:

Todos os reagentes do kit estdo prontos a ser utilizados.

Recolha e preparagao de amostras:

Utilize fezes humanas. As amostras frescas e ndo tratadas podem ser conservadas durante 48 horas a 2-8°C; por periodos mais
longos, conservar, no minimo a -20°C. Evite congelar e descongelar repetidamente. As amostras tratadas com 10 % de
formaldeido podem ser conservadas durante 2 meses a temperatura ambiente.

Adverténcias e precaugoées:

Encontram-se componentes toxicas na seguinte concentracédo:

Componente Referéncia Azida de sédio (N.N;) Mertiolato Azul de Evans
Anticorpos monoclonais | 8100-01 e -02 0.02 % 0.02 % /
Conjugado fluorescente 8100-03 0.01 % 0.002 % 0.0002 %

Nas concentragdes utilizadas, a azida de sédio e o mertiolato ndo comportam qualquer risco toxicoldégico no contato com a pele e
com as membranas mucosas.

- Os anticorpos monoclonais (8100-01 e -02) s3o de rato.

- O conjugado é feito de anticorpos de cabra.

- Trate todos os reagentes e amostras como material potencialmente infeccioso.

- Nao troque reagentes de diferentes lotes.

- Nao use reagentes de outros fabricantes com reagentes deste kit.

- N&o use reagentes apos o termo do respetivo periodo de validade.

- Feche bem os frascos dos reagentes imediatamente apds a utilizagéo e ndo troque as tampas, para evitar contaminacao.

- Use pipetas diferentes e limpas para cada amostra.

- N&o reutilize laminas e lamelas de cobertura.

- As descrigbes dos simbolos utilizados nas etiquetas podem ser encontradas no site www.bordier.ch.
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Consideragoes sobre eliminagao:

Todos os materiais utilizados para este teste sdo, normalmente, considerados residuos perigosos. Respeite a legislagao nacional e
regional relativa a eliminagéo de residuos perigosos.

Procedimento:

- Filtrar através de um filtro de 50 um (de preferéncia) ou 100 um.
- Centrifugar a 700 g durante 15 minutos, desprezar o sobrenadante e ressuspender o sedimento (diluicdo 3 vezes) com
PBS.
- Colocar 2 pl da suspensao da amostra fecal a ser testada nas laminas de pogos e deixar secar durante uma hora. Contar
2 concavidades por amostra: 1 para cada anticorpo monoclonal.
- Fixar as laminas com metanol e deixar secar por 5 minutos.
- Adicionar 20 pl dos anticorpos monoclonais nos pogos e incubar durante 30 min. a temperatura ambiente num ambiente
humido.
- Lavar 3 vezes com uma gota de PBS, aspirando o PBS do lado dos pogos.
- Adicionar 20 ul de conjugado pronto a utilizar a cada pogo. Incubar durante 30 min. & temperatura ambiente num
ambiente humido, no escuro.
- Aspirar o conjugado e lavar com uma gota de PBS conforme especificado acima. Mergulhar as laminas em 3 alteragdes
de PBS.
- Drenar o tampao das laminas. Secar as ldminas por baixo e em torno das amostras de forma cuidadosa, sem tocar no
antigeno.
- Adicionar 2 gotas de meio de montagem de fluorescéncia antidescoloragdo (ndo incluido) e colocar uma lamela
(24 x 60 mm) nos pogos, evitando a formagéao de bolhas de ar.
Observar com um microscépio de fluorescéncia, equipado com o filtro de fluoresceina apropriado e uma objetiva de imerséo (x
1000). Nota: as laminas montadas podem ser seladas com verniz para conservagéo a longo prazo (eventual releitura) e maior
seguranga de manipulagao.

Interpretagao:

Para avaliar a especificidade da rotulagem, uma amostra positiva e uma negativa (ndo incluida) poderiam ser processadas em
paralelo com as amostras de fezes.

Os anticorpos monoclonais reagem exclusivamente com as paredes de esporos de Microsporidia. Os esporos de E. bieneusi (1,3
x 0,7 um) e E. intestinalis (1,7 x 1,0 - 1,1 um) sao identificados a superficie com uma fluorescéncia periférica marcada. Os
controlos de qualidade dos lotes atuais estao publicados no nosso sitio Web www.bordier.ch como imagens de amostras positivas.
Em caso de resultado positivo ou duvidoso, recomendamos a realizagdo de um teste de detecgdo de DNA por PCR, se o0 mesmo
estiver disponivel ou se for exigido pelos regulamentos nacionais.

Desempenho analitico:

Especificidade analitica:

Entre 67 amostras positivas com o dispositivo para E. bieneusi, nenhuma foi considerada positiva para E. intestinalis. Entre 6
amostras positivas com o dispositivo para E. intestinalis, nenhuma foi considerada positiva para E. bieneusi.

Por vezes, com o anticorpo monoclonal do anti-E. intestinalis pode ser observada fluorescéncia com bactérias “encadeadas” nédo
identificadas. Contudo, o tamanho e a forma dos esporos da microsporidia permitem diferencia-los destas bactérias.

N&o ha interferéncias conhecidas em amostras de fezes.

Precisao:

A repetibilidade foi avaliada através do teste de 2 amostras humanas contendo esporos de cada espécie, separados em 8 pogos
de uma lamina num unico ensaio. A reprodutibilidade foi avaliada testando as 2 amostras em 3 ensaios diferentes. Em todos os
casos, os resultados obtidos foram consistentes com os resultados esperados.

Os seguintes desempenhos ndo podem ser avaliados porque este teste € qualitativo: sensibilidade analitica (limites de deteccéo e
quantificagéo), preciséo, veracidade, faixa de medigao, linearidade, valores esperados em populagdes normais e afetadas.

Atuacgoes clinicas:

Especificidade e sensibilidade de diagnéstico:

Entre 72 amostras positivas para E. bieneusi por PCR e/ou Microsporidia IFAT, 52 sdo positivas com ambas as técnicas, 3 apenas
por PCR e 15 apenas por IFAT. O controlo por microscépio eletronico de transmissado (TEM) mostra que estas 15 amostras sédo
positivas para E. bieneusi, sugerindo que a IFAT é mais sensivel do que a PCR.

Entre as 12 amostras positivas para E. intestinalis por PCR e/ou Microsporidia IFAT, 6 sdo positivas com ambas as técnicas e 6
apenas por PCR. Um controlo por TEM mostra que estas 6 amostras séo positivas para E. bieneusi, sugerindo que a IFAT é mais
especifica do que a PCR, especialmente porque estas 6 amostras foram detectadas como positivas para E. bieneusi por IFAT.
Num estudo prospetivo de 1237 amostras de fezes, 11 amostras foram consideradas positivas por Microsporidia IFAT e por PCR. 7
amostras foram consideradas duvidosas no Trichrome e 98 no Uvitex 2B, nenhuma foi considerada positiva por PCR e IFAT.

Incidentes:

Qualquer incidente grave relacionado com o dispositivo deve ser notificado ao fabricante e a autoridade competente do Estado-
Membro em que o utilizador e/ou o paciente se encontra.
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