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INSTRUGOES DE USO

Somente para Uso diagnéstico in vitro

CRYPTOSPORIDIUM II

96 Testes Revisdo: Maio/08

Finalidade ou Uso

Cryptosporidium Il € um teste imunoenzimatico para detecgdo qualitativa do antigeno oocisto
de Cryptosporidium parvum em amostras fecais.

E indicado para utilizacdo em amostras fecais de pacientes com diarréia para determinar a
presencga de infecgdo gastrointestinal por Cryptosporidium. Este teste pode ser utilizado em
amostras fecais submetidas a testes clinicos de rotina em adultos ou criangas.

Introdugédo

Cryptosporidium SSP. € um protozoario parasita dos vertebrados, considerado inicialmente
como causador de diarréias somente em animais (1). Em 1976, foi reportada a primeira
infeccdo em seres humanos (2). Desde entdo ele tem sido associado a diarréias em muitas
partes do mundo sendo a causa frequente da diarréia em viajantes (1,3) .

A doenga € transmitida pela forma oocistica, com 2-6 um de diametro, que é resistente aos
desinfetantes comuns e a cloragéo rotineira da agua potavel. E comum a transmiss&o inter
pessoal especialmente entre criangas (4). Cryptosporidium possui baixa ou nenhuma
especificidade ao hospedeiro e animais como os roedores, gados e animais de estimagéo
domésticos servem como reservatérios de transmisséo zoondética para os seres humanos (1,5).
Isto ocorre tanto por contaminacédo direta como através da dgua contaminada com material
fecal (1,6,7,8). Criptosporidiose € uma infeccdo oportunista perigosa em pacientes com
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e é considerada uma doenga sexualmente
transmitida (6,9). As manifestagdes clinicas da criptosporidiose inclui diarréia, dores
abdominais, nauseas, vomitos e perda de peso. Em pessoas normais a infecgdo é geralmente
auto-curavel e de curta duragdo. Em pacientes com SIDA e imunodeprimidos, a
criptosporidiose pode resultar em uma doenga prolongada com risco de vida devido a
excessiva perda de liquidos. Nesses pacientes a infecgdo pode também difundir-se para os
tratos respiratério e biliar (6).

Principio

Cryptosporidium 11 utiliza anticorpos monoclonais e policlonais contra o antigeno de superficie
do organismo. As cavidades da microplaca presente no kit contém anticorpos monoclonais
imobilizados e o Anticorpo Detector consiste de um anticorpo policlonal, ambos especificos
para o antigeno celular de superficie. No teste, uma aliquota da amostra fecal é transferida
para a cavidade da microplaca. Se houver presenga de antigeno de Cryptosporidium, ele ira
se ligar ao anticorpo monoclonal imobilizado. Quando o Anticorpo Detector é adicionado, ele ira
se ligar ao complexo antigeno-anticorpo. O Anticorpo Detector ligado é detectado utilizando-se
um conjugado anti-IgG de coelho-peroxidase. Todo material ndo ligado é removido durante as
etapas de lavagem. Seguindo-se a adigdo do substrato, uma cor é detectada devido ao
complexo enzima-anticorpo-antigeno que se forma em presenca do antigeno de
Cryptosporidium e conjugado.

Material fornecido

— Substrato — 14,0 ml (solugdo contendo substrato tetrametilbenzidina e peroxido de
hidrogénio)

- Conjugado — 7,0 ml (anti-lgG de coelho-peroxidase em solucdo contendo 0,02% de
timerosal)

— Diluente — 50 ml (solugdo tampéao contendo 0,02% de timerosal) O diluente também pode
ser utilizado como controle negativo. Veja procedimento do teste.
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Solucéao de Bloqueio — 7,0 ml (acido sulfurico 0,6 M). Cuidado: evitar contato com a pele.
Se houver contato, lavar imediatamente com agua.

Controle positivo — 3,5 ml (material fecal bovino inativado pelo calor contendo antigeno de
Cryptosporidium em solugédo contendo 0,02% de timerosal)

Tampao de Lavagem concentrado — 50 ml, 20 x concentrado ( tamp&o salina fosfato com
0,2% de timerosal)

Microplaca — 12 tiras, contendo 8 cavidades cada sensibilizadas com anticorpo
monoclonal anti-antigeno de superficie do Cryptosporidium) Armazenada com dessecante.
100 pipetas descartaveis graduadas

2 folhas adesivas plasticas

1 embalagem reselavel

Material necessario, ndo fornecido

Frasco para Reagente de Lavagem

Agitador tipo vortex

Cronémetro

950 ml de agua destilada para diluicdo do Reagente de Lavagem
1 frasco de 1 litro para Reagente de Lavagem diluido

Leitor de microplaca de ELISA para leitura a 450 nm

Recipiente de descarte e papel absorvente

Tubos teste

Pipetas

Precaucgoes

1. Nao misturar reagentes de lotes diferentes. Nao utilizar o kit apds a data de validade.

2. Os reagentes devem estar a temperatura ambiente antes do uso.

3. Tampas e rolhas possuem um cédigo de cor, ndo misturar.

4. Quando estiver manipulando as cavidades teste, cuidado para ndo arranhar a parte inferior
da cavidade, pois pode resultar em leituras de absorbancias elevadas.

5. Segurar o frasco conta-gotas verticalmente para assegurar uma gota ideal.

6. ApOs o0 uso as cavidades da microplaca devem se manipuladas e descartadas como
material potencialmente infectante

7. Os reagentes contém 0,02% de timerosal como conservante e devem ser manipulados
com os cuidados normais de laboratdrio.

8. A Solucédo de Bloqueio contém acido sulfurico 0,6 M. Se ocorrer contato com a pele lavar
com agua imediatamente

9. O substrato é sensivel a luz e deve ser mantido protegido, contra irradiagao solar direta,
caso 0 substrato seja exposto ao contato direto da luz solar e mudar de cor devera ser
descartado.

10. As cavidades teste nao utilizadas devem permanecer na embalagem reselavel contendo o
dessecante para protegé-las contra umidade.

11. O procedimento de lavagem deve ser realizado como explicado anteriormente, evitando
reagdes com alto ruido de fundo.

12. Cryptosporidium Il € somente para uso diagnéstico in vitro.

Armazenamento

A data de validade do kit vem especificada na rotulagem externa. As datas de expiragdo de
cada componente estdo indicadas em cada etiqueta individual (rotulagem interna). O kit deve
ser armazenado entre 2-8°C e deve retornar a geladeira assim que possivel apds o uso.

Manuseio das amostras

1.

Os procedimentos de coleta e manipulagéo utilizados pelo laboratério para amostras de
fezes para cultura sdo apropriados. Nao é necessaria nenhuma modificagdo no método de
coleta utilizado para microscopia de fezes. As amostras devem ser utilizadas sem
conservantes ou congelamento, ou com meio conservante a 10% de formalina.

Amostras sem conservante devem ser armazenadas a 2-8°C e testadas dentro de 24 horas
da coleta. As amostras que ndo puderem ser testadas nesse prazo devem ser
armazenadas a -20°C ou menos até o momento do teste.
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3. Amostras com conservante podem ficar a temperatura ambiente e testadas dentro de 18
meses apos a coleta.

4. Na&o sdo requeridas etapas de concentracdo para as amostras de fezes.

5. Certificar-se que as amostras estejam homogeneizadas (vortex) antes da realizagdo do
teste.

6. Todas as diluicdes devem ser feitas com a Diluente.

Preparagao dos reagentes

1. Os componentes do kit devem estar a temperatura ambiente antes do uso.

2. Preparar a Solugdo de Lavagem a 1X. O Tamp&o de Lavagem concentrado é fornecido
20x concentrado (um precipitado pode ser observado). Ele deve ser diluido para 1 litro
adicionando-se 50 ml do concentrado a 950 ml de agua destilada. Etiquetar o frasco.
Armazenar a Solugao de Lavagem a 1X entre 2-8°C.

3. Todos os reagentes com exceto o tampdo de lavagem concentrado, sdo fornecidos em
frascos prontos para uso. Os reagentes podem ser dispensados direto do frasco conta
gotas ou através de pipetas. Se houver decantagdo do excesso de reagente, este deve ser
descartado. Nao por o excesso de volta no frasco. O substrato deve ser armazenado longe
de contato com a luz. Se uma quantidade do substrato for retirada do frasco original, e por
algum motivo néo for utilizada, ndo retorne este substrato utilizado para o frasco original.

Preparagdo das amostras

1. Amostras frescas/congeladas

Amostras congeladas devem ser descongeladas. Adicionar 0,1 ml da amostra a 0,4 ml de
Solugéo de Lavagem para ter uma diluicdo a 1:5. Se a amostra ndo puder ser pipetada, utilizar
um aplicador para transferir aproximadamente 0,1 grama de fezes. Isso corresponde ao
tamanho de uma pequena ervilha (cerca de 4 mm de didmetro)

2. Amostras conservadas.
Misturar o contetdo do recipiente antes de transferir a amostra. Nao é necessario nenhum
processo de dilui¢ao.

Procedimento

1. Duas cavidades controle devem se utilizadas toda vez que um teste for realizado. Essas
cavidades servirdao como controle positivo e negativo. Segurar os frascos na vertical
quando for gotejar. Para o controle positivo, agite o frasco de Cryptosporidium Il Controle
Positivo por alguns segundos, em seguida adicione uma gota (50 ul) na cavidade do
controle positivo, e adicione 2 gotas (100 ul) do diluente na cavidade do controle negativo.

2. Adicionar (100 ul) do Diluente a cada cavidade teste da microplaca. Transferir 1 gota (50
pl) da amostra a cada cavidade teste contendo o Diluente e agitar gentilmente a placa.
Selar com adesivo plastico e incubar a temperatura ambiente por 1 hora.

3. Descartar o conteudo das cavidades em um recipiente préprio. Lavar as cavidades
utilizando um pissete contendo a Solugédo de Lavagem, direcionado o jato para o fundo da
cavidade, com forga. Preencher as cavidades, e descartar a Solucdo de Lavagem em um
recipiente proprio. Inverter a microplaca sobre uma toalha de papel seca; repetir a etapa de
lavagem 4x utilizando uma folha de papel seca a cada vez.

4. Apo6s lavagem remover completamente qualquer residuo liquido presente nas cavidades
batendo a placa sobre o papel toalha até todo o liquido ser eliminado. Descartar o papel
toalha e as amostras em recipiente préprio.

5. Adicionar uma gota (50 ul) do Conjugado a cada cavidade e incubar por 30 minutos a
temperatura ambiente

6. Repetir a etapa de lavagem (etapas 3 e 4)

7. Adicionar duas gotas (100 pl) do Substrato a cada cavidade. Gentilmente bater na lateral
da placa para misturar. Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

8. Adicionar uma gota (50 ul) de Solugdo de Bloqueio a cada cavidade. Agite gentiimente e
aguarde 2 minutos antes de proceder com a leitura. A adigdo da Solu¢do de Bloqueio
converte a cor azul a cor amarela que pode ser quantificada pela medi¢cao da absorbancia
a 450 nm em um leitor de microplacas ELISA (referéncia 620 ou 450 nm em leitor de
comprimento de onda duplo). O instrumento deve ser zerado contra o ar. Limpar a parte
inferior da cavidade antes da leitura da densidade 6ptica.
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Se nédo houver disponibilidade de um leitor ELISA, o teste pode ser lido visualmente sob
uma boa luz contra um fundo branco. Realizar a leitura dentro de 10 minutos apds a adigao
da Solugéo de Bloqueio.

Controle de Qualidade

1. Um controle positivo e um negativo deve ser realizado a cada série de testes. O controle
positivo demonstra se o ensaio esta funcionado apropriadamente para a detecgédo de
oocisto de Cryptosporidium em amostras fecais. O Controle Negativo demonstra se o teste
nao esta reagindo inespecificamente.

2. Os controles negativo e positivo devem fornecer resultados dentro de seus limites ou o
teste ndo é valido.

a) O Controle Positivo deve apresentar cor amarela. Se a leitura for realizada em
espectrofotdmetro de 450 nm e/ou 450/620 nm a DO deve ser = 0.500.

b) O Controle Negativo ndo deve apresentar cor. Se a leitura for realizada em
espectrofotdbmetro a DO a 450 nm deve ser < 0,150 ou a DO a 450/620 deve ser < 0.090.

c) Qualquer cavidade que apresente leitura positiva sem coloragdo visivel deve ser
reposicionada, limpar a parte inferior da cavidade e ler novamente.

3. A cavidade controle negativo deve ser incolor ou apresentar cor amarela fraca, porém o
valor da absorbancia deve ser < 0,150.

4. Os resultados nao serdo validados se as caracteristicas de desempenho dos controles
negativo e positivo ndo estiverem corretas. Se os resultados nao forem os esperados entrar
em contato com o Atendimento ao Consumidor.

5. Cada componente do kit deve ser inspecionado para verificar qualquer sinal de vazamento.
Apods o recebimento, o kit deve ser inspecionado para se certificar que os componentes
nao estejam congelados ou aquecidos.

6. Os resultados, de acordo com os valores de absorbancias dos controles, devem ser
registrados e reportados de acordo com os procedimentos préprios de cada laboratério e
devem ser armazenados de acordo com os procedimentos proprios para futuras
referéncias.

Interpretacao dos resultados

1. Interpretagéo Visual

Negativo: qualquer amostra que ndo apresente cor amarela maior que o controle negativo.
Positivo: qualquer amostra que apresente cor amarela maior que o controle negativo.

Nota: O controle negativo, assim como as amostras, pode apresentar uma cor amarela fraca. A
cavidade da amostra que for mais forte que o controle negativo deve ser reportado como
positiva.

2. Espectofotometria em comprimento de onda simples a 450 nm
Negativo = DO 450 < 0,150
Positivo = DO 450 > 0,150

3. Espectofotometria em comprimento de onda duplo a 450/620 nm
Negativo = DO 450/620 < 0,090
Positivo = DO 450/620 = 0,090

Um resultado positivo indica a presenga de oocisto de Cryptosporidium na amostra de fezes.
Um resultado negativo indica que ndo ha presenga de oocisto de Cryptosporidium na amostra
de fezes.

Limitagées do procedimento

1. Cryptosporidium Il detecta a presenca de antigenos de oocistos de Cryptosporidium em
amostras de fezes.

2. Os resultados devem ser interpretados por um técnico considerando-se outros resultados
laboratoriais e historia clinica.

3. Amostras de fezes concentradas ndo devem ser testadas no Cryptosporidium ll, pois nao
fornecerao resultados confiaveis.
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Valores esperados

Individuos saudaveis ndo devem estar infectados com e devem apresentar resultado negativo
no Cryptosporidium Il. Um resultado positivo no Cryptosporidium Il indica que o individuo
possui quantidades detectaveis de oocistos de Cryptosporidium. A incidéncia da infecgao por
Cryptosporidium varia significantemente entre populacdes e regides geograficas.

Em geral, a incidéncia confirmada em laboratdrios em paises desenvolvidos varia entre 1 a 2%
com incidéncia maior em criangas (10)

Caracteristicas de desempenho

Sensibilidade / Especificidade

A) Em um estudo Cryptosporidium 1l foi avaliado utilizando-se amostras de fezes conservadas
com formalina a 10%. As amostras foram identificadas por microscopia como sendo
Cryptosporidium-positivas utilizando-se o método convencional de concentragdo em formalina-
etil acetato. Para a avaliagao, Cryptosporidium Il foi comparado com os resultados obtidos no
método convencional. Resultados discrepantes forma resolvidos pela imunofluorescéncia.

Das 185 amostras analisadas, 44 foram determinadas positivas para Cryptosporidium pela
microscopia e pelo Cryptosporidium 1.

Um total de 141 amostras foram negativas por ambos os testes.

A anadlise estatistica comparando a microscopia com Cryptosporidium 1l esta apresentada
abaixo.

Quando comparada com a microscopia, Cryptosporidium 1l apresentou uma sensibilidade e
especificidade relativas de 97,7 e 100%, respectivamente.

Cryptosporidium 1l versus Microscopia Microscopia
microscopia positiva negativa
(n = 260)
Cryptosporidium 1l — positivo 43 0
Cryptosporidium 1l - negativo 1 141
Sensibilidade 97.7 % (86,5% - 99,9%)
Especificidade 100 % (96,7% - 100%)
Valor preditivo positivo 100 % (89,8% - 100%)
Valor preditivo negativo 99.3 % (95,6% - 99,9%)
Correlagao 99.5 % (99,3% - 99,6%)
95% Cl

Reatividade cruzada

Cryptosporidium 1l foi avaliado utilizando-se amostras positivas para uma variedade de
patégenos intestinais. Ndo se observou nenhuma reatividade cruzada com amostras de fezes
contendo os parasitas listados na Tabela abaixo. O nimero de amostras testadas com cada
organismo € mostrado entre paréntesis.

Ascaris lumbricoides (5) Hookworm (1)

Blastocystis hominis (35) lodamoeba butchlii (4)
Clonorchis (1) Isospora belli (2)
Dientamoeba fragilis (23) Microsporidium (1)
Diphyllobothrium latum (1) Trichuris trichiura (2)
Endolimax nana (37) Strongyloides stercoralis (3)
Entamoeba coli (22) Taenia (1)

Entamoeba hartmanii (3) Chilomastix mesnili (1)
Giardia (40) Entamoeba histolytica / E. dispar (7)
Cyclospora cayetanensis (2) Hymenolepis nana (4)
Enterobius vermiculares (4)
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Interferéncia de Substéancias

As seguintes substancias apresentaram nenhum efeito significativo nos resultados positivos e
negativos, estas foram analisadas nas concentragdes indicadas abaixo:

Mucina (3.5%), Sangue humano (40%), Imodiun® (5%), Kaopectrate® (5mg/l), Pepto-Bismol®
(5%), Metronidazola (0.25%), Vancomicina (0.25%).

Compatibilidade na Preservagdo das Amostras

O Cryptosporidium 1l foi examinado para compatibilidade da preservagéo de amostras fecais
durante uma avaliacao in-house, Nenhum efeito na especificidade e sensibilidade foi observado
com amostras preservadas com formalina a 10% e acetato de sddio.

Reprodutibilidade intra-ensaio
O Coeficiente de Variagdo CV foi determinado pela analise de 4 amostras positivas e 4
negativas. Cada amostra foi analisada em quadruplicata durante 3 dias.

Amostra CV %
Positiva 4.91
Negativa 2,71

Reprodutibilidade inter-ensaio

Foram utilizadas 4 amostras positivas e 4 negativas que foram testadas em um total de 5 séries

durante 4 dias.

Amostra CV %
Positiva 18.14
Negativa 2.51

Referéncias Bibliograficas

Fayer R and Ungar LP. 1986. Micro. Ver., 50: 458-483
Meisel JL et al. 1976.Gastroenterology, 1156-60

Sterling CR. 1986. J. Infect. Dis., 153: 380-1

Alpert G, et al. 1984. New England J. Med., 311: 860-1
Pitlik SD et al. 1983. Arch. Intern. Med., 143: 2269-74
Hayes EB et al. 1989. New England J. Med., 320: 1372-76
Angus KW. 1990. Clinical Gastroentrol., 4: 425-41

NoOUNA~WN—

Data de vencimento, No. de Lote, No. de Registro do
Ministério da Saiude e Responsavel Técnico: VIDE EMBALAGEM
Produzido por: TechLab Inc . - Corporate Research Park 1861 Pratt Drive, Blacksburg,
Virginia, USA
Importado e distribuido por: Medivax Industria e Comércio Ltda
Av Venezuela 3, sala 303 Rio de Janeiro/RJ - CNPJ: 68.814.961-0001-73

Atendimento ao consumidor Tel: (0xx21) 2283-2833

Representante Legal Responsavel Técnico
Ricardo Weizman Luciana Poli Fernandes
CRBio- 2 no 21.140/02

CRY 008/1



	96 Testes 								Revisão: Maio/08
	Finalidade ou Uso 
	Introdução

	Princípio  
	Cryptosporidium II utiliza anticorpos monoclonais e policlonais contra o antígeno de superfície do organismo. As cavidades da microplaca presente no kit contêm anticorpos monoclonais imobilizados e o Anticorpo Detector consiste de um anticorpo policlonal, ambos específicos para o antígeno celular de superfície. No teste, uma alíquota da amostra fecal é transferida para a cavidade da microplaca. Se houver presença de antígeno de Cryptosporidium, ele irá se ligar ao anticorpo monoclonal imobilizado. Quando o Anticorpo Detector é adicionado, ele irá se ligar ao complexo antígeno-anticorpo. O Anticorpo Detector ligado é detectado utilizando-se um conjugado anti-IgG de coelho-peroxidase. Todo material não ligado é removido durante as etapas de lavagem. Seguindo-se a adição do substrato, uma cor é detectada devido ao complexo enzima-anticorpo-antígeno que se forma em presença do antígeno de Cryptosporidium e conjugado.

	Material fornecido  
	Material necessário, não fornecido
	Armazenamento
	Manuseio das amostras
	Preparação dos reagentes
	Preparação das amostras
	Procedimento
	Controle de Qualidade
	Interpretação dos resultados

	Limitações do procedimento
	Características de desempenho
	Sensibilidade / Especificidade

	Reatividade cruzada
	Compatibilidade na Preservação das Amostras
	Reprodutibilidade intra-ensaio
	Reprodutibilidade inter-ensaio



