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REAGENTES DO KIT

REAGENTES QUANTIDADE ESTADO FiSICO
KHB3IW KHB3IWB

Microcavidades 1 x 96 2 x 96 Pronto para uso

Solucéo para lavagem | 1 x50 ml 1 x 100 ml | Concentrado

Diluente de amostra 1 x 20 ml 2x 20 ml | Pronto para uso

Calibradores 6 x 1 ml 6 x 1 ml Pronto para uso

Conjugado enzimatico | 2x17.5ml| 3x17.5ml |Pronto para uso

Cromédgeno 1x15 ml 2x15ml  |Liquido

Tamp&o substrato 1x15 ml 2x 15 ml |Liquido

Reagente bloqueado 1x14 ml 2x 14 ml |Pronto para uso

As instrucbes de uso traduzidas em outros idiomas de interesse podem ser
consultadas no site da Internet www.radim.com




ENSAIO IMUNOENZIMOMETRICO PARA DETECGA,O QUALITATIVA E/OU
QUANTITATIVA DE ANTICORPOS CONTRA O ANTIGENO DE SUPERFICIE
DO VIRUS DE HEPATITE B (ANTI-HBs) EM PLASMA OU SORO HUMANO

PARA USO EM DIAGNOSTICO IN VITRO

APLICACAO CLINICA

O teste para anticorpos contra o antigeno de superficie da Hepatite B (anti-
HBs), o ultimo marcador a surgir na soroconversao, € uma importante
ferramenta para avaliagdo da recuperagao da infecgédo pelo virus da Hepatite B
(ou na formulagédo do prognédstico) e também para o rastreamento de uma
populacdo submetida a programas de imunizagao. Geralmente os anticorpos
anti-HBs aparecem no soro apés o desaparecimento do HBsAg no final do
periodo da “janela” imunolégica, na qual podem persistir durante anos ou para
o resto da vida. Uma falha na soroconversao de anti-HBs indica que o paciente
esta evoluindo para uma hepatite cronica (5% dos casos de infec¢ao).

PRINCIPIO DO ENSAIO

Este teste baseia-se em um ensaio imunoenzimométrico (IEMA). As amostras
sdo incubadas com HBsAg conjugado com peroxidase (HRPO) em
microcavidades revestidas por HBsAg. Durante a incubacdo, os anticorpos
presentes nas amostras reagem com ambos antigenos de uma vez, formando
um "sanduiche". Apds a incubacdo, todo material ndo ligado é removido por
aspiracao e lavagem. A atividade enzimatica residual na fase sélida sera assim
diretamente proporcional a concentragdo anti-HBs nas amostras e €
evidenciada pela adigdo nas microcavidades de uma solugdo de Cromédgeno
(tetrametilbenzidina, TMB) e Tampéao Substrato. A intensidade da cor revelada
desta maneira é medida usando um espectrofémetro a 450 e 405 nm.

REAGENTES FORNECIDOS COM O KIT

— Os reagentes sao suficientes para 96 testes (Ref. KHB3IW) ou para 192
testes (Ref. KHB3IWB).

— Estocar o kit entre 2°C a 8°C.

— A data de validade de cada reagente é apresentada na etiqueta do frasco.

— Uma vez o kit aberto é estavel por 2 meses a 2-8°C.



REAGENTES ESPECIFICOS

Microplaca revestida: 1 ou 2 Microplacas de 96 pogos autoquebraveis,
revestidas com HBsAg (sub-tipos "ad" e "ay"). Manter microcavidades n&o
utilizadas entre 2°C e 8°C, na embalagem plastica fornecida e devidamente
selada.

Calibradores: IgG Anti-HBs em matriz sérica, negativo para HBsAg, anti-HCV
e anti-HIV, nas seguintes concentragdes: 0, 10, 30, 100, 300 e 1000 mUI/ml.
Pronto para uso. Conservante: Neomicina e Mertiolato (<0.05%). As
concentracbes de anti-HBs foram calibrados de acordo com 12 WHO
Preparacdo de Referéncia Internacional (1977). Em ensaio qualitativo, o
calibrador zero deve ser usado como controle negativo, e o calibrador 100
mUI/ml como controle positivo.

Conjugado enzimatico: HBsAg (sub-tipos "ad" e "ay") conjugado com
peroxidase de rabano (HRPO), em tampao Tris-HCI com BSA e
estabilizadores. Pronto para uso. Conservante: Neomicina.

Diluente de amostra: Matriz sérica, negativo para todos os marcadores da
Hepatites B, para anti-HCV e para anti-HIV. Pronto para uso. Conservante:
Neomicina e Mertiolato (<0.05%).

REAGENTES COMUNS PARA OS KITS DA LINHA DE HEPATITE B
Solucao para lavagem (concentrada): PBS e Tween 20. Conservante:
Mertiolato (<0.05%). Diluir a quantidade necessaria para o ensaio em 1:10 com
agua destilada antes do uso. Na presenca de cristais insollveis, ressuspender
a solucao colocando o frasco a 37°C por alguns minutos. Armazenar a solucao
diluida entre 2° e 8°C por 30 dias.

Cromadgeno: Tetrametilbenzina em tampao citrato fosfato e DMSO. Liquido.
Tampao substrato: Tampao em citrato-fosfato e H,O.. Liquido.

Nota: Antes de usar, diluir 1:1 com volumes iguais de cromdgeno e tampao
substrato em um recipiente de vidro. Evitar a exposi¢do de luz e utilizar no
maximo em 1 hora.

Reagente bloqueador: Acido Sulfurico HSO, 1N. Pronto para uso.

— Adesivo para selagem das microplacas

— Saco plastico

MATERIAL NECESSARIO MAS NAO FORNECIDO

- Pipeta automatica, ajustavel, com ponteiras descartaveis.
— Estufa, ajustavel a 37°C.



— Proveta graduada.

— Bomba de aspiracao ou lavadora de microplacas automatizado.

— Espectrofotdmetro para microplacas capaz de medir a absorbancia dentro
de um intervalo a 450 nm e 405 nm.

— Papel milimetrado para graficos.

- Agua destilado.

4.2 Teste Automatico

+ Este teste pode ser realizado em equipamento automatizado para
microplacas em kits ELISA.

« Garantimos sua aplicacdo em equipamentos automatizados RADIM e/ou
SEAC.

+ Caso o usuario utilize um equipamento nao-RADIM ou SEAC para
microplaca fica sob sua responsabilidade assegurar-se que o equipamento foi
apropriadamente testado para kits ELISA.

ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

Para obter resultados reproduziveis, as seguintes regras devem ser
observadas:

Nao misturar reagentes especificos de lotes diferentes.

E possivel utilizar reagentes comuns de lotes diferentes.

Nao utilizar reagentes apos a data de validade.

N&o expor as amostras ou reagentes ao calor intenso.

Utilizar vidraria completamente limpa, para evitar contaminagao por ion
metalico ou oxidacao.

Utilizar agua destilada, armazenada em frascos limpos.

e FEvitar qualquer contaminacdo das amostras; para este propésito,
devem ser usadas para cada amosira e reagentes ponteiras
descartaveis.

+ Nao modificar de forma alguma o Procedimento de Ensaio. Se nao for

respeitado:

* 0 tempo exato de incubagdo, a quantidade a ser adicionada nos
reagentes e a temperatura; poderéo acarretar resultados clinicos incorretos.

* Reconstituir os reagentes liofilizados, se presentes, conforme descrito
nos respectivos rétulos. Qualquer desvio no uso do reagente ou volumes
errados pode afetar a confiabilidade do resultado obtido.

* No caso de procedimento manual, € importante utilizar pipetas calibradas e
possuir 0s manuais técnicos apropriados. E de fundamental importancia uma
preparagcdo e distribuicAo precisa dos reagentes. Assegurar que todo
equipamento utilizado se encontra em perfeitas condicées de uso, que foi
corretamente calibrado e cumpriu todas as manutengdes regularmente.

» Assegurar que a bomba de aspiragcdo ou a lavadora automatica se
encontram em perfeitas condicbes de uso. A rinsagem inadequada dos pogos
pode causar classificagdes errbneas das amostras. Assegurar que todo
equipamento utilizado se encontra em perfeitas condicdes de uso.

+ Assegurar que o0 espectrofotbmetro de microplacas se encontra em
perfeitas condicdes de uso. O uso de um espectrofotbmetro nao calibrado ou



filtros sujos podem causar uma leitura errbnea das amostras com
consequentes classificagdes incorretas das amostras. Assegurar que todo
equipamento utilizado se encontra em perfeitas condicées de uso.

» Assegurar que a estufa (se necessario) se encontra em perfeitas condigdes
de uso. A temperatura de incubacao diferente de 37+ 2°C pode causar uma
perda da sensibilidade e/ou desnaturacao biolégica (amostras e/ou reagentes).
Assegurar que o equipamento utilizado se encontra em perfeitas condigdes de
uso e, periodicamente verificar a temperatura registrada.

» Assegurar que o agitador de microplaca (se necessario) se encontra em
perfeitas condicdes de uso. Uma ma agitagdo pode causar classificacdes
incorretas das amostras. Assegurar que o equipamento utilizado se encontra
em perfeitas condi¢des de uso.

* Assegurar que todo equipamento utilizado para armazenagem das
amostras e/ou o sistema se encontram em perfeitas condi¢des de uso. A
armazenagem em temperatura diferente da sugerida pode causar
desnaturacdao do material biolégico (amostras e/ou reagentes). Assegurar que
todo equipamento utilizado se encontra em perfeitas condi¢bes de uso e,
periodicamente verificar a temperatura registrada.

« Utilizar um método apropriado para correta identificacdo das amostras de
pacientes. A identificacdo errbnea pode causar perda da especificidade do
sistema e resultados clinicos incorretos.

Para evitar uma contaminacao pessoal e ambiental, as seguintes
precaucoes devem ser observadas:

e Utilizar luvas descartaveis ao manipular material potencialmente
infectante e enquanto estiver realizando o teste.

¢ Nao pipetar reagentes com a boca.

e Nao fumar, beber, comer ou aplicar cosméticos durante a realizagao do
teste.

e O cromébgeno e o reagente bloqueador devem ser manipulados com
cuidado. Evitar o contato com a pele, olhos e membranas mucosas. Em
caso de acidentes enxaguar muito bem com agua corrente.

e Todos os materiais de origem humana utilizados para a preparacao
deste kit apresentaram resultados negativos para HBsAg, anti-HIV e
anti-HCV. Considerando-se que nenhum teste atualmente pode garantir
a completa auséncia destes virus, todas as amostras e reagentes
contendo material biolégico utilizados para o teste devem ser
considerados potencialmente infectantes; logo o recipiente de descarte
deve ser descontaminado e descartado de acordo com procedimentos
de seguranca estabelecidos. Os materiais descartaveis passiveis de
incineragdo devem ser incinerados; os materiais descartaveis nao
passiveis de incineragdo devem ser esterilizados em autoclave pelo
menos uma hora a 121°C. Os residuos liquidos devem ser adicionados
com hipoclorito de sodio a 3%. Deixar o hipoclorito agir pelo menos 30
minutos. Os dejetos liquidos contendo acidos devem ser neutralizados



com quantidades adequadas de base, antes de serem tratados com
hipoclorito de sodio.

e FEvitar respingos e formagdo de aeroséis; nestes casos, lavar
cuidadosamente com solucado de hipoclorito de sédio a 3%. Qualquer
material de limpeza deve ser tratado como potencialmente infectantes e
descartado de acordo.

e Os reagentes para os quais uma Folha de Dados de Seguranga nao seja
fornecida n&o contém substancias quimicas perigosas ou, se as
contiverem, estas estdo nas concentragdes limites estabelecidos pela
legislacao estabelecida pela Diretriz da Comunidade Européia 91/155.

e De acordo com a legislacdo estabelecida pela Diretriz da Comunidade
Européia (91/156/ EEC, 91/689/EEC, 94/62/EEC), todos os produtos
para descarte formados tanto pelo procedimento manual e/ou
procedimento automatizado sdo considerados como material de
descarte especial bioperigosos (Classificacdo Européia cédigo 180103).
Desta forma, devem ser eliminados por empresas especializadas,
qualificados para a coleta e descarte de dejetos.

COLETA E PREPARO DA AMOSTRA

O teste pode ser realizado em amostras de soro ou plasma. Amostras
fortemente lipémicas ou hemolizadas, devem ser descartadas. Manter as
amostras devidamente armazenadas entre 2°C a 8°C por 1 semana; para
periodos mais longos, recomenda-se congelar as amostras a -20°C. As
amostras de plasma podem apresentar filamentos de fibrina que podem
interferir no ensaio; assegure-se que as amostras estejam sempre
perfeitamente limpidas antes do uso. Devem ser evitados congelamentos e
descongelamentos repetidos.

Para testes quantitativos, amostras com concentragcées de anti-HBs que forem
superiores a 1000 mUI/ml devem ser diluidas com diluente de amostra.
Sugerimos uma diluigcdo 1:10 (exemplo: 50 pL de soro + 450 pL de diluente).

PROCEDIMENTO DO TESTE (ensaio quantitativo)*

— Deixar que todos os reagentes e amostras atinjam a temperatura ambiente.
— Misturar amostras por inversao antes do uso.

1. Prepare as microcavidades para o “blank”, calibradores e amostras.

2. Pipetar 50 pL de calibradorees e amostras dentro das respectivas
microcavidades.

3. Pipetar 200 pL de conjugado enzimatico em todas as microcavidades,
com excecao do que tiver o “blank”.



4. Cobrir a microplaca com o adesivo para selagem e homogeneizar
delicadamente.

5. Incubar as microcavidades por 3horast10minutos em estufa ajustado
para 37+2°C.

6. Remover o adesivo para selagem e aspirar cuidadosamente a mistura
incubada de todas as microcavidades.

7. Lavar as microcavidades 6 vezes com 350 uL de solucao para lavagem.
Aspirar todos os liquidos das microcavidades.

8. Pipetar 200 pL de solucdo substrato e Cromégeno (ver paragrafo sobre
reagente) em todas as microcavidades.

9. Incubar por 20+2 minutos a 37+2°C, evitando exposicao de luz direta.

10. Pipetar 100 pL de reagente bloqueador em todas as microcavidades.

11.Ler a absorbancia das microcavidades, de preferéncia, com um
espectrofotdmetro bicromatico a 450 nm, com comprimento de onda de
referéncia 620 nm (ajustar o equipamento no zero com a microcavidade
“blank”). Em caso de leitura “overflow” utilizar o filtro 405 nm. As leituras
devem ser completadas no espago de tempo de 15 minutos apds o
término do teste.

PROCEDIMENTO DO ENSAIO (ENSAIO QUALITATIVO)*
Permitir que reagentes e amostras atinjam a temperatura ambiente.
Antes de usar misturar as amostras por inversao.

1- Preparar as microcavidades necessarias para o0 ensaio. Usar
microcavidades em quadruplicadas para o controle negativo (calibrador
zero) e em duplicata para o controle positivo (calibrador 100 mUl/ml) e
uma microcavidade para o “blank”.

2 - Pipetar 50 pL de cada controle e amostra dentro das microcavidades
correspondentes.

3 - Pipetar 200 pL de conjugado enzimatico dentro das microcavidades, com
excecao daquela que tiver “blank”.

4 - Continuar conforme indicado no procedimento quantitativo, do ponto 4 ao
11.

* Ao utilizar os equipamentos BRIO e/ou ARIO, consultar o respectivo Manual
do Usuério.

ESQUEMA DE ENSAIO
Ver ao final das instru¢des de uso.

CALCULO DOS RESULTADOS (ensaios quantitativos)

Para obter uma melhor sensibilidade, o presente método adota uma leitura
espectrofotométrica em dois comprimentos de ondas (450 e 405 nm). Para
amostras com concentragdo anti-HBs entre 0 a 300 mUI/ml, ler a 450 nm; para
amostras com concentragdes superiores a 300 mUI/ml, ler a 405 nm.



Desenhar uma curva padrao no papel milimetrado, plotando as concentragds
dos calibradores no eixo x e a absorbancia obtida para cada calibrador no eixo
y. As concentragdes correspondentes de anti-HBs em mUI/ml sdo obtidas
interpolando as absorbancias de cada amostra na curva de calibragdo. No caso
de amostras diluidas, multiplicar pelo fator de diluicao.

Se for utilizado um equipamento automatico para leitura de microplacas RADIM
e/ou SEAC, a leitura espectrofotométrica sera realizada automaticamente em
trés comprimentos de onda diferentes: 450, 620 e 405 nm, permitindo desta
forma uma faixa de leitura mais ampla.

Os valores a seguir devem ser considerados apenas como um exemplo e nao

devem ser utilizados no lugar de dados experimentais.

Descricao Absorbancia | Anti-HBs | Absorbancia| Anti-HBs
450 nm 405 nm

Controle 0 mUl/ml 0.025 0.009

Controle 10 mUl/ml 0.142 0.049

Controle 30 mUl/ml 0.358 0.125

Controle 100 mUl/ml 1.160 0.410

Controle 300 mUl/ml 2.550 0.895

Controle 1000 mUI/ml >3.000 1.875

Amostra 1 0.451 38 mUl/ml 0.160

Amostra 2 >3.000 1.440 680 mUI/ml

INTERPRETACAO DE RESULTADOS (ENSAIO QUANTITATIVO)

Uma concentragdo de anti-HBs maior ou igual a sensibilidade analitica do kit
(4 mUl/ml) deve ser considerada como presenga de uma quantidade detectavel
de anticorpos anti-HBs. No entanto, na pratica clinica uma concentragdo de
anti-HBs maior ou igual a 10 mUI/ml é considerada um sinal tanto de
recuperacdo da doenga aguda como também uma resposta positiva de
imuniza¢do; em ambos o0s casos, 0 paciente € considerado imune ao virus de
Hepatite B. Desta maneira, os niveis de concentragdo anti-HBs entre 4 a 10
mUIl/ml ndo devem ser consideradas suficientes para garantir a imunidade ao
virus Hepatite B.

CALCULO DOS RESULTADOS (ENSAIO QUALITATIVO)

Calcular a média de absorbancia para controles negativos e positivos.
Calcular os valores de “cut-off” conforme segue:

Cut-off: média de absorbancia de controles negativos + 0.060.

EXEMPLOS DE CALCULO
Os valores relatados abaixo devem ser considerados como um exemplo e nao
devem ser usados no lugar de dados experimentais.




Controles Negativos: (0.020+0.030+0.020+0.030):4 = 0.025 (Média do
Controle negativo)

Cut-off: 0.025+0.060 = 0.085

Controles Positivos: (1.148+1.182):2 = 1.165 (Média do Controle
Positivo)

Amostra 1: 0.031 (amostra nao reagente)

Amostra 2: 2.080 (amostra reagente)

INTERPRETAGCAO DE RESULTADOS (ENSAIO QUALITATIVO)

Comparar a absorbancia de cada amostra com o valor “cut-off”.

As amostras com absorbancia menor que o valor “cut-off” devem ser
consideradas nao reagentes para anti-HBs; amostras com absorbancia maior
ou igual ao “cut-off’” devem ser consideradas reagentes para anti-HBs.
Amostras com valores “cut-off” em intervalo de + 10% (zona cinza) deve ser
testada novamente. Amostras que néo sao repetidamente reagentes devem ser
consideradas como anti-HBs negativo. Amostras repetidamente reativas devem
ser consideradas anti-HBs positivo.

— Absorbancia menor que o valor “cut-off”: amostras anti-HBs negativas.

— Absorbancia maior ou igual ao valor “cut-off”: amostras anti-HBs positivas.

— Absorbancia com taxa de + 10% de “cut-off” (zona cinza): amostras
questionaveis para anti-HBs.

CRITERIO DE VALIDACAO (PARA AMBOS OS PROCEDIMENTOS)
Os seguintes requisitos devem ser atingidos para o teste ser validado:

— A absorbancia do controle negativo (Calibrador Zero) absorbancia a 450 nm
deve ser <0.070.

— A média entre a absorbéncia do calibrador 10 mUI/ml a 450 nm e o controle
negativo (Calibradore Zero) a 450 nm deve ser >2.0 (procedimento
quantitativo).

— O controle positivo (100 mUI/ml Calibrador) de absorbancia a 450 nm deve
ser >0.600.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

ESPECIFICIDADE DIAGNOSTICA
A especificidade diagnéstica do método foi calculada com um grupo de 500
doadores com o seguinte resultado: 2 98%.



SENSIBILIDADE DIAGNOSTICA
A sensibilidade diagnéstica é calculada a partir de 200 pacientes positivos, com
0 seguinte resultado: 2 98%.

ESPECIFICIDADE ANALITICA

A especificidade analitica pode ser definida como a capaciade do ensaio em
detectar precisamente o analito especifico na presenca de fatores
potencialmente interferentes na amostra padrdo. Estudos controlados de
substancias potencialmente interferentes mostraram que a performance do
ensaio ndao foi afetada por anticoagulantes (EDTA e heparina). Estudos
anteriores demonstraram que no soro de mulheres gravidas nao houve
nenhuma interferéncia na realuzagcao do ensaio.

SENSIBILIDADE ANALITICA
A minima concentragédo de anti-HBs significativamente distinguivel da resposta
do Calibrador Zero (valor médio + 3 D.S.) resultado de 4 mUl/ml.

PRECISAO

A precisao foi avaliada em um equipamento da Radim determinando a
repetibilidade e a reprodutibilidade do ensaio (variabilidade intra-ensaio e inter-
ensaio), em 3 soros com diferentes concentragdes de anti-HBs.

Repetibilidade (Intra-ensaio)

Soro Média t D.S. C.V. N°Replicatas
(mUl/ml) % )
a 37.66 + 2.42 6.4 10
b 40.16 + 2.81 7.0 10
c 499.0 + 59.2 11.8 10
Reproditibilidade (Inter-ensaio)
Soro Média + D.S. C.V. N°Testes
(mUl/ml) %
a 31.7 + 3.78 11.9 10
b 64.56 + 7.3 11.3 10
(o] 144.45 + 13.1 9.07 10
EFEITO GANCHO

Sempre que amostras com altas concentracées de anticorpos sdo testadas
sem diluicdo método “sanduiche” em uma etapa, por ser um kit, o “Efeito
Gancho” pode dar valores de concentracdo aparentemente menores que 0S



valores reais. Este kit ndo fornece um “Efeito Gancho” até a concentragéo de

anti-HBs de 160.000 mUl/ml.

LIMITES DO ENSAIO

O resultado do ensaio deve ser interpretado com cautela, avaliada também
com a clinica do paciente e com provas diagnosticas anteriormente realizadas.

ESQUEMA DE ENSAIO

Microcavidades “Blank” Calibradores Amostras
Reagentes
Calibradores | = - 5oL | -
Amostras | - | o 50 uL
Conjugado enzimatico | = ----- 200 pL 200 pL
— Incubagéo: 37+2°C, 3horas+10 minutos
— Aspirar e lavar: 6 x 350 pL.
| Crom6geno/Substrato | 200 pL 200 pL | 200 pL
— Incubagéo: 37+2°C, 20minutos.
| Reagente bloqueador | 100 pL 100 pL | 100 pL

— Leitura: 450 - 405 nm.
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Referencia ou numero do pedido

Lote

Data de vencimento

Para uso diagnéstico In-vitro

Marcagéo CE segundo a diretiva IVD 98/79 CE

Conservar entre 2 e 8°C

Fabricante

Risco biolégico

Consultar as instrugdes de uso
Suficiente para 96 testes
Suficiente para 192 testes
Data de referéncia
Reconstituir com

Agua destilada ou deionizada
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