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EIA WELL
REAGENTES DO KIT
REAGENTES QUANTIDADE ESTADO
96 TESTES Fisico
Microplaca 1 microplaca Pronto para uso
96 testes
Solucao de Lavagem 1 X50 ml Concentrado
(20X)
Diluente de Amostra 1 X20ml Concentrado
Controle Baixo 1 X 2ml Liofilizado
Controle Alto 1 X2ml Liofilizado
Reagente Dissociante 1 X 10ml Pronto para uso
Conjugado enzimatico 1 X14 ml Pronto para uso
TMB 2X15ml Pronto para uso
Reagente Bloqueador 1X14 ml Pronto para uso




INSTRUCOES DE USO
RUBEOLA IgG AVIDITY

IMUNOENSAIO ENZIMATICO PARA DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-
RUBEOLA IgG AVIDEZ EM SORO OU PLASMA HUMANO

SOMENTE PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO

1. APLICACOES CLINICAS

A Rubéola é um Togavirus RNA de forma esférica, de 60 mm de didmetro. A
Rubéola geralmente causa uma doenga sem gravidade, deixando o paciente
totalmente imunizado. No entanto, quando adquirida durante a gravidez ela pode
causar sequelas no feto, especialmente no primeiro periodo da gestagdo. Doencas
cardiovasculares, surdez, coriorretinite, retardamento mental e no crescimento sao
alguns dos danos causados pelo virus no feto.

Um numero significativo de mulheres (cerca de 10-20%), se nao forem vacinadas,
irdo chegar a idade fértil sem terem adquirido imunidade contra o virus da Rubéo-
la. Por essa razéo, o diagndstico de infecg@o por Rubéola em seu estagio agudo €
particularmente importante em mulheres gravidas. E geralmente executado tes-
tando-se a presenca de anticorpos IgM. Identificar a fase aguda da doenca,
baseado em uma Unica amostra pode se tornar dificil, devido tanto a persisténcia
de IgM (geralmente demorado) quanto pela presenca de IgM nos casos de infec-
cao de Rubéola assintomética, que ndo é ameacgadora para o feto.Avaliar a avidez
do IgG especifico demonstrou ser particularmente Gtil na identificacao da infeccao
primaria. De fato, a resposta inicial do anticorpo IgG a infecgéo é caracterizada por
anticorpos com baixa avidez, no qual a ligacao aos locais do antigeno especifico é
facilmente dissociada.

2. PRINCIPIO DO ENSAIO

O presente método se baseia em um ensaio imunoenzimatico (ELISA), no qual é
permitido que o soro do paciente reaja em duplicata com um revestimento de
antigeno de Rubéola de uma microplaca. Ap6s a primeira incubacao, seguida pela
lavagem da microplaca, os poc¢os replicados sdo incubados, cada um com uma
solucdo tampao distinta, um dos quais contendo uréia. O reagente uréia causa
dissociacao da ligacado antigeno-anticorpo previamente formada. O grau da disso-
ciacao depende da avidez dada do anticorpo. Apés o ciclo de lavagem, os anticor-
pos que ainda se encontrarem ligados a fase soélida serdo evidenciados pelas
reacdes subsequientes, primeiro com o anticorpo IgG anti-humano (conjugado com
peroxidase horseradish) e, em seguida, com uma solu¢do cromédgena (TMB) em
tampao substrato. A leitura colorimétrica sera realizada por um espectrofotémetro
a 450 nm, 620nm e 405 nm. A razao entre as densidades éticas dos dois pocos é



entdo calculada e expressa em percentual de Avidez.

3. REAGENTES FORNECIDOS COM O KIT: PREPARO E ESTABILIDADE

* Os reagentes sao suficientes para 96 pocos, o que corresponde a 45 testes.

* Armazenar o kit entre 2 e 8°C.

* A data de validade de cada reagente é apresentada no rétulo do frasco.

* Uma vez aberto, o kit é estavel quando armazenado entre 2 e 8°C por 2
meses.

3.1 Reagentes Especificos

» Microplaca Sensibilizada: 96 pocos quebraveis, revestidos com antigeno de
Rubéola purificado e inativado. Manter os pogos ndo utilizados entre 2 e 8°C na
bolsa plastica fornecida (recipientes de microplaca) e cuidadosamente vedada.

» Controle de Baixa Avidez: 1 frasco de soro padrdo com anti-Rubéola IgG
humano de baixa avidez. Liofilizado e de coloracao vermelha. Conservante: NaN3
(<0.1%). Antes do uso, reconstituir o conteddo do frasco com 2ml de agua destila-
da. Apds a reconstituicdo, armazenar entre 2 e 8°C por 2 meses; para periodos
mais longos congelar a -20°C.

» Controle de Alta Avidez: 1 frasco de soro padrdao com anti-Rubéola IgG
humano de alta avidez. Liofilizado e de coloracdo azul. Conservante: NaN3
(<0.1%). Antes do uso, reconstituir o conteudo do frasco com 2 ml de agua desti-
lada. Apds a reconstituicao, armazenar entre 2 e 8°C por 2 meses; para periodos
mais longos congelar a -20°C.

* Reagente de Dissociacao: 1 frasco (10ml) de Uréia em solugdo tampao.
Pronto para o uso.

» Conjugado Enzimatico: 1 frasco (14ml) de conjugado mono clonal de ca-
mundongo IgG anti-humano com peroxidase horseradish (HRPO) em soro padréao
com estabilizantes. Pronto para o uso e de coloracao rosa. Conservante: Neomici-
na.

3.2 Reagentes comuns para os kits To.R.C.H. S.T.D. e Linhas de Doencas
Infantis

» Solucao de Lavagem (concentrada): 1 frasco (50ml) de PBS-Tween 20.
Conservante: Timerosal (<0.05%). Antes do uso, diluir a quantidade necessaria na
proporcédo de 1:20 com H,O destilada. Armazenar a Solucdo de Lavagem diluida
por 30 dias entre 2 e 8°C. No caso de cristais ndo dissolvidos, ressuspender a
solucéo colocando o frasco a 37°C por alguns minutos.

* Diluente de Amostra (concentrado): 1 frasco (20ml) de soro padrdo com
estabilizantes, de coloragdo vermelha. Conservante: NaN3 (< 0.1%). Antes do
uso, diluir na proporcdo de 1:20 com Solucdo de Lavagem previamente diluida
(ver item 2). Armazenar o Diluente de Amostra diluido por 30 dias entre 2 e 8°C.

« Cromégeno: 2 frascos (15ml) de Tetrametilbenzidina com tampao citrato-
fosfato, DMSOH-0.. Pronto para uso.

* Reagente de Bloqueio: 1 frasco (14ml) de 1N H>SO,. Pronto para uso.

» Seladores de Placas Adesivos

* Bolsa plastica



4. MATERIAL NECESSARIO, MAS NAO FORNECIDO.

4.1 Teste Manual

* Pipetas ajustaveis e automaticas que utilizem ponteiras descartaveis.

* Estufa seca, ajustavel a temperatura de 37+ 2°C.

* Provetas graduadas para diluicdo de reagente.

» Bomba de aspiracao ou lavadora automética para lavagem dos pocos.

 Espectrofotdbmetro de microplaca capaz de medir absorbancias no intervalo de
0-3. A e filtros de 450nm, 620nm e 405 nm.

* H,O destilada.

4.2 Teste Automatico

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

» Garantimos sua aplicagdo 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 apropriadamen-
te testado para os kits ELISA.

5. AVISOS E PRECAUCOES
Para que sejam obtidos resultados reprodutiveis e corretos, as seguintes
regras deverao ser observadas:

* Nao misturar reagentes especificos (ver 3.1) de lotes diferentes.

* E possivel misturar reagentes comuns (ver 3.2) de lotes diferentes.

» N&o utilizar reagentes depois de expiradas as suas datas de validade.

* Nao armazenar ou deixar reagente e amostras em temperaturas elevadas ou
em areas de possivel contaminagao.

« Utilizar vidros completamente limpos, sem contaminacdo de ion metalico ou
substancias oxidantes.

« Utilizar agua destilada ou deionizada, armazenadas em recipientes perfeita-
mente limpos.

» Evitar cuidadosamente qualquer contaminagdo entre amostras: para esta
finalidade ponteiras descartaveis « devem ser utilizadas para cada amostra e
reagente.

» Nao modificar de forma alguma o Procedimento do Ensaio. Se nao for respei-
tado:

* 0 tempo exato de incubacdo, a quantidade a ser adicionada nos reagentes
e a temperatura; poderao 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 os manuais técnicos apropriados. E de fundamental importancia uma
preparacao e distribuicdo precisa dos reagentes. Assegurar que todo equipamento
utilizado se encontra em perfeitas condicoes de uso, tenha sido corretamente



calibrado e cumpriu todas as manutencdes regularmente.

» Assegurar que a bomba de aspiracao ou lavadora automatica para lavagem
dos pocos se encontra em perfeitas condicbes de uso. A rinsagem inadequada
dos pocos pode causar classificacdes errbneas das amostras. Assegurar que todo
equipamento utilizado se encontra em perfeitas condicdes de uso.

» Assegurar que o espectrofotdbmetro de microplacas se encontra em perfeitas
condi¢coes de uso. O uso de um espectrofotobmetro ndo calibrado ou filtros sujos
podem causar uma leitura errbnea das amostras com consequlentes classificacoes
incorretas das amostras. Assegurar que todo equipamento utilizado se encontra
em perfeitas condi¢cdes de uso.

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

» Assegurar que o agitador de microplaca (se necessario) se encontra em
perfeitas condigcdes de uso. Uma ma agitacdo pode causar classificacées incorre-
tas das amostras. Assegurar que o equipamento utilizado se encontra em perfeitas
condicAes de uso.

» Assegurar que todo equipamento utilizado para armazenagem das amostras
e/ou o sistema se encontram em perfeitas condicées de uso. A armazenagem em
temperatura diferente da sugerida pode causar desnaturacao do material biol6gico
(amostras e/ou reagentes). Assegurar que todo equipamento utilizado se encontra
em perfeitas condicdes de uso e, periodicamente verificar a temperatura registra-
da.

 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 contaminacdao ambiental e pessoal, as seguintes precaucoes
devem ser observadas:

*Ao manipular material potencialmente infectante e durante a realizacdo do
ensaio, utilizar luvas descartaveis.

*Nao pipetar reagentes com a boca.

» Nao fumar, comer, beber ou aplicar cosméticos durante o ensaio.

» Os reagentes: Cromogeno e Bloqueador devem ser manipulados com cuida-
do. Evitar o contato com a pele, olhos e mucosas. No caso de acidente, enxaguar
com agua corrente em abundancia.

» Todo material de origem humana utilizado para preparacao deste kit foi testa-
do e considerado negativo para HBsAg, anti-HIV e anti-HCV. Considerando que
nenhum teste no momento pode garantir auséncia completa destes virus, todas as
amostras e reagentes contendo material biolégico utilizado para o ensaio devem
ser considerados potencialmente infectantes.

» Evitar respingos e formagéo de aerossol; nesses casos, lavar cuidadosamente
com uma solucao de 3% de hipoclorito de sodio. Todo o material de limpeza
utilizado deve ser tratado como potencialmente infectante e descartado da forma



correta.

» Todo material utilizado no ensaio deve ser considerado como potencialmente
infectante; portanto, devera ser descontaminado antes de ser descartado e estar
em conformidade com os procedimentos de seguranca estabelecidos pela legisla-
céo local vigente.

» Alguns reagentes contém azida sédica como conservante; para evitar a
formacao de azidas metalicas explosivas em tubulagdes de cobre e chumbo, os
reagentes devem ser descartados lavando-se os canos de drenagem com grandes
quantidades de agua.

6. COLETA E PREPARO DA AMOSTRA

O ensaio pode ser executado em amostras de soro ou plasma. Amostras altamen-
te lipémicas ou hemolizadas devem ser descartadas. As amostras de plasma
podem apresentar filamentos de fibrina que podem interferir no ensaio; assegurar
previamente que as amostras estejam perfeitamente limpidas. Manter as amostras
apropriadamente armazenadas entre 2 e 8°C durante 1 ou 2 dias; para periodos
mais longos, € aconselhavel congelar as amostras a -20C. Evite mdltiplos proce-
dimentos de congelamento/descongelamento. Antes do uso, diluir as amostras na
proporcao de 1:300 com Diluente de Amostra (ver REAGENTES).

Exemplo: 10ul da amostra + 2990yl de Diluente de Amostra diluido.

7. PROCEDIMENTOS DO ENSAIO*

» Para iniciar o ensaio, as amostras e reagentes deverado estar a temperatura
ambiente.

» Homogeneizar as amostras por inversao antes do uso.

7.1 Preparar os pog¢os em duplicata para: Branco, Controle de Baixa Avidez,
Controle de Alta Avidez e Amostras.

7.2 Pipetar 100l do Controle de Baixa Avidez nos pocos C1 e D1; 100pul do
Controle de Alta Avidez nos pocos E1 e F1; 100ul da primeira amostra (diluida)
nos pocos G1 e H1; proceder da mesma forma para todas as outras amostras.

7.3 Cobrir a microplaca com a folha adesiva fornecida e incubar os pocos
durante 60 + 5 minutos a 37 + 2°C.

7.4 Aspirar a mistura incubada e lavar os pocos 4 vezes com 350pul de Solucao
de Lavagem diluida. Aspirar todo liquido dos pogos.

7.5 Pipetar 100ul do Diluente de Amostra em todos os pocos impares (A1, C1,
E1, G1, etc.) e 100ul do Reagente de Dissociacdo em todos os pocos pares (B1,
D1, F1, H1, etc.).

7.6 Cobrir a microplaca com a folha adesiva fornecida e incubar os pocos
durante 30 + 2 minutos a 37 * 22C.

7.7 Aspirar e lavar os pogos conforme descrito no item 7.4.

7.8 Adicionar 100ul do Conjugado Enzimatico em todos 0s pocos.

7.9 Cobrir a microplaca com a folha adesiva fornecida e incubar os pocos
durante 30 + 2 minutos a 37 * 22C.

7.10 Aspirar e lavar os pogos conforme descrito no item 7.4.



7.11 Pipetar 100ul de Cromégeno (TMB) em todos os pogos.

7.12 Incubar os pocos durante 10 minutos a 3712°C.

7.13 Pipetar 100ul de Reagente Bloqueador em todos os pocos.

7.14 Ler a absorbancia dos pocos com um espectrofotdmetro bicromatico a
450nm, com filtro de referéncia de 620nm (ajustando o equipamento em zero com
0 poco Branco). No caso de excesso de valores de absorbéncia, ler a 405nm. A
leitura deve ser realizada em até 15 minutos apés o final do ensaio.

* Caso utilize um equipamento automatizado RADIM e/ou SEAC no procedimento,
favor consultar o respectivo manual.

8. ESQUEMA DO ENSAIO:

Pocos A1 B1 C1 D1 E1 F1 G1 H1
Controle
Baixa / / 100ul | 100u / / / /
Avidez
Controle
Alta / / / / 100pl | 100pl / /
Avidez
Amostra / / / / / / 100ul | 100pl

Incubar a 37£2°C por 60 minutos +5
Lavar 4 X com 350ul de Solugéo de lavagem

Diluente
amostra 100ul / 100ul / 100ul / 100ul /

Reagente
Dissociante / 100ul / 100l / 100ul / 100ul

Incubar a 37+2°C por 30 minutos +5
Lavar 4 X com 350ul de Solugao de lavagem

Conjugado | 100ul | 100pl | 100pl | 100u! | 100ul | 100l | 100ul | 100ul

Incubar a 37+2°C por 30 minutos +5
Lavar 4 X com 350ul de Solucao de lavagem

Cromégeno | 100pl | 100l | 100p! | 100u! | 100ul | 100ul | 100ul | 100ul

Incubar a 37+2°C por 10 minutos

Bloqueador | 100ul | 100pl | 100pl | 100ul | 100ul | 100pl | 100ul | 100ul

Ler a 450 - 620nm / 405 - 620nm

9. CALCULO DOS RESULTADOS

9.a Subtrair o valor do Branco (D.O. média dos pogos A1 e B1) de todos os po¢os.
9.b Para cada amostra, assegurar que a D.O. dos pocos incubadas com diluente
de amostra seja de >0.300. Se for, vocé pode prosseguir. Se nao for, a amostra
nao tem concentragao suficiente para avaliar a avidez IgG (pacientes negativos a
infeccdo Toxoplasma ou outros pacientes infectados com uma resposta do anti-
corpo ainda muito fraca).



9.c Para cada amostra e controle, calcular a razédo percentual entre a D.O. da
cavidade tratada com Reagente de Dissociacdo e a D.O. da cavidade tratada com
o Diluente de Amostra. Esta razao sera a Avidez percentual da amostra/controle.

D.0O. Reagente de Dissociacédo X 100 = % Avidez
D.O. Diluente de Amostra

9.d Amostras com D.O. >3.00 a 540nm em ambas os pocos, devem ser lidas a
405nm. Emtais casos, o percentual de avidez tém que ser calculado, baseado na
leitura no ponto 9.c..

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

9.1 Exemplo de Calculo

Amostra D.O. D.O. Reagente de % de Avidez
Diluente de amostra Dissociacao
Controle de Baixa 0.953 0.086 9.0%
Avidez
Controle de Alta 1.470 1.256 85.4%
Avidez
Amostra 0.610 0.105 17.2%

9.2 Critério de Validacao

A D.O. a 450nm dos Controles de Baixa e Alta Avidez nos pocos tratados com
Diluente de Amostra devem ser >0.400.

O percentual de Avidez (calculado conforme tabela acima) deve ser <50% para o
Controle de Baixa Avidez e >60% para o Controle de Alta Avidez. Em qualquer
caso, os resultados tém que ser estabelecidos pela avaliagcao clinica e teste de
diagnéstico adicional.

9.3 Interpretacao dos resultados

% de avidez >60% lgG anti-Rubeola com alta avidez
% de avidez 50-60% IgG anti-Rubeola com avidez média (zona cinza)
% de avidez <50% IlgG anti-Rubeola com avidez baixa

*Nota: Verificar sempre a validacao do ensaio, baseando-se nos valores




obtidos na Folha de Controle de Qualidade.
10. DESEMPENHO DO ENSAIO

10.1 Especificidade
A especificidade do método foi avaliada em um grupo de 100 amostras clinicas
com infecgédo passada ou secundaria. O resultado foi de 100%.

10.2 Sensibilidade
A sensibilidade do método foi avaliada em um grupo de 56 amostras com infeccao
primaria. O resultado foi de 87.8%.

10.3 Especificidade Analitica

A especificidade analitica pode ser definida como a habilidade do ensaio em
detectar precisamente o analito especifico na presenca de fatores potencialmente
interferentes na amostra padrao. Estudos controlados de substancias potencial-
mente interferentes mostraram que a performance do ensaio nao foi afetada por
anticoagulantes (EDTA, citrato e heparina).

10.4 Precisao

A precisao foi avaliada em um equipamento da Radim determinando a repetibili-
dade e a reprodutibilidade do ensaio (variabilidade intra-ensaio e inter-ensaio), em
3 soros com diferentes porcentagens de avidez.

Repetibilidade (intra-ensaio)

Soro Media * D.S. C.V. Repeticdes
(% de Avidez) Y% N°
A 96 + 2.0 2.5 10
B 72 * 4.0 5.2 10
C 17.1 + 1.3 7.5 10

Reprodutibilidade (inter-ensaio)

Soro Media + D.S. C.V. Repeticdes
(% de Avidez) % N®
A 95.5 + 4.7 4.8 10
B 74.9 + 9.94 13.36 10
C 17.53 + 2.17 12.36 10

11. LIMITES DE ENSAIO
Um resultado de Avidez alta ndo exclui a possibilidade de uma infecgdo recente.
Por outro lado, devido a alta especificidade do teste, um resultado positivo indica

fortemente uma infeccdo nos 3 meses anteriores.
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