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Imunoensaio indireto para a detecgéo de anticorpos IgM contra
os agentes infecciosos do virus Epstein  Barr.
Somente para uso diagndstico in vitro

1) Intengao de uso

Imunoensaio indireto para detecgdo de anticorpos IgM conra o
virus Epstein Baar em soro ou plasma humanos.

O ensaio imunoenzimatico é destinado ao teste de amostras
individuais, ndo em pool. Kit para diagnéstico in vitro, para ser
utilizado por pessoas tecnicamente qualificadas. O teste pode
ser feito manual ou em equipamentos totalmente
automatizados. A identificacdo da amostra do paciente através
do uso de codigo de barras confere identificagdo correta dos
pacientes e é recomendado.

2) Relevancia do diagnéstico

A grande maioria das infec¢des primarias por EBV se dao pela
saliva, ocorrem na infancia e geralmente sdo sub-clinicas. O
agente infeccioso Epstein Baar €& um virus da familia
Herpesviridae. A detecgdo de anticorpos contra EBV contribui
significativamente para o diagndstico soroldgico destas
infeccdes. A detecgdo de anticorpos especificos contra EBV
tem se mostrado importante ferramenta de acompanhamento
de pacientes com infecgdes associadas ao virus Eptein Baar
apos infeccdo primaria por ele.

3) Principio do método

Anticorpos IgM contra EBV se presentes na amostra do
paciente sdo imoblizados pelos antigenos que sensibilizam os
pogos da microplaca. Os anticorpos humanos ligados nos
pogos da microplaca sao detectados por anticorpos especificos
conjugados a HRP e depois revelados pelo substrato
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5) Material necessario nao fornecido

- Agua deionizada

- Cilindros graduados 1000 ml, 500 ml, 250 ml, 100 ml para
preparo das solugdes.

- Pipetas de volume fixo ou variavel com um volumes 10, 100,
200 e 1000 ul

- Frascos adicionais (10 ml, 20 ml) para armazenar as solugdes
preparadas.

-Tubos com baixa absorgdo proteina (por exemplo,
polipropileno, polietileno ou vidro) para armazenagem de
solugdes preparadas.

- Incubadora 37 ° C + /-1 ° C (incubadora seca)

- Cronémetro.

- Lavadora: manual ou automatica.

- Leitora de microplacas com filtro 450 nm para leitura e um
filtro para 620 a 650 nm para referéncia (recomendavel).

6) Armazenagem e estabilidade

cromogénico através de uma reacgdo de cor. Depois que a
reacdo de cor se acaba, a cor inicialmente azul se torna
amarela e a intensidade da cor amarela é medida pelo uso de
espectrofotdmetro. A intensidade da cor ¢ diretamente
proporcional a quantidade de anticorpos presentes na amostra.

4) Conteudo do kit (96 testes)

Descricdo Quantidade | Apresentacéo
Instrugdes de uso 1 -

Adesivo selador 2 -

Pacote com etiquetas | 1 -

identificadoras adicionais

Microplaca sensibilizada 1 12X8 pogos
Pronta para uso guebraveis
Controle negativo N° 2 1 Frasco com 1,5 ml
Pronto para uso Solugéo verde
Controle diferencial N° 3 1 Frasco com 3 ml
Pronto para uso Solugéo laranja

Descrigao Armazenagem | Estabilidade | Observagoes

Componentes | 2a8°C até a data de

do kit fechado validade

Microplacas 2a8°C 6 semanas Manter a

em utilizagéo embalagem
bem fechada
evitando
umidade

Reagentes 2a8°C 12 semanas | Evitar

No. 2, 3,4, 5, temperaturas

6,7 em altas e

utilizagao contaminagéo

Diluente de 2a8°C 12 semanas Preparar

Amostra apenas o

(n°5+n°6) volume

pronto para necessario e

uso evitar a
contaminagao

7) Coleta e manuseio das amostras

O plasma ou soro devem ser coletados por venipungao e
devem ser testados em até 2 dias se armazenados entre 2 a 8
graus C. Para periodos de armazenagem superior, a amostra
deve ser congelada em -20 graus C. Evitar repetidos ciclos de
congelamento/descongelamento. Amostras contendo materiais
particulados devem ser centrifugadas antes do uso, a fim de
evitar resultados erréneos. Manusear as amostras como
material potencialmente infectante.

8) Preparo dos reagentes e amostras.

E necessario que todos os reagentes alcancem temperatura
ambiente antes da realizagao dos testes (20 a 25 graus
Celsius).

Se os reagentes forem mantidos gelados na realizagao dos
testes, ocorrera um desenvolvimento de cor fraca no final dos
testes, por outro lado, caso o ambiente esteja quente (30 graus
C), a cor que ira se desenvolver sera forte. Nestes casos, os
critérios de validagdo devem ser corrigidos, através da corregéo
do tempo de incubagéo.

- Diluente de amostras: 2 ml de aditivo deve ser adicionado a
um tubo, contendo 20 ml de diluente de tampao. Trazer a
temperatura ambiente somente o volume da solugéo a ser
utilizado.

- Solugao de lavagem: diluir a solugéo de lavagem
concentrada 1:25 em agua deionizada (20 ml de solugéo de
lavagem: 480 ml de agua deionizada). Utilize apenas solugbes
livres de material particulado.

- Microplaca: retire da embalagem apenas os pogos que forem
ser utilizados e deixe que eles atinjam temperatura ambiente.

- Amostras: as amostras devem ser testadas depois de
diluidas 1:21. As amostras padronizadas para estas condi¢des
s&0 soro ou plasma, porém, o uso de outras amostras &
possivel desde que os ajustes necessarios sejam feitos.

9) Procedimento do teste

- Antes de iniciar os testes, certifique-se de que os reagentes
estejam em temperatura ambiente.

- Prepare os pogos a serem utilizados: um para controle
negativo, dois para controle diferencial e um para controle
positivo.




9.1) Pipetar 0,100 ml dos controle e das amostras diluidas (1:21
com diluente de amostra). Pode-se também realizar a diluigdo
das amostras diretamente no pocinho adicionando 0,200 ml de
diluente de amostra (com aditivo) e depois 0,010 ml de amostra
diretamente nos pogos. Misture gentiimente e sele os pogos
com o adesivo selador.

9.2) Incube os pogos a 37 graus C por 30 minutos.

9.3) Lave os pogos por 4 vezes com 0,300 ml de solucédo de
lavagem previamente preparada.

9.4) Adicione 0,100 ml de conjugado em cada pogo. Cubra a
placa com adesivo selador.

9.5) Incube os pocos a 37 graus C por 30 minutos.

9.6) Lave os pogos 4 vezes com 0,300 ml de solugdo de
lavagem previamente preparada.

9.7) Adicione 0,100 ml de substrato TMB em cada pogo.

9.8) Incube os pogos por 15 a 20 minutos em temperatura
ambiente (20 a 25 graus C), ao abrigo da luz.

9.9) Adicione 0,100 ml de solugdo de parada em cada pogo.
9.10) Realize a leitura dos resultados com espectrofotdometro a
450nm com referéncia em 630nm.

10) Validagao do teste
Os valores de ABS dos controles diferenciais serdo aceitos se
estiverem entre 0,080 e 1,00 (valor ideal: entre 0,200 e 0,600),
e se o desvio dos controles diferenciais estiver em torno de
20%.
O valor index do controle negativo podera ser aceito se for
menor que 0,6 e o valor index de controle positivo se for maior
que 1,4.
ABS do controle (+, - ou diferencial)
Index =

Média ABS controle diferencial

Exemplo de uma validacédo

ABS controle negativo =0,100
ABS controle diferencial 1 =0,280
ABS controle diferencial 2 =0,320
ABS controle positivo =0,600
Média ABS controle diferencial= 0,300

Index

Controle negativo= 0,100/0,300= 0,333
Controle diferencial 1= 0,280/0,300=0,933
Controle diferencial 2= 0,320/0,300=1,067
Controle positivo= 0,600/0,300=2,00

11) Calculo dos resultados
Calcule os resultados da seguinte maneira:

Resultado (Index)= ABS amostra/média

Média ABS controles diferenciais

12) Avaliagao dos resultados

Resultado menor que 0,90: negativo

Resultado entre 0,90 e 1,0: zona cinza

Resultado entre 1,0 e 1,5: fracamente positivo
Resultado entre 1,5 e 2,0: positivo

Resultado entre 2,0 e 3,0: altamente positivo

Resultado entre 3,0 e 5,0: titulo de anticorpos muito alto.

13) Medidas corretivas

13.1) Em casos de altos valores de ABS (por exemplo, 1,6 para
controle diferencial), é possivel aplicar fator de corregdo 0,5
para todos os valores e entdo prosseguir com a re-validagéo do
teste. A re-validagdo pode ser feita se os critérios para os
valores de controles positivo (maior que 1,4) e negativo (menor
que 0,6) forem seguidos.

13.2) Em caso de amostras com valores de ABS maiores que
3,0, é possivel a diluicdo da amostra seguido por redugéo dos
volumes de amostra e controle. A re-validagdo pode ser feita se
os critérios para os valores de controles positivo (maior que 1,4)
e negativo (menor que 0,6) forem seguidos

Caso essas eventuais medidas corretivas ainda néo
conduzirem a resultados aceitaveis o teste tem de ser repetido.

14) Interpretacao dos resultados

Em geral a presenca de anticorpos IgM contra EBV indica
infecgdo em curso. Quando a quantidade de anticorpos é baixa,
é recomendado o teste com nova amostra coletada apés 10 a
20 dias. Se nao forem detectadas diferengas de reatividade,
uma infecgdo ndo devera ser atribuida. Por outro lado, se
houver diferengas nas reatividades entre as duas amostras,
uma infecgdo atual pode ser indicada. Testes para detecg¢éo de
fatores reumatdides na amostra e pré-absorgdo com sorbent
antes da realizagdo do ensaio é recomendado.

Os resultados de testes sorolégicos ndo devem ser critérios
Unicos para diagnéstico definitivo. Apenas um médico podera
avaliar os resultados dos testes e em conjunto com fatores
clinicos, e entédo dar o diagnéstico final ao paciente.
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POTENCIALMENTE INFECTANTE

CONSERVAR ENTRE +2°C e 8°C.

PARA DESCARTE, CONSULTAR INSTRUGOES DE USO

SERVICO DE ATENDIMENTO AO CLIENTE:

Quaisquer duvidas técnicas no manuseio deste kit ou no seu
procedimento, contatar a nossa ASSESSORIA CIENTIFICA.
Atendimento ao consumidor - Fone (011)-3871-0095



