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REAGENTES DO KIT

Reagente Quant.  |Estado fisico
Microplaca 1 X96 |Pronto para uso
Solucio de lavagem 1 x 50 ml |Concentrado
Controle negativo 1 x3ml |Pronto para uso
Controle positivo HBeAg 1 x1ml |Pronto para uso
Controle positivo HBeAb 1 x1ml |Pronto parauso
Neutralizante 1 x5ml |Liofilizada
Diluente da solu¢@o neutralizante 1 x5 ml |Pronto para uso
Conjugado enzimdtico 1 x 14 ml |Pronto para uso
Cromoégeno I x I5ml |Liquido
Tampao substrato 1 x 15ml |Liquido
Reagente bloqueador 1 x 14 ml |Pronto para uso




ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA DETERMINACAO
QUALITATIVA DO ANTIGENO “¢” DO VIRUS DA HEPATITE B
(HBeAg) E/OU ANTICORPOS CONTRA O ANTIGENO “¢” (ANTI-
HBe) EM PLASMA OU SORO HUMANO

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO

1. APLICACAO CLINICA

O teste para o antigeno “‘e” de Hepatite B (HBeAg) e seu anticorpo (anti-
HBe), € um recurso diagndstico importante na monitoracdo da infeccao
pelo virus da Hepatite B. A presenga do HBeAg em soro é um indicativo de
uma fase de replicacdo ativa do virus de Hepatite B. Este antigeno permite
monitorar a evolu¢do da infec¢do e tem, pelo menos na fase aguda, um
valor prognéstico importante. Por outro lado, a presenca dos anticorpos
anti-HBe indicam uma diminui¢do da fase de replicacdo ativa do virus e é
um recurso diagndstico importante para monitorar a SOroconversao no caso
de uma infec¢do aguda ou determinar a condi¢do de portadores cronicos do
virus HBV.

2. PRINCIPIO DO ENSAIO

Para a determinagdo do HBeAg, o método baseia-se em ensaio
imunoenzimométrico “sanduiche” na sua fase solida. A amostra é
incubada em microplaca sensibilizada com anti-HBe monoclonal
juntamente com um segundo anticorpo monoclonal conjugado com
peroxidase de rdbano (HRPO). Os dois anticorpos reagem com o
antigeno formando um “sanduiche”. Apés a lavagem, a atividade
da enzima ligada na fase sélida serd proporcional a concentragdo
de HBeAg da amostra e identificada adicionando uma solugdo de
cromégeno (tetrametilbenzidina TMB) e tampdo substrato. A
intensidade da cor desenvolvida é medida usando um
espectrofotémetro em um comprimento de onda de 450 nm e
405 nm.



Para a determinacdo do anti-HBe, o método baseia-se em ensaio
imunoenzimométrico ‘“‘competitivo” na sua fase soélida. A amostra é
incubada em microplaca sensibilizada com anti-HBe monoclonal, com uma
solucdo neutralizante (HBeAg obtido através de um DNA recombinante)
juntamente com um segundo anticorpo monoclonal conjugado com
peroxidase de rdbano (HRPO). Apds a lavagem, a atividade da enzima
ligada na fase sdlida serd inversamente proporcional a concentracdo de
anticorpo anti-Hbe da amostra e identificada adicionando uma solugio de
cromoégeno (tetrametilbenzidina TMB) e tampao substrato. A intensidade
da cor desenvolvida é medida usando um espectrofotometro em um
comprimento de onda de 450 nm e 405 nm.

3. REAGENTES FORNECIDOS COM O KIT

— Os reagentes sdo suficientes para 96 testes

— Estocar o kit entre 2° a 8°C.

— A data de validade de cada reagente € apresentada na etiqueta do frasco.
— Uma vez aberto, o kit € estavel entre 2° a 8°C por 2 meses.

3.1 Reagentes Especificos

1 - Microplaca - 1 microplaca x 96 microcavidades autoquebréveis,
sensibilizadas com anticorpos monoclonais anti-HBe. Manter as
microcavidades ndo utilizadas entre 2° e 8°C, na embalagem pldstica
fornecida e devidamente selada.

2 - Controle Negativo - 1 frasco x 3 ml — matriz sérica, negativo para
todos os marcadores de Hepatite B, anti-HIV e anti-HCV. Pronto para uso.
Conservante: neomicina.

3 — Controle Positivo HBeAg - 1 frasco x 1 ml — matriz sérica, positivo
para HBeAg, negativo para HBsAg, anti-HIV e anti-HCV. Pronto para uso.
Conservante: neomicina.

4 — Controle Positivo HBeAb - 1 frasco x 1 ml — matriz sérica, positivo
para HBeAb, negativo para HBsAg, anti-HIV e anti-HCV. Pronto para uso.
Conservante: neomicina.

5 - Solucao Neutralizante (HBeAg) - 1 frasco liofilizado — contém
HBeAg e BSA, liofilizado. Reconstituir a solugdo neutralizante
adicionando ao frasco 5 ml de diluente do neutralizante fornecido no Kkit.



ApOs reconstituicdo, armazenar por 1 semana a 2-8°C, para periodos longos
congelar a -20°C em aliquotas. Conservante: neomicina.

6 - Diluente neutralizante - 1 frasco x 5 ml — contém Tampao Tris-HCI,
BSA e estabilizadores. Pronto para uso. Conservante: neomicina.

7 - Conjugado enzimatico: 1 frasco x 14ml — IgG monoclonal anti-HBe
conjugado com peroxidase de rdbano (HRPO), em TRIS-HCI, BSA e

estabilizadores. Pronto para uso. Conservante: Neomicina.

3.2 Reagentes comuns para Kkits da linha Hepatite B

8 - Solucao de Lavagem (Concentrada) - 1 frasco x 50ml - PBS e Tween
20. Conservante: Mertiolato (<0.05%). Dilua o frasco em 500ml de dgua
destilada. Armazenar a soluc¢do diluida entre 2° e 8°C por 30 dias. Na
presenga de cristais insoldveis, ressuspender a solu¢@o colocando o frasco a
37°C por alguns minutos.

9a — Cromégeno - 1 frasco x 15 ml — Tetrametilbenzidina (TMB) em tampao em
citrato fosfato e DMSO. Liquido.

9b - Tampao substrato - 1 frasco x 15 ml — Tampdo citrato fosfato e HyO, . Liquido.

Nota: Para obter a solugc@o substrato, misture volumes iguais de cromdgeno com
tampdo substrato usando um frasco escuro e extremamente limpo. Evite exposicdo de
luz e use em no maximo 1 hora.

10 - Reagente bloqueador - 1 frasco x 14ml de 4cido sulftirico IN (H,SO4 1N) Pronto
para uso.

— Adesivo para selagem das microplacas

— Saco plastico

4. MATERIAL NECESSARIO MAS NAO FORNECIDO

Teste Manual

- Micropipetas automdticas ajustdveis com ponteiras descartdveis.

— Incubador ajustdvel em 37°C + 2°C.

— Provetas graduadas para dilui¢do dos reagentes.

— Bomba de aspiracdo ou lavadora de microplacas automatizado.

— Espectrofotdmetro para microplacas capaz de medir absorbancias entre 0-3.0 dentro
de um intervalo de comprimentos de onda 450 nm e 405 nm.

— H,0 destilado.



Teste automatico

- Este teste pode ser usado em equipamento automatico para kits ELISA em microplaca.
- Garantimos suas aplicacdes em equipamentos automaticos RADIM e/ou SEAC.

- Caso ndo seja utilizado um equipamento automético para microplaca que nio seja
RADIM ou SEAC, é de inteira responsabilidade do usudrio certificar-se que foi
apropriadamente testado para os kits ELISA.

5. ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

Para obter resultados corretos e reproduziveis, as seguintes regras devem ser

observadas:
e N3ao misturar reagentes especificos (ver 3.1) de lotes diferentes.
® E possivel misturar os reagentes comuns (ver item 3.2) de lotes diferentes.
e Nao usar reagentes ap6s a sua data de validade.
e Naio armazenar ou deixar os reagentes e amostras em temperaturas altas ou em

areas de possivel contaminacao.
Usar os artigos de laboratério em vidro totalmente limpo, isentos de
contaminagd@o por fons metdlicos ou substancias oxidantes.
Usar dgua destilada, armazenada em recipientes totalmente limpos.
Evite qualquer contaminacdo entre as amostras; para esta finalidade devem ser
utilizadas ponteiras descartdveis para cada amostra e cada reagente.
Nao modificar de nenhum modo o “Procedimento de Ensaio”. Se vocé nio
respeitar:

- Sequéncia e a quantidade de reagente adicionado

- Tempos de incubagdo e temperatura

podem ocorrer resultados clinicos incorretos.
Reconstituir reagentes liofilizados, se presentes, conforme descrito nos
receptivos rétulos. Qualquer desvio no uso dos reagentes ou volumes errados
pode afetar a confiabilidade dos resultados obtidos.
No caso de procedimento manual, é importante usar pipetas calibradas e possuir
os manuais técnicos adequados. E de importancia primordial uma boa precisio
para a preparacdo e dispensacdo dos reagentes. Assegurar-se que todos os
equipamentos usados estdo em perfeitas condi¢cdes de operagdo, que tenham sido
corretamente calibrados e tenham sido submetidos a uma manutencao rotineira.
Assegurar-se de que a bomba de aspiragdo ou dispositivo de lavagem de
microcavidades automatizadas esteja em perfeitas condi¢cdes de operagdo. O
enxdgue inadequado das microcavidades pode causar classificagdes incorretas
das amostras. Assegurar-se que todos os equipamentos usados estejam em
perfeitas condicdes de operacgao.
Assegurar-se de que o espectrofotdmetro para microplaca estd em perfeitas
condicdes de operacdo. O uso de espectofotdmetro descalibrado ou com filtros
sujos pode causar uma leitura incorreta com conseqiiente classificacio incorreta
de amostras. Assegurar-se de que todos os equipamentos usados estio em
perfeitas condicdes de operacao
Assegurar-se de que a incubadora a seco (se necessirio) esteja em perfeitas
condicdes de operagdo. Uma temperatura de incubagdo diferente de 37 + 2°C
pode causar perda de sensibilidade e/ou desnaturagdo bioldgica (amostras e/ou



reagentes). Assegurar-se de que o equipamento usado estd em perfeitas
condicdes de operacdo e que ¢é verificada periodicamente a temperatura
registrada.

e Assegurar-se de que a agitadora de microplaca (se necessdrio) esteja em
perfeitas condicdes de operacdo. Uma agitacdo incorreta pode causar
classificagdes erradas de amostras.

e Assegurar-se de que todos os equipamentos usados para armazenagem das
amostras e/ou do sistema estejam em perfeitas condigdes de operagdo. A
armazenagem em temperatura diferente da especificada pode causar
desnaturacdo bioldgica do material (amostras e/ou reagentes). Assegurar-se de
que o equipamento usado esteja em perfeitas condi¢des de operagdo e que seja
verificado periodicamente com registro de temperatura.

e Utilizar um método adequado para identificagio correta das amostras de
pacientes. Uma identificacdo incorreta pode causar perda de especificidade do
sistema e resultados clinicos errdneos.

Para evitar contaminagdo pessoal e ambiental, as seguintes precaugdes devem ser
observadas:

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

e Naio pipetar reagentes com a boca.
e Naio fumar, beber, comer ou aplicar cosméticos durante a realizacdo do teste.

¢ O Cromégeno 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 dgua corrente.

e Todos os materiais de origem humana utilizados para a preparacdo 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 biol6gico
utilizados para o teste devem ser considerados potencialmente infectantes.

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

o De acordo com a legislacdo italiana D.L. nr. 22 datada de 05/02/97, em
conformidade com as Diretrizes 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 s@o considerados como
material de descarte especial bioperigosos (Classificagdo Européia cédigo
180103). Desta forma, devem ser eliminados delegando a tarefa a empresas
especializadas, qualificados para a coleta e descarte de dejetos.



6. COLETA E PREPARACAO DE AMOSTRAS

O teste pode ser realizado em amostras de soro ou plasma. Amostras altamente
lip€micas ou hemolisadas devem ser descartadas. Manter as amostras devidamente
armazenadas entre 2 a 8°C por 7 dias; 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 teste; assegurar-se de que as amostras estejam sempre
perfeitamente limpidas antes do uso. Devem ser evitados o congelamento e
descongelamento repetitivo das amostras.

7a. PROCEDIMENTO DE ENSAIO (HBeAg)*

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

7a.1 Preparar as microcavidades para o ensaio. O controle negativo deve ser incluido
em quadruplicata e o controle positivo e o “blank” em duplicata, uma vez para cada

amostra.

7a.2 Pipetar 100 pl de Controle negativo, controle positivo e amostras dentro das
respectivas microcavidades.

7a.3 Pipetar 100 pl de conjugado enzimatico dentro da microcavidades, com excecdo
do “blank”.

7a.4 Cobrir a microplaca com o adesivo para selagem e homogeneizar delicadamente.
7a.5 Incubar as microcavidades por 3 horas + 10 minutos a 37 + 2°C.

7a.6 Remover o adesivo para selagem e aspirar cuidadosamente a mistura incubada de
todas as microcavidades.

7a.7 Lavar as microcavidades 4 vezes com 350 pl de solucdo de lavagem diluida.
Aspirar todos os liquidos das microcavidades.

7a.8  Pipetar 200 pl de solugdo substrato preparada (ver pardgrafo reagente) em todas
as microcavidades.

7a.9 Incubar por 20 + 2 minutos a 37+2°C protegendo da incidéncia de luz direta.
7a.10 Pipetar 100 pl de reagente bloqueador em todas as microcavidades.

7a.11 Ler a absorbancia das microcavidades, com um espectrofotdmetro bicromadtico a
450 nm, com comprimento de onda de referéncia a 620 nm (ajustar o equipamento no
zero com a microcavidades Blank). No caso de overflow dos valores de absorbancia, ler
a 405 nm. As leituras devem ser completadas no espago de tempo de 15 minutos apds o
término do ensaio.



7b. PROCEDIMENTO DE ENSAIO (anti-HBe)*

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

7b.1 Preparar as microcavidades para o ensaio. O controle negativo deve ser incluido
em quadruplicata e o controle positivo e o “blank” em duplicata, uma vez para cada

amostra.

7b.2  Pipetar 50 pl de Controle negativo, controle positivo e amostras dentro das
respectivas microcavidades.

7b.3 Pipetar 50 ul de Solugdo neutralizante em todos as microcavidadees, com excecao
do “blank”.

7b.4 Pipetar 100 pl de conjugado enzimdtico dentro da microcavidades, com excecdo
do “blank”.

7a.5 Cobrir a microplaca com o adesivo para selagem e homogeneizar delicadamente.
7a.6 Incubar as microcavidades por 3 horas + 10 minutos a 37 + 2°C.

7a.7 Remover o adesivo para selagem e aspirar cuidadosamente a mistura incubada de
todas as microcavidades.

7a.8 Lavar as microcavidades 4 vezes com 350 pl de solucdo de lavagem diluida.
Aspirar todos os liquidos das microcavidades.

7a.9  Pipetar 200 pl de solugdo substrato preparada (ver pardgrafo reagente) em todas
as microcavidades.

7a.10 Incubar por 20 + 2 minutos a 37+2°C protegendo da incidéncia de luz direta.
7a.11 Pipetar 100 pl de reagente bloqueador em todas as microcavidades.

7a.12 Ler a absorbancia das microcavidades, com um espectrofotdmetro bicromatico a
450 nm, com comprimento de onda de referéncia a 620 nm (ajustar o equipamento no
zero com a microcavidades Blank). No caso de overflow dos valores de absorbéncia, ler
a 405 nm. As leituras devem ser completadas no espago de tempo de 15 minutos apds o
término do ensaio.

* Ao utilizar os equipamentos RADIM e/ou SEAC, consultar o respectivo Manual do
Usudrio.



8a. ESQUEMA DE ENSAIO

Ver ao final das instrug¢des de uso.

9a. CALCULO DOS RESULTADOS (HBeAg)*

Absorbancia Média do Controle Negativo: calcular a média das absorbancias dos
controles negativos. O teste deve ser considerado valido se a média das D.O. for menor
que 0,050.

Absorbancia Média do Controle Positivo: calcular a média das absorbancias dos
controles positivos. O teste deve ser considerado valido se a média das D.O. for maior
que 0,800.

Valor “cut-off”’: Absorbancia Média do Controle Negativo + 0,100

Quando usar o equipamento RADIM e/ou SEAC, a leitura do espectrofotometro serd
realizada automaticamente em 3 diferentes comprimentos de onda: 450, 405 e 620nm
permitindo uma ampla faixa de leitura.

9a.1 EXEMPLO DE CALCULO

Os valores a seguir devem ser considerados apenas como um exemplo e nao devem ser
utilizados ao invés dos dados experimentais.

Controles negativos: (0.015 + 0.018 + 0.020 + 0.019): 4 = 0.018 (Controle Negativo
Médio) (<0.050)

Controles positivos: (1.480 + 1.500):2 = 1.490 (Controle Positivo Médio) (>0.800).
O teste deve ser considerado valido.

Valor “cut-off’: 0.018 + 0.100 =0.118

9a.2 INTERPRETACAO DE RESULTADOS

As amostras com uma absorbancia maior que o valor “cut-off” devem ser consideradas
reativas para o HBeAg. As amostras com uma absorbancia menor que o valor “cut-off”
devem ser consideradas ndo reativas para HBeAg.

Uma amostra reagente no primeiro ensaio, deve ser retestada, e caso o resultado da
amostra ndo seja repetidamente positiva, deve ser considerado negativa para o HBeAg.
Amostras reagentes repetidamente devem ser consideradas positivas para HBeAg. As



amostras com uma absorbancia com taxa de “cut-off” £ 10% (zona cinzenta) devem ser
consideradas questiondveis e serem retestadas.

— Absorbancia menor que o valor “cut-off”’: amostras negativas de HBeAg.

— Absorbancia maior ou igual ao valor "cut-off": amostras positivas de HBeAg.

— Absorbancia com taxa de £ 10% de “cut-off” (zona cinza): amostras questiondveis
para HBeAg.

9b. CALCULO DOS RESULTADOS (anti-HBe)*

Absorbancia Média do Controle Negativo: calcular a média das absorbancias dos
controles negativos. O teste deve ser considerado vélido se a média de absorbancia for
maior que 1.000.

Absorbancia Média do controle positivo: calcular a média das absorbéncias dos
controles positivos. O teste deve ser considerado valido se a relacdo entre a média de
absorbancia do controle negativo e positivo for maior que 10 (MNC/MPC).

Valor “cut-off’: (Média do controle negativo + média de controle positivo):2

Quando usar o equipamento RADIM e/ou SEAC, a leitura do espectrofotometro serd
realizada automaticamente em 3 diferentes comprimentos de onda: 450, 405 e 620nm
permitindo uma ampla faixa de leitura.

9b.1 EXEMPLO DE CALCULO

Os valores a seguir devem ser considerados apenas como um exemplo e nao devem ser
utilizados ao invés dos dados experimentais.

Controles negativos: (1.750 + 1.790 + 1.720 + 1.760): 4 = 1.755 (média do controle
negativo) (>1.00)

Controles positivos: (0.020 + 0.030): 2 = 0.025 (média do controle positivo)
MNC/MPC =70.2 (>10)

O teste deve ser considerado valido.

Valor ““cut-off’: (1.755 + 0.025):2 = 0.890

9b.2 INTERPRETACAO DE RESULTADOS

As amostras com uma absorbadncia superior que o valor “cut-off’ devem ser
consideradas ndo reagente para o anti-HBe. As amostras com uma absorbancia inferior
que o valor “cut-off” devem ser consideradas reagentes para anti-HBe.

As amostras reativas no primeiro ensaio (absorbancia menor que o valor “cut-off”)
devem ser retestadas para confirmacdo. Caso o resultado da amostra ndo seja
repetidamente positiva, deve ser considerado negativa para o anti-HBe. Amostras



reagentes repetidamente devem ser consideradas positivas para anti-HBe. As amostras
com uma absorbancia com taxa de “cut-off” £ 10% (zona cinza) deve ser considerada
questiondvel e ser retestada.

— Absorbancia maior que o valor “cut-off”’: amostras negativas anti-HBe.

— Absorbancia menor ou igual ao valor "cut-off": amostras positivas anti-HBe.

— Absorbancia com taxa de = 10% de “cut-off” (zona cinzenta): amostras
questiondveis para anti-HBe.

NOTA - Critério de validacdo do blank (para os dois procedimentos)
Os requisitos a seguir devem ser atendidos para que os testes sejam validos.
- A absorbancia do “blank” a 450 nm deve ser <0,150.

10. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO

10.1 ESPECIFICIDADE DIAGNOSTICA

A especificidade diagnéstica do método foi avaliado em um grupo de mais de 500
amostras (doadores e pacientes hospitalizados negativos) para HBeAg e anti-HBe, com
resultado de >98%.

10.2 SENSIBILIDADE DIAGNOSTICA
A sensibilidade diagnéstica foi avaliada em mais de 200 amostras positivas para HBeAg
e anti-HBe, com resultado de >98%.

10.3 ESPECIFICIDADE ANALITICA

A especificidade analitica pode ser definida como sendo a habilidade do ensaio em
detectar precisamente o analito especifico na presenca de fatores que potencialmente
interferem na matriz da amostra. Estudos controlados de substancias potencialmente
interferentes mostraram que o desempenho do ensaio ndo foi afetado por
anticoagulantes (EDTA e heparina), ou pela presenca de auto-anticorpos ou viroses
correlatas.

10.4 SENSIBILIDADE ANALITICA

A sensibilidade analitica pode também ser expressa conforme o limite de detec¢do, que
€ a quantidade minima de andlise detectavel especifica pelo ensaio. O limite de deteccdo
calculado pelo painel de referéncia PEI € 0,5 Ul/ml para HBeAg e 0,6 Ul/ml para anti-
HBe.

10.5 PRECISAO

A precisao foi avaliada em equipamento Radim determinando a repetibilidade e a
reprodutibilidade do ensaio (variabilidade de intra e enter-ensaio), de 3 soros em
diferentes concentracdes de HBeAg e anti-HBe. Para transformar o resultado qualitativo
em um parametro quantitativo, as densidades Oticas obtidas para os soros foram
divididos pelo valor cut-off, obtendo-se assim uma média amostra/cut-off (S/CO).




Repetibilidade (Intra-ensaio)

Anti-HBe
a 1,64 + 0,09 5,4 10
b 1,11 + 0,09 7,9 10
c 0,790 + 0,07 9,0 10
HBeAg
a 0,35 + . 13,4 10
b 2,22 + 0,12 5,5 10
c 48,83 + 1,55 3,2 10
Reprodutibilidade (Enter-ensaio)
HBeAg
a 1,2 + 0,08 7,5 10
b 37,02 + 4,62 12,5 10
c 68,04 + 4,68 6,87 10
Anti-HBe
a 0,22 + 0,02 7,87 10
b 0,80 + 0,10 12,2 10
c 1,75 + 0,18 10,6 10

11. LIMITES DO ENSAIO

Os resultados do ensaio devem ser interpretados cuidadosamente e confirmados por

avaliac@o clinica e posteriores testes de diagnosticos.
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ESQUEMA DO ENSAIO (HBeAg)

Microcavidades Blank | Controle Controle Amostras
Negativo Positivo
Controle negativo | ----—- 100 | - | -
Controle Positivo [ - | ---ee- 100l | -----
Amostras | - | e | e 100 pl
Conjugado enzimdtico | ----- 100 pl 100 pl 100 pl
— Incubacgdo: 37£2°C, 3h£10’
— Aspirar e lavar: 4 x 350 pl.
| Solugio substrato [200 ul | 200 pl | 200 ul |  200ul |
— Incubagdo: 37£2°C, 20°+2’
| Reagente bloqueador [ 100 1| 100 ul | 100 pl | 100ul |

— Leitura: 450 - 405 nm.

ESQUEMA DO ENSAIO (anti-HBe)

Microcavidades | Blank | Controle Controle Positivo Amostras
Negativo

Controle negativo | ----—- Opul | - | -
Controle Positivo | - |  ---—-- s0pl | -
Amostras | —e= | e | e 50 ul
Solu¢éo neutralizante | ----- 50 ul 50 ul 50 ul
Conjugado enzimdtico | ---—- 100 pl 100 pl 100 pl
— Incubagio: 37+2°C, 3h+10’

— Aspirar e lavar: 4 x 350 pl.

| Solugiio substrato [200 ul | 200 pl | 200 ul | 200pul
— Incubagdo: 37£2°C, 20°+2’

| Reagente bloqueador [100ul| 100 pl | 100 ul | 100 ul

—  Leitura: 450 - 405 nm.
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