Anti-HCV ELISA 3?2 geragéo
SD HCV ELISA 3.0
Manual de Instrugéo

Explicacédo do teste

SD HCV ELISA 3.0 contem um microplaca, pré-revestida com os
antigenos recombinantes de HCV (Core, NS3, NS4 e NS5) nos pogos.
Durante a primeira incubagéo, anticorpos anti-HCV presentes no soro do
paciente sdo ligados aos antigenos recombinantes presentes nos pogos
da microplaca. Depois desta incubagdo, todo material ndo ligado é
removido por lavagem e aspiragdo. Entdo, o conjugado enzimatico é
ligado ao anti-HCV do paciente. Depois desta etapa de incubagéo, todo
material ndo ligado é removido por lavagem e aspiragdo. A atividade
enzimatica residual encontrada nos pogos é diretamente proporcional a
concentragao de anticorpos anti-HCV presentes na amostra do paciente,
e é evidenciada através da incubagédo da fase solida com o substrato
TMB. A leitura colorimétrica se da através de espectrofotdmetro a 450
nm. SD HCV ELISA 3.0 é um teste imunoenzimatico de sanduiche
indireto para detecgédo qualitativa de anticorpos contra HCV. Este teste
destina-se ao uso profissional e deve ser utilizado como recurso auxiliar
no diagnéstico da hepatite C.

Materiais fornecidos

Substrato TMB B Tetrametilbenzidina | 1 frasco | 1 frasco
e 4cido | com 10 ml com 50 ml
hidrocloridrico.
Antes de usar,
diluir 1:1 com o

substrato TMB A.
Solugéo de | Tween 20 e |1 frasco | 1 frascos
lavagem 20 X | PROCLIN 300 | com 50 ml com 100 ml
concentrada 0,05% como

conservante. Diluir
50 ml da solugéo
concentrada em 1
litro de agua
destilada antes de
usar. Havendo
cirstais na solugao,
re-suspender a
mesma a 37 graus
C por alguns

Material/Reagente | Descrigao Kit para 96T | Kit para

480T

Microplaca 96 pogos | 1 placa 5 placas
sensibilizada sensibilizados com
antigeno
recombinante HCV
core, NS3, NS4 e
NS5. Selada em
envelope
aluminizado.

Conjugado Anti-lgG  humano | 1 frasco | 1 frasco
enzimatico conjugado a | com20 ml com 100 ml
HRPO. Contém
PROCLIN 300
0,05% como
conservante.
Pronto para uso.

Diluente de | Tampéao fosfatado, | 1 frasco | 1 frasco
amostra soro  bovino e | com20ml com 100 ml
estabilizadores.
Contém PROCLIN
300 0,05% como
conservante.

Controle positivo Soro humano anti- | 1 frasco | 1 frasco
HCV positivo. | com 0,5 ml com 2 ml
Contém PROCLIN
300 0,05% como
conservante.

Controle negativo Soro humano anti- | 1 frasco | 1 frasco
HCV negativo. | com 0,5 ml com 2 ml
Contém PROCLIN
300 0,05% como
conservante.

Substrato TMB A Acetato de sodio, | 1 frasco | 1 frasco
peroxido de | com 10 ml com 50 ml
hidrogénio e
gentamicina. Antes
de usar, diluir 1:1
com o substrato
TMB B.

minutos.
Solugéo de | Acido sulfurico 1,0 | 1 frasco | 1 frasco
parada N com 20 ml com 100 ml
Adesivo  selador
para placa
Instrugdes de uso
Precaugoes
Para obter resultados reproduziveis, as regras abaixo devem ser
seguidas:

- Apenas para uso diagndstico in vitro;

- Nao misturar reagentes de diferentes lotes;

- Utilize oculos de protegdo, a fim de evitar contaminagdo por ions
metdlicos e substancias oxidativas;

- Utilize luvas descartaveis durante todo o ensaio e enquanto manuseia
sustancias potencialmente infectantes;

- O substrato e solugédo de parada devem ser manuseados com cuidado.
Evite contato com a pele, olhos e membranas mucosas. Em caso de
acidente, lave com agua corrente em abundancia.

Coleta e armazenagem das amostras

- Colete o sangue total por venipungao utilizando anticoagulante;

- Centrifugue o sangue total para obter amostras de soro ou plasma;

- Se a amostra nao for imediatamente testada, ela deve ser armazenada
entre 2 a 8 graus Celsius. Para periodos de armazenagem superior a
trés dias, o congelamento é recomendado. As amostras devem ser
trazidas a temperatura ambiente antes do uso.

- Amostras com precipitado podem causar resultados inconsistentes.
Estas amostras devem ser clarificadas antes do uso.

Procedimento

- Prepare 3 pogos da microplaca para a realizagdo de controle negativo e
mais dois pogos para a realizagdo de controle positivo. Prepare os pogos
das amostras.

- Pipetar 100 ul de diluente de amostra em cada pogo.

- Adicionar 10 ul de controle negativo em cada um dos 3 pogos
destinados ao controle negativo; 10 ul de controle positivo nos 2 pogos
destinados ao controle positivo e 10 ul de amostra nos pogos destinados
a realizagao dos testes.

- Cubra a microplaca com selo adesivo e homogenize a mesma
gentilmente por 20 a 30 segundos. A homogeniza¢édo é muito importante
para a reprodutibilidade dos resultados.

- Incubar a microplaca a 37 C durante 30 minutos.

- Lavar os pogos 5 vezes com 350 ul de solugdo de lavagem
previamente preparada, deixando que a solugé@o de lavagem permaneca
em contato com os pogos por pelo menos 10 segundos. Aspire bem todo
o conteudo dos pogos.

OBS: a etapa de lavagem é fundamental para o bom desempenho do
teste. Realize cuidadosamente de acordo com as instrugdes acima.

- Pipetar 100 ul de conjugado enzimatico em cada pogo.

- Cobrir a placa com o selo adesivo.

- Incubar a 37 C por 30 minutos.

- Lavar os pogos com solugdo de lavagem previamente preparada por 5
vezes. Adicione 350 ul de solugdo de lavagem, deixe que a mesma
permanega em contato com o pogo por pelo menos 10 segundos e entéo
aspire ao contetido do pogo.

- Adicione 100 ul de solugdo substrato previamente preparada em cada
pogo.

- Incubar os pogos por 10 minutos em temperatura ambiente.

- Pipetar 100 ul de solugdo de parada em cada pogo.

- Ler a absorbancia dos pogos com um espectrofotdmetro bicromatico a
450nm com referéncia 620nm. A leitura deve estar completa até 1 hora
depois do término do ensaio.

Interpretagdo dos resultados

Validacéo do teste

Os valores individuais de absorbancia para os controles podem ser
utilizados se possuirem os seguintes valores:

Controle negativo: o valor deve ser maior ou igual a -0,010 e menor ou
igual a 0,200

Controle positivo: maior ou igual a 1.000,00.

Se uma das absorbancias do controle negativo estiver fora das
especificagdes, este valor ndo deve ser usado para a interpretagdo dos
resultados (rejeitado). Ambos os valores do controle positivo devem estar
dentro das especificagbes. Se os valores nao estiverem dentro das
especificagdes, o teste deve ser refeito.

Avaliagao

Calcular a média de absorbancia dos controles negativos, e entdo
calcular o valor do cut-off adicionando 0,400 a esta média obtida:

A (média dos controles negativos)+0,400= valor cut-off

As amostras entdo devem ser classificadas da seguinte maneira:

Valor ABS amostra menor valor cut-off= anti HCV negativo

Valor ABS amostra maior valor cut-off= anti HCV positivo

Amostras com valores iguais ou semelhantes ao valor do cut-off devem
ser re-testadas em duplicata. Se no re-teste os valores continuarem
iguais ou semelhantes ao cut-off, a amostra devem ser submetida a um
teste confirmatério.

Limitagoes e interferéncias

- O procedimento do teste, precaugdes e interpretagdo dos resultados
devem ser seguidos estritamente como descritos nesta bula.

Amostras

- Amostras contendo azida sédica ndo afetam os resultados.

- Amostras pasteurizadas (ndo menos que 10 horas a 60 graus Celsius)
podem ter suas propriedades diminuidas, ndo devendo ser utilizadas.

- Amostras inativadas (1 hora a 56 graus Celsius) ndo afetam os
resultados dos testes.

- Anticoagulantes como heparina, citrato e EDTA néo interferem nos
resultados dos testes.

- Amostras hemoliticas devem ser centrifugadas antes do uso para evitar
interferéncias por constituintes celulares.

- Fatores reumatéides presentes podem elevar a atividade das amostras.
- Amostras lipémicas e ictéricas ndo afetam os resultados dos testes.



Este teste detecta anticorpos de HCV em soro ou plasma, e deve ser
utilizado como procedimento de triagem.

A falha em adicionar amostras e/ou no procedimento ocasionada por
diversos motivos pode causar resultados falso-negativos. A repetigdo do
teste deve ser considerada quando ha evidéncias clinicas de infecgao.

Armazenagem e estabilidade

Armazenar entre 2 a 8 C. O kit é valido até a data impressa na
embalagem e no rétulo de cada componente quando fechado em sua
embalagem original.

Estabilidade dos reagentes depois de abertos

Reagente Armazenagem Estabilidade
Microplaca Depois de 2a8C 1 més

aberta
Conjugado Depois de 2a8C 3 meses
enzimatico aberto
Conjugado Diluicéo Temperatura 4 horas
preparado 1:101 ambiente
Diluente de Depois de 2a8C 3 meses
amostra aberto
Controle Depois de 2a8C 3 meses
negativo aberto
Controle Depois de 2a8C 3 meses
positivo aberto
Solugéo Diluicéo Temperatura 4 horas
Substrato 1:101 ambiente,
preparada recipiente fechado

e protegido da luz.

Diluente de Depois de 2a8C Data de
Substrato aberto validade
Solugdo de Depois de 2a8C Data de
lavagem conc. aberto validade
Solugéo de Diluigdo 1:20 | 2a8C 3 meses
lavagem Temperatura
reconstituida ambiente 30 dias
Solugao de Depois de Temperatura Data de
parada aberta ambiente validade

Caracteristicas do desempenho.

O teste do SD HCV ELISA 3.0 foi testado com as amostras clinicas
positivas e negativas testadas por um outro kit anti-HCV ELISA terceira
geracdo. Os resultados demonstraram elevado nivel de exatidao.

Referéncia SD HCV ELISA 3.0

Positivo Negativo Resultados
Kit Comercial Positivo 207 1 208
ELISA Negativo 2 498 500
Resultados 209 499 708

¢ Sensibilidade relativa: 99,5%
¢ Especificidade relativa: 99,6%
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POTENCIALMENTE INFECTANTE

CONSERVAR A TEMPERATURA 2°C A 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 contatar a nossa ASSESSORIA CIENTIFICA.

Atendimento ao consumidor - Fone (011)-3871-0095






