INSTRUCOES DE UsO - TOXOPLASMOSE 1IGG

I Teste de ELISA para deteccao de Toxoplasma gondii1gG — TG43 I

Teste de ELISA para determinacao quantitativa de anticorpos IgG contra 7oxoplasma
gondjiem soro ou plasma humano.

Kit suficiente para 96 testes

SUMARIO

O Toxoplasma gondii é um parasita protozoario intracelular obrigatdrio,
provavelmente capaz de infectar todas as espécies de mamiferos, inclusive o0 homem.
A deteccdo de anticorpos IgG contra o T. gondii € particularmente Util no diagndstico
de infeccGes cronicas de individuos em “risco”, associados a AIDS, transplante de
orgdos e gravidez. A toxoplasmose adquirida é geralmente assintomatica e benigna.
No entanto, em mulheres gravidas a infecgdo adquire um significado especial, pois o
parasita pode atingir a circulagdo fetal por via placentaria e causar a toxoplasmose
congénita. Em varios estudos tém-se demonstrado que o risco € mais alto e mais
grave se a infeccdo ocorrer no primeiro trimestre da gravidez. As conseqiiéncias da
toxoplasmose congénita variam desde o aborto esponténeo e parto prematuro, até
sintomas neuroldgicos e complicacdes oculares. As criancas com toxoplasmose
congénita também podem permanecer assintomaticas durante varias semanas apds o
nascimento.

Ensaios altamente especificos para IgG anti-Toxoplasma ddo ao clinico um teste
confidvel para o monitoramento do risco de infecgGes na gravidez.

PRINCIPIO

Microplacas sdo recobertas com antigenos do 7. gondii inativados, que na 1°
incubagdo “capturam” especificamente as IgG presentes na amostra diluida.

Apbs lavar todos os outros componentes da amostra, na 2° incubagdo as IgG anti-
7. gondii ligadas s3ao detectadas pela adicdo de anticorpos anti-IgG humanas,
marcados com peroxidase.

A enzima capturada na fase sdlida, agindo na mistura de substrato/cromdgeno, gera
um sinal dtico proporcional a quantidade de anticorpos IgG anti- 7. gondi presentes
na amostra.

Tempo de Incubagao: 2 horas e 20 minutos

COMPONENTES DO KIT

e  Reagentes suficientes para 96 determinagoes.

e  Conservar entre 2 a 8°C.

1. MICROPLACA: 1 placa com 12 tiras com 8 pocinhos recobertos com
antigenos do 7. gondii.
Pronta para uso

2. DILUENTE DA AMOSTRA*: 100 mL, solugdo protéica tamponada com
conservantes.
Pronto para uso.
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3. PADROES DA CURVA*: Soro humano, diluido em solucdo protéica
tamponada, contendo anticorpos 1gG especificos para 7. gondiinas
concentrages:

PADRAO A: 0 UI/ml: 2 mL
PADRAO B: 10 UI/mL: 2 mL
PADRAO C: 20 UI/mL: 2 mL
PADRAO D: 50 UI/mL: 2 mL
PADRAO E: 100 UI/mL: 2 mL
PADRAO F: 200 UI/mL: 2 mL
Prontos para uso

NOTA IMPORTANTE:

Devido a padronizagdo da curva de calibragdo deste kit em concordancia a “22
PREPARACAO INTERNATIONAL (1980)" da WHO para Toxoplasma gondii, resultados
diferentes serdo obtidos quando comparados diretamente com outros kits que tenham
utilizado a "33 PREPARAGAO INTERNATIONAL (1994)".

Para maiores esclarecimentos consultar:

www.who.int/bioloaicas/

4, SOLUGCAO DE LAVAGEM**: 60 mL, solucio tampdo com conservantes.
Preparo: Diluir 1 parte da solugdo concentrada para 19 partes (1+19) de
agua deionizada (exemplo: 10 mL+190 mL); volume total de 1200 mL.
Cristais na solugdo concentrada desaparecerdao apds aquecimento
em banho-maria a 37° C. Concentrada 20x

5. CONJUGADO***; (0,750 mL, anticorpo anti-IgG humano marcado com
peroxidase, em solugdo tampdo com estabilizantes e conservantes.
Preparo: Para obter o conjugado diluido, diluir 1 parte do mesmo para 19
partes (1+19) de diluente do conjugado (exemplo: 1 mL + 19 mL). Preparar
somente a quantidade a ser utilizada. Agitar em vortex antes do uso.
Concentrado 20x

6. DILUENTE DO CONJUGADO***: 15 mL, solugdo protéica tamponada
com conservantes.
Pronto para uso.

7. SUBSTRATO: 12 mL, solugdo tamponada de tetrametilbenzidina (TMB)
estabilizada contendo perdxido de hidrogénio (H,0,).
Pronto para uso

8. SOLUGAO DE PARADA: 15 mL, Solucdo de H,SO, 0,3 M.
Pronta para uso

9. FOLHAS ADESIVAS: 2 unidades

10. MANUAL DE INSTRU(;()ES DE USO
* Contém 0,1% de azida sddica e 0,1% de Kathon GC
** Contém 0,1% de timerosal

*** Contém 0,2% de gentamicina e 0,1% de Kathon GC
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ESTABILIDADE E ARMAZENAMENTO

>  Os reagentes e a microplaca, na embalagem original inviolada, sdo estaveis até a
data de validade, determinada na etiqueta, se conservados entre 2 a 8 °C.

> Manter as tiras da microplaca ndo utilizadas na embalagem original fechada,
protegidas da umidade e da luz (com o dessecante e lacrada). Depois de aberta
estdvel por 4 semanas respeitadas as condigdes recomendadas de
armazenamento.

> A solugdo de lavagem diluida é estével por uma semana se conservada de 2 a 8
°C.

> O conjugado diluido ndo é estavel: diluir apenas o volume necessario a
realizagdo do ensaio.

IMPORTANTE

1. Ndo usar reagentes apds o vencimento.

2. No procedimento de lavagem usar somente a SOLUCAO DE LAVAGEM 20X

fornecida no kit e seguir cuidadosamente as recomendagdes da secdo INSTRUCOES

DE LAVAGEM.

MATERIAL NAO INCLUSO NO KIT

e  Micropipetas calibradas para 10, 100 e 1000 uL. Respectivas ponteiras
descartaveis

Misturador tipo vortex e papel absorvente.

Agua Tipo I (deionizada)

Cronoémetro

Sistema de lavagem de placas manual ou automatico com capacidade para
300uL

e  Leitor de ELISA fotométrico com filtros a 450 nm e 620-630 nm

PRECAUGOES DE USO
Somente para o uso em diagnéstico /in vitro.

“MATERIAIS POTENCIALMENTE INFECCIOSOS"”
- Os controles, contendo componentes de natureza humana, foram testados e
determinados como ndo-reativos para os anticorpos contra HCV e HIV. Apesar disto,
ndo ha nenhum método de teste que possa oferecer completa confiabilidade para
auséncia do virus do HIV e da Hepatite B ou de outros agentes infecciosos. Portanto,
estes reagentes devem ser manipulados como materiais potencialmente infecciosos,
conforme Procedimentos de manipulagdo de Amostras Biolégicas do Laboratério de
Andlises.
- Nao devem ser utilizados componentes de diferentes lotes ou reagentes de outros
fabricantes. Evitar contaminacdo cruzada de reagentes e amostras.
- Os restos de amostras, reagentes e liquido de descarte devem ser descontaminados
com solugdo desinfetante, tal como hipoclorito de sédio 5%, antes de serem
desprezados. Apds procedimento de desinfeccdo, desprezar em pia com agua em
abundancia.
- Resultados étimos sdo obtidos através de rigorosa realizagdo do teste conforme
instrugdes dadas. Pipetagem precisa, incubagdo respeitando os limites de tempo e
temperatura requerida é fundamental para o sucesso do teste.
- Para descartar os reagentes e o material bioldgico sugerimos aplicar as normas
locais, estaduais e federais de protegdo ambiental. Maiores informagdes, consultar as
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FISPQ's dos produtos obtidas pelo e-mail btibiotec@biotec.com.br ou pelo telefone
(11) 5093.2288.

COLETAE PREPARACRO DA AMOSTRA

> Coletar as amostras de sangue e processa-las imediatamente para obtencdo de
soros ou plasmas sem hemolise.

> Evitar o uso de soros ou plasmas hemolisados, ictéricos ou lipémicos.

>  As amostras devem ser refrigeradas de +2 a +8°C por até 7 dias, ou congeladas
a -20°C por até 6 meses. Evitar congelar e descongelar mais de uma vez, pois as
IgG podem ser danificadas.

PREPARAGAO DO TESTE

1. Antes da realizacdo do teste, estabilizar todos os reagentes e amostras a
temperatura ambiente (+20 a +25°C), e homogeneizar suavemente.

2. Diluir cada amostra de soro/plasma a ser testado com diluente da amostra, na
proporcdo de 1+101 (exemplo: 10 uL de amostra + 1 mL de diluente),
homogeneizando bem, sem provocar a formagao de espuma. Os padroes da curva
sdo prontos para uso.

3. Montar protocolo de identificagdo e orientagdo de aplicagdo das amostras e
controles na placa onde sera realizada a analise.

4. Deixar que a placa atinja a temperatura ambiente antes de abrir a embalagem.
Separar somente as tiras necessarias a realizagdo do teste, mantendo as restantes na
embalagem plastica com dessecante, retirando o ar e fechando a embalagem
hermeticamente.

Método Quantitativo
Seguir a orientacdo abaixo para dispensar os padrdes da curva SEMPRE EM
DUPLICATA, reservar dois pogos para o branco:
Reagente | Posicao
Branco Al, B1
A C1,D1
B E1, F1
C G1l, H1
D A2, B2
E
F
A

C2, D2
E2, F2
mostras a partir de G2

Método Qualitativo
Sugerimos a orientagdo para dispensar os seguintes padroes SEMPRE EM
DUPLICATA, reservar um pogo para o branco:

Reagente Posicdo
Branco Al
A B1, C1
B D1, El
F Fl
Amostras a partir de G1
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6. Preparar a solugdo de lavagem diluida adicionando 60 mL da solugdo 20x
concentrada a 1140 mL de 4gua destilada ou deionizada, para um volume total de
1200 mL (ou volume menor, sempre na propor¢do de 1+19). Armazenar a
temperatura ambiente.

7. Diluir o CONJUGADO 20X na proporcdo de 1419 usando o diluente do
conjugado(exemplo: para um volume final de 1 mL misturar 50pL de conjugado 20X
em 950uL de diluente de conjugado) . Preparar somente a quantidade a ser utilizada,
pois a solugdo ndo €é estavel por longo periodo. Agitar em vortex antes do uso.

INSTRUGOES DE LAVAGEM

Um bom procedimento de lavagem é essencial para obter-se dado analitico correto e
preciso.

Recomendamos a utilizagdo de uma lavadora de micorplacas de ELISA de boa
qualidade, mantida no mais alto grau de performance de lavagem. Geralmente, 4-5
ciclos de lavagem sdo suficientes para evitar reages falso-positivas e coloragdo de
fundo.

No caso de lavagem manual, sugerimos a realizacao de 5 ciclos, dispensando 300
uL/poco e aspirando o liquido 5 vezes.

Em qualquer um dos casos, o liquido aspirado tem que ser tratado com solugdo de
hipoclorito de sddio a 5 % por 24 horas anterior ao descarte.

REALIZAGCAO DO TESTE

1. Dispensar nos pocinhos apropriados, conforme protocolo de aplicagdo das
amostras, montado pelo manipulador da analise no Laboratdrio de Analises Clinicas,
100 pL de cada padrdo da curva e de cada amostra (sempre em duplicata), nos
respectivos pocinhos das tiras. Deixar o pocinho Al vazio para o branco. Atencdo:
cobrir com folha adesiva e incubar por 1 hora a 37 °C.

2. Aspirar o conteudo de todos os pocinhos e lavar 4 a 5 vezes com 300 pL da
solucdo de lavagem diluida. Esta etapa deve ser realizada adequadamente, para
garantir resultados confidveis e precisos. Remover o fluido restante batendo
vigorosamente a placa invertida sobre folhas de papel absorvente.

3. Dispensar 100 uL da solugdo de conjugado diluida em cada pocinho, exceto no
pocinho A1l do branco. Atengdo: Cobrir com a folha adesiva e incubar por 1 hora
a 37°C.

4. Aspirar o contetdo de todos os pocinhos e lavar 4 a 5 vezes com 300 pL da
solucdo de lavagem diluida. Esta etapa deve ser realizada adequadamente, para
garantir resultados confiaveis e precisos. Remover o fluido restante batendo
vigorosamente a placa invertida sobre folhas de papel absorvente.

5. Dispensar 100 pL do cromdgeno/substrato em todos os pocinhos inclusive no
branco. Cobrir novamente e incubar por exatamente 20 minutos a temperatura
ambiente (+20 a +25°C), ao abrigo da luz.

IMPORTANTE: Amostras altamente positivas podem causar precipitagao
escura gue ndo interfere no resultado do teste.

6. Adicionar 100 uL da solugdo de parada a todos os pocinhos (inclusive no branco),
para interromper a reacgao.
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7. Ler a absorbancia a 450 nm com o leitor de ELISA dentro de no maximo 30
minutos. Usar o pocinho A1l como “branco” para zerar o aparelho ou, quando isso ndo
for possivel, descontar o valor do “branco” de todos os valores medidos.

CONTROLE DE QUALIDADE
O teste executado é considerado valido desde que os seguintes critérios sejam
observados:

D0O450 nm do Branco < 0,100

Depois de descontado o branco, o valor médio da DO450 nm do < 0,200
Padrao A (0 UI/mL)

Depois de descontado o branco, o valor médio da DO450 nm do > 1,000
Padrao F (200 UI/mL)

Depois de descontado o branco, o valor médio da DO450 nm do > Padrdo A +
Padrao B (10 UI/mL) 0,100

CALCULO DOS RESULTADOS

Quando nao for possivel zerar o aparelho, descontar o valor da Absorbancia do branco
das demais Absorbancias obtidas.

Calcular o valor médio dos padrGes da curvas usando a formula a seguir:

yup - (AbsL+ Abs2)

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Método quantitativo

Para obter resultados quantitativos em UI/mL, fazer um grafico com os valores de
Absorbancia dos padrdes (eixo vertical Y) contra a concentragdo correspondente (eixo
horizontal X). Estabeleca a Curva Padrdo através do ajuste da curva utilizando um
programa estatistico qualificado ou papel milimetrdo.

Os resultados em UI/mL para cada amostra sdo obtidos pela projecdo da respectiva
absorbancia média sobre a Curva Padrdo.

Para monitoramento da gravidez e de outros individuos em risco o Cut Off (CO)
considerado é de 10 UI/mL (Padréo B). Assim:

Valores (médios) de Absorbancia dos soros acima de 10 UI/mL. | POSITIVO

Valores (médios) de Absorbancia dos soros abaxio de 10 UI/mL. | NEGATIVO

IMPORTANTE: Amostras muito reativas que apresentarem absorbancias superiores
ao ultimo ponto da Curva Padrdo devem ser determinados como: > 200 UI/mL.

Método qualitativo

Para obter resultados qualitativos, calcular a razdo (VM/CO) entre a absorbancia
média de cada amostra (VM) e o valor do cutoff (CO).

A interpretagdo dos resultados € realizada de acordo com a seguinte tabela:
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VM/CO Interpretacdo
<09 Negativo
09-1,1 Indeterminado
>1,1 Positivo

No caso de indeterminacdo repetir o teste posteriormente, em 2 a 4 semanas, com
novas amostras.

LIMITA(,'6ES DO TESTE

O resultado do teste obtido utilizando este kit serve apenas como auxiliar ao
diagndstico clinico e deve ser interpretado associando-se as historias clinicas dos
pacientes, achados clinicos e outros procedimentos de diagnéstico.

Cada laboratdrio deve estabelecer seus proprios critérios para interpretacdo dos
testes, baseando-se na populacao em estudo.

Amostras lipémicas, ictéricas e hemolizadas podem causar resultados erroneos,
portanto, ndo devem ser utilizadas.

PERFORMANCES

Sensibilidade

A sensibilidade do ensaio foi calculada usando um painel de amostras positivas,
testadas com um kit comercial de referéncia, e sob o Padrdo Internacional da WHO
para IgG e IgM de Toxoplasma gondii. O teste apresenta uma sensibilidade de
aproximadamente 10 UI/mL e um valor correlato maior de 98%.

Especificidade

A especificidade do ensaio foi calculada usando um painel de amostras negativas de
soro e plasma testados com um kit comercial de referéncia. O teste apresenta
sensibilidade maior de 99%.

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do ensaio foi calculada usando os controles 0 e 200 UI/mL
testados em réplicas em diferentes dias. Um coeficiente de variagdo entre 4-12% foi
obtido dependendo dos valores de OD 450nm.

NOTA IMPORTANTE:

Devido a padronizagdo da curva de calibragdo deste kit em concordancia a 22
PREPARACAO INTERNATIONAL (1980)” da WHO para Toxoplasma gondii,
resultados diferentes serdo obtidos quando comparados diretamente com outros
kits que tenham utilizado a “32 PREPARACAO INTERNATIONAL (1994)".

Para maiores esclarecimentos consultar:

www.who.int/biologicals
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