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1.

Utilizacao

O ELISA 1gG Europe para B. afzelii+VISE (estirpe PKo) serve de teste de pesquisa (screening test) para comprovagéo
semiquantitativa e qualitativa de anticorpos IgG contra Borrelia burgdorferi no sentido lato, no soro humano, sendo
simultaneamente adequada, através de exame paralelo de pares de soro-liquido, a comprovagao quantitativa de sinteses de
anticorpos IgG e IgM préprios do SNC.

Principio do teste

3.

O anticorpo procurado no soro humano forma juntamente com o antigénio fixado na microplaca um imunocomplexo. As
imunoglobulinas néo ligadas s@o removidas por processos de lavagem. O conjugado enziméatico liga-se a este complexo. Os
imunoglobulinas néo ligados séo novamente removidos por processos de lavagem. Apés a adigcéo do substrato (TMB) é criado
pela actividade enzimatica (peroxidase) um corante azul que ap6s a adi¢cao da solugéo de stop muda para amarelo.

Contelido da embalagem

3.1

Contetdo da embalagem (kit de teste IgG)
1 microplaca, constituida por 96 pocos individuais separéaveis, revestidos com antigénio, liofilizado
Tampé&o de diluigdo PBS (azul, pronto a usar), 2x50ml, pH 7,2, com conservantes e Tween 20
Solugéo de lavagem PBS (20x concentrada) 50 ml, pH 7,2, com conservantes e Tween 20
Controlo negativo de IgG, 2000pl, soro humano com estabilizadores proteicos e conservantes, pronto a usar
Controlo cut-off de IgG, 2000ul, soro humano com estabilizadores proteicos e conservantes, pronto a usar
Controlo positivo de IgG, 2000ul, soro humano com estabilizadores proteicos e conservantes, pronto a usar
Conjugado IgG (anti-humano), 11 ml, conjugado peroxidase de rabano (ovelha ou cabra) com estabilizadores
proteicos e conservantes em tamp&o Tris, pronto a usar
Solugéo substrato TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina), 11ml, pronto a usar

9. Solucao stop citrato, 6ml, contém uma mistura de acidos

N o ok wDdRE

©

3.2 Conteudo da embalagem (IgG Padrdes de liquor)

Padr6es Borrelia ELISA IgG para a quantificagdo de concentrac8es de anticorpos especificos, 4 ampolas de 1000 pl cada,
soro humano com estabilizadores proteicos e conservantes, pronto a usar, 100UMA; 25UMA; 6,2UMA; 1,5UMA (UMA =
unidades de medida aleatorias).

4. Conservacéo e prazo de validade do kit de teste e dos reagentes prontos a usar
Conservar o kit de teste a uma temperatura de 2-8°C. O prazo de validade dos varios componentes € indicado na respectiva
etiqueta, o prazo de validade do kit consta no certificado de controlo de qualidade.
1. Depois de retirar os pocos individuais necessarios, conservar 0s pogos/tiras restantes no saco fechado juntamente com
o dissecador a uma temperatura de 2-8°C. Depois de terem sido usados conservar os reagentes de imediato novamente
a 2-8°C.
2. O conjugado pronto a usar e o substrato TMB s&o sensiveis a luz e devem ser guardados num lugar escuro. Se devido a
incidéncia de luz se verificar uma coloragéo do substrato, este deve ser inutilizado.
3. Retirar apenas a quantidade de conjugado pronto a usar ou de TMB necessaria para a realizagcdo do teste. Uma
eventual demasia de conjugado ou TMB deve ser inutilizada, ndo pode ser novamente guardada.
Material Estado Armazenamento Durabilidade
Amostras DiIu_ido +2 a +8°C max. 6h
N&o diluido +2 a +8°C 1 semana
Controlos Depois de abrir +2 a +8°C 3 meses
+2 a +8° (armazenamento dentro do
Placa de microtitulagao Depois de abrir saco fornecido com saco contendo 3 meses
dissecante)

Absorvente de factor N&o diluido, Depois de abrir +2 a +8°C 3 meses
reumatoide Diluido +2 a +8°C 1 semana
Conjugado Depois de abrir +2 a +8°C (protegido contra a luz) 3 meses

Tetram(?rt;\l/lee)nndma Depois de abrir +2 a +8°C (protegido contra a luz) 3 meses
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Solucao stop Depois de abrir +2 a +8°C 3 meses
Depois de abrir +2 a +8°C 3 meses
Solucéo de lavagem Estado dI|UIS:;:;la| (pronto a +2 2 +25°C 4 semanas
5. Medidas de precaucéo e avisos
1. Como soros de controlo séo usados apenas soros que foram testados e que se revelaram negativos em relacao aos
anticorpos de HIV1, HIV2, HIV3 e ao antigénio de superficie de hepatite B. Mesmo assim, todas as amostras, amostras
diluidas, controlos, conjugados e as microtiras devem ser considerados como material potencialmente infeccioso e
manuseados com o respectivo cuidado necessario. S&o aplicaveis as directivas para trabalhos em laboratorio.
2. Os componentes que contém conservantes bem como a solugéo stop de citrato e a TMB tém um efeito irritante sobre a
pele, os olhos e as mucosas. Em caso de contacto lavar as areas afectadas do corpo imediatamente com agua corrente
e consultar, eventualmente, um médico.
3. Aeliminacao ecoldgica dos materiais usados deve ser realizada de acordo com as directivas do respectivo pais.
6. Material necessério mas néo fornecido
1.  Agua destilada/desmineralizada
2. Pipeta multi-canal 50pl, 100yl
3. Micropipetas: 10pl, 100pul, 1000ul
4. Tubos de ensaio
5. Panos de celulose
6. Cobertura para as placas ELISA
7. Recipiente para os residuos de material infeccioso
8. Lavador manual ELISA ou lavador automatico para microplacas
9. Fotometro espectral para microplacas com filtro de 450/620nm (comprimento de onda de referéncia 620-690nm)
10. Incubadora
7. Realizacdo do teste
O cumprimento exacto das normas de trabalho da VIROTECH Diagnostics é o pré-requisito para obter resultados corretos.
7.1  Material de andlise
Como material de analise podem ser usados soro e plasma (o tipo de anticoagulantes nao é relevante), mesmo se neste
folheto se refere apenas o soro.
As diluigdes para doentes devem ser preparadas sempre frescas.
Para conservar os soros durante mais tempo, estes devem ser congelados. Evitar descongela-los varias vezes.
1. Usar apenas soros frescos néo inactivados.
2. Nao use amostras hiperlipémicas, hemoliticas e microbianamente contaminadas nem soros turvos (resultados
positivos/negativos errados).
7.2  Preparacdo dos reagentes
A VIROTECH Diagnostics System Diagnostik oferece uma grande flexibilidade através da possibilidade da aplicacao inter-
parametros e inter-lotes de tampdes de diluicdo e de lavagem, TMB, solugé&o de paragem de citrato, assim como do conjugado.
Os controlos prontos a utilizar (controlos positivos, controlos de cut-off, controlos negativos) sdo especificos do parametro e
devem ser utilizados exclusivamente com o lote de placas indicado no certificado de controlo de qualidade.
1. Regular aincubadora para 37°C e antes do inicio da incubacéo verificar se a temperatura é atingida.
2. Todos os reagentes devem atingir a temperatura ambiente antes de serem abertos.
3. Agitar bem todos os componentes liquidos antes da sua utilizagdo.
4 Misturar o concentrado de solugado de lavagem com agua dest./desmin. até se obter 1 litro de solugéo (se o concentrado
formar cristais, aquecer a temperatura ambiente antes de diluir e agitar bem antes de utilizar).
7.3 Realizagéo do teste VIROTECH ELISA
1. Por cada teste pipetar 100ul do tampéo de diluigéo pronto a usar (valor zero), do controlo negativo, controlo cut-off,
controlo positivo de IgG e dos soros de paciente diluidos. Recomendamos usar sempre duas solu¢des (valor zero,
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controlos e soros de paciente); no controlo cut-off duas solugdes sdo absolutamente necessérias. Diluigéo de trabalho
dos soros de paciente: 1+100; p.ex. 10ul de soro + 1ml de tampao de dilui¢ao.
2.  Depois da pipetagem realiza-se a incubagé&o durante 30 min. a 37°C (com cobertura).
Findo o periodo de incubacgao, lavar 4x os pogos, cada uma com 350-400pl de solugéo de lavagem por pogo. N&o deixar
a solucao de lavagem dentro dos pogos, removendo os Ultimos restos de liquido batendo sobre uma base de celulose.
Pipetar 100pl do conjugado pronto a usar em todos 0s pogos.
Incubar os conjugados 30 min. a 37°C (com cobertura)
Termine a incubag&o do conjugado com 4 lavagens (ver Ponto 3).
Pipetar 100pl do substrato TMB pronto a usar em todos 0s pogos.
Incubacgéo da solucédo de substrato: 30 minutos a 37°C (tapar e colocar num lugar escuro).

© © N g A

Parar a reaccédo do subtracto, pipetando 50pl de solucéo stop de citrato em todos os pogos. Agitar a placa
cuidadosamente até os liquidos estarem totalmente misturados e ser visivel uma cor amarela homogénea.

10.  Medir os coeficientes de extingdo com 450/620nm (comprimento de onda de referéncia 620-690nm). Regular o fotometro
por forma a que o valor zero medido seja subtraido de todas as outros coeficientes de extingdo. A medicdo fotométrica
deve ser realizada no prazo de uma hora apés a adi¢éo da solugéo stop.

| Esquema de realizacdo do teste ver Ultima pagina |

7.4  Utilizacdo de processadores ELISA
Todas as ELISAs da VIROTECH Diagnostics podem ser executadas com a ajuda de processadores ELISA. O utilizador deve
realizar uma validagao regular dos aparelhos.
VIROTECH Diagnostics recomenda proceder da forma seguinte:

1. Para o ajuste do aparelho ou a realiza¢cé@o de reparacdes de maior envergadura do seu processador ELISA,
VIROTECH Diagnostics recomenda a validagao do aparelho de acordo com as indicagbes do fabricante do
aparelho.

2. Recomenda-se verificar o processador ELISA, a seguir, com a ajuda do kit de validagcéo (EC250.00). Esta
verificag&o regular com o kit de validac&o deve ser realizada pelo menos uma vez por trimestre.

3. Sempre que se realize o teste, devem ser preenchidos os critérios de conformidade do certificado de controlo de
qualidade do produto.

Este procedimento garante um funcionamento perfeito do seu processador ELISA e destina-se a garantia de qualidade do
laboratério.

8. Avaliacdo do teste

Os controlos prontos a usar destinam-se a uma determinagcdo semiquantitativa de anticorpos IgG e IgM especificos cuja
concentragdo € indicada em unidades VIROTECH (=VE). Oscilagdes devidas ao modo de realizacdo do teste s&o
compensadas pelo método de célculo, sendo conseguida uma elevada reproduzibilidade. Para o célculo das unidades

VIROTECH séo utilizados os valores médios dos valores OD.

8.1  Controlo de funcéo do teste:
a) Valores de OD
O valor OD do valor vazio deve ser <0,15.
Os valores de OD dos controlos negativos devem situar-se abaixo dos valores de OD indicados no certificado de controlo de
qualidade, enquanto os valores de OD dos controlos positivos e dos controlos cut-off devem situar-se acima dos valores de
OD indicados no certificado de controlo de qualidade.
b) Unidades VIROTECH (VE)
As unidades VIROTECH (VE) dos controlos cut-off sdo definidas com 10 VE. As VE calculadas dos controlos positivos devem
situar-se dentro das gamas indicadas no certificado de controlo de qualidade.
Se os requisitos (valores de OD, VE) ndo forem preenchidos, o teste deve ser repetido.

8.2  Célculo das unidades VIROTECH (VE)
A extingdo do valor zero (450/620mm) deve ser subtraida de todas os coeficientes de extin¢édo.
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O D trol iti
VE (controlo positivoy= (controloposi 'VO)X 10

D (controlo cut - off)

O D (sorode paciente) X 10

VE (soro de paciente) =

O D (controlo cut- off)

8.3 Esquemade avaliagdo IgG

Resultado (VE) Avaliacdo
<9,0 negativo
9,0-11,0 no limite
>11,0 positivo

1. Seas VE medidas na amostra se situarem acima da area cinzenta, as amostras séo consideradas positivas.

2. Seas VE medidas se encontrarem dentro da area cinzenta indicada, néo se verifica uma concentragdo de anticorpos
que pudesse ser considerada significativa; as amostras séo consideradas no limite. Para uma detec¢éo segura de uma
infeccdo é necessario determinar o teor de anticorpos de duas amostras do soro. Uma amostra do soro deve ser testada
imediatamente apdés o inicio da infecgéo e uma segunda amostra 5-10 dias mais tarde (soro reconvalescente). A
concentragéo de anticorpos das duas amostras deve ser determinada em paralelo, isto €, na mesma solu¢ao base. Um
diagndstico correcto baseado na avaliagdo de uma Unica amostra de soro néo é possivel.

3. Seos valores medidos se situarem abaixo da érea cinzenta definida, ndo existem anticorpos especificos para o
antigénio que fossem mediveis na amostra. As amostras sé@o consideradas negativas.

8.4  LimitacOes do teste

1. Alinterpretacéo dos resultados soroldgicos deve incluir sempre o quadro clinico, dados epidemiolégicos e outros
resultados analiticos eventualmente disponiveis.

2. Areaccao cruzada entre Borrelia e outros espiroquetidios pode provocar um resultado positivo errado. Os soros de
pacientes com as seguintes infecc6es podem apresentar reac¢gdes cruzadas: Sifilis (Treponema pallidum), framboesia
(Treponema pertenue), febre recorrente (Borrelia espec.), leptospiroses (leptoespiros espec.). Também o herpes (CMV,
HSV, parvovirus) pode provocar reac¢des cruzadas.

3. Nodesenvolvimento de uma infeccdo EBV (Mononucleose infecciosa) pode surgir uma formagao inespecifica de
anticorpos Anti-Borrelia, principalmente da classe IgM (12, 13).
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10. Esquemade realizacdo do teste

Preparacéo das amostras de pacientes e solugcao de
lavagem

V¥ Solucgéo de lavagem: Juntar agua destilada/desmineralizada ao
concentrado, por forma a obter 1 litro.

V  Diluicdo amostras IgG
1:101
p.ex.:
10 pl de soro/plasma + 1000 pl de tampéo de diluigdo
(o tampéo de dilui¢cdo do soro esta pronto a usar)

Realizacao do teste

Incubagéo de amostras 30 minutos a 37°C 100 pl de amostras de
paciente
Valor vazio (tampé&o de diluic&o) e controlos
Lavar 4x 400 pl de solucgéo de
lavagem
bater bem para sair tudo
Incubagé&o do conjugado 30 minutos a 37°C 100 pl de conjugado
19G
Lavar 4x 400 pl de solucgéo de
lavagem
bater bem para sair tudo
Incubagéo do substrato 30 minutos a 37°C 100 pl de substrato
Parar 50 ul de solucéao stop

agitar cuidadosamente

extingao (comprimento de onda de
referéncia 620-690nm)

Medir o coeficiente de Fotdémetro com 450/620nm
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