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‘ NOME E USO PRETENDIDO

O HEV ELISA 4.0 da MP Diagnostics & um ensaio
imunoenzimatico destinado a detecgao de anticorpos totais
para virus da hepatite E em plasma ou soro humanos. Ele deve
ser usado como teste de rastreamento, exigindo repeticao da
analise das amostras inicialmente reativas.

INTRODUGAO

O virus da hepatite E (HEV) & um virus que possui RNA de
fita simples de polaridade positiva, nao encapsulado, e que
foi originalmente identificado como um virus de hepatite nao
A, nao B transmissivel entericamente pela Genelabs em 1990
(1,2). O curso da infeccao por HEV & geralmente agudo e
autolimitado, sem sequelas cronicas. Porém ha alta incidéncia
de mortalidade em gestantes no terceiro trimestre de gravidez
—entre 10 e 20% (3) — e uma taxa de mortalidade de 1 a 2%
na populagao geral, que & 10 vezes maior que a da hepatite A
(HAV). Com a clonagem do agente etiologico da transmissao
enteral de hepatite nao A e nao B (ET-NANBH) na Genelabs
e a identificagao de epitopos virais de tipo comum (1,2),
desenvolveram-se ferramentas diagnosticas especificas para
deteccao de anticorpos para HEV.

Verificou-se a ocorréncia de grandes epidemias de hepatite
nao A, nao B transmissivel entericamente em regides em
vias de desenvolvimento, como Asia, antiga Uniao Soviética,
Ameérica Central e Africa (3,4). Relataram-se casos esporadicos
em paises desenvolvidos, entre os quais Australia, Reino
Unido e Estados Unidos (5,6,7). Tais casos foram em geral
associados a viagens a regioes endémicas. Contudo, vem-
se acumulando indicios de que também ocorrem casos
esporadicos de infecgdes por HEV sem nenhuma associagao
com regioes endeémicas em diversas areas nao endemicas,
entre as quais Europa Ocidental, Grécia, Estados Unidos,
Australia e Taiwan (8-17).

Os experimentos ja demonstraram que o HEV humano pode
infectar espécies animais (18-21) e que primatas nao humanos
podem infectar-se com o HEV suino (21). Recentes estudos
sobre a prevalencia da infecgao por HEV em animais mostram
a alta soroprevaléncia de anticorpos para HEV em diferentes
espécies animais, entre as quais suinos, equinos, roedores etc.
Cada vez mais evidencias indicam que a ampla disseminagao
da infeccao por HEV entre animais, em particular suinos,
poderia representar um importante meio de transmissao de
virus. Alguns dos casos esporadicos de infecgao por HEV em

SOLUGAO DE PARADA

Palavra-sinal: perigo

Pictograma: ‘%

Adverténcias de perigo:

Componente:

H315 Provoca irritagao
cutanea.

H319 Provoca irritagao
ocular grave.

P264 Lavar maos
cuidadosamente apds
manuseamento.

P280 Usar luvas de
proteccdo/vestudrio de
proteccéo/protecgao ocular/
proteccao facial.

P312 Caso sinta
indisposigao, contacte um
CENTRO DE INFORMAGAO
ANTIVENENOS ou um
médico.

P362 Retirar a roupa
contaminada e lava-la antes
de a voltar a usar.
P302+P352 SE ENTRAR EM
CONTACTO COM A PELE:
Lavar com sabonete e agua
abundantes.

P332+P313 Em caso de
irritagdo cutanea: consulte
um médico.

P337+P313 Caso a irritagdo
ocular persista: consulte um
médico.

P305+P351+P338 SE
ENTRAR EM CONTACTO
COM OS OLHOS: enxaguar
cuidadosamente com agua
durante varios minutos. Se
usar lentes de contacto,
retire-as, se tal lhe for
possivel.

Continuar a enxaguar.

Recomendacoes de
prudéncia:

Adverténcias
suplementares:

Folha de dados de seguranca
EUH210 disponivel mediante
pedido

Contém: 11,2 % de éacido sulfurico

1. Evitar contaminagao microbiana dos reagentes ao abrir
os recipientes originais para remover aliquotas.

2. Nao pipetar usando a boca.

3. Manusear as amostras, microplacas e controles reativos
e nao reativos dos ensaios como agentes potencialmente
infecciosos.

4. Usar guarda-pos e luvas descartaveis no laboratorio
durante a realizagao do ensaio. Descartar as luvas em
sacos de lixo hospitalar. Lavar bem as maos apos o
procedimento.

5. E altamente recomendavel realizar este ensaio numa
cabine de seguranca biologica.

6. Manter os materiais longe de bebidas e alimentos.

7. Em caso de acidente ou contato com os olhos, lavar
imediatamente com agua em abundancia e procurar
orientagao médica.

areas nao endemicas podem ser atribuidos a transmissao
zoonotica.

Faz-se necessario um HEV ELISA extremamente sensivel e
especifico para detecgao de anticorpos totais para HEV em
plasma ou soro humanos.

O HEV ELISA 4.0 da MP Diagnostics utiliza um antigeno
recombinante de propriedade exclusiva, que tem alta
conservagao entre diferentes cepas de HEV (22,23,24), para
detectar a presencga de anticorpos especificos, entre os quais
IgG, IgM e IgA, para HEV.

‘ DESCRICAO DOS SIMBOLOS USADOS

A seguir, apresentamos alguns dos simbolos graficos usados
nos produtos e embalagens da MP Diagnostics. Alguns dos
simbolos comuns sao explicados em maior pormenor na norma
internacional e europeia EN ISO 15223: 2012.
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PRINCIPIOS QUIMICOS E BIOLOGICOS DO
PROCEDIMENTO

As cavidades das microplacas de poliestireno sao impregnadas
com um antigeno recombinante de propriedade exclusiva que
possui um epitopo conformacional de alta conservacao entre
diferentes cepas de HEV. O conjugado HRP (horseradish
peroxidase) & produzido com o mesmo antigeno recombinante
marcado com a enzima HRP. Esse conjugado & devidamente
diluido em tampao antes de ser colocado nas cavidades
impregnadas com antigeno das microplacas. Em seguida,
adicionam-se amostras de soro/plasma as cavidades das
microplacas, que contem o antigeno impregnado e mais o
tampao diluente e o conjugado. Apos a incubagao, estando
presentes anticorpos especificos para HEV (IgG, IgM e IgA),
estes se fixam tanto aos antigenos adsorvidos nas cavidades
das microplacas quanto ao antigeno do conjugado do diluente.
Subsequentemente, as cavidades sao rigorosamente lavadas
para remover os materiais nao fixados. Adiciona-se entao
a cada cavidade uma solugao de substrato que contém
3,3’,5,5-tetrametilbenzidina (TMB). A presenca de anticorpos
especificos € indicada pela presenga de solugao de cor azul
apbs a incubacao. A reagao é interrompida pela adi¢ao de
acido sulfurico. A intensidade da cor da reagao amarela
resultante & medida a 450nm por leitora de microplacas e
sua correspondente absorbancia ou densidade optica (OD) &
proporcional a quantidade de anticorpos presentes na amostra.

8.  Consultar um médico imediatamente em caso de ingestao
ou contato de materiais contaminados com feridas abertas
ou outros cortes na pele.

9. O acido sulfurico pode causar queimaduras. EVITAR
CONTATO. Em caso de contato com a pele, lavar muito
bem com agua.

10. Evitar contato entre o acido sulfurico e qualquer agente
ou metal oxidavel.

11.  Nao expor o substrato a luz forte.

12. Enxugar imediatamente os respingos de materiais
potencialmente infecciosos com papel absorvente e limpar
a area contaminada com um agente desinfetante eficaz
antes de retomar o trabalho.

‘ PRECAUCOES ANALITICAS

1. Usar apenas amostras de soro ou plasma coletadas em
etileno diamino tetra-acetato (EDTA), heparina, citrato
de sodio, oxalato de potassio ou acido-citrato-dextrose
(ACD). Antes da armazenagem, separar coagulos e
células sanguineas por centrifugagao.

2. Nao usar sangue nem outros fluidos corporais totais.

3. SEGUIR A RISCA o procedimento descrito nestas
instrucbes de uso para desempenho 6timo do ensaio.
Os desvios do procedimento podem levar a resultados
andmalos.

4. NAO MODIFICAR NEM SUBSTITUIR OS REAGENTES
DE UM LOTE DE KITS POR OUTRO. Controles,
conjugado e microplacas sao combinados para
desempenho otimo. Usar apenas os reagentes fornecidos
com o Kkit.

5. Naousar os componentes apos vencida a data de validade
impressa na caixa do Kit.

6. Evitar contaminagao microbiana dos reagentes ao abrir
os recipientes originais para remover aliquotas, pois isso
reduzira prematuramente a vida Util dos kits e propiciara
resultados erroneos. Usar técnicas assépticas (inclusive
pipetas e pontas de pipeta descartaveis) ao retirar
aliquotas dos recipientes.

7. Para evitar contaminagao cruzada, usar uma nova ponta
de pipeta para cada amostra pipetada e nao tocar as
partes superior ou inferior das microplacas, a borda das
cavidades nem o liquido nelas contido com os dedos ou
as pontas da pipeta.

8. Recomenda-se que os recipientes de vidro usados com
os reagentes sejam lavados com acido hidroclorico
2M e muito bem enxaguados com agua destilada ou
desionizada antes do uso.

9. Para os melhores resultados, deixar que os reagentes e
amostras atinjam a temperatura ambiente (25°C + 5°C)
antes do uso. Voltar a armazenar a temperatura entre 2°C
e 8°C imediatamente apos o uso.

10. Usar apenas agua destilada ou desionizada com qualidade
de reagente analitico para diluigao dos reagentes.

11. MISTURAR BEM TODOS OS REAGENTES ANTES DO

| COMPONENTES DO KIT

Descricao dos componentes Quantidade
fornecida
MICROPLACA para HEV 1 placa

Doze cartelas de 8 cavidades (96 testes)
por placa, embaladas em
involucro lacrado de aluminio
com dessecante. Cada cavidade
da microplaca contém proteina
recombinante de HEV adsorvida.
Armazenar a temperatura entre

2°C e 8°C.
[controL]—] CONTROLE NAO REATIVO 1 frasco
Soro humano normal inativado, (4o0pl)

nao reativo para anti-HCV,
anti-HEV, HBsAg e anti-HIV-1.
Contém os conservantes azida
de sodio e timerosal. Armazenar
a temperatura entre 2°C e 8°C.

CONTROLE REATIVO 1 frasco

Soro humano inativado com alta (400ul)
concentragao de anticorpos IgG

especificos para HEV. Contém

os conservantes azida de

sodio e timerosal. Armazenar a

temperatura entre 2°C e 8°C.

DILUENTE SAM (SAM = Sample 1 frasco

Addition Monitor / Monitor de (100ml)
Adicao de Amostra)

Solugao salina a base de tris

contendo soro caprino normal

tratado a quente, albumina de soro

bovino e estabilizantes. Contéem

o conservante BRONIDOX®L.

Armazenar a temperatura entre

2°C e 8°C.
wesalraelzix] CONCENTRADO PARA 1 frasco
LAVAGEM DE PLACAS (20x) (120ml)

Salina fosfatada tamponada com
Tween-20. Contém o conservante
cloroacetamida. Armazenar a
temperatura entre 2°C e 8°C.

CONJUGADO 1 frasco

Antigeno HEV marcado com a (50ul)
enzima HRP. Contém 0,02% de
timerosal como conservante.
Armazenar a temperatura entre

2°C e 8°C.
TAMPAO DE SUBSTRATO 1 frasco
Tampao que contém (12,5ml)

3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina
(TMB). Armazenar em local escuro
a temperatura entre 2°C e 8°C.

[om[sorfsoj)] SOLUCAO DE PARADA Solugao 1 frasco

18.
19.

20.

21.

22.

23.

de acido sulfurico 2M. Armazenar (30ml)
a temperatura entre 2°C e 8°C.

COBERTURAS PARA PLACAS 4 unidades
Coberturas adesivas para

tampar as microplacas durante

a incubacao.

INSTRUCOES DE UTILIZAGCAO 1 copia

So remover as microplacas do involucro em que se
armazenam no momento em que forem ser usadas.
Armazenar as cartelas de microplacas abertas e nao
utilizadas a temperatura entre 2°C e 8°C na embalagem
com dessecante em que sao fornecidas.

Ensaiar os controles dos kits simultaneamente com as
amostras a cada rodada de exames.

Evitar tocar a borda das cavidades ou respinga-las com
o conjugado. Nao “soprar” a micropipeta com a boca.
Recomenda-se usar pipetagem reversa sempre que
possivel.

O uso de amostras altamente hemolisadas, amostras de
soro com coagulagao incompleta, amostras de plasma que
contem fibrina ou amostras com contaminagao microbiana
pode causar resultados errbneos.

Nao usar banho-maria para incubar as microplacas.

Em incubagao a 37°C, & preciso evitar a evaporagao.
Cobrir as placas com as coberturas adesivas fornecidas.

Evitar abrir e fechar repetidamente a porta da incubadora
durante as etapas de incubacao.

Verificar, antes da leitura, se o fundo da placa esta limpo
e seco e se ha alguma bolha na superficie do liquido.
Eliminar possiveis bolhas nas cavidades com batidas
delicadas, por exemplo.

Verificar, antes do uso, se o equipamento automatizado
esta na validade.

E altamente recomendavel submeter o sistema de
aspiragao/lavagem a manutengao de rotina, a fim de evitar
transporte de amostras altamente reativas para amostras
nao reativas.

ARMAZENAGEM

1.

Armazenar o kit e os componentes do HEV ELISA 4.0 da
MP Diagnostics a temperatura entre 2°C e 8°C quando
nao estiverem em uso.

Quando armazenados entre 2°C e 8°C, todos os
reagentes e cartelas fechados ou nao abertos mantem
sua estabilidade até a data de validade indicada no kit.
Nao congelar os reagentes.

E possivel a formagao de cristais quando o concentrado
para lavagem de placas (20x) & armazenado a temperatura
entre 2°C e 8°C. E preciso dissolve-los aquecendo o
concentrado até 37°C antes de usa-lo.

E possivel a formagao de precipitagao quando o diluente
€ armazenado a temperatura entre 2°C e 8°C. Isso nao
afeta o desempenho do kit.

COLETA, TRANSPORTE E ARMAZENAGEM DE
AMOSTRAS

12.

13.

Uso.

PREPARAR A SOLUGAO DO CONJUGADO DE
TRABALHO LOGO ANTES DO USO.

Nao expor os reagentes nem realizar os exames numa area
que contiver alto nivel de gases de desinfetantes quimicos
(ex.: gases de hipoclorito) durante a armazenagem ou as
etapas de incubagao. O contato inibe a reagao da cor. Nao
expor os reagentes a luz forte.

Podem-se usar amostras de soro ou plasma coletadas em
EDTA, heparina, citrato de sodio, oxalato de potassio ou
ACD. Antes da armazenagem, separar coagulos e células
sanguineas por centrifugacao.

Dar preferéncia a amostras recém-coletadas; nao se
recomenda submeter repetidamente as amostras a ciclos
de congelamento-descongelamento. As amostras devem ser
armazenadas entre 2°C e 8°C para os exames realizados até

ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

1. Exclusivo para diagnostico in vitro.

2. Exclusivo para uso profissional.

3. Consultar os rotulos dos produtos para mais informagoes
sobre componentes potencialmente perigosos.

INFORMACOES DE SAUDE E SEGURANCA

CUIDADO: Este kit contem materiais de origem
humana. Nenhum método de testagem oferece total
garantia de que produtos em que ha sangue humano
nao transmitam infecgoes.

MANUSEAR AS AMOSTRAS E CONTROLES REATIVOS
E NAO REATIVOS DOS ENSAIOS COMO AGENTES
POTENCIALMENTE INFECCIOSOS. Recomenda-se
manusear os componentes e amostras dos exames com base
em boas praticas de trabalho em laboratorio. Eles devem
ser descartados conforme os procedimentos de seguranca
estabelecidos.

O controle reativo e o controle ndo reativo contem 0,005% de
timerosal e 0,1% de azida de sodio. A azida de sodio pode reagir
com o cobre e o chumbo de alguns sistemas de encanamento
e formar sais explosivos. As quantidades usadas neste kit sao
pequenas. Contudo, no descarte de materiais que contem azida
deve-se usar agua em abundancia a fim de evitar o acumulo
de azida metalica no encanamento.

Em conformidade com a norma CE 1272/2008 (CLP), os
componentes perigosos sao classificados e rotulados da
seguinte forma:

Componente: CONCENTRADO (20X)
PARA LAVAGEM DE
PLACAS
Palavra-sinal: aviso

Pictograma: @

Adverténcias de perigo:

H317 Pode provocar uma
reacgéo alérgica cutanea.

Recomendacoes de
prudéncia:

P261 Evitar respirar as
poeiras/fumos/gases/
névoas/vapores/aerossois.
P272 A roupa de trabalho
contaminada ndo pode

sair do local de trabalho.
P302+P352 SE ENTRAR EM
CONTACTO COM A PELE:
Lavar com sabonete e agua
abundantes.

P333+P313 Em caso

de irritag@o ou erupgao
cutanea: Consulte um
médico.

Adverténcias
suplementares:

Folha de dados de seguranca
EUH210 disponivel mediante
pedido

Contém: 2 % Cloroacetamida

7 dias apos a coleta ou congeladas a temperatura igual ou
inferior a -20°C se os exames forem realizados depois desse
prazo. Alem disso, pode-se utilizar até 0,1% de azida de sodio
para estabilizar amostras de soro ou plasma armazenadas
entre 2°C e 8°C.

Dar preferéncia a amostras claras e nao hemolisadas. As
amostras lipeémicas, ictéricas ou contaminadas (por particulas)
devem ser filtradas (0,45um) ou centrifugadas antes do exame.

As amostras podem ser inativadas, mas isso nao & requisito
para desempenho 6timo do exame.

Inativar as amostras da seguinte maneira:

1. Folgar a tampa do recipiente.

2. Aquecer a amostra para inativagao a 56°C por 30 minutos
em banho-maria.

3. Deixar que a amostra esfrie antes de voltar a tampa-la.

4. Aamostra pode ser armazenada congelada até a analise.

Nao é recomendavel submeter repetidamente as amostras a

congelamento e descongelamento.

MATERIAIS ADICIONAIS NECESSARIOS, MAS NAO
FORNECIDOS

1. Papel absorvente descartavel para bancada e toalhas de

papel.

Tubos ou recipientes de polipropileno.

Pipetas graduadas: 5ml, 10ml.

Pipeta multicanal para administracao de 20pul, 100ul e

200pl.

Pipeta para administracao de 1 a 1000ul.

Pontas de pipeta descartaveis.

Recipientes para reagentes com capacidade para 25ml.

Agua destilada ou desionizada com qualidade de

reagente.

Frascos: 500ml, 1 litro.

0. Lavadora de microplacas para exames ELISA.
Opcionalmente, pode-se executar manualmente a
lavagem com uma pipeta multicanal para volumes de
0,3ml e um aspirador.

11. Uma incubadora de 37 + 1°C.

12. Uma leitora de microplacas para comprimento de onda

duplo (A,,—A,,,) ou simples (A, ).

13. Agente desinfetante de boa qualidade.

Ao
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PREPARACAO DOS REAGENTES

1. CONJUGADO DE TRABALHO

Preparar o CONJUGADO logo antes do uso.

Misturar bem o0 CONJUGADO e o DILUENTE antes do

uso. NAO CENTRIFUGAR a mistura.

c.  Diluiro CONJUGADO a um fator de diluigao de 1:500 com
DILUENTE. Por exemplo, adicionar 6,0l de conjugado a
3,0ml de diluente.

d. Usar apenas tubos ou recipientes de polipropileno.

e. Usar9,0ml de CONJUGADO DE TRABALHO para cada

oo

microplaca.
QUADRO PARA PREPARAGCAO DO CONJUGADO
(fator de dilui¢ao de 1:500)
Numero de Vol. de Vol. de
exames conjugado (pl) diluente (ml)
24 6,0 3,0
48 10,0 5,0
72 14,0 7,0
96 18,0 9,0




2. TAMPAO DE LAVAGEM DILUIDO

a. Preparar o TAMPAO DE LAVAGEM DILUIDO logo antes
do uso.

b. Diluir 1 volume de CONCENTRADO PARA LAVAGEM
DE PLACAS com 19 volumes de agua destilada (com
qualidade de reagente). Misturar bem. Para lavar 1 placa
sa0 necessarios aproximadamente 200ml de tampao de
lavagem.

PROCEDIMENTO DE ENSAIO

IMPORTANTE: Os imunoensaios deste tipo sao sensiveis
a temperatura e dependentes do tempo. Seguir a risca o
procedimento garantira desempenho 6timo do ensaio. Os
desvios do procedimento recomendado podem levar a resultados
andmalos.

1. Preparar o CONJUGADO DE
TRABALHO conforme descrito na
PREPARACAO DOS REAGENTES.

2. Retirar a microplaca do involucro de
aluminio.

3. Agitar os frascos de amostras e controles
antes do uso.

4. Encher um recipiente para reagentes 80ul
com o CONJUGADO DE TRABALHO.
Com uma pipeta multicanal, adicionar
80l do CONJUGADO DE TRABALHO
a todas as cavidades.

5. Ascavidades A1 e B1sao “BRANCOS” 20ul
(provas em branco). NAO ADICIONAR
AMOSTRAS A ESSAS CAVIDADES.
Adicionar 20pl de diluente a cada uma
delas.

6. Adicionar 20ul da amostra a cavidade 20pl
correspondente, comecgando da
cavidade A2. Isso propiciara a amostra
uma dilui¢ao final de 1:5. Misturar
pipetando para cima e para baixo uma
vez. NAO COLOCAR AMOSTRAS EM
CAVIDADES VAZIAS.

7. Apos acrescentar a amostra, adicionar 20ul
20ul de CONTROLE NAO REATIVO a
cada uma das cavidades C1, D1 e E1.

8. Adicionar 20ul de CONTROLE NAO 20pl
REATIVO a cada uma das cavidades
F1, G1 e H1. Misturar bem dando
batidas delicadas em todas as laterais
da microplaca, cuidando para mante-la
estabilizada na bancada.

9. Cobrir a microplaca cuidadosamente
com uma das coberturas adesivas
fornecidas para evitar a evaporacao
durante a incubacao.

10. Incubar por 60 minutos a 37°C (nao 60 min
usar banho-maria).

11. Retirar a cobertura adesiva e descarta- 300ul por
la. Em seguida, lavar a microplaca com cavidade
o TAMPAO DE LAVAGEM DILUIDO em cada
usando um dos seguintes métodos lavagem
recomendados:

A. Lavadora automatica ou
semiautomatica de microplacas

Tabela 1: Desempenho do ensaio — Sensibilidade

Tipo de N° de

amostra amostras Reativas Negativas ~ Sensibilidade

Anti-HEV IgM

positiva (Nepal) 151 150 1 99,3 %

Anti-HEV IgM

positiva (China) 38 38 0 100 %

Anti-HEV IgG

positiva/lght

negativa (arquivada) 67 66 1 98,5 %

Total 256 254 2 99,2 %
Especificidade

Testou-se um total de 368 amostras, compostas de 236 amostras
de doadores de sangue e 132 amostras com potencial de reacao
cruzada. Os resultados, resumidos na Tabela 2, mostraram uma
especificidade geral de 99,2% para ambos os tipos de amostra.

Tabela 2: Desempenho do ensaio — Especificidade

— lavar seis (6) vezes com pelo
menos 300ul por cavidade em cada
lavagem.

B. Lavadora manual de microplacas —
aspirar completamente o contetido
de todas as cavidades baixando
delicadamente a ponta do aspirador
até o fundo de cada cavidade.
CUIDADO: NAO ARRANHAR O
INTERIOR DAS CAVIDADES.
Encher toda a placa com pelo
menos 300ul por cavidade e depois
aspirar imediatamente na mesma
ordem. Repetir o ciclo seis (6)
vezes.

12. Secar virando a microplaca e batendo-a
com firmeza sobre papel absorvente.
Todos os residuos do tampao de
lavagem da placa devem ser enxugados
com papel. A formacao da cor pode ser
inibida durante a incubagao do substrato
se houver residuos do tampao de
lavagem.

13. Encher um recipiente para reagentes 100pl
com o SUBSTRATO. Com uma
pipeta multicanal, adicionar 100ul do
SUBSTRATO a cada cavidade. Aplicar
uma cobertura adesiva na placa.

14. Incubar por 30 minutos no escuro a 30 min
37°C. (Nao usar banho-maria para a
incubacao).

15. Retirar e descartar a cobertura adesiva
da placa.

16. Com uma pipeta multicanal, adicionar 50ul
50ul da SOLUCAO DE PARADA
a cada cavidade. Misturar batendo
delicadamente na microplaca.

17. Determinar a absorbancia de cada
cavidade a 450nm. Se for usado um
instrumento de filtragem dupla, o
comprimento de onda de referéencia
deve ser 620nm.

OBSERVACAO: A absorbancia deve ser lida em até 10
minutos apods a adicao da SOLUGCAO DE
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de dados (OD/COV) obtidos com 2 calibradores de soro. Os
coeficientes de variagao dos 2 calibradores variaram de 12,1%
a15,7%.

LIMITACOES DO METODO

A repeticao de resultados reativos no HEV ELISA 4.0 da MP
Diagnostics constitui um indicio presumido da presenca de
anticorpos para HEV na amostra. O resultado NAO REATIVO no
HEV ELISA 4.0 da MP Diagnostics indica a provavel auséncia
de anticorpos para HEV detectaveis na amostra. O resultado
NEGATIVO nao exclui a possibilidade de exposigao a infecgao
ou infecgao por HEV.

Com um kit de exames desta natureza, ha possibilidade de
resultados falso-reativos. A proporgao de falso-reativos depende
da sensibilidade e especificidade do kit de exames. Na maioria
dos ensaios de rastreamento, quanto mais alta a prevaléencia
de anticorpos numa populagao, mais baixa a propor¢ao de
amostras falso-reativas.

‘ ISENCAO DE GARANTIA EXPRESSA LIMITADA

Controles de N° de

outras doengas amostras  Negativas ~ Reativas  Especificidade
Doadores de sangue

(EUA) 236 234 2 99,2 %
Anti-HAV positivos 33 3 0 100 %
Anti-HCV positivos 43 43 0 100 %
Anti-HBsAg positivos 20 20 0 100 %
Anti-HSV positivos 20 19 1 95 %
Fator reumatoide 16 16 0 100 %
Total 368 365 3 99,2 %

Reprodutibilidade

A precisao de ensaio do HEV ELISA 4.0 da MP Diagnostics
foi avaliada in house com 2 calibradores de soro, uma amostra
anti-HEV IgG positiva e uma amostra anti-HEV IgM positiva.

Intra-ensaio: Ensaiaram-se trés lotes de componentes do ELISA
como 30 replicagdes por calibrador de soro em 3 ocasioes. O
coeficiente de variagao (CV) dos 3 calibradores em rodadas
diferentes do mesmo exame variou de 3,7% a 5,7% (Tabela 3).

Inter-ensaio: Registrou-se um total de 90 observagdes para
avaliar a precisao entre ensaio. Essas observagoes representam
3 rodadas de exames com 3 lotes de componentes do ELISA
para cada calibrador de soro. Os coeficientes de variagao dos 2
calibradores variaram de 5,8% a 10,8% (Tabela 3).

Tabela 3: Desempenho do ensaio — Reprodutibilidade

Amostras | Componentes |  N°de Médiade | Precisao | Precisao
doensaio replicacoes| OD/COV | intra-ensaio| inter-ensaio
(CVem%) | (CVem %)
Anti-HEV N1 30 5,344 37
19G positivas N°2 30 5,752 46 58
N°3 30 5,337 54
Anti-HEV N°1 30 8,065 53
IgM positivas N°2 30 7,507 43 10,8
N°3 30 6,391 57

Precisao total: Ensaiaram-se trés lotes de componentes do
ELISA como 5 replicagdes por calibrador de soro em cada
ocasiao. Isso foi repetido 30 vezes num periodo de 21 dias por
4 operadores. A precisao geral foi avaliada com 300 pontos

O fabricante nao oferece outra garantia expressa que nao a de
que o kit de exames funcionara como ensaio diagnostico in vitro
dentro das especificagdes e limitagdes descritas no respectivo
Manual de instrugdes quando usado conforme as instrugoes la
contidas. O fabricante se exime de qualquer garantia expressa
ou implicita, inclusive a que respeita a comerciabilidade,
adequacgao de uso ou utilidade implicita para qualquer outro
fim. A responsabilidade do fabricante limita-se a substituicao
do produto ou reembolso de seu preco de compra. O fabricante
nao podera ser responsabilizado, seja pelo comprador ou por
terceiros, por nenhum dano, lesao ou perda econdmica de
qualquer natureza que venham a ser causados pelo produto em
decorréencia de seu uso ou aplicagao. O fabricante nao declara,
seja expressa ou implicitamente, que o produto nao infringe os
direitos de propriedade intelectual de terceiros.

PROBLEMAS TECNICOS/RECLAMACOES

Em caso de problema técnico ou reclamacao, proceder da
seguinte forma:
. Anotar o nUmero de lote e a data de validade do kit.
2. Guardar os kits e os resultados obtidos.
3. Entrar em contato com o distribuidor local ou o escritorio
mais proximo da MP Biomedicals.
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CONTROLE DE QUALIDADE

1. Aprova em BRANCO deve ser ensaiada em duplicata. Ja
0 CONTROLE NAO REATIVO e o CONTROLE REATIVO,
em triplicata em cada placa a cada rodada de amostras.

2. Os valores da prova em branco devem ter absorbancia
<0,100.

3. Os valores do controle nao reativo devem ter absorbancia
<0,100.

4. Pelo menos 2 dos 3 valores do controle reativo devem ter
absorbancia = 0,500 . Nenhum valor fora dessa faixa deve
ser usado para o calculo da média do controle reativo (RCX).

RESULTADOS \

Deve-se considerar separadamente cada microplaca ao calcular
e interpretar os resultados do ensaio, nao importando o numero
de placas processadas simultaneamente.

A presenca ou auséncia de anticorpos especificos para HEV &
determinada pela relagao entre a absorbancia das amostras e
o VALOR DE CORTE (COV) da placa.

O VALOR DE CORTE é calculado como (0,40 unidade de
absorbancia + absorbancia média do controle nao reativo
[NRC]):

VALOR DE CORTE = 0,40 + NRCx

CALCULO DOS RESULTADOS

1. Calculo da absorbancia média do controle nao reativo
(NRCX)

Exemplo:  N°da cavidade Absorbancia

C1 0,050
D1 0,051
E1 0,052
Total 0,153
Média 0,153 /3 = 0,051 (NRCX)

Os valores individuais do controle nao reativo devem ser
< 0,100 unidade.

Se algum dos valores do controle nao reativo deixar de
atender aos critérios acima, deve ser excluido como
andmalo. A média do controle nao reativo (NRCx) deve
ser entao recalculada com base nos valores individuais do
controle nao reativo restantes. Todos os valores individuais
do controle nao reativo restantes devem atender aos
critérios acima; do contrario, o ensaio € invalido e deve
ser repetido.
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2. Calculo da absorbancia média do controle reativo
(RCX)
Exemplo:  N° da cavidade Absorbancia

F1 1,221
G1 1,144
H1 1,298
Total 3,663
Média 3,663 /3 = 1,221 (RCX)

Os valores individuais do controle reativo devem ser =
0,500 unidade.

Se algum dos valores do controle reativo deixar de atender
aos critérios acima, deve ser excluido como anomalo. A
média do controle reativo (RCX) deve ser entao recalculada
com base nos valores individuais do controle reativo
restantes. Todos os valores individuais do controle reativo
restantes devem atender aos critérios acima; do contrario,
o ensaio & invalido e deve ser repetido.

3. Calculo da diferenca entre RCx e NRCx

Exemplo: NRCx =0,051
RCx =1,221

RCx - NRCx =1,221 - 0,021
=1,200

Para que o ensaio seja valido, o valor de RCx - NRCx
deve ser = 0,500. Caso contrario, pode-se suspeitar de
impropriedade da técnica ou de deterioragao dos reagentes
e repetir o ensaio.

4. Calculo do valor de CORTE
Valor de CORTE = 0,40 + NRCx

Exemplo: NRCx = 0,051
Valor de CORTE = 0,40 + 0,051
= 0,451

INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS

1. As amostras com valores de absorbancia inferiores ao
valor de CORTE sao consideradas nao reativas pelo HEV
ELISA 4.0 da MP Diagnostics.

2. As amostras com valores de absorbancia superiores ou
iguais ao valor de CORTE sao consideradas inicialmente
reativas conforme os critérios do HEV ELISA 4.0 da MP
Diagnostics, devendo ser reexaminadas em duplicata
antes da interpretagao.

3. As amostras que se revelarem reativas em exames
subsequentes podem ser interpretadas como sendo
repetidamente reativas a anticorpos para HEV conforme
os critérios do HEV ELISA 4.0 da MP Diagnostics.

4. As amostras inicialmente reativas que se revelarem nao
reativas em exames subsequentes sao consideradas
negativas conforme os critérios do HEV ELISA 4.0 da MP
Diagnostics.

‘ CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO

Sensibilidade

Estudaram-se in house 189 amostras anti-HEV IgM positivas
(infeccao aguda) e 67 anti-HEV IgG positivas/IgM negativas
(apbs infecgao). O resumo dos resultados, apresentado na
Tabela 1, mostrou sensibilidade de 99,5% para as 189 amostras
anti-HEV IgM positivas confirmadas e de 98,5% para as amostras
anti-HEV IgG positivas poréem IgM negativas.
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