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PORTUGUES

N° Catalogo: V15HHV6
Formato de Kit: 12X8 well EIA
HHV-317-07

¢
Biotrin

Imunoensaio Enzimatico do Herpes Virus
Humano -6 1IgG

Um imunoensaio enzimatico para a detec¢do de anticorpos do Herpesvirus Humano-6 IgG

C€



b
HHV-6 1gG EIA, N° Catalogo: V15HHV6, HHV-317-07 07/09, PT BlOtrln

indice

Indicacdes de utilizacéo
Introducéao
Principio do ensaio
Precaucdes
Seguranca
Procedimentos
Componentes do Kit
Materiais fornecidos
Materiais adicionais necessarios
Conservacéao e estabilidade
Recolha e conservacao de amostras
Preparacao do reagente
Preparacao do ensaio
Procedimento ELISA
Interpretacéo de resultados
Critérios de Controlo de Qualidade
Valores esperados
Limites de utilizacéo
Caracteristicas de desempenho
Sensibilidade e especificidade
Reprodutibilidade
Resumo do Procedimento de EIA de IgG de HHV- 6
Bibliografia

Interpretacéo de simbolos



¢
®
HHV-6 1gG EIA, N° Catalogo: V15HHV6, HHV-317-07 07/09, PT BlOtrln

Indicacdes de utilizacao

O Imunoensaio enziméatico (EIA) de IgG do Herpesvirus Humano-6 (HHV-6) da Biotrin
destina-se a ser utilizado como um imunoensaio enzimatico para a detec¢do qualitativa
dos anticorpos de IgG de HHV-6 no soro humano.

Introducéo

O Herpevirus humano-6 (HHV-6), inicialmente descrito em 1986, foi isolado em doentes
com disfuncdes linfoproliferativas’. Posteriormente, confirmou-se que HHV-6 é o agente
etiologico responsavel pela doenca infantil, exantema subito (Roseola infantum)?, e foi
associado com varias outras manifestacdes de doencas infantis, incluindo hepatite
fuIanante3, encefalite®, linfadenite necrotizante histiocitaria® e infeccdo disseminada
fatal®.

Em adultos, a infecgéo primaria com HHV-6 € menos comum, a evidéncia documentada
mostra que o HHV-6 pode estar envolvido em casos de hepatite’, doencas semelhantes
a mononucleose®, linfoproliferacdo policlonal atipica®, sindrome de fadiga pos-viral
cronica’®, esclerose multipla', carcinoma oral'?, carcinoma cervical® e supressdo da
medula 6ssea em doentes com transplante de medula 6ssea™.

Testes virolégicos especificos e serolégicos acharam que o HHV-6 é ubiquo na
populacdo humana, com infecgdo a ocorrer tipicamente durante o inicio da infancia
deixando poucos adultos ainda susceptiveis a infecgdo priméria. A prevaléncia de
anticorpos relatou-se como sendo superior a 80% dos doentes com idades superiores a
2 anos™. No entanto, embora a prevaléncia de anticorpos HHV-6 seja alta, o nivel de
anticorpos diminui a titulos baixos apos a infecgcéo. Niveis elevados do anticorpo de IgG
anti-HHV-6 no soro podem actuar como um indicador de exposicao recente a HHV-6.

Principio do ensaio

O Imunoensaio enziméatico (EIA) de 1gG do Herpesvirus Humano-6 (HHV-6) da Biotrin
detecta anticorpos da classe de IgG de HHV-6 no plasma humano. Os anticorpos
especificos de IgG de HHV quando presentes no soro, combinam-se com o antigeno do
Herpesvirus Humano-6 ligado a superficie de poliestireno as tiras dos micropocos de
teste. O soro residual é removido pela lavagem e adiciona-se entdo peroxidase
conjugada com IgG anti-humana. Os micropocos séo lavados e adiciona-se um sistema
de substrato incolor, tetrametilbenzidina/peréxido de hidrogénio (TMB/H,0,). O substrato
€ hidrolizado pela enzima e o cromogénio muda para uma cor azul. Apos parar a
reaccéo com acido, o TMB torna-se amarelo.
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Precaucdes

Seguranca

e Para utilizacdo apenas em diagndésticos in vitro.

¢ O kit destina-se a ser utilizado apenas por pessoal qualificado de laboratério.

e Todas as fontes de material humano, usadas na preparacdo de controlos e o
calibrador foram testados e acharam-se negativos para AgHbs e anticorpos de
HIV1/2 e HCV. No entanto, como nhenhum teste pode oferecer uma garantia total que
0S agentes infecciosos estdao ausentes, trate como material potencialmente
infeccioso.

e Elimine todas as amostras clinicas, material infectado ou potencialmente infectado,
de acordo com boa pratica de laboratério. Tais materiais devem ser manuseados e
eliminados como se fossem potencialmente infecciosos.

e Os residuos de quimicos, preparacbes e componentes de kit, sdo geralmente
considerados como residuos perigosos. Tais materiais devem ser eliminados de
acordo com os procedimentos de seguranca estabelecidos.

e Use roupa de proteccao, luvas descartaveis de latex, e 6culos de protec¢do quando
manusear amostras e ao efectuar o ensaio. Lave as maos muito bem quando tiver
acabado.

e Na&o pipete materiais pela boca e nunca coma ou beba na bancada do laboratorio.

e A concentracdo de azida de sédio nos Controlos e Calibrador é classificada como
nociva e sujeita as seguintes frases de risco (R22, R32): “Nocivo se for engolido e o
contacto com acidos emite gases muito toxicos.”

e Alguns reagentes contém azida de sédio que podem formar azidas de metal com
potencial de explosdo, com a canaliza¢cdes de chumbo e cobre. Ao eliminar, os
reagentes devem ser despejados com grandes volumes de agua para evitar a
formacgéo de azida.

¢ O substrato contém TMB, que pode irritar a pele e as membrana mucosas. Qualquer
substrato, que entrar em contacto com a pele, deve ser lavado com agua.

Procedimentos

¢ Ao fazer o ensaio fora dos intervalos de tempo e temperatura dados, pode produzir
resultados invalidos. Os ensaios que ndo se enquadrarem nos intervalos de tempo e
temperatura estipulados, tém que ser repetidos.

¢ Nao use o kit, nem cada um dos reagentes, apés o prazo de validade.

¢ Na&o utilize amostras ou reagentes contaminados.

¢ Nao misture, nem substitua reagentes de kits com numeros de lote diferentes.

e O desvio do protocolo dado pode causar resultados erréneos.
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Permita que todos os reagentes atinjam temperatura ambiente (20-25°C) e misture
bem antes de utilizar.

Evite deixar reagentes expostos a luz solar directa e/ou acima de 2-8°C por periodos
prolongados.

Agua destilada ou deionizada, de alta qualidade, sdo necesséarias para o
Concentrado Tampéao de Lavagem.

Use sempre utensilios de vidro, limpos, preferivelmente descartaveis, para todas as
preparacdes de reagentes.

Deve tomar-se cuidado para ndo contaminar 0s componentes e use sempre pontas
de pipeta frescas, para cada amostra e componente.

Retire apenas o volume de conjugado necessério para o ensaio. Nao volte a colocar
no frasco reagente nao utilizado, nem pipete directamente do frasco. Se o fizer, pode
ocorrer contaminagao.

A distribuicdo do reagente deve visar sempre o ponto médio da lateral dos pogos,
tendo cuidado para ndo arranhar a lateral destes com a ponta da pipeta.

N&o deixe que os pogos sequem, em qualquer uma das fases do procedimeento do
ensaio.

Mantenha sempre a superficie superior dos poc¢os isenta de gotas. As gotas devem
ser absorvidas, com suavidade ao acabar a fase do procedimento.

Certifique-se que a superficie do fundo da placa esté limpa e seca antes da leitura.
Antes de iniciar o ensaio, deve estipular-se um plano de identificagéo e distribui¢éo.
N&o aqueca soro inactivo.

N&o remova a placa da bolsa de protecgéo até estar pronto a utilizar.
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Componentes do Kit
Materiais fornecidos
1. Placa ELISA revestida.

IPLA [IgG |
12 x 8 pogos revestidos com antigeno do herpesvirus humano-6.

2. Controlo positivo** (Tampa vermelha).
[CONTROL [+ [lgG |
1 x 200 uL de soro positivo (contém 0.1% de azida de sodio e 0.005% de sulfato de
gentamicina).

3. Controlo negativo**(Tampa verde).
ICONTROL |- [1gG |
1 x 200 uL de soro negativo (contém 0.1% azida de sédio e 0.005% de sulfato de
gentamicina).

4. Calibrador limite**(Tampa amarela).
CAL

1 x 400 uL de soro humano (contém 0.1% de azida de sédio e 0.005% de sulfato de
gentamicina).

5. Conjugado de enzima (solugéo verde) (Pronto a usar).
ICONJ |ENZ [1X |
1 x 15ml conjugado HRP de IgG anti-humana de ovelha com Proclin™ (0.1%) e
estabilizadores de proteina.

6. Diluente de Amostra (Pronto a usar).
[DIL |SPE [1X |
2 x 50ml Tris em solugéo salina tamponada e Proclin™ (0.01%).

7. Concentrado de tamp&o de lavagem (Tampa transparente).
[BUF  |WASH [20X
1 x 60ml de fosfato concentrado (20X) em solucdo salina tamponada com Tween 20
(0.25%) e Proclin™ (0.1%).

8. Substrato TMB (frasco castanho) (Pronto a usar).

ISUBS TMB |
1 x 15ml solucéo de tetrametilbenzidina (TMB) em tampao citrato de &cido citrico.

9. Solucéo de paragem (Tampa vermelha) (Pronto a usar).
ISOLN [STP |
1 x 15ml 1M acido fosférico.

10. Instrucdes de utilizagao.

r l
L |

** Material com risco biolégico potencial

Proclin™ 300 é uma marca registada da Companhia Rohm e Haas

6
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(Xn - Nocivo) Precaucdo de seguranca do controlo e soro do calibrador:

A concentracad de azida de sodio nestes componentes € classificada como Nociva e sujeita
as frases seguintes de risco (R22, R32) “Nocivo se for engolido e em “Contacto com &cidos
emite gases muito toxicos.”

Materiais adicionais necessarios

Equipamento de recolha de soro.

Agua destilada ou desionizada de alta qualidade.

Instrumentos de laboratorio, volumétricos, limpos.

Tubos de ensaio ou equivalente para preparagdo de amostras.
Cilindros graduados.

Pipetas de precisédo, micropipetas e pontas descartaveis para distribuir volumes de
10 uL, 100 uL, 1 mL e 5 mL.

Tampa de plastico ou fita de vedacéo para a placa de pocos.
Cronémetro.

Dispositivo de lavagem manual ou automatico.

Incubador de 35 - 39°C.

Toalhas de papel ou papel absorvente.

Leitor de placa ELISA com filtro de 450nm (filtro adicional de 630 — 650nm é
opcional).

Conservacdo e estabilidade

O kit é estavel até ao prazo de validade indicado no rétulo da embalagem externa,
desde que seja conservado entre 2-8°C.

As tiras de 8-pocos devem ser conservados na bolsa protectora junto com as
saquetas de dessecante.

Todos os componentes ndo usados devem ser devolvidos para conservacao entre
2-8°C, imediatamente apoés utilizacao.

O tampdo de lavagem reconstituido é estavel até 1 més quando conservado entre
2-8°C.



¢
®
HHV-6 1gG EIA, N° Catalogo: V15HHV6, HHV-317-07 07/09, PT BlOtrln

Recolha e conservacao de amostras

e Assim que for recolhido por puncdo venosa, o sangue deve ser deixado coagular a
temperatura ambiente (20-25°C) seguido por centrifugacdo em 1500 x g durante 10
minutos. O soro deve ser separado assim que for possivel e refrigerado (2-8°C) ou
conservado congelado (-20°C) ou frio se néo for testado dentro de dois dias.

e Recomenda-se que soro hemolisado, ictérico, lipémico ou contaminado por micrébios
nao seja usado para o teste.

e Congeladores com auto-descongelamento ndo sdo aconselhaveis para conservacao
de amostras.

e As amostras de teste ndo devem ser sujeitas a ciclos de congelamento e
descongelamento repetidos.

Preparacado do reagente

Para cada tira de 8 pocos adicione 4ml de concentrado de tampéo de lavagem a 76ml de
agua desionizada. Verifigue se todos os cristais no concentrado de lavagem foram
dissolvidos. Para verificar que os cristais foram dissolvidos, o concentrado de lavagem
pode ser colocado num incubador de 35-39°C durante aproximadamente 1 hora.

Preparagdo da Amostra/Calibrador/Controlo
Para cada amostra, o controlo negativo, o controlo positivo e o calibrador, dispense 1mi

do Diluente de Amostra num tubo de ensaio rotulado ou equivalente. Adicione 10ul de
amostra/controlo negativo/controlo positivo/calibrador e misture.



b

HHV-6 1gG EIA, N° Catalogo: V15HHV6, HHV-317-07 07/09, PT BlOtrln

Preparacao do ensaio

NOTA: verifique se todos os reagentes estdo equilibrados a temperatura ambiente
(20-25°C) antes de iniciar o ensaio. Se este for feito, fora dos intervalos de tempo e
temperatura dado, podem obter-se resultados invalidos. Os ensaios que ndo estiverem
compreendidos dentro dos intervalos de tempo e temperatura estipulados, tém que ser

repetidos.

Procedimento ELISA

10.

11.

12.

13.

14.

Deixe que todos os componentes se equilibrem a temperatura ambiente (20-25°C)
antes de serem usados.

Determine o numero de tiras de 8 pocos necessarias. Estabeleca um plano de
identificacdo e distribuicAo para os controlos e amostras como se indicou. A
primeira tira € adequada para testar 3 amostras de doente. Cada tira adicional
permite testar outras 8 amostras de doente.

Retire 0 nUmero necessario de micropogos da saqueta de aluminio e insira no
suporte de tiras, cobrindo com a tampa de plastico/fita vedante. Volte a colocar as
tiras restantes na bolsa e feche com dessecante.

Prepare o Tampéao de Lavagem, Controlos, Calibrador e Amostra do Doente.

Pipete 100 uL de Amostras de Doente (Unico), Controlos (Unico) e Calibrador (em
triplicado) nos seus micropogos respectivos.

Cubra a placa e incube durante 30 minutos a 35-39°C.

Retire a tampa e lave seis (6) vezes com tampéo de lavagem. ApGs a lavagem,
bata a placa contra a toalha de papel.

Pipete 100 uL do conjugado de enzima em cada poco.
Cubra a placa e incube durante 30 minutos a 35-39°C.

Lave seis (6) vezes com tampao de lavagem diluido. Apés a lavagem, bata a placa
contra a toalha de papel absorvente.

Pipete 100 uL de substrato de TMB em cada pogo.
Incube durante exactamente 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C).

Pipete 100 uL de solucdo de lavagem em todos 0s po¢os na mesma sequéncia e
tempo como a adicdo de TMB . Misture bem.

Leia a absorvéncia de cada poc¢o dentro de 30 minutos.

Nota: a leitura de comprimento de onda duplo é recomendada a 450nm com 630nm
como comprimento de onda de referéncia. Se esta funcdo néo estiver disponivel no
leitor de placa ELISA, use uma leitura de comprimento de onda Unico a 450nm.
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Interpretacéo de resultados

A presenca ou auséncia de anticorpos de IgG de HHV-6 é determinadda em relacao ao

Calibrador Limite.

Nota Importante: O factor de calibracdo € especifico para
cada lote e encontra-se situado dentro da tampa da caixa
do seu kit.

Obtenha o valor do factor de calibracao antes de iniciar os
calculos.

Calculo do valor do Calibrador Limite (COC)

1) Determine o COC ao usar o calibrador em cada ensaio, em triplicado.

2) Determine o valor OD médio dos trés resultados de calibracdo. Multiplique esta
média pelo factor de calibragdo, o valor resultante € o Valor Cut-Off Calibrador (COC)

e € o valor a ser utilizado para determinar os valores de indice.

3) Um valor indice é calculado ao dividir a amostra/absorvancia de controlo pelo valor

de COC.
Quadro 1.
indice Resultado
<0,9 Negativo
0,9-1,1 Equivoco
>1,1 Positivo

Quadro 2.

RESULTADO INTERPRETA(;AO

Negativo Ndo se detectou anticorpo IgG. N&o ha evidéncia de
exposicdo recente ou passada. Se ndo se detectam
anticorpos IgG especificos, e houver suspeita de uma infeccéo
recente, isto pode ser confirmado ao testar uma outra amostra
7-14 dias mais tarde.

Equivoco As amostras equivocas devem ser submetidas a novos testes.
As amostras que permanecerem equivocas apos repeticao
dos testes, devem ser testadas através de um método
alternativo ou devera recolher-se uma nova amostra.

Positivo A presenca de anticorpo IgG detectavel sugere exposicao
recente ou passada a HHV-6.

10
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Critérios de Controlo de Qualidade

O Controlo Positivo, Controlo Negativo e o Calibrador tém que ser sempre incluidos para

determinar a validade dos resultados de teste. Os resultados de um ensaio s&o

considerados validos se forem respondidos os seguintes critérios:

(a) As absorvancias do Controlo Negativo e do Calibrador respondem a especificagéo
dada no interior da tampa da caixa.

(b) O indice do Controlo Positivo estd em conformidade com a especificacdo dada no
interior da tampa da caixa.

Valores esperados

Numa infeccdo por HHV-6, um nivel elevado de IgG pode sugerir uma infeccao recente.
Um aumento significativo de anticorpos especificos IgG em amostras pareadas é
indicador de infecco recente por HHV-6.

Limites de utilizagéo

e Os resultados tém que ser correlacionados com o perfil clinico e epidemiolégico do
doente e outros resultados clinicos ao fazerem o diagndstico da infec¢cdo por HHV-6.
Os resultados deste kit ndo sé@o diagnésticos, por si s6, e nao devem ser utilizados
como instrumento de diagnéstico.

e Os resultados de teste das amostras de doentes imunocomprometidos podem ser
dificeis de interpretar.

e Este teste deve ser feito apenas em soro. A utilizagdo de sangue total, plasma ou
outra matriz de amostra néo foi estabelecida.

11
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Caracteristicas de desempenho

Sensibilidade e especificidade

Testou-se um total de 212 amostras de soro Unico no laboratério de um hospital publico
no Imunoensaio enzimatico de IgG de HHV-6 de Biotrin. O soro, anteriormente
caracterizado pelo laboratério do hospital como IFA de IgG de HHV-6, consistiu das
seguintes amostras: 155 IFA positivas e 57 IFA negativas. Os dados sao resumidos no
Quadro 3.

Quadro 3
IgG de Herpesvirus Humano — Sensibilidade e Especificidade Sorolégica de
BIOTRIN - ELISA versus Situacédo de HHV-6

Situacdo | Positivo | Equivoco*| Negativo | Total
HHV-6

Positivo 151 1 3 155

Negativo 6 2 49 57
Total 157 3 52 212

Sensibilidade = Verdadeiros Positivos/(Positivos Verdadeiros + Negativos Falsos +
Equivocos) x 100

Sensibilidade = 151/(151 + 3 + 1) x 100 = 97.4%

Especificidade = Negativos verdadeiros/(Positivos falsos + Negativos verdadeiros +
Equivocos) x 100

Especificidade = 49/(49 + 6 + 2) x 100 = 86.0%

Conformidade = 200/212 = 94.3%

*N&o foram feitos novos testes de amostras equivocas, porque estas ndo estavam
disponiveis.

Nota: a sensibilidade e especificidade referem-se a comparacdo dos resultados do
ensaio de Biotrin com outros ensaios normalmente usados para diagnosticar HHV-6.
N&o se tentou correlacionar os resultados do ensaio com a presenca ou auséncia de
doenca. Nao pode ser feito qualquer juizo sobre a precisdo da comparacao para prever
doenca. Como os estudos acima foram realizados numa populacao pré-seleccionada,
retrospectiva, ndo se podem fazer nem inferir calculos de valores previsiveis para o
ensaio positivo ou negativo.

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do kit de EIA de IgG de Herpesvirus Humano-6 da Biotrin foi
determinado ao testar 8 soros, 3 vezes cada um, em trés kits de niumeros de lotes, em
trés dias diferentes. Intra-ensaio, no dia, no lote e a precisdo total foi calculada e
apresenta-se no Quadro 4.

12
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Quadro 4

Dados de reprodutibilidade
EIA de IgG de Herpesvirus Humano-6
Medidas de preciséo (Usando Valor indice*)

Intra no dia no lote Total
Amostra | n |*Média|*D.P CV |*D.P CV *D.P CVv *D.P CcVv
Positivo |24 | 2,56 |0,21 8,4% (0,17 6,8% | 0,36 14,2% 0,40 15,6%
Limite |24| 1,00 (0,10 10,2%0,00 0,00 0,00 0,0% 0,09 9,4%
Negativo |24 | 0,17 |0,04 21,7%|0,02 8,9% | 0,10 59,4% 0,09 54,5%
#1 24| 3,72 10,35 9,5% (0,20 5,4% | 0,51 13,8% 0,58 15,6%
#2 24| 4,64 |0,35 7,5% (0,00 0,0% | 0,25 5,4% 0,39 8,5%
#3 24| 257 |0,29 11,2%/|0,00 0,0% | 0,21 8,0% 0,33 12,9%
#4 24| 2,04 |0,21 10,4%/|0,00 0,0% | 0,32 15,5% 0,33 16,4%
#5 24| 2,21 |0,20 9,0% |0,00 0,0% | 0,00 0,0% 0,19 8,5%
#6 24| 1,60 |0,09 5,8% [0,00 0,0% | 0,06 3,9% 0,10 6,5%
#7 27| 0,63 |0,12 19,7%|0,04 6,3% | 0,00 0,0% 0,13 19,8%
#8 27| 1,07 |0,08 7,0% |0,04 3,6% | 0,20 18,7% 0,19 17,3%

13

Todos os valores sdo calculados de Valores indice
DP = Desvio Padrao; CV = Coeficiente de Variacdo
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Resumo do Procedimento de EIA de IgG de HHV- 6
Nota importante:
Por favor, leia o folheto de instrugdo do produto, completamente antes de iniciar o
ensaio. Este resumo € apenas para referéncia rapida.

Prepare o Tampao de Lavagem

v

Dilua as Amostras, Controlos e Calibrador 1 em 101 em Diluente de Amostra

v

Pipete 100 uL de amostras preparadas, Controlos e Calibrador nos pocos respectivos

v

Incube durante 30mins @ 35-39°C

v

Lave seis vezes com tampéo de lavagem

v

Adicione 100 uL de conjugado de enzima

v

Incube durante 30 minutos @ 35-39°C

v

Lave 6 vezes com tampé&o de lavagem

v

Adicione 100 uL de substrato TMB

v

Incube durante 10 minutos @ temperatura ambiente

v

Adicione 100 uL de solucdo de paragem

v

Leia a 450nm com filtro de referéncia de 600-650nm (se disponivel)

14
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Interpretacdo de simbolos

Dispositivo médico de diagndstico In-vitro IVD

Cddigo do Lote
LOT

N° de Catalogo

Limitacdo de Temperatura

Utilize até ao fim de

REF
Fabricante u

Perigoso se engolido.
O contacto com &cidos
liberta gases muito
toxicos.

Instrucdes de utilizacéo
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Produtos adicionais Biotrin

A Biotrin International proporciona um portfélio Unico de ensaios de Herpes Virus
Humano.

Cat #: Description Assay Format
V3HHV6 Human Herpesvirus-6 IgG IFA | 4 x 10 well slide
V17HHV6 Human Herpesvirus-6 IgM IFA | 4 x 10 well slide
V15HHV6 Human Herpesvirus-6 IgG EIA | 96 well EIA
V18HHVS Human Herpesvirus-8 IgG IFA | 6 x 10 well slide
V19HHV8 Human Herpesvirus-8 IgG EIA | 96 well EIA

Biotrin International Ltd.

93 The Rise, Mount Merrion
Co. Dublin

Ireland

Tel: +353 (01) 2831166
Fax: +353 (01) 2831232

E-mail: info@biotrin.ie

www.biotrin.com
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Para mais informacfes sobre este produto ou quaisquer outros Produtos
Biotrin queira visitar o nosso website
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