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1. Utilizacao prevista

Para utilizacdo em diagnéstico in vitro. Os testes RIDASCREEN® Borrelia (K3221, K3231) s&o
imunoensaios enzimaticos para a deteccdo quantitativa de anticorpos IgG ou IgM contra
espécies de Borrelia burgdorferi sensu lato no soro humanao.

O teste deve ser feito para confirmacdo de um caso suspeito de borreliose ou para o
esclarecimento do estado imunitario.

2. Resumo e explicacéo do teste

A Borrelia burgdorferi lato sensu é composta por genoespécies patogénicas humanas
conhecidas como Borrelia afzelli, Borrelia garinii, Borrelia burgdorferi stricto sensu, Borrelia
Spielman e Borrelia bavariensis presente na Europa. Genoespécies como Borrelia valaisiana e
Borrelia lusitaniae sdo consideradas como sendo potencialmente patogénicas.

Por causa da reaccdo do sistema imunitario, ocorre, apos uma infeccdo com borrelia, a
formacéo de anticorpos especificos contra o agente patogénico. Estes podem ser comprovados
no soro com a ajuda de métodos imunolégicos. O método de teste usado e a escolha do
antigénio especifico do patogénio tém ambos uma importancia significativa na significancia do
teste.

3. Principio do teste

Os antigénios purificados sao ligados a uma placa de micropocos. Nas amostras de pacientes,
0S anticorpos presentes ligam-se aos antigénios e sao, numa segunda etapa, comprovados
com anticorpos anti-humanos marcados com enzima (conjugado). Através da enzima, um
substrato sem cor (H,O,/TMB) € convertido num produto final azul. A reaccdo enzimatica é
parada com a adicdo de acido sulfurico. Simultaneamente, ocorre a mudanca de cor de azul
para amarelo. A medicéo final é realizada a 450 nm num fotémetro, usando um comprimento
de onda de referéncia de > 620 nm.
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4. Reagentes fornecidos

Tabela 1: Contetudo da embalagem (os reagentes de uma embalagem séo suficientes para 96

testes)
K3221 | K3231
19G IgM
Plate 96 testes | Placa de micropocgos; X X
12 tiras de micropogos (quebraveis) no suporte de tiras;
revestido com um antigeno nativo de Borrelia burgdorferi
sensu lato (B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi) e
recombinante OspC de B. afzelii (estirpe PKO)
110 ml | Tamp&o de amostra, pronto a utilizar; X X
sol. de NaCl tamponada com fosfato, de cor amarela;
contém lisato de Treponema phagedenis para a absorcao de
anticorpos de reaccao cruzada contra outras espiroquetas
(spirochaetes)
100 ml | Tamp&o de lavagem, concentrado 10 vezes; X X
solucdo de NaCl tamponada com tris
Control IgG [ + 2,5ml | Controlo padréo IgG, pronto a usar; X
Tampa verde soro humano diluido; de cor verde
Control IgM | + 2,5ml | Controlo padréo IgM, pronto a usar; X
Tampa vermelha soro humano diluido; de cor vermelha
Control 1gG | - 1,2 ml | Controlo negativo IgG, pronto a usar; X
Tampa transparente soro humano diluido
Control IgM [ — 1,2ml |Controlo negativo IgM, pronto a usar; X
Tampa transparente soro humano diluido
Control 1gG | A 1,2ml |Controlo de qualidade A IgG, pronto para o uso; X
Tampa verde soro humano diluido
Control IgM [ A 1.2ml | controlo de qualidade A IgM, pronto para o uso; X
Tampa verde soro humano diluido
Control IgG [ B 1.2ml | controlo de qualidade B IgG, pronto para o0 uso; X
Tampa vermelha soro humano diluido
Control IgM | B | 1.2ml | controlo de qualidade B IgM, pronto para o uso; X
Tampa vermelha soro humano diluido
SeroG LD 12 ml | Conjugado anti-humano IgG LD (cabra), pronto a usar; X
Tampa verde anticorpos conjugados em peroxidase em solucao proteica
estabilizada
SeroM HD 12 ml | Conjugado anti-humano IgM HD (cabra), pronto a usar; X
Tampa vermelha anticorpos conjugados em peroxidase em solucao proteica
estabilizada
SeroSC 12 ml | Substrato; X X
H,O,/tetrametilbenzidina; pronto a usar
Stop 12 ml | Reagente de paragem X X

1 N &cido sulfarico; pronto a usar

Detalhes sobre substancias perigosas de acordo com as obriga¢c6es de rotulagem. Para mais
informagdes, consulte as Folhas de Dados de Seguranca de Materiais (MSDS) em www.r-

biopharm.com
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5. Reagentes e sua armazenagem

O kit deve ser armazenado de 2 - 8 °C e pode ser utilizado até a data de validade impressa no
rotulo. Solucdo de lavagem diluida pode ser utilizada por no maximo 4 semanas quando
armazenadas de 2 - 8 °C ou por uma semana quando armazenados em temperatura ambiente
(20 - 25 °C). A garantia do kit ndo é valida apd6s o vencimento do Kkit.

O saco de aluminio, no qual a placa de micropocos se encontra, deve ser aberto de modo que
o fecho clip ndo seja arrancado. As tiras ndo necessarias devem ser guardadas de imediato no
saco de aluminio fechado e armazenadas entre 2 - 8 °C.

A contaminacdo dos reagentes deve ser evitada, e o substrato incolor deve ser protegido da luz
directa.

6. Reagentes adicionais necessarios, e equipamento necessario
6.1. Reagentes

— Agua destilada ou desionizada

6.2. Acessorios

— Incubador a 37 °C

— Tubos de amostra

— Vortex

— Micropipetas para volumes de 10 — 100 ul e 100 — 1000 pl

— Proveta graduada (1000 ml)

— Cronbmetro

— Aparelho de lavagem para as microplacas ou pipetas de varios canais
— Fotbmetro para as microplacas (450 nm, filtro de referéncia > 620 nm)
— Filtro de papel (lencos de laboratorio)

— Contentor para lixo com uma solucao de hipoclorito de 0,5%

7. Precauc0Oes para utilizadores

Somente para diagnadstico in vitro.

Este ensaio s6 deve ser realizado por profissionais de laboratorio treinados. As diretrizes para
trabalhar em laboratorios médicos devem ser seguidas. O manual de instrucdes relativo ao
procedimento de ensaio deve ser seguido. Nao pipete amostras ou reagentes com a boca.
Evite o contato com a pele ferida ou membranas mucosas. A0 manusear reagentes ou
amostras, use roupas de seguranca adequadas (luvas apropriadas, jaleco, O6culos de
seguranca) e lave suas maos apos o término do procedimento de ensaio. Ndo fume, coma ou
beba nas areas onde estdo sendo usados amostras ou reagentes.
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Os soros de controle contidos no kit (controle padréo, controle negativo, controlo de calidade A
e controlo de calidade B) foram testados para HIV e HCV-Ak, bem como HbsAg, e
considerados negativos. Porém, eles devem, bem como as amostras de pacientes e todos os
materiais que entrem em contato com eles, ser considerados como potencialmente infecciosos
e manejados de acordo com as respectivas regras de seguranca nacionais.

Para mais informacdes, consulte as Folhas de Dados de Seguranca de Materiais (MSDS) em
www.r-biopharm.com

Todos os reagentes e materiais utilizados devem ser descartados corretamente apds 0 uso.
Consulte os regulamentos nacionais relevantes para a eliminacao.

8. Colheita e conservacdo de amostras

O teste foi desenvolvido para exame de amostras de soro humano. Apés a colheita de sangue,
0 sangue deve ser rapidamente separado de coagulos para evitar uma hemdlise do soro. As
amostras devem ser armazenadas frias ou congeladas até serem usadas para o teste. Deve-se
evitar um novo congelamento e descongelamento, bem como a contaminagdo microbiana. A
utilizacdo de amostras turvas, ictéricas, hemoliticas, lipemicas ou inactivadas pelo calor pode
produzir falsos resultados.

Tabela 3: Conservacao de amostras

soro nao diluido Soro diluido
2-8°C —-20 °C 2-8°C
1 semana > 1 semana 7 horas

9. Procedimento de teste
9.1. Generalidades

Todos os reagentes e a placa de micropocos devem atingir a temperatura ambiente
(20 - 25 °C) antes da utilizacdo. As tiras s6 devem ser retiradas do saco de aluminio apés a
temperatura ambiente ter sido alcangada. Os reagentes devem ser cuidadosamente misturados
imediatamente antes da utilizacdo. Apds a utilizacdo, o kit deve ser imediatamente conservado
entre 2 - 8 °C.

SO deve ser retirada a quantidade de reagente necessaria para a execucdo do teste. O
reagente restante ndo deve ser colocado novamente nos frascos, uma vez que tal pode levar a
uma contaminacgao.

As tiras ndo podem ser usadas mais de uma vez. Os reagentes e as tiras de micropogos nao
devem ser utilizados, se a embalagem estiver danificada ou os frascos com derrames.
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Alguns dos reagentes contidos no kit ndo sdo especificos do teste. Os reagentes rotulados com
Sero (por ex. [SerowP)) podem também ser utilizados noutros ensaios ELISA RIDASCREEN®
Sero com os respectivos reagentes.

Os soros de controlo sdo especificos do lote. Ndo € permitida a substituicdo dos soros
de controlo entre kits de numeros de lotes diferentes.

RIDASCREEN® Sero ELISA controlos de qualidade A e B, sdo fornecidos como
componentes adicionais aos respectivos kits RIDASCREEN® Sero ELISA. Sdo controlos
propostos para um controlo de qualidade adicional que podem ser utilizados como
opcgao. Contém soro humano de controlo com diferentes concentracdes de anticorpos.

9.2. Preparacao do tampéao de lavagem

1 parte de concentrado de tamp&o de lavagem [SerowP| é misturada com 9 partes de agua
destilada. Para tal, coloca-se 100 ml do concentrado numa proveta graduada de 1000 ml e
enche-se com agua destilada até perfazer 1000 ml. Os cristais eventualmente presentes no
concentrado devem ser dissolvidos anteriormente por meio de calor (banho-maria a 37 °C).
Solucédo de lavagem diluida pode ser utilizada por no maximo 4 semanas quando armazenadas
de 2 - 8 °C ou por uma semana quando armazenados em temperatura ambiente (20 - 25 °C).

9.3. Preparacdo de amostras
9.3.1. Teste de soro

As amostras de soro a testar sdo diluidas a 1:100 antes do inicio do teste com o tamp&o de

amostras Diluent.
por ex., 10 ul de soro + 990 pl

Para o doseamento de IgM, recomenda-se antes do teste, um pré tratamento dos soros
para uma absorgéo de IgG (p. ex. com o0 RIDA® RF-Absorbens, n°do art. Z0202).

Atencao!
O controle negativo e controle padréo, controle de qualidade A e controle de qualidade B
estdo prontos para uso e ndo devem ser diluidos ou absorvidos.

9.4. Primeira incubacéo

Apos a insercao de um numero suficiente de pocos nos quadros de suporte, sao pipetados 100
pl das amostras diluidas e 100 pl dos controlos prontos a utilizar em cada um dos respectivos
pocos, deixando a posicao Al livre (valor em branco do reagente).
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O controle negativo [Control IgG |-|ou [Control IgM | -] é executado simples e o controle padréo
IControl 19G |[+]| ou [Control IgM [+| em duplicado. Adicionar o controlos de qualidade
IControl IgG| A| e [Control IgG| B | ou [Control IgM| A] e |Control IgM| B | uma vez. Cubra a placa
e incube a 37 °C durante 30 minutos num incubador. Durante este processo, os fundos dos
pocos nao devem entrar em contacto com materiais condutores de calor (tais como metais ou
papel humido). A placa de micropoc¢os deve estar coberta durante a incubacao.

Al Valor em branco do reagente
Bl Controle negativo

C1 Contole padréo

D1 Contole padréo

El Controlo de qualidade A

F1 Controlo de qualidade B

G1,H1  Soro do paciente 1, 2, etc.

Aviso!

A placa de micropoc¢os nédo deve ser colocada num contentor de incubacéao frio, que so
atinja 37 °C durante a incubacdo. A temperatura do recipiente deve ser previamente
regulada para 37 °C.

9.5. Lavagem

Os pocos devem ser esvaziados num contentor de residuos, contendo solucdo de hipoclorito
de sodio para desinfeccdo. Em seguida, bata as placas em papel absorvente, a fim de remover
a humidade residual. ApGs este procedimento, lave a placa 4 vezes, usando 300 ul de tampéo
de lavagem de cada vez. Certifigue-se de que 0s poc¢os estdo completamente esvaziados,
batendo com 0os mesmos numa parte ndo usada do papel absorvente, apés cada lavagem.

Ao utilizar uma maquina de lavagem de microplacas, deve-se verificar o ajuste correcto
do equipamento ao tipo de placa utilizado. Apés a lavagem, bata com a placa em papel
absorvente limpo, a fim de remover a humidade residual.

9.6. Segunda incubagéo

Adic&o de 100 pl do conjugado anti-humano IgG LD ou conjugado anti-humano IgM
HD nos respectivos pocos (inclusive Al). Seguidamente, cobrir a placa e incubar a
37 °C durante 30 minutos num incubador (veja o ponto 9.4).

9.7. Lavagem

Lavar 4 vezes de acordo com o ponto 9.5.
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9.8. Terceira incubacao

Adicionar 100 pul de substrato [SeroSC| a cada po¢o. Em seguida, cubra a placa e incube a 37 °C
durante 30 minutos num incubador. Em seguida, a reaccéo é parada com a adicdo de 100 pl de
reagente de paragem a cada poco. Depois de mexer cuidadosamente (batendo levemente
na parte lateral da placa), meca a absorvancia a 450 nm (comprimento de onda de referéncia
> 620 nm) num fotdbmetro para placas. Calibre a zero o valor em branco do reagente (posicao
Al).

10. Controlo de qualidade e indicacdes de instabilidade ou deterioracéo

Para efeitos de controlo de qualidade, o controlo padrdo (em duplicado) e o controlo negativo
devem ser usados de cada vez que o teste é realizado. O teste foi executado correctamente,
se o valor médio de absorvancia do controlo padréo a 450/620 nm estiver dentro da faixa de
valores indicados na folha de dados anexa. Se as duas medi¢des individuais apresentarem
desvios do valor médio de mais de 20%, o teste deve ser feito novamente. O controlo negativo
deve indicar um valor de absorvancia de < 0,3 a 450/620 nm.

Os controlos de qualidade A e B do RIDASCREEN® Sero ELISA s&o controlos de qualidade
adicionais que podem ser usados como opc¢ao.

Os valores alvo estédo indicados no certificado de garantia de qualidade que esta incluido no
lote especifico. Os valores obtidos (U/ml, Ul/ml ou mUI/ml) sdo recomendados como valores de
referéncia para garantia de qualidade em laboratérios acreditados.

Um desvio dos valores necessarios, bem como a cor turva do reagente ou a coloracdo azul do
substrato antes da adi¢cdo nos pocos, pode ser uma indicacado de expiracao do reagente.

Se nao forem obtidos os valores estipulados, devem ser verificados 0s seguintes pontos antes
de repetir o teste:

—Data de validade dos reagentes utilizados

—Funcionalidade do equipamento que esta a ser usado (por ex., calibracédo)

—Procedimento de teste correcto

—Inspeccao visual dos componentes do kit para determinar se ha contaminacao ou fuga; uma
solucéo de substrato que tenha ficado azul ndo pode ser utilizada.

Se as condi¢bes continuarem a nao ser satisfatérias apos a repeticdo do teste, contacte o
distribuidor R-Biopharm local.
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11. Avaliacao e interpretacéao

A avaliacao do teste pode ser feita de trés modos diferentes:

1. Utilizando a curva padrdo anexa
2. Utilizando a tabela de valores na folha de dados
3. Matematicamente, utilizando o método dos 4 parametros ou o método o.

O valor em branco do reagente deve ser subtraido de cada um dos valores de
absorvancia antes da avaliagé&o.

11.1. Determinacao dos valores unitarios atraves da curva padréo

Para efectuar uma avaliacdo através da curva padrdo, deve ser feita uma correc¢édo do valor
médio do controlo padréo, a fim de ter em conta quaisquer flutuacbes passiveis de ocorrer de
um dia para o outro. O factor de correccao F € calculado a partir do valor médio actual medido
do controlo padrédo e do seu valor alvo. O valor alvo, que depende do lote, é indicado na folha
de dados anexa.

B valor alvo do controlo padréo
~ valor de absorvancia médio do controlo padréo

F

Todos os valores de DO das amostras sdo multiplicados pelo factor F. Com os valores
corrigidos, o respectivo valor U/ml € lido na curva padréo.

11.2. Determinacéo dos valores unitarios através da tabela de valores

u/ml Intervalo de valores para o controlo padréo

1,00 - 1,05
- <10,0 <0,22
? 10,0 - 14,0 0,22 - 0,31
141 - 30,0 0,32 - 0,62
30,1 - 60,0 0,63 - 1,06
+ 60,1 - 100,0 1,07 - 1,42
100,12 - 200,0 143 - 1,81

200,12 - 400,0 1,82 - 2,05 ]
> 400,0 > 2,05

Figura 1: Exemplo de uma determinagéo de IgG
(Extracto de uma folha de dados especifica do lote)
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A absorvancia média do controlo padrdo é usada para identificar na tabela de valores a coluna
com o intervalo de valores que é valido para a medicao actual. Isto tem em conta a flutuacéao
diaria do ciclo de teste. Assim, ja ndo € necessario utilizar o factor de correccdo. A absorvancia
da amostra medida é designada no intervalo de valores adequado e o titulo em U/ml € lido a
partir da segunda coluna a contar da esquerda na tabela.

Por exemplo, o valor de absorvancia médio do controlo padréo para uma determinada medicao
€ 1,02. Neste caso, a coluna da tabela com a variacdo de valores 1,00 — 1,05 é a que deve ser
usada para determinar os resultados. Uma amostra de paciente com um valor de absorvancia
de 1,38 corresponde, portanto, ao intervalo de variacdo do titulo de 60,1 a 100,0 U/ml. (Os
valores citados devem ser encarados como exemplos e podem diferir dos valores actuais da
folha de dados.)

A avaliacdo dos valores obtidos (positivo (+), negativo (-) ou duvidoso (?)) é vista na primeira
coluna da tabela de valores.

11.3. Avaliacdo matemética

Os valores necessarios para uma avaliagdo matematica de acordo com o método dos 4
parametros ou com o método a séo indicados na folha de dados anexa.

11.4. Resultado do teste

Tabela 4: Avaliacdo das unidades determinadas

19G IgM
Negativo <10 U/ml <12 U/ml
Duvidoso 10 - 14 U/ml 12 - 17 U/ml
Positivo > 14 U/ml > 17 U/ml

12. Limitac6es do método

Os ensaios RIDASCREEN® Borrelia ELISA detectam anticorpos IgG ou IgM anti borrelia. O
teste ndo pode ser usado para inferir uma relagdo entre a extingdo determinada e a ocorréncia
de sintomas clinicos graves. Os resultados obtidos devem ser sempre interpretados em
combinacdo com o quadro clinico.

O tampéo de amostra contém o antigénio de Treponema phagedenis para a absorcédo de
anticorpos de reaccao cruzada, conforme descrito na literatura técnica para as espiroquetas
(spirochaetes). Deste modo, excluem-se o mais possivel resultados falso positivos devidos a
reaccOes com anticorpos, que ndo sejam especificos para o B. burgdorferi s.I.
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Um resultado negativo ndo significa necessariamente, que nao existe qualquer infeccao.
Durante a fase inicial da infeccdo, o nUmero de anticorpos pode ser ainda tdo pequeno que o
resultado do teste € negativo. No caso de infeccdo por borrelia, os anticorpos IgM podem ser
detectados 5 dias apdés uma picada de carraca. Assim, uma amostra de soro colhida logo apoés
a picada de carraca ndo € adequada para a deteccdo de uma infeccao recente, mesmo que o
teste 1gG apresente um resultado positivo ou duvidoso (cicatriz sorolégica). Mesmo na fase Il
da doenca, em até 30% dos doentes ndao se encontram niveis de anticorpos que possam ser
medidos. Deste modo, se existir a suspeita clinica, deve ser testado um soro de seguimento.

No exame de pares de soros, um resultado IgM positivo deve ser considerado como uma
indicag&o de infeccdo activa, bem como um aumento significativo do titulo.

Se 0 ensaio ELISA for usado como controlo da terapéutica, deve-se considerar que, apesar da
terapéutica bem sucedida, muitas vezes as reducdes dos titulos sé podem ser verificadas apos
varios meses. Neste caso, os anticorpos IgM também podem persistir.

Geralmente, para uma melhor qualidade do diagnéstico, nos exames sorolégicos devem ser
examinadas duas amostras de soro consecutivas do paciente. Importante para a interpretacao
dos resultados é o progresso do titulo.

Um resultado positivo ndo exclui a presenca de outro patogénio infeccioso como causa da
doenca.

13. Caracteristicas de desempenho

Tabela 5: Variacdo entre ensaios (n = 30)

Variacdo entre ensaios 1aG IgM

DO Ccv DO CcVv
Soro 1 0,126 8,6% 0,150 4,1%
Soro 2 0,488 7,5% 0,502 4,8%
Soro 3 0,956 3,8% 1,216 6,3%
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Tabela 6: Variacdo entre ensaios (n = 24)

Variacdo entre ensaios lgM
DO CcVv DO cVv
Soro 1 0,143 5,3% 0,176 3,1%
Soro 2 0,550 3,3% 0,589 2,4%
Soro 3 1,089 3,3% 0,989 1,8%
Tabela 7: Sensibilidade e especificidade em comparacdo com outros dois ELISAS

comercializados

n=80 fe[€} IgM
Sensibilidade 100,0% 100,0%
Especificidade 97,4% 93,6%

Tabela 8: Resultados com 200 soros de dadores examinados de um centro de doagéo de
sangue na Alemanha

soros de 200 dadores de 1gG IgM
sangue

Negativo 88,5% 93,5%
Duvidoso 5,5% 3,0%
Positivo 6,0% 3,5%
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