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1. Area de aplicacéo

Para diagndstico in vitro. Os testes RIDASCREEN® HSV 1 sdo testes imunoenzimaticos para
determinacdo quantitativa de anticorpos IgG ou IgM contra o virus herpes simplex tipo 1
(HSV 1) no soro humano.

Os testes devem ser realizados no caso de suspeita fundada de uma infecgdo com HSV 1 ou
para esclarecimento do estado imunolégico.

2. Resumo e explicagédo do teste

Apés a infeccdo com HSV, formam-se anticorpos especificos contra o agente patogénico
devido a reacdo do sistema imunolégico. Estes anticorpos podem ser determinados no soro por
meio de métodos imunoldgicos. O método de teste utilizado e a escolha do antigeno especifico
para o agente patogénico sdo importantes para a for¢ca probatéria do teste.

3. Principio do teste

Antigenos purificados estdo ligados a microplaca. Os anticorpos existentes no paciente fixam-
se aos antigenos e sao determinados em um segundo passo da incubacao mediante utilizacao
de anticorpos anti-humanos marcados com enzimas (conjugado). As enzimas convertem o
substrato incolor (H,O./TMB) em um produto final azul. A reacdo enzimatica é terminada
mediante a adicdo de Acido sulfurico e a cor desta mistura muda de azul para amarelo. A
medicao final é feita em um fotdmetro a 450 nm com um comprimento de onda de referéncia >
620 nm.
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4. Conteudo da embalagem

Tab. 1: Contetdo da embalagem (Os reagentes de uma embalagem sado suficientes para 96
testes)

K 5121 | K 5131

19G IgM
96 testes | Microplaca; X
12 tiras (divisiveis) no suporte;
revestidas com glicoproteina recombinante G1 (gG1) de HSV 1
96 testes | Microplaca; X
12 tiras (divisiveis) no suporte;
revestidas com antigenos totais de HSV 1
110 ml | Tamp&o de amostra, pronto para uso; X X
solucdo NaCl tamponada com fosfato, coloragéo amarela;
100 ml | Tampéo de lavagem, 10x concentrado; X X
solucdo NaCl tamponada com Tris;
Control IgG 2,5ml | Controle padréo 1gG, pronto para uso; X
tampa verde soro humano diluido, coloracéo verde;
Control IgM 2,5ml | Controle padrdo IgM, pronto para uso; X
tampa vermelha soro humano diluido, coloracao vermelha;
Control IgG | - 1,2 ml | Controle negativo IgG, pronto para uso; X

tampa incolor soro humano diluido;

ontrol IgM | — 1,2 ml | Controle negativo IgM, pronto para uso; X
soro humano diluido;

@)

tampa incolor

Control IgG | A 1,2ml | Controlo de qualidade A IgG, pronto para uso; X
soro humano diluido;
tampa verde
Control IgG | B 1,2 ml | Controlo de qualidade B IgG, pronto para uso; X
soro humano diluido;
tampa verde
Control IgM | A 1,2ml | Controlo de qualidade A IgM, pronto para uso; X

soro humano diluido;
tampa vermelha

O

ontrol IgM [ B 1,2ml | Controlo de qualidade B IgM, pronto para uso; X

soro humano diluido;
tampa vermelha

SeroG LD 12 ml | Conjugado anti-humano IgG LD (cabra), pronto para uso; X
tampa verde anticorpos conjugados com peroxidase em solucdo proteica
estabilizada;
SeroM LD 12 ml | Conjugado anti-humano IgM LD (cabra), pronto para uso; X
tampa vermelha anticorpos conjugados com peroxidase em solucdo proteica
estabilizada;
SeroSC 12 ml | Substrato X X
H,O./tetrametilbenzidina; pronto para uso
Stop 12 ml | Reagente de parada X X

1 N &cido sulfarico; pronto para uso
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5. Reagentes e seu armazenamento

O kit de teste deve ser armazenado entre 2 — 8 °C e pode ser utilizado até a expiracdo da data
de validade impressa na etiqueta. Quando armazenado a uma temperatura entre 2 —8 °C, o
tampdo de lavagem diluido pode ser utilizado quatro semanas; quando armazenado a
temperatura ambiente (20 — 25 °C) pode ser utilizado uma semana. Apds expiracao da data de
validade a qualidade n&o € garantida.

A embalagem de aluminio que contém a microplaca deve ser aberta de forma a ndo se
arrancar o fecho. As tiras de microtitulacdo que ndo sdo necessarias devem ser guardadas
imediatamente na embalagem de aluminio fechada entre 2 — 8 °C.

A contaminacgdo dos reagentes deve ser impedida e o substrato incolor ndo deve ser exposto a
incidéncia de luz direta.

6. Reagentes adicionais necessarios e equipamento acessoério
6.1. Reagentes

— agua destilada ou desionizada

6.2. Equipamento acessorio

— Incubadora a 37 °C

— Tubos de teste

— Misturador Vortex

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

— Proveta (1000 ml)

— Cronémetro

— Lavadora para microplacas ou pipetas multicanais

— Fotémetro para microplacas (450 nm, filtro de referéncia > 620 nm)

— Papel filtro (panos de laborat6rio)

— Recipiente para lixo com uma solucao de 0,5 % de hipoclorito de sédio
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7. Medidas de precaucgéo

Somente para diagndstico 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, Oculos de
seguranca) e lave suas maos apos o término do procedimento de ensaio. Nao fume, coma ou
beba nas areas onde estdo sendo usados amostras ou reagentes.

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

Os soros de controle contidos no kit (controle padréao, 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.

Todos os reagentes e materiais utilizados devem ser descartados corretamente ap0s 0 uso.
Consulte os regulamentos nacionais relevantes para a eliminacao.

8. Coleta e armazenamento das amostras

O teste foi desenvolvido para a analise de amostras de soro humano. Depois da coleta, o soro
devia ser separado do coagulo sanguineo o mais rapidamente possivel para evitar hemolise.
As amostras devem ser armazenadas em lugar frio ou congeladas até serem analisadas. Deve-
se evitar necessariamente o congelamento e descongelamento repetidos das amostras bem
como a contaminacdo com microbios. A utilizacdo de amostras lipémicas, hemoliticas, ictéricas,
turvas ou inativadas por calor podem produzir resultados falsos.

Tab. 2: Armazenamento das amostras

Soro nao-diluido Soro diluido
2-8°C -20 °C 2-8°C
1 semana > 1 semana 7 horas
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9. Realizacao do teste
9.1. Generalidades

Antes de serem utilizados, todos os reagentes e as tiras de microtitulagdo tém de estar a
temperatura ambiente (20 — 25 °C). As tiras de microtitulacdo ndo devem ser retiradas da
embalagem de aluminio antes de atingirem a temperatura ambiente. Os reagentes devem ser
bem misturados pouco antes de serem utilizados. Apds a utilizagéo, o kit deve ser armazenado
de novo imediatamente entre 2 — 8 °C.

So deve ser retirado o volume de reagente necessério para a realizagdo do teste. Excessos de
reagente ndo devem ser vertidos novamente nos frascos devido ao risco de contaminagao.

As tiras de microtitulacdo ndo devem ser utilizadas mais do que uma vez. Os reagentes e as
tiras de microtitulagdo ndo devem ser utilizados quando a embalagem estiver danificada ou os
frascos apresentarem derrames.

Alguns dos reagentes incluidos no kit ndo sao especificos para o teste. Estes reagentes
marcados com Sero (por ex. também podem ser utlizados em outros testes
RIDASCREEN® Sero ELISA com os reagentes correspondentes.

Os soros de controle sao especificos do lote. Ndo é permitido trocar os soros de
controle dos kits com um numero de lote diferente.

Os controlos de qualidade A e B RIDASCREEN® Sero ELISA s&o fornecidos
adicionalmente como componentes especificos para o respectivo kit de teste
RIDASCREEN® Sero ELISA. Trata-se de controles que podem ser aplicados
opcionalmente para seguranca adicional da qualidade. Eles contém soro de controle
humano com diferentes concentragdes de anticorpos.

9.2. Preparacéao do tampéao de lavagem

1 parte do tampéo de lavagem é misturada com 9 partes de agua destilada. Para isso,
verte-se 100 ml de concentrado em uma proveta de 1000 ml e adiciona-se agua destilada até
se atingir os 1000 ml. Os cristais eventualmente existentes no concentrado devem ser
dissolvidos previamente mediante aquecimento em banho-maria a 37 °C. O tampéo de
lavagem diluido pode ser utilizado o méximo de quatro semanas quando armazenado entre 2 —
8 °C e uma semana quando armazenado a temperatura ambiente (20 — 25 °C).

9.3. Preparacéo das amostras

As amostras de soro a analisar sao diluidas com o tampéao [SeroPP| 1:100 antes de se iniciar o
teste.

por ex. 10 pl de soro + 990 pl de
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Para a determinag&o de IgM, recomendamos submeter os soros a uma absorcao de 1gG (por
ex. com RIDA® RF-Absorbens, art. n°. Z0202) antes do teste.

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

9.4. Primeira incubacé&o

Depois de se encaixar uma quantidade de tiras/poc¢os suficientes no suporte, pipetar 100 pl de
soros diluidos e 100 pl de controles prontos para uso nos respectivos pocos e deixar a posi¢ao
Al (valor em branco do reagente) vazia. Adicionar o controle negativo [Control 19G |-| ou
IControl IgM [ -] uma vez e o controle padrdo (Control I1gG | +| ou |Control IgM [ +| duplicado.
Adicionar o controlo de qualidade [Control IgG|A| e [Control IgG|B| ou [Control IgM [A] e
IControl IgM | B| uma vez. Cobrir a placa e incub&-la 30 minutos a 37 °C em uma incubadora.
Durante este processo, o exterior do fundo dos pog¢os nao deve estar em contato com materiais
de boa condutibilidade térmica. A microplaca deve estar coberta durante o processo de
incubacéo.

Devem ser utilizados os controles que correspondem a determinacgéo (IgG ou IgM).

Al Valor em branco do reagente
Bl Controle negativo

C1 Controle padrao

D1 Controle padrao

El Controlo de qualidade A

F1 Controlo de qualidade B

Gl H1 Soro do paciente 1, 2 etc.

Atencéao!
A microplaca ndo deve ser colocada em um conténier de incubacdao frio que sé aquece a
37 °C durante a incubacao. O contéiner tem de estar previamente adaptado a 37 °C.

9.5. Lavagem

Os pocos devem ser esvaziados em um recipiente de lixo com solucdo de hipoclorito para
desinfeccdo. Em seguida bate-se na placa sobre papel absorvente para remover o resto da
umidade. Depois disso, lava-se a placa 4 vezes com 300 pl de tampéo de lavagem de cada
vez. Assegurar que ela é esvaziada completamente batendo-lhe depois de cada uma das
quatro lavagens sobre uma parte do papel ainda ndo usada.
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Utilizando-se uma lavadora de microplacas deve-se verificar se ela esta corretamente
programada para o tipo de placa em questdo. Depois da lavagem, deve-se bater na placa
sobre papel absorvente limpo pararemoc¢éao do resto da umidade.

9.6. Segunda incubacéao

Adicionar 100 pl de conjugado anti-humano IgG LD [SeroG LD| ou conjugado anti-humano IgM
LD [SeroM LD| nos pocos correspondentes (inclusivamente Al). Em seguida incubar a placa 30
minutos a 37 °C em uma incubadora (ver ponto 9.4.).

9.7. Lavagem
Lavar 4 vezes como descrito no ponto 9.5.
9.8. Terceira incubacao

Adicionar 100 pl de substrato em todos 0s pocos. Em seguida incubar a placa 30
minutos a 37 °C em uma incubadora. Depois disto, adicionar 100 pl de solucéo de parada
em todos 0s pocos para terminar a reacdo. Depois de mistura-la cuidadosamente (batendo-se
suavemente na beira da placa), medir a extingdo a 450 nm (comprimento de onda de referéncia
> 620 nm). Calibrar a zero o valor em branco do reagente (posicédo Al).

Atencéo:
Antes de realizar a medicéo, limpar a agua condensada da parte inferior da microplaca.

10. Controlo de qualidade e sinais de caducidade do reagente

Para fins de controle de qualidade, devem ser sempre utilizados o controle padrao
(duplamente) e o controle negativo cada vez que se efetuar um teste. O teste foi realizado
corretamente quando a extingdo média do controle padrdo a 450/620 nm estiver na gama
indicada na folha de dados anexa. Se ambas as medic6es individuais apresentarem desvios a
média superiores a 20%, o teste tem de ser repetido. O controle negativo a 450/620 nm tem de
apresentar um valor de extin¢do < 0,3.

Os controlos de qualidade A e B RIDASCREEN® Sero ELISA s&o controles adicionais que
podem ser utilizados opcionalmente para fins de controle da qualidade. As gamas-alvo devem
ser consultadas no certificado de garantia de qualidade anexo, especifico do lote. Os valores
(U/ml, 1U/ml ou mIU/ml) obtidos sdo recomendados aos usuarios como valores de referéncia
para a garantia de qualidade do laboratorio.
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Se os valores divergirem dos requeridos ou se 0s reagentes estiverem turvos ou o substrato
estiver azulado antes de serem adicionados nos poc¢os, pode ser sinal de que os reagentes ja
caducaram.

Se os valores estipulados nédo forem atingidos, ha que verificar os pontos seguintes antes da
repeticdo do teste:

— Data de validade dos reagentes utilizados

— Funcionalidade do equipamento utilizado (calibragéo, por exemplo)

— Realizacéo correta do teste

— Controle visual dos componentes do kit quanto a contaminacdo ou ma vedacdo; uma
solucéo de substrato com coloracdo azulada ja ndo deve ser utilizada

Se apos a repeticao do teste as condi¢cdes continuarem insatisfatérias, contate o fabricante.

11. Avaliacao e interpretacéo

O teste pode ser avaliado mediante trés métodos diferentes:

1. Mediante a curva padrdo fornecida no kit
2. Mediante a tabela de valores (ver folha de dados anexa)
3. Matematicamente mediante o método de 4 parametros ou 0 método a

O valor em branco do reagente tem de ser subtraido de cada valor de extingdo antes da
avaliacao.

11.1. Avaliacdo mediante a curva padrao

Para se poder realizar a avaliagdo mediante a curva padrdo ha que efetuar primeiro, através da
média do controle padrdo, uma corre¢do das flutuacbes que podem ocorrer de um dia para o
outro. Do valor teérico do controle padréo e do valor do controle atualmente medido, calcula-se
o fator de correcédo F. O valor tedrico dependente do lote esta mencionado na folha de dados
anexa.

_ Valor tedrico do controle padréo
~ Valor médio de absorbancia do controle padréao

F

Todos os valores OD das amostras sdo multiplicados pelo fator F. Com estes valores
corrigidos, 1é-se depois o valor U/ml correspondente na curva padrao.
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11.2. Avaliacdo mediante a tabela de valores

u/ml Gama de valores do controle padrao
0,85 - 0,91
- <16,0 <0,26
? 16,0 - 20,0 0,26 - 0,30
20,1 - 50,0 0,31 - 0,54
50,1 - 100,0 0,55 - 0,78
+ 100,12 - 200,0 0,79 - 1,04
200,1 - 400,0 1,05 - 1,29
400,1 -1000,0 1,30 - 1,65
>1000,0 >1,65

Fig. 1:  Exemplo de uma determinagéo de IgG
(Extrato de uma folha de dados especifica de um lote)

O valor de extincdo médio do controle padréo é decisivo para identificar na tabela de valores
qual é a coluna com a gama de valores valida para a medicéo atual. Nesta coluna, atribui-se o
valor de extincdo da amostra medido a gama de extingdo correspondente e na segunda coluna
da esquerda para a direita lé-se a respectiva titulagdo em U/ml.

Por exemplo, o valor de extingcdo médio de um controle padrao de uma medicéo é 0,86. Neste
caso, a coluna da tabela com a gama 0,85 a 0,91 € a coluna a utilizar para o apuramento do
resultado. Uma amostra de paciente com um valor de extingdo 0,65 corresponde a uma gama
de titulagcdo entre 50,1 a 100,0 Units/ml. (Os valores citados sdo exemplificativos e podem
divergir dos valores atuais da folha de dados.)

A avaliacdo do resultado apurado - positivo (+), negativo (-) ou duvidoso (?) - consulta-se na
primeira coluna da tabela de valores.

11.3. Avaliacdo matemética

Os valores necessérios para a avaliagdo matematica pelo método de 4 parametros ou pelo
método a estdo mencionados na folha de dados anexa.
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11.4. Resultado do teste

Tab. 3: Avaliacdo das "units" apuradas

19G IgM
negativo <16 U/ml <16 U/ml
duvidoso 16 - 20 U/ml 16 - 20 U/ml
positivo > 20 U/ml > 20 U/ml

12. Limites do método

Os testes RIDASCREEN® HSV 1 ELISA detectam anticorpos IgG ou IgM contra HSV 1. Dos
testes ndo se pode concluir uma relacdo entre o valor de extincdo medido e a manifestagéo ou
a gravidade de sintomas clinicos. Os resultados obtidos devem ser sempre interpretados em
associagdo com o quadro clinico.

O teste IgG contém a glicoproteina G1 (gG1) como antigeno. Esta gG1 € altamente especifica
para a deteccdo de anticorpos IgG contra HSV 1. As reacdes cruzadas com anticorpos contra
HSV 2 conhecidas quando da utilizacdo de antigenos totais ndo ocorrem neste teste. S6 assim
€ possivel comprovar serologicamente a existéncia de uma infeccdo HSV 1 de modo
inequivoco.

Os anticorpos IgM estdo, na maior parte, orientados contra outros antigenos que a
glicoproteina G1. Por isso, o teste IgM contém antigeno total de HSV 1. Este apresenta, em
parte, epitopos similares ao antigeno HSV 2 pelo que os anticorpos IgM contra HSV 2 podem
levar a um sinal positivo no teste. O teste, no entanto, esti calibrado de tal forma que um
resultado IgM muito mais alto no teste HSV 1 em comparacdo com o teste RIDASCREEN®
HSV 2 ELISA pode ser interpretado como indicacdo de uma infeccdo HSV 1. Para melhor
fiabilidade do diagnéstico, recomendamos realizar paralelamente a andlise de anticorpos contra
HSV 1 e HSV 2.

Um resultado positivo IgM nem sempre comprova uma infeccdo priméaria. No caso de
recorréncias, podem formar-se novamente anticorpos IgM em casos isolados.

Um resultado negativo ndo exclui necessariamente uma infeccdo com HSV. No estado inicial
da infeccédo, a formacao de anticorpos pode ser tdo pequena que o resultado da analise &
negativo. No caso de suspeita clinica, deve ser coletada uma nova amostra de soro passado
duas a quatro semanas para nova analise.
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Quando de analises seroldgicas, deviam ser analisadas normalmente sempre duas amostras
de soro do paciente consecutivas para aumentar a for¢ca de afirmacdo do diagnéstico. O
progresso da titulacdo € importante para a interpretagcéo do resultado.

Um resultado positivo ndo exclui a presenca de outros agentes patogénicos infecciosos como
causa de uma doenca.

13. Caracteristicas de desempenho

Tab. 4: Variacao inter-teste (n=30)

Variacao inter-teste [s[€] laM

oD VK oD VK
Soro 1 1,152 11,0% 1,050 19%
Soro 2 0,596 13,6 % 0,434 3,3%
Soro 3 0,036 n/a 0,151 n/a

Tab. 5: Variacgao inter-teste (*n=23; n=24)

Variacédo inter-teste 1gG* lgM

oD VK oD VK
Soro 1 1,158 5,7% 1,009 2,0%
Soro 2 0,559 57 % 0,432 3,1%
Soro 3 0,015 n/a 0,150 n/a

Tab. 6: Sensitividade e especificidade em comparacdo com outros dois testes ELISA
comerciais

19G IgM
Sensitividade 97,7 % 96,8 %
Especificidade 100,0 % 97,2 %
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Tab. 7: Resultados da andlise do soro de 200 doadores de sangue de um banco de
sangue na Alemanha

200 soros de doadores 19G IgM
de sangue

negativo 53,5% 93,5%
duvidoso 0,5% 1,5%
positivo 46,0% 5,0%
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