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INTENCAO DE USO

O Kit GOLD ELISA CHAGAS ¢ um ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizado para a detecgao qualitativa e
semi-quantitativa de anticorpos IgG e IgM anti-Trypanosom cruzi (T. cruzi) em soro ou plasma humano. E
indicado como teste de triagem e como auxiliar no diagndstico de potencial infec¢ao por T. cruzi.

INTRODUGAO

A doenca de Chagas ou tripanosomiase americana é uma zoonose causada pelo parasito protozoario
Trypanosoma cruzi e constitui-se em uma das endemias mais importantes da Ameérica Latina, afetando
mais de 15 milhoes de individuos. A doenca recebeu esse nome apos a descoberta do parasito por
Carlos Chagas em 1909 (7, 8, 12).

A doenca é transmitida principalmente através das fezes contaminadas por T. cruzi de um inseto
hematéfago pertencente a sub-familia Triatominae (barbeiro). Durante a suc¢do de sangue, o inseto
defeca no local da picada, e a inoculagdo do parasito ocorre quando o hospedeiro coga a pele
(transdérmica) ou os olhos com as méaos contaminadas (transmissao através das membranas mucosas).
Outras formas de transmissao que também podem ocorrer séo: transfusdes sanguineas, infecgoes
congénitas através de maes infectadas, aleitamento materno, transplante de 6rgaos, acidentes
laboratoriais pela manipulagao de sangue contaminado e ingestdo de alimentos contaminados por
vetores ou fezes de vetores parasitados (7).

Durante o ciclo de vida, o parasito T. cruzi assume diferentes formas de desenvolvimento, nos
hospedeiros vertebrados e nos insetos vetores. No momento da picada, as formas tripomastigotas
metaciclicas presentes nas fezes do inseto infectam o hospedeiro vertebrado. Uma vez infectados,
invadem as suas células, transformando-se em formas amastigotas, que se multiplicam dentro das
mesmas. As formas amastigotas se transformam em tripomastigotas sanguineas, que sao liberadas
quando ha a ruptura da célula. As formas tripomastigotas sanguineas liberadas podem infectar novas
células hospedeiras, ou permanecer na corrente sanguinea, podendo infectar o inseto no momento da
picada. No sistema digestdrio do inseto, a forma tripomastigota sanguinea evolui para duas formas
replicativas, epimastigotas e esferomastigotas, que proliferam, e quando alcangam o reto, se diferenciam
na forma infectante tripomastigota metaciclica, completando o ciclo de vida. (1, 3, 6,7, 8, 9).

Apds a infecgdo, o periodo de incubacao é de 1-2 semanas (20-40 dias a fase aguda transfusional), e a
doenca é manifestada primeiramente por uma fase aguda curta caracterizada por uma elevada
parasitemia (7). A fase aguda da doenca é na maioria das vezes assintomatica, exceto em criangas muito
pequenas, que podem desenvolver miocardite e meningoencefalite, sendo a ultima fatal em 50% dos
casos (2). Em casos sintomaticos, a fase aguda pode apresentar o sinal de Romana caracteristico (edema
unilateral dos olhos, palpebras e glandulas lacrimais) e o chagoma de inoculagao (inchago caracteristico
no local de inoculagao), que aparecem apods 4 a 10 dias do contato com o vetor (4,9). O primeiro sintoma
observado no paciente infectado é a febre, que pode permanecer por muitas semanas, acompanhada por
taquipnéia e taquicardia. Outras manifestagbes clinicas tais como hepato e esplenomegalia,
linfoadenopatia, nauseas, vomitos, diarréias, anorexia, irritagao de meninges e edema sub-cutaneo
também estdo eventualmente presentes. Também podem ocorrer: dilatagao, deficiéncia cardiaca e varias
formas de arritmia. Estudos mostraram que a fase aguda permanece por cerca de dois meses (algumas
vezes, 4 meses), desaparecendo mesmo na auséncia de tratamento especifico (4).

Apos a fase aguda, a infecgdo progride para uma longa fase cronica que pode ser assintomatica, e que
pode durar décadas (10 a 30 anos) ou até mesmo toda a vida do hospedeiro. Essa fase é chamada de
forma inaparente, indeterminada (latente) ou sub-clinica. E nesta fase de equilibrio entre o hospedeiro e
o parasito, que o sistema imunoldgico do paciente apresenta intensa resposta imune celular e humoral.
Existe uma diminuicdo de parasitos na circulagdo do hospedeiro. O paciente nao apresenta alteragoes
patoldgicas significativas. O diagndstico clinico é dificil, pois os pacientes podem ser assintomaticos,
mesmo que os testes soroldgicos e parasitoldgicos sejam geralmente positivos. (4).

Apos a fase latente, a infeccao pode progredir para um estagio cronico sintomatico, na qual os parasitos
sao raramente encontrados, e ocorrem danos progressivos e irreversiveis de alguns odrgaos,
especialmente coragao, eséfago e célon, que sao responsaveis pelas formas cardiaca e digestiva da
doenca. A forma cardiaca é caracterizada por uma miocardite cronica, que geralmente leva a uma
cardiomegalia, insuficiéncia cardiaca congestiva e arritmias. Na forma digestiva da doenga, a dilatagcao
do esofago ou colon (megaesdfago e megacolon, respectivamente) pode ser observada em estagios
avancados (4, 7, 11). No Brasil, a forma assintomatica ou indeterminada é a mais comum (60-70%),
seguida pelas formas cardiaca (20%-40%) e digestiva (7-11%). A forma cardio-digestiva é a mais rara. (7)

Apos a transmissao do parasito T. cruzi, a doenga de Chagas progride com a producao cronoldgica de
classes especificas de anticorpos durante o desenvolvimento da infeccao. Anticorpos da classe IgM
aparecem primeiramente como caracteristica da fase aguda da doencga. Os anticorpos da classe IgG,
presentes também na fase aguda, acompanham a infec¢do pelo resto da vida. (16)

O kit GOLD ELISA CHAGAS ¢ especifico e sensivel e utiliza como antigeno lisados purificados de formas
epimastigotas do parasito, enriquecido com antigeno recombinante, capazes de capturar e detectar
anticorpos IgG e IgM anti Trypanosoma cruzi em soro ou plasma humano.

A tecnologia ELISA utiliza o principio de que antigenos ou anticorpos que fiquem ligados a fase sélida
podem ser detectados por um antigeno ou anticorpo complementar que € marcado com uma enzima
capaz de reagir com um substrato cromogénico. Quando o substrato enzimético é aplicado, a presenga
do antigeno ou anticorpo pode ser detectada pelo desenvolvimento de um produto final colorido.
Imunoensaios deste tipo foram desenvolvidos primeiramente no inicio de 1970. A partir desta data, a
tecnologia ELISA tem sido amplamente utilizada para a detec¢do de antigenos e anticorpos de uma
ampla variedade de doencas infecciosas.

Qualquer amostra que se apresentar reagente em um teste inicial (Inicialmente Reagente: IR) com o kit
GOLD ELISA CHAGAS deve ser repetida em duplicata. A reatividade em qualquer duplicata testada é
altamente preditiva para a presenca de anticorpo em individuos com elevado risco de infecgdo,
(Repetidamente Reagente: RR). Amostras repetidamente reagentes (RR) devem conter anticorpos anti-
T.cruzi. No entanto, testes adicionais mais especificos ou suplementares para anticorpos anti-T.cruzi,
como imunoflorescéncia (IF) ou imunoblot devem ser realizados para confirmar a especificidade de
anticorpos anti-T.cruzi. O isolamento do parasito é outro teste laboratorial adicional que pode confirmar
a infecgao.

PRINCIPIO DO PROCEDIMENTO

O kit GOLD ELISA CHAGAS ¢ um método imunoenzimatico (ELISA) indireto, que utiliza na fase sélida
(microplacas de poliestireno) uma combinagao de antigeno recombinante e antigenos lisados purificados
obtidos da forma epimastigota do parasito T.cruzi (cepas de origem brasileira) para a deteccao
qualitativa e semi-quantitativa de anticorpos IgG e IgM anti Trypanosoma cruzi especificos em soro ou
plasma humano.

Na primeira etapa, as amostras e os soros controles sdo diluidos no Diluente de Amostra que possui
uma coloragao verde. A adicdo da amostra ou controle resulta em uma mudang¢a de coloragdao do
diluente de verde para azul, a qual pode ser monitorada visualmente ou fotometricamente em 620 ou 630
nm (ver item ¢ do Procedimento do Ensaio). As amostras diluidas e controles sao incubados com a fase

solida. Se anticorpos IgG ou IgM anti T. cruzi especificos estiverem presentes nas amostras ou controles,
eles se ligardo ao antigeno da fase solida formando complexos antigeno-anticorpo, e nao serao
removidos na etapa de lavagens. Se anticorpos anti-T.cruzi nao estiverem presentes, os complexos ndo
serao formados, e na etapa subseqiiente de lavagens, as proteinas nao ligadas do soro ou plasma serao
removidas.

Na segunda etapa de incubagao, o conjugado enzimatico [anticorpos monoclonais de camundongo anti-
1gG e anti-IgM humana marcados com HRP (peroxidase)] ira se ligar aos anticorpos (IgG e/ou IgM) anti-T.
cruzi especificos ja ligados aos antigenos da fase solida. E, entdo, realizada uma segunda etapa de
lavagens, e os complexos de anticorpos ja ligados a fase sélida e ao conjugado nao serao removidos
durante a etapa de lavagens. Nas amostras que ndo houver anticorpos especificos, o conjugado nao
ligado sera removido.

Na terceira etapa, ocorre a adicao do substrato cromogénico [3, 3', 5, 5'-Tetrametilbenzidina (TMB) e
perdxido de hidrogéniol. As amostras contendo anticorpos anti-T. cruzi especificos apresentarao uma
coloragdo no ponto final da reagado, resultante da reacdo do conjugado marcado com HRP com o
substrato cromogénico. Se o conjugado ligado estiver presente, o TMB sera oxidado, resultando em um
produto final colorido. Nesta reagao, a peroxidase cliva o peroxido de hidrogénio para formar um
composto intermediario que ird oxidar o TMB formando um produto azul. Ao final da incubagdo do
substrato/cromégeno, ¢ adicionado um reagente de bloqueio (Acido Cloridrico 1M) as microcavidades
para interromper a reagao enzimatica. Nesse meio acido o produto TMB oxidado fica amarelo.

A intensidade da cor é proporcional a quantidade de conjugado ligado e, portanto, é uma funcao da
concentracao de anticorpos anti-T.cruzi presente na amostra. A intensidade da cor é medida com uma
leitora padrao de microplacas ELISA (fotdmetro) em um comprimento de onda de 450 nm com filtro de
referéncia de 620/630 nm destinada a medir a absorbancia do produto colorido.

REAGENTES
Material Fornecido:

O kit é fornecido nas apresentagoes de 96 e 480 testes.
Armazenar o kit fechado de 2-8°C.

COMPONENTES 96 TESTES | 480 TESTES
(96T) (480T) ARMAZENAMENTO
IAs microplacas nao abertas, devem
lser armazenadas de 2-8°C, e séao|
IMicroplaca sensibilizada. Microplacas lestdveis até a data impressa noj
lsensibilizadas com antigeno T. cruzi: rétulo da embalagem. Uma vez
lcombinagéo de antigeno laberta, as tiras nao usadas devem|
recombinante e de antigenos lisados 1 5 lser armazenadas de 2 a 8°C na|
purificados obtidos da forma Microplaca | Microplacas [embalagem original, com o
lepimastigota do T.cruzi. Contém 96 dessecante, bem fechada, para
lcavidades compreendendo 12 tiras de protegé-las da  exposicdo 3
8 cavidades quebraveis. umidade. A placa aberta mantidal
inas condi¢coes acima, é estavel por|
45 dias.
IDiluente de Amostra. Pronto para uso.
[Tampao fosfato com estabilizantes e § f
indicador colorimétrico de adi¢ao de 1frasco 1frasco
N 25 mL 125 mL
lamostra. Conservante: 2-
cloroacetamida 0,1%.
IControle Positivo. Pronto para uso.
[Soro humano inativado contendo
lanticorpos anti-T. cruzi e nao reagente| 1 frasco 1 frasco
para HBsAg e anticorpos para HCV, 0.4 mL 1.2 mL
HIV-1, HIV-2, HTLV-I, HTLV-Il e HBV. ' !
ICorante: azul. Conservante: Proclin
300 1%.
IControle Negativo. Pronto para uso.
[Soro humano nao reagente para
HBsAg e anticorpos para T. cruzi , HIV-| 1 frasco 1 frasco Devem ser armazenados de 2 3
1, HIV-2, HTLV-I, HTLV-II, HCV e HBV. 0,5 mL 1,8 mL 8°C, sendo estdveis até a datal
ICorante: amarelo. Conservante: impressa no rétulo.
Proclin 300 1%.
IConjugado. Pronto para uso.
IAnticorpos monoclonais de
lcamundongo anti-IgG e antl-lg_M 1 frasco 1 frasco
humana marcados com peroxidase 25 mL 125 mL
(HRP), em tampéo fosfato-salina com
lestabilizantes e corante amarelo.
IConservante: Proclin 300 1%.
[Substrato/Cromégeno. Pronto para
uso. 3, 3', 5, 5'- Tetrametilbenzidina 1 frasco 1frasco
(TMB) e 0,27% de peroxido de 25 mL 125 mL
hidrogénio.
[Solucao Bloqueadora. Pronto para
uso. Acido Cloridrico (HCI) 1M. ! frasco 1 frasco
ICORROSIVO.
Deve ser armazenada de 2 a 8°C,
lugéo de L Ci ada lsendo estavel até a data impressal
[20X. Tampao fosfato-salina e 1 frasco 3frascos |no rétulo. Apds diluida, a Solugao]
detergente. Conservante: 2- 100 mL 100 mL de Lavagem 1X é estavel por 15|
cloroacetamida 2%. dias & temperatura ambiente (15°C-{
[30°C) ou 30 dias de 2 a 8°C.
[Selos adesivos descartaveis 5 unidades .20
unidades
Instrucées de Uso 1 unidade 1 unidade

MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

. Micropipeta multicanal ajustével capaz de dispensar 100 pL e 200 pL (precisdo: = 5%) ou
dispensador de reagente equivalente.

. Micropipeta de canal tnico fixo ou ajustavel capaz de dispensar 20 pL (precisao: + 5%) ou
dispositivo de diluigao-pipetagem equivalente.

. Ponteiras descartaveis para pipetas de 20 pL a 300 pL ou equivalentes.

. Reservatdrios plasticos para micropipeta multicanal (nimero suficiente para cada
reagente utilizado).

. Lavadora de microplacas ELISA (parametros de Lavagem: no minimo 300 pL de Solugao

de Lavagem 1X por cavidade; tempo de molho: 20 segundos). Consultar o Manual do
Usuério do Equipamento para informacgdes técnicas adicionais.

. Leitora de Microplaca ELISA com comprimento de onda duplo, com capacidade de leitura
em 450 nm com um filtro de referéncia de 620 ou 630 nm. Se um equipamento sem um
filtro de referéncia for utilizado, as areas do fundo das microcavidades que estiverem
opacas, arranhadas ou irregulares poderao causar leituras elevadas. A linearidade da
leitora de microplacas deve variar de no minimo 0 a 2,5 unidades de absorbancia.
Consultar as especificacoes do fabricante do equipamento.

. Incubadora 37°C + 2°C.
- Agua ultra-pura (Tipo |) ou destilada (Tipo Il) séo aceitaveis (Ver o item “Precaugoes”).
. Hipoclorito de sédio 5% (desinfetante a base de cloro) ou outro desinfetante substituto

aprovado para uso.

Utilizar somente agua ultra-pura ou destilada para fazer a diluicao da Solugdo de Lavagem.



PRECAUCOES
I - Gerais

1. Somente para uso diagnoéstico in vitro.

2. O Kit deve ser armazenado de 2-8°C. Deixar todos os reagentes do kit e as amostras atingirem
a temperatura ambiente (15°C - 30°C) antes de usar (aproximadamente 30-60 minutos), e ap6s
0 uso retornar os reagentes do kit a temperatura de 2-8°C.

3. Evitar o uso de geladeiras com descongelamento automatico para o armazenamento dos
reagentes e amostras. Repetidos ciclos de congelamento e descongelamento devem ser
evitados, pois podem resultar na deterioragao das amostras e fornecer resultados erréneos.
Ap6s o descongelamento, homogeneizar completamente as amostras antes de ensaia-las.

4. Nao utilizar reagentes com prazo de validade vencido. A data de validade do kit esta indicada
na rotulagem externa do mesmo.
5. Nao misturar reagentes ou componentes de kits com nimeros de lote diferentes ou de outros

fabricantes. Quaisquer lotes de Substrato/Cromégeno, Solugao de Lavagem Concentrada 20X
e Solucdo Bloqueadora podem ser usados como um “reagente genérico”, desde que nao
sejam utilizados apds sua data de validade individual impressa no rétulo.

6. Usar somente material limpo no ensaio. Recomenda-se o enxague da vidraria com acido
cloridrico 2M seguido de enxagiie com agua ultra-pura ou destilada.
7. N&o fumar, comer, beber ou aplicar cosméticos em &reas onde os kits e amostras sao
manipulados.
8. Evitar respingos ou a criagao de aerossdis.
. Nao pipetar com a boca.
10. Evitar a contaminacao cruzada entre reagentes, visto que esta ird invalidar os resultados do

teste e diminuir a vida atil do produto. Para isto, recomenda-se o uso de recipientes rotulados
para os reagentes adequados, bem como de novas ponteiras para a pipetagem de cada
amostra e reagentes.

1. Quando estiver utilizando uma micropipeta de canal Gnico para a adi¢ao manual de amostra,
utilizar uma nova ponteira para cada amostra a ser ensaiada. Quando estiver utilizando uma
micropipeta multicanal, novas ponteiras devem ser usadas para cada reagente a ser

adicionado.

12. Todos os instrumentos de pipetagem devem ser usados com cuidado e calibrados
regularmente, de acordo com as instrucbes do fabricante, e procedimentos de cada
laboratério.

13. Nao permitir que os vapores de hipoclorito de sédio ou outras fontes, isto é, agentes de

limpeza, acidos, solventes, etc. entrem em contato com as tiras de microcavidades durante a
analise, porque isso podera inibir a reagao colorimétrica.

Il - Biosseguranca

14, Durante a realizagao do ensaio, utilizar luvas descartaveis, vestuario de prote¢ao adequado e
equipamentos de protecao individual (EPIs), e ao término do mesmo lavar muito bem as
maos.

15. Alguns componentes do kit contém derivados de sangue humano. Os soros e plasmas
usados na produgao dos Controles Positivo e Negativo foram testados e demonstraram ser
negativos para anti-HIV-1, anti-HIV-2, anti-HBsAg, anti-HCV, anti-HBc, anti-HTLV-I e anti-HTLV-
Il. Entretanto, como nenhum método pode oferecer completa seguranca de que os agentes
infecciosos estejam ausentes, todo reagente e material derivado de sangue humano,
inclusive as amostras de pacientes, devem ser manuseados como potencialmente
infectantes. Recomenda-se que a manipulacao destes reagentes e das amostras humanas
seja realizada de acordo com as Boas Praticas de Laboratério e Precaugdes Universais.

16. Descontaminar e descartar as amostras e todos os materiais potencialmente contaminados
como se contivessem agentes infecciosos de acordo com a legislagado local, estadual e
federal. O método de autoclavagem a 121°C pode ser usado na descontaminagdo de
materiais. Residuos liquidos podem ser descontaminados com Hipoclorito de sédio a 5% por
no minimo 60 minutos.

1l - Reagentes

17. Alguns componentes deste kit podem conter substancias quimicas perigosas. Consultar a
folha de dados de seguranga do material (MSDS) para informagoes mais especificas.

18. Utilizar somente &gua ultra-pura (Tipo |) ou destilada (Tipo Il) para fazer a diluicao da Solugao
de Lavagem. Armazenar a dgua e a Solugdo de Lavagem 1X em recipiente ndo metalico.

19. O ProClin 300 é incluido como um conservante no Conjugado, no Controle Positivo e no

Controle Negativo. A seguir os Requisitos de Frases de Seguranca e Risco:

R: 34-43 - Causa queimaduras. Irritante para os olhos, pele e sistema respiratorio. Pode
causar sensibilizacao em contato com a pele e por inalagédo. Perigo de sérios efeitos
irreversiveis e danos aos olhos. Evidéncias limitadas de efeito carcinogénico.

S: 26-36/37/39-45 — Em caso de contato com os olhos e pele enxaguar imediatamente com
agua e procurar assisténcia médica. Retirar imediatamente toda roupa contaminada.

Né&o descartar na pia. Nunca adicionar agua a este produto. Tomar medidas de precaugao
contra descargas estdticas. Utilizar avental, luvas e 6culos de protecdo. Nao respirar os
vapores/aerossois. Em caso de acidente ou indisposi¢ao, procurar auxilio médico.

20. Manusear a Solugao Substrato/Cromdgeno com cuidado, uma vez que ela contém 3, 3', 5, 5" —
Tetrametilbenzidina (TMB) e 0,27% de peroxido de hidrogénio; evitar contato com metal, usar
somente material plastico ou revestido com teflon. O contato com metal pode reagir com
ingredientes ativos da solucao e interferir no resultado dos testes.

21. Evitar a inalagao, ingestdo ou contato do TMB 3, 3’, 5, 5’ — Tetrametilbenzidina com os olhos,
pele ou vestuario, uma vez que o TMB pode causar irritagao ou reagao alérgica para pele. Se
o TMB entrar em contato com a pele, lavar abundantemente com dgua. Em caso de reacao
alérgica ou mal estar, procurar um médico. Consultar a respectiva MSDS.

22. O Reagente Substrato/Cromégeno TMB é armazenado em um frasco restritivo a luz. Manter o
frasco bem fechado quando nao estiver em uso. Trazer o frasco a temperatura ambiente
(15°C a 30°C) antes de abri-lo. Abrir o frasco lentamente e evitar a inalagao de vapores. O
Reagente Substrato/Cromégeno TMB é um liquido limpido de coloragao azul clara para
transparente. Se este se apresentar turvo ou com coloragdo azul escura, nao utilizar.

23. A solugao de bloqueio contém Acido Cloridrico (HCI) 1M que é um acido forte e corrosivo.
Apo6s o uso, descarta-la de acordo com regulamentos locais aprovados. Lavar as areas
atingidas com respingos imediatamente com agua. Se o acido entrar em contato com a pele
ou olhos, lavar abundantemente com agua por no minimo 15 minutos e procurar assisténcia
médica.

R: 34/37: Causa queimaduras. Irritante para o sistema respiratdrio.

S: 2/26: manter afastado do alcance de criangas. Em caso de contato com os olhos e pele
enxaguar imediatamente com dgua e procurar assisténcia médica.

Provoca corrosoes e irrita os 6rgaos respiratorios.

IV - Microplacas

24. As tiras de microcavidades sdo seladas em embalagens protetoras com dessecante de
umidade. Se ao abrir a embalagem o dessecante nao estiver presente, nao utilizar as tiras no
ensaio. Quando retornar as tiras nao usadas a embalagem para armazenamento, certificar-se
da presenca do dessecante antes de fecha-la. Anotar na embalagem a data de abertura da
mesma e a data maxima de uso (45 dias a partir da data de abertura), antes de retornar as
tiras nao utilizadas para o armazenamento. Fechar bem a embalagem com uma fita adesiva
ou através de selagem com calor. Anotar na embalagem, a data de cada vez em que a
embalagem for aberta para teste, até o vencimento de sua validade.

25. N&o tocar na superficie externa inferior das microcavidades. Impressdes digitais ou
arranhdes podem interferir na leitura das microcavidades.

V - Procedimento

26. Assegurar-se de que a amostra foi adicionada as microcavidades. Falha na adicao da amostra
pode produzir um resultado erréneo. A adicao das amostras as microcavidades pode ser
monitorada visualmente ou por uma leitura fotométrica (Ver item ¢ do Procedimento do
Ensaio).

27. O Diluente de Amostra é de cor verde. O Diluente de Amostra é um Reagente Colorimétrico
que apresenta a capacidade de Monitoramento de Adicdo de Amostra; estd designado a
mudar de cor quando uma amostra ou controle for adicionado a ele, na cavidade de teste. A
néo adicao da amostra pode ser confirmada quando nao ocorrer qualquer alteragdo da cor do
Diluente de Amostras, de verde para azul. Os controles do ensaio sao reagentes codificados
por cor (com o uso de corantes ao invés de indicadores), e sua adi¢do ao Diluente de
Amostras ira provocar uma modificagcdo da alteracao da cor final do Diluente de Amostra.

28. Amostras que apresentam hemolise macroscopica podem nédo apresentar uma alteragao de
cor visivel quando sao adicionadas a microcavidades contendo Diluente de Amostras.
Amostras hemolisadas poderao necessitar de confirmagéo visual de que o equipamento de
pipetagem dispensou a amostra.

29. Certifique-se de que a temperatura da incubadora seja de 37+ 2°C. Incubadoras de CO, nao
devem ser utilizadas.

30. Nao utilizar banho-maria para incubagao.

31. O cumprimento estrito do procedimento de lavagem especificado é crucial para garantir um
melhor desempenho do ensaio. (Ver a etapa 6 do item d do Procedimento do Ensaio).

32. Nao deixar que as microcavidades sequem depois do ensaio ter se iniciado.

33. Antes de iniciar a leitura das microplacas, assegurar que as tiras de microcavidades se

encontram niveladas no suporte e que o fundo da superficie exterior das microcavidades
encontra-se limpo, seco, e livre de impressées digitais ou arranhdes. Verificar também se ndo
hé a presenca de bolhas na superficie do liquido das cavidades, visto que estes fatores
podem interferir na leitura das microcavidades e resultados dos testes. Se necessario, limpar
cuidadosamente o fundo da microcavidade com auxilio de um pano absorvente macio e sem
fibras.

34. A leitora de microcavidades devera conter um filtro de referéncia a um comprimento de onda
de 620 nm ou 630 nm. Se for utilizado um equipamento sem um filtro de referéncia, as areas
no fundo das microcavidades que se encontrarem opacas, riscadas ou irregulares poderao
originar leituras elevadas.

35. Os valores de controle negativo ou positivo que nao se encontrarem dentro do intervalo
esperado poderao indicar um problema técnico ou deterioragdo do produto.
36. Em ensaios automatizados, seguir estritamente as instru¢oes de uso e manutengao contidas

no manual do equipamento, para garantir um adequado desempenho do ensaio, e evitar a
contaminacao das amostras e reagentes.

COLETA E PREPARO DA AMOSTRA

A coleta de amostra nao exige qualquer preparo especial do paciente/doador e deve ser feita
assepticamente por pungao venosa seguindo técnicas médicas aprovadas.

0 ensaio pode ser realizado em soro ou plasma coletado com anticoagulantes a base de citrato, EDTA ou
heparina, e deve ser efetuado assim que possivel apds a coleta. Nao utilizar amostras de plasma que
tenham sido coletadas com uma razao inadequada de amostra / anticoagulante.

Amostras de soro coletadas em tubos de soro seco ou em tubos gel separadores de soro, devem ser
removidas do coagulo e centrifugadas dentro de 24 horas apds a coleta.

O sangue deve coagular a temperatura ambiente (15-30°C) e ser centrifugado a 1500 x g por 10 minutos
a temperatura ambiente. O soro deve ser separado assim que possivel e armazenado de 2 a 8°C por até
uma semana ou a -20°C (ou temperatura inferior) por periodos maiores para limitar possivel
contaminacao. Devem ser evitados multiplos ciclos de congelamento/descongelamento.

Usar preferencialmente amostras recém-coletadas limpidas e sem hemdlise. Precipitados presentes nas
amostras podem ser removidos por centrifugagao.

O descarte das amostras deve ser feito de acordo com os procedimentos locais e normas aplicaveis.
Tratar todas as amostras como potencialmente infectantes.

Se as amostras precisarem ser transportadas, elas deverao ser classificadas e embaladas de acordo com
regulamentos e diretrizes aplicaveis.

PROCEDIMENTO DO ENSAIO

a) Instrucdes Gerais:
O Kit deve ser armazenado de 2-8°C. Deixar todos os reagentes do kit e as amostras atingirem a
temperatura ambiente (15°C - 30°C) antes de usar (aproximadamente 30-60 minutos), e apds o
uso retornar os reagentes do kit a temperatura de 2-8°C.
Nota: Se a Solugdo de Lavagem 1X for armazenada de 2-8°C, remové-la do armazenamento e

coloca-la a Temperatura Ambiente (15-30°C) por tempo suficiente para trazer todo o reagente a
temperatura ambiente. Misturar bem antes de usar.

1. Aproximadamente 30 a 60 minutos antes de comecar o ensaio, trazer todos os
componentes a temperatura ambiente (15°C-30°C).
2. Inverter cuidadosamente os reagentes liquidos algumas vezes para homogeneizagao,

evitando a formagao de espumas.

A temperatura da incubadora deve estar em 37°C + 2°C.

Verificar se todos os equipamentos de dispensacao estao ajustados para dispensar os

volumes especificados, conforme estabelecido no procedimento do ensaio, seguindo as

instrugées do fabricante do equipamento. Para pipetagem automatizada, seguir as

recomendacoes do fabricante do equipamento.

5. A nao adicao de amostra pode ser monitorada visualmente ou fotometricamente
conforme item ¢ do procedimento do ensaio.

6. Verificar novamente o volume ajustado das pipetas de dispensagao antes de cada uso.

W

b) Preparacao dos reagentes:
b.1) Diluir a Solugao de Lavagem conforme descrito abaixo:

Preparacao da Solucdo de Lavagem 1X: Agitar um frasco de Solugao de Lavagem 20X e inverter seu
conteido em uma proveta de 2 litros ou recipiente plastico. Enxaguar 3 vezes o frasco de Solugao de
Lavagem 20X vazio com agua ultra-pura (tipo 1), ou destilada (tipo Il), e transferir a 4gua do enxagtie para
a proveta contendo a Solugdo de Lavagem. O enxagiie do recipiente original com agua a temperatura
ambiente (15°C-30°C) garante a dissolugdo completa de possiveis cristais formados durante o
armazenamento de 2 a 8°C. Completar o volume para 2 litros com agua ultra-pura (tipo 1), ou destilada
(tipo Il), a temperatura ambiente. Tampar o recipiente graduado ou calibrado, e inverter cuidadosamente
algumas vezes para misturar. A Solucao de Lavagem diluida 1X é estavel por 15 dias a temperatura
ambiente. Para armazenamento por periodos mais longos (até 30 dias), armazenar de 2°-8°C, e trazer a
Solucao de Lavagem 1X a temperatura ambiente (15°C-30°C) antes de usar. Anotar no recipiente a data
em que a Solugdo de Lavagem (1X) foi preparada e a data de validade. Descartar a Solugao de Lavagem
(1X) se esta apresentar contaminagéo ou turvagao aparente.

NOTA 1: Qualquer nimero de Lote da Solugado de Lavagem Concentrada 20X pode ser usado como um
“reagente genérico” para preparar o Reagente Solugdo de Lavagem 1X, desde que o mesmo nao seja
usado apos sua data de validade individual impressa no rétulo.

NOTA 2: Certificar-se de que a Solugao de Lavagem 1X preparada se encontra a temperatura ambiente
(15°C-30°C) antes de comegar o ensaio.

NOTA 3: A Solucao de Lavagem Concentrada 20X mantida de 2-8°C pode conter precipitados quimicos
cristalizados, uma vez que é uma solugao saturada. Agitar bem a Solucao Concentrada 20X antes de usar
e diluir conforme descrito acima. Todos os componentes quimicos serao solubilizados na concentragao



de 1X da solugdo de lavagem. Se um volume menor de Solucao de Lavagem 1X precisar ser preparado
(inferior ao total do frasco de Solucdo de Lavagem Concentrada 20X), aquecer a Solugado de Lavagem
20X em banho-maria 37°C por até 1 hora e misturar bem para a dissolugao de qualquer precipitado
quimico antes da diluicao da Solugao de Lavagem 1X.

b.2) Substrato/Cromégeno:

r romdgeno é um reagente “pronto para uso”. Porém, qualquer excesso de reagente nao
utilizado nao deve ser retornado ao frasco original e deve ser descartado ao final do ensaio. Antes do
final da segunda incubagao, transferir uma quantidade suficiente de Substrato/Cromégeno para um
recipiente apropriado e proteger o conteido da luz. Cada microplaca requer no minimo 20 mL de
Substrato/Cromégeno. Uma quantidade maior pode ser necessaria dependendo do dispensador de
reagente utilizado. Ver as instrucées do fabricante do equipamento para volumes necesséarios de cada
reagente. Seguem abaixo diretrizes para uso geral:

Namero de Cavidades Namero de Placas Volume minimo de
Substrato/Cromégeno (mL)
48 0,50 10
96 1 20
192 2 40
288 3 60
384 4 80
480 5 100
. Nao utilizar mais do que um unico lote de Substrato/Cromdgeno em uma mesma placa.

Qualquer numero de Lote do Substrato/Cromoégeno pode ser utilizado como um
“reagente genérico”, desde que o mesmo nao seja usado apds sua data de validade
impressa no rétulo.

. Utilizar somente recipientes plasticos limpos, e evitar o contato com qualquer metal.

. O Substrato/Cromdgeno € estavel em seu frasco original até a data de validade impressa
no rétulo, quando armazenado adequadamente. Uma vez removido de seu frasco original
para uso, é estavel por quatro horas ap6s sua transferéncia para um recipiente plastico a
temperatura ambiente no escuro (proteger o contetdo da luz cobrindo o recipiente).

. O Substrato/Cromégeno deve apresentar uma coloragao azul clara a incolor e limpida. Se
for verificada uma coloragao azul intensa ou turvacdo, descartar, e usar uma nova
aliquota.

c) Monitor: de Adicao de A

¢.1) Para Monitoramento Visual de Adi¢cao de Amostras:

a. Inspecionar visualmente as microcavidades apds a adicdo das amostras. O Diluente de Amostras
apresenta coloracao verde. Ao adicionarmos a amostra, a coloragado do liquido na cavidade passa
a ser azul. A ndo adicao da amostra pode ser confirmada quando nao ocorrer qualquer alteracao
da cor do Diluente de Amostras, de verde para azul. Os controles do ensaio sao reagentes
coloridos (que utiliza corantes ao invés de indicadores), e a sua adi¢do ao Diluente de Amostras
ird provocar uma modificacao da alteracao da cor final do Diluente de Amostras.

b. Se nao ocorrer alteragao de cor, o resultado da amostra deve ser anulado, e um novo teste deve
ser efetuado, de forma adequada. Voltar a testar a amostra em uma UGnica microcavidade e
confirmar visualmente a adicao da amostra. Nado sdo necessarios quaisquer testes adicionais
caso nado ocorra alteracao de cor apés novo teste, uma vez que a adicao da amostra tiver sido
confirmada visualmente.

c.2) Para Monitoramento Fotométrico de Adicao de Amostras:

a. Limpar o fundo das tiras de microcavidades cuidadosamente com um tecido ou papel
absorvente, macio e isento de fibras, antes de realizar a leitura. Encaixar as tiras no suporte de
microcavidades.

b. Realizar a leitura da microplaca contendo apenas o Diluente de Amostra em um comprimento
de onda de 620 ou 630 nm. Apds a pipetagem de todas as amostras e controles, ler a placa
novamente em um comprimento de onda de 620 ou 630 nm.

c. Cada cavidade acrescida de amostra ou controle deve apresentar valores maiores que a D.O.
inicial daquela cavidade, com uma diferenga superior ou igual a 0,050. Se o valor de D.O. da
cavidade com amostra ou controle for menor ou igual ao valor de D.O. sem a amostra, um novo
ensaio deve ser realizado para aquela amostra ou controle.

d) Procedimento:
1 Determinar o numero total de cavidades necessarias para o ensaio. Em cada

ensaio devera ser incluido um branco de Reagente (todos os reagentes, exceto a

amostra) (cavidade 1A), 3 controles negativos e 2 controles positivos. As

cavidades nao usadas devem ser armazenadas de 2 a 8°C bem fechadas na

embalagem de aluminio fornecida, com o dessecante.

2. Preparar o mapa da placa identificando a localizagao das amostras e controles nas

microcavidades.

Exempl m m indican localiz ntrol
Cavidade 1A
Cavidades 1B, 1C, 1D
Cavidades 1E, 1F

Branco de Reagente (BR)
Controle Negativo (CN)
Controle Positivo (CP)

N
o
N
-
-
-
-
»
3
S

I|o|m|mlo|o|m|>
Q
z

3. Adicionar os controles e as amostras as cavidades conforme abaixo (ver item ¢
acima sobre monitoramento da adi¢do de amostras):
3.1. Adicionar 200 pL de Diluente de Amostra em todas as cavidades, inclusive na
cavidade do branco.
3.2. Adicionar 20 pL de cada amostra ou controles as cavidades apropriadas
(seguindo o mapa da placa).
4. Para processamento manual das placas de microcavidades, cobrir o suporte da
microplaca com um selo adesivo. Se estiver utilizando um processador de
microplacas automatizado para a incubagdo, seguir as recomendagdes do
fabricante do equipamento com relagao a vedacao da placa.
Incubar a 37°C = 2°C por 30 minutos = 2 minutos.
Com um equipamento de aspiragao-lavagem, aspirar e lavar todas as cavidades 5
vezes com tempo de molho de 20 segundos com a Solugdo de Lavagem 1X
diluida (ver item b.1 acima), conforme descrito abaixo:

oo

ATENCAO: ¢é crucial que o procedimento de lavagem especificado seja estritamente seguido para
garantir um dtimo desempenho do ensaio. Seguir as etapas especificadas para garantir uma
lavagem completa.

a. Aspirar as solugoes das microcavidades e preenché-las completamente com a
Solugao de Lavagem (no minimo 300 pL de Solugdo de Lavagem 1X por
cavidade). Nao permitir que as cavidades transbordem. Usar aproximadamente 20

segundos de tempo de molho entre as lavagens (adi¢ao da Solugao de Lavagem
1X e aspiracao subseqiiente).

b. Completar a seqiiéncia de aspiragdo-lavagem por mais quatro vezes.

c. Aspirar as cavidades completamente. Inverter a microplaca e bater firmemente
contra um papel toalha limpo para remover o excesso de Solugao de Lavagem, se
necessario.

Obs.: se a lavadora usada nao tiver ajuste para tempo de molho, incluir mais um
ciclo de lavagem (lavar 6 vezes ao invés de 5 vezes).

7. Adicionar 200 pL de Conjugado em todas as cavidades. Para processamento
manual das placas de microcavidades, cobrir a placa com um novo selo adesivo
ainda nao usado. Se estiver utilizando um processador de microplacas
automatizado para a incubagdo, seguir as recomendacdes do fabricante do
equipamento com relagao a vedagao da placa.

8. Incubar a 37°C = 2°C por 30 minutos = 2 minutos.

9 Apds a segunda incubacao, repetir a lavagem das cavidades conforme descrito no
item 6 acima.

10. Adicionar 200 pL de Substrato/Cromdgeno a todas as cavidades (ver item b.2
acima).

1. Incubar a temperatura ambiente (18 °C - 25°C), no escuro, por 15 minutos = 1

minuto. Nota: O bloqueio da reagdo em 15 minutos = 1 minuto é critico para os
resultados do ensaio.

12. Adicionar 100 pL de Solugao Bloqueadora a todas as cavidades. Para garantir uma
mistura adequada, o acido deve ser adicionado firmemente em um fluxo
constante. Se necessario, homogeneizar a placa cuidadosamente ou usar um
agitador de microplacas para misturar o conteiido. Tomar cuidado para evitar
respingos do conteudo da microplaca. Se estiver utilizando um processador de
microplacas automatizado para a incubacdo, seguir as recomendagdes do
fabricante do equipamento com relagao a homogeneizagao.

13. Ler as tiras de microcavidades em um comprimento de onda de 450 nm com um
filtro de referéncia de 620 ou 630 nm. Zerar a leitora na cavidade do branco (1A),
de acordo com as instrugdes do fabricante do equipamento.

NOTA 1: As placas de tiras de microcavidades devem ser lidas dentro de 60
minutos ap6s a adi¢ao da Solugao Bloqueadora. As placas devem ser mantidas no
escuro até o momento da leitura.

NOTA 2: Antes da leitura, limpar o fundo exterior da placa com um tecido ou
papel toalha macio e isento de fibras.

NOTA 3: Quando estiver realizando célculos manuais ou estiver utilizando
programas de software que nao os fornecidos pela REM, o usuario deve certificar-
se de que o valor do branco (cavidade 1A) foi subtraido de todos os valores das
cavidades de controles e amostras antes de aplicar o critério de Controle de
Qualidade a seguir (valores corrigidos).

RESULTADOS ESPERADOS / VALORES DE REFERENCIA

O surgimento de anticorpos das classes IgM e IgG sao precoces (7-15 dias apds a infecgao) atingindo
niveis elevados a partir da quinta semana ap0s a infeccao, coincidindo esta elevagcdo com o aumento da
parasitemia detectavel ao exame a fresco. Alguns meses apoés a infeccao (trés ou mais), ha um declinio
da parasitemia, e os niveis de IgM diminuem progressivamente até desaparecerem. Sao raros os casos
de IgM positiva durante a fase cronica da infeccao. Por outro lado, anticorpos IgG aumentam por mais
alguns meses e depois decrescem lentamente estabilizando-se em niveis variaveis de hospedeiro para
hospedeiro, podendo ser facilmente detectaveis pelos testes sorolégicos ao longo da infecgao (9).

PROCEDIMENTOS DE CONTROLE DE QUALIDADE / CONTROLE INTERNO DE QUALIDADE
1. Critério de Aceitacao do Branco de Reagentes
Uma placa é considerada valida com relagdo ao branco de reagentes (todos os reagentes, exceto a

amostra) se o valor de absorbancia da cavidade do branco de reagentes (cavidade 1A) for maior ou igual
a-0,020 e menor ou igual a 0,200.

2. Critério de A

do Controle Neg:

a. Os valores dos controles negativos individuais depois de subtraido o valor do branco
devem ser menores ou iguais a 0,200 e maiores ou iguais a -0,005. Numeros que
estiverem entre 0,000 e -0,005 inclusive séo validos e devem ser arredondados para 0,000
para efeito de céalculo. Se um dos trés valores do controle estiver fora desses limites,
recalcular a média do controle negativo (CNx) baseando-se nos dois valores de controle
aceitaveis. A placa ¢ invalida e o teste deve ser repetido se dois ou mais dos trés valores
de controle estiverem fora desses limites e variarem em mais de 20% entre si.

b. Determinar a média dos valores de controle negativo (CNx).
Exemplo:
Controle Negativo Absorbancia
1 0,087
2 0,080
3 0,073
Absorbéncia Total 0,240

CNx = Absorbancia Total / 3 = 0,080

Desvio Padrao (DP) = 0,007

Coeficiente de Variagao (CV) = DP/ CNx x 100 = 8,75%
3. Critério de Aceitacao do Controle Positivo

O Controle Positivo é usado para verificar se os componentes do kit sao capazes de detectar uma
amostra reagente desde que o procedimento do ensaio tenha sido estritamente seguido.

Uma placa é considerada vélida somente se o Controle Positivo atingir os seguintes critérios:

a. O valor de Absorbancia de cada Controle Positivo individualmente for maior ou igual a
0,500 e estiver dentro do intervalo linear da leitora de microplacas.
b. Se qualquer valor de controle estiver fora desses limites, o ensaio é considerado invalido

e devera ser repetido.

NOTA: Resultados acima do limite superior do intervalo linear da leitora de microplacas podem aparecer
como “OVER” (“ACIMA") ou “*¥**" ou “>",

Seguir as normas locais quanto a inclusdo de amostras controle adicionais (“controles externos”), que
nao os fornecidos como parte do kit. Mesmo que sejam incluidas no teste amostras adicionais para
controles de qualidade interno ou externo, os Controles Positivo/Negativo do kit devem ser sempre
incluidos.

CALCULO DO VALOR DE CUT-OFF

Valor de Cut-off = média das DOs do CN + 0,180



Exemplo:

Controle Negativo Absorbancia
1 0,087
2 0,080
3 0,073
Absorbancia Total = 0,240

Média do CN = Absorbancia Total / 3 = 0,080
Valor de Cut-off = 0,080 + 0,180 = 0,260

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

1. Amostras com valores de absorbancia menores que -0,025 devem ser re-
ensaiadas em uma microcavidade Unica. A amostra deve ser considerada nao
reagente se o valor de absorbéncia lido na repeticao for menor que o valor de cut-
off, mesmo que o valor de absorbancia lido na repeticdo permanecer menor que -
0,025.

2. Amostras com valores de absorbancia menores que o valor do cut-off x 0,9 sao
consideradas nao reagentes (10% abaixo do cut-off do ensaio ou < 0,9 de indice
de reatividade). Ensaio adicional néo é necessario.

3. Amostras dentro da Zona Cinza (ZC), ou seja, com indice de reatividade entre 0,9 e
1,1 vezes o valor do cut-off, sdo tratadas como inicialmente reagentes (IR) e
devem ser re-ensaiadas em duplicata, antes da interpretacao final.

4. Amostras com valores de absorbancia maiores ou iguais ao valor de Cut-off x 1,1
(10% acima do cut-off do ensaio ou * 1,1 de indice de reatividade) sdo
consideradas inicialmente reagentes (IR) e devem ser re-ensaiadas em duplicata
antes da interpretacao final.

5. Ap6ds re-ensaiar uma amostra inicialmente reagente (IR) ou dentro da zona cinza
(ZC):

5.1. a amostra é considerada nao reagente (NR) para anticorpos
anti- T. cruzi se ambas as duplicatas forem nao reagentes,
isto ¢, menores ou iguais ao valor do Cut-off x 0,9.

5.2. a amostra é considerada repetidamente reagente (RR) para
anticorpos anti- T. cruzi se ambas as duplicatas forem
reagentes, isto € maiores ou iguais ao valor de Cut-off x 1,1.

5.3. a amostra é tratada como inconclusiva (INC) para
anticorpos anti- T. cruzi se uma ou ambas as duplicatas
estiverem dentro da zona cinza (ZC) ou se apresentarem
resultados discordantes entre si.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO
0 uso do kit deve ser realizado somente por profissionais qualificados e adequadamente treinados.

O Procedimento do Teste e a Interpretacdo dos resultados do kit GOLD ELISA CHAGAS devem ser
estritamente seguidos para garantir a exatidao dos resultados obtidos quando se estiver realizando um
ensaio para determinar a presenca de anticorpos anti-T.cruzi em soro ou plasma humano. Como o kit
GOLD ELISA CHAGAS foi desenvolvido para a triagem de unidades individuais de sangue ou plasma, a
maior parte dos dados referentes a sua interpretagdo sao provenientes de ensaios de amostras
individuais. Nao ha dados para interpretar os testes realizados em outros fluidos corporais, como: soro e
plasma de cadaveres, amostras de animais, pool de amostras de sangue ou plasma processado e
produtos feitos a partir desses pools; portanto, o ensaio dessas amostras nao ¢ recomendado.

O kit GOLD ELISA CHAGAS detecta anticorpos anti-T. cruzi em soro ou plasma e por isso é util na
triagem de doadores de sangue, na avaliagao de pacientes com sinais e sintomas e estabelecimento de
infecgdo inicial pelo T. cruzi.

Os resultados dos testes devem ser avaliados em relagdo aos sintomas do paciente, histdria clinica e
outros dados de teste de laboratdrio para estabelecer o diagndstico. A presenca de anticorpos em uma
unica amostra nao é evidéncia suficiente para distinguir entre infeccao ativa e contato anterior com o
agente, ou reagdes cruzadas com outras substancias interferentes ou doencas. E recomendado que
amostras repetidamente reagentes (RR) sejam investigadas por testes complementares especificos.

Resultados falso-negativos podem ocorrer se a quantidade de anticorpos presentes na amostra for muito
baixa para o limite de deteccdo do ensaio, ou se o anticorpo que é detectado nado estiver presente
durante o estagio da infecgdo na qual a amostra foi coletada.

A repeticao do teste deve ser considerada quando houver suspeita clinica da infeccao ou de erro no
procedimento. Algumas fontes de erros do procedimento podem ser:

. Armazenamento inadequado das tiras nao utilizadas e de reagentes.

. Contaminagao cruzada ou microbiana de reagentes ou amostras.

. Erros na adi¢ao de amostras ou reagentes.

. Uso de amostras hemolisadas, amostras contendo materiais particulados, ou amostras

que tenham sido inativadas por calor, ou que possam ter sido comprometidas por
repetidos ciclos de congelamento-descongelamento ou condigoes de armazenamento
nao controladas.

. Lavagem inadequada das microplacas.

. Leitura incorreta das microplacas, devido uso de microplacas com a superficie inferior
externa suja ou contendo arranhoes.

. Desvios de procedimento de temperatura e tempo do ensaio em etapas de incubagéo.

Os controles positivos do kit ndo sao destinados para quantificar a sensibilidade do ensaio.

Para detectar soroconversao, devem ser coletadas amostras durante as fases aguda e convalescente da
doenca ou em intervalos de 10 a 20 dias. A primeira amostra deve ser armazenada a -20°C e testada em
paralelo com a segunda amostra.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

A - Repeti

Em todas as apresentagoes do kit, foram ensaiadas em uma mesma microplaca, 30 replicatas de uma
amostra de soro positivo e 30 replicatas de uma amostra de soro negativo para a doenca de Chagas.

Resultados do teste de repetitividade do kit Gold ELISA CHAGAS

Tipo de Amostra Média do indice de Desvio Padrao Coeficiente de variacao (%)
Reatividade
Amostra Positiva 1,31 0,19 14,2
Amostra Negativa 0,36 0,06 16,6

B - Reprodutibilidade

Em todas as apresentagoes do kit, foram ensaiadas, por dia em uma mesma microplaca, 10 replicatas de
uma amostra de soro positivo e 10 replicatas de uma amostra de soro negativo para a doenca de
Chagas. Esse ensaio foi repetido em 5 dias diferentes, com diferentes operadores e pipetas.

F do teste de rep

de do kit Gold ELISA CHAGAS

Tipo de Amostra Média do indice de Desvio Padrao Coeficiente de variacao (%)
Reatividade
Amostra Positiva 1,299 0,20 15,2
Amostra Negativa 0,352 0,06 17,6

C - Especificidade

A especificidade do kit Gold ELISA Chagas foi avaliada numa populagédo de 4001 doadores de sangue
voluntérios, presumivelmente saudaveis, de cinco locais diferentes e amostras negativas de soroteca e
painéis. Desse total de amostras negativas testadas, 17 deram resultados inicialmente positivos ou
inconclusivos e 14 permaneceram com resultados positivos ou inconclusivos apds repeticdo em
duplicata.

Portanto, a especificidade (indice de Confianga 95%) relativa obtida foi de 99,7 (99,5 - 99,8). Os resultados
estao resumidos na tabela abaixo:

Especificidade frente a amostras negativas

Ne° de amostras °

. v N° de amostras

Numero de amostras inicialmente .
repetidamente reagentes ou
testadas reagentes ou . -
. . inconclusivos
inconclusivos
4001 17 14 99,7%
D - Sensibilidade

A sensibilidade do kit Gold ELISA Chagas foi determinada testando mudiltiplos lotes em um painel
comercial, PMT-201, constituido de 14 amostras positivas € uma negativa. Além disso, foram testadas
202 amostras positivas obtidas de sorotecas e laboratdrios. Todas as amostras positivas testadas foram
reagentes com o kit Gold ELISA Chagas, resultando uma sensibilidade relativa de 100%. Os resultados
estao resumidos na tabela abaixo:

Sensibilidade frente a amostras positivas

Numero de amostras N° de amostras N° de amostras néo
positivas testadas reagentes reagentes
216 216 zero

E - Estudos de Dilui¢ao (Limite de Deteccao)

Em todas as apresentagdes do kit, foram ensaiadas 10 amostras caracterizadas como positivas para a
doenca de Chagas pelo método de referéncia Imunofluorescéncia Indireta (IFl). Essas amostras
apresentaram titulos variados no teste de IFl, incluindo amostras no limite de deteccao da IFI (1/20).
Todas apresentaram resultados positivos no kit Gold ELISA Chagas.

F - Anilise de Interferentes e Rea¢ao Cruzada

As amostras que se seguem foram todas consideradas negativas para doenga de Chagas.

Estudo de Interferentes e Reacao Cruzada no kit Gold ELISA CHAGAS

Tipo de Amostra Numer;(;sdt::ans\ostras Resultado Positivo
Lipémica 9 0
Ictérica 9 0
Hemolisada 32 1
Fator Reumatéide 8 2
Fator anti-nucléolo (FAN) Reagente 16 0
HCV 17 0
HTLV 10 0
HIV 10 0
HBV 21 0
cmMv 2 0
Rubéola 1 0
Sifilis 10 0
EBV 8 0
Leishmaniose 16 7

Observou-se que amostras hemolisadas ou positivas para fator reumatdide podem interferir nos
resultados do teste Gold ELISA Chagas. Soro de pacientes com anticorpos para Leishmania spp podem
exibir reacao cruzada positiva no kit Gold ELISA Chagas.
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