Kit ELISA para IgG de Alimentos Mediterraneos C €

Teste Semi-Quantitativo para investigacdo de sensibilidade a alimentos mediada por IgG
Artigo: GD14M (um paciente), GD14M/10 (10 pacientes)

Somente para uso em diagnéstico in vitro.
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1. Uso Previsto

O kit de IgG de Alimentos é um método rapido de ELISA para a medicado de
anticorpos 1gG para 109 antigenos de alimentos diferentes, em soro ou
plasma humano. Os componentes do kit sdo apenas para uso diagnéstico.

2. Explicagéo do Teste

Muitas pessoas exibem reag6es cronicas de sensibilidade a alimentos para
antigenos de alimentos especificos. Diferente dos efeitos imediatos da
alergia mediada por IgE, as reagdes de sensibilidade a alimentos mediada
por IgG podem levar varios dias para aparecerem. A remogédo controlada
dos alimentos que causam problemas da dieta do paciente ir4, em muitos
casos, rapidamente melhorar a condicdo do paciente. A letargia geral,
ganho de peso, dermatite, artrite e fadiga estdo associadas com alergias a
alimentos. A sindrome do intestino irritavel pode também ter ligagdo com a
sensibilidade a alimentos.

3. Principio do Teste

As amostras de soro diluidas sdo incubadas com extratos de antigenos de
109 alimentos diferentes retidos nos pogos de microtitulagdo. Apés lavar
tirando os componentes do soro nédo ligados, a anti-lgG humana de cabra
conjugada a peroxidase de rabano silvestre é adicionada aos pogos, e esta
se liga aos anticorpos ligados a superficie na segunda incubagdo. O
conjugado nédo ligado é removido com lavagem, e uma solugdo contendo
3,3,5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) e substrato de enzima é adicionada para
rastrear a ligagdo do anticorpo especifico. A adicdo da Solucédo de Parada
finaliza a reacé@o e fornece o pH apropriado para o desenvolvimento da
coloragdo. As densidades Opticas dos padrdes, controle positivo e
amostras sdo medidas usando uma leitora de microplaca a 450 nm. A
densidade optica é diretamente proporcional a atividade do anticorpo na
amostra.

4. Materiais Incluidos no Kit

Componente GD14M GD14M/10
Microplaca 1 10
Diluente de Amostra 1x10 mL 10 x 10 mL
Tampao de Lavagem 1 x 100 mL 6 x170 mL
Conjugado de Enzima 1x12mL 1x 120 mL
Substrato TMB 1x12mL 1x 120 mL
Solugdo de Parada 1x12mL 1x 120 mL
Padrdes (0 & 25 U/mL) 2x1mL 2x2mL
Controle Positivo 1x1mL 1x2mL

e Microplaca: microplaca com 96 pocos revestidos com 109 antigenos
de alimentos em uma embalagem metélica com dessecante.

e Reagente 1: Diluente de Amostra 10 mM de Salina tamponada com
Tris, pH 7.2 com agente antimicrobiano, (azul), pronto para uso.

e Reagente 2: Tampé&o de Lavagem 100 mM com Salina tamponada
com Tris com detergente, pH 7.2, concentrado (X 10).

e Reagente 3: Conjugado anti-lgG humana de cabra conjugada a
peroxidase de rébano silvestre em solucgéo estabilizante de proteina e
agente antimicrobiano, (vermelho), pronto para uso.

e Reagente 4: Substrato TMB solucéo aquosa de TMB e perdxido de
hidrogénio, pronto para uso.

e Reagente 5: Solugéo de Parada 0.25 M de Acido Sulfdrico, pronto
para uso.

e Padrdes: 0 & 25 U/mL, 10 mM de Salina tamponada com Tris
contendo anticorpos IgG de soro humano, pronto para uso.

e Controle Positivo: 10 mM de Salina tamponada com Tris contendo
anticorpos IgG de soro humano para alimentos, pronto para uso.

e Instrucdes de Uso

5. Outros Equipamentos Necessarios

1. Tubos de teste para diluicdo e cilindro graduado para a
preparacdo do tampdo de lavagem e pipetas de precisdo e
ponteiras descartaveis para dispensar 25 pl, 100 uL e 1 mL o
lavadora de microplaca de ELISA ou pipeta multi-canais ou
frasco de lavagem e agua destilada ou deionizada e papel
absorvente e leitora de microplaca de ELISA com 450 nm e
filtro de referéncia 620 nm opcional. Alternativamente, um
sistema automatizado adequado pode ser usado.

2. A instrumentagdo, manual ou automatica, deve satisfazer os
seguintes critérios: pipetas com imprecisdo melhor do que 3%
sem excesso entre as etapas de pipetagem; as lavadoras de
microplacas devem remover 99% dos fluidos; as maquinas
automaticas devem minimizar o tempo entre a lavagem e a
adicdo do proximo reagente.

6. Precaucdes

6.1 Precaucdes de Seguranca

1.  Todos os reagentes nesse kit sédo apenas para uso em diagnésico in
vitro.

2. Somente pessoas com experiéncia em laboratério devem utilizar
esse teste. O protocolo do teste deve ser rigorosamente seguido.

3. Todo material de origem humana usado na preparagdo dos Padrdes
e Controle Positivo para esse produto foi testado e teve resultado
negativo para anticorpos de HIV, HbsAg e HCV. Nenhum método de
teste, entretanto, pode oferecer completa seguranca de que nao
existam agentes infecciosos. Portanto, todos os reagentes contendo
material humano devem ser manuseados como potencialmente
infecciosos. Os operadores devem usar luvas de exame livres de p6
e roupa de protecdo quando manusearem soros de pacientes ou
produtos baseados em soro durante todo o procedimento do teste.

4. Os reagentes desse kit contém agentes antimicrobianos e a solucéo
de Substrato TMB contém 3,3',5,5-tetrametilbenzidina. Evite contato
com a pele e olhos. Lave imediatamente com &gua abundante no
caso de ocorrer qualquer contato.

5. A Solugdo de Parada contém 0.25 M de acido sulfurico. Evite
contato com a pele e olhos. Lave imediatamente com agua
abundante no caso de ocorrer qualquer contato.

6. Qualquer liquido que tenha entrado em contato com material
potencialmente infeccioso deve ser descartado em um recipiente
com um desinfetante. O descarte deve ser realizado de acordo com
a legislacéo local.

6.2 Precaucdes Técnicas

1. A microplaca e as solugdes ndo devem ser usadas se a embalagem
metalica estiver danificada ou os liquidos tiverem vazado.

2. Os reagentes e a microplaca devem estar em temperatura ambiente
antes de serem usados.

3. Inclua o Controle Positivo em todo teste para monitorar a
estabilidade do reagente e o desempenho correto do teste.

4. Observe rigorosamente os tempos e temperatura de incubacéo
indicados.

5. Quando estiver usando equipamento automatico, considere os
excessos de volumes necessarios para configurar o equipamento e
o volume morto da pipeta automatizada.

6. Assegure-se de que ndo ocorra contaminacdo cruzada entre o0s
pogos. Mantenha todas as pipetas e outros equipamentos usados
para o Conjugado completamente separados do substrato TMB.

7. Evite a contaminacgdo dos frascos de reagentes. Nunca despeje os

reagentes nédo usados de volta nos frascos originais.

N&o deixe os micropogos secarem entre as etapas de incubagao.

Siga rigorosamente o procedimento de lavagem descrito. A lavagem

insuficiente pode causar um sinal de fundo alto.

10. Evite a luz direta e a exposicdo a fontes de aquecimento durante
todas as etapas de incubacéo.

11. Recoloque as tampas com codigos de cores nos seus frascos
corretos para evitar contaminagao cruzada.

12. E importante dispensar todas as amostras e o controle positivo
dentro dos pogos sem demora. Portanto, assegure-se de que todas
as amostras estdo prontas para serem dispensadas.
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7. Prazo de Validade e Condi¢cbes de Armazenamento

Na chegada, armazene o kit a 2 — 8 °C. Uma vez aberto, o kit é estavel por
3 meses (ou até sua data de validade se for inferior a 3 meses). Ndo use o
kit apds sua data de validade. Nao congele nenhum componente do kit. O
Tampao de Lavagem diluido tem validade de 3 meses se armazenado em
um frasco fechado a 2 — 8 °C.

8. Coleta da Amostra e Armazenamento

Amostras de soro, plasma ou sangue total podem ser usadas e devem ser
armazenadas a -20°C se for por longo-prazo. As amostras congeladas
devem ser bem misturadas apés serem descongeladas e antes do teste.
Congelar e descongelar repetidas vezes pode afetar os resultados. A
adicdo de conservantes na amostra de soro pode afetar os resultados.
Amostras com contaminagao microbiana, aquecidas ou contendo particulas
de substancias ndo devem ser usadas. Amostras muito hemolisadas,
ictéricas ou lipémicas devem ser evitadas.

9. Preparo das Amostras e do Tampéao de Lavagem

1. Dilua o Tampdo de Lavagem (Reagente 2) 1:9 em &gua
destilada para fazer tampao suficiente para o teste.
Exemplo: adicione 50 mL de tampéao de lavagem concentrado
em 450 mL de agua.

2. Adicione 25 pL de soro ou plasma em um frasco de Diluente de
Amostra (Reagente 1) e misture bem.
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10. Procedimento do Teste

1.  Assegure-se de que a microplaca esta corretamente orientada como
mostrado abaixo.

2. Dispense 100 pL de cada Padrdo e o Controle Positivo dentro dos
pogos como a seguir:

Poco Padrao/Controle
Al 0 U/mL Padrao
B1 25 U/mL Padréo
C1 Controle Positivo

3. Dispense 100 uL da amostra de paciente diluida dentro dos pogos
D1 - Hi2.

4. Incube por 30 minutos em temperatura ambiente.

5.  Apds 30 minutos, decante ou aspire o contetdo do pogo e lave os
pogos 3 vezes usando lavagem automatica ou o procedimento de
lavagem manual (veja abaixo). Uma lavagem cuidadosa é a solugéo
para bons resultados. Nao deixe 0s pogos secarem.

Procedimento de Lavagem Manual:

Esvazie os pogos por inversdo. Usando uma pipeta de multi-canais
ou um frasco de lavagem, preencha os pogos com Tampé&o de
Lavagem. Esvazie por inversdo e coloque 0s pogos em papel
absorvente. Repita esse processo de lavagem mais 2 vezes.
Coloque os pogos em papel absorvente antes de continuar. Nao
deixe 0s pogos secarem.

6. Dispense 100 uL de Conjugado (Reagente 3) dentro de cada pogo.
Incube os pogos por 30 minutos em temperatura ambiente.

7. Ap6s 30 minutos, descarte o contetdo do pogo e lave
cuidadosamente 0s pogos 4 vezes com Tampdo de Lavagem.
Assegure-se de que 0s pogos estejam vazios, mas ndo os deixem
secar.

8. Usando um dispensador de repeticéo, rapidamente dispense 100 pL
de Substrato TMB (Reagente 4) dentro de cada pogo. Incube a
placa por 10 minutos. Observe cuidadosamente o desenvolvimento
de coloragdo. O desenvolvimento de coloragdo deve ser homogéneo
em todo o poco. Se alguns dos pocos mostrarem um rapido
desenvolvimento de cor em qualquer ponto no poco, pode ser
devido ao conjugado de enzima, que nao foi tirado por completo na
lavagem. Trate, portanto, os resultados com cuidado.

9.  Adicione 100 pL de Solugdo de Parada (Reagente 5) em cada pogo.
Para que os tempos de reacdo sejam iguais, a Solugdo de Parada
deve ser adicionada aos pocos na mesma ordem que o Substrato
TMB.

10. Leia a densidade éptica (DO) de cada pogo a 450 nm em uma
leitora de microplaca dentro de 10 minutos. Um filtro de 620 nm
pode ser usado como comprimento de onda de referéncia.

11. Controle de Qualidade

1. Os valores de DO esperados e as faixas de aceitacdo para os
Padrdes e Controle Positivo séo dados no certificado incluido no kit.

2. O Controle Positivo tem a finalidade de monitorar falhas importantes
do reagente.

3. Qualquer pogo positivo pelo espectrofotbmetro, mas sem coloragdo
visivel, deve ser limpo no lado inferior e lido novamente. Se valores
de DO abaixo de zero forem observados, os comprimentos de onda
usados devem ser verificados, o branco contra o ar deve ser
novamente feito e as medi¢cdes devem ser repetidas.

12. Interpretacdo dos Resultados

Plote a DO do Padrédo 0 e 25 U/mL contra a concentracéo e desenhe uma
linha reta através dos pontos. Leia os pontos desconhecidos dessa curva.
A tabela seguinte da as faixas de concentracdo sugeridas e graus para
diferentes respostas do anticorpo do alimento:

Resposta Faixa (AU/mL) " Grau
Negativa <8 0
Limitrofe 8-125 1 (Duvidoso)
Positiva 12.5-25.0 2+
Forte Positivo > 25.0 3+

! As unidades so arbitrarias as unidades da Genesis.
Essas sé@o as faixas sugeridas baseadas em estudos internos da Genesis
Diagnostics Ltd. Os usuarios do kit devem verificar essas faixas nos seus
préprios laboratérios sob as condigdes locais e ajusta-las, se necessario.
13. Limita¢c6es do Procedimento
1. Os resultados devem sempre ser correlacionados com a condi¢cdo
clinica do paciente, ja que um nivel aumentado de IgG de alimento
nao precisa se manifestar com nenhum sintoma especifico.
2. E importante lembrar que os resultados desse kit ndo dao
informacgdes sobre alergias mediadas por IgE.
14. Caracteristicas do Teste
Imprecisao entre placas < 20%

15. 109 IgG de Alimentos — Esquema do Antigeno de Alimento

Veja o folheto de relatério de alimentos fornecido com o kit.

Resumo do Método
. Adicione 25 pL da Amostra em 10 mL de Diluente (Reagente 1).
. Dispense os Padrdes, o Controle Positivo e a amostra diluida
dentro dos pocos especificados da microplaca.
. Incube por 30 minutos em temperatura ambiente.
. Lave os pocos trés vezes.
Dispense 100 puL de Conjugado (Reagente 3) dentro de cada
pogo.
Incube em temperatura ambiente por 30 minutos.
Lave os pogos quatro vezes.
Adicione 100 pL de Substrato TMB (Reagente 4) em cada poco.
Incube em temperatura ambiente por 10 minutos.
Adicione 100 pL de Solugdo de Parada (Reagente 5) em cada
pogo.
. Leia a densidade 6ptica a 450 nm (comprimento de onda Unico)
ou 450/620 nm (comprimento de onda duplo).

16. Garantia

Estas instrucdes de uso devem ser lidas atentamente antes da utilizacdo
do produto e as instru¢gbes nela contidas devem ser rigorosamente
cumpridas. A confiabilidade dos resultados do ensaio ndo poderd ser
garantida em caso de desvio as instrugées.

17. Gerenciamento de Residuos

Seguir as disposi¢cdes da resolugdo sobre o regulamento técnico para
gerenciamento de residuos de servigos de saide bem como outras praticas
de biosseguranga equivalentes, revisdo em vigor.
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