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Finalidade do O teste Access HAV Ab é um imunoensaio quimioluminescente com particulas paramagnéticas
teste para a deteccdo e a determinagdo quantitativa dos niveis de anticorpos totais anti-HAV no soro
ou no plasma humanos utilizando os Sistemas de Imunoensaio Access.

Resumo e O virus da hepatite A, descrito pela primeira vez em 1973 por Feinstone, é um enterovirus de
explicacdo do apenas 27 nm de didmetro com nicleo ARN, pertencente & familia Picornaviridae 2. O virus é
teste transmitido por via orofecal e, geralmente, é eliminado no estagio inicial da doenca >. A

patologia causada pelo virus caracteriza-se por um quadro clinico que vai desde a infec¢ao
assintomatica até a hepatite clinica ictérica ou anictérica e, por vezes, manifesta-se sob a forma
de hepatite fulminante. A idade do doente é um dos factores principais da gravidade da
doenga. Estudos epidemiolégicos demonstraram que ha vérias areas onde a hepatite A é difusa,
principalmente as diferentes areas geograficas onde as condi¢oes higiénico-sanitarias sdo
precarias. Nos paises industrializados, tem-se observado uma diminui¢ao da serodifusao,
acompanhada, todavia, dum aumento das formas clinicas graves. O desenvolvimento duma
vacina permite uma protec¢do a longo prazo para grupos de alto risco. Actualmente, na
Europa, as pessoas que viajam para areas de difusdo elevada e o pessoal que trabalha em
comunidades (sector agricola, pessoal sanitario) sdo vacinados.

O diagnéstico da infecgdo por HAV é realizado através da determinagdo quantitativa dos niveis
do anticorpo total anti-HAV e do anticorpo da classe IgM no soro ou no plasma %, sendo que a
presenca do anticorpo da classe IgM diferencia uma uma infec¢do aguda duma infecgdo
pregressa °. Desde a introdugao da vacina %7, a detecgdo do anticorpo total anti-HAV tem sido
utilizada para o rastreio pré-vacinagéo e os follow-ups pds-vacinagao.

Principios do O teste Access HAV Ab é um ensaio imunoenzimatico competitivo. Primeiro, uma amostra é
teste adicionada ao recipiente de reac¢do contendo o diluente e o antigénio do virus da Hepatite A.

Apbs a incubagdo, o conjugado anticorpo monoclonal anti-HAV — fosfatase alcalina e as
particulas paramagnéticas revestidas com anticorpo monoclonal anti-HAV sédo adicionados ao
recipiente de reacgdo 8. Ap6s uma segunda incubacdo e lavagem, o substrato
quimioluminescente Lumi-Phos* 530 é adicionado ao recipiente e a luz gerada pela reacgédo é
medida com um luminémetro. A luz produzida depende da quantidade de conjugado
enzimatico presente no final da reaccdo. O titulo do anticorpo especifico na amostra é
determinado por meio duma curva de calibragdo multiponto armazenada no aparelho e
padronizada em relagdo a preparacio de referéncia da OMS °.

Informagdes Kit de reagentes Access HAV Ab
sobre o N° Cat. 34200: 100 determinacdes, 2 embalagens, 50 testes/embalagem
produto o pornecido pronto para utilizar.
* Armazenar em posigdo vertical e refrigerar a 2-10°C.
* Manter refrigerado a 2-10°C por no minimo duas horas antes de usar no aparelho.
* Estdvel até ao vencimento do prazo de validade marcado na etiqueta quando armazenado a
2-10°C.
e Estdavel a 2-10°C por 28 dias apés utilizagdo inicial.
¢ Uma possivel degradagdo pode ser indicada pela ruptura da camada de elastémero da
embalagem ou por valores de controlo de qualidade fora do intervalo de variagao.

© 2003 Beckman Coulter, Inc. 386633A Access HAV Ab
Pagina 1



Avisos e
precaucodes

Colheita e
preparacdo
da amosira

Abrir a embalagem de reagente caso tenha sofrido prejuizos (p.ex. ruptura da camada
elastomérica).

Rla: Particulas paramagnéticas revestidas com anticorpo monoclonal de rato
anti-virus da Hepatite A suspensas em solugdo salina tamponada TRIS,
com surfactante, proteinas bovinas e < 0,1% de azida sédica.

R1b: Conjugado: anticorpo monoclonal de rato anti-virus da Hepatite A —
fosfatase alcalina (bovina) em solugdo salina tamponada TRIS, com
surfactante, proteinas bovinas e < 0,1% de azida sédica.

Rilc: Diluente: solugdo salina tamponada TRIS com surfactante, proteinas
(bovina, murina) e < 0,1% de azida sédica.

R1d: Antigénio: virus da Hepatite A inactivado em solugdo salina tamponada
TRIS, com surfactante, proteinas bovinas e < 0,1% de azida sddica.

Nota: O antigénio do virus da Hepatite A é inactivado por um
tratamento quimico (formaldeido).

Para utilizacdo em diagndstico in vitro.

As amostras dos doentes e os produtos hemoderivados podem ser analisados
rotineiramente com riscos minimos utilizando o procedimento descrito. Contudo, deve
manusear estes produtos como potencialmente infecciosos de acordo com as precaucdes
gerais e os métodos adequados de laboratdrios clinicos, independentemente da origem,
tratamento ou certificagdo anterior. Usar um desinfectante apropriado para a
descontaminagdo. Armazenar e eliminar estes materiais e os respectivos contentores
segundo o regulamento e as normas locais.

A azida sddica pode reagir com as canalizagdes de chumbo ou cobre formando azidas
metalicas altamente explosivas. Portanto, deixar fluir 4gua em abundancia nos tubos
durante a eliminacdo de liquidos para prevenir a acumulacéo de azidas '%.

A Folha dos Dados de Seguranca do Material (MSDS) esta disponivel a pedido.

Soro e plasma (heparina, EDTA, oxalato ou citrato) sdo as amostras aconselhadas. Os

conservantes de sangue ACD, CPD e CPDA sédo compativeis com o ensaio.

Seguir as recomendagdes abaixo para manusear, analisar e armazenar amostras de

sangue >13;

¢ Colher todas as amostras de sangue tomando as precaugdes habituais para a colheita
venosa.

¢ Deixar as amostras de soro coagularem completamente antes da centrifugacao.

* Manter as provetas sempre fechadas.

* Dentro de duas horas ap6s a centrifugagdo, transferir no minimo 500 uL de amostra isenta
de células para uma proveta de armazenamento. Tapar imediatamente a proveta com a
rolha, apertando bem.

* Armazenar as amostras hermeticamente fechadas a temperatura ambiente (a 15-30°C)
durante o méaximo de oito horas.

* Se 0 ensaio ndo estiver pronto dentro de oito horas, refrigerar as amostra a 2-8°C.

* Se 0 ensaio ndo estiver pronto dentro de 48 horas, ou no caso de amostras a serem
expedidas, congelar a -20°C ou a temperatura mais baixa.

Seguir as instrugdes abaixo para preparar as amostras, excepto quando indicado em

contrario no folheto do produto:

¢ Certificar-se de que a fibrina e a matéria celular residuais tenham sido removidas antes da
analise.

¢ Para a centrifugacdo, seguir as instrugdes do fabricante das provetas de colheita de
sangue.
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Cada laboratério deve determinar a aceitabilidade das proprias provetas de colheita de
sangue e dos produtos de separagdo do soro. Estes produtos podem variar entre fabricantes
diferentes e, as vezes, de um lote para o outro.

4. As amostras podem ser descongeladas no maximo trés vezes.

5. Amostras contendo até a 200 mg/L de bilirrubina, amostras lipémicas contendo o
equivalente a 36 g/L de trioleina e amostras hemolisadas contendo até a 20 g/L de
hemoglobina ndo afectam os resultados.

Materiais R1  Kits de reagentes Access HAV Ab
fornecidos

Matericis 1. Calibradores: Access HAV Ab Calibrators
necessarios Fornecidos sob forma de 1 soro negativo e 4 soros contendo anticorpos anti-HAV.
mas ndo N° Cat. 34205
fornecidos 2. Materiais do Controle de Qualidade (QC): Access HAV Ab QC ou outro material de controlo
de qualidade disponivel no mercado.
N° Cat. 34209
3. Substrato: Access Substrate
N° Cat. 81906
4. Tampao de lavagem: Access Wash Buffer
N° Cat. 81907 (Access, Access 2, SYNCHRON LX®i)
N° Cat. 8547197 (UniCel™ DxI)

Comentdrios 1. Consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda para uma descrigdo
sobre o especifica da instalacdo, inicializacdo, principios de funcionamento, caracteristicas de
procedimento desempenho do sistema, instru¢des de funcionamento, procedimentos de calibragéo,
limitagdes operacionais e precaugdes, riscos, manutengdo e solucdo de problemas.

2. Misturar o contetido das embalagens novas (vedadas) de reagentes invertendo
delicadamente a embalagem vérias vezes antes de carregé-la no aparelho. Nao inverter
embalagens abertas (perfuradas).

3. Usar setenta e cinco (75) uL de amostra para cada determinagao além dos volumes mortos
do recipiente da amostra e do sistema. Consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o
sistema de Ajuda para o volume minimo de amostra necessério.

4. Aunidade de medida padrao do sistema para indicar os resultados das amostras é mUI/mL.

5. A andlise dura 50 minutos.

Procedimento Consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda para obter informagdes
sobre a gestdo das amostras, a configuragdo dos testes, a solicitagdo de testes e a visualizacdo
dos resultados dos testes.

Detalhes de Para todos os testes, é necessario ter uma curva de calibracio activa. Para o ensaio Access HAV
calibragdio Ab, a calibragdo é necessaria a cada 28 dias. Consultar os respectivos manuais de sistema e/ou
o sistema de Ajuda para obter informagées sobre os métodos de calibracdo, a configuragdo de
calibradores, a introdugéo de solicita¢gdes de testes dos calibradores e a visualizagdo de dados
de calibragéo.

Controlo de Os materiais de controlo de qualidade simulam as caracteristicas das amostras dos doentes e
qualidade sao fundamentais para a monitorizacao do desempenho do sistema de analises imunoquimicas.
Dado que as amostras podem ser analisadas a qualquer momento utilizando um formato de
“acesso aleatério” em vez dum formato “por lote”, é aconselhavel utilizar os materiais de
controlo de qualidade a cada 24 horas 8. Utilizar controlos de qualidade Access HAV Ab QC ou
outros materiais de controlo de qualidade disponiveis no mercado que cubram pelo menos dois
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Resultados

Limitacdes do
procedimento

Caracteristicas
especificas de
desempenho

niveis de analito. Seguir as instru¢des do fabricante para a reconstituicio e o armazenamento.
Cada laboratério deve estabelecer os seus préprios valores médios e limites aceitaveis para
garantir um desempenho adequado dos testes. Os resultados do controlo de qualidade que ndo
estiverem dentro dos limites aceitdveis, podem indicar resultados de testes ndo vélidos.
Examinar todos os resultados dos testes obtidos desde o tdltimo ponto de teste de controlo de
qualidade aceitavel para este analito. Consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o
sistema de Ajuda para informagdes sobre como visualizar os resultados do controlo de
qualidade.

Os resultados dos testes dos doentes sdo determinados automaticamente pelo software do
sistema utilizando um modelo matematico de curva logistica de quatro parametros ponderada
(4PLC). A quantidade de analito na amostra é determinada a partir da produgdo de luz medida
através dos dados de calibragdo armazenados no sistema. Os resultados dos testes dos doentes
podem ser visualizados através do ecrd apropriado. Consultar os respectivos manuais de
sistema e/ou o sistema de Ajuda para as instru¢des completas sobre como visualizar os
resultados das amostras.

A determinacdo quantitativa do nivel de anticorpos anti-HAV pelos reagentes Access HAV Ab
permite a determinagdo do estado imunitario do paciente:

Titulo < 35 mUI/mL: Nivel clinicamente ndo significativo do anticorpo anti-HAV.

Titulo de = 35 a <40 mUI/mL: Duvidoso; os resultados devem ser interpretados com
cautela. No caso de serologia pré-vacinagdo, as amostras
incluidas na zona cinzenta sdo consideradas negativas.

Titulo = 40 mUI/mL.: Nivel positivo de anticorpo anti-HAV, indicativo de uma
infeccdo pregressa ou imunidade pés-vacinagao.

As amostras com um titulo > 80 mUI/mL podem ser diluidas a fim de determinar o titulo
exacto.

1. As amostras podem ser medidas com exactiddo dentro do intervalo de indicagdo de 0,0 a
80 mUI/mL. Se uma amostra contém mais que 80 mUI/mL de anticorpo anti-HAV, registar
os resultados como > 80 mUI/mL. Alternativamente, diluir um volume da amostra com 10,
100 ou 1.000 volumes de tampéao de lavagem Access Wash Buffer. Apos ter testado a amostra
diluida, multiplicar o valor obtido pelo factor de diluigdo apropriado. Consultar os
respectivos manuais de sistema e/ou sistema de Ajuda para instrugoes detalhadas sobre a
analise de amostras pré-diluidas.

2. Nos ensaios que utilizam anticorpos murinos, podem ocorrer interferéncias com os
anticorpos anti-rato humanos (HAMA) contidos na amostra. Os anticorpos anti-rato
humanos (HAMA) podem estar presentes nas amostras de doentes submetidos a
imunoterapia ou procedimentos de diagnéstico que utilizam anticorpos monoclonais®” ou
em individuos que tiveram contacto regular com animais. Além disso, outros anticorpos
heterdfilos, tais como os anticorpos anticabra humanos podem estar presentes nas amostras
dos doentes.

3. Os resultados do Access HAV Ab devem ser interpretados baseando-se no quadro clinico
geral do doente, incluindo: os sintomas, a anamnese clinica, os dados de outros testes e
outras informagoes apropriadas.

As caracteristicas de desempenho especificas dos reagentes Access HAV Ab foram
determinadas em amostras provenientes de individuos jovens, amostras de follow-up de
individuos vacinados com a vacina da Hepatite A, bem como de doentes contaminados pelo
virus da Hepatite A.
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Especificidade

A especificidade deste kit, avaliada em 887 amostras, é de 99,8%. A especificidade também foi
estudada em populagdes seleccionadas a fim de detectar uma possivel reactividade cruzada
(amostras positivas para diferentes infec¢des virais ou positivas para doengas auto-imunes,
amostras provenientes de mulheres gravidas ou individuos vacinados para o HBV). A
especificidade para esta populagdo é de 100%. Nenhuma interferéncia causada pela matriz da
amostra (soro ou plasma) foi observada. Nenhuma interferéncia foi detectada ap6s a anélise ou
depois das adi¢gdes da amostra.

Sensibilidade

A sensibilidade numa populacdo de 433 soros isolados positivos para o anticorpo total
anti-HAV é de 100%. A sensibilidade também foi avaliada em pacientes com Hepatite A (56
soros), em individuos acompanhados durante a vacinagédo (78 soros) e num painel de
seroconversao BBI. Os resultados demonstraram que este kit tem uma boa concordéancia com os
sintomas clinicos da doenca.

Imprecisdéo
A imprecisdo foi determinada pela analise de 3 amostras contidas no intervalo de medigdo. A

reprodutibilidade foi avaliada pela anélise destas amostras testadas em triplicado em 10
execugdes separadas. Os resultados demonstram uma boa precisdo (CV < 10%).
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HAV Ab CALIBRATORS
34205

Finalidade Os calibradores Access HAV Ab Calibrators devem ser utilizados para calibrar o ensaio Access
do produto HAV Ab para a deteccédo e a determinagdo quantitativa dos niveis do anticorpo total anti-HAV
no soro ou no plasma humanos utilizando os Sistemas de Imunoensaio Access.

Resumo e A calibracdo dum ensaio quantitativo é o processo pelo qual as amostras com concentra¢oes
explicacdo conhecidas de analito (por ex., calibradores de ensaio) sdo testadas como amostras de doentes a
do produto fim de medir a sua resposta. A relacio matematica entre as respostas medidas e as

concentragdes conhecidas de analito define a curva de calibragdo. Esta relacdo matematica, ou
curva de calibracdo, é utilizada para converter as medi¢des URL (Unidade Relativa de Luz) de
amostras de doentes em concentragdes quantitativas especificas de analito.

Padronizacdo A substéncia a ser medida (analito) nos calibradores Access HAV Ab Calibrators tem como
referéncia a Preparagdo de Referéncia da OMS °. O processo de padronizacio baseia-se na
norma prEN ISO 17511.

Os valores atribuidos foram estabelecidos usando amostras representativas deste lote de
calibrador e sdo especificos para as metodologias de ensaio dos reagentes Access. Os valores
atribuidos por outras metodologias podem ser diferentes. Tais diferencas, se presentes, podem
ser causadas por desvios entre os métodos.

Informagdes Access HAV Ab Calibrators
sobre 0 N° Cat. 34205: S0-54, 2,0 mL/recipiente
produto o pornecidos prontos para utilizar.
¢ Armazenar em posigdo vertical e refrigerar a 2-10°C.
e Misturar o contetido invertendo delicadamente antes da utilizacdo. Evitar a formacéo de
bolhas.
* Estdvel até ao vencimento do prazo de validade marcado na etiqueta quando armazenado a
2-10°C.
* Uma possivel degradagio pode ser indicada por valores de controlo de qualidade fora do
intervalo de variagéo.

¢ Consultar as etiquetas dos recipientes ou o cartao de calibragdo para os titulos exactos.

So: Soro humano negativo com 0 mUI/mL de anticorpo anti-HAV e
< 0,1% de azida sédica.

S1, S2,S3, S4:| Soro humano contendo aproximadamente 10, 20, 40 e 80 mUI/mL de
anticorpo anti-HAV, respectivamente, e < 0,1% de azida sddica.

Cartao de 1
calibracao

Avisos @ e Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.
precaucoes e O material de origem humana utilizado na preparacdo do reagente foi testado e considerado
ndo reactivo ao antigénio de superficie da Hepatite B (HBs Ag), aos anticorpos do virus da
Hepatite C (HCV) e aos anticorpos do virus da Imunodeficiéncia humana (HIV-1 e HIV-2).
Dado que nenhum método de ensaio conhecido pode oferecer a seguranca completa da
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auséncia de agentes infecciosos, manusear os reagentes e as amostras dos doentes como
potencialmente infecciosos °.

¢ A azida sédica pode reagir com as canaliza¢des de chumbo ou cobre formando azidas
metdlicas altamente explosivas. Portanto, deixar fluir 4gua em abundéncia nos tubos
durante a eliminagdo de liquidos para prevenir a acumulagdo de azidas 1.

* A Folha dos Dados de Seguranca do Material (MSDS) est4 disponivel a pedido.

Procedimento Consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda para obter informagoes
sobre os métodos de calibracdo, a configuragdo de calibradores, a introdugédo de solicita¢des de
testes dos calibradores e a visualizagdo de dados de calibracéo.

Detalhes da Os calibradores Access HAV Ab Calibrators sdo fornecidos em cinco niveis — zero e
calibragdo aproximadamente 10, 20, 40 e 80 mUI/mL (os titulos exactos estdo indicados no cartdo de
calibragdo). Os calibradores sdo preparados a partir de soro humano com anticorpos anti-virus
da Hepatite A. Uma calibracdo do ensaio Access HAV Ab necessita aproximadamente de
300 uL (6 gotas/copo) de cada um dos cinco calibradores. Os dados de calibragdo do ensaio sao
validos por 28 dias.

Os calibradores sao analisados em duplicado.

Limitacdes do  Se forem notados sinais de contaminagdo microbiana ou excesso de turvagdo num reagente,
procedimento rejeitar o recipiente.
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HAYV Ab QC
34209

Finalidade do  Os controlos de qualidade Access HAV Ab QC sao utilizados para monitorizar o desempenho
produto do sistema do ensaio Access HAV Ab.

Resumo e Os materiais dos controlos de qualidade simulam as caracteristicas das amostras dos doentes e
explicacdo sdo fundamentais para a monitorizagdo do desempenho do sistema do imunoensaio Access
do produto HAV Ab. Para além disso, estes sao uma parte integral das boas praticas de

laboratério 141718192021 A ¢ realizar ensaios com os reagentes Access para HAV Ab, utilizar
materiais dos controlos de qualidade para validar a integridade dos ensaios. Se o sistema de
andlise funciona correctamente, os valores testados devem estar dentro dos intervalos de
variagao aceitdveis.

Infformacdes Access HAV Ab QC
sobre 0 N° Cat. 34209: 3,5 mL/recipiente, 3 recipientes por nivel
produto o Eornecidos prontos para utilizar.

* Armazenar em posigdo vertical e refrigerar a 2-10°C.

e Misturar o contetido invertendo delicadamente antes da utiliza¢do. Evitar a formacéo de
bolhas.

e Estdvel até ao vencimento do prazo de validade marcado na etiqueta quando armazenado a
2-10°C.

¢ Uma possivel degradacdo pode ser indicada por valores de controlo de qualidade fora do
intervalo de variacéo.

QC1: Soro humano negativo aos anticorpos anti-HAV com < 0,1% de azida
sodica.

QC2: Soro humano positivo aos anticorpos anti-HAV com < 0,1% de azida
sodica.

Cartao de 1

valores QC

Avisos @ e Para utilizagdo em diagndstico in vitro.

precaucoes e O material de origem humana utilizado na preparacdo do reagente foi testado e considerado
nédo reactivo ao antigénio de superficie da Hepatite B (HBs Ag), aos anticorpos do virus da
Hepatite C (HCV) e aos anticorpos do virus da Imunodeficiéncia humana (HIV-1 e HIV-2).
Dado que nenhum método de ensaio conhecido pode oferecer a seguranca completa da
auséncia de agentes infecciosos, manusear os reagentes e as amostras dos doentes como
potencialmente infecciosos 1.

e A azida sédica pode reagir com as canaliza¢des de chumbo ou cobre formando azidas

metalicas altamente explosivas. Portanto, deixar fluir 4gua em abundancia nos tubos
durante a eliminacdo de liquidos para prevenir a acumulacao de azidas ''.

¢ A Folha dos Dados de Seguranca do Material (MSDS) est4 disponivel a pedido.

Procedimento Determinar a concentragio de anticorpos anti-HAV nos materiais do controlo de qualidade
Access HAV Ab QC usando o Sistema de Imunoensaio Access da mesma forma utilizada para
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uma amostra do doente. Consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda
para obter informagoes sobre os métodos dos controlos de qualidade, a configuragao de
controlos, a introducao de solicitagdes de testes de amostras de controlo de qualidade e a
visualiza¢do dos dados dos controlos de qualidade.

Limitacoes do  Se forem notados sinais de contaminagdo microbiana ou excesso de turvagdo num reagente,
procedimento rejeitar o recipiente.

Valores Para a atribuicdo dos valores do material de controlo de qualidade Access HAV Ab QC, sao
esperados seleccionadas e testadas numerosas amostras, representativas do inteiro lote, para fornecer uma
estimativa fidvel do valor médio. Os valores médios e os desvios padrao estdo relacionados no
cartdo de valores QC. Variagdes, tais como as da técnica, do equipamento ou dos reagentes,
podem fornecer valores diferentes daqueles relacionados. Por isso, cada laboratério deve
estabelecer os seus proprios valores médios e desvios padrédo (DP).
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