ENZITEST - CISTICERCOSE IgG
ELISA - KIT COM 96 TESTES
Ref.22.2 M. S.: 10443010006
Kit de Enzimaimunoensaio (ELISA) para detecção dos anticorpos do tipo IgG contra o parasita Cysticercus cellulosae
PRINCÍPIOS DO PROCEDIMENTO:
Teste Enzimaimunoensaio, onde o antígeno foi aderido à superfície interna das microcavidades contidas nas tiras. A amostra é colocada nestas microcavidades, onde anticorpos anti cisticercus, se presentes, irão ligar-se especificamente ao antígeno. Após um período de incubação, as amostras são lavadas e um conjugado ligado a peroxidase é adicionada. Estes segundos anticorpos se ligarão aquelas microcavidades que contém anticorpos anti-cisticercus remanescentes da etapa anterior. Finalmente a presença destes conjugados é determinada pela ação da peroxidase no substrato TMB. A reação final é lida a 450/630 nm.
REAGENTES FORNECIDOS:
[image: image1.jpg]Kit de 96 testes

1. | Microplaca (12 tiras de 8 pogos) 1 placa
2. | Controle Negativo 2.0 mL
3. | Controle Positivo 2.0 mL
4. | Solugdo concentrada de lavagem (PBS-T)[ 50.0 mL
S. | TMB (tetrametilbenzidina) 10.0 mL
6. | Conjugado 2.0 mL
7. | Diluente de conjugado 15.0 mL
8. | Solugdo Stop (HSOs) 15.0 mL





INSTRUÇÕES PARA USO:
1 - Pipetar 100 uL de amostra diluída e controles em seus respectivos poços de reação.

2 - Cobrir a microplaca com fita adesiva e incubar  à  37ºC durante 45 minutos.

3 - Preparar o Conjugado logo após o término da 1º incubação.

4 - Retirar fita adesiva e lavar a placa 4 a 5 vezes em lavador automático com a solução de lavagem. Após última lavagem verter placa sobre papel absorvente.

5 - Pipetar 100 uL do conjugado diluído em todos os poços de reação.

6 - Cobrir a placa com fita adesiva e incubar à 37ºC durante 45 minutos.

7 - Retirar fita adesiva e lavar a placa 4 a 5 vezes em lavador automático com solução de lavagem. Após última lavagem verter placa sobre papel absorvente.

8 - Pipetar 100 uL do Substrato TMB em todos os poços de reação.

9 - Incubar à temperatura ambiente durante 30 minutos ao abrigo da luz.

10 - Adicionar 50 uL da  solução de parada em todos os poços de reação.

11 - Ler a densidade ótica das amostras e controles a 450/630 nm.
PRECAUÇÕES:
- Os reagentes deste Kit destinam-se ao estabelecimento de diagnóstico in vitro

- Os reagentes deste Kit foram testados como uma unidade. Não misture componentes de outros Kits.

- Não beba, coma ou fume na área de realização dos testes

- Não pipete com a boca

- Não use o Kit depois da expiração do prazo de validade
PREPARAÇÃO DOS REAGENTES:
1. Solução concentrada de lavagem (PBS-T)  - Diluir acrescentado 450 mL de H2O deionizada

2. TMB (tetrametilbenzidina)  - Pronto para uso

3. Conjugado  - Diluir imediatamente antes do uso - Diluição 1:20 (vide Resumo - conjugado)

4. Diluente de conjugado - Pronto para uso

5. Controle Negativo  -  Pronto para uso

6. Controle Positivo   -  Pronto para uso

7. Solução Stop (H2SO4) - Pronto para uso  

8. Microplaca C/Antígeno 96 testes  - armazenar a 2º a 8º C
PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS:
1 - Liquor   -   Diluir o líquor: 1:10 (100µL de Liquor + 900µL de PBS)

2 - Saliva   -   Sem diluir
3 - Soro     -   Diluir soro: 1:700 (5µL de soro + 3,5µL de PBS)

Obs. Pode ser usado soro para execução deste teste, mas os  resultados sorológicos devem ser sempre avaliados em associação com os antecedentes epidemiológicos e achados clínicos, pois a reação falso-negativa pode ocorrer, do mesmo modo, são encontrados resultados falso-positivos devido a reação cruzadas com outros antígenos parasitários.
PROCEDIMENTO DO TESTE:
[image: image2.jpg]Resumo
Add. 100 uL do controle (pronto para uso) ou amostra diluida (10uLde LCR + 90 uL de PBS-T)

Aspirar e lavar 5 vezes ¢/ PBS-T

Preparar imediatamente antes do uso
50 pL de conjugado + 950 pL de diluente (azul)

Add. 100 uL do conjugado diluido  ———————p | volume suficiente para 10 reagdes
Obs: reduza ou aumente o volume conforme a
Necessidade

Incubar 45 minutos a 37° C

Aspirare lavar 5 vezes ¢/ PBS-T

Add. 100 uL de TMB ( pronto para uso -- ndo diluir)

Incubar 30 minutos a temperatura ambiente (Proteger da luz)

Add. 50 uL de H2S0O4
LeituradaD.O.a450 630

Validagao dos Controles:
Controle Positivo: D.O.: >0.500





PROCEDIMENTO DO TESTE:
[image: image3.jpg]Cilculo do cut off Resultados Interpretacio

Cut Off =Densidade otica do controle D.O. do teste = Indice indice > 1.1 = Positivo
negativo + 0.160 Cut Off Indice 0.9 a 1.1 = Inconclusivo
Indice < 0.9 = Negativo





