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1. Utilizagao

Este ELISA kit de validacao destina-se ao controlo regular do seu ELISA automatico ou semi-automatico. Ele deve
demonstrar o efeito cumulado de imprecisbes durante a pipetagem, lavagem, incubagéo e medigédo no fotometro e promover,
assim, a seguranga de um processamento correcto do ELISA. Para o controlo do aparelho automatico ou semi-automatico
devem ser usados sempre microplacas inteiras. As maquinas automaticas que processam rotineiramente mais que uma placa,
devem ser avaliadas sempre com a carga total, isto €, num aparelho de duas placas devem ser processadas 2 placas, num
aparelho de trés placas devem ser processadas 3 placas no mesmo ciclo.

A Directiva 98/79 CE Anexo 1, 3.1 exige a garantia de fungao para a combinagao entre dois produtos médicos independentes
(neste caso o processador ELISA e o ELISA). Esta garantia é proporcionada ao utilizador pelo kit de avaliagao.

O controlo de pipetagem serve para a verificagdo do ELISA automatico com distribuidor de amostras. Ele é — tal como um
soro para pacientes — diluido, pipetado e testado em 1 + 100 da maquina automatica com solugao de diluigdo. Pode-se utilizar
o controlo de pipetagem em vez do controlo de validagao ready to use do kit de validagao (EC 250.00). Como tal, deve ler as
instrugdes de utilizagao para o kit de validagao.

2. Principio do teste

Os anticorpos existentes no controlo de validagdo, nomeadamente no controlo de pipetagem formam juntamente com o
antigénio fixado na microplaca um imunocomplexo. Os imunoglobulinas n&o ligados sao removidos por processos de lavagem.
O conjugado enzimatico liga-se a este complexo. Os imunoglobulinas ndo ligados sdo novamente removidos por processos
de lavagem. Apos a adicdo do substrato (TMB) é criado pela actividade enzimatica (peroxidase) um corante azul que apos a
adicao da solugao de stop muda para amarelo. O soro de controlo é pipetado para todos os pogos da microplaca.

3. Conteudo da embalagem

3.1 Kit de validagao

1 microplaca, constituida por 96 pogos revestidos com antigénio, liofilizado

Solugiao de lavagem PBS (20x concentrada), 50 ml, pH 7,2, com conservantes e Tween 20

Controlo de validagao com IgG, 15ml, soro humano com estabilizadores proteicos e conservantes, pronto a usar

Eal

Conjugado IgG (anti-humano), 2 x 11 ml, conjugado peroxidase de rabano (ovelha ou cabra) com estabilizadores
proteicos e conservantes em tampao Tris, pronto a usar

Solugiao substrato TMB (3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina), 2 x 11ml, pronto a usar

6. Solugao stop citrato, 6ml, contém uma mistura de acidos

3.2 Kit de controlo de pipetagem
1. 1 controlo de pipetagem, 2,8 ml, soro humano com estabilizadores de proteicos e conservantes
2. PBS solugao de diluigao (azul, pronto a usar), 2x50ml, pH 7,2, com conservantes e Tween 20

4. Conservacao e prazo de validade do kit de teste e dos reagentes prontos a usar

Guardar o kit de teste a uma temperatura de 2 — 8 °C. O prazo de validade dos varios componentes € indicada na respectiva

etiqueta, o prazo de validade do kit consta no certificado de controlo de qualidade.

1. O conjugado pronto a usar e o substrato TMB s&o sensiveis a luz e devem ser guardados num lugar escuro. Se devido a
incidéncia de luz se verificar uma coloragao do substrato, este deve ser inutilizado.

Material Estado Armazenamento Durabilidade
Controlos Depois de abrir +2 a +8°C 3 meses
+2 a +8° (armazenamento dentro do
Placa de microtitulagéo Depois de abrir saco fornecido com saco contendo 3 meses
dissecante)
Conjugado Depois de abrir +2 a +8°C (protegido contra a luz) 3 meses
Tetram(t_artll\lﬂbg)nadlna Depois de abrir +2 a +8°C (protegido contra a luz) 3 meses
Solucao stop Depois de abrir +2 a +8°C 3 meses
Solugédo de lavagem Depois de abrir +2a+8°C 3 meses
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Estado diluido final (pronto a

+2a+25°C 4 semanas
usar)
5. Medidas de precaucéao
1. Como soro de controlo é usado apenas um soro que foi testado e que se revelou negativo em relagdo aos anticorpos de
HIV1, HIV2, HIV3 e ao antigénio de superficie de hepatite B. Mesmo assim, o controlo, o conjugado e as microtiras
devem ser considerados como material potencialmente infeccioso e manuseados com o respectivo cuidado necessario.
Séo aplicaveis as directivas para trabalhos em laboratério.
2.  Os componentes que contém conservantes bem como a solugéo stop de citrato e a TMB tém um efeito irritante sobre a
pele, os olhos e as mucosas. Em caso de contacto lavar as areas afectadas do corpo imediatamente com agua corrente
e consultar, eventualmente, um médico.
3. Aeliminagéo ecoldgica dos materiais usados deve ser realizada de acordo com as directivas do respectivo pais.
6. Material adicionalmente necessario (ndo fornecido)
1. Agua destilada/desmineralizada
2. Panos de celulose
3. Recipiente para os residuos de material infeccioso
4. Dispositivo de pipetagem ELISA automatico
5.  Fotémetro espectral para microplacas com filtro de 450/620nm (comprimento de onda de referéncia 620-690nm)
6. Incubadora
7. Realizagao do teste
O cumprimento exacto das normas de trabalho da é uma condigao essencial para a obtengéo de resultados correctos.
7.1 Preparagao dosr

7.2 Reagentes
O controlo de validagéo pronto a usar deve ser usado, exclusivamente, com o lote de placas indicado no certificado de
controlo de qualidade.

Todos os reagentes devem atingir a temperatura ambiente, s6 entao abrir a embalagem com as tiras de teste.

Agitar bem todos os componentes liquidos antes da sua utilizagao.

Misturar o concentrado de solugéo de lavagem com agua dest./desmin. até se obter 1 litro de solucéo (se o concentrado
formar cristais, aquecer a temperatura ambiente antes de diluir e agitar bem antes de utilizar).

7.3 Realizagao do teste ELISA VIROTECH

1.

2 ©® N OoR DN

Por cada preparagao de teste, pipetar 100ul do controlo de validagédo pronto a utilizar em todas as cavidades.
Quando se pretende verificar adicionalmente o processo de pipetagem, bem como o processo de diluigdo da maquina
inteiramente automatizada, deve utilizar-se, em vez do controlo de validagao pronto a ser utilizar, o controlo de
pipetagem — diluido 1+100 como um soro de doente.

Depois da pipetagem realiza-se a incubagao durante 30 min. a 37°C.

Fim do periodo de incubagéo com 4 lavagens, cada uma com 350-400pul de solugao de lavagem por pogo.

Pipetar 100ul do conjugado pronto a usar em todos os pogos.

Incubacgéo dos conjugados: 30 minutos a 37°C

Fim da incubag&o do conjugado com 4 lavagens (ver Ponto 3).

Pipetar 100ul do substrato TMB pronto a usar em todos 0s pogos.

Incubacéo do substrato. 30 min. a 37°C (incubagdo as escuras)

Parar a reacgao do substrato. Pipetar 50ul de solugao stop de citrato em todos os pogos.

Medir as extingdes com 450/620nm (comprimento de onda de referéncia 620-690nm). A medigao fotométrica deve ser
realizada no prazo de uma hora apéds a adigdo da solugao stop.

Esquema de realizagéo do teste ver pagina 6
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As extingdes devem ser mais ou menos idénticas e situar-se na area indicada no certificado.

8. Avaliagao do teste

O controlo de validagdo pronto a usar destina-se a avaliagdo do processo de pipetagem e de todos os outros passos de
trabalho, tal como a temperatura de incubagéo, o tempo de incubagao, a medicédo, o processo de lavagem etc. na maquina
automatica. O método é apropriado para descobrir irregularidades que se verificam durante o processamento de um ELISA.
O controlo de pipetagem serve para a verificagao do ELISA automatico com distribuidor de amostras.

8.1 Controlo de fungao do teste
Valores de OD
Os valores de OD do controlo de validagédo/pipetagem devem situar-se acima dos valores de OD indicados no certificado de
controlo.
Se este requisito ndo for preenchido, o teste deve ser repetido.

8.2 Calculo do coeficiente de variagdo
a) O coeficiente de variagao € calculado a partir de todos os 96 valores de OD. Ele resulta do quociente do desvio padréo e
do valor aritmético médio multiplicado com 100.

b) Agora é determinado o numero de pogos com valores de OD que se situam mais que 20% acima ou abaixo do valor
aritmético médio (analise hot spot).

c) Para facilitar a avaliagdo existe um software de avaliagéo para o kit de validagéo / controlo de pipetagem (n.° de ref. S/250).

8.3 Interpretacao dos resultados

1.  Se o coeficiente de variagéo calculado se situar abaixo do valor indicado no certificado e se forem encontrados no
controlo de validagdo no maximo trés hot spots ou no controlo de pipetagem no maximo cinco hot spots, o aparelho
trabalha correctamente.

2.  Se o coeficiente de variagao determinado for maior que o indicado no certificado, o teste deve ser repetido. Se o
resultado se confirmar, deve partir-se do pressuposto de que houve uma irregularidade em pelo menos um dos passos
de trabalho.. Todos os passos de trabalho devem ser verificados ou entao deve ser contactada uma empresa de
manutengao.

3. Se o coeficiente de variagdo calculado se situar abaixo da gama indicada no certificado e se forem encontrados mais de
trés hot spots (controlo de validagao) ou cinco hot spots (controlo de pipetagem), € um indicio de que o trabalho do
aparelho é impreciso. Se for realizado um novo teste para confirmagao e se se verificar que os hot spots aparecem
novamente no mesmo local, ha um erro sistematico (por exemplo, posigdo da agulha de pipetagem imprecisa, maquina
de lavar ndo trabalha correctamente ou erro de programacgéao).

4. As maquinas automaticas que processam rotineiramente mais que uma placa, devem ser avaliados sempre com a carga
total, isto &, num aparelho de duas placas devem ser processadas 2 placas, num aparelho de trés placas devem ser
processadas 3 placas no mesmo ciclo.

8.4 Exemplos
Para uma melhor ilustragdo da avaliagdo apresentam-se dois exemplos no anexo.

9. Utilizagdao ampliada

O kit de validagéo também pode ser usado para a verificagdo de ELISAs automaticos e semi-automaticos com incubacéo a
temperatura ambiente.
A realizagéo do teste (7.2) tem de ser modificada no referente a temperatura de incubagéo e aos tempos de incubacéo.

Incubagéo do controlo de validagéo: 40 minutos a temperatura ambiente
Incubagéo do conjugado: 40 minutos a temperatura ambiente
Incubagéo do TMB: 40 minutos a temperatura ambiente
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Também na utilizagdo ampliada, a avaliagdo pode ser feita através do software de avaliagao do kit de validagao ou do
controlo de pipetagem. Tal como no processamento segundo 7.2, também aqui os critérios do certificado do controlo de
qualidade tém de ser preenchidos.
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10. Esquema de realizagao do teste

Preparacao da solucao de lavagem / controlo de pipetagem

V Solugéo de lavagem: Juntar agua destilada/desmineralizada ao concentrado, por
forma a obter 1 litro.
V Controlo de pipetagem: 10ul de controlo de pipetagem + 1000ul de tampao de
diluigéo (1:101)

Realizacao do teste

Incubac&o de amostras 30 minutos a 37°C 100 pl de controlo de
validagao
100 pl de controlo de
pipetagem diluido
4 x lavar 400 pl de solugao de lavagem
bater bem para sair tudo

Incubagao do conjugado 30 minutos a 37°C 100 pl de conjugado
IgG
4 x lavar 400 pl de solugao de lavagem

bater bem para sair tudo

Incubacéo do substrato 30 minutos a 37°C 100 pl de substrato

Parar 50 pl de solugao stop

agitar cuidadosamente

Medir a extingao Fotometro com 450/620nm
(comprimento de onda de
referéncia 620-690nm)
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11. Anexo

11.1 Exemplo 1 (controlo de validagao)
Neste caso trata-se de um processamento sem erros com o controlo de validagdo. O coeficiente de variagéo é inferior a 10%,
e ndo ha valores de OD >20% acima ou abaixo do valor aritmético médio calculado.

SWlakderungsk it
Interpretation Software for the Validationkit (E C250.00)
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Hot Spot Analysis (relative devistion to the average valoe =20 resp. <.20)in U
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Inberpratation
v Felease Criteria ©V < 10%: passed
v Release Criteria HotSpok <4 passad
If bokh interpretation criteria are fulfilled, the processor is working reliably.
If ore or gven both inte rpretation citeria are notfulfilled, the proces=sar should be
chedied thoroughly and the testshould be repeated,
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11.2 Exemplo 2 (controlo de validagao)
Aqui ha um processamento com erros com o controlo de validagao (coeficiente de variagao >10% e 4 valores anormais).

Como se vé claramente na analise, estes valores anormais situam-se no canto inferior esquerdo da microplaca.
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If both interpretation criteria ane fulfilied, the processor i working reliabhy.

If o or even both inte rpretation citeria are notfulfilled, the processor should be

cheded tharoughly and the testshould be repeated,
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