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1.

Utilizacdo

Este ELISA kit de validagdo destina-se ao controlo regular do seu ELISA automatico ou semi-automatico. Ele deve
demonstrar o efeito cumulado de imprecisdes durante a pipetagem, lavagem, incubagdo e medicéo no fotémetro 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, hum
aparelho de trés placas devem ser processadas 3 placas ho mesmo ciclo.

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

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 solugéo de diluigdo. Pode-se utilizar
o controlo de pipetagem em vez do controlo de validagao ready to use do kit de validagéo (EC 250.00). Como tal, deve ler as
instrucdes de utilizagdo para o kit de validagéo.

Principio do teste

3.

Os anticorpos existentes no controlo de valida¢gdo, nomeadamente no controlo de pipetagem formam juntamente com o
antigénio fixado na microplaca um imunocomplexo. Os imunoglobulinas néo ligados sé&o removidos por processos de lavagem.
O conjugado enzimatico liga-se a este complexo. Os imunoglobulinas néo ligados sdo novamente removidos por processos
de lavagem. Ap6s a adicdo do substrato (TMB) é criado pela actividade enzimética (peroxidase) um corante azul que apés a
adicdo da solucéo de stop muda para amarelo. O soro de controlo é pipetado para todos os pogos da microplaca.

Conteudo da embalagem

3.1 Kitdevalidacdo

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

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

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

6. Solucao stop citrato, 6ml, contém uma mistura de &cidos

A wnNeE

3.2 Kitde controlo de pipetagem

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

4. Conservacéo 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 séo sensiveis a luz e devem ser guardados num lugar escuro. Se devido a
incidéncia de luz se verificar uma coloragéo 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 microtitulagdo 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(eTt'l\I/IbBe)nndma Depois de abrir +2 a +8°C (protegido contra a luz) 3 meses
Solucao stop Depois de abrir +2 a+8°C 3 meses
Solucéo de lavagem Depois de abrir +2 a +8°C 3 meses
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Estado diluido final (pronto a

+2 a +25°C 4 semanas
usar)

5. Medidas de precaucéo

Como soro de controlo é usado apenas um soro que foi testado e que se revelou negativo em relagéo 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.
Séao aplicaveis as directivas para trabalhos em laboratério.

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.

A eliminagao ecoldgica dos materiais usados deve ser realizada de acordo com as directivas do respectivo pais.

6. Material adicionalmente necessario (ndo fornecido)

© 0~ wDN e

Agua destilada/desmineralizada

Panos de celulose

Recipiente para os residuos de material infeccioso

Dispositivo de pipetagem ELISA automaético

Fotémetro espectral para microplacas com filtro de 450/620nm (comprimento de onda de referéncia 620-690nm)
Incubadora

7. Realizacdo do teste

O cumprimento exacto das normas de trabalho da VIROTECHDiagnostics é uma condicdo essencial para a obtencao de
resultados correctos.

7.1 Preparacdo dos 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 entéo abrir a embalagem com as tiras de teste.

Agitar bem todos os componentes liquidos antes da sua utilizagao.

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

7.2 Realizagdo do teste ELISA VIROTECH

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

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

3.  Fim do periodo de incubagdo com 4 lavagens, cada uma com 350-400pul de solug&o de lavagem por pogo.

4. Pipetar 100ul do conjugado pronto a usar em todos 0s pogos.

5. Incubagéo dos conjugados: 30 minutos a 37°C

6. Fim daincubacéo do conjugado com 4 lavagens (ver Ponto 3).

7. Pipetar 100pl do substrato TMB pronto a usar em todos 0S pogos.

8. Incubacdo do substrato. 30 min. a 37°C (incubacéo as escuras)

9. Parar a reaccao do substrato. Pipetar 50ul de solu¢&o stop de citrato em todos 0s pocos.

10. Medir as extingdes com 450/620nm (comprimento de onda de referéncia 620-690nm). A medigao fotométrica deve ser
realizada no prazo de uma hora ap6s a adigdo da solugédo stop.

Esquema de realizacéo do teste ver pagina 6
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As extingbes devem ser mais ou menos idénticas e situar-se na &rea indicada no certificado.

Avaliacao do teste

O controlo de validagdo pronto a usar destina-se a avaliacdo do processo de pipetagem e de todos os outros passos de
trabalho, tal como a temperatura de incubagéo, o tempo de incubacéo, a medigdo, 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 verificacdo do ELISA automatico com distribuidor de amostras.

8.1 Controlo de fungéo do teste

Valores de OD

Os valores de OD do controlo de validagé@o/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 Célculo do coeficiente de variacéo

8.3

a) O coeficiente de variagdo é 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 nimero de pogos com valores de OD que se situam mais que 20% acima ou abaixo do valor
aritmético médio (andlise hot spot).

c) Para facilitar a avaliacdo existe um software de avaliag&o para o kit de validag&o / controlo de pipetagem (n.° de ref. S/250).

Interpretagdo dos resultados

1. Se o coeficiente de variacédo 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 variacdo 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 entdo 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 validacé@o) ou cinco hot spots (controlo de pipetagem), € um indicio de que o trabalho do
aparelho € 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, posi¢éo da agulha de pipetagem imprecisa, maquina
de lavar ndo trabalha correctamente ou erro de programagao).

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 ilustracdo da avaliacdo apresentam-se dois exemplos no anexo.

9. Utilizacdo ampliada
O kit de validag@o também pode ser usado para a verificagdo de ELISAs autométicos e semi-automaticos com incubagéo a
temperatura ambiente.
A realizac&o do teste (7.2) tem de ser modificada no referente & temperatura de incubacdo e aos tempos de incubagé&o.
Incubagéo do controlo de validagéo: 40 minutos a temperatura ambiente
Incubacéo do conjugado: 40 minutos a temperatura ambiente
Incubacéo do TMB: 40 minutos a temperatura ambiente
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Também na utilizagdo ampliada, a avaliagdo pode ser feita através do software de avaliagdo do kit de validagéo 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. Esquemade realizacao do teste

Preparacéo da solucéo de lavagem / controlo de pipetagem

V Solucéo de lavagem: Juntar agua destilada/desmineralizada ao concentrado, por
forma a obter 1 litro.

V Controlo de pipetagem: 10pl de controlo de pipetagem + 1000ul de tamp&o de
diluicdo (1:101)

Realizac&o do teste

Incubacao de amostras 30 minutos a 37°C 100 pl de controlo de
validacéao
100 pl de controlo de
pipetagem diluido
4 x lavar 400 pl de solucéo de lavagem
bater bem para sair tudo

Incubacgéo do conjugado 30 minutos a 37°C 100 pl de conjugado
19G
4 x lavar 400 pl de solucao de lavagem

bater bem para sair tudo

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

Parar 50 ul de solucéao stop

agitar cuidadosamente

Medir a extingéo 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 variacao é inferior a 10%,
e ndo héa valores de OD >20% acima ou abaixo do valor aritmético médio calculado.

SWlalidierungskit
Interpretation Software for the Validationkat (E C250.00)

Ch-B: 10201 Procassor DSX

1 ? 3 4 $ 6 ! L] b 10 11 12
ﬁ.l 043¢ | D535 | 0523 | 0516 | OS2 | D455 | 0,451 | D47¢ | 0,682 | D457 | D452 | D60
B| 0562 | 053 | 0525 | 0517 | 051« | D505 | 0,453 | 0437 | 0,655 | D457 | D,¢5¢ | D425
Closss | s |02 [ 05z |05z | 0510 [ 0,80 | 0485 | 0,6 | 0418 | D483 | D412
D] ose | nsst | ngss | 0535 | 0531 | 0526 [ 0,82 | 0452 | 0,623 | D48 | D483 [ 0,84
E|loszn |os1 |05 | 056 | 0585 | 0536 | 0,519 | 0519 | 0,81 | D422 | D422 | DB
F
G

043 | 04 | 004 | 0552 | 05a | 055 | 0,512 | 0w | 0,8 | o4== | 0425 | Ds21
|osz | o4 | 0,66 | 05 | 05 | 054 | 052 | 0512 | 0,522 | 051 | 0,485 | D526
0,568 | 0562 | 0,52 | 0425 | D458 | DSOS

T GGTMMmMo O oW

H| 054 | 04 | 05 | 05 | 0s@ | o

n= 9 ¥= 051 min 043
g= 00 max 057

[ CV=_ 62 % |

Hot Spot Analysis (relstive deviationto the average valuz >20 resp. <-20)in %
1 ? 3 4 $ § ! L] 3 10 11 12

Al-teg| sp | 26 [ 13 |-15] 28|36 | 70| 82| 8¢ | -113] 52 |A
Blwo3| es | an| 15| os | 08| 33| o] 85| 8| -108]-2]|B
Cl st | 77| 36 | 3¢ | 26|00 | 13| 42| -s2]|-68][-111] 62 |C
Dl 75 | 83 | 88 | 82 | ¢2 | 3p | 15 | 3¢ | -2 | -6 | 51 | -34 |0
El 258 | 120 | 18 |7 | 2a | sp| 18| 18 |-38)|5¢| 42| 03 |E
Fl-1eg | 2 | 10 [ 83 | s | v2 | 10 | 08| 28| 42| 45| 22 |F
Gl 256 | s2 |28 | 85 | 73| 62 | ¢¢ | 08 | 26| 93| 45| 28 |G
Hl sz | s2 | 03|15 |72 | 10| 95 | 6¢ | 35| -5 | -101 | -08 |H

HotSpots n= O

Interpratation
v Release Criteria CV < 10%: passed
\/  Release Crtteria HotSpots <4: passed

If both interpretation criteria are fulfilled, the processor b working reliably,
If one or even both interpretation criteria are notfulfilled, the processor should be
checked thoroughly and the testshould be repeated.
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11.2 Exemplo 2 (controlo de validagao)
Aqui hd um processamento com erros com o controlo de validag&o (coeficiente de variagcéo >10% e 4 valores anormais).

Como se vé claramente na andlise, estes valores anormais situam-se no canto inferior esquerdo da microplaca.
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SWlakidierungskit
Interpretation Software for the Validationkit (E C250.00)

Ch-B.: 10201 Processor DEX

ODvaes
1 2 3 4 § § ! ] 3 10 1

AI0.0G D53 | 0523 | 0516 | OS2 | D455 | 0,481 | D474 | 0,688 | D457 | 0452

Iﬂﬂ D563 [ 0525 | D517 | D51« | D505 | 0,450 | 0,437 | 0,655 | D457 | 045¢

0555 | 05% | 052 | 057 | 0523 | D510 | DD | 0435 | 0,620 | D475 | D453

0478

0,484

050|051 | 050 (05 | 0555 | D535 | 0,519 | D519 | 0,681 0488

0SE

oz | 0@ | 0504 | 0862 | 05 | 08 | 0,512 | naw | o @8 0,485

021

B
c
Diose | nsst [ 0888 | 0535 | 0531 | 0525 | 0,812 | 0,452 | 0,623 | 047 | D463
E
F
G

| 02z | 0D | 0,46 | 0563 | O/ | DS | 0,612 | 0512 | 062 0,485

052¢

&[B[a]a

Hl ozst1 | oe | 0sm | 05@ | 058Y 055 | 0.s% | 05z | 0.5z 0,458

nsas

n= 95 X= 080 min 023
s= 006 max 057

| CV= 113 %

Hot Spot Analysis (relztive devistionto the average value >20 resp. <:20)in %

1 ? 3 4 § § ! @ 3 10 11 12
Al-az| o | o6 [ 32|06 ]|0] 18] 62| 66|65 -85][-n
Bl 124 | 85 | 80 [ 3¢ | 28 | 10 [ 14 | 26 | 68| 66 [ 82 [ -3p
Cles2 |92 | 66 | 6¢ | ¢8| 20 | 06 | ap | -en | -5 | 8¢ [ -4
Dl 86 [ e [ 11p | 72862 | sp | 0% | 46 | -3¢ | 26 | 70 [ 12
El ¢ | 142 | top | sa |1p | ?p | 38 | 38 | 42| 35| 2¢ | 15
Floes2 | -+p | 02 | 104 | 28 | 82 | 36 [ 16 | -1 | -2 [ -28 | 2
Glss2 [o¢| 1p|as | se | 82| 66| 24| 6| 05| 28 ¢
Hl4a2 |244| 15 | 95 | 32 [ sp [ 16| 8¢ [ 65| 22| -8¢ [ 10

| HotSpots n= 4 |
Interpratation

v Release Criteria CV < 10%: not passed

v Release Criteria HotSpok <4: not passed

T oM MmMo oo

T "MoO O ® >

If both interpretation criteria are fulfilled, the processor i working reliably,

If one or even both interpretation criferia are notfulfilled, the processor should be

chedked thoroughly and the testshould be repeated,
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