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1.  Utilização

Este ELISA kit de validação destina-se ao controlo regular do seu ELISA automático ou semi-automático. Ele deve 
demonstrar o efeito cumulado de imprecisões durante a pipetagem, lavagem, incubação e medição no fotómetro e promover, 
assim, a segurança de um processamento correcto do ELISA. Para o controlo do aparelho automático ou semi-automático 
devem ser usados sempre microplacas inteiras. As máquinas automáticas que processam rotineiramente mais que uma placa, 
devem ser avaliadas sempre com a carga total, isto é, num aparelho de duas placas devem ser processadas 2 placas, num 
aparelho de três placas devem ser processadas 3 placas no mesmo ciclo.
A Directiva 98/79 CE Anexo 1, 3.1 exige a garantia de função para a combinação entre dois produtos médicos independentes 
(neste caso o processador ELISA e o ELISA). Esta garantia é proporcionada ao utilizador pelo kit de avaliação.
 
O controlo de pipetagem serve para a verificação do ELISA automático com distribuidor de amostras. Ele é – tal como um 
soro para pacientes – diluido, pipetado e testado em 1 + 100 da máquina automática com solução de diluição. Pode-se utilizar 
o controlo de pipetagem  em vez do controlo de validação ready to use do kit de validação (EC 250.00). Como tal, deve ler as 
instruções de utilização para o kit de validação.

2. Princípio do teste

Os anticorpos existentes no controlo de validação, nomeadamente no controlo de pipetagem formam juntamente com o 
antigénio fixado na microplaca um imunocomplexo. Os imunoglobulinas não ligados são removidos por processos de lavagem. 
O conjugado enzimático liga-se a este complexo. Os imunoglobulinas não ligados são novamente removidos por processos 
de lavagem. Após a adição do substrato (TMB) é criado pela actividade enzimática (peroxidase) um corante azul que após a 
adição da solução de stop muda para amarelo. O soro de controlo é pipetado para todos os poços da microplaca.

3. Conteúdo da embalagem

3.1 Kit de validação
1. 1 microplaca, constituída por 96 poços revestidos com antigénio, liofilizado
2. Solução de lavagem PBS (20x concentrada), 50 ml, pH 7,2, com conservantes e Tween 20
3. Controlo de validação com IgG, 15ml, soro humano com estabilizadores proteicos e conservantes, pronto a usar
4. Conjugado IgG (anti-humano), 2 x 11 ml, conjugado peroxidase de rábano (ovelha ou cabra) com estabilizadores 

proteicos e conservantes em tampão Tris, pronto a usar
5. Solução substrato TMB (3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina), 2 x 11ml, pronto a usar
6. Solução stop citrato, 6ml, contém uma mistura de ácidos

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 solução de diluição (azul, pronto a usar), 2x50ml, pH 7,2, com conservantes e Tween 20

4. Conservação 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 ºC. O prazo de validade dos vários componentes é 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 são sensíveis à luz e devem ser guardados num lugar escuro. Se devido à 

incidência de luz se verificar uma coloração do substrato, este deve ser inutilizado.

Material Estado Armazenamento Durabilidade
Controlos Depois de abrir +2 a +8°C 3 meses

Placa de microtitulação Depois de abrir
+2 a +8°  (armazenamento dentro do 
saco fornecido com saco contendo 
dissecante)

3 meses

Conjugado Depois de abrir +2 a +8°C (protegido contra a luz) 3 meses
Tetrametilbenzidina 

(TMB) Depois de abrir +2 a +8°C (protegido contra a luz) 3 meses

Solução stop Depois de abrir +2 a +8°C 3 meses
Solução de lavagem Depois de abrir +2 a +8°C 3 meses
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Estado diluído final (pronto a 
usar) +2 a +25°C 4 semanas

5. Medidas de precaução

1. Como soro de controlo é usado apenas um soro que foi testado e que se revelou negativo em relação aos anticorpos de 
HIV1, HIV2, HIV3 e ao antigénio de superfície 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 necessário. 
São aplicáveis as directivas para trabalhos em laboratório.

2. Os componentes que contêm conservantes bem como a solução stop de citrato e a TMB têm um efeito irritante sobre a 
pele, os olhos e as mucosas. Em caso de contacto lavar as áreas afectadas do corpo imediatamente com água corrente 
e consultar, eventualmente, um médico.

3. A eliminação ecológica dos materiais usados deve ser realizada de acordo com as directivas do respectivo país. 

6. Material adicionalmente necessário (não fornecido)

1. Água destilada/desmineralizada
2. Panos de celulose
3. Recipiente para os resíduos de material infeccioso
4. Dispositivo de pipetagem ELISA automático
5. Fotómetro espectral para microplacas com filtro de 450/620nm (comprimento de onda de referência 620-690nm)
6. Incubadora

7. Realização do teste

O cumprimento exacto das normas de trabalho da é uma condição essencial para a obtenção de resultados correctos.

7.1 Preparação dos r

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

1. Todos os reagentes devem atingir a temperatura ambiente, só então abrir a embalagem com as tiras de teste.
2. Agitar bem todos os componentes líquidos antes da sua utilização.
3. Misturar o concentrado de solução de lavagem com água dest./desmin. até se obter 1 litro de solução (se o concentrado 

formar cristais, aquecer à temperatura ambiente antes de diluir e agitar bem antes de utilizar).

7.3 Realização do teste ELISA VIROTECH 

1. Por cada preparação de teste, pipetar 100µl do controlo de validação pronto a utilizar em todas as cavidades.
Quando se pretende verificar adicionalmente o processo de pipetagem, bem como o processo de diluição da máquina 
inteiramente automatizada, deve utilizar-se, em vez do controlo de validação pronto a ser utilizar, o controlo de 
pipetagem – diluído 1+100 como um soro de doente.

2. Depois da pipetagem realiza-se a incubação durante 30 min. a 37ºC.
3. Fim do período de incubação com 4 lavagens, cada uma com 350-400µl de solução de lavagem por poço.
4. Pipetar 100µl do conjugado pronto a usar em todos os poços. 
5. Incubação dos conjugados: 30 minutos a 37ºC
6. Fim da incubação do conjugado com 4 lavagens (ver Ponto 3).
7. Pipetar 100µl do substrato TMB pronto a usar em todos os poços.
8. Incubação do substrato. 30 min. a 37ºC (incubação às escuras)
9. Parar a reacção do substrato. Pipetar 50µl de solução stop de citrato em todos os poços.
10. Medir as extinções com 450/620nm (comprimento de onda de referência 620-690nm). A medição fotométrica deve ser 

realizada no prazo de uma hora após a adição da solução stop.

Esquema de realização do teste ver página 6
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As extinções devem ser mais ou menos idênticas e situar-se na área indicada no certificado.

8. Avaliação do teste

O controlo de validação pronto a usar destina-se à avaliação do processo de pipetagem e de todos os outros passos de 
trabalho, tal como a temperatura de incubação, o tempo de incubação, a medição, o processo de lavagem etc. na máquina 
automática. O método é apropriado para descobrir irregularidades que se verificam durante o processamento de um ELISA.
O controlo de pipetagem serve para a verificação do ELISA automático com distribuidor de amostras. 

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

8.2 Cálculo do coeficiente de variação
a) O coeficiente de variação é calculado a partir de todos os 96 valores de OD. Ele resulta do quociente do desvio padrão e 
do valor aritmético médio multiplicado com 100.

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

c) Para facilitar a avaliação existe um software de avaliação para o kit de validação / controlo de pipetagem (n.º de ref. S/250).

8.3 Interpretação dos resultados
1. Se o coeficiente de variação calculado se situar abaixo do valor indicado no certificado e se forem encontrados no 

controlo de validação no máximo três hot spots ou no controlo de pipetagem no máximo cinco hot spots, o aparelho 
trabalha correctamente.

2. Se o coeficiente de variação 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 então deve ser contactada uma empresa de 
manutenção.

3. Se o coeficiente de variação calculado se situar abaixo da gama indicada no certificado e se forem encontrados mais de 
três hot spots (controlo de validação) ou cinco hot spots (controlo de pipetagem), é um indício de que o trabalho do 
aparelho é impreciso. Se for realizado um novo teste para confirmação e se se verificar que os hot spots aparecem 
novamente no mesmo local, há um erro sistemático (por exemplo, posição da agulha de pipetagem imprecisa, máquina 
de lavar não trabalha correctamente ou erro de programação). 

4. As máquinas automáticas que processam rotineiramente mais que uma placa, devem ser avaliados sempre com a carga 
total, isto é, num aparelho de duas placas devem ser processadas 2 placas, num aparelho de três placas devem ser 
processadas 3 placas no mesmo ciclo. 

8.4 Exemplos
Para uma melhor ilustração da avaliação apresentam-se dois exemplos no anexo.

9. Utilização ampliada

O kit de validação também pode ser usado para a verificação de ELISAs automáticos e semi-automáticos com incubação à 
temperatura ambiente.
A realização do teste (7.2) tem de ser modificada no referente à temperatura de incubação e aos tempos de incubação.

Incubação do controlo de validação: 40 minutos à temperatura ambiente
Incubação do conjugado: 40 minutos à temperatura ambiente
Incubação do TMB: 40 minutos à temperatura ambiente
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Também na utilização ampliada, a avaliação pode ser feita através do software de avaliação do kit de validação ou do 
controlo de pipetagem. Tal como no processamento segundo 7.2, também aqui os critérios do certificado do controlo de 
qualidade têm de ser preenchidos.
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10. Esquema de realização do teste

Preparação da solução de lavagem / controlo de pipetagem

▼ Solução de lavagem: Juntar água destilada/desmineralizada ao concentrado, por 
forma a obter 1 litro.

▼ Controlo de pipetagem: 10µl de controlo de pipetagem + 1000µl de tampão de 
diluição (1:101)

Realização do teste

Incubação de amostras 30 minutos a 37ºC 100 µl de controlo de 
validação
100 µl de controlo de 
pipetagem diluído

4 x lavar 400 µl de solução de lavagem
bater bem para sair tudo

Incubação do conjugado 30 minutos a 37ºC 100 µl de conjugado
IgG

4 x lavar 400 µl de solução de lavagem
bater bem para sair tudo

Incubação do substrato 30 minutos a 37ºC 100 µl de substrato

Parar 50 µl de solução stop
agitar cuidadosamente

Medir a extinção Fotómetro com 450/620nm
(comprimento de onda de 
referência 620-690nm)
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11. Anexo

11.1 Exemplo 1 (controlo de validação)
Neste caso trata-se de um processamento sem erros com o controlo de validação. O coeficiente de variação é inferior a 10%, 
e não há valores de OD >20% acima ou abaixo do valor aritmético médio calculado.
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11.2 Exemplo 2 (controlo de validação)
Aqui há um processamento com erros com o controlo de validação (coeficiente de variação >10% e 4 valores anormais). 
Como se vê claramente na análise, estes valores anormais situam-se no canto inferior esquerdo da microplaca.


