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HBsAg ONE

REF: KHA4EW
96 TESTES
REF: KHBSIW
192 TESTES
REAGENTES DO KIT
REAGENTES QUANTIDADE QUANTIDADE ESTADO
96 TESTES 192 TESTES FiSICO
Microplaca 1 microplaca 2 microplacas Pronto para uso
96 testes 96 testes
Solucdo de Lavagem 2 X50ml 2 X 50ml Concentrado
(20X)
Controle Negativo 1 X 4.0 ml 2 X 4.0 ml Pronto para uso
Controle Positivo 1 X2.0ml 1 X4.0ml Pronto para uso
Calibrador 2 frascos 4 frascos Liofilizado
Diluente do Conjugado 1 X 15ml 1 X 30ml
Conjugado enzimatico 1 X 0,8 ml 1 X1,5ml Pronto para uso
20X concentrado
Cromdgeno/Substrato 2X 16 ml 3X 16 ml Pronto para uso
Reagente Bloqueador 1X 16 ml 2X 16 ml Pronto para uso




ENSAIO IM~UNOENZIMATICO DE TERCEIRA GERACAO PARA
DETERMINACAO EM UMA ETAPA DO ANTIGENO DE SUPERFICIE DO
VIRUS DA HEPATITE “B” EM SORO OU PLASMA HUMANO

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO

1. APLICACAO CLINICA

A Organizacdo Mundial de Sauide WHO World Health Organization, define a infeccdo
pelo virus da Hepatite B conforme segue:

A hepatite B é uma das maiores doengas da humanidade, e € um problema de satide
publica global. A hepatite significa a inflamacdo do figado, sendo a causa mais comum a
infec¢do com um dos cinco virus denominados virus da hepatite A, B, C, D e E. Todos
esses virus podem causar uma doenga aguda com sintomas que se prolongam por vdrias
semanas, incluindo pele e olhos amarelos (ictericia); urina escura; fadiga extrema;
ndusea; vomitos e dores abdominais. O virus da hepatite B pode causar infeccdo cronica,
e neste caso, o paciente torna-se um portador do virus durante toda a sua vida; anos apds
acaba desenvolvendo cirrose ou cancer hepético.

O HBV ¢ o tipo mais sério de hepatite viral, causando hepatite cronica para a qual existe
vacina aprovada. O virus da hepatite B é transmitido pelo contato sanguineo ou fldidos
corporais de uma pessoa infectada da mesma maneira que ocorre com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), o virus causador da AIDS. No entanto, o HBV ¢ 50 a
100 vezes mais infectante que o HIV. Os principais caminhos para a infecgcdo sdo: (a)
perinatal (de mae para filho no nascimento); (b) transmissdo crianga-crianga; (c)
transfusdes e injecdes sem seguranga; (d) contato sexual.

O maior indice de infec¢des mundialmente difundidas sdo as de mide para filho, de
crianga para crianga em contatos domésticos e o reuso de seringas e agulhas sem
esterilizacdo. Nos paises em desenvolvimento, quase todas as criangas estdo infectadas
com o virus. Na maioria dos paises industrializados (Leste da Europa e América do
Norte), o padrdo de transmissdo é diferente. Nesses paises a transmissdo de mde para
filho e de crianca para crianga gerava 1/3 das infecgdes cronicas antes da implementacdo
dos programas de vacinacdo. No entanto a maioria das infeccdes nestes paises € adquirida



durante a fase adulta por atividade sexual e uso de drogas. Além disso, o virus da hepatite
B ¢ classificado como uma doenga infecciosa ocupacional de maior risco para o0s
trabalhadores da drea da satde e a maioria destes trabalhadores foi vacinada com a vacina
contra a hepatite B.

O virus da hepatite B nio é transmissivel por alimento ou dgua, e ndo pode ser adquirido
casualmente nos locais de trabalho. Altas taxas de infeccdo cronica de HBV sdo também
encontradas no sudeste da Europa central e Europa Oriental. No Oriente Médio e no
subcontinente indiano cerca de 5% estdo cronicamente infectados. A infeccdo € menos
comum na Europa Ocidental e na América Ocidental e na América do Norte, onde menos
de 1% da populaciao estd cronicamente infectada.

Criangas jovens que sdo infectadas com HBV s3o mais susceptiveis em desenvolver a
infecg@o cronica. Cerca de 90% das criancas infectadas durante o primeiro ano de vida e
30% a 50% das criancas infectadas entre 1 e 4 anos desenvolvem infec¢do cronica. O
risco de morte por HBV correlacionado com céancer no figado ou cirrose é de
aproximadamente 25% para pessoas que se tornam cronicamente infectadas durante a
infincia. A hepatite B € tratada em alguns pacientes com medicamentos denominados

Interferon ou lamivudina, que podem auxiliar em alguns casos de pacientes. As vezes
os pacientes portadores de cirrose hepatica sdo submetidos a transplantes de figado, com
uma porcentagem varidvel de sucesso. E preferivel impedir esta doenca com vacinagio
que tentar a curar a mesma.

A vacina de hepatite B tem resultados evidenciados de eficicia e seguranca. Desde 1082,
mais de um bilhdo de doses da vacina foram mundialmente aplicados. A vacina é
aplicada em uma série de tr~es doses intramusculares. Estudos demonstraram que a
vacina € 95% eficaz na preven¢do em criangas e adultos em desenvolver a infeccio
cronica, se ainda ndo tiverem sido infectados. Na maioria dos paises onde 8% a 15% das
criangas costumam se tornar cronicamente infectado por HBV, a taxa de infec¢do cronica
foi reduzida abaixo de 1% em grupos imunizados de criangas. Desde 1991, a WHO
(Organizacdo Mundial de Sadde) tem solicitado a todos os paises que adicionem a vacina
de hepatite B em seus programas nacionais de imunizacao.

O antigeno de superficie da hepatite B ou HBsAg € a proteina mais importante do
envelope do virus da hepatite B, responsdvel pela hepatite viral cronica e aguda.

O antigeno de superficie contém um determinante “a” comum em todos os subtipos
conhecidos, imunologicamente diferenciados por dois sub-grupos (ay e ad).

A habilidade em detectar o HBsAg com imunoensaios de alta sensibilidade nos ultimos
anos, resultou a um entendimento de sua distribuicdo e disseminagdo epidemioldgica ao
redor do mundo e um decréscimo radical do risco da infec¢@o por transfusdo de sangue.

2. PRINCIPIO DO TESTE

Um anticorpo monoclonal de camundongo especifico para HBsAg estd fixado na
superficie das microcavidades. O soro ou plasma do paciente é adicionado na
microcavidade juntamente com um segundo anticorpo monoclonal, conjugado com
peroxidase de rdbano silvestre (HRP) e direcionado contra um epitopo diferente.

O complexo imunoespecifico, formado na presenca de HBsAg na amostra é

captutado pela fase soélida. Ao final da incubagdo na primeira etapa, as



microcavidades sdo lavadas para remover proteinas séricas do soro e o conjugado
(HRP) néo ligado.

O cromdégeno/substrato é entdo adicionado e na presengca do imunocolplexo
captutado pelo HBsAg, o substrato incolor € hidrolisado pelo conjugado marcado
com HRP resultando em um produto final colorido. Apds o bloqueio da reacgdo
enzimadtica, a densidade Optica € medida por uma leitora ELISA.

A intensidade da cor € proporcional a quantidade de HBsAg presente na amostra.

3. Reagentes fornecidos com o Kkit:

Os reagentes sao suficientes para 96 testes (Ref: KHBSIWA) ou para 192 testes (Ref:
KHBS5IW)

Estocar o kit entre 2°C e 8°C.

A data de validade de cada reagente € apresentada na etiqueta do frasco.

Microplaca revestida — 96 microcavidades autoquebraveis, revestidas com anti-HBs,
anticorpo monoclonal (camundongo), purificado por afinidade, especifico para o
determinante “a”, selada em embalagem com dessecante. Deixar que as microplacas
atinjam a temperatura ambiente antes da abertura. Manter as microcavidades nio
utilizadas entre 2° a 8°C, na embalagem com dessecante devidamente selada.

Kit para 96 testes = 1 microplaca

Kit para 192 testes = 2 microplacas

Controle Negativo — Pronto para uso. Contém soro de cabra — 10mM de tampao
fosfato pH 7,4 +/- 0,1 — 0,09% de azida sédica e 0,1%, de Kathon GC como
conservantes. O controle negativo € codificado com a colora¢do amarelo palha.

Kit para 96 testes = 1 X 4,0ml/frasco

Kit para 192 testes = 2 X 4,0ml/frasco

Controle Positivo — Pronto para uso. Contém soro de cabra, HBsAg recombinante
ndo infectante - 10mM de tampdo fosfato pH 7,4 +/- 0,1 — 0,02% de sulfato de
gentamicina e 0,1% de Kathon GC como conservantes. O controle positivo &
codificado com a coloragdo verde.

Kit para 96 testes = 1 X 2,0ml/frasco

Kit para 192 testes = 1X 4,0ml/frasco

Calibrador — Liofilizado. Devem ser dissolvidos com agua grau EIA conforme
indicado no rétulo. Contém soro fetal bovino, HBsAg recombinante nio infectante na
concentragdo 0,5 Ul/ml (2° Padrdo Internacional WHO para HBsAg, NIBSC codigo
00/588), 10mM de tampao fosfato pH 7,4 +/- 0,1 — 0,02% de sulfato de gentamicina e
0,1% de Kathon GC como conservantes.

Nota: o volume necessario para dissolver o conteiido do frasco pode variar de
lote para lote. Verificar o volume correto indicado no rétulo.

Kit para 96 testes = 2 frascos

Kit para 192 testes = 4 frascos



Solucao de lavagem (20X concentrada): Contém 10 mM de tampao fosfato pH 7,0
+/- 0,2 —0,05% de Tween 20 e 0,05% de Kathon GC como conservantes.

Kit para 96 testes = 2 X 50ml/frasco

Kit para 192 testes = 2X 50ml/frasco

Conjugado enzimatico (20X concentrado) — Anticorpo monoclonal de camundongo
para HBsAg, determinante “a” marcado com peroxidase de radbano (HRPO) — 5% de
BSA (albumina sérica bovina) — 10 mM de tampao Tris pH 6,8 +/- 0,1 — 5% de BSA
(albumina bovina sérica), 0,1% de Kathon GC e 0,02% de sulfato de gentamicina
como conservantes.

Kit para 96 testes =1 X 0,80ml/frasco

Kit para 192 testes = 1 X 1,5ml/frasco

Diluentre do conjugado enzimatico: Pronto para uso na cor vermelha. Contém 10
mM de tampao Tris pH 6,8 +/- 0,1 — 0,1% de kathon GC, 1% de soro normal de
camundongo, 5% de BSA e 0,02% de sulfato de gentamicina como conservantes.

Kit para 96 testes = 1 X 15ml/frasco

Kit para 192 testes = 1 X 30ml/frasco

Cromégeno / Substrato — Contém 50 mM de tampaio citrato fosfato pH 3,5-=3,8 —
4% de dimetilsulféxido (DMSO) — 0,03% de tetrametilbenzidina (TMB) e 0,02% de
perdxido de hidrogénio.

Nota: Deve ser estocado ao abrigo da luz; pois é um reagente fotossensivel.

Kit para 96 testes =2 X 16ml/frasco

Kit para 192 testes = 3 X 16ml/frasco

Reagente Bloqueador — Contém 4cido sulfiirico 0,3M. Pronto para uso.
Kit para 96 testes = 1 X 16ml/frasco
Kit para 192 testes = 2 X 16ml/frasco

Adesivos para selagem das microplacas

4. MATERIAL NECESSARIO, MAS NAO FORNECIDO.
Teste manual

Micropipetas ajustaveis (150uL, 100ul e 50ul) com ponteiras descartdveis.
Agua grau EIA

Cron6metro (timer) com faixa de 60 minutos ou acima.

Papel absorvente

Incubadora com termostato para microplaca ELISA calibrado (a seco ou
banho maria), com capacidade de agitacdo a 1300 rpm +/- 150, a 37°C.

e Lavadora de microplacas para ELISA calibrada.



Vortex ou similar.

Leitora de microplaca para ELISA calibrada com filtros de 450nm e se
possivel de 620 — 630 nm.

Teste Automatico

Este teste pode ser utilizado com um instrumento automdtico para kit de
ELISA em microplaca.

Garantimos sua aplicacdo nos instrumentos automdticos da RADIM e/ou
EAC.

Ao utilizar um instrumento automadtico, que nio seja de fabricacdo da RADIM
e/ou SEAC para microplacas, a responsabilidade final é do usudrio em se
certificar que o mesmo tenha sido apropriadamente testado para os testes por
ELISA.

5. ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

O kit deve ser usado por pessoal devidamente treinado e com prética, sob a
supervisao do responsavel técnico do laboratorio clinico.

Quando o kit for usado para o rastreamento de unidades de sangue (bolsas de
sangue) e componentes de sangue, deve ser utilizado em um laboratério
certificado por autoridades nacionais desta drea (Ministério da Satdde ou
entidade similar) para realizar este tipo de andlise.

Todo o pessoal envolvido no desempenho do ensaio deve usar roupas de
laboratoério (aventais, mascaras, luvas descartdveis e 6culos). Deve ser evitado
o uso de qualquer dispositivo afiado ou de corte. Todo o pessoal envolvido
deve ser treinado em procedimentos de biosseguranca, conforme recomendado
pelo CDC — Center for Diesease Control (EUA) e relatado na publicacio do
Instituto nacional de Saude.

Todo o pessoal envolvido no manuseio de amostras deve estar vacinado contra
o HBV e HAV, as vacinas utilizadas devem ser seguras e eficazes.

Todo o ambiente laboratorial deve ser controlado de modo a evitar
contaminagdes bacterianas e poeiras oriundas do ar; tomar cuidado ao abrir os
frascos do kit e microplacas e ao realizar o teste. Proteger o cromdgeno
(TMB) da incidéncia da luz direta e evitar vibracdo superficial da bancada
quando o teste estiver sendo realizado.

Apds o recebimento, armazenar o kit entre 2° a 8C em refrigerador com
temperatura controlada ou camara fria.

Nio intercambiar os componentes de lotes diferentes dos kits. Recomenda-se
que os componentes entre dois kits do mesmo lote ndo sejam trocados.
Verifique se os reagentes estdo limpidos e ndo contém particulas precipitadas
visiveis ou agregadas. Se contiverem, avise ao supervisor do laboratério npara
iniciar os procedimentos necessdrios para a substitui¢do do Kkit.



Evitar a contaminagfo cruzada entre soro/plasma usando ponteiras de pipetas
descartdveis e trocando as mesmas apds cada amostra.

Evitar a contaminagdo cruzada entre reagentes do kit usando ponteiras de
pipetas descartaveis e trocando as mesmas apds cada uso.

Nio use o kit apds a data do vencimento registrada na parte interna e externa
dos rétulos dos frascos. Um estudo realizado com o kit aberto ndo demonstrou
nenhuma perda importante de atividade apds 6 reuso e até 6 meses apds a
abertura do kit.

Tratar todas as amostras como potencialmente infectantes. Todas as amostras
de soro humano devem ser manipuladas como recomendado pelas normas de
biosseguranga nivel 2.

Recomenda-se o uso de vidraria plastica descartdvel na preparacdo dos
reagentes liquidos ou na transferéncia para as estagdes de trabalhos
automatizados, de modo a evitar a contaminacdo cruzada.

Os dejetos produzidos durante o uso devem ser descartados de acordo com as
diretrizes e leis nacionas referentes aos dejetos laboratoriais de substincias
quimicas e bioldgicas. Em particular, liquidos gerados pelo procedimento de
lavagem, residuos de controles e amostras devem ser tratados como
potencialmente infectantes e inativados. Antes do descarte, assegure-se do
procedimento de i nativagdo, tratando com uma solucdo de hipoclorito de
sodio a 10%, durante 16-18 horas ou inativagdo por calor de autoclave a
121°C durante 20 minutos.

Respingos acidentais de amostras e de etapas do procedimento devem ser
adsorvidos com papel absorvente umedecido com alvejante caseiro e a seguir
com 4gua. As toalhas de papel sdo a seguir descartadas em recipientes
especificos para descarte de materiais hospitalares e de laboratério.

O reagente bloqueador ¢ irritante. Em caso de respingos, lave a superficie com
dgua em abundéancia.

Outros materiais gerados durante o uso do kit (por exemplo, ponteiras de
pipetas usadas para amostras, controles e microplacas usadas) devem ser
manuseados como potencialmente infectantes e descartado de acordo com as
diretrizes e leis nacionais referentes a descarte laboratoriais.

6. AMOSTRAS - PREPARO E AVISOS

O sangue ¢ coletado assepticamente por venipuncdo € o soro ou plasma é
preparado usando técnicas convencionais de preparacdo de amostra para
andlises clinicas laboratoriais. Ndo foi observada nenhuma influéncia em
amostras coletadas com os anticoagulantes citrato, EDTA e heparina.

Evitar qualquer adi¢do de conservantes nas amostras; principalmente azida
sodica, pois este reagente pode afetar a atividade enzimdtica do conjugado,
gerando resultado falso negativo.

As amostras devem ser claramente identificadas com c6digod ou nomes para
evitar a interpretacio erronea de resultados. Quando um kit é utilizado para o



rastreamento de unidades de sangue em graus, ¢ fortemente recomendavel a
identificacdo por rétulo com codigos de barras e leituras eletronicas.

e Amostras hemolisadas e visivilmente hiperlip€micas devem ser descartadas,
pois podem gerar resultados falsos. As amostras contendo residuos de fibrina,
particulas pesadas, filamentos microbianos e corplisculos devem ser
descartados, pois podem gerar uma elevagao de resultados falsos.

e O soro/plasma pode ser armazenado entre 2° a 8°C até cinco dias apds a
coleta. Para periodos de armazenagem mais longos, as amostras podem ser
armazenadas por congelamento a -20°C durante vdarios meses. Qualquer
amostra congelada ndo deve ser congelada/descongelada mais que uma vez,
pois podem ser geradas particulas que afetardo os resultados do teste.

e Se houver a presenca de particulas, centrifugar a 2000 rpm durante 20 minutos
ou filtrar a amostra em filtro descartivel de porosidade 0,2-0,8um para
clarificar a amostra a ser utilizada para o teste.

7. PREPARO DOS COMPONENTES E AVISOS

Um estudo realizado em um kit aberto ndo indicou perda relevante do desempenho
até 6 rotinas em até 6 meses apds a sua abertura.

1. Microcavidades revestidas

Deixar que a microplaca atinja a temperatura ambiente (aproximadamente por 1
hora) antes da abertura da embalagem. Verifique se o dessecante ndo se tornou
verde escuro, indicando uma falha no processo de fabricacio.

Neste caso, ligue para o SAC — Servigo de Atendimento ao Consumidor.

As tiras que ndo forem utilizadas devem ser colocadas de volta na embalagem de
aliminio, com o dessecante fornecido, firmemente selada e armazenada entre 2° a
8°C. Apds a primeira abertura, as tiras nao utilizadas permanecem estdveis até o
indicador de umidade dentro da embalagem do dessecante passar de amarelo para
verde.

2. Controle negativo
Pronto para uso. Misture bem em voértex antes do uso.

3. Controle positivo
Pronto para uso. Misture bem em vértex antes do uso. O controle positivo ndo
contém qualquer HBV infectante considerando que é composto por HBsAg
sintético recombinante.

4. Calibrador
Adicionar o volume de dgua grau ELISA informado no rétulo do frasco
liofilizado; deixar dissolver por completo e entdo misturar suavemente em vortex.



Nota: o calibrador dissolvido néo é estavel; armazenar congelado em aliquotas a -
20°C.

5. Solucao de lavagem (concentrada)

A solucdo concentrada 20X deve ser diluida com dgua grau ELISA até 1000ml e
misturada delicadamente por inversdo antes do uso. Como alguns cristais podem
estar presentes dentro do frasco, assegurar-se de dissolver todo o contetido ao
preparar a solugdo.

Durante o preparo evitar a formac¢do de espuma, pois a presenca de bolhas pode
impactar na eficiéncia dos ciclos de lavagem.

Nota: uma vez diluida, a solu¢do de lavagem € estdvel por 1 semana entre 2° a
8°C.

6. Conjugado enzimatico

A solugdo de trabalho é preparada diluindo 20X o reagente concentrado com o
Diluente do Conjugado Enzimatico (ex: 100ul do conjugado concentrado com 1,9
ml de diluente de conjugado).

Misture bem com vortex antes do uso.

A solug@o de trabalho néo é estdvel. Evite a contamina¢@o microbiana do liquido
com substancias oxidantes ou poeiras. Caso este componente deva ser transferido,
usar somente recipiente de pldstico, e se possivel, recipientes estéreis
descartaveis.

Nota: preparar somente o volume necessario para o trabalho do dia que foi
diluido; pois o conjugado diluido néo é estavel.

7. Cromogeno / Substrato

Pronto para uso. Misturar bem em vértex antes do uso.

Evite a contaminagdo microbiana do liquido com substincias oxidantes ou
poeiras. Caso este componente deva ser transferido, usar somente recipientes de
plastico e se possivel, recipientes descartdveis.

8. H2S04 - Acido sulftrico

Atencdo: Irritante (Xi R36/38; S2/26/30)

R36/38= irritante para olhos e pele

S2/26/30= em caso de contato com os olhos, lavar imediatamente com dgua em
abundéncia e procurar ajuda médica.

EQUIPAMENTOS E DISPOSITIVOS USADOS EM CONJUNTO COM O
KIT

1. As micropipetas devem ser calibradas para dispensar o volume correto
necessario pelo ensaio e devem ser submetidos a descontaminagéo regular (70%
de etanol, 10% de solugdo alvejante, desinfetantes hospitalares) e das partes que
poderiam entrar acidentalmente em contato com a amostra ou componentes do kit.



Devem ser também submetidas regularmente a manuteng@o para demonstrar uma
precisdo de 1% e uma exatiddo de +/- 2%. A descontaminagio de respingos ou
residuos dos componentes do kit deve ser realizada regularmente.

2. A incubadora ELISA deve estar regulada a +37°C (tolerancia de +/-1°C) e
regularmente verificado para assegurar que a temperatura coreta seja mantida.
Tanto o incubador a seco como em banho maria sdo adequados para incubacoes e
o equipamento deve estar validado para incubacio dos testes ELISA.

3. No caso de agitacdo durante as incubacdes, o equipamento deve assegurar 350
rpm +/- 150. A amplitude da agitagdo é muito importante, pois uma agitacio
errada pode originar respingos e até alguns resultados falsos positivos.

4. A lavadora ELISA € extremamente importante durante todo o desempenho do
ensaio. A lavadora deve estar cuidadosamente validada e corretamente otimizada
usando controles do kit e painéis de referéncia, antes de usar os kits para os testes
laboratoriais da rotina. Geralmente ciclos de lavagem 4-5 (aspiragdo +
dispensagcdo de 300ul/microcavidade de solugdo de lavagem = 1 ciclo) sép
suficientes para assegurar que o ensaio tenha o desempenho desejado. Sugere-se
um intervalo de 20-30 segundos entre ciclos. Para configurar corretamente os
numeros, € recomendado fazer um ensaio com os controles do kit e caracterizar
bem as amostras de referéncia, amostras negativas e amostras positivas e
verificar-se os valores estio relatados na secdo “Controle de Qualidade Interna”.

Deve-ser realizada, de acordo com as instrucdes do fabricante, calibragdoes
rotineiras de volumes dispensados e a manuten¢do (descontaminagdo e limpeza
das agulhas) da lavadora.

5. Os tempos de incubag@o t€ém uma tolerancia de + 5%.

6. A leitora de microplaca ELISA deve estar equipada com um filtro de leitura de
450nm e ter um segundo filtro de 620-630nm para propdsitos de “blanking”. Seu
desempenho padrao deve ser (a) largura da banda < 10nm; (b) faixa de
absorbancia entre 0 a > 2.0; (c) linearidade > 2.0; (d) repetitibilidade > 1%.

O blanking ¢ realizado na microcavidade identificada na se¢io “Procedimento do
Ensaio”. O sistema 6pitico da leitora deve ser calibrado regularmente para
assegurar que a medida da densidade dpitica seja correta. Deve ser submetido a
manutengdo regular de acordo com as instrugdes do fabricante.

7. Ao usar a estacdo de trabalho automatizada ELISA, todas as etapas criticas
(dispensagdo, incubacio, lavagem, leitura, agitacdo, manipulagdo dos dados)
devem ser cuidadosamente configuradas, calibrados, controlados regularmente e
verificados de modo a estar dentro dos valores especificados, na secao Controle
de Qualidade Interno. O protocolo de ensaio deve ser instalado no sistema de
operagdo da unidade e validado com a lavadora e a leitora. Além disso, a
manipulagdo dos liquidos na estagdo (dispensacgao e lavagem) devem ser



validadas e configuradas corretamente. Uma atencdo especial deve ser dada para
evitar “carry-over” pelas agulhas usadas na dispensacgéo e lavagem das amostras.
Isto deve ser estudado e controlado para minimizar a possibilidade de
contaminagdo das microcavidades adjacentes com as amostras fortemente
positivas que causam resultado falso positivos. O uso de estagdes de trabalho
automatizado ELISA é recomendado para rastreamento do sangue e quando
mumero de amostras a serem testadas exceder a 20-30 min por percurso.

8. Ao utilizar dispositivos automdticos, no caso do suporte dos frascos do
equipamento nao se adequar totalmente aos frascos fornecidos no kit, transferir a
solucdo em frascos apropriados e etiquetar com os mesmos rétulos retirados do
frasco original. Esta operacdo € importante de modo a evitar a mistura do
conteudo dos frascos ao realizar a transferéncia. Quando o teste terminar, colocar
os frascos secunddrios entre 2° a 8°C firmemente tampados.

9. O Servico de Atendimento ao Consumidor oferece suporte ao usudrio na
configuragdo e verificagdo dos equipamentos usados em combinacio com o Kkit,
para assegurar a completa conformidade com os requerimentos descritos.

9. CONTROLES DE PRE - ENSAIO E OPERACOES

e Verificar a data de vencimento do kit, impressa no rétulo externo da caixa do
kit, ndo use se estiver vencido.

e Verificar se 0os componentes liquidos ndo esta contaminados por agregados ou
particulas visiveis a olho nu. Verificar se o Cromdgeno/Substrato estd incolor
ou azul pélido, aspirando um pequeno volume em uma pipeta de pléstico
estéril. Certificar-se que ndo ocorreu quebra do frasco durante o transporte e
nenhum liquido tenha se extravasado dentro da caixa do kit. Verificar-se a
embalagem de aluminio contendo a microplaca ndo estd rompida os
danificada.

e Diluir todo o contetido da solugdo de lavagem concentrada 20X conforme
descrito acima.

¢ Dissolver o calibrador conforme descrito acima e agitar suavemente.

e Deixar que o0s outros componentes atinjam a temperatura ambiente
(aproximadamente 1 hora) e entdo agitar como descrito.

e Ajustar a incubadora ELISA a +37°C e preparar a lavadora rinsando com a
solucdo de lavagem diluida, de acordo com as instrucdes do fabricante.
Configurar o nimero correto de ciclos de lavagem conforme descrito na
valida¢do do equipamento para uso com o Kit.

e Verificar se a leitora ELISA esta ligada ou certificar-se que a mesma ja esteja
ligada pelo menos 20 minutos antes da leitura.

e C(Caso esteja usando estagdo de trabalho automatizado, ligar e verificar a
configuragdo e assegurar-se de usar o protocolo de ensaio correto.

e Verificar se as micropipetas estdo configuradas no volume especificado.



e Verificar se todos os outros equipamentos estdo disponiveis e prontos para
uso.
¢ Em caso de problemas, ndo continuar com o teste e avisar 0 supervisor.

10. PROCEDIMENTO DE ENSAIO
O ensaio deve ser realizado conforme abaixo relatado, tomando cuidado para manter
o mesmo tempo de incubagdo para todas as amostras que estiverem sendo testadas.

Ensaio automatizado

Em caso do teste for realizada com o sistema ELISA automatizada, sugerimos fazer
primeiro a dispensag@o no equipamento de 150ul de controles, calibrador, a seguir a
seguir todas as amostras e finalmente 100u de conjugado enzimaético diluido.

Para a etapa de pré-lavagem (etapa 1 do procedimento do ensaio) e em todas as
préximas operacdes, seguir as instrucdes relatadas no ensaio manual abaixo.

Para a proxima operagdo, seguir o procedimento relatado abaixo para o ensaio
manual.

E fortemente recomendado que o intervalo de tempo entre a dispensacdo da primeira
amostra e da dltima amostra seja calculado pelo equipamento e levado em
consideragdo atrasando o intervalo da primeira opera¢do de lavagem de modo
adequado.

Ensaio manual

1. Colocar o nimero necessario de microcavidades no suporte de tiras da
microplaca. Deixar a microcavidade Al vazia “para o ‘blanking”.
Armazenar as outras tiras na embalagem selada contendo o dessecante
entre 2° a 8°C.

Nota: a pré-lavagem é fundamental para obter resultados especificos e
seguros tanto no procedimento manual quanto no automdtico.

Nao omita esta etapa!!!

2. Deixar a microcavidade A1l vazia para o “blanking”.

3. Dispensar 150ul de controle negativo em triplicata, 150ul de calibrador
em duplicata e 150ul de controle positivo em uniplicata seguido por 150ul
de cada amostra em cada microcavidade.

4. Verificar a presenga de amostras nas microcavidades a lho nu (existe
uma diferenciagd@o de cores entre as microcavidades cheias e as vazias) ou
por leitura a 450/620nm (as amostras apresentam valores D.O. maiores
que 0,100).

5. Dispensar 100ul de conjugado enzimdtico em todas as microcavidades,
com exce¢do do Al usada para “blanking”.

Nota: Tomar cuidado para ndo tocar na superficie interna da
microcavidade com a ponteira da pipeta quando o conjugado for
dispensado. Pode ocorrer contaminagao.



6. Apos a adi¢do do conjugado, verificar se a cor das amostras se alterou
de amarelo para vermelho e entdo incubar a microplaca durante 120 min a
+ 37°C.

Nota: As tiras devem serseladas com i filme adesivo somente quando o
teste for realizado manualmente. N&o cobrir as tiras quando usar
equipamentos automatizados ELISA.

7. Lavar a microplaca 4-5 vezes com a lavadora automadtica de
microplacas, dispensando e aspirando 350ul por microcavidade de solucdo
de lavagem diluida.

8. Pipetar 200ul de substrato/cromdgeno dentro das microcavidades,
incluindo o poco Al.

Nota: ndo expor a microplaca a incidéncia de luz direta, pois podem
ocorrer alteragdes de fluido “background”.

9. Incubar a microplaca protegida da luz a temperatura ambiente (18-
24°C) durante 30 min. As microcavidades que contiverem amostras
positivas, calibrador e amostras positivas adquirem a coloragdo azul claro.
10. Pipetar 100ul de 4cido sulftrico dentro das microcavidades para
acessar a reacao enzimadtica, usando a mesma seqiiéncia da etapa 8. A
adi¢do do 4cido sulftrico alterard a coloragdo do controle positivo, do
calibrador a das amostras positivas de azul para amarelo.

11. Medir a intensidade da cor da solu¢@o de cada microcavidade (ver
secdo “Equipamentos e Dispositivos Usados em Combinagido com o Kit™)
usando filtro de 450nm e se possivel, um filtro de 620-630nm (para o
“bacground”), zerando (“blanking”) o equipamento em Al.

Notas importantes

¢ Se o segundo filtro ndo estiver disponivel, assegurar-se que
nenhuma impressao digital ou poeira esteja presente no fundo
externo da microcavidade antes da leitura a 450nm. Isso podera
gerar falsos positivos quando da leitura.

® A leitura deve ser feita de modo ideal imediatamente apds a adigao
da solugdo dcida, mas nunca mais que 20 minutos apds adi¢do do
reagente. Pode ocorrer auto-oxidagdo do cromégeno gerando um
“background” mais elevado.

¢ (Quando as amostras testadas ndo estiverem seguramente limpas ou
estiverem congeladas, é recomendado o procedimento de ensaio
relatado abaixo, pois as mesmas sao susceptiveis a interferéncias
devido a hemodlise, hiperlipemia, contaminacdo bacteriana e miro-
particulas. O ensaio € feito em duas etapas a 37°C em agitador na
velocidade de 350rpm + 150rpm conforme segue:

=

Dispensar 100ul de controles, calibrador a amostras.
2. Incubar por 60 min. A +37°C em agitador a 350 rpm % 150rpm.



3. Lavar de acordo com as instrugdes (ver secio “Equipamentos e
Dispositivos Usados em Combinag@o com o Kit”).

Dispensar 100ul de conjugado enzimatico diluido.

Incubar por 30 min. A +37°C em agitador a 350 rpm + 150rpm.
Lavar.

Dispensar 100ul de solu¢do TMB e dgua oxigenada.

Incubar por 30 min. A temperatura ambiente em agitador a 350
rpm * 150rpm.

9. Interromper a reagdo com 100ul de dcido sulftrico.

10. Realizar a leitura.

FRAANS

Este método mostra desempenho similares ao padrdo um e portanto pode ser
usado alternativamente.

“Ao utilizar equipamento automatico RADIM e/ou SEAC para
microplacas, consultar o respectivo Manual do Usudrio. Ao usar os
equipamentos acima mencionados, a leitura do espectrofotdometro sera
realizada automaticamente em 3 comprimentos de ondas diferentes;
450, 620 e 405nm, permitindo uma faixa de curva mais ampla.

11. ESQUEMA DO ENSAIO

Operacoes Procedimentos

Etapa de pré-lavagem Ciclonr. 1

Controles, calibradores e amostras 150ul

Conjugado enzimatico diluido 100ul

1? incubacio 120 min.

Temperatura +37°C

Etapa de lavagem 4-5 ciclos
350ul / microcavidade

Cromdgeno/Substrato 200ul

2" incubacio 30 min.

Temperatura Ambiente (18° - 24°C)

Acido sulftrico 100ul

Leitura D.O. 450nm

12. CONTROLE INTERNO DE QUALIDADE

Uma verificagfo € realizada nos controles/calibradores a qualquer momento que o
kit € utilizado de modo a verificar se a D.O. esperada a 450nm ou valores S/Co
foram alcancados e relatados conforme abaixo:



Assegurar-se que os seguintes resultados sejam atingidos

Parametro
Microcavidade blanking
Controle Negativo

Calibrador 0,5 Ul/ml (2* preparacao
da OMS)
Controle Positivo

Requisitos

<0,100 Valor D.0.450 nm

<0,050 valor médio D.O.nm apés o
blank

S/Co>2

> 1,000 Valor D.O. a 450nm

Se os resultados dos testes atingirem os requisitos acima, prosseguir para a

préxima se¢ao.

Caso ndo atinjam ndo continuar e realizar as seguintes verificagdes:

Problema

Verificacdo

Microcavidade “blank™
> 0,100 D.O. 450nm

1. Se o Cromdégeno/Substrato nao se
contaminou durante o ensaio

Controle Negativo (NC)
> 0,050 D.0.450nm apds o blanking
Coeficiente de variacdo > 30%

1. Se o procedimento de lavagem e as
configuracdes da lavadora estdo validados
no estudo de pré-qualificacio;

2. Se foi usada a solucdo de lavagem
apropriada e se alavadora foi ativada antes
do uso;

3. Se ndo ocorreu erros no procedimento
do ensaio (dispensacdo de controle
positivo ao invés de controle negativo);

4. Se ndo houve contaminacio do controle
negativo ou das microcavidades onde o
controle foi dispensado devido a respingos
de amostra positiva ou do conjugado
enzimatico;

5. Se as micropipetas ndo foram
contaminadas com as amostras positivas
ou com o conjugado enzimatico;

6. Se as agulhas da lavadora nio estio
bloqueadas ou parcialmente obstruidas.

Calibrador

S/Co < 2,0

1. Se o procedimento foi corretamente
realizado;

2. Se ndo houve erros durante a
dispensacdo do controle negativo ao invés
do calibrador;

3. Se o procedimento de lavagem e as
configuragdes da lavadora foram validados
no estudo de pré-qualificagao;

4. Se ndo ocorreu nenhuma contaminacio




externa no calibrador.

Controle Positivo 1. Se o procedimento foi corretamente
realizado;
2. Se ndo houve erros durante a

< 1,000 D.O. 450nm distribuicio do controle (dispensacdo do

controle negativo ao invés do controle
positivo). Neste caso, o controle negativo
ird apresentar tabém um valor de
D.0.450nm > 0,150;

3. Se o procedimento de lavagem e as
configuragdes da lavadora foram validados
no estudo de pré-qualificacdo;

4. Se ndo ocorreu nenhuma contaminagio
externa no calibrador.

Se quaisquer dos problemas acima ocorrerem, relatar o problema ao supervisor para que
sejam tomadas as devidas decisdes e agdes.

13. CALCULO DO “CUT-OFF”

Os resultados dos testes sdo calculados através do valor de “cut-off” determinado pela
seguinte formula:

“Cut-off” = Média NC D.O. 450nm + 0,050

O valor encontrado para o teste € usado para interpretacdo de resultados conforme
descrito no proximo pardgrafo:

Nota importante: Quando o cilculo dos resultados € realizado operando o sistema de
estacdo de trabalho automatizado ELISA, certifique-se que seja utilizada a férmula
apropriada para o calculo de “cut-off” e gerar a interpretacdo correta dos resultados.

14. INTERPRETACAO DOS RESULTADOS:

Os resultados sao interpretados como a média do resultado da amostra D.O. 450nm e o
valor de “cut-off” de acordo com a tabela a seguir:

Co/S Interpretacio
<0,9 Negativo
09-1,1 Ambiguo
>1,1 Positivo

Um resultado negativo indica que o paciente ndo foi infectado pelo HBV ou que a
unidade de sangue pode ser utilizada para transfusao.




Qualquer paciente que tenha um resultado ambiguo deve ser re-testado com uma
segunda amostra coletada 1-2 semanas apds a coleta da primeira amostra.

Um resultado positivo € indicativo de uma infeccdo por HBV e desta forma o paciente
deve ser tratado de acordo ou a unidade de sangue para transfusido descartada.

Notas importantes:

1.

2.

4.

5.

A interpretagdo de resultados deve ser feita pelo supervisor do laboratério para
reduzir o risco de julgamento erréneo e interpretagdes erroneas.

Qualquer resultado positivo deve ser confirmado primeiro repetindo o teste na
amostra, apos haver filtrado a amostra em um filtro de porosidade 0,2um — 0,8um

para remover qualquer interferéncia por microparticulas.Se o resultado continuar
positivo, deve ser testado por um método alternativo (teste confirmatdrio) antes
de confirmar o diagnédstico de hepatite viral.

Quando o resultado dos testes € transmitido de um laboratdrio para outro local, a
atengdo deve ser redobrada para evitar transferéncia errada de dados.

O diagnostico da infeccdo de hepatite viral deve ser informado ao paciente pelo
método especializado desta area.

Um exemplo de cdlculo é relatado abaixo:

Os dados a seguir nao devem ser usados ao invés dos dados reais obtidos pelo

usuario.

Controle negativo 0,012 - 0,008 — 0,010 D.O. 450nm
Valor médio 0,010 D.O. 450nm

Inferior a 0,050 Aceito

Controle positivo 2,489 D.O. 450nm

Superior a 1,000 Aceito

“Cut-off” = (0,010 + 0,050) = 0,060

Calibrador 0,350 - 0,370 D.O. 450nm

Valor médio 0,360 D.O. 450nm S/Co=6,0
S/CO superior a 2,0 Aceito

Amostra 1: 0,028 D.O. 450nm

Amostra 2: 1,690 D.O. 450nm

Amostra 1: S/Co < 0,9 negativo

Amostra 2: S/Co > 1,1 positivo



15. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
A avaliag@o das caracteristicas de desempenho foi realizada de acordo com o relatério
das Especifica¢des Técnicas Comuns ou CTS (“Common Technical Specifications of

CTS), (Art.5, capitulo 3 da Diretoria da Comunidade Européia 98/79 EC IVD).

15.1 Limite de deteccao
O limite de detec¢do do ensaio foi calculado através das seguintes preparacdes
internacionalmente especificadas.

e Padrdes para HBsAg — sub’tipos ay e ad — fornecidos pelo Instituto Paul Erlich

(para preparagdo de 50.000 U/ml e 100 U/ml respectivamente);

e NIBSC 2 British working standart (padrdo French/UK cédigo 99/640-005-W1).
e  WHO (Organizacdo Mundial de Saide) International Standart, cédigo n® 80/549.
e 2 WHO (Organizacdo Mundial de Satide) International Standart, NIBSC cédigo

00/588.

Os resultados do controle de qualidade sdo representados na tabela a seguir:

Preparaciao Padronizada Ul/ml ou ng/ml
PEI
Sub - tipo ad 0.0125
Sub - tipo ay 0.0125
NIBSC 0.03
1° padrao WHO (Organizacao Mundial de Saide) 0.05
2° padrao WHO (Organiza¢do Mundial de Satide) 0.1 -0.05

O painel # 806 fornecido pela Boston Biomedical Inc, EUA também foi testado para
definir o limite de sensibilidade.
Os resultados estdo na tabela a seguir:

Painel BBI 806

Identificacdo | HBsAg BBI Abbott PEI Lotel | Lote2 | Lote3

Sub-tipo | ng/ml ng/ml U/ml S/Co S/Co S/Co
806 -1 ad 2,5 3,1 0,31 9.5 9.4 9.7
806 - 2 ad 1,5 1,6 0,17 5.1 5.0 53
806 - 3 ad 1 1 0,1 3.2 3.2 3.3
806 — 4 ad 0,8 0,9 0,09 2.6 2.4 2.8
806 — 5 ad 0,6 0,7 0,07 2.3 2.1 2.4
806 — 6 ad 0,5 0,5 0,06 2.0 1.8 1.9
806 — 7 ad 0,4 0,5 0,05 1.7 1.6 1.8
806 — 8 ad 0,3 0,3 0,03 1.4 1.3 1.5
806 —9 ad 0,2 0,2 0,02 1.2 1.1 1.2
806 — 10 ad 0,1 0,1 0,01 0.8 0.7 0.8
806 — 11 ay 2.4 1,8 0,21 10.5 10.7 10.6




806 — 12 ay 1,3 1 0,11 5.3 5.6 5.5
806 — 13 ay 0,9 0,6 0,07 4.7 4.9 4.9
806 — 14 ay 0,8 0,5 0,06 3.9 4.0 4.0
806 — 15 ay 0,6 0,4 0,05 2.6 2.7 2.5
806 — 16 ay 0,5 0,4 0,04 2.4 2.5 2.5
806 - -17 ay 0,4 0,3 0,03 1.7 1.8 1.9
806 - -18 ay 0,3 0,3 0,03 1.6 1.7 1.7
806 — 19 ay 0,2 0,2 0,02 1.4 1.6 1.5
806 — 20 ay 0,1 0,1 0,01 1.1 1.2 1.1
806 - 21 negativo 0 0 0 0.2 0.2 0.2

Alem disso, um painel de sensibilidade, fornecido pela EFS, Franca foi testada com o
Procedimento Padrao e apresentou os resultados a seguir:

Painel EFS, Franca

Amostra (¢) Teorico de Média S/Co Ortho

HBsAG ng/ml | D.O. 450nm S/Co
HB 1 0.10 0.039 0.7 0.6
HB 2 0.20 0.082 1.4 1.2
HB 3 0.30 0.116 2.0 1.8
HB 4 0.45 0.161 2.7 2.8
HB 5 0.66 0.210 3.6 3.9
HB 6 diluente 0.009 0.2 0.2

Painel de sensibilidade SFTS, Franca, AG HBs 2004

Identificacido da caracteristicas Ng/ml S/CO
amostra

151 Adw?2 +ayw3 2.24 £0.15 10.8
152 Adw?2 +ayw3 1.15 £ 0.06 5.8
153 Adw2 +ayw3 0.95 £0.05 5.0
154 Adw2 +ayw3 0.58 +0.04 3.3
155 Adw?2 +ayw3 0.050 £ 0.03 2.6
156 Adw?2 +ayw3 0.36 +0.02 1.9
157 Adw2 +ayw3 0.23 £0.02 1.3
158 Adw2 +ayw3 0.13£0.02 0.7
159 Adw2 +ayw3 0.06 £0.01 0.4
160 Adw2 +ayw3 0.04 £0.01 0.2
161 Adw?2 0.5+1.0 2.8
162 Adw4 0.5+1.0 2.6
163 Adr 0.5+1.0 3.0
164 Aywl 0.5+1.0 2.9




165 Ayw?2 0.5+1.0 3.9
166 Ayw3 0.5+1.0 4.6
167 Ayw3 0.5+1.0 4.3
168 Ayw4 0.5+1.0 4.2
169 Ayr 0.5+1.0 3.6
170 Diluente / 0.1

15.2 Sensibilidade clinica

A sensibilidade clinica foi testada em painéis de amostras classificadas como

positivas por um kit aprovado pelo FDA dos EUA.

As amostras positivas foram coletadas de diferentes regides geograficas (incluindo
tanto os sub-tipos ad como ay) e de diferentes patologias HBV (hepatites B agudas,

assintomaticas e cronicas).

Um valor total de 100% foi encontrado no estudo realizado em um total de mais que

400 amostras.

Um total de mais de 20 soroconversdes e painéis de desempenho também foram
estudados, pelo exame dos dois painéis fornecidos pelo Boston Biomédica Inc., EUA

estdo relacionados abaixo:

BBI PHM 916
Identificacao | HBsAg conc. Radim Ortho EIA Sorim EIA
da amostra ng/ml S/Co S/Co S/Co
01 <0.1 0.4 0.2 0.0
02 <0.1 0.3 0.2 0.1
03 <0.1 0.3 0.2 0.0
04 <0.1 0.4 0.1 0.0
05 <0.1 0.4 0.2 0.0
06 <0.1 0.4 0.6 0.1
07 <0.1 0.4 0.2 0.1
08 <0.1 0.5 0.2 0.1
09 0.2 0.9 0.4 0.2
10 0.5 1.4 2.2 1.2
11 2.3 4.5 10.1 6.2
BBI PHM 923
Identificacio | HBsAg conc. Radim Ortho EIA Sorin EIA
da amostra ng/ml S/Co S/Co S/Co
01 <0.1 0.4 0.1 0.0
02 <0.1 0.4 0.2 0.1
03 <0.2 1.2 1.4 0.9
04 <0.5 1.4 2.6 1.8




15.3 Especificidade clinicca

A especificidade clica foi determinada em painéis de amostras negativas de
individuos normais e doadores, classificados como negativos com o kit registrado na
Italia pelo Ministério da Saude Italiano.

Tanto o plasma, derivado de diferentes técnicas padronizadas de preparagdo (citrato,
EDTA e hepatina) como soros foram usados para determinar a especificidade. Nao
foi observada nenhuma falsa reatividade devido ao método de preparacdo da amostra.
Amostras congeladas também foram testadas para averighuacado de interferéncias com
o desempenho do teste. Nenhuma interferéncia foi observada em amostras limpas e
isentas de particulas.

Foram testados todos os sub-tipos conhecidos de HBsAg, “ad” e “aY’, e isoformas
“w” e “r”, fornecidos pela CNTS, Franga, e determinadaos positivos conforme era
esperado do kit.

Foram examinadas amostras derivadas de pacientes com virus diferentes (HCV,
HAYV) e patologias hepéticas ndo virais que possam interferir no teste.

Nenhuma reagdo cruzada foi observada.

As avaliagdes de desempenho realizadas em um Centro de Referéncia Externam
avaliou mais de 5.000 amostras com resultados acima de 99,5%.

15.3 PRECISAO

A precisdo foi calculada em trés amostras examinadas em replicatas em ensaios
doferentes. Os valores médios obtidos de um estudo realizado em duas amostras de
reatividade HBsAg diferentes, examinadas em 16 replicatas em trés ensaios diferentes
(Procedimento Padriao) em trés lotes estd relatado a seguir:

Lote # 1
Amostra negativa (N = 16)
Valores médios 12 corrida 22 corrida 3? corrida Valormédio
D.0.450nm 0,036 0,036 0,032 0,034
Desvio-Padrio 0,004 0,006 0,005 0,005
CV% 10,1 15,5 16,2 13,9

NIBSC 0,1 ng/ml (N = 16)

Valores médios 12 corrida 2? corrida 32 corrida Valormédio
D.O. 450nm 0,133 0,121 0,118 0,124
Desvio-Padrao 0,019 0,008 0,011 0,013
CV% 14,1 6,9 9,2 10,2
S/Co 1,5 1,4 1,4 1,4




Lote # 2

Amostra negativa (N = 16)

D.0.450nm 0,034 0,035 0,031 0,033
Desvio-Padrao 0,005 0,005 0,005 0,005
CV% 15,5 13,5 15,4 14,8

NIBSC 0,1 ng/ml (N = 16)

D.O. 450nm 0,125 0,129 0,129 0,127
Desvio-Padrio 0,012 0,010 0,013 0,012
CV% 9,7 7.5 10,4 9,2
S/Co 1,5 1,5 1,6 1,5
Lote #3

Amostra negativa (N = 16)

D.0.450nm 0,034 0,035 0,034 0,034
Desvio-Padrao 0,004 0,005 0,004 0,004
CV% 10,5 12,9 11,2 11,5

NIBSC 0,1 ng/ml (N = 16)

D.O. 450nm 0,124 0,129 0,126 0,126

Desvio-Padrao 0,009 0,012 0,015 0,012
CV% 7,2 9.4 11,7 9.4
S/Co L5 L5 1,5 1,5

16. LIMITACOES

Resultados repetidamente falsos positivos foram avaliados em amostras recentemente
coletadas em menos que 0,1% da populacido normal, a maioria das amostras causadas por
altos titulos de anticorpos anti-camundongo heterdfilos (HAMA). As interferéncias em
amostras frescas também foram observadas quando as mesmas nio estavam limpidas ou
com coleta inadequada.
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