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INDICACAO DE UTILIZACAO
O ORTHO® HCV 3.0 ELISA Test System Enhanced SAVe é um teste de imunoadsorcdo qualitativo e ligado a
enzimas para a deteccdo de anticorpos contra o virus da Hepatite C (Anti-HCV) em soro ou plasma humano.

PARA DIAGNOSTICO IN VITRO

SUMARIO E EXPLICACAO

O teste ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System Enhanced SAVe é um teste de imunoadsor¢éo ligado a enzimas
(ELISA) que utiliza microcavidades revestidas com antigenos recombinantes codificados para o virus da
Hepatite C, como fase sélida. A tecnologia ELISA baseia-se no principio de que os antigenos ou anticorpos que
se fixam a fase solida, podem ser detectados por um anticorpo ou antigeno complementar marcado com uma
enzima capaz de atuar sobre um substrato cromogénico. Quando se aplica o substrato enzimatico, a presenga
do antigeno ou anticorpo pode ser detectada mediante o desenvolvimento de um produto final colorido. Os
imunoensaios deste tipo foram desenvolvidos no inicio dos anos 70." Desde essa época a tecnologia ELISA
tem sido amplamente utilizada para a detec¢do de antigenos e anticorpos contra uma ampla variedade de
doencas infecciosas.

O virus da Hepatite C (HCV) é agora conhecido como sendo o agente causador da maioria, sendo de todas,
as hepatites nao-A, nao-B (NANBH) transmitidas pelo sangue.?’ Estudos realizados em todo o mundo indicam
que o0 HCV se transmite através do sangue ou produtos derivados do sangue contaminados, através de
transfusdes sangiineas ou através de contatos pessoais intimos. Estudos realizados nos Estados Unidos,
mostraram que mais de 90% das infeccGes hepaticas associadas a transfusdes sdo consideradas infecgdes
NANBH.2® Em todo o mundo, sdo reconhecidas outras formas de NANBH.

No teste ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System Enhanced SAVe utilizam-se trés antigenos codificados
recombinantes do virus da hepatite C. Os trés antigenos recombinantes, desenvolvidos pela, Novartis Vaccines
and Diagnostics., Inc s&o ¢22-3, c200 e NS5. Na Figura 1 estd uma representagéo gréfica do genoma mutéavel
do HCV e das proteinarecombinantes.
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A proteina recombinante c22-3 do HCV é codificada pela regido mutavel do ntcleo do genoma perten-
cente ao HCV. Comparagdes da sequéncia de aminoacidos e nucleotideos, de flavovirus e pestivirus
com a de HCV, sugerem que c22-3 deriva de uma regido estrutural do genoma que codifica a proteina
do nucleocapsideo RNA-ligante. Cré-se que as proteinas do nucleocapsideo, estdo envolvidas na for-
macéao da estrutura do ndcleo viral. Vérios estudos indicam que os anticorpos que se desenvolvem
ap6s uma infeccdo com HCV, sdo geralmente reagentes com a c22-3'°. Além disso, estudos realizados
com o teste CHIRON™ RIBA™ HCV 2.0 STRIP IMMUNOBLOT (SIA), para o anti-HCV, demonstraram que,
em muitos casos, 0s anticorpos anti c22-3 aparecem antes que os anticorpos contra a c100-3, ap6és uma
infeccdo com HCV. 9

A proteina recombinante c200 do HCV é codificada pelas regides mutaveis, NS3 e NS4 do genoma do HCV.
Comparagdes entre a sequéncia de aminoacidos e nucleotideos de flavovirus e pestivirus com a do HCV
sugerem, que a c200 deriva de regides ndo estruturais do genoma. A proteina recombinante c200 contém a
sequéncia da proteina c33c, geneticamente associada a sequéncia da proteina c100-3.

A proteina c33c é codificada pela por¢do mutavel NS3 do genoma do HCV. Comparacdes entre a sequéncia
de aminoacidos e nucleotideos de flavovirus e pestivirus com a do HCV sugerem que a regido NS3 codifica
a helicase viral, uma enzima envolvida no desenrolamento do RNA durante a replicacdo do genoma viral
através do RNA polimerase dependente do RNA.

Estudos indicam que os anticorpos que se desenvolvem apds a infeccdo com HCV sdo geralmente
reagentes com c33c. Estudos realizados com o teste CHIRON RIBA HCV 2.0 SIA para o anti-HCV mostra-
ram que os anticorpos reagentes com c33c, aparecem geralmente antes que se desenvolvam os anticorpos
contra a ¢100-3 @9,

A proteina recombinante ¢100-3 do HCV, é codificada pela regido mutavel NS4 do genoma pertencente ao HCV.
Comparagdes da sequéncia de aminoacidos e nucleotideos, de flavovirus e pestivirus, com a do HCV, suge-
rem que a c100-3 deriva de uma regido nao estrutural do genoma. Atualmente a fun¢édo desta porgdo do
genoma do HCV é desconhecida. Os anticorpos desenvolvidos apds a infecgdo com o HCV s&do geralmente
reagentes com c100-32.

A proteina recombinante NS5 do HCV é codificada pela regido mutavel NS5 do genoma do HCV. Comparacoes
entre a sequéncia de aminoacidos e nucleotideos de flavovirus e pestivirus com a do HCV, sugerem que a NS5
é derivada de uma regido néo estrutural do genoma que codifica a polimerase viral, uma enzima que participa
na replicacdo do HCV. Estudos indicam que uma proporc¢éo significativa de pessoas infectadas com HCV
desenvolvem anticorpos contra NS5.02:13

A utilizagdo das proteinas recombinantes do HCV derivadas do ntcleo e das regides NS3, NS4 e NS5 do
genoma do HCV, demostraram ser mais eficazes na identificacdo de pacientes diagnosticados com
Hepatite ndo-A, ndo-B aguda e crénica, que os testes com um Unico antigeno (c100-3).¢2* Por outro lado,
o uso destas proteinas adicionais permite uma deteccdo mais precoce da soroconversdo apés a infecgdo
com o HCV. Apesar das respostas do anticorpo contra os antigenos codificados pela regido NS5 ndo
serem tdo frequentes na resposta a infec¢do pelo HCV como as que se produzem contra os antigenos
codificados no ndcleo e na regido NS3, a adicdo da NS5 as proteinas recombinantes c22-3 e ¢-200 no teste
ORTHO HCV 3.0 ELISA Enhanced SAVe, permite a deteccdo de anticorpos contra um numero significati-
vamente maior de epitopos codificados por HCV.

A sequéncia de aminoacidos das trés proteinas recombinantes do HCV é a seguinte:

Proteina Recombinante Sequéncia Poliproteica

c22-3 AA # 2-120
€200 AA # 1192-1931
NS5 AA # 2054-2995

Essas trés proteinas recombinantes sdo produzidas pelo organismo S. cerevisiae (levedura).

O objetivo principal deste ensaio € a triagem de doadores de sangue de modo que as unidades que contenham
0 anticorpo HCV possam ser identificadas e eliminadas do Banco de Sangue. Apesar da presenca do anti-HCV
ndo constituir um diagnéstico de infecgcdo pelo HCV, a determinacdo de Anti-HCV pode ser usada como uma
ajuda no diagnodstico da hepatite C e no diagnoéstico diferencial de hepatite ndo-A, ndo-B em conjungdo com
a determinacgédo de enzimas hepaticas, marcadores sorolégicos adicionais e avaliagdo clinica. Os antigenos
codificados pelo virus da Hepatite C (c22-3, c200 e NS5 recombinantes) utilizados no preparo do kit ORTHO
HCV 3.0 ELISA Enhanced SAVe sdo produzidos, sob Licenca dos EUA, pela Novartis Vaccines, and Diagnostics
Inc. face a um contrato de fabricacdo.

PRINCIPIO DO PROCEDIMENTO
O procedimento do teste consiste em um ensaio de trés etapas efetuado em uma microcavidade revestida
com uma combinagdo de antigenos (c22-3, c200 e NS5) recombinantes do virus da Hepatite C (rHCV).

Durante a primeira etapa, uma amostra diluida é incubada na cavidade de teste durante um periodo de tempo
especificado. Se na amostra existir anticorpos reagentes para um dos trés antigenos, forma-se-do complexos
de antigeno-anticorpo na superficie da microcavidade. Se o anti-HCV n&o estiver presente, os complexos nao
serdo formados. Na etapa de lavagem subsequente, as proteinas livres no soro ou plasma serdo removidas.

Na segunda etapa, anticorpo monoclonal de camundongo conjugado com peroxidase de rabano é adicionado
a microcavidade. O conjugado se liga especificamente a por¢do IgG humana dos complexos de antigeno-
anticorpo. Se estes complexos ndo estiverem presentes, o conjugado livre sera removido pela lavagem
subsequente.

Na terceira etapa, adiciona-se a cavidade do teste um sistema de detec¢do enzimatico composto de o-
fenilenodiamina (OPD) e perdxido de hidrogénio. Se o conjugado ligado estiver presente, a OPD sera oxidada,
resultando em um produto final de cor amarela. Nesta reagdo, a peroxidase oxida-se de forma bivalente, pelo
perdxido de hidrogénio formando um composto intermediario, que por sua vez, é reduzido ao seu estado inicial
mediante uma interagéo subsequente com o fon hidrogénio da OPD. E entdo adicionado &cido sulfarico para
interromper a reacédo. A forma oxidada resultante de OPD apresenta uma cor laranja, com um maximo de
absorbancia a 490 nm - 492 nm.

A intensidade da cor depende da quantidade de conjugado ligado, e é portanto fungdo da concentracdo de anti-
HCV presente na amostra. A intensidade da cor é medida com uma leitora de microcavidades (fotdmetro),
destinada a medir a absorbancia da luz em uma microcavidade.

REAGENTES
Abreviaturas Kit de Kit de Descricao
do Rétulo 192 testes 480 testes dos Componentes
Microplacas (96 cavidades cada): recober-
HCV 2 5 tas de antigenos codificados do virus da he-
patite C (c22-3, c-200 e NS5 recombinantes)
- €22-3, c200 e NS5 derivados de levedura.
Conjugado: Anticorpo contra IgG humana
(murino monoclonal) - cadeia pesada de anti-
CON 1 frasco 1 frasco IgG humana (murino monoclonal) conjuga-
(55 mL) (125 mL) do com peroxidase de rdbano com estabi-
lizantes protéicos bovinos. Conservante:
ProClin TM 300 1%.
Diluente de Amostras - solugdo salina com
DP 1 frasco 1 frasco tampao de fosfatos e estabilizantes protei-
(70 mL) (190 mL) cos bovinos. Conservante: 2 - cloroaceta-
mida a 0,1%.
OPD 1 frasco 1 frasco Comprimidos de OPD - contém o-fenilenodi-
(30 comprimidos) | (30 comprimidos) | amina - - 2HCI.
SB 1 frasco 1 frasco Tampéo Substrato - G - tampao citrato-
(190 mL) (190 mL) fosfatos com 0,02 de pero6xido de hidrogénio.
Conservante: 2-cloroacetamida 0,1%.
Controle Positivo (Humano) Fonte: Soro
ou plasma humano tratado fotoquimica-
mente contendo anti-HCV, e nédo reagentes
PC 1 frasco 1 frasco para o antigeno de superficie da Hepatite B
(1,2 mL) (1,2 mL) (HBsAg) e anticorpos contra o virus da imu-
nodeficiéncia humana do tipo 1 e 2 (HIV-1
e HIV-2). Conservantes: Azida sodica a
0,2% e EDTA 0,9%.
Calibrador Negativo (Humano) Fonte: Soro ou
Neal 1 frasco 1 frasco plasma humano nédo reagente para HBsAg, e
ca (1,8 mL) (1,8 mL) Anticorpos para o HIV-1, HIV-2 e Anti-HCV.
Conservantes: Azida sédica 0,2% e EDTA 0,9%.
Tampéo de Lavagem Concentrado (20X) - tam-
1 x 150 mL 2 x 150 mL pao fosfato com cloreto de sédio e detergente.
Conservante 2-cloroacetamida 2%.
21 21 Selantes para placa, descartaveis.
ARMAZENAMENTO

Conservar as embalagens abertas e fechadas a uma temperatura entre 2° e 8°C, exceto Tampé&o de
Lavagem que deve ser armazenado de 15-30°C e o Acido Sulfurico que deve ser armazenado a tempe-
ratura ambiente.

PRECAUCOES:

1 - Adverténcia: Alguns componentes deste kit contém derivados de sangue humano. Nenhum método de

teste conhecido pode garantir totalmente que os produtos derivados do sangue humano nao sejam

capazes de transmitir agentes infecciosos. Por isso, todos os derivados de sangue devem ser conside-
rados como potencialmente infecciosos. Recomenda-se que estes reagentes e as amostras humanas

sejam manuseados de acordo com as Boas Praticas de Laboratério.(t* 19

Utilizar luvas descartaveis quando manipular os reagentes do kit e as amostras. Posteriormente lavar

bem as méos.

3 - Todas as amostras deverdo ser manipuladas como se fossem agentes potencialmente infecciosos.

4 - Azida sédica esta incluida como conservante no Controle Positivo e no Calibrador Negativo. E descrito
que a azida sodica forma azidas de chumbo ou cobre no sistema de canalizacdo do laboratério.
Estas azidas sdo potencialmente explosivas. Para evitar a sua acumulagéo, deixar correr agua em
abundancia quando desprezar estas solu¢des na canalizacdo. A seguir estdo os Requisitos de
Seguranca e Risco.'®

R: 22 - Nocivo por ingestdo
S: 28 - Ap6s contato com a pele, lavar imediata e abundantemente com agua.

5 - Manipular e eliminar todas as amostras e materiais utilizados na execucédo do teste como se contives-

sem agentes infecciosos. A eliminagdo de todas as amostras e materiais deve ser feita em conformi-

dade com os procedimentos definidos pelas normas ou regulamentos nacionais de seguranca adequa-
das e relativas a agentes com risco bioldgico. 17-1¢

O écido sulfarico (H,SO,) 4N € um écido forte. Secar imediatamente pequenas quantidades derramadas.

Lavar a area com agua. Se o acido entrar em contato com a pele ou com os olhos, enxaguar abundan-

temente com agua e procurar assisténcia médica.

7 - Manipular os comprimidos de OPD somente com pincas revestidas por plastico ou Teflon®. As pincas
metélicas podem reagir com os comprimidos e interferir com os resultados do teste.

8 - Evitar o contato de OPD com os olhos, com a pele ou com vestuario, pois, pode causar irritagdo ou
reacOes alérgicas na pele. Se os comprimidos de OPD entrarem em contato com a pele, lavar abundan-
temente com agua corrente. OPD é toxico por inalacdo, ingestdo e contato com a pele. Em caso de
indisposicdo, consultar um médico. A seguir estdo os Requisitos de Seguranca e Risco.'®
T. N,R: 20/21-25-36-40-43-50/53-68 - Também nocivo por inalagdo e em contato com a pele. Téxico
por ingestdo. Irritante para os olhos. Possibilidade de efeitos cancerigenos. Pode causar sensibilizagdo
em contato com a pele. Muito toxico para os organismos aquaticos, podendo causar efeitos nefastos a
longo prazo no ambiente aquatico. Possibilidade de efeitos irreversiveis.
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S: 26-36/37-45-60-61 — No caso de contato com os olhos, enxaglie-os imediatamente com &gua abundante e
procure orientagdo médica. Usar vestuario de protecdo e luvas adequadas. Em caso de acidente ou de
indisposicdo, consultar imediatamente um médico (se possivel mostrar-lhe o rétulo). Este material e seu conteiido
devem ser descartados como lixo perigoso. Evite sua liberagdo no meio ambiente. Consultar as fichas de instrugdes
especiais/ dados de seguranga.

9 - Os comprimidos de OPD sé&o sensiveis a luz e a umidade. Manter o frasco hermeticamente fechado quando
nao estiver utilizando. Manter o frasco em temperatura ambiente (entre 15 a 30°C ) antes de abri-lo. A bolsa de
dessecante deve ficar sempre no interior do frasco. N&o utilizar comprimidos que estejam amarelos ou partidos.

10 - Para o preparo do Tampao de Lavagem a agua deve ser destilada ou deionizada. A agua para reagente
laboratorial clinico, do Tipo | € do Tipo Il é aceitavel.19 Conservar a 4gua em recipientes n&o metalicos.

11 - N&o misturar os nimeros de lote de placas de microcavidades revestidas, Diluente de Amostra, Reagente
Conjugado, Calibrador Negativo, ou Controle Positivo de kits com nimeros de lotes diferentes. Qualquer nimero de
lote do Tamp&o Substrato-G, comprimidos OPD, Acido Sulfdrico 4N, e Tampdo Concentrado de Lavagem 20X
podem ser usados desde que ndo sejam utilizados apds o prazo de validade marcado no rétulo.

12 - Todos os reagentes e componentes devem estar a temperatura ambiente antes de serem utilizados, e os
componentes do kit deveréo retornar a temperatura entre 2° e 8° C ap6s a utilizagédo.

13 - As tiras das microcavidades sdo seladas em sacos protetores com um dessecante, indicador do teor de
umidade. O dessecante, que é normalmente azul/roxo, ficara cor-de-rosa se a bolsa contiver umidade excessiva. Se
o dessecante se apresentar cor-de-rosa, as tiras da microcavidade ndo devem ser usadas.

14 - Todos os componentes fechados podem ser utilizados até o fim do prazo de validade indicado na embalagem.
As tiras de microcavidades devem ser utilizadas no prazo maximo de 42 dias apés a abertura da embalagem se
mantidas a uma temperatura entre 2° e 8°C dentro da mesma embalagem, com o dessecante. Todos os outros
componentes podem ser usados no prazo maximo de 84 dias apés a abertura quando armazenados a uma
temperatura entre 2° e 8°C.

15 - A contaminagdo cruzada entre reagentes ira invalidar os resultados do teste. Recomenda-se a utilizagédo de
reservatorios permanentemente rotulados e corretamente identificados para cada reagente.

16 - Assegurar-se de que a amostra foi adicionada a microcavidade. A ndo adigdo da amostra pode produzir um
resultado falso negativo. Deve confirmar a adigéo das amostras, controles e calibradores as microcavidades, quer
visualmente, quer mediante leitor fotométrico (consultar o Passo 5 do Procedimento de Teste para Incubagio
PADRAO e Incubagéo CURTA).

17 - As amostras que apresentam hemodlise macroscopica podem nZo apresentar uma alteragdo de cor visivel
quando s&o adicionadas as microcavidades contendo o Diluente de Amostras. Amostras hemolisadas poderao
necessitar de confirmagéo visual de que o dispositivo de pipetagem administrou a amostra.

18 - Quando utilizar uma micropipeta de canal Unico para a adigdo manual da amostra, utilizar uma ponteira nova
para cada amostra a analisar. Quando utilizar uma micropipeta multicanal, terd de utilizar ponteiras novas para cada
reagente a ser adicionado.

19 - O cumprimento estrito do procedimento de lavagem especificado é crucial para garantir o melhor desempenho
do ensaio. (consultar o Passo 7 de Teste para Incubagdo PADRAO e Incubagdo CURTA).

20 - N&o deixar que as microcavidades sequem uma vez comegado 0 ensaio.

21 - Né&o tocar no fundo da superficie exterior das microcavidades. Impressoes digitais ou arranhdes poderao
interferir com a leitura da microcavidade.

22 - Assegurar-se de que as tiras de microcavidades estejam bem posicionadas no suporte de tiras de
microcavidades durante o procedimento de teste. Se for necessario, antes de proceder a leitura, limpar o fundo da
microcavidade cuidadosamente com um pano macio, sem fibras e absorvente para remover qualquer umidade, p6
ou detritos.

23 - Valores de calibradores negativos ou controles positivos que ndo estao dentro do intervalo esperado (consultar
a segdo de Procedimentos de Controle de Qualidade), podem indicar um problema técnico ou deterioragédo do
produto.

24 - Nao permitir que os vapores do hipoclorito de sédio ou outras fontes entrem em contato com as tiras de
microcavidades durante a andlise, pois isso podera inibir a reagdo de colorag&o.

25 - Todos os equipamentos de pipetagem devem ser usados com cuidado e calibrados regularmente, de acordo
com as instrugdes do fabricante do equipamento.

26 - A leitora de microcavidade devera conter um filtro de referéncia com ajuste a 620 nm ou 630 nm. Se usar um
instrumento sem um filtro de referéncia, as areas no fundo das microcavidades que se encontram opacas, riscadas
ou irregulares, podem originar leituras elevadas.

27. ProClin 300 & incluido como um conservante no Conjugado. Seguindo os Requisitos de Seguranga e Risco."®

R: 43 - Pode causar sensibilizagdo em contato com a pele.

S: 24-37 - Evitar o contato com a pele. Usar luvas adequadas.

28. Cloroacetamida-2 é incluso como um conservante no Diluente de Amostra, Tampao Concentrado de
Lavagem 20X e Tamp3o substrato-G. Seguindo os Requisitos de Seguranca e Risco.'®

R:43- Pode causar sensibilizagdo em contato com a pele.

S: 24-37 - Evitar o contato com a pele. Usar luvas adequadas.

COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS

Nao é necessario qualquer preparo especial do paciente/doador antes da coleta da amostra. O sangue devera ser
coletado de acordo com as técnicas médicas aprovadas. O plasma coletado com uma porcentagem imprépria de
amostras e anticoagulante, ndo deve ser utilizado. Pode ser utilizado soro, incluindo soro coletado em tubos de
separagéo de soro, ou plasma coletado em anticoagulantes & base de EDTA, Heparina ou citrato, sendo que a
amostra deve ser testada o mais rapidamente possivel apos a coleta. Nao usar qualquer amostra que tenha sido
tratada através do calor. O soro ou plasma podem ser armazenados a uma temperatura entre 2° e 8°C durante um
periodo maximo de 7 dias. Se for necessario um armazenamento mais prolongado, as amostras devem ser
congeladas (a uma temperatura igual ou inferior a -200C), para evitar possiveis conta- minagdes. Nao é
recomendado o armazenamento de amostras em congeladores com descongelagdo automatica. Evitar repetidos
procedimentos de congelamento e descongelamento. Misturar bem a amostra apés ser descongelada e antes do
teste. N&o se observou nenhum efeito na reatividade de ORTHO HCV 3.0 ELISA TEST SYSTEM com Enhanced
SAVe, quando submeteram 15 amostras fracamente reagentes e 15 amostras

nao reagentes a 5 ciclos de congelamento e descongelamento. S&o preferidas as amostras transparentes e ndo
hemolisadas. Qualquer precipitado na amostra devera ser removido por centrifugagdo. Nao se verificou nenhum
efeito na reatividade quando se trataram 17 amostras fracamente reagentes e 17 amostras nao reagentes com
0,050 - 0,200 g/dL de hemoglobina. Também n&o se verificou nenhum efeito de lipemia visual (289 a 1035 mg/dL de
triglicérides) ao ensaiar 15 amostras fracamente reagentes e 15 amostras nao reagentes. Todas as amostras
devem ser manuseadas como capazes de transmitir agentes infecciosos. Se as amostras tiverem que ser
transportadas, deverdo ser embaladas de acordo com as normas e regulamentos da Associagdo Internacional de
Transportes Aéreos (International Air Transport Association - IATA) e com outras normas e regulamentos
aplicaveis.20 Os estudos demonstraram que as amostras podem ser enviadas a temperatura ambiente (até 37°C)
ou refrigeradas (entre 2° e 8°C) durante um periodo méximo de 7 dias, e apés a chegada devem ser armazenadas a
uma temperatura entre 2° e 8°C. Para os transportes que requerem tempos de transito mais prolongados (mais de 7
dias), as amostras deverao ser congeladas (-20°C ou inferior).

PREPARO DO REAGENTE

1. Preparo do Tampéao de Lavagem (1X): Misturar 50 mL do Tampé&o de Lavagem Concentrado a 20 x com 950
mL de agua destilada ou deionizada. O Tampao de Lavagem (1X) ¢ estavel durante 30 dias quando armazenado a
temperatura ambiente. Para armazenamento mais prolongados (até 60 dias), armazenar a uma temperatura entre
2° e 8°C. Registrar a data em que o Tampao de Lavagem (1X) foi preparado e o prazo de validade indicado no
recipiente. Desprezar o Tampé&o de Lavagem (1X) caso este se apresente visivelmente contaminado.

NOTA: Pode ser usado qualquer numero de lote de Tampao de Lavagem Concentrado 20X para preparar este
reagente sempre que o prazo de validade ndo tenha expirado no rétulo.

2. Preparo da Solugdo de Substrato: Devem ser utilizados recipientes limpos de vidro ou de plastico. Antes do
final da segunda incubagéo, transferir uma quantidade suficiente de Tamp&o de Substrato-G para um recipiente e
proteja o conteido da luz. Dissolver completamente o nimero apropriado de comprimidos de OPD no Tamp&o de
Substrato-G antes de utilizar.

Cada placa de microcavidade requer pelo menos 20 mL de Solugdo de Substrato. Podera ser necessario mais
Solugéo de Substrato, dependendo do dispensador utilizado. Consultar as instrugdes do fabricante do instrumento

ara requerimentos adicionais de reagente. A seguir est&o as instrucdes para uso geral.
Numero de Numero de Placas Numero de Tampao
Cavidades Comprimidos de Substrato-G (mL)
OPD
24 0.25 1 6
48 0.50 2 12
72 0.75 3 18
96 1 4 24
192 2 7 42
288 3 10 60

A Solugédo de Substrato permanece estavel por um periodo maximo de 60 minutos apés a adigdo dos comprimidos
de OPD, quando mantida a temperatura ambiente e no escuro. A Solugdo de Substrato devera estar incolor ou
amarelo palido quando se utilizar. Registrar a hora em que os comprimidos de OPD s&o adicionados ao Tampao
Substrato-G e o prazo de validade do mesmo recipiente. Se a Solugdo Substrato apresentar uma coloragao
amarela durante o seu preparo, descartar e preparar uma nova quantidade.

PROCEDIMENTO

Os procedimentos abaixo referidos aplicam-se & utilizagdo manual. Ao utilizar equipamentos automaticos, seguir as
instrugdes do manual do usuério do aparelho fornecido pelo fabricante. Os laboratérios devem seguir os seus
proprios procedimentos de validagdo aprovados para demonstrar a compatibilidade deste produto com os sistemas
automatizados.

Materiais Fornecidos

Kit com 192 testes.

Kit com 480 testes.

(Consultar a segdo REAGENTES para uma listagem completa)

Material Necessario Mas Nao Fornecido

1. Micropipeta multicanal ajustavel com capacidade para dispensar de 50 pL e 200 uL; com uma exatiddo minima
de + 5% ou um dispensador de reagente equivalente.

2. Micropipetas de canal Unico ajustaveis ou fixas com capacidade para dispensar de 20 uL a 30 pL com uma
exatiddo minima de + 5% de 200 pL ou 300 pL com uma exatiddo minima de + 5% ou um pipetador-diluidor
equivalente

3. Ponteiras descartaveis ou equivalentes, para 5 uL a 300 pL.

4. Pipeta sorologica de tamanho adequado ou proveta graduada.

5. Deposito para micropipeta multicanal ou recipiente para reagentes equivalente.

6. Aparelho de aspiragdo-lavagem multicanal, com capacidade de dispensar e aspirar pelo menos 300 uL por
cavidade (Consultar o manual do operador do equipamento para informagdes técnicas adicionais).

7. Leitora de microcavidades de comprimento de onda duplo com capacidade de leitura a 490 nm ou 492 nm com
um filtro de referéncia para um comprimento de onda de 620 nm ou 630 nm e 610 nm quando se realizar a leitura
SAVe. Se for utilizado um equipamento sem um filtro de referéncia, as areas no fundo das microcavidades que sao
opacas, riscadas ou irregulares podem causar leituras elevadas. O intervalo linear do leitor de microcavidades deve
ser de pelo menos 0 a 2,5 unidades de absorbancia. Consultar as especificagdes do fabricante do equipamento.

8. Incubadora (seca ou Umida) para uma temperatura de 37°C + 1°C.

9. E aceitavel agua destilada ou deionizada, agua para reagentes laboratoriais clinicos de Tipo | ou Tipo Il (consultar
a segdo de PRECAUGOES).

10. Solugéo de hipoclorito de sédio a 5,25% .

11. Acido sulfarico 4N(H2S04)- para determinar a adequabilidade do acido, preparar uma Solugdo conforme
descrito na segdo PREPARO DOS REAGENTES. Adicionar 200 pL da solugé@o de Substrato a trés microcavidades,
depois adicionar 50 pL de H2SO4 4N a ser testado a cada microcavidade. Ler as microcavidades a um
comprimento de onda de 490 nm ou 492 nm com um filtro de referéncia para um comprimento de onda de 620 nm
ou 630 nm no “momento 0” e “60 minutos”. Todos os valores de absorbancia em cada intervalo de tempo devem ser
iguais ou inferiores a 0,050.

12. Tiras de microcavidades n&o revestidas.

13. Tampéo Concentrado de Lavagem 20X (Cédigo do produto 933730, 6x150mL: Ortho-Clinical Diagnostics, Inc.)-
Tampéo fosfato com Cloreto de sédio e detergente. Conservante: 2-cloroacetamida 2%.

14. Agitador de microplacas de velocidade variavel, opcional.

Pr i do teste - Incubagdo PADRAO
1. Aproximadamente 30 minutos antes do inicio do procedimento, colocar todos os componentes do kit a
temperatura ambiente (entre 15° e 30°C). Inverter varias vezes os reagentes liquidos suavemente, mas evitar a
formagao de espuma. Verificar a temperatura da incubadora, mantendo em 37°C + 1°C .
2. Determinar o ntimero total de cavidades necessarias para o ensaio. Além da amostra, deve ser incluido em cada
placa ou placa parcial branco do reagente, 3 calibradores negativos e 2 controles positivos. As cavidades nao
utilizadas devem ser armazenadas a uma temperatura entre 2° e 8°C, no envelope de aluminio fornecido, com
dessecante, hermeticamente selado e utilizadas no prazo maximo de 42 dias apds a abertura do envelope de
aluminio. Registrar a data em que o envelope foi aberto e o prazo de validade das cavidades que n&o foram
utilizadas no espago reservado no envelope. E permitido realizar o teste numa placa que nao esteja completa,
desde que sejam mantidas as seguintes condigdes:
« Tiras de microcavidades de diferentes placas podem ser misturadas para juntar placas completas ou parciais,
desde que estas sejam do mesmo lote, que estejam dentro do prazo de validade do envelope aberto e que sejam
derivadas de placas que tenham demonstrado a resposta adequada aos controles/ calibradores do kit.
* Quando juntar uma placa que contenha tiras de uma placa recém aberta e ainda néo testada, as tiras devem
receber o complemento total dos controles/calibradores do kit.
PRECAUGAO: Manusear as tiras de microcavidades com cuidado. No tocar na superficie externa do fundo das
cavidades.
3. Montar as tiras de microcavidades no suporte para tiras de microcavidades, se for necessario. As tiras de
microcavidades devem estar niveladas no suporte para tiras de microcavidades. Para placas incompletas,
adicionar tiras de microcavidades no revestidas.
4. Preparar um registro (mapa das placas) identificando a localizagdo dos controles, calibradores e amostras nas
microcavidades. Dispor as cavidades de controle/calibrador do ensaio de forma que a cavidade 1A seja o branco do
reagente. A partir da cavidade 1A, dispor todos os controles e calibradores com uma configuragéo tipo fila
(horizontal) ou coluna (vertical), como se segue. A configuragdo depende do software.
Cavidade 1A Branco do Reagente

Calibrador Negativo

Calibrador Negativo

Calibrador Negativo

Controle Positivo

Controle Positivo

5. Verificar se todo o equipamento de dispensagdo manual é capaz de pipetar os volume especificados,
conforme descrito no procedimento, seguindo as instrugées do fabricante do equipamento. Verificar

visualmente as microcavidades apos a adigdo das amostras, calibradores e controles. Uma mudanga de cor, de
verde para azul indica que a amostra, calibrador ou controle foi adicionado a cavidade. Se nao ocorrer uma
mudanga de cor, o resultado do controle, calibrador ou amostra deve ser invalidado e deve ser efetuado um novo
teste. Adicionar os controles, calibradores ou amostras as cavidades, da seguinte forma:

A.Adigéo Direta da Amostra:

1) Adicionar 200 pL do Diluente de Amostras a todas as cavidades, incluindo 1A.

2) Adicionar 20 pL dos controles, calibradores ou amostras as cavidades apropriadas.

3) Se os controles, calibradores e amostras foram dispensados manualmente, assegurar-se que o
contetido das cavidades estd bem misturado. Utilizar um agitador de microplacas; a mistura manual com um
pipetador ou equivalente também é aceitavel. Se utilizar um agitador, deve utiliza-lo a uma velocidade reduzida ou
moderada para evitar espalhar o contetido das cavidades.

B.Para Adicao de Amostra Previamente Diluida:

1) Adicionar 300 pL de Diluente de Amostras a um tubo ou recipiente.

2) Adicionar 30 pL de controle, calibrador ou amostra ao tubo. Homogeneizar por completo.

3) Transferir 220 pL de cada controle, calibrador ou amostra previamente diluidos para a posigdo da

cavidade adequada.

4) Adicionar 200 pL de Diluente de Amostra a cavidade 1A.

C. A mudanga de cor SAVe também pode ser lida fotometricamente. Para documentar a adicdo da amostra, deve-
se realizar uma leitura do Diluente SAVe apos a adigao do Diluente de Amostras, controles, calibradores e amostras
as microcavidades, como a seguir:

1) Se for necessario, secar a umidade do fundo das microcavidades cuidadosamente com um pano

macio, sem fibras soltas e absorvente antes de ler. Se for necessario, nivelar as tiras no suporte de

microcavidades.

2) Ler a placa das tiras de microcavidades a um comprimento de onda de 610 nm. N&o é necessario

nenhum filtro de referéncia. Realizar a leitura do branco na cavidade 1A, de acordo com instrugdes

do fabricante do equipamento.

3) Todos os controles, calibradores ou amostras devem exibir um valor igual ou superior a 0,315. Se

uma cavidade apresentar um valor inferior a 0,315, o resultado do controle, calibrador ou amostra

deve ser invalidado e deve ser efetuado um novo teste. Refazer o teste para amostra em uma Unica
microcavidade e verificar visualmente e fotometricamente a adigdo da amostra. Nao sao
necessarios quaisquer testes adicionais se a leitura da absorbancia nas microcavidades do teste
refeito permanecer menor que 0,315 e se a adi¢do da amostra for visualmente verificada.
6. Para o processamento manual de placas de microcavidades, cobrir o suporte das tiras de microcavidades com
um selo adesivo para placas. Quando se utilizar um processador de microplacas automatico para incubag&o, seguir
as recomendagdes do fabricante do equipamento em relagdo a selagem da placa da microcavidade. Incubar a uma
temperatura de 37°C + 1°C durante 60 minutos * 5 minutos.
7. Se necessario, nivelar as tiras no suporte para tiras de microcavidades. Com um dispositivo de aspiragdo-
lavagem, aspirar e lavar todas as cavidades cinco vezes, utilizando Tampao de Lavagem (1X).
Precaugdo: O cumprimento estrito do procedimento de lavagem especificado € crucial para assegurar o melhor
desempenho do ensaio. Seguir os passos especificados para garantir uma lavagem completa.
a) Aspirar as solugbes de amostras das microcavidades e depois preencher completamente com TampZo de
Lavagem. Na&o permitir que as cavidades transbordem. Esperar aproximadamente 20 segundos entre a adigéo do
Tamp&o de Lavagem e a subsequente aspiragao.
b) Efetuar a sequéncia aspiragao- preenchimento mais quatro vezes.
c) Aspirar completamente as cavidades. Se necessario, inverter a placa e bater firmemente em um papel limpo,
para remover o excesso do Tampé&o de Lavagem.
8. Adicionar 200 pL do Conjugado a todas as cavidades, incluindo 1A. Se for necessario documentar a adigdo do
Conjugado, realizar uma leitura fotométrica apés a adigao do Conjugado as microcavidades, da seguinte forma:
a) Se for necessario, antes de ler, secar a umidade do fundo das microcavidades cuidadosamente com um pano
macio, sem fibras soltas e absorvente. Se for necessario, nivelar as tiras no suporte de microcavidades.
b) Ler a placa das tiras de microcavidades a um comprimento de onda de 490 nm ou 492 nm. Para leitores de duplo
comprimento de onda, estabelecer o comprimento de onda de referéncia a 620 nm ou 630 nm. Nao ler o branco na
cavidade 1A.
c) Cada controle, calibrador ou amostra deve apresentar um valor superior ou igual a 0,700. Se uma cavidade tiver
um valor inferior a 0,700, o resultado do controle, calibrador ou amostra deve ser invalidado e deve realizar-se de
novo o teste.
9. Para o processamento manual de placas de microcavidades, cobrir o suporte para tiras de microcavidade com
um selo adesivo para placas. Quando utilizar um processador de microplacas automatico para incubagéo, seguir as
recomendagdes do fabricante do equipamento em relagdo a selagem da placa da microcavidade. Incubar a uma
temperatura de 37°C + 1°C durante 60 minutos * 5 minutos.
10. Antes de usar, preparar uma quantidade suficiente de Solugédo de Substrato para ser usado no passo 12, de
modo a permitir que os comprimidos de OPD se dissolvam completamente. Consultar PREPARO DOS
REAGENTES. Nao utilizar mais do que um unico preparo de Solugédo de Substrato numa placa.
11. Apos a segunda incubagao, lavar as cavidades conforme descrito no Passo 7.
12. Adicionar 200 pL de Solugéo de Substrato em todas as cavidades, incluindo 1A.
13. Incubar a temperatura ambiente no escuro durante 30 minutos * 1 minuto.
14. Adicionar 50 pL de &cido sulfurico (H2SO4) 4N a todas as cavidades, incluindo 1A. Para assegurar uma
homogeneizagao adequada, o acido deve ser adicionado de uma maneira constante. Se for necessario, agitar
suavemente a placa ou utilizar um agitador de placas de microcavidades para misturar o conteido. Deve-se ter
atengdo especial para nao espalhar o contetido das cavidades. Quando utilizar um processador de microplacas
automatico, seguir as instrugdes do fabricante do equipamento no que diz respeito @ homogeneizagéo.



15. Se for necessério, antes de ler, eliminar a umidade do fundo das microcavidades cuidadosamente com
um pano macio, sem fibras e absorvente. Se for necessario, nivelar as tiras no suporte para tiras de
microcavidades. Ler a placa das tiras de microcavidades a um comprimento de onda de 490 nm ou 492
nm. Para leitores de duplo comprimento de onda, estabelecer o comprimento de onda de referéncia a 620
nm ou 630 nm. Ler o branco da cavidade 1A de acordo com as instru¢des do fabricante do equipamento.
O usuério deve assegurar-se que o valor do branco (cavidade 1A) foi subtraido de todos os valores das
cavidades de controle, calibrador e amostras antes da aplicacado dos critérios de Controle de Qualidade.
NOTA: As placas das tiras de microcavidades devem ser lidas no periodo de 60 minutos apds a adicao
do acido sulfarico 4N. As placas devem ser armazenadas no escuro até serem lidas.

Procedimento de Controle de Qualidade - Incubacio PADRAO®2122)

1. Critérios de Aceitacao do Branco do Reagente
Uma placa é considerada valida em relagdo ao branco do reagente se o valor da absorbancia da cavidade
do branco do reagente(cavidade 1A) for igual ou superior a - 0,020 e igual ou inferior a 0,050.
2. Critérios de Aceitacao do Calibrador Negativo
a) Os valores individuais do calibrador negativo devem ser iguais ou inferiores a 0,120 e iguais ou
superiores - 0,005. Se um dos trés valores do calibrador estiver fora destes limites, recalcular o valor
meédio do calibrador negativo (Ncalx), baseando-se nos dois valores do calibrador aceitaveis. Se dois
ou mais dos trés valores do calibrador estiverem fora de qualquer destes limites, a placa é invélida e
o teste devera ser repetido.
b) Determinar a média dos valores do calibrador negativo (NCalx).

Exemplo:

Calibrador negativo Absorbancia
1 0

2 0,030

3 0,020

Absorbancia Total = 0,060

NCalX = Absorbancia Total = 0,020
3

3. Critérios de Aceitacao de Controle Positivo

O controle positivo é utilizado para verificar se os componentes do kit de teste sdo capazes de detectar uma
amostra reagente, desde que o procedimento do teste tenha sido seguido.

Uma placa é considerada valida no que diz respeito ao controle positivo, se ambos os valores do controle
positivo forem superiores ou iguais a 0,800, dentro do intervalo linear do leitor e nao diferirem mais de 0,600.

NOTA: Resultados acima do limite superior do intervalo linear do leitor de microcavidades podem aparecer
como “OVER” ou “**” ou “>”,

4. Calculo do Valor do Cut off

Valor do Cut off = NCalx + 0,600

Exemplo:
Calibrador negativo Absorbancia
1 0,010
2 0,030
3 0,020
Total de absorbancia 0,060
NCalx = Absorbancia Total = 0,020
3

Valor de Cut off = 0,020 + 0,600 = 0,620

INTERPRETAQAO DOS RESULTADOS
Amostras com valores de absorbancia inferiores a -0,025 devem ser testadas novamente em uma
cavidade individual. A amostra deve ser considerada nao reagente se o valor de absorbancia do novo teste
for inferior ao Valor de Cut off, mesmo que o valor de absorbancia do novo teste permaneca inferior a -0,025.

2. Amostras com valores de absorbancia inferiores ao Valor do Cut off e iguais ou superiores a -0,025 sédo
consideradas como néo reagentes. N&o sdo necesséarios testes complementares.

3. Amostras com valores de absorbancia iguais ou superiores ao Valor de Cut off sdo consideradas inicial-
mente como reagentes e devem ser testadas novamente em duplicata antes da interpretacéo final.

4. Ap6s fazer um novo teste com uma amostra inicialmente reagente, a amostra é considerada repetida-
mente reagente para anticorpos contra HCV, se uma ou ambas das determina¢des duplicadas for (em)
reagente (s) isto &, iguais ou superiores ao Valor do Cut off.

5. Apods novo teste de uma amostra inicialmente reagente, a amostra é considerada ndo reagente para
anticorpos contra o HCV se ambas as determinac¢des duplicadas forem nédo reagentes, isto é, inferiores
ao Valor do Cut off.

P dii do Teste - Incubacao CURTA

1. Aproximadamente 30 minutos antes do inicio do procedimento, colocar os componentes do kit & tempe-
ratura ambiente (entre 15 e 30°C). Inverter os reagentes liquidos suavemente varias vezes, mas evitar a
formagédo de espuma. Verificar a temperatura da incubadora; mantendo a uma temperatura de 37°C +1°C.

2. Determinar o nimero total de cavidades necessarias para o teste. Além das amostras, devem ser
incluidos em cada placa ou placa parcial um branco do reagente, 3 calibradores negativos e 2 controles
positivos. As cavidades ndo utilizadas devem ser armazenadas a uma temperatura entre 2° e 8°C, no
envelope de aluminio fornecido, com dessecante, hermeticamente selado e utilizadas no prazo maximo
de 42 dias ap6s aberto o envelope de aluminio. Registrar a data em que a abertura do envelope e o prazo
de validade das cavidades que ndo foram utilizadas no espago reservado no envelope.

E permitido realizar o teste numa placa que néo esteja completa, desde que sejam mantidas as seguintes
condicdes:

-Tiras de microcavidades de diferentes placas podem ser misturadas para completar placas totais ou
parciais, desde que estas sejam do mesmo lote, estejam dentro do prazo de validade do envelope aberto
e que sejam provenientes de placas que tenham demonstrado a resposta adequada aos controles/
calibradores do kit.

Quando montar uma placa que contenha tiras de uma placa recentemente aberta e ainda ndo testada, as
tiras devem receber o complemento total dos controles/calibradores do kit.

PRECAUCAO: Manusear as tiras de microcavidades com cuidado. N&o tocar na superficie externa do fundo

das cavidades.

Se necessario, reunir as tiras de microcavidades no suporte para tiras de microcavidades. As tiras de
microcavidades devem estar niveladas no suporte para tiras de microcavidades. Para placas incomple-
tas, adicionar placas de microcavidades ndo revestidas .

4. Preparar um registro (mapa das placas) identificando a localizagdo dos controles, calibradores e amos-
tras nas microcavidades. Colocar as cavidades de teste do controle de teste de forma que a cavi-
dade 1A seja o branco do reagente. A partir da cavidade 1A, dispor todos os controles com uma
configuragéo tipo linha (horizontal) ou coluna (vertical), como se segue. A configuracdo depende do
software utilizado.

Cavidade 1A- Branco do Reagente
Calibrador Negativo
Calibrador Negativo
Calibrador Negatlvo
Controle Positivo
Controle Positivo

5. Verificar se todo dispensador manual é capaz de pipetar os volumes especificados como descrito no
procedimento, seguindo as instrucées do fabricante do equipamento. Verificar visualmente as
microcavidades apés a adi¢do das amostras, calibradores e controles. Uma mudanca de cor, de verde
para azul é indicativo de que a amostra, calibrador ou controle foi adicionado a cavidade. Se ndo ocorrer
uma mudanca de cor, o resultado da amostra, calibrador ou controle deve ser invalidado e deve ser
realizado um novo teste. Adicionar amostras, controles ou calibradores as microcavidades, da seguin-
te forma:

A. Adicao Direta da Amostra:

1) Adicionar 200 pL de Diluente de Amostras a todas as cavidades, Incluindo 1A.

2) Adicionar 20 pL dos controles, calibradores ou amostras as cavidades apropriadas.

3) Se os controles, calibradores e amostras foram dispensados manualmente, assegurar-se de que o
contetdo das cavidades estd bem homogeneizado. Usar um agitador de microplacas; a mistura ma-
nual com um pipetador ou equivalente também é aceitavel. Se utilizar um agitador, deve ser utilizado
a uma velocidade reduzida ou moderada para evitar espalhar o contetido das cavidades.

B. Para Adicdo de Amostras Previamente Diluidas
1) Adicionar 300 pL de Diluente de Amostras a um tubo ou recipiente.

2) Adicionar 30 pL de controle, calibrador ou amostra ao tubo. Homogeneizar completamente.

3) Transferir 220 pL de cada controle, calibrador ou amostra previamente diluidos para a posicao apro-
priada da cavidade.

4) Adicionar 200 pL de Diluente de Amostra a cavidade 1A.

C. A mudanca de cor SAVe também pode ser lida fotometricamente. Para documentar a adicdo da amos-
tra, deve-se realizar uma leitura do Diluente SAVe ap6s a adicdo do Diluente da Amostras, controles,
calibradores e amostras as microcavidades, como a seguir:

1) Se for necessario, secar a umidade do fundo das microcavidades cuidadosamente com um pano
macio, sem fibras e absorvente antes de ler. Se for necesséario, nivelar as tiras no suporte de
microcavidades.

2) Ler a placa das tiras de microcavidades a um comprimento de onda de 610 nm. N&o é necessario
nenhum filtro de referéncia. Realizar a leitura do branco na cavidade 1A, de acordo com instru¢des do
fabricante do equipamento.

3) Todos os controles, calibradores ou amostras devem exibir um valor igual ou superior a 0,315. Se uma
cavidade apresentar um valor inferior a 0,315, o resultado do controle, calibrador ou amostra deve ser
invalidado e deve ser efetuado um novo teste. Refazer o teste para amostra em uma tnica microcavidade
e verificar visualmente e fotometricamente a adi¢cdo da amostra. Ndo sdo necessarios quaisquer testes

adicionais se a leitura da absorbancia nas microcavidades do teste refeito permanecer menor que
0,315 e se a adicdo da amostra for visualmente verificada.

6. Para o processamento manual de placas de microcavidades, cobrir o suporte das tiras de microcavidades
com um selo adesivo para placas. Quando se utilizar um processador de microplacas automatico para
incubacédo, seguir as recomendacdes do fabricante do equipamento em relacdo a selagem da placa da
microcavidade. Incubar a 37°C + 1°C durante 30 minutos = 1 minutos.

7. Se necessario, nivelar as tiras no suporte para tiras de microcavidades. Com um dispositivo de aspira-

cdo-lavagem, aspirar e lavar todas as cavidades cinco vezes, utilizando Tampéao de Lavagem (1X).

Precaucdo: O cumprimento estrito do procedimento de lavagem especificado é crucial para asse-

gurar o melhor desempenho do ensaio. Seguir os passos especificados para garantir uma lavagem

completa.

Aspirar as solucdes de amostra das microcavidades e depois preencher completamente com Tampéao

de Lavagem. N&o permitir que as cavidades transbordem. Esperar aproximadamente 20 segundos entre

a adicdo do Tampdao de Lavagem e a subsequente aspiragao.

b) Completar a sequéncia aspiracdo - preenchimento mais quatro vezes.

c) Aspirar completamente as cavidades. Se for necessario, inverter a placa e bater firmemente em um
papel limpo, para remover o excesso do Tampao de Lavagem.

8. Adicionar 200 pL do Conjugado a todas as cavidades, incluindo 1A. Se for necessario documentar a adicdo
do Conjugado, realizar uma leitura fotométrica ap6s a adi¢do do Conjugado as microcavidades, da seguin-
te forma:

a) Se for necessario, antes de ler, secar a umidade do fundo das microcavidades cuidadosamente com
um pano macio, sem fibras soltas e absorvente. Se for necessério, nivelar as tiras no suporte de
microcavidades.

b) Ler a placa das tiras de microcavidades a um comprimento de onda de 490 nm ou 492 nm. Para leitores
de duplo comprimento de onda, estabelecer o comprimento de onda de referéncia a 620 nm ou 630 nm.
Nao ler o branco na cavidade 1A.

c) Cada controle, calibrador ou amostra deve apresentar um valor superior ou igual a 0,700. Se uma
cavidade tiver um valor inferior a 0,700, o resultado do controle, calibrador ou amostra deve ser
invalidado e deve realizar-se de novo o teste.

9. Para o processamento manual de placas de microcavidades, cobrir o suporte para tiras de microcavidade
com um novo selo adesivo para placas. Quando utilizar um processador de microplacas automatico para
incubacédo, seguir as recomendacdes do fabricante do equipamento em relacdo a selagem da placa da
microcavidade. Incubar a 37°C + 1°C durante 30 minutos = 1 minuto.

10. Antes de usar, preparar uma quantidade suficiente de Solucdo de Substrato para ser usado no Passo 12,
de modo a permitir que os comprimidos de OPD se dissolvam completamente. Consultar PREPARO DOS
REAGENTES. N&o utilizar mais do que um unico preparo de Solugdo de Substrato numa placa.

11. Ap6s a segunda incubacéo, lavar as cavidades conforme foi descrito no Passo 7.

12. Adicionar 200 pL de Solugdo de Substrato a todas as cavidades, incluindo 1A.

13. Incubar a temperatura ambiente no escuro durante 30 minutos = 1 minuto.

14. Adicionar 50 pL de &cido sulfurico (H,SO,) 4N a todas as cavidades, incluindo 1A. Para assegurar uma
homogeneizacdo adequada, o &acido deve ser adicionado de uma maneira constante. Se for necessario,
agitar suavemente a placa ou utilizar um agitador de placas de microcavidades para misturar o conteu-
do. Deve-se ter atencdo especial para ndo espalhar o conteido das cavidades. Quando utilizar um
processador de microplacas automatico, seguir as instrucdes do fabricante do equipamento no que diz
respeito a homogeneizagéo.

15. Se for necessario, antes de ler, eliminar a umidade do fundo das tiras de microcavidades cuidadosamente
com um pano macio, sem fibras e absorvente. Se for necessario, nivelar as tiras no suporte para tiras
de microcavidades. Ler a placa das tiras de microcavidades a um comprimento de onda de 490 nm
ou 492 nm. Para leitores de duplo comprimento de onda, estabelecer o comprimento de onda de
referéncia a 620 nm ou 630 nm. Ler o branco da cavidade 1A de acordo com as instru¢des do
fabricante do equipamento.

O usuério deve assegurar-se que o valor do branco (cavidade 1A) foi subtraido de todos os valores

das cavidades de controle, calibrador e amostras antes da aplicagdo dos critérios de Controle de

Qualidade.

NOTA: As placas das tiras de microcavidades devem ser lidas no periodo de 60 minutos apds a adicao

do acido sulfarico 4N. As placas devem ser armazenadas no escuro até serem lidas.

a

P dii de Controle de Qualidade - Incubagdo CURTA @22

Critério de Aceitacao do Branco do Reagente

Uma placa é considerada valida em relagdo ao branco do reagente se o valor da absorbancia da cavidade
do branco do reagente (cavidade 1A) for igual ou superior a - 0,020 e igual ou inferior a 0,050.

2. Critério de Aceitacdo do Calibrador Negativo:

a) Os valores individuais do calibrador negativo devem ser iguais ou inferiores a 0,120 e iguais ou
superiores a - 0,005. Se um dos trés valores do calibrador estiver fora destes limites, recalcular o valor
médio do calibrador negativo (NCalx), baseando-se nos dois valores do calibrador aceitaveis. Se dois
ou mais dos trés valores do calibrador estiverem fora de qualquer destes limites, a placa é invalida e
o teste devera ser repetido.

b) Determinar a média dos valores do calibrador negativo (NCalXx .).

Exemplo:
Calibrador negativo Absorbancia
1 ,005
2 0,015
3 0,010
Absorbancia Total = 0,030
NCalx = Absorbancia Total = 0,010
3

3. Critérios de Aceitacao de Controle Positivo
O controle positivo é utilizado para verificar se os componentes do kit teste sdo capazes de detectar
uma amostra reagente admitindo que o procedimento do teste tenha sido estritamente seguido.
Uma placa é considerada valida no que diz respeito ao controle positivo, se ambos os valores do
controle positivo forem superiores ou iguais ao valor de Cut off, dentro do intervalo linear do leitor
de microcavidades.
NOTA: Resultados acima do limite superior do intervalo linear do leitor de microcavidades podem apa-
recer como “OVER” ou “***” ou “>”

4. Calculo do Valor de Cut off

Valor do Cut off = NCalx + 0,330

Exemplo:
Calibrador negativo Absorbancia
1 0,005
2 0,015
3 0,010
Absorbancia Total = 0,030
NCak = Absorbancia Total = 0,010

3

Valor de Cut off = 0,010 + 0,330 = 0,340

INTERPRETAQAO DOS RESULTADOS
Amostras com valores de absorbancia inferiores a - 0,025 devem ser testadas novamente em uma
microcavidade individual. A amostra deve ser considerada néo reagente se o valor de absorbancia do novo teste
for inferior ao Valor de Cut off, mesmo que o valor de absorbancia do novo teste permanecer inferior que - 0,025.

2. Amostras com valores de absorbancia inferiores ao Valor de Cut off e iguais ou superiores - 0,025 sdo
consideradas como n&o reagentes. Ndo sdo necessarios testes complementares.

3. Amostras com valores de absorbancia iguais ou superiores ao Valor de Cut off sdo consideradas inicial-
mente reagentes e devem ser testadas novamente em duplicata antes da interpretacédo final.

4. Apos fazer um novo teste com uma amostra inicialmente reagente, a amostra é considerada repetida-
mente reagente para anticorpos contra HCV, se uma ou ambas das determinacées duplicadas for (em)
reagente (s) isto é, iguais ou superiores ao Valor do Cut off.

5. ApoOs novo teste de uma amostra inicialmente reagente, a amostra é considerada ndo reagente para
anticorpos contra o HCV se ambas as determinacdes duplicadas forem nédo reagentes, isto &, inferiores
ao Valor do Cut off.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

O Procedimento e Interpretacdo de Resultados deve ser seguidos rigorosamente para garantir a exatidao
dos resultados obtidos. Um laboratério que utilize o ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com Enhanced
SAVe deve ter um programa de treinamento ao profissional sobre a utilizagdo e manuseamento adequa-
dos do produto.

O ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com Enhanced SAVe é limitado a detec¢do de Anti-HCV em soro
ou plasma humano. A presenca de anti-HCV nao constitui um diagnéstico da Hepatite C, mas pode ser
indicativo de uma infeccdo recente e/ou passada pelo virus da Hepatite C. Um resultado de teste nédo
reagente nédo exclui a possibilidade de exposicdo ao virus da hepatite C. Niveis de anti-HCV podem ser
indetectaveis em uma infeccédo recente.

Dados obtidos a partir do teste em individuos de risco elevado ou baixo para infec¢do por HCV sugerem
que amostras repetidamente reagentes com altos niveis de absorbancia demonstram maior probabili-
dade para demonstrar a presenga de anti-HCV nos testes suplementares. Reatividade ao nivel ou um
pouco acima do Valor do Cut off é mais frequentemente ndo especificas, especialmente em amostras
obtidas de individuos com baixo risco de infec¢do. No entanto, a presenga de anti-HCV em algumas destas
amostras pode ser demonstrada por testes suplementares.

O controle positivo presente no kit de teste ndo deve ser usado para quantificar a sensibilidade do ensaio.
O controle positivo é usado para verificar se os componentes do kit de teste sdo capazes de detectar uma
amostra reagente, desde que se tenha cumprido estritamente o procedimento de teste.

Quando os valores do controle positivo estdo acima do intervalo linear do leitor de microplacas, o controle
positivo ndo pode ser utilizado para calcular a precisado do teste.



RESULTADOS ESPERADOS
SENSIBILIDADE

Sensibilidade de Soroconversao

A sensibilidade do ORTHO HCV 3.0 ELISA com Enhanced SAVe foi determinada testando muiltiplos lotes com
20 painéis disponiveis comerciais de soroconversdo em anti-HCV. O ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com
Enhanced SAVe detectou em 17 de 20 casos, anticorpos contra o HCV na mesma data de coleta que o ORTHO
HCV 3.0 ELISA Test System com SAVe. O ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com Enhanced SAVe detectou
em 3 de 20 casos, anticorpos contra HCV antes do ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com SAVe. Nao se
verificaram diferencas significativas entre as coletas detectadas pelos procedimentos Padrédo e Curto do
ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com Enhanced SAVe. Os resultados estdo resumidos no Quadro 1.

Quadro 1. Sensibilidade em Soroconversao por Data de Coleta

ORTHO HCV 3.0 ELISA Test ORTHO HCV 3.0 ELISA
System com Enhanced SAVe Test System com SAVe
Padrao do CHIRON
Painel ALT | PR Curto Padréo Curto Padréio e::';::ﬁz:ﬁi:o
sC0os0 | 1567+ 1 1 1 1 c33c
sg‘-ﬁ%o 301 |+ 1 1 1 1 c33c
sg‘-ﬁglio 162 | + 3* 3 2 3 c22p
SsaBl, 309 | + 2 3 3 3 ¢100p
piaBs > 450+ 4 4 5 5 c33c
BBI
pHv 901 | 158 |+ 3 3 3 3 ¢33c/c100p
BBI R R
PHVo05 | 144 |+ 6 6 6 7 c33c/c22p
PV 06 | 11 + 1 1 1 1 c33c
“p» 804 | + 7 7 7 7 c33c
BCP 61067 | 244 | NT 1 11 11 11 c33c/c22p
BCP 61083 | 44 | NT 10* 10* 10 10 c33c
BCP 790989 | 132 | + 39% 39* 39 39 c33c
sCooe0 | 582 | + 6 6 6 6 c33c
NABI c33c/c22p
sc-0070 | 561 | NT 7 7 7 7 /6100p/NS5
4814 391 | 5 5 5 5 c33c
sCooso | 70| 2 4 s ¢ cs3e
552-358002 | 20 | NT 1 1 1 1 ¢33¢/c100p
sc’:\‘ﬁg:ﬁo a7 * 3 3 3 3 c22p
sCoos0 | 40 + 4 4 4 4 ¢33c/c100p
STD976 | 141 | NT 15 16% 17 17 c22p

NT = néo testado
*= A primeira coleta que foi reagente em 3 lotes, esta amostra foi boderline em coletas anteriores.

Para além dos painéis de soroconversao disponiveis no mercado, foram testados 61 painéis europeus locais
com os procedimentos de incubagdo padrédo (60, 60, 30) e curto (30, 30, 30) do ORTHO HCV 3.0 ELISA Test
System com SAVe em trés locais de teste independentes. O ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com SAVe
consistiu no ensaio de referéncia.

Nao se mostraram aceitaveis para analise seis painéis para o local 1, trés painéis para o local 2 e dois painéis
para o local 3. As razdes para a exclusdo foram: 1) a coleta antes da transfusao foi positiva, 2) o painel produziu
historicamente resultados inconsistente ou 3) a primeira amostra ndo se encontrava disponivel. Os resulta-
dos estdo resumidos no Quadro 2.

Quadro 2: Painéis de Soroconversao em Locais Europeus

. ) » ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System
Local Num_erf de Numero_ dg P_amels Situagdo com SAVe Procedimentos de
Painéis Aceitaveis Incubagdo Padréo e Curto
Mesma coleta que o da 14
1 22 16 Referéncia
Anterior a Referéncia 2
Mesma coleta que o da 20
2 25 22 Referéncia
Anterior a Referéncia 2
Mesma coleta que o da 8
Referéncia
8 14 12 Anterior a Referéncia 3
Posterior & Referéncia 1
Mesma coleta que o da 42
Referéncia
Total 61 50 Anterior a Referéncia 7
Posterior & Referéncia 1

O ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com SAVe detectou soroconversdo em uma coleta antes do método de
referéncia (ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com SAVe) para 7 painéis. O ORTHO HCV 3.0 ELISA Test
System com SAVe detectou soroconversdo em uma coleta depois do método de referéncia para um painel.
Os pormenores para 0s painéis de soroconversdo em que se observaram diferencas constam do Quadro 3.

Quadro 3: Pormenores para os Resultados de Soroconversao Discordantes

Membrodo AT - HCV 3.0 ELISA com SAVe "C‘;i-“; :0"‘ CH:II::'?ITORSIIBAAM
Painel Curto Padrao Razio S/C Padrio
POUL NT* NT 1,44 1,03 0,94, 0,75 NS3, Nucleo
SER 291 NT 3,26 2,45 0,42, 0,74, 1,12 Nucleo
BOU J 84 NT 1,00 2,02 0,67 NS3
DEZ 160 NT 1,43 1,02 0,42 NS3, Ndcleo, NS5
COE > 2N + 7,41 > 4,9 0,84 Ndcleo
BEL N + 2,55 2,00 0,78 NS3
JUG NT + 6,79 > 49 0,87 NT
COR 3N + 0,65 0,76 1,20 Negativo

*NT = n&o testado
**N = normal

Sensibilidade de Diluicao

Vinte amostras positivas pelo CHIRON® RIBA™ HCV 3.0 SIA foram diluidas a niveis de anti-HCV considerados
negativos pelo ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com SAVe. Uma comparagdo entre os procedimentos de
incubacg&o curta e padréo entre lotes multiplos do ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com Enhanced SAVe
demonstrou sensibilidade equivalente. O ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com Enhanced SAVe apresentou
uma sensibilidade equivalente comparativamente com o ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com SAVe.

Sensibilidade Clinica
Um total de 438 amostras presumivelmente positivas para anti-HCV foi testado com os procedimentos de
incubacéo padréo e curto do ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com Enhanced SAVe.

As 18 amostras de pacientes com infeccdo aguda (N=1) ou crénica (N=17) por HCV foram repetidamente
reagentes com os dois procedimentos de incubag&o, padréo e curto.

As 223 amostras de genoétipo 1, 2, 3 e 4 do HCV e as 29 amostras n&o tipadas mas bem documentadas e positivas
para HCV foram todas repetidamente reagentes com os dois procedimentos de incubagédo, padréo e curto.

Foram testadas 168 amostras de 152 portadores cronicos de HCV em quatro locais de teste independentes na
Europa. Destas, 168 das 168 amostras mostraram-se repetidamente reagentes com os dois procedimentos de
incubagédo, padréo e curto. Cento e vinte destas amostras foram testadas com o ORTHO HCV 3.0 ELISA Test
System com SAVe e 120 das 120 mostraram-se reagentes. Os resultados estdo resumidos no Quadro 4.

Quadro 4: Reatividade do ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com Enhanced SAVe
Resultados com Amostras Positivas para HCV

Grupo d a i (%)
Amostras Reagente
Aguda (N=1) e cronica (N=17) para HCV 18 18 100
Genétipo 1 do HCV 106 106 100
Genétipo 2 do HCV 45 45 100
Genotipo 3 do HCV 70 70 100
Genotipo 4 do HCV 2 2 100
Néo tipado 29 29 100
Portadores Cronicos de HCV 168 168 100
Total 438 438 100

Para além das 438 amostras descritas no Quadro 4, o painel 1993 do SFTS foi testado em trés locais indepen-
dentes na Europa.

O painel é constituido por vinte e trés amostras positivas por PCR (Categoria 1) e vinte e trés amostras
negativas por PCR (Categoria 2 [N=14]). Os resultados estdo resumidos no Quadro 5.

Quadro 5: Reatividade com o Painel de 1993 do SFTS

Categoria Niimero de Reatividade ORTHOHCV3.0com | _ORTHOHCY ’31:’ com | hevzosave
1 23 Reagente 23 (100%) 23 (100%) 23 (100%)
Reagente 6 (66,7%) 6 (66,7%) 6 (66,7%)

2 9 N&o Reagente 2 (22,2%) 2 (22,2%) 2 (22,2%)
Inconsistente 1(11,1%) 1(11,1%) 1(11,1%)

Reagente 2 (14,3%) 2 (14,3%) 2 (14,3%

3 14 N&o Reagente 8 (57,1%) 9 (64,3%) 12 (85,7%)

Inconsistente 4 (28,6%) 3 (21,4%) 0 (0%)

Todas as 23 amostras positivas por PCR foram reagentes com o ensaio HCV 3.0 com Enhanced SAVe e com
os procedimentos de incubagdo padréo e curto HCV 3.0 com Enhanced SAVe, bem como com o ORTHO HCV
3.0 ELISA Test System com SAVe.

Seis das nove amostras negativas por PCR da Categoria 2 foram reagentes com o ensaio HCV 3.0 SAVe e com
os procedimentos de incubagdo padrdo e curto HCV 3.0 com Enhanced SAVe. Pelo menos uma faixa foi
positiva com todas as seis amostras, e o Nucleo foi detectado 83% das vezes. Duas das nove amostras
negativas por PCR da Categoria 2 foram n&do reagentes com o ensaio HCV 3.0 SAVe e com os procedimentos
de incubacao padréo e curto HCV 3.0 com Enhanced SAVe. O NS3 foi o Gnico detectado com o CHIRON® RIBA™
HCV 3.0 SIA para estas duas amostras.

Duas das catorze amostras negativas por PCR da Categoria 3 foram reagentes com o ensaio HCV 3.0 SAVe
e com os procedimentos de incubacdo padrdo e curto HCV 3.0 Com Enhanced SAVe. CHIRON® RIBA™ HCV
3.0 SIA foi negativo para estas duas amostras. Oito amostras foram néo reagentes com cada um dos ensaios
da ORTHO. Sete de oito amostras (87,5%) foram negativas com o CHIRON® RIBA™ HCV 3.0 SIA. NS3 e NS5
foram detectados para a outra amostra.

Uma das amostras da Categoria 2 e quatro das amostras da Categoria 3 produziram resultados inconsistentes
com o ensaio HCV 3.0 com Enhanced SAVe (consultar o Quadro 6 para pormenores).

Quadro 6: Resultados para os Membros do Painel com Resultad i da Categoria 2 e 3 do
SFTS
HCV 3.0 com Enhanced SAVe
painelDI Local HCV 3.0 SAVe CHIRONRIBA™
Curto Padrao Razao S/C HCV3.0SIA
Razo S/C RazioS/C
1 0,70 1,52
18 2 2,68, 3,13 3,81, 4,20 0,79 Sem Faixas
3 1,13, 1,10 0,94, 0,95
1 0,71 0,49
13 2 1,28, 1,49 1,22, 1,21 0,54 Sem Faixas
3 1,24, 1,05 0,78, 0,83
1 0,27 0,51
14 2 0,68, 1,04 0,51, 0,67 0,34 Sem Faixas
3 0,81, 0,95 0,39, 0,36
1 0,52 0,31
17 2 0,30, 0,29 0,37, 0,39 0,26 Sem Faixas
3 2,08, 2,07 1,93, 1,95
1 1,12, 1,01 0,86, 0,84
44 2 1,08, 1,26 1,26, 1,28 0,62 NS5
3 0,89, 0,89 0,72, 0,78

Todas as amostras foram nédo reagentes com o ensaio de referéncia (HCV 3.0 com SAVe) e todas, exceto a
amostra 44, foram negativas com o CHIRON® RIBA™ HCV 3.0 SIA.

ESPECIFICIDADE
Reatividade em Voluntarios Doadores de Sangue

A especificidade do ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com Enhanced SAVe foi avaliada em uma populacao
de doadores voluntarios presumivelmente saudaveis de 4 locais de testes clinicos geograficamente diferen-
tes da Europa.

A especificidade do ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com Enhanced SAVe nesta populacdo de baixa
prevaléncia foi calculada da seguinte forma:

Especificidade = (TN/TN + FP)

Onde TN = verdadeiros negativos, ou seja, o nimero de amostras nao reagentes por ELISA

Onde FP = falsos positivos, ou seja, repetidamente reagentes por ELISA e negativos ou indeterminados por
SIA e outros ensaios suplementares.

Nos quatro locais de ensaios clinicos na Europa foi testado um total de 13143 doadores de sangue saudaveis.
Nove mil, seiscentas e vinte e seis amostras (9626) foram testadas com o procedimento de incubacdo padrao
e 3517 foram testadas com o procedimento de incubag&o curto. Treze mil, cento e trinta (13130) das amostras
foram nédo reagentes, 13 (0,10%) amostras foram inicialmente reagentes e 8 amostras (0,06%) foram repe-



tidamente reagentes. A especificidade do ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com Enhanced SAVe nesta
populacdo para o procedimento de incubacédo, padrao (N = 9626) foi de 99,93% com limites de confianca
inferior e superior de 95% de 99,84% a 99,97%. A especificidade para o procedimento de incubacéo curto foi
equivalente a do procedimento de incubacédo padrdo. No Quadro 7 apresentam-se as taxas de reatividade
inicial e repetida.

As amostras repetidamente reagentes por ELISA foram testadas por testes suplementares de immunoblot (SIA)
e posteriormente avaliadas por EIAs de peptideos. Uma vez removidas as trés amostras positivas ou indeterminadas
por SIA e reagentes por EIAs de peptideos, a especificidade nesta populagdo de baixo risco foi de:

99,96% [13138/13143] com um limite de confianca inferior e superior de 95% de 99,91 a 99,99%.

Quadro 7
Numero . Numero de Amostras Numero de Amostras
Local Procedimento L N
Testado ) )
Local 1 1 1
(Reino Unido) 3517 Curto (0,03%) (0,03%)
Local 2 = 7 3
(Alemanha) 3473 Padrao (0,20%) (0,09%)
N 0 0
2345 Padrao o, o
Local 3 (0%) (0%)
(Franca) 0 0
2324* Curto (%) (%)
Local 4 ~ 5 4
(Alemanha) 3808 Padrao (0,13%) (0,11%)
13 8
Total 13143 .10 (©.08%)

* Subconjunto de doadores testado com o procedlmento de ensaio padrdo e néo incluido no total.
Reatividade em Si édi das com HCV

Para avaliar a reatividade do ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com Enhanced SAVe com amostras poten-
cialmente capazes de estabelecer reagdes cruzadas, testou-se um total de 278 amostras de individuos com
doencas retrovirais ndo-HCV, doencas ndo retrovirais e outras doengas ou situacdes médicas selecionadas,
incluindo recipientes de vacinas e anticorpos heterdfilos anti-rato. Todas as amostras foram inicialmente
testadas com os dois procedimentos de incubacéo, padréo e curto. Todas as amostras inicialmente reagentes
foram novamente testadas com os dois procedimentos de incubacéo, padréo e curto. Os dados foram inter-
pretados como repetidamente reagentes se os dois resultados, inicial e repetido, fossem reagentes. Os
resultados estdo resumidos no Quadro 8 (procedimento de incubacdo padrdo) e Quadro 9 (procedimento de
incubagédo curto)

Para o procedimento de incubagdo padrdo, 225 das amostras (80,94%) das amostras foram néo reagentes e
53 amostras (19,06%) amostras foram repetidamente reagentes (14 com anticorpos positivos contra o HIV,
uma positiva para CMV, 17 positivas para EBV, 7 positivas para HSV, 4 positivas para sifilis, 4 positivas para
toxoplasmose, duas positivas para anticorpos antinucleares e 4 positivas para fator reumatoéide). Das 53
amostras repetidamente reagentes, 52 foram confirmadas positivas com o ensaio RIBA 3. A amostra positiva
e repetidamente reagente para CMV néo foi confirmada como positiva pelo CHIRON® RIBA™ HCV 3.0 SIA.

Uma amostra adicional foi repetidamente reagente com o procedimento de incubacéo curto. Tratava-se de
uma amostra positiva para EBV que ndo se confirmou como positiva com o CHIRON® RIBA™ HCV 3.0 SIA.

Quadro 8: Frequiéncia de Reatividade Anti-HCV em Si oes Médi Nao Relaci das com HCV
Procedimento de Incubacao Padrao
Nimero Nimero Nao Nimero Nimero Nimero de Resultados
Grupo de Amostras Reagente Inicialmente Reagente €
© 9 9 Reagente Suplementar*
Doenca
retroviral® 25 9 16 14 14!
Doenca ndo
retroviral® 175 141 34 33 32
Imunoglobulinas
Elevadas® 50 44 6 5 5
Recipientes
de Vacina® 13 13 0 0 NT
Anticorpo
Heterofilico 15 14 1 1 1
Anti-rato
Total 278 221 57 53 52
Quadro 9: Frequiéncia de Reatividade Anti-HCV em Si oes Médi Nao Relaci das com HCV
Procedimento de Incubacao Curto
Nimero Nimero Nao Nimero Nimero Nimero de Resultados
Grupo de Amostras Reagente Inicialmente Reagente €
© 9 9 Reagente Suplementar*
Doenca
retroviral® 25 10 15 14 14¢
Doenca ndo
retrovirale 175 141 34 34 32
Imunoglobulinas 50 45 5 5 5
Elevadas®
Recipientes
de Vacina® 13 13 0 0 NT
Anticorpo
Heterofilico 15 14 1 1 1
Anti-rato
Total 278 223 55 54 52
a Os testes de ensaio suplementar foram efetuados com o CHIRON® RIBA™ HCV 3.0 Sai
b Este grupo incluiu amostras positivas para HIV
¢ Este grupo incluiu amostras com CMV, EBV, HSV, Rubéola, Sifilis e Toxoplasmose
d As amostras neste grupo incluiram amostras de individuos com Anticorpos Antinucleares (ANA) e Fator

Reumatoide (FR)

Este grupo incluiu individuos que receberam uma vacina contra a gripe no més antes do teste
Existiram 2 amostras de HIV que foram reagentes em uma de duas determinacGes para os dois proce-
dimentos de incubacado, padrdo e curto. Estas amostras foram indeterminadas no CHIRON® RIBA™ HCV
3.0 SIA.

-0

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade inter-ensaio e intra-ensaio do ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com ENHANCED SAVe
foi determinada para os procedimentos de incubagéo padrao e curto em quatro locais diferentes, testando um
painel de 3 amostras. As amostras eram constituidas por uma amostra ndo reagente, uma amostra fraca-
mente reagente e uma amostra fortemente reagente. Foi testado um minimo de 2 placas de microcavidades
por dia numa média de 24 a 30 duplicatas da mesma amostra por placa de microcavidade.

Apos andlise estatistica, o coeficiente de variagéo intra-ensaio (CV) variou de 6,6 a 13,2% com uma média de
9,9%. O CV inter-ensaio variou de 1,2 a 14,8% e de um dia para o outro de 1,2 a 15%.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO ESPECIFICAS

Estudos clinicos demonstraram que o ORTHO HCV 3.0 ELISA Test System com ENHANCED SAVe é capaz de
detectar anticorpos contra o HCV e soro ou plasma humanos e é adequado para utilizagdo em rastreio de
doadores de sangue e como meio de auxilio no diagnéstico de infeccdo por HCV.

RESUMO DAS REVISOES
Revisdes em conformidade com os requisitos de embalagem da IVD MDD.
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SIMBOLOGIA
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