C€

COD 44705 96 Determinagdes

CONSERVAR A 2-8°C

Regentes para la determinacéo dos anticorpos antidsDNA
S6 para uso “in vitro” nos laboratérios clinicos

BioSystems

ANTI-dsDNA ANTIBODIES

ANTICORPOS ANTIdsDNA

Enzimoimunoanalise
PROVA NA MICROPLACA

FUNDAMENTO DO METODO

Os anticorpos antidsDNA (DNA de série dupla) presentes no soro unem-se
ao antigeno adsorbido a superficie dos pogos da microplaca. A
continuagao, incuba-se com um anticorpo anti-lgG humana conjugado com
peroxidase. Finalmente, acrescenta-se o cromégeno 3.3,5.5-
tetrametilbencidina (TMB) com H20z2, substrato que d& lugar a um produto
solivel de cor amarela. A reacgao enzimatica é detida com &cido sulfrico
e a formagdo de produto mede-se a 450 nm. A concentragdo dos
anticorpos antidsDNA na amostra é proporcional a absorvancia do produto
formado’.

CONTEUDO E COMPOSICAO

A. Tampao de Lavagem Concentrada. 50 mL. Tampéo Tris 1,6 moliL,
detergente néo idnico 22 g/L, azida de sodio 15 mmol/L, pH 7 4.

B. Diluente da Amostra. 125 mL. Tamp&o Fosfato 0,1 mol/L, cloreto
de sodio 10 mmol/L, albumina bovina 40 g/L, detergente n&o idnico
1,11 g/L, azida de sédio 15 mmol/L, pH 7,4. Corado azul.

C+. Controlo Positivo. 1 mL. Pronto a ser utilizado. Soro com
anticorpos antidsDNA, azida de s6dio 15 mmol/L.

C—. Controlo Negativo. 2 mL. Soro negativo humano para anticorpos
antidsDNA, azida de sddio 15 mmol/L.

D. Conjugado. 12 mL. Antimunoglobulina G humana conjugada com
peroxidase. Corado amarelo.

Substrato. 12 mL. 3.3'5.5-tetrametilbencidina (TMB).
Solugao de Paragem. 15 mL. Acido sulfirico 0,5 mol/L.

Microplaca. 96 pogos separaveis individualmente recobertos com
dsDNA.

S§1-S6. Padroes AntidsDNA, calibrados frente ao Padrdo Internacional
Wo/80 da OMS2. 1 mL, pronto a serem utilizados. Soro antidsDNA,
azida de sodio 15 mmollL. As concentracbes dos anticorpos
antidsDNA sao 0, 25, 50, 100, 200 e 300 Ul/mL, conforme se indica
na etiqueta.

Os soros humanos utilizados na preparagdo do controlo positivo e do
controlo negativo eram negativos para o antigeno HBs e para 0s
anticorpos antiHCV e antiHIV. No entanto, os controlos devem ser tratados
com precaugdo como potencialmente infecciosos.
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CONSERVAGAO

Conservar a 2-8°C.

Os componentes sdo estaveis até a data de caducidade indicada na
etiqueta sempre que se conservem bem fechados e se evite a
contaminag&o durante 0 seu uso.

Indicagbes de deterioragao:
— Reagentes: Presenca de particulas, turvagéo.

— Microplaca (M): Roturas no pacote contentor, defeitos macroscdpicos
como raladuras na base do pogo.

PREPARAGAO DOS REAGENTES

Tampao de Lavagem: Efectuar uma diluigo 1/20 do Tampdo de
Lavagem Concentrada (A) com agua destilada e misturar. S&o
necessarios aproximadamente 50 mL do Tampao de Lavagem de uma tira.
Uma vez diluido, o reagente é estavel durante 7 dias a 2-8°C.
Os outros componentes estao prontos para serem utilizados.

EQUIPAMENTO ADICIONAL

— Cémara humida.
— Aspirador multicanal ou lavagem automatica de microplacas.

— Leitor de microplacas ou fotometro com microcuvete com filtro de 450 +
10 nm.

AMOSTRAS

Soro o plasma recolhidos através de procedimentos standard. Estavel 1
semana a 2-8°C.

Diluir as amostras 1/100 no Diluente da Amostra (B) antes do ensaio.

PROCEDIMENTO

1. Temperar os componentes do kit a temperatura ambiente.

2. Abrir o pacote da microplaca e retirar a quantidade necesséria de
pocos (Nota 1).

3. Determinagao:

— Quantitativa: Pipetar 100 uL de cada um dos padrdes (S1-S6), do
Controlo Positivo (C+), do Controlo Negativo (C-) e das amostras
diluidas nos diferentes pogos.

— Qualitativa: Pipetar 100 pL do Controlo Positivo (C+), do Controlo
Negativo (C-) e das amostras diluidas nos diferentes pogos. Pipetar
100 pL do Diluente da Amostra (B) para o branco.

4. Incubar os pogos durante 30 minutos na camara himida a
temperatura ambiente.

5. Aspirar o liquido e lavar os pogos com 300 yL do Tamp&o de
Lavagem durante uns 10 segundos 4 vezes (Notas 2 e 3).

6. Pipetar 100 L do Conjugado (D) em cada um dos pogos.
7. Incubar 0s pogos como no passo 4.
8. Lavar como no passo 5.

9. Pipetar 100 uL do Substrato (E) em cada um dos pogos.

10. Incubar as tiras durante 15 minutos a temperatura ambiente na
camara hiimida.

11. Pipetar 100 uL da Solugdo de Paragem (F) em cada um dos pogos
(Nota 4).

12. Medir a absorvancia do conteudo de cada pogo a 450 nm usando o
Padrdo 0 Ul/mL (S1) ou o branco para o ajuste a 0. A cor é estavel
durante, pelo menos, 30 minutos.



CALCULOS

Determinagdo quantitativa. Representar graficamente os valores da
absorvéncia obtidos para os Padrdes frente as suas respectivas
concentragbes de anticorpos antidsDNA (Ul/mL). A concentragdo dos
anticorpos antidsDNA na amostra é calculada por interpolagdo na curva de
calibragéo.

Determinagao qualitativa. Calcular a absorvancia do Valor Discriminante
aplicando a seguinte formula:

Ass0 nm Valor Discriminante = A4sonm Controlo Positivo x Factor

0O valor do factor (F) vem indicado na etiqueta do Controlo Positivo.
Calcular a razéo das absorvancias aplicando a seguinte formula:

A50nm 92 Amostra

Razao da absorvancia =
A

s50nm 40 Valor Discriminante

Quando forem obtidos valores de absorvancia acima do limite superior da
escala do leitor de microplacas, diluir a amostra com o Diluente da
Amostra (B) e repetir a operagao.

VALORES DE REFERENCIA
Séao consideradas positivas as amostras com concentragdes superiores a
55 Ul/mL ou com razdo de absorvancia superior 1,1.
Sao consideradas negativas as amostras com concentragdes inferiores a
45 Ul/mL ou com razdo de absorvancia inferior a 0,9.
As amostras com concentragdes compreendidas entre 45 e 55 Ul/mL ou
com razbes compreendidas entre 0,9 e 1,1 devem ser consideradas
duvidosas e recomenda-se a repeticdo do ensaio ou a determinagdo de
parametros alternativos de valor diagnostico.
Estes valores ocorrem unicamente a titulo orientativo. E recomendavel que
cada laboratorio estabeleca os seus proprios valores de referéncia.

CONTROLO DE QUALIDADE

O valor da absorvancia do branco deve ser inferior a 0,4.

A concentragdo do Controlo Positivo deve estar compreendida entre 80 e
120 Ul/mL, e a do Controlo Negativo deve ser inferior a 45 Ul/mL.

A raz&o da absorvancia para o Controlo Positivo deve ser superior a 1,1 e
para o Controlo Negativo deve ser inferior a 0,9.

Cada laboratorio deve estabelecer o seu préoprio programa de Controlo de
Qualidade interna, assim como procedimentos de correc¢@o no caso dos
controlos ndo cumprirem com as tolerancias aceitaveis.

CARACTERISTICAS METROLOGICAS

— Repetitividade (intra-ensaio):

Concentragdo média cv n
56 Ul/mL 32% 25
188 Ul/mL 70 % 25

— Reprodutibilidade (intra-ensaio):

Concentragdo média cv n
56 Ul/mL 4,3 % 25
188 Ul/mL 14,6 % 25
M44705p-0302

— Limite de detecgéo: 1,0 Ul/mL

— Intervalo de medida: 1 — 300 Ul/mL. Quando forem obtidos valores
superiores, diluir a amostra com Diluente da Amostra (B) e repetir a
medigao.

— Veracidade: Os resultados obtidos com estes reagentes ndo mostram
diferencas sistematicas significativas ao serem comparados com os
reagentes de referéncia. Os detalhes do estudo comparativo estdo
disponiveis sob solicitag&o.

— Interferéncias: O factor reumatdide (300 IU/mL) n&o interfere. Outras
substancias e medicamentos podem interferir3.

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS

A determinagdo por enzimoimunoandlise dos anticorpos antidsDNA tem
uma especificidade para o IUpus eritematoso sistémico por volta de 98 a
100%, e uma sensibilidade entre 40 e 60% . Estes anticorpos tém uma
importancia especial no curso das manifestagdes da doenga e créem-se
envolvidos nos transtornos renais associados®.

O diagndstico clinico ndo deve ser realizado considerando apenas o
resultado de um Unico ensaio, sendo que deve integrar os dados clinicos e
de laboratorio.

NOTAS

1. Guardar os pogos que ndo forem utilizados no pacote bem fechado
juntamente com o saquinho dessecante no seu interior.

2. Ter cuidado de ndo arranhar a superficie interior dos pogos durante
todo o procedimento.

3. Eimportante ndo deixar restos do Tamp&o de Lavagem nos pogos.

4. A Solugéo de Paragem (F) detém a reacgéo enzimatica, por isso deve
ser pipetada nos pogos seguindo a mesma ordem e 0S mesmos
intervalos de tempo com que se iniciou a reac¢do pipetando o
Substrato (E) no passo 9.
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