MICROVUE

Complement

SC5b-9 Plus

Um imunoensaio enzimatico para a quantificacdo do complexo SC5b-9 presente em plasma ou soro humanos

Sumario do EIA MicroVue™ SC5b-9 Plus

Preparacdo do Reagent e da Amostra

Q Diluir la Concentrado de Solugédo de Lavagem 1:20 com agua
desionizada.

O Diluir as Amostras de Soro 1:40 com el diluente de amostra
(e.g. 10 pl + 390 pl).

O Diluir as amostras de plasma 1:10 com el diluente de amostra
(e.g. 50 pl + 450 pl).

Procedimento de Ensaio

‘ Adicionar ~300 pl de Solugdo de Lavagem a pogos de teste ‘

<

‘ Incubar 2 minutos a uma temperatura entre 15 e 30°C ‘

<

‘ Remover o liquido de cada pogo. (borrdo seco) ‘

<

Adicionar 100 pl de diluente de amostra do complemento (branco),
de cada padréo, controlo e amostras aos pogos de teste

L

‘ Incubar 60 £ 1 minutos a uma temperatura entre 15 e 30°C ‘

Lavar 56X com la Solugéo de Lavagem
(Incubar a primeira lavagem 1 min)

‘ Adicionar 50 pl de Conjugado SC5b-9 Plus ‘

<

‘ Incubar 30 £ 1 minutos a uma temperatura entre 15 e 30°C ‘

Lavar 5X com la Solugéo de Lavagem
(Incubar a primeira lavagem 1 min)

‘ Adicionar 100 pl de solugéo de substrato ‘

L

‘ Incubar 15 £ 1 minutos a uma temperatura entre 15 e 30°C ‘

4

Adicionar 100 pl de Solugdo de paragem (Bater levemente
na placa para dispersar uniformemente o desenvolvimento da cor.)

Lé Densidade Optica em 450 nm
Calcular resultados
(y =mx +b)

(i) FINALIDADE

O imunoensaio enzimatico de SC5b-9 Plus da MicroVue
mede a quantidade de complexos de SC5b-9 presentes
em amostras de soro ou plasma humanos, assim como em
outros fluidos bioldgicos ou amostras experimentais.

RESUMO E EXPLICAGCAO

O complexo terminal do complemento (TCC, SC5b-9)

é gerado pela constituicdo de C5 através de C9, em
consequéncia da activacdo do sistema do complemento,
pela via classica, lectina ou alternativa." O complexo de
ataque a membrana (CAM), uma forma do complexo
terminal do complemento que actua como mediador nos
danos irreversiveis a membrana das células-alvo,
associados a activacao do complemento.™ Os complexos
que se formam na auséncia de uma membrana alvo ligam-
se a proteinas do soro reguladoras que se produzem
naturalmente, por exemplo, a proteina S°7 na fase de
constituicdo, formando complexo terminal do
complemento (TCC) soluvel, nao litico.'?

Neste documento, referimo-nos a todas as formas do
complexo terminal do complemento como TCC e SC5b-9,
reconhecendo que outras proteinas reguladoras do
complemento, como a Clusterina, também formam estes
complexos estaveis e sdo detectaveis no ensaio SC5b-9
Plus.

O imunoensaio enzimatico de SC5b-9 Plus da MicroVue
mede a concentracdo de TCC, fornecendo assim uma
indicacdo do estado da via terminal do complemento na
amostra. Serve-se de um anticorpo monoclonal para o
anel C9 de TCC para capturar o complexo. O TCC retido é
posteriormente detectado através de anticorpos
conjugados a HRP que ligam a antigénios do complexo de
SC5b-9. Este teste, que oferece um procedimento rapido,
altamente especifico e quantitativo para a medicao dos
niveis de TCC, destina-se a investigagdes que estudam o
papel ou estado de activagao da via terminal do
componente em inUmeros cendrios de investigacao, bem
como a producédo de complexos de SC5b-9 in vivo ou in
vitro. Os niveis de TCC sdo indicativos do nivel de
activacao do complemento na amostra. Tém sido
demonstrados elevados niveis de activacao do
complemento numa diversidade de estados patoldgicos,
incluindo lupus eritematoso disseminado (LED), outras
doencas autoimunes, artrite reumatéide, insuficiéncia
respiratéria aguda e outras patologias inflamatérias, tais
como enfarte do miocardio e acidente vascular cerebral
(AVQ).

PRINCiPIO DO PROCEDIMENTO

O imunoensaio enzimatico de SC5b-9 Plus da MicroVue
para a quantificacdo de SC5b-9 no plasma e soro humano
ou em amostras experimentais, € um procedimento em
trés passos que utiliza (1) uma placa de microensaio
revestida com anticorpo monoclonal de ratinho que liga
especificamente ao anel C9 de SC5b-9, (2) anticorpos
conjugados a HRP para antigénios de SC5b-9 e (3) um
substrato cromogénico.
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No primeiro passo, sdo adicionados padrdes, controlos e
amostras de teste aos pocos do microensaio com um
anticorpo monoclonal anti-SC5b-9 especifico. O SC5b-9
presente nos padrdes, controlos ou amostras ligar-se-a ao
anti-SC5b-9 imobilizado. Apés a incubagao, um ciclo de
lavagem remove o material ndo ligado. As proteinas que
compdem TCC, incluindo C9, nao se ligam a este anticorpo
e sdo eliminadas durante o ciclo de lavagem.

No segundo passo, sdo acrescentados anticorpos
conjugados a peroxidase de rdbano (HRP) para antigénios
de SC5b-9 a cada pogo do teste. Os anticorpos
conjugados com enzimas ligam ao SC5b-9 que foi
capturado pela ligagdo anti-SC5b-9 monoclonal na
superficie dos pocos do microensaio. Apds a incubacao,
um ciclo de lavagem remove o conjugado nao ligado.

No terceiro passo, é acrescentado um substrato
cromogénico de enzimas a cada po¢o do microensaio. O
conjugado HRP ligado reage com o substrato formando
uma cor azul. Apds a incubacao, é adicionado um
reagente para parar o desenvolvimento da cor, resultando
numa cor amarela. As absorvancias (valores Asso) dos
padroes, controlos e amostras de teste sao medidas
espectrofotometricamente. A intensidade da cor da
mistura de reaccdo é proporcional a concentracao de
SC5b-9 (TCC) presente nas amostras de teste, padrdes e
controlos.

REAGENTES E MATERIAIS FORNECIDOS

96 ensaios para o complexo de SC5b-9

O kit EIA de SC5b-9 Plus da MicroVue contém o
seguinte:

‘B\ Padrées de SC5b-9 Plus
Referéncias A9958-62 5x1,5ml
Contém soro humano com quantidades conhecidas de SC5b-9 em
E PBS, estabilizadores de proteinas e conservantes

H Controlos altos/baixos
Referéncias A9581,A9582 2X1,5ml
Contém plasma humano com um nivel alto/baixo de complexos
de SC5b-9 e conservantes

@ Tiras revestidas Referéncia A3840 12 de cada
Tiras de oito pogos, revestidas com anticorpo monoclonal de
ratinho especifico para SC5b-9 humano numa bolsa de papel de
aluminio com fecho reutilizavel

@ Solugéo de paragem Referéncia 4978 12ml
Contém 2N H,SO,

@ Concentrado de solugéo de lavagem 20X
Referéncia A9957 2x50ml
Contém solucdo tampdo salina concentrada de fosfato (PBS),
0,05% de Tween-20°® e Proclin® 300

@ Diluentedeamostra  Referéncia A3670 50 mi
Contém PBS, 0,05% de estabilizadores de proteinas Tween-20 e
0,035% de Proclin 300

© Substrato TMB Referéncia A9946 12ml
Substrato de peroxidase pronto a utilizar e 3,3',5,5'-
tetrametilbenzideno (TMB)

@ Conjugado de SC5b-9 Plus
Referéncia A9577 7ml
Contém anticorpos (de caprinos) conjugados a peroxidase de
rabano para antigénios de SC5b-9

Tween-20° é uma marca comercial registada da ICl Americas Inc.
ProClin® é uma marca comercial registada da Rohm and Haas Company.

MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

Crondmetro (de 60 minutos)
Calculadora ou outro método computacional para
validar o ensaio
¢ Placas de microensaio limpas, ndo utilizadas, e/ou
tubos de ensaio e suportes
Recipiente para diluicao do tampao de lavagem
Frasco de lavagem ou outro sistema de lavagem para o
imunoensaio
e Pipetas multicanal (8 ou 12 canais) ajustaveis ou
micropipetas de repeticdo (opcional)
Pipetas limpas, 1 ml,5mle 10 ml
Micropipetas e pontas de pipetas
Leitor de placas com capacidade de efectuar leituras da
densidade 6ptica entre 0,0 e 2,0
Agua desionizada ou destilada
Embora ndo necessdrio, recomenda-se a utilizacdo de
um leitor de placas com capacidade de mistura
automatica.

ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

1. Para diagnéstico in vitro.

2. Tratar as amostras como material que possa constituir
perigo biolégico. Seguir as precaugdes universais ao
manusear o conteudo deste kit e quaisquer amostras
dos doentes.

3. Eliminar os recipientes e o conteudo nao utilizado de
acordo com os regulamentos locais e nacionais.

4. Utilizar os reagentes fornecidos como uma unidade
inteira antes da data de validade inscrita na etiqueta
da embalagem.

5. Conservar os reagentes do ensaio conforme indicado.

Nao utilizar as tiras revestidas se a bolsa estiver
perfurada.

7. O ProClin 300 é utilizado como conservante. O
contacto ou ingestdo acidental de tampdes ou
reagentes contendo ProClin pode provocar irritacdo na
pele, nos olhos ou na boca. Seguir as boas praticas
laboratoriais para reduzir a exposi¢cao. Procurar
assisténcia médica caso se verifiquem estes sintomas.

8. A solucao de paragem para este ensaio de produto é
2N H,SO,. Evitar o contacto com os olhos, a pelee o
vestuario. Em caso de contacto, lavar imediatamente a
area afectada com agua.

9. Cada unidade dadora utilizada na preparacao de padrdes
e soros de controlo deste produto foi testada (de acordo
com os métodos aprovados pela FDA) em relagdo a
presenca do anticorpo do virus da imunodeficiéncia
humana (VIH1 e VIH2) e virus da hepatite C, bem como ao
antigénio de superficie da hepatite B. Uma vez que nao
existe qualquer método de teste que possa garantir a
total auséncia de agentes infecciosos, estes reagentes
devem ser manuseados ao Nivel 2 da Bioseguranca, tal
como é recomendado para soro humano ou amostras de
sangue potencialmente infecciosos no manual dos
Centros de Controlo e Prevencao de Doencas/Instituto
Nacional de Saude “Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories”, 2007.

10. Utilizar luvas de nitrilo ou latex e protecgdo para os
olhos durante o manuseamento dos componentes
quimicos e/ou biolégicos deste kit.
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11. A colheita e conservacao correctas das amostras de
teste sdo essenciais para a obtencgdo de resultados
precisos (ver COLHEITA E CONSERVACAO DE
AMOSTRAS).

12. Evitar a contaminag¢ao microbiana ou contaminacao
cruzada de amostras ou reagentes.

13. Ndo usar um pog¢o de microensaio para mais do que
um teste.

14. Descontaminar todas as amostras, os reagentes e
materiais, mergulhando-os durante, no minimo,
30 minutos numa solugédo 1:10 de lixivia doméstica
(hipoclorito de sédio) ou submetendo-os a autoclave a
uma temperatura de 121°C durante 30 minutos a
15 psi.

15. A utilizacdo de tempos ou temperaturas de incubacao
diferentes dos especificados na seccao Procedimento
pode originar resultados erréneos.

16. O substrato TMB deve ser protegido da luz durante o
armazenamento e incubacao. Evitar o contacto com
os olhos, a pele e o vestuario. Em caso de contacto,
lavar imediatamente a area afectada com agua.

17. Nao permitir que os po¢os do microensaio sequem
depois de iniciar o ensaio.

18. Ao remover liquido dos pogos do microensaio, nao
raspar nem tocar no fundo dos pocos.

19. As amostras inactivadas pelo calor podem produzir
resultados erréneos.

20. As amostras hiperlipémicas ou contaminadas podem
produzir resultados erréneos.

21. Para evitar a formacao de aerossois durante a lavagem,
utilizar um aparelho para aspirar o fluido da lavagem
para um frasco com lixivia doméstica.

22. Deve ser utilizado um frasco de lavagem ou dispositivo
de lavagem automatico para lavar a placa
(PROCEDIMENTO DE ENSAIO, passo 8). Para melhores
resultados, ndo utilizar uma pipeta multicanal para
lavar a placa do microensaio.

PREPARACAO DOS REAGENTES

Permitir que todos os reagentes e os materiais atinjam
uma temperatura entre 15 e 30°C antes de os utilizar.

Depois de retirar os reagentes e materiais necessarios,
voltar a colocar os materiais ndo utilizados nas respectivas
temperaturas de conservacao (ver ARMAZENAMENTO).

Os padrodes e controlos ndo requerem diluicdo ou
preparacao antes da utilizacéo.

Solucao de lavagem

Misturar concentrado de solucao de lavagem 20X,
invertendo o frasco varias vezes. Se o concentrado

de solucao de lavagem 20X tiver sido conservado

entre 2 e 8°C, poderao ter-se formado cristais. Para

os dissolver, aquecer o frasco em banho-maria

entre 37 e 50°C até a dissolucao completa de todos os
cristais e, depois, misturar bem o conteddo. Preparar a
solugdo de lavagem, diluindo todo o contetido de um dos
frascos de concentrado de solugdo de lavagem 20X num
litro de 4gua destilada ou desionizada. Misturar bem. A
solucdo de lavagem mantém-se estavel durante 30 dias,
quando conservada num recipiente limpo a uma
temperatura entre 2 e 8°C. Caso ocorra descoloragdo ou
turvacao, eliminar o reagente.

Seleccao das tiras do microensaio

Determinar o nimero de po¢os necessario para o ensaio.
Os pogos em branco, controlos e padrdoes devem ser
testados em duplicado. Retirar o retentor de tiras da placa
montada. Retirar as tiras ndo necessdrias e coloca-las na
bolsa de conservacao, voltar a selar a bolsa e conservar
entre 2 e 8°C. Guardar as tiras a utilizar no ensaio na
estrutura da placa do ensaio.

Diluicao de amostras

Atencao: manusear as amostras como potencialmente
perigosas. Seguir as precaucoes universais. Nao utilizar
amostras inactivadas pelo calor, contaminadas ou que
tenham sido incorrectamente conservadas.

Nota: Consultar notas importantes sobre os métodos
adequados de descongelacao de amostras congeladas
na secc¢do Colheita e conservacdo de amostras. Um
manuseamento adequado das amostras é essencial para
a obtencéao de resultados precisos.

A Quidel sugere que as amostras de plasma sejam diluidas
numa proporc¢ao de 1:10 no diluente de amostra
fornecido; as amostras de soro devem ser diluidas numa
proporcao de 1:40. Podera ser necessaria uma diluicao
numa proporgao de 1:200 ou superior para uma amostra
com niveis elevados de SC5b-9. As amostras tém que ser
diluidas, de modo a que os valores Asso obtidos sejam
superiores ao limite de quantificacdo inferior (LLOQ) e ndo
excedam o valor A4sp do padréo E do Kit de SC5b-9 com
leituras de Ass fora destes limites devem ser novamente
submetidas a ensaio com uma nova diluicao.

Determinar o nimero (N) de amostras a testar. Rotular os
tubos de ensaio desde o n.° 1 ao n.° N e registar qual a
amostra que corresponde a cada tubo. Preparar uma
diluicdo adequada (ver o paragrafo anterior) de cada
amostra, utilizando o diluente de amostra. Misturar bem,
contudo, evitando a formacédo de espuma e bolhas. Nao
armazenar nem reutilizar amostras diluidas.

Adicao de amostras diluidas aos pocos de microtitulacao.
Pode ser utilizado um de dois métodos para adicionar
amostras diluidas, padrdes, controlos e tampéao, aos pocos
(ver passo 6 do PROCEDIMENTO DE ENSAIO). Paraa
realizacdao de pequenos ensaios em que apenas sao
testadas algumas amostras, as amostras diluidas e outros
reagentes podem ser adicionados directamente nos
respectivos pocos com uma micropipeta (100 pl/poco).
Para grandes ou pequenos ensaios, mas, especialmente,
para os maiores, deve ser utilizada uma pipeta multicanal
para a adicao de amostras, tal como é indicado a seguir.
(Este procedimento pode ser convenientemente
utilizado para adicionar o conjugado, o substrato, bem
como a solucao de paragem.)
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Para colocar os padrdes, os controlos e as amostras
diluidas nos pogos do microensaio tao rapido quanto
possivel, poderd ser empregue um procedimento de
“réplica de placas”. Em vez de adicionar 100 ul de cada
padrao, controlo ou amostra diluida individualmente nos
pocos revestidos com anticorpos, é possivel adicionar

120 a 130 ul de cada solucdo a pogos individuais numa
placa em branco (ndo fornecida) correspondente ao
padrao final EIA pretendido. Depois de todas as solugdes
a testar terem sido adicionadas aos po¢os do microensaio
na placa em branco, transferir rapidamente 100 ul de cada
poco em branco para os poc¢os revestidos com anticorpos,
utilizando uma micropipeta multicanal. Para evitar a
possibilidade de contaminacdo cruzada, as pontas das
pipetas devem ser substituidas sempre que a composicdo
das amostras a transferir for alterada.

ARMAZENAMENTO

Conservar o kit ndo aberto a uma temperatura entre
2e8°C.

Colocar os reagentes e os materiais a uma temperatura
entre 15 e 30°C antes de os utilizar. Colocar todas as tiras
do microensaio na bolsa de conservacao, selar a bolsa e
conservar a uma temperatura entre 2 e 8°C.

COLHEITA E CONSERVACAO DE AMOSTRAS

Manusear e eliminar todas as amostras, seguindo as
precaugdes universais.

A colheita, o processamento e a conservagao correctos das
amostras sao essenciais, uma vez que o SC5b-9 pode ser
gerado em amostras inadequadamente manuseadas
através de activacao artefactual do complemento.

Os valores das amostras de soro normal serao,
normalmente, mais elevados do que os obtidos com
amostras de plasma normal EDTA ou citrato. Os niveis de
SC5b-9 no plasma EDTA ou citrato poderdo, por isso,
representar de forma mais precisa as concentracoes

in vivo.

As amostras de soro ou de plasma EDTA ou citrato devem
ser colhidas assepticamente utilizando as técnicas padrao.
As amostras devem ser testadas imediatamente ou
conservadas a uma temperatura de 4°C ou em gelo, por
um periodo nédo superior a quatro horas antes da
realizacdo do ensaio.

Se nao for possivel testar a amostra no prazo de quatro
horas, seguindo as directrizes acima, deve ser congelada a
uma temperatura de -70°C ou inferior.

A Solugao de Estabilizacao de Amostra (Item N.© A9576)
pode também ser utilizada para preparar amostras de soro
ou plasma humanos para conservacao. A utilizacdo
correcta deste produto, disponivel apenas através da
Quidel, requer que a amostra seja misturada numa
proporcéo 1:1 com a solucio antes de ser congelada. E
possivel obter informagdes técnicas adicionais mediante
pedido.

Descongelar as amostras congeladas rapidamente a 37°C
até descongelarem apenas. Transferir as amostras
descongeladas imediatamente para gelo (durante um
periodo nao superior a quatro horas) para evitar a
activacao do complemento antes da diluicdo. Nao deixar
as amostras a 37°C, uma vez que podera ocorrer activacao
do complemento. Nao descongelar amostras a tempera-
tura ambiente ou 4°C dado que tal podera originar
activacdo do complemento. As amostras devem ser
testadas o mais rapido possivel apds a descongelagao.

A congelacao e descongelacao repetidas sao desacon-
selhadas. Se for necessario recongelar as amostras para
posterior anélise, a Quidel sugere a congela¢ao de varios
aliquotas da amostra para evitar ciclos multiplos de
congelagdo/descongelagdo.

PROCEDIMENTO DE ENSAIO

Ler o folheto informativo completo antes de iniciar o
ensaio.

Ver PREPARACAO DOS REAGENTES e ADVERTENCIAS E
PRECAUCOES.

1. Registar as posicdes dos pogos do microensaio
correspondentes ao(s) poco(s) em branco, todas as
amostras de teste, padrdes e controlos, bem como os
numeros dos lotes indicados nos rétulos dos frascos.
Rotular um canto da placa de microensaio para
orientacdo.

2. Preparar as tiras do microensaio do modo a seguir
indicado:

a. Rehidratar os pocos do microensaio, adicionando
cerca de 300 pl de solucdo de lavagem a cada poco,
utilizando um frasco de lavagem ou dispositivo de
enchimento automatico.

b. Incubar a uma temperatura de 15 a 30°C durante
dois minutos.

¢. Remover o liquido de cada pogo.

d. Inverter a placa e bater firmemente duas vezes em
papel absorvente para remover restos de liquido.

3. Seleccionar um ou mais pogos para servir de espaco
em branco. Adicionar 100 pl de diluente de amostra
ao(s) poco(s) que serdo utilizados para colocar o leitor
de placas em branco.

4. Adicionar 100 pl de cada padrao (A, B, C, D, E) de
SC5b-9 a pogos duplicados. Nota: os padroes ja
foram diluidos e estao prontos a ser utilizados.

5. Adicionar 100 pl de ambos os controlos alto SC5b-9 e
baixo SC5b-9 a pocos duplicados. Nota: os controlos
ja foram diluidos e estao prontos a ser utilizados.

6. Adicionar 100 pl de cada amostra diluida ao respectivo
poco de microensaio. (Ver PREPARACAO DOS
REAGENTES, Diluicao de amostras).

7. Incubar a uma temperatura de 15 a 30°C durante
60 = 1 minutos.
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8. Lavar os pocos do microensaio do modo a seguir
indicado:

a. Apds aincubacgdo no passo 7 (ou no passo 10
acima) remover o liquido de cada poco.

b. Adicionar cerca de 300 pl de solucédo de lavagem a
cada poco, utilizando um frasco de lavagem ou
dispositivo de enchimento automatico.

¢. Incubar os pocos durante 1 minuto a uma
temperatura entre 15 e 30°C.

d. Remover o liquido de cada poco.

e. Adicionar cerca de 300 pul de solucdo de lavagem a
cada pocgo.

f. Remover o liquido de cada poco.

Repetir os passos e-f mais trés vezes.

Apos o quinto ciclo de lavagem, inverter a placa e
bater firmemente duas vezes em papel absorvente
para remover restos de liquido.

9. Utilizando uma pipeta multicanal ou de repeticéo,
colocar 50 pl de conjugado de SC5b-9 em cada pogo
de teste lavado, assim como no(s) pogo(s) em branco.

10. Incubar as tiras do microensaio a uma temperatura de
15 a 30°C durante 30 £ 1 minutos. Preparar a solucao
de substrato durante esta incubacao (ver PREPARACAO
DOS REAGENTES).

11. Lavar os pogos do microensaio apos o periodo de
incubacao de 30 minutos (passo 10), tal como é
descrito em PROCEDIMENTO DO ENSAIO, passo 8.

12. Imediatamente apds o procedimento de lavagem,
colocar 100 pl da solugao de substrato em cada poco,
incluindo o(s) poco(s) em branco.

13. Incubar as tiras do microensaio a uma temperatura de
15 a 30°C durante 15 £+ 1 minutos.

14. Adicionar 100 pl de solugdo de paragem a cada pogo
para parar a reacgdo enzimatica. A solucdo de
paragem deve ser adicionada aos pocos, seguindo a
mesma ordem e 0 mesmo ritmo utilizados para a
solucao de substrato. Bater levemente na placa para
dispersar uniformemente o desenvolvimento da cor.
Nota: Podem ser obtidos resultados excelentes
utilizando a funcdo de mistura automatica (se
disponivel) do leitor de placas imediatamente antes
da leitura da placa.

15. Determinar a leitura da absorvancia a 450 nm
(valor Asso) para cada pogo de teste, 30 minutos apds
a adicao da solucao de paragem (passo 14), fazendo
as necessarias correccoes aos itens em branco.

16. Determinar a concentracao de amostras e controlos a
partir da curva padrao.

17. Eliminar as restantes amostras e controlos diluidos,

bem como as tiras do microensaio utilizadas (ver
ADVERTENCIAS E PRECAUCOES).

s Q

CONTROLO DE QUALIDADE

As boas praticas laboratoriais recomendam a utilizacéo de
controlos para assegurar a eficacia do ensaio. Cada kit de
SC5b-9 Plus contém controlos alto e baixo que podem ser
utilizados para este fim. Sao fornecidos intervalos para o
controlo. Os valores de controlo destinam-se a verificar a
validade da curva e os resultados das amostras. Cada
laboratério deve definir os seus proprios parametros para
os limites aceitaveis dos ensaios. Se os valores de controlo
NAO estiverem dentro dos limites de aceitacdo do
laboratoério, os resultados dos ensaios devem ser
considerados questionaveis e as amostras devem ser
novamente testadas. Além disso, o folheto da embalagem
requer que a curva padrao gerada com os padrdes do kit
cumpra os rigorosos requisitos de validagao. Se o ensaio
nao cumprir estes requisitos, repetir 0 ensaio ou contactar
a assisténcia técnica da Quidel.

O Certificado de Analise incluido neste kit é especifico do
lote e deve ser utilizado para verificar se os resultados
obtidos pelo seu laboratdrio sao semelhantes aos obtidos
na Quidel Corporation. Os valores da densidade éptica
fornecidos devem ser utilizados apenas como linha de
orientacdo. Os resultados obtidos pelo seu laboratério
podem ser diferentes.

INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS

Calculo dos resultados

Utilizacao da curva padrao: a curva padrdo para o EIA de
SC5b-9 Plus é gerada utilizando os valores Asso com
subtraccao dos valores em branco para cada padrao (no
eixo y) e a concentracdo atribuida a cada padrao (no eixo
x). Apds a regressdo linear, a curva padrao gerada deve
cumprir os requisitos de validacao (ver abaixo). A maior
parte dos computadores e calculadoras sao capazes de
realizar estes célculos.

Em alternativa, os dados podem ser manualmente
dispostos em graficos e os valores (ng/ml) das amostras de
teste lidas directamente da linha de melhor ajustamento
da curva padrao. E apresentado um exemplo de uma
curva padrdo tipica na figura 1.

Curva padrao representativa

FIGURA 1
y = 0,0089x — 0,007, r = 1,00
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Concentragao (ng/mL)

Amostra Asso ng/ml
Padréo A 0 0
Padrao B 0,079 10
Padrdo C 0,347 40
Padrdo D 0,975 110
Padrdo E 1,512 170
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Calculo da concentracdo actual de SC5b-9 nas amostras:
a concentracao atribuida nos frascos de padrao e frascos
de controlo sdo unidades absolutas do complexo de
SC5b-9. A concentragao de SC5b-9 numa amostra é
determinada através da multiplicacdo da concentracéo
determinada pelo factor de diluicdo da devida amostra.
Por exemplo, se uma amostra de plasma EDTA for diluida
numa proporcao de 1:10 para o ensaio e a curva de
regressao linear apresentar uma concentracdo de 20 ng de
SC5b-9/ml, entdo a concentragao de SC5b-9 na amostra
seria de 200 ng de SC5b-9/ml (ou 20 x 10).

Para se obterem determinagdes da concentracao de
SC5b-9 precisas para as amostras de teste que apresentam
valores A4so superiores aos do padrao E de SC5b-9 (ou que
apresentam valores Asso inferiores ao limite de
quantificacdo inferior), as amostras devem ser novamente
submetidas a ensaio com uma diluicao diferente, de modo
a que os novos valores Asso fiqguem dentro destes limites.
Em todos os ensaios repetidos, os padrdes e controlos de
SC5b-9 devem também ser novamente testados.

Validagao

Determinar a inclinagao, a intercepcao e o coeficiente de
correlagcdo da linha de melhor ajustamento obtida para os
padroes A, B, C, D e E de SC5b-9. Os valores devem

encontrar-se dentro dos limites especificados para
qualificar o ensaio:

coeficiente de correlagao (r): > 0,95
inclinagdo (m): 0,0039a0,0123
intercepcaoy (b): (-) 0,189 a (+) 0,201

Consultar nos rétulos dos frascos os limites de
concentracao de SC5b-9 aceitaveis para os controlos alto e
baixo.

LIMITACOES

O imunoensaio enzimatico de SC5b-9 Plus da MicroVue
tem sido utilizado para testar amostras colhidas como
soro ou plasma em EDTA e citrato. Nao foram testados
outros anticoagulantes.

DESEMPENHO DO TESTE

Limites

LOD: o limite de deteccao (LOD) para o ensaio de SC5b-9
Plus é de 3,7 ng/ml, determinado pelo limite superior de
3 DP num estudo de padrdo zero.

LLOQ: o limite de quantificacdo inferior (LLOQ) para o
ensaio de SC5b-9 é de 8,8 ng/ml, a concentragdo mais

baixa na curva padrdao que cumpriu os critérios NCCLS
relativamente a exactidao e precisao.

Substancias interferentes

As seguintes substancias (testadas nas concentragdes
especificadas) ndo interferem com o ensaio.

Substancia Concentracao
Bilirubin 40 mg/dL
Hemoglobin 500 mg/dL
Triclycerides 3000 mg/dL
Li + Heparin 14 U/mL
Na + Heparin 14 U/mL
C9 Protein 180 mg/L
Albumin 6000 mg/dL
Glucose 1200 mg/dL
Cholesterol 500 mg/dL

Precisao

A precisdo intra e entre ensaios foi determinada através da
analise a 20 réplicas de 2 amostras de plasma e 2 amostras
de soro em 10 ensaios diferentes.

SC5b-9 Intra-ensaios’ Inter-ensaios?
Amostra (1 0/mL) C.V. (%) C.V. (%)
139,0 6,8 131
Plasma
462,9 1,9 52
803,6 2,8 104
Serum
1410,6 1,6 5,0

'n =20 réplicas n = 10 ensaios

Linearidade

A linearidade foi realizada misturando uma amostra de
plasma fortificada com uma pequena amostra de plasma
em varias proporc¢des para criar niveis intermédios de
analito. A recuperacao média foi de 94% com limites
absolutos de 86-104%.

ASSISTENCIA

Para servicos fora dos EUA, contactar o distribuidor local.
A informacdes adicionais sobre Quidel, nossos produtos, e
nossos distribuidores pode ser encontrada em nosso web
site em www.quidel.com.
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