MICROVUE

Complement

SC5b-9 Plus

Enzimoinmunoensayo para la cuantificacion del complejo SC5b-9 presente en plasma o suero humanos

MicroVue™ SC5b-9 Plus EIA

Preparacion del Reactivo y de la Muestra

O Diluya el Concentrado de Solucion de Lavado 1:20 con agua
desionizada.

O Diluya las muestras de suero 1:40 en el diluyente de
muestras suministrado (e.g. 10 pl + 390 pl).

O Diluya las muestras de plasma 1:10 en el diluyente de
muestras suministrado (e.g. 50 pl + 450 pl).

Procedimiento de ensayo

Afada ~300 pl de Solucion de Lavado a pocillos de ensayo

4

‘ Incubar 2 min a 15-30 °C ‘

4

‘ Elimine el liquido de cada pocillo. (mancha seca) ‘

4

Afada 100 pl de Diluyente de Muestra (blanco), de cada patrén,
control y muestra de ensayo a los pocillos de ensayo

4

‘ Incubar 60 £ 1 min a 15-30 °C

Lave 5X con la Solucién de Lavado
(Incube la primera tiempo 1 min)

‘ Anada 50 pl de Conjugado SC5b-9 Plus

4

‘ Incubar 30 £ 1 min a 15-30 °C

Lave 5X con la Soluciéon de Lavado
(Incube la primera tiempo 1 min)

‘ Afada 100 ul de Solucién de Sustrato ‘

1!

‘ Incubar 15 £ 1 min a 15-30 °C ‘

4

Afada 100 pl de Solucidon de Parada (Golpee suavemente
la placa para que la formacién de color sea uniforme.)

4

Leer densidad optica a 450 nm
Calcular resultados
(y =mx +b)

(i) USO PREVISTO

El enzimoinmunoensayo SC5b-9 Plus de MicroVue mide la
cantidad de complejo SC5b-9 presente en muestras de
plasma o suero humanos, asi como en otros liquidos
bioldgicos o muestras experimentales.

RESUMEN Y EXPLICACION

El complejo de complemento terminal (CCT, SC5b-9) se
genera por la unién de C5 a C9 como consecuencia de la
activacioén del sistema de complemento por la via clasica,
lectina, o una via alternativa.! El complejo de ataque de
membrana (CAM), una forma de CCT, es un complejo
estable que media el dano irreversible en la membrana
celular asociado con la activacion del complemento.'™ Los
complejos formados en la ausencia de una membrana de
destino se unen a proteinas de suero regulatorias de
ocurrencia natural, como por ejemplo la proteina S, en la
etapa C5b-7 de unién formando CCT soluble no litico.' A
los efectos de este documento, nos referiremos a todas las
formas estables del complejo de complemento terminal
como CCT o SC5b-9 de manera indistinta, aunque
reconocemos que otras proteinas regulatorias del
complemento, como la clusterina, también forman estos
complejos estables y pueden detectarse en el ensayo
SC5b-9 Plus.

El enzimoinmunoensayo SC5b-9 Plus de MicroVue mide la
concentracién de CCT, lo cual indica el estado de la via de
complemento terminal en la muestra. Utiliza un
anticuerpo monoclonal contra el anillo C9 de CCT para
capturar el complejo. EI CCT atrapado es detectado
posteriormente con anticuerpos conjugados en HRP que
se unen a los antigenos del complejo SC5b-9. Este ensayo,
que proporciona un procedimiento cuantitativo rapido y
altamente especifico para medir los niveles de CCT esta
disefado para estudios de la funcién o estado de la via de
activacién de complemento terminal en numerosas
situaciones de investigacién y para la monitorizacién de la
generacién de complejos SC5b-9 in vivo o in vitro. Los
niveles de CCT son indicativos del nivel de activacién del
complemento en la muestra. Se han comprobado niveles
elevados de activacion de complemento en diferentes
enfermedades, entre ellas lupus eritematoso sistémico
(LES) y otras enfermedades autoinmunes, artritis
reumatoide y dificultad respiratoria aguda, asi como
durante enfermedades inflamatorias como infarto del
miocardio y accidente cerebrovascular.

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

El enzimoinmunoensayo SC5b-9 Plus de MicroVue para la
cuantificacion de SC5b-9 en suero o plasma humanos o en
muestras experimentales es un procedimiento de tres
pasos que utiliza (1) una placa de microensayo recubierta
con un anticuerpo monoclonal de ratén que se une
especificamente al anillo C9 de SC5b-9, (2) anticuerpos
contra los antigenos de SC5b-9 conjugados con HRP y

(3) un sustrato cromogénico.
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En el primer paso, se afiaden patrones, controles y
muestras de ensayo a los pocillos de microensayo
previamente recubiertos con un anticuerpo anti-SC5b-9
monoclonal especifico. El SC5b 9 presente en los
patrones, controles o muestras se unira al anticuerpo anti-
SC5b-9 inmovilizado. Después de la incubacién, un ciclo
de lavado elimina el material no unido. Las proteinas
constituyentes del CCT, incluida C9, no se unen a este
anticuerpo y son eliminadas durante el ciclo de lavado.

En el segundo paso, se afaden anticuerpos contra anti-
genos de SC5b-9 conjugados en peroxidasa de rdabano
(HRP) a cada pocillo de ensayo. Los anticuerpos conju-
gados enzimaticos se unen al SC5b-9 capturado por el
anticuerpo anti-SC5b-9 monoclonal unido sobre la
superficie de los pocillos de microensayo. Después de la
incubacién, un ciclo de lavado elimina el conjugado no
unido.

En el tercer paso, se aiade un sustrato enzimatico cromo-
génico a cada pocillo de microensayo. El conjugado de HRP
unido reacciona con el sustrato y forma un color azul.
Después de la incubacion, se aflade un reactivo para
detener la coloracién, lo que da como resultado un color
amarillo. Se miden las absorbancias del patrén, control y de
las muestras de ensayo (valores Asso) mediante espectro-
fotometria. La intensidad del color de la mezcla de reaccion
es proporcional a la concentracién de SC5b-9 (CCT)
presente en las muestras, patrones y controles del ensayo.

REACTIVOS Y MATERIALES SUMINISTRADOS

96 ensayos para complejo SC5b-9

El kit de inmunoensayo SC5b-9 Plus de MicroVue
contiene lo siguiente:

A

B Patrones SC5b-9Plus:  C6d.A9958-62 5x1,5ml
C Contiene suero humano con cantidades conocidas de SC5b-9 en
D PBS, estabilizadores proteicos, conservantes

H Controles alto/bajo Cod. A9581, A9582 2X1,5ml
Contiene plasma humano con un nivel alto/bajo de complejos
SC5b-9, conservantes

@ Tiras recubiertas Cod. A3840 12 unidades
Tiras de ocho pocillos recubiertas con un anticuerpo monoclonal
de raton especifico al SC5b-9 humano en una bolsa de papel de
aluminio resellable

@ Solucion de parada Cod. 4978 12ml

Contiene 2N H,SO4

o Concentrado de solucion de lavado 20X
Cod. A9957 2x50ml
Contiene solucion salina tamponada de fosfato (PBS), Tween-20°
al 0,05 %y Proclin® 300

@ Diluyente de muestras Cod. A3670 50 ml
Contiene PBS, estabilizadores proteicos Tween-20 al 0,05 %,
Proclin 300 al 0,035 %

Sustrato de TMB Cod. A9946 12ml
Sustrato de peroéxido y 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) listo
para usar

@ Conjugado SC5b-9 Plus Cod. A9577 7ml
Contiene anticuerpos (de cabra) contra antigenos de SC5b-9
conjugados en peroxidasa de rdbano

Tween-20° es un marca registrada de ICI Americas Inc.
ProClin® es un marca registrada de Rohm and Haas Company.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

Crondmetro (de 60 minutos)
Calculadora u otro método de célculo para validar el
ensayo

e Placas de microensayo limpias y sin usar y/o tubos de
ensayo y portatubos
Recipiente para dilucion del tampdn de lavado
Botella para lavado u otro sistema de lavado para
inmunoensayo

e Pipeta multicanal ajustable (8 6 12 canales) o
micropipetas de repeticién (opcionales)
Pipetas limpiasde 1T ml,5mly 10 ml
Micropipetas y puntas de pipeta
Lector de placas apto para valores de densidad 6ptica
de0,0a20
Agua desionizada o destilada
Aunque no es necesario, se recomienda utilizar un
lector de placas con capacidad de automezclado.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Para uso diagndstico in vitro.

2. Trate las muestras como material potencialmente
biopeligroso. Respete las precauciones universales al
manipular el contenido de este kit y las muestras de los
pacientes.

3. Deseche los recipientes y el contenido no utilizado de
acuerdo con la normativa internacional, nacional y local.

4. Use los reactivos suministrados como una unidad
integral antes de la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta del envase.

5. Guarde los reactivos de ensayo segun lo indicado.
No emplee las tiras recubiertas si la bolsa esta pinchada.

7. EI'ProClin 300 se utiliza como conservante. El contacto o
la ingestién accidentales de tampones o reactivos que
contienen ProClin pueden provocar irritacion en la piel,
los ojos o la boca. Utilice buenas practicas de
laboratorio para reducir la exposicion. Busque atencion
médica en caso de experimentar estos sintomas.

8. Lasolucién de parada para el ensayo de este producto
es 2N H,SO, Evite el contacto con los ojos, la piel y la
ropa. En caso de contacto, lave inmediatamente el
area afectada con agua.

9. Cada unidad donante utilizada en la preparacién de las
muestras y sueros de control de este producto fue
analizada con un método aprobado por la FDA para
detectar la presencia de anticuerpos contra el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH1 y VIH2) y contra el
virus de la hepatitis C y antigenos de superficie de la
hepatitis B. Debido a que ningiin método puede
garantizar totalmente que no hay agentes infecciosos,
estos reactivos deben manipularse a un nivel de
bioseguridad 2, como cualquier suero humano o
muestra de sangre potencialmente infecciosos, segun
se recomienda en el manual de los Centers for Disease
Control/National Institutes of Health “Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories,” 2007.

10. Use guantes de nitrilo o latex y gafas protectoras
cuando manipule los componentes quimicos y
biolégicos de este kit.

11. Es fundamental recoger y almacenar de forma
adecuada las muestras de ensayo para obtener
resultados precisos (vea la seccién RECOGIDA Y
CONSERVACION DE MUESTRAS).
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12. Evite la contaminacion microbiana o cruzada de las
muestras o reactivos.

13. No utilice un pocillo de microensayo para mas de un
ensayo.

14. Descontamine todas las muestras, reactivos y
materiales dejandolos en remojo durante 30 minutos
como minimo en una solucién 1:10 de lejia de uso
doméstico (hipoclorito sédico) o procéselos en el
autoclave a 121 °C durante 30 minutos a una presién
de 15 psi.

15. El uso de tiempos y temperaturas de incubacién que
no sean los indicados en la seccién Procedimiento de
ensayo puede dar resultados erréneos.

16. El sustrato de TMB debe protegerse de la luz durante
su almacenamiento e incubacién. Evite el contacto
con los ojos, la piel y la ropa. En caso de contacto, lave
inmediatamente el area afectada con agua.

17. No permita que los pocillos de microensayo se sequen
una vez iniciado el ensayo.

18. Al eliminar liquidos de los pocillos de microensayo, no
raspe ni toque el fondo de los pocillos.

19. Las muestras inactivadas por calor pueden dar
resultados erréneos.

20. Las muestras hiperlipémicas o contaminadas pueden
dar resultados erréneos.

21. Para evitar la formacién de aerosoles durante el lavado,
utilice un aparato para aspirar el liquido de lavado al
interior de un frasco que contenga lejia de uso
doméstico.

22. Utilice una botella para lavado o un dispositivo de
llenado automatico para lavar la placa
(PROCEDIMIENTO DE ENSAYO, Paso 8). Para obtener los
mejores resultados, no utilice una pipeta multicanal
para lavar la placa de microensayo.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Deje que todos los reactivos y materiales se estabilicen
a 15-30 °C antes de su uso.

Tras retirar los reactivos y materiales necesarios, vuelva a
guardar los elementos no utilizados a las temperaturas de
conservacion correspondientes (vea la seccién
CONSERVACION).

Los patrones y controles no requieren dilucién ni
preparacién antes de su uso.

Solucion de lavado

Mezcle el concentrado de solucién de lavado 20X
invirtiendo el frasco varias veces. Si el concentrado de
solucién de lavado 20X se ha guardado a una temperatura
de 2-8 °C, es posible que se hayan formado cristales. Para
disolver los cristales, caliente el frasco en un bafio de agua
de 37-50 °C hasta que todos los cristales se hayan disuelto
y, a continuacion, mézclelo bien. Prepare la solucién de
lavado diluyendo todo el contenido de uno de los frascos
de concentrado de solucidn de lavado 20X, hasta un litro,
con agua destilada o desionizada. Mezcle bien. La
solucion de lavado es estable durante 30 dias si se
conserva en un recipiente limpio a 2-8 °C. En caso de
decoloracién o turbidez, deseche el reactivo.

Seleccion de las tiras de microensayo

Determine la cantidad de pocillos requeridos para el
ensayo. Se recomienda realizar el ensayo de los pocillos
testigo, controles y patrones por duplicado. Retire el retén
de las tiras de la placa montada. Retire las tiras que no
necesita y coldquelas en la bolsa de conservacién. Vuelva
a sellar la bolsa y guardela a 2-8 °C. Fije las tiras que
utilizara en el ensayo en el marco de la placa de ensayo.

Dilucion de muestras

Atencion: trate todas las muestras como si fueran
potencialmente peligrosas. Siga las precauciones
universales. No utilice muestras inactivadas por calor,
contaminadas o mal conservadas.

Nota: lea en la seccién Recogida y conservacion de
muestras las notas importantes sobre los métodos
adecuados para descongelar las muestras. Es
fundamental la correcta manipulacion de las muestras
para obtener resultados exactos.

Quidel recomienda diluir las muestras de plasma normales
en una proporcion 1:10 en el diluyente de muestras
suministrado; las muestras de suero deben diluirse en una
proporcién de 1:40. Puede requerirse una dilucién de
1:200 o mayor para muestras con altos niveles de SC5b-9.
Las muestras deben diluirse para que los valores de Asso
observados estén por encima del LLOQ y no superen el
valor Asso del patrén E del kit SC5b-9 Plus. Se recomienda
volver a analizar con una nueva dilucién las muestras
cuyos valores de Ass estén fuera de este intervalo.

Determine el nimero (N) de muestras que someterd a
ensayo. ldentifique los tubos de ensayo con etiquetas con
numeros del 1 al Ny anote qué muestra corresponde a
cada tubo. Prepare una dilucién adecuada (vea el parrafo
anterior) de cada muestra utilizando el diluyente de
muestras. Mezcle bien pero evite la formacién de espuma
y burbujas. No guarde ni vuelva a utilizar las muestras
diluidas.

Incorporacién de las muestras diluidas a los pocillos de
microtitulaciéon: Puede utilizarse uno de dos métodos
para incorporar las muestras diluidas, los patrones, los
controles y el tampdn a los pocillos (vea el paso 6 del
PROCEDIMIENTO DE ENSAYO). Para ciclos de ensayo
pequerios en los que sélo se analiza una pequena
cantidad de muestras, las muestras diluidas y otros
reactivos pueden anadirse directamente a los pocillos
asignados con una micropipeta (100 pl/pocillo). En el caso
de ciclos pequeios o grandes, especialmente en estos
ultimos, recomendamos el uso de un pipetero multicanal
para afadir las muestras como se indica a continuacion.
(Este ultimo procedimiento también puede utilizarse
para facilitar la incorporacion del conjugado, la solucién
de sustrato y la solucion de parada.)
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A fin de cargar los patrones, controles y muestras diluidas
en los pocillos de microensayo lo mas rapidamente
posible, puede utilizarse un procedimiento de “réplica en
placas”. En lugar de anadir 100 ul de cada patrén, control
o muestra diluida a los pocillos recubiertos con
anticuerpos de forma individual, pueden anadirse
120-130 pl de cada solucién a pocillos individuales en una
placa testigo (no suministrada) correspondiente al patrén
de enzimoinmunoensayo final deseado. Una vez
incorporadas a los pocillos de microensayo de la placa
testigo todas las soluciones que se desean someter a
ensayo, transfiera rapidamente 100 pl de cada pocillo
testigo a los pocillos recubiertos con anticuerpos
utilizando un micropipetero multicanal. Para evitar la
posibilidad de contaminacién cruzada, deben cambiarse
las puntas de la pipeta cada vez que cambie la
composicién de las muestras que se desean transferir.

CONSERVACION

Conserve el kit sin abrir a 2-8 °C.

Deje que los reactivos y los materiales se estabilicen a
15-30 °C antes de su uso. Vuelva a colocar las tiras no
requeridas en la bolsa de conservacion, séllelay guéardela
a2-8°C.

RECOGIDA Y CONSERVACION DE MUESTRAS

Manipule y deseche todas las muestras utilizando las
precauciones universales.

Es fundamental recoger, procesar y almacenar las
muestras de forma adecuada ya que el SC5b-9 puede
generarse en muestras mal manipuladas debido a la
activacién del complemento por factores espurios.

Los valores normales para las muestras de suero son
tipicamente mas altos que los obtenidos con muestras de
plasma EDTA o plasma normal citratado. En consecuencia,
los niveles de SC5b-9 en plasma EDTA o plasma citratado
pueden representar con mas exactitud las
concentraciones in vivo.

Las muestras de suero o EDTA o plasma citratado deben
recogerse mediante técnicas asépticas convencionales.
Las muestras deben analizarse de inmediato o guardarse a
4 °C o sobre hielo hasta cuatro horas antes de analizarlas.

Si una muestra no puede analizarse dentro de las cuatro
horas segun las pautas antes detalladas, debe congelarse
a-70°Comenos.

También puede utilizarse una Solucién Estabilizadora de
la Muestra (Cédigo A9576) para preparar las muestras de
suero y plasma humanos para su conservacion. Este
producto es exclusivo de Quidel y requiere mezclar la
muestra con la solucién en una proporcién 1:1 antes de
congelarla. Silo desea, puede solicitar informacion
técnica adicional sobre esta solucién.

Descongele rdpidamente las muestras a 37 °C hasta que
estén apenas descongeladas. Coloque inmediatamente
las muestras descongeladas en hielo (durante no mas de
cuatro horas) para evitar la activacion del complemento
antes de la dilucion. No deje las muestras a 37 °C, ya que
puede producirse la activacién del complemento. No
descongele las muestras a temperatura ambiente o0 a 4 °C
ya que puede producir la activacién del complemento.
Las muestras deben analizarse lo antes posible una vez
descongeladas. Se recomienda no congelar y descongelar
la muestra varias veces. En caso de que sea necesario
volver a congelar las muestras para su posterior andlisis,
Quidel recomienda congelar varias alicuotas de las
muestras para evitar multiples ciclos de congelamiento y
descongelamiento.

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

Lea el prospecto del producto en su totalidad antes de
iniciar el ensayo.

Vea la seccién PREPARACION DE LOS REACTIVOS y
ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES.

1. Tome nota de las posiciones de los pocillos de
microensayo correspondientes a los pocillos testigo, a
las muestras de ensayo, a los patrones y a los controles,
asi como los numeros de lote que figuran en las
etiquetas de los viales. Marque una esquina de la placa
de microensayo a modo de orientacion.

2. Prepare las tiras de microensayo de la siguiente forma:
a. Rehidrate los pocillos de microensayo afadiendo

aproximadamente 300 pl de solucion de lavado a
cada pocillo utilizando una botella para lavado o un
dispositivo de llenado automatico.
b. Incube a 15-30 °C durante dos minutos.
Elimine el liquido de cada pocillo.

d. Invierta la placa y golpéela con fuerza sobre papel
absorbente dos veces para eliminar el liquido
restante.

3. Seleccione uno o mas pocillos para utilizar como
pocillo testigo. Ahada 100 pl de diluyente de muestras
de complemento a los pocillos testigo que se utilizaran
con el lector de placa.

4. Anada 100 pl de cada patron SC5b-9 (A, B, C, D, E) a los
pocillos correspondientes por duplicado. Nota: os
patrones ya se han diluido y estan listos para usar.

5. Afiada 100 pl de control alto de SC5b-9 y control bajo
de SC5b-9 a los pocillos por duplicado. Nota: los
controles ya se han diluido y estan listos para usar.

6. Anada 100 pl de cada muestra diluida al pocillo de
microensayo asignado. (Vea la seccién PREPARACION
DE LOS REACTIVOS, Dilucion de muestras.)

7. Incube a 15-30 °C durante 60 + 1 minutos.

n
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8. Lave los pocillos de microensayo como se indica a
continuacion:

a. Después de la incubacion del paso 7 (o del paso 10
a continuacién), elimine el liquido de cada pocillo.

b. Ahada aproximadamente 300 pl de solucién de
lavado a cada pocillo utilizando una botella para
lavado o un dispositivo de llenado automatico.

¢. Incube los pocillos durante 1 minuto a 15-30 °C.
d. Elimine el liquido de cada pocillo.

e. Anada aproximadamente 300 pl de solucion de
lavado a cada pocillo.

f. Elimine el liquido de cada pocillo.

. Repita los pasos e-f tres veces mas.

. Después del quinto ciclo de lavado, invierta la placa
y golpéela con fuerza sobre papel absorbente dos
veces para eliminar todo el liquido restante.

9. Utilizando una pipeta multicanal o de repeticion,
aplique 50 pl de conjugado de SC5b-9 en cada pocillo
de ensayo lavado, incluyendo los pocillos testigo.

10. Incube las tiras de microensayo a 15-30 °C durante
30 £ 1 minutos. Prepare la solucién de sustrato
durante la incubacion (vea la seccion PREPARACION DE
LOS REACTIVOS,).

11. Lave los pocillos de microensayo después de la
incubacién de 30 minutos del paso 10, tal como se
describe en la seccion PROCEDIMIENTO DE ENSAYO,
paso 8.

12. Inmediatamente después del procedimiento de
lavado, aplique 100 pl de la solucién de sustrato a cada
pocillo, incluyendo los pocillos testigo.

13. Incube las tiras de microensayo a 15-30 °C durante
15 (£ 1) minutos.

14. Ahada 100 pl de solucién de parada a cada pocillo para
detener la reaccion enzimatica. La solucion de parada
debe afnadirse a los pocillos en el mismo ordeny ala
misma velocidad que la solucién de sustrato. Golpee
suavemente la placa para que la formacién de color
sea uniforme. Nota: Para obtener resultados
o6ptimos utilice la funcion de automezclado del lector
de placas (si se encuentra disponible) inmediata-
mente antes de leer cada placa.

15. Determine el valor de absorbancia a 450 nm (valor Asso)
para cada pocillo de ensayo dentro de 30 minutos
después de anadir la solucién de parada (paso 14),
realizando la correccién en blanco necesaria.

16. Determine la concentracion de las muestras y los
controles a partir de la curva estandar.

17. Deseche las muestras y controles diluidos restantes y
las puntas de microensayo usadas (vea la seccién
ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES).

CONTROL DE CALIDAD

Las buenas practicas de laboratorio recomiendan el uso de
controles para asegurarse de que el ensayo funciona
correctamente. Cada kit SC5b-9 Plus contiene controles
altos y bajos que pueden utilizarse para este propdsito. Se
proporcionan los intervalos de control de calidad. Los
valores de control estan disenados para verificar la validez
de la curvay los resultados de las muestras. Cada
laboratorio debe establecer sus propios parametros para
determinar los limites de andlisis aceptables. Si los valores
de control NO estan dentro de los limites de aceptacion de

> Q

su laboratorio, los resultados del ensayo deben
considerarse dudosos y deberan volver a analizarse las
muestras. Asimismo, el prospecto del producto requiere
que la curva estandar generada con los patrones del kit
cumplan con estrictos requisitos de validacion. Si el
ensayo no cumple con estos requisitos, repitalo o pdngase
en contacto con el Servicio técnico de Quidel.

El certificado de analisis incluido en este kit es especifico a
este lote y debe emplearse para comprobar que los
resultados obtenidos por su laboratorio son similares a los
obtenidos por Quidel Corporation. Los valores de
densidad éptica proporcionados deberan utilizarse
Unicamente a efectos orientativos. Los resultados
obtenidos por su laboratorio pueden ser diferentes.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Calculo de los resultados

Uso de la curva estandar: la curva estandar del enzimo-
inmunoensayo de SC5b-9 Plus se genera utilizando el
valor Asso sustraido del testigo de cada patrén (en el eje Y)
en funcion de la concentracion asignada a cada patron (en
el eje X). Después de la regresion lineal, la curva estandar
generada debe cumplir con los requisitos de validacion
(ver mas abajo). La mayoria de los ordenadores y
calculadoras es capaz de realizar estos célculos.

Como alternativa, pueden representarse graficamente los
datos de forma manual y los valores (ug/ml) de las
muestras de ensayo pueden leerse directamente de la
linea de ajuste 6ptimo de la curva estandar. En la Figura 1
se muestra un ejemplo de una curva estandar tipica.

Curva representativa estandar

FIGURA 1
y = 0,0089x - 0,007, r = 1,00

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Concentracién (ng/mL)

Muestra Aasso ng/ml
Patron A 0 0
Patron B 0,079 10
Patrén C 0,347 40
Patrén D 0,975 110
Patrén E 1,512 170
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Calculo de la concentracion real de SC5b-9 en las
muestras: La concentracion asignada de los viales de
patrén y los viales de control son unidades absolutas de
complejo SC5b-9. La concentracion de SC5b-9 en una
muestra se determina multiplicando la concentracién
determinada por el factor de dilucién de muestra
adecuado Por ejemplo, si se diluye una muestra de plasma
EDTA en una proporciéon de 1:10 para el ensayo y la curva
de regresion lineal da una concentracion de 20 ug
SC5b-9/ml, la concentracién de SC5b-9 en la muestra seria
de 200 pg SC5b-9/ml (0 20 x 10).

A fin de obtener determinaciones de la concentracion de
SC5b-9 precisas para muestras de ensayo que dan valores
Asso superiores a los del patrén E del SC5b-9 (o que dan
valores Ass inferiores al LLOQ), las muestras pueden
volver a analizarse a una dilucion diferente para que sus
nuevos valores Asso se encuentren dentro de estos limites.
En todos los ensayos repetidos también deben analizarse
los patrones y los controles de SC5b-9.

Validacion

Determine la pendiente, interseccion y coeficiente de
correlacion de la linea de ajuste éptimo derivada para los
patrones A, B, C, Dy E de SC5b-9. Los valores deben

encontrarse dentro de los intervalos especificados para
aprobar el ensayo:

coeficiente de correlacion (r): > 0,95
pendiente (m): 0,0039 a 0,0123
interseccion Y (b): (-) 0,189 a (+) 0,201

Consulte en las etiquetas de los viales el intervalo de
concentracion de SC5b-9 aceptable para los controles
altos y bajos.

LIMITACIONES

El enzimoinmunoensayo de SC5b-9 Plus de MicroVue se
ha utilizado para analizar muestras recogidas como suero
o plasma en EDTA y citrato. No se han analizado otros
anticoagulantes.

RENDIMIENTO DE LA PRUEBA
Limites
LOD: El limite de deteccidn analitica del ensayo SC5b-9

Plus es de 3,7 ug/ml, determinado por el limite superior de
DE 3 en un estudio de patrén cero.

LLOQ: El limite de cuantificacion inferior del ensayo
SC5b-9 es de 8,8 ug/mL, la concentracion mas baja en la
curva estandar que cumplié con los criterios de la NCCLS
de exactitud y precision.

Sustancias que interfieren

Las siguientes sustancias fueron analizadas con las
concentraciones especificadas, y no se comprobaron
inferencias con el ensayo.

Substance Concentration
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

Precision
Se determiné la precision intra-ensayo e inter-ensayo

analizando 20 réplicas de 2 muestras de plasma'y
2 muestras de suero en 10 ciclos diferentes.

Probe SC5b-9 Intra-ensayo’ Inter-ensayo?
(ng/mL) C.V. (%) C.V. (%)
139,0 6,8 13,1
Plasma
462,9 1,9 52
803,6 2,8 104
Serum
1410,6 1,6 50

'n =20 réplicas ’n=10ciclos

Linealidad

Se realizé la linealidad mezclando una muestra de plasma
alto con una muestra de plasma bajo en diferentes
proporciones para crear niveles de analito intermedios.
La recuperacion promedio fue de 94 % con un intervalo
absoluto de 86-104 %.

ASISTENCIA

Para servicios fuera de EE.UU., pédngase en contacto con su
distribuidor local. Informacién adicional de Quidel,
nuestros productos y nuestros distribuidores puede
encontrarse en nuestra pagina web www.quidel.com.
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