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MANUAL DE INSTRUCOES

APhL™ IgG HRP ELISA Kit
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1-USO A QUE ESTA DESTINADO

O APhL™ |gG HRP ELISA Kit é um teste imunoenzimatico semiquantitativo
(ELISA) que se usa no diagndstico do Sindrome Antifosfolipido (APS), em
pacientes que apresentam tromboses, aborto expontdneo e/ou tromobocitopenia.
O ensaio permite medir os niveis de anticorpo IgG antifosfolipido (anti-PL) no
soro humano.

2 - EXPLICACAO DO ENSAIO

O teste de anticardiolipina (1) foi desenhado para o diagnostico de pacientes
com o Sindrome Antifosfolipido (2). Este sindrome ¢ caracterizado por
tromboses venosas de repeti¢ao, aborto expontaneo e trombocitopenia associada
com uma prova positiva de anticardiolipina e/ou anticoagulante do lupus (3).
Ambos os testes, o de anticorpo anticardiolipina e o de anticoagulante do lupus,
detectam anticorpos que se unem a fosfolipidos (4-5). Estes anticorpos sdo de
natureza heterogénea, e os dois testes ndo identificam necessariamente os
mesmos anticorpos (6-8). Deste modo, ambos os testes devem ser realizados em
individuos onde se suspeite estar presente o Sindrome Antifosfolipido.

A presenga de resultados “falso positivo”, ¢ um dos maiores inconvenientes do
teste ELISA para detecgio de anticorpos anticardiolipina. E comum observar a
ligacdo “ndo-especifica” de soros de pacientes com uma variedade de doengas,
que ndo sdo o Sindrome Antifosfolipido (9-12). Através de testes extensivos
utilizando um fosfolipido e misturas de fosfolipidos, uma combinagdo de
fosfatidilserina, acido fosfatidico, e f2Glicoproteina I parece ser a que permite
uma melhor distingdo entre os soros com Sindrome Antifosfolipido de soros de
pacientes com outras doengas, em particular sifilis. Este antigénio foi designado
APhL™ Phospholipid Antigen, e é usado para revestir os micropogos das placas
do APhL™ IgG HRP ELISA Kit. O principio usado neste ensaio ¢ o mesmo que
o do teste de anticardiolipina (13-14).

O APhL™ 1gG HRP ELISA Kit esta calibrado em unidades padrio de
anticardiolipina (unidades GPL) (15-20) e pode ser usado para detectar
anticorpos da classe IgG. Para além dos seis Calibradores APhL™ HRP IgG,
estdo ainda incluidos no kit um controlo positivo, APhL™ HRP IgG Controlo
Positivo (com um valor definido e o erro associado) e um controlo negativo,
APhL™ HRP Controlo Negativo. Estes dois ultimos, sdo incluidos como
controlos internos do fabricante, para determinar quando um teste é ou ndo
aceitavel.



3 - FUNDAMENTOS DO METODO

Neste ensaio ¢ utilizada a técnica padrdo de ELISA. Os calibradores, controlos
e soros dos pacientes sdo incubados em micropogos, existentes na placa de
polistireno, revestidos com APhL™ Phospholipid Antigen. Este processo
permite que os anticorpos antifosfolipido da classe IgG presentes no soro dos
pacientes reajam com o APhL™ Phospholipid Antigen. O processo de lavagem
remove as proteinas ndo ligadas. Sdo entdo adicionados anticorpos especificos
anti-IgG humano marcados com peroxidase. Depois de uma lavagem adicional,
produz-se uma reacgdo colorimétrica devida a acg¢do da peroxidase sobre o
substracto tetrametilbenzidina (TMB).

4 - REAGENTES

4.1 Componentes de cada APhL™ IgG HRP ELISA Kit
Conferir todos os componentes do APhL™ IgG HRP ELISA Kit com a
lista que a seguir se apresenta.

12 — tiras de polistireno com micropogos revestidos de
APhL™ Phospholipid Antigen
“X“ 1 — 55 ml APhL™ Tampao de Dilui¢do

(1 x 8 pogos)
(pronto a usar) *

1 — 1,0 ml APhL™ HRP IgG Calibrador 1 (200 GPL) (pronto a usar)
1 — 1,0 ml APhL™ HRP IgG Calibrador 2 (100 GPL) (pronto a usar)
1 — 1,0 ml APhL™ HRP IgG Calibrador 3 (50 GPL) (pronto a usar)
1—1,0 ml APhL™ HRP 1gG Calibrador 4 (25 GPL)  (pronto a usar)
1-1,0 ml APhL™ HRP 1gG Calibrador 5 (12,5 GPL) (pronto a usar)
1 -1,0 ml APhL™ HRP 1gG Calibrador 6 (6,25 GPL) (pronto a usar)
1 — 15 ml APhL™ HRP IgG Conjugado (pronto a usar)
1 — 15 ml APhL™ Substrato TMB (pronto a usar)

1 — 15 ml APhL™ HRP Solucéo de Paragem (pronto a usar)

1 — APhL™ HRP PBS Concentrado (para ser preparado
em 1000 ml dH,0)
1 —450 ul APhL™ HRP IgG Controlo Positivo  (para ser diluido em
tampao de dilui¢ao) *

(para ser diluido em
tampao de diluigdo) *

1 —450 ul APhL™ HRP Controlo Negativo

* As solucdes assinaladas contém 0,2% azida de sédio.

4.2 Adverténcia

Este produto deve ser usado apenas por pessoal devidamente qualificado.
O recurso a mecanismos automaticos para a elaborac¢do do ensaio, diluigdo
das amostras, ou lavagem das placas, deve ser validado pelo utilizador e
comparado com o sistema manual.

O APhL™ |gG HRP ELISA Kit contém componentes de origem humana
que foram testados e encontrados negativos para anticorpos VIH-1, e
antigénio de superficie da Hepatite B. Contudo, componentes do kit, assim
como amostras a serem testadas devem ser manipuladas como
potecialmente infecciosas. Usar luvas descartaveis

A azida de s6dio em condi¢des acidicas transforma-se em acido hidrazoéico,
que é uma substancia muito toxica. Evitar contacto com pele e mucosas. Em
caso de acidente lavar a zona afectada imediatamente com agua e consultar
um médico. Compostos contendo azida foram classificados pela
Comunidade Europeia (CEE) de Xn (Nocivo) e devem ser descartados com
agua corrente abundante, para evitar que os componentes toxicos se
acumulem na canalizagdo.

Nao pipetar nenhuma solu¢ao com a boca.

O tampdo da Solucdo de Paragem “Stop” contém uma solugdo 4cida
diluida. Usar com cuidado para evitar contacto com a pele e olhos. Evitar a
exposicdo a bases e a metais, assim como a outros compostos que possam
reagir com acidos. Derrames devem ser imediatamente limpos de forma
apropriada.

R20  Nocivo se inalado.
R21  Evitar contacto com a pele.

R22  Nocivo se ingerido.

S46  Se ingerido, procurar aconselhamento médico imediato e
mostrar este frasco ou o respectivo rotulo.

Xn R32  Em contacto com acidos liberta gas muito toxico.
S2 Manter longe do alcance das criangas.
S13  Manter afastado de comida, bebida, e de produtos para
alimentagdo animal.
S36  Usar vestuario protector adequado.
S37  Usar luvas.
X i

R36: Irritante par os olhos.
R38: Irritante para a pele.



4.3 Equipamento necessario para o ensaio, mas nao fornecido no kit
= Agua destilada
= Agitador magnético
= Lavador automatico ou semi-automatico de placas ELISA
= Leitor de placas de ELISA com filtro de 450 nm
= Micropipeta multicanal (5 — 1000 pl)
= Papel absorvente
= Proveta 1000 ml
= Tubos de ensaio e respectivo suporte
= Vortex

4.4 Armazenamento e estabilidade do kit
g Apods abertura do APhL™ 1gG HRP ELISA Kit, manter os
5 /I/ componentes ndo usados, ou por abrir, entre 2-8°C, até a data
indicada no rétulo.
=  Nao congelar nenhum dos componentes do APhL™ IgG HRP ELISA Kit.
=  N&o misturar os reagentes provenientes de diferentes lotes.
= Naio substituir os componentes do kit por outros reagentes.
= Nao usar reagentes depois da data de validade indicada na embalagem.

5-COLHEITA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS.

O ensaio pode ser realizado em amostras de soro ou plasma de origem humana.
Nao devem ser usadas amostras previamente inactivadas pelo calor, a 56°C por
um periodo igual ou superior a 30 min. Amostras hemolizadas, lipémicas ou
contaminadas também devem ser evitadas. Caso as amostras ndo sejam
analisadas num periodo de 24 horas apos a colheita, devem ser conservadas a -
20°C, ou a temperatura inferior.

6 — INSTRUCOES PARA UTILIZACAO

6.1 Comentarios preliminares e precaucdes

= Ler as instrugdes contidas no “Manual de Instrugdes” na sua totalidade
antes de iniciar o ensaio.

= Os reagentes e amostras devem estar & temperatura ambiente, antes de
serem usados.

= Apos utilizagdo, guardar no frigorifico amostras e reagentes que nio estio a
ser usados.

= Os Calibradores APhL™ HRP IgG s6 devem ser usados com o APhL™
IgG HRP ELISA Kit.

= Monitorizar cuidadosamente os periodos de incubagao.

= Comegar a contagem dos periodos de incubagdo imediatamente apds a
adi¢@o do tltimo reagente.

=  Usar pontas limpas para cada amostra e reagente usados.

=  N2o usar Tween ou outros detergentes, e certificar-se que este agente nio
estd presente no material de vidro utilizado no ensaio.

= APhL™ Substrato TMB e APhL™ HRP Solucdo ““Stop” devem ser
manipulados cuidadosamente. Evitar o contacto destas solugdes com
mucosas.

=  Determinar o volume necessario de cada reagente a usar antes de comegar
um ensaio. Calcular o volume necessario de acordo com o numero de
amostras a analisar.

6.2 Protocolo experimental detalhado

a. PBS (Phosphate Buffered Saline)

Retirar o conteido do recipiente identificado com APhL™ HRP PBS
Concentrado para uma proveta graduada. Adicionar agua destilada até perfazer
o volume de 1 litro. Dissolver completamente com a ajuda de um agitador
magnético. Verter para um novo recipiente apenas o volume necessario a usar
no ensaio, e manter a temperatura ambiente até ser usado. Guardar a solugdo
ndo usada entre 2—8°C.

b. Placas

Retirar a placa da embalagem protectora 10 minutos antes de usar. Caso ndo
utilize toda a placa, seleccionar as tiras a serem usadas e cortar a cobertura de
plastico com uma lamina afiada. Colocar as tiras ndo usadas na embalagem
protectora e guardar no frigorifico. Certifique-se que as tiras ndo usadas ficam
seguras pela armacao e pelo retentor apods utilizacao.

c. Diluicdo dos controlos e das amostras

Os calibradores (C1-C6) estdo prontos a usar. Ndo necessitam ser diluidos.
Fazer uma diluigdo 1:50 para os Controlos Positivo ¢ Negativo e para as
amostras a estudar. Diluir 10 ul de APhL™ HRP IgG Controlo Positivo,
APhL™ HRP Controlo Negativo, e amostras dos pacientes em 490 ul de
APhL™ HRP Tamp&o de Diluicdo. Homogeneizar as solu¢des no vortex apos
cada diluicao.

d. Adigdo das amostras diluidas as placas de ELISA

Adicionar 100 ul de APhL™ HRP Tampao de Dilui¢do aos pogos do branco.
Adicionar 100 ul de cada Calibrador APhL™ HRP 1gG (C1-C6) aos pogos.
Adicionar 100 ul de APhL™ HRP IgG Controlo Positivo diluido aos pogos 1.
Adicionar em duplicado 100 ul de APhL™ HRP Controlo Negativo diluido aos
pocos B.
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Adicionar 100 pl das amostras dos pacientes previamente diluidas.

Apds adicdo de todas as solugdes, bater suavemente na parte lateral da placa,
para garantir uma distribui¢do homogénea das solugdes nos micropogos.

Incubar as placas a temperatura ambiente durante 30 minutos.

e. Lavagem das placas

Lavar as placas 3 vezes com APhL™ HRP PBS (solugdo preparada na alinea a.).
Este passo pode ser efectuado com um lavador automatico ou semi-automatico
de placas ELISA, ou ainda usando uma micropipeta multicanal.

Para cada lavagem, adicionar 200 pl de solug¢do a cada poco, agitar as placas
suavemente e descartar a solugdo de APhL™ HRP PBS. Certifique-se que as
tiras permanecem na ordem inicial. No final da terceira lavagem, inverter as
placas e bater suavemente as mesmas sobre uma superficie plana coberta com
papel absorvente.

f.  Adigdo de APhL™ HRP IgG Conjugado

Cuidadosamente, remover do frasco original o volume de APhL™ HRP 1gG
Conjugado.

Com a ajuda de uma micropipeta multicanal, adicionar simultaneamente 100 pl
de APhL™ HRP IgG Conjugado a cada micropogo. Tapar as placas e incubar &
temperatura ambiente durante 30 = 10 min.

g. Adic8o do Substracto TMB

Ap0s incubagdo das placas com APhL™ HRP IgG Conjugado, lavar as mesmas
3 vezes com APhL™ HRP PBS (como descrito na alinea e).

Adicionar 100 pl de solugdo APhL™ Substrato TMB, a cada pogo. Tapar as
placas e incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos exactos.

h. Terminagao da reacgdo de coloragao

Parar a reac¢do de coloracdo através da adi¢do a cada micropogo de 100 pl
APhL™ HRP Solugdo de Paragem “Stop”. Fazer a leitura da(s) placa(s) no
espectrofotometro a 450 nm. Usar os valores obtidos nos controlos (C1-C6),
para elaborar a curva de calibragao.

7-RESULTADOS

7.1 Elaboracao da curva de calibracdo

Em cada ensaio deve ser elaborada uma curva de calibragdo (IgG).

Determinar o valor médio das densidades opticas (D.O.) dos calibradores (C1—
C6), controlo (S) e do branco dos reagentes (B). Subtrair o valor médio das
D.O. do branco (B), ao valor médio de todas as leituras (calibradores, amostras e
controlos).

Elaborar um grafico do tipo log-log (Figura 1) ou log-logit (Figura 2) com o
valor das D.O. dos calibradores (C1-C6) versus a respectiva concentragao. Os
calculos podem ser facilmente efectuados com a ajuda de um computador
recorrendo a software apropriado. A concentracao de cada calibrador esta
indicada no rétulo.

Figura 1. Exemplo de uma curva de calibragdo para anticorpos IgG anti-PL,
usando uma curva log-log
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Figura 2. Exemplo de uma curva de calibragdo para anticorpos IgG anti-PL,
usando uma curva log-logit
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7.2 Exemplo de curva de calibracéo

Os valores de D.O. obtidos num ensaio padro estdo descritos na Tabela 1. Estes
valores sdo apenas um exemplo, e ndo podem ser utilizados para elaborar a
curva de calibracdo. Esta deve ser construida com os resultados obtidos para os
calibradores em cada ensaio.

Tabela 1. Valores tipicos para uma curva de calibragio

| Curva padréo 19G APhL™

Calibrador D.O. GPL
APhL™ HRP IgG Calibrador 1 1,802 200
APhL™ HRP IgG Calibrador 2 1,058 100
APhL™ HRP IgG Calibrador 3 0,676 50

APhL™ HRP IgG Calibrador 4 0,314 25

APhL™ HRP IgG Calibrador 5 0,147 12,5
APhL™ HRP IgG Calibrador 6 0,035 6,25

GPL: uma unidade GPL, ¢ a actividade de ligagdo ao fosfolipido de 1 pg/ml de anticorpo IgG
purificado por cromatografia de afinidade.

7.3 Resultados esperados

= O intervalo no qual se situa o valor de APhL™ HRP IgG Controlo Positivo
esta indicado no rétulo do tubo.

= Caso o APhL™ HRP IgG Controlo Positivo se situe fora do intervalo
referido no rétulo, devem ser revistos os calculos, assim como o
procedimento experimental, para a existéncia de possiveis erros. Se ndo
forem encontradas incorrecg¢des, o ensaio deve ser repetido.

=  Os valores inferiores a 27 GPL e superiores ao valor de cut-off, para a IgG,
sdo considerados "indeterminados (Zona cinzenta)".
As amostras cujos valores estejam nestas condi¢cdes devem ser analisadas
novamente, numa data posterior, para confirmar a positividade. (21)

= O APhL™ HRP Controlo Negativo deve apresentar valores inferiores aos
pontos “cut-off” de 15 unidades GPL.

= No caso de uma amostra de paciente apresentar uma D.O. superior a do
Calibrador C1, a amostra deve ser diluida de forma apropriada e testada
novamente. Os valores obtidos em unidades GPL devem ser multiplicados
pelo(s) factor(es) de diluicao.

11

8 — CONTROLO DE QUALIDADE

= As solugdo APhL™ HRP IgG Controlo Positivo e APhL™ HRP Controlo
Negativo, sdo fornecidas no kit por forma a garantir que o ensaio esta a ser
realizado correctamente. O APhL™ HRP IgG Controlo Positivo, tem um
valor definido de IgG antifosfolipido (consultar rétulo no frasco).

= O ensaio ¢ considerado bem realizado quando, o valor de IgG
antifosfolipido do APhL™ HRP IgG Controlo Positivo se situa dentro do
intervalo dado.

= O valor médio do branco deve ser inferior a 0,2.

9- LIMITACOES

O diagnostico do Sindrome Antifosfolipido ndo pode ser baseado apenas num
teste positivo para anticorpos antifosfolipido. O critério para este diagndstico
inclui historia clinica de pelo menos um dos acontecimentos: tromboses, aborto
expontaneo, ou trombocitopenia, associado a um teste de ELISA antifosfolipido
positivo e/ou um teste positivo para Iupus anticoagulante. Os pacientes podem
apresentar um teste positivo para lupus anticoagulante, mas negativo para
antifosfolipido. Deste modo, ambos os testes devem ser realizados em pacientes
onde se suspeite a presenca do Sindrome Antifosfolipido.

Apesar do APhL™ IgG HRP ELISA Kit, reduzir substancialmente o nimero de
amostras com sifilis, capazes de produzir um resultado positivo, € possivel que
isso acontega em algumas delas. Pode-se ainda acrescentar que uma variedade
de doengas infecciosas, incluindo doentes VIH+ e desordens de natureza
farmacoldgica, poderem vir a conduzir a um falso positivo.
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10 - CARACTERISTICAS DO ENSAIO
10.1 Especificidade

Normal

Foram ensaiadas 50 amostras de dadores saudaveis com o APhL™ IgG HRP
ELISA Kit. Um “cut-off” de 15 unidades GPL foi determinado, baseado no
percentil de 99%.

Doente
Amostras para varias patologias foram testadas com o APhL™ 1gG HRP ELISA

Kit. Os valores obtidos sdo descritos a seguir na Tabela 2.

Tabela 2. Amostras para varias patologias

Patologia n® amostras n° amostras positivas *
APS (Sindrome antifosfolipido) 43 43
Sifilis + 16 1
Outras doengas auto-imunes 16 1

*Positivo é definido quando o valor de IgG anti-PL ¢ maior que 15 unidades GPL.

10.2 Sensibilidade

Soros de 43 doentes, portadores do Sindrome Antifosfolipido, foram testados
com o APhL™ |gG HRP ELISA Kit. Todos revelaram ser positivos para
anticorpos IgG antifosfolipido.

10.3 Reprodutibilidade

Variag0es Intra-ensaio

Para avaliar as variagdes intra-ensaio, cada uma das 3 amostras (A, B e C),
descritas na Tabela 3, contendo anticorpos IgG anti-PL foi analisada 10 vezes na
mesma placa usando o APhL™ 1gG HRP ELISA Kit. Os valores estatisticos
foram calculados e estdo representados a seguir.

Tabela 3. Variagdes intra-ensaio, com o APhL™ IgG HRP ELISA Kit
Amostras de IgG

Amostra v.m. d.p. % C.v.
A 85,2 4,5 4,2
B 24,0 3,2 8,7
C 8,9 24 8,0

v.m., valor médio; d.p. desvio padrio; c.v., coeficiente de variagdo
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VariagOes Inter-ensaio

Variagdes inter-ensaio foram efectuadas testando 3 amostras positivas (elevada,
média e baixa) para anticorpos IgG anti-PL usando o APhL™ IgG HRP ELISA
Kit em 10 ensaios independentes. Os valores obtidos estdo representados na
Tabela 4 a seguir.

Tabela 4. Variagdes inter-ensaio, com o APhL™ IgG HRP ELISA Kit
Amostras de IgG

Amostra v.m. d.p. % C.v.
A 86,5 8,5 7,5
B 21,5 2,5 10,2
C 11,2 2.3 14,3

v.m., valor médio; d.p. desvio padrio; c.v., coeficiente de variagdo

10.4 Recuperacéo

Aliquotas da solugdo APhL™ HRP IgG Calibrador 1, diluidas em soro normal,
como descrito na Tabela 5, foram ensaiadas com o APhL™ IgG HRP ELISA Kit.
Os valores de GPL esperados foram determinados dividindo a concentragdo do
APhL™ HRP IgG Calibrador pelo factor de diluigdo. Os valores de GPL
observados foram calculados com base na curva padréo.

Tabela 5 Determinagdo dos valores de recuperagdo do APhL™ HRP IgG
Calibrador 1 no APhL™ IgG HRP ELISA Kit

Diluicdo do GPL GPL esperados %
calibrador observados recuperacio
-- 212,0 200,0 106
1:2 92,0 100,0 92
1:4 48,0 50,0 96
1:8 22,0 25,0 88
1:16 14,6 12,5 116

1:32 52 6,25 83
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