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Utilizacao

AESKULISA PM-Scl é um teste imunoenzimatico em fase sélida com 100 kDa PM-Scl
humano recombinante para a determinacéo quantitativa e qualitativa de anticorpos contra 100
kDa PM-Scl no soro humano.

O teste serve para o diagndstico de Doengas Mistas do Tecido Conectivo (DMTC).

Aplicagoes clinicas e principio do ensaio

O antigeno PM/Scl polimiosite/esclerodermia foi descrito pela primeira vez por Reichlin e
Mathioli em 1976. Anticorpos PM/Scl sdo encontrados em soros de doentes com sindrome de
sobreposicéo de polimiosite e esclerodermia.

Os dois antigenos principais do antigeno PM-Scl sdo uma proteina 75 kDa e uma proteina
100 kDa, que foram designadas como PM-Scl 75 e PM-Scl 100. A maioria dos soros positivos
anti-PM-Scl de doentes reagem contra a proteina 100 kDa, sendo que alguns detectam
também a proteina 75 kDa.

Os antigenos PM-Scl100 e PM-Scl75 sao componentes de um complexo multiproteico, que
também é designado como PM-Scl (anteriormente PM-1). Recentemente foi demonstrado, de
que o complexo PM-Scl humano tem semelhanga com exosomas da levedura. Exossomas
tém uma série de fungdes diferentes em processos diferentes, todos eles associados com
degradacdo de RNA, como p.ex. na transcricdo de mRNA, no processamento de rRNA e na
biogénese sn(0)RNA.

Principio do teste

As provas de soro, diluidas a 1:101, sdo incubadas nos pogos que estao revestidas com
0 antigeno especifico. Neste passo os anticorpos especificos do soro do doente, se
presentes, unem-se ao antigeno na placa; partes de soro ndo ligadas sao eliminadas na
etapa de lavagem seguinte. Depois sao adicionadas imunoglobulinas anti-humanas, que
se encontram marcadas com peroxidase de rabano (conjugado). Durante uma incubagéao
elas unem-se ao complexo antigeno-anticorpo previamente formado, eas
imunoglobulinas n&o ligadas s&o eliminadas na etapa de lavagem seguinte. A prova de
anticorpos ligados efectua-se através de uma reacgao colorimétrica (azul) enzimatica do
substrato, que é parada com &acido diluido (mudancga da cor para amarelo). A intensidade
de cor do cromogénio depende da quantidade de conjugado ligado ao complexo
antigeno-anticorpo, sendo dessa forma directamente proporcional a concentragao inicial
dos respectivos anticorpos na amostra do paciente.
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3  Componentes do Kit
DILUIR ANTES DE USAR
Quantida Cor da Corda I .
Item de tampa solugo Descrigdo/Contetido
concentrado 5x
Tampao de amostra (5x) 1 x 20ml Branco Amarelo Tris, cloreto de sédio (NaCl), albumina de soro bovino
(BSA), azido de sddio < 0,1% (conservante)
concentrado 50x
Tampao de lavagem (50x) 1 X 20ml Branco Verde Tris, NaCl, Tween 20, azido de sédio < 0.1%
(conservante)
PRONTO A USAR
ltem Quantida Cor da Cor d? Descrigao/Contetdo
de tampa solugao
. Soro humano (diluido), albumina de soro bovino
Controlo negativo 1x1,5ml Verde Incolor (BSA), azido de sodio < 0,1% (conservante)
" Soro humano (diluido), albumina de soro bovino
Controlo positivo 1x1,5ml Vermelho | Amarelo (BSA), azido de sédio < 0,1% (conservante)
. Soro humano (diluido), albumina de soro bovino
Calibrador Cut-off 1x 1,5ml Azul Amarelo (BSA), azido de sodio < 0,1% (conservante)
Amarelo Concentragéo de cada calibrador: 0, 3, 10, 30, 100,
Calibradores 6 x 1,5ml Branco * 300 U/ml. Soro humano (diluido), albumina de soro
bovino (BSA), azido de sddio < 0,1% (conservante)
Contém: Imunoglobulinas anti-humanas marcadas
Conjugado, 1gG 1x 15ml Azul Azul com peroxidase de rabano, albumina de soro bovino
(BSA)
Tetrametilbenzidina estabilizada e perdxido de
Substrato TMB 1x 15ml Preto Incolor hidrogénio (TMB/H0,)
Solugado de paragem 1x15ml Branco Incolor Acido cloridrico 1M
. 12x8 R .
Microplaca pOgOS N/A N/A Fraccionaveis. Revestimento ver ponto 1.
* Intensidade da cor aumenta com a concentragao
MATERIAIS NECESSARIOS
Fotometro para microplacas com filtro dptico para 450 nm, opcionalmente com filtro de referéncia opcional de 620 nm (600-690
nm). Material de vidro (cilindro 100-1000 ml), tubos de ensaio para as diluicdes. Agitador de tubos tipo Vortex, micropipetas
(10,100, 200, 500, 1000 pl) ou multipipeta ajustavel (100-1000ul). Aparelho de lavagem para microplacas (repeti¢céo 300 pl, pipeta
multicanal ou sistema automatizado), papel de filtro. Os nossos testes foram concebidos para serem utilizados com agua
purificada segundo a definicdo da Farmacopeia dos Estados Unidos (USP 26 — NF 21) e da Farmacopeia Europeia (Eur.Ph. 4.2
ed.).
4 Armazenamento e validade

Todos os reagentes e a microplaca devem ser guardados nas suas embalagens originais a 2-
8°C/35,6-46,4°F. Solucdes diluidas sado estaveis durante 1 més a 2-8°C/35,6-46,4°F. Devem
ser cumpridas as datas de validade indicadas na embalagem e nos roétulos dos diferentes
componentes.

Nao usar components do kit que estejam fora do prazo de validade Evite a exposicao da
solucdo de substrato TMB a luz intensa. Guarde as microplacas sempre fechadas dentro da
sua pelicula de embalagem, junto com o dessecante.
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Avisos e medidas de precaugao

5.2

Risco para a saude

ESTE PRODUTO DEVE SER USADO EXCLUSIVAMENTE PARA DIAGNOSTICO IN
VITRO. A aplicacao tem de ser realizada por pessoal que tenha sido especialmente instruido
e formado no uso de métodos de diagndstico in vitro. Apesar de este produto ndo ser
considerado como particularmente toxico ou perigoso em condi¢gdes de utilizagéo, ver o que
se segue para maxima segurancga:

Recomendacgdes e medidas de precaugao

Dado que alguns componentes do kit contém reagentes potencialmente perigosos, estes
podem causar uma irritacdo dos olhos e da pele.

ATENCAO: Calibradores, controlos e tampdes contém azida de soédio (NaN;) como
conservante. NaNs pode ter efeito toxico, se for ingerido ou absorvido através da pele ou dos
olhos. NaN3; pode formar azidas metalicas altamente explosivas em contacto com canos de
chumbo ou cobre. Para evitar concentragdes de azida ao remover estas solugdes deve-se
passar com agua em grande quantidade. E favor observar as prescrigdes locais/nacionais
para descontaminacgao.

Ao trabalhar com o kit ndo comer, beber ou fumar.Nao pipetar com a boca. Usar luvas
descartaveis.

Os reagentes contidos neste produto, de origem humana (controlos e calibradores),
demonstraram ser negativos apds analise de antigeno de superficie da hepatite B (HbsAg),
hepatite C e HIV 1 e 2. Contudo, em produtos de origem humana nunca se pode excluir com
certeza definitiva a existéncia dos agentes patogénicos mencionados, outros ou de agentes
eventualmente desconhecidos ou ainda n&o diagnosticados. Por isso os controlos,
calibradores e soros dos doentes devem ser considerados transmissores potenciais de
infecgbes e manuseados segundo as prescrigdes legais vigentes no seu pais.

O kit contém material de origem animal conforme indicado no indice, manuseie segundo as
prescrigdes legais vigentes no seu pais.

Avisos gerais

Caso as informagdes sobre o produto, incluindo a rotulagem, tiverem erros ou estiverem
incorrectas, contactar o fabricante ou o fornecedor do kit de teste.

Nao misturar ou substituir controles, calibradores, conjugados ou microplacas de diferentes
numeros de lote. Isto pode levar a variagdes nos resultados.

Todos os componentes do kit devem atingir a temperatura ambiente (20-32°C/68-89,6°F) e
ser bem agitados antes do teste.

E impreterivel seguir o protocolo prescrito para a realizagéo do teste.

Incubagao: Para a realizagao automatica de testes recomendamos uma temperatura de
30°C/86°F.

Nunca exponha os componentes do kit a temperaturas superiores a 37°C/98,6°F.

Pipete a solugéo de substrato sempre com pontas de pipeta novas para evitar contaminacgoes.
Proteja a solugédo de substrato de luz intensa. Nunca pipete o a solugdo do conjugado com
pontas de pipeta que estejam contaminadas com outros reagentes.

Um diagnéstico clinico definitivo nao se deve basear somente nos resultados do teste
realizado, mas deve ser elaborado pelo médico, tendo em conta todos os resultados
clinicos e de laboratério. O diagnéstico deve ser impreterivelmente confirmado com
diferentes métodos diagnoésticos.
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Recolha da amostra, manipulagao e armazenamento

Recomenda-se a utilizagdo de amostras de soro colhidas na altura. A extrac¢do de sangue
deve seguir os requerimentos de protocolo do seu pais. Nao utilize amostras de soro ictéricas,
lipémicas, hemolizadas ou contaminadas por bactérias.

Em caso de amostras turvas, as particulas devem ser centrifugadas a baixa velocidade (<1000
x g).As amostras de sangue devem ser tomadas em tubos limpos, secos e vazios. Apds a
separacgao, as amostras de soro devem ser utilizadas nas primeiras 8 horas, guardadas num
local bem fechado até 48 horas a 2-8°C/35,6-46,4°F, se for necessario um armazenamento
mais prolongado, devem ser congeladas a -20°C/-4°F.

Procedimento do teste

Preparagao

Diluicdo de reagentes concentrados:

Dilua o tampao de amostra concentrado 1:5 com agua destilada (p.ex. 20 ml mais 80 ml)
Dilua o tampao de lavagem concentrado 1:50 com agua destilada (p.ex. 20 ml mais 980 ml).

Para evitar erros, sugerimos a marcagao das tampas dos varios calibradores.

Diluicao das amostras dos doentes:

Dilua e misture as amostras de soro 1:101 com tampao de amostra (1x),
p.ex. 1000 ul tampao de amostra + 10 ul de soro.

Lavagem:

S&o necessarios 20 ml de tampéao de lavagem diluido (1x) para 8 pogos ou 200 ml para 96
pocos p.ex. 4 ml de concentrado mais 196 ml de agua destilada.

Lavagem automatizada:

Para a colocacdo em servico do instrumento e o volume morto deve, ser consideradas
quantidades adicionais de tampao de lavagem.

Lavagem manual:

Remova cuidadosamente o liquido ao bater a placa sobre papel filtrante. Pipete 300 ul de
tampéo de lavagem diluido em cada poco, espere 20 segundos. Repita o procedimento mais
duas vezes.

Microplacas:

Retire os pog¢os ndo usados, armazenando-os a 2-8°C/35,6-46,4°F de forma bem fechada
dentro da pelicula da embalagem, junto com o dessecante.
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7.2 Schéma de pipetage

Sugerimos a pipetagem de calibradores, controlos e amostras da seguinte forma:

para interpretacdo quantitativa para interpretacao qualitativa
1 [ 2 3 [4. o2 s
A CalA |CaE |P1 | W N e
B | CalA | CalE | P1 B NC P2
C [CalB |CalF | P2 c  cc p3
D calB |CalF |P2 | 5 cc e |
E CalC | PC P3| T S
F CalC |PC P3| e T
G cap |nc | | = T
H cap (N | | T I
CalA: calibrator A CalD: calibrator D PC: positive control P1: patient 1
CalB: calibrator B CalE: calibrator E NC: negative control P2: patient 2
CalC: calibrator C CalF: calibrator F CC: cut-off calibrator P3: patient 3

7.3 Passos de teste

Pas

so Descrigao

1. Verifique se as preparagdes do passo 7.1 acima foram realizadas antes da
pipetagem.

2. Utilize os passos que se seguem de acordo com os resultados de interpretagéo
quantitativa/qualitativa pretendidos:

CONTROLOS E AMOSTRAS
3. Pipete para os pogos conforme descrito no ponto 7.2 acima,
100 pl de um dos seguintes:

a. Calibradores (CAL.A a CAL.F) para interpretacao
QUANTITATIVA ou

b. Calibrado Cut-off (CC) para interpretagao
u QUALITATIVA
+100 e 100 pl de cada um dos seguintes:
e Controlo negativo (NC) e Controlo positivo (PC) e
e Soro diluido dos pacientes (P1, P2...)
4.
Incube durante 30 minutos a 20-32°C/68-89,6°F.
30
5.
|
N N Lave 3 vezes com 300 pl de tampéo de lavagem 1:50 diluido.
3x 300ul
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N

10.

11.

12.

13.
14.

30’

3x 300ul

!

+100 pl

%

30

0OD,; ODQJA,-

450/620 nm

I

CONJUGAR

Pipete 100 ul de conjugado em cada poco.

Incube durante 30 minutos a 20-32°C/68-89,6°F.

Lave 3 vezes com 300 pl de tamp&o de lavagem 1:50 diluido.

SUBSTRATO

Pipete 100 pl de substrato TMB em cada poc¢o.

Incube durante 30 minutos a 20-32°C/68-89,6°F, protegida de
luz intensa.

PARAGEM

Pipete 100 ul da soluc&o de paragem dentro de cada pogo, na
mePM-Scla sequéncia da pipetagem do substrato.

Incube durante 5 minutos, no minimo.

Agite cuidadosamente a placa durante 5 segundos.

Leia a densidade optica a 450 nm dentro de 30 minutos
(recomendavel a 450/620 nm).
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Interpretagao quantitativa e qualitativa

A interpretagao quantitativa realiza-se com base numa curva padrdo, em que a densidade
optica dos calibradores (eixo y) é tracada contra a concentragdo em U/ml (eixo x). E
recomendada uma escala log/lin e um ajuste de 4 parametros para a interpretacdo. Com base
na curva é determinada a concentragao de anticorpos em U/ml a partir da densidade 6ptica
da amostra.

Gama Normal Duvidosos Resultados positivos
<12 U/ml 12 - 18 U/ml >18 U/ml
Exemplo de interpretagao

Este exemplo NAO pode ser usado para interpretar os resultados dos pacientes
Calibradores IgG DO 450/620 nm CV % (Variancia)

0 U/ml 0,070 0,0
3 U/ml 0,176 1,9
10 U/ml 0,322 2,1
30 U/ml 0,636 3,9
100 U/ml 1,271 0,4
300 U/ml 2,138 0,8

Exemplo de calculo

Paciente Replicado Valor médio Resultado

(OD) (OD) (U/ml)
P 01 0,859/0,883 0,871 51,0
P02  0,499/0,498 0,499 20,4

As amostras acima da gama do calibrador mais elevado devem ser referidas como >Max.
Devem ser diluidas conforme necessario voltar a realizar o ensaio. As amostras abaixo da
gama do calibrador devem ser referidas como < Min.

Consulte o certificado de controlo junto para dados especificos do lote. Laboratérios médicos
devem realizar um controlo de qualidade interno, utilizando controlos proprios e/ou um ,pool®
de soros interno segundo os regulamentos da UE.

Recomenda-se que cada laboratério estabelega os seus préprios valores normais, com base
nas suas proprias técnicas, controlos, equipamento e populagéo de doentes.

No caso dos valores dos controlos ndo cumprirem os critérios, o teste é invalido e devera ser
repetido.

Devem verificar-se as seguintes questdes técnicas: Prazo de validade dos reagentes
(preparados), condi¢gdes de armazenamento, pipetas, aparelhos, fotdmetro, condi¢gdes de
incubacao e métodos de lavagem.

Se os itens testados mostrarem valores aberrantes ou qualquer tipo de desvio ou se o0s
critérios de avaliacdo nao forem cumpridos sem causa plausivel, contactar o fabricante ou o
fornecedor do kit de teste.

Na interpretacao qualitativa efectua-se a comparacao da densidade 6ptica (DO) da amostra
dos doentes com a densidade 6ptica do calibrador cut-off. Se a densidade 6ptica da amostra
do doente se situar na gama de +/-20% do calibrador cut-off, entdo deve ser considerada
como valor limite. Em caso de uma DO mais elevada, a amostra do doente é considerada
positiva, amostras com DOs mais baixas s&o consideradas negativas.

Negativo: DO doente < 0,8 x DO cut-off
Dudosos: 0,8 x DO cut-off < DO doente < 1,2 x DO cut-off
Positivo: DO doente > 1,2 x DO cut-off
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9 Dados Técnicos
Amostra: Soro
Volume de amostra: 10 pl de amostra diluida a 1:101 com tamp&o de amostra 1x
Tempo total de incubagdo: 90 minutos a temperatura 20-32°C/68-89,6°F
Intervaloo de calibragao: 0-300 U/ml
Sensibilidade analitica: 1,0 U/ml
Armazenamento: a 2-8°C/35,6-46,4°F utilize apenas os frascos originais
Numero de determinagbes: 96 tests
10 Dados do teste / Caracteristicas do teste
10.1 Sensibilidade analitica
A sensibilidade analitica de AESKULISA PM-Scl de 1,0 U/ml foi determinada ao testar 30
vezes tampdes de amostra.
10.2 Especificidade e sensibilidade
Die Festphase ist mit rekombinantem humanem 100 kDa PM-Scl beschichtet.
Kreuzreaktivititen mit anderen Antigenen konnten nicht nachgewiesen werden. PM-Scl
Antikorper treten bei 5-10% der Patienten mit Dermatomyositis auf. Autoantikdrper gegen
PMScl100 werden bei > 90% der Patienten mit Polymyositis/Skerlodermie Overlap Syndrom
nachgewiesen.
10.3 Linearidade

Foram analisados com este kit soros seleccionados e determinou-se que deviam diluir-se
linearmente. No entanto, devido a natureza heterogénea dos auto-anticorpos humanos,
podem existir amostras que n&o sigam esta regra.

Amostra Factor de Concentragao medida Concentragao esperada Recuperacao

No. Diluigao (U/ml) (U/ml) (%)

1 1/100 126,0 123,0 102,4
1/200 62,8 61,5 102,1
1/400 31,9 30,8 103,6
1/800 16,8 15,4 109,1

2 1/100 78,5 76,0 103,3
1/200 36,9 38,0 97,1
1/400 17,4 19,0 91,6
1/800 10,0 9,5 105,3
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10.4 Precisao

Para determinar a preciséo do ensaio, avaliou-se a variabilidade (intra e inter-ensaio) através
da analise da sua reproductibilidade em trés amostras de soro. Estas amostras foram
selecionadas para representar um intervalo acima da curva padrao.

Intra-Ensaio Inter-Ensaio
Amostra Valor médio Ccv Amostra Valor médio Ccv
No. (U/ml) (%) No. (U/ml) (%)
1 128,0 2,8 1 125,0 2,9
2 69,0 3,0 2 66,0 3,5
3 21,0 4,3 3 19,0 4.1

10.5 Calibracao

O sistema de medicao quantitativo € calibrado em unidades provisérias, dado nao existir um
padrao de referéncia internacional. Os resultados s&o indicados em U/ml.
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" Reagente bloccante

" Stop solution

" Solution d‘Arrét

" Solucién de parada

" Stopreagenz

" AvTIdpaaTrplo BIAKOTIAG avTidpaong

" Solucéo de paragem

“ Tampone campione

“ Sample buffer

SB | 5x

" Tampon Echantillons

" Tampo6n Muestras

" Probenpuffer

" PuBuIoTIKS SidAupa SelypaTwy

" Diluente de amostra
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