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1.

Utilizagao

Os padrdes de liquor destinam-se a elaboragao de uma curva de calibragao que é usada para a comprovagao de uma sintese
de anticorpos propria do SNC, através da analise paralela de pares de soro e liquor. E determinado o quociente especifico
para o agente patogénico a partir do liquor e do soro. A relagédo entre este quociente de anticorpos especifico e o quociente
de imunoglobulina total é designada como indice de anticorpos (lA).

Principio do teste

O anticorpo procurado no soro humano e no liquor forma juntamente com o antigénio fixado na microplaca um imunocomplexo.
As imunoglobulinas néo ligadas sao removidas por processos de lavagem. O conjugado enzimatico liga-se a este complexo.
Os imunoglobulinas n&o ligados sdo novamente removidos por processos de lavagem. Apds a adigdo do substrato (TMB) é
criado pela actividade enzimatica (peroxidase) um corante azul que apos a adigcao da solugédo de stop muda para amarelo.
A extingdo (OD) da solugéo de cor encontra-se numa relagéo directamente proporcional a concentragao de anticorpos 1gG ou
IgM especificos, analisados no soro e no liquor. Para a comprovagao das sinteses de anticorpos préprias do SCN é necessario
fazer uma quantificagdo das concentragbes de anticorpos medidas e que, inicialmente, existem nas extingdes. Para este fim
servem as séries de soros padrdo com uma concentragao gradual de anticorpos especificos, a partir dos quais pode ser
elaborada uma curva de referéncia, ou manualmente ou com a ajuda de programas apropriados, que entdo permite a
transformacéo dos valores de OD determinados em unidades de medida sem dimensao, definidas de forma arbitraria (UMA).
Compensando as unidades de medida determinadas (UMA) com as concentragdes totais de IgG e IgM no soro e no liquor,
medidas pelo método nefelométrico, € determinado o chamado indice de anticorpos (IA) (ver calculo do IA no ponto 7.3). Este
indice de anticorpos indica os quocientes de anticorpos especificos procurados como multiplo ou fraccdo do respectivo
quociente de imunoglobulina total. Assim, o valor é independente do estado da fungéo de barreira cerebral individual. O indice
de anticorpos permite uma concluséo relativa a existéncia e a extensdo de uma sintese de anticorpos especificos propria do
SNC. Este procedimento ndo é valido quando ocorre sintese de imunoglobina intratecal poliespecifica, uma vez que o
quociente IgX total deixou de ser apropriado como parametro de barreira e tem de ser substituido pelo chamado valor Limes
(ver calculo do Limes ponto 7.3.4 B).

Conteudo da embalagem

Padrdes para a quantificagdo de concentragdes de anticorpos especificos, 4 ampolas de 1000 ul cada, soro humano com
estabilizadores proteicos e conservantes, pronto a usar, 100UMA; 25UMA; 6,2UMA; 1,5UMA (UMA = unidades de medida
aleatorias).

Conservacéo e prazo de validade do kit de teste e dos reagentes prontos a usar

Conservar o kit de teste a uma temperatura de 2-8°C. O prazo de validade dos varios componentes € indicado na respectiva
etiqueta, o prazo de validade do kit consta no certificado de controlo de qualidade.

1. Depois de retirar os pogos individuais necessarios, conservar os pogos/tiras restantes no saco fechado juntamente com
o dissecador a uma temperatura de 2-8°C. Depois de terem sido usados conservar os reagentes de imediato novamente
a 2-8°C.

2. O conjugado pronto a usar e o substrato TMB s&o sensiveis a luz e devem ser guardados num lugar escuro. Se devido a

incidéncia de luz se verificar uma coloragao do substrato, este deve ser inutilizado.
3. Retirar apenas a quantidade de conjugado pronto a usar ou de TMB necessaria para a realizagao do teste. Uma
eventual demasia de conjugado ou TMB deve ser inutilizada, ndo pode ser novamente guardada.

Material Estado Armazenamento Durabilidade

Diluido +2 a +8°C max. 6h
Nao diluido +2 a +8°C 1 semana

Amostras

Controlos Depois de abrir +2a+8°C 3 meses

+2 a +8° (armazenamento dentro do
Placa de microtitulagéo Depois de abrir saco fornecido com saco contendo 3 meses
dissecante)

Nao diluido, Depois de abrir +2 a +8°C 3 meses
Diluido +2 a +8°C 1 semana

RF-SorboTech
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Conjugado Depois de abrir +2 a +8°C (protegido contra a luz) 3 meses
Tetramg_tll\l/lee)nmdma Depois de abrir +2 a +8°C (protegido contra a luz) 3 meses
Tampéo de diluicdo . . o

PBS (azul) Depois de abrir +2 a +8°C 3 meses

Solucao stop Depois de abrir +2 a +8°C 3 meses
Depois de abrir +2a+8°C 3 meses
Solugéo de lavagem Estado d|IU|Sgaﬂrr)1al (pronto a +2 2 +25°C 4 semanas

5. Medidas de precaucéo e avisos

1. Como padrdes sdo usados apenas soros que foram testados e que se revelaram negativos em relagdo aos anticorpos
de HIV1, HIV2, HIV3 e ao antigénio de superficie de hepatite B. Mesmo assim, todas as amostras, amostras diluidas,
padrdées, conjugados e microtiras devem ser considerados como material potencialmente infeccioso e manuseados com
o respectivo cuidado necessario. Sdo aplicaveis as directivas para trabalhos em laboratério.

2. Os componentes que contém conservantes bem como a solugdo stop de citrato e a TMB tém um efeito irritante sobre a
pele, os olhos e as mucosas. Em caso de contacto lavar as areas afectadas do corpo imediatamente com agua corrente
e consultar, eventualmente, um médico.

3. A eliminagéo ecoldgica dos materiais usados deve ser realizada de acordo com as directivas do respectivo pais.

6. Realizacao do teste

O cumprimento exacto das normas de trabalho é o pré-requisito para obter resultados corretos.

6.1 Material de analise
Como material de analise podem ser usados soro e plasma (o tipo de anticoagulantes néo é relevante), mesmo se neste

folheto se refere apenas o soro.
A ter em atengado nas amostras de soro:

As diluicdes para doentes devem ser preparadas sempre frescas.

Para conservar os soros durante mais tempo, estes devem ser congelados. Evitar descongela-los vérias vezes.

1. Usar apenas soros frescos nao inactivados.

2. Nao use amostras hiperlipémicas, hemoliticas e microbianamente contaminadas nem soros turvos (resultados
positivos/negativos errados).

A ter em atengao nas amostras de liquor:

Usar sempre soros de paciente diluidos frescos.

Para uma conservagao mais prolongada o melhor procedimento € aliquotar os liquores e congela-los a -80 °C, a fim de evitar

sucessivas descongelacdes.

1. As puncgdes venosas e as pungdes lombares devem ser feitas sempre ao mesmo tempo.

2 S6 devem ser usados liquores opticamente claros, de baixa celularidade e ndo inactivados.

3. Nao usar liquores hemoliticos ou microbianamente contaminados ou turvos.

4 Liquores congelados podem ser usados desde que apds a descongelagéo se verifiquem as condigdes exigidas nos
pontos 2 de 3.

6.2 Preparacgao dos reagentes
A VIROTECH System Diagnostik oferece uma grande flexibilidade através da possibilidade da aplicagéo inter-parametros e
inter-lotes de tampdes de diluicdo e de lavagem, TMB, solugéo de paragem de citrato, assim como do conjugado. Os padrées
obedecem a parametros especificos e s6 podem ser usados com lotes de placas que lhes séo atribuidos. O certificado de
controlo de qualidade do respectivo kit de soro indica as combinagbes entre lotes de placas e lotes de padrdes permitidas.
1. Regular a incubadora para 37°C e antes do inicio da incubagéo verificar se a temperatura ¢ atingida.
2. Todos os reagentes devem atingir a temperatura ambiente antes de serem abertos.
3. Agitar bem todos os componentes liquidos antes da sua utilizacdo.
4. Misturar o concentrado de solugéo de lavagem com agua dest./desmin. até se obter 1 litro de solugéo (se o concentrado
formar cristais, aquecer a temperatura ambiente antes de diluir e agitar bem antes de utilizar).
5. Diagnéstico IgM: Absorgao prévia com RF-SorboTech
Elevadas titulagdes de IgG ou factores reumatoides podem perturbar a detecgéo especifica de anticorpos IgM e dar

Seite 4 von 10 REV 32
VIROTECH Liquor/CSF Standards PT Freigabedatum: 18.09.2024 10:33



origem a resultados positivos ou negativos errados Pré-tratar os soros com RF-SorboTech (meio de adsorgédo
VIROTECH). Nos controlos de IgM e nos padrdes a absorgéo prévia deixa de ser necessaria.

6.3 Realizagao do teste VIROTECH ELISA

e Os pares de liquor/soro devem ser analisados sempre um ao lado do outro, na mesma linha de determinagéo numa placa
de teste.

e Para o valor vazio, soros padrao, soros de paciente e amostras de liquor recomendamos usar duas solugdes.

e Para minimizar, tanto quanto possivel, os efeitos de matriz, o liquor € usado numa diluigdo de 1:2 e o soro numa diluicdo
de 1:404. Para o diagnédstico IgM recomenda-se comegar sempre com uma diluigdo de 1:101 e depois seguir,
eventualmente (- ultrapassagem do ponto de medigdo de 100 UMA) com uma diluicdo de 1:404. De uma maneira geral,
recomenda-se para o diagnostico IgG e IgM a preparagao de duas diluigdes para o liquor e o soro, por exemplo, liquor
1:2 e 1:4; soro 1:101 e 1:404, para excluir o teste no excesso de anticorpos.

e Para o diagnéstico IgM faga o tratamento prévio com RF-SorboTech.

1. Em cada teste pipetar 100ul do tampao de diluigdo (valor vazio), dos soros padrao prontos a usar, dos controlos de
IA prontos a usar (caso existam) ou controlos de qualidade do soro e das amostras de liquor e soro diluidas.
Diluicdo de trabalho das amostras de soro:
1gG: 1:404; (ex. soro 5yl + tampéao de diluigdo 500yl (diluigdo 1:101), depois diluir mais 1:4, ex. 100yl diluigdo 1:101 +
tamp&o de diluigao 300pl).

IgM: 1:101; (por exemplo, 10ul de soro + 1ml de tampéao de diluicdo/RF-SorboTech).

Diluicao de trabalho das amostras de liquor: 1:2; por exemplo, 150ul de amostra de liquor + 150ul de tampéao de diluigao.
2. Depois da pipetagem realiza-se a incubagao durante 30 min. a 37°C (com cobertura).
Findo o periodo de incubagao, lavar 4x os pogos, cada uma com 350-400ul de solugéo de lavagem por pogo. Nao deixar
a solugao de lavagem dentro dos pogos, removendo os Ultimos restos de liquido batendo sobre uma base de celulose.
Pipetar 100ul do conjugado pronto a usar em todos os pogos.
Incubar os conjugados 30 min. a 37°C (com cobertura)
Termine a incubagéo do conjugado com 4 lavagens (ver Ponto 3).
Pipetar 100ul do substrato TMB pronto a usar em todos os pogos.
Incubacéo da solucéo de substrato: 30 minutos a 37°C (tapar e colocar num lugar escuro).
Parar a reacgéo do subtracto, pipetando 50ul de solugéo stop de citrato em todos os pogos. Agitar a placa
cuidadosamente até os liquidos estarem totalmente misturados e ser visivel uma cor amarela homogénea.

© ©® N o oA

10.  Medir os coeficientes de extingdo com 450/620nm (comprimento de onda de referéncia 620-690nm). Regular o fotémetro
por forma a que o valor zero medido seja subtraido de todas as outros coeficientes de extingdo. A medigao fotométrica
deve ser realizada no prazo de uma hora apés a adi¢do da solugéo stop.

| Esquema de realizacdo do teste ver ultima pagina |

6.4 Utilizagado de processadores ELISA
Todas as ELISAs da VIROTECH podem ser executadas com a ajuda de processadores ELISA. O utilizador deve realizar uma
validagao regular dos aparelhos.
Gold Standard Diagnostics Frankfurt GmbH recomenda proceder da forma seguinte:

1. Para o ajuste do aparelho ou a realizagao de reparagdes de maior envergadura do seu processador ELISA, Gold
Standard Diagnostics Frankfurt GmbH recomenda a validagéo do aparelho de acordo com as indicagdes do
fabricante do aparelho.

2. Recomenda-se verificar o processador ELISA, a seguir, com a ajuda do kit de validagdo (EC250.00). Esta
verificagao regular com o kit de validagéo deve ser realizada pelo menos uma vez por trimestre.

3. Sempre que se realize o teste, devem ser preenchidos os critérios de conformidade do certificado de controlo de
qualidade do produto.

Este procedimento garante um funcionamento perfeito do seu processador ELISA e destina-se a garantia de qualidade do
laboratério.
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7.

Avaliagao do teste

71

7.2

7.3

Controlo de fungao do teste
Para garantir a funcionalidade ideal do kit de teste, os valores de DO do soro padréo de anticorpos IgG e IgM de 100UMA e
do soro padrao de anticorpos IgG ou IgM de 6,2UMA devem situar-se acima dos valores minimos indicados no certificado de
controlo de qualidade. Em caso de utilizagdo dos controlos de IA, devem ser atingidas as areas indicadas no certificado de
controlo.
Caso contrario (sem controlos de |A), a validade do teste deve ser verificada com a ajuda dos controlos de qualidade do soro:
a) Valores de DO
O valor de DO do valor vazio deve ser <0,15
Os valores de DO dos controlos negativos devem situar-se abaixo dos valores de DO indicados no certificado de controlo de
qualidade, enquanto os valores de DO dos controlos positivos e dos controlos cut-off devem situar-se acima dos valores de
DO indicados no certificado de controlo de qualidade.
b) Unidades VIROTECH (VE)
As unidades VIROTECH (VE) dos controlos cut-off sdo definidas com 10 VE. As VE calculadas dos controlos positivos devem
situar-se dentro das gamas indicadas no certificado de controlo de qualidade.
Se os requisitos (valores de OD, VE) nao forem preenchidos, o teste deve ser repetido.

Avaliagao

No diagnéstico do liquor, o calculo através do controlo cut-off - como na serologia - ndo é possivel!

Para a quantificagédo do teor de anticorpos agente-especificos de pares de soro/liquor, é criada uma curva de referéncia, com
a ajuda dos soros padréo |gG ou IgM -AK, manualmente ou pelo método instrumental. Para esse efeito, os valores de DO dos
soros padrao sao registados na ordenada (eixo y) e as concentragdes de anticorpos em wME na abcissa (eixo x). A curva de
referéncia elaborada manual ou instrumentalmente (100UMA, 25UMA, 6,2UMA, 1,5UMA) deve apresentar um declive
satisfatério, um salto perto do ponto zero das coordenadas e um desvio aceitavel de todos os pontos da curva do decurso
extrapolado.

Os valores de OD dos pares de soro/liquor podem ser expressos agora em UMA, através da leitura da curva, e, apds
multiplicagdo com os factores de diluicdo, correspondem as concentragdes do anticorpo | IgG ou IgM especifico no soro e no
liquor. Para obter indices de anticorpos numericamente plausiveis, os valores de OD abaixo de 0,05 e valores UMA abaixo
de 1,5 ou acima de 100 ndo devem ser considerados na avaliagdo. Nos valores de OD que d&o origem a valores acima de
100UMA, pode ser usada uma diluigdo de soro superior a 1:101 / 1:404 ou uma diluigdo de liquor superior a 1:2, tendo em
consideragdo a proporgao de diluigdo diferente. Para a melhor avaliagéo possivel do anticorpo IgG ou IgM especifico do
agente patogénico no soro e no LCR, recomenda-se a selegdo de valores de DO que se situem entre o padrdo do LCR
6,2WwME e 25wME. A diferenca entre o valor de DO do LCR e o valor de DO do soro das amostras testadas ndo deve,
idealmente, ser superior a 0,300 DO.

Para simplificar todos os calculos do IA, Gold Standard Diagnostics Frankfurt GmbH oferece-lhe solugdes de liquor/software
faceis de usar.

Calculo do indice de anticorpos IA (com exemplo)
Abreviaturas:
19X ges-= 19X (I9G ou IgM, mg/l) total 19X spez-= 19X (I9G ou IgM) especifico

Q = Quociente
Q. = Quociente do teor de albumina do liquor e do teor de albumina do soro (mg/l) / necessario apenas em conjunto com o
calculo Limes!

7.3.1  QlgXspe. (quociente de anticorpo especifico)

Soro

- valor de OD lido: 0,700

- concentragdo determinada a partir da curva de referéncia: 3,5 UMA
- Diluigao: 1:400
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Liquor

- valor de OD lido: 0,500

- concentragao determinada a partir da curva de referéncia: 2.5 UMA
- Diluigdo: 1:2

IgXliquor espec.(WME) X DIIUIQﬁO _ 2,5WME X2

— = =3,6x10"
IgXsoro espec (WME) x Diluicao 3,5wME x 400

Q IgXBspec. =

7.3.2 Q,x (quociente de imunoglobulina total: valor da quimica clinica)

- ngLiquor= 33mg/l
- 19Xgoro= 10000mg/l

IgXliquor total 33mg/1 _ 3,3 %10 3

I Xtoa = = =
Q Euon Ingom total IOOOOmg/l

7.3.3 Calculo Q. y (calculo do quociente Limes)

Caso ocorra adicionalmente sintese de imunoglobulina intratecal poliespecifica, o quociente IgX total ja ndo pode ser usado
para o calculo do IA). Em vez do quociente IgX total tem de ser usado o chamado Q. Para esse efeito é necessario
determinar adicionalmente o quociente de albumina. (valor da quimica clinica)

Célculo do valor LIMES (segundo Reiber):
QLiM-1gG =0,93x JQ ab> +6x10° —1,7x107°

QLiM-Ight = 0,67 X JQ a2 +120x10°® —7,1x10°3

7.3.4 Calcular o indice de anticorpos
A. Qgx < Qum

O indice de anticorpos (lA) indica a relagéo entre o quociente de anticorpos especificos e o quociente de imunoglobulina total.
Assim, é possivel comprovar e quantificar uma sintese de anticorpos especificos. Neste caso, o quociente de imunoglobulina
total € usado como parametro de barreira.

IgX liquor espec. X Diluigﬁo

AI _ Q IgX espec. IgX soro espec. X DIIUIQQO _ 3,6](310- 3

=11
Q IgX total IgX tiquor total 3,3x10° 3

IgX soro total

B. Qigx > Qum

Se, no entanto, ocorrer adicionalmente sintese de imunoglobulina intratecal poliespecifica, o quociente de imunoglobulina
total ja ndo pode ser usado para o calculo do valor IA, uma vez que uma sintese de anticorpos procurada e eventualmente
existente pode ser falsificada na sua extensdo ou mesmo totalmente desfigurada. Nestes casos, é calculado (ver férmula) ou
determinado graficamente o chamado valor LIMES do quociente de imunoglobulina, com a ajuda do quociente de albumina
que tem de ser determinado adicionalmente. Este valor Limes € entdo usado para calcular o valor do IA, em vez do quociente
de imunoglobulina medido.
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Q IgX espec.
Al=————
Q Lim
7.4 Interpretagao
Avaliacdes IA (4):
1A: < 0,6 ndo comprovavel: na teoria ndo é de esperar, acontece ocasionalmente na rotina, sem significado
patolégico, recomenda-se localizar o erro

1A: 0,6 - 1,3 normal: uma produgao intratecal de anticorpos ndo é provavel
IA:1,4-15 no limite: recomenda-se testar a amostra novamente ou testar um segundo par soro/liquor
1A: >1,5 patolégico: indicio para uma produgao intratecal de anticorpos

1. Uma vez que o calculo do valor do IA relevante para o diagnéstico inclui pelo menos quatro resultados de medicao
diferentes (anticorpos de liquor e soro especificos em unidades de medida, valor total de IgG ou IgM no soro e liquor,
albuminas de liquor e soro em mg/l), sdo somados aqui todos os erros metddicos e casuais. No caso mais desfavoravel
também é possivel que haja uma propagacgéao do erro, o que pode ser mais facilmente detectado quando séo feitas duas
determinagdes ou, melhor ainda, quando sdo medidas duas diluicbes de amostras diferentes. Por esta razdo, deu boas
provas um valor-limite IA clinicamente relevante de 1,5, para o indicio de uma sintese local de anticorpos especificos no
liquor.

2. Num caso normal, verifica-se para anticorpos especificos da classe IgG ou IgM a mesma relagéo entre o liquor e o soro
que também é encontrada para a fracgao | IgG ou IgM sumaria. O valor A teoricamente esperado situa-se, por isso, em
1,0. As respectivas analises mostraram que a todos os anticorpos especificos € aplicavel uma area de referéncia de 0,6
—1,3. Os valores IA entre 1,4 e 1,5 devem ser considerados como proximos do limite. Com uma qualidade analitica
satisfatoria de todos os valores individuais verificados, os valores IA superiores a 1,5 podem ser considerados
patoldgicos e séo caracterizados por uma sintese dos respectivos anticorpos especificos prépria do SNC.

3. Os valores IA inferiores a 0,6 ndo s&o possiveis em teoria e, em regra, indicam um erro analitico.

4. Sem a respectiva referéncia clinica, um aumento dos valores IA por si s6 ndo permite uma conclusdo segura em relagéo
a existéncia da fase aguda de uma doenca infecciosa do SNC. As sinteses de anticorpos poliespecificos e persistentes
proprias do SNC, nomeadamente da classe IgG, mas as vezes também da classe IgM, séo possiveis. Um aumento do
IA do IgM é considerado, em regra, como prova de uma infecgdo aguda do SNC, Em casos de duvida, uma alteragéo
significativa do valor do IA correspondente a movimentos de titulagbes é favoravel na segunda determinacéo para a
avaliagédo de uma infecgéo do sistema nervoso central. Um tal controlo € ligado obrigatoriamente a uma segunda recolha
de liquor que deve ser feita num intervalo temporal adequado, mas para cuja indicagdo sao determinantes, em regra,
apenas aspectos clinicos.

7.5 Limitagdes do teste

1. Alinterpretacdo dos resultados soroldgicos deve incluir sempre o quadro clinico, dados epidemioldgicos e outros
resultados analiticos eventualmente disponiveis.

2. Em caso de concentragdes de anticorpos especificos muito elevadas no liquor e no soro existe o perigo de a concentracdo
de antigénios disponivel nas cavidades nao ser suficiente para satisfazer as melhores condi¢cdes para uma determinacéo
quantitativa dos anticorpos. Se se suspeitar de excesso de anticorpos (ter em atencdo a curva de Heidelberg e o
diagnéstico de liquor total), deve ser feita uma segunda determinagdo com uma diluicdo de soro ou liquor mais elevada.
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9.

Esquema de realizagao do teste

Preparacao das amostras de pacientes e solugao de lavagem

V Solugido de lavagem: Juntar agua destilada/desmineralizada ao
concentrado, por forma a obter 1 litro.

v Diluigdo amostras IgG v Diluigdo amostras IgM
1:404 1:101/1:404
V Diluigao liquor V Diluigao liquor
1:2 Absorc¢ao do factor reumatoide com RF
p.ex.: p.ex.:
1:101: 5 pl de soro/plasma + 500 yl de tampao de diluicdo 1:101: 5 pl de soro/plasma + 450 uyl de tampao de diluigao
1:404 : 100 pl de soro diluido 1:101 + 300ul de tampao de + 1 gota de RF-SorboTech
diluigao Incubar durante 15 min. a temperatura ambiente

1:404 : 100 pl de mistura de soro/VP/RF- SorboTech +
300ul de tampéao de diluigao

150 pl de amostra de liquor + 150 pl de tampéo de diluicdo
50 pl de RF-SorboTech + 200 pl de tampéo de diluicdo
225 pyl de mistura de RF-Sorbo-tampao de diluigdo +
225 pl de amostra de liquor
Incubar durante 15 min a temperatura ambiente

Realizacao do teste

Incubacédo de amostras 30 minutos a 37°C 100 pl de amostras de
paciente
Valor vazio (tampéo de diluicdo) e padrdes
Lavar 4x 400 pl de solugao de
lavagem
bater bem para sair tudo
Incubagéo do conjugado 30 minutos a 37°C 100 pl de conjugado
IgG , IgM
Lavar 4x 400 pl de solugao de
lavagem
bater bem para sair tudo
Incubacéo do substrato 30 minutos a 37°C 100 pl de substrato
Parar 50 ul de solugao stop

agitar cuidadosamente

Medir o coeficiente de Fotometro com 450/620nm
extingcao (comprimento de onda de
referéncia 620-690nm)
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