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INTRODUCAO

A proteina associada ao pancreatite (PAP, também conhecida como Reg3A) ¢ sintetizada pelo pancreas durante o
sofrimento pancreatico. Na fibrose cistica,o pancreasja éafectado no uitero e produz PAP. Varios estudos demonstraram
que a concentragao de PAP é elevada no sangue dos recém-nascidos afectados (1,2, 3,4, 5).

O ensaio PAP nos cartdes de rastreio calibrados pode, portanto, identificar recém -nascidos susceptiveis de terem fibrose
cistica.

PRINCIPIO DA DOSAGEM

O kit MucoPAP-F destina-se a determinacdo quantitativa de PAP em amostras de sangue neonatal depositadas em
cartdes de rastreio calibrados e aprovados. E um imunoensaio em sanduiche utilizando a técnica da Fluorescéncia
Resolvida no Tempo (TRF). A gama de referéncia do ensaio e os controlos internos sdo apresentados como manchas de
sangue em cartdes de rastreio calibrados, tal como as amostras a serem testadas.

Os pogos da placa de microtitulagdo sdo revestidos com anticorpos anti-PAP. Os eluatos das manchas de sangue sdo
depositados nos pogos e o PAP neles contido liga-se aos anticorpos especificos. As proteinas que ndo se ligam sdo
removidas por lavagem. Os anticorpos anti-PAP marcados com biotina sdo entdo adicionados aos pogos e ligam-se ao
PAP imobilizado. Apds a lavagem, o complexo antigénio-anticorpo é detectado por um complexo estreptavidina -
europium. Apds um novo passo de lavagem,a adigdo deuma solu¢ido de desenvolvimento de fluorescéncia fazcom quea
ligacdo entre estreptavidina e eurdpio se quebree o eurdpio libertado seja capturado em quelatos altamente fluorescentes.
Estes quelatos emitem a 620 nm apos excitagdo a 337 nm. A intensidade de fluorescéncia emitida é proporcional a
quantidade de PAP contida no eluato inicial.

EQUIPAMENTO E PRODUTOS NAO FORNECIDOS NECESSARIOS PARA A DOSAGEM

Material:
- Agitador de vortice
- Agitador de placas (orbital / 300 rpm = rotag¢des por minuto)
- Lavadorde placas (automatico ou semi-automatico)
- Espectrofluorémetro para microplacas, equipado com um filtro de 337 nm para excitagdo e um filtro de 620
nm para emissao
- Computadoracoplado ao leitor para andlise dos resultados
- Micropipetas automaticas monocanal e multi-canal
- Contentor de 1 litro (para tampao de lavagem)
- Puncdo manual ou automatica para cortar discos de papel de filtro com um didmetro de 3 mm
- Dois litros de agua destilada

Equipamento de utilizacdo unica :
- Placa de fundo redondo de 96 pogos (para eluicdo da mancha de sangue)
- Dicas para micropipetas
- 10 mL pipetas de plastico
- Quatro recipientes descartaveis de reagentes de anotar (um por reagente): PBS, anticorpos biotinylated,
streptavidin-europium e solu¢do de revelagéo
- Manchas de sangue recém-nascido em cartdes de rastreio calibrados e aprovados pela autoridade
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COMPOSICAO DO KIT

Cada kit contém reagentes para 96 ensaios. A data de validade € impressa em todas as etiquetas dos Kkits.

A placa de microtitulagdo é apresentada em tiras removiveis, permitindo que o ensaio seja adaptado ao numero de
amostras a serem ensaiadas. No entanto, cada ensaio deve incluir um intervalo de referéncia e controlos internos.

REAGENTES

CONSERVACAO
ANTES DA
ABERTURA

CARACTERISTICAS
UTILIZACAO

CONSERVACAO
APOS A
ABERTURA

Placa de microtitulagdo
(96 pogos em tiras horizontais
de 8 x 12 pogos)

Gama de referéncia de PAP

Controlos internos

Armazenar no escuro
na sua embalagem
original
entre +2°C e +8°C
até a data de
expiragao.

Revestido com anticorpos
anti-PAP.
Pronto a usar.

Manchas de sangue em papel
de filtro calibrado a serem
perfuradas e eluidas em 150
pL de PBS durante a noite
(16h)a +2°C a +8°C.

Armazenara +2°C a
+8°C, nas saquetas
dessecadas
fornecidas, por um
periodo até 30 dias.

Anticorpos biotinylated anti-
PAP

Tampao de diluicdo conjugada

Conjugado Streptavidin-
europium

Solug¢do de desenvolvimento de
fluorescéncia
(solugdo de divulgagdo)

PBS comprimido

Solucdo Tween 20

Estavel entre +2°C e
+8°C até a data de
expiragao.

Liofilizado a ser tomado
suavemente em 11 mL de
agua destilada, directamente
para o frasco.

Armazenara -20°C
poraté 30 dias.

Garrafa de 15 mL.
Utilizacdo para diluir o
conjugado estreptavidina-
europium 1:1000.

Diluir 1:1000 em Tampao de
Diluigdo Conjugado.
Preparar extemporaneamente
0 volume necessario.

Armazenar entre
+2°C e +8°C durante
um maximo de 30
dias.

Nao armazenar a
diluicdo 1:1000 feita
em tampdo de
dilui¢do.

2 ampolasde 11 mL cada.
Pronto a usar.

Armazenar entre
+2°C e +8°C durante
um maximo de 30
dias.

Dissolver em 1 L de dgua
destilada.
Reservar 20 mL para a eluicdo
das manchas de sangue.

Adicionar aos restantes 980
mL de PBS para fazero
tampéo de lavagem.

Armazenaro tampao
de lavagem
preparado a -20°C
poraté 30 dias.

Nestas condigdes, o kit pode ser utilizado no prazo de 30 dias ap6s a abertura.

Tal como fornecido pela Dynabio S.A., o kit de ensaio MucoPAP-F ndo é automatizado.
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DESCRICAO DOS REAGENTES

REAGENTES

DESCRICAO

CONCENTRACAO DO
INGREDIENTE ACTIVO

Placa de microtitulagdo
(96 pogos em tiras horizontais de 8 x
12 pocos)

Pogos revestidos com anticorpos
monoclonais de rato especificamente
dirigidos contra o PAP

4 ng/mL

Gama de referéncia de PAP

Papel de filtro contendo 2 conjuntos
de 6 manchas de sangue secas
complementadas com PAP

0 pg PAP/L de sangue

0,39 ng PAP/L de sangue
0,78 pg PAP/L de sangue
1,56 ng PAP/L de sangue
3,13 ug PAP/L de sangue
6,25 ug PAP/L de sangue

Controlos internos

Papel de filtro contendo 2 conjuntos
de 3 manchas de sangue seco
complementados com PAP

Low: 1 pg PAP/L de sangue
Medium: 2 ng PAP/L de sangue
High: 3 ng PAP/L de sangue

Anticorpos biotinylated anti-PAP

Anticorpos monoclonais de rato
especificos para PAP,

acoplado a biotina,em tampao fosfato | 0,25 pg/mL
contendo agentes protectores
Solugdo salina a base de tampao Tris-
Tampdo de diluigdo conjugada HCI contendo proteinas bovinas, /
detergente e agente antibacteriano
Europium-streptavidin complex, em
Conjugado Streptavidin-europium solugdo salina tampao Tris-HC 0,1 mg/mL
contendo agentes protectores e ’
antibacterianos
Solugdo de desenvolvimento de Solugdo contendo acido acético, 2-NTA 15 uM
fluorescéncia detergente e quelantes TOPO 50 uM
PBS comprimido Tampado de fosfato salino /
Tween 20 Solucdo concentrada de detergente 10%

COLECCAO E PROCESSAMENTO DE AMOSTRA

As amostras de sangue devem ser colhidas por picada de calcanhar e colhidas directamente em papel de filtro aprovado
(método de referéncia). Se a amostra ndo puder ser aplicada directamente no papel de filtro, ndo utilizar sangue colhido
na presencga de reagentes anticoagulantes quelantes europium (EDTA, citrato), o que ird afectar os resultados do ensaio.

O método e o dispositivo de amostragem completo devem estar em conformidade com os regulamentos.

Recomenda-se consultar osregulamentos relativos ao tipo de amostra necesséria e o periodo apropriado para a recolha de
amostras de acordo com o actualprograma de rastreio de recém-nascidos. Este ultimo também define o periodo de tempo
para o teste PAP apés a recolha de amostras.

Os resultados de um ensaio baseado em amostras de sangue seco estdo directamente relacionados com os cuidados
tomados na colheita, manuseamento, transferéncia ¢ armazenamento das amostras. A documentagao (6) descreve
exactamente osmétodos de colheita de amostras e técnicas aceitd veis para aplicar gotas ou aliquotasde sangue a papel de
filtro normalizado. Também fornece instrugdes sobre o manuseamento, transporte e armazenamento adequados das
amostras para garantir resultados de qualidade no rastreio de recém-nascidos.
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AVISOS E PRECAUCOES

Este kit s6 deve ser utilizado para fins de diagnostico in vitro por pessoal com formacdo especifica e equipamento de
protec¢do adequado.

Os doentes secos, asmanchas de sangue e os anticorpos biotinylated contém elementos sanguineos de origem humana ou
animal: devem ser considerados potencialmente infecciosos e tratados com as precaugdes necessarias para a proteccao do

utilizador.

Consultar a Ficha de Dados de Seguranga do dispositivo para eliminagdo. Os residuos devem ser eliminados de acordo
com os regulamentos em vigor no pais de utilizagéo.

Nao pipetar para a boca.

Nao comer, beber ou fumar durante a manipulagao.

Os seguintes reagentes podem ser toxicos ou irritantes: PBS, tampao de diluigdo, conjugado estreptavidina -europium e
solugdo de desenvolvimento de fluorescéncia. Evitar o contacto com pele, olhos e membranas mucosas. Em caso de

contacto acidental, enxaguar abundantemente com agua.

Qualquer incidente grave relacionado com o dispositivo deve ser comunicado ao fabricante e a autoridade competente do
Estado-membro em que o utilizador e/ou o doente esta estabelecido

RECOMENDACOES DE UTILIZACAO

Estabelecer um layout de placas a ser seguido cuidadosamente, definindo a ordem de deposi¢cdo nos pogos da gama,
amostras em branco, controlo e neonate, para evitar a inversio dos socos.

Evitara contaminagdo bioldgica ou quimica das amostras.

Nao utilizar reagentes vencidos.

Nao misturar reagentes de diferentes lotes.

Equilibrar todos os reagentes a temperatura ambiente (+19°C a +22°C) e agitar antes de usar.

Evitar a contaminagdo cruzada entre diferentes reagentes: utilizar um reservatério diferente para cada reagente
(reservatorios ndo fornecidos).

Respeitar rigorosamente o tempo de incubacdo indicado para cada etapa.
As lavagens devem ser cuidadosamente realizadas para evitarum aumento do ruido de fundo.
Nunca deixe a placa secar, pois isso afectara a qualidade dos resultados.

O anticorpo liofilizado biotinilado deve ser preparado com pelo menos 10 minutos de antecedéncia para assegurar a
completa dissolucdo e homogeneidade do reagente.

A solugdo que desenvolve a fluorescéncia ¢ um reagente de laboratério térmico e deve ser armazenada entre +2°C e
+8°C.

Em caso de danos no kit durante o transporte (frascos derramados e/ou partidos, sacos de aluminio re-insuflados), por
favor contacte a Dynabio S.A. por e-mail para info@dynabio.eu ou por telefone para +33 (0)4 86 94 85 04.
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PREPARACAO DE AMOSTRAS E PADROES

Um dia antes da dosagem :

Dissolver o comprimido de PBS fornecido em 1 L de agua destilada. Apds a homogeneizagdo completa, utilizar 20 mL
para a eluicdo das manchasde sangue: os 980 mL restantessdo armazenados a +2°C a +8°C até ao dia seguinte, o dia do
ensaio, para preparar o tampao de lavagem.

Amostras a serem testadas : Recortar uma pastilha de 3 mm de didmetro do cartio numa area onde o sangue tenha
permeado completamente o cartdo, sem sobrecarga ou deposi¢do dupla. Colocar a almofada num pogo de uma placa de
fundo redondo de 96 pogos (ndo fornecida no kit). Para obter um ensaio em duplicado, perfurar em 2 locais separados na
mesma manchade sangue. Acrescentar 150 pL de tampédo PBS a cada pogo. Eluir pelo menos 16 horas (durante a noite)
a +2°C a +8°C.

Gama de referéncia: Tal como asamostrasa serem dosadas, cortarum bloco de 3 mm de didmetro dos cartdes da gama,
imperativamente na periferia do local. Os seis pontosde alcance devem ser perfurados em duplicado. Colocar cada bloco
num pogo de uma placa de fundo redondo de 96 pocos (ndo fornecido no kit). Acrescentar 150 pL de tampao PBS por
poco. Eluir durante pelo menos 16 horas (durante a noite) a +2°C a +8°C. Sdo obtidos seis pontos de alcance: 6,25/ 3,13
/1,56/0,78 /0,39 ¢ 0 ng/L.

Controlos internos: Tal como a gama, os trés controlos internos devem ser puncionados em duplicado a partir do cartdo
calibrado fornecido no kit, imperativamente na periferia da mancha (almofadas de 3 mm de didmetro). Colocar cada
bloco num pog¢o de uma placa de fundo redondo de 96 pogos (ndo fornecido no kit). Acrescentar 150 pL de tampao PBS
por poco. Eluir durante pelo menos 16 horas (durante a noite) a +2°C a +8°C. A concentra¢do de PAP nos trés controlos
é¢de 1 pg/L (Low Control), 2 pg/L (Medium Control) e 3 pg/L (High Control), respectivamente.

PREPARACAO DE REAGENTES

No dia do ensaio: Apds esta incubagdo nocturna, todos os eluatos devem ser homogeneizados por aspiracido e
deslocamento quando os 100 pL a serem ensaiados sio tomados. As pontas das micropipetas devem ser alteradas entre
cada depdsito de gama homogeneizada, controlo ou amostras de sangue neonatal.

Placa doseadora: A placa, sob vacuo, deve ser equilibrada a temperatura ambiente antes de ser retirada da sua
embalagem de aluminio. Apos a abertura, a placa deve ser identificada pelo utilizador para ndo a confundir com outra
placa processada no mesmo dia. Todas as tiras de cada placa devem também ser identificadas (A a H) para evitara sua
troca no caso de se separarem da sua moldura durante as etapas de lavagem.

Tampao de lavagem (PBS-0,1% Tween): Aos restantes PBS dissolvidos no dia anterior (980 mL), adicionar o contetido
da garrafa de Tween 20 (10%) fornecida e misturar bem.

Anticorpos biotinylated : O liofilizado ¢ suavemente absorvido em 11 mL de d4gua destilada directamente para o frasco.
Est4 pronto para utilizacdo apds dissolugdo total e homogeneizagao.

Tampao de dilui¢do conjugado: apds homogeneizagdo, este tampao ¢ utilizado para preparar a diluicdo 1:1000 de
conjugado estreptavidina-europium (ver abaixo).

Conjugado Streptavidin-Europium (0,1 mg/mL): diluir este conjugado 1:1000 em tampdo de diluicio até uma
concentragdo de 0,1 pg/mL. O volume de conjugado diluido a ser preparado depende do nimero de pogos utilizados no
dia. Esta diluicdo deve ser preparada extemporaneamente durante a incubagao do anticorpo biotinelado nos pogos.
Solugdo de desenvolvimento: pronta a usar apds a homogeneizagao.

REALIZAR A DOSAGEM

Uma gama PAP ¢ obtida apods a eluigdo em PBS das seis concentra¢des padrao fornecidas no kit. Inclui solugdes de
concentracdo 6,25/3,13/1,56/0,78 /0,39 ¢ 0 nug/L, obtidas em duplicado.

Cada ponto dealcance, eluidosem duplicado, é depositado,apéshomogeneizacio, na placa de ensaio (100 pL/pogo). As
pontas das micropipetas devem ser alteradas entre cada ponto de alcance homogeneizado. Os dois pogos que recebem
100 pL do ponto 0 pg/L serdo utilizados para avaliar o fundo do ensaio.

Os eluatos das manchas neonatais e os eluatos dos controlos internos sdo adicionados em duplicado a placa de ensaio

(100 pL/poco) apds a homogeneizagdo. As pontas das micropipetas devem ser alteradas entre cada controlo
homogeneizado ou amostra neonatal.
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Estes depositos sdo incubados durante 3 horasa temperatura ambiente (+19°C a +22°C), sob agitacdo (orbitala 300 rpm),
sendo a placa previamente coberta com um adesivo.

Os pocos sdo entdo lavados 5 vezes, utilizando o tampao de lavagem PBS/Tween previamente preparado 0,1%:
e Aspirar o contetido dos pogos,

e Enchercada pogo com ~300 puL de tampédo de lavagem

e Repetir estes dois primeiros passos 4 vezes,

e Apoés a ultima lavagem, remover o liquido residual invertendo vigorosamente a placa (numa pia ou recipiente de
residuos liquidos) e depois batendo-a numa toalha de papel.

NB: recomenda-se a utilizagdo de uma maquina de lavar automatica ou semi-automdtica.

A solucdo de anticorpos biotinelada ¢ imediatamente aplicada (100 pL/pogo) e incubada durante 30 minutos a
temperatura ambiente com agitacdo (orbitala 300 rpm) e a placa coberta com adesivo.

A placa é lavada 5 vezes, como descrito acima.

A solugdo conjugada de Streptavidina -europium diluida a 0,1 pg/mL em tampéao de diluicdo é imediatamente adicionada
(100 pL/pogo) e incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente sob agitacdo (orbital a 300 rpm) com a placa
coberta com adesivo.

A placa é lavada 5 vezes, como descrito acima.

A solugdo reveladora ¢ entdo adicionada (200 pL/po¢o). Nao cobrir a placa com o adesivo, pois isto pode extinguir o
sinal.

Apds um minimo de 30 minutos de incubagdo sob agitacdo (orbital a 300 rpm), a fluorescéncia ¢é lida utilizando um
espectrofluorometro, por excitagdo a um comprimento de onda de 337 nm e medindo a emissdo a 620 nm. Um sinal
estavel e preciso s6 pode ser garantido se a placa for lida pelo menos 30 minutos ap6s a adi¢do da solugido reveladora.
NB: o tempo minimo de incubagdo da solu¢do de revelagdo proposta neste protocolo foi determinado num leitor
Fluostar Omega (BMG Labtech): ver detalhes da configuragcdo deste dispositivo em "CARACTERISTICAS
ANALITICAS".

CALCULO DOS RESULTADOS

Calibracao

Deve ser utilizada uma curva padrdo para cada ensaio realizado. Se o ensaio do dia consistir em varias placas, o intervalo
deve ser colocado em cada placa.

Para obter esta curva, o fundo do ensaio deve primeiro ser calculado como a média dos valores obtidos para o branco (0
png/L ponto) e depois subtraido dos resultados brutos obtidos para todos os pontos do intervalo.

Este fundo deve também ser subtraido do sinal de cada controlo e amostra replicada antes de se obter a média das duas
réplicas.
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Exemplo de resultados obtidos para um intervalo de referéncia com um fundo médio de 4125 contagens (dadas a titulo
indicativo):

Fluorescéncia
PAP Resposta 1 Resposta 2 -
gy | Respos@ | Resposta2 | 40 de fundo médio | - ruido de fundo médio Média
0 4200 4050

0,39 10617 11169 6492 7044 6768
0,78 20409 16023 16284 11898 14091
1,56 33079 32551 28954 28426 28690
3,13 58947 63764 54822 59639 57231
6,25 118902 116993 114777 112868 113823

A curva padrdo ¢ construida de acordo com a funcdo [PAP] = f(intensidade de fluorescéncia média), fazendo
corresponder a fluorescéncia média de cada ponto da gama a sua concentragao teorica e aplicando a regressao linear.
Recomenda-se a utilizagdo de um programa de computador para calcular esta fungéo a partir dos valores da gama de
referéncia. A concentracdo de PAP nos eluatos das manchas (controlos e amostras) € calculada utilizando a equagdo da
curva assim construida.

Controlo de qualidade

Recomenda-se a utilizagdo de controlos internos para assegurar a validade dos resultados. Os controlos devem ser
tratados da mesma forma que as amostras. Trés controlos correspondentes a concentracdes crescentes de PAP (baixo,
médio, alto) sdo fornecidos no kit. Estes controlos devem ser incluidos em cada ensaio: se o ensaio do dia consistir em
véarias placas, os controlos devem ser colocados em cada placa.

Recomenda-se que os controlos ndo se desviem em mais de +/-20% da sua concentragao teorica:

Controlo - Concentragio teorica Limite baixo Limite elevado
Low -1 ng/L 0,8 ng/L 1,2 ug/L
Medium -2 ug/L 1,6 pg/L 24 pg/L
High - 3 ug/L 2,4 ng/L 3,6 ug/L

Os resultados das amostras s6 devem ser validados se os resultados do controlo para esse ensaio cumprirem os critérios
de aceitabilidade.

Em caso de problemas recorrentes ou alteracdo do desempenho do ensaio, por favor contacte a Dynabio S.A. por e-mail
para info@dynabio.eu ou por telefone para +33 (0)4 86 94 85 04.

Analise dos resultados das amostras neonatais

Célculo da concentracdo de PAP no sangue de recém-nascidos: Se o protocolo descrito acima forrigorosamente seguido e
asamostras forem de caixas de rastreio calibradas,perfuradascom um didmetro de 3 mm, a concentragdo de sangue PAP
para cada recém-nascido ¢ obtida directamente usando a equagdo da curva de gama [PAP] = f(intensidade média de
fluorescéncia)

LIMITACOES DE DOSAGEM

As informagdes sobre o ensaio PAP obtidas com o kit MucoPAP-F devem ser utilizadas como complemento a outros
ensaios e testes (por exemplo, ensaio IRT) realizados como parte do rastreio da fibrose cistica. Deve ser interpretado a
luz de outras informagdes clinicas disponiveis.

Condigdes que podem conduzir a resultados analiticos anormais:
e o cartdo de teste ndo estd saturado de sangue uniformemente,
e aamostra foicortada demasiado perto da borda da drea de amostragem,
a amostra foicortada no centro do local em vez da periferia,
a amostra foirecolhida ou seca incorrectamente,
a amostra tenha sido exposta ao calor ou humidade,
o papelao estd contaminado com matéria fecal.

A amostra de sangue ndo deve conter EDTA ou citrato que sdo quelantes de europium.

Ver também as seccdes "Avisos e Precaugdes" e "Recomendacdes de Utilizacdo".
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INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

A avaliagdo da concentracdo de PAP em manchas de sangue ¢é utilizada para identificar uma populagdo de recém -
nascidos com elevado risco de fibrose cistica. As estratégiasactuaisenvolvem geralmente trés passos. No primeiro passo,
o tripsinogénio imunoreactivo (IRT) é ensaiado em todos os recém-nascidos. No segundo, o PAP ¢ medido em recém-
nascidos com TIR elevado. Em recém-nascidos com TIR e PAP elevados, um terceiro passo consiste ou num teste
diagnostico, o teste de suor, ouuma pesquisa de mutagdes no gene CFTR, possivelmente seguido de um teste de suor em
recém-nascidos com estas mutagdes.

Uma revisdo exaustiva do desempenho das estratégias actualmente em uso foirealizada pela Haute Autorité de Santé e
publicada em 2015. Esta disponivel sob o titulo "Place de la stratégie couplplant les assages de la TIR et de la PAP dans
le dépistage systématique de la mucoviscidose en France” no seguinte endereco
http://www.has-sante.fr/portail/jcms/c_1739994/f1/.

Recomenda-se que esta analise seja referida antes de implementar um rastreio de recém -nascidos para fibrose cistica
envolvendo um teste PAP.

DESEMPENHO

Em recém-nascidos com um valor TIR elevado (> 50 pg/L), todas as criangas com fibrose cistica tém um PAP > 1,75
ug/L (excepto para formas frustradas e bebés com ileo de meconio). Os recém -nascidos afectados representam cerca de
25% dos recém-nascidos com um valor de IRT elevado e um PAP > 1,75 png/L. Os recém-nascidos nao afectados neste
grupo incluem bebés prematuros, sindrome de Down e bebés com infecgdes GI graves (4, 7)

CARACTERISTICAS ANALITICAS

Todos os dados apresentados abaixo foram obtidos com o dispositivo Fluostar Omega da BMG Labtech, cujas
caracteristicas sdo as seguintes

- Modo de leitura: TRF (Time Resolved Fluorescence)

- Pode ser hiper-sensivel,

- Filtro de excita¢do: 337 nm/ Filtro de emissdo: 620 nm

- Integracdo: 60 us

- Duracao: 400 ps

- Tempo de pausa antes do inicio da reproducdo: 0,2 segundos

- Numero de flashes por poco: 200

Curva padrio: Uma curva padrdo tipica para o dispositivo MucoPAP-F ¢ mostrada no grafico abaixo. Foi definido
utilizando quatro lotes diferentes e perfurando os seis pontos de alcance nove vezes em cada lote.

Curva padrao obtida com MucoPAP-F
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Perfil de precisiao: O perfil de precisdo do dispositivo MucoPAP-F foi determinado utilizando quatro lotes diferentes e
perfurando os seis pontos de alcance nove vezes em cada lote. E apresentado no grafico abaixo.
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Perfil de exactidido obtido com MucoPAP-F
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Repetibilidade e Reprodutibilidade: A repetibilidade e reprodutibilidade do dispositivo MucoPAP-F foi determinada
utilizando cinco lotes de kits diferentes e perfurando onze vezes cada um dos trés controlos internos fornecidos em cada
kit. A repetibilidade representa a variacao intra-lote (n = 11) e a reprodutibilidade representa a variacdo entre lotes (n =
5).

Repetibilida Reprodutibilida
Vernas gy, | Valorobido gty | Fpnibate | Repauliinde
1 0,990 11,5 13,9
2 2,100 9.8 9,7
3 3,150 8,0 10,2

Limites de deteccio e quantificacdo: Os limites de detec¢do e quantificagdo do ensaio MucoPAP-F (expressos como
microgramas de PAP por litro de sangue) sdo de 0,24 pg/L e 0,32 pg/L, respectivamente, assumindo que :

- 0 limite de deteccao ¢ definido como 3 desvios padrdo acima da média das medi¢des padrao zero

- 0 limite de quantificagao é definido como 10 desvios padrdo acima da média das medi¢des padrido zero.

Reacciio cruzada: No ensaio MucoPAP-F ndo foi obtida nenhuma reac¢éo cruzada com as proteinas IL2, IL6, IFN, TNF
e Escherichia coli.

Efeito gancho: Sem efeito gancho até a concentragdo de PAP de 1000 pg/L, expresso em microgramas de PAP por litro
de sangue.

GARANTIA

Qualquer alteracdo ou modificagdo do procedimento recomendado pelo fabricante pode afectar os resultados. Neste caso,
Dynabio S. A. Renuncia a qualquer responsabilidade, expressa, implicita ou estabelecida por lei, incluindo a
responsabilidade decorrente da venda ou transporte do produto para a sua utilizacdo. Neste caso, Dynabio S. A. ndo sera
responsavel por quaisquer danos directos ou indirectos dai resultantes.
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RESUMO DA DOSAGEM

N —

XA W

Lembre-se de preparar os eluatos de mancha de sangue em 150 nl. de PBS/bolo
na véspera do ensaio numa placa de fundo redondo (nio fornecida no Kkit)

Levaras placas de ensaio e de eluicdo a temperatura ambiente.

Ap6s equilibrio a temperatura ambiente,removera placa de ensaio da sua caixa e adicionar os eluatos das manchas
da gama, os trés controlos e as amostras (100 uL/pogo) apds a homogeneizagdo.

Incubar durante 3 horas a temperatura ambiente sob agita¢do (orbitala 300 rpm).

Acabar de preparar o tampao de lavagem (adicionar Tween ao PBS preparado no dia anterior).

No final da incubag¢éo de 3 horas, efectuar 5 lavagens PBS/Tween, esvaziar a placa, dar tapinhas a seco.

Dispensar anticorpos biotinylated (100 pL/pogo).

Incubar durante 30 min & temperatura ambiente com agitagao (orbitala 300 rpm).

Realizar 5 lavagens PBS/Tween, esvaziar a placa, dar tapinhas a seco.

Conjugado de estreptavidina-europium de dispersdao (100 pL/ poco).

. Incubar durante 30 min a temperatura ambiente com agitacao (orbitala 300 rpm).
11.

12.
13.
14.

Realizar 5 lavagens PBS/Tween, esvaziar a placa, dartapinhas a seco.

Dispensar a solugdo reveladora (200 uL/ poco).

Incubar durante 30 min a temperatura ambiente com agitagdo (orbitala 300 rpm).
Ler a fluorescéncia a 620 nm apds excitagdo a 337 nm.
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NOTAS
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