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INDICACOES DE UTILIZACAO

Argutus Medical NEPHKIT® Alpha proporciona um método para a determinacéo
guantitativa da alfa-glutationa S-transferase (aGST) na urina. Queira contactar a
Argutus Medical para mais informacdes no que respeita ao ensaio da aGST nos
campos de investigacdo/campos ndo clinicos ou ao ensaio de outras classes de
GST.

FUNDAMENTACAO

A alfa-glutationa S-transferase (aGST) € detectada na zona dos tubulos proximais
dos rins, enquanto que a pi-glutationa S-transferase (TTGST) é&stli mitada
principalmente aos tubulos distais'. A aGST é libertada na urina, em individuos
normais, tal como confirmado por imunoensaio e western blot’. Qualquer reaccdo
gue provoque a lesdo dos tubulos proximais pode causar o aumento da libertacédo
da aGST na urina e demonstrou-se que o aumento dos niveis urinarios de aGST
estd associado a lesdo dos tubulos proximais. Verificouse quec&sST urindria é

uma ferramenta valiosa para estudar a lesdo tubular proximal na nefrotoxicidade®>,

toxicidade ambiental®, cirurgia’, insuficiéncia renal aguda® e transplantacdo®*2.

Demonstrou-se que a libertacdo demmrGST esta associada a leséo tubular distal6 e,
portanto, a determinacdo simultanea das a e mMGST pode permitir a descrimingéo
entre lesdo tubular proximal e distal®®** na nefrotoxicidade5, insuficiéncia renal
aguda®, rejeicdo de transplante®°, les&o por isquemia-reperfusdo *** e diabetes™.

As GSTs urinarias sao indicadores sensiveis de lesdo renal corrente e podem

revelar efeitos renais enquanto outros biomarcadores, como a creatinina sérica e o
azoto da ureia sanguinea (BUN), permanecem inalterados®>.

PRINCIPIO DO ENSAIO

Argutus Medical NEPHKIT® Alpha é um ensaio imunoenzimético quantitativo. O
procedimento de ensaio baseia-se na adicdo sequencial de amostra, enzima-
conjugado e substrato a pocos de Microensaio revestidos com IgG anti-aGST. A
intensidade da cor resultante é proporcional a quantidade de aGST presente na
amostra. O intervalo do ensaio € de 1,25-40ug/L.
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COMPONENTES

1.

Placa de Microensaio revestida com anticorpo

PLA

12 x 8 tiras de pogos revestidos com IgG anti aGST.

Pocos quebraveis.
PRONTO A USAR

. Calibrador de GST
aGST purificada em diluente estabilizador (200uL).

Contém}iomersal e azida sodica.
SOLUCAO BASE

Controlo Positivo

aGST em solugéo contendo
proteinas as quais se adicionaram
estabilizadores (4,5mL).

Contém tiomersal e azida sodica.
PRONTO A USAR

Concentrado Conjugado

51 x IgG anti-aGST conjugada com
peroxidase de rdbano (300uL).
Contém tiomersal.
CONCENTRADO

Concentrado de Lavagem

20x Solucao salina com tampéao
fosfato/Tween-20 (PBST 55mL).
Contém tiomersal.
CONCENTRADO

Substrato de TMB

Solucéo estabilizada de TMB liquido (11mL).

PRONTA A USAR

Solucao de paragem
Acido sulfarico a 0,5 mol/L (11mL).
PRONTA A USAR

Diluente da Amostra

Solucéo contendo proteinas (50mL).
Contém azida sddica.

PRONTO A USAR

Tampéao Estabilizador da Urina
Contém tiomersal e azida sodica (10mL).
PRONTO A USAR

10. Instrucdes de utilizacao

CAL

CONTROL +

| CONJ | 51X |

|BUF| WASH | 20X |

| SUBS | TMB

| SOLN | STP |

| DIL | SPE

| BUF | NEPH |

INS

Argutus Medical - www.argutusmed.com



Argutus Medical NEPHKIT Alpha EIA - BIO66NEPHA - Instrucoes de utilizacao

PRECAUCOES

DE SEGURANCA

O kit do Argutus Medical NEPHKIT® Alpha esta indicado apenas para
utilizagdo em diagndstico in vitro.

O kit do Argutus Medical NEPHKIT® Alpha destina-se a ser utilizado apenas
por pessoal de laboratorio qualificado.

O kit contém material de origem humana que foi analisado, tendo-se
verificado que € negative para o DNA da hepatite B, 0 RNA do HCV e 0 RNA
do HIV. Contudo, como nenhum teste pode fornecer uma garantia total,
devem tratar-se todos os materiais como potencialmente infecciosos.

Alguns reagentes contém tiomersal, que pode ser tdxico se ingerido.

A Solucdo de Paragem contém acido sulfarico que € corrosivo. Evite o
contacto com a pele e os olhos. Se este ocorrer, lave imediatamente com
agua e consulte um médico.

O substrato contém TMB, que pode irritar a pele e as membranas mucosas.
Todo o substrato que entrar em contacto com a pele deve ser eliminado por
lavagem com &gua.

Alguns reagentes contém azida sodica, que pode formar azidas metalicas
com o chumbo e cobre dos tubos, as quais sdo potencialmente explosivas.
Os reagentes, para serem eliminados, devem ser lavados com grandes
volumes de agua para impedir a acumulagéo de azidas.

Elimine todos os espécimes clinicos, material infectado ou potencialmente
infectado de acordo com as boas préaticas de laboratério. Todos estes
materiais devem ser manipulados e eliminados como sendo potencialmente
infecciosos.

Os residuos de produtos quimicos, preparacdes e componentes do kit devem
ser geralmente considerados como lixos perigosos. Todos estes materiais
devem ser eliminados de acordo com os procedimentos de seguranca
estabelecidos.

Use vestuario protector, luvas de latex descartaveis e proteccdo ocular
guando estiver a manipular os espécimes e a efectuar o ensaio. Lave muito
bem as maos quando tiver terminado.

N&o pipete materiais com a boca e nunca coma ou beba na bancada do
laboratorio.

DURANTE O PROCEDIMENTO

A Argutus Medical recomenda que, nos projectos de ensaios clinicos, 0s
utilizadores analisem todas as amostras com o0 mesmo numero de lote do kit
para se obter a maxima consisténcia no estudo.

N&o utilize um kit ou reagentes individuais cujo prazo de validade tenha
expirado.

N&o misture ou substitua reagentes de kits com numeros de lote diferentes.

O desvio do protocolo fornecido pode produzir resultados errados.
Arealizacédo do ensaio fora dos limites de tempo e temperatura dados pode
produzir resultados invalidos. Os ensaios que nao estejam dentro dos limites
de tempo e temperature estabelecidos devem ser repetidos.

Adistribuicdo dos reagentes deve ser dirigida para o ponto médio do lado dos
pocos, tendo o cuidado de néo riscar os lados com a ponta da pipeta.

Nunca deixe que 0s pog¢os sequem durante o procedimento do ensaio.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 6
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Deve ter-se o cuidado de ndo contaminar os componentes e de utilizar
sempre pontas de pipeta novas para cada amostra e componente.

N&o utilize reagentes que estejam turvos ou cuja solucao tenha precipitado.
Certifique-se de que o Concentrado de Lavagem é muito bem misturado e
gue nao existem cristais, antes da reconstituicao.

E necessaria agua destilada ou desionizada de alta qualidade para a Solucéo
de Lavagem. A utilizacdo de agua de m& qualidade ou contaminada pode
produzir uma coloracéo de fundo no ensaio.

Deixe que os reagentes atinjam a temperature ambiente (20-25°C) e misture
bem antes de utilizar.

Evite deixar os reagentes a luz solar directa e/ou acima de 2-8°C durante
periodos prolongados.

Utilize sempre material de vidro limpo, de preferéncia descartavel, para a
preparacao de todos os reagentes.

Certifique-se de que a superficie inferior da placa esta limpa e seca antes da
leitura.

Antes de iniciar o ensaio, deve ser estabelecido um plano de identificacéo e
de distribuicéo.

ESTABILIDADE E CONSERVACAQO

1.

2.

Todos os reagentes do kit devem ser conservados a 2-8°C e sdo estaveis na
forma fornecida até ao prazo de validade indicado.

Os Calibradores de aGST devem ser utilizados decorridos 30 minutos apos a
preparacao.

A Solucdo de Lavagem preparada (PBST) é estavel a temperatura ambiente
durante um periodo até duas semanas e até um més a 2-8°C.

Deve evitar-sea conservacao prolongada do Conjugado diluido a temperatura
ambiente. Utilize imediatamente ap0ds a preparacao.

Os pocos de ensaio das placas devem ser conservados em sacos vedados
com exsicantes a 2-8°C até ser necessario utilizadlos. Torne a colocar os
pocos nao utilizados no saco de conservacao com o exsicante.

OUTROS MATERIAIS NECESSARIOS

1.

wn

0.

Micropipetas (5uL a 50uL, 50uL a 200uL e 200uL a 1000uL) e uma pipeta
multicanal (50uL a 200uL).

Sistema de lavagem das tiras de microensaio.

Leitor de placas ELISA capaz de ler a 450nm com referéncia a 630nm, se
disponivel.

4. Copo graduado de 1L.
5. Cronometro.

6. Tina de liquido.

7.
8
9
1

Agua desionizada/destilada.

. Agitador de placas.

Proveta graduada.
Tubos de ensaio.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 7
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PREPARACAO DOS REAGENTES

1. SOLUCAO DE LAVAGEM (PBST)
Faca uma diluicdo de 1/20 do Concentrado de Lavagem adicionando, por
exemplo, 10mL de Concentrado de Lavagem a 190mL de agua desionizada
conforme necessario. Prepare apenas o volume de Solugcdo de Lavagem
necessario para o ensaio. Antes da diluicdo certifique-se de que os cristais de
sal estdo dissolvidos. (O aquecimento cuidadoso de Concentrado de
Lavagem a 37°C durante 30 minutos ajuda a dissolver os cristais de sal.)

2. CALIBRADORES
Prepare o Calibrador (A) a partir da solucdo mée de aGST.

Solucéo base: 25uL
Diluente da amostra: 2500uL
Total: 2525uL (A)
Utilizando tubos de ensaio rotulados, prepare outros calibradores como se
segue
Con_centracao Volume de Calibrador Volum~e B
equivalente do (L) Solucao da
Calibrador Amostra (mL)
40ug/L (A) 500 (A) -
20ug/L (B) 500 (A) 500
10ug/L (C) 500 (B) 500
5ug/L (D) 500 (C) 500
2.5ug/L (E) 500 (D) 500
1.25ug/L (F) 500 (E) 500
Oug/L (G) - 500

3. CONJUGADO
Imediatamente antes de utilizar, dilua o Concentrado do Conjugado a 1/51
adicionando 20uL de Conjugado a 1 mL de Solgéo de Lavagem por tira de
Microensaio. Cada tira requer 1020 pL de conjugado preparado.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 8
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COLHEITA DE AMOSTRAS

O Ensaio Imunoenzimatico da Alfa-GST Urinaria da Argutus Medical pode ser
utilizado para determinar a aGST em qualquer amostra de urina, mas, dewido
variagdo diurna da proteindria®®, é importante para se obterem os melhores
resultados proceder-se a colheita de amostras de urina quantitativas, em intervalos
definidos durante a noite. Deste modo é possivel exprimir a libertacdo urinaria de
aGST como taxa (ng/min). Ver o Apéndice 1.

No que respeita a utilizagdo de outros métodos e periodos de colheita, contacte a
Argutus Medical International para informacdes.

Assim que for possivel, apos a colheita de urina, adicione 200yl do Tam@o
Estabilizador da Urina NEPHKIT® a 800ul de urina (dilgéo da amostra de 4/5)
mesmo que ndo esteja planeado conserver as amostras.

MANIPULACAO E CONSERVACAO DE AMOSTRAS

N&o conserve amostras sem ter adicionado o Tampao Estabilizador da Urina
NEPHKIT®. O Tamp&o Estabilizador da Urina NEPHKIT® deve ser adicionado no
periodo de 12 horas apdés colheita da urina.

Recomenda-se que as amostras sejam analisadas logo que for possivel ap6s a
colheita. Contudo, apds a adicdo de Tamp&o Estabilizador da Urina NEPHKIT®, as
amostras podem ser conservadas a 2-8°C durante uma semana ou a -20°C durante
um periodo até 28 dias.

Deve evitar-se a congelacdo-descongelacédo repetida. Na auséncia de Tampao
Estabilizador da Urina NEPHKIT®, a congelacéo pode reduzir os niveis de GST na
urina até 70% de acordo com as determinacdes por EIA. Esta diminuicdo da GST
urindria € mais provavelmente causada por desnaturagdo durante o ciclo de
congelacdodescongelacao.

PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Imediatamente antes do ensaio, dilua as amostras a 1/2 adicionando 200uL de
solucdo de urina estabilizada a 20QL de Diluente da Amostra. Se tiverem de ser
efectuadas adicbes mdultiplas da amostra (>10 amostras repetidas), de modo a
facilitar a transferéncia para a placa do ensaio, podem diluir-se as amostras numa
placa de Microensaio de branco efectuando-se o ajuste apropriado do volume. O
Controlo Positivo ndo necessita de dilui¢cdo.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 9
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PROCEDIMENTO DE ENSAIO

NOTA: Todos os reagentes devem estar a temperatura ambiente antes do inicio do
ensaio.

1. INCUBA(;AO DA AMOSTRA / CALIBRADOR

1.1 Prepare a Solucdo de Lavagem e os Calibradores conforme descrito em
"Preparacgéo de Reagentes".

1.2 Prepare as amostras conforme descrito em "Preparacdo da amostra”.

1.3 Cologue o numero necessario de poc¢os de Microensaio na placa do ensaio
(14 para os Calibradores mais dois para cada Controlo e amostras).
Disponha em colunas de 8 e preencha os espacgos entre as colunas com
pocos nao revestidos. Adicione em duplicado os Calibradores (G-A;
concentracdo equivalente de 0-40pg/L), os controlos e as amostras
(100uL/poco) na placa de Microensaio.

1.4 Cubra a placa de Microensaio e incube a temperatura ambiente (20-25°C)
durante 60 +/- 2 minutos com uma agitacao uniforme.

Nota: Utilizou-se o Agitador Titer-Plate da Labline Instruments — Velocidade
2-3.

2. INCUBACAO DO CONJUGADO

2.1 Decorridos 55 minutos, prepare o Conjugado como se descreve na
"Preparacao dos Reagentes".

2.2 Retire a tampa e lave 4 vezes cada tira com a Solucao de lavagem (250pL —
350 pL/poco). Quando tiver terminado, bata com firmeza a placa contra uma
toalha de papel para se assegurar de que toda a solugcdo de lavagem é
removida dos pocos. Nota: E aceitavel efectuarse uma lavagem automaética
ou uma lavagem manual.

2.3 Adicione 100uL de Conjugado/poco.

2.4 Cubra novamente a placa de Microensaio e incube a temperatura ambiente
(20-25°C) durante 30 +/- 2 minutos com uma agitacao uniforme.

Nota: Utilizou-se o Agitador Titer-Plate da Labline Instruments-Velocidade 2-
3
2.5 Lave cada tira como no Passo 2.2.

3. DESENVOLVIMENTO DA COR
3.1 Adicione 100uL de Substrato/poco utilizando uma pipeta multicanal e incube
a temperature ambiente no escuro durante exactamente 15 minutos.

4. PARAGEM
4.1 Adicione 100uL/poco de Solucdo de Paragem utilizando uma pipeta
multicanal. Certifique-se que o0 Substrato e a Solucdo de Paragem se
misturaram completamente.
4.2 Leia imediatamente a 450nm utilizando 630nm como referéncia (se
disponivel).

Argutus Medical - www.argutusmed.com 10
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CALCULO DOS RESULTADOS

1.
2.

3.

Calcule a absorbéncia média de cada Calibrador, Controlo e amostra.

Trace a curva de Calibracdo de Assoezonm em relacéo a ja GST] pg/L. A curva
devera ter uma forma semelhante a da Figura 1.

Leia a concentragdo fr GST] (ug/L) indicada pelas absortancias médias das

amostras da curva de calibragéo.

Multiplique a concentracda [ GST] calculada pelo factor de diluicdo
apropriado a fim de obter a concentracdo pf GST] real. Os resultados devem
ser multiplicados novamente por 1,25 para compensar a diluicdo da amostra
resultante do Tampé&o Estabilizador da Urina NEPHKIT®.

A concentracao do Controlo Positivo é lida directamente na curva.

Veja o Apéndice 1 para as instru¢cdes sobre como exprimir a libertacdo de
aGST como taxa (ng/min).

Concentracfes de amostras com leituras fora da curva padrdo sao invalidas e
devem ser repetidas com um factor de diluigdo superior. A extrapolacdo de
dados néo é aceitavel.

CRITERIOS DO CONTROLO DE QUALIDADE

O controlo positivo deve ser sempre incluido para avaliar a validade dos resultados
do ensaio. Considera-se que o0s resultados sao validos se o valor do controlo
positivo estiver dentro do intervalo indicado no interior da tampa da caixa. Se este
critério nao for satisfeito, o ensaio deve ser considerado invalido e deve ser repetido

LIMITACOES DA UTILIZACAO

Os resultados devem ser correlacionados com o perfil clinico do doente e com
outros resultados clinicos laboratoriais.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 11
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CARAC:I'ERI'STICAS DE DESEMPENHO INTERVALO DE
REFERENCIA

Amostras de urina quantitativas, em intervalos definidos, durante a noite foram
colhidas de 38 individuos saudaveis com idades entre 18-46 anos. A libertacdo
urinaria observada de aGST foi a seguinte:

Como taxa (ng/min)

Média 3,0ng/min

Média + 2DP 12,2ng/min
Como concentragao (ug/L)

Média 3,5ug/L

Média + 2DP 11,1ug/L

Recomenda-se que cada utilizador desenvolva um intervalo de referéncia aplicavel
a este grupo de estudo.

LIMITE DE DETECCAO
O limite de deteccdo das amostras do Argutus Medical NEPHKIT® Alpha é de
0,036ug/L no poco de Microensaio; € equivalente a 0,09 ug/L na amostra.

INTERVALO DE DETERMINACAO

A curva normalizada abrange 1,25-40ug/L, equivalente a 3,25-100ug/L em amostras
estabilizadas a 4/5 em tampéao estabilizador e diluidas a 1/2 em diluente da amostra.
Este intervalo pode ser alargado aumentando a diluicdo da amostra.

ESPECIFICIDADE

O Argutus Medical NEPHKIT® Alpha é altamente especifico para a deteccdo da
aGST. N&do se observou uma reactividade cruzada significativa com as isoformas
mu ou pi da GST.

INTERFERENCIAS

Neste ensaio ndo se observou uma interferéncia significativa com amostras
hemoliticas e ictéricas. Amostras hemoliticas: Interferéncia inferior a 14% com
hemoglobina na amostra até 1,17g/L. Amostras ictéricas:Interferéncia inferior a 11%
com bilirrubina na amostra até 5mg/mL. Estudos efectuados pela empresa
demonstraram que amostras de urina com um pH no intervalo de 4-9 ndo afectam o
desempenho do ensaio. Queira contactar a Argutus Medical para mais informacoes.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 12
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REPRODUCERBARHED

Quadro 1. Variacéo intra-ensaio do Argutus Medical NEPHKIT® Alpha.

Amostra [aGST] pg/L DP %CV n
Baixa 9,03 0,65 7,18 20
Média 33,4 2,48 7,43 20

Alta 59,1 5,47 9,24 20

Quadro 2. Variacéo entre ensaios do Argutus Medical NEPHKIT® Alpha.

Amostra [aGST] pg/L DP %CV n
Baixa 8,4 0,49 5,81 10
Média 37,9 3,07 8,11 10
Alta 68,7 9,24 13,46 10

PC 10,8 1,35 12,53 10

Quadro 3. Variacéo entre lotes do Argutus Medical NEPHKIT® Alpha calculada em

trés lotes de Kkits.

Amostra [aGST] pg/L DP %CV n
Baixa 8,28 1,01 12,16 30
Média 34,7 3,79 10,92 30

Alta 61,6 8,84 14,36 30

Argutus Medical -

www.argutusmed.com

13



Argutus Medical NEPHKIT Alpha EIA - BIO66NEPHA - Instrucoes de utilizacao

EXEMPLO DA CURVA DE CALIBRACAO
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Figura 1: Curva de calibrac&o tipica obtida utilizando o Argutus Medical NEPHKIT®
Alpha. Tracado de Assoezonm em relacdo a [aGST]ug/L. O intervalo do ensaio € de
1,25-40ug/L de GST. O limite de deteccao do ensaio € de 0,036 ug/L no poco do
Microensaio.

GARANTIA

Os dados do desempenho apresentados foram obtidos utilizando o procedimento
descrito. Qualquer alteracdo ou modificacdo do procedimento, ndo recomendadas
pela Argutus Medical, podem afectar os resultados, caso em que a Argutus Medical
invalida todas as garantias, expressas, implicitas ou estatutarias, incluindo
comercializacdo ou adequacdo de utilizacdo implicitas. Nestas circunstancias, a
Argutus Medical ndo sera responsavel por danos, directos ou indirectos.

APENDICE 1

EXPRESSAO DA LIBERTA(;AO DA aGST URINARIA COMO TAXA

A libertacdo da aGST é constante em funcdo do tempo mas ndo em funcédo do
volume. Isto significa que pode ser mais apropriado exprimir a libertagdo de aGST
em termos da taxa (hg/min) do que da concentracdo. Isto pode ser importante em
situacdes de diurese anormal como oliguria ou polidria. A taxa de libertacéo é obtida
como se descreve a seguir:

COLHEITA DE URINA

Efectue a colheita das amostras de urina como se descreve em "Colheita e
manipulacdo de amostras". Registe a hora de miccdo (T2), a hora da miccao
anterior (T1) e o volume total de urina (V).

Argutus Medical - www.argutusmed.com 14
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CALCULO DA TAXA DE LIBERTACAO DE aGST:

1.

2.

3.

Determine os niveis da aGST urinaria utilizando o Argutus Medical
NEPHKIT® Alpha (ug/L).

Calcule o periodo durante o qual é feita a colheita da urina T = T2 - T1 em
minutos.

Registe o volume de urina em ml (V).

Calcule a taxa de libertagdo como se segue:

ng aGST/min = [aGST] pag/L x V
T

RESUMO DO PROCEDIMENTO DE ENSAIO

1.

INCUBACAO DA AMOSTRA/CALIBRADOR

1.1Prepare a Solugéo de Lavagem e os Calibradores.

1.2Prepare as amostras.

1.3Coloque os pogos de Microensaio nas places do ensaio. Adicione 0s
Calibradores, Controlo Positivo e amostras diluidas @0Poco), em
duplicado, na placa de Microensaio.

1.4Cubra a placa de Microensaio e incube a temperatura ambiente (20-25°C)
durante 60 +/- 2 minutos com uma agitacao uniforme.

INCUBACAO DO CONJUGADO

2.1Decorridos 55 minutos, prepare o Conjugado como se descreve na
"Preparacéo dos Reagentes".

2.2Retire a tampa e lave 4 vezes cada tira com a Solucdo de Lavagem
(250pL — 350uL/poco).

2.3Adicione 100uL de Conjugado/poco.

2.4Cubra novamente a placa de Microensaio e incube a temperatura
ambiente (20-25°C) durante 30 +/- 2 minutos com uma agitacao uniforme.

2.5Lave cada tira como no Passo 2.2.

DESENVOLVIMENTO DA COR
3.1Adicione 100uL de Substrato/pa;o e incube a temperatura ambiente no
escuro durante exactamente 15 minutos.

PARAGEM

4.1 Adicione 100uL/pgo de Solucdo de Paragem. Certifique -se que o
Substrato e a Solugcédo de Paragem se misturaram completamente.

4.2Leia imediatamente a 450nm utilizando 630nm como referéncia (se
disponivel).

CALCULE OS RESULTADOS

Argutus Medical - www.argutusmed.com 15



Argutus Medical NEPHKIT Alpha EIA - BIO66NEPHA - Instrucoes de utilizacao

INTERPRETACAO DOS SIMBOLOS

Intervalo do Controlo Positivo | CONTROL ‘ ¥ | |
Dispositivo médico para diagndstico in vitro
LOT

Cadigo do lote

REF

Numero de catalogo

Limitacdo da temperatura
Prazo de validade

Fabricante

Ern
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