TURB IgM - Imunoglobulina M
igM

Finalidade:

Reagente utilizado na determinagéo quantitativa de Imunoglobulina
M (IgM) no soro ou plasma humanos por imunoturbidimetria.
Somente para uso diagndstico "in vitro".

Principio:

A turbidimetria baseia-se na detecgdo 6tica de particulas muito
pequenas suspensas em liquido. Quando o anticorpo especifico
para a Imunoglobulina M reage com o IgM presente na amostra
(antigeno) formam-se os imunocomplexos insoluveis que induzem
uma turbidez, medida por espectrofotometria a 340nm. Essa
turbidez é diretamente proporcional & concentragéo da
Imunoglobulina M na amostra.

Metodologia:

Imunoturbidimetria

Significado Clinico:

Representa 5 a 10% das imunoglobulinas totais Apresenta-se na
forma de um pentamero e ndo possui subclasses. E reconhecida
como o anticorpo precoce, visto ser a primeira imunoglobulina
encontrada na resposta a um estimulo antigénico. Por isso, & util
no diagnostico diferencial das infecgdes virais ou parasitarias
agudas. Diferentemente da IgG, néo atravessa a barreira
placentaria e € a Unica que o neonato sintetiza. Niveis séricos
aumentados em recém-nascidos indicam que a imunoglobulina M
foi produzida pelo feto, sugerindo uma infecgéo pré-natal. Como a
IgM é pentamérica, ou seja, possui 10 sitios de ligagdo com o
antigeno, € mais eficiente em ligar-se aos antigenos e ao sistema
complemento. Essas caracteristicas, aliadas ao aparecimento
precoce durante a evolugéo da infecgdo, fazem dela um potente
agente de combate as infecgdes.

Reagentes:

Reagente 1- Diluente: Conservar entre 2 - 8 °C. Contém: Tampao
Tricine pH 8, PEG, cloreto de sddio, azida de sadio (<1g/l)

Reagente 2 - Anticorpo: Conservar entre 2 - 8 °C. Contém:
Anticorpo de IgM anti-humano (titulo = 10 mg/ml) em pH 7.4
Tampéo de HEPES, estabilizadores e azida de sodio (<1g/l)

Os reagentes estéo prontos para uso e quando ndo abertos séo
estaveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto.
Durante o manuseio, os reagentes estéo sujeitos a contaminagéo
de natureza quimica e microbiana que podem provocar reducéo da
estabilidade.

Precaugdes e Cuidados Requeridos:

Este reagente deve ser usado somente para uso diagnéstico "in
vitro".

Os produtos de origem humana foram testados e estéo livres de
HBsAg e anticorpos para HCV e HIV, porém este material deve ser
tratado cuidadosamente como potencialmente infeccioso.

Nao pipetar com a boca. Evitar contato com a pele e roupa. No
caso de contato com os olhos, lavar com grande quantidade de
agua e procurar auxilio médico.

O reagente contém azida sodica como conservante. Este
componente pode reagir com cobre e chumbo podendo tornar-se
um metal explosivo. Ao descarta-lo, adicionar grande quantidade
de agua.

Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem
como o tempo de reagéo para obtengéo de resultados corretos.
N&o usar se o reagente apresentar turbidez, presenca de
precipitado e se houver dificuldade em conseguir os valores
estabelecidos para o soro controle fresco.

Material Necessario ndo Fomecido:

1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura
de 37°C.

2. Espectrofotémetro ou fotémetro capaz de medir absorbancia em
340nm.

3. Pipetas de vidro e/ou automaticas.

4. Calibrador e controles Ebram.

5. Medidor de tempo.

6. Tubo de ensaio

Amostra:

E recomendado soro livre de hemélise ou plasma (EDTA). O IgM é
estavel no soro por 48 horas se for refrigerado entre 2 - 8°C. Para
periodo mais prolongado, congelar a amostra (-20°C) por no
maximo 3 meses (congelar somente uma vez). Todas as amostras
e controles sdo considerados potencialmente infectantes, portanto
sugerimos manusea-las seguindo as normas estabelecidas de
Biosseguranga.

Preparo do Paciente:

N&o é necessario jejum. Todavia, podera ser modificado seguindo
orientagdo médica.

Interferéncias:

Triglicérides até 1000 mg/dL, bilirrubina direta até 70 mg/dL,
hemoglobina até 1000 mg/L néo interferem significativamente no
resultado. Algumas drogas e substancias afetam a concentragéo da
Imunoglobulina M, sugerimos consultar Young et al.

Parametros do Sistema:

Temperatura: 37°C

Comprimento de Onda: 340 nm.

Tipo de Reagéo: Ponto final

Diregéo: Crescente

Pré-diluicdo da amostra: 1:5

Vol. Amostra diluida: 15puL

Vol. do Diluente : 250pL

Vol. do Anticorpo: 50uL

Tempo de Incubagdo: 10min

Calibragdo:

Utilizar o calibrador Turbcalib - Calibrador Turbidimétrico Ebram -
Cad. 1042. A concentragéo da Imunoglobulina M no calibrador &
rastredvel ao material de referéncia CRM470 ( Preparagédo de
referéncia para proteinas séricas humanas, certificada em
conjunto pelo Colégio Americano de Patologistas, Communal office
of Reference e Federag&o Internacional de Quimica Clinica (IFCC)

Procedimento Automatizado:

Vide manual para utilizagéo do equipamento, protocolo especifico e
instrugdes de uso do reagente.

Para analisadores onde néo seja possivel o preparo automatico da
curva de calibragdo, deve-se seguir orientagdo do preparo dos
pontos de calibragéo descrito, em Preparo da Curva de Calibracéo
para Analisadores Automaticos, no verso dessa instrugéo de uso.

Procedimento Manual:

Pré-diluir as amostras e os controles, em fisiolégica, na razéo 1:5
(100ul de amostra + 400yl de solugéo fisiologica).

PREPARO DOS PONTOS DE CALIBRAGAO
Identificar 6 tubos de ensaios (1 a 6).

Adicionar ao tubo 1, 400pl de solugao fisiologica + 100pl de
calibrador. Homogeneizar.

Adicionar aos tubos 2 a 6, 250pl de solugao fisiologica.
Transferir 250pl do contetdo do tubo 1 para o tubo 2.
Homogeneizar.

Transferir 250pl do contetdo do tubo 2 para o tubo 3.
Homogeneizar.

Transferir 250pl do contetdo do tubo 3 para o tubo 4.
Homogeneizar.

Transferir 250pl do contetdo do tubo 4 para o tubo 5.
Homogeneizar.

Tubo1 Tubo2 Tubo3 Tubo4 Tubo5 Tubo6
Fator de diluigdgo 1.0 0.5 0.25 0.125 0.063 0
Obs: a concentracé@o de cada ponto € obtida multiplicando-se a
concentragdo do calibrador pelo fator de diluigao

PROCEDIMENTO DO ENSAIO

Separar tubos de ensaio para cada ponto de calibracéo, branco,
amostra / soro controle e realizar os procedimentos conforme
tabela abaixo:

Branco Calibrador ~ Amostra/S.C.
Agua destilada 15uL - -
Pontos de Calibragdo - 15pL -
Amostra/S.C. dil 1:5 - - 15pL
Reagente R1 250pL 250pL 250pL

Incubar todos os tubos a 37°C por 5 minutos. Realizar leitura (A1) a
340 nm zerando o aparelho com agua destilada.

Reagente R2 50pL 50pL 50pL

Incubar todos os tubos a 37°C por 5 minutos. Realizar leitura (A2) a
340 nm zerando o aparelho com agua destilada.

Calculos:

Abs.= Absorbéancia
1.A Abs final dos pontos de calibragéo =
(A2 - A1) dos pontos de calibragéo - (A2 - A1) branco do reagente

2. Confecgao da Curva de calibragdo

-Em um papel milimetrado plotar as absorbancias finais, dos pontos
de calibragdo no eixo das ordenadas. (eixo y)

-Plotar as concentragdes de cada ponto de calibragéo, na ordem
crescente, no eixo das abcissas. (eixo x)

3.A Abs final de amostra =

(A2 - A1) amostra - (A2 - A1) branco do reagente

-Interpolar as absorbancias finais de cada amostra / soro controle,
na curva de calibragdo para determinar a respectiva concentragdo.

Exemplo:

1.Abs.Final do ponto de calib.= (A2 - A1)calib - (A2 - A1)branco
Abs.Final do ponto de calib.= (0,325 - 0,042) - ( 0,120 - 0,025)
Abs.Final do ponto de calib.= 0,188

obs: realizar esse calculo para todos os pontos da curva de
calibragéo.

2.Abs.Final de amostra = (A2 - A1) amostra - (A2 - A1)branco
Abs.Final de amostra = (0,283 - 0,053) - ( 0,106 - 0,030)
Abs.Final de amostra = 0,154

Utilizar a curva de calibragéo no papel milimetrado para obter as

concentragdes das amostras.

Linearidade:

Quando executado de acordo com o recomendado o teste € linear
até 350mg/dL. Valores superiores, diluir a amostra com solugéo
salina, repetir a medigdo e multiplicar o resultado pela fator de
diluigdo. A linearidade pode variar consideralvelmente dependendo
do instrumento utilizado. O limite da linearidade depende da
relacéo de amostra/reagente. Aumenta reduzindo o volume da
amostra, enquanto que a sensibilidade do ensaio diminuira
proporcionalmente.

Controle de Qualidade:

Cada laboratério deve manter um programa interno de qualidade
que defina objetivos, procedimentos, normas, limites de tolerancia ¢
agdes corretivas. Deve-se manter também um sistema definido
para se monitorar a variagdo analitica do sistema de medicéo
seguindo as Boas Praticas de Laboratéro Clinico. Aconselhamos o
uso do Turbcontrol - Controle Turbidimétrico Ebram - c6d.1043.

Valores Esperados:

Adultos: 10 - 230 mg/dL.

Criangas de 1 més a 12 meses: 20 - 150 mg/dL.

Criangas de 1 ano a 12 anos: 45 - 250 mg/dL.

Estes valores s&o dados unicamente como titulo orientativo. E
recomendado que cada laboratério estabelega seu proprio intervalc
de referéncia.

Estudos Comparativos:

A comparagdo com Nefelometria nos proporcionou os seguintes
resultados: y = 1.2714x - 16.662; r = 0.9880

Precisao:

* Intra — Precis&o analisada
3 amostras de soro foram consecutivamente dosadas 20 vezes no

Cobas Mira.

Valores n Média S.D. C.wV.
Esperados

Baixo 29 354 1.54 4.35
Médio 20 128.78 3.82 2.96
Alto 20 249.8 6.26 25

* Inter-Precisdo de exame
2 soros controle foram dosados diariamente no Cobas Mira depois
da calibragéo.

Valores n Média S.D. C.wV.
Esperados

Ortho 68 70.3 217 3.08
Ortho 68 37.2 212 5.70
Exatiddo:

Os controles séo analisados em duplicidade no Cobas Mira.
Controle Valores analisados Valores das Medidas (mg/dl)

Ebram 134 (113 - 154) 132
Liquicheck 1 57 ( 46 - 68) 56.6
Liquicheck 2 199 ( 159 - 239) 165.2
Seronorm L 42 ( 36 - 48) 47.5
Seronorm N 131 (121 - 151) 124.4
Seronorm H 219 (186 - 252) 184.5

Sensibilidade Metodol6gica:
15 mg/dL

Especificidade:

Nos estudos comparativos realizados apresentamos dados
determinados em um analisador. A comparagdo com soros
controles ja validados mostrou uma especificidade analitica
adequada

Observagoes:

1. Alimpeza e a secagem adequadas do material utilizado séo
fatores fundamentais para estabilidade dos reagentes e obtengéao
de resultados corretos.

2. A agua utilizada no laboratorio deve ter a qualidade adequada a
cada aplicag@o. Assim, para preparar reagentes e usar nas
medigées, deve ter resistividade 21 mega ohm ou condutividade <1
microsiemens e concentragdo de silicatos < 0,1 mg/L (agua tipo I1).
Para o enxagle da vidraria a agua pode ser do tipo IIl, com
resistividade 2 0,1 megaohms ou condutividade < 10 microsiemens
No enxague final utilizar agua tipo II.

Apresentagao:

R1=1x25mL + R2=1 x 3mL

R1=1x90mL + R2= 1 x 12mL

R1=1x45mL + R2=1 x 9mL

Para mais informagdes sobre sistemas automaticos, entrar em
contato com o SAC EBRAM - tel. (011) 2291-2811,
sac@ebram.com ou www.ebram.com.
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APLICAGAO PARA COBAS MIRA APLICAGAO PARA COBAS MIRA PLUS APLICAGAO PARA SELECTRA
|GENERAL |GENERAL Name: laM
Mode: ABSORB Mode: ABSORB Abbr Name:; IGM
Mode: D-R-S-SR1 Mode: D-R-S-SR1 Mode: END POINT
Calibration Mode: STD NONLINEAR fou LOGIT/LOG4) | |Calibration Mode: LoGiT/Loc4 W 340 nm
Blank: REAG/DIL 'Reacent Blank: REAG/DIL Units: ma/dL
Cleaner: INO Cleaner: NO Deci 2
(W 340 nm 340 nm Low Conc: 0.0 ma/di
| Decimal Pasition: 2 | Decimal Position: 2 High Conc:
Unit: ma/dl Unit: mardl . i
C; Name: TurbiCalib
Dilution N . Nacl STD: Mai . Dilution N NaCl STD: Mai firect Repeat: 1
F: - 10.00 Main STD: (9 10 Factor: 10.00 Main STD: (% x 10 Number: 6
. . . i . C
Tme:NO === |SampleDiiName:Nacl | Tme:NO = SampleDilName:NaCl -
Post Dil Factor: 2.00 Conc. Factor: NO PostDil Factor:200  Conc.FactrNO | Interval: 30 dias
Sample: Cvele: 1 Pos: " Cut off: NO
Volume: 15.0 uL Dil: 0.0ul STD1: 5.00 |STD2 2.00 Prozone Check: ' NO ==
Cvcle: 1 STD3: 2,00 STD4: 2.00 |RefMalelow:.  S0madl
Volume: 150 ul STDS: 200 = |STD6 0.00 RefMaleHigh: ~ 300madL
|Start 1: Cvele: 12 STD7: NO = |STD8 NO RefFemalelow:  |50madL
Volume: 30.0ul Dil: 0.0ul Samole: Cvcle: 1 Ref Female Hiah: 300 ma/dL
|Start 2: Cvcle: Volume: 15.0 uL Dil: 0.0uL Ref Ped Low: 0.00 ma/dL
Volume: Dil: Cvcle: 1 Ref Ped Hiah: 0.00 ma/d
Volume: 150 ul. Control 1: None
Samole Limit: NO |Start 1 Cvele: 12 Control 2; None
Point: Volume: 300uL Dil: 00ul Control 3 None
ion Di INCREASE |Start 2: Cvcle: Correlat Factor: a =1.000
Check: ON Volume: Dil: Correlat Offset: b =0.000 ma/d
C Factor: 1.00000 |CALCULATION DUAL MODE
- Sample Limit:
ggsstsllianus Low: DQNmnm P"ir::a " v Name: 1GM
Hiah: oN ion Directi INCREASE Samole Blan ,}; |
Norm Ranoe Low: NO Check: ON R Bottle . m
Hiah: c ion Factor: 1.00000 . NomalVolume: 260w
[Number of Stens: 1 |Offset: 0.00000 . ReunVolume: 280w
Calculation Sten A: ENDPOINT Test Ranae Low: ON SAMPLE
First: 11 Hiah: ON . NomalVolume: 16w
Last: 24 Normm Ranae Low: NO . ReunVolume: 1w
Limit: Hiah: NO |R2 Bottle: 5mi
Point: NumhaL_nf_Slam' 1 Nommal Volume: 30.ul
Calib. Interval: C: Steo A: ENDPOINT . ReunVolume: 30wl
CALIBRATION ON REQUEST i First: 11 Prediluti 1:10 DIL
Blank: —Last: 24 Slooe Blank: NO
Ranoe: . Limit: Delay_Min Time:
Ranoe Low: NO Blank Ranoe _ Low: NO z.:lnl: e Linearity Limit:
Hioh: NO Hiah: NO 0. nervas Point One. Two:
Factor: |CALIBRATION ON REQUEST Timo: 65
Calibrator Pos: e Blank: Low -0.100 Abs
STD1: (n x2 STD2: (n Ranae: - High 3.000 Abs
'STD3: " STD4: (" 14 [ReacentRanae Low:NO_____|BiankRanae low:NO " pUp oM ~0.100 A
|STDS5: (" I8 STDS: 0.0 Hiah: NO Hiah: NO T
STD7: NO |STD8: Factor: B‘AB‘S‘E‘L"IM"—
Calc Model: LOGIT/ LOG 4 G Pos: (RACS .
Correction STD: NO STD1: (™ STD2: (*n ReagentBlank:  Yes(0000
i SINGLE |STD3: (v STD4: (*n Cal Low Limit:
D NO STDS: (*n STD6: 0.00 Cal High Limit:
CONTROL STD7: NO STD8: NO Factor:
lcs1-NO Calc Model: MONO MODE
lcs2.- O Comrection STD: NO | Name:
cS3 - NO R lica SINGLE ' Samole Blank:
™ colocar a concentragéio do calibrador NO ‘R1 Bottle:
N | i cs1-NO Normal Volume:
(*"  colocar a posigéo dt_) calibrador (T urbCalib) na rack c_allcs (a curva de |c82-NO Rerun Volume:
serd pelo ) |CONTROL [ SAMPLE
= O NaCl (Dilution Name) dever4 ser cadastrado em PROG 6 (System Cs3-No Normal Volume:
parameters) na opgao 2 (Diluent Name) (" colocar a concentragéo do calibrador Rerun Volume:
(" colocar a posigéo do calibrador (TurbCalib) na rack Cal/CS (a curva Delay Min Time:
- do cali ré reali . " - Linearity Limit:
APLICAGAO PARA EXPRESS 550 ° serd! nio polo ! nogui Limit
" N (] inserido automaticamente pelo Cobas Mira Plus P
TestName:IGM  Test IGM Point One. Two:
|Test Bar Code: IGM Obs: O NaCl (Dilution Name) dever4 ser cadastrado em PROG 6 T
: T Curve Tvoe: 2-loa5 ( System parameters) na opgdo 2 (Diluent Name) . Low ime
Units: ma/di N° of Decimal Places:2 Hiah
(Prmare Weelenath: 240.0m Secondars Wav PREPARO DA CURVA DE CALIBRAGAO PARA  RABSLLinit
Factor: 1.0000 ANALISADORES AUTOMATICOS (EX. [RAGS H Linil
Galibation nterval: 999 EXPRESS E SELECTRA) ‘Reagent Blank
N° of C [ N °of i 1 Preparar 6 tubos e identificsHos de 1a 6. Cal '-""’ IJ!ni_l
ow Blank A Limit: -0.100 Hiah Blank A Limit: 1.000 Adicionar ao tubos 1 a 5, 500 ul de Solug#o Fisiolégica e ao tubo 6, 900 ul Cal Hiah Limit:
Low A Limit: -0.1000 |Hiah A Limit: 2.000 de céo Fisiolégica. A ao tubo 6, 100 ul de calibrador Factor: . -
llowNormal: 50  |HichNormak300 | TURBCALIB. Homogeneizar. ™ concentraggo do calibrador (TurbCalib)
Linearitv Limit: Curve S D Limit: 10.000 Ti ir 500 ul do do tubo 6 para o tubo 5. Homogeneizar. "
TestName:IGM  Test IGM Ti ir 500 ul do do tubo 5 para o tubo 4. Homogeneizar. ()
[Test Bar Code: IGM Ti ir 500 ul do do tubo 4 para o tubo 3. Homogeneizar. ()
Samole Volume: 15 ul Samole Diluent: salina T 600 ul do do tubo 3 para o tubo 2. Homogeneizar. Antes da curva de calibragéo deve-se realizar um branco do reagente
Rerun Dilution Ratio: 2 Predilution Ratio: 10
Dilution: salina - Posicdo 1 2 3 4 5 6 . ~
Reagent Bar Code Diluent Lag Time Diluigdo 1:160 1:80 1:40 1:20 1:10 Dispomos de programacdes para outros
Volume Volume Falor 0 00625 0,125 025 05 10 i
- : - o 1, analisadores, entre em contato com SAC
1 250 IGM1 240sec | Obs: a concentragiio de cada tubo & pela do ?
2 30 IGM2 | 20wl | 300sec | calibrador multiplicado pelo fator. EBRAM.
3
4
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