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Validacao do MiniReader — Teste de Progesterona por ELISA

Dr. Monika Esch, Minitiib GmbH

0 MiniReader dosa os niveis de Progesterona em amostras de soro de cadelas e vacas pelo teste de ELISA.

ELISA é um método de andlise para a deteccdo de substancias especificas em uma amostra liquida. Isso ocorre com a formacéo de um complexo
antigeno-anticorpo, onde o anticorpo se liga em uma enzima e entra em contato com uma amostra contendo o antigeno. A reacdo produzird
um sinal, neste caso uma modificacao de cor, indicando a quantidade de antigeno (neste caso a Progesterona) na amostra. Esta modificacao de
cor é detectada pelo MiniReader por fotometria. O resultado é mostrado em ng/mL baseado na calibragao usando os padrdes incluidos no kit.

0 kit usado no MiniReader inclui reagentes para a reacao de ELISA, pocos para amostras e trés solu¢oes padronizadas. Os padroes contém uma
concentracao definida de progesterona sintética e sao preparados usando um procedimento idéntico ao das amostras. As solugdes padronizadas
permitem um ajuste da calibracao interna no MiniReader para eliminar influéncia de outros fatores diferentes a Progesterona, algo que poderia
alterar o resultado.

Para o processo de validacdo do MiniReader a Minitube utilizou uma variedade de testes, incluindo a comparagao com métodos de referéncia,
uma avaliacao do espectro da sensibilidade e testes para reacoes cruzadas. Precisao e linearidade dos resultados foram também testados como
descrito abaixo.

Comparacao do MiniReader com um método de referéncia

Amostras de soro (67) de cadelas foram enviadas para um laboratério de referéncia, enquanto as mesmas amostras foram avaliadas com o
MiniReader e uma elevada conformidade em todas as amostras foi confirmada na comparacao dos métodos (Figura 1). Na figura 2, o Coeficiente
de Correlagdo da Concordancia (CCC) como indicador de compatibilidade entre os métodos de mensuragao é 0,922. Quanto mais préximo de 1 for
este valor significa que os métodos sao compativeis. Um CCC de 0,922 significa uma compatibilidade quase total.
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Fig. 1: Comparagdo do laboratdrio padrao vs Valores com o MiniReader para 67 amostras
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Fig. 2: Concorddncia dos métodos de mensuragdo: Todas as medicoes estdo distribuidas proximas a linha de concorddncia perfeita (linha vermelha)

Faixa de Leitura

Amostras com concentracao conhecida de Progesterona foram avaliadas com o MiniReader para a determinacao da densidade tica. A faixa de
leitura da andlise de Progesterona é compreendida entre 0 e 30 ng/mL (Figura 3). A sensibilidade da andlise foi determinada em 0,3 ng/mL Esta
sensibilidade representa a performance do teste, sendo a mais baixa concentracao detectavel pelo MiniReader. Uma sensibilidade de 0,3 ng/mL
é adequada para o teste, visto que os niveis séricos com relevancia para a reproducao sao bem mais elevados.
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Fig. 3: Curva-padrdo indicando a faixa de leitura do MiniReader

Reacao Cruzada (Especificidade dos anticorpos)

Isso é importante para excluir a possibilidade de outras substancias do soro reagirem como a Progesterona na avaliacao. Desta
forma, as substancias mostradas na tabela 1 foram testadas para possiveis reacdes cruzadas. 0 resultado foi <0,1% para todos
0s hormdnios testados.
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Progesterona 100 %
17 H-Progesterona <0.1%
Pregnenolona <0.1%
Testosterona <0.1%
R-Estradiol | <0.1%
Cortisol <0.1%

Tabela 1: Reagdo cruzada de outras substdncias comumente encontradas no soro

Precisao

Intra-andlises e inter-andlises foram feitas para determinar a precisao dos testes. Com este objetivo, os desvios de avaliacdes de 3 amostras
foram determinados dentro de uma mesma bateria de avaliacdes (Intra-andlise) e entre baterias distintas (inter-andlise). A Tabela 2 mostra os
resultados da intra-andlise e a Tabela 3 mostra a inter-analise.

n 10 10 10

Valores médios (ng/mL) 0.99 2.90 13.54
Desvio padrao (ng/mL) 0.15 0.34 1.96
Coeficiente de Variacao 15% 12% 14 %

Tabela 2: Intra-andlise de trés amostras de soro

n 5 5 5

Valores médios (ng/mL) 1.12 3.0 12.60
Desvio padrao (ng/mL) 0.08 0.27 1.21
Coeficiente de Variacdo 7% 9% 10 %

Tabela 3: Inter-andlise de trés amostras de soro

Para a intra-andlise cada amostra foi avaliada 10 vezes. A média para a amostra 1 foi 1,0 ng/mL, para a amostra 2 foi 2,9 ng/mL e para a amostra 3
foi 13,5 ng/mL. O desvios padrao foram 0,1, 0,3 3 2,0 ng/mL, respectivamente. 0 coeficiente de varia¢ao da amostra 1 foi 15%, para a amostra 2 foi
12% e paraa 3 14%.

Para a inter-andlise 5 medicdes foram realizadas em cada amostra. Os valores médios foram 1,1, 3,0 e 12,6 ng/mL para as amostras 1,2 e 3,
respectivamente. Os desvios padrdo foram 0,1, 0,3 e 1,2 ng/mL, respectivamente. Os coeficientes de variacdo das trés amostras de soro foram 7%
para a amostra com menos Progesterona, 9% para a intermedidria e 10% para a amostra com maior concentracao (3).

0 coeficiente de variacao € definido como o valor do desvio padrao até o valor médio e deve ser <20%.

Obtencao do Resultado
0 resultado foi determinado usando solu¢des com concentragbes conhecidas de Progesterona sendo adicionadas as amostras. A amostra foi
misturada 1:1 com diferentes solu¢des padrao. A concentracdo esperada foi calculada e a amostra foi avaliada com o MiniReader.

A concentracdo esperada resulta do valor da amostra inicial mais o valor conhecido da amostra padrao. O resultado em % foi calculado como a
taxa da concentracdo de Progesterona medida vs a taxa de Progesterona esperada.
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18.0 10.6 9.2 87 %
7.0 5.1 4.8 94 %
3.0 3.1 3.1 100 %
0.5 1.9 1.7 89 %

Tabela 4: Determinagdo do resultado apds adicdo de solugoes definidas de Progesterona
Um resultado entre 87% a 100% foi encontrado.
Linearidade

Para determinar a linearidade, uma amostra de soro foi diluida linearmente em solucao tampao. As concentracdes de Progesterona foram
calculadas e comparadas com a leitura feita pelo MiniReader. O resultado em % foi calculado usando a razao entre a concentracao esperada e a

mensurada.
122 8.8 8.2 93 %
1.4 4.4 49 111 %
1:8 2.2 2.5 114 %
1:16 1.1 1.2 109 %
1:32 0.6 0.5 91%

Tabela 5: Determinacdo de linearidade da amostra de soro

Resumo

0 MiniReader e o kit MiniReader sao testados e compreendem um método muito confidvel para a mensuracao da Progesterona em amostras de
soro de cadelas. Os resultados sao mostrados em ng/mL no visor permitindo uma visualizacdo imediata destes niveis, tornando o MiniReader
uma valiosa ferramenta de diagndstico para a decisao sobre o protocolo reprodutivo que deve ser adotado.
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