FR TURBIDIMETRIA

METODO
Turbidimetria.

FINALIDADE
Reagentes para a determinagdo quantitativa dos Fatores Reumatdides (FR) no soro por
turbidimetria. Somente para uso diagndstico in vitro.

FUNDAMENTO

O teste baseia-se na aglutinagdo das particulas de latex recobertas com
gama-globulina humana quando misturadas com soro de pacientes contendo fatores
reumatoides (FR). A concentragdo de FR na amostra é diretamente proporcional a
aglutinagdo obtida, que é medida por turbidimetria.

SIGNIFICADO CLINICO

Os fatores reumatdides constituem um grupo de anticorpos do tipo IgM (apesar de que
também ja foi descrita a presenga de IgA e IgG) que aparecem em pacientes com
artrite reumatdide, mas também em outras enfermidades do sistema auto imunoldgico,
inflamagGes cronicas, hipergamaglobulinemia e fases agudas de doengas virais,
bacterianas ou parasitérias.

Os fatores reumatdides humanos reagem com o determinante antigénico localizado no
dominio Fc da cadeia pesada das moléculas IgG. Entretanto, existe uma forte
controvérsia sobre sua especificidade, j@ que tem-se demonstrado uma unido
multiespecifica, ndo sé contra IgG humana mas também frente a antigenos nucleares
e também frente a algumas IgG de origem animal.

Mais da metade da populagdo maior de 65 anos sofre em algum grau de sindromes
reumaticas. Neste sentido, a determinagdo quantitativa dos FR é altamente indicativa
da extensdo da enfermidade e permite ao médico aliviar de forma adequada os
sintomas desde as fases prematuras da mesma.

A associagdo entre positividade em soro para FR com os estados inflamatdrios cronicos
surge porque os FR sdo induzidos por um processo de imunogenizagdo cronica. Assim,
o acompanhamento periddico dos niveis de FR presentes no soro, embora ndo
relacionado diretamente com a resposta imunoldgica original, € muito valioso na hora
de se avaliar o efeito da terapia, permitindo uma melhor adequagdo da mesma as
condigdes particulares do paciente.

QUALIFICAGOES DO METODO
O sistema FR-TURBIDIMETRIA é um ensaio quantitativo, envolvendo reagdo
antigeno-anticorpo em que a aglutinagdo formada é medida por turbidimetria.

IDENTIFICA(;RO DOS REAGENTES

Conservar entre 2-8 °C,

1.Padrdo FR - Contém soro humano liofilizado. A concentragdo de FR vem indicada no
rétulo do frasco. O valor de concentragdo é rastredvel ao Material de Referéncia da
OMS W1066 (International Laboratory for Biological Standards, Amsterdam).

2.Latex FR - Contém suspensdo de particulas de latex sensibilizadas com
gama-globulina humana e azida sédica 14,6 mmol/L.

3.Tampao - Contém tampdo Tris 20 mmol/L, pH 8,2 e azida sodica 14,6 mmol/L.

PREPARO DO PADRAO
Reconstituir o Padrdo FR (1) liofilizado com 3,0 mL de agua destilada ou deionizada.
Estavel por um més entre 2-8 °C.

ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até o vencimento da data de validade impressa no rétulo do
produto e na caixa, quando conservados bem vedados na temperatura recomendada e
se evite a contaminagdo durante o uso.

Sinais de Deterioracdo dos Reagentes

Padrao: Presenca de umidade.

Reagentes: Presenca de particulas, turbidez e absor¢do do Branco superior a 1,400
em 650nm.

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS
e Tubos e pipetas;

e NaCl 0,9 g%;

e Crondmetro;

e Banho-Maria a 37 °C.

e Espectrofotémetro (leitura em 650 + 20 nm).

PRECAUCOES E CUIDADOS ESPECIAIS

Aplicar os cuidados habituais de seguranga na manipulagdo dos reagentes e amostra
bioldgica.

Recomendamos o uso das Boas Préticas em Laboratério Clinico para a execugdo do
teste.

O Latex FR (2) e o Tampdo (3) contém azida sddica como conservante. Evitar contato
com os olhos e mucosas. Ndo aspirar ou ingerir.

Embora, contendo azida sddica como preservativo, todo cuidado deve ser tomado
para evitar contaminagdo bacteriana.

O Padrao FR (1), derivado de sangue humano, foi testado para anticorpos anti-HCV e
anti-HIV e antigeno HBsAg e apresentou resultados negativos. No entanto, deve ser
tratado com precaugdo, como potencialmente infectante. Manusear e descartar
segundo as normas de biosseguranga.

Todo o material contaminado deve ser autoclavado por 1 hora a 120 °C ou deixado em
solugdo de hipoclorito de sddio a 10% por 1 hora.

De acordo com as instrugdes de biosseguranga, todas as amostras devem ser
manuseadas como materiais potencialmente infectantes.

Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resolugdes normativas locais,
estaduais e federais de preservacdo do meio ambiente.

Recomendamos o uso de equipamentos de protegao individual (EPI) como avental,
Oculos de seguranca, luvas descartdveis e outros que se fizerem necessérios para a
realizagdo do teste.

N&o deve ser utilizada a boca para pipetagem de reagentes, amostra ou qualquer
outra substancia.

Em caso de acidentes tomar as medidas cabiveis de primeiros socorros.

AMOSTRA

SORO.

N&o usar amostra hemolisada ou lipémica.

No soro, os Fatores Reumatdides sdo estaveis por 7 dias a 2-8 °C.

NOTA: E recomendavel que a coleta, preparacdo, armazenamento e descarte das
amostras bioldgicas sejam realizadas seguindo as recomendacGes das Boas Praticas
em Laboratérios Clinicos.

Enfatizamos que erros advindos da amostra podem ser muito maiores do que os erros
ocorridos durante o procedimento analitico.

LIMITAGOES DO METODO

Reag0es falso-positivas (3 a 5%) podem ocorrer com soros de pessoas aparentemente
sadias. ReagOes falso-positivas podem ocorrer em outras doengas distintas da artrite
reumatdide como a mononucleose infecciosa, sifilis, hepatites, outras enfermidades e
ainda em determinadas pessoas de idade avangada.

PROCEDIMENTO DO TESTE E CURVA DE CALIBRAGAO

1. Pré-aquecer os reagentes e o equipamento a 37 °C.

2. Homogeneizar o Latex FR antes do uso.

3. Ajustar o Zero de absorbancia do equipamento com agua deionizada em 650 nm.
4, Pipetar nas cubetas ou tubos de ensaio:

[Branco Padrao Teste
Tampao (3) 800 WL 800 uL 800 pL
Agua deionizada o |- |-
Padrao FR (1) |- ow |-
Soro |- |- 10 pL
Latex FR (2) 200 pL 200 pL 200 pL

5. Misturar e inserir a cubeta imediatamente no porta cubetas termostatizado a 37 °C
e acionar o cronémetro.

6. Apds 2 minutos, fazer as leituras fotométricas (absorbancia) do Branco, Padrao e
Teste em 650 nm.

Calculos
A concentragdo de FR pode ser calculada de duas maneiras:

1. Calculo da Concentragdo dos Testes na Curva de Calibracdo

Interpolar o valor da diferenca de absorcdo (At-Ab) de cada Teste (diferengas de
absorgdo de cada Teste menos a absorgdo do Branco) no Grafico da Curva de
Calibragdo e encontrar os respectivos valores de concentragdo de cada Teste em
UI/mL.

Curva de Calibragdo

Deve ser utilizada para se obter uma maior exatiddo nos resultados.

Preparar diluigdes do Padrdo FR (1) ja dissolvido, empregando solugdo salina 0,9%, da
seguinte maneira:

Diluigao 1 2 3 4 5
Padrao FR (uL) 10 20 40 60 80
Solugao Salina (L) 70 60 40 20 |-
Fator 0,125 0,25 0,5 0,75 1,0
Atengao

A concentragdo de FR nas respectivas diluigdes é obtida multiplicando a concentragdo
do Padrdo FR (valor indicado no rétulo do frasco) pelo Fator correspondente (Ver
Tabela).Exemplo

Cp = 170 UI/mL (Ver concentragdo no rétulo do frasco)

Fatores de Diluigao: 0,125 -0,25-0,5-0,75e 1,0

Concentragdo de FR em UI/mL nos Padrdes diluidos:

21,25 - 42,5 - 85 - 127,5 e 170.

Dosagem dos Padroes

1. Pré-aquecer os reagentes e o equipamento a 37 °C.

2. Ajustar o Zero de absorbancia do equipamento com &gua deionizada em 650 nm.
3.Dosar os 5 Padrdes diluidos seguindo o quadro abaixo:

Branco Padroes diluidos (1 a 5)
Tampao (3) 800 pL 800 pL
Agua deionizada o |-
PadraoFR (1) |- 10 pL de cada Padrao
Latex FR (2) 200 pL 200 pL

4. Misturar e inserir a cubeta imediatamente no porta cubetas termostatizado a 37 °Ce
acionar o cronémetro.

5.Apds 2 minutos, fazer as leituras fotométricas (absorbancia) em 650 nm de cada
padrdo.
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Tragado do Grafico da Curva de Calibragao

Calcular a diferenga de absorcdo (Ap-Ab) de cada ponto da curva de calibragdo, ou
seja, diferengas de absorgdo de cada Padrdo menos a absorgdo do Branco. Em um
papel milimetrado tragar o gréfico langando diferengas de absorgdo dos Padrées na
ordenada contra concentragdo de FR (UI/mL) na abscissa.

1. Calculo da Concentracdo dos Testes pelo Fator de Calibragdo

Usando o Fator de Calibragdo para calcular a concentragdo, a linearidade é reduzida

para 120 UI/mL.

Diluir o Padrdo FR (1) fazendo a diluigdo 2 conforme a curva de calibragdo da seguinte
maneira:

20 pL do Padrdo FR + 60 pL de solugdo salina 0,9%.

Multiplicar a concentragdo do Padrdo FR (indicada no rétulo do frasco) pelo fator de

diluigdo 0,25.

Exemplo

Cp = 170 UI/mL

Concentracdo do Padrdo diluido: 170 x 0,25 = 42,5 UI/mL
Cp = 42,5 Ul/mL

Ap = Absorbancia do Padréo

At = Absorbancia do Teste

Ab = Absorbancia do Branco

Calcular a diferenga de absorgdo (Ap - Ab), ou seja, diferenca de absorgdo do Padrdo
menos a absorgdo do Branco.

Calcular também a diferenca de absorgdo (At - Ab) de cada Teste, ou seja, diferengas
de absorgdo de cada Teste menos a absorgdo do Branco.

FC = Cp + (Ap - Ab) = 42,5 + (Ap - Ab)

Ct = FC x (At - Ab)

VALORES DE REFERENCIA
Adultos: menor que 30 UI/mL

Estes valores devem ser usados como uma orientagdo. E recomendado que cada
laboratorio estabelega seus préprios valores de referéncia.

AUTOMAGAO
Este kit pode ser utilizado pela maioria dos analisadores automaticos.

CONTROLE DA QUALIDADE

O laboratoério clinico deve ter implementado um Programa de Garantia da Qualidade
para assegurar que todos os procedimentos laboratoriais sejam realizados de acordo
com as Boas Praticas de Laboratorio Clinico (BPLC).

Para controle e verificagdo do desempenho do kit podem ser utilizados soros controles
reumaticos.

E importante que cada laboratério estabeleca os seus prdprios valores médios e os
respectivos limites de variagdo.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO?

Linearidade

A reacdo é linear até 160 UI/mL. Usando o Fator de Calibracdo, a linearidade vai até
120 UI/mL.

Para valores maiores, diluir a amostra a 1/5 com &gua deionizada e repetir a medigdo.
Multiplicar o resultado final por 5. A linearidade pode variar consideravelmente de
acordo com o equipamento utilizado.

Repetitividade

A imprecisdo intra-ensaio foi calculada com 20 determinagdes, utilizando 2 amostras
com valores de 24 e 39 UI/mL. As médias dos coeficientes de variacdo obtidas foram
de 5,3 e 5,6%, respectivamente.

Reprodutibilidade

A imprecisdo inter-ensaio foi calculada com 25 determinagdes, utilizando 2 amostras
com valores de 24 e 39 UI/mL. As médias dos coeficientes de variagédo obtidas foram
de 6,6 e 6,1%, respectivamente.

Limite de Detecgdo
LD = 6 UI/mL de FR.
O intervalo de medida € de 6 até 160 UI/mL.

Efeito de altas concentragées (Efeito Zona)
O ensaio ndo apresenta o efeito zona até uma concentragdo de FR inferior a 800
Ul/mL.

Interferéncias

A hemolise (hemoglobina até 1000 mg/dL), a lipemia (triglicérides até 1000 mg/dL),
bilirrubina até 20 mg/dL néo interferem.

Alguns medicamentos e substancias podem interferir.

Comparacao de Métodos

O produto foi comparado com outro similar disponivel no mercado através da andlise
de 50 amostras de soro humano com valores desconhecidos.

Os resultados analisados por modelos estatisticos demonstraram que ndo ha diferenca
significativa em um intervalo de confianga de 95% com uma equacdo de regressdo
linear onde y = 0,912x + 17.

OBSERVAGOES

1.A observagdo minuciosa da limpeza e secagem da vidraria, da estabilidade dos
reagentes, da pipetagem, da temperatura e do tempo de reagdo é de extrema
importancia para se obter resultados precisos e exatos.

2.Na limpeza da vidraria pode-se empregar um detergente neutro ou uma solugdo
acida. A Ultima lavagem deve ser feita com agua destilada ou deionizada.

3.A agua utilizada nos laboratérios clinicos deve ser purificada utilizando-se métodos
adequados para as finalidades de uso. Colunas deionizadoras saturadas liberam
diversos fons, aminas e agentes oxidantes que deterioram os reativos.
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APRESENTACAO
Ref. N© de testes Reagentes Volume
Padrdo FR 1x3mL
472/11261P-50 50 Latex FR 1x10 mL
Tampdo 1 x40 mL

TERMOS E CONDICf)ES DE GARANTIA DA QUALIDADE DO PRODUTO

Lei n° 8.078 de 11-9-90 - Cédigo de Defesa do Consumidor

A In Vitro Diagnostica garante a substituicdo, sem 6nus para o consumidor, de todos os
produtos que comprovadamente apresentarem problemas técnicos, desde que o
usudrio utilize equipamentos e materiais em boas condigbes técnicas, siga
rigorosamente o procedimento técnico e as recomendagdes estabelecidas nas
Instrugdes de Uso.

N° do lote e data de validade: Vide Rétulos do Produto

Fabricante legal: Gold Analisa Diagnostica Ltda - CNPJ: 03.142.794/0004-69

AFE N° 8283957.

Enderego: Rua Carmelita Toledo, 240, Eymard, CEP: 31.910-570. Belo Horizonte/MG.
Regularizado por: Gold Analisa Diagnostica Ltda - CNPJ: 03.142.794/0001-16

AFE N° 800222-3

Farm. Resp. Isabela Fernandes dos Santos - CRF-MG 16773

ANVISA: 80022230124

Para esclarecimentos de duvidas do consumidor quanto ao produto:
Telefone: (31) 3067-6400 E-mail: invitroms@invitro.com.br

SIGNIFICADO DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS DO PRODUTO:
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