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Principios do
teste

O teste Access Folate é um imunoensaio quimioluminescente com particulas paramagnéticas
para a determinagdo quantitativa dos niveis de dcido félico no soro, no plasma (heparina) ou
nos eritrcitos humanos utilizando os Sistemas de Imunoensaio Access.

O 4cido félico (ou folato) é uma vitamina essencial, vital para o crescimento normal das células
e para a sintese do ADN. Existe numa grande variedade de alimentos, tais como hortalicas de
folhas escuras, citrinos, levedura, feijdes, ovos e leite. E absorvido pelo intestino delgado e
armazenado no figado. Uma deficiéncia em acido félico pode causar a anemia megaloblastica e
até mesmo graves problemas neurolégicos.l'2

A deficiéncia em acido félico pode ser causada por um consumo dietético insuficiente, ma
absor¢do ou uma utilizagdo excessiva desta vitamina, que ocorre com muita frequéncia durante
a gravidez. O alcoolismo, a hepatite ou outras doengas hepaticas também podem causar um
consumo excessivo de acido f6lico.2 Para avaliar o estado do cido félico, utilizam-se os niveis
de folato no soro e nos eritrécitos. O nivel de folato no soro indica a ingestao recente de acido
félico. O folato nos eritrécitos é o melhor indicador de armazenamento de acido félico a longo
prazo. Um valor baixo de folato nos eritrécitos pode indicar uma deficiéncia prolongada de
acido folico.

O 4cido félico e a vitamina By, estdo ligados pela via de reaccdo para a sintese da metionina.
Uma deficiéncia num dos dois leva a uma ruptura desta via e a sintomas clinicos
semelhantes.!” Uma outra consequéncia desta via metabdlica comum é que a deficiéncia em
vitamina By, interrompe a absorc¢do de folato nos eritrocitos. Isto leva a um valor baixo de folato
nos eritrcitos mesmo com uma ingestao adequada. Pelos motivos supracitados,
frequentemente, é necessario medir ambas as vitaminas num exame clinico minucioso. O
tratamento depende de qual vitamina é insuficiente.

O teste Access Folate € um ensaio de receptores de ligacdo competitivo. Para o teste do folato no
soro ou no plasma (heparina), ndo é necessério algum pré-tratamento. Para o teste do folato nos
eritrécitos, uma amostra de sangue integral é primeiro tratada manualmente com um agente
lisante composto de acido ascérbico. Este pré-tratamento hemolisa os eritrdcitos e converte as
formas de acido poliglutamico do folato, presentes nos eritrocitos, na forma de acido
monoglutdmico predominante no soro.* A amostra proveniente do pré-tratamento do sangue
integral é definida como um hemolisado.

Uma amostra de soro, plasma (heparina) ou hemolisado é tratada para que liberte folato das
proteinas de ligagdo enddgenas. A proteina de ligacdo do folato, anticorpos de rato antiproteina
de ligacdo do folato, conjugado 4cido f6lico-fosfatase alcalina e anticorpos de captura de cabra
anti-rato ligados a particulas paramagnéticas sdo adicionados ao recipiente de reaccdo. O folato
da amostra compete com o conjugado acido félico-fosfatase alcalina pelos locais de ligacdo de
uma quantidade limitada de proteina de ligacdo do folato. Os complexos resultantes ligam-se a
fase solida através dos anticorpos de rato anti-proteina de ligacdo do folato. Apds a incubagdo
num recipiente de reaccdo, os materiais ligados a fase sélida sao retidos num campo magnético
enquanto os materiais ndo ligados sao removidos por lavagem. De seguida, o substrato
quimioluminescente, Lumi-Phos* 530, é adicionado ao recipiente e a luz gerada pela reaccédo é
medida com um luminémetro. A producao de luz é inversamente proporcional a concentracao
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de acido félico na amostra. A quantidade de analito presente na amostra é determinada a partir
duma curva de calibragdo multiponto armazenada no sistema.

Informagdes Kit de reagentes Access Folate
sobre 0 N° Cat. A14208: 100 determinacées, 2 embalagens, 50 testes/embalagem

produto

Avisos e
precaucoes

Fornecido pronto para utilizar.

Armazenar em posicao vertical e refrigerar a 2-10°C.

Manter refrigerado a 2-10°C por no minimo duas horas antes de usar no equipamento.
Estavel até ao vencimento do prazo de validade marcado no rétulo quando armazenado a
2-10°C.

Estavel a 2-10°C por 14 dias ap6s utilizacao inicial.

Uma possivel degradacado pode ser indicada pela ruptura da camada de elastémero da
embalagem ou por valores de controlo fora do intervalo de variagéo.

Abrir a embalagem de reagente caso tenha sofrido prejuizos (p.ex. ruptura da camada
elastomérica).

Todos o0s anti-soros sdo policlonais, excepto quando indicado em contrario.

Rla: Anticorpos monoclonais de rato antiproteina de ligacao do folato,
particulas paramagnéticas revestidas com anticorpos de cabra anti-IgG
de rato, tampao, albumina sérica humana (HSA).

R1b: 1,0M de ascorbato, 0,05N de HCl, pH 5,5.

Rlc: Proteina (bovina) do leite de ligacdo do folato em tampao, HSA.

R1d: Conjugado acido félico - fosfatase alcalina (bovina) em tampao, HSA.
Rle: 0,6M de K3PO,.

Para utilizacdo em diagndstico in vitro.

As amostras dos doentes e os produtos hemoderivados podem ser analisados rotineiramente
com riscos minimos utilizando o procedimento descrito. Contudo, deve manusear estes
produtos como potencialmente infecciosos de acordo com as precaugdes gerais e os métodos
adequados de laboratérios clinicos, independentemente da origem, tratamento ou
certificagdo anterior. Usar um desinfectante apropriado para a descontaminacdo. Armazenar
e eliminar estes materiais e os respectivos contentores segundo o regulamento e as normas
locais.

O material de origem humana utilizado na preparacao do reagente foi testado e considerado
nao reactivo ao antigénio de superficie da Hepatite B (HBs Ag), aos anticorpos do virus da
Hepatite C (HCV) e aos anticorpos do virus da Imunodeficiéncia humana (HIV-1 e HIV-2).
Dado que nenhum método de ensaio conhecido pode oferecer a seguranga completa da
auséncia de agentes infecciosos, manusear os reagentes e as amostras dos doentes como
potencialmente infecciosos.”

A azida sddica pode reagir com as canaliza¢des de chumbo ou cobre formando azidas
metalicas altamente explosivas. Portanto, deixar fluir 4gua em abundancia nos tubos
durante a eliminacdo de liquidos para prevenir a acumulago de azidas.®

O ProClin 300 pode causar sensibilizagao cutanea. Evitar entornar ou salpicar este reagente
sobre a pele ou as roupas. Em caso de contacto com este reagente, lavar com abundante agua
e sabdo.

Xi. Irritante: 0,6M de K3PO,.

R 36/38: Irritante para os olhos e pele.

S 26-37: Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e
abundantemente com agua e consultar um médico. Usar luvas
adequados.

Access Folate
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¢ A Folha dos Dados de Seguranga do Material (MSDS) esta disponivel a pedido.

Colheita e Folato no soro ou no plasma (heparina)

Preparagdo 1. Soro e plasma (heparina) de individuos em jejum sdo as amostras recomendadas.

da amostra Aconselha-se a proteger as amostras da luz para prevenir a degradagao. Se o ensaio néo for
concluido imediatamente, refrigerar a amostra a 2-8°C. Se a amostra ndo estiver pronta
dentro de oito horas ou no caso de amostras a serem expedidas, congelar a -20°C.”8

2. Seguir as recomendagdes abaixo para manipular, analisar e armazenar amostras de sangue:
¢ Colher todas as amostras de sangue tomando as precaugdes habituais para a colheita

venosa.

¢ Deixar as amostras de soro coagularem completamente antes da centrifugacao.

* Manter as provetas sempre fechadas.

* Dentro de duas horas ap6s a centrifugacao, transferir no minimo 500 pL de amostra isenta
de células para uma proveta de armazenamento. Tapar imediatamente a proveta com a
rolha, apertando bem.

¢ A Beckman Coulter, Inc. informa que as amostras congeladas podem ser armazenadas até
a seis meses antes de serem testadas.

* As amostras podem ser descongeladas somente uma vez.

3. Seguir as instrugdes abaixo para preparar as amostras:
¢ Certificar-se de que a fibrina e a matéria celular residuais tenham sido removidas antes da

analise.

¢ Para a centrifugacdo, seguir as instru¢des do fabricante das provetas de colheita de
sangue.

4. Cada laboratério deve determinar a aceitabilidade das préprias provetas de colheita de
sangue e dos produtos de separacao do soro. Estes produtos podem variar entre fabricantes
diferentes e, as vezes, de um lote para o outro.

5. Nao utilizar amostras hemolisadas. O nivel de folato nos eritrécitos é muito maior do que o
de soro ou plasma (heparina), levando a resultados falsamente elevados.

Folato nos eritrocitos

1. Recolher amostras de sangue integral em provetas contendo EDTA ou heparina. Determinar
e registar o hematdcrito para utilizd-lo nos célculos. A amostra deve ser armazenada a 2-8°C
por no maximo 4 horas antes de preparar o hemolisado.

2. Reconstituir o recipiente de agente lisante Access Red Blood Cell Folate Lysing Agent (N°
Cat. A14206) com 100 mL de 4gua deionizada. Deixar repousar até estar completamente
dissolvido, no minimo por 40 minutos. Agitar delicadamente para misturar antes do uso. A
solucdo pode ser armazenada a 2-8°C até a 2 semanas. Deixar a solucdo atingir a
temperatura ambiente antes de cada uso.

3. Inverter delicadamente a amostra de sangue integral vérias vezes para mistura-la bem e
combinar 50 pL do sangue integral com 1 mL do agente lisante.

4. Inverter delicadamente a mistura varias vezes e deixa-la repousar a temperatura ambiente
protegida da luz por no minimo 90 minutos. Apds 90 minutos, testar o hemolisado dentro de
1,5 horas ou congela-lo a -70°C para armazenamento ou expedi¢do. O hemolisado pode ser
armazenado a -70°C até a 30 dias. Em alternativa, o hemolisado pode ser armazenado a
-20°C até a 30 dias; todavia, pode constar no resultado uma reducdo (normalmente, menos
de 10% ) do folato presente no hemolisado de eritrécitos.

5. Para analisar hemolisados congelados, descongelar e deixar a amostra atingir a temperatura
ambiente protegida da luz. Misturar a amostra invertendo a proveta varias vezes e testar
dentro de 1,5 horas.

9

Materiacis R1 Kits de reagentes Access Folate
fornecidos
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Materiais
necessAarios
mas ndo
fornecidos

Comentarios
sobre o
procedimento

Procedimento

Detalhes de
calibragcdo

Controlo de
qualidade

1. Calibradores: Access Folate Calibrators
Fornecido em zero e aproximadamente 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; e 20,0 ng/mL
(2,3;5,7;11,3;22,7; e 45,3 nmol /L).
N° Cat. A14207
2. Materiais do Controlo de Qualidade (QC): material de controlo disponivel no mercado.
3. Substrato: Access Substrate
NP° Cat. 81906
4. Tampao de lavagem: Access Wash Buffer
N° Cat. 81907 (Access, Access 2, SYNCHRON LX®i)
N° Cat. 8547197 (UniCel® DxI)
5. Agente lisante: Access Red Blood Cell Folate Lysing Agent
NP° Cat. A14206
6. Calibrador: Access Folate Calibrator SO
NP° Cat. 33016

1. Consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda para uma descrigao
especifica da instalagdo, inicializacdo, principios de funcionamento, caracteristicas de
desempenho do sistema, instruc¢des de funcionamento, procedimentos de calibracao,
limita¢des operacionais e precaugdes, riscos, manutengao e solugdo de problemas.

2. Misturar o contetido das embalagens novas (vedadas) de reagentes invertendo
delicadamente a embalagem vérias vezes antes de carrega-la no equipamento. Ndo inverter
embalagens abertas (perfuradas).

3. Usar cinqiiénta cinco (55) pL de amostra para cada determinagao além dos volumes mortos
do recipiente da amostra e do sistema. Consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o
sistema de Ajuda para o volume minimo de amostra necessario.

4. A unidade de medida padrao do sistema para indicar os resultados das amostras é ng/mL.
Para mudar essas unidades de medida para o Sistema Internacional de Unidades (unidades
do SI), nmol/L, consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda. Para
converter as concentragdes manualmente para o Sistema Internacional, multiplicar ng/mL
pelo factor de multiplicacao 2,266.8

Consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda para obter informagdes
sobre a gestdo das amostras, a configuracao dos testes, a solicitacdo de testes e a visualiza¢ao
dos resultados dos testes.

Utilizar FOL2 como nome do teste para as amostras de soro ou plasma (heparina) e RBC2 como
nome do teste para os hemolisados de eritrdcitos. A mesma embalagem de reagentes é utilizada
para ambos os tipos de amostra.

Para todos os testes, é necessério ter uma curva de calibragdo activa. Para o ensaio Access
Folate, a calibragdo é necesséria a cada 28 dias. Consultar os respectivos manuais de sistema
e/ou o sistema de Ajuda para obter informagoes sobre os métodos de calibragdo, a configuragao
de calibradores, a introdugao de solicitacdes de testes dos calibradores e a visualizagao de
dados de calibracao.

Os materiais de controlo de qualidade simulam as caracteristicas das amostras dos doentes e
sdo fundamentais para a monitorizacdo do desempenho do sistema de anélises imunoquimicas.
Dado que as amostras podem ser analisadas a qualquer momento utilizando um formato de
“acesso aleatério” em vez dum formato “por lote”, é aconselhavel utilizar os materiais de
controlo de qualidade a cada 24 horas.!? Utilizar materiais de controlo de qualidade disponiveis
no mercado que cubram pelo menos dois niveis de analito. Seguir as instrugdes do fabricante
para a reconstitui¢do e o armazenamento. Cada laboratério deve estabelecer os seus préprios
valores médios e limites aceitdveis para garantir um desempenho adequado dos testes. Os
resultados do controlo de qualidade que ndo estiverem dentro dos limites aceitaveis, podem
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indicar resultados de testes ndo validos. Examinar todos os resultados dos testes obtidos desde
o ultimo ponto de teste de controlo de qualidade aceitavel para este analito. Consultar os
respectivos manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda para informagdes sobre como
visualizar os resultados do controlo de qualidade.

Resultados Os resultados dos testes dos doentes sdo determinados automaticamente pelo software do
sistema utilizando um modelo matemético de curva logistica de quatro parametros ponderada
(4PLC). A quantidade de analito na amostra é determinada a partir da producao de luz medida
através dos dados de calibragdo armazenados no sistema. Os resultados dos testes dos doentes
podem ser visualizados através do ecra apropriado. Consultar os respectivos manuais de
sistema e/ou o sistema de Ajuda para as instru¢des completas sobre como visualizar os
resultados das amostras.

Empregar o procedimento seguinte para calcular os resultados de folato nos eritrdcitos:

1. Multiplicar o resultado do hemolisado de folato nos eritrécitos por 21 para corrigir a dilui¢do
1:21 realizada durante a preparagdo do hemolisado.
2. Dividir este resultado pelo hematdcrito do paciente.

. . folato hemolisado x 21
Folato nos eritrécitos (ng/mL) =

(hematdcrito/100)

Exemplo:

Valor do folato no hemolisado = 3,5 ng/mL
Hematdcrito = 40%

3,5ng/mL x 21 73,5
(40/100) 0,4

Folato nos eritrécitos (ng/mL) =

Folato nos eritrdcitos (ng/mL) = 184 ng/mL de eritrécitos empacotados

O calculo acima pressupde que o valor de folato no soro ou no plasma (heparina) é baixo em
relacdo ao valor de folato nos eritrécitos. As vezes, isto ndo acontece. Usar o calculo abaixo
quando o folato no soro ou no plasma (heparina) for elevado e o folato nos eritrdcitos for baixo:

(folato hemolisado x 21) - [folato no soro x (1 - hematdcrito/100)]

Folato nos eritrécitos (ng/mL) =
(hematdcrito/100)

Exemplo:
Valor de folato no hemolisado = 3,5 ng/mL

Valor de folato no soro ou no plasma (heparina) = 18 ng/mL
Hematdcrito = 40%

o (3,5x21)-[18 x (1-40/100)] 62,7
Folato nos eritrocitos (ng/mL) = =
(40/100) 0,4

Folato nos eritrocitos (ng/mL) = 157 ng/mL de eritrécitos empacotados
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Limitacbes do 1. Folato no soro ou no plasma (heparina)
procedimento As amostras podem ser medidas com exactidao dentro do intervalo de anélise
compreendido entre o limite minimo de deteccdo e o valor mais alto do calibrador

(aproximadamente 0,5-20,0 ng/mL [1,1-45,3 nmol/L]).

¢ Se uma amostra contém uma quantidade menor que o limite minimo de detecgao para o
ensaio, registar os resultados como menores que aquele valor (por ex., < 0,5 ng/mL
[< 1,1 nmol/L]).

* Se uma amostra contém uma quantidade maior que o valor estabelecido do calibrador
mais alto Access Folate Calibrator (S5), registar os resultados como maiores que aquele
valor (por ex., > 20 ng/mL [> 45,3 nmol/L]). Em alternativa, diluir um volume de
amostra com um volume do calibrador Access Folate Calibrator SO (zero), também
disponivel como Access Folate Calibrator SO N° Cat. 33016. Consultar os respectivos
manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda para as instrugdes sobre a introdugao duma
dilui¢do de amostra numa solicitagdo de teste. O sistema mostra os resultados adaptados
a diluigao.

2. Folato nos eritrécitos
Se um hemolisado de eritrdcitos for > 20,0 ng/mL, calcular o valor minimo usando a
equacdo indicada acima. Indicar o resultado como maior do que este valor minimo. Em
alternativa, diluir um volume de hemolisado de eritrécitos com um volume de agente lisante
Access Red Blood Cell Folate Lysing Agent (N° Cat. A14206). Apés testar o hemolisado
diluido, multiplicar o valor calculado pelo factor de dilui¢do dois, ou consultar os
respectivos manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda para instru¢des pormenorizadas
sobre a andlise de amostras pré-diluidas. Utilizar o valor corrigido para recalcular os
eritrécitos empacotados em ng/mL através da equagdo indicada acima.

3. Nos ensaios que utilizam anticorpos, existe a possibilidade de interferéncia dos anticorpos
heteréfilos contidos na amostra do doente. Os doentes que estao regularmente em contacto
com animais ou que tenham sido submetidos a imunoterapia ou a técnicas de diagnéstico
que utilizam imunoglobulinas ou fragmentos de imunoglobulinas podem produzir
anticorpos, por ex. HAMA, que interferem com os imunoensaios. Para além disso, outros
anticorpos heterdfilos, tais como os anticorpos humanos anti-cabra, podem estar presentes
nas amostras dos doentes.!"12
Tais anticorpos interferentes podem produzir resultados errados. Os resultados de doentes
suspeitos de ter estes anticorpos devem ser avaliados com cuidado.

4. Os resultados do Access Folate devem ser interpretados baseando-se no quadro clinico geral
do doente, incluindo: os sintomas, a anamnese clinica, os dados de outros testes e outras
informacdes apropriadas.

Valores 1. Cada laboratério deve estabelecer os proprios intervalos de referéncia para garantir uma
esperados representacdo adequada das populagdes especificas. Os intervalos de referéncia
provenientes de diversas populagdes demonstram niveis maiores de folato em comparacao
com os dados histéricos, gracas a integracio de acido f6lico nos alimentos.!3141516,17
2. Folato sérico: Para estabelecer os intervalos de variagdo esperados, foram testados soros

provenientes de 120 individuos sadios dos Estados Unidos. Os valores normais variaram de
3,56 para mais de 20,0 ng/mL (de 8,07 a > 45,3 nmol/L). Uma avaliagdo ndo-paramétrica
com nivel de confianga a 95% forneceu os seguintes intervalos:

Unidades Intervalo de referéncia
ng/mL > 5,21
nmol/L >11,81
Access Folate A17424D © 2005 Beckman Coulter, Inc.
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3. Folato nos eritrdcitos: Para estabelecer um intervalo de variagao esperado, foram testadas
amostras de sangue integral provenientes de 120 individuos sadios dos Estados Unidos. Os
valores normais variaram de 191 ng/mL a > 933 ng/mL de eritrdcitos empacotados (de 433 a
> 2114 nmol/L). Uma estimativa ndo paramétrica a 95% de nivel de confianga forneceu as
seguintes faixas:

Unidades (eritrdcitos empacotados) Intervalo de referéncia
ng/mL > 237
nmol/L > 537

Nota: os valores esperados de folato e folato nos eritrécitos devem apenas ser
considerados como referéncia. Os dados foram obtidos de individuos americanos
sauddveis e nao podem ser aplicados a paises/populacoes onde nao ocorre a adigao de
acido fdlico aos alimentos.

Caracteristicas ComparacGo de métodos
especificas de  Uma comparagio entre 190 valores de folato sérico utilizando o ensaio Access Folate (N° Cat.
desempenho  A14208) e o teste Access Folate (formulacio anterior N° Cat. 33010) do Sistema de Imunoensaio
Access forneceu os seguintes dados estatisticos aplicando os cdlculos de Deming;:
N° Cat. 33010 N° Cat. A14208 Coeficiente de
n Média (ng/mL) Média (ng/mL) Intercepcao Inclinacio correlacio
(Intervalo de (Intervalo de (ng/mL) ¢ ® ¢
variagao) variagao)
190 9,82 9,47 0,026 0,962 0,987
(0,56-20) (0,53-20)
Uma comparacao entre 21 amostras emparelhadas de soro e plasma (heparina) utilizando o kit
de ensaio Access Folate forneceu os seguintes dados estatisticos aplicando os célculos de
Deming:
Intervalo de = Coeficiente de
- Intercepcao o ~
n observagoes (ng/mL) Inclinacao correlacao
(ng/mL) & (v)
21 6,71-18,96 0,472 0,955 0,981
Uma comparacéo entre 164 valores de folato nos eritrécitos utilizando o teste Access Folate (N°
Cat. A14208) e o teste Access Folate (formulagao anterior N° Cat. 33010) do Sistema de
Imunoensaio Access forneceu os seguintes dados estatisticos aplicando os calculos de Deming;:
N° Cat. 33010 N° Cat. A14208
Média Média ~ -
el e Intercepcao Coeficiente de
(ng/mL de eritrécitos (ng/mL de eritrécitos IR o ~
n (ng/mL de eritrécitos Inclinacao correlacao
tamponados) tamponados) tamponados) ®
(Intervalo de (Intervalo de P
variagao) variagao)
164 542 490 15,93 0,874 0,917
(84-1186) (126-1029)
Uma comparagdo entre 22 amostras emparelhadas de sangue integral com EDTA e Heparina
utilizando o kit de ensaio Access Folate forneceu os seguintes dados estatisticos aplicando os
calculos de Deming:
Intervalo de < % Coeficiente de
~ Intercepcao R ~
n observagoes* (ne/mL) Inclinacao correlacao
(ng/mL) & @®
22 9.95-18.26 -0.069 1.016 0.997
*Estes ndo sao correctos para o factor de dilui¢ao e o hematdcrito.
© 2005 Beckman Coulter, Inc. A17424D Access Folate
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Recuperacdo da dilui¢cdo (linearidade)
A diluicdao volumétrica de 2 amostras séricas contendo varios niveis de acido félico com o
calibrador Access Folate Calibrator SO (zero) forneceu os seguintes dados:

Concentracao Concentracao ~
Amostra 1l . Recuperacao
%) esperada determinada %)
(ng/mL) (ng/mL)
Pura N/A 12,3 N/A
80 9,8 9,45 96
60 74 7,29 99
40 4,9 4,74 96
20 2,5 2,66 108
10 1,25 1,56 127
Recuperacao média em % 105
Amostra 2 Concentracao Concentcragao Recuperacio
%) esperada determinada (%)
(ng/mL) (ng/mL)
Pura N/A 17,6 N/A
80 14 14,3 102
60 10,5 11,1 105
40 7,0 7,58 108
20 35 4,08 116
10 1,8 2,24 127
Recuperacao média em % 112
Imprecisdo

O teste de folato no soro mostra uma imprecisao total abaixo de 15% da faixa do ensaio. Um
estudo realizado com material de controlo de origem humana disponivel no comércio e
preparado internamente, incluindo um total de 40 ensaios, 2 replicados por ensaio, em 20 dias,
forneceu os seguintes dados calculados consoante as directrizes NCCLS EP5-A:!8

Amostra Média (n=80) DP total Intra-execugio Inter-execugao Imprecisio total
(ng/mL) (ng/mL) (%CV) (%CV) (%CV)
Baixo 3,78 0,20 4,39 2,78 5,20
Médio 6,46 0,26 3,01 2,71 4,05
Alto 15,7 0,52 2,78 1,84 3,33
QC1 2,35 0,13 4,30 3,45 5,51
QC2 6,05 0,29 4,55 4,84 4,84
QC3 11,2 041 2,86 2,27 3,65
O teste de folato nos eritrécitos mostra uma imprecisao total abaixo de 15% da faixa do ensaio.
Um estudo realizado com material de controlo de origem humana disponivel no comércio e
preparado internamente, incluindo um total de 40 ensaios, 2 replicados por ensaio, em 20 dias,
forneceu os seguintes dados calculados consoante as directrizes NCCLS EP5-A:!8
Amostra Média* (n=80) DP total Intra-execugio Inter-execucao Imprecisao total
(ng/mL) (ng/mL) (%CV) (%CV) (%CV)
Baixo 3,83 0,20 4,32 3,04 5,28
Médio 9,98 0,38 3,05 2,34 3,85
Alto 14,6 0,57 2,59 2,90 3,89
QC1 2,58 0,12 3,60 2,99 4,69
QC2 9,48 0,40 2,29 4,18 4,18
QC3 16,3 0,64 3,25 2,18 3,91

* Estes ndo sao correctos para o factor de dilui¢ao e o hematdcrito.

Access Folate
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Especificidade analitica/Interferéncias

Amostras contendo até a 10 mg/dL (171 pmol/L) de bilirrubina e amostras lipémicas contendo
o equivalente a 1800 mg/dL (20,32 mmol/L) de trioleina, bem como amostras com 5 g/dL (50
g/L) de albumina humana adicionada a albumina endégena presente nas amostras ndo
afectam a concentracado de folato testado.

A tabela abaixo descreve a reactividade cruzada do ensaio com substancias que tém estrutura
semelhante a do folato. Os analitos foram adicionados a amostras séricas.

Substancia Analito adicionado Reathld:l:/i G; cruzada
Aminiopterina 500 ng/mL 0,2
Fenitona 100 pg/mL <0,1
Metptrexato 100 ng/mL <01
Acido folinico 100 ng/mL <1,0

Sensibilidade analitica

O nivel minimo detectavel de acido félico distinguivel de zero (calibrador Access Folate
Calibrator SO) com 95% de confianga é 0,5 ng/mL (1,1 nmol/L). Este valor é determinado
através do processamento duma curva de calibragdo completa de seis pontos, controlos e 10
replicados do calibrador zero em testes multiplos. O valor de sensibilidade analitica é
interpolado a partir da curva no ponto que representa dois desvios padrao do sinal do
calibrador zero.

© 2005 Beckman Coulter, Inc. A17424D Access Folate
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Immunoassay Systems

FOLATE CALIBRATORS
A14207

Finalidade Os calibradores Access Folate Calibrators sdo utilizados para calibrar o ensaio Access Folate
prevista para a determinagdo quantitativa dos niveis de acido f6lico no soro, no plasma (heparina) ou
nos eritrcitos humanos utilizando os Sistemas de Imunoensaio Access.

Resumo e A calibragdo dum ensaio quantitativo é o processo pelo qual as amostras com concentragdes
explicacdo conhecidas de analito (por ex., calibradores de ensaio) sdo testadas como amostras de doentes a
do produto fim de medir a sua resposta. A relagdo matematica entre as respostas medidas e as

concentragdes conhecidas de analito define a curva de calibragdo. Esta relagdo matematica, ou
curva de calibracao, é utilizada para converter as medi¢des URL (Unidade Relativa de Luz) de
amostras de doentes em concentra¢des quantitativas especificas de analito.

Rastreabilidade A substancia a ser medida (analito) nos calibradores Access Folate Calibrators tem como
referéncia material de referéncia da Farmacopeia Americana (USP). O processo de
rastreabilidade baseia-se na norma EN ISO 17511.

Os valores atribuidos foram estabelecidos usando amostras representativas deste lote de
calibrador e sdo especificos para as metodologias de ensaio dos reagentes Access. Os valores
atribuidos por outras metodologias podem ser diferentes. Tais diferencas, se presentes, podem
ser causadas por desvios sistematicos entre os métodos.

Informagdes Calibradores Access Folate Calibrators
sobre 0 N° Cat. A14207: S0-S5, 4,0 mL/recipiente
produto  , gornecidos prontos para utilizar.

* Armazenar a -20°C. Nao descongelar mais de uma vez.

e Misturar o contetido invertendo delicadamente antes da utilizacdo. Evitar a formagao de
bolhas.

* Estdvel até ao vencimento do prazo de validade marcado no rétulo quando armazenado a
-20°C.

e Estavel por trés meses quando armazenado a 2-10°C.

* Uma possivel degradacdo pode ser indicada por valores de controlo fora do intervalo de
variagdo.

¢ Consultar o cartdo de calibracdo para as concentragdes exactas.

SO: Matriz tamponada com albumina sérica humana (HSA), surfactante,
< 0,1% de azida sédica e 0,25% de ProClin** 300. Contém 0,0 ng/mL
(nmol/L) de folato.

S1,S2,S3, S4, | Folato (acido pteroilglutdmico) em matriz tamponada com

S5: concentragdes de aproximadamente 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 ng/mL (2,3;
5,7;11,3; 22,7 e 45,3 nmol /L), respectivamente, com HSA, surfactante,
< 0,1% de azida sédica e 0,25% de ProClin 300.

Cartoe de 1
calibracao:

Access Folate A17424D © 2005 Beckman Coulter, Inc.
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Avisos e
precaucoes

Para utilizacdo em diagndstico in vitro.

O material de origem humana utilizado na preparagao do reagente foi testado e considerado

nao reactivo ao antigénio de superficie da Hepatite B (HBs Ag), aos anticorpos do virus da

Hepatite C (HCV) e aos anticorpos do virus da Imunodeficiéncia humana (HIV-1 e HIV-2).

Dado que nenhum método de ensaio conhecido pode oferecer a seguranca completa da

auséncia de agentes infecciosos, manusear os reagentes e as amostras dos doentes como

potencialmente infecciosos.”

¢ A azida sédica pode reagir com as canaliza¢des de chumbo ou cobre formando azidas
metalicas altamente explosivas. Portanto, deixar fluir 4gua em abundancia nos tubos
durante a eliminacéo de liquidos para prevenir a acumulagdo de azidas.®

e Xi. Irritante: ProClin 300 0,25%.

R 43: Pode provocar uma sensibilizacdo em contacto com a pele.

S 28-37: Em caso de contacto com a pele, lavar imediata e
abundantemente com agua e sabao. Usar luvas apropriadas.

A Folha dos Dados de Seguranca do Material (MSDS) esta disponivel a pedido.

Procedimento Consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda para obter informacoes
sobre os métodos de calibragdo, a configuragao de calibradores, a introdugéo de solicitagdes de
testes dos calibradores e a visualizacdo de dados de calibracio. E necessaria uma tinica curva de
calibracdo (FOL2). As amostras de soro ou plasma (heparina) serdo analisadas sob o nome de
teste FOL2. Os hemolisados de eritrécitos serdo analisados sob o nome de teste RBC2 que
utiliza a curva de calibracdo e a embalagem FOL2.

Detalhes da Os calibradores Access Folate Calibrators sdo fornecidos em seis concentragbes — zero e
calibragcdo aproximadamente 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 ng/mL — preparados gravimetricamente a partir de
acido félico purificado e matriz tamponada contendo HSA. Os dados de calibracdo do ensaio
sdo validos por 28 dias.

Os calibradores sao analisados em duplicado.

Limitagoes do  Se forem notados sinais de contaminagédo microbiana ou excesso de turvagdo num reagente,
procedimento rejeitar o recipiente.

© 2005 Beckman Coulter, Inc. A17424D Access Folate
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Access COULTER:

Immunoassay Systems

RED BLOOD CELL FOLATE LYSING AGENT

A14206

Finalidade Para a preparagdo de hemolisados de eritrécitos no ensaio Access Folate.

prevista

Informacoes
sobre o
produto

Avisos e
precaucoes

Procedimento

Access Red Blood Cell Folate Lysing Agent

N° Cat. A14206: 2 recipientes; 2 x 100 mL; 1 mL/teste

* Armazenar os frascos ndo abertos a temperatura ambiente.

® Os frascos abertos reconstituidos devem ser armazenados a 2-8°C.

Contetidodo | Acido ascérbico (approximadamente 150 mg). Com cada recipiente,
recipiente prepara-se 100 mL de solucdo de 4cido ascérbico a 0,15 %. 1 mL/teste.

¢ Para utilizagdo em diagnostico in vitro.

Preparacdo do hemolisado de eritrocitos

1.

Recolher amostras de sangue integral em provetas contendo EDTA ou heparina. Determinar
e registar o hematdcrito para utiliza-lo nos cdlculos. A amostra deve ser armazenada a 2-8°C
por no maximo 4 horas antes de preparar o hemolisado.

. Reconstituir o recipiente de agente lisante Access Red Blood Cell Folate Lysing Agent com

100 mL de 4gua deionizada. Deixar repousar até estar completamente dissolvido, no minimo
por 40 minutos. Para misturar, inverter 10 vezes antes do uso. A solugao pode ser
armazenada a 2-8°C até a 2 semanas. Deixar a solugdo atingir a temperatura ambiente antes
de cada uso.

Inverter delicadamente a amostra de sangue integral varias vezes para mistura-la bem e
combinar 50 nL do sangue integral com 1 mL do agente lisante.

. Inverter delicadamente a mistura véarias vezes e deixa-la repousar a temperatura ambiente

protegida da luz por no minimo 90 minutos. Apds 90 minutos, testar o hemolisado dentro de
1,5 horas ou congela-lo a -70° para armazenamento ou expedicdo. O hemolisado pode ser
armazenado a -70° até a 30 dias. Em alternativa, o hemolisado pode ser armazenado a -20°C
até a 30 dias; todavia, pode constar no resultado uma reducdo (normalmente, menos de 10%)
do folato presente no hemolisado de eritrécitos.

. Para analisar hemolisados congelados, descongelar e deixar a amostra atingir a temperatura

ambiente protegida da luz. Misturar a amostra invertendo a proveta varias vezes e testar
dentro de 1,5 horas.

Access Folate
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FOLATE CALIBRATOR SO
33016

Finalidade O calibrador Access Folate Calibrator SO é utilizado juntamente com o ensaio Access Folate
prevista para diluir as amostras dos doentes contendo concentragdes de analito maiores que o calibrador
S5 especifico para aquele analito.

Resumo e O nivel de analito nas amostras dos doentes podem exceder os niveis do calibrador S5
explicacdo do  especifico. Se for necessario um valor quantitativo, serd preciso diluir a amostras a fim de
produto determinar a concentragédo de analito.

Informagdes Calibrador Access Folate Calibrator SO
sobre o N Cat. 33016: 4 mL/recipiente
produto . fonecido pronto para utilizar.

* Armazenar a -20°C. Nao descongelar mais de uma vez.

e Misturar invertendo delicadamente antes da utilizacdo. Evitar a formacgao de bolhas.

e Estdvel até ao vencimento do prazo de validade marcado no rétulo do recipiente quando

armazenado a -20°C.

* Estdvel por trés meses quando armazenado a 2-10°C.

SO: Matriz tamponada com albumina sérica humana (HSA), surfactante,
< 0,1% de azida sédica e 0,25% de ProClin** 300. Contém 0,0 ng/mL
(nmol/L) de folato.

Avisos e
precaucoes

Para utilizacdo em diagndstico in vitro.

O material de origem humana utilizado na preparacao do reagente foi testado e considerado

ndo reactivo ao antigénio de superficie da Hepatite B (HBs Ag), aos anticorpos do virus da

Hepatite C (HCV) e aos anticorpos do virus da Imunodeficiéncia humana (HIV-1 e HIV-2).

Dado que nenhum método de ensaio conhecido pode oferecer a seguranca completa da

auséncia de agentes infecciosos, manusear os reagentes e as amostras dos doentes como

potencialmente infecciosos.”

¢ A azida sédica pode reagir com as canaliza¢des de chumbo ou cobre formando azidas
metalicas altamente explosivas. Portanto, deixar fluir 4gua em abundancia nos tubos
durante a eliminacdo de liquidos para prevenir a acumulagéo de azidas.®

e Xi. Irritante: ProClin 300 0,25%.

R 43: Pode provocar uma sensibiliza¢gdo em contacto com a pele.

S 28-37: Em caso de contacto com a pele, lavar imediata e
abundantemente com 4gua e sabao. Usar luvas apropriadas.

A Folha dos Dados de Seguranca do Material (MSDS) esta disponivel a pedido.

Procedimento As amostras podem ser medidas com exactidao dentro do intervalo analitico compreendido
entre o limite minimo de deteccdo e o valor do calibrador mais alto do ensaio especifico. Se uma
amostra contém uma quantidade de analito maior que o valor estabelecido do calibrador S5,
diluir a amostra seguindo as instru¢des de dilui¢ao contidas no folheto do kit sob “Limita¢oes
do Procedimento” na secgao reagentes. Consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o

© 2005 Beckman Coulter, Inc. A17424D Access Folate
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sistema de Ajuda para as instrugdes sobre a introdu¢do duma dilui¢do de amostra numa
solicitacdo de teste.

Limitagdes do  Se forem notados sinais de contaminagdo microbiana ou excesso de turvagdo no reagente,
procedimento rejeitar o recipiente.

Access Folate A17424D © 2005 Beckman Coulter, Inc.
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