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Funcéo

Doseamento por fixagdo para a determinagdo quantitativa in

vitro de folato em soro humano.

O doseamento por fixagdo é concebido para utilizagéo nos
analisadores de imunoensaios Elecsys 2010 e MODULAR ANALYTICS
E170 (Mddulo Elecsys) de Roche.

Caracteristicas

As anemias nutricionais e macrociticas podem ser causadas por uma
deficiéncia de folato. Esta deficiéncia pode resultar de dietas pobres em frutos
frescos, vegetais ou outros alimentos ricos em acido félico, que podera ser
o caso dos alcodlicos cronicos, dos toxicodependentes, dos idosos ou de
pessoas Com poucos recursos socio-econdmicos, etc. O nivel baixo de folato
sérico durante a gravidez também foi associado a defeitos no tubo neural do
feto.! As principais causas da deficiéncia de folato nos seres humanos sdo
dieta deficiente e ma absorgdo.2 O folato € necessério para o metabolismo
normal, a sintese do ADN e a regeneragdo dos glébulos vermelhos. As
deficiéncias ndo tratadas causam anemia megaloblastica.

Como tanto a deficiéncia de vitamina B12 como de folato podem causar
anemia megaloblastica, é aconselhdvel determinar a concentragéo tanto da
vitamina B12 como do folato para diagnosticar devidamente a etiologia da
anemia. Os radioensaios de folato foram referidos pela 12 vez em 1973.34.56
A maioria utiliza marcadores radio-marcados de '2I-folato e proteinas naturais
de fixacéo (proteina de fixagéo do leite, proteina de fixagéo do folato). Os
varios ensaios comercializados diferem entre si em termos de técnicas de
separacdo das formas ligada e livre e escolha do pré-tratamento da amostra.
O teste Elecsys Folate utiliza um principio de competicdo e a proteina de
fixagcdo natural do folato (FBP - folate binding protein) especifica do folato. O
folato na amostra compete com o folato adicionado marcado com biotina
para os locais de fixagdo no complexo de FBP marcado com ruténio.?

a) Complexo Tris(2,2’-bipiridil)ruténio(ll) (Ru(bpy)%*)

Principio do teste

Principio de competicdo. Duracéo total do ensaio: 27 minutos.

* 1%incubacgdo: Através da incubacdo de 30 pl de amostra com
os reagentes 1 e 2 de prétratamento do folato, o folato fixado é
libertado a partir das proteinas de fixagéo do folato.

o 2%incubagdo: Através da incubacdo da amostra pré-tratada com a proteina
de fixacdo do folato marcada com ruténio, forma-se um complexo de
folato, cuja quantidade depende da concentragdo do analito na amostra.

* 3%incubagdo: Apos incorporagdo das microparticulas revestidas de
estreptavidina e de folato marcado com biotina, os locais ndo ocupados
da proteina de fixagdo do folato marcado com ruténio s&o ocupados,
formando-se um complexo de proteina de fixagéo do folato marcada
com ruténio-folato biotinilado. O complexo formado liga-se a fase
sélida pela interacgdo da biotina e da estreptavidina.

* A mistura de reacgdo é aspirada para a célula de leitura, onde as
microparticulas séo fixadas magneticamente a superficie do eléctrodo.
Os elementos néo ligados séo entdo removidos com ProCell. A
aplicacdo de uma corrente eléctrica ao eléctrodo induz uma emisséo
quimioluminescente que é medida por um fotomultiplicador.

*  Os resultados s@o determinados com base numa curva de calibragéo,
que é gerada especificamente pelo analisador por uma calibragéo de
2 pontos, e uma curva principal incluida no cédigo de barras do reagente.

Reagentes - solucdes de trabalho

Dispositivo de reagentes Elecsys Folate II, Ref. 03253678 - 100 testes

PT1 Reagente de pré-tratamento 1 (tampa branca), 1 frasco, 4,0 ml:
Monotioglicerol 53,3 g/l; pH 5,5.

PT2  Reagente de pré-tratamento 2 (tampa cinzenta), 1 frasco, 4,0 ml:
Hidréxido de sédio 37 g/l

M Microparticulas revestidas de estreptavidina (tampa
transparente), 1 frasco, 6,5 ml:
Microparticulas revestidas de estreptavidina, 0,72 mg/ml, capacidade
de fixagdo: 470 ng biotina/mg microparticulas; conservante.

R1 Proteina de fixagdo do folato~Ru(bpy)3* (tampa cinzenta),
1 frasco, 10 ml;

cobas

Proteina de fixagdo do folato marcada com ruténio 50 pg/l;
estabilizante, albumina de soro humano, tampdes de borato,
fosfato e citrato, pH 5,5; conservante.

R2 Folato~biotina (tampa preta), 1 frasco, 8,0 ml:
Folato biotinilado 18 pg/l; biotina 120 pg/l; estabilizante, albumina
de soro humano, tampé&o borato, pH 9,0; conservante.

Precaucdes e adverténcias

Para utilizagdo em diagndstico in vitro.

Respeite as precaugdes normais de manuseamento de reagentes laboratoriais.
Elimine todos os residuos de acordo com os regulamentos locais.

Ficha de seguranca fornecida a pedido, para uso profissional.

Este dispositivo contém preparacgdes que estdo classificadas da seguinte
forma, de acordo com a directiva europeia 88/379/CEE:

= PT2: C - CORROSIVO, R34, S2-526-528 (hidrdxido de sddio)
i wi] Provoca queimaduras. Manter fora do alcance das criangas. Em
C  caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente
com agua e consultar um médico. Apés contacto com a pele,
lavar imediata e abundantemente com &gua.

Contacto telefénico: todos os paises: +49-621-7590, EUA: +1-800-428-2336

Todo o material de origem humana deve ser considerado como
potencialmente infeccioso. Todos os produtos derivados de sangue

foram preparados exclusivamente com sangue de dadores testados
individualmente e que, segundo os métodos aprovados pela FDA, estéo
isentos de HBsAg e de anticorpos para o HCV e HIV.

No entanto, como nenhum método pode excluir com total seguranga o risco
de potencial infec¢do, 0 material deve ser manipulado com o mesmo cuidado
que é utilizado no caso das amostras dos pacientes. Em caso de exposi¢éo,
cumpra as instrugdes das autoridades de salide competentes.”8

Evite a formacgéo de espuma com todos os reagentes e com todo o tipo
de amostras (amostras de pacientes, calibradores e controlos).

Preparacdo dos reagentes

Os reagentes do dispositivo foram incluidos numa unidade pronta

a ser utilizada que ndo pode ser separada.

Toda a informag&o necesséria ao correcto funcionamento é introduzida no
analisador através dos respectivos codigos de barras do reagente.

Conservacao e estabilidade

Conservar a 2-8°C.

Coloque o dispositivo de reagentes Elecsys Folate Il na vertical
para assegurar a total disponibilidade das microparticulas durante
a mistura automatica, antes da utilizagao.

Estabilidade:

em frasco fechado a 2-8°C: até ao fim do prazo de validade indicado

apos abertura a 2-8°C: 12 semanas
nos analisadores Elecsys 2010: 2 semanas
nos analisadores 2 semanas

MODULAR ANALYTICS E170:

Colheita e preparacéo das amostras

O soro é colhido em tubos de amostra padrdo ou com gel separador.

Néo utilize plasma.

Estabilidade: 2 horas a 20-25°C, 2 dias a 2-8°C, 1 més a -20°C. Congelar
apenas uma vez. Conservar ao abrigo da luz.

Conserve as amostras a 2-8°C ou congele-as a -20°C se néo

puderem ser analisadas imediatamente.

Estabilidade do soro colhido em tubos com gel separador: 24 horas a

2-8°C (conforme os dados fornecidos pelo fabricante).

Os diferentes tipos de amostras incluidos na lista foram testados com

base numa selec¢do de tubos de colheita de amostras comercialmente
disponiveis na altura em que o teste foi realizado, i.e. nem todos os tubos dos
diferentes fabricantes disponiveis no mercado foram testados. Os sistemas
de colheita de amostras de diferentes fabricantes podem, por sua vez, conter
materiais diferentes que, em alguns casos, podem afectar os resultados

dos testes. Se utilizar amostras em tubos primarios (sistemas de colheita

de amostras), consulte as instrugdes do fabricante dos tubos.

As amostras que contém precipitado tém de ser centrifugadas antes da
realizacdo do ensaio. Ndo utilize amostras inactivadas por calor.

2005-11, V 8 Portugués

1/4 Elecsys 2010 e MODULAR ANALYTICS E170



Folate Il

Folato

Nota: A hemdlise pode aumentar de forma significativa os valores de folato
devido a concentragdes elevadas de folato nos gldbulos vermelhos. Por isso, as
amostras hemolisadas ndo sdo adequadas para este ensaio. As amostras de
soro para determinagéo do folato deverdo ser colhidas em individuos em jejum.

Nota: Amostras com concentragdes de proteinas totais extremamente
elevadas (p.ex. de doentes com macroglobulinemia de Waldenstroem)

ndo sdo adequadas para efectuar este teste, pois podem dar origem a
formagao de um gel de proteina na cuvete de reacgéo. O gel de proteina
pode interrompir a execugéo do teste. A concentragdo critica de proteina
depende da composicéo especifica de cada amostra. A formacéo de gel de
proteina foi observada em amostras (spiked com IgG humana ou albumina
de soro humano) com uma concentragéo de proteinas totais > 160 g/.
Antes da determinagdo, certifique-se de que as amostras dos pacientes, 0s
calibradores e os controlos estdo a temperatura ambiente (20-25°C).
Devido a possiveis efeitos de evaporagdo, as amostras, 0s

calibradores e os controlos colocados no analisador deverdo ser
analisados no prazo de duas horas.

Materiais fornecidos
Consulte a sec¢do “Reagentes - solugdes de trabalho”.

Materiais necessarios (mas néo fornecidos)
* Ref. 04476441, Elecsys Folate Il CalSet Il, para 4 x 1,0 ml
* Ref. 04415299, Elecsys PreciControl Anemia, para 2 x 2 ml
cada de PreciControl Anemia 1,2 e 3 ou
Ref. 11731416, Elecsys PreciControl Universal, para 2 x 3 ml
cada de PreciControl Universal 1 e 2
* Ref. 11732277, Elecsys Diluent Universal, 2 x 18 ml de
diluente de amostras ou
Ref. 03183971, Elecsys Diluent Universal, 2 x 40 ml de diluente de amostras
* Equipamento normal de laboratdrio
*  Analisador Elecsys 2010 ou MODULAR ANALYTICS E170
Acessorios para o analisador Elecsys 2010:
* Ref. 11662988, Elecsys ProCell, 6 x 380 ml de tampao do sistema
* Ref. 11662970, Elecsys CleanCell, 6 x 380 ml de solucdo de
limpeza para a célula de leitura
* Ref. 11930346, Elecsys SysWash, 1 x 500 ml de aditivo
para agua de lavagem
* Ref. 11933159, Adaptador para SysClean
* Ref. 11706802, Elecsys 2010 Assay Cup, 60 x 60 cuvetes de reac¢do
o Ref. 11706799, Elecsys 2010 Assay Tip, 30 x 120 pontas de pipeta

Acessorios para o analisador MODULAR ANALYTICS E170:
o Ref. 12135019, ProCell M, 1 x 2 | de tamp&o do sistema
* Ref. 12135027, CleanCell M, 1 x 2 | de solugéo de limpeza
para a célula de leitura
* Ref. 03023141, PC/CC-Cups, 50 cuvetes para pré-aquecimento
do ProCell M e do CleanCell M antes de usar
* Ref. 03005712, ProbeWash M, 12 x 70 ml de solug&o de limpeza para
finalizagdo da andlise e lavagem durante a mudanca de reagentes
*  Ref. 03004899, PreClean M, 5 x 600 ml de solucéo de limpeza de detecgao
* Ref. 12102137, AssayCups/AssayTips Combimagazine M, 48 tabuleiros
x 84 cuvetes de reac¢do ou pontas de pipeta, sacos para lixo
* Ref. 03023150, WasteLiner, sacos para lixo
* Ref. 03027651, SysClean Adapter M
o Ref. 11298500, Elecsys SysClean, 5 x 100 ml de solugéo
de limpeza do sistema
Apenas disponivel nos EUA:
* Ref. 04505549, Elecsys Folate Il CalCheck I, 3 intervalos de concentragéo

Realizacdo do ensaio

Para assegurar a correcta execugdo do ensaio, é importante cumprir
as instrucdes fornecidas neste documento para o analisador utilizado.
Consulte 0 manual do operador apropriado para obter informages
mais especificas sobre 0 ensaio feito no analisador.

A ressuspensao das microparticulas é efectuada automaticamente
antes de usar. Introduza os parametros especificos do teste através
dos cddigos de barras dos reagentes. Se, em algum caso excepcional,

cobas

ndo for possivel ler o cédigo de barras, o cddigo numérico de

15 digitos deverd ser introduzido manualmente.

Analisadores MODULAR ANALYTICS E170 e Elecsys 2010: Eleve a
temperatura do reagente refrigerado até aprox. 20°C e coloque-0s no disco dos
reagentes (20°C) do analisador. Evite a formacéo de espuma. O sistema regula
automaticamente a temperatura dos reagentes e a abertura/fecho dos frascos.

Calibracéo

Rastreabilidade: Este método foi padronizado contra o teste

Elecsys Folate (Ref. 11820761).

Cada dispositivo de reagentes Elecsys Folate Il contém um cédigo

de barras com informagdes especificas para a calibrag@o do lote de
reagentes em questdo. A curva principal previamente definida é adaptada
ao analisador através do Elecsys Folate Il CalSet II.

Frequéncia das calibragdes: Uma calibrag@o por lote de reagentes utilizando
reagente recém-colocado (i.e., dentro de um méximo de 24 horas apés ter
sido registado no analisador). Devem ser feitas as seguintes recalibragdes:
* passado 1 més (28 dias) quando se utiliza o mesmo lote de reagentes
* passados 7 dias (quando se utiliza 0 mesmo dispositivo

de reagentes no analisador)
» conforme necessario: p. ex, em resultados de ensaios de controlo

de qualidade fora dos limites especificados.

Controlo de qualidade

Para o controlo de qualidade, utilize Elecsys PreciControl Anemia 1, 2

e 3 ou Elecsys PreciControl Universal 1 e 2.

Adicionalmente pode ser utilizado outro material de controlo adequado.
Efectue os controlos dos diversos intervalos de concentragdo como
determinagdes simples, pelo menos uma vez em cada 24 horas, quando
o teste estiver a ser utilizado, uma vez por dispositivo de reagentes e a
seguir a cada calibragdo. Os intervalos e limites de controlo devem ser
adaptados as exigéncias especificas de cada laboratdrio. Os valores
obtidos devem situar-se dentro dos limites definidos.

Cada laboratério deve estabelecer as medidas correctivas a tomar no
caso de os valores se situarem fora dos limites.

Nota: Os controlos comerciais de folato podem conter 5-metiltetrahidrofolato
(MTHF). N&o se recomenda a utilizagao destes controlos.

Calculo
O analisador calcula automaticamente a concentragéo de analito
de cada amostra (em nmol/l ou ng/ml).

Factores de conversao: nmol/l x 0,44 = ng/ml

ng/ml x 2,27 = nmol/l

Limitac6es - interferéncias

O ensaio nao é afectado pela ictericia (bilirrubina < 684 pmol/l ou < 40 mg/dl),
lipemia (Intralipid < 1.500 mg/dl) e biotina < 123 nmol/l ou < 30 ng/ml.
Critério: recuperagéo dentro de + 10% do valor inicial.

Nos doentes em tratamento com doses elevadas de biotina (i.e.

> 5 mg/dia), as amostras s6 deverdo ser colhidas no minimo 8 horas

apos a ultima administragdo de biotina.

N&o foi observada interferéncia do factor reumatdide até uma
concentragdo de 1.500 Ul/ml.

Foram efectuados testes in vitro com 56 farmacos frequentemente utilizados.
N&o se encontrou qualquer interferéncia com o ensaio.

Os doseamentos de folato em amostras de pacientes sujeitos a
terapéutica com determinados farmacos (p. ex., metotrexato ou
leucovorina) estdo contra-indicados devido as reacgbes cruzadas da
proteina de fixagdo do folato com estes compostos.

Em casos isolados, podem ocorrer interferéncias devido a titulos
extremamente elevados de anticorpos para a estreptavidina e para o ruténio.
Quando o objectivo é o diagndstico, os resultados devem sempre

ser interpretados em conjunto com o folate RBC, a anamnese do

doente, o0 exame clinico e outros resultados.

Intervalo de medicéo

0,600-20,00 ng/ml ou 1,36-45,4 nmol/l (definido pelo limite de detecgéo
inferior e pelo maximo da curva principal). Os valores inferiores ao limite de
detecgdo sdo indicados como < 0,600 ng/ml (< 1,36 nmol/l) e os valores
superiores ao intervalo de medigo, como > 20,00 ng/ml (> 45,4 nmol/l).

Elecsys 2010 e MODULAR ANALYTICS E170
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Diluicéo

As amostras com concentragdes de folato acima do intervalo de
medicdo podem ser diluidas com o Elecsys Diluent Universal. A
diluicdo recomendada é de 1:2. A concentragdo da amostra diluida
deve ser > 10,0 ng/ml ou > 22,7 nmol/l. Apds diluigdo manual,
multiplique os resultados pelo factor de diluicdo 2.

Valores teéricos
Com referéncia a publicagdo “The New England Journal of Medicine™
encontraram-se 0s seguintes valores de folato (acido fdlico) no soro:

7,0-39,7 nmol/l (3,1-17,5 ng/ml)
5,0-6,8 nmol/l (2,2-3,0 ng/ml)

< 5,0 nmol/l (< 2,2 ng/ml)
> 39,7 nmol/l (>17,5 ng/ml)

Na publicagdo "Harrison’s Principles of Internal Medicine",® podem
observar-se valores de folato no soro dentro de um intervalo semelhante.
Deve ter-se em atengdo que os valores tedricos podem diferir

devido a populagdo e ao estado nutricional.

Cada laboratdrio deve verificar a transferibilidade dos valores tedricos
para a sua propria populagdo de pacientes e, se necessario, determinar
0s seus proprios intervalos de referéncia.

Normal
Deficiente limitrofe (borderline)

Deficiente
Excessivo

Dados especificos sobre o desempenho
Séo apresentados a seguir dados representativos do desempenho no
analisador. Os resultados podem diferir de laboratdrio para laboratério.

Precisao

A reprodutibilidade foi determinada com reagentes Elecsys, uma pool de soros
humanos e controlos de acordo com um protocolo modificado (EP5-A) do
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards): 6 vezes por
dia durante 10 dias (n = 60), precis&o intra-ensaio no analisador MODULAR
ANALYTICS E170, n = 21. Obtiveram-se os seguintes resultados:

Elecsys 2010 Precisao intra-ensaio Precisao total
Amostra Média DP cv DP Ccv
nmoll | ng/ml | nmol/l | ng/ml | % | nmol/l | ng/ml | %

SH 1 8,78 3,87 0,50 022 56| 120 0,53 | 13,8
SH2 21,0 | 925 | 0,93 | 041 |44| 129 | 057 | 6,1
SH3 341 15,03 1,88 0,83 [55| 2,4 1,06 | 70
PC UM 27,2 12,0 1,11 049 |41 | 1,86 0,82 | 6,8
PC U2 14,3 6,3 0,41 0,18 28| 114 | 050 | 79

b) PC U = PreciControl Universal

MODULAR ANALYTICS E170

Precisao intra-ensaio Precisao total

Média DP cv Média DP cv
nmol/l | ng/ml | nmol/l | ng/ml| % | nmol/l | ng/ml |nmol/l| ng/ml| %

Amostra

SH 1 783 | 3,461 0,70 | 0,31 |9,1| 6,58 | 2,90 | 0,52 | 0,23 | 7,9

SH2 121 (534|043 | 019 |3,6| 13,0 | 572 | 0,59 | 0,26 | 4,5

SH3 | 28812709 |042|33| 230 | 101 | 1,29 | 0,57 |57

PCU1 | 29,7 | 131 | 0,75 | 0,33 |2,6| 325 | 14,3 | 0,95 | 0,42 | 2,9

PCU2 | 139 | 615 | 0,70 | 0,31 |5,0| 12,6 | 552 | 0,59 | 0,26 | 4,7

Sensibilidade analitica (limite de detecc@o inferior)

0,6 ng/ml (1,36 nmol/l)

O limite de detecgo representa o nivel de analito mais baixo mensuravel
passivel de ser distinguido de zero. E calculado como o valor situado dois
desvios padrdo (DP) acima do padrdo mais baixo (calibrador principal,
padrdo 1 + 2 DP, precisdo intra-ensaio, n = 21).

Comparacéo dos métodos

a) Uma comparagéo do teste Elecsys Folate Il (no analisador MODULAR
ANALYTICS E170, calibrado com o dispositivo Elecsys Folate Il CalSet II;
"y") e o teste Elecsys Folate Il (no analisador MODULAR ANALYTICS E170,
calibrado com o dispositivo Elecsys Folate Il CalSet; "x"), utilizando amostras
clinicas, teve como resultado as seguintes correlagdes (ng/ml):

cobas

Passing/Bablok™ Regresséo linear
y=0,978x + 0,019 y =0,973x + 0,091
1=0,919 r=0,992

DP (md68) = 0,232 Sy.x = 0,311

As concentracdes das amostras variaram entre aprox. 1,62 e
19,5 ng/ml (aprox. 3,68 e 44,3 nmol/l).

b) Uma comparagéo do teste Elecsys Folate Il no analisador MODULAR
ANALYTICS E170 (y) e o teste Elecsys Folate Il no analisador Elecsys 2010
(x) (ambos os testes calibrados com Elecsys Folate Il CalSet II), utilizando
amostras clinicas, teve como resultado as seguintes correlagdes (ng/ml):
Ndmero de amostras medidas: 203

Passing/Bablok™ Regresséo linear
y =1,02x-0,29 y =0,96x + 0,092
T=0,851 r=0,976

DP (md68) = 0,543 Sy.x = 0,605

As concentracdes das amostras variaram entre aprox. 1,64 e
18,1 ng/ml (aprox. 3,72 e 41,1 nmol/l).

¢) Uma comparagéo do teste Elecsys Folate Il no analisador Elecsys 2010
(y) com o teste Elecsys Folate no analisador Elecsys 2010 (x) utilizando
amostras clinicas teve como resultado as correlagdes seguintes (ng/ml):
Numero de amostras medidas: 87

Passing/Bablok' Regresséo linear
y=0,81x + 0,63 y =0,76x + 1,00
T=0,862 r=0,974

DP (md68) = 0,535 Sy.x = 0,571

As concentraces das amostras variaram entre aprox. 2,60 e
19,5 ng/ml (aprox. 5,90 e 44,3 nmol/l).

Especificidade analitica
Observaram-se as seguintes reacgdes cruzadas:

Aminopterina 2,7%
Acido folinico 2,3%
Ametopterina 2,3%
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NOTA PARA O COMPRADOR:

A aquisicdo deste produto permite que o comprador o utilize exclusivamente
para o diagndstico in vitro humano pela tecnologia ECL. Nenhuma

patente geral ou outra licenga de qualquer tipo é concedida com esta
aquisicdo, a excepcdo do direito especifico de uso, adquirido através

da compra deste dispositivo. Este produto ndo pode ser usado pelo
comprador na pesquisa/desenvolvimento em ciéncias da vida, em testes

Numero de amostras medidas: 93
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de auto-diagndstico, na identificagdo/desenvolvimento de drogas ou em
qualquer utilizagdo ou teste veterindrio, alimentar, de 4gua ou ambiental.

Para mais informagdes, consulte o manual do operador adequado ao
analisador, as folhas de aplicacéo respectivas, a informagéo do produto e
os folhetos informativos de todos os componentes necessarios.

As alteragdes ou os acréscimos significativos estdo assinalados por uma barra de alteragéo
na margem. As alteragbes dos pardmetros de teste do cddigo de barras do reagente que j&
foram introduzidas devem ser editadas manualmente.
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