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Finalidade do O teste Access Digoxin é um imunoensaio quimioluminescente com particulas paramagnéticas
teste para a determinagdo quantitativa dos niveis de digoxina no soro humano utilizando os
Sistemas de Imunoensaio Access.

Resumo e A digoxina é um potente glicosideo cardiaco extraido das folhas da Digitalis lanta. Este
explicacdo do glicosideo é um medicamento largamente prescrito no tratamento da insuficiéncia cardiaca
teste congestiva, da fibrilagao auricular, do flutter auricular, da taquicardia supraventricular e de
outros disttrbios cardiacos. O tratamento com a digoxina proporciona um aumento da
contractilidade cardiaca, uma diminuicdo da velocidade de condug¢do e uma reducao da
frequéncia cardfaca.l?3

A aplicagdo terapéutica da digoxina é restrita. Os efeitos buscados tornam-se exagerados com
uma administragdo excessiva de digoxina, o que pode causar condi¢des dificeis de se distinguir
dos sintomas cardiacos originais. Associada a aplicagao terapéutica que vai de restrita a toxica,
ha também uma variabilidade considerdvel na resposta do paciente a mesma dose. Em
diferentes pacientes, doses idénticas de digoxina resultam em niveis séricos diferentes,
sobretudo por causa da variagdo na sensibilidade miocérdica, absorcao, tipo de dieta e
elimina¢ao do medicamento de cada individuo. A variabilidade na biodisponibilidade das
diferentes formula¢des do medicamento e das diversas interac¢des com outros farmacos,
especialmente aqueles que afectam o equilibrio electrolitico, tais como os diuréticos, também
afectam as respostas individuais dos pacientes. A medigdo duma amostra de soro colhida 6-8
horas ap6s a administracdo de digoxina permite calibrar os niveis deste glicosideo no soro e nos
tecidos. A monitorizagao dos niveis de digoxina pode ajudar os médicos a regular a sua
dosagem.!??

Principios do O teste Access Digoxin é um ensaio imunoenzimatico competitivo. Uma amostra é adicionada a
teste um recipiente de reaccao contendo anticorpo antidigoxina, conjugado digoxina-fosfatase

alcalina e particulas paramagnéticas revestidas com anticorpo de captura de cabra anti-coelho.
A digoxina contida na amostra compete com o conjugado digoxina-fosfatase alcalina pelos
locais de ligagdo numa quantidade limitada de anticorpo especifico antidigoxina. Os complexos
antigénio-anticorpo resultantes ligam-se ao anticorpo de captura na fase sélida. Apés a
incubagao num recipiente de reac¢do, os materiais ligados a fase sélida sdo retidos num campo
magnético enquanto os materiais ndo ligados sdo removidos por lavagem. De seguida, o
substrato quimioluminescente, Lumi-Phos* 530, é adicionado ao recipiente e a luz gerada pela
reacgdo é medida com um luminémetro. A producao de luz é inversamente proporcional a
concentragdo de digoxina na amostra. A quantidade de analito presente na amostra é
determinada a partir duma curva de calibragdo multiponto armazenada no sistema.

Informacdes Kit de reagentes Access Digoxin
sobre o Ne° Cat. 33710: 100 determinacdes, 2 embalagens, 50 testes/embalagem
produto o pornecido 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 aparelho.

* Estavel até ao vencimento do prazo de validade marcado na etiqueta quando armazenado a
2-10°C.
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Avisos e
precaucoes

Colheita e
preparacdo
da amostra

Estavel a 2-10°C por 14 dias ap6s utilizac¢do inicial.

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

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

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

Rla: Particulas paramagnéticas revestidas com IgG de cabra anti-coelho
suspensa em solugao salina tamponada TRIS, com surfactante, matriz
de albumina sérica bovina (BSA), < 0,1% de azida sddica e 0,0125% de
Cosmocil** CQ.

R1b: Conjugado digoxina-fosfatase alcalina (bovina) em solucao salina
tamponada TRIS, com surfactante, matriz de BSA, <0,1% de azida
sddica e 0,0125% de Cosmocil CQ.

Rlc: Anticorpo de coelho antidigoxina em solugéo salina tamponada TRIS,
com surfactante, matriz de BSA, IgG de coelho, < 0,1% de azida sédica e
0,0125% de Cosmocil CQ.

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.

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

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

. Seguir as recomendacdes abaixo para manusear, analisar e armazenar amostras de sangue:

Soro é a amostra aconselhada. Para obter concentrac¢des estdveis de digoxina sérica, as

amostras de sangue devem ser colhidas 6-8 horas apds a dose diaria ou imediatamente antes

da dose seguinte programada. .

¢ Colher todas as amostras de sangue tomando as precaug¢des habituais para a colheita
venosa.

e Deixar as amostras de soro coagularem completamente antes da centrifugagao.

e Manter as provetas sempre fechadas.

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

* Armazenar as amostras hermeticamente fechadas a temperatura ambiente (a 15-30°C)
durante o maximo de oito horas.

* Se 0 ensaio ndo estiver pronto dentro de oito horas, refrigerar as amostra a 2-8°C.

* Se 0 ensaio ndo estiver pronto dentro de 48 horas, ou no caso de amostras a serem
expedidas, congelar a -20°C ou a temperatura mais baixa.

* As amostras podem ser descongeladas somente uma vez.

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 centrifugacao, seguir as instru¢des do fabricante das provetas de colheita de
sangue.
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Procedimento

Detalhes de
calibragdo

Controlo de
qualidade

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

R1 Kits de reagentes Access Digoxin

1. Calibradores: Access Digoxin Calibrators
Fornecido em zero e aproximadamente 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 6,0 ng/mL
(0,6;1,3;2,6;5,1e7,7nmol/L).
N° Cat. 33715
2. Materiais do Controle de Qualidade (QC): material de controlo disponivel no mercado.
3. Substrato: Access Substrate
N° Cat. 81906
4. Tampao de lavagem: Access Wash Buffer
N° Cat. 81907 (Access, Access 2, SYNCHRON LX®i)
NP Cat. 8547197 (UniCel® DxI)

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

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

3. Usar cinqiienta e cinco (55) nL 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 multiplicagao 1,281.

Consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda para obter informagdes
sobre a gestdo das amostras, a configuragao dos testes, a solicitagdo de testes e a visualizacado
dos resultados dos testes.

Para todos os testes, é necessario ter uma curva de calibracao activa. Para o ensaio Access
Digoxin, a calibrac¢do é necessaria a cada 28 dias. Consultar os respectivos manuais de sistema
e/ou o sistema de Ajuda para obter informagdes sobre os métodos de calibracao, a configuragao
de calibradores, a introducao de solicitacdes de testes dos calibradores e a visualizacao de
dados de calibracao.

Os materiais de controlo de qualidade simulam as caracteristicas das amostras dos doentes e
sao fundamentais para a monitoriza¢do do desempenho do sistema de analises imunoquimicas.
Dado que as amostras podem ser analisadas a qualquer momento utilizando um formato de
“acesso aleatorio” 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 instru¢des do fabricante
para a reconstitui¢do e o armazenamento. Cada laboratério deve estabelecer os seus proprios
valores médios e limites aceitdveis para garantir um desempenho adequado dos testes. Os
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resultados do controlo de qualidade que ndo estiverem dentro dos limites aceitaveis, podem
indicar resultados de testes ndo validos. Examinar todos os resultados dos testes obtidos desde
o ultimo ponto de teste de controlo de qualidade aceitdvel 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.

Os resultados dos testes dos doentes sdo determinados automaticamente pelo software do
sistema utilizando um modelo matemaético de curva logistica de quatro pardmetros ponderada
(4PLC). A quantidade de analito na amostra é determinada a partir da produgdo 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 instruc¢des completas sobre como visualizar os
resultados das amostras.

1. As amostras podem ser medidas com exactiddo dentro do intervalo de andlise
compreendido entre o limite minimo de detec¢do e o valor mais alto do calibrador
(aproximadamente 0,20-6,0 ng/mL [0,3-7,7 nmol/L]).

* Se uma amostra contém uma quantidade menor que o limite minimo de detec¢do para o
ensaio, registar os resultados como menores que aquele valor (por ex., < 0,20 ng/mL
[< 0,3 nmol/L]).

* Se uma amostra contém uma quantidade maior que o valor estabelecido do calibrador
mais alto Access Digoxin Calibrator (S5), registar os resultados como maiores que aquele
valor (por ex., > 6,0 ng/mL [> 7,7 nmol/L]). Alternativamente, diluir um volume de
amostra com um volume de calibrador Access Digoxin Calibrator SO (zero), também
disponivel como Access Digoxin Calibrator SO N° Cat. 33716. Consultar os respectivos
manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda para as instrugdes sobre a introdugdo duma
dilui¢do de amostra numa solicitagdo de teste. O sistema mostra os resultados adaptados
a diluicao.

2. Nos ensaios que utilizam anticorpos, existe a possibilidade de interferéncia dos anticorpos
heteroéfilos contidos na amostra do doente. Os doentes que estdo 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.”®
Tais anticorpos interferentes podem produzir resultados errados. Os resultados de doentes
suspeitos de ter estes anticorpos devem ser avaliados com cuidado.

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

4. Os metabolitos da digoxina, os glicosideos cardiacos e alguns medicamentos sintéticos de
tipo ester6ide podem interferir na andlise da digoxina devido a reactividade cruzada com o
anticorpo especifico da digoxina.’ Além disso, Valdes refere que a presenca do Factor
Imunoreactivo endégeno do Tipo da Digoxina (DLIF) em algumas amostras pode interferir
na amostra por causa da reactividade cruzada com o anticorpo especifico da digoxina.?
Niveis de digoxina aparentemente téxicos podem ocorrer em doentes submetidos a
tratamento tanto com digoxina como com diuréticos, por causa dos desequilibrios
electroliticos, ndo por reactividade cruzada do ensaio.?

1. Na relacdo entre as concentragdes séricas de digoxina e a dosagem administrada, existem
consideraveis variagdes entre os individuos. Além disso, a aplicacdo terapéutica € restrita e
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varia de individuo a individuo. Outros factores tais como a idade, as condig¢des gerais, o
estado cardiovascular e a funcdo renal também influenciam a dose terapéutica apropriada.?

2. Os niveis terapéuticos estaveis para os adultos vao de 1 a 2 ng/mL (1,3-2,6 nmol/L). Niveis
de digoxina no soro acima de 2 ng/mL (2,6 nmol/L) geralmente produzem sintomas de
toxicidade, mas ndo em todos os individuos.

3. Para as criangas, podem-se obter niveis terapéuticos adequados com concentragdes séricas
de digoxina de 1,1-1,7 ng/mL (1,4-2,2 nmol/L).2

4. Embora recém-nascidos e criangas pequenas possam tolerar niveis mais altos de digoxina, a
experiéncia demonstra que concentragdes maiores que 2 ng/mL (2,6 nmol/L) produzem
pouco ou nenhum efeito terapéutico adicional.?

5. Cada laboratério deve estabelecer os seus proprios intervalos de referéncia para garantir
uma representacdo adequada de populagdes especificas.

Comparacdo de métodos

Uma comparagdo de 297 valores obtidos com o ensaio Access Digoxin do sistema de
imunoensaio Access e com um sistema de imunoensaio disponivel no mercado forneceu os
seguintes dados estatisticos:

Intervalo de - Coeficiente de
- Intercepcao o ~
n observagoes (ng/mL) Inclinac¢do correlagao
(ng/mL) & (r)
297 0,34-4,46 0,033 0,998 0,978

Recuperacdo da diluicdo (linearidade)

Dilui¢des multiplas de duas amostras contendo vérios niveis de digoxina com o calibrador
Access Digoxin Calibrator S0 (zero) forneceram os seguintes dados:

Concentracao Concentracao =
. Recuperacao
Amostral esperada determinada (%)
(ng/mL) (ng/mL) ’
Pura N/A 1,86 N/A
1/1,4 1,33 1,30 97,7
1/1,8 1,03 1,10 106,8
1/2,3 0,81 0,85 104,9
1/3,5 0,53 0,57 107,5
Recuperacao média em% 104,2
Concentragao Concentragao Recuperacio
Amostra 2 esperada determinada (I; %) €
(ng/mL) (ng/mL) ’
Pura N/A 1,99 N/A
1/1,4 1,42 1,43 100,7
1/1,8 1,11 1,11 100,0
1/2,4 0,83 0,88 106,0
1/3,6 0,55 0,58 105,5
Recuperacao média em% 103,1

Provas de recuperacdao

A adigdo de quatro niveis diferentes de digoxina a duas amostras de doentes com baixos
valores de digoxina forneceram os seguintes dados:
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Concentragao Concentragao Recuperacio
Amostral esperada determinada (I; %) €
(ng/mL) (ng/mL) ’

Pura N/A 0,89 N/A
Baixo 1,42 1,53 107,7
Meédio 1,81 2,03 112,2

Médio-Alto 2,52 2,77 109,9
Alto 3,12 3,30 105,8
Recuperacao média em% 108,9
Concentracao Concentracao Recuperacio
Amostra 2 esperada determinada (I,), %) ¢
(ng/mL) (ng/mL) °

Pura N/A 0,93 N/A
Baixo 1,45 1,44 99,3
Meédio 1,83 1,96 107,1

Médio-Alto 2,55 2,77 108,6

Alto 3,15 3,40 107,9

Recuperacao média em% 05,7
Imprecisdo

Este ensaio apresenta uma imprecisao total de menos de 10% em todo o intervalo de analise.
Um estudo realizado utilizando material de controlo com base em soro humano disponivel no
mercado incluindo um total de 1-2 testes por dia, 3 replicados por teste, no decorrer de 15 dias,

forneceu os seguintes dados, examinados através da anélise de variancia (ANOV A):11/12
Amostra Média geral (n=89) Intra-execucio Imprecisio total
(ng/mL) (%CV) (%CV)
Baixo 0,67 5,7 75
Médio 1,90 36 52
Alto 2,97 32 40

Especificidade analitica / Interferéncias

Amostras contendo até a 10 mg/dL (171 umol/L) de bilirrubina, amostras lipémicas contendo o
equivalente a 1800 mg/dL (20,32 mmol /L) de triglicéridos e amostras hemolisadas contendo
até a 1000 mg/dL (10 g/L) de hemoglobina nao afectam a concentragao do digoxina testada.
Além disso, 3 g/dL (30 g/L) de albumina humana adicionada a albumina endégena contida na
amostra ndo afectam a concentragao de digoxina testada.

A tabela seguinte descreve a reactividade cruzada do ensaio com substancias com estrutura
semelhante a do digoxina.

Access Digoxin
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Substincia Analito adicionado Reatividade cruzada
(ng/mL) (%)
Digoxina 1 103
Digitoxina 10 2,902
Digitoxigenina 10 1,926
QOuabaina 1000 0,0202
Prednisona 1000 0,0008
Espironolactona 1000 0,0053
Digoxigenina 1,0 68,38
Aldosterona 100 0,0290
Cortisol 1000 0,0001
Furosemida 1000 0,0001
Progesterona 1000 0,0023
Testosterona 1000 0,0007

Sensibilidade analitica

O nivel minimo detectavel de digoxina distinguivel de zero (calibrador Access Digoxin
Calibrator S0) com 95% de confianga é 0,20 ng/mL (0,3 nmol/L). Este valor é determinado
através do processamento duma curva de calibracdo 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 padrdo do sinal médio
medido no calibrador zero.
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DIGOXIN CALIBRATORS
33715

Finalidade Os calibradores Access Digoxin Calibrators sdo utilizados para calibrar o ensaio Access Digoxin
do produto para a determinagao quantitativa dos niveis de digoxina no soro humano utilizando os
Sistemas de Imunoensaio Access.

Resumo e A calibragdo dum ensaio quantitativo € 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 matemadtica entre as respostas medidas e as

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

Padronizagdo A substincia a ser medida (analito) nos calibradores Access Digoxin Calibrators tem como
referéncia material de referéncia para a Digoxina da Farmacopeia Americana (USP). O processo
de padronizacao baseia-se na norma prEN 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 entre os métodos.

Informagdes Access Digoxin Calibrators
sobre 0 N° Cat. 33715: S0-S5, 4,0 mL/recipiente
produto , gornecidos prontos para utilizar.

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

e Misturar o conteddo invertendo delicadamente antes da utilizagdo. Evitar a formagao de

bolhas.

* Estavel até ao vencimento do prazo de validade marcado na etiqueta quando armazenado a
2-10°C.

* Uma possivel degradacado pode ser indicada por valores de controlo fora do intervalo de
variagao.

¢ Consultar o cartdo de calibracdo ou as etiquetas dos recipientes para as concentra¢oes
exactas.

S0: Soro humano, < 0,1% de azida sédica e 0,025% de Cosmocil** CQ.

Contém 0,0 ng/mL (nmol/L) de digoxina.

S1, 52,583, 84, | Digoxina em soro humano em niveis de aproximadamente 0,5; 1,0; 2,0;
S5: 4,0e6,0ng/mL (0,6;1,3;2,6;51 e 7,7 nmol/L), respectivamente, com
< 0,1% de azida sédica e 0,025% de Cosmocil CQ.

Cartao de 1
calibracao:

Avisos @ e Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.
precaucdes e O material de origem humana utilizado na preparacio do reagente foi testado e considerado
ndo reactivo ao antigénio de superficie da Hepatite B (HBs Ag), aos anticorpos do virus da

Access Digoxin 386795B © 2004 Beckman Coulter, Inc.
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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.!3

* Cada pool de soro/plasma usado na preparagao deste produto foi testado e considerado
negativo para a presenca de fibrinogénio.

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

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

Procedimento Consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda para obter informagoes
sobre os métodos de calibragao, a configuragdo de calibradores, a introducao de solicitagdes de
testes dos calibradores e a visualizagdo de dados de calibracao.

Detalhes da  Os calibradores Access Digoxin Calibrators sdo fornecidos em seis niveis - zero e
calibracdo aproximadamente 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 6,0 ng/mL — preparados gravimetricamente a partir de
cristais de digoxina e soro humano. Os dados de calibragdo do ensaio sao vélidos por 28 dias.

Os calibradores sao analisados em duplicado.

Limitagdes do  Se forem notados sinais de contaminagéo microbiana ou excesso de turva¢do num reagente,
procedimento rejeitar o recipiente.

© 2004 Beckman Coulter, Inc. 386795B Access Digoxin
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