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PRINCIPIO

APLICACAO

O reagente ASO, quando utilizado em conjunto com Sistemas de Imunoquimica IMMAGE® e Cal
5 Plus, destina-se a determinagédo quantitativa de anticorpos relativamente a Antiestreptolisina-O
no soro ou plasma humano com base na taxa de nefelometria.

SIGNIFICADO CLINICO

A estreptolisina-O é uma de diversas exoenzimas imunogénicas toxicas produzidas por estreptoct
hemoliticos do grupo A. Um titulo elevado de ASO indica, geralmente, uma infeccéo recente
estreptococo R-hemolitico do grupo A, pelo que a sua determinagdo se tornou um procedimento di
no diagnoéstico e tratamento da febre reumatica e da glomerulonefrite agudas. Cerca de 80 a 8!
individuos portadores de uma infecgdo estreptococica ou das suas sequelas apresentardo ur
elevado de ASO.!

O titulo de ASO pode ter diminuido na altura em que um doente apresente febre reumatica agur
isso, um resultado de ASO negativo ndo deve fazer excluir a hipétese de uma infecgdo estrept
anterior.>® Além disso, uma infecgdo cutanea ndo produz, normalmente, um aumento do titulo d
Podera ter interesse pesquisar anticorpos contra outro antigénio estreptocécico como, por exet
DNase B.* Os resultados laboratoriais devem ser sempre interpretados conjuntamente com
observacdes clinicas.

METODOLOGIA

O teste ASO determina a taxa de aumento da dispersdo da luz causada por particulas em sus
numa solug&o, como resultado dos complexos formados durante uma reacg&o antigénio-anticorpo

ESQUEMA DA REACGAO QUIMICA

Anti-estreptolisina-O(amostra) + Estreptolisina O com ligagao as particulas {antigénio) —- [Complex:
de antigénios-anti-estreptolisina{amostra)]
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AMOSTRA

TIPO DE AMOSTRA

Recomendam-se as amostras de soro. E possivel utilizar amostras de plasma.

As amostras de soro ou plasma deverdo ser recolhidas através do método normalmente utilizac
um teste laboratorial clinico normal.®> O soro ou plasma acabado de colher de um individuo em jej
tipo de amostra recomendado. Os anticoagulantes testados estdo apresentados na secgdo |
PROCESSUAIS desta folha de informag&o quimica.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DA AMOSTRA

1. Os tubos de sangue devem estar sempre fechados e em posicéo vertical. E aconselhavel ¢
fisicamente o soro ou o plasma do contacto com células, no periodo de duas horas apés a coll

2. Se as amostras de soro ndo forem analisadas num periodo de 8 horas, devem ser armazen
temperaturas entre +2°C e +8°C. Se as amostras ndo forem analisadas num periodo de 72
devem ser armazenadas congeladas, a temperaturas entre -15°C e -20°C. As amostras cong¢
devem ser descongeladas apenas uma vez. Podera ocorrer deterioracdo do analito em ar
repetidamente congeladas e descongeladas.®

CONDIGOES ADICIONAIS DE ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DAS AMOSTRAS, DESIGNADAS POR ESTE
LABORATORIO:

VOLUME DE AMOSTRA

Para mais informagdes sobre os volumes de amostras consulte o Modelo de Amostragem.
CRITERIOS PARA REJEICAO DE AMOSTRAS

As informag0es especificas do laboratério sobre amostras inaceitaveis podem ser incluidas na Se
REQUISITOS DA AMOSTRA ou consulte a seccdo NOTAS PROCESSUAIS desta folha de infol

quimica.

CRITERIOS DE REJEIGAO DA AMOSTRA ESTABELECIDOS POR ESTE LABORATORIO:
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PREPARACAO DO DOENTE

INSTRUCOES ESPECIAIS PARA PREPARACAO DE AMOSTRAS DE DOENTES, DEFINIDAS POR ESTE LABORATO

MANUSEAMENTO DAS AMOSTRAS

INSTRUGOES ESPECIAIS PARA MANUSEAMENTO DE AMOSTRAS, DEFINIDAS POR ESTE LABORATORIO:

REAGENTES

CONTEUDO

Cada conjunto contém os seguintes elementos:

COMPONENTES DO CONJUNTO QUANTIDADE
Cartucho de ASO 1
Antigénio
Tampas de evaporagao 2
Cartéo de codigo de barras do reagente de ASO 1

VOLUMES INICIAIS DE AMOSTRA E DE REAGENTES NA CUVETE

Volume da amostra 3,5puL

Volume Total de Reagente 333 uL
Antigénio 23 L
Tampéo 3 2925 uL
Diluente 1 17,5 uL

INGREDIENTES REACTIVOS

CONSTITUINTES DO CARTUCHO DE REAGENTES VOLUME
Antigénio ASO (proteina recombinante purificada ligada a particulas de 7,5 mL
poliestireno)

Azida s6dica (usada como conservante) <0,1% (p/g

Contém também albumina sérica bovina e componentes quimicos nao reactivos necessarios par
um desempenho éptimo do sistema.
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CUIDADO

A azida sodica utilizada como conservante pode formar compostos explosivos em
sistemas de canalizagdes metdlicas. Consultar o boletim do National Institute for
Occupational Safety & Health: Explosive Azide Hazards (8/16/76)

AVISO

A Estreptolisina O com base recombinante contém as propriedades antigénicas da proteina
de origem com uma percentagem inferior a 1,0% de actividade hemolitica. O antigénio de
Estreptolisina O recombinante é, por essa razéo, mais seguro para trabalhar e ndo esta
classificado como Risco biolégico.

MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS COM O CONJUNTO DE REAGENTES

Solucéo de lavagem dos Sistemas de Imunoquimica IMMAGE
Solugéo tampéo 3 dos Sistemas de Imunoquimica IMMAGE
Diluente 1 dos Sistemas de Imunoquimica IMMAGE
Calibrador 5 Plus

Dispositivo de centrifuga¢@o com capacidade para 90 000 x g
Pelo menos dois niveis de material de controlo

PREPARAGAO DO REAGENTE

1. Inverta o cartucho suavemente, antes de retirar as tampas de rosca.

2. Retire as tampas de rosca dos cartuchos de reagentes. Verifique cada cartucho para ver se ¢
bolhas e retire as bolhas existentes.

3. Coloque as tampas de evaporagdo em ambos os compartimentos do cartucho de reagentes ai
carregar o cartucho no aparelho. Consulte os Anexos para mais informagdes sobre as tam
evaporagao.

4. Os cartuchos de reagentes deverdo ser armazenados na vertical e podem ser retirados do frigc
utilizados logo em seguida.

5. Misture bem todas as solugBes tampéo e os diluentes, invertendo os recipientes. Retire a tar
rosca do recipiente. Verifigue cada recipiente para ver se existem bolhas e retire as
existentes. Coloque a tampa de evaporacao no recipiente antes de carregar o recipiente no ag
Consulte os Anexos para mais informacdes sobre as tampas de evaporagao.

DESEMPENHO ACEITAVEL DO REAGENTE

A aceitabilidade de um reagente é determinada com base no desempenho aceitavel dos tes
controlo de qualidade, conforme definido na seccdo CONTROLO DE QUALIDADE desta fc
informac&o quimica. A aceitabilidade especifica de um laboratério de um reagente pode ser inclt
Seccédo 5, PROCEDIMENTOS DE CONTROLO.
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ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DO REAGENTE

As condi¢Ges de armazenamento que ndo as recomendadas poderdo provocar resultados errér
armazenamento de reagente a uma temperatura superior a +45°C ira afectar de forma ad\
desempenho

Cartuchos de Reagentes

1. Volte a colocar todos os cartuchos de reagentes no frigorifico (+2°C e +8°C) uma vez conc
carga de trabalho diéaria.

2. Os reagentes ASO permanecem estaveis durante 30 dias com as tampas de evaporagdo colc
Em alternativa, o prazo de validade dos reagentes pode ser maximizado substituindo as tam
evaporacgédo por tampas de rosca e armazenando-0s e uma temperatura entre +2°C e +8°C u
concluida a carga de trabalho diaria.

3. O reagente ASO permanece estavel até ao final do prazo de validade indicado no rétulo,
armazenado a uma temperatura entre +2°C e +8°C com as tampas de evaporagao colocadas.

Diluente 1 e solugéo tampéo 3

1. O diluente 1 e a solugdo tampédo 3 permanecem estaveis no sistema durante 30 dias com as
de evaporagao colocadas.

2. O diluente 1 e a solucédo tampé&o 3 permanecem estaveis até ao final do prazo de validade indic
rétulo, se forem armazenados a temperatura ambiente com as tampas de evaporagéo colocad

LOCAL DE ARMAZENAMENTO DO REAGENTE:

CALIBRACAO

CALIBRADOR NECESSARIO

Calibrador 5 Plus

PREPARACAO DO CALIBRADOR

N&o requer preparagao.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DO CALIBRADOR

O calibrador é estavel até ao fim do prazo de validade impresso no respectivo frasco, se for arma
tapado no frasco original, a temperaturas entre +2°C e +8°C.

L OCAL DE ARMAZENAMENTO DO CALIBRADOR:
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CUIDADO

Este produto € de origem humana, pelo que deve ser manuseado como potencial
transmissor de doengas infecciosas. Todas as unidades de soro ou plasma proveniente

de dadores e utilizadas na preparagéo deste material foram testadas por métodos
aprovados pela FDA (United States Food and Drug Administration), ndo tendo sido
detectada a presenca de anticorpos contrao VIH e o VHC, nem reactividade para o
antigénio de superficie do virus da hepatite B (HbsAg). Dado que nenhum método dk
teste pode of erecer total garantiade que os virus HIV, da hepatite B e da hepatite C o
outros agentes infecciosos ndo estdo presentes, este material e todas as amostras de
doentes devem ser manuseados como potenciais transmissores de doencas infecciosa
Este produto pode também conter outros materiais de origem humana para os quais
n&o existe teste aprovado. A FDA recomenda que tais amostras sejam manuseadas
conforme especificado nas orientagdes do Nivel 2 de Seguranca Bioldgica dos Centre

de Controlo de Doengas.

NFORMAGAO SOBRE CALIBRAGCAO DOS SISTEMAS DE IMUNOQUIMICA IMMAGE

1. A calibragdo do Sistemas de Imunoquimica IMMAGE® depende de cada lote de reagentes espe

2. O lote de reagentes ASO deve ser recalibrado quando se muda o lote de Solucéo tampéo 3 ¢
as substituicdes de determinadas pegas ou procedimentos de manutengdo, conforme defit
IMMAGE Operations Manual (Manual de Funcionamento IMMAGE).

3. O Sistema de Imunoquimica IMMAGE foi concebido para necessitar de um minimo de calibra
calibragbes que permanecerem na memdria do sistema deverdo ser monitorizadas atra
desempenho dos procedimentos de controlo de qualidade em cada dia de testes.

4. A calibragédo para ASO é estavel durante 30 dias.

5. O sistema ira realizar automaticamente uma verificagdo durante a calibracéo e ira produzir um r
de calibragdo. O sistema ir4 alertar o operador quanto & ocorréncia de uma falha na calibrag
secgdo RESOLUGAO DE PROBLEMAS de Sistemas de Imunoquimica IMMAGE® Ope
Manual (Manual de Funcionamento Sistemas de Imunoquimica IMMAGE®) esta apresentac
explicagdo de todas as mensagens de erro.

6. A informacdo sobre verificacdo da calibragéo pode ser consultada na SECCAO 4 VERIFICAG
CALIBRACAO deste manual.

RASTREABILIDADE

Para obter informagdes sobre rastreabilidade, consulte as instru¢des de utilizagao do calibrador.

CONTROLO DE QUALIDADE

Recomenda-se que sejam analisados diariamente pelo menos dois niveis de material de controlo
e anormal. Consulte o Anexo A, CONTROLOS E CALIBRADORES, para obter uma lista dos cc
Beckman Coulter. Além disso, os controlos devem ser processados com cada calibragédo nova, co
lote de reagente ou solugdo tampdo novo e apds procedimentos de manutengdo ou resolu
problemas especificos, como apresentado em pormenor no Sistemas de Imunoquimica IMI
Operations Manual (Manual de Funcionamento Sistemas de Imunoquimica IMMAGE®). A utilizagé
frequente dos controlos ou a utilizacdo de controlos adicionais é deixada ao critério do utilizad
base na carga e fluxo de trabalho.
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Os controlos seguintes deverdo ser preparados e manuseados de acordo com os folhetos inforn
As copias destes folhetos informativos podem ser incluidas na Secgdo 5, PROCEDIMENT(
CONTROLO. Os resultados de controlo de qualidade discrepantes deverdo ser avaliados e ti
conforme descrito na seccdo PROCEDIMENTOS DE CONTROLO deste manual.

QUADRO 1 MATERIAL DE CONTROLO DE QUALIDADE
NOME DE CONTROLO TIPO DE AMOSTRA ARMAZENAMENTO

PROCEDIMENTO(S) DE TESTE

1. Ap6s a configuracdo, carregue os reagentes no sistema de acordo com as instrugdes no IN
Operations Manual (Manual de Funcionamento IMMAGE).

2. Seleccione as quimicas que pretende calibrar, se for necessario. Carregue os calibradores, con
amostras com codigo de barras ou programe e carregue controlos e amostras sem codigo de
que pretende analisar de acordo com as instru¢des no IMMAGE Operations Manual (Mar
Funcionamento IMMAGE).

3. Observe os protocolos relativamente ao funcionamento do sistema de acordo com as instrug
IMMAGE Operations Manual (Manual de Funcionamento IMMAGE).

CALCULOS

O Sistema de Imunoquimica IMMAGE ira calcular automaticamente os resultados.

COMUNICAGCAO DE RESULTADOS

INTERVALOS DE REFERENCIA

Os valores do intervalo de referéncia para este analito foram estabelecidos utilizando o Sistet
Imunoquimica IMMAGE®, para uma populacio de 119 adultos do sexo masculino e fe
aparentemente saudaveis da Califérnia.

Quadro 2 Intervalos de referéncia

LIMITE SUPERIOR DO INTERVALO NORMA
Beckman Coulter 116 Ul/mL

LIMITE SUPERIOR DO INTERVALO NORMA

Laboratério

Tendo em conta a variabilidade associada as caracteristicas da populagéo, é importante compree¢
necessidade de cada laboratério estabelecer o respectivo limite superior relativamente ao normal.t
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O limite superior relativamente ao normal € normalmente definido como o titulo mais elevado
ultrapassado por apenas 20% de uma populacdo.* Os valores normais poder&o variar com a este
ano, idade e localizacdo geografica do doente.®® Os valores esperados para os adultos n
conforme referido na literatura, sdo normalmente inferiores a 100 1U/mL.2 O limite superior dos
normais de Antiestreptolisina-O para a populagéo pediatrica é inferior a 100 IU/mL; para as criang
idade escolar ou adultos jovens situa-se entre 166 e 250 u/mL.8

Um aumento para o dobro do valor de ASO, utilizando uma anélise de série, no espago de uma
semanas apdés o resultado inicial corrobora o indicio de uma infeccdo anterior causal
estreptococos.“‘9 Na auséncia de complicagdes ou reinfecgdo, o nivel de ASO ir& normalmente
para a actividade antes da infecgio no espaco de seis a doze meses.” Uma Unica andlise d
podera nédo ser significativa devido a variabilidade dos valores de ASO a nivel da populagédo n
Ambas as descobertas clinicas e laboratoriais deverdo ser tidas em conta na conclusdo s
diagnéstico.

Os procedimentos especificos do laboratério relativos a comunicagdo de resultados ao |
apropriado podem ser incluidos na sec¢do 6, COMO REPORTAR RESULTADOS.

Consulte as Referéncias (9,10,11,12) para linhas de orientagéo sobre o estabelecimento de interv
referéncia especificos do laboratério.

INFORMACOES ADICIONAIS SOBRE COMUNICAGAO DE DADOS DESIGNADAS POR ESTE LABORATORIO:

UNIDADES E FACTOR DE CONVERSAO

Os resultados para o teste ASO foram apresentados em unidades predefinidas de IU/mL. A cor
métrica na mesma categoria de unidades ir4 ocorrer automaticamente se uma unidade n
seleccionada. Devera ser introduzido um valor de conversdo durante a selecgdo de uma categ
unidades diferente da predefinida.

Para informacgdes mais detalhadas sobre as unidades e factores de converséo, consulte a
Configuragéo do Sistema do IMMAGE Operations Manual (Manual de Funcionamento IMMAGE).

NOTAS SOBRE PROCEDIMENTOS

RESULTADOS DO TESTE DE ANTICOAGULANTE
Foram testados os anticoagulantes apresentados em seguida. Os resultados de 20 amostras de

20 amostras de plasma, contendo o mesmo nivel de antiestreptolisina O, foram testados e, em s
foi calculada uma média.

QUADRO 3 RESULTADOS DO TESTE COM ANTICOAGULANTES

ANTICOAGULA | NiVEL DE RESULTADO RESULTADO % DIFERENGC/
NTE ANTICOAGULA DE SORO DE PLASMA
NTE TESTADOb. MEDIO (IU/mL) MEDIO (IU/mL)
EDTA 1,5 mg/mL 104 101 -2,88
Heparina-litio 14 Unidades/mL 104 102 -1,92
Heparina sédica 14 Unidades/mL 104 102 -1,92
ASO 9886:
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LIMITACOES

1. Os resultados falsos positivos podem estar associados a doengas hepaticas ou a contan
bacteriana das amostras, embora tal ndo tenha sido demonstrado através de ensa
nefelometria cinética.

2. As infecgBes estreptocécicas tratadas com antibiéticos poderdo ndo produzir resultados aument

3. Resultados de teste anormalmente elevados para a antiestreptolisina-O n&o devem ser uslado
Gnico indicador de diagnéstico, devendo ser correlacionados com outros dados clinicos.” As
maior relevancia os resultados multiplos obtidos com intervalos semanais ou quinzenais.

INTERFERENCIAS

1. As seguintes substancias foram testadas no soro com esta metodologia, para detectar a ocorré
interferéncias:

QUADRO 4 INTERFERENCIAS

SUBSTANCIA FONTE NIVEL EFEITO
TESTADO OBSERVADO
Bilirrubina Porcina 5 —30 mg/dL Nenhum
Lipido Triglicérido humano 50 — 400 mg/dL | Nenhum®
Hemoglobina Humano/a 200 - 1 000 Nenhum
mg/dL

2. E possivel ocorrer uma interferéncia ndo especifica entre as amostras menos diluidas e a ¢
tampé&o com reforgo de polimeros quando se procede a andlise de dilui¢es offline inferiores a

3. A presenga de particulas de p6 ou de outras particulas (isto é, detritos e bactérias) na solu
reaccdo pode originar sinais de dispersdo da luz nao relacionados com o ensaio, introc
variabilidade na andlise da amostra.

ESPECIFICIDADE

Este teste é especifico para anticorpos antiestreptolisina-O.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Intervalo analitico

O teste de ASO foi concebido para detectar concentragdes deste analito utilizando uma dilui¢éo in
amostra de 1:6.

QUADRO 5 INTERVALO ANALITICO

TIPO DE AMOSTRA INTERVALO ANALITICO DA BECKMAN
COULTER
Soro Inicial: 25 — 800 UI/mL
Alargado/a: 25 — 28 800 Ul/mL
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INTERVALO REPORTAVEL (conforme determinado no local):

QUADRO 6 INTERVALO REPORTAVEL

TIPO DE AMOSTRA INTERVALO REPO'RTAVEL DO
LABORATORIO

Consulte a Sec¢do 4 — VERIFICAGAO DA CALIBRAGAO, para mais informagdes sobre o ir
reportavel do laboratério.

SENSIBILIDADE

A sensibilidade é definida como a menor concentragdo mensuravel que pode ser distinguida de ze
95% de confianga. A sensibilidade da determinagéo de ASO é de 25 Ul/mL.

EQUIVALENCIA

A equivaléncia foi avaliada através da andlise de regressdo de Deming de amostras relativament
método clinico aceite. Os valores obtidos para ASO utilizando o teste ASO IMMAGE foram comg
aos valores obtidos utilizando um Sistema Array® 360. Na andlise foram incluidas as amostras
normais e anormais.

QUADRO 7 VALORES EQUIVALENTES

SISTEMA ARRAY 360
N 102
Declive 0,978
Intercepcéo 2,06
Média (IMMAGE) 133
Média (Array 360) 134
Coeficiente de correlacéo (r) 0,986

Os valores de equivaléncia foram determinados utilizando amostras de doentes com concentrag
25 a 662 Ul/mL. Para obter informagBes sobre a realizagdo dos testes de equivaléncia, con
bibliografia (13,14) no final desta ficha de informag&o quimica.

PRECISAO

Um Sistemas de Imunoquimica IMMAGE® a funcionar correctamente deve exibir valores de imp
inferiores ou iguais aos limites maximos de desempenho abaixo indicados. Os limites maxir
desempenho foram obtidos através da andlise da precisédo de varios métodos, de resumos de te:
proficiéncia e de fontes bibliogréaficas.

QUADRO 8 LIMITES MAXIMOS DE DESEMPENHO

TIPO DE TIPO DE DP (1U/mL) CV(%) | vALOR C
PRECISAO AMOSTRA CONVERSAO
(lu/mL).
Intra-ensaio Soro 5,0 4,0 125
Total Soro 6,5 6,0 108

O quadro abaixo apresenta dados comparativos sobre o desempenho do Sistemas de Imunoc
IMMAGE?®, avaliado segundo as Orientacdes EP5-T2 propostas pelo NCCLS.™ Cada laboratori
caracterizar o desempenho do seu préprio instrumento, para fins comparativos.
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QUADRO 9 VALORES DE IMPRECISAO TIPICOS

TIPO DE AMOSTRA Pontos Valor Médio DP CV (%
PRECISAO corresponde de Teste (U/mL)
ntes a (IU/mL)
dados®.
Intra-ensaio Soro Nivel 1 80 84,5 1,71 2,0
Soro Nivel 2 80 331 7,5 2,3
Soro Nivel 3 80 617 9,9 1,6
Total Soro Nivel 1 80 84,5 1,85 2,2
Soro Nivel 2 80 331 9,2 2,8
Soro Nivel 3 80 617 12,8 2,1

Consulte a bibliografia (13,15), para obter informag6es sobre a realizagcéo dos testes da preciséo.

AVISO

Os graus de precisdo indicados foram obtidos em procedimentos de teste normais e nao
representam especifica¢cdes de desempenho para este procedimento de teste.

INFORMACAO ADICIONAL

Para mais informagdes, consulte o IMMAGE Immunochemistry Systems Operations Manual (Mal
Funcionamento do Sistema de Imunoquimica IMMAGE).

DANOS DE TRANSPORTE

Se o produto entregue estiver danificado, informe o seu Centro de Apoio Clinico Beckman Coulter.

ASO
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NOTAS DE RODAPE

a

ASO

Cada laboratério deve estabelecer o(s) seu(s) préprio(s) intervalo(s) de referéncia, com b
respectiva populacéo de doentes.

Com base na colheita de um tubo completo.

A determinagdo quantitativa da ASO por nefelometria poderd ndo ser possivel em ar
lipémicas, ou produzir resultados imprecisos, devido as propriedades extremas de dispersac
da prépria amostra. As amostras altamente lipémicas devem ser deslipidadas por ultracentrif
(90 000 g durante 10 minutos), antes da determinacdo da concentracéo de ASO.

Quando a média dos dados sobre a precisdo do teste for inferior ou igual ao valor de chani
compare o desvio-padrdo do teste (DP) com o desvio-padrdo (DP) de referéncia acima in
para determinar a aceitabilidade do teste da precisdo. Quando a média dos dados sobre a p
do teste for superior ao valor de changeover, compare o coeficiente de variagdo (% CV) do tes
o valor de referéncia acima indicado, para determinar a aceitabilidade do teste. Valor de char
= (DP de referéncia/CV de referéncia) x 100.

A estimativa pontual para o soro baseia-se nos dados obtidos a partir de 1 sistema utilizado «
20 dias, com 2 ensaios por dia e 2 observagdes por ensaio, num instrumento utilizado e mar
acordo com as instru¢des do fabricante.
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