ELILH.A RF

Determinacdo quantitativa do fator sérico reumatoide
por hemaglutinacéo indirecta

220 TESTES
(Ref. 04115)

8000180-PT-2025-07
Apenas para uso diagnéstico in vitro, apenas para uso profissional.
Testes para uso Unico.

1-0OBJETIVO

ELLLH.A RF permite a determinacdo quantitativa do fator sérico reumatoide do tipo IgM (4, 5) por
hemaglutinagéo indireta (10, 11).
Com o kit, 220 testes ou 20 reacdes de 11 diluigdes podem ser realizados.

2 - INTRODUCAO
O fator reumatoide € um marcador biolégico de grande importancia diagnéstica no curso da poliartrite
reumatoide adulta (5).

3- PRINCIPIO

ELI.H.A RF baseia-se nas propriedades hemaglutinantes especificas do fator reumatoide utilizado nas
reacdes do tipo Waaler-Rose (1, 2, 8). O reagente R1 consiste em glébulos vermelhos de ovelhas,
sensibilizados por uma fracdo de gama globulina de um soro de coelho anti glébulos vermelhos de
ovelhas. A presenca do fator sérico reumatoide causa hemaglutinagéo do reagente R1 resultando em
um véu vermelho/marrom cobrindo a clpula. Na auséncia do fator reumatoide, esses glébulos
vermelhos se estabelecem no fundo da ctpula na forma de um bot&o puntiforme.

O reagente R2, constituido por uma suspensédo de hemacias ndo sensibilizadas de ovinos, garante a
especificidade da reac&o e elimina a interferéncia por aglutininas naturais anti-shea (heteroanticorpos
de Frossman, anticorpos de mononucleose infecciosa e outras macroglobulinas).

A reacdo ocorre numa placa de microtitulagdo em forma de V.

O manuseio é rapido e facil. Os resultados s&o obtidos em 2 horas.

4 - REAGENTES E MATERIAL

Descricéo Total
R1 : Frasco de 4,4 mL do reagente indicativo

R2 : Frasco de 1 mL do reagente de controle

BUF: Frasco de 55 mL de tampéo fosfato pH 7,2

R3 : Frasco de 2 mL de adsorvente

CONTROL +: Frasco de 0,5 mL de controle positivo titulado
CONTROL -: Frasco de 0,5 mL de controle negativo.
MICROPLATE: Placa DE microtitulagdo EM forma DE V
DROPPER: Conta-gotas especial
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5 -PRECAUCOES PARA USO

- Os reagentes destinam-se apenas ao diagnéstico in vitro e devem ser manuseados por pessoal
autorizado.

- Os testes s&o de uso Unico.

- Todos os reagentes, exceto o BUF, contém substancias de origem animal e devem ser

manuseados com cuidado.

A amostragem é potencialmente contagiosa. Eles devem ser usados com as precaugdes usuais e

em conformidade com os regulamentos de higiene em vigor no pais de uso.

- O reagente R1 contém substancias de origem humana que foram testadas negativas para

anticorpos anti-HIV, anticorpos anti-HCV e Ag Hbs, mas que devem ser tratadas como um produto

potencialmente contagioso.

Os reagentes contém azida de sodio (concentracdo < 0.1%). A azida de sédio contida nos reagentes

pode reagir com os metais pesados nos canos e formar compostos explosivos. Assim, recomenda-

se ndo deitar os reagentes para o lavatério e seguir as recomendacdes e normas vigentes para a

deposicao de residuos.

- Na&o use reagentes por mais tempo do que a data de validade.

- Nao use reagentes de lotes diferentes.

Aguarde até que o0 soro e o0s reagentes atinjam a temperatura ambiente.

Agite suavemente os reagentes R1 e R2 antes de usar.

- Ao administrar os reagentes R1 e R2, deve-se tomar cuidado para garantir que o conta-gotas esteja
perfeitamente vertical. Verifique se ndo ha bolhas de ar nas goticulas, para que os volumes
fornecidos sejam constantes.

6 - COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

Use soros frescos ou soros que sdo armazenados a -20 ° C e que ndo apresentam hemdlise turva ou
contaminacéo.

As amostras de soro podem ser armazenadas durante 72 horas a +2-8°C. Se o teste nao e realizado
no prazo de 72 horas apos a colheita, elas deverao ser congelados a -20°C.

Evite o congelamento e descongelamento repetidos.

Nunca descomplementar o soro.

7 - ARMAZENAMENTO E PREPARACAQ DE REAGENTES

Os reagentes estdo prontos para uso.

Todos os reagentes armazenados a 2-8°C sédo estaveis até o prazo de validade indicado na embalagem.
Né&o devem ser congelados.

8 - MATERIAL NECESSARIO, MAS NAO FORNECIDO
Pipeta(s) automatica (s) com volume de pipetagem adaptado (s) a quantidade a ser medida;
- Recipientes para residuos contaminados;
- Uma centrifuga;
- Tubos de hemdlise.

9 - METODO
Deixe os reagentes atingirem a temperatura ambiente antes de usar.

9.1 - Preparacéo da amostra

Diluir o soro a ser testado para 1/20:
+ 50 pL de soro;
« 950 L de reagente BUF.

9.2 - Execucéo do ensaio em placa de microtitulacéo
Usando uma micropipeta multicanal, transfira 50 pl de reagente BUF em 12 pogos da placa de
microtitulacéo.

- Usando uma micropipeta, coloque 50 pl do soro diluido no primeiro poco.
Misture com o BUF reagente e aplique, de preferéncia usando um micro-diluente (“tulipa”), os 50 pL
do primeiro poco para o segundo, do segundo para o terceiro e assim sucessivamente até a décima
cupula,, rejeitando 50 pL do décimo poco.
Isso resulta em diluigdes de 1/40 a 1/20480.

- Transferir 50 pL do soro dilido para no decimo primeiro pogo.
Misturar com o reagente BUF e descartar 50 pL.
Esta diluicdo (1/40) é o controle do soro encarregado de detectar as aglutininas naturais anti-shea
que podem conter certos soros.

Agitar suavemente os reagentes R1 e R2.
« Adicione 1 gota de reagente R1 aos primeiros 10 pogos.
« Coloque 1 gota do reagente R2 no décimo primeiro pogo (controle do soro).
« Coloque 1 gota do reagente R1 no décimo segundo poco (controle do reagente) para verificar
avalidade do reagente BUF e do reagente R1.

Nota: Realize apenas uma verificagdo de reagente por sequéncia de teste.

- Homogeneize o contetido dos pogos com muito cuidado a méo, batendo nas laterais da placa de
microtitulagéo posicionada plana.

- Em seguida, deixe a placa imével e completamente livre de vibracdes.

- Leia aresposta 2 horas depois.

9.3 - Adsorcéo de aglutininas naturais anti-shea em caso de aglutinacéo do controle sérico
- Agitar suavemente o reagente R3.
- Coloque-o num tubo e misture:
« 0,1 mL de soro;
« 0,3 mL de reagente R3.
- Deixe incubar & temperatura ambiente por 60 min.
- Centrifugue a 2000 rpm por 15 min.
- Recolher o sobrenadante; o soro é entdo diluido para 1/4.
- Diluir o sobrenadante a 1/5 em reagente BUF para obter uma diluico mée adsorvida (1/20).
- Repita o protocolo de "Execugédo do ensaio em placa de microtitulagdo” e substitua a diluigdo méae
pela diluicdo mée adsorvida.

10 - LEITURA E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Reacé&o negativa: Auséncia de hemaglutinagéo.
Presenca de um bot&o puntiforme na parte inferior da ctpula.

Reacdo positiva: Presenca de hemaglutinagédo.

Presenca de véu vermelho/marrom cobrindo a ctpula.

Exemplo: para um limiar de sensibilidade de 0,2 IU/mL obtemos:

OO0 0 O O 4 4

1/40 1/80 1/160 1/320 1/640
Diluiges 8 16 32 64 128 s Control
oro ontrole
ul/mt controle  de reagente
Diluigdes 1/1280 1/2560 1/5120 1/10240 1/20480
ul/mL 256 512 1024 2048 4096

% Soro positivo em 1/1280

O titulo é dado pela ultima diluicdo mostrando hemaglutinagéo.
O titulo em UI/mL é igual ao inverso desta dilui¢éo limite multiplicada pelo limiar de sensibilidade
do reagente no Kkit.

Exemplo : se um soro for positivo até que a diluicdo seja 1/1280 e o limiar de sensibilidade seja 0,2
Ul/mL, o titulo deste soro é 1280 x 0,2 = 256 Ul/mL.

11 - CONTROLE INTERNO DA QUALIDADE

Os reagentes CONTROLE + e CONTROLE - devem ser tratados como soros durante a andlise. O
titulo do reagente CONTROLE + deve ser igual ao titulo indicado no rétulo do frasco para injetaveis a +
uma diluigdo. O reagente CONTROLE - deve apresentar auséncia de hemaglutinagdo. Caso contrério,
0 teste nao é valido.

12 - CAUSAS DOS ERROS E LIMITACOES DO TESTE
Armazenamento deficiente do soro.

- Armazenamento deficiente de reagentes ap6s a abertura.

- Use apenas os gotejadores incluidos no kit.

- Nao substitua os conta-gotas entre os reagentes R1 e R2.

- Se houver uma reacéo positiva nos primeiros 10 pogos, continue com as diluigdes para procurar o

limite do titulo de aglutinacéo.

O controle sérico deve dar uma resposta negativa (botdo puntiforme). Em caso de hemaglutinagéo

deste controlo, o teste deve ser repetido apds a remocéo das anti- shaaglutininas naturais do soro

por adsorcao.

- O controle do reagente deve dar uma reagdo negativa (botdo puntiforme). Em caso de
hemaglutinagéo deste controlo, o reagente ELI.H.A RF n&o é utilizavel.

- Alguns soros, dos quais a concentragdo de anticorpos é muito alta, podem causar um fenémeno de
zona (com retracéo do véu) nas primeiras diluicdes, que desaparece nas préximas diluicdes.

- O fator reumatoide é um marcador biolégico de grande importancia diagnéstica no curso da

poliartrite reumatoide adulta. No entanto, o fator reumatoide ndo é especifico para a poliartrite

reumatoide e geralmente pode ser encontrado em niveis baixos em individuos saudaveis (individuos

com mais de 70 anos) ou em conectividade (sindrome de Gougerot Sjogren, IGpus eritematoso

sistémico, conectividade mista...).

Por outro lado, titulos fracos podem ser observados no inicio da doenca ou em pacientes tratados.

Os niveis de fator reumatéide sdo geralmente considerados significativos quando s&o superiores a

cerca de 12 Ul/mL (6), embora a probabilidade seja maior quando o titulo € maior (geralmente de 30

Ul/mL) (7). O limiar de sensibilidade, expresso em Ul/mL (determinado em relacdo ao padrdo da

WHO), é indicado no kit para cada lote (6).

- Além disso, recomenda-se o uso do WAALER-ROSE Bicolor, que possibilita a triagem do fator
reumatoide em 2 minutos por meio de uma reacéo de Waaler-Rose na lamina.

- A qualidade dos reagentes torna possivel realizar a reagéo a noite e a leitura na manha seguinte,
desde que a placa de microtitulacdo n&o seja deslocada e protegida da vibragéo.

- Em todos os casos, e antes do diagndstico final ser feito, a interpretagédo do teste deve ser obtida
com a integrac&o de todos os dados clinicos, epidemiolégicos e biolégicos e os resultados de outros
testes.

13 - DESEMPENHO

Os resultados das avaliagdes do teste ELI.H.A RF mostram sensibilidade de 97,6% e especificidade de
97,4%.

14 - ELIMINACAO DE RESIDUOS

Os residuos devem ser descartados de acordo com os regulamentos de higiene e legislagdo em vigor
no pais de uso para este tipo de produto.

Em caso de derramamento acidental de reagente BUF: limpar a superficie de trabalho com papel
absorvente e enxaguar com agua. Se o0 soro ou outro reagente for derramado: limpe com alvejante e
papel absorvente.
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