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-METODO
Turbidimetria.

FINALIDADE

Reagentes para a determinagdo quantitativa da antiestreptolisina O (AEO) no soro por
turbidimetria.

Somente para uso diagnéstico in vitro.

FUNDAMENTO

O teste baseia-se na aglutinagéo das particulas de latex recobertas com estreptolisina
"O" quando misturadas com soro de pacientes contendo antiestreptolisina O (AEO). A
concentragdo de AEO na amostra é diretamente proporcional a aglutinagdo obtida,
que é medida por turbidimetria.

SIGNIFICADO CLIiNICO

O grupo bacteriano dos estreptococos excretam varias toxinas imunogénicas e
enzimas. Os estreptococos do grupo A sdo encontrados muitas vezes em infecgdes da
parte superior do trato respiratério, assim como em infecgbes cuténeas superficiais.
Essas enfermidades podem evoluir para complicagdes mais sérias como febre
reumatica aguda ou glomerulonefrite aguda. Este tipo de complicagdo ndo é
facilmente detectavel em hemocultura, uma vez que as bactérias poderiam ja terem
sido eliminadas do soro quando aparecem os primeiros sintomas.

Na pratica comum, um ensaio para a detecgéo de anticorpos presentes no soro é a
melhor escolha ja que permanecem no soro mesmo apo6s o término da infecgao.
Dentre todas as exoenzimas liberadas, a estreptolisina O, a desoxirribonuclease B e a
estreptoquinase sdo as mais facilmente detectaveis.

Quando se produz a infecgdo, o organismo reage produzindo anticorpos contra a
estreptolisina O (AEO) que podem ser detectados no soro. O nivel destes anticorpos
varia seguindo a evolugdo da doenca, com o que sua quantificagdo em soro &
importante tanto para avaliar a terapia como para detectar precocemente possiveis
complicagdes da enfermidade.

QUALIFICAGOES DO METODO

e O sistema AEO-TURBIDIMETRIA da GOLD ANALISA é um ensaio quantitativo,
envolvendo reagdo antigeno-anticorpo, em que a aglutinagéo formada é medida por
turbidimetria.

IDENTIFICAGAO DOS REAGENTES

Conservar entre 2-8 °C.

1.Padrao AEO - Contém soro humano liofilizado. A concentragdo de AEO vem
indicada no rétulo do frasco. A concentragdo do Padrao é rastredvel a material de
Referéncia Biologico 97/662 (National Institute for Biological Standards and Control,
United Kingdom).

2. Latex AEO - Contém suspenséo de particulas de latex sensibilizadas com AEO e
azida sodica 14,6 mmol/L.

w

. Tampéo - Contém tamp&o Tris 20 mmol/L, cloreto de sédio 150 mmol/L e azida
sodica 14,6 mmol/L, pH 8,2.

PREPARO DOS REAGENTES DE USO
Padrdao AEO: Reconstituir o Padrdo (1) liofilizado com 1 mL de agua destilada ou
deionizada. Estavel por um més entre 2-8 °C.

Reagente de Trabalho: Misturar os reagentes na seguinte proporgédo: 4 mL de
Tampao (3) + 1 mL de Latex AEO (2).

Estavel por 20 dias entre 2-8 °C.

Atencao: Homogeneizar bem o Latex AEO antes do uso.

ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até o vencimento da data de validade impressa no rétulo
do produto e na caixa, quando conservados bem vedados na temperatura
recomendada e se evite a contaminagéo durante o uso.

Sinais de Deterioragdo dos Reagentes
Padrao: Presenga de umidade.
Reagentes: Absorgdo do Reagente de Trabalho superior a 0,900 em 540 nm.

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS
e Tubos e pipetas;

e Cronbmetro;

e Banho-Maria a 37 °C;

e Espectrofotdmetro (leitura em 540 + 20 nm).

PRECAUGOES E CUIDADOS ESPECIAIS

e Aplicar os cuidados habituais de segurangca na manipulagdo dos reagentes e
amostra bioldgica.

e Recomendamos o uso das Boas Praticas em Laboratério Clinico para a execugéo
do teste.

e O Latex AEO (2) e o Tampao (3) contém azida sédica como conservante. Evitar
contato com os olhos e mucosas. N&o aspirar ou ingerir.

e Embora, contendo azida sddica como conservante, todo cuidado deve ser tomado
para evitar contaminagao bacteriana.
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e O Padrao AEO (1), derivado de sangue humano, foi testado para anticorpos
anti-HCV, anti-HIV e antigeno HBsAg e apresentou resultados negativos. No
entanto, deve ser manuseado com precaucdo, como potencialmente infectante.
Manusear e descartar segundo as normas de biosseguranca.

Todo o material contaminado deve ser autoclavado por 1 hora a 120 °C ou deixado
em solugdo de hipoclorito de sédio a 10% por 1 hora.

De acordo com as instrugdes de biosseguranga, todas as amostras devem ser
manuseadas como materiais potencialmente infectantes.

Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resolugdes normativas
locais, estaduais e federais de preservagdo do meio ambiente.

Recomendamos o uso de equipamentos de protecéo individual (EPI) como avental,
oculos de seguranca, luvas descartaveis e outros que se fizerem necessarios para a
realizagéo do teste.

N&o deve ser utilizada a boca para pipetagem de reagentes, amostra ou qualquer
outra substancia.

Em caso de acidentes tomar as medidas cabiveis de primeiros socorros.

AMOSTRA
SORO.
No soro, a AEO ¢ estavel por 7 dias a 2-8 °C.

NOTA: E recomendavel que a coleta, preparagdo, armazenamento e descarte das
amostras biologicas sejam realizadas seguindo as recomendacgdes das Boas Praticas
em Laboratérios Clinicos.

Enfatizamos que os erros advindos da amostra podem ser muito maiores do que os
erros ocorridos durante o procedimento analitico.

LIMITAGOES DO METODO

Reagdes falso-positivas podem ocorrer em outras doengas distintas da
glomerulonefrite e febre reumatica, como a artrite reumatoide, escarlatina, amigdalite,
infeccdes estreptococicas diversas e mesmo em portadores sadios.

Reacdes falso-negativas podem ocorrer em alguns casos de infecgdes primarias e em
criangas de 6 meses a 2 anos de idade.

Considerando que uma determinagéo isolada de AEO nédo fornece informagéo
suficiente sobre o estado atual da enfermidade, recomenda-se em casos duvidosos e
com o objetivo de seguir a evolugdo da doenca, repetir o teste em intervalos
quinzenais durante 4 a 6 semanas.

PROCEDIMENTO DO TESTE

1.Pré-aquecer o Reagente de Trabalho e o equipamento a 37 °C. Homogeneizar o
Reagente de Trabalho antes do uso.

2. Ajustar o Zero de absorbéancia do equipamento com agua deionizada em 540 nm.

3. Pipetar nas cubetas ou tubos de ensaio:

Padréao Teste
Reagente de Trabalho 1000 pL 1000 pL
Padrao AEO 10 pL —
Soro - 10 L

4. Misturar e inserir a cubeta imediatamente no portacubetas termostatizado a 37 °C e
acionar o crondmetro.

5.Apds 10 segundos, fazer uma primeira leitura fotométrica (A,) do Padrao e Teste em
540 nm.

6. Apds 2 minutos, repetir a leitura fotométrica (A;) do Padréo e Teste em 540 nm.

Calculos
A concentragédo de AEO pode ser calculada através do fator de calibragao.
Cp = Concentragéo do Padréo de AEO, vem indicada no rétulo do frasco.

Exemplo

Cp =260 Ul/mL

Ap = Absorgao do Padréo = (A, - A,) do Padréo
At = Absorbancia do Teste = (A, - A;) do Teste
FC = Fator de Calibragédo = Cp + Ap =260 + Ap
Ct=FC x At

VALORES DE REFERENCIA

Adultos: menor que 200 Ul/mL

Criangas: menor que 150 Ul/mL

Estes valores devem ser usados como uma orientagdo. E recomendado que cada
laboratorio estabelega seus proprios valores de referéncia.

AUTOMAGAO

Este kit pode ser utilizado pela maioria dos analisadores automaticos.

O consumidor podera solicitar maiores informagdes através do Setor de Apoio ao
Cliente (SAC) ou acessando o site www.goldanalisa.com.br

CONTROLE DA QUALIDADE
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O laboratério clinico deve ter implementado um Programa de Garantia da Qualidade
para assegurar que todos os procedimentos laboratoriais sejam realizados de acordo
com os principios das Boas Praticas de Laboratério Clinico (BPLC).

Para controle e verificagdo do desempenho do kit podem ser utilizados soros controles
reumaticos.

E importante que cada laboratério estabeleca os seus proprios valores médios e os
respectivos limites de variag&o.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO*

Linearidade

A reacéo é linear até 800 Ul/mL. Para valores maiores, diluir a amostra a 1/5 com
agua deionizada e repetir a medigao. Multiplicar o resultado final por 5. A linearidade
pode variar consideravelmente de acordo com o equipamento utilizado.

Repetibilidade - Precisao intra-ensaio

Os estudos foram realizados através de 20 determinagdes, utilizando 2 amostras com
valores de 200 e 366 Ul/mL. As médias dos coeficientes de variagao obtidas foram de
3,4 e 3,4%, respectivamente.

Reprodutibilidade - Precisdo inter-ensaio

Os estudos foram realizados através de 25 determinagdes, utilizando 2 amostras com
valores de 200 e 366 Ul/mL. As médias dos coeficientes de variacéo obtidas foram de
3,6 e 3,4%, respectivamente.

Limite de Detecgao
L, = 3 Ul/mL de AEO.
O intervalo de medida é de 3 até 800 Ul/mL.

Efeito de altas concentragoes (Efeito prozona)
Valores falsamente baixos s&@o obtidos em amostras com concentragdo de AEO
superior a 4000 Ul/mL.

Interferéncias

A hemolise (hemoglobina até 1000 mg/dL), a lipemia (triglicérides até 1000 mg/dL),
bilirrubina até 20 mg/dL e fatores reumatoides até 2200 Ul/mL n&o interferem.

Alguns medicamentos e substancias podem interferir.

Comparagao de Métodos

O produto foi comparado com outro similar disponivel no mercado através da analise
de 69 amostras de soro humano com valores desconhecidos.

Os resultados analisados por modelos estatisticos demonstraram que ndo ha
diferenca significativa em um intervalo de confianga de 95% com uma equagdo de
regresséao linear onde y = 1,028x + 9.

OBSERVAGOES

1- A observagdo minuciosa da limpeza e secagem da vidraria, da estabilidade dos
reagentes, da pipetagem, da temperatura e do tempo de reacdo é de extrema
importancia para se obter resultados precisos e exatos.

2- Na limpeza da vidraria pode-se empregar um detergente neutro ou uma solugédo
acida. A Ultima lavagem deve ser feita com agua destilada ou deionizada.

3- A agua utilizada nos laboratérios clinicos deve ser purificada utilizando-se métodos
adequados para as finalidades de uso. Colunas deionizadoras saturadas liberam
diversos ions, aminas e agentes oxidantes que deterioram os reativos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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4. GOLD ANALISA: Informe Técnico do Produto.

TERMOS E CONDIGOES DE GARANTIA DA QUALIDADE DO PRODUTO

Lei n° 8.078 de 11-9-90 - Codigo de Defesa do Consumidor

A Gold Analisa garante a substituigdo, sem 6nus para o consumidor, de todos os
produtos que comprovadamente apresentarem problemas técnicos, desde que o
usuario utilize equipamentos e materiais em boas condigbes técnicas, siga
rigorosamente o procedimento técnico e as recomendacdes estabelecidas nas
Instrucdes de Uso.

N° do lote e data de validade: Vide Rétulos do Produto
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METODO
Turbidimetria.

META

Reactivos para la determinacion cuantitativa de antiestreptolisina O (AEO) en suero
por turbidimetria.

Sélo para uso diagndstico in vitro.

RAZON FUNDAMENTAL

La prueba se basa en la aglutinacion de particulas de latex recubiertas de
estreptolisina "O" cuando se mezclan con suero del paciente que contiene
antiestreptolisina O (AEO). La concentracion de AEO en la muestra es directamente
proporcional a la aglutinacién obtenida, que se mide por turbidimetria.

SIGNIFICACION CLINICA

El grupo bacteriano de los estreptococos excreta varias toxinas y enzimas
inmunogénicas. Los estreptococos del grupo A a menudo se encuentran en
infecciones del tracto respiratorio superior, asi como en infecciones superficiales de la
piel. Estas enfermedades pueden progresar a complicaciones mas graves, como
fiebre reumatica aguda o glomerulonefritis aguda. Este tipo de complicaciéon no es
facilmente detectable en hemocultivo, ya que la bacteria ya podria haber sido
eliminada del suero cuando aparecen los primeros sintomas.

En la practica comun, la mejor opcién es un ensayo para la deteccién de anticuerpos
presentes en el suero, ya que permanecen en el suero incluso después de que la
infeccion haya terminado.

Entre todas las exoenzimas liberadas, la estreptolisina O, la desoxirribonucleasa B y la
estreptoquinasa son las mas faciles de detectar.

Cuando ocurre la infeccion, el organismo reacciona produciendo anticuerpos contra la
estreptolisina O (AEO) que se pueden detectar en el suero. El nivel de estos
anticuerpos varia segun la evolucioén de la enfermedad, por lo que su cuantificacién en
suero es importante tanto para evaluar la terapia como para la deteccion precoz de
posibles complicaciones de la enfermedad.

CALIFICACIONES DEL METODO

o El sistema GOLD ANALISA AEO-TURBIDIMETRIA es un ensayo cuantitativo, que
implica una reaccion antigeno-anticuerpo, en el que la aglutinacion formada se mide
por turbidimetria.

IDENTIFICACION DE REACTIVOS

Conservar a 2-8°C.

1. Estandar AEO - Contiene suero humano liofilizado. La concentracion de AEO se
indica en la etiqueta de la botella. La concentracién del estandar se puede rastrear
hasta el material de referencia biolégica 97/662 (Instituto Nacional de Estandares y
Control Biolégicos, Reino Unido).

2. Latex AEO - Contiene suspension de particulas de latex sensibilizadas con AEO y
azida sodica 14,6 mmol/L.

w

. Tampon: contiene 20 mmol/L de tampon Tris, 150 mmol/L de cloruro de sodio y
14,6 mmol/L de azida de sodio, pH 8,2.

PREPARACION DE REACTIVOS PARA USO
Estandar AEO: Reconstituir el Estandar liofilizado (1) con 1 mL de agua destilada o
desionizada. Estable durante un mes a 2-8°C.

Reactivo de Trabajo: Mezclar los reactivos en la siguiente proporcién: 4 mL de Buffer
(3) + 1 mL de AEO Latex (2).
Estable durante 20 dias a 2-8°C.

Atencion: Homogeneizar bien el Latex AEO antes de su uso.

ESTABILIDAD

Los reactivos son estables hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta y la caja
del producto cuando se almacenan herméticamente cerrados a la temperatura
recomendada y se evita la contaminacién durante su uso.

Sefiales de deterioro de los reactivos
Predeterminado: Presencia de humedad.
Reactivos: Absorcion del reactivo de trabajo superior a 0,900 a 540 nm.

MATERIALES REQUERIDOS Y NO SUMINISTRADOS
e tubos y pipetas;

e cronografo;

e Bafio Maria a 37 °C;

e Espectrofotémetro (lectura a 540 + 20 nm).

PRECAUCIONES Y PRECAUCIONES ESPECIALES

e Aplique las precauciones de seguridad habituales al manipular reactivos y muestras
biolégicas.

e Recomendamos el uso de Buenas Practicas en Laboratorio Clinico para la
ejecucion de la prueba.
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AEO Latex (2) y Buffer (3) contienen azida de sodio como conservante. Evitar el
contacto con los ojos y las membranas mucosas. No aspirar ni ingerir.

Aunque, al contener azida de sodio como conservante, se debe tener cuidado para
evitar la contaminacion bacteriana.

El estdndar AEO (1), derivado de sangre humana, se analiz6 para anticuerpos
anti-VHC, anti-VIH y antigeno HBsAg y resulté negativo. Sin embargo, debe
manejarse con precaucién ya que es potencialmente infeccioso. Manipular y
desechar de acuerdo con las normas de bioseguridad.

Todo el material contaminado debe esterilizarse en autoclave durante 1 hora a 120
°C o dejarse en una solucién de hipoclorito de sodio al 10 % durante 1 hora.

De acuerdo con las instrucciones de bioseguridad, todas las muestras deben
manipularse como materiales potencialmente infecciosos.

Deseche los reactivos y las muestras de acuerdo con las reglamentaciones
ambientales locales, estatales y federales..

Recomendamos el uso de equipo de proteccién personal (EPP) como delantal,
lentes de seguridad, guantes desechables y otros que sean necesarios para la
prueba.

La boca no debe utilizarse para pipetear reactivos, muestras o cualquier otra
sustancia.

En caso de accidente, tome las medidas de primeros auxilios adecuadas.

MUESTRA
SUERO.
En suero, AEO es estable durante 7 dias a 2-8°C.

NOTA: Se recomienda que la recoleccion, preparacion, almacenamiento y disposicion
de muestras bioldgicas se realice siguiendo las recomendaciones de Buenas Practicas
en Laboratorios Clinicos.

Hacemos hincapié en que los errores derivados de la muestra pueden ser mucho
mayores que los errores ocurridos durante el procedimiento analitico.

LIMITACIONES DEL METODO

Las reacciones de falso positivo pueden ocurrir en enfermedades distintas de la
glomerulonefritis y la fiebre reumatica, como la artritis reumatoide, la escarlatina, la
amigdalitis, diversas infecciones estreptocdcicas e incluso en pacientes sanos.

Pueden ocurrir reacciones negativas falsas en algunos casos de infecciones primarias
y en nifios de 6 meses a 2 afios de edad.

Teniendo en cuenta que una determinacion aislada de OEA no proporciona
informacion suficiente sobre el estado actual de la enfermedad, se recomienda en
casos dudosos y para seguir la evolucion de la enfermedad, repetir la prueba
quincenalmente durante 4 a 6 semanas.

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA

1.Precalentar el Reactivo de Trabajo y el equipo a 37 °C. Homogeneizar el reactivo de
trabajo antes de su uso.

2. Ajustar el Cero de absorbancia del equipo con agua desionizada a 540 nm.

3.Pipetear en cubetas o tubos de ensayo:

Estandar Prueba
reactivo de trabajo 1000 pL 1000 pL
estandar OEA 10 pL ——

Suero — 10 L

4.Mezclar e introducir inmediatamente la cubeta en el portacubetas termostatizado a
37 °C y poner en marcha el cronémetro.

5.Después de 10 segundos, tome una primera lectura fotométrica (A1) del estandar y
pruebe a 540 nm.

6.Después de 2 minutos, repita la lectura fotométrica (A2) del Estandar y pruebe a
540 nm.

Calculos
La concentracion de AEO se puede calcular usando el factor de calibracion.
Cp = Concentracion estandar AEO, se indica en la etiqueta de la botella.

Ejemplo

Cp =260 Ul/mL

Ap = Absorcién del Patrén = (A2 - A1) del Patron
At = Prueba Absorbancia = (A2 - A1) de prueba
FC = Factor de calibracion = Cp + Ap = 260 + Ap
Ct=FC x At

VALORES DE REFERENCIA

Adultos: menos de 200 Ul/mL

Nifios: menos de 150 Ul/mL

Estos valores deben usarse como una guia. Se recomienda que cada laboratorio

establezca sus propios valores de referencia.
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AUTOMATIZACION

Este kit puede ser utilizado por la mayoria de los analizadores automaticos.

El consumidor podra solicitar mas informacién a través del Sector de Atencién al
Cliente (SAC) o accediendo al sitio web www.goldanalisa.com.br

CONTROL DE CALIDAD

O laboratério clinico deve ter implementado um Programa de Garantia da Qualidade
para assegurar que todos os procedimentos laboratoriais sejam realizados de acordo
com os principios das Boas Praticas de Laboratério Clinico (BPLC).

Para controle e verificagdo do desempenho do kit podem ser utilizados soros controles
reumaticos.

E importante que cada laboratério estabeleca os seus proprios valores médios e os
respectivos limites de variagao.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO 4

linealidad

La reaccién es lineal hasta 800 Ul/mL. Para valores mas altos, diluya la muestra 1/5
con agua desionizada y repita la medicion. Multiplique el resultado final por 5. La
linealidad puede variar considerablemente segun el equipo utilizado.

Repetibilidad: precisién intraensayo

Los estudios se realizaron a través de 20 determinaciones, utilizando 2 muestras con
valores de 200 y 366 Ul/mL. Los promedios de los coeficientes de variacion obtenidos
fueron 3.4 y 3.4%, respectivamente.

Reproducibilidad - Precision entre ensayos

Los estudios se realizaron a través de 25 determinaciones, utilizando 2 muestras con
valores de 200 y 366 Ul/mL. Los promedios de los coeficientes de variacién obtenidos
fueron 3,6 y 3,4%, respectivamente.

Limite de deteccion
DL = 3 Ul/mL de AEO.
El rango de medicion es de 3 a 800 Ul/mL.

Efecto de altas concentraciones (Efecto prozona)
Se obtienen valores falsamente bajos en muestras con concentracion de AEO superior
a 4000 Ul/mL.

Interferencia

No interfieren la hemdlisis (hemoglobina hasta 1000 mg/dL), la lipemia (triglicéridos
hasta 1000 mg/dL), la bilirrubina hasta 20 mg/dL y los factores reumatoides hasta
2200 Ul/mL.

Algunos medicamentos y sustancias pueden interferir.

Comparacioén de métodos

El producto se comparé con otro producto similar disponible en el mercado mediante
el andlisis de 69 muestras de suero humano con valores desconocidos.

Los resultados analizados por modelos estadisticos mostraron que no existe diferencia
significativa a un intervalo de confianza del 95% con una ecuacién de regresion lineal
donde y = 1.028x + 9.

COMENTARIOS

1- La observacion cuidadosa de la limpieza y el secado de la cristaleria, la estabilidad
de los reactivos, el pipeteo, la temperatura y el tiempo de reaccién es extremadamente
importante para obtener resultados precisos y exactos.

2- Para la limpieza de cristaleria se puede utilizar un detergente neutro o una solucion
acida. El ultimo lavado debe hacerse con agua destilada o desionizada.

3- El agua utilizada en los laboratorios clinicos debera ser depurada mediante
métodos adecuados a los fines de su uso. Las columnas desionizantes saturadas
liberan varios iones, aminas y agentes oxidantes que deterioran los reactivos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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TERMINOS Y CONDICIONES DE LA GARANTIA DE CALIDAD DEL PRODUCTO
Ley N° 8078 del 11-9-90 - Codigo de Proteccién al Consumidor
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