	Nome do Laboratório
	Procedimento Operacional Padrão

COMPLEMENTO C4
	Página 3 de 3
POP xxx
Revisão: 00



COMPLEMENTO C4
PRINCÍPIO DE AÇÃO

Metodologia : Turbidimetria.

Ensaio turbidimétrico para a quantificação do complemento C4 em soro ou plasma humanos. Os anticorpos anti-C4 formam compostos insolúveis quando se combinam com o C4 da amostra do paciente, ocasionando uma relação de absorvância proporcional a concentração de C4 na amostra, e que pode ser quantificada por comparação com um calibrador de C4 de concentração conhecida.
AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manhã após jejum de 8 horas, salvo orientações médicas.

Amostras utilizadas

Soro ou plasma fresco colhido com heparina ou EDTA com anticoagulantes. 
Estabilidade e armazenamento da amostra

A amostra é estável 2 (dois) dias entre 2 e 8 ºC ou 3 meses entre –20ºC. 
As amostras com restos de fibrina devem ser centrifugadas. Não utilizar amostras altamente

hemolizadas ou lipêmicas.
Volume ideal utilizado para análise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise).

Volume mínimo utilizado para análise
(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise).

Critérios para rejeição da amostra

Não usar amostras com fortes sinais de hemolise e nem com presença de contaminação bacteriana.

Fazer referência ao manual ou POP de coleta, separação e distribuição de material.
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Componentes do kit

Reagente Nº 1 : Tampão - conservar entre 2 e 8°C. Contém:

Tampão salina Fosfato (pH 7.43), Polietileno Glicol (40 g/L) e Azida Sódica (0.95 g/L).

Reagente Nº2: Anti-soro - conservar entre 2 e 8°C. Contém:

Tampão salina fosfato (pH 7.43), Anti-Soro C4 policlonal e Azida Sódica (0.95 g/L).

Preparo do Reagente de Trabalho

Diluir o Antisoro (reagente nº 2) 1:12,5 com o Tampão (reagente nº 1). O Antisoro diluído,

armazenado em frasco âmbar, é estável 07 (sete) dias em temperaturas entre 2 e 8º C e 01 (um) dia em temperaturas entre 15 e 30º C.

Estabilidade

Os reagentes são estáveis até a da data de validade impressa no rótulo quando conservados de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminação do produto durante o uso para não afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS E PRECAUÇÕES ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnóstico in vitro;

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtenção de resultados exatos;

3 - A água utilizada no enxagüe de materiais deve ser recente e deionizada;

4 - É importante para o bom desempenho do teste, um rigoroso controle de tempo e temperatura;

5 - O descarte do material utilizado deverá ser feito obedecendo-se os critérios de biossegurança de acordo com a legislação vigente;

6 – Não congelar os reagentes; o congelamento do anticorpo ou do diluente pode afetar a funcionabilidade dos mesmos;
EQUIPAMENTOS

Técnica Manual

Condições de Reação

· Equipamento: Espectrofotômetro ou colorímetro
· Leitura: Comprimento de onda 340 nm 

· Cubeta termostatizada a 37 ºC caminho óptico de 1 cm
· Pipetas para medir amostras e reagentes
· Banho-maria
· Cronômetro
Procedimento Técnico Automatizado

Inserir nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referência ao manual ou POP para utilização do mesmo.

Procedimento Técnico Alternativo

Inserir o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Indicar as possíveis diferenças quando os procedimentos manuais substituírem os procedimentos automatizados.

PROCEDIMENTO

Procedimento Manual

Pipetar 25 μL da amostras diluídas, padrões e controle(s) com 500 μL reagente de trabalho. Misturar e incubar por 5 minutos a 37 ºC.

Ler a absorbância da amostras, padrões e controle(s) a 340 nm.

Procedimento Automatizado
Mencionar o manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar a programação dos reagentes para o equipamento automático.

CÁLCULOS

Construir a curva de calibração com os valores de absorbância obtidos frente a concentração de C4 de cada diluição do calibrador.

Interpolar as absorbâncias das amostras na curva de calibração para obter os resultados das concentrações de C4.

RESULTADOS

Unidade de Medida: mg/dL
CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 
Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Deve ser prática rotineira do Laboratório Clínico o uso de soro controle para checar a precisão e exatidão das dosagens. Deve ser de 5% o erro máximo permitido em relação aos valores pré-estabelecidos para os controles.

Citar POP para controle interno.
Controle Externo 

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade.
Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.
VALORES DE REFERÊNCIA 

9 – 36 mg/dL (IFCC)

Estes valores devem ser usados como orientação, sendo que cada laboratório deverá criar sua faixa de valores de referência, de acordo com a população atendida.
SIGNIFICADO CLÍNICO

O complemento C4, segundo componente reativo da via clássica de ativação do complemento. É uma proteína sintetizada pelo fígado, ou pode ser sintetizada pelos monócitos ou outros tecidos.

A concentração de C4 no plasma aumenta como conseqüência de uma resposta de fase aguda (trauma, inflamação ou necrose tissular).

Uma deficiência genética completa induz a diminuição da concentração de C4 no plasma, associada a uma elevada prevalência de enfermidades auto-imunes ou colágeno-vasculares, particularmante o Lupus Eritematoso Sistêmico (SLE).

Sua concentração pode diminuir também como conseqüência do consumo na formação de complexos imunes.
LINEARIDADE 

Linearidade

A reação é linear até concentração de 150 mg/dL. Para valores maiores, diluir a amostra 1:5 com Cloreto de Sódio 9g/L e repetir a determinação. Multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluição.

LIMITAÇÕES DO MÉTODO

Interferências

Bilirrubina (40mg/dL), hemoglobina (19 g/L) e fatores reumatóides (600UI/mL) não interferem. 
Os lipídios (10 g/L) interferem.
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