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PROTEÍNA C REATIVA ULTRASENSÍVEL
PRINCÍPIO DE AÇÃO

Metodologia: Imunoturbidimetria.

O reagente permite a determinação quantitatativa de PCR no soro humano por imunoprecipitação, na presença de um polímero ativador que aumenta a sensibilidade e a velocidade do ensaio imunoturbidimétrico. A Proteína C Reativa forma com o antisoro específico um complexo insolúvel, produzindo turbidez, cuja intensidade aumenta a absorbância proporcionalmente à concentração de PCR na amostra.
AMOSTRA

Preparo do Paciente

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

Amostras utilizadas

Soro obtido livre de hemólise e lipemia intensa. 
Estabilidade e armazenamento da amostra

As amostras de pacientes são estáveis entre 2 e 8°C por até 2 dias e 03 meses a 20°C negativos.

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.

REAGENTE UTILIZADO

PROTEÍNA C REATIVA ULTRASENSÍVEL
CATÁLOGO: K079
ANVISA: 10269360133
QUIBASA QUÍMICA BÁSICA Ltda

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil

Tel.: (31) 3427.5454 - Fax (31) 3427.2999

e-mail: bioclin@bioclin.com.br
site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Indústria Brasileira

Componentes do kit

Número 1-Tampão -Conservar entre 2 e 8 ºC. HEPES pH 7.2 10 mmol/L, Polietilenoglicol (PEG), NaCl, detergentes e estabilizadores

Número 2 – Antisoro - Conservar entre 2 e 8 ºC. Tampão Borato 3.2 mmol/L. Anticorpos anti PCR humano policlonal (cabra) e monoclonal (rato) ligados a partículas carboxilatos poliestireno,

polietilenoglicol (PEG), NaCl, detergentes e estabilizadores.

Preparo do Reagente de Trabalho

Misturar 1 parte do Reagente Nº 1 (Tampão) com 1 parte do Reagente Nº 2 (Antisoro), previamente homogeneizado. O Reagente é estável por 7 dias quando mantido entre 2 e 8° C. Não congelar.

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 na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes contaminantes;

4 - Colunas deionizadoras saturadas liberam água alcalina, íons diversos e agentes oxidantes e redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados;

5 - O nível de água no banho-maria deve ser superior ao nível dos reagentes nos tubos de ensaio;

6 - Os reagentes 1 e 2 devem ser manuseados cautelosamente, pois são passíveis de contaminação biológica.

7 - Manusear com cuidado todos os reagentes que contêm Azida sódica, pois são irritantes para pele e mucosas;

8 - Os materiais de origem biológica foram testados para HIV e HBs Ag usando métodos de última geração e apresentaram resultados negativos. O risco de infecção não pode ser excluído e o reagente

deve ser manuseado com o mesmo cuidado observado para o soro do paciente. 
Potencialmente infectante;

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

EQUIPAMENTOS

Técnica Manual

Condições de Reação

· Equipamento: Espectrofotômetro ou colorímetro
· Leitura: Comprimento de onda 505 nm 

· Banho-maria a 37 º
· Pipetas para medir amostras e reagentes
· 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

Técnica I - Reação de ponto final

Marcar 3 tubos de ensaio: C ( Calibrador ), A ( Amostra ) B (Branco) e proceder como a seguir:
                                      Calibrador          Amostra            Branco
Reagente de Trabalho        500 μL               500 μL             500 μL

Amostra                              —                    25 μL                 —

Calibrador                         25 μL                   —                    —
Homogeneizar e incubar por 5 minutos a 37 °C. Ler imediatamente após a reação em 505 nm contra o Branco de Reagente.
Técnica II - Cinética de ponto fixo

Adicionar 25 μL de Calibrador ou Amostra a 500 μL de Reagente de Trabalho (previamente homogeneizado), misturar e transferir imediatamente para uma cubeta termostatizada a 37° C. Medir as absorbâncias do Calibrador e da Amostra em 505 nm aos 20 e 200 segundos.

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

CÁLCULOS

Técnica I
PCR (mg/L) = Absorb. da amostra    x Conc. do calibrador

                      Absorb. do calibrador
O Fator de Calibração pode ser usado como opção.
Fator de calibração = Concentração do calibrador
                                 Absorbância do calibrador
mg/L = Absorbância da amostra x Fator de calibração

Por se tratar da determinação de PCR Ultrasensível, o valor
Técnica II

Δ A do Calibrador ou da Amostra = Abs. 200 segundos - Abs. 20 segundos
Fator = Concentração do Calibrador
                  Δ A do Calibrador
PCR = Δ A da Amostra x Fator
Os resultados serão expressos em mg/L
RESULTADOS

Unidade de Medida: mg/L
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
Os valores de referência para o presente método foram obtidos através da determinação de Proteína C Reativa em populações sadias do sexo masculino e feminino.
Para risco cardiovascular:

Risco Alto: superior a 3,0 mg/L

Risco Médio: 1,0 a 3,0 mg/L

Risco Baixo: 2,0 mg/L

Para doenças inflamatórias na fase aguda: inferior a 8,0 mg/L IMPORTANTE: a interpretação dos valores para risco cardiovascular só pode ser realizada na ausência de quadros inflamatórios

sistêmicos. 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

Níveis elevados de PCR têm sido indicados para avaliação de pacientes com doença arterial coronariana. A determinação do PCR Ultrasensível tem uma importância preditora para independente de IAM e AVC em pessoas aparentemente saudáveis.

A Proteína C Reativa é um útil indicador de processo inflamatório em atividade, quer seja de origem infecciosa (pneumonia, tuberculose) ou não infecciosa (febre reumática em atividade, artrite reumatóide, lúpus eritematoso).

Está presente também, em várias outras condições patológicas como em doenças neoplásicas, trauma intenso, viroses, queimaduras. A determinação de sua concentração plasmática constitui um teste

eficaz no acompanhamento da terapêutica utilizada e prognóstico das inflamações

LINEARIDADE 

Linearidade

A reação é linear até 350 mg/L. Para amostras com valores maiores que 350 mg/L ou absorbância maior que 0,8, recomenda- se diluir a amostra com Cloreto de Sódio 0,85%, repetir a dosagem e multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluição.

LIMITAÇÕES DO MÉTODO

O volume proposto para a reação é de 500 μL. As leituras devem ser realizadas em um equipamento que cumpra esta condição. Caso contrário, aumentar o volume de reagente e amostra proporcionalmente, partindo da técnica descrita.

Em um valor de PCR de até 1,0 mg/L a interferência por lipemia é inferior a 10% quando a concentração de triglicérides é de até 2.000 mg/L. Não são encontradas interferências com valores de bilirrubina até 40 mg/ dL e hemoglobina até 1.000 mg/dL.
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