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TURB PCR

Proteina C Reativa
REG. MS: 10159820056

FINALIDADE. Reagente utilizado na determinacdo quantitativa da Proteinas C Reativa (PCR) no soro
humano por imunoturbidimetria. Somente para uso diagnstico “in vitro”.

PRINCIPI0. A turhidimetria haseia-se na detecgZo 6tica de particulas muito peguenas suspensas em
liquido. Quando o anticorpo anti-proteinas C-reativa humana que reveste as particulas de latex reage
com a PCR presente na amostra, formam-se 0s imunocomplexos insoldveis que provocam a aglutina-
¢do e induzem uma turhidez, medida por espectrofotometria a 540nm. Essa turhidez é diretamente
proporcional a concentracao da Proteinas C Reativa da amostra.

METODOLOGIA. Imunoturhidimetria Latex

SIGNIFICADO CLINICO. A PCR liga-se nio apenas aos poliosideos presentes em muitas hacté-
rias, fungos e protozoarios parasitas, mas tamhém a fosforilcolina, fosfatidilcolinas. 0 seu papel
principal € reconhecer substancias autégenas potencialmente toxicas, liberadas por tecidos da-
nificados, ligar-se a elas e desintoxica-las ou remové-las do sangue. A PCR & tamhém o que exibe
0s aumentos mais intensos de concentracdo apos o infarto do miocardio, trauma, infecces,
cirurgias ou proliferacdo neopléasica. 0 aumento ocorre dentro de 24 a 48 horas, e o nivel pode
ser de 2.000 vezes o normal. A determinacdo do aumento inespecifico de PCR é clinicamente
(til para a triagem da doenca organica; avalicdo da atividade de uma doenca inflamatoria, tal
como artrite reumatoide; deteccao de infeccdes intercorrentes no lipus eritematoso sistémico,
naleucemia ou apos cirurgia; deteccdo da rejeicao em receptores e meningite, quando a colheita
de amostras para a investigacdo hacteriologica pode ser dificil.

REAGENTES.

. R1=Diluente. Conservar entre 2 e 8°C. Contém: tampdo de cloreto de aménio 0,1 mmol/L, azida
sodica 0,95 g/L, pH 8,6.

»  R2=Latex. Conservar entre 2 e 8°C. Contém: suspensdo de particulas de latex sensihilizadas
com e anticorpos anti-PCR humana, azida sodica 0,95 g/L.

. Padréo = Soro humano liofilizado. Conservar entre 2 e 8°C. A concentracao de proteina C-reativa
vem indicada no rétulo do frasco. O valor de concentracdo do padrdo de PCR é rastreavel ao
material de Referéncia ERM-DA474/IFCC.

0 soro humano utilizado na preparacao do padrdo é negativo para o antigeno HBs e para anticorpos
anti-HCV e anti-HIV. No entanto, 0 padrao deve ser tratado com precaugao como potencialmente infec-
cioso. Sugerimos seguir as normas estahelecidas de Biosseguranca.

0s reagentes ndo abertos sdo estaveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto. Du-
rante 0 manuseio, 0s reagentes estao sujeitos a contaminacao de natureza quimica e microbiana que
podem provocar reducao da estabilidade.

*PREPARO DOS REAGENTES

Para alguns analisadores utilizamos um reagente de trabalho (verificar a programacao do equipamen-
to que serd utilizado); Esvaziar o conteido de um frasco do Reagente 2 no frasco do Reagente 1. Homo-
geneizar, Estavel 60 diasa 2 - 8°C.

Se desejar preparar volumes menores, misturar na proporgao: I mL do reagente 2+ 4 mL do reagente 1.
Agitar 0 reagente 2 antes de pipetar.

(Nota 1): Homogeneizar o Reagente 2 com suavidade antes de verté-lo no frasco de Reagente 1. £ con-
veniente lavar o frasco do Reagente 2 com uma pequena quantidade da mistura preparada, com o
propdsito de arrastar residuos de latex que ficaram nas paredes do frasco.

Padréo; Reconstituir o liofilizado com 1,0mL de dgua destilada. Estavel por 30 dias de 2 - 8°C.

PRECAUCOES E CUIDADOS REQUERIDOS.

. Este reagente deve ser usado somente para uso diagndstico “in vitro”,

. 0s produtos de origem humana foram testados e estéo livres de HBsAg e anticorpos para HCV
e HIV, porém este material deve ser tratado cuidadosamente como potencialmente infeccioso.
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. Nao pipetar com a hoca. Evitar contato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos,
lavar com grande quantidade de agua e procurar auxilio médico.

- (reagente contém azida s6dica como conservante. Este componente pode reagir com cobre e
chumbo podendo tornar-se um metal explosivo. Ao descarté-lo, adicionar grande quantidade
de dgua.

. Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem como o tempo de reacéo para
obtencéo de resultados corretos.

«  Apresenca de umidade pode deteriorar o padrao.

. Nao usar se a ahsorbancia do branco estiver superior que 0.900 (convertido para 1,0 cm de es-
paco 0tico) quando medido em 540 nm ou se houver dificuldade em conseguir os valores esta-
belecidos para o0 soro controle fresco.

MATERIAL NECESSARIO NAO FORNECIDO.

Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37°C.
Espectrofotometro ou fotometro capaz de medir absorbancia em 540 nm (520 - 560nm).
Pipetas de vidro e/ou automaticas.

figua destilada/deionizada.

Consumiveis do analisador quando usado.

Soros controle.

Cronbmetro.

Tubo de ensaio.
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AMOSTRA. E recomendado soro livre de hemdlise. A Proteina C Reativa é estavel no soro por 7 dias
se forrefrigerado entre 2 - 80 C. Todas as amostras e controles sdo considerados potencialmente in-
fectantes, portanto sugerimos manusea-las seguindo as normas estabelecidas de Biosseguranca.

PREPARO DO PACIENTE. £ recomendado um jejum de 8 horas. Todavia, podera ser modificado se-
gundo orientacdo médica.

INTERFERENCIAS.

Alipemia (Triglicérides 10 g/L), a hilirrubina até 20 mg/dL, a hemélise (hemoglobina 10 g/L) e 0
fator reumatoide (200 Ul/mL) ndo interferem significativamente no resultado. Algumas drogas
e substancias afetam a concentragdo da proteina C reativa, sugerimos consultar Young et al.

PARAMETROS DO SISTEMA:
Temperatura 37°C
Comprimento de Onda 540 nm (520 - 560nm)
Tipo de Reacdo Ponto final
Diregdo Crescente
Vol. Amostra 10pL
Vol. Reagente 14mlL
Tempo de Incubacao 5 minutos

CALIBRAGAO. Utilizar padrao especifico para Proteina C Reativa que acompanha o Kit, a concen-
tracdo de PCR no padrdo é rastreavel ao calibrador de referéncia internacional DA474/IFCC.

PROCEDIMENTO AUTOMATIZADO. Aplicacao no sistema automatizado: vide manual para utili-
zacao do equipamento ( dependendo do analisador utiliza-se técnica monoreagente ou hireagente)
einstrucoes de uso do reagente Aplicacdo no sistema semi-automatico: proceder como demonstra-
to a seguir no procedimento manual até o item 3 (incubacao), em seguida utilizar o equipamento
para leitura, seguindo protocolo analitico especifico haseado no item Parametros do Sistema.



PROCEDIMENTO MANUAL.
1. Prepararoreagente de trabalho na forma monoreagente: 4 mL do reagente 1+ 1mL do reagente 2
2. Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo:

Branco Padrao Amostra S/C
Agua destilada 10pL
Padréo - 10pL
AmostraS/C - 10pL
Reagente de Trahalho 14mlL 14mL 1,4mL

3. Homogeneizar os tubos e deixar em Banho-Maria (BM) 37°C por 5 minutos.0 nivel de 4gua no BM
deve ser superior ao nivel de reagente nos tuhos de ensaio.

4. Zeraroaparelho como branco do reagente a 540 (520-560nm), proceder as leituras registrando
as absorbancias do padrdo, amostra e soro controle (S.C.).

* Soros fortemente lipémicos exigem um branco de amostra. Adicione 0.01 mL(10pL) de amostra a

14mL de solugdo salina, homogeneizar e ler a absorbancia contra o branco do reagente. Subtraia este

valor da absorbancia do paciente para obter a leitura corrigida.

0bs.; Procedimento sugerido para espectrofotdmetros que requerem volume minimo de 1,0 mL e po-
dem ser ajustados proporcionalmente sem influéncia no desempenho do teste. Salientamos que vo-
lumes de amostra menores do que 10 pL aumentam a imprecisao da medicdo em aplicagdes manuais.

cALcuLos.
(Abs.=Absorhancia)
(Conc. = Concentragao)

PCR da B A Abs. /min (amostra)
amostra(ng/L) A Abs. /min (calibrador)

Conc. do
calibrador (mg/L)

EXEMPLO:

Abs. amostra= 0.400
Abs. padrdo = 0.821
Conc. padrdo = 69 mg/L

PREa ~ _ 0400 . _
amostra(mg/l) 0821 B

33,6 mg/L

LINEARIDADE. Quando executado de acordo com o recomendado no topico Parametros do Sistema o
teste é linear até 150 mg/L. Em alguns protocolos € utilizado a proporcéo da amostra x reagente de 11100
para aumentar o nimero de testes, sendo que, nessa configuracao a linearidade passa a ser de 100 mg/L.
Para valores superiores a linearidade & recomendado diluir a amostra com agua destilada, repetir a medi-
¢do e multiplicar o resultado pela fator de diluicdo. O reagente ndo apresenta efeito prozona em concen-
tracBes menores que 500 mg/L.

CONTROLE DE QUALIDADE. Cada lahoratdrio deve manter um programa interno de gualidade que
defina objetivos, procedimentos, normas, limites de tolerancia acdes corretivas. Deve-se manter tam-
bém um sistema definido para se monitorar a variacdo analitica do sistema de medicao. Aconselhamos
0 uso dos Soros Controle de Proteina Nivel | e Nive Il Ebram c6d. 1019 e 1020.

VALORES ESPERADOS.

Até Smg/L

Estes valores sdo dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada laboratério esta-
belega seu praprio intervalo de referéncia.

ESTUDOS COMPARATIVOS. Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia de
turhidimetria similar nos proporcionou os seguintes resultados estatisticos: y = 0.9981x + 0,014254;
r=0.9917.

PRECISAD.

* Intra Ensaio - Precisdo analisada Repetibilidade

A concentracdo da PCR (mg/L) de uma amostra de soro desconhecida foi medida 20 vezes e o coefi-
ciente da variacdo determinada.

Analisador n Média s.D CV.
Cobas Mira 20 123 05 4,06
Cohas Mira 20 3,49 09 251
Cobas Mira 20 10,15 30 34

* Inter Ensaio - Precisdo de exame Reprodutibilidade

Analisador n Média SD Cv.

Hitachi 26 153 0,07 44

Cohas Mira 6 84 0,3 35
EXATIDAO.

0s controles sdo analisados em duplicidade no Cobas Mira.

Controle Valores analisados Valores das medidas (mg/L)
Ebram 9,0(6,0-12,0) 93
Biorad 3,90 (2,98-4,03) 3,34

SENSIBILIDADE METODOLOGICA. 1,0 mg/L

ESPECIFICIDADE. Nos estudos comparativos realizados apresentamos dados determinados em um anali-
sador. A comparagao com soros controles j validados mostrou uma especificidade analitica adequada.

OBSERVAGOES.

1. Alimpeza e a secagem adequadas do material utilizado sao fatores fundamentais para estabili-
dade dos reagentes e obtengdo de resultados corretos.

2. Adgua utilizada no laboratorio deve ter a qualidade adequada a cada aplicaco. Assim, para
preparar reagentes e usar nas medices, deve ter resistividade =1 mega ohm ou condutivida-
de <1 microsiemens e concentracdo de silicatos < 0,1 mg/L (agua tipo I1). Para o enxagiie da
vidraria a 4gua pode ser do tipo Ill, com resistividade > 0,1 megaohms ou condutividade < 10
microsiemens No enxagiie final utilizar agua tipo Il.

APRESENTAGAO. Turhidimetria Geral: RI=1x40mL+ R2=1x10mL+ Pad=1x1,0mL
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