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TURB - PCR ULTRA-SENSIVEL

Imunoturbidimetria
REG. MS: 10159820056

FINALIDADE. Reagente utilizado na determinacdo quantitativa da Proteinas C Reativa (PCR) no soro
humano por imunoturbidimetria em niveis de ultrasensibilidade. Somente para uso diagnéstico “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 que provocam a aglutinagao e indu-
zem uma turbidez, medida por espectrofotometria a 540nm. Essa turbidez é diretamente proporcional
aconcentracao da Proteinas C Reativa da amostra.

METODOLOGIA. Imunoturbidimetria

SIGNIFICADO CLINICO. A proteina C-reativa (PCR) ¢ um marcador de fase aguda que se eleva
especialmente em processos inflamatdrios e infecciosos. Dentre 0s novos marcadores cardia-
cos, é considerado um dos mais importantes. Trata-se da proteina que indica a inflamacao dos
vasos sanguineos, causada pelo acimulo de gordura nas artérias. Estudos recentes mostraram
gque mesmo um discreto aumento da PCR é um fator de risco cardiovascular independente de
outros ja conhecidos, como os niveis de colesterol total e fracdes, apolipoproteina B-100 e ho-
mocisteina. Na avaliacdo de risco de doenca cardiovascular, valores de PCR inferiores a 3 mg/L
sao considerados satisfatorios, enquanto que niveis elevados se associam a maior risco cardio-
vascular. Esse fato esta de acordo com as evidéncias recentes de que, ao menos parcialmente,
a aterosclerose & uma doenca inflamatoria. A dosagem da PCR por método ultra-sensivel pode
contribuir tanto para a identificacdo de individuos assintomaticos com risco de doenca cardio-
vascular por aterosclerose, como para o acompanhamento de pacientes que ja tenham doenca
cardiovascular.

REAGENTES.

RT: Diluente - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: tampdo glicina 0,1 mol/L, azida sodica 0,95 g/L, pH 8,6.
R2: Latex - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: suspensdo de particulas de latex sensibilizadas com e
anticorpos anti-PCR humana, azida sédica 0,95 g/L.

Calibrador: Soro humano liofilizado - Conservar entre 2 e 8°C. A concentracdo de proteina
C-reativa vem indicada no rotulo do frasco. Apds reconstituir com 5,0mL de agua destilada o
calibrador é estavel por 30 dias armazenado entre 2 - 8°C. 0 valor de concentracdo é rastreavel
a0 material de Referéncia Certificado ERM-DA472/IFCC (Institute for Reference Materials and
Measurements,IRMM)

0 soro humano utilizado na preparagao do padrao é negativo para o antigeno HBs e para anticorpos
anti-HCV e anti-HIV. No entanto, o calibrador deve ser tratado com precaucdo como potencialmente
infeccioso. Sugerimos seguir as normas estabelecidas de Biosseguranca.

0s reagentes ndo ahertos sdo estaveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto. Du-
rante 0 manuseio, 0s reagentes estdo sujeitos a contaminacdo 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 equipa-
mento que sera utilizado): Esvaziar o contelido de um frasco do Reagente 2 num frasco do Reagente
1.Homogeneizar. Estavel 20 diasa2 - 8°C.

Se desejar preparar volumes menores, misturar na proporcao; ImL do reagente2 + 4mL do reagentel.
Padrao: Reconstituir o liofilizado com 5,0 mL de agua destilada. Estavel Tmés a2 - 8°C.

Nota I Homogeneizar o Reagente 2 com suavidade antes de verté- o no frasco de Reagente 1. E con-
veniente lavar o frasco do Reagente 2 com uma pequena quantidade da mistura preparada, com o
propdsito de arrastar os restos que ficaram nas paredes do frasco.

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.

- 0 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 gua.

. 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).
Tubo de ensaio e pipetas de vidro e/ou automaticas.

figua destilada/deionizada.

Soros controle.

Cronometro.

AMOSTRA. E recomendado soro livre de hemdlise. A Proteina C Reativa é estavel na soro por 7 dias
se for refrigerado entre 2 - 80 C. Para periodos mais prolongados congelar a amostra (-200C) por
no méaximo 3 meses (congelar somente uma vez). Todas as amostras e controles sao considerados
potencialmente infectantes, 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 até 1000 mg/dL), a hilirrubina até 10 mg/dL, a hemdlise (hemoglobina
até 10 g/L) e o fator reumatoide até 75 Ul/mL ndo interferem significativamente no resultado.
Algumas drogas e substancias afetam a concentragao da proteina C reativa, sugerimos consultar
Young et al.

PARAMETROS DO SISTEMA:
Temperatura 3700
Comprimento de Onda 540 nm (520 - 560nm)
Tipo de Reacdo Ponto final
Diregdo Crescente
Vol. Amostra SuL
Vol. Reagente 1.0 mL
Tempo de Incubacao 5 minutos

CALIBRAGAO. Utilizar calibrador especifico para Proteina C Reativa Ultra-sensivel que acompanha
o Kit.

PROCEDIMENTO AUTOMATIZADO.

Aplicacao no sistema automatizado: vide manual para utilizacdo do equipamento ( dependendo do
analisador utiliza-se técnica monoreagente ou hireagente) e instruces de uso do reagente.
Aplicacdo no sistema semi-automatico: proceder como demonstrado a seguir no procedimento ma-
nual até o item 3 (incubacdo), em seguida utilizar 0 equipamento para leitura, seguindo protocolo
analitico especifico haseado no item Parametros do Sistema.



PROCEDIMENTO MANUAL.
1. Preparar o reagente de trabalho na forma monoreagente: 4mL do reagentel + ImL do reagente2.
2. Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo:

Branco Padrao Amostra S/C
Agua destilada 5L
Padréo - Sl
Amostra S/C - 5uL
Reagente de Trahalho 1,0mL 1,0mL 1,0mL

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 com o branco do reagente a 540 (520 - 560nm), proceder as leituras registran-
tlo as ahsorhéncias do padrdo, amostra e soro controle (S.C.).

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

1.0mL de solucéo salina, homogeneizar e ler a ahsorhancia contra o branco do reagente. Subtraia este

valor da absorbancia do paciente para obter a leitura corrigida.

CALCULOS.
(Abs.=Absorbancia) / (Conc. = Concentragao)
(A Abs. /min=A2 - A1)

PCRUS da A\ Abs. /min (amostra) Conc. do
amostra (mg/L) AAbs. /min (calibrador) calibrador (mg/L)
EXEMPLO:

Abs. amostra=0.1254
Abs. padrdo = 0.3822
Conc. padrdo =12.9 mg/L

PORUSGa DI o
amostra(g/l) 03822 A

4.23mg/L

LINEARIDADE. Quando executado de acordo com o recomendado o teste & linear até 15 mg/L. Valores
superiores, diluir a amostra com agua destilada, repetir a medicao e multiplicar o resultado pela fator de
diluicdo. A linearidade pode variar consideravelmente dependendo do instrumento utilizado. 0 limite da
linearidade depende da relacao de amostra/reagente. Aumenta reduzindo o volume da amostra, enquanto
que a sensihilidade do ensaio diminuira proporcionalmente.

CONTROLE DE QUALIDADE. Cada lahoratério deve manter um programa interno de qualidade que
defina objetivos, procedimentos, normas, limites de tolerancia e acdes corretivas. Deve-se manter
também um sistema definido para se monitorar a variacdo analitica do sistema de medicao. Aconse-
Ihamos 0 uso dos Soros Controle PCR-ULTRA Nivel | e Nivel Il Ebram c6d. 1045 e 1046.

VALORES ESPERADOS. Para avaliacdo de risco de eventos coronarianos, os valores desejaveis foram
determinados a partir de dados epidemiolégicos com o objetivo de estabelecer a concentracéo de PCR
como um fator de risco (independente) para eventos coronarianos. Os valores de referéncia estdo de-
monstrados ahaixo de forma geral e de forma detalhada, respectivamente:

Baixo > PCRinferiora1,0mg/L
Moderado = PCRde1,0a 3,0 mg/L
Alto = PCR superior a 3,0mg/L

MULHERES
5-18anos=<190 mg/L
19- 49 anos =<3,33 mg/L
50 - 64 anos = < 8,50 mg/L
65 - 99 anos = < 6,60 mg/L

HOMENS
5-13anos=<145mg/L
14-18anos =<2,13 mg/L
19- 39 anos =< 2,68 mg/L
40 - 49 anos =< 4,80 mg/L
50 - 64 anos =<7,90 mg/L
65 - 99 anos = < 6,80 mg/L

Para avaliacao de processo inflamatorio em evolucéo, os valores esperados é <bmg/L para pacientes
adultos, <2,8mg/L para pacientes entre 2 meses e 15 anos e <4,Img/L para pacientes recém nascidos
com menos de 21 dias.’
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ESTUDOS COMPARATIVOS.
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia de turbidimetria similar nos propor-
cionou os seguintes resultados estatisticos: y = 0.9973x + 0,015169; r2= 0,9945.

PRECISAO.

*Intra Ensaio - Repetibilidade

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

Analisador n Média | CV.
Cobas Mira 20 14 1,8%
Cobas Mira 20 12 1,5%
EXATIDAO.
*Inter Ensaio - Reprodutibilidade
Analisador n Média | CV.
Hitachi 25 14 36
Cobas Mira 25 12 30

SENSIBILIDADE METODOLOGICA. 0,06 mg/L

ESPECIFICIDADE. Nos estudos comparativos realizados apresentamos dados determinados em um anali-
sador. A comparagao com soros controles ja 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 obtengao de resultados corretos.

2. Adgua utilizada no laboratorio deve ter a qualidade adequada a cada aplicacao. 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 enxégiie final utilizar agua tipo I1.

APRESENTAGAO.
Ri=1x40mL+R2=1x10mL+ Calibrador=1x5,0mL
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CONSULTAR  INSTRUGOES
DEUSO FABRICADO POR

DATADE VALIDADE v
PARA <N>TESTES (ULTIMO DIADO MES) NUMERO DOLOTE
PRODUTO PARA

LIMITE DE TEMPERATURA
(CONSERVAR A)

NUMERO DO CATALOGO
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