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CEFALINA-TPA

FUNDAMENTO
O teste de Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (TTPA) é baseado na ativação do mecanismo intrínseco da coagulação sanguínea através da adição de um substituto plaquetário (cefalina) e de cálcio ao plasma a ser analisado.

O teste é realizado adicionando-se o reagente de cefalina contendo um ativador plasmático e fosfolípides ao plasma em teste. Os fosfolípides agem como substituto de plaquetas. 

A mistura é incubada por 3 minutos a 37 ºC para ativação ótima. Adiciona-se à mistura incubada uma solução de cloreto de cálcio para ocorrer a recalcificação e a formação do coágulo é cronometrada.
O kit Cefalina-TPA pode ser usado também nas determinações quantitativas dos Fatores VIII, IX, XI e XII.
APLICAÇÃO CLÍNICA

O teste de Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (TTPA) é muito utilizado para verificar as deficiências de todos os fatores da coagulação do plasma, exceto o fator VII. Seu emprego é muito grande principalmente para detectar deficiências no estágio 1 do mecanismo de coagulação, isto é, os chamados Fatores VIII, IX, XI, XII e Precalicreína (Fator de Fletcher).

AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manhã após jejum de 4 horas, salvo orientações médicas.

Amostras utilizadas

Plasma colhido em citrato.
A qualidade da amostra é fundamental para a exatidão de resultados.
Anticoagulante

Citrato de sódio 3,2% (109 mmol/L) ou 3,8% (129 mmol/L) deve ser usado para testes de coagulação. Usar a proporção de 9 partes de sangue para 1 parte de citrato ou 1 gota de citrato para 3 mL de sangue.
Coleta da amostra

O sangue deve ser colhido por punção venosa ou por cateter.
Processamento da amostra

O sangue deve ser suavemente misturado com o anticoagulante imediatamente depois da coleta. Centrifugar a 2000 rpm por 10-15 minutos. Remover o plasma sem tocar a camada amarela ou nas células vermelhas. Tampar os tubos contendo as amostras para evitar mudança de pH que pode afetar os resultados. 
Estabilidade e armazenamento da amostra

Amostras mantidas a 22-24ºC podem ser testadas em 2 horas ou em 4 horas se conservadas a 2-4ºC.
Para períodos mais longos de tempo, congelar as amostras em -20ºC por 2 semanas ou em -70ºC por 6 meses. Descongelar as amostras rapidamente a 37ºC, homogeneizar e testar imediatamente.
Não congelar a amostra novamente.

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

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

REAGENTE UTILIZADO

CEFALINA-TPA

CAT. 315

MS 80022230141
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CNPJ – 03.142.794/0001-16

Av. Nossa Senhora de Fátima, 2363

Belo Horizonte – MG – Brasil

Farmacêutico Responsável: Homero Jackson de Jesus Lopes
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Componentes do kit
Conservar entre 2-8 ºC.
1. Cefalina - Contém extrato de cérebro de coelho cloroformizado, adicionado de ácido elágico e azida sódica 15 mmol/L. Não congelar.
Atenção

Depois de um armazenamento prolongado pode ocorrer a formação de sedimento amarelo no frasco do reagente. Misturar suavemente por inversão antes de usar para assegurar uma ressuspensão adequada do ativador.
2. Cloreto de Cálcio - Contém cloreto de cálcio 20 mmol/L e azida sódica 15 mmol/L. 
Estabilidade

Os reagentes são estáveis até o vencimento da data de validade impressa no rótulo do produto e na caixa quando conservados na temperatura recomendada, bem vedados e se evite a contaminação durante o uso.
Precauções e Cuidados Especiais

1- Aplicar os cuidados habituais de segurança na manipulação dos reagentes e amostra biológica. 

2- Recomendamos o uso das Boas Práticas de Laboratórios Clínicos para a execução do teste.

3- De acordo com as instruções de biossegurança, todas as amostras devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes.

4- O reagente Cefalina (1) e Cloreto de Cálcio (2) contêm azida sódica como conservante. Não ingerir ou aspirar. Evitar contato com a pele e mucosa.

5- Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resoluções normativas locais, estaduais e federais de preservação do meio ambiente.

EQUIPAMENTOS

Procedimento Técnico Manual

· Tubos e Pipetas;
· Coagulômetro;

· Cronômetro

Procedimento Técnico Automatizado

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

Procedimento Técnico Alternativo

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

Procedimento em Analisadores Automáticos

Mencionar o manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar o guia de aplicação dos reagentes para o sistema automático
Interferências

1- Oxalato de sódio, EDTA e Heparina são impróprios como anticoagulantes.

2- As seguintes substâncias ou condições demonstraram influenciar o TTPA: Contraceptivos orais, estrógeno, gravidez, drogas cumarínicas, heparina, asparginase e naloxona.

PROCEDIMENTO

Procedimento Técnico Manual

Notas Importantes

1- Usar ponteiras limpas (uma para cada teste)

2- Não deixar os reagentes na temperatura ambiente.

3- Retirar da geladeira somente o volume necessário para os teste.

Preparo de Amostra de Referência

Preparar um pool (referência) misturando plasmas citratados obtidos de no mínimo 3 indivíduos sadios. Não usar plasmas de portadores de doenças hepáticas ou de mulheres grávidas ou em uso de contraceptivos orais.

Técnica de Análise

1- Realizar o teste em tubos de vidro rigorosamente limpos.

2- A temperatura do banho-maria deve estar entre 36,5 – 38,5°C.

3- Testar as amostras testes e de referência em duplicata.

4- Pré-aquecer os reagentes Cefalina (1) e o Cloreto de Cálcio (2) a 37°C.

5- Seguir o esquema abaixo:

	Tubos pré-aquecidos
	Teste
	Referência

	Plasma do Paciente
	100 µL
	--------------

	Plasma de Referência
	----------
	100 µL


6- Incubar os tubos por 1 a 2 minutos a 37°C.
	Cefalina pré-aquecido
	100 µL
	100 µL


7- Homogeneizar suavemente. Incubar os tubos a 37°C por 3 minutos.

	Cloreto de Cálcio pré-aquecido
	100 µL
	100 µL


8- Homogeneizar suavemente.
9- Acionar o cronômetro.
10-Periodicamente, remover o tubo, incliná-lo e observar a formação de coágulo. Travar imediatamente o cronômetro e anotar o tempo.

Ver item Automação.
CÁLCULOS E RESULTADOS
O resultado é expresso em segundos.
Calcular a média do tempo da determinação de TTPA das duplicatas para cada plasma Teste e Plasma Referência.
Dividir o tempo do Plasma do Paciente pelo tempo do Plasma Referência. Esta relação é considerada normal quando for menor que 1,20.

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.

Citar a utilização de soros controles (nível normal –código --------- e patológico –código -------) nas análises realizadas juntamente com a freqüência da utilização dos mesmos. Descrever o procedimento de verificação de novos lotes de controles e reagentes.

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: PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC

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
Dependem da relação volume de anticoagulante/volume de amostra e do sistema de leitura empregado:
	1 parte de citrato + 9 partes de sangue

	Leitura
	Média (Segundos)
	Limite 2 DP

	Mecânica
	36
	31,1 - 40,9

	Foto-Ótica
	37
	31,5 - 42,5

	1 gota de citrato + 3 mL de sangue

	Leitura
	Média (Segundos)
	Limite 2 DP

	Mecânica
	29,8
	23,4 - 36,2

	Foto-Ótica
	30,7
	26,1 - 36,3


SIGNIFICADO CLÍNICO

O Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (TTPA) é um teste de escolha para avaliação da via intrínseca da coagulação (hemofilia) e para monitoração do uso de heparina clássica (não fracionada).
O TTPA é muito utilizado para verificar as deficiências de todos os fatores da coagulação do plasma, exceto o fator VII. Seu emprego é muito grande principalmente para detectar deficiências no estágio 1 do mecanismo de coagulação, isto é, os chamados Fatores VIII, IX, XI, XII e Precalicreína (Fator de Fletcher).

LIMITAÇÕES DO MÉTODO

Os resultados deverão ser usados em conjunto com informações disponíveis da avaliação clínica e outros procedimentos diagnósticos.
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