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PCR-AS TURBIDIMETRIA

FUNDAMENTO
O teste baseia-se na aglutinação das partículas de látex recobertas com anticorpos anti-PCR humana quando misturadas com soro de pacientes contendo PCR. A concentração de PCR na amostra é diretamente proporcional à aglutinação obtida, que é medida por turbidimetria.

APLICAÇÃO CLÍNICA

A determinação dos níveis de Proteína C Reativa (PCR) no soro é sempre solicitada nos casos de: infarto do miocárdio, estresse, traumatismos, infecções, inflamações, intervenções cirúrgicas e nos processos neoplásicos.

AMOSTRA

Preparo do Paciente

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

Amostras utilizadas

Soro. 

Estabilidade e armazenamento da amostra

O analito é estável por 7 dias entre 2-8°C.
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 hemolisadas ou lipêmicas. 

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

REAGENTE UTILIZADO

PCR-AS-TURBIDIMETRIA

CAT. 474

MS 80022230098

GOLD ANALISA DIAGNÓSTICA LTDA

CNPJ – 03.142.794/0001-16

Av. Nossa Senhora de Fátima, 2363

Belo Horizonte – MG – Brasil

Farmacêutico Responsável: Homero Jackson de Jesus Lopes
CRF – MG - 2010

Componentes do kit

Conservar entre 2-8 (C.

1. Padrão PCR-AS – Contém soro humano liofilizado. A concentração de PCR vem indicada no rótulo do frasco. O valor de concentração do Padrão é rastreável a material de Referência BCR 470 (Institute for Reference Materials and Measurements, IRMM). 

2. Látex PCR-AS - Contém suspensão de partículas de látex sensibilizadas com anticorpos anti-PCR humana e azida sódica 14,6 mmol/L. 
3. Tampão - Contém tampão glicina 100 mmol/L e azida sódica 14,6 mmol/L, pH 8,6. 

Estabilidade

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

Sinais de Deterioração dos Reagentes

Padrão: Presença de umidade.
Reagentes: Absorção do Reagente de Trabalho superior a 1,600 em 540 nm. 
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- O Látex PCR AS (2) e o Tampão (3) contêm azida sódica como conservante. Evitar contato com os olhos e mucosas. Não aspirar ou ingerir.

4- O Padrão PCR AS (1), derivado de sangue humano, foi testado para anticorpos anti-HCV e anti-HIV e antígeno HbsAg e apresentou resultados negativos. No entanto, deve ser tratado com precaução, como potencialmente infectante. Manusear e descartar segundo as normas de biossegurança.

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

6- 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

· Espectrofotômetro (leitura em 540 ±20 nm);
· NaCL 0,9%;

· Banho-Maria a 37°C;
· Tubos e Pipetas;
· 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

A hemólise (hemoglobina até 1000mg/dL), a lipemia (triglicérides até 1000mg/dL) não interferem.

A bilirrubina acima de 10 mg/dL e fatores reumatóides acima de 75 UI/mL podem interferir.

Alguns medicamentos e substâncias podem interferir.

Preparo dos Reagentes de Uso

1- Padrão PCR-AS:
Reconstituir o Padrão (1) liofilizado com 5,0 mL de água deionizada ou destilada. Estável por um mês entre 2-8°C.

2-Reagente de Trabalho: 
Misturar os reagentes na seguinte proporção: 4 mL de Tampão (3) + 1 mL de Látex PCR-AS (2). Estável por 20 dias entre 2-8 (C.

Atenção: Homogeneizar bem o Látex PCR-AS antes do uso.

PROCEDIMENTO

Procedimento Técnico Manual
1-Pré-aquecer o Reagente de Trabalho e o equipamento a 37ºC.

Homogeneizar o Reagente de Trabalho antes do uso.

2-Ajustar o Zero de absorbância do espectrofotômetro com água deionizada em 540 nm.

3-Pipetar nas cubetas ou tubos de ensaio:

	
	Padrão
	Teste

	Reagente de Trabalho
	1,5 mL
	1,5 mL

	Padrão PCR-AS (diluição 2)
	20 (L
	--------

	Soro
	--------
	20 (L


4-Misturar e inserir a cubeta imediatamente no portacubetas termostatizado a 37ºC. Acionar o cronômetro.

5- Após 10 segundos, fazer uma primeira leitura fotométrica (A1) do Padrão e Teste em 540 nm.

6- Após 5 minutos, fazer nova leitura fotométrica (A2) do Padrão e Teste em 540 nm.

CÁLCULOS 

A concentração de PCR pode ser calculada de duas maneiras:

1-Cálculo da Concentração dos Testes na Curva de Calibração

Interpolar o valor da diferença de absorção (A2 – A1) de cada Teste no Gráfico da Curva de Calibração e encontrar os respectivos valores de concentração de cada Teste em mg/L. 

Curva de Calibração

Deve ser utilizada para se obter uma maior exatidão nos resultados. Preparar diluições do Padrão PCR – AS (1) já dissolvido, empregando solução salina 0,9%, da seguinte maneira:
	Diluição
	1
	2
	3
	4
	5

	Padrão PCR – AS (µL)
	10
	20
	40
	60
	80

	Solução Salina (µL)
	70
	60
	40
	20
	------

	Fator
	0,125
	0,25
	0,5
	0,75
	1,0


Atenção
A concentração de PCR nas respectivas diluições é obtida multiplicando a concentração do Padrão PCR – AS (valor indicado no rótulo do frasco) pelo fator correspondente (ver tabela).

Exemplo
CP = 14,4 mg/L (indicada no rótulo do frasco).

Fatores de Diluição: 0,125 – 0,25 – 0,5 – 0,75 e 1,0
Concentração de PCR em mg/L nos Padrões diluídos:

1,8 – 3,6 – 7,2- 10,8 e 14,4.

Dosagem dos Padrões

1- Pré - aquecer o Reagente de Trabalho e o equipamento a 37°C. Homogeneizar o Reagente de Trabalho antes do uso.

2- Ajustar o Zero de absorbância do equipamento com agua deionizada em 540 nm.

3- Dosar os 5 Padrões diluídos seguindo o quadro abaixo:

	Branco
	Padrões diluidos(1 a 5)

	Reagente de Trabalho
	1,5 mL
	1,5 mL

	Água deionizada
	20 µL


	----------

	Padrão PCR - AS
	-----------
	20 µL de cada Padrão


4- Misturar e inserir a cubeta imediatamente no porta-cubetas termostatizado a 37°C. Acionar o cronômetro.

5- Após 10 segundos ,fazer umaprimeira leitura fotométrica (A1) do Branco e dos Padrões em 540nm.
6- Após 5 minutos , repetir a leitura fotométrica(A2 ) do Branco e Padrões em 540 nm.

Traçado da Curva de Calibração

Calcular a diferença de absorção (A2 – A1) do Branco e de cada Padrão. 

Em um papel milimetrado traçar o gráfico lançando as diferenças de absorção dos Padrões na ordenada contra concentração de PCR (mg/L) na abcissa. 

A diferença de absorção do (A2 – A1) do tubo Branco será o ponto de concentração Zero da curva de calibração.
2-Cálculo da Concentração dos Testes pelo Fator de Calibração

Usando o Fator de Calibração para calcular a concentração, a linearidade é reduzida para 10 mg/L.

Diluir o Padrão PCR-AS da seguinte maneira:

20 (L do Padrão PCR-AS + 60 (L de solução salina 0,9%.

Dosar este Padrão diluído juntamente com os testes, conforme Procedimento do Teste.

Calcular a diferença de absorção (A2 - A1) do Padrão.

Calcular também a diferença de absorção (A2 - A1) de cada Teste.

Exemplo

CP = 14,4 mg/L indicada no rótulo.

Concentração do Padrão diluído: 14,4 x 0,25 = 3,6 mg/L.

CP = Concentração do Padrão de PCR-AS na diluição 2 = 3,6 mg/L.

AP = Absorbância do Padrão At = Absorbância do Teste 

Calcular a diferença de absorção (A2 – A1) do Padrão e Teste.

AP = (A2 – A1) do Padrão = 0,148

AT = (A2 – A1) do Teste = 0,162

FC = CP ((AP) = 3, 6 ( (AP) = 3, 6 ( 0,148 = 24, 3
CT = FC x (AT) = 24, 3 x 0,162 = 3, 9 mg/L de PCR
RESULTADOS

Não Aplicável.
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

Como fator de risco independente para avaliação de doenças cardíacas e vasculares, os valores de referência para PCR – AS são os seguintes:
•Risco baixo: inferior a 1,0 mg/L

•Risco moderado: 1,0 a 3,0 mg/L

•Risco alto: superior a 3,0 mg/L
SIGNIFICADO CLÍNICO

A Proteína C-Reativa (PCR) é uma proteína de fase aguda, cujos níveis aumentam desde 0,07 mg/L até 150 mg/L dentro dos cinco primeiros dias de um processo inflamatório. Por outro lado sua vida média é suficientemente curta, permitindo que os níveis caíssem rapidamente quando o processo inflamatório diminui.

As proteínas da fase aguda são especialmente valiosas na determinação da atividade da enfermidade assim como no prosseguimento da resposta frente ao tratamento. Assim, os níveis elevados de PCR têm valor diagnóstico para a confirmação e prosseguimento dos processos reumáticos como artrite reumatóide, poliartrite, vasculite sistêmica, polimialgia reumática. Além disso, é possível realizar um diagnóstico diferencial nos processos com sintomas similares, porém que originam respostas bastante diferentes sob o ponto de vista das proteínas da fase aguda. Por exemplo, os níveis de PCR na doença de Crohn são significativamente menores que no processo de colite ulcerosa, para uma mesma intensidade inflamatória. Isso também ocorre quando se comparam os níveis de PCR de pacientes com lúpus eritematoso sistêmico com os de pacientes com artrite reumatóide.

Outros processos em que se obtém uma ativação das proteínas da fase aguda são todos aqueles em que ocorre dano tissular ou infecção. Isto é especialmente útil no acompanhamento pós-operatório do paciente, já que permite avaliar tanto a recuperação do mesmo, como detectar de forma prematura uma possível infecção.

LINEARIDADE 
Linearidade

A reação é linear até 15 mg/L. Usando o Fator de Calibração a linearidade vai até 10 mg/L. Para valores maiores, diluir a amostra a 1/5 com água deionizada e repetir a medição. Multiplicar o resultado final por 5. A linearidade pode variar consideravelmente de acordo com o equipamento utilizado.
SENSIBILIDADE ANALÍTICA
Sensibilidade Analítica

Ld = 0,06 mg/L de PCR
O intervalo de medida é de 0,06 até 15mg/L.

LIMITAÇÕES DO MÉTODO

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