CRP

Finalidade
Método imunoturbidimétrico com latex para a determinagdo
quantitativa de proteina C reativa (PCR).

Significado clinico

A proteina Creativa (PCR) é um dos marcadores de fase aguda mais
sensivel que se sintetiza no figado. Seus niveis se incrementam
em resposta a estimulos agudos ou cronicos de tipo infeccioso,
inflamatdrio ou em caso de ferimento tissular.

Adeterminagdo de PCR é muito Util tanto para o diagndstico como
em tratamento de estados inflamatdrios, posto que o grau de in-
cremento de PCR e sua duragdo, correlacionam-se estreitamente
com a gravidade e atividade da doenga inflamatéria.

Fundamentos do método

A proteina C reativa reage com o anticorpo especifico formando
imunocomplexos insoltveis. A turbidez produzida pelos imuno-
complexos é proporcional a concentragdo de PCR na amostra e
pode ser lida com espectrofotémetro.

Reagentes fornecidos
A. Reagente A: solugdo fisiolégica tamponada, pH 7,6.
B. Reagente B: anticorpos monoespecificos anti-PCR.

Reagentes ndo fornecidos
- Solugdo fisioldgica.
- CRP Calibrator Set da Laborlab.

Instrugdes para uso
Reagentes Fornecidos: prontos para uso.

Precaugées

Os reagentes sdo para uso diagndstico “in vitro”.

Todas as amostras de pacientes devem ser manipuladas como se
tratando de material infectante.

Utilizar os reagentes observando as precau¢Ges habituais de
trabalho no laboratério de andlises clinicas.

Todos os reagentes e as amostras devem ser descartadas conforme
a regulagdo local vigente.

Estabilidade e instrugées de armazenamento
Reagentes Fornecidos: sdo estaveis sob refrigeragcdo (2-10°C)
até a data do vencimento indicada na embalagem. N3do congelar.

Amostra

Soro

a) Coleta: obter soro da maneira habitual.

b) Aditivos: ndo sdo necessarios.

c) Estabilidade e instru¢es de armazenamento: a amostra deve
ser fresca. Caso ndo seja processada na hora, pode ser conservada
2 méses sob refrigeragdo (2-10°C) ou 3 anos congelada (-20°C).
Evitar os congelamentos e descongelamentos repetidos.

- Volume final de reagdo: 1,28 mL
Os volumes de amostra e reagentes podem variar-se proporcional-
mente, sem que sejam alterados os fatores de calculo.

Procedimento

Curva de calibragdo
Em tubos de Kahn corretamente marcados, colocar:

CRP Calibrator (1; 3; 5; 6; 7; 8) 80 uL

Reagente A 1000 uL

Homogeneizar e incubar 5 minutos a 37°C. Ler a absorbancia de
cada calibrador a 340 nm (DO,) zerando o aparelho com dgua
destilada. Apds adicionar:

Reagente B 200 uL

Homogeneizar. Incubar 5 minutos exatos a 37°C e logo apés ler
a absorbancia a 340 nm (DO,) zerando o aparelho com dgua
destilada. Calcular a diferenca de absorbancia (AA = DO, - DO,)
para cada calibrador. Representar numa folha de papel marcada
com milimetros as diferengas de absorbancia (AA) em fungdo da
concentragdo em mg/L de PCR.

Procedimento para amostras
Em tubos de Kahn corretamente marcados, colocar:

Amostra 80 uL

Reagente A 1000 uL

Homogeneizar e incubar 5 minutos a 37°C. Ler a absorbancia a 340 nm
(DO,) zerando o aparelho com dgua destilada. Apds adicionar:

Reagente B 200 uL

Homogeneizar. Incubar 5 minutos exatos a 37°C e logo apds ler a
absorbanciaa 340 nm (DO,) zerando o aparelho com dgua destilada.

Calculos dos resultados

Calcular a diferenga de absorbéncia (AA = DO, - DO,) correspon-
dente a cada amostra analisada. Comparar os dados (AA) na curva
de calibragdo para determinar a concentragdo de PCR (mg/L) que
corresponde a amostra estudada.

As amostras com absorbancia superior a do ultimo ponto de calibra-
¢do, devem ser diluidas (1:2 ou 1:4) com solugdo fisioldgica e processa-
das novamente. Multiplicar o resultado obtido pela diluigdo realizada.

Exemplo:
Curva de calibragdo

Valor DO Do,
Tedrico

Calibrador 1 0 0,027 0,070 0,043

AA (DO,-DO,)

Interferéncias

Na&o utilizar soros hemolisados, lipémicos ou contaminados. As amos-
tras que apresentem precipitado, devem-se centrifugar prévio a prova.
N3o sdo observadas interferéncias por bilirrubina até 22 mg/dL
(220 mg/L) nem fator reumatdide até 500 Ul/mL.

Referéncia bibliogréfica de Young para efeitos de drogas neste método.

Material necessario (ndo fornecido)

- Espectrofotémetro.

- Cubetas espectrofotométricas de faces paralelas.

- Micropipetas e pipetas para medir os volumes indicados.
-Tubos de Kahn ou hemdlise.

- Banho-maria a 37°C.

- Reldgio ou timer.

Condigdes de reacdo

- Comprimento de onda: 340 nm
- Temperatura de reagdo: 37°C

- Tempo de reagdo: 10 minutos

- Volume de amostra: 80 uL

Calibrador 3 5 0,026 | 0,108 0,082
Calibrador 5 10 0,018 | 0,113 0,095
Calibrador 6 20 0,040 | 0,167 0,127
Calibrador 7 80 0,017 | 0,300 0,283
Calibrador 8 160 0,043 | 0,498 0,455
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Método de controle de qualidade
Immunology Control Level 1 da Laborlab.
Os Controles devem ser processados da mesma forma que as amostras.

Valores de referéncia

0-5mg/L

Recomenda-se que cada laboratério estabelega seus proprios
valores de referéncia.

E aconselhavel realizar duas ou mais determinagdes periddicas
para seguir o desenvolvimento da doenga.

LimitacGes do procedimento

- Vide “Interferéncias”.

- Recomenda-se realizar uma re-calibragdo completa, quando
é utilizado outro lote de reagente ou quando seja necessario
segundo o controle de qualidade.

- Durante o desenvolvimento de processos inflamatérios, a PCR
pode aumentar até 1000 vezes o nivel normal. Recomenda-se
diluir as amostras 1:5 ou 1:10 no caso de obter resultados eleva-
dos ou de suspeita de processos inflamatdrios graves.

- A fim de presevar a integridade dos reagentes devem-se evitar
as contaminagdes, utilizando para a medi¢do unicamente mi-
cropipetas preferivelmente limpas e secas.

Desempenho

a) Reprodutibilidade: determinou-se através de uma modificagdo
do protocolo EP5-A do CLSI. Processaram-se duas amostras com
diferentes niveis de PCR. Com os dados obtidos, calcularam-se as
precisdes intra-ensaio e total.

Precisdo intra-ensaio

Nivel D.P. CV.
11,9 mg/L +0,28 mg/L 2,4%
40,6 mg/L +0,49 mg/L 1,2%
Precisdo total
Nivel D.P. C\.
11,9 mg/L +0,72 mg/L 6,0%
40,6 mg/L +1,30 mg/L 32%

b) Limite de detecg¢do: é a minima quantidade do analito capaz de
ser detectada como uma amostra distinta de zero. Corresponde a
concentragdo de 0,5 mg/L de PCR.

c) Faixa de medigdo: corresponde ao intervalo de valores exata-
mente quantificaveis e compreende desde 2 mg/L até o ultimo
ponto de calibragdo (aproximadamente 200 mg/L de PCR).

d) Fenémeno prozona: no é evidente o efeito até 1000 mg/L de PCR.

Os dados de desempenho obtiveram-se empregando analisador
automatico Konelab 60i, portanto estes valores podem variar
cada vez que seja utilizado outro analisador ou técnica manual.

Parametros para analisadores automaticos
Consultar as adaptagdes especificas de cada analisador.

Apresentagao

1 x50 mL Reagente A
1 x 10 mL Reagente B
(Cod. 1770240)
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Termo de garantia

Este Kit como um todo tem garantia de troca, desde que esteja
dentro do prazo de validade e seja comprovado pelo Departamen-
to Técnico da Laborlab Produtos para Laboratdrios Ltda. que néGo
houve falhas técnicas na execugdo e manuseio deste kit, assim
como em sua conservagdo.
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SiMBOLOS

Este produto preenche os requisitos da Diretiva Européia
98/79 CE para dispositivos médicos de diagndstico "in
vitro"

Representante autorizado na Comunidade Européia

Uso médico-diagndstico "in vitro"
\V4 Conteudo suficiente para <n> testes
« Data de validade

s Limite de temperatura (conservar a)
}K N&o congelar

& Risco biolégico

— Volume ap6s da reconstituicdo
Contetdo

Numero de lote

™ Elaborado por:

[’% Nocivo

[ Corrosivo / Caustico

X Irritante

i Consultar as instrugdes de uso
Calibrador
[oonTro ] Controle
Controle Positivo
contro -] Controle Negativo
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