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APRESENTACAO

O Laboratério Escola de Analises Clinicas estd situado no campus | da
Universidade Catolica de Brasilia no Bloco - Sdo Gaspar Bertolli (Bloco M), Sala 220. O
local € dividido em area de uso comum (com bancadas, pias, armarios e equipamentos),
sala de lavagem e esterilizacdo de materiais, sala de separacdo e armazenamento de
materiais e amostras e sala administrativa.

E um Laboratério de uso comum, atendendo a aulas préticas dos cursos de
Biomedicina, Farméacia e Medicina. Atende aos estagios supervisionados de Biomedicina
e Farmécia, minicursos, monitorias, trabalhos de conclusdo de curso e projetos de
pesquisa. Nao realizando analises externas e liberagéo de laudos.
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1-OBJETIVO

Descrever de forma simples e objetiva as técnicas, atividades e operacdes

realizadas no laboratério.

2- RESPONSABILIDADES

2.1 Plano de avaliacéo periodica dos espacos

A verificacdo dos laboratdrios é feita diariamente pelo técnico que identificando algum
problema de infraestrutura abrird um chamado via sistema SISPRED para que a equipe
de manutencdo providencie 0s reparos necessarios.

2.2 Plano de manutencéo e guarda patrimonial

Anteriormente ao inicio do semestre a limpeza dos equipamentos e geladeiras séo feitos,
e se necessério, as calibragGes internas de equipamentos especificos sempre no inicio e
no fim dos semestres afim de preparar os equipamentos para inicio das aulas préticas.

2.3 Plano de limpeza e organizacao

O piso é limpo todos os dias pelos servidores do servico de limpeza e conservacgéo,
conforme escala estabelecida pela gestédo de Higienizacdo da UCB.

As bancadas séo limpas com sabdo neutro e alcool 70°no inicio e ao término de todas as
aulas. Equipamentos e materiais sdo encaminhados para a limpeza e desinfeccdo ao
término de cada aula (ex: tubos de ensaio, espatulas, almotolias etc.), primeiramente
ficam por cerca de 24h de molho em solugéo de cloro a 1%, em seguida séo enxaguados
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e lavadoas normalmente com sab&o neutro e novamente enxaguados com agua corrente e
preferivelmente pelo menos trés enxagues com &gua destilada. No caso de derramamento
fluidos bioldgicos dentro de equipamentos (centrifugas, estufas etc.) deve imediatamente
ser descontaminados com hipoclorito 1% e em seguida passar alcool 70%.

O laboratério possui identificacdes quanto ao que estd em cada armario e gaveta, bem
COmo 0s riscos quimicos e bioldgicos.

2.4 Plano de atualizacdo dos equipamentos

Anualmente ocorre uma previsdo orcamentaria de Investimentos para o laboratério, seu
grau de importéancia e urgéncia.

2.5 Agendamento de aulas praticas

Ao inicio do semestre é solicitado aos professores que utilizam os laborat6rios, bem como
0s coordenadores dos cusos, 0s planos de ensino com as datas e roteiros das préaticas. O
agendamento é solicitado por email para o reservasala@uch.br e sdo acompanhadas via
sistema VBI, bem como planilha compartilhada com os laboratérios de Microbiologia,
Parasitologia e Técnologia de Alimentos para controle pessoal.

2.6 Cursos que utilizam o laboratorio:
Regular
e Biomedicina
e Farmécia
e Medicina
e Estagio Supervisionado | (Biomedicina e Farmécia)
e Atividades de alunos de pds-graduacdo (Mestrado, Doutorado etc.)
e Monitorias com agendamento prévio
e Trabalho de Conclusao de Curso

e Minicursos

2.7 Pessoas envolvidas diretamente com o laboratério:
-Coordenacao do EAP’s
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Thalita Tormim

- Coordenador da biomedicina:
Fernando Pucci

- Técnicos:

Nathalya Evelyn Silva Araujo

3- NORMAS DO LABORATORIO

e Nao é permitida a presenca de pessoas ndo autorizadas no laboratorio.

e A chave do laboratério esta na responsabilidade do técnico do laboratério ou professor
e somente serd liberada aos alunos e pesquisadores que tiverem autorizacdo prévia da
coordenagdo do curso junto a gestao do EAP’s.

e E obrigatério o uso de EPI — Equipamento de Protec&o Individual (jaleco, sapato
fechado, calca cumprida, luvas durante a realizacdo de qualquer procedimento, além de
touca e méascara caso se faca necessario) dentro do laboratorio (Portaria da reitoria n°® 143
NRO6).

e Todos os alunos que utilizarem o laboratério devem ser orientados pelo professor
quanto ao seu funcionamento antes do inicio das atividades no laboratério.

e E proibida a entrada e o consumo de qualquer tipo de alimento ou bebida em areas de
analises.

e Fica proibido a entrada e permanéncia do aluno que estiver com sandélia, sapato que
ndo cubra totalmente os pés, shorts, saias, bermudas, cropped, salto alto, tamanco e
similares e jaleco de manga curta.

e ApOs os procedimentos realizados no laboratorio o aluno devera deixa-lo limpo e
organizado, e verificar se desligou todos os equipamentos que utilizou.

o Objetos de uso pessoal como bolsas, mochilas, celular, garrafas de agua, entre outros,
ndo devem ficar sobre as bancadas, somente devera ficar sobre as bancadas os materiais
necessarios para as atividades do laboratorio. Os demais materiais devem ser guardados

em local préprio especificado pelo professor e/ou técnico do laboratorio.
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e Mantenha a porta do laboratorio sempre fechada para controle e restricdo de acesso ao
local durante as atividades, salvo em casos em que a ventilagdo natural seja necessaria.

e Evitar brincadeiras, distracGes, uso de fones de ouvido, gritos e conversas paralelas
durante os procedimentos, pois podem causar sérios acidentes.

e Estar devidamente familiarizado com o equipamento que estiver sendo manuseado,
preferencialmente, fazendo-o sob supervisdo do técnico ou professor responsavel pela
disciplina.

e Zelar por sua propria seguranga e dos companheiros de laboratorio, informando ao
professor qualquer irregularidade ou situacdo de risco que possa comprometer aos que
estdo no laboratério.

e Observar o local adequado de descarte dos residuos produzidos durante as
aulas/atividades e sempre que necessario em caso de davidas buscarem orientagdo dos
técnicos sobre as normas de condutas para descarte dos residuos laboratoriais.

4 - ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Aulas Praticas dos Cursos de Biomedicina, Farmacia e Medicina que séo
ministradas no Laboratério de Anélises Clinicas contemplam as disciplinas de
Hematologia Clinica, Bioquimica Clinica, Imunologia Clinica, Fluidos Corporais e
Urinalise, Bases do diagnostico Clinico, Citopatologia Ginecoldgica, e Préticas
Profissionais em Biomedicina, assim como disciplinas da formag&o basica da Escola de
Saude e Medicina.

As principais atividades realizadas no laboratorio séo: coleta sanguinea, contagem
de células em camara de Neubauer, confeccdo de esfregacos sanguineos, contagem
diferencial de leucdcitos, hemograma em automacéo, imunohematologia — Sistema ABO
e Rh, contagem de reticuldcitos através da técnica de coloracdo com azul de cresil
brilhante, coagulograma manual, diluicdo, aglutinacdo (FR, VDRL, PCR),
imunocromatografia, imunofluorescéncia, hemaglutinacdo, Elisa, exame fisico, quimico
e microscopico da urina, concentracdo de espermatozoides, motilidade, morfologia e
vitalidade dos espermatozoides, dosagens bioquimicas diversas em equipamento semi-
automatizado, teste de resisténcia globular e construcdo de curva padréo, execucéo de
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técnicas de coletas ginecologicas e fixagdo (Brainstoming) em boneca e microscopia em
geral.

O Estagio Supervisionado do curso de Biomedicina e Farmacia consiste em
rodizios, normalmente trés grupos compostos por 5 a 6 alunos) . Cerca de duas vezes na
semana os alunos realizam uma rotina laboratorial realizando anélises de Hematologia
Clinica, Bioquimica Clinica, Urandlise, Imunologia Clinica e confeccionam os laudos
ficticios das amostras analisadas e o relatorio da atividade realizada em cada dia.

Monitorias, minicursos, projetos de pesquisas e demais atividades também sao
previstas a ocorrer no laboratorio mediante agendamento prévio do professor responsavel
da disciplina ou do projeto com a gestdo do EAP’s.

5—-PROCEDIMENTOS

5.1 Equipamentos de Prote¢do Individual — EPI

o Para manipulagéo de reagentes de kits manuais: Jaleco, luvas e touca.

o Para manipulacdo de corantes: jaleco e luvas.

o Para manipulacdo de quisquer tipos de amostras bioldgicas (sangue, soro, urina,
esperma entre outros) é obrigatorio o uso de jaleco, luvas, touca e méascara.

5.2 Equipamentos de Prote¢édo Coletiva — EPC

e O chuveiro de emergéncia é utilizado em casos de acidentes em que haja projecao
de grande quantidade de sangue, substancias quimicas ou outro material biolégico
sobre o profissional.

e O jato de agua deve ser forte e acionado por alavancas de mao, cotovelos ou
joelhos, para possibilitar a remocdo imediata da substancia reduzindo os danos
para o individuo.

e O lava-olhos é um equipamento utilizado para acidentes na mucosa ocular, o jato
de 4gua também deve ser forte e dirigido aos olhos. Quando ocorrer acidente com
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derrame de material nos olhos, estes devem ser lavados por, no minimo 15

minutos, para remocdo da substancia, reduzindo danos ao individuo.

Em geral o lava-olhos € instalado junto dos chuveiros ou junto das pias do
laboratério, porém a protecdo com 6culos pode evitar esses tipos de acidentes, que
as vezes pode levar a danos irreversiveis. Os chuveiros e os lava-olhos devem ser
higienizados semanalmente.

Os laboratorios sdo obrigados a manter em boas condi¢gdes de funcionamento
todos esses equipamentos citados. Esses equipamentos devem estar sinalizados
com placas indicativas, instalados ou colocados em locais conhecidos de todos e
de fécil acesso.

5.3 Higienizagao/Desinfeccao

O piso é limpo todos os dias pelos servidores do servigo de limpeza e conservagao,
conforme escala estabelecida pela gestdo de Higienicacdo da UCB.

As bancadas sdo limpas com sabdo neutro e alcool 70°no inicio e ao término de
todas as aulas.

Equipamentos e materiais sdo encaminhados para a limpeza e desinfec¢do ao
término de cada aula (ex: tubos de ensaio, espatulas, almotolias etc), primeiramente
ficam por cerca de 24h de molho em solucdo de cloro a 1%, em seguida sdo
enxaguados e lavadoas normalmente com sabdo neutro e novamente enxaguados
com agua corrente e preferivelmente pelo o menos trés enxagues com agua
destilada.

No caso de derramar fluidos bioldgicos dentro de equipamentos (centrifugas,
estufas etc.) deve imediatamente ser descontaminados com hipoclorito 1% e em

seguida passar alcool 70%

10
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5.4 Operac0es dos equipamentos
Homogeneizador de solugdes

e Na parte frontal do aparelho existem duas chaves. Uma com as descri¢des

liga/desliga e a outra min e max.

e Coloque os tubos nas garras de aco inox e posicione a chave liga/desliga na
posicéo liga, o eixo com os frascos comecard a girar. No botdo do potenciémetro,
pode-se selecionar a rotacdo desejada.

Microcentrifuga de Eppendorf

e Sempre utilize a tampa do rotor por seguranca e para permitir que o rotor alcance
a velocidade apropriada.

e A velocidade pode ser selecionada entre 500 a 13.300 rpm com o botéo da direita.
Gire o botdo para aumentar ou diminuir o valor.

e O tempo de operagdo pode ser selecionado entre 0,5 min a 30 min girando o bot&o
timer a esquerda.

e Quando o tempo pré-selecionado expirar, a centrifuga ird parar automaticamente.
Para parar a centrifuga antecedentemente ao termo do tempo estabelecido,
pressione o botdo de timer.

Estufa de secagem e esterilizacéo
e Ligar a chave geral;

e Programar a temperatura desejada no controlador;
e Inserir o material para secagem sobre as bandejas e manter espaco entre elas para

que o ar possa deslocar-se sem dificuldade.

Atencdo: para secagem de material com solventes, deixar a porta semi-aberta para que
nédo haja o risco de formacdo de gases e consequentemente a exploséo do equipamento.

Seguranca: ap6s programar a temperatura, ajustar o limite de superaquecimento a uma

temperatura de 15 a 30°C acima do programado no controlador. Se houver algum

11
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problema no controlador de temperatura, a resisténcia é desligada, protegendo assim suas

amostras.

Como programar a temperatura

- Indicacdo de saida de controle Principal

- Indicacéo de saida do alarme (Nao utilizada)

- Display

- Tecla diminui o valor de set-point

- Tecla aumenta o valor de set-point

- Tecla utilizada para acessar o set-point e rolagem dos parametros

- Tecla utilizada para acessar o menu de set-point e parametros de configuracéo

Para programar a temperatura desejada, pressionar as teclas , onde aparecera a
sigla “SP”, e a que mostrara o parametro de modificagdao de temperatura.
Pressionar a tecla para aumentar o valor de “SP”, e a tecla para diminuir o valor
e”’SP”.

Para confirmar a programacéo, pressione as teclas e.

Para o registro de um novo valor na memdoria, pressione a tecla duas vezes.

Destilador de agua

Abrir a torneira para o estabelecimento da caldeira

Através do registro de regulagem, abastecer a caldeira com agua, até que o sistema
nivelador comece a descartar agua.

Ligar os disjuntores e aguardar o aquecimento, até que a agua na caldeira entre
em ebulicéo.

A agua destilada saird no bico até o barrilete coletor.

Banho Maria Redondo

Encha a cuba com agua até a cobertura da resisténcia tubular, lembre-se que o

nivel deve cobrir ao menos 3 cm por cima da Ultima espiral da resisténcia.

12




~ Universidade UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA
. K Catélica de Brasilia LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS

Revisao 15/12/2022 Emiss&o: 10/04/15 Pagina 13 de 217

MANUAL DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

e Para maior durabilidade do aparelho use &gua destilada ou deionizada.

e Confira se a voltagem da rede elétrica € a mesma da etiqueta de identificacdo do
parelho.

e Confiraabitola dos fios que alimentam os aparelhos, 0s mesmos deverdo suportar
até 3,5 amperes.

e Ligue o aparelho girando o led de aquecimento ird acender.

e Posicione um termdmetro de vidro ou digital (4 cm imerso na agua).

e Selecione a temperatura desejada com o knob do regulador de temperatura
conferindo sempre a leiturano termdmetro j& que a escala do knob é analdgica.

e Quando o led de aquecimento apaga, indica que atingiu a temperatura de
termostatizagdo e iniciara os ciclos de liga-desliga para manter a temperatura.

e Se houver muita evaporacdo € estritamente necessario repor a quantidade de agua
evaporada.

Agitador de tubos tipo vortex

e Verifique se a voltagem do equipamento esta em conformidade com a da rede
eclétrica.

e Reserve uma bancada de trabalho limpa, seca e ndo combustivel.

e Reserve uma distancia de 15 cm de cada lado do equipamento com é&rea de
seguranca.

e Conecte o cabo na rede elétrica.

e Pressionar o tubo de ensaio sobre a plataforma de silicone. O processo de agitacdo
interrompe-se levantando o tubo de ensaio.

Agitador Magnético sem aquecimento:

e Use um recipiente de vidro ou plastico com o fundo totalmente plano (interno e
externo) e uma barra magnética (acompanha o equipamento).

e Coloque o produto e a barra dentro do beaker e este sobre a plataforma do
equipamento, cuidando para que o conjunto fique estavel sobre a bancada.

e Utilize o controle de agitacdo para programar a rotacdo desejada.

13
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e Apo6s algum tempo a rotacdo desejada serd alcancada, este tempo depende das
caracteristicas do produto a ser agitado. Esta aceleracéo é indicada pelo piscar do
led azul.

Lavadora de microplaca ??

Preparar lavadora: Faz com que a lavadora encha sua tubulagdo com a solugéo de

lavagem.

e Programacdo: Permite modificar os parametros da programagéo da lavadora.

Também permite salvar até 100 diferentes programacoes.

e Lavar microplaca: Inicia a operacdo que lava a microplaca de acordo com o
altimo protocolo escolhido.

e Limpar lavadora: Faz com que a lavadora encha sua tubulagdo com &gua

destilada ou deionizada.
e Configuracdo: Configura parametros gerais da Aquari®.

e (Gestao: Permite ao programador definir e programar a gestdo do usuério que vai

manusear o equipamento.

e Dispensar: Permite ao usuario dispensar solucéo de lavagem na microplaca.

Verifique se hd necessidade de esvaziar o descarte. Nunca opere a lavadora com o
descarte cheio! A garrafa de descarte tem um sensor de nivel, quando a garrafa esta cheia
a lavadora interrompe a operacdo. Porém, se o0 usuario conseguir fazer a lavadora aspirar
liquido pela tubulacdo de ar (mangueira branca) pode danificar a bomba de vacuo e
danificar o equipamento. Verifique se ha necessidade de encher os reservatorios de
solucdo de lavagem e agua destilada ou deionizada.
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Autoclave vertical (Phoenix):

Abrir a tampa e colocar agua na caldeira até atingir o descanso do cesto e
introduzir o material a ser esterilizado, acondicionados devidamente em sacos
para autoclavacdo. Se necessario, no caso de falta de sacos de especificos para
autoclave, usar 2 sacos de lixo com indicacdo de risco bioldgico contendo diversos
orificios ao longo das bordas. .

Fechar a tampa apertando os manipulos (B) em forma de cruz;

Abrir o registro de vapor (C) e ligar a chave comutadora no calor (MAX);
Aguardar a saida de vapor no bico do registro (E) e em seguida fecha-lo;

Mudar a chave comutadora para o calor médio (MED) para manter a pressao;
Terminando o tempo de esterilizacdo, desligar a chave comutadora (DESL), abrir

o registro de vapor (C) esperar 0 mandmetro (A) voltar a zero e em seguida abrir
a tampa.

Cuba eletroforética vertical

Remova a tampa. Note que se a tampa nao for removida, o encaixe dos cabos pode
resultar em ndo aperto do plugue de ouro e danificar o eletrodo.

Parafuse os cabos nos buracos 0 maximo que conseguir.

Coloque a tampa novamente.

Altitude maxima 2.200m, faixa de temperatura entre 4° e 65°c, umidade relativa
méxima de 80% para temp de até 31°c decrescendo linearmente para 50% de
umidade relativa a 40°C.

N&o e para utilizagdo externa.

Cuba de eletroforese horizontal

Remova a tampa. Note que se a tampa ndo for removida, os encaixes dos cabos
pode resultar em ndo aperto do plugue de ouro e danificar o eletrodo.

Parafuse os cabos nos buracos 0 maximo que conseguir.
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e Coloque a tampa novamente.
e Altitude maxima 2.200m, faixa de temperatura entre 4° e 65°c, umidade relativa

méxima de 80% para temp de até 31°c decrescendo linearmente para 50% de
umidade relativa a 40°C.

e N&o e para utilizagdo externa.

Fonte de eletroforese digital

e Ao ligar o equipamento, ele ira entrar no modo de configuracéo.

e O cursos piscara U = 000V. vocé pode ajustar o valo da tensdo constante de 10 —
1000V pressionando o botdo para cima e para baixo.

e O cursor piscarda I = 000mA quando vocé pressionar o botdo ENT. Vocé pode
ajustar esse valor de 1 — 500mA.

e O cursos piscard P = 000W quando vocé pressionar o botdo ENT. Vocé pode
ajustar esse valor da potencia de 1 — 300W.

e O cursor retornara e piscara U = 000V quando vocé pressionar o botdo
RUN/STOP, a fonte comegara a corrida e entrard no modo de operacdo. Mas se
voceé pressionar RUN/STOP, a fonte ir& parar e retornar ao modo de ajuste.

Balanca analitica

e Verificar o nivelamento da balancga

e Pré-aqueca a balanca antes de efetuar as medidas, pelo menos 30 min.

e Pressione a tecla power

e A indicacdo off se apaga e o display inteiro acende.

e Faca a calibracdo sempre antes de utilizar a balanca

e Tarar o recipiente de pesagem da amostra cologue-o sobre o prato e aguarde 0
simbolo de estabilidade acender, e entdo pressione a tecla O/T. Note que o zero €
mostrado no display.

e Coloque a amostra no prato e faca a leitura depois que a marca de estabilidade
aparecer.
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Microscépios

Antes de ligar retire todas as coberturas do produto.

Manuseie as lampadas, movimente a platina, ajuste o microscopio para a
observacao desejada da imagem, ajuste a dioptria, ajusta a bertura do diafragma,
coloque a lamina na platina, focalize, selecione a objetiva, refocalize.

Espectrofotdbmetro semi-automatico BTS- 350 Biosystems

Verificar a VVoltagem do equipamento antes de liga-lo na tomada

Verificar a conexdo da mangueira do descarte de residuos a parte de tras do
equipemanto bem como se ndo ha nenhuma obstrucdo da mangueira

Abrir a porta superior do equipamento, e verificar se a mangueira da bomba
peristantica encontra-se devidamente encaixada nos suportes.

Apertar o Botéo de Ligar ON/OFF

Aguardar a checagem do equipamento

Aperte ENTER para ir ao Menu

Escolher o método de Leitura: Absorbancia ou Concentracdo
Definir a faixa do comprimento de onda de Leitura

Passar as amostras a serem testadas seguindo a seguinte ordem ou conforme a
bula de procedimento do devido Kit utilizado:

I.  Branco (Linha de Base)
Il. Padrdo
Il.  Teste
Aguardar a Impressdo dos Resultados

Quando mudar de técnica, lave o sistema de aspiragdo com agua destilada e
solucéo de lavagem.

Ao finalizar o uso do equipamento sempre passar agua destilada e solugdo de
lavagem
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Centrifuga Excelsa Il — Fanem:
Antes de conectar o aparelho a rede elétrica, verificar se a rede na qual sera

conectado corresponde a voltagem e poténcia do equipamento;

O equipamento possui tensdo de 110V, sendo assim, é necessario liga-lo em um
estabilizador antes de ligar na tomada;

Ligar o botdo do estabilizador;

Prepare os tubos, coloque as amostras dentro deles, checando visualmente se eles

estdo no mesmo nivel;

Carregue os tubos no rack simetricamente, caso contrario ocorrera muita vibracéo
no processo de centrifugacgéo;

Feche a tampa da centrifuga;

Selecionar a velocidade, que vai de 0 a 7 (0 namero x 1000 corresponde a
quantidade de RPM), a centrifura ird comecar o processo imediatamente;

Marcar o tempo em um crondmetro, pois o0 equipamento nédo realiza a marcagéo
do tempo;

Apo0s o término do tempo e a centrigugacdo terminar totalmente, abrir a tampa e
retirar os tubos;

Ao terminar, desligar o estabilizador e desconectar a centrifuga da tomada.

Centrifuga K14-4000 — Kasvi:

Conectar o cabo de energia na parte de tras do equipamento e verificar a chave de
selecdo de tensdo 110V / 220V. Ligar na tomada apenas apos selecionar a tensao;
Ligar o equipamento, a tela ird acender;

Prepare os tubos, coloque as amostras dentro deles, checando visualmente se eles
estdo no mesmo nivel,

Carregue os tubos no rack simetricamente, caso contréario ocorrerd muita vibragao

no processo de centrifugacéo;
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Atencdo: quando existir uma diferenca de volume prejudicial a centrifuga, o
equipamento ird parar o0 processo, apresentando a mensagem ERR9, para defeito
no eixo motor;

Feche a tampa e certifique-se que ela esta travada;

Ajuste os parametros desejados:

- Pressione o botdo SEL uma vez para ajustar a velocidade;

- Pressione o botdo SEL duas vezes para ajustar o tipo de rotor;

- Pressione o botdo SEL trés vezes para ajustar a forga g (RCF);

- Pressione o botdo SEL quatro vezes para ajustar o tempo;

- Pressione o botdo SEL cinco vezes para ajustar a aceleracdo de 0 a 9.

Pressione o botdo de start, o indicador de start ird acender e a centrifuga
comecara a funcionar. A tela ird mostrar a velocidade, o cronometro comeca a
contagem regressiva assim que a centrifuga atingir a velocidade selecionada;
Quando o tempo de operacdo chegar ao zero (ou ao pressionar o botdo stop), a
velocidade vai diminuir até chegar a zero e, entdo, a centrifuga ira parar de
funcionar, destravar a tampa e enviar um aviso sonoro de que a centrifugacéo
terminou;

Pressione o botdo para posicao off (para baixo) para desligar o painel. Ao terminar
de usar o equipamento, desconectar a centrifuga da tomada.

Contador hematoldgico - Micros 60

Antes de conectar o aparelho a rede elétrica, verificar se a rede na qual sera
conectado corresponde a voltagem e poténcia do equipamento.

Ligar o equipamento na chave geral que encontra-se na parte de tras do
equipamento

Aperte a Tecla Start up, para inicializar uma prévia checagem do equipamento de
manutenc&o diéria.

Passar o Controle de Qualidade (Conforme instrucBes descritas no topico 4.
Procedimentos)
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Passar amostras desejadas (Conforme instrugcbes descritas no Topico 4.
Procedimentos)

Ao finalizar a rotina, apertar o botdo Stand-by antes de desligar o equipamento na
chave geral e da tomada.

OBS: Na opc¢do Menu , topico 4. Servicos existem diversas opcdes de manutencdes

utilizadas para as seguintes ocasioes:

Back Flush — suspeita de amostras com coagulo no sistema que pode obstruir
0s tubos e camaras do equipamento.

Drenagem de camaras — deve ser realizada sempre antes da limpeza
concentrada

Prime — é um inicializador de reagente. Deve ser realizado quando tiver
qualquer suspeita quanto a formacéo de bolhas ou problemas na aspiragdo das
solucdes.

Limpeza Concentrada — deve ser realizada 1 vez na semana ou 2 vezes se a
rotina for alta. Deve-ra ser adicionado 3 ml na cdmara de WBC e 3 ml na
camara de RBC. (OBS: sempre ap0s a realizacao da limpeza concentrada deve
ser feito navamente um start up, antes de prosseguir com a passagem de
controle de qualidade ou amostras)

Demais opcOes: Servigos Mecanicos e Servigdes Técnicos — apenas para
acesso dos técnicos da empresa do equipamento. (OBS: NAO MEXER)

Set up — Confihuragao do equipamento. Ja configurada. (OBS: NAO MEXER)

Coaguldémetro — Start4 Stago

Antes de conectar o aparelho a rede elétrica, verificar se a rede na qual sera
conectado corresponde a voltagem e poténcia do equipamento.
Ligar equipamento na chave geral que se encontra na parte posterior do

equipamento.
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Ir no Menu na opgéo 4. System Check e realizar a checagem do sistema, seguindo

0s passos mostrados no visor do equipamento clicando nas teclas.

No Menu:

1. Test Mode: Para escolher qual teste realizar (TAP, TTPA, Fibrinogenio, Fatores,

etc) e passar os controles.

1.

Calibration: Realizado apenas quando muda o lote dos Reagentes (Neoplastine e
CK. Prest).

Test Parameters: Ndo mexer. Configuracdo do equipamento.

System Check: realizado pelo menos 1 vez ao dia, no momento que ele é ligado
Diagnostic Test: Caso ndo for utilizar a pipeta do proprio equipamento, devera
nessa opcao clicar enter, depois em 1. Setup e mudar a opcéo Pipet Connect para
Non-Connect Pipet

Prosseguir a rotina de passar controles, calibracdo e amostras (Conforme
instrucGes descritas no topico 4. Procedimentos)

Desligar equipamento em chave geral e da tomada

Termobloco Banho Seco Digital

Liga e Desliga (ON/OFF) no botéo giratdrio. Atrés da unidade. Liga e desliga a
energia.

LED “Start”, verde, iluminado quando a unidade estd no modo de ajuste de
temperatura ¢ “off” quando esta no modo aquecimento.

Aguecimento LED vermelho. llumina quando a unidade esta no modo de ajuste
de temperatura e a unidade esta aplicando aquecimento aos blocos. Este LED fica
continuamente ligado durante o aquecimento e os ciclos e desligado quando a
unidade esta para ser ajustada a temperatura.

Seta “UP”, aumenta a temperatura quando a unidade esta 0 modo de ajuste.
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Seta “DOWN” — Diminui o ajuste de temperatura quando a unidade est4 no modo
de ajuste.

Seta Start/Stop — altera a unidade entre o ajuste e 0 modo de aquecimento

OPERACAO:

Ligue a unidade no botdo on/off na parte trazeira do equipamento. A unidade vai
ficar no modo de ajuste. Use a seta UP e DOWN para ajustar a temperatura
desejada. Pressione “START” e a unidade ird comecar a aquecer até o ponto
indicado.

A unidade lembra sempre da Ultima temperatura com a qual operou. Entretanto, o
botdo START deve ser pressionado fazendo com que a unidade ligue o
aguecimento para ajustar a temperatura.

Quando a primeira aquecida é dada no bloco, a unidade ira aplicar o0 aquecimento
completo do bloco rapidamente aumentando a temperatura.

Neste aquecimento inicial o display vai mostrar a temperatura acima e depois ele
vai voltar a temperatura ajustada. A temperatura do bloco atual ( e a amostra)
entretanto ndo vai sobrecarregar mais vai subir até o ponto de ajuste devido a
massa do bloco.

Para mudar a temperatura de ajuste, pressione STOP para fazer a unidade
retroceder até o modo de ajuste, entdo mude os pontos de acordo com as setas UP
e DOWN. Pressione a tecla start para controlar o aquecimento novamente. De

controle permite um aquecimento

CALIBRACAO:

A calibracdo permite que a display de temperatura da unidade seja ajustado ou coincida

com a temperatura de uma amostra simples ou use um termémetro independente para

medir a temperatura do bloco.
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O banho seco digital vem calibrado em 37C usando-se um bloco pequeno padrédo. Se vocé
esta usando um bloco que tem uma alta perda de calor como um bloco com grandes furos
ou uma plataforma estilo bloco, vocé deve recalibrar sua unidade para suas aplicacdes
especificas.

Se vocé estiver usando frascos de modelos diferenciados, a funcdo de calibracdo pode

ajuda-lo a encontrar a temperatura atual para sua amostra.

Para calibrar a unidade para um bloco ou amostra especifico, primeiro gire o botao
ON/OFF . Entao cologue o termdmetro para medir a preciséo dentro do bloco ou um
termopar ou outro tipo de sensor de amostra. Esteja certo de haver um bom contato entre
o termdmetro e 0 bloco ou um bom contato entre qualquer sensor e a amostra ou entre o
sensor e o bloco.

Para calibrar o bloco ou amostra no display, siga 0s seguintes procedimentos:

e Pressione e segure 0 botdo START-STOP entéo simultaneamente ligue a unidade
no botdo On/ OFF.

e Vocé vai ouvir um “DU-DU-DU” vindo do banho seco e o display vai mostrar
um segmento de flashings (piscadas) no lado esquerdo e vocé podera ver a
temperatura de ajuste.

e Use as setas UP e DOWN para ajustar a temperatura desejada a qual vocé quer
calibrar a unidade. Pressione o botdo START.

e Dé um tempo a unidade para ela se aquecer (até 40 ou 50 minutos) para entdo
ajustar a temperatura e para que esta se equilibre. O display digital inteiro vai
piscar quando o ponto de equilibrio for atingido.

e Depois de o display ter comecado a piscar, leia o termémetro (ou o sensor que foi
usado para temperatura) e use os botdes UP e DOWN para ajustar no display a
leitura do termbmetro ou do sensor. Entdo pressione o botdo START-STOP.
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e A unidade ird comecar a ajustar a temperatura operacional para o seu ponto de

ajuste incluindo o fator de recalibracdo. Deixe um tempo suficiente para que a

unidade se recalibre e entdo novamente compare a temperatura do termémetro ou

a leitura do sensor com o calibrado no display . Estas temperaturas devem estar

proximas. Se nao estiverem, repita o processo de calibracéo.

OBS: Termometros usados para calibracdo devem ter certificado NIST em seu corpo.
Termbmetros genéricos de laboratorio geralmente ndo sdo precisos o suficiente para

trabalho de calibracéo.

5.5 Técnicas realizadas no laboratdrio

Protocolos das préticas realizadas no laboratorio.

e Protocolos de Hematologia Clinica

o Coleta sanguinea

Higienizagdo das maos

As maos devem ser higienizadas apds o contato com cada paciente, evitando, assim, a

contaminag&o cruzada. A higienizacdo pode ser feita com agua e sabdo, ou usando alcool

gel.

A friccdo com alcool reduz em 1/3 o tempo despendido pelos profissionais de salde para

a higiene das maos, aumentando a aderéncia a esta acdo basica de controle.

Recepcéao do Paciente e Identificacdo

e O paciente deve ser recebido de forma cortés e segura. Profissionalismo é

importante para que a paciente tenha uma boa primeira impresséo e sinta-

se mais seguro. Sorria, seja amigavel, mas seja profissional. Ndo comente

sobre a sujeira do brago do paciente ao realizar antissepsia para coleta.
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e Realizar a Identificacdo do paciente nos tubos de coleta conforme o tipo de
exame a ser realizado

e Na identificacdo deve conter: nome, idade, data da coleta e horario da
coleta.

¢ Informacdes adicionais como tempo de jejum, pratica de atividades fificas
e uso de medicamentos podem ser de extrema necessidade dependendo do

tipo de exame.

Preparo dos Materiais de coleta

e Separar 0s tubos necessarios de acordo com o pedido dos exames, atentando-se
para quias tipos de tubos e a quantidade adequada.

e Selecionar uma seringa e a agulha ou material de coleta a vacuo. Deve-se mostrar
na frente do paciente que a mesma se encontra lacrada e abri-la na frente do
paciente.

e Rosquear a agulha na seringa e sem desencapa-la testar o embolo, para evitar a
deteccdo de possiveis defeitos do material apds a pun¢édo venosa.

e No caso da coleta a vacuo rosquear a agulha ao adaptador, certificando de que
esteja bem encaixado.

Posicionamento do braco
e O braco do paciente deve ser posicionado em uma linha reta do ombro ao punho,
de maneira que as veias fiquem mais acessiveis e 0 paciente o mais confortavel

possivel. O cotovelo nédo deve estar dobrado e a palma da méo voltada para cima.

Garroteamento
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O garrote € utilizado durante a coleta de sangue para facilitar a localizacdo das
veias, tornando-as proeminentes.

O garrote deve ser colocado no braco do paciente préximo ao local da pungéo (4
a 5 dedos ou 10 cm acima do local de puncéo), sendo que o fluxo arterial ndo
podera ser interrompido. Para tal, basta verificar a pulsacdo do paciente. Mesmo
garroteado, o pulso devera continuar palpével.

O garrote ndo deve ser deixado no braco do paciente por mais de um minuto.
Deve-se retirar ou afrouxar o garrote logo ap6s a venopungdo, pois o
garroteamento prolongado pode acarretar alteracdes nas analises (por exemplo:
calcio).

Selecdo da regido de puncéo

A regra bésica para uma punc¢do bem sucedida é examinar cuidadosamente o brago
do paciente. As caracteristicas individuais de cada um poderdo ser reconhecidas
através de exame visual e/ou apalpacéo das veias.

Deve-se sempre que for realizar uma venipuncéo, escolher as veias do braco para
a mao, pois neste sentido encontram-se as veias de maior calibre e em locais
menos sensiveis a dor.

Antissepsia e Higienizacdo em Coleta de Sangue Venoso

Selecionado o local da coleta, deve-se com um algoddo embebido de alcool 70%
limpar a regido a ser coletado com um Unico movimento circular de dentro para
fora.

Nao deve ficar esfregando repetidas vezes o local para ndo espalhar qualquer tipo
de sujeira ou residuos passiveis de contaminacao.

Permitir a secagem da area por 30 segundos para prevenir hemolise da amostra e
reduzir a sensacéo de ardéncia na venopuncéo.

Na&o assoprar, ndo abanar e ndo colocar nada no local.

N&o tocar novamente na regido apds a antissepsia.
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Se a venopuncéo for dificil de ser obtida e a veia precisar ser palpada novamente
para efetuar a coleta, o local escolhido deve ser limpo novamente.

Procedimento de Coleta com Seringa

Solicitar que o paciente faga movimentos de abrir e fechar a mao para dilatar a
veia e facilitar na visualizacdo da mesma.

Inserir a agulha na veia com o bisel voltado para cima, com uma angulagéo de
cerca de 30 a 45°.

Puxar o embolo cuidadosamente, firmando bem uma das méaos de modo a evitar
gue no momento de puxar o émbolo com a outra méo a agulha entre ou saia do
local da puncéo.

N&o aspirar muito rapidamente, para evitar a colabagéo do vaso.
Aspirar 0 volume desejado

Retirar o garrote do braco do paciente

Retirar com cuidado a seringa

Transfira o sangue para o tubo decoleta, escorra delicadamente o sangue pela
parede do tubo. Este procedimento evita a hemolise da amostra.

Descarte a seringa e a agulha no descarpack

Colocar um algodao sobre o local puncionado e solicitar que o paciente segure o
algod&o na regido ainda com o braco esticado sem dobra-lo aplicando uma leve
pressdo por cerca de 2 a 5 minutos para ajudar no estancamento do sangramento,
e evitar possiveis hematomas.

Verificando que ndo esta sangrando o local, colocar um adesivo curativo.

Estando bem o paciente sem ocorrer nenhuma intecorencia, podera ser liberado.

Procedimento de Coleta a vacuo

Solicitar que o paciente faca movimentos de abrir e fechar a méo para dilatar a

veia e facilitar na visualizagdo da mesma.
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O sistema agulha-adaptador deve ser apoiado na palma da mé&o e seguro
firmemente entre o indicador e o polegar.

No ato da puncdo, com o indicador ou polegar de uma das mé&os esticar a pele do
paciente firmando a veia escolhida e com o sistema agulha-adaptador na outra
mdo, puncionar a veia com precisdo e rapidez (movimento Unico)

O sistema agulha-adaptador deve estar em um angulo de coleta de 15° em relagéo
ao braco do paciente

Segurando firmemente o sistema agulha adaptador com uma das maos, com a
outra pegar o tubo de coleta a ser utilizado e conecta-lo ao adaptador. NOTA:
Sempre que possivel, a mao que estiver puncionando devera controlar o sistema,
pois durante a coleta, a mudanca de méao podera provocar alteracdo indevida na
posicao da agulha.

Com o tubo de coleta dentro do adaptador, pressione-o com o polegar, até que a
tampa tenha sido penetrada. NOTA: Sempre manter o tubo pressionado pelo
polegar assegurando um 6timo preenchimento.

Tao logo o sangue flua para dentro do tubo coletor, o garrote deve ser retirado.
Porém, a veia for muito fina o garrote podera ser mantido.

Quando o tubo estiver cheio e o fluxo sanguineo cessar, remova-o do adaptador
trocando-o pelo seguinte.

A medida que forem preenchidos os tubos, homogeneiza-los gentilmente por
inversdo (4 a 6 vezes)

Retirar o garrote do braco do paciente

Retirar com cuidado o suporte com a agulha do braco do paciente

Colocar um algodé&o sobre o local puncionado e solicitar que o paciente segure 0
algoddo na regido ainda com o brago esticado sem dobra-lo aplicando uma leve
pressdo por cerca de 2 a 5 minutos para ajudar no estancamento do sangramento,
e evitar possiveis hematomas.

Verificando que ndo esta sangrando o local, colocar um adesivo curativo.

Estando bem o paciente sem ocorrer nenhuma intecorencia, podera ser liberado.
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Cuidados Pés-Coleta

e Pacientes idosos ou em uso de anticoagulantes, devem manter pressao sobre o
local de puncéo
por cerca de 3 minutos ou até parar o sangramento.

e Orientar para ndo carregar peso imediatamente apos a coleta.
e Orientar para ndo massagear o local da puncdo enquanto pressiona o local.
e A compressdo do local de puncéo € de responsabilidade do coletor. Se ndo puder
executa-lo,
devera estar atento a maneira do paciente fazé-lo.

Referéncias:
Guia prético para coleta de sangue. Vacuette . P. 1-14

o Contagem de Leucécitos em Camara de Neubauer

Realizada em hemocitdmetro de Neubauer. Ainda utilizada em laboratérios de
pequenas rotinas que nao tenham automac&o. Sua precisao é aceitavel, mas incomparéavel
com a automatizada. E incompativel com grandes rotinas. Ainda Gtil nas contagens
globais para confirmacdo das contagens automatizadas extremamente leucopénicas.

Area de cada quadrado maior: 1 mm?

Profundidade: 1/10 mm

Diluigéo : 1:20
Numero total de leucocitos = Numero de células contadas x 10 (altura) x 20 (diluicao) /
4 (numero de quadrantes)

N° total de leucdcitos x 50 = n° de total de leucécitos /mm3 (ou microlitro - pl) de
sangue
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Realize a contagem de Leucocitos Totais
Unidades: 1 pl =1 mm3=103mL =10°L

Materiais necessarios:

e Amostra de sangue total

e Liquido de Turk

e Tubos de Ensaio 12x75 mm

e Micropipetas de volumes variados

e Ponteiras

e (Camara de Neubauer

e Laminula

e Microscopio
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Procedimento:

1. Emum tubo de ensaio fazer uma diluicdo de 1:20 da amostra no Liquido
de Turk. Pipetar 0,4 mL (400 uL) do liquido diluidor no tubo de
hemdlise e aspirar 0,02 mL ( 20 pL) de sangue total, limpar a parte
externa da ponteira e transferir os 20 pL para o tubo com o diluidor.
Homogeinizar a solugédo limpando bem o interior da ponteira por
sucessivas aspiracoes e expulséo, agitar suavemente e aguardar 2
minutos.

2. Colocar uma lamina sobre um dos lados da cAmara de Neubauer e
preenche-lo com aproximadamente 20 pL da solucéo preparada.

3. Realizar a contagem de células em microscépio 6ptico comum, em
aumento de 100X (ocular de 10X e objetiva de 10X), com consensador
baixo.

4. A contagem é feita nos 4 quadrantes grandes laterais (L1, L2, L3, L4).
Cada quadrado lateral possui em seu interior 16 quadrados menores,
deve-se contar todas as células no interior desses quadrados.

5. Atencdo: Deve ser contadas as células que caiam sobre as linhas dos
guadrados, mas apenas as linhas inferiores e da lateral direita dos
quadrados (regra do L), para evitar a contagem repetidas de células.

6. No final proceder o calculo dos leucdcitos totais.

o Hemograma Automacdo

1. Aplicagéo clinica:

Exame laboratorial de rotina para avaliacdo quantitativa e qualitativa dos elementos
figurados do sangue. Sofre alteracdes significativas tanto nas doencas hematoldgicas
quanto em doengas das mais variadas patogéneses, tendo, por isso, grande valor preditivo
e diagndstico.

E composto pelos seguintes pardmetros: Contagem de eritrocitos, dosagem de
hemoglobina, determinacdo do hematocrito, volume corpuscular médio (VCM),

hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo hemoglobinica corpuscular média
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(CHCM) e amplitude de distribuicéo dos eritrécitos (RDW) que compdem o eritrograma;

contagem de leucacitos e formula leucocitaria que comp&em o leucograma.
2. Principio do teste:
O hemograma é realizado em equipamento de automacéo total (ABX Micros 60) com

reavaliacdo microscopica.

O funcionamento e medidas realizadas baseiam-se na citometria de fluxo usando
semicondutor laser, foco hidrodindmico, impedancia elétrica, SLS-método de deteccao
da hemoglobina (absorcdo espectrofotométrica), radio freqiéncia, difusdo direta e
fluorescéncia direta.

3. Amostra:

3.1 Preparo do paciente:

Sempre observar as orientacdes do Biomédico ou do Médico.

Apenas evitar colheitas de material apos exercicio fisico (causa leucocitose) e nas duas
horas que sucedem refeicdes fartas e ricas em gordura. As diferencas nas contagens do
repouso a deambulacdo (aumento de 2 a 5% na hematimetria) e da manha para a tarde
(aumento na contagem de leucdcitos), ndo apresentam significacdo clinica.

Tipo de amostra:

Sangue total anticoagulado com EDTA K3 ou K2 (p6 ou solucao) na concentracdo final
de 1,5a2,2 mg/ml.

3.2 Coleta:
Observar as precaucfes universais para puncdo venosa. A colheita pode ser realizada a

qualquer hora, observando as recomendac¢des do médico assistente. Utilizar uma das veias
da fossa antecubital (basilica, cubital média, cefalica ou cefalica acessoria). Usar seringa
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ou tubo a vacuo. Tubos a vacuo contendo EDTA K3 (frascos de tampa roxa) com volume
de aspiracdo preconizado (pediatria: 2,0ml; adultos: 3,0 a 4,5ml).

3.3 Preservacao e transporte:

Transportar o material colhido a temperatura ambiente e dentro das normas de seguranca
legais. A amostra deve ser encaminhada ao laboratério o mais rapido possivel, sendo ideal
a realizacdo do exame dentro de 6h apds a colheita.

Identificacdo da amostra:

Identificacdo a caneta marcadora na propria etiqueta do tubo.

3.4 Estabilidade e armazenamento:

A estabilidade da amostra colhida com EDTA K3 ou K2 é de 8h a temperatura ambiente
e de 24h se refrigerada (2 a 8°C). Amostras podem ser utilizadas, para confirmacéo de
resultados, até 48h apds a colheita desde que mantidas sob-refrigeracéo (2 a 8°C). As
amostras sdo armazenadas em geladeira por 48h apds a realizacdo do hemograma para
confirmacao de resultados, se assim solicitado.

3.5 Amostras Inadequadas:

Colhidas em frascos errados, mal identificados, congelados, coagulados e em volume
inadequado ao tubo usado.

4. Reagentes e materiais:

Corantes:

Corante Panotico réapido.

Reagentes para automacao:
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ABX Miniclean - detergente enzimatico que executa a limpeza completa de acumulos
de proteinas na cdmara e nas aberturas de contagem.

ABX Minilyse LMG -> reagente de lise dos eritrocitos para contagem e diferenciacdo de
glébulos brancos e determinacdo de hemoglobina.

ABX Minoclair = solucdo de limpeza e branqueamento dos contadores de glébulos
sanguineos, exclusivo para limpeza concentrada.

ABX Minidil = solucéo isotonica tamponada para determinacéo de elementos figurados
do sangue e medida do hematdcrito.

Materiais:

Laminas: laminas de vidro para microscopia, tamanho aproximado de 25 x 76 mm.
Laminas de vidro lapidadas nas quatro faces, tamanho aproximado de 25 x 76 mm com
uma das extremidades reduzidas (distensora).

Reagentes para calibragéo e controle de qualidade:
Sangue controle: Minotrol, com trés niveis de sangue de controle (baixo, normal e alto).

4.1 Estabilidade:

A estabilidade dos reagentes de automacao € de um ano ap06s a instalagdo no equipamento.
O corante pandtico rapido em uso possui estabilidade de 7 dias e de 3 anos quando no
frasco original. O corante May-Grunwald-Giemsa em uso possui estabilidade de 24 horas
e de 6 meses quando no frasco original.

4.2 Armazenamento:

Temperatura ambiente e abrigo da luz solar, exceto sangue controle (em geladeira: 2 a
8°C).

5. Equipamento:

Equipamento de automagéo ABX Micros 60.
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Calibracéo:

A calibragdo deste equipamento € realizada automaticamente pelo equipamento, com a
inser¢do direta manual de coeficientes de calibragdo.

6. Procedimento (passo a passo):

e Preparacdo das amostras:
Amostras de paciente: as amostras serdo entregues no Lab M220 provenientes da coleta
de pacientes em respectivas salas de coleta, ou no préprio laboratério. Avalia-las quanto
a identificacdo, posicdo do rotulo, volume, coagulos e microcoagulos. Amostras de pouco
volume devem ser tratadas individualmente e seus resultados avaliados. Amostras
coaguladas serdo rejeitadas incondicionalmente, devendo providenciar sua nova colheita
conforme rotina preconizada.

e Corrida das amostras:
Amostras com a solicitacdo de urgéncia, quando personalizadas, devem ter tratamento
prioritario: passar a amostra no equipamento de automacdo e o resultado diretamente a

um Analista para triagem.

Fazer distensdes sangliineas das amostras previamente marcadas na triagem realizada
pelo Analista responsavel. Corar as distensdes sanguineas. Passar as distensfes coradas,

limpas e secas a mesa de laminas.

e Avaliacdo microscopica da amostra:
Examinar as l&minas das amostras selecionadas ap6s coloragdo. Utilizar-se dos
microscopios do setor (Eclipse E200). Usar objetiva de 40X a seco, a objetiva de 100X
de imersdo deve ser reservada para avaliacdo de inclusdes, granulacdes citoplasmaticas
etc. Avaliar a série vermelha focando campos da cauda da distensdo onde o0s eritrocitos
ndo se sobrepdem. Observar a forma, dimensdo, coloracdo e empilhamento dos
eritrocitos. Verificar se os dados numéricos do resultado fornecido pelos equipamentos
de automacéo sdo comparaveis aos vistos ao microscépio. Avaliar as plaquetas quanto
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ao numero e morfologia independentemente de terem sido solicitadas ou ndo. Fazer a
férmula leucocitaria percorrendo a lamina ao longo da distenséo junto a borda lateral da
cauda, método em ameia (iniciar a contagem na borda lateral penetrando no corpo da
Iamina em movimento ziguezague) ou método em ameia modificado (contar dois campos
perto e paralelos a borda da distensdo, depois quatro campos em angulo reto e dois
campos paralelos a borda, e assim por diante). Contar 100 leucdcitos classificando-os.
Atentar para caracteristicas morfoldgicas, tintoriais e atipicas. Observar a existéncia de
eritroblastos, conta-los separadamente dos leucdcitos relacionando-os com 100
leucdcitos, corrigindo a contagem global de leucdcitos se for o caso. Apos a avaliagcdo
microscopica fazer as alteragdes, se necessérias, e acrescentar as informagdes importantes
diretamente na papeleta de resultados impressa pelo equipamento de automagcéo,

utilizando-se dos historicos para hemograma.

Controle de qualidade:

6.1 Interno:

Minotrol 16 em trés niveis (baixo, normal e alto). Os dados de controle de qualidade
resultam na liberacdo dos equipamentos de automacao e sdo revistos pelo responsavel do
setor e/ou laboratorio.

6.2 Externo:

Controle CNPQ.

Resultados:

As informagdes contidas nos laudos de resultado resultam das medidas efetuadas no
equipamento com alteragdes e informacdes acrescidas apos avaliacdo microscopica da

amostra. Estdo expressos em formato aceito e consagrado internacionalmente, sendo
liberados apos conferéncia individualizada por profissional de nivel superior habilitado.

6.3 Unidades:
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Os resultados sdo expressos em Unidades Internacionais padronizadas pelo Comité
Internacional de Estandardizacdo em Hematologia. Vide Valores de referéncia.

6.4 Calculos:

Valor real da contagem global de leucdcitos (WBC) em caso de presenca de mais de 10
eritroblastos em 100 leucdcitos: WBC = WBC(total) x 100 / (100 + n.° de eritroblastos
em 100 leucdcitos).

Diluicdo de amostras: multiplicar os parametros: leucécitos, hemacias, hemoglobina,

hematdcrito e plaquetas pela diluigdo realizada com a amostra, p.ex.: dilui¢do 1:10 (uma
parte de sangue + 9 partes de diluente Cellpack), multiplicar os parametros acima por 10.
Os demais parametros do resultado ndo necessitam calculos.

6.5 Critérios de aceitagio:

Resultados cujas amostras foram preparadas rigorosamente dentro das condigdes
estabelecidas. Resultados dentro dos limites de normalidade, triagem e sem nenhum
alarme dos equipamentos de automacdo podem ser liberadas diretamente em rede, via
interfaceamento. Resultados fora dos limites normais, de triagem ou com alarmes dos
equipamentos de automacédo devem ser liberados apds processamento e confirmacao de
resultados. Resultados dentro de valores criticos (com risco de morte ao paciente) devem
ser liberados ap6s confirmacdo, revisdo e contato com o médico solicitante se possivel.
Vide --Valores criticos.

7. Valores de referéncia:

ERITROGRAMA

Homem

Mulher

Hemaéacias em milhdes/uL

45-6,5

3,9-5,8
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Hemoglobina em g/dL 13,5-18,0 11,5-16,4
Hematdcrito em % 40,0 - 54,0 36,0 -47,0
Vol. Glob. Média em fL 76,0 - 96,0
Hem. Glob. Média em pg 27,0-32,0
C. H. Glob. Média em % 32,0 - 36,0
RDW 11,5-16,0
LEUCOGRAMA | Relativo /mm3 VR (%) VR (mm3)
Leucdcitos 5.100 3.700 - 11.000
Linfocitos 32 1632 20a50 740 a 5.500
Promielocitos 0 0
Mielocitos 0 0
Metamieldcitos 0 0
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Bastonetes 0 0

Segmentados 58 2958 40a70 1.480a7.700
Eosindfilos 1 51 00 a 06 37a499
Monacitos 8 408 01a10 74 2999
Basofilos 1 51 00a 03 0a330
Linfocitos 0 0

atipicos

Cél blésticas 0 0

PLAQUETOGRAMA

Plaquetas 213 mil/mm3 140 a450

vVmp 12.1 1l 6.8a12.6

Pct 0.26 % 0.18a0.29
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Media pdw 20.7 % 16.3a17.9

8. Valores criticos:

Sédo resultados que podem comprometer a vida do paciente. Devendo o médico assistente
ser informado imediatamente. Pacientes com resultados j& conhecidos ndo necessitam

informacao ao médico assistente. Priorizar:
Hematdcrito: inferior a 15.
Hemoglobina: inferior a 5,0.

Leucacitos: inferior a 1000 e superior a 100000.
9. Linearidade:

A linearidade dos resultados é variavel conforme o parametro em estudo:
Leucdcitos (WBC) 0,0-250.000/uL.

Eritrécitos (RBC) 0,0-7.500.000/uL

Hemoglobina (HGB) 1,0-25,0g/dl.

Volume corpuscular médio (MCV) 37,0-197,0fL

Plaguetas (PLT) 0,0-2.000.000/puL.

O parametro MCV foi testado, pelo fabricante, com particulas de referéncia
estandardizada, os demais, com sangue humano.

Amostras cujos parametros ultrapassarem os limites de linearidade devem ser repassadas
apos diluicdo 1:5 ou 1:10 em diluente.

10. Limitagdes do método:

10.1 Interferentes:

e Ligados a amostra:
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Excesso de anticoagulante (EDTA): Causa desidratacdo dos eritrocitos (alteracoes
morfoldgicas) e alteracdo para menos do hematdcrito (Erro pouco significativo nos

contadores eletrdnicos).

Amostra de pouco volume: Pode causar hemo-diluicdo se o anticoagulante usado for
liquido. Pode provocar erro de diluicdo por aspiracdo incorreta do equipamento de
automacao. Anotar no mapa de trabalho correspondente.

Sangue anticoagulado com heparina: N&o deve ser usado para o leucograma (variacao
significativa no namero de linfécitos). Nao deve ser usado para contagem de plaquetas.
Pode ser usado para o eritrograma. Se usado imediatamente apds a colheita as diferencas
sdo pouco significativas. Anotar no mapa de trabalho correspondente.

Amostra com microcoagulos: Pode apresentar resultados erréneos por erro na diluicdo da
amostra. Na impossibilidade de nova colheita de material avisar o Analista responsavel e
anotar no mapa de trabalho correspondente.

Amostra lipémica: interferéncia com hemoglobina (aumento). Anotar no mapa de
trabalho correspondente.

Amostra coagulada: Rejeigéo incondicional dos resultados. Providenciar nova colheita de
material.

e Ligados ao equipamento de automacao:

Erro na homogeneizacéo da amostra por falha no sistema: Apresenta resultados menores
ou maiores dependendo da sedimentacdo do material. Nem sempre o resultado apresenta
alarme o que prejudica a avaliacdo. Avaliacdo da distensdo sangliinea ao microscopio
sempre que os resultados estiverem fora dos limites de normalidade.

Falha na aspiragéo da amostra: Resultados sempre com alarme. Repetir o exame.

Interferéncia por inducéo eletromagnética: Resultados sempre com alarme (*). Repetir o

exame.

Entupimento nas camaras de dilui¢do: Resultados das contagens tendem a zero. Proceder
a desobstrugéo das cAmaras conforme descrito no Manual. Repetir o exame.
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Amostras hemolisadas: Os equipamentos de automagdo possuem mecanismos de

compensagédo afim de minimizar erros. Anotar no mapa de trabalho correspondente.
11. Interpretacdo dos resultados:

Exame de auxilio diagndstico para doencas hematoldgicas e sistémicas. Valores fora dos
limites de referéncia podem indicar: anemias, neoplasias hematoldgicas, reacdes
infecciosas e inflamatorias, acompanhamento de terapias medicamentosas, entre outras
patologias.

12. Biosseguranca:

Usar equipamento de protecdo individual (luvas, 6culos etc.). Fazer a descontaminacgéo
de bancadas e equipamentos conforme as normas de seguranca do laboratério. Descartar
residuos de acordo com as Boas Praticas de Laboratorio e com as normas federais,
estaduais e locais. Vide Manual de biosseguranca.

Procedimento:

Ligando o Equipamento

1. Verifique se o cabo de alimentacdo esta conectado ao equipamento e ao
estabilizador.

2. Apertar o botdo Ligar que fica na parte de tras do equipamento.

3. Aparecera a frase Please Wait for 3 mn, aperte a tecla Enter. Iniciara o Start up do
equipamento.

Para Limpeza Concentrada
No MAIN MANU ir & opcdo 4. Service e aperte o Enter

Ir na opcdo Drain Chambers (Drenagem de camaras) , aperte Enter.
Ir na opcao Limpeza Concentrada, aperte Enter.

M w0 DN e

Abra a porta com a chave que fica na lateral do equipamento, aperte Enter.
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5. Comumaseringa, adicione 3 ml da solugdo Minoclair na camara de WBC (para
diferencia-l& olhe dentro do buraco da cdmara a que tiver uma Luz verde
corresponde a WBC), aperte Enter.

6. Coloque 3 ml da mesma solugdo na camara de RBC, aperte Enter.

7. Feche a porta do equipamento, aperte Enter.

8. Iniciara o processo de Limpeza, aguarde 10 minutos. Ao finalizar aperte ESC para
voltar ao Manu.

9. Aperte Start up para reinicializar.

Para Controle de Qualidade

1. No MAIN MANU ir a opcdo 2. QC e aperte o Enter.
2. Irnaopgdo 2. Analise, aperte Enter.
3. Digitar o cédigo do Lote do controle da qualidade que vem na etiqueta:

EX: MX 094 L

Aperte as setinhas Il até a letra M, aperte Enter depois novamente nas
setinhas até a letra X, aperte as teclas numéricas 094 e em seguida novamente
as setinhas para a letra L, aperte Enter e aguarde até a agulha descer.

4. Retirar a tampa do tubo do CQ e inserir o tubo na agulha (OBS: Nao precisa
apertar o tubo até em cima, insira até a metade da agulha que j& sera suficiente).

5. Aperte 0 botdo atras da agulha e aguarde que ela aspire a suba sozinha
automaticamente, remova o tubo.

6. Aguarde o processamento, ao finalizar aperte ESC para retornar ao Manu e va em
Results para anotar os resultados.

7. Repita 0 mesmo procedimento novamente para todos os controles.

Para Amostras
1. Aperte atecla Id.
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Identifique o paciente com a numeragao que desejar.

Aperte Enter, aguarde até a agulha descer.

Inserir o tubo da amotra na agulha.

Aperte 0 botdo atras da agulha e aguarde o processamento da amostra.

S T

O resultado aparecera na tela.

o Confeccdo de Esfregaco Sanquineo , Coloracdo e Leitura da Lamina:

Sdo trés os procedimentos indispensaveis para uma boa caracterizacao
morfoldgica das células sanguineas:
1. Um esfregaco satisfatorio, com trés partes: cabeca, corpo e cauda.
2. Uma boa coloracéo.
3. Auvaliacdo das células sanguineas em local apropriado do esfregaco.

Os esfregacos devem ser corados logo apds terem sido secos ao ar, em temperatura
ambiente. Caso ndo haja tempo habil para coloracdo imediata (ou até 3h apds), os

esfregacos deverao ser fixados em metanol absoluto.

Dicas Importantes:

Para amostras anémicas, aumentar o angulo e a velocidade do movimento da lamina
extensora durante a distenséo do sangue.

Para amostras policitémicas, diminuir o angulo e a velocidade do movimento.

N&o esquecer de homogeneizar bastante a amostra antes de pipeta-la na hora da confecgéo
do esfregaco.

Materiais necessarios:
e Amostra de sangue total
e Laminas com borda fosca
e Laminas extensoras lapidadas

e Micropipetas p2-20
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e Ponteiras

e Alcool ou Solucéo Fisioldgica

o Gaze

e Corantes ( Panotico Rapido, May-Grunwald- Giemsa ou Leishman)
e Papel toalha

e Grade de suporte de laminas

e Crondmetro

e Microscépio

e Contador Manual de Células

Procedimento do Esfrecago:

1. Colocar uma gota (2 a 3 mm de didmetro) de sangue devidamente homogeneizado
aproximadamente a 1 cm do final de uma lamina para microscopia limpa, seca e isenta
de po e gordura e apoiada em uma superficie plana ( bancada de trabalho).

2. Com o polegar e o indicador segurar o final (extremidade) da lamina distensora com
angulo de 30 a 45 graus em frente a gota de sangue na lamina descrita acima.

3. Puxaralaminadistensora para traz até entrar em contato com a gota de sangue. Deixar
0 sangue espalhar-se e completar o angulo formado entre as duas laminas.

4. Empurrar a lamina distensora para frente a uma velocidade moderada e constante, até
que a gota de sangue tenha sido espalhada em um filme moderadamente delgado.
Observar para que o angulo entre as laminas seja mantido igual em todo o processo.

5. Secar a distenséo a temperatura ambiente.

6. Identificar as laminas com numero sequencial do setor e com as iniciais do nome do
paciente, usando lapis dermografico.

7. Limpar a lamina distensora utilizando uma gaze embebida em solucéo fisiol6gica ou
alcool.

8. Repetir o processo para todos os hemogramas solicitados.

Interpretacéo:
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A boa distensdo deve ter uma por¢do espessa e uma porcao delgada (cauda), com uma
area de transicdo gradual de uma parte a outra. Deve possuir aparéncia regular,
uniforme e ser livre de estrias, ondas ou buracos.

As bordas devem ser livres. A espessura da distensdo pode ser ajustada alterando-se
0 angulo da lamina distensora, a velocidade utilizada no espalhamento da gota de
sangue ou o tamanho da gota.

Para uma distensdo mais espessa: angulo, velocidade e gota maiores. Para uma
distensdo mais delgada: angulo, velocidade e gota menores. Nas distensdes de
espessura 6tima ocorre uma distribuicdo uniforme e separacéo das células sanglineas
em direcdo a cauda.

Quanto mais rapido o filme de sangue for secado ao ar, melhor € a distribuicdo
individual das células na lamina. A secagem lenta resulta em concentracdo de
artefatos.

o Procedimento de Coloracédo : Panotico Rapido

Reagentes: Kit comercial contendo 3 frascos com 500ml cada (corantes: 1, 2 e 3),
prontos para uso. Vide bula do Kit.

Mergulhar e retirar a lamina na solucéo 1 do corante panotico e aguardar 5 segundos.
Remover a lamina e deixar escorrer por alguns segundos para escorrer 0 excesso de
corante.

Repetir o mesmo procedimento na solugéo 2.
Mergulhar e retirar a lamina na solucgdo 3 do corante panético e aguardar 10 segundos.
Remover a lamina.

Lavar em agua corrente deixando escorrer pequeno filete de agua pelo lado oposto ao
esfregaco da lamina.

Deixar secar

Procedimento de Leitura da Lamina;

Examinar as laminas das amostras selecionadas apds coloracdo. Utilizar-se dos

microscopios do setor (Eclipse E200). Usar objetiva de 40X a seco, a objetiva de 100X

de imersdo deve ser reservada para avaliacdo de inclusdes, granulacdes citoplasmaticas
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etc. Avaliar a série vermelha focando campos da cauda da distensdo onde o0s eritrocitos
n&o se sobrepdem.

Observar a forma, dimenséo, coloracdo e empilhamento dos eritrocitos. Verificar se 0s
dados numéricos do resultado fornecido pelos equipamentos de automagdo sdo
comparaveis aos Vvistos ao microscopio. Avaliar as plaguetas quanto ao numero e
morfologia independentemente de terem sido solicitadas ou néo.

Fazer a formula leucocitaria percorrendo a lamina ao longo da distensdo junto a borda
lateral da cauda, método em ameia (iniciar a contagem na borda lateral penetrando no
corpo da lamina em movimento ziguezague) ou método em ameia modificado (contar
dois campos perto e paralelos a borda da distensdo, depois quatro campos em angulo reto
e dois campos paralelos a borda, e assim por diante). Contar 100 leucdcitos classificando-
o0s. Atentar para caracteristicas morfologicas, tintoriais e atipicas.

Observar a existéncia de eritroblastos, conta-los separadamente dos leucécitos
relacionando-os com 100 leucdcitos, corrigindo a contagem global de leucocitos se for o
caso. Apos a avaliacdo microscopica fazer as alteracdes, se necessarias, e acrescentar as
informagbes importantes diretamente na papeleta de resultados impressa pelo

equipamento de automacao, utilizando-se dos historicos para hemograma.

o Coagulograma (Automacao)

1. Aplicagéo clinica:

O coagulograma completo engloba uma série de provas que avaliam o sistema de
coagulacdo do sangue, como o tempo de sangramento (TS), tempo de ativacdo da
protrombina (TAP), tempo de ativacdo parcial da tromboplastina (TTPA ou KPTT),
tempo de coagulacdo (TC) e a contagem das plaquetas. Estas Ultimas, sdo elementos do
sangue que atuam na formacdo dos trombos plaquetérios.

Em cardiologia, a avaliacdo cardioldgica pré-operatoria € uma das principais
indicacGes para a solicitacdo de um coagulograma completo. No entanto, o mais comum,
é que sejam solicitadas algumas provas especificas do coagulograma, como o TAP com
RNI (relacdo normalizada internacional), para monitorar as doses dos anticoagulantes
orais (coumadin, marcoumar € marevan) ou o TTPA (também chamado de KPTT) para
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monitorar a acdo da heparina ndo-fracionada (liguemine), usada em pacientes
internados. Esta Ultima medicacédo, além de aumentar o TTPA , pode diminuir 0 nimero

da plaquetas no sangue ( plaquetopenia).

2. Principio do teste:

O coagulograma é realizado em equipamento de automacéo parcial (Start 4).

O principio consiste em medir as variacGes de amplitude de oscilacdo da esfera na cuvete
através de sensores electromagnéticos.

A esfera possui um movimento pendular obtido:

- através de duas calhas arqueadas no fundo da cuvete (modelo patenteado)

- e de um campo electromagnético alternado criado por duas bobinas independentes de
motorizacao.

A amplitude de oscilacdo da esfera mantém-se constante quando o ambiente possui uma
viscosidade constante.

A intensidade do campo magnético de motorizacdo varia de acordo com o tipo de testes
(TP, TCA,...) e 0 tipo de coagulo previsto.

O sistema de deteccdo da variacdo da amplitude do movimento da esfera é constituido
por duas bobinas de medicao.

A bobina de medicdo emissora emite um campo electromagnético. O sinal recebido pela
bobina de medicao receptora depende da posicéo da esfera na cuvete.

Um algoritmo de célculo utiliza estas variacbes do campo magnético para deduzir a
amplitude de oscilacéo e determinar os tempos de coagulacéo.

3. Amostra:
a. Preparo do paciente:

Sempre observar as orientacdes do Biomédico ou do Médico.
Tipo de amostra:
Sangue total anticoagulado com Citrato.

b. Coleta:
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Observar as precaucdes universais para puncdo venosa. A colheita pode ser realizada a
qualquer hora, observando as recomendac¢des do médico assistente. Utilizar uma das veias
da fossa antecubital (basilica, cubital média, cefalica ou cefalica acessoria). Usar seringa
ou tubo a vacuo. Tubos a vacuo contendo Citrato (frascos de tampa azul) com volume de
aspiracao preconizado (pediatria: 2,0ml; adultos: 3,0 a 4,5ml).

c. Preservacgdo e transporte:
Transportar o material colhido a temperatura ambiente e dentro das normas de seguranca
legais. A amostra deve ser encaminhada ao laborat6rio o mais rapido possivel, sendo ideal
a realizacdo do exame dentro de 6h apds a colheita.

Identificacdo da amostra:

Identificacdo a caneta marcadora na propria etiqueta do tubo.

d. Estabilidade e armazenamento:
A estabilidade da amostra colhida com Citrato de Sodio é de 8h a temperatura ambiente
e de 24h se refrigerada (2 a 8°C). Amostras podem ser utilizadas, para confirmacdo de
resultados, até 48h apds a colheita desde que mantidas sob refrigeracéo (2 a 8°C). As
amostras sdo armazenadas em geladeira por 48h apds a realizacdo do hemograma para
confirmacao de resultados, se assim solicitado.

e. Amostras Inadequadas:
Colhidas em frascos errados, mal identificadas, congeladas, coaguladas e em volume
inadequado ao tubo usado.

4. Reagentes

Reagentes para automagcao:

Oweren Koller - tampéo diluente
Unicalibrador - para calibragdo do TP
Neoplastine CI Plus — reagente TP

CK Prest — reagente TTPA
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CaCl2 — cloreto de calcio

Coag Control N + P

Reagentes para calibracdo e controle de qualidade:
Coag Control N + P.

a. Estabilidade:
A estabilidade dos reagentes de automacdo € de um ano ap0és a instalagcdo no equipamento.

b. Armazenamento:

Em geladeira: 2 a 8°C.
5. Equipamento:

Equipamento de automagéo Start 4.

Calibracao:

TP:

Realizar dosagens para fazer a curva de calibragéo.

Em 4 tubos de ensaio:

Obs: o primeiro pode fazer direto na cubeta se desejar.

12 50pl do unicalibrador (resultado corresponde a 100%)

22 50l do unicalibrador + 50ul Oweren Koller (resultado corresponde a 50%)
32 50l do unicalibrador + 100ul Oweren Koller (resultado corresponde a 33%)
42 50ul do unicalibrador + 150l Oweren Koller (resultado corresponde a 25%)
Apds pipetar 50 pl de cada tubo e passar para as cubetas

Apertar o relégio da incubacéo e aguardar o sinal sonoro.

Passar as cubetas para a zona de leitura, colocar o reagente neoplastine paralelamente
com o botéo pip.

Aguardar leitura.
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Ir no meu calibragdo tp, inserir o numero do lote. Em seguida colocar os resultados
correspondentes nas porcentagens.

Se célculo for proximo de 1 — ok.

TTPA:
Inserir o numero do lote nos dois campos.
Inserir o valor da populagdo do préprio laboratorio ou entéo o valor da bula.

6. Procedimento (passo a passo):

e Preparacao das amostras:
Amostras de paciente: as amostras serdo entregues no Lab M220 provenientes da coleta
de pacientes em respectivas salas de coleta, ou do préprio laboratério. Avalia-las quanto
a identificacdo, posicéao do rétulo, volume, coagulos e microcoagulos. Amostras de pouco
volume devem ser tratadas individualmente e seus resultados avaliados. Amostras
coaguladas serao rejeitadas incondicionalmente, devendo providenciar sua nova colheita
conforme rotina preconizada.

e Corrida das amostras:
Amostras com a solicitagdo de urgéncia, quando personalizadas, devem ter tratamento
prioritario: passar a amostra no equipamento e o resultado diretamente a um Analista para
triagem.

Controle de qualidade:

a. Interno:
Coag N + P. Os dados de controle de qualidade resultam na liberacdo dos equipamentos
de automacao e sdo revistos pelo responsavel do setor e/ou laboratério.

Resultados:

As informacdes contidas nos laudos de resultado resultam das medidas efetuadas no
equipamento com alteragdes e informagfes acrescidas apos avaliagdo. Estdo expressos
em formato aceito e consagrado internacionalmente, sendo liberados apds conferéncia
individualizada por profissional de nivel superior habilitado.
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b. Unidades:

Os resultados séo expressos em Indice Internacional Normalizado. Vide Valores de

referéncia
c. Critérios de aceitacdo:

Resultados cujas amostras foram preparadas rigorosamente dentro das condigdes

estabelecidas. Resultados dentro dos limites de normalidade, triagem e sem nenhum

alarme dos equipamentos de automacdo podem ser liberadas diretamente em rede, via

interfaceamento. Resultados fora dos limites normais, de triagem ou com alarmes dos

equipamentos de automacdo devem ser liberados ap6s processamento e confirmacao de

resultados. Resultados dentro de valores criticos (com risco de morte ao paciente) devem

ser liberados ap06s confirmacao, revisdo e contato com o médico solicitante se possivel.

Vide --Valores criticos.

7. Valores de referéncia

TTPA <1,20 (RATIO) 25 — 33 SEC > |41 - 54 SEC >
NORM PAT

TP 70 —100% INR 77 — 104 SEC - |33 — 47 SEC >
NORM PAT

Procedimento:

1. No menu principal digitar o nUmero correspondente a op¢do Test Mode

2. Apertar a tecla Enter

3. Escolher o Exame a ser realizado ( EX: 1- TAP, 2 - TTPa, 3 - Fibrinogénio etc...)

digitando o niumero correspondente ao exame.

Aperte a tecla Enter

Registrar quantidade de cubetas e serem lidas e apertar a tecla Enter ao final de

cada registro de cubeta.
6. Apertar novamente a tecla Enter.
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REALIZAR O EXAME DE TAP

Colocar a quantidade de cubetas desejadas na posi¢do A/B/C/D, logo em seguida colocar
uma bilha em cada cubeta.

Pipetar 50 pl da amostra/controles na cubeta (em cubetas separadas)

Apertar o botdo A/B/C/D dependendo da posicao das cubetas no equipamento

OBS: Iniciard o processo de incubacdo. Apos 50 segundos o0 equipamento iniciard um
sinal sonoro.

Apertar novamente o botdo com as letras e transferir a cubeta para a posicao de leitura.
Apertar o botdo do desenho de uma pipeta e simultaneamente disparar 100 pl do reagente
Neoplastine em cada cubeta. Aguardar a leitura e impressao dos resultados.

REALIZAR EXAME DE TTPa

Colocar as bilhas na cubeta

Adicionar 50 pl dos controles/ plasma do paciente ( em cubetas separadas)

Adicionar 50 ul do reagente CK Prest

Apertar 0 botdo com a letra referente a posicédo das cubetas.

OBS: Iniciara o processo de incubacdo. Apo6s 170 segundos iniciard um sinal sonoro.
Apertar novamente o botdo com as letras e transferir a cubeta para a posicao de leitura.
Apertar 0 botdo do desenho de uma pipeta e simultaneamente disparar 50 pl do reagente
Cloreto de Célcio em cada cubeta. Aguardar a leitura e impressao dos resultados.

o Coaqulograma (Tempo de Sangramento, Tempo de Coagulacao e Prova do

Laco)

Tempo de Sangramanto

O Tempo de Sangramento (T.S.) avalia a capacidade de se processar a hemostasia apds o
vaso ter sido lesado. O T.S. depende da fungdo plaquetaria e da integridade funcional do
vaso. O método mais comumente utilizado é o de Duke, em que € feita uma inciséo, de
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tamanho padronizado, medindo-se a seguir o tempo decorrido até que cessar o

sangramento, intervindo apenas os fatores plaquetario e vascular.

Materiais necessarios:
e Papel Qualitativo
e Lanceta Picadora
e Alcool
e Algodao

e Cronometro

Procedimento:

1. Realizar assepsia do l6bulo da orelha com algoddo embebido em alcool e
deixar evaporar;

2. Com auxilio de uma lanceta especifica e de um sé golpe, fazer uma inciséo
local, com cerca de 2 mm de profundidade; disparar o cronémetro;

3. A cada 30 segundos recolher a gota de sangue em papel de filtro (tendo o
cuidado de que 0 mesmo nao toque o Iébulo ou a polpa), até que a ultima gota
deixe apenas um sinal puntiforme no papel;

4. Anotar o tempo decorrido entre a primeira e a Ultima gota recolhidas.

Valor de referéncia:
Valor Normal: de 1 a 3 minutos.
INTERPRETACAO

O Tempo de Sangramento é um teste indicativo de distdrbios plaquetarios (em relacdo ao
nimero a funcionalidade das mesmas) e de alteracbes da integridade vascular. As
alteracbes mais evidentes do Tempo de Sangramento sdo encontradas nas purpuras
trombocitopénicas e trombopaticas.

O TS prolongado reflete as alteragdes quantitativas e/ou qualitativas das plaquetas, vasos
e do FVW. Apesar da técnica de Ivy modificada ser mais sensivel quando comparada a
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de Duke, aquela ndo é reprodutivel, sendo pouco sensivel para o diagnostico de
disfungdes leves a moderadas. No caso da DVW, o teste ndo deve ser utilizado para
diagnostico, podendo apresentar resultados normais ou prolongados, uma

vez que € dependente do FVW intraplaquetario.

Quanto ao teste realizado em analisadores de funcdo plaquetaria, os resultados sdo
anormais na maioria dos pacientes com DVW, exceto no subtipo 2N. Porém, pacientes
com o tipo 1 leve e moderado e tipo 2 podem apresentar resultados normais.

o Tempo de Coaqulacdo

Determina o tempo, que 0 sangue recém extraido, demora em coagular. Avalia a via
intrinseca da coagulacdo. Ao mesmo tempo avalia, de forma superficial: o fibrinogénio e
0 nimero e a qualidade das plaquetas. Além disso, serve para acompanhar 0s pacientes
em uso de heparina, embora seja menos confiavel que o tempo parcial de tromboplastina
ativada.

Obejetivos :

Avaliar a funcdo hemostéatica normal.
Detectar desordens congénitas e adquiridas de fungdo plaquetaria.

Preparacdo prévia: ndo € necessaria.

Material a ser analisado: sangue por pun¢do venosa sem adicao de anticoagulantes

Materiais necessarios:

e Tubos de Ensaio
e Seringa com agulha
e Banho-maria

e CronGmetro

55




~ Universidade UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA
. K Catélica de Brasilia LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS

Revisao 15/12/2022 Emiss&o: 10/04/15 Pagina 56 de 217

MANUAL DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

Principio: Tempo de Coagulagdo mede o tempo necessario para que o sangue coagule
“invitro”

Procedimento:

1)- Proceder a pungao venosa

2)- Disparar 0 crondmetro assim que 0 sangue entrar na seringa

3)- Separar 3 tubos de ensaio, colocar 1ml de sangue em cada um e levar imediatamente
ao banho-maria a 37°C.

4)- 3 minutos apds a coleta, iniciar observagdo o tubo 1, inclinando-o suavemente, repetir
essa observacdo a cada 30 segundos até que o sangue coagule. Marcar o tempo
transcorrido desde a coleta do sangue até a formagdo do coagulo.

5)- Proceder do mesmo modo para os tubos 2 e 3

6)- O tempo de coagulacdo sera obtido pela média dos tempos de coagulacdo encontrados
dos 3 tubos.

Valor de Referéncia: 4 a 9 minutos
INTERPRETACAO
Valores anormais: Hiperfibrinogenemia, anemia, fibrindlise secundaria.

Tempo de coagulacdo prolongado: deficiéncia de fatores da coagulacdo, presenca de
anticoagulantes.

Retracéo lenta ou incompleta do coagulo: Trombocitopenia. Tromboastenia.
Medicamentos que podem alterar os resultados:

Antibioticos(tetraciclinas)
Anticoagulantes
Corticoesterdides

Referéncias:
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-Manual de exames: Instituto de Patologia clinica Hermes Pardini 2003/2004

A clinica e o laboratério - Alfonso Balcells Gorina, Medsi Editora 1996

o Provado Laco

Informa-nos a respeito da capacidade dos pequenos vasos se conservarem intactos frente
a uma acdo traumatica. A prova consiste em provocar a hipoxia e aumento de pressao

sanguinea nas veias e capilares num dos membros superiores.

Materiais necessarios:
e Estetoscopio e Esfignomanometro
e Cronometro

e (Caneta

Procedimento:
1. Observe a porcéo anterior do brago, procurando pigmentacdes que possam ser
confundidas com petéquias (pontos hemorragicos).
2. Aferir a pressdo do paciente
3. Com uma caneta, desenhe um quadrado com dimensdes de 2,5 x 2,5 cm no

antebraco do paciente.
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4. Coloque 0 manguito (do esfigmomanémetro) no terco médio do bracgo do paciente
e insufla-o, usando a pera pressorizadora, até a pressdo atingir um valor que esteja
compreendido entre as pressdes sistdlica e diastdlica (em geral entre 80 e 90 mm
de Hg), porém nunca acima de 100 mm de Hg, mesmo no hipertenso.

5. Mantenha o manguito insuflado durante 5 minutos para adultos e 3 minutos para
criangas com menos de 13 anos de idade.

6. Decorrido este tempo, abra a pera e tire 0 manguito, deixando normalizar a
circulagdo por 2 minutos.

7. Usando uma boa iluminacdo, conte o nimero de petéquias surgidas na por¢do
anterior do membro, abaixo da posi¢cdo que fora colocado o manguito, inclusive
na méo.

Valores: S&o expressos em negativo e positivo.

Em pessoas normais podem ocorrer até 10 petéquias, sendo considerado negativo.
Acima deste valor, quanto mais petéquias surgirem, maior indicacdo da
fragilidade vascular.

Em adultos considerar como positivo com 20 ou mais petéquias
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Em criangas considerar positivo com 10 ou mais petéquias.

- + s

DIGITA~1.JPG

Figura - Esquema dos possiveis resultados da prova de fragilidade
vascular.

o Imunohematologia — Sistema ABO e Rh

INDICACAO DO EXAME:

Os antigenos eritrocitarios sdo geneticamente determinados e podem ser classificados em
diversos sistemas. Os de maior expressdo séo os sistemas ABO e Rh. Os anticorpos do
sistema ABO sdo naturais , enquanto os anticorpos do sistema Rh séo produzidos ap6s
sensibilizagdo.

PRINCIPIO

Para ABO: o0s reagentes causam aglutinacdo direta macroscopica das hemacias que
carregam 0s antigenos correspondentes. As hemaécias possuidoras do antigeno A se
aglutinam quando misturadas ao reagente anti-A; igualmente , hemacias possuidoras do
antigeno B aglutinam na presenca do reagente anti B. O teste adicional empregando-se o
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reagente anti-A e anti B facilita o reconhecimento de sub-grupos raros de baixa
reatividade aglutinando as hemécias dos grupos A,B e AB, mas nao do grupo O.

Para Rh: as expressdes Rh positivo ou Rh negativo sdo baseadas na presenca ou
auséncia do antigeno D. Quando Rh negativo, pesquisar as formas fracas do antigeno D.
O antigeno D-fraco € uma variante do antigeno D e tdo antigénico quanto ele.

Materiais Necessarios:

e Pipeta Graduada

e Perade pipetagem

e Tubo de hemdlise 12x75 mm (5 ml)
e Micropipeta de volumes variaveis
e Ponteiras

e Solucdo fisiologica

e Soro Anti-A

e Soro Anti-B

e Soro Anti-AB

e Soro Anti-D (Rh)

e Soro de Coobms

e Banho- Maria 4 37°C

e Centrifuga

e Laminas

e Espatulas

Procedimento em Tubo :
1. Coletar Amostra de Sangue Total em EDTA
2. Preparar uma suspensdo de hemacias lavadas a 3%
e Centrifugue a amostra de sangue e separe 0 soro ou plasma das hemaécias,
de acordo com a orientagéo do professor.
e Retire 1 mL do concentrado de hemécias e transfira para um tubo de

hemolise
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Adicione soro fisioldgico 0,9%

Centrifugue e retire o sobrenadante

Repita esse processo por 2x

Retire 30pL das hemécias lavadas e transfira para um tubo de hemolise
Adicione 970uL de salina ao tubo com hemécias e homogeneize. A

suspensdo de hemacias a 3% esta pronta para uso.

3. Prova Direta

Identifique 3 tubos : um para o Anti-A, um para 0 Anti-B e outro para o
Anti-AB

Cologue o0s Anti-soros correspondentes, de acordo com 0s tubos
identificados

Adicione a cada um dos trés tubos, 1 gota da suspensdo de hemacias a 3%
da amostra em teste e hogeneizar

Centrifugue os tubos a 3.400 rpm por 15 segundos

Faca a leitura e interprete os resultados

4. Prova Reversa

Identifique 2 tubos de acordo com o esquema abaixo:

- 1 tubo para o reagente de hemécias A

- 1 tubo para o reagente de hemacias B

Cologue 2 gotas da amostra de soro ou plasma em cada um destes tubos
Adicione 1 gota do reagente de hemécias A ao tubo identificado para
heméacia A e uma gota do reagente B ao tubo identificado para hemacias
B e homogeineizar.

|Centrifugue os tubos a 3400 rpm por 15 segundos

Faca a leitura e interprete os resultados

Determinacgdo do Rh
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5. Fenotipagem RhD

Coloque 1 gota do anti-soro D no tubo D e 1 gota do soro controle Rh no
tubo CRh

Adicione 1 gota da suspenséo de hemaécias a 3% da amostra a cada um dos
tubos e homogeneizar

Centrifugue os tubos a 3400 rpm por 15 segundos

Faca a leitura e interprete os resultados

6. Determinacdo do D fraco

Identifique 3 tubos de acordo com o esquema abaixo:

- 1 tubo com DM para o anto-soro D monoclonal

- 1 tubo com CRh para o controle Rh

Coloque 1 gota de anti-soro no tubo correspondente anti-D monoclonal no

tubo DM, anti-D policlonal no tubo DP e controle Rh no tubo CRh

Adicione 1 gota da suspensdo de hemacias a 3% da amostra em cada um

dos tubos e homogeneizar

Incube os tubos & temperatura de 37°C por 20 minutos

Centrifugue, leia e interprete a reacédo

Faca o teste indireto de AGH para determonar D-fraco do seguinte modo:

A) Lave a reacdo, de cada um dos 3 tubos para retirar 0 excesso de
proteinas que podem neutralizar o anti-soro AGH

B) Adicione 2 gotas de anti-soro AGH a cada um destes tubos e
homogeneizar

C) Centrifugue os tubos a 3400 rpm, por 15 minutos e faca a leitura

Teste da Antiglobulina [Humana ou Coobms Direto (utiliza-se o concentrado de

hemécias lavadas)

O teste direto da AGH ¢ utilizado na resolugdo de alguns problemas nos resultados dos

testes pré- transfusionais, conforme os seguintes procedimentos:
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¢ Identifique 1 tubo e dispense 2 gotas de anti-soro AGH
e Adicione 1 gota da suspensdo de hemaécias lavadas 4 3%
¢ Homogeneize e centrifugue a 3400 rpm por 15 segundos

e Faca a leitura e interprete os resultados

Procedimento em Ldmina :

1. Colocar uma gota do reagente anti-A , anti-B, Anti-AB e Anti-D na lamina.

2. Adicionar uma gota da suspensdo de hemacias

3. Misturar o reagente com a gota de sangue

4. Movimentar gentilmente a lamina e observar a presenca ou ndo de aglutinacao

macroscopica em até 2 minutos.

o Contagem de Reticuldcitos - (Azul de cresil brilhante)

Os reticulocitos séo eritrocitos jovens originados na medula dssea com base em
eritroblastos. Apos as fases de pro-eritroblastos , eritroblastos basofilo e policromatico,
os eritroblastos ortocroméatico perdem o nucleo, mantém alguma organelas como
ribossomos, RNA mensageiro e mitocondrias , e originam os reticuldcitos (eritrécitos
ainda incompletos de hemoglobina, ou seja, hipoconcentrados = baixa CHCM).

A quantidade de reticuldcitos no sangue indica a velocidade e a capacidade de
producdo de eritrocitos viaveis na medula 6ssea. Normalmente os reticulécitos passam de
2 a 3 dias na medula 6ssea e 1 dia no sangue periférico, quando entdo completam sua
carga de hemoglobina e tornam-se eritrécitos maduros.

Grandes elevacdes dos niveis séricos de eritropoietina promovem aumento da
producéo de reticuldcitos na medula e sua saida prematura para o sangue.

Medula 6ssea hiporcelular com contagem de reticul6citos normal ou diminuida
sugere anemias por baixa producao nao-associadas a eritropoiese ineficaz (ex: anemia em
paciente renal cronico ndo-tratado com EPO recombinante, aplasia de medula, leucemias,
etc.). Quando a eritropoiese é eficaz, a medula € hiperplasica na linhagem eritroide e a
contagem de reticulécitos no sangue estara proporcionalmente elevada, como nos casos
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de anemias hemoliticas, ou de anemias por baixa produgdo com resposta adequada ao
tratamento.

A contagem manual de reticulocito fundamenta-se na capacidade que os corantes
supravitais (como o azul de cresil brilhante ou o novo azul de metileno) tem de corar os
precipitados de RNA residual (reticulina) , dando aos eritrocitos jovens aspecto
caracteristico, sendo entdo denominados reticulécitos.

Quando corados pelo azul de cresil , sem sobrecoloracdo , os reticuldcitos
apresentam-se como eritrocitos esverdeados com precipitados azul-violaceos de RNA.

Preparo do Paciente:
- Jejum ndo obrigatorio

- Amostra: Sangue total com EDTA (preferencialmente recém-colhido)

Armazenamento e estabilidade da amostra:
- O exame deve preferencialmente ser realizado logo apos a colheita.
- Até 24h entre 4 a 8°C

- Se ndo for lido na mesma hora, contra-corar com May-Grunwald-Giemsa

Volume minimo

- Recém-nascido: 500ul

-Criancas: 3,0 ml

-Adulto: 5,0 ml

Critérios para rejeicdo de amostra:

- Amostra parcial ou totalmente coagulada.

Materiais necessarios:
e Tubos de hemolise
e Micropipeta
e Ponteiras

e Lamina com ponta fosca
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e Lamina Extensora lapidada
e Banho-Mariaa 37°C

e Microscépio

e Oleo de imersio

e Corante Azul de Cresi- Brilhante

1) Preparo do Corante

Azul de Cresil brilhante ...... 109

Citrato de Sddio ................. 049
Cloreto de Sodio .................. 0,99
Agua destilada gsp ............. 100mL

2) Procedimento

e Colocar 100uL do corante azul de cresil brilhante em um tubo de hemdlise

e Acrescentar 100uL da amostra de sangue total

e Misturar e colocar em banho-maria por 40 minutos

e ApOs esse tempo, realizar o esfregaco sanguineo da mistura em lamina

e Deixar secar naturalmente

e Realizar a leitura da lamina em microscopio éptico comum em objetiva de

imerséo

e Contar em 1000 hemécias e observar quantos reticuldcitos estdo presentes

e Transformar em porcentagem

Célculos:

- Valores relativos: 1000 hemacias ---- “x” reticuldcitos

100 hemacias

---- % reticulocitos

- Valores absotutos : (n° de reticulécitos/mm?3 = % de reticulécitos (ndo corrigido)

X n° de hemacias/mm3/ 100)

65



~ Universidade UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA
. K Catélica de Brasilia LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS

Revisdo 15/12/2022

Emisséo: 10/04/15 P&gina 66 de 217

MANUAL DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

- Valores corrigidos (percentual corrigido) :

e Correcdo pela hemoglobina :

Percentual Corrigido = percentual ndo-corrigido x Hb / 15,0 (para homens)
Percentual Corrigido = percentual ndo-corrigido x Hb / 13,5 (para mulheres)

e Correcdo pelo hematocrito:

Percentual Corrigido = percentual ndo-corrigido x Ht / 45 (para homens)
Percentual Corrigido = percentual ndo corrigido x Ht / 40 (para mulheres)
- Indice Reticuldcitico

O indice reticulocitico (IR) corresponde &s corre¢fes dos percentuais reticuldcitos para o
grau de anemia (primeira correcao) e também para a saida prematura dos reticuldcitos da
medula para o sangue, que ocorre devido aos altos niveis de eritropoietina circulante
(segunda correcao).

Como o excesso de de EPO promove a saida prematura dos reticuldcitos da medula para
0 sangue periférico, em vez de 1 dia, os reticulocitos saem mais imaturos e circulam por
2 a 3 dias no sangue. Isso traz um aumento da contagem no sangue periférico que nao
corresponde & producdo diaria de reticuldcitos. Assim, esse reticulécitos grandes e
imaturos excedem o valor percentual de contagem. Por isso, o IR traduz o real aumento
da eritropoiese em resposta a EPO apds correcdo para a saida prematura dos reticulécitos
da medula.

Célculo IR = percentual corrigido (primeira corre¢do) / tempo circulacéo

Relacdo do grau de anemia e duracéo dos reticuldcitos na circulagdo

HEMATOCRITO TEMPO DE RETICULOCITO NA CIRCULAGAO

>40 % 1dia
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30a40% 1,5 dia
20a30% 2 dias
< 20% 2,5 dias
Interpretacéo:

Reticulocitos normais ou diminuidos em individuos anémicos sdo sinais de baixa
producdo medular (anemia por diminuicéo de producéo)

Reticulocitose (valores acima do normal) é indicativo da resposta terapéutica nas
anemias carenciais. Pacientes com anemia ferropriva ou megaloblasticas tratadas com
ferro ou folato/vitamina B12, por exemplo, respondem com intensa reticulocitose até a
elevacdo da hemoglobina a niveis normais.

Reticulocitose sem historia de perda sanguinea ou de tratamento a anemias

carenciais é indicativo de processos hemoliticos subclinicos.

Resultados

Os valores sdo expressos em valor absoluto e percentual corrigido para todas as
anemias ou valor absoluto, percentual corrigido e IR para as anemias hemoliticas ou

anemias por baixa producgédo em tratamento.

Valores de Referéncia

- Percentual corrigido

» Adulto Normal: 0,5a 1,5 % (2,0%)

» Recem-nascidos; 2,0a 6,0%

- Valor Absoluto por mm3

» Adulto Normal: 25.000 a 85.000/mm?3

» Recém-nascidos: 100.000 a 300.000/ mm?3
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- Indice Reticulocitico (IR)

» Adultos ndo-anémicos: 0,5a 1,8 %

> Anémicos:

e Nas anemias por diminui¢ao de produgao: < 1,8 %

e Anemias hemoliticas: de 1,82 2,9 %

e Aumento real da producdo medular para grau de anemia:>3,0%

o Bioguimica Clinica Manual

Lista de Kits manuais de marcas variadas de uso no Laboratdrio segue abaixo e 0s
respectivos POP’s dos Kits da marca Bioclin. Para acessar aos procedimentos das demais
marcas (Labtest e Kovalent) podera acessar os links abaixo da Tabela ou solicitando ao
técnico a Bula impressa que encontra-se em pastas catalagos no Laboratorio.

Kits da Labtest, Kovalent e Bioclin
Qualitrol 1 H

Qualitrol 2 H

Calibra H

Padrao de Bilirrubina

Padrdo de Hemoglobina

Hemoglobina

Bilirrubina

Lipase

Amilase
AST/ TGO Liquiform
AST/ TGO Liquiform

Fosfatase Acida

Fosfatase Alcalina
Gama GT (GGT)
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Colesterol Liquiform
Colesterol HDL
Trigliceridios Liquiform
CK - NAC Liquiform
CK - MB Liquiform
LDH Liquiform

Colinesterase Liquiform

Uréia

Creatinina

Acido Urico

Célculo Renal

Proteinas Totais

Albumina

Célcio Liguiform

Fo6sforo

Ferro Sérico

Magnesio

Glicose

Link Labtest: www.labtest.com.br

Link Kovalent: www.kovalent.com.br

Glicose Monoreagente

FINALIDADE

Método para a determinacdo da Glicose. Teste enzimatico colorimétrico, somente para
uso diagndstico in vitro.

PRINCIPIO DE ACAO

Metodologia: Enzimética Colorimétrica - GOD - PAP.

A Glicose é oxidada enzimaticamente pela Glicose-oxidase (GOD) de acordo com a

seguinte reacgdo:
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Glicose + 02+ H,O  GOD  Acido Glucénico + H,0>
——>

O Peroxido de hidrogénio, em presenca da Peroxidase (POD) reage com a 4
Aminoantipirina e Fenol, formando um cromdgeno vermelho cereja cuja intensidade de
cor é proporcional a concentracao de Glicose.

REAGENTE UTILIZADO

GLICOSE MONOREAGENTE CATALOGO: K082 ANVISA:
10269360136

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda.

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3439.5454 — Fax: (31) 3439.5455
e-mail: sac@bioclin.com.br

site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

COMPONENTES

Reagente N° 1 - Reagente Enzimatico - conservar entre 2 e 8°C. Contém: Tampao (pH
7,0) 36 mmol/L, Fenol 10 mmol/L, 4 - Aminoantipirina 0,3 mmol/L, Azida sddica 7,7
mmol/L, Glicose Oxidase > 10.000 U/L, Peroxidase > 700 U/L.

Reagente N° 2 - Padrdo - conservar entre 2 e 8°C, bem vedado. Contém: Glicose 100,0
mg/dL (5,56 mmol/L) e conservante.

ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando conservados
de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminagdo do produto durante o
uso para ndo afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnostico in vitro.

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtencao de resultados exatos.

3 - A 4gua utilizada na limpeza do material e na preparacéo dos reagentes deve ser recente
e isenta de agentes contaminantes.

4 - Colunas deionizadoras saturadas liberam agua alcalina, ions diversos e agentes
oxidantes e redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados.

5 - O nivel de agua no banho-maria deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de
ensaio.

6 - Manusear com cuidado os reagentes. O Reagente N° 1 contém Azida sddica, irritante
para pele e mucosas.

7 - O desenvolvimento de coloracéo rosea no reagente N°1 ndo interfere na qualidade e
estabilidade do reagente, desde que seja utilizado o Branco correspondente e dosagens
periddicas do padrao.
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8 - Determinar o fator periodicamente e a cada lote do produto.

9 - Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de protecdo ambiental
para que o descarte dos reagentes e do material bioldgico seja feito de acordo com a
legislacdo vigente.

10 - Para obtencdo de informacdes relacionadas a biosseguranga ou em caso de acidentes
com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de Informagdes de Seguranga de Produtos
Quimicos) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de solicitacdo pelo
SAC (Servico de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Procedimento Manual
e Equipamento: Espectrofotdmetro ou colorimetro
Banho-maria 37°C
Pipetas e tubos de ensaio
Rel6gio ou crondmetro
Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin

Procedimento Automatizado
e Equipamento: Aparelhos automaticos de bioquimica
e Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin

Inserir nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referéncia ao
manual ou POP para utilizacdo do mesmo.

AMOSTRA

Plasmas (fluoretado), soro, liquor; liquido (ascitico, pleural e sinovial).

O uso do anticoagulante Fluoreto - Bioclin é recomendado por ser inibidor da glicolise.
Usar 1 gota para cada 3 mL de sangue. O soro s6 podera ser usado se for centrifugado e
dosado imediatamente apds a colheita. Em outros liquidos bioldgicos adicionar um
inibidor da glic6lise na mesma proporcdo descrita para o sangue, centrifugando a amostra
antes de iniciar a dosagem.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO
Os reagentes estdo prontos para uso.

TECNICA
A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar como soro controle os kits Biocontrol N e
P Bioclin.

Procedimento Manual
Marcar 3 tubos de ensaio: B (Branco), A (Amostra), P (Padrao) e proceder como a seguir:

Branco | Padrdo | Amostr
a
Amostra -- -- 10 OL
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Reagente N° 2 -- 10 0L --
ReagenteN°1 | 1,0mL | 1.0mL | 1,0 mL

Homogeneizar bem e colocar em banho-maria 37°C por 10 minutos.
Ler a absorbancia da Amostra e do Padrdao em 505 nm (490-550 nm), acertando 0 zero
com o Branco. A cor é estavel por 30 minutos.

Procedimento Automatizado

Mencionar o manual ou POP para utilizacdo do equipamento analitico. Anexar a
programacao dos reagentes para 0 equipamento automatico.

CALCULOS

Glicose (mg/dL) = Absorbancia da amostra x 100
Absorbancia do padrao

Exemplo:
Absorbancia da amostra = 0,347
Absorbancia do padrdo = 0,350

Glicose (mg/dL) = 0,347 x 100 =199
0,350
Como a reacdo segue a Lei de Lambert-Beer, o Fator de calibrag&o pode ser usado.

Fator de calibracdo = Concentracdo do padrdo(100mg/dL)
Absorbancia do padréo

mg/dL = Absorbéncia da amostra x Fator de calibragéo
Exemplo:
Fator de calibracdo = 100 =286
0,350
Glicose (mg/dL) = 0,347 x 286 = 99
RESULTADOS

Unidade de Medida: mg/dL
Fator de Converséo de Unidades (SI): mg/dL x 0,0556 = mmol/L

VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia em mg/dL, para o presente método, foram obtidos atraves da
determinacgéo de Glicose em populacgdes sadias do sexo masculino e feminino.

PIaSMA ... 60 a 99 mg/dL
o U o) P 50 a 70 mg/dL
Recém-nascidos a termo .............ccccveenee. 30 a 80 mg/dL
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Prematuros .......ccceevveeveevie e 20 a 50 mg/dL

Para converter os valores de mg/dL em mmol/L ( SI ) multiplicar por 0,0556.

Estes valores devem ser usados como orienta¢do, sendo que cada laboratdrio devera criar
sua faixa de valores de referéncia, de acordo com a populacdo atendida.

LIMITACOES DO PROCESSO
O método proposto nédo é indicado para dosagem de Glicose na urina.
INTERFERENTES

Amostras com concentracdo até 20 mg/dL de Bilirrubina, 750 mg/dL de Triglicérides e
160 mg/dL de Hemoglobina ndo produzem interferéncia significativa. Nos casos de
interferéncias produzidas pela amostra, realizar também um Branco da Amostra, a fim
de minimizar a ag&o dos interferentes. Proceder como a seguir:

Marcar 1 tubo como Branco da Amostra e colocar 1,0 mL de Cloreto de sodio 0,85%
com 10 pL da Amostra. Determinar a sua absorbancia em 490-550 nm, acertando o zero
com agua destilada ou deionizada. Subtrair a absorbancia assim obtida, da absorbancia
do tubo da Amostra. Calcular a concentragdo multiplicando o resultado pelo Fator de
calibracéo.

O uso de medicamentos altamente redutores como o Acido ascorbico (Vitamina C)
interferem na reacdo, pois competem com o consumo de H202, fornecendo valores
falsamente diminuidos. Por esta razdo, deve-se suspender o seu uso pelos menos 12
horas antes da coleta da amostra.

SENSIBILIDADE

A sensibilidade foi calculada a partir de 20 determinagdes de uma amostra isenta de
glicose. A média de 1,5079 mg/dL com desvio padrdo de 0,0003 mg/dL. A sensi-
bilidade, que indica o limite de detec¢do do Método, corresponde a média mais 3 vezes
0 Desvio Padrao e é igual a 1,5088 mg/dL.

LINEARIDADE

A reacdo € linear até 500 mg/dL. Para amostras com valores acima de 500 mg/dL ou
densidade Optica acima de 0,8, diluir a amostra com Cloreto de sédio 0,85%, repetir a
dosagem e multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluicéo.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
numero de catalogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno
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Descrever a calibracao periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kits.

Deve ser prética rotineira do Laborat6rio Clinico o uso de soro controle para checar a
precisao e exatiddo das dosagens.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo
Descrever os procedimentos utilizados nas avaliacdes de qualidade feitas por programas
de comparacdo entre laboratdrios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

A homeostase glicémica é controlada pela acdo de diversos horménios, especialmente a
insulina, que mantém o equilibrio da concentracdo de glicose. Alteragdes hormonais e
outros fatores levam a variag0es nesta homeostase, desencadeando hiper e hipoglicemia.
A hiperglicemia ocorre em varios tipos de diabetes mellitus, onde sdo freqiientes
retinopatias, lesdes renais, neuropatias e aterosclerose. O diabetes mellitus é classificado
em: diabetes mellitus insulino dependente (Tipo 1), diabetes mellitus insulino ndo
dependente (Tipo 1), diabetes mellitus associado a certas condic¢Bes e sindromes
(classificado anteriormente como diabetes secundario) e diabetes gestacional.

Nas Hipoglicemias (HG) os niveis glicémicos que levam as suas manifestaces sdo
extremamente variaveis. As manifestacdes podem ocorrer no jejum ou pos prandial.
Ocorre HG de jejum no insulinoma, tumores ndo pancreaticos, doencas hepaticas,
hipoadrenalinismo (doenca de Addison), hipopituitarismo (doenca de Simmond),
enfermidade do armazenamento retardado do glicogénio (doenca de von Gierke). A
hipoglicemia pds-prandial ocorre devido a causa reativa (sintomas de HG 1 a 3 horas
apos a refeicdo); podendo ainda ser de origem alimentar ou em consequéncia do
diabetes mellitus Tipo Il e de intolerancia a Glicose.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 - TRINDER, P., Ann. Clin. Biochem., 6-24, 19609.

2 - TONKS, D. B., Quality Control in Clinical Laboratories, 1983.

3-LOTT,J. A;; TURNER, K., Clin. Chem., 1987, 21:1754, 1970.

4 - CARL, A. B. and EDWARD R. A, Tietz Textbook of Clinical Chem. 2nd ed., 928-
997,

5 - Quibasa: Dados do Departamento de Pesquisa e Desenvolvimento.

Colesterol Monoreagente
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FINALIDADE

Método para determinacao do Colesterol. Teste enzimético colorimétrico somente para
uso in vitro.

PRINCIPIO DE ACAO

Metodologia: Enzimatico Colorimétrico — COD — PAP.

A determinacdo enzimatica do colesterol é feita de acordo com as seguintes reacdes:

) Lipoproteina Lipase )
Esteres de Colesterol » Colesterol + Acidos Graxos

Colesterol Oxidase
Colesterol + O» »Colesterol-3-ona + H20>

Peroxidase
2 H20, + Fenol + 4-Aminoantipirina —— Cromdgeno Cereja + 4 H,0

A intensidade da cor cereja formada é diretamente proporcional a concentracdo de
Colesterol na amostra.

REAGENTE UTILIZADO

COLESTEROL MONOREAGENTE CATALOGO: K083
ANVISA: 10269360141

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda.

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3439.5454 — Fax: (31) 3439.5455
e-mail: sac@bioclin.com.br

site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

COMPONENTES

Reagente N° 1 - Reagente Enzimatico - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Tampao (pH
7,0) 75 mmol/L, Fenol 4,5 mmol/L, 4- Aminoantipirina 0,3 mmol/L, Colesterol Oxidase
> 200 U/L, Lipoproteina Lipase > 700 U/L, Peroxidase > 300 U/L, Azida Sédica 14,6
mmol/L, Estabilizantes e Surfactantes.

Reagente N° 2 - Padréo - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Colesterol 200,0 mg/dL,
Estabilizantes e Solubilizantes.

ESTABILIDADE
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Os reagentes sdo estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando conservados
de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminagdo do produto durante o
uso para nao afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnostico in vitro.

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtencao de resultados exatos.

3 - A éagua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes
contaminantes.

4 - Colunas deionizadoras saturadas liberam &gua alcalina, ions diversos e agentes
oxidantes redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados.

5 - O nivel de agua no banho-maria deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de
ensaio.

6 - Plasma colhido com anticoagulantes como oxalato, EDTA ou citrato, produzem
resultados falsamente diminuidos.

7 - Manusear com cuidado os reagentes. O Reagente N°1 contém Azida sodica, irritante
para pele e mucosas.

8 - O desenvolvimento de coloracao rosea no reagente N°1 ndo interfere na qualidade
e estabilidade do reagente, desde que seja utilizado o Branco correspondente e
dosagens periddicas do padrao.

9 - Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de protecdo ambiental
para que o descarte dos reagentes e do material bioldgico seja feito de acordo com a
legislacdo vigente.

10 - Para obtencao de informacdes relacionadas a biosseguranga ou em caso de acidentes
com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de Informacgdes de Seguranca de Produtos
Quimicos) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de solicitacdo pelo
SAC (Servico de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Procedimento Manual
e Equipamento: Espectrofotdmetro ou colorimetro
Banho-maria 37°C
Pipetas e tubos de ensaio
Reldgio ou cronbmetro
Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin

Procedimento Automatizado
e Equipamento: Equipamento bioquimico automatico.
e Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin

Inserir nome, modelo e o local onde se encontra 0 equipamento; Fazer referéncia ao
manual ou POP para utilizacdo do mesmo.

AMOSTRA
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Soro obtido livre de hemdlise ou plasma colhido com heparina. O Colesterol é estavel no
plasma ou no soro por 7 dias entre 2 e 8°C, e até 5 dias entre 15 e 30°C.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO
Os reagentes estdo prontos para uso.

TECNICA

A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar como soro controle os kits Biocontrol N e
P Bioclin.

Procedimento Manual
Marcar 3 tubos de ensaio: B (Branco), A (Amostra) e P (Padrédo) e proceder como a seguir:

Branco Padrdo Amostra
Amostra | mmeeeee | e 10 UL
Reagente N°2 | -—----- 10puL | -
Reagente N° 1 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Homogeneizar bem e colocar em banho-maria 37°C por 10 minutos.
Ler a absorbancia da Amostra e do Padrdo em 500 nm (490-550 nm), acertando o zero
com o Branco. A cor é estavel por 30 minutos.

Procedimento Automatizado
Mencionar o manual ou POP para utilizacdo do equipamento analitico. Anexar a
programacao dos reagentes para 0 equipamento automatico.

CALCULOS

Colesterol (mg/dL) = Absorbancia da Amostra x 200
Absorbéancia do Padrédo

Como a reacao segue a Lei de Lambert-Beer, o Fator de calibracdo pode ser usado.

Fator de calibragcdo= Concentracdo do Padrédo(200mg/dL)
Absorbancia do Padréao

mg/dL = Absorbancia da Amostra x Fator de calibracéo
RESULTADOS

Unidade de Medida: mg/dL

Fator de Converséo de Unidades (SI): mg/dL x 0,026= mmol/L

VALORES DE REFERENCIA
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Os valores de referéncia em mg/dL, para o presente método, foram obtidos através da
determinacgéo do colesterol em populac6es do sexo masculino e feminino.

Desejavel <200
Aceitével 200-239
Elevado >240

Para converter os valores de mg/dL em mmol/L (SI) multiplicar por 0,026.
Estes valores devem ser usados como orientacdo, sendo que cada laboratério devera
criar sua faixa de valores de referéncia, de acordo com a populacéao atendida.

LIMITACOES DO PROCESSO

O equilibrio do ensaio é afetado por algumas substancias interferentes como o Acido
Ascorbico (mesmo em pequenas concentracdes), hemoglobina acima de 150 mg/dL e
Bilirrubina acima de 20 mg/dL.

INTERFERENTES

Nao se aplica.

SENSIBILIDADE

A sensibilidade foi calculada a partir de 20 determinagdes de uma amostra isenta da
presenca de colesterol. A média de 1,461 mg/dL com desvio padrdo de 0,004 mg/dL. A

sensibilidade, que indica o limite de detec¢do do Método, corresponde & média mais 3
vezes 0 Desvio Padrdo e é igual a 1,47 mg/dL.

LINEARIDADE

A reacdo é linear até 500 mg/dL. Para amostras com valores acima de 500 mg/dL, ou
densidade Optica maior que 0,8, diluir a amostra com cloreto de sodio 0,85%, repetir a
dosagem e multiplicar o resultado pelo fator de diluicéo.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
namero de catéalogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno
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Descrever a calibracao periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kits.

Deve ser prética rotineira do Laborat6rio Clinico o uso de soro controle para checar a
precisao e exatiddo das dosagens.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliacdes de qualidade feitas por programas
de comparacdo entre laboratdrios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.

Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

A concentracdo do Colesterol plasmatico € influenciada por caracteres hereditarios,
funcdo endocrina, nutricdo e integridade dos 6rgdos vitais como figado e rins.
Numerosas investigacOes confirmam a relacdo entre o Colesterol total e a evolugéo da
doenca coronéria aterosclerdtica. O Colesterol encontra-se aumentado no diabetes,
sindrome nefrética, cirrose biliar, no hipotiroidismo e nas hiperlipoproteinemias tipo
I1a, 11b e 111. Pesquisas revelam que niveis elevados do Colesterol LDL (Colesterol
Ligado a lipoproteinas (LP) de baixa densidade) relacionam-se intimamente a doencas
coronarianas isquémicas (DCI). Ao contrério, a elevacao do Colesterol HDL (Colesterol
ligado a lipoproteinas de alta densidade) representa um fator de protecédo contra a DCI.
Hipertensao,tabagismo, obesidade sdo outras causas responsaveis pela arteroscleroses e
DCI. Valores diminuidos podem ocorrer na presenca de doencas que acometem o
parénquima hepético (Hepatite virotica, Hepatite Toxica), ocasionalmente nas infeccoes
agudas (pneumonia, febre tiféide), hipertiroidismo, anemias, desnutricéo.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 - ALLAIN, C.C,. and al. Clin. Chem., 1974. 20-470.

2 - TONKS, D.B,. Qualyt Control in Clinical laboratories, 1983.

3 - TRINDER, P., Ann. Clin. bioche,., 1969, 6-24.

4 - HENRY, J.B., Diagnosys and Management by laboratory Methods, 192 ed., 1996.
5- CARL, A.B. and EDWARDR .A., Tiedz Textbook of Clinical Chem. 2nd ed.,
1994,1002-1081.

Colesterol HDL Enzimatico

FINALIDADE
Método para a determinacdo do Colesterol HDL. Teste enzimético colorimétrico,
somente para uso diagnostico in vitro.

PRINCIPIO DE ACAO
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Metodologia: Enzimaético-Trinder

As lipoproteinas VLDL (Lipoproteina de muito baixa densidade) e LDL (Lipoproteina
de baixa densidade) e os quilomicrons sdo precipitados com a mistura de Acido
fosfotingstico e Cloreto de magnésio. Apos centrifugacdo, o Colesterol ligado as
Lipoproteinas de alta densidade (HDL) € determinado no sobrenadante por método
colorimétrico enzimatico.

REAGENTE UTILIZADO )
COLESTEROL HDL ENZIMATICO CATALOGO: K015
ANVISA: 10269360082

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda.

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3439.5454 — Fax: (31) 3439.5455
e-mail: sac@bioclin.com.br

site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

COMPONENTES

Numero 1 - Padréo - Conservar entre 2 e 8°C. Contém Colesterol 40mg/dL e n-butanol
P.A.

Numero 2 - Reagente Precipitante - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Acido
fosfotungstico 1,5 mmol/L, Cloreto de magnésio 100 mmol/L.

ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando conservados
de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminagdo do produto durante o
uso para ndo afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnostico in vitro.

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtencdo de resultados exatos.

3 - A é&gua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes
contaminantes.

4 - Colunas deionizadoras saturadas liberam &gua alcalina, ions diversos e agentes
oxidantes e redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados.

5 - O nivel de agua no banho-maria deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de
ensaio.

6 - O uso do Reagente de Trabalho do Kit Colesterol Liquido Estavel ou do Kit Colesterol
Monoreagente da Bioclin é de fundamental importancia para uma boa performance do
sistema.

7 - Determinar o fator periodicamente e a cada lote do produto.
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8 - Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de prote¢cdo ambiental
para que o descarte dos reagentes e do material bioldgico seja feito de acordo com a
legislagéo vigente.

9 - Para obtencéo de informacdes relacionadas a biosseguranca ou em caso de acidentes
com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de Informagdes de Seguranca de Produtos
Quimicos) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de solicitacdo pelo
SAC (Servigo de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Procedimento Manual
e Equipamento: Espectrofotdmetro ou colorimetro
Banho-maria 37°C

e Pipetas e tubos de ensaio

e Reldgio ou cronbmetro

e kit de Colesterol Monoreagente

e Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin
AMOSTRA

Soro obtido livre de hemdlise, colhido apos jejum de 12 a 14 horas. O Colesterol HDL é
estavel no soro por 7 dias entre 15 e 30°C e 14 dias entre 2 e 8°C.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO
Reagente pronto para uso.

TECNICA
A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar o kit Colesterol Monoreagente (Reagente
Enzimatico*) e como soro controle os kits Biocontrol N e P Bioclin.

Procedimento Manual

Precipitacédo das VLDL, LDL e quilomicrons.
Em tubo de centrifuga, pipetar:

Reagente Precipitante N° 2.................. 250 pL

Agitar no Vortex ou manualmente durante 1 minuto. Centrifugar a 3500 rpm durante 15
minutos. Esta etapa é de fundamental importancia para obtencéo de resultado correto. O
sobrenadante limpido contém Colesterol HDL e deve ser pipetado imediatamente apds a
centrifugacdo, para evitar resultado falsamente elevado.

Determinacéo do Colesterol HDL
Marcar 3 tubos de ensaio : B (Branco), A (Amostra), P (Padrdo) e proceder como a seguir

| | Branco | Padrdio | Amostra |

81




~ Universidade UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA
. K Catélica de Brasilia LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS

Revisdo 15/12/2022

Emisséo: 10/04/15 P&gina 82 de 217

MANUAL DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

Sobrenadante | ---mee- | mmemee- 50 pL
Reagente N°1 | -=----- SOpL | -memee-
Reagente Enzimatico* | 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Homogeneizar bem e colocar em banho-maria 370C por 5 minutos. Ler a absorbéncia da
Amostra e do Padrdo em 500 nm (490-540), acertando 0 zero com o Branco. A cor €
estavel por 30 minutos.

CALCULOS

Como na realizacdo da técnica o soro é diltido 1:2 com o Reagente Precipitante,
necessita-se corrigir essa diluicdo para obtencdo de resultados corretos. Para isso, na
realizacdo dos calculos, o valor do padréo é corrigido para o dobro de sua concentracao
real, ou seja, 80 mg/dL.

HDL (mg/dL) = Absorbancia da Amostra x 80
Absorbancia do Padrédo

Como a reacdo segue a Lei de Lambert-Beer, 0 método do Fator de calibracdo pode ser
usado.

Fator de Calibracéo = 80
Absorbancia do padrao

mg/dL = Absorbancia do teste x Fator de Calibracdo

A concentracgdo do Colesterol VLDL e LDL pode ser calculada segundo a equacao de
Friedewald. Este calculo podera ser utilizado para amostras cuja concentracéo de
Triglicérides ndo ultrapasse 400 mg/dL.

Colesterol VLDL = Triglicérides / 5
Colesterol LDL = Colesterol total - (HDL + VLDL)

Para amostra lipémica ou com sobrenadante turvo, diluir a amostra 1:2 com Cloreto de
sodio 0,85% e repetir a precipitacdo. Multiplicar o resultado obtido por 2. Se o
sobrenadante permanecer turvo, a amostra ndo poderd ser utilizada.

RESULTADOS
Unidade de Medida: mg/dL
VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia, em mg/dL, para o presente método, foram obtidos através da
determinacéo de Colesterol HDL em populac6es sadias do sexo masculino e feminino.
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Desejavel Médio risco Alto risco
Colesterol LDL <130 130-159 >160
Colesterol HDL > 65 45-65 <45
mulheres
Colesterol HDL > 55 35-55 <35
homens

Estes valores devem ser usados como orientacdo, sendo que cada laboratério devera
criar sua faixa de valores de referéncia, de acordo com a populagéo atendida.

LIMITACOES DO PROCESSO

Manter sempre a relagdo de 1:1 entre a amostra e o Precipitante. Algumas substancias,
como o Acido Ascorbico, Hemoglobina acima de 150 mg/dL, Bilirrubina acima de 20
mg/dL e Triglicérides acima de 600 mg/dL, interferem na reacéo.

INTERFERENTES
Na&o se aplica
SENSIBILIDADE

A sensibilidade foi calculada a partir de 20 determinagdes de uma amostra isenta da
presenca de Colesterol HDL. A média encontrada foi 1,3307 mg/dL, com desvio padrao
de 0,0005 mg/dL. A sensibilidade, que indica o limite de detec¢do do método,
corresponde a média mais 3 vezes o desvio padréo, sendo igual a 1,3321 mg/dL.
LINEARIDADE

Nao se aplica
CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
numero de catélogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibracao periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kkits.

Deve ser pratica rotineira do Laboratorio Clinico o uso de soro controle para checar a
precisdo e exatiddo das dosagens.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo
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Descrever os procedimentos utilizados nas avaliagdes de qualidade feitas por programas
de comparacdo entre laboratdrios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

SIGNIFICADO CLINICO

A determinacdo das lipoproteinas de alta densidade (HDL) e das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) desempenham papel importante na prevencéo e terapia de cardiopatias
coronarianas.

As HDL séo capazes de captar o Colesterol dos tecidos periféricos e reconduzi-lo ao
figado a fim de degrada-lo e excreta-lo. Este mecanismo, denominado transporte
reverso do Colesterol, constitui a teoria da anti-aterogenicidade do HDL, onde baixas
concentragdes de HDL estéo diretamente relacionadas com a incidéncia de doengas
cardiovasculares.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1- ALLAIN, C. C,. and al. Clin. Chem., 1974, 20-470.
2 - TONKS, D. B., Quality Control in Clinical Laboratories, 1983.
3 - TRINDER, P., Ann. Clin. Biochem, 1969, 6-24.
4 - CARL, A. B. And EDWARD, R. A.; Tietz Texbook of Clinical Chem. 2 nd. ed.;
1994, 1002-1081.
Triglicérides Monoreagente

FINALIDADE

Método para a determinacédo dos triglicérides. Teste enzimético colorimétrico, somente
para uso diagnostico in vitro.

PRINCIPIO DE ACAO

Metodologia: Enzimatico colorimétrico

Triglicérides + H,O Lipoproteina  Glicerol + Acidos Graxos

Lipase

Glicerol + ATP  Glicerol Kinase  Glicerol-3-Fosfato + ADP
Mg*2 g

Glicerol 3 Fosfato + O2 Glicerol Fosfato Fosfato + H20:

Oxidase Dihidroxiacetona

2H>02 + 4 Aminoantipirina + p-clorofenol Peroxidase Cromdgeno cereja + 4
H.O

v
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O H203, 4 aminoantipirina e p-clorofenol, na presenca da peroxidase, originam um
composto de cor cereja, cuja intensidade de cor é proporcional & concentragao de
triglicérides.

REAGENTE UTILIZADO

TRIGLICERIDES MONOREAGENTE CATALOGO: K117 ANVISA:
10269360193

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda.

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3439.5454 — Fax: (31) 3439.5455
E-mail: sac@bioclin.com.br

Site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

COMPONENTES

Reagente N° 1 - Reagente Enzimatico - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: tampdo pH
7,0 (100 mmol/L), 4-cloro fenol 5 mmol/L, lipase lipoprotéica 2500 U/L, glicerol quinase
> 1500 UJ/L, peroxidase > 1000 U/L, 4-aminoantipirina 0,9 mmol/L, ATP 1,5 mmol/L,
glicerol-3-fosfato oxidase > 4000 U/L, conservante, ativante e estabilizante.

Reagente N° 2 - Padrdo - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: triglicérides 100,0 mg/dL
(1,13 mmol/L) e conservante.

ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando conservados
de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminagdo do produto durante o
uso para nao afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnaostico in vitro.

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtencao de resultados exatos.

3 - A agua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes
contaminantes.

4 - Colunas deionizadoras saturadas liberam agua alcalina, ions diversos e agentes
oxidantes e redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados.

5 - O nivel de 4gua no banho-maria deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de
ensaio.

6 - Determinar o fator periodicamente e a cada lote do produto.

7 - Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de prote¢do ambiental
para que o descarte dos reagentes e do material bioldgico seja feito de acordo com a
legislacdo vigente.
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8 - Para obtencdo de informacdes relacionadas & biosseguranca ou em caso de acidentes
com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de Informagdes de Seguranga de Produtos
Quimicos) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de solicitacdo pelo
SAC (Servico de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Procedimento Manual
e Equipamento: Espectrofotdmetro ou colorimetro
e Banho-maria 37°C
Pipetas e tubos de ensaio
Reldgio ou cronémetro
Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin
Procedimento Automatizado
e Equipamento: Aparelhos automaticos de bioquimica
e Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin

Inserir nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referéncia ao
manual ou POP para utilizacdo do mesmo.

AMOSTRA

Soro obtido livre de hemolise (para evitar resultados falsamente elevados) ou plasma
colhido com EDTA ou heparina. O analito é estavel durante 3 dias entre 2 e 8°C e 30 dias
a 10 °C negativos. O sangue deve ser colhido apds um jejum de 12 a 14 horas. As amostras
lipémicas devem ser previamente diluidas com cloreto de sddio a 0,85%, na proporcao
1:2.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO
Os reagentes estdo prontos para uso.

TECNICA
A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar como soro controle os kits Biocontrol N e
P Bioclin.

Procedimento Manual
Marcar 3 tubos de ensaio: B (Branco), A (Amostra), P (Padréo) e proceder como a seguir:

Branco Padrédo Amostra
Amostra | mmeeeee | e 10 UL
Reagente N° 1 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
Reagente N°2 | --—---- 0puL | -

Homogeneizar bem e colocar em banho-maria 37°C por 10 minutos. Ler a absorbancia
da Amostra e do Padrédo em 500 nm (490-540 nm), acertando o zero com o Branco. A cor
é estavel por 30 minutos.
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Procedimento Automatizado
Mencionar o manual ou POP para utilizacdo do equipamento analitico. Anexar a
programacao dos reagentes para 0 equipamento automatico.

CALCULOS

Triglicérides ( mg/dL ) = Absorbancia da amostra x 100
Absorbancia do padrao

Como a reacdo segue a Lei de Lambert-Beer, o Fator de calibracdo pode ser usado.

Fator de calibracdo = Concentracdo do padrdo (100 mg/dL)
Absorbancia do padrao
mg/dL = Absorbancia da amostra x Fator de calibragéo

RESULTADOS

Unidade de Medida: mg/dL
Fator de Converséo de Unidades (SI): mg/dL x 0,0113 = mmol/L

VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia, em mg/dL, para o presente método, foram obtidos através da
determinacéo de triglicérides em populacdes sadias do sexo masculino e feminino.
Soro: menor que 160 mg/dL

Para converter os valores de mg/dL em mmol/L ( SI ) multiplicar por 0,0113.

Estes valores devem ser usados como orientacdo, sendo que cada laboratério devera
criar sua faixa de valores de referéncia, de acordo com a populacao atendida.

LIMITACOES DO PROCESSO

Substancias redutoras, como o acido ascorbico, mesmo em baixas concentracoes, e
amostras ictéricas com bilirrubina acima de 5 mg/dL, interferem na metodologia,
levando a resultados falsamente diminuidos.

Algumas substancias como, o alcool, contraceptivos orais e estrogenos, elevam 0s
valores de triglicérides.

INTERFERENTES

Né&o se aplica.

SENSIBILIDADE

O estudo de sensibilidade ou limite de detecgdo foi realizado através da dosagem de
uma amostra isenta do analito (Triglicérides). Foram realizadas 20 dosagens
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consecutivas e a média encontrada somou-se 3 vezes o desvio padrao da média. A
média encontrada foi de 2,808 mg/dL, o desvio padrdo 0,013 mg/dL e a sensibilidade
(Média + 3DP) 2,845 mg/dL.

LINEARIDADE

A reacdo é linear até concentracdo de 900 mg/dL. Para amostras com valores acima de
900 mg/dL diluir a amostra com cloreto de sédio 0,85%, repetir a dosagem e multiplicar
o resultado obtido pelo fator de diluicdo.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
numero de catélogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibracdo periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kits.

Deve ser pratica rotineira do Laboratorio Clinico o uso de soro controle para checar a
precisdo e exatiddo das dosagens.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliacdes de qualidade feitas por programas
de comparacdo entre laboratdrios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

Os triglicerides, constituintes das varias lipoproteinas, sdo encontrados em diferentes
concentracdes e tém grande importancia na classificacao e fenotipagem das
hiperlipoproteinemias. Nas vérias patologias em que ocorre hiperlipidemia, 0s
triglicérides somente ndo se encontram elevados no Tipo lla. S&o verificados valores
aumentados em varias patologias como no diabetes, doencas cardiovasculares,
pancreatite, sindrome nefrética, uremia, hipotireoidismo, alcoolismo crénico. Em
processos de triagem, a dosagem dos triglicérides, colesterol, a prova de refrigeragdo
sérica e outros parametros podem fornecer dados consistentes a classificagéo e
fenotipagem das hiperlipoproteinemias.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1-BUCOLO, G.; DAVID, H., Clin. Chem., 1973, 476.
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2 - TONKS, D. B., Quality Control in Clinical Laboratories, 1983.

3 - MC GOWAN, M. W.; ARTISS, J. D.; STRANDBERGH, D. R.;ZAK, B., Clin.
Chem., 1983, 29-538.

4 - TRINDER, P.; Ann. Clin. Biochem, 1969, 6-24.

5 - Bioclin — Dados de arquivo

Proteinas Totais

FINALIDADE
Método para a determinacdo das Proteinas Totais. Teste colorimétrico, somente para uso
diagnostico in vitro.

PRINCIPIO DE ACAO
Metodologia: Biureto.

As ligacOes peptidicas das proteinas (-CONH-) reagem com 0s ions cupricos, em meio
alcalino, formando um complexo de coloragdo violeta que é proporcional ao teor das
Proteinas no meio. A presenca do Tartarato de sddio e potassio estabiliza o reagente e a
concentracdo adequada de lodeto de potassio previne a sua auto-reducéo.

REAGENTE UTILIZADO )
PROTEINAS TOTAIS CATALOGO: K031 ANVISA:
10269360116

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda.

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3439.5454 — Fax: (31) 3439.5455
e-mail: sac@bioclin.com.br

site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

COMPONENTES

Numero 1 - Biureto - conservar entre 2 e 8°C. Contém: Hidréxido de sédio 0,2 mol/L,
Tartarato de potassio e sédio 32 mmol/L, lodeto de potassio 6 mmol/L, Sulfato de cobre
12 mmol/L.

Numero 2 - Padrédo - conservar entre 2 e 8°C. Agitar antes de usar. Contém: Albumina
4g/dL, estabilizador e Azida sddica 15, 38 mmol/L.

ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando conservados
de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminagdo do produto durante o
uso para nao afetar a sua estabilidade.
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CUIDADOS ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnostico in vitro.

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtencdo de resultados exatos.

3 - A é&gua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes
contaminantes.

4 - Colunas deionizadoras saturadas liberam &gua alcalina, ions diversos e agentes
oxidantes e redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados.

5 - O Reagente N° 1 é caustico, manusear com cuidado. O Reagente N° 2 contém Azida
sodica, irritante para pele e mucosas.

6 - Nao usar plasma.

7 - Determinar o fator periodicamente e a cada lote do produto.

8 - Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de protecdo ambiental
para que o descarte dos reagentes e do material bioldgico seja feito de acordo com a
legislacdo vigente.

9 - Para obtencdo de informacdes relacionadas a biosseguranca ou em caso de acidentes
com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de Informacgdes de Seguranga de Produtos
Quimicos) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de solicitacdo pelo
SAC (Servico de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Procedimento Manual
e Equipamento: Espectrofotdmetro ou colorimetro
e Pipetas e tubos de ensaio
¢ Rel6gio ou crondmetro
e Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin

Procedimento Automatizado
e Equipamento: Aparelhos automaticos de bioquimica
e Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin

Inserir nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referéncia ao
manual ou POP para utilizacdo do mesmo.

AMOSTRA
Soro obtido livre de hemdlise e liquidos (pleural, sinovial e ascitico). O analito é estavel
por 07 dias entre 2 e 8°C e 60 dias a 10°C negativos.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO
Os reagentes estdo prontos para uso.

TECNICA

A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar como soro controle os kits Biocontrol N e
P Bioclin.

Procedimento Manual
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Marcar 3 tubos de ensaio : B (Branco), A (Amostra), P (Padréo) e proceder como a seguir

Branco Padrdo Amostra
Amostra | ememeem | o 50 pL
Padrio |- 50pL | -
Biureto 2,5 mL 2,5 mL 2,5mL

Homogeneizar bem e deixar em repouso por 10 minutos. Ler a absorbancia da Amostra
e do Padrdo em 545 nm (510 - 550 nm), acertando o zero com 0 Branco. A cor ¢ estavel

por 30 minutos.

Procedimento Automatizado

Mencionar 0 manual ou POP para utilizacdo do equipamento analitico. Anexar
programacéo dos reagentes para 0 equipamento automatico.

CALCULOS

Proteinas Totais ( g/dL ) = Absorbancia da amostra x 4
Absorbancia do padréo

a

Como a reacdo segue a Lei de Lambert-Beer, 0 método do Fator de calibracéo pode ser

usado.

Fator de calibracdo = Concentracdo do padréo (4 g/dL )
Absorbancia do padrao

g/dL = Absorbancia da amostra x Fator de calibracdo

RESULTADOS
Unidade de Medida: g/dL

VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia em g/dL, para o presente método, foram obtidos através da

determinacédo de Proteinas Totais em populacGes sadias do sexo masculino e feminino.

Proteinas Totais no soro : 6,0 a 8,0 g/dL
Estes valores devem ser usados como orientacdo, sendo que cada laboratdrio devera
criar sua faixa de valores de referéncia, de acordo com a populagéo atendida.

LIMITACOES DO PROCESSO
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O método descrito ndo € aplicado para a dosagem das Proteinas na urina e no liquor.
Para estas amostras usar o kit Bioprot U/LCR Bioclin.

INTERFERENTES

Amostra hemolisada, ictérica, lipémica ou medicamentos como: digitélicos,
corticoesterdides, esterdides anabdlicos interferem nas dosagens. Os estrogénios,
laxativos e contraceptivos orais interferem, produzindo valores reduzidos das Proteinas.
Para amostras com Bilirrubina acima de 40 mg/dL e Hemoglobina acima de 180 mg/dL
fazer um Branco da amostra da seguinte maneira : misturar 2,5 mL de NaCl 0,85% com
0,05 mL de amostra. Determinar a absorbancia a 545 nm acertando o zero com agua
destilada ou deionizada. Diminuir a absorbancia assim obtida da absorbancia do teste e
calcular a concentracao.

SENSIBILIDADE

A sensibilidade do Kit Proteinas Totais foi calculado a partir de 20 determinaces de
uma amostra isenta da presenca de proteinas totais.

A média encontrada foi de 0,022 g/dL com desvio padrdo de 0,007 g/dL. A
sensibilidade, que indica o limite de detec¢do do método, corresponde a média mais 3
vezes 0 desvio padrdo, e é igual a 0,043 g/dL.

LINEARIDADE

A reacdo € linear ate 12 g/dL. Para valores maiores, diluir o soro com solucao salina
0,85% e multiplicar o resultado pelo fator de diluicéo.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
numero de catélogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibracdo periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kkits.

Deve ser pratica rotineira do Laboratorio Clinico o uso de soro controle para checar a
precisdo e exatiddo das dosagens.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo
Descrever os procedimentos utilizados nas avaliacdes de qualidade feitas por programas
de comparac&o entre laboratdrios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
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Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

Os niveis plasmaticos das Proteinas Totais sofrem varia¢des de acordo com as
alteracdes das suas varias fragdes. Sua concentracdo é influenciada pelo estado
nutricional, hepatico, renal e erros metabolicos.

Valores aumentados de Proteinas Totais podem ocorrer na desidratacdo, mieloma
multiplo, enfermidades do colageno (lUpus eritematoso, artrite reumatdide), endocardite
bacteriana subaguda.

A hipoproteinemia pode ocorrer nas seguintes condicdes clinicas: sindrome nefrética,
insuficiéncia hepatica (cirrose, hepatite cronica, neoplasias), desnutricdo grave, anemias
graves, estados febris prolongados, infec¢des graves, hemorragia macica.

A dosagem de Proteinas nos liquidos serosos (pleural e ascitico) é importante para se
fazer a diferenciacéo entre transudatos (valor de Proteinas inferior a 50% da
concentracdo no soro) e exudatos (valor de Proteinas superior a 50% da concentracdo no
sSoro).

Os niveis de Proteinas no liquido sinovial s&o inferiores aos do sangue variando de 1,2 a
2,5 g/dL.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 - GORNALL, A. G.; BARDAWILL, C. J.; DAVID, M. M. J., Biol. Chem., 1977, 751.
2 - WEICHSELBAUM, T. E.; AMER,J., Clin. Pathol., 1946, 16,40.

3-SLATER, L.; CARTER, P. M.; HOBBS, J. R., Ann. Clin. Biochem., 1975, 12,333.
4 - BATSAKIS, J. G.; AROUSOHN, R. S.; WALKER, W. A.; BARNES, B.; AMER,
J., Clin. Pathol., 1.976, 66,238.

5-HOEL. P. G., em Estatistica Elementar, Ed. Fundo de Cultura S/A, 1969.

6 - TONKS, D. B., Clin. Chem., 1983, 9,217.

7 - CARL, A. B. and EDWARD, R. A., Tietz Textbook of Clinical Chem. 2nd ed, 1994,
695-697.

Albumina
FINALIDADE
Método para a determinacdo da albumina. Teste colorimétrico, somente para uso
diagnostico in
vitro.

PRINCIPIO DE ACAO

Metodologia: Verde de bromocresol ( VBC).
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A dosagem utiliza o que se chama “erro protéico dos indicadores”. Em presenca da
albumina, o verde de bromocresol forma um complexo corado, que exibe um espectro de
absorcéo diferente do corante no seu estado livre, permitindo, assim, a dosagem da
albumina.

REAGENTE UTILIZADO
ALBUMINA CATALOGO: K040 ANVISA: 10269360144

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda.

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3439.5454 — Fax: (31) 3439.5455
e-mail: sac@bioclin.com.br

site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

COMPONENTES

Numero 1 - Reagente de cor - conservar entre 2 e 8°C. Contém: verde de bromocresol
0,1 mmol/L, solugéo tampao citrato 20 mmol/L pH 3,6, preservativos e surfactantes.
Numero 2 - Padrao - conservar entre 2 e 8°C. Agitar antes de usar. Contem: albumina
3,8 g/dL, azida sodica 15,38 mmol/L.

ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando conservados
de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminagdo do produto durante o
uso para ndo afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1- Somente para uso diagndstico in vitro.

2- Seguir com rigor a metodologia proposta para obtencéo de resultados exatos.

3- A agua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes
contaminantes.

4- Colunas deionizadoras saturadas liberam &gua alcalina, ions diversos e agentes
oxidantes redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados.

5- O Reagente N°2 contém azida sodica: manusear com cuidado.

6- Ndo usar plasma.

7- Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de protecdo ambiental
para que o descarte dos reagentes e do material bioldgico seja feito de acordo com a
legislagéo vigente.

8- Para obtencdo de informacdes relacionadas a biosseguranga ou em caso de acidentes
com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de Informacgdes de Seguranca de Produtos
Quimicos) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de solicitacdo pelo
SAC (Servico de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS
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Procedimento Manual
e Equipamento: Espectrofotdmetro ou colorimetro
Banho-maria 37°C
Pipetas e tubos de ensaio
Reldgio ou cronémetro
Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin

Procedimento Automatizado
e Equipamento: Equipamento bioquimico automatizado
e Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin

Inserir nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referéncia ao
manual ou POP para utilizacdo do mesmo.

AMOSTRA
Soro obtido livre de hemolise. O analito é estavel por 03 dias entre 2 e 8°C.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO
O reagente é pronto para uso.

TECNICA
A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar como soro controle os kits Biocontrol N e
P Bioclin.

Procedimento Manual
Marcar 3 tubos de ensaio: B ( Branco ), A ( Amostra ), P ( Padréo ) e proceder como a
sequir:

Branco Padréo Amostra
Amostra | mmmemem | e 10 pL
Padrio | ------- 0L | -------
Reagente de Cor 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL

Homogeneizar bem e deixar em repouso por 5 minutos. Ler a absorbancia da Amostra e
do Padrdo em 630 nm (600 a 640 nm), acertando o zero com o0 Branco. A cor € estavel
por 30 minutos.

Procedimento Automatizado

Mencionar o manual ou POP para utilizacdo do equipamento analitico. Anexar a
programacao dos reagentes para 0 equipamento automatico.

CALCULOS

Albumina (g/dL) = Absorbancia da amostra x 3,8
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Absorbancia do padréo
Como a reacdo segue a Lei de Lambert-Beer, o Fator de calibracdo pode ser usado.

Fator de calibracdo = Concentracdo do padrdo (3,8 g/dL)
Absorbancia do padrao

g/dL = Absorbancia da amostra x Fator de calibracéo

Os resultados serdo expressos em g/dL.

RESULTADOS

Unidade de Medida: g/dL

VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia em g/dL, para o presente método, foram obtidos através da
determinacgéo de albumina em populagdes sadias.

Albumina no soro: 3,5 a 5,5 g/dL. Estes valores devem ser usados como orientagéo,
sendo que cada laboratorio devera criar sua faixa de valores de referéncia, de acordo
com a populacéo atendida.

LIMITACOES DO PROCESSO

Usar pipeta automatica e ponteiras de boa qualidade para pipetagem do Padrao e da
Amostra, a fim de minimizar problemas de imprecisdo de volume.

INTERFERENTES

Nao se aplica.

SENSIBILIDADE

A sensibilidade do Kit Albumina foi calculada a partir de 20 determinacdes de uma
amostra isenta da presenca de albumina. A média encontrada foi de 0,0326 g/dL com
desvio padréo de 0,0001 g/dL. A sensibilidade, que indica o limite de deteccdo do
método, corresponde a media mais 3 vezes o desvio padrdo, sendo igual a 0,0327 g/dL.
LINEARIDADE

A reacdo é linear até 6,0 g/dL. Para valores maiores que 6,0 g/dL ou densidade dptica
acima de 0,8, diluir o soro com solucéo salina 0,85%, repetir a dosagem e multiplicar o

resultado pelo fator de diluicéo.

CONTROLE DA QUALIDADE
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Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
numero de catalogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibracdo periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kits.

Deve ser pratica rotineira do Laboratorio Clinico o uso de soro controle para checar a
precisdo e exatidao das dosagens.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo
Descrever os procedimentos utilizados nas avaliagdes de qualidade feitas por programas
de comparacdo entre laboratdrios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

A albumina constitui a principal proteina do soro. Sintetizada quase totalmente pelo
figado, possui uma meia-vida de aproximadamente duas semanas. Um aumento da al-
bumina podera ser observado na desidratacdo, estado de choque e hemoconcentragéo.
Valores diminuidos ocorrem na desnutrigdo, sindrome nefrotica, insuficiéncia hepatica,
glomerulonefrite, mieloma mdaltiplo, anemias graves, gravidez, infeccbes graves e
prolongadas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1- GORNALL, A. G.; BARDAWILL, C. J.; DAVID, M. M. J., Biol. Chem., 1977, 751.
2 - WEICHSELBAUM, T. E.; AMER,J., Clin. Pathol., 1946, 16,40.

3-SLATER, L.; CARTER, P. M.; HOBBS, J. R., Ann. Clin. Biochem., 1975, 12,333.
4 - BATSAKIS, J. G.; AROUSOHN, R. S.; WALKER, W. A.; BARNES, B.; AMER, J.,
Clin. Pathol.,

1.976, 66,238.

5 - HOEL. P. G., em Estatistica Elementar, Ed. Fundo de Cultura S/A, 1969.

6 - TONKS, D. B., Clin. Chem., 1983, 9,217.
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Amilase

FINALIDADE
Método para a determinacédo da atividade da Amilase. Teste colorimétrico, somente para
uso diagndstico in vitro.

PRINCIPIO DE ACAO
Metodologia: Caraway Modificado - Cinética de tempo fixo.

A amostra é incubada com um substrato de amido. Pela adi¢do do iodo, o amido ainda
ndo hidrolisado adquire coloracdo azul que diminui proporcionalmente a atividade
enzimatica, sendo comparado com um controle.

REAGENTE UTILIZADO
AMILASE CATALOGO: K003 ANVISA: 10269360085

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda.

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3439.5454 — Fax: (31) 3439.5455
e-mail: sac@bioclin.com.br

site: www.hioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

COMPONENTES

Reagente N° 1 - Substrato - conservar entre 2 e 8°C. Contém: Amido 0,4 g/L, Tampao
fosfato 100 mmol/L pH 7,0, estabilizador e conservador.

O Reagente em baixas temperaturas pode cristalizar. Neste caso, colocar o Reagente (em
sua embalagem original e bem vedado) em banho-maria 37° C agitando até completa
dissolucdo dos cristais.

Reagente N° 2 - Reagente de Cor - Solugéo estoque de lodo - conservar entre 2 e 8°C.
Contém: lodo 50 mmol/L e estabilizador.

ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando conservados
de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminagdo do produto durante o
uso para ndo afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1- Somente para uso diagndstico in vitro.

2- Seguir com rigor a metodologia proposta para obtencéo de resultados exatos.

3- A agua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes
contaminantes.

4- Colunas deionizadoras saturadas liberam &gua alcalina, ions diversos e agentes
oxidantes e redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados.
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5- O nivel de 4gua no banho-maria deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de
ensaio.

6- Como o Reagente N° 1 é facilmente contaminado por saliva recomendamos a utilizacéo
de mascaras, péras e pipetas automaticas.

7- E importante para 0 bom desempenho do teste, um rigoroso controle de tempo e
temperatura.

8- Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de protecdo ambiental
para que o descarte dos reagentes e do material biolégico seja feito de acordo com a
legislacdo vigente.

9- Para obtencdo de informac@es relacionadas a biosseguranca ou em caso de acidentes
com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de Informacgdes de Seguranca de Produtos
Quimicos) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou atraves de solicitacdo pelo
SAC (Servico de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Procedimento Manual
e Equipamento: Espectrofotdmetro ou colorimetro
Banho-maria 37°C
Pipetas e tubos de ensaio
Reldgio ou cronémetro

AMOSTRA

Soro obtido livre de hemolise, plasma colhido com heparina. Outros anticoagulantes
(EDTA, citrato, oxalato) inibem a atividade da Amilase.

Urina - coletar em intervalo de 2 a 24 horas.

A Amilase € estavel no plasma, soro ou urina por 24 horas entre 15 e 30°C e 2 meses
entre 2 e 8 °C.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO

Transferir o conteudo da ampola (Reagente N°2) para o frasco vazio que acompanha o
Kit. Em seguida, adicionar 45 mL de agua destilada ou deionizada e homogeneizar.
Manter o frasco bem vedado. Estavel por 06 meses entre 2 e 8°C.

TECNICA

Procedimento Manual
Marcar 2 tubos de ensaio: C (Controle), A (Amostra) e proceder como a segulir:

Controle Amostra
0,5mL

Reagente N° 1 0,5mL

Colocar em banho-maria a 37°C por 2 minutos.
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Amostra — 10 uL
Homogeneizar e incubar a 37°C por exatamente 7 minutos e trinta segundos
(cronometrados).
Reagente de Trabalho 0,5mL 0,5mL
Agua dest. ou deionizada 4,0 mL 4.0mL

Homogeneizar bem e determinar as absorbancias do Controle e da Amostra em 660 nm
(620 a 700 nm), zerando o aparelho com agua destilada ou deionizada. A cor é estavel
por 30 minutos.

Para dosagem na urina, medir o volume urinario coletado em um intervalo de 2 a 24 horas.
Ajustar o pH entre 7,0 e 7,4 com Carbonato de sodio (s6lido) para urina acida e com
fosfato biacido de potassio (KH2PO.) para urina alcalina. Proceder do mesmo modo
descrito para o soro.

CALCULOS

Ac = Absorbancia do Controle
Aa = Absorbancia da Amostra

U/dL de Amilase = Ac - Aa x 800
AcC

Uma unidade de enzima € a quantidade que hidrolisa totalmente 10 mg de amido em 30
minutos a 37°C.

Calculo para dosagem na urina:

Uhde = Ac-Aa X Volume urinario (mL) X 8
Amilase Ac Tempo de coleta (em horas)

Exemplo:

Absorbancia do Controle soro= 0,368
Absorbancia da Amostra soro= 0,320
Absorbancia do Controle Urina= 0,380
Absorbancia da Amostra Urina= 0,300
Tempo de coleta: 12 horas

Volume: 900 mL

0,368 - 0,320 x 800 = 104 U/dL de Amilase
0,368

0,380 - 0,300 x 900 x 8 =126 U/hora de Amilase
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0,380 12

Quando o valor Ac - Aa for maior do que 0,5, diluir a urina com solucéo de cloreto de
sodio 0,85 %,
Ac
repetir o ensaio e multiplicar o resultado pelo fator de diluicdo.
Os resultados serdo expressos em U/dL.

RESULTADOS
Unidade de Medida: U/dL
VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia em U/dL, para o presente método, foram obtidos através da
determinacdo de Amilase em populac¢des sadias do sexo masculino e feminino.
Todas as idades:

Soro: 60 a 160 U/dL

Urina: 50 a 140 U/h

Estes valores devem ser usados como orientacéo, sendo que cada laboratério devera
criar sua faixa de valores de referéncia, de acordo com a populacéao atendida.

LIMITACOES DO PROCESSO

Como em toda reacao enzimatica, € de grande importancia o controle do tempo e da
temperatura de incubacdo. Uma diferenca de 1 minuto no tempo de incubacéo acarreta
um erro de 13% nos resultados.

INTERFERENTES

Amostras com hemdlise produzem resultados falsamente diminuidos. Anticoagulantes
como EDTA, Citrato e Oxalato inibem a atividade da Amilase. VValores de bilirrubina
até 20 mg/dL e hiperlipemia

(triglicérides até 1500 mg/dL) ndo interferem.

SENSIBILIDADE

A sensibilidade foi calculada a partir de 20 determinacdes de uma amostra de
concentragdo 0 (zero) de Amilase. A média da concentracdo da Amilase foi 0,0039
U/dL com Desvio Padrédo de 0,0001 U/dL. A sensibilidade, que indica o Limite de
Detec¢do do Método, corresponde a média mais 3 vezes o Desvio Padréo e é igual a
0,0042 U/dL.

LINEARIDADE
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A reacdo é linear até 400 U/dL. Para valores maiores, diluir amostra com Cloreto de
sodio 0,85% e proceder a nova determinagdo. Multiplicar o resultado pelo fator de
diluigéo.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
numero de catalogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibracdo periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kits.

Deve ser pratica rotineira do Laboratdrio Clinico o uso de soro controle para checar a
precisdo e exatidao das dosagens.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo
Descrever os procedimentos utilizados nas avaliacdes de qualidade feitas por programas
de comparacéo entre laboratorios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

A Amilase, predominantemente de origem pancreética e salivar, esta normalmente
presente no sangue e na urina em pequenas quantidades. Eleva-se rapidamente no
plasma apds o inicio dos sintomas de pancreatite aguda, onde paralelamente observa-se
um aumento da Amilase urinaria.

Valores aumentados sao, também, observados no infarto mesentérico, ulcera géastrica
perfurada, carcinoma de cabeca do pancreas, caxumba, insuficiéncia renal, acidose
diabética.

Niveis plasmaticos diminuidos sdo observados na hepatite, cirrose hepatica, toxemia de
gravidez, eclampse, carcinoma pancreatico.

Algumas drogas podem interferir nos resultados laboratoriais elevando os niveis séricos
da Amilase (morfina, meperidina, codeina, diuréticos tiazidicos) ou diminuindo, como
nos casos de envenenamento por barbituricos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
1 - CARAWAY, W. T.: Amer J. Clin. Pathol, 1959, 32, 97.
2 - TONKS, D. B.: Clin. Chem., 1983, 9:217.
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3 - HENRY, R. J.: Chemistry Technics 4° Ed. New York - Haper e Row, 1964, 498.

4 - HENRY, R. J. and CHIAMORI, N.: Clin. Chem., 1960, 6, 434.

5- CARL, A. B. and EDWARD, R. A.: Tietz Textbook of Clinical Chem 2nd ed., 1994,
852-863.

Uréia Enzimatica

FINALIDADE
Método para a determinacdo da uréia. Teste enzimatico colorimétrico, somente para uso
diagnostico in vitro.

PRINCIPIO DE ACAO

Metodologia: Enzimatico colorimétrico.

A uréia é hidrolisada a ions aménio e CO2,pela uréase.
Uréia+3H2O__ Ureasg 2 NHs" + CO2 +2 OH

Em pH alcalino e na presenca de salicilato e hipoclorito de sédio, a am6nia origina um
composto esverdeado, cuja intensidade de cor é proporcional & concentragdo de uréia na
amostra analisada.

REAGENTE UTILIZADO

UREIA ENZIMATICA CATALOGO: K047
ANVISA: 10269360101

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda.

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3439.5454 - Fax (31) 3439.5455
e-mail: sac@bioclin.com.br

site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

COMPONENTES

NuUmero 1 - Padrao - conservar entre 2 e 8°C. Contém: uréia 70,0 mg/dL

Numero 2 —Enzima - conservar entre 2 e 8°C. Contém: urease >10.000 Ul, tampéo
fosfato 100 mmol/L pH 6,8, estabilizantes e conservantes.

Numero 3 - Tampdao Estoque - conservar entre 2 e 8°C. Contém: tampé&o fosfato 100
mmol/L pH 7,5, nitroprussiato de sédio 5 mmol/L, salicilato de sédio 300 mmol/L,
estabilizantes e conservantes.
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Numero 4 - Oxidante Estoque - conservar entre 2 e 8°C. Contém: hidroxido de sédio
1,5 mol/L e hipoclorito de sodio 10 mmol/L.

ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando conservados
de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminagdo do produto durante o
uso para ndo afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnostico in vitro;

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtencéo de resultados exatos;

3 - A é&gua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes
contaminantes;

4 - Colunas deionizadoras saturadas liberam &gua alcalina, ions diversos e agentes
oxidantes e redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados;

5 - Metais pesados e fluoreto (acima de 2 mg/dL) séo inibidores da urease;

6 - N&o fumar proximo ao local onde se realizam as dosagens, pois a fumaga contém
vapores de amonia que contaminam a amostra, levando a valores falsamente aumentados;
7 - O Reagente N° 4 é c4ustico; manuseé-lo com cuidado. Os Reagentes No 2 e 3 contém
azida sddica, irritante para pele e mucosas;

8 - Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de protecdo ambiental
para que o descarte dos reagentes e do material bioldgico seja feito de acordo com a
legislacdo vigente.

9 - Para obtencéo de informacdes relacionadas a biosseguranga ou em caso de acidentes
com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de InformacGes de Seguranca de Produtos
Quimicos) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de solicitagdo pelo
SAC (Servico de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Procedimento Manual
e Equipamento: Espectrofotdmetro ou colorimetro
banho-maria 37°C
Pipetas e tubos de ensaio
Baldo volumétrico
Reldgio ou cronémetro
Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin

AMOSTRA

Soro, plasma (colhido com EDTA ou heparina) e urina. N&o utilizar anticoagulantes
contendo amdnia.

A uréia é estavel no plasma ou soro por 7 dias entre 2 e 80C e 90 dias a 10°C negativos.
Hemolise moderada e bilirrubina até 20 mg/dL ndo produzem alteragdes significativas
nos resultados.
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Para dosagem da uréia na urina, coletar amostra de 24 horas em frasco contendo 2,0 mL
de HCl a 50% (V/V). Centrifugar a amostra antes de iniciar a técnica e proceder a analise
dentro de poucas horas, pois a uréia excretada na urina é facilmente decomposta por agdo
bacteriana.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO

PREPARO DO TAMPAO DE TRABALHO

Adicionar o contetdo do Tampao estoque (100 mL) em 400 mL de agua destilada ou
deionizada e homogeneizar bem. Armazenar em frasco ambar bem fechado. O tampéo de
trabalho é estavel 12 meses entre 2 e 8°C.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO

Adicionar 1 parte do Reagente N° 2 (Enzima) em 20 partes do Tampé&o de Trabalho e
homogeneizar bem. Exemplo: adicionar 1,0 mL do Reagente N° 2 em 20 mL do tampao
de trabalho e homogeneizar. Conservar em frasco ambar. Estavel 20 dias, entre 2 e 8°C.

PREPARO DO OXIDANTE DE TRABALHO
Diluir o Reagente N° 4 em 450 mL de &gua destilada ou deionizada. Conservar em frasco
plastico. Estavel 12 meses entre 2 e 8°C.

TECNICA
A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar como soro controle os kits Biocontrol N e
P Bioclin.

Procedimento Manual
Marcar 3 tubos de ensaio como B (branco), A (amostra) e P(padréo), e proceder como a
seguir:

Branco | Padrdo | Amostr
a
Amostra 10 pL
Reagente N° 1 10 L
Reag. 10mL | 1,0mL | 1,0 mL
Trabalho

Homogeneizar e colocar em banho-maria
37°C, por 5 minutos
Oxidantede | 1,0mL | 1,0mL | 1,0 mL
trabalho
Homogeneizar e colocar em banho-maria
37°C, por 5 minutos

Ler a absorbancia da amostra e do padrdo em 600 nm (570-610), acertando o zero com o
branco. A cor é estavel por 60 minutos.
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Para dosagem de uréia na urina, seguir a técnica acima, utilizando amostra diluida 1 : 50
(100 pL de urina + 4,9 mL de agua destilada ou deionizada ). Multiplicar o resultado
obtido por 50.

CALCULOS

Ureéia ( mg/dL ) = Absorbéancia da amostra x 70
Absorbancia do padrao

Como a reacdo segue a Lei de Lambert-Beer, o fator de calibragdo pode ser usado.

Fator de calibracdo = Concentracdo do padréo (70 mg/dL)
Absorbancia do padréo

mg/dL = Absorbéancia da amostra X Fator de calibragéo

Urina
Uréia (g/24h) = Abs. do teste X Fator X 50 X Volume(L)
100

Os resultados para soro ou plasma serdo expressos em mg/dL e para urina em g/24 h.
RESULTADOS

Unidade de Medida: soro ou plasma =mg/dL / urina = g/24 h
Fator de Converséo de Unidades (SI): mg/dL x 0,166 = mmol/L

VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia para o presente método foram obtidos através da determinagéo
de uréia em populagdes sadias do sexo masculino e feminino.

Soro ou plasma.............. 15 a 40 mg/dL

UrNa..coeeeeceee 26 a 43 g/24h

Para converter os valores de mg/dL em mmol/L (S1) multiplicar por 0,166.

Estes valores devem ser usados como orientacdo, sendo que cada laboratoério devera
criar sua faixa de valores de referéncia, de acordo com a populacéao atendida.

LIMITACOES DO PROCESSO

A contaminacdo da &gua, da vidraria, do ambiente e/ou da amostra com aménia pode
levar a resultados falsamente elevados.

Algumas drogas, como aminoglicosideos, cefalosporinas, alopurinol, metildopa,
furosemida e propranolol, podem produzir interferéncias nos resultados, elevando os
valores de uréia.

INTERFERENTES
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Nao se aplica
SENSIBILIDADE

A sensibilidade foi calculada a partir de 20 determinagdes de uma amostra isenta da
presenca de uréia.

A média encontrada foi 0,0225 mg/dL, com desvio padrao de 0,0005 mg/dL. A
sensibilidade, que indica o limite de detec¢do do método, corresponde a média mais 3
vezes 0 desvio padréo, sendo igual a 0,024 mg/dL.

LINEARIDADE

A reacdo é linear até 250 mg/dL. Para amostras com valores de absorbancia acima de
1,0, recomenda-se diluir a amostra com &gua destilada ou deionizada, repetir a dosagem
e multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluigéo.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
numero de catéalogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibracdo periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kits.

Deve ser pratica rotineira do Laboratdrio Clinico o uso de soro controle para checar a
precisdo e exatiddo das dosagens.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliacdes de qualidade feitas por programas
de comparacéo entre laboratorios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.

Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

SIGNIFICADO CLINICO

A uréia, principal produto do catabolismo das proteinas e aminoécidos, tem sua
concentracdo sérica afetada pela dieta e pelo estado de hidratagdo, constituindo uma
indicacdo grosseira do estado da funcéo renal.

Valores aumentados de uréia plasmatica podem ter causas pré-renais, renais ou pés-
renais. Causa pré-renal: resultante de defeitos de excrecdo, observada na
descompensacao cardiaca, choque hemorragico, desidratacdo aguda, catabolismo
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protéico elevado (queimaduras, febre). Causa renal: consequéncia de doenca renal
aguda ou cronica (glomerulonefrite, pielonefrite, necrose tubular) com diminuicéo da
filtracdo glomerular, podendo ser observado niveis plasmaticos de uréia de 300 mg/dL
ou mais. Causa pos-renal: geralmente resultante de uma obstrucéo do trato urinario,
podendo ocorrer nas litiases renais e nos tumores por compressao da bexiga.

A diminuicdo da uréia sérica ocorre apenas em poucas situacdes, como na insuficiéncia
hepética aguda, na inanicao e no ultimo trimestre da gravidez.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1- BERTHELOT, M. P. E., Clin. Appl., 1968, 284.

2 - BALLETER, W. D. E.; BUSITMAN, C. S.; TIDWELL, P. W., Anal. Chim., 33-59.
3 - WINDMANN, F. K.; TURNER, K., Clin. Chem, 1987, 21:1754-1770.

4 - BERGMEYER, HU., Methods of Enzymatic Analysis, vol. 9, VCH Publishers,
1985, 449-453.

TRANSAMINASE AST (TGO) CINETICA

o Aspartato Amino Transferase (AST ou TGO)

Método para a determinagdo da Aspartato Amino Transferase (AST ou TGO). Teste
cinético, somente para uso diagndstico in vitro.

PRINCIPIO DE ACAO

Metodologia : Cinética (UV)
Determinacéo cinetica (UV) da AST segundo a reacao :

AST
L - Aspartato + o - Cetoglutarato—> Oxalacetato + L — Glutamato

MDH
Oxalacetato + NADH + H—» L - Malato + NAD*

A AST catalisa a transferéncia de grupos amina do aspartato para o o - Cetoglutarato,
levando a formacao de Glutamato e Oxalacetato. O Oxalacetato em presenca do MDH
reage com 0 NADH, reduzindo-se a Malato e 0 NADH oxida-se a NAD*. A velocidade
de oxidag&o é proporcional a atividade da AST na amostra.

REAGENTE UTILIZADO ) )

TRANSAMINASE AST (TGO) CINETICA CATALOGO: K048 ANVISA:
10269360119

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda.

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca
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COMPONENTES

Reagente N° 1 - Substrato - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Tampéo Tris (pH 7,8),
LDH, MDH, L-Aspartato, Azida Sddica, e estabilizante.

Reagente N° 2 - Coenzima - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Alfa-Cetoglutarato,
NADH, Azida Sédica e estabilizante.

ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando conservados
de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminacéo do produto durante o
uso para ndo afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1- Somente para uso diagndstico in vitro profissional.

2- Seguir com rigor a metodologia proposta para obtengéo de resultados exatos.

3- A agua utilizada na limpeza do material e para o preparo do Reagente de Trabalho deve
ser recente e isenta de agentes contaminantes.

4- E importante, para o bom desempenho do teste, um rigoroso controle de tempo,
temperatura e pH.

5- O Reagente N° 1 contém Azida Sodica, devendo ser manuseado com cuidado.

6- Amostras lipémicas e ictéricas aumentam a absorbancia em 340 nm. Neste caso, deve-
se diluir a amostra 1:2 com Solucdo Salina. Multiplicar o resultado por 2.

7- Leituras de absorbancia inferiores a 0,800 do Reagente de Trabalho, indicam perda do
mesmo. Neste caso, ndo utilizar o reagente.

8- Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de protecdo ambiental
para que o descarte dos reagentes e do material bioldgico seja feito de acordo com a
legislagéo vigente.

9- Para obtencdo de informacdes relacionadas a biosseguranca ou em caso de acidentes
com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de Informacgdes de Seguranca de Produtos
Quimicos) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de solicitacdo pelo
SAC (Servico de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

10- Néo utilizar o produto em caso de danos na embalagem.

11- E imprescindivel que os instrumentos e equipamentos utilizados estejam devidamente
calibrados e submetidos as manutencdes periddicas.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Procedimento Manual
e Equipamento: Espectrofotdmetro termostatizado
e Pipetas e tubos de ensaio
e Reldgio ou cronbmetro
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e Biocontrol N e Bicontrol P Bioclin

Procedimento Automatizado
e Equipamento: Equipamento bioquimico automatizado
e Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin

Inserir nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referéncia ao
manual ou POP para utilizacdo do mesmo.

AMOSTRA
Soro ou plasma colhido com heparina, obtido livre de hemoélise. A enzima sérica €
estavel durante 03 dias entre 2 e 8°C.

TECNICA
A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar como soro controle os kits Biocontrol N e
P Bioclin.

Preparacao do Reagente de Trabalho
Misturar 4 partes do Reagente N° 1 com 1 parte do Reagente N° 2. O Reagente de
Trabalho é estavel 72 horas entre 15 e 30°C e 14 dias entre 2 e 8°C.

Condicdes de reacao
E condicdo indispensavel o uso de cubeta termostatizada a 37°C, caminho optico de 1
cm e leitura em 340 nm (334 - 365 nm).

Procedimento Manual

Técnica

Adicionar 100 pL de Amostra a 1,0 mL do Reagente de Trabalho, misturar e transferir
para cubeta termostatizada a 37°C e esperar 1 minuto. Fazer a leitura inicial, disparando
simultaneamente o crondmetro. Repetir as leituras apos 1, 2 e 3 minutos. Calcular a média
das diferencas de absorbancia por minuto (CJA/min.) e utilizar para calculo do resultado.

Procedimento Automatizado
Mencionar o manual ou POP para utilizacdo do equipamento analitico. Anexar a
programacéo dos reagentes para 0 equipamento automatico.
CALCULOS
AST (U/L) 340 nm = A A/min. x 1746
334 nm = A A/min. x 1780
365 nm = A A/min. x 3235
Os resultados serdo expressos em U/L.

RESULTADOS
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Unidade de Medida: U/L
Fator de Conversédo de Unidades (S1): NA

VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia em U/L para o presente método foram obtidos através da
determinagdo de AST em populagdes sadias do sexo masculino e feminino.

Idade Masculino (U/L) Feminino (U/L)
1 -7 dias 26 - 98 20-93

8 - 30 dias 16 - 67 20 - 69

1 - 6 meses 16 - 62 16 - 61

7 - 12 meses 16 - 52 16 - 60

1 -3 anos 16 - 57 16 - 57

4 - 6 anos 10 - 47 10 - 47

7 - 15 anos 10-41 5-36

Adultos 11 -39 10 - 37

Estes valores devem ser usados como orientacdo, sendo que cada laboratério devera
criar sua faixa de valores de referéncia, de acordo com a populacéao atendida.

Os resultados fornecidos por este kit devem ser interpretados pelo profissional médico
responsavel, ndo sendo o Unico critério para a determinagéo do diagnostico e/ou
tratamento do paciente.

LIMITACOES DO PROCESSO

O método cinético baseia-se na absortividade molar, por essa razao as leituras devem
ser realizadas em um espectrofotdmetro que cumpra as seguintes condicdes:
Comprimento de onda 340 nm; Semi trajetoria da banda de passagem 10 nm; Luz
espuria menor que 0,5%; Cubeta de 1cm termostatizada.

INTERFERENTES

Nao se aplica.

SENSIBILIDADE

A sensibilidade foi calculada a partir de 40 determinagdes de uma amostra isenta de
Aspartato Amino Transferase. A média encontrada foi de 1,878 U/L com desvio padrédo
de 0,323 U/L. A sensibilidade,

que indica o limite de deteccdo do Método, corresponde a média mais 3 vezes o desvio
padrdo é igual a 2,847 U/L.
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LINEARIDADE

A reacdo € linear até a concentracdo de 260 U/L. Para uma varia¢do média na
absorbéancia 1 0,15 em 340 e 334 nm ou 1 0,080 em 365 nm, repetir a determinacgao
diluindo a amostra com NaCl 0,85%. Multiplicar o resultado obtido pelo fator de
diluigéo.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
namero de catéalogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibracao periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kits.

Deve ser pratica rotineira do Laboratdrio Clinico o uso de soro controle para checar a
precisao e exatiddo das dosagens.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo
Descrever os procedimentos utilizados nas avaliacdes de qualidade feitas por programas
de comparacdo entre laboratdrios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

O aumento da atividade das enzimas Aspartato Amino Transferase - AST (de
localizagdo citomitocondrial) reflete alteracdes de varios tecidos. Esta enzima encontra-
se em alta concentracdo no coragdo, figado, musculo esquelético, rins e pancreas. Sua
atividade no plasma aumenta ap6s 6 a 8 horas do infarto do miocérdio, alcangando um
pico em 24 a 48 horas apds o acometimento. Consideraveis aumentos ocorrem em
hepatites virais, toxicas, doencas necrdticas hepaticas - 3 a

50 ou 100 vezes os valores de referéncia (VR), mononucleoses (20 vezes o0s VR),
colestase intra - hepética (20 vezes 0s VR) e distrofias musculares (8 vezes os VR). Nas
doencas hepaticas crénicas associadas a necrose celular, devido ao aumento de AST,
pode ocorrer inversdo da relacdo ALT (TGP)/AST.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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Transaminase ALT (TGP) Cinética

FINALIDADE
Método para a determinacdo da Alanina Amino Transferase (ALT ou TGP). Teste
cinético, somente para uso diagndstico in vitro.

PRINCIPIO DE ACAO
Metodologia: Cinética (UV)
Determinacéo cinética ( UV ) da ALT, segundo a reacéo:
L - Alanina + Alfa- Cetoglutarato — ALT  Piruvato + L — Glutamato
Piruvato + NADH+H+ ——» LDH L- Lactato + NAD*
A ALT catalisa a transferéncia do grupamento Amina da Alanina para Alfa -
Cetoglutarato, levando a formacéao de Piruvato e Glutamato.
O Piruvato em presenca do LDH reage com o NADH, reduzindo-se a Lactato e o NADH
oxida-se a NAD+. A velocidade de oxidacdo é proporcional a atividade da ALT na
amostra.
REAGENTE UTILIZADO ) )
TRANSAMINASE ALT (TGP) CINETICA CATALOGO: K049

ANVISA: 10269360145

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda.
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COMPONENTES

Numero 1 - Substrato - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Tampé&o Hepes (pH 7,8),
LDH, L-Alanina, Cloreto de Sodio, Azida Sédica e estabilizante.

NUmero 2 - Coenzima - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Alfa-Cetoglutarato, NADH,
Azida Sodica e estabilizante.

ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando conservados
de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminagéo do produto durante o
uso para nao afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1- Somente para uso diagndstico in vitro profissional.

2- Seguir com rigor a metodologia proposta para obtengéo de resultados exatos.

3- A agua utilizada na limpeza do material e para o preparo do Reagente de Trabalho deve
ser recente e isenta de agentes contaminantes.

4- E importante, para o bom desempenho do teste, um rigoroso controle de tempo,
temperatura e pH.

5- O Reagente N° 1 contém Azida Sddica, devendo ser manuseado com cuidado.

6- Amostras lipémicas e ictéricas aumentam a absorbancia em 340 nm. Neste caso, deve-
se diluir a amostra 1:2 com Solucdo Salina. Multiplicar o resultado por 2.

7- Leituras de absorbancia inferiores a 0,800 do Reagente de Trabalho, indicam perda do
mesmo. Neste caso, ndo utilizar o reagente.

8- Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de protecdo ambiental
para que o descarte dos reagentes e do material bioldgico seja feito de acordo com a
legislacdo vigente.

9- Para obtencdo de informacdes relacionadas a biosseguranca ou em caso de acidentes
com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de InformagGes de Seguranca de Produtos
Quimicos) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de solicitacdo pelo
SAC (Servico de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

10- Néo utilizar o produto em caso de danos na embalagem.

11- E imprescindivel que os instrumentos e equipamentos utilizados estejam devidamente
calibrados e submetidos as manutencdes periddicas.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS
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Procedimento Manual
e Equipamento: Espectrofotdmetro termostatizado
e Pipetas e tubos de ensaio
e Rel6gio ou crondmetro
e Biocontrol N e Bicontrol P Bioclin

Procedimento Automatizado
e Equipamento: Equipamento bioquimico automatizado
e Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin

Inserir nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referéncia ao
manual ou POP para utilizagdo do mesmo.

AMOSTRA
Soro ou plasma colhido com heparina, obtido livre de hemdlise. A enzima serica é
estavel durante 03 dias entre 2 e 8°C.

TECNICA
A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar como soro controle os kits Biocontrol N e
P Bioclin.

Preparo do Reagente de Trabalho
Misturar 4 partes do Reagente N° 1 com 1 parte do Reagente N° 2.
O Reagente de Trabalho é estavel 72 horas entre 15 e 30°C e 14 dias entre 2 e 8°C.

Condicdes de reacao
E condicgdo indispenséavel o uso de cubeta termostatizada a 37°C, caminho 6ptico de 1
cm e leitura em 340 nm (334 - 365 nm).

Procedimento Manual

Técnica

Adicionar 100 JL de Amostra a 1,0 mL do Reagente de Trabalho, misturar e transferir
para cubeta termostatizada a 37°C e esperar 1 minuto. Fazer a leitura inicial, disparando
simultaneamente o cronémetro. Repetir as leituras apos 1, 2 e 3 minutos. Calcular a
média das diferencas de absorbancia por minuto (CJA/min.) e utilizar para célculo do
resultado.

Procedimento Automatizado

Mencionar o manual ou POP para utilizacdo do equipamento analitico. Anexar a
programacéo dos reagentes para 0 equipamento automatico.

CALCULOS

ALT (U/L) 340 nm = A A/min. x 1746
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334 nm = A A/min. x 1780
365 nm = A A/min. x 3235

Os resultados serdo expressos em U/L.
RESULTADOS

Unidade de Medida: U/L
Fator de Converséo de Unidades (SI): NA

VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia em U/L para o presente método foram obtidos através da
determinacdo de ALT em populacdes sadias do sexo masculino e feminino.

Idade Masculino (U/L) Feminino (U/L)
1 - 30 dias 20-54 21-54

1 - 6 meses 26 - 55 26 -61

7 - 12 meses 26 - 59 26 - 55
1-3anos 19 - 59 24 -59

4 - 11 anos 24 - 49 24 - 49

12 - 15 anos 24 - 59 19 - 44

Adultos 5-38 5-38

Estes valores devem ser usados como orientacdo, sendo que cada laboratorio devera
criar sua faixa de valores de referéncia, de acordo com a populacédo atendida.

Os resultados fornecidos por este Kit devem ser interpretados pelo profissional medico
responsavel, ndo sendo o Unico critério para a determinacdo do diagndstico e/ou
tratamento do paciente.

LIMITACOES DO PROCESSO
O método cinético baseia-se na absortividade molar, por essa razao as leituras devem
ser realizadas em um espectrofotémetro que cumpra as seguintes condicoes:

Comprimento de onda 340 nm; Semi trajetéria da banda de passagem 10 nm;
Luz espdria menor que 0,5%; Cubeta de 1cm termostatizada.
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INTERFERENTES

Né&o se aplica.

SENSIBILIDADE

A sensibilidade do kit Transaminase ALT(TGP) Cinética foi calculada a partir de 40
determinacdes de uma amostra isenta de Alanina Amino Transferase. A média
encontrada foi de 0,638 U/L, com desvio padréo de 0,254 U/L. A sensibilidade, que
indica o limite de detec¢do do método, corresponde a média mais trés vezes o desvio
padréo, e é igual a 1,399 U/L.

LINEARIDADE

A reacdo é linear até a concentragdo de 260 U/L. Para amostras com valores acima de
260 U/L recomenda-se diluir a amostra com Cloreto de Sodio 0,85%, repetir a dosagem
e multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluicéo.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
numero de catélogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibracao periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kkits.

Deve ser pratica rotineira do Laboratorio Clinico o uso de soro controle para checar a
precisdo e exatiddo das dosagens.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliacdes de qualidade feitas por programas
de comparagdo entre laboratdrios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.

Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO
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O aumento da atividade das enzimas Aspartato Amino Transferase - AST (de
localizacéo citomitocondrial) e Alanina Amino Transferase - ALT (de origem
citoplasmatica) reflete alteracdes de varios tecidos. A maior atividade da ALT esta
localizada no tecido hepatico. Menores atividades ocorrem no musculo esquelético,
coragdo, rins e pancreas. Sua atividade encontra-se aumentada na hepatite viral e toxica
(30 - 50 ou 100 vezes os valores de referéncia - VR), bem como em outras doengas
hepaticas (DH), associadas a necrose hepatica. Nas DH cronicas associadas a necrose
celular, devido ao aumento da liberacdo da AST - mitocondrial, pode haver inversdo da
relacdo ALT/AST. Ocorre, ainda, aumento de seus niveis na mononucleose infecciosa e
nas colestases intra e extra - hepaticas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 - The Committee on Enzymes of the Scandinavian society for Clinical Chemistry and
Clinical Physiology Scand J. Clin Lab Invest., 1974, 33, 291 - 306.

2 - BERGMEYER, Bowers and cols., Clin. Chim., Acta., 1.976, 70, 19 - 42, 1977, 21 -
22.

3 - BERGMEYER, HV.; SCHEIBE, P.; WAHLEFELD, A.W., Clin., Chem., 1.978, 24,
58 - 73.

4 - Expert Panel on Enzymes of the International Federation of Clinical Chemistry : Part
3. Revised IFCC Method for Aspartate Aminotransferase, Clin., Chem., 1.978, 24, 720.
5 - Scandinavian Committee on Enzymes Scand J. Clin Lab Invest, 1.981, 41, 107 -
116.

6 - BURTIS; CARL, A.;ASHWOOD; EDWARD, R., Clin. Chem., Tietz Text Book of;
2aed., 1.986, 788 - 797.

7 - PESCE, A., J.; KAPLAN, L., A., Methods in Clin. Chem., 1.987.

8 - IFCC Reference Procedure for the Measurement of Catalytic Concentration of
Alanine Aminotransferase. Clin Chem Lab Med 2002; 40(7):718-24.

9 - Soldin SJ, Brugnara C, Wong EC: Pediatric Reference Intervals, 5.ed.Washington:
AACC Press, 2005.p.3-4.

Transaminase TGO

FINALIDADE

Método para a determinacdo da transaminase oxalacética (AST ou TGO). Teste
colorimétrico, somente para uso diagndstico in vitro.

PRINCIPIO DE ACAO

Metodologia: Reitmamm e Frankel

A transaminase catalisa a transferéncia do grupamento amino de um alfa-aminoéacido para
um alfa-cetoacido.
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L - aspartato + Alfa-cetoglutarato——» L - glutamato + oxalacetato.

O oxalacetato reage com a dinitrofenilhidrazina. A intensidade de coloragéo da hidrazona
formada, em meio alcalino, é diretamente proporcional a quantidade de oxalacetato, em
determinado tempo, que, por sua vez, é funcao da atividade enzimatica.

REAGENTE UTILIZADO )
TRANSAMINASE TGO CATALOGO: K034 ANVISA:
10269360139

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda.

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3439.5454 — Fax: (31) 3439.5455
e-mail: sac@bioclin.com.br

site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

COMPONENTES

Numero 1 - Substrato - conservar entre 2 e 8 °C. Contém: LDH MDH, L-aspartato, azida
sodica, alfacetoglutarato, tampdo Tris, pH 7,8 e estabilizante.

Numero 2 - Coenzima - Conservar entre 2 e 8 °C. Contém: NADH, azida sodica e
estabilizante.

ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando conservados
de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminagdo do produto durante o
uso para nao afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1- Somente para uso diagndstico in vitro.

2- Seguir com rigor a metodologia proposta para obtengéo de resultados exatos.

3- A é&gua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes
contaminantes.

4- Apesar dos substratos conterem um preservativo devem-se evitar contaminacgdes
bacterianas.

5- Devido a maior concentracdo de TGO nas hemacias, a hemolise prejudica o teste,
fornecendo resultados falsamente elevados.

6- Manusear com cuidado os reagentes N°1 e N°4, que contém azida sodica, pois sdo
irritantes para pele e mucosas.

7- O Reagente N°3 € caustico; evitar contato com a pele. O Reagente N°2 contém &cido e
deve ser manipulado com cuidado, pois € irritante para pele e mucosas, podendo causar
queimadura leve.

8- Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de prote¢do ambiental
para que o descarte dos reagentes e do material bioldgico seja feito de acordo com a
legislagéo vigente.

119




~ Universidade UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA
. K Catélica de Brasilia LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS

Revisdo 15/12/2022 Emiss&o: 10/04/15 Pagina 120 de 217

MANUAL DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

9- Para obtencdo de informacdes relacionadas a biosseguranca ou em caso de acidentes
com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de Informagdes de Seguranca de Produtos
Quimicos) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de solicitacdo pelo
SAC (Servico de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Procedimento Manual
e Equipamento: Espectrofotdmetro ou colorimetro
Banho-maria (37°C)
Pipetas e tubos de ensaio
Reldgio ou cronémetro
Papel monolog ou milimetrado
Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin

AMOSTRA
Soro ou plasma (colhido com heparina ou EDTA). O analito ¢ estavel 4 dias entre 2 e 8°C
e 2 semanas & 10°C negativos.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO

PREPARO DO HIDROXIDO DE SODIO DE USO (0,4 N):

Transferir quantitativamente o conteddo do frasco N°3 (40 mL) para um baldo
volumétrico de 500 mL e completar até a marca com agua destilada ou deionizada livre
de CO,. Homogeneizar bem e armazenar em frasco plastico. Estavel em temperaturas

entre 15 e 30°C.

CURVA DE CALIBRACAO

N&o usar o método do fator para as dosagens de TGO, pois as absorbancias ndo sdo
diretamente proporcionais a atividade enzimatica. Preparar com bastante rigor a curva de
calibracdo descrita abaixo:

Tubo Padrdo | Substrato | Agua TGO
de TGO | destilada | U/mL
--- 1,0 mL 200 0L 0
100 L 0,9 mL 200 1L 24
200 0L 0,8 mL 200 L 61
300 0L 0,7 mL 200 OL 114
400 L 0,6 mL 200 L 190

QIR IWIN|F

Adicionar a cada tubo 1,0 mL de Reagente de Cor N°2, homogeneizar e deixar em repouso
por 20 minutos a temperatura ambiente. Opcionalmente, este tempo pode ser reduzido
para 5 minutos, incubando em banho-maria a 56°C. Adicionar 10,0 mL de hidréxido de
sodio de uso (0,4 N). Homogeneizar e deixar em repouso por 5 minutos. A cor permanece
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estavel por 60 minutos. Determinar as absorbancias ou transmitancias em 505 nm (490-
540), acertando o zero com &gua destilada ou deionizada. Tracar a curva de calibracéo,
colocando na ordenada os valores de absorbancia (papel milimetrado) ou transmitancia
(papel monolog), e na abcissa, os valores de unidades/mL.

TECNICA
A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar como soro controle os kits Biocontrol N e
P Bioclin.

Procedimento Manual
Marcar os tubos de ensaio para dosagem da TGO e proceder como a seguir:

TGO
Substrato TGON°1 | 250 pL
Incubar a 37°C por 3 minutos

Amostra \ 100 pL
Homogeneizar e incubar a 37°C por 30 minutos

Reagente N° 2 | 250 pL

Homogeneizar e deixar em repouso por 20 minutos a

temperatura ambiente ou por 5 minutos a 56° C

Hidroxido de sédio de uso | 2,5 mL

Homogeneizar por inversao e deixar em repouso por 5 minutos, a temperatura ambiente.
Transferir para as cubetas e medir a absorbancia ou transmitancia em 505 nm (490-540),
acertando o zero com agua destilada ou deionizada. A cor é estavel por 30 minutos.
Calcular os valores de TGO através da curva de calibracdo. Se o resultado obtido for
acima de 180 unidades, diluir a amostra com NaCl 0,85% e proceder nova determinag&o.
O valor obtido deve ser multiplicado pelo fator de diluigéo.

CALCULOS
Né&o se aplica.
RESULTADOQOS

Unidade de Medida: U/mL
Fator de Converséo de Unidades (SI): U/mL x 0,482 = Ul

VALORES DE REFERENCIA
Os valores de referéncia, em U/mL, para o presente método foram obtidos através da

determinacdo de TGO em populacdes sadias do sexo masculino e feminino.
TGO oo, 4 a36 U/mL
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Estes valores devem ser usados como orientacdo, sendo que cada laboratério devera
criar sua faixa de valores de referéncia, de acordo com a populagéo atendida.

Para converter os valores de Unidades/mL em Unidades Internacionais (Ul), multiplicar
por 0,482.

LIMITACOES DO PROCESSO

Testar periodicamente a calibracdo para detectar alguma alteracéo na resposta do
espectrofotdmetro ou do colorimetro.

INTERFERENTES
Nao se aplica.
SENSIBILIDADE

A sensibilidade do Kit Transaminase Colorimétrica TGO Bioclin foi calculada a partir
de 20 determinacGes de uma amostra isenta da presenca de TGO. A média encontrada
foi de 6,3 U/mL, com desvio padréo de 1,13 U/mL. A sensibilidade, que indica o limite
de deteccdo do método, corresponde a 3 vezes o desvio padréo, sendo igual a 3,39
U/mL.

LINEARIDADE
Na&o se aplica.
CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
naumero de catéalogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibracdo periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kits.

Deve ser prética rotineira do Laboratdrio Clinico o uso de soro controle para checar a
precisdo e exatiddo das dosagens.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliagcdes de qualidade feitas por programas
de comparacéo entre laboratorios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
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Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.
SIGNIFICADO CLINICO

O aumento da atividade da enzima aspartato amino transferase - TGO/AST, de
localizacédo citomitocondrial, reflete alteraces de varios tecidos. Esta enzima encontra-
se em alta concentracdo no coracdo, figado, musculo esquelético, rins e pancreas; sua
atividade no plasma aumenta 6 a 8 horas, apds infarto do miocéardio, alcangando um
pico em 24 a 48 horas, apos 0 acometimento. Consideraveis aumentos ocorrem em
hepatites virais, toxicas, doencas necrdticas hepaticas (3 a 50 vezes o Valor de
Referéncia - VR), mononucleoses (20 vezes 0 VR), colestase intra-hepatica (20 vezes o
VR) e distrofias musculares (8 vezes 0 VR). Nas DH cronicas, associadas a necrose
celular, devido ao aumento da liberacdo de AST (mitocondrial), pode ocorrer inversdo
da relacdo ALT/AST. Ocorre ainda aumento de seus niveis na mononucleose infecciosa
e nas colestases intra e extra hepaticas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. CABAL, P., LEEPER, R., WROBLEWISKI, F.: Am. J. Clin. Path. 26: 1101, 1956;
2. LADUE, J. S.,, WROBLEWISKI, F., KARMEN, A.: Science 120:497, 01954;

3. MOHUN, A. F., COOK, I.J. Y.: Am. J. Clin. Path. 27:235, 1957;

4. WROBLEWISKI, F., CABAUD, P., Am. J. Clin. Path. 27:235, 1957,

5. TONKS, D. B.: Clin. Chem. 9: 217, 1983.

Transaminase TGP

FINALIDADE

Método para a determinacdo da transaminase pirdvica (ALT ou TGP). Teste
colorimétrico, somente para uso diagndstico in vitro.

PRINCIPIO DE ACAO

Metodologia: Reitmamm e Frankel

A transaminase catalisa a transferéncia do agrupamento amino de um alfa-aminoéacido
para um alfa-cetoacido.

L - Alanina + Alfa-cetoglutamato— L — Glutamato + Piruvato
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O piruvato reage com a dinitrofenilhidrazina. A intensidade de coloragéo da hidrazona
formada, em meio alcalino, é diretamente proporcional & quantidade de piruvato, em
determinado tempo, que, por sua vez, é em func¢do da atividade enzimatica.

REAGENTE UTILIZADO

TRANSAMINASE TGP CATALOGO: K035 ANVISA:
10269360140

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda.

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3439.5454 — Fax: (31) 3439.5455
e-mail: sac@bioclin.com.br

site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

COMPONENTES

NuUmero 1 - Substrato de TGP ou ALT - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Tampéao
Fosfato 0,1 mol/L pH 7,4, L-Alanina 0,2 mol/L, Acido Alfa Cetoglutarico 2 mmol/L e
Azida Sodica 7,7 mmol/L.

Numero 2 - Reagente de Cor - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: 2,4-
Dinitrofenilhidrazina 1,0 mmol/L e Acido Cloridrico 1,0 mol/L.

Numero 3 - Hidréxido de Sddio Concentrato - Conservar entre 2 e 8°C. Contém:
Hidroxido de Sodio 5 mol/L.

NuUmero 4 - Padrao - Conservar entre 2 e 8°C. Homogeneizar bem antes de usar.
Contém: Piruvato de Sédio 2,53 mmol/L, Tampao Fosfato 0,1 mol/L pH 7,4 e Azida
Sédica 7,7 mmol/L.

ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando conservados
de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminagdo do produto durante o
uso para nao afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1- Somente para uso diagndstico in vitro.

2- Seguir com rigor a metodologia proposta para obtengéo de resultados exatos.

3- A agua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes
contaminantes.

4- Apesar dos substratos conterem um preservativo, devem-se evitar contaminagoes
bacterianas.

5- Manusear com cuidado os reagentes N° 1 e N° 4, que contém azida sédica, pois sdo
irritantes para pele e mucosas.

6- O Reagente N° 3 é caustico; evitar contato com a pele. O Reagente N° 2 contém acido
e deve ser manipulado com cuidado, pois é irritante para pele e mucosas, podendo causar
queimadura leve.
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7- Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de protecdo ambiental
para que o descarte dos reagentes e do material bioldgico seja feito de acordo com a
legislagéo vigente.

8- Para obtencdo de informacdes relacionadas a biosseguranga ou em caso de acidentes
com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de InformacGes de Seguranga de Produtos
Quimicos) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de solicitacdo pelo
SAC (Servigo de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Procedimento Manual
e Equipamento: Espectrofotdmetro ou colorimetro
Banho-maria (37°C)
Pipetas e tubos de ensaio
Reldgio ou cronémetro
Papel monolog ou milimetrado
Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin

AMOSTRA
Soro ou plasma (colhido com heparina ou EDTA). O analito é estavel 4 dias entre 2 e 8°C
e 2 semanas a 10°C negativos.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO
PREPARO DO HIDROXIDO DE SODIO DE USO (0,4 N)

Transferir quantitativamente o conteddo do frasco N° 3 (40 mL) para um baldo
volumétrico de 500 mL e completar até a marca com agua destilada ou deionizada livre
de CO.. Homogeneizar bem e armazenar em frasco plastico. Estdvel em temperaturas
entre 15 e 30°C.

CURVA DE CALIBRACAO

Né&o usar o método do fator para as dosagens de TGP, pois as absorbancias ndo sdo
diretamente proporcionais a atividade enzimatica. Preparar com bastante rigor a curva
de calibracéo descrita abaixo:

Tubo Padrdo | Substrato Agua TGP
de TGP destilada | U/mL
--- 1,0 mL 200 pL 0
100 pL 0,9 mL 200 pL 28
200 pL 0,8 mL 200 pL 57
300 pL 0,7 mL 200 pL 97
400 pL 0,6 mL 200 pL 150

OB WIN|F-
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Adicionar a cada tubo 1,0 mL de Reagente de Cor N° 2, homogeneizar e deixar em
repouso por 20 minutos a temperatura ambiente. Opcionalmente, este tempo pode ser
reduzido para 5 minutos, incubando em banho-maria a 56°C. Adicionar 10,0 mL de
hidroxido de sadio de uso (0,4 N). Homogeneizar e deixar em repouso por 5 minutos. A
cor permanece estavel por 60 minutos. Determinar as absorbancias ou transmitancias em
505 nm (490 - 540 nm), acertando o zero com 4gua destilada ou deionizada. Tracar a
curva de calibracdo, colocando na ordenada os valores de absorbancia (papel
milimetrado) ou transmitancia (papel monolog), e na abcissa, os valores de unidades/mL.

TECNICA

A Bioclin recomenda, para uso do Kit, utilizar como soro controle os kits Biocontrol N e
P Bioclin.

Procedimento Manual
Marcar os tubos de ensaio para dosagem da TGP e proceder como a seguir:

TGP
Substrato TGP N°1 | 250 pL
Incubar a 37°C por 3 minutos
Amostra | 50 pL
Homogeneizar e incubar a 37°C por 30 minutos

Reagente N° 2 | 250 pL

Homogeneizar e deixar em repouso por 20 minutos a temperatura
ambiente ou por 5 minutos a 56° C
Hidroxido de sédio de uso | 2,5 mL

Homogeneizar por inverséo e deixar em repouso por 5 minutos, a temperatura ambiente.
Transferir para as cubetas e medir a absorbancia ou transmitancia em 505 nm (490-540),
acertando o zero com agua destilada ou deionizada. A cor é estavel por 30 minutos.
Calcular os valores de TGO através da curva de calibracdo. Se o resultado obtido for
acima de 180 unidades, diluir a amostra com NaCl 0,85% e proceder nova determinacéao.
O valor obtido deve ser multiplicado pelo fator de diluig&o.

CALCULOS
Na&o se aplica.
RESULTADOS

Unidade de Medida: U/mL
Fator de Conversédo de Unidades (SI): U/mL x 0,482 = Ul

VALORES DE REFERENCIA
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Os valores de referéncia, em U/mL, para o presente método foram obtidos através da
determinagdo de TGP em populagdes sadias do sexo masculino e feminino.

TGP oo 4a32U/mL

Estes valores devem ser usados como orientagdo, sendo que cada laboratoério devera
criar sua faixa de valores de referéncia, de acordo com a populacéo atendida.

Para converter os valores de unidades/mL em unidades internacionais (Ul), multiplicar
por 0,482.

LIMITACOES DO PROCESSO

Testar periodicamente a calibracdo para detectar alguma alteracéo na resposta do
espectrofotdmetro ou do colorimetro.

INTERFERENTES

Na&o se aplica.

SENSIBILIDADE

A sensibilidade do Kit Transaminase TGP Bioclin foi calculada a partir de 20
determinacdes de uma amostra isenta da presenca de TGP. A meédia encontrada foi de
3,389 U/mL, com desvio padrdo de 0,012 U/mL. A sensibilidade corresponde a média
mais 3 vezes o desvio padrdo, sendo igual a 3,424 U/mL.

LINEARIDADE
Nao se aplica.
CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
numero de catalogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibracdo periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kits.

Deve ser pratica rotineira do Laboratorio Clinico o uso de soro controle para checar a
precisdo e exatidao das dosagens.

Citar POP para controle interno.

127




~ Universidade UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA
. K Catélica de Brasilia LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS

Revisdo 15/12/2022 Emiss&o: 10/04/15 Pagina 128 de 217

MANUAL DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

Controle Externo
Descrever os procedimentos utilizados nas avaliagcdes de qualidade feitas por programas
de comparacéo entre laboratdrios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

SIGNIFICADO CLINICO

O aumento da atividade da enzima alanina amino transferase - TGP/ALT (de origem
citoplasmatica) reflete as alteracGes de varios tecidos. A maior atividade desta enzima
esta localizada no tecido hepatico. Menores atividades ocorrem no musculo esquelético,
coracdo, rins e pancreas. Sua atividade encontra-se aumentada na hepatite viral e toxica
(30-50 ou 100 vezes o VR), bem como em outras doengas hepaticas (DH), associadas a
necrose hepatica. Nas DH cronicas, associadas a necrose celular, devido ao aumento da
liberagdo de AST (mitocondrial), pode ocorrer inversao da relagdo ALT/AST. Ocorre,
ainda, aumento de seus niveis na mononucleose infecciosa e nas colestases intra e extra
hepaticas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1-CABAL, P., LEEPER, R.,, WROBLEWISKI, F.: Am. J. Clin. Path. 26: 1101, 1956;
2-LADUE,J. S.,, WROBLEWISKI, F., KARMEN, A.: Science 120:497, 01954;
3-MOHUN, A. F., COOK, I.J. Y.: Am. J. Clin. Path. 27:235, 1957;

4 - WROBLEWISKI, F., CABAUD, P., Am. J. Clin. Path. 27:235, 1957

5-TONKS, D. B.: Clin. Chem. 9: 217, 1983.

Magnésio Monoreagente

FINALIDADE
Método para a determinacdo do Magnésio. Teste colorimétrico, somente para uso
diagnostico in vitro.

PRINCIPIO DE ACAO

Metodologia: Mann Yoe.

O corante de Mann e Yoe em pH alcalino e em presenca de Magnésio desenvolve
coloracdo vermelha. A intensidade de cor vermelha do complexo é proporcional a
concentracdo de Magnésio. O método ndo requer desproteinizacdo, sendo mais sensivel

do que o método do Amarelo de Titan, permitindo assim o uso de somente 20
microlitros da amostra a ser analisada, o que torna esta técnica excelente para uso em
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pediatria. Além de sua simplicidade, 0 método ndo sofre interferéncia do Gluconato de
calcio. A presenca de agentes tensoativos elimina a interferéncia de soros lipémicos.

REAGENTE UTILIZADO ;
MAGNESIO MONOREAGENTE CATALOGO: K116 ANVISA:
10269360192

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda.

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3439.5454 — Fax: (31) 3439.5455
e-mail: sac@bioclin.com.br

site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

COMPONENTES

Numero 1 - Reagente de Cor - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Tetraborato de sédio
30 mmolL; Magon sulfonado 2,8 mmol/L; solubilizante e conservante.

Numero 2 - Padréo - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Magnésio 2 mg/dL.

ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando conservados
de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminacdo do produto durante o
uso para nao afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnostico in vitro.

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtencdo de resultados exatos.

3 - A agua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes
contaminantes.

4 - Colunas deionizadoras saturadas liberam agua alcalina, ions diversos e agentes
oxidantes e redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados.

5 - Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de protecdo ambiental
para que o descarte dos reagentes e do material bioldgico seja feito de acordo com a
legislacdo vigente.

6 - Para obtencdo de informacGes relacionadas & biosseguranga ou em caso de acidentes
com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de Informacgdes de Seguranca de Produtos
Quimicos) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de solicitacdo pelo
SAC (Servico de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Procedimento Manual
e Equipamento: Espectrofotdmetro ou colorimetro
e Pipetas e tubos de ensaio
e Reldgio ou cronbmetro
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e Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin

Procedimento Automatizado
e Equipamento: Aparelhos automaticos de bioquimica
e Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin

Inserir nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referéncia ao
manual ou POP para utilizacdo do mesmo.

AMOSTRA
Soro obtido livre de hemolise, plasma colhido com heparina, liquor e urina de 24 horas.
O Magnésio é estavel na amostra por 24 horas entre 15 e 30°C e 15 dias entre 2 e 8°C.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO
Os reagentes estdo prontos para uso.

TECNICA
A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar como soro controle os kits Biocontrol N e
P Bioclin.

Procedimento Manual
Marcar 3 tubos de ensaio: B (Branco), A (Amostra), P (Padréo) e proceder como a seguir:

Branco Padréo Amostra
Reagente N° 1 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
Amostra | memeeee | e 10 uL
Reagente N°2 | --—---- 10puL | -

Homogeneizar bem e ler as absorbancias do Padréo e da Amostra em 500 nm, acertando
0 zero com o Branco. A cor é imediata e estavel por 30 minutos.

Urina de 24 horas - Preparo da amostra:

Homogeneizar a urina e medir seu volume. Adicionar 1 gota de HCI concentrado em
20mL desta urina. Diluir 1,0mL da urina acidificada com 4,0mL de agua destilada
(diluicdo 1:5). Homogeneizar bem por agitacdo e proceder a determinacdo de Magnésio
do mesmo modo proposto para o soro. Multiplicar o resultado obtido por 5 (fator de
diluig&o).

Procedimento Automatizado

Mencionar o manual ou POP para utilizacdo do equipamento analitico. Anexar a
programacao dos reagentes para o equipamento automatico.

CALCULOS

Soro
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Magnésio (mg/dL) = Absorbancia da amostra x 2
Absorbancia do padrdo

Como a reacao segue a Lei de Lambert-Beer, o Fator de calibracdo pode ser usado.

Fator de calibracdo = Concentracdo do padréo (2 mg/dL)
Absorbancia do padrao

mg/dL = Absorbancia da amostra x Fator de calibracao

Urina

Magnésio (mg/24 h) = mg/dL x Volume urinario (mL)
100

RESULTADOS

Unidade de Medida: Soro: mg/dL; Urina: mg/24 h
Fator de Conversao de Unidades (SI): mg/dL x 0,41 = mmol/L

VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia em mg/dL, para o presente método, foram obtidos através da
determinacdo de Magneésio em populacdes sadias do sexo masculino e feminino.

Soro ou plasma................ 1,6 a2,4 mg/dL
Liquor.......cccooveeeeecie 2,4 a 3,4 mg/dL
UMNA. .o 32 a 150 mg/24h

(varia com a alimentacgéo)

Para converter os valores de mg/dL em mmol/L (SI) multiplicar por 0,41. Estes valores
devem ser usados como orientacdo, sendo que cada laboratorio devera criar sua faixa de
valores de referéncia, de acordo com a populacédo atendida.

LIMITACOES DO PROCESSO

O uso de amostras hemolisadas pode levar a resultados falsamente elevados, porque as
hemaécias contém 3 vezes mais Magnésio do que o soro ou plasma.

INTERFERENTES

Né&o se aplica.

SENSIBILIDADE

O estudo de sensibilidade ou limite de detec¢do foi realizado através da dosagem de

uma amostra isenta do analito (Magnésio). Foram realizadas 20 dosagens consecutivas e
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a média encontrada somou-se 3 vezes o desvio padrdo da média. A média encontrada
foi de 0,0262 mg/dL, o desvio padrdo 0,0007 mg/dL e a sensibilidade (Média + 3DP)
0,0283 mg/dL.

LINEARIDADE

A reacdo é linear até a concentracdo de 5,0 mg/dL. Para valores maiores, diluir a
amostra com NaCl 0,85%, repetir a determinacdo e multiplicar o resultado obtido pelo
fator de diluicéo.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
numero de catélogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibracao periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kits.

Deve ser pratica rotineira do Laboratorio Clinico o uso de soro controle para checar a
precisdo e exatiddo das dosagens.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo
Descrever os procedimentos utilizados nas avaliacdes de qualidade feitas por programas
de comparagdo entre laboratdrios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

O Magnésio é um eletrélito encontrado principalmente nos liquidos intracelulares e
0ss0s. Participa como cofator em varios sistemas enzimaticos, no metabolismo dos
carbohidratos, contracdo muscular, coagulacdo sanglinea e é indispensavel na
preservacdo da estrutura molecular do DNA, RNA e ribossomos. Niveis de Magnésio
diminuidos no plasma estdo associados com tetania, fraqueza, desorientacdo e
sonoléncia, que refletem a deficiéncia do Magnésio ionizado. Quadros clinicos de
convulsdes associados a hipocalcemia e hipomagnesemia, atribuidos a um defeito
seletivo de absorcao intestinal do Magnésio, acentuam a importancia da dosagem deste
fon em pediatria. As causas mais freqtientes de concentracGes baixas de Magnésio séo:
diarréia cronica, pancreatite aguda, alcoolismo, hepatite cronica, diabetes mellitus,
hipoparatireoidismo, hipertireoidismo, hiperaldosteronismo. A hipermagnesemia,
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embora rara, pode ser registrada nos casos de insuficiéncia renal, desidratacdo grave,
tratamento intensivo com sais de Magnésio.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1- MANN, C. K. & Yoe, J. H.: Ann. Chem. 28:202, 1956.

2 - MANN, C. K. & Yoe, J. H.: Anal. Chim. Acta. 16:155, 1957.

3-RICE, E. W. & LAPARA, C. Z.: Clin. Chim. Acta. 10:260, 1964.

4 - WEISSMANN, N. & PILEGGI, V. J. (1974) in Clinical Chemistry Principles and
Techinics 2nd. Ed. Henry R., Cannon, D. C. e Winkelman, J. W. p. 678. Haper and Row
Publishers.

5- TONKS, D. B., Clin. Chem. 9:217, 1963.

6- Bioclin — Dados de arquivo.

Fosfatase Alcalina

FINALIDADE
Método para a determinacédo da Fosfatase Alcalina. Teste colorimétrico, somente para uso
diagnostico in vitro.

PRINCIPIO DE ACAO
Metodologia: Roy Modificado.

A Fosfatase Alcalina presente na amostra hidrolisa o substrato de timolftaleina
monofosfato, liberando timolftaleina e fosfato inorganico, em um tempo pré-determinado
de 10 minutos. A atividade enzimatica é proporcional a quantidade de timolftaleina
formada, que é medida colorimetricamente. Com a adi¢do do Reagente de Cor, a reacdo
enzimatica é inativada e a timolftaleina adquire cor azul. Como o substrato e o produto
da reacdo apresentam cores diferentes, em meio alcalino, a coloracéo final é constituida
por uma mistura de cores.

Timolftaleina monofosfato + H20 ALD Timolftaleina + H3PO4

Mg*

REAGENTE UTILIZADO )
FOSFATASE ALCALINA CATALOGO: K019 ANVISA:
10269360104

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda.

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3439.5454 - Fax (31) 3439.5455
e-mail: sac@bioclin.com.br

site: www.bioclin.com.br
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COMPONENTES

NuUmero 1 - Substrato - conservar entre 15 e 30°C. Apds 0 manuseio conservar entre 2
e 8°C em frasco bem vedado para evitar evaporacdo. O reagente pode apresentar turvacao
ou precipitado, fato que ndo interfere na sua qualidade. Agitar antes de usar. Contém:
Timolftaleina monofosfato 40 mmol/L, solubilizante e estabilizador.

NUmero 2 - Tampao - conservar entre 15 e 30°C. Apds o uso, fechar o frasco para evitar
contaminacdo com CO2 do ar. Contém: Dietanolamina 0,3 mol/L pH 9,9, Citrato de s6dio
10 mmol/L, surfactante e ativador.

Numero 3 - Reagente de Cor - conservar entre 15 e 30°C. Contém: Carbonato de sodio
150 mmol/L e Hidroxido de sodio 100 mmol/L.

NuUmero 4 - Padrao 40 Ul - conservar entre 15 e 30°C. Ap0s 0 manuseio conservar entre
2 e 8°C em frasco bem vedado para evitar evaporagdo. Contém: Timolftaleina 0,4 mmol/L
(40 UI) e solubilizante.

ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando conservados
de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminagéo do produto durante o
uso para nao afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnastico in vitro;

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtencéo de resultados exatos;

3 - A éagua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes
contaminantes;

4 - Colunas deionizadoras saturadas liberam agua alcalina, ions diversos e agentes
oxidantes e redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados;

5 - O nivel de agua no banho-maria deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de
ensaio;

6 - O Reagente N° 3 deve ser manuseado com cuidado, pois apresenta acao corrosiva;

7 - Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de protecdo ambiental
para que o descarte dos reagentes e do material bioldgico seja feito de acordo com a
legislacdo vigente.

8 - Para obtencdo de informac6es relacionadas a biosseguranca ou em caso de acidentes
com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de Informagdes de Seguranca de Produtos
Quimicos) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de solicitacdo pelo
SAC(Servico de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Procedimento Manual
e Equipamento: Espectrofotdmetro termostatizado
e Banho-maria 37°C
e Pipetas e tubos de ensaio
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e Rel6gio ou crondmetro

AMOSTRA
Soro ou plasma (heparina) obtido livre de hemdlise. O analito € estavel 07 dias entre 2 e
8°C e 30 dias a 10°C negativos.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO
Os reagentes sdo prontos para uso.

TECNICA
A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar como soro controle os kits Biocontrol N e
P Bioclin.

Procedimento Manual
Marcar 3 tubos de ensaio com as letras B (Branco), P (Padréo), A (Amostra) e proceder
como a sequir:

Branco Padrdo | Amostra
Reagente N° 1 50 pL 50 pL 50 pL
Reagente N° 2 500 pL 500 pL 500 pL
Reagente N°4 | - s0uL | -------
Incubar a 37°C por 2 minutos.

Amostra P e | 50 L
Homogeneizar e incubar a 37°C por exatamente 10
minutos.

Reagente N° 3 | 20mL | 20mL | 20mL

Homogeneizar bem e determinar a absorbéancia da Amostra e do Padrdo em 578 nm (570
- 590), acertando 0 zero com o Branco. A cor € estavel por 60 minutos.

CALCULOS

Fosfatase Alcalina (U/L) = Absorbancia da amostra x 40
Absorbancia do padrao

Como a reacdo de cor segue a lei de Lambert Beer, pode-se usar o Fator de calibrag&o:

Fator de calibracdo = Concentracdo padrao (40 U/L)
Absorbancia do padréo

U/L = Absorbancia da amostra x Fator de calibragédo

RESULTADOS
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Unidade de Medida: U/L
VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia em U/L, para o presente método, foram obtidos através da
determinacgéo da Fosfatase Alcalina em populagdes sadias do sexo masculino e
feminino.

Adultos: 12 a 43 U/L

Criancas até 12 anos: 56 a 156 U/L

Estes valores devem ser usados como orientacdo, sendo que cada laboratério devera
criar sua faixa de valores de referéncia, de acordo com a populagéao atendida.

LIMITACOES DO PROCESSO
A metodologia ndo pode ser adaptada em aparelhos de automacéo.
INTERFERENTES

Na&o utilizar amostras hemolisadas ou lipémicas, pois tais amostras podem elevar
falsamente os resultados.

SENSIBILIDADE

A sensibilidade foi calculada a partir de 20 determinagdes de uma amostra isenta da
presenca de fosfatase. A média encontrada foi 0,419 U/L, com desvio padréo de 0,004
U/L. A sensibilidade, que indica o limite de detec¢do do método, corresponde a 3 vezes
0 desvio padrdo, sendo igual a 0,429 U/L.

LINEARIDADE

A reacdo é linear até 500 U/L. Para valores maiores, diluir o soro com Cloreto de sédio
0,85%, repetir a dosagem e multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluig&o.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
numero de catalogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibracdo periddica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kits.

Deve ser pratica rotineira do Laboratorio Clinico o uso de soro controle para checar a
precisdo e exatidao das dosagens.

Citar POP para controle interno.
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Controle Externo
Descrever os procedimentos utilizados nas avaliagcdes de qualidade feitas por programas
de comparacdo entre laboratdrios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

SIGNIFICADO CLINICO

A Fosfatase Alcalina esté presente em altas concentraces nos 0ssos, figado, intestino e
placenta. Constitui um atil indicador de doencas hepéticas e de doencgas 0sseas
associadas com hiperatividade osteoblastica.

Condigdes em que a Fosfatase Alcalina estd aumentada: nas doencas hepaticas e do
trato biliar, na metastase do figado e metastase 0ssea, na acromegalia, no hiper-
tireoidismo, no raquitismo, na mononucleose infecciosa, na doenca de Paget (atividade
osteobléstica) e no crescimento 6sseo fisioldgico.

Valores diminuidos da Fosfatase Alcalina podem ser observados no hipotireoidismo,
retardo de crescimento nas criancas, hipofosfatasia (erro metabolico inato), desnutricdo
grave.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 - COLEMAN, C. M.; STROJE, R. C.: Clin. Chem. Acta 13: 401, 1966.

2 - ROY, A. V.: Clin. Chem. 16:431, 1970.

3-ZAK, B.: Clin Chim. Acta 3: 328, 1958.

4 - BRITTENHAM, G.: Clin Chim. Acta. 91: 203, 1979.

5-TONKS, D. B.: Chim. Acta 2: 393, 1983.

6 - CARL, A. B. and EDWARD, R. A.: Tietz Textbook of Clinical Chem 2nd ed., 1994,
1942-1943.

Fosforo

PRINCIPIO DE ACAO

Metodologia: Colorimétrica.

O Fosforo inorganico reage com o Molibdato de aménio (Reagente N° 2), formando
Fosfomolibdato de aménio, que posteriormente é reduzido a azul de molibdénio, cuja
intensidade de cor desenvolvida é proporcional a concentracao de Fésforo presente na
amostra.

AMOSTRA
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Preparo do Paciente
Colher sangue pela manh& apds jejum de 8 horas, salvo orientagdes médicas.
Amostras utilizadas
Soro obtido livre de hemolise, plasma colhido com heparina e urina de 24 horas
Estabilidade e armazenamento da amostra
A amostra é estavel por 7 dias entre 2 e 8 °C. O soro ou plasma devem ser separados até
uma hora apos a colheita, devido a liberacdo de Fosforo hematico.
A acidificacdo com HCI conserva a urina por 15 dias em temperatura entre 2 e 8 °C.
Volume ideal utilizado para anélise
(Definir o volume ideal a ser encaminhado para analise).
Volume minimo utilizado para analise
(Definir o volume minimo a ser encaminhado para analise).
Critérios para rejeicdo da amostra

N&o usar amostras com fortes sinais de hemolise e nem com presenca de

contaminagéo bacteriana.

Fazer referéncia ao manual ou POP de coleta, separagdo e distribuicdo de material.

REAGENTE UTILIZADO
FOSFORO CATALOGO: K020 ANVISA: 10269360117

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3427.5454 - Fax (31) 3427.2999
e-mail: sac@bioclin.com.br

site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

Componentes do kit

NuUmero 1 - Redutor - conservar entre 15 e 30°C. Contém:
Acido ascorbico 55 mmol/L e estabilizante.

NUmero 2 - Molibdato - conservar entre 15 e 30°C. Contém:
Molibdato de amonio 20 mmol/L.

Numero 3 - Reagente Alcalino - conservar entre 15 e 30°C.
Contém: Hidroxido de sodio 8 mol/L.

NUmero 4 - Padréo - conservar entre 15 e 30°C. Contem:
Fosforo 5,0 mg/dL

Estabilidade

Os reagentes sao estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando
conservados de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminacao do
produto durante o uso para néo afetar a sua estabilidade.
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CUIDADOS E PRECAUCOES ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnostico in vitro;

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtencao de resultados exatos;

3 - A 4gua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes
contaminantes;

4 - Colunas deionizadoras saturadas liberam agua alcalina, ions diversos e agentes
oxidantes e redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados;

5 - Ndo trocar as tampas dos frascos dos reagentes;

6 - Usar conta-gotas na posicao vertical, a fim de que as gotas caiam sobre o reagente;
7 - Plasma citratado ou oxalatado fornece resultado 5% menor que o soro;

8 - Consulte a bibliografia para obter dados de substancias interferentes (p. ex.
antiacidos alcalinos, vitamina D, meticilina, tetraciclina, hidroxido de aluminio,
insulina, etc.);

9 - Em locais com temperaturas elevadas, € aconselhavel fazer as determinacGes com 0s
tubos em banho de agua;

10 - O descarte do material utilizado devera ser feito obedecendo-se os critérios de
biosseguranca de acordo com a legislacéo vigente.

EQUIPAMENTOS

Técnica Manual

CondicGes de Reacéo

Equipamento: Espectrofotdmetro ou colorimetro
Leitura: Comprimento de onda 650 nm (640-670)
Banho - maria a 37 °C

Pipetas para medir amostras e reagentes
Crondmetro

PROCEDIMENTO

Procedimento Manual
Marcar 3 tubos de ensaio: B (Branco), A (Amostra), P (Padréo) e proceder como a
sequir:

Branco Padrao Amostra
Agua destilada 2,5mL 2,5mL 2,5mL
Amostra —_— — 100 pL
Reagente No 4 — 100 uL —
Reagente No 1 1 gota 1 gota 1 gota
Reagente No 2 1 gota 1 gota 1 gota
Homogeneizar bem e aguardar 2 minutos. Adicionar:
Reagente No 3 2 gotas 2 gotas 2 gotas

139




~ Universidade UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA
._ K Catélica de Brasilia LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS

Revisdo 15/12/2022

Emisséo: 10/04/15 Pagina 140 de 217

MANUAL DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

Agitar deixar em repouso por 5 minutos (cronometrar). Efetuar as leituras a 650 nm
(640 - 670), acertando o zero com o tubo “B” (Branco). A reagao de cor ¢ estavel por 5
minutos.

Para dosagem na urina : homogeneiza-la, separar 10 Ml acertar o pH entre 1 e 3 com
HCI concentrado. No momento de realizar a técnica, diluir a urina 1:10 com agua
destilada

ou deionizada, multiplicar o resultado encontrado por 10.

CALCULOS
Soro

Fosforo (mg/dL) = Absorbancia da amostra x5
Absorbancia do padréo

Como a reacdo segue a Lei de Lambert-Beer, o Fator de calibragdo pode ser usado.

Fator de calibracdo = Concentracdo do padrdo (5 mg/dL)
Absorbancia do padrédo

mg/dL = Absorbancia da amostra x Fator de calibragéo
Os resultados serdo expressos em mg/dL.

Urina
Fosforo (mg/24 h) = (mg/dL) x Volume urinario (mL)
100
Fosfolipides = Absorbancia da amostra x 125

Absorbéancia do padrao
Os valores de fosfolipides séo expressos em mg/dL de lecitina.
RESULTADOS

Unidade de Medida: mg/dL
Fator de Converséo de Unidades (mg/dL para SI): mg/dL de Fosforo x 0,322=
mmol/L de Fosforo

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
numero de catélogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibracdo periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kits.
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Deve ser pratica rotineira do Laboratério Clinico o uso de soro controle para checar a
precisdo e exatidao das dosagens. Deve ser de 5% o erro méaximo permitido em relacéo
aos valores pré-estabelecidos para os controles.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliagcdes de qualidade feitas por programas
de comparacdo entre laboratdrios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.

Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia em mg/dL, para o presente método foram obtidos através da
determinacdo de Fosforo em populagGes sadias do sexo masculino e feminino.

Soro Adultos........ccccceevvieiieennenn, 2,5a4,8 mg/dL
Criangas........cocevvveeivveinenn, 3,0a7,0 mg/dL

UFNG oo 340 a 1.000 mg/24 horas

Fosfolipides (em lecitina)............... 125 a 300 mg/dL

Estes valores devem ser usados como orientacdo, sendo que cada laboratoério devera
criar sua faixa de valores de referéncia, de acordo com a populacao atendida.

SIGNIFICADO CLINICO

A homeostase do Fosforo é mantida principalmente pela funcéo renal, absor¢éo
intestinal, metabolismo ésseo e funcdo da glandula paratiredide. O Fosforo possui
fung@o na composicao 0ssea, no equilibrio acido-basico, no metabolismo de gorduras e
carbohidratos, além de estar presente na formacdo de compostos como 0s acidos
nucléicos.

Podemos observar valores aumentados de fosforo nas seguintes condigdes: insuficiéncia
renal (tuberculose renal, glomerulonefrite crénica, hidronefrose, pielonefrite),
hipoparatireoidismo, excesso de vitamina D.

A diminuicédo do nivel de Fésforo provém de diversas causas como: hipovitaminose D
(raquitismo, osteomal&cia), ingestao de antiacidos, doencas do figado, sindrome de
Fanconi, hiperparatireoidismo, uso de diuréticos tiazidicos.

LINEARIDADE

Linearidade
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A reacdo de cor € linear até a concentracdo de 13 mg/dL.
Para valores maiores, diluir a amostra com agua destilada ou deionizada, efetuar nova
determinacgéo e multiplicar o valor obtido pelo fator de diluicao.

LIMITACOES DO METODO

O desenvolvimento de cor azulada no tubo Branco indica que a dgua utilizada é de ma
qualidade, devendo ser analisada com critério.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 - BAGINSKI, E. S.: Amer J. Med. Tec., 35: 475, 1969.

2 - GODWIN, J. F., Clin. Chem., 16: 776, 1970.

3 -TONKS, D. B., Clin. Chem., 9 — 217, 1963.

4 - CHRISTIAN, D. G.: Amer. J. Clin. Pathol. 54: 118, 1979.

Ferro Sérico

FINALIDADE
Método para a determinacdo do Ferro Sérico. Teste colorimétrico, somente para uso
diagnostico in vitro.

PRINCIPIO DE ACAO
Metodologia: Goodwin Modificado.

O Ferro é liberado da Transferrina em meio acido e reduzido ao seu estado ferroso por
acdo da hidroxilamina. Posteriormente, reage com Ferrozine levando a formacéo de um
complexo de cor violacea.

REAGENTE UTILIZADO
FERRO SERICO CATALOGO: K017 ANVISA: 10269360110

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda.

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3439.5454 — Fax: (31) 3439.5455
e-mail: sac@bioclin.com.br

site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

COMPONENTES

Reagente N° 1 - Tamp&o Redutor - conservar entre 15 e 30°C. Contém: Acido Succinico
250 mmol/L, Hidroxilamina 140 mmol/L, surfactante e estabilizador.
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Reagente N° 2 - Reagente de Cor - conservar entre 15 e 30°C. Contém: Ferrozine 12
mmol/L em soluc¢do de acido acético glacial.
Reagente N° 3 - Padr&o - conservar entre 15 e 30°C. Contém: Ferro 100 mg/dL.

ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando conservados
de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminacéo do produto durante o
uso para ndo afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnostico in vitro.

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtencdo de resultados exatos.

3 - A é&gua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes
contaminantes.

4 - Colunas deionizadoras saturadas liberam &gua alcalina, ions diversos e agentes
oxidantes e redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados.

5 - O nivel de agua no banho-maria deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de
ensaio.

6 - Hemolise, mesmo discreta, interfere na dosagem.

7 - N&o usar plasma.

8 - Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de protecdo ambiental
para que o descarte dos reagentes e do material biologico seja feito de acordo com a
legislacdo vigente.

9 - Para obtencdo de informacdes relacionadas a biosseguranca ou em caso de acidentes
com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de Informacgdes de Seguranca de Produtos
Quimicos) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de solicitacdo pelo
SAC (Servico de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Procedimento Manual
e Equipamento: Espectrofotdmetro ou colorimetro

e Banho-maria 37°C

e Pipetas e tubos de ensaio

e Relogio ou crondbmetro

e Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin
AMOSTRA

Soro obtido livre de hemolise, estavel 07 dias entre 2 e 8°C. Amostras para controle
terapéutico devem ser colhidas sempre no mesmo horério.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO
Os reagentes estdo prontos para uso.

TECNICA
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A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar como soro controle os kits Biocontrol N e
P Bioclin.

Procedimento Manual
Marcar 3 tubos de ensaio com as letras B (Branco), P (Padréo), A (Amostra) e proceder
COMO a sequir:

Branco Padréo Amostra
Reagente N° 1 2,0 mL 2,0 mL 2,0 mL
Agua Destilada OO e —
Amostra | meeeee | e 500 pL
Reagente N°3 | -=----- 500 uL | -------

Homogeneizar suavemente e determinar a absorbancia da Amostra em 560 nm (540 -
580), acertando o zero com o Branco. Esta sera a absorbancia Al.
Em seguida adicionar:

Branco Padréo Amostra
Reagente N° 2 1 gota 1 gota 1 gota

Homogeneizar suavemente e incubar em banho-maria 37°C, por 10 minutos. Determinar
as absorbancias da Amostra e do Padrdo em 560 nm (540-580), acertando o zero com o
Branco. A absorbancia da amostra sera A2.

CALCULOS
Célcio Sérico:

Ferro sérico (mg/dL )= (A2-Al) x100
Abs. do Padrao

Como a reacdo de cor segue a Lei de Lambert Beer, pode-se usar o Fator de Calibragéo:

Fator de Calibracéo = 100
Absorbancia do Padrdo

mg/dL = (A2 - Al) x Fator de Calibragdo

RESULTADOS

Unidade de Medida: mg/dL

Fator de Converséo de Unidades (SI): mg/dL x 0,179 = mmol/L

VALORES DE REFERENCIA
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Os valores de referéncia em mg/dL, para o presente método, foram obtidos através da
determinacgédo do Ferro em populacdes sadias do sexo masculino e feminino.

Soro: 50 a 150 mg/dL

Para converter os valores de mg/dL em mmol/L, multiplicar por 0,179,

Estes valores devem ser usados como orientacéo, sendo que cada laboratério devera
criar sua faixa de valores de referéncia, de acordo com a populagéo atendida.

LIMITACOES DO PROCESSO

A utilizag8o de &4gua contaminada por Ferro aumentara a intensidade da cor do Branco,
alterando os resultados.

Algumas drogas podem elevar os niveis de Ferro Sérico como: cloranfenicol,
estrégenos, etanol, metotrexate e anovulatorios. Outras drogas podem diminuir os niveis
do Ferro sérico como: aspirina (em altas doses) alopurinol, cortisona, corticotropina.

INTERFERENTES
Nao se aplica.
SENSIBILIDADE

A sensibilidade foi calculada a partir de 20 determina¢des de uma amostra isenta da
presenca de Ferro. A média de 1,1506mg/dL com desvio padrdo de 0,0005 mg/dL. A
sensibilidade, que indica o limite de detec¢cdo do Método, corresponde a média mais 3
vezes 0 Desvio Padrdo e € igual a 1,1521 mg/dL.

LINEARIDADE

A reacdo é linear até 600 mg/dL. Para valores maiores que 600 mg/dL, diluir o soro
com agua destilada, repetir a dosagem e multiplicar o resultado obtido pelo fator de
diluicdo.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
numero de catéalogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibracao periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kkits.

Deve ser pratica rotineira do Laboratorio Clinico o uso de soro controle para checar a
preciséo e exatiddo das dosagens.

Citar POP para controle interno.
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Controle Externo
Descrever os procedimentos utilizados nas avaliagcdes de qualidade feitas por programas
de comparacdo entre laboratdrios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

O Ferro representa o metal de transicdo mais importante e abundante do organismo
humano. E essencial a sintese de hemoglobina e mioglobina, além de estar presente em
varias reacdes bioquimicas do nosso metabolismo.

O Ferro Sérico encontra-se elevado nas anemias sideroblasticas, anemais hemoliticas,
anemias hereditérias (Talassemia Maior), hepatite aguda, moléstias cronicas do figado,
hemocromatose, transfusdes macicas de sangue.

Baixos niveis de Ferro Sérico sdo encontrados nas infec¢des cronicas, neoplasias,
parasitoses, periodo menstrual, grandes hemorragias, gestacao, deficiéncias alimentares.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1-PETERS T., et coll.: J. Lab and Clin Med. 48:280,1956.

2 - HENRY, R. J., Cannon. D. C. and Winkleman, J. W., eds.: Clinical Chemistry:
Principles and Techinics, Haper and Row Publishers, 1974.

3-ZAK, B.: Clin Chim. Acta 3: 328, 1958.

Bilirrubina

FINALIDADE
Método para determinagdo da bilirrubina direta e total. Teste colorimétrico, somente para
uso diagnostico in vitro.

PRINCIPIO DE ACAO
Metodologia: Sims - Horn.

A bilirrubina, através da reacdo de acoplamento com o acido sulfanilico diazotado forma
um complexo de coloragdo vermelha (azobilirrubina). A bilirrubina total (direta e
indireta) € dosada em presenga de um acelerador (cafeina e benzoato), que permite a
solubilizacdo da bilirrubina indireta (ndo conjugada), insolivel em agua. A bilirrubina
direta (conjugada) é dosada em meio aquoso.

REAGENTE UTILIZADO
BILIRRUBINA CATALOGO: K005 ANVISA: 10269360083
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QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda.

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3439.5454 — Fax: (31) 3439.5455
e-mail: sac@bioclin.com.br

site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

COMPONENTES

NuUmero 1 - Nitrito de sédio - conservar entre 15 e 30°C. Contém: nitrito de s6dio 70
mmol/L.

Numero 2 - Reagente sulfanilico - conservar entre 15 e 30°C. Contém: cido sulfanilico
6 mmol/L, &cido cloridrico 130 mmol/L.

NuUmero 3 - Acelerador - conservar entre 15 e 30°C. Contém: cafeina 0,2 mmol/L,
benzoato de sddio 0,4 mol/L, acetato de s6dio 0,7mol/L.

ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando conservados
de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminagdo do produto durante o
uso para nao afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnostico in vitro.

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtencao de resultados exatos.

3 - A é&gua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes
contaminantes.

4 - Colunas deionizadoras saturadas liberam &gua alcalina, ions diversos e agentes
oxidantes e redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados.

5 - A calibragcdo deve ser repetida periodicamente para verificar alguma alteracdo na
resposta do colorimetro ou do espectrofotémetro.

6 - Hemolise, mesmo discreta, interfere na dosagem.

7 - Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de protecdo ambiental
para que o descarte dos reagentes e do material bioldgico seja feito de acordo com a
legislacdo vigente.

8 - Para obtencdo de informacdes relacionadas a biosseguranca ou em caso de acidentes
com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de Informacgdes de Seguranca de Produtos
Quimicos) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de solicitacdo pelo
SAC (Servico de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Procedimento Manual
e Equipamento: Espectrofotdmetro ou colorimetro
e Pipetas e tubos de ensaio
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e Rel6gio ou crondmetro
e kit Bilirrubina Calibracao Bioclin

AMOSTRA

Soro livre de hemolise. O analito é estavel 03 dias quando a amostra armazenada entre 2
e 8°C e protegida da luz. A amostra para controle terapéutico deve ser colhida sempre no
mesmo horario.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO

PREPARO DO DIAZO REAGENTE
Adicionar 1 gota do reagente N° 1 a 1,5 mL do reagente N° 2. Homogeneizar bem e usar
somente no dia do seu preparo.

TECNICA
Procedimento Manual

TECNICA MACRO
Rotular 3 tubos de ensaio como “B” (branco), “BD” (bilirrubina direta) e “BT”
(bilirrubina total), e proceder como a seguir:

Branco BD BT
Reagente N°2 500 L | -mmeem | e
Diazo reagente | ------- 500 pL 500 pL
Agua destilada 45 mL A5mL | ------
Reagente N°3 | -==-o- | omoeee- 45mL
Amostra 300 pL 300 pL 300 pL

Homogeneizar por agitacéo, esperar 5 minutos e ler as absorbéncias das bilirrubinas direta
e total em 525 nm (500 - 540), ajustando o zero com o branco. A cor permanece estavel
por 30 minutos.

Os valores em mg/dL para as bilirrubinas direta e total s&o obtidos utilizando o Fator de
Calibragdo MACRO, obtido com o Kit Bilirrubina Calibragdo Bioclin.

TECNICA MICRO

Utilizada para dosagem de bilirrubina com concentracao superior a 10 mg/dL (soro de
recém-nascidos ictéricos).

Usar micropipeta de 0,05 mL para pipetar o soro.

Rotular 3 tubos de ensaio como na Técnica Macro e proceder como a seguir:

Branco BD BT
Reagente N°2 150l | --mmm | e
Diazo reagente | ------- 150 pL 150 pL
Agua destilada 1,8 mL 1.8mL | -
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Reagente N°3 | —=mom- | --mmee- 1,8 mL
Amostra 50 uL 50 pL 50 pL

Homogeneizar por agitacdo, esperar por 5 minutos e ler as respectivas absorbancias das
bilirrubinas direta e total em 525 nm (500 - 540), ajustando o zero com o branco. A cor é
estavel por 30 minutos.

Os valores em mg/dL para as bilirrubinas direta e total sdo obtidos utilizando o Fator de
Calibracdo MICRO, obtido com o Kit Bilirrubina Calibracdo Bioclin.

CALCULOS

Utilizando o kit Bilirrubina Calibracdo Bioclin, efetuar o calculo do fator. Realizar
calculos distintos para a técnica Macro e para a técnica Micro.
Fator de calibragdo = Concentragéo do padrdo (10 mg/dL)

Absorbéancia do padrdo (média)

mg/dL = Absorbancia da amostra x Fator de calibracéo
Bilirrubina indireta = Bilirrubina total — Bilirrubina direta.

Exemplo:

Absorbancia média do padrdo = 0,480

Absorbancia da amostra p/ bilirrubina total = 0,045
Absorbancia da amostra p/ bilirrubina direta = 0,012

Fator de Calibragdo = 10 mg/dL = 20,83

0,480
Bilirrubina total mg/dL = 0,045 x 20,83 = 0,93
Bilirrubina direta mg/dL = 0,012 x 20,83 = 0,25
Bilirrubina indireta = 0,93 - 0,25 = 0,68

RESULTADOS

Unidade de Medida: mg/dL
Fator de Converséo de Unidades (SI): mg/dL x 0,0171= mmol/L

VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia, em mg/dL, para o presente método, foram obtidos através da
determinacgéo de bilirrubina em populac6es sadias do sexo masculino e feminino.

Adultos

Total 0,1a1,2mg/dL
Direta até a 0,4 mg/dL
Indireta 0,1a0,8 mg/dL
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Neonatos

24h <8,8 mg/dL

2° dia 1,3a 11,3 mg/dL
3% dia 0,7a12,7 mg/dL
4° ao 6° dia 10,1a 12,6 mg/dL
Criancas > 1 més 0,2a1,0 mg/dL

Para converter os valores de mg/dL para mmol/L (SI) multiplicar por 0,0171.
Estes valores devem ser usados como orientacdo, sendo que cada laboratério devera
criar sua faixa de valores de referéncia, de acordo com a populacéao atendida.

LIMITACOES DO PROCESSO

Na&o utilizar a técnica Micro para valores de bilirrubina inferiores a 10 mg/dL. Algumas
drogas como esterodides anabolizantes, acido ascérbico, salicilatos e vitamina A podem
elevar os valores de bilirrubina. A cafeina e as penicilinas podem interferir nas
dosagens, diminuindo os valores de bilirrubina.

INTERFERENTES
Amostras com hemdlise mesmo que discreta interferem na dosagem de Bilirrubina.
SENSIBILIDADE

A sensibilidade foi calculada a partir de 20 determinacgdes de uma amostra de
concentracdo 0 (zero) de bilirrubina total e direta.

A média da concentracdo de bilirrubina total foi 0,3600 mg/dL, com desvio padrédo de
0,02542 mg/dL. A sensibilidade, que indica o Limite de Detec¢do do Método, cor-
responde a média mais 3 vezes o desvio padrdo, sendo igual a 0,11227 mg/dL.

A média da concentracéo de bilirrubina direta foi 0,0330 mg/dL, com desvio padrao de
0,0047 mg/dL. A sensibilidade, que indica o Limite de Detec¢do do Método, cor-
responde a média mais 3 vezes o desvio padrdo, sendo igual a 0,0471 mg/dL.

LINEARIDADE

A reacdo é linear até 15 mg/dL na técnica Macro e 45 mg/dL na técnica Micro. Para
valores maiores, diluir a amostra com NaCl 0,85 % e repetir a dosagem. Multiplicar o
resultado pelo fator de diluicéo.

CONTROLE DA QUALIDADE
Materiais
Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e

numero de catalogo.
Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.
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Controle Interno

Descrever a calibracdo periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kits.

Deve ser pratica rotineira do Laboratorio Clinico o uso de soro controle para checar a
precisdo e exatidao das dosagens.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo
Descrever os procedimentos utilizados nas avaliacdes de qualidade feitas por programas
de comparacdo entre laboratdrios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

A bilirrubina eleva-se no soro na presenca de lesdes hepaticas, obstrugéo biliar ou
quando a velocidade de destruicdo dos glébulos vermelhos estd aumentada. O aumento
da bilirrubina indireta é observado na sindrome hemolitica, na ictericia neonatal, na
sindrome de Cligler- Najjar e na doenca de Gilbert.

A bilirrubina direta estd aumentada nas hepatites agudas e crénicas, nas reagdes toxicas
a varias drogas (clorpromazina, arsenicais organicos, metiltestosterona) e nas obstrucdes
do trato biliar.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 - JENDRASSIK, H. T. e Grof, P. : Biochem. Zentr. 297:81, 1938.

2 - MALLOY, H. T.e EVELYN, K. A .- J. Biol. Chem. 119:481, 1937.
3 - MARTINEK, R. G.,Clin. Chem. Acta 13, 161, 1966.

4 - POWELL, W. N., Am. J. Clin. Path. 8, 55, 1944.

5-SIMS, F. H. e Horn, C., Am. J. Clin. Path. 29, 412, 1958.

6 - TONKS, D. B., Clin. Chem. 9, 217, 1983.

Protocolos de Imunologia Clinica

A maioria dos protocolos das aulas de Imunologia Clinica sdo seguidos conforme
as instrugdes especificadas nas Bulas dos Kit’s adquiridos de diversos fabricantes, sendo
assim, o protocolo pode sofrer pequenas modificacBes nos procedimentos conforme a
marca do produto. Na Tabela abaixo encontra-se as principais marcas dos kits de uso nas
aulas de Imunologia Clinica na sequencia as Bulas mais utilizadas no laboratorio.
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Bioclin Doles Wama Wiener Ebram Interkit
Biolatex PCR Imuno- Chagas HAI | Chagas HIV
PCR CON FTA- | screening A- | ELISA ELISA

Abs Sifilis |V
VDRL VDRL Toxo HAI
Biolatex FR | Reumatest
HCG Strip

PRINCIPIO DE ACAO

Metodologia: Latex.

BIO - Latex PCR

O método fundamenta-se em uma reacdo de aglutinacdo de particulas de latex recobertas
com Gama-globulina anti-PCR, especialmente tratadas para evitar aglutinacGes
inespecificas. A aglutinacdo € visivel em amostra com concentracdo de PCR igual ou
superior a 6 mg/L, de acordo com as referéncias estabelecidas pelos Padrdes
Internacionais da OMS.

AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manh& apds jejum de 8 horas, salvo orientagdes médicas.

Amostras utilizadas
Utilizar soro, sem prévia diluicéo.

Estabilidade e armazenamento da amostra

O analito é estavel por 2 dias entre 2 e 8 °C.

Volume ideal utilizado para anélise
(Definir o volume ideal a ser encaminhado para analise).

Volume minimo utilizado para analise
(Definir o volume minimo a ser encaminhado para analise).

Critérios para rejeicdo da amostra
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N&o usar amostras com fortes sinais de hemolise e nem com presenga de contaminagao

bacteriana.

Fazer referéncia ao manual ou POP de coleta, separagdo e distribuicdo de material.

REAGENTE UTILIZADO )
BIO - LATEX PCR CATALOGO: K044 ANVISA:
10269360093

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3427.5454 - Fax (31) 3427.2999
e-mail: sac@bioclin.com.br

site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

Componentes do Kit

Numero 1 - Latex PCR - conservar entre 2 e 8 °C. N&o congelar. Contém:

particulas de latex sensibilizadas, em suspenséo

Numero 2 - Controle Positivo - Conservar entre 2 e 8 °C. Contém:

soro com concentracéo igual ou superior a 6 mg/L, Azida sédica 15,38 mmol/L.
Numero 3 - Controle Negativo - Conservar entre 2 e 8 °C. Contém:

soro com concentracdo inferior a 6 mg/L, Azida sodica 15,38 mmol/L.

Os controles positivo e negativo foram analisados para deteccdo de anticorpos anti HIV
e antigeno HBs, com resultados negativos. Entretanto, para maior seguranga, considerar
e manusear como Potencialmente Infectantes.

Estabilidade

Os reagentes sao estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando
conservados de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminacao do
produto durante o0 uso para ndo afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS E PRECAU(;()ES ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnaostico in vitro;

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtencéo de resultados exatos;

3 - A 4gua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes

contaminantes;
4 - N&o congelar os reagentes;
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5 - Usar sempre 0s reagentes do mesmo lote;
6 - N&o utilizar soro lipémico. Nao utilizar plasma;
7 - Manusear com cuidado os Reagentes No 2 e 3, contém Azida sodica;

8 - Os controles positivo e negativo sdo liquidos humanos e foram analisados para
deteccéo de anticorpos Anti HIV e Anti HBs, com resultados negativos. Entretanto, para
maior seguranca , considerar e manusear como Potencialmente Infectantes;

9 - O descarte do material utilizado devera ser feito obedecendo-se os critérios de
biosseguranca de acordo com a legislacéo vigente.
EQUIPAMENTOS

Técnica Manual

Condicdes de Reacdo

Lamina ou placa de fundo escuro
Espétulas

Pipetas para medir amostras e reagentes
Crondmetro

PROCEDIMENTO

Procedimento Manual
Em cada circulo da placa colocar:

Circulo N° 1 Circulo N° 2 Circulo N° 3
Controle negativo 20ulL --- ---
Controle positivo 20uL
Soro 20uL
BIO - LATEX PCR 20puL 20puL 20puL

(previamente homogeneizado)

Homogeneizar com o auxilio de uma espatula utilizando toda a extensdo de cada circulo
da lamina. Logo apos, agitar a lamina com movimentos circulares por dois minutos.
Efetuar a leitura com uma luz artificial, utilizando um fundo escuro para facilitar a
interpretacdo do teste.

Uma aglutinagdo clara indica a presenca de Proteina C Reativa numa concentragdo igual
ou superior a 6 mg/L.

Neste caso, realizar a prova semi quantitativa.

PROVA SEMI QUANTITATIVA
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1 - Realizar diluicbes da amostra com salina, a partir da amostra inicial (1:2, 1:4, 1:8,
1:16, 1:32 etc);

2 - Seguir o processo descrito na prova qualitativa para cada uma das dilui¢des.

Sera considerado como titulo a maior diluicdo do soro que apresentar aglutinacao.

RESULTADOS

POSITIVO: Nitida aglutinacéo.
NEGATIVO: Auséncia de aglutinacdo (suspensdo homogénea).

CALCULOS
Os valores serdo expressos em mg/L.
Amostra Concentracdo mg/L

Sem diluica0.........ccovvvvveiieennns 6
L2 12
L 24
18 48
116 96
1:32u e, 192

O resultado pode ser expresso em titulo ou em mg/L.
mg/L = 6 x titulo da Gltima diluicdo (n° da diluicéo).
Teste negativo: expressar o resultado como negativo ou menor que 6 mg/L.

RESULTADOS
Unidade de Medida: mg/L
CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
numero de catéalogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibracao periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kkits.

Deve ser pratica rotineira do Laboratorio Clinico o uso de soro controle para checar a
precisdo e exatidao das dosagens. Deve ser de 5% o erro méaximo permitido em relacéo
aos valores pré-estabelecidos para os controles.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliagcdes de qualidade feitas por programas
de comparacdo entre laboratdrios ou outros controles de qualidade.
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Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERENCIA

Até 6 mg/L

Estes valores devem ser usados como orientacdo, sendo que cada laboratério devera
criar sua faixa

de valores de referéncia, de acordo com a populacgéo atendida.

SIGNIFICADO CLINICO

A Proteina C Reativa é um (til indicador de processo inflamatério em atividade, quer
seja de origem infecciosa (pneumonia, tuberculose) ou ndo infecciosa (febre reumatica
em atividade, artrite reumatoide, lupus eritematoso).

Esté presente também, em varias outras condi¢des patoldgicas como no infarto agudo
do miocérdio, doencas neoplasicas, trauma intenso, viroses, queimaduras.

A determinacdo de sua concentracdo plasmatica constitui um teste eficaz no
acompanhamento da terapéutica utilizada e prognostico das inflamacoes.

LIMITACOES DO METODO

Na&o utilizar plasma, soros hemolisados ou lipémicos, pois podem produzir aglutinacéo
inespecifica.

Ao correlacionar métodos para determinacdo da Proteina C Reativa, verificar a
sensibilidade dos reagentes. Os resultados obtidos s6 devem ser comparados quando
expressos em mg/L.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
1- WARWORTH, E. Wadswoth, Ch. Clin. Chim. Acta, 138, 1984.

2 - PEPYS, M. B.; DASH, A. C.; ASHLEY M. J,, Clin. Exp. Immunol, 30, 32-37, 1977.
3-DEYO, R. A.;; POPE, R. M., PERSELLIN, R. H.; J. Rheumatol, 279, 1980.

VDRL Pronto Para Uso

FINALIDADE

Método de triagem para deteccdo de reaginas da sifilis. Somente para uso diagnostico in
vitro.
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PRINCIPIO DE ACAO
Metodologia: Reacéo de floculagéo.

A combinac&o de lecitina, colesterol e cardiolipina possui semelhanca imunoldgica com
antigenos do Treponema pallidum, consistindo em um antigeno ndo treponémico. A
interacdo das reaginas da amostra com este antigeno produz floculagdo que pode ser
detectada ao microscopio optico.

REAGENTE UTILIZADO

VDRL PRONTO PARA USO CATALOGO: K045 ANVISA:
10269360120

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda.

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3439.5454 — Fax: (31) 3439.5455
e-mail: sac@bioclin.com.br

site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

COMPONENTES

Reagente N°1- Antigeno para VDRL em suspensdo- conservar entre 2 e 8°C. Nao
congelar. Homogeneizar bem antes de usar. Contém: Cardiolipina 0,44 mmol/L, lecitina
3,12 umol/L e colesterol 23,2 mmol/L em tampao fosfato 10 mmol/L pH 6,0.
ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando conservados
de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminagdo do produto durante o
uso para nao afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS ESPECIAIS
1- Somente para uso diagnostico in vitro.

2

O Antigeno (Reagente N°1) e a amostra devem estar a temperatura ambiente no
momento do uso.

3- Nao congelar o reagente.

4- N4o utilizar plasma.

5

O reagente ndo deve entrar em contato com materiais de borracha.
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6- Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de protecéo
ambiental para que o descarte dos reagentes e do material bioldgico seja feito de
acordo com a legislacdo vigente.

7- Para obtencdo de informacdes relacionadas a biosseguranca ou em caso de
acidentes com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de Informac6es de Seguranca de
Produtos Quimicos) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de
solicitagdo pelo SAC (Servigo de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Procedimento Manual
e Lamina escavada
Microscopio
Agitador rotativo ajustavel a 180 rpm
Pipetas
Reldgio ou cronémetro

AMOSTRA

Soro ou liquido cefalorraquidiano (limpido e isento de fragmentos de coadgulos). N&o
utilizar soros hemolisados ou lipémicos, pois podem produzir aglutinagdo inespecifica. A
amostra € estavel por 05 dias entre 2 e 8°C. Nao é preciso inativar o soro. E
recomendavel jejum de 8 horas antes da coleta de sangue.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO

O Reagente N°1 é pronto para o uso. Agita-lo antes da execugdo do teste.

TECNICA

Procedimento Manual

Em uma placa escavada pipetar:

Amostra 50 mL
Reagente N°1 20 mL

Agitar manualmente com movimentos circulares ou em um agitador por 4 minutos a 180
rpm. Em seguida, examinar no microscopio no aumento 100 X.

Além do teste sem diluicdo é recomendado um teste com uma diluicdo de 1:8 com NaCl
0,85% (para todos os testes), a fim de evitar o efeito prozona. Vide Limitacdes do
Processo.
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PROVA SEMI QUANTITATIVA

Cavidade | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6

NO
Diluigdo | 1:2 | 1:4 | 1:8 | 1:1 | 1:3 | 1:6
6 | 2 | 4

Pipetar em cada cavidade da lamina escavada 50 puL de NaCl 0,85%. Na cavidade N°1,
pipetar 50 pL da amostra a ser titulada, homogeneizar. Transferir 50 pL da cavidade N°1
para a N°2 e assim sucessivamente até a diluicdo desejada. Desprezar os 50 puL em
excesso da ultima cavidade.

Em seguida adicionar a cada cavidade, 20 puL do Reagente N°1. Agitar manualmente com
movimentos circulares ou em um agitador rotativo por 5 minutos a 180 rpm. Examinar
ao microscopio no aumento 100 X, logo apds a agitacdo. O titulo corresponde a maior
diluicdo da amostra em que ocorreu a floculagéo.

TESTE COM LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO

1- Diluir 1:2 o Reagente N°1 com NaCl 0,85%. Deixar em repouso por 4 minutos.
2- Proceder da mesma forma descrita para o soro, usando o liquido cefalorraquidiano
centrifugado. N&o é necessério inativar.

RESULTADOS

Positivo - Reativo: ocorre floculagdo com formacdo de grumos de tamanhos variaveis.
Suspensdo de aspecto heterogéneo. Neste caso, proceder a diluicdo da amostra e realizar
a prova semi-quantitativa.

Negativo - Ndo Reativo: auséncia de floculagéo, suspensdo de aspecto homogéneo.

VALORES DE REFERENCIA
Nao se aplica.
LIMITACOES DO PROCESSO

Estima-se que 1 a 2% dos pacientes com sifilis secundaria apresentam VDRL negativo
ou fracamente positivo quando se utiliza o soro ndo diluido. A positivagdo do exame so-
mente ocorreré nas diluicdes maiores - efeito prozona. Recomenda-se portanto, testar
todas as amostras sem diluir e diluidas 1:8 com NaCl 0,85%.

Pode ocorrer resultado falso-positivo em certas patologias como: tuberculose,
mononucleose infecciosa, hanseniase, hepatite, doencas do colageno (lupus eritematoso,
artrite reumatdide), doencas auto imunes, malaria, cancer.

INTERFERENTES
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Nao se aplica.
SENSIBILIDADE

Em 163 amostras verdadeiramente positivas, ndo foi encontrado nenhum resultado falso
negativo.

ESPECIFICIDADE

Em 80 amostras verdadeiramente negativas foi encontrado 1 resultado falso positivo.
LINEARIDADE

Nao se aplica.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
numero de catéalogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibracdo periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kkits.

Deve ser pratica rotineira do Laboratorio Clinico o uso de soro controle para checar a
preciséo e exatiddo das dosagens.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo
Descrever os procedimentos utilizados nas avaliagdes de qualidade feitas por programas
de comparacdo entre laboratdrios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

O método é indicado para teste de triagem. O diagnostico final ndo deve ser baseado
somente no resultado laboratorial. Deve-se correlacionar o resultado com os sinais e sin-
tomas clinicos do paciente.

Pacientes com infecc¢do sifilica tratada podem apresentar resultados positivos em titulos
baixos (cicatriz soroldgica). O VDRL pode ser utilizado para acompanhar a terapéutica,
pela rapida resposta representada pela queda de titulos, pela negativacéo e modificacoes
mais lentas ou mesmo inexistentes para os testes treponémicos.
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REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 - GRADWOHLS Clinical Laboratory Methods and Diagnosis — Sonnen Writh and
Jerret, Mosby Cd., 1980.

2 - Manual de Reaciones Para el Diagnostico de la Sifilis - N°311 — Organizagao Mundial
de Saude.

3 - Ferreira, A.W.; Diagnostico Laboratorial das Principais Doengas Infecciosas e auto-
imunes, 2 ed., Editora Guanabara Koogan SA, 2001.

Fator Reumatoide

FINALIDADE
Método para determinacdo quantitativa do Fator Reumatdide (FR). Teste
imunoturbidimétrico, somente para uso diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO DE ACAO
Metodologia: Imunoturbidimetria.

A reacdo permite quantificar, mediante um método turbidimétrico, a concentragdo de FR
presente na amostra. As particulas de latex suspensas que estdo recobertas com gama
globulina humanas sdo aglutinadas por Fatores ReumatoOides presentes no soro. O
processo de aglutinacdo provoca um aumento da densidade Optica. A intensidade da luz
dispersada € proporcional a concentracéo

de FR.

REAGENTE UTILIZADO )
FATOR REUMATOIDE CATALOGO: K058 ANVISA:
10269360156

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda.

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3439.5454 — Fax: (31) 3439.5455
e-mail: bioclin@bioclin.com.br

site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

COMPONENTES
Numero 1 - Tampao - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Cloreto de s6dio 0,15 mol/L,
Tris 50 mmol/L, Azida sédica 15,38 mmol/L, surfactante.

Numero 2 - Latex FR - Conservar entre 2 e 8°C. Suspensdo de particulas de latex
sensibilizadas com Gama Globulina humana. Contém: Azida sodica 15,38 mmol/L.
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NUmero 3 - Calibrador - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Fator Reumatdide e azida
sodica 15,38 mmol/L.

Atencao: A concentragdo de Fator Reumatoide varia de acordo com o lote - Vide
rétulo do frasco.

ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando conservados
de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminagdo do produto durante o
uso para nao afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1-

2-

Somente para uso diagnostico in vitro profissional.
Seguir com rigor a metodologia proposta para obtencgéo de resultados exatos.

A agua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes
contaminantes.

Colunas deionizadoras saturadas liberam agua alcalina, ions diversos e agentes
oxidantes e redutores, que podem alterar de forma signifi cativa os resultados.

O reagente N° 3 deve ser manuseados cautelosamente, pois € passivel de
contaminag&o bioldgica.

Manusear com cuidado todos os reagentes que contém Azida Sddica, pois sdo
irritantes para pele e mucosas.

Os materiais de origem bioldgica foram testados para HIV e HBsAg usando
métodos de ultima geracdo e apresentaram resultados negativos. O risco de
infeccdo ndo pode ser excluido e o reagente deve ser manuseado com 0 mesmo
cuidado observado para o soro do paciente.

Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de protecdo
ambiental para que o descarte dos reagentes e do material bioldgico seja feito de
acordo com a legislacéo vigente.

Para obtencdo de informacGes relacionadas a biosseguranca ou em caso de
acidentes com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de Informacg6es de Seguranca
de Produtos Quimicos) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através
de solicitagcdo pelo SAC (Servigo de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.
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10- Né&o utilizar o produto em caso de danos na embalagem.

11-E imprescindivel que os instrumentos e equipamentos utilizados estejam
devidamente calibrados e submetidos as manutencdes periodicas.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Procedimento Automatizado
e Equipamento: Equipamento bioquimico automatizado

e Multical e Multicontrol Bioclin. Encontram-se no mercado especializado de
artigos para Laboratdrios de Analises Clinicas.

Inserir nome, modelo e o local onde se encontra 0 equipamento; Fazer referéncia ao
manual ou POP para utilizacdo do mesmo.

AMOSTRA

Soro obtido livre de hemdlise e lipemia intensa. O analito € estavel entre 2 e 8°C por até
2 dias e 03 meses a 20°C negativos.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO
Os reagentes estdo prontos para uso.

TECNICA

Homogeneizar bem o Reagente n° 2 antes do uso.

Para calibracdo da reacdo, usar preferencialmente o calibrador interno do kit ou o kit
Multical Bioclin. Para controle utilizar o kit Multicontrol Bioclin. O kit é indicado
somente para uso em analisadores bioquimicos automaticos. Verificar a programacéo
para 0 equipamento no site www.bioclin.com.br ou através do SAC.

RESULTADOS
Unidade de Medida: Ul/mL
VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia para o presente método foram obtidos através da determinacéao
do Fator Reumatdide em populagGes sadias do sexo masculino e feminino. Inferior a 20
uUl/mL.

Estes valores devem ser usados como orientagdo, sendo que cada laboratoério devera
criar sua faixa de valores de referéncia, de acordo com a populacédo atendida. Os
resultados fornecidos por este kit devem ser interpretados pelo profissional médico
responsavel, ndo sendo o Unico critério para a determinacgdo do diagnostico e/ou
tratamento do paciente.
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LIMITACOES DO PROCESSO
Na&o se aplica.
INTERFERENTES

Na&o se aplica.
SENSIBILIDADE

A sensibilidade foi calculada a partir de 10 determinagdes de uma amostra isenta de
Fator Reumatoide. A média encontrada foi 0,711 Ul/mL com desvio padréo de 1,513
Ul/mL. A sensibilidade, que indica o limite de deteccdo do método, corresponde a
média mais 3 vezes o desvio padrdo e € igual a 5,250 Ul/mL.

LINEARIDADE

A reacdo é linear até o ponto mais alto da curva de calibra¢do. Para amostras com
valores maiores recomenda-se diluir a amostra com Cloreto de sodio 0,85%, repetir a
dosagem e multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluicéo.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
numero de catéalogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibracdo periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kits.

Deve ser pratica rotineira do Laboratdrio Clinico o uso de soro controle para checar a
precisdo e exatiddo das dosagens.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo
Descrever os procedimentos utilizados nas avaliagdes de qualidade feitas por programas
de comparacéo entre laboratorios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.
SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

Fator Reumatoide refere-se a um grupo de macroglobulinas (antiglobulinas) que reagem
com o fragmento Fc das Imunoglobulinas 1gG. Na artrite reumatoéide o achado do Fator
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Reumatoide representa o dado sorolégico mais importante, presente em cerca de 75%
dos pacientes. O seu nivel plasmatico pode estar significativamente aumentado na
velhice, doencas do tecido conjuntivo, hepatopatias crénicas, sifilis, tuberculose,
hanseniase, endocardite bacteriana, mononucleose, sarcoidose, calazar, rubéola,
neoplasias, infestacdes parasitérias, transfusdes de sangue, transplante renal, sindrome
de Sjogren.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1-PESCE, A. J.; KAPLAN, L. A.: Methods in Clinical Chemistry the C. V. Moshy
Company, 1987.

2 - HELLSING, K., Profides in the Biological Fluids, 1973, 23, 579.

3 - BLOM, M. and HIOME, H., Clinical Chemistry, 1976, 22,657.

4 - HILLS, L. P. and TIFFANY, T. I, Clinical Chemistry, 1980;26, 1459.

5- GALVIN, J. P. et al; Clin. Lab Assays 73, 4th, 1983.

6 - PASSING, H.; BABLOCK, W., J., Clin. Chem. Clin. Biochem 21, 709; 1983.
7- NOKAMA, Y.; NAKAMURA, R. M., J. Clin. Lab. Anal., 1:15; 1987.

8 - OKOMURA, J. M.; MIYAGI, J. M.; TERADA, K. J., Clin. Lab. Anal. 4, 231; 1990.
9 - MOORE, T. L., Clin. Biochem, 26; 75-84; 1993.

10 - SINGER, J. M. Et al Amer J Med 21, 888; 1952.

HCG STRIP
PRINCIPIO DE ACAO
Metodologia: Imunocromatografia.

O método utiliza anticorpo monoclonal anti HCG, que reage com amostras de soro e
urina.

A mistura se move através de uma membrana cromatografica por acdo capilar. As
amostras com concentracoes superiores a 25 mUl/mL de HCG irdo formar uma linha de
cor vermelha na regido onde o anti HCG esta imobilizado, indicando que a amostra esta
positiva.

A mistura reagente continuara sendo absorvida pela membrana até a regido do anticorpo
controle, com a formagéo de uma linha azul, confirmando o processamento correto do
teste.

AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manhda apo6s jejum de 8 horas, salvo orientacbes médicas.
Amostras utilizadas

Soro ou Urina
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Estabilidade e armazenamento da amostra
As amostras sdo estaveis por 10 dias quando mantidas entre 2 e 8 °C e por 03 meses a
10 °C negativos.

Volume ideal utilizado para anélise
(Definir o volume ideal a ser encaminhado para analise).

Volume minimo utilizado para analise
(Definir o volume minimo a ser encaminhado para analise).

Critérios para rejeicdo da amostra
Né&o usar amostras com fortes sinais de hemolise e nem com presenca de

contaminag&o bacteriana.

REAGENTE UTILIZADO )
HCG STRIP CATALOGO: K039 ANVISA:
10269360105

QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3427.5454 - Fax (31) 3427.2999
e-mail: sac@bioclin.com.br

site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

Componentes do Kit

Numero 1 - Tiras Reativas - conservar entre 15 e 30 °C.

N&o congelar. Contém conjugado anticorpo monoclonal anti HCG e anticorpo controle
imobilizado na membrana.

Estabilidade

Os reagentes sdo estaveis até a da data de validade impressa no rétulo quando
conservados de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminagao do
produto durante o0 uso para nao afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS E PRECAUCOES ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnastico in vitro;

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtencéo de resultados exatos;
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3 - Quando executar em urina, dar preferéncia a 12 urina da manha que contém uma
maior concentracdo de HCG.

Urinas turvas ou contendo hemacias devem ser centrifugadas antes da realizacdo do
teste;

4 - Usar recipientes limpos e secos para acondicionar as amostras;

5 - O descarte do material utilizado deverd ser feito obedecendo-se os critérios de
biosseguranca de acordo com a legislagao vigente.

EQUIPAMENTOS
Técnica Manual
Condigdes de Reacgéo
Micropipeta
Ponteiras
Crondmetro

PROCEDIMENTO
PROVA QUALITATIVA

1 - A amostra deve estar em temperatura entre 15 e 30 °C antes de iniciar o teste.

2 - Retirar a tira reativa da embalagem protetora

3 - Colocar a ponta absorvente da tira reativa em contato com a amostra (Soro ou urina)
por 10 segundos. Nao mergulhar a fita na amostra além das setas indicadoras do nivel
de amostra. Como alternativa a imersao da tira reativa na amostra, pode-se pipetar 100
microlitros da amostra ( soro ou urina) e dispensar sobre a ponta absorvente da tira
reativa.

4 - Aguardar a formagéo das linhas

RESULTADOS

Teste Positivo: formacao de uma linha vermelha e uma linha azul nos primeiros 5
minutos, indicando concentracdo de HCG superior a 25 mUI/mL. A linha azul
corresponde ao controle da reagéo.

Teste negativo: formacdo de uma linha azul, indicando teste

negativo ou concentracdo de HCG menor que 25 mUl/mL.

Teste Inadequado: auséncia de formacdo da linha azul.

Indica erro no procedimento ou deterioracdo da tira reativa.

Neste caso, repetir o teste utilizando nova tira reativa.
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CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e
namero de catalogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibracdo periddica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kkits.

Deve ser pratica rotineira do Laborat6rio Clinico o uso de soro controle para checar a
precisdo e exatiddo das dosagens. Deve ser de 5% 0 erro maximo permitido em relacéo
aos valores pré-estabelecidos para os controles.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo
Descrever os procedimentos utilizados nas avaliacdes de qualidade feitas por programas
de comparac&o entre laboratdrios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

LIMITACOES DO METODO

1 - Quando utilizado para verificacao de gravidez, o diagnostico final ndo deve ser
baseado somente no resultado laboratorial; deve-se correlacionar o resultado do teste
com os sinais e sintomas clinicos;

2 - Pacientes com doencas trofoblasticas ndo gestacionais, que incluem o carcinoma e a
mola hidatiforme, podem apresentar resultado positivo na auséncia de gravidez;

3 - Resultado falso negativo pode ser obtido nos casos de gravidez ectopica, aborto
eminente, toxemia da gravidez, devido a possivel diminuicao da excre¢do de HCG;

4 - Nao foi observada interferéncia, em doses terapéuticas, das seguintes substancias :
Acido ascorbico, Acido Acetil Salicilico, Acetoaminofen, Atropina, Cafeina e Glicose.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1- BATZER, F. R, Fertility and Sterility, 4:1, 1980.

2 - BRAUNSTEIN, G. D.; RASOR, J.; ADLER, D.; DANZER, H.; WADE, M. E., AM.
J. Obstet. Gynecol., 126:681, 1976.

3 - BRAUNSTEIN, G. D, etal. Ann. Intern. Med., 78:39-45,1973.

4 - LENTON, E. A.; NEAT, L. M.; SULAIMAN, R., Fertility and Sterility, 37:773-778,
1982.

5 - BURTIS, Carl A. Tietz Textbook of Clinical Chemistry, 2a edic., 2114-2119, 1994.
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o REUMATEST

PRINCIPIO DE ACAO
Finalidade: Sistema para determinagdo qualitativa e semiquantitativa, em lamina, dos
fatores reumatoides no soro. Somente para uso diagndstico in vitro.

Metodologia:

Reumatest ¢ uma suspensdo de particulas de latex adsorvidas com gamaglobulina
humana em tampédo 100mmol/L de Glicina, pH8,2. Com a adicdo de Reumatest ao soro
com “Fator Reumatoide” presente, desenvolve-se uma reagdo antigeno anticorpo. Esta se
exterioriza pela aglutinacdo das particulas de latex formando agregados facilmente
visiveis.

AMOSTRA
Preparo do Paciente
Amostras utilizadas
* Soro fresco. Estavel por 8 dias entre 2-8°C, ou 90 dias se mantida a -20°C.
* Nao usar plasma (ver em limitagdes do sistema).
* Nao usar soro hemolisado, lipémico ou contaminado (ver em limitagdes do sistema).
» Amostras com fibrina devem ser centrifugadas antes do teste.
Todas as amostras bioldgicas devem ser consideradas como potencialmente
infectantes.

Estabilidade e armazenamento do Kit

FR-Latex: armazenar a temperatura de 2-8°C. Nao congelar. Estavel até a data de
vencimento indicada no rétulo do frasco, obedecidas as condi¢Ges de armazenamento.
Controle positivo: armazenar a temperatura de 2-8°C. Estavel até a data de vencimento
indicada no rotulo do frasco, obedecidas as condi¢des de armazenamento.

Controle negativo: armazenar a temperatura de 2-8°C. Estavel até a data de vencimento
indicada no rotulo do frasco, obedecidas as condi¢fes de armazenamento.

Critérios para rejeicdo da amostra
N&o usar amostras com fortes sinais de hemolise e nem com presenca de

contaminagéo bacteriana.

Fazer referéncia ao manual ou POP de coleta, separagdo e distribuicdo de material.

REAGENTE UTILIZADO
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Componentes do kit (Marca: Doles)

FR-Latex: particulas de latex adsorvidas com gamaglobulina humana em tampao
150mmol/L de Glicina, pH8,2. Contém Azida Sddica 0,95¢/L. Homogeneizar antes de
usar.

Controle positivo: Soro policlonal, de animal, antigama globulina humana em tampao
Glicina 150mmol, pH 8,2. Contém Azida Sodica 0,95¢/L.

Controle negativo: soro animal estabilizado, isento de Fatores Reumatoides. Contém
azida Sodica 0,95g/L.

APRESENTACAO

Kit - 100 testes

FR-Latex 1 x 2,5mL

Controle positivo 1 x 0,5mL

Controle negativo 1 x 0,7mL

Lamina 05 unidades

Hastes para homogeneizacdo 100 unidades
Reagente - 100 testes

FR-Latex 1 x 2,5mL

CUIDADOS E PRECAUGCOES ESPECIAIS

Todos os reagentes sdo somente para uso diagnostico in vitro. Os controles positivo e
negativo sdo de origem animal. Recomenda-se manusea-los como sendo potencialmente
infectantes.
O descarte do material utilizado deverd ser feito obedecendo-se aos critérios de
biosseguranca estabelecidos pelo laboratorio, de acordo com as normas locais, estaduais
ou federais.

EQUIPAMENTOS

*Tubos de ensaio para prova semiquantitativa.

* Pipetas graduadas.

* Pipetas semiautomaticas de 25uL e 200pL.

* Ponteiras descartaveis.

* Solugdo fisiologica.

* CronOmetro.

 Lamina para teste (somente para a apresentacdo reagente).

* Hastes para homogeneiza¢ao (somente para a apresentacao reagente).

PROCEDIMENTO
Procedimento Manual
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PROVA QUALITATIVA

Teste qualitativo:

1. Utilizar soro néo diluido.

2.0s reagentes e amostras devem ser ambientados antes da realizacdo do teste. A

sensibilidade do reagente diminui em temperaturas baixas.

3.Adicionar ao primeiro circulo da lamina 25uL de soro, ao segundo 25uL. do controle
positivo e ao terceiro 25ul. do controle negativo.

4.Homogeneizar o FR-Latex e adicionar 25uL. do mesmo em cada circulo.

5.Homogeneizar as duas gotas, com uma haste plastica. Utilizar uma haste para cada

teste.

6.Imprimir movimentos rotatérios 80-100 r.p.m. a ldmina durante 2 minutos.
7.Fazer a leitura com a seguinte interpretacao:
Teste positivo: nitida aglutinacéo
Teste negativo: suspensdao homogénea

PROCEDIMENTO
Procedimento Manual
PROVA QUANTITATIVA

Teste semiquantitativo:

Rotular 6 tubos (12x75mm) de 1 a 6. Colocar, a partir do tubo 1, 200uL de solucdo
fisiologica (salina). Transferir 200uL de soro para o tubo 1, homogeneizar, transferir para
0 tubo 2, e assim, sucessivamente, até o tubo 6. Teremos entdo as diluicbes que se seguem,
com as respectivas equivaléncias:

TOED
1 2 3 4 5 3]
Sl
Driluigan prklal L2 | La | g | Lla] 132 | 1a4
dilnide
FE UL/mL i la 32 a4 [ 128 | 256 | 512

Proceder ao teste como descrito para teste qualitativo. Sera considerada positiva a maior
diluicdo da amostra que apresentar aglutinagao.
Resultado: Expressar o resultado em U.I./mL.

RESULTADOS
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Interpretacdo: soro com teores de Fatores Reumatoides superior a 8U.I./mL levam a
aglutinacdo do latex, o que ¢ evidenciado pela formacdo de grumos finos ou grosseiros.

RESULTADOS

Teste qualitativo: soro com teores de FR superior a 8U.l./mL provocam & aglutinacéo
do latex, o que é evidenciado pela formacéo de grumos finos ou grosseiros.

Teste semiquantitativo: sera considerada positiva a maior diluicdo da amostra que
apresentar aglutinacéo.

CONTROLE DA QUALIDADE

1.Recomenda-se sempre 0 uso de um controle positivo e negativo para monitorar o
desempenho do FR-Latex e como modelo de comparacao para interpretacdo dos
resultados.

2.A limpeza e a secagem adequada do material a ser utilizado s&o de fundamental
importancia para a estabilidade dos reagentes e obtencédo de resultados corretos.

3.A &gua utilizada na limpeza do material e no preparo dos reagentes deve ser de boa
qualidade.

4.Colunas deionizadoras saturadas liberam ions diversos, aminas e agentes oxidantes,
gue deterioram 0s reagentes.

5.As pipetagens devem ser precisas.
LIMITACOES DO METODO

Limite de Deteccao

O FR-latex possui um limite de deteccdo de 8U.l./mL. O limite de deteccéo foi
verificado usando um calibrador rastredvel a preparacéo internacional de referéncia da
Organizagdo Mundial de Saide (OMS/WHO).

Efeito Prozona
O efeito prozona ocorre quando uma amostra com valor elevado de FR apresenta
resultado negativo. N&o ha efeito prozona até a concentragédo de FR de 1500U.1./mL.

Interferentes de Amostra
* Bilirrubina (20mg/dL), hemoglobina (10g/L) e lipideos (10g/L) ndo interferem.

* As laminas de teste podem ser reutilizadas. Terminada a realizagdo dos testes, lavar a
lamina em agua corrente e a seguir seca-las com pequena quantidade de alcool. Utilizar
apenas quando secas.

* A agitacdo deve ser feita em condi¢des padronizadas, a fim que se obtenham
resultados comparéveis em diferentes provas.
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* Soros antigos ou turvos podem apresentar resultados falsos.

* O congelamento do latex leva a reagdes inespecificas de aglutinagdo. O frasco de latex
deve permanecer bem fechado, caso contréario podera ocorrer floculagGes.

* O uso de amostras ndo adequadas podera resultar em reagdes inespecificas (ver em
limitacGes do sistema).

Eficiéncia Diagndstica — Acurécia

Cento e dezoito soros humanos com valores menores e maiores que 8U.l./mL, foram
ensaiadas utilizando o FR-Latex e um produto similar de mesma sensibilidade como
método comparativo.

A analise estatistica mostrou os seguintes resultados:
Especificidade — 97%.
Sensibilidade — 98%.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

« Singer J.M.: Plotz C.M.: Am. J. Med. 21:888, 1956.
* Singer J.M.: Plotz C.M.: JJA.M.A. 168:180, 1958.
* Singer J.M.: Eull. Rehum. Dis. 24:6, 1973.
* Singer J.M. Edberg S. C. Selinger M., AMRAM M. Amer. J.Clin. Pathol., 72, 591-
596; 1979.
* Laboratory Diagnostic Procedures in the Rheumatic Diseases, Alam S. Cohen, M.D.
1985.
* Gooi H.C.; Chapel H. Clinical Immunology A Practical Approach, 216-217, 1990.
* Pagana, K. D; Pagana T.J: Diagnostic and Laboratory Test Reference, 649-650, 1992.
* Warren J.S; Keren D.F; Diagnostic Immunology, 276-290; 1992.
* Chernecky C.C: Krech R.L: Berger B.J: Laboratory Tests and Diagnosis Procedures,
830-831, 1993.

o PCRTEST
PRINCIPIO DE ACAO
FINALIDADE
Sistema para determinacgdo qualitativa e semiquantitativa da Proteina C Reativa no soro.
Somente para uso diagnostico in vitro.

PRINCIPIO
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PCRTEST ¢é uma suspensdo de particulas de latex de poliestireno recobertas com
anticorpos anti-Proteina C- Reativa (PCR). Esta suspensdo, em contato com amostras
contendo Proteina C Reativa produz uma aglutinacdo das particulas de latex, visiveis
macroscopicamente.

AMOSTRA
Amostras utilizadas

« Soro recente. Estavel por 7 dias entre 2-8°C, ou 90 dias se mantido a -20°C.

* Amostras com restos de fibrina devem ser centrifugadas antes da prova.

* Nao usar plasma (ver em limitagdes do sistema).

* Nao usar soro hemolisado, lip€mico ou contaminado (ver em limitagcdes do sistema).

Todas as amostras biolégicas devem ser consideradas como potencialmente
infectantes.

Estabilidade e armazenamento do Kit

PCR-latex: armazenar a temperatura de 2-8°C. Estavel até a data de vencimento indicada
no rétulo, obedecidas as condi¢des de armazenamento. N&o congelar: o congelamento
causa alteracOes irreversiveis na funcionalidade do latex.

Controle positivo: armazenar a temperatura de 2-8°C. Estavel até a data de vencimento
indicada no rotulo, obedecidas as condi¢cdes de armazenamento.
Controle negativo: armazenar a temperatura de 2-8°C. Estavel até a data de vencimento
indicada no rotulo, obedecidas as condi¢des de armazenamento.

REAGENTE UTILIZADO
Componentes do kit (Marca: Doles)

Kit - 100 testes

PCR-latex 1 x 2,5mL

Controle positivo 1 x 0,5mL

Controle negativo 1 x 0,7mL

Lamina 5 unidades

Hastes para homogeneizacdo 100 unidades
Reagente - 100 testes

PCR-latex 1 x 2,5mL

CUIDADOS E PRECAUQOES ESPECIAIS
Todos os reagentes sdo somente para uso diagnostico in vitro. Os controles positivo e

negativo sdo de origem animal. Recomenda-se manusea-los como sendo potencialmente
infectantes.

174




~ Universidade UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA
._ K Catélica de Brasilia LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS

Revisdo 15/12/2022

Emisséo: 10/04/15 Pagina 175 de 217

MANUAL DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

O descarte do material utilizado deverd ser feito obedecendo-se aos critérios de

biosseguranca estabelecidos pelo laboratério, de acordo com as normas locais, estaduais
ou federais.

EQUIPAMENTOS

* Tubos de ensaio para prova semiquantitativa.

* Pipetas graduadas.

* Pipetas semiautomaticas de 25uL e 200uL.

* Ponteiras descartaveis.

* Solugdo fisiologica.

* CronOmetro.

» Lamina para teste (somente para a apresentacao reagente).

* Hastes para homogeneizacdo (somente para a apresentacao reagente)

PROCEDIMENTO
Procedimento Manual
PROVA QUALITATIVA

Teste qualitativo:
1.0s reagentes e amostras devem ser ambientados antes da realizacdo do teste. A
sensibilidade do reagente diminui em temperaturas baixas.
2.Adicionar ao primeiro circulo da ldmina 25uL de soro, ao segundo 25uL do controle
positivo e ao terceiro 25uL do controle negativo.

3.Homogeneizar o PCR-Latex e adicionar 25ul. do mesmo em cada circulo.

4.Homogeneizar as duas gotas, com uma haste plastica. Utilizar uma haste para cada
teste.

5.Imprimir movimentos rotatorios 80-100r.p.m. a lamina durante 2 minutos.
6.Fazer a leitura com a seguinte interpretacéo:

Teste positivo : nitida aglutinacao

Teste negativo: suspensdao homogénea

PROCEDIMENTO
Procedimento Manual
PROVA QUANTITATIVA
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Teste semiquantitativo:

Rotular 5 tubos (12x75mm) de 1 a 5. Colocar, a partir do tubo 1, 200uL. de solugdo
fisiologica (salina). Transferir 200uL de soro para o tubo 1, homogeneizar, transferir para
0 tubo 2, e assim, sucessivamente, até o tubo 5. Teremos entéo as dilui¢cdes que se seguem,
com as respectivas equivaléncias em PCR mg/L.:

Tubos
1 2 3 4 5
Diluigéo Soro néo | 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
Diluido
PCRmg/L |6 12 24 48 96 192

Proceder ao teste como descrito para teste qualitativo. Serd considerada positiva a maior
diluicdo da amostra que apresentar aglutinacao.
Resultado: Expressar o resultado em mg/L.

RESULTADOS

Interpretacdo: soro com teores de PCR superior a 6mg/L levam a aglutinacdo do latex,
0 que é evidenciado pela formacao de grumos finos ou grosseiros.

RESULTADOS

Teste qualitativo: soro com teores de PCR superior a 6mg/L provocam a aglutinacéo do
latex, o que é evidenciado pela formacédo de grumos finos ou grosseiros.

Teste semiquantitativo: sera considerada positiva a maior diluicdo da amostra que
apresentar aglutinacgéo.

CONTROLE DA QUALIDADE

1.Recomenda-se sempre 0 uso de um controle positivo e negativo para monitorar o
desempenho do PCR-Latex e como modelo de comparacao para interpretacdo dos
resultados.

2.A limpeza e a secagem adequada do material a ser utilizado s&o de fundamental
importancia para a estabilidade dos reagentes e obteng&o de resultados corretos.

3.A agua utilizada na limpeza do material e no preparo dos reagentes deve ser de boa
qualidade.

4.Colunas deionizadoras saturadas liberam ions diversos, aminas e agentes oxidantes,
que deterioram os reagentes.
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5.As pipetagens devem ser precisas.
LIMITACOES DO METODO

Sensibilidade

O PCR latex possui um limite de deteccdo de 6mg/L. O limite de deteccéo foi
verificado usando um calibrador interno de PCR, calibrado por turbidimetria frente ao
padrao internacional de proteinas plasméaticas CRM470.

Efeito Prozona

O efeito prozona ocorre quando uma amostra com valor elevado de PCR apresenta
resultado negativo. Nao ha efeito prozona até a concentracdo de PCR de 1600mg/L.
Fatores Interferentes

* Bilirrubina (20mg/dL), hemoglobina (10g/L) e lipideos (10g/L) néo interferem.
Fatores reumatoides > (100U.1./mL) podem interferir.

* As placas de teste podem ser reutilizadas. Terminada a realizacdo dos testes, lavar a
placa em agua corrente e a seguir seca-las com pequena gquantidade de alcool. Utilizar
apenas quando secas.

* Soros antigos ou turvos podem dar falsas reagdes.

* Dados de literatura relatam que em pacientes submetidos a tratamento com estrogénios
podem surgir resultados falso-positivos.

* Injegdes subcutaneas de certas bactérias mortas — vacinas - (estreptococos, A .
aerogenes, etc) podem resultar em reacgdes falso-positivas.

* O uso de amostras ndo adequadas podera resultar em reagdes inespecificas (ver
limitagdes do sistema).

* O congelamento do latex leva a reagdes inespecificas de aglutinagao.
Interferentes de Amostra
* Bilirrubina (20mg/dL), hemoglobina (10g/L) e lipideos (10g/L) nao interferem.
* As laminas de teste podem ser reutilizadas. Terminada a realizac¢do dos testes, lavar a
Iamina em &gua corrente e a seguir seca-las com pequena quantidade de alcool. Utilizar
apenas quando secas.
* A agitagdo deve ser feita em condi¢des padronizadas, a fim que se obtenham

resultados comparaveis em diferentes provas.

* Soros antigos ou turvos podem apresentar resultados falsos.
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« O congelamento do latex leva a reacdes inespecificas de aglutinacdo. O frasco de latex
deve permanecer bem fechado, caso contréario podera ocorrer floculacGes.

* O uso de amostras ndo adequadas podera resultar em reagdes inespecificas (ver em
limitagdes do sistema).

Eficiéncia Diagnostica - Acuracia

Cento e vinte e cinco soros humanos com valores menores e maiores que 6mg/L, foram
ensaiados utilizando o PCR-Léatex e um produto similar de mesma sensibilidade como
método comparativo.

A andlise estatistica mostrou os seguintes resultados:
Especificidade — 96,2%.
Sensibilidade — 95,6%

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

« Singer, J.M. et. al.: Am. J.Clin. Path 28:611; 1957.
* Pepys M.B., Dash A.C., Ashley M.J. Clin. xp. Immunol. 30:32; 1977.
* Ravel R. Laboratorio Clinico Aplica¢des Clinicas dos Achados Laboratoriais, 189-
190; 1984.
* Sheehan C. Principles and Laboratory Diagnosis Clinical Immunology, 135-143, 59-
60.1990.
» Warren J.S; Keren D.F; Diagnostic Immunology, 276-290; 1992.
* Tibarcio, H.M., Controle Interno da Qualidade Analitica, 1aed. margo/1995.
* Young DS. Effects of drugs on clinical laboratory test, 4th ed. AACC Press 1995.
* Jacobs D.S., Demott W.R., Grady H.J., Horvat R.T., Huestis D.W., Kasten B.L.,
Laboratory Test Handbook, 387, 1996.
* Doles : dados de arquivo.

o IMUNO- CON FTA-Abs Sifilis

PRINCIPIO DE ACAO
FINALIDADE

PRINCIPIO
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Os anticorpos anti-Treponema pallidum presentes no soro ligam-se ao antigeno fixado
na lamina e sdo revelados por uma antigamaglobulina humana marcada com
isotiocianato de fluoresceina.

AMOSTRA

Amostras utilizadas

Soro livre de hemolise, lipemia e contaminacdo. Os soros podem ser conservados em
geladeira (2-8°C) até 72 horas. Para um tempo maior, devem ser guardados em freezer,
a -20°C. Evitar repetidos congelamentos e descongelamentos.

Estabilidade e armazenamento do Kit

« LAMINAS COM SUSPENSAO DE TREPONEMA (1): deixa-las em temperatura
ambiente por 15 minutos antes de retira-las do envelope. Estaveis em geladeira (2 - 8°C)
até a data do vencimento.

* ANTIGAMAGLOBULINA HUMANA (IgG) MARCADA (2): pronta para uso.
Estavel em geladeira (2-8°C) até a data de vencimento. Proteger da luz. Contém azida
sodica 0,095%.

« TAMPAO FOSFATO-SALINO (PBS) (3): diluir o PBS (0,01M; pH7,2 + 0,2)
concentrado 1/20 (Ex.: 10ml de PBS + 190ml de &gua destilada ou deionizada). Conservar
em geladeira em recipiente limpo e bem vedado. Desprezar a solugdo se ocorrer mudanca
do pH ou turvacdo. Estavel até a data do vencimento. Obs.: Caso ocorra cristalizacao do
PBS antes da sua dilui¢do, colocar em banho-maria 37°C até a completa dissolucdo dos
cristais.

* GLICERINA TAMPONADA (4): pronta para uso. Estavel em geladeira (2-8°C) até a
data do vencimento.

« SOLUCAO ABSORVENTE (5): para remocdo de anticorpos anti-treponema
inespecificos. Pronta para uso. Agitar antes de usar. Os soros desconhecidos deverdo ser
diluidos em solucdo absorvente na proporcdo 1/5 (sugere-se 10ul do soro + 40ul da
solucdo absorvente). Estavel até a data de vencimento.

* SORO CONTROLE POSITIVO (6): pronto para uso. Estavel até a data do
vencimento. Contém azida sodica 0,095%.

« SORO CONTROLE NEGATIVO (7): pronto para uso. Estavel até a data do
vencimento. Contém azida sddica 0,095%.

Obs.: O kit mantém o mesmo desempenho apds a primeira utilizacdo e é estavel até a
data de validade descrita no rétulo, desde que seja mantida na temperatura indicada (2-
8°C).

REAGENTE UTILIZADO
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Componentes do kit (Marca: Wama)

1. Laminas com 5 areas reativas com suspensdo de Treponema pallidum (12
laminas)

2. Antigamaglobulina G humana marcada com isotiocianato de fluoresceina (1x3ml)
3. Tampéo fosfato-salino (PBS) (2 x 50ml)

4. Glicerina tamponada (1x4ml)

5. Solucdo absorvente (Treponema cepa Reiter) (1x3ml)

6. Soro controle positivo (1x1ml)

7. Soro controle negativo (1x1ml)

8. Laminulas (12 unidades)

CUIDADOS E PRECAUCOES ESPECIAIS

1. Reagentes somente para uso diagndstico in vitro.

2. O kit devera ser conservado em geladeira entre 2 -8°C.

3. A conservacao das laminas pode ser feita, selando as bordas da laminula com esmalte
de unha e guardando-as no escuro, entre 2 -8°C por, N0 maximo 2 meses.

4. Como se emprega azida sédica a 0,095% como conservante, o descarte dos reativos
deve ser acompanhado de grandes volumes de agua para evitar o acimulo de residuos de
azida nos encanamentos, pois esta pode reagir com chumbo ou cobre formando sais
altamente explosivos. Além disso, a azida é tdxica quando ingerida.

5. Todos os materiais humanos usados na preparagdo dos controles foram testados, com
resultados negativos para anticorpos anti-HIV, anti-HCV e antigeno de superficie da
hepatite B (HBsAg), porém, como nenhum método diagndstico oferece completa
seguranca da auséncia destes e de outros agentes infecciosos, recomenda-se tratar 0s soros
controles como materiais potencialmente infecciosos.

6. N&o substituir componentes deste kit com o de outros fabricantes, nem usar
componentes de lotes e cddigos diferentes.

7. N&o usar fora do prazo de validade.

8. Descartar o material conforme regulamentagdes locais.

9. Realizar manutencédo periodica do microscopio, pois a extrapolacdo da vida atil da
lampada podera prejudicar a analise do resultado.

10. Seguir as boas praticas laboratoriais (BPLSs) na conservacdo, manuseio e descarte dos
materiais.

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

* Microscopio de fluorescéncia
* Tubos de ensaio

* Pipetas sorologicas

* Jarra de Coplin ou similar

« Agua destilada ou deionizada
* Frasco para 1 litro

» Camara de incubagao
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* Papel absorvente
PROCEDIMENTO

1. Recomenda-se inativar o soro por 30 minutos, a 56°C (N&o obrigatério).

2. Diluir os soros desconhecidos 1/5 com a solugéo absorvente (ver PREPARACAO DOS
REAGENTES). Deixar 15 minutos em temperatura ambiente.

3. Deixar a(s) lamina(s) atingir(em) a temperatura ambiente por 15 minutos antes de
retira-la(s) do envelope. Remové-la(s) sem tocar no substrato, rotulala(s) e coloca-la(s)
em camara Umida.

4. Pingar 1 gota dos controles positivo e negativo nas areas 1 e 2 da(s) lamina(s),
respectivamente e do(s) soro(s) desconhecido(s), nas areas restantes, evitando transbordar
as areas.

5. Incubar na cdmara Gmida por 30 minutos, em temperatura ambiente.

6. Remover a(s) lamina(s) da cdmara Umida. Segura-la(s) por uma extremidade e lava-
la(s) com aproximadamente 10ml de tampéo fosfato-salino (PBS) (3). Usando uma pipeta
dirigir o PBS pela borda longitudinal da lamina, tendo o cuidado de nédo atingir
diretamente as areas reativas, evitando, com isso, prejudicar o substrato. Colocar a(s)
l&mina(s) em uma jarra de Coplin ou similar e lava-la(s) 3 vezes com PBS, 5 minutos
cada vez, agitando suavemente o Coplin algumas vezes durante cada lavagem.

7. Remover a(s) lamina(s) do Coplin, uma de cada vez. Tirar o excesso de PBS,
sacudindo-a(s) sobre papel absorvente. Secar em torno das &reas reativas e ir
IMEDIATAMENTE para a etapa 8 para néo secar o local da reacéo.

8. Retornar a camara Umida. Pingar 1 gota da antigamaglobulina marcada em cada area
da(s) lamina(s), tendo o cuidado de recobri-la(s) totalmente.

9. Incubar em camara Umida por 30 minutos, em temperatura ambiente, protegendo do
excesso de luz.

10. Repetir a etapa 6.

11. Remover a(s) lamina(s) do Coplin, uma de cada vez. Tirar o excesso de PBS,
sacudindo-a(s) sobre papel absorvente. Secar em torno das &reas reativas e ir
IMEDIATAMENTE para a etapa 12 para ndo secar o local da reagao.

12. Pingar 3 a 4 gotas de glicerina tamponada (4) entre as areas reativas. Cobrir a(s)
Iamina(s) com laminula(s), evitando a formacédo de bolhas. Secar o excesso de glicerina
com papel absorvente. Limpar o dorso da lamina.

13 Ler em microscopio de fluorescéncia. E conveniente fazer a leitura no mesmo dia.
Entretanto, no caso de ndo ser possivel, conserva-la(s) na geladeira (2-8°C), protegida(s)
da luz e Ié-las no dia seguinte. A glicerina ndo deve secar. Se isto ocorrer colocar mais
glicerina.

RESULTADOS

Interpretacdo: Reacgdo Negativa: AUSENCIA de fluorescéncia amarelo-esverdeada no
espirogueta (T. pallidum). Geralmente ndo se observa o espiroqueta ou vé-se muito
tenuamente.
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Reacdo Positiva: PRESENCA de fluorescéncia amarelo-esverdeada caracteristica no
espiroqueta (T.pallidum).

OBSERVACAO: Examinar sempre 0s controles positivo e negativo para controle da
reacao.

RESULTADOS

Soros com reacdo negativa sdo informados como NAO REAGENTES e significam
individuos ndo infectados com titulos inferiores a 1/5. Soros com reacdo positiva sao
informados como REAGENTES e significam individuos infectados pelo Treponema
pallidum ou infeccdo pregressa com titulos iguais

ou superiores a 1/5.

Na maioria dos casos, mesmo apos a cura da doenca, 0 FTA-Abs persiste reagente por
varios anos.

Obs.: Néo se recomenda titular amostras positivas através deste método, pois titulos altos
podem persistir por varios anos, isto ndo significa que o paciente encontra-se em qualquer
fase de infeccdo ou seja outros métodos como VDRL ou RPR que sdo testes ndo
treponémicos podem indicar melhores situagbes de tratamento aliado a clinica deste
paciente, caso se faca

CONTROLE DA QUALIDADE
LIMITACOES DO METODO

O uso deste método evita possiveis respostas ndo especificas, no entanto, os resultados
devem ser usados em conjunto com informagdes disponiveis quanto da avaliacéo clinica
e outros procedimentos diagndsticos. A fonte de luz, filtros e a dptica das diferentes
marcas de microscopios de fluorescéncia influenciaréo a sensibilidade do teste.

Sensibilidade

Sensibilidade Clinica ou Diagndstica: 100% de sensibilidade - Em 27 amostras do
controle de qualidade, sabidamente positivas, foram comparadas e confirmadas. Todos
os resultados foram satisfatorios, ndo apresentando falso-negativos.

Especificidade: 100% de especificidade - Em 273 amostras, do controle de qualidade,
sabidamente negativas, foram comparadas e confirmadas. Todos os resultados foram
satisfatorios, ndo apresentando falso-negativos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Center for Disease Control (1988). Recommendation for diagnosing and treating
Syphilis in HIV-infected patients, MMWR Morb. MortalWkly Rep. 37:601

2. Fraser CM et al (1998). Complete genome sequence of Treponema pallidum, the
Syphilis spirochete, Science 281: 324-325
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5. Wasserheit JN (1992). Epidemiological synergy. Interrelationships between human
immunodeficiency virus infection and other sexually transmitted diseases. Sex Transm
Dis. 19(2):61-77

o Chagas HAI
PRINCIPIO DE ACAO

FINALIDADE

A hemaglutinacdo indireta baseia-se na propriedade que tém os anticorpos (que neste caso
sdo anti-T. cruzi) de produzir aglutinagdo especifica na presenca de globulos vermelhos
sensibilizados com antigenos citoplasméticos e de membrana do Trypanosoma cruzi.
Chagatest HAI screening A-V utiliza glébulos vermelhos de ave, que aceleram a
visualizacdo da reacdo por ser de maior tamanho que os de carneiro. Os anticorpos
interferentes, que podem causar aglutinacao inespecifica, eliminam-se com a adicdo da
solucdo protéica que possui inibidores destes anticorpos.

AMOSTRA

Amostras utilizadas

Soro

a) Coleta: o paciente deve estar preferivelmente em jejum. Obter o soro da maneira
usual. N&o utilizar plasma. As amostras inativadas pelo calor, podem ocasionar
resultados falsos positivos.

b) Aditivos: nédo sdo requeridos. N&o adicionar conservantes.

c) Substancias interferentes conhecidas: sdo causa de resultados erréneos a hemolise
e a hiperlipemia (com quilomicronemia).

Todas as amostras bioldgicas devem ser consideradas como potencialmente
infectantes.

Estabilidade e armazenamento do Kit

O soro deve ser preferentemente fresco. Caso a amostra ndo seja processada na hora,
pode-se conservar sob refrigeracéo (2- 10°C) durante 72-96 horas como maximo, a partir
do momento da extracdo de sangue. Para periodos mais prolongados de conservacao,
congelar (-20°C) evitando repetir este procedimento.

REAGENTE UTILIZADO

Componentes do kit (Marca: Wierner)

Antigeno HAI A-V: suspensdo de glébulos vermelhos de ave sensibilizados com

antigenos citoplasmaticos e de membrana do T. cruzi em tampéo fosfatos com CINa 8,5
g/l e conservante < 0,1%.
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Tampédo HAI A-V: solugdo fisiologica (8,5 g/l CINa) tamponada com fosfatos 20
mmol/l, pH 7,1 e conservante < 0,1%.

Solucéo Protéica A-V: solucgdo de proteinas, 5 g/dl e conservante < 0,1%.

Controle Positivo: soro inativado contendo anticorpos contra o Trypanosoma cruzi e
conservante < 0,1%.

Controle Negativo: diluicdo de proteinas séricas ndo reativas e conservante < 0,1%.

CUIDADOS E PRECAUCOES ESPECIAIS

-Todas as amostras de pacientes devem ser manipuladas como se fossem capazes de
transmitir infecgdo. Os controles encontram-se inativados. No entanto, devem ser usados
como se tratando de material infectante.

- Os soros controles foram examinados para antigenos de superficie da hepatite B
(HBsAQ), anticorpos contra o virus da hepatite C (anti-HCV) e virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) encontrando-se néo reativos.

- Todos os materiais empregados no ensaio devem ser destruidos a fim de assegurar a
inativacdo dos agentes patogénicos.

-O método recomendado para este procedimento € autoclavar durante 1 hora a 121°C. Os
liquidos de dejeto podem ser desinfetados com hipoclorito de sddio (concentracdo final
5%) durante no minimo 60 minutos.

- N&o misturar reagentes de diferentes Kits e lotes.

- Os reagentes sdo para uso diagndstico "in vitro".

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

1- Fornecido

- Microplaca de 96 cavidades de fundo em V.

2- N&o fornecido

- Micropipetas capazes de medir os volumes indicados. Vide
PROCEDIMENTO.

- Tubos de hemolise e material volumétrico apropriado.

PROCEDIMENTO

Selecionar uma microplaca com cavidades de fundo em V sem utilizar. Passar um pano
Umido na base da mesma antes de utilizar e dispor-a horizontal. Vide LIMITACOES
DO PROCEDIMENTO.

I- PROVA QUALITATIVA

1- Em um tubo de hemolise colocar 400 ul de Diluente de Soros HAI A-V e adicionar 10
ul de soro ou controles (diluicdo1/40).

2- Colocar 50 ul da dilui¢do 1/40 do soro ou controles em uma cavidade da microplaca e
adicionar 25 ul de Antigeno HAI A-V.

3- Misturar aplicando batidas suaves nas laterais da microplaca durante 30 segundos
como minimo.
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4- Deixar em repouso, ao abrigo de vibrag¢6es durante 60 minutos a temperatura ambiente.
5- Ler a partir de 60 minutos. Pode-se aumentar a nitidez da apreciacao, lendo sobre um
espelho, iluminando a placa desde acima e interpondo um papel branco transltcido entre
a microplaca e a fonte de luz.

I1- PROVA QUANTITATIVA

1- Em uma mesma série de 6 cavidades colocar 50 ul de Diluente de Soros HAI A-V nas
cavidades 2, 3,4,5¢e6.

2- Pipetar 50 ul da diluicdo 1/40 de soro ou controles nas cavidades 1 e 2.

3- Transferir 50 ul desde a cavidade 2 a 3 e assim sucessivamente, descartando 50 ul da
Gltima cavidade, evitando a formacéo de bolhas.

4- Homogeneizar o Antigeno HAI A-V por inversao.

5- Adicionar a cada diluicdo 25 ul de Antigeno HAI A-V.

6- Agitar a microplaca aplicando batidas suaves nas laterais durante 30 segundos como
minimo.

7- Deixar em repouso, ao abrigo de vibrac@es durante 60 minutos.

Ler a partir de 60 minutos. O titulo do soro sera aquele correspondente a maior dilui¢dode
Soro reativo.

Diluicbes correspondentes

CAVIDADE 1 2 3 4 5 6
TITULO 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280
RESULTADOS

CRITERIOS DE VALIDACAO

O ensaio é considerado valido se cumpridas simultaneamente as seguintes condicoes:
- O Controle Negativo deve dar um botéo nitido no fundo da cavidade.
- O Controle Positivo deve dar um filme ou manto no fundo da cavidade.

Se uma ou ambas condi¢des ndo se cumprirem, repetir o ensaio.

Interpretacéo:

N&do Reativo: presenca de um sedimento em forma de botdo, nitido e de contorno
uniforme no fundo da cavidade.

Reativo Fraco: manto pequeno no fundo da cavidade com botdo bastante definido no
centro.

Fortemente Reativo: formacdo de um filme ou manto as vezes de contornos irregulares
no fundo da cavidade.

VALORES DE REFERENCIA
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Entre as técnicas imunoldgicas, a HAI considera-se um método confiavel para a
determinacéo de anticorpos especificos.

No entanto, seus resultados, assim como aqueles de qualquer método soroldgico, s6
constituem um dado adicional para o diagndstico. Porém, os informes devem ser
considerados em termos de probabilidade. Neste caso, maior ou menor probabilidade de
parasitose por T. cruzi.

Consideram-se presumivelmente parasitados aqueles individuos cujos soros sao reativos
com titulos maiores ou iguais a 1/40.

Qualquer resultado reativo deve ser conferido por outra técnica. Deve-se lembrar o
critério recomendado pelo Instituto Fatala Chaben, segundo o qual o imunodiagnéstico
da infeccdo deve ser feito pelo menos com 2 dos seguintes métodos:
imunofluorescéncia indireta, hemaglutinacao indireta, ELISA, aglutinacao de particulas
(latex), devidamente validado pelo Centro Nacional de Referéncia.

CONTROLE DA QUALIDADE
LIMITACOES DO METODO
Vide Substancias interferentes conhecidas em AMOSTRA.

Outras causas de resultados err6neos séo:

- Falta de acondicionamento prévio da microplaca. Para eliminar a carga eletrostatica é
necessario passar um pano umido pela base.

- Falta de homogeneizacao dos reagentes antes de seu uso.

- Deficiéncias de mistura.

- Vibracdes acidentais durante o repouso necessario para o desenvolvimento da reacao.
- Soros envelhecidos ou congelados e descongelados repetidamente.

- Soros inativados pelo calor.

- Contaminacdes acidentais dos reagentes ou do material utilizado no ensaio.

- Microplacas riscadas pelo uso. Nao € aconselhavel reutilizar cavidades em aquelas
microplacas que nao foram empregadas em sua totalidade.

- Diluente de Soros que n&o seja de preparagéo recente.

- Diluic8o da amostra feita por mais de 24 horas.

Deve-se lembrar que cada componente de Chagatest HAI screening A-V forma parte
de um kit completo que deve-se considerar como unidade. Porém, ndo devem-se trocar
0s componentes de diferentes Kits.

Sensibilidade

a) Sensibilidade e especificidade:

Em populagdes endémicas, utilizando Chagatest HAI screening A-V, 0 100% dos
titulos maiores e 0 99% dos titulos menores de 1/40, foram confirmados por métodos de
referéncia.

Em populagdes ndo endémicas, 0 100% dos individuos sadios apresentou titulos
menores a 1/40 utilizando Chagatest HAI screening A-V.
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b) Estudo populacional

Em um estudo realizado sobre 159 amostras provenientes de uma populacdo hospitalar
obteve-se uma sensibilidade de 95,3% e uma especificidade de 99,2%, confirmado por
hemaglutinacéo

indireta e ELISA. Em outra populagdo de 328 individuos provenientes de um banco de
sangue de uma regido ndo endémica, obteve-se uma sensibilidade de 100% e uma
especificidade de 98,7% comparando com métodos ELISA e hemaglutinagdo indireta.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

-Mazza, S. - Sexto Congreso Nacional de Medicina (Cérdoba) pag. 155, 1938.

- Cerisola, J.A. - La Prensa Médica Argentina 49/34: 1761, 1962.

- Fontenla S., Moretti E. y Gonzalez G. - 50°Triduo de la ABA, Huerta Grande
(Cérdoba), 1985.

- Basso A. y col. - 50° Triduo de la ABA. Huerta Grande (Cérdoba),

1985.

- Lorenzo, L.; Capriotti, G.; Rojkin, F.; - Rev. Arg. de Transfusion XVI1/1:51, 1991.

- Ministerio de Salud y Accion Social, Instituto Nacional de Parasitologia "Doctor Mario
Fatala Chabén™ - Normas para el diagnostico de la infeccion chagésica - Resolucion
ministerial 523/97, 1998.

o TOXO HAI

PRINCIPIO DE ACAO
FINALIDADE

Toxotest HAI baseia-se na propriedade que tém os anticorpos anti-T.gondii de produzir
aglutinagdo na presenca de glébulos vermelhos sensibilizados com antigenos
citoplasmaticos e de membrana do parasito. O emprego de ambos tipos de antigenos
incrementa a sensibilidade do método e permite a deteccéo precoce da infeccgéo.

Tanto a presenca de anticorpos heterdfilos como a apari¢do de IgM, caracteristicas do
periodo agudo da parasitose sdo investigados empregando-se tratamento com 2-
mercaptoetanol (2-ME) e eritrécitos ndo sensibilizados para controle e absorcdo de
heterofilia.

Os anticorpos heteréfilos se absorvem com eritrécitos nao sensibilizados. Nos soros de
pacientes com infeccdo aguda tratados com 2-ME, observa-se uma queda do titulo em
pelo menos duas diluicbes comparadas com 0s mesmos soros sem tratar com 2-ME.
AMOSTRA

Amostras utilizadas

Soro

a) Coleta: o paciente devera estar preferencialmente em jejum. Obter soro da maneira
usual. N&o utilizar plasma.

b) Aditivos: ndo sdo necessarios. Ndo agregar conservantes.
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c) Substancias interferentes conhecidas: hemdlise ou hiperlipemia (com
quilomicronemia) s&o causa de resultados erréneos.
d) Estabilidade e instrucdes de armazenamento:

O soro deve ser preferencialmente fresco. Caso de ndo se processar no momento, pode
ser conservado a 2-100C durante ndo mais de 72-96 horas, contadas a partir do momento
da extracdo. Para periodos mais prolongados de conservagdo, congelar a— 20°C evitando
congelamentos e descongelamentos repetidos.

Os soros envelhecidos tendem a se gelificar ao contatocom2- ME, provocando resultados
falso-positivos.

Todas as amostras bioldgicas devem ser consideradas como potencialmente
infectantes.

Estabilidade e armazenamento do Kit

Reagentes Fornecidos: sao estaveis sob refrigeracdo (2- 10°C) até a data de vencimento
indicada na embalagem. N&o congelar.

Diluente de Soros HAI: é estavel sob refrigeracdo (2-10°C) 5 dias a contar da data de
sua preparacao.

GR néo sensibilizados: manter em posicéo vertical.

2-Mercaptoetanol a 1%: usar logo apds preparado. Antigeno HAI: uma vez
reconstituido, é estavel durante 4 meses conservado sob refrigeracdo (2-10°C). Nao
congelar. Manter em posicgéo vertical.

INDICIOS DE INSTABILIDADE OU DETERIORACAO DOS REAGENTES

Quando o Controle Negativo e todas as dilui¢des de soros sdo reativos, pode ser indicio
de autoaglutinacdo do Antigeno HAI. Conferir destinando uma cavidade da microplaca
para misturar Antigeno HAI e Diluente de Soros HAI, sem a amostra.

Se ainda assim se observa aglutinacdo, o reagente estard deteriorado. Desprezar. A
auséncia de reatividade em todas as dilui¢Ges de soros e Controle Positivo pode ser indicio
de deterioracdo dos reagentes. Processar uma amostra com positividade conhecida.

REAGENTE UTILIZADO
Componentes do kit (Marca: Wiener)

Reconstituinte HAI: solucéo fisioldgica tamponada a pH 7.

Antigeno HAI: liofilizado de globulos vermelhos de carneiro sensibilizados com
antigenos citoplasmaticos e de superficie de T. gondii.

GR ndo sensibilizados: suspensdo a 1% de eritrdcitos de carneiro ndo sensibilizados,
para controle e absorcao de heterofilia.

Tampdao HAI: solucdo fisiologica tamponada com fosfatos a pH 7,5 com corante inerte.
Solucdo PROTEICA: solucio de albumina bovina.

2-Mercaptoetanol: ampola contendo 2-mercaptoetanol (2-ME).

Controle Positivo: soro inativo contendo anticorpos contra 0 Toxoplasma gondii.
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Controle Negativo: soro néo reativo, inativo.
Instrucdes de uso

Antigeno HAI: preparar com 5,2 ml de Reconstituinte HAI. Esperarumahora antes de
usar agitando energicamente cada 20 minutos para permitiruma reidratacdo correta do
reagente. Homogeneizar mediante agitacdo cada vez que for utilizar.

GR néo sensibilizados: homogeneizar mediante agitacdo antes de usar, evitando a
formacdo de espuma.

Diluente de Soros HAI: adicionar 0,2 ml de Solug&o Protéica a cada 10 ml de Tampé&o
HAI. Misturar, rotular e datar.

2-Mercaptoetanol: uma vez aberta a ampola, transferir o conteudo ao frasco vazio
fornecido, o qual devera ser fechado imediatamente apds o uso.

2-Mercaptoetanol a 1%: com o 2-ME fornecido, preparar uma diluicdo 1/100 com
solucéo fisioldgica em quantidade suficiente de acordo com o nimero de cavidades que
forem utilizados. Exemplo: para 96 cavidades: 25 ul de 2-ME em 2,5 ml de solugéo
fisioldgica.

Controle Positivo: pronto para uso.

Controle Negativo: pronto para uso.

CUIDADOS E PRECAUCOES ESPECIAIS

- Todas as Amostras de pacientes devem ser manipuladas como se tratando de material
potencialmente infectante. Os controles encontram-se inativos. No entanto, 0s mesmos
deveram empregando como se tratando de material infectante.

- Os soros controles foram examinados para antigeno de superficie (HBsAg) e HIV
encontrando-se ndo-reativos.

- Todo material utilizado no ensaio, deve ser destruido com o objetivo de inativar 0s
agentes patoldgicos. O método que é recomendado para este procedimento é autoclavar
durante 1 hora a 121°C. Os liquidos de dejeto podem ser desinfetados com hipoclorito de
sodio (concentracdo final 5%) durante 60 minutos.

- N&o trocar reagentes de diferentes Kits e lotes.

- N&o utilizar reagentes de outras origens.

- Os reagentes sdo para uso diagnoéstico "in vitro".

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

1- Fornecido

- 1 frasco vazio (para transferir o 2-ME da ampola)

- 5 microplacas com 96 cavidades de fundo em U (8 fileiras e

12 colunas)

- conta-gotas com misturador descartaveis

2- N&o fornecido

- microdiluidores (25 ul)

- micro conta-gotas (25 ul)

- tubos de ensaio e material volumétrico adequado

- fita adesiva

PROCEDIMENTO
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Selecionar uma microplaca com cavidades sem utilizar de fundo em U. Passar um pano
Umido na base da microplaca antes de usar, coloca-la na posicéo adequada acima do
pano e realizar o ensaio mantendo esta posigéo.

I- TITULACAO SEM 2-ME

1) Com o micro conta-gotas de 25 ul, colocar uma gota de Diluente de Soros HAI em
todas as cavidades da microplaca.

2) Tomar uma aliquota de cada soro e ensaiar com microdiluidores de 25 ul (um para cada
amostra) e colocar nas cavidades da coluna 1. Utilizar-se-do tantas fileiras horizontais
quantos forem os soros ou controles a serem processados.

3) Realizar diluicdes a partir da coluna 1 (diluicdo 1/2), passando os microdiluidores a
coluna 2 (diluicdo 1/4) e assim sucessivamente até a coluna 6 (diluicdo 1/64). Se forem
processados mais de 8 soros, utilizar as colunas 7 a 12, realizando as dilui¢des da maneira
descrita anteriormente.

4) Colocar nas colunas 1 e 2 (diluicbes 1/2 e 1/4) uma gota (25 ul) de GR néo
sensibilizados, para controle de heterofilia. Fazer o mesmo nas colunas 7 e 8 no caso de
sejam utilizadas.

5) No resto das cavidades, adicionar uma gota (25 ul) de Antigeno HAL.

6) Agitar a microplaca, golpeando com os dedos nas paredes laterais durante 30 segundos
no minimo.

7) Deixar em repouso, ao abrigo de vibracdes, durante 90 minutos.

8) A partir dos 90 minutos, ler. Pode-se aumentar a nitidez da apreciacédo, lendo-se sobre
um espelho, iluminando a placa desde cima e interpondo um papel branco e translicido
entre a microplaca e a fonte de luz.

- TITULACAO COM 2-ME

1) Pipetar uma gota de soro ou controles em cada uma das cavidades da coluna 1 (e 7, se
necessario), utilizando conta-gotas com misturador descartaveis (um para cada soro) em
posicdo vertical.

2) Adicionar 1 gota (25 ul) de 2-Mercaptoetanol a 1% as mesmas cavidades, utilizando
um conta-gotas com misturador descartavel.

3) Selar as cavidades com fita adesiva e agitar a microplaca, golpeando com os dedos as
paredes laterais.

4) Incubar 30-60 minutos a 37°C ou 90 minutos em temperatura ambiente.

5) Retirar a fita adesiva, passar um pano Umido pela base da microplaca e, com micro
conta-gotas de 25 ul, colocar uma gota de Diluente de Soro HAI nas cavidades restantes
das fileiras utilizadas.

6) Realizar os passos 3 a 8 descritos na Titulagéo I.

I1l-  TECNICAS ALTERNATIVAS
Quando se estudam soros altamente reativos ou no caso de populagdo com uma elevada

prevaléncia de toxoplasmose onde habitualmente encontram-se titulos superiores a 1/32
podem ser utilizadas algumas das seguintes técnicas alternativas:
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Técnica alternativa 1:

Continuar com as dilui¢Bes até a coluna 12, inclusive com o que se obtém a diluigéo final
de 1/4.096.

Técnica alternativa 2:

Colocar em um tubo "ad hoc™ 50 ul de soro e 350 ul de Diluente de Soros (diluicdo 1/8).
Tomar 25 ul desta diluicdo e coloca-la na coluna 1 da microplaca. Prosseguir conforme
se descreve em |, até a coluna 6. Deste modo obtém-se uma diluicdo final de 1/512.

IV- ABSORCAO SOBRE GLOBULOS VERMELHOS NAO-SENSIBILIZADOS

Em soros que apresentam heterofilia, os anticorpos heterofilos podem absorver-se sobre
GR néo-sensibilizados da seguinte forma: em um tubo de hemdlise com tampa, colocar
50 ul de GR ndo sensibilizados fornecidos + 50 ul do soro em ensaio.

Deixar a suspensao durante 30 minutos a 370C agitando ocasionalmente. A seguir
centrifugar a 2.000 r.p.m. durante 5 minutos. Tomar 50 ul do sobrenadante e utilizar como
diluicdo 1/2, colocando-a na primeira coluna. Se utiliza-se em titulacdo com 2-ME, esta
coluna corresponde a diluicdo 1/4.

RESULTADO

Interpretacao:
Titulacdo sem 2-ME

Titulos > 16 significam maior probabilidade de infeccdo toxoplasmatica. A fim de
determinar uma infeccdo primaria recente, devem processar-se 2 amostras tomadas com
intervalo de 2-3 semanas. Um aumento de titulo maior de 2 diluicdes entra a 1% e a 22
amostras indicam infeccdo recentemente adquirida.

Titulacdo com 2-ME

O surgimento de titulos baixos na titulacdo sem 2-ME e a reatividade com glébulos
vermelhos ndo-sensibilizados que desaparece ao se efetuar a titulagdo com 2-ME e/ou
absorcdo com GR ndo-sensibilizados, seriam indicativos da existéncia de heterofilia. Por
outro lado, titulos elevados sem o emprego de 2-ME que diminuem consideravelmente
ao se utilizar o 2-ME indicariam a presenca de IgM, caracteristica de infeccdo aguda. Os
controles de heterofilia neste caso devem fornecer reagdo negativa no soro sem tratamento
ou através de absorcdo com GR ndo-sensibilizados.

N&o Reativo: presenca de um sedimento em forma de botdo ou pequeno anel de bordas
regulares.

Reativo: formagdo de uma pelicula ou manto que cobre em 50% ou mais o fundo das
cavidades.

VALORES DE REFERENCIA
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Dentro das técnicas imunoldgicas, a HAI é considerada um método confiavel para a
determinacéo de anticorpos especificos.

No entanto, seus resultados, assim como os de qualquer método sorolégico, apenas
constituem um dado auxiliar para o diagnostico.

Por esta razdo, os informes devem ser considerados em termos de probabilidade. Neste
caso, maior ou menor probabilidade de parasitose por T. gondii.

Consideram-se presumivelmente parasitados aqueles individuos cujos soros sdo reativos
em diluicGes maiores ou iguais a 1/16.

Ha que se observar que a concentracdo de anticorpos no soro varia em distintas
populacbes, razdo pela qual é possivel encontrar soros reativos correspondentes a
individuos ndo parasitados, por esta razdo é necessario determinar os valores de referéncia
da populacdo em estudo.

CONTROLE DA QUALIDADE
LIMITACOES DO METODO

Vide Substéncias interferentes conhecidas em AMOSTRA.

Outras causas de resultados err6neos séo:

- Falta de acondicionamento prévio da microplaca. Para eliminar a carga eletrostatica é
necessario passar um pano umido na base (vide PROCEDIMENTO).

- Falta de homogeneizacao dos reagentes antes de seu uso.

- Deficiéncias de mistura.

- Vibracgdes acidentais durante o repouso necessario para o desenvolvimento da reagéo.
- Soros envelhecidos ou congelados e descongelados repetidamente.

- Contaminacdes acidentais dos reagentes ou do material empregado no ensaio.

- Microplacas trincadas por uso repetido. N&o se aconselha reutilizar as cavidades.

- Diluente de Soros HAI conservado por mais que 5 dias.

- Excesso ou falta do Diluente de Soros HAI nas cavidades das microplacas.

- Né&o respeitar os tempos e temperaturas de incubacao no tratamento com 2-ME a 1%.
- 2-Mercaptoetanol a 1% néo preparado no momento. Deve se ter em conta que neste
tipo de infecgéo, as titulagdes isoladas fornecem informacao escassa, pelo que se prefere
efetuar determinagdes seriadas a cada 15-20 dias que permitem observar as variagdes
nos titulos. Para este procedimento é conveniente conservar congeladas aliquotas das
amostras de dias distintos e processa-las simultaneamente com 0s mesmos reagentes e
com o0 mesmo operador.

Recordar que cada componente do Toxotest HAI forma um kit completo que deve ser
considerado como unidade. Por este motivo, ndo se devem intercambiar 0s componentes
de kits distintos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

- Gomez Lus, R. y Benito Ruesca, R. - Medicine 33-2a serie - pag. 1.459 (1984).
- Jacabs, L.; Linde, M.N. - J. Parasitol. 43:308, (1957).
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o CHAGAS ELISA (Wiener)

PRINCIPIO DE ACAO
FINALIDADE

Nesta técnica qualitativa para a deteccdo de anticorpos anti- T. cruzi, a amostra é diluida
num suporte onde se encontram imobilizados antigenos recombinantes (1, 2, 13, 30, 36 e
SAPA), provenientes de proteinas especificas das formas tripomastigota e epimastigota,
constituindo-se em um método de 32 geracdo. Estes antigenos sdo obtidos pela técnica de
ADN recombinante partindo de proteinas especificas dos estagios epimastigota e
tripomastigota do T. cruzi, correspondentes a zonas altamente conservadas entre
diferentes cepas.

A tecnologia empregada permite assegurar uma mistura antigénica de composi¢do
conhecida e constante lote a lote, oferecendo resultados reproduziveis, especificos e com
alta sensibilidade. Se as amostras de soro contém os anticorpos especificos, estes
formardo um complexo com o0s antigenos e permanecerdo unidos ao suporte.

A fracdo ndo ligada é eliminada por lavagem e ap0s se acrescentam anticorpos anti-
imunoglobulina humana conjugados com peroxidase. No caso de ocorrer a reacdo na
primeira etapa do processo, o conjugado entdo se ligara. Apds uma nova lavagem se
acrescenta o substrato enzimatico. A peroxidase presente no conjugado reagird com o
substrato promovendo o desenvolvimento de coloracdo azul. A reacdo € interrompida
com &cido sulfarico, que muda a coloracao do azul para o amarelo.

AMOSTRA
Amostras utilizadas
Soro ou plasma

a) Coleta: obter soro da maneira usual. Ndo devem ser usadas amostras inativadas pelo
calor.

b) Aditivos: ndo sdo necessarios para soro. Ao empregar plasma podera ser utilizado
qualquer anticoagulante de uso corrente na pratica transfusional.
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c) Substancias interferentes conhecidas: a hemolise, hiperlipemia e outras causas de
turbidez podem ser causa de resultados erroneos. Estas amostras devem ser clarificadas
por centrifugacao.

d) Estabilidade e instrucdes de armazenamento: as amostras ndo diluidas podem ser
conservadas durante 7 dias entre 2-10°C. Para conservagdo por periodos mais
prolongados devem

ser congelados a -20°C ou temperaturas menores. Evitar os congelamentos e
descongelamentos reiterados. Existem evidéncias que mostram que os congelamentos
sucessivos podem ser causa de resultados erréneos.

Se as amostras precisam ser transportadas, embalar de acordo com as especificacdes
legais relativas ao envio de materiais infecciosos.

Estabilidade e armazenamento do Kit

Reagentes Fornecidos: sdo estaveis sob refrigerador (2-10°C) até a data de vencimento
indicada na embalagem. N&ao congelar.

Tampao de Lavagem: é estavel 3 méses a temperatura ambiente.

Policubeta sensibilizada: as tiras de cubetas com antigeno imobilizado sdo fornecidas
fechadas no vacuo e com dessecante. N&o abrir o envoltorio até 0 momento de uso, nem
antes que esteja a temperatura ambiente, pois ao contrario se favorecera a humectagéo do
conteudo. As tiras de cubetas ndo utilizadas devem ser conservadas na embalagem com
0 dessecante, fechado e a 2-10°C. As tiras conservadas nestas condi¢des podem ser
utilizadas nos 5 meses posteriores desde que ndo se ultrapasse a data de vencimento do
Kit.

REAGENTE UTILIZADO

Componentes do Kit

Policubeta sensibilizada: policubeta de tiras removiveis com cubetas que contém
antigenos recombinantes de Trypanosoma cruzi imobilizados.

Conjugado: anti-imunoglobulinas humanas (cabra) conjugados com peroxidase.
Revelador A: peroxido de hidrogénio 60 mmol/l em tampé&o citrato 50 mmol/l pH 3,2.
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Revelador B: tetrametilbenzidina (TMB) 0,01 mol/l em acido cloridrico 0,1 N.
Stopper: acido sulfurico 2 N.

Tampao de Lavagem concentrado: cloreto de sodio 1,4 mol/l em tampé&o fosfatos 100
mmol/I e tensioativo ndo iénico 0,1 g/l.

Diluente de Amostras: albumina bovina em solucéo fisiol6gica tamponada com
tampao fosfatos pH 7,2.

Controle Positivo: dilui¢do de soro inativado contendo anticorpos contra o
Trypanosoma cruzi.

Controle Negativo: diluicdo de soro ndo reativo, inativado.
CUIDADOS E PRECAUQOES ESPECIAIS

- Todas as amostras de pacientes devem ser manipuladas como se fossem capazes de
transmitir infec¢do. Os controles encontram-se inativados. No entanto, devem ser usados
como se tratando de material infectante.

- Os soros controles foram examinados para antigenos de superficie da hepatite B
(HBsAQ), virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e da hepatite C, encontrando-se nédo
reativos.

- Todos os materiais empregados no ensaio devem ser destruidos a fim de assegurar a
inativacdo dos agentes patogénicos. O método recomendado para este procedimento é
autoclavar durante 1 hora a 121°C. Os liquidos de dejeto podem ser desinfetados com
hipoclorito de sddio (concentracdo final 5%) durante no minimo 60 minutos.

- N&o misturar reagentes de diferentes Kits e lotes.

- N&o usar reagentes de outra origem.

- As policubetas devem ser incubadas em estufa. Ndo usar banho-maria. Deve-se evitar
abrir a estufa durante este processo.

- Evitar que vapores de hipoclorito provenientes dos recipientes para dejetos bioldgicos
entrem em contato com a policubeta, ja que o hipoclorito afeta a reacdo. Os reagentes sdo
para uso diagndstico “in vitro”.

- Evitar o contato do &cido sulfdrico com a pele ou mucosas.

- Evitar derramar os liquidos e a formacao de aerossois.
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EQUIPAMENTOS

- Micropipetas para medir os volumes indicados.
- Reldgio alarme ou crondémetro.

- Estufa a 37°C.

- Espectrofotdmetro para leitura de policubetas.
- Lavadora de policubetas.

PROCEDIMENTO

I- TECNICA COM REVELADORES SEPARADOS

Levar os reagentes e amostras a temperatura ambiente antes de iniciar a prova. Uma vez
iniciada a analise deve ser completada sem interrupcéo.

Processar simultaneamente 2 Controles Positivos (CP), 3 Negativos (CN) e 0s
Desconhecidos (D). Ao dispensar as amostras e/ou Controles sobre o Diluente de
Amostras, deve assegurar-se de colocar os mesmos no centro do liquido e ndo sobre as
paredes ou o fundo da cubeta. Enxaguar a pipeta com o Diluente dispensado na cubeta,
para assegurar a correta homogeneizacao.

Nas cubetas a utilizar da policubeta colocar:

D CP CN
Diluente de amostras 200 pl 200 pl 200 pl
Controle Positivo 10 pl
Controle Negativo 10 ul
Amostras 10 ul

Misturar aplicando batidas suaves nas laterais da policubeta durante 10 segundos ap6s
pipetadas as amostras

em cada tira. No procedimento manual, para evitar a evaporacao, cobrir a placa e incubar
em estufa 30 +/-2 minutos a 37 +/- 2°C. Apds, aspirar cuidadosamente o liquido de cada
cubeta desprezando-o em um recipiente para dejetos bioldgicos que contenha hipoclorito
de sodio a 5%. Na continuacdo, lavar 5 vezes com Tampéao de Lavagem (preparado
conforme as instrugdes de uso da pagina. 1) empregando aproximadamente 300
ul/vez/cubeta. Apds cada lavagem o liquido deve ser descartado no recipiente com
hipoclorito. Empregar lavador automatico. Ao finalizar a ultima lavagem, eliminar
completamente o liquido residual, invertendo a policubeta e batendo-a varias vezes sobre
papel absorvente, exercendo uma leve pressao com a méo nas laterais maiores do suporte,

para evitar a caida das tiras de cubetas. Apds adicionar em cada cubeta:
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| Conjugado | 50 pl | 50 pl | 50 pl | |

Pode-se colocar 1 gota, utilizando o frasco gotejador fornecido. Misturar aplicando
batidas suaves nas laterais da policubeta durante 10 segundos. No procedimento manual,
para evitar a evaporacao, cobrir a placa e incubar durante 30 £ 2 minutos em estufa a 37
+ 2°C. Apos, aspirar o liquido das cubetas, desprezando-o no recipiente com hipoclorito
e lavar conforme se indicou anteriormente. Ao finalizar a ultima lavagem, eliminar
completamente o liquido residual, invertendo a policubeta e batendo-a vérias vezes sobre
papel absorvente, exercendo uma leve pressdo com a méo sobre as laterais maiores do
suporte, para evitar a caida das tiras de cubetas. ApOs adicionar em cada cubeta
respeitando a ordem dos reagentes:

Revelador A 50 ul 50 ul 50 ul
Revelador B 50 ul 50 pl 50 ul

Pode-se colocar 1 gota de cada Revelador, utilizando o frasco gotejador fornecido.
Misturar aplicando batidas suaves nas laterais da policubeta durante 10 segundos. Incubar

30 + 2 minutos a temperatura ambiente (18-25°C), apds adicionar:

] Stopper \ 50 pl \ 50 pl ] 50 pl \

Pode-se colocar 1 gota, utilizando o frasco gotejador fornecido. Misturar aplicando
batidas suaves nas laterais da policubeta durante 10 segundos. Ler em espectrofotdmetro
a 450 nm ou efetuar leitura bicromatica a 450/620 nm.

II- TECNICA COM REVELADORES PRE-MISTURADOS

Levar os reagentes e amostras a temperatura ambiente antes de iniciar a prova. Uma vez
iniciada a analise deve ser completada sem interrupcao.

Processar simultaneamente 2 Controles Positivos (CP), 3 Negativos (CN) e os
Desconhecidos (D). Ao dispensar as amostras e/ou Controles sobre o Diluente de
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Amostras, deve assegurar-se de colocar 0s mesmos no centro do liquido e ndo sobre as
paredes ou o fundo da cubeta. Enxaguar a pipeta com o Diluente dispensado na cubeta,
para assegurar a correta homogeneizacao.

Nas cubetas a utilizar da policubeta colocar:

D CP CN
Diluente de amostras 200 ul 200 pul 200 ul
Controle Positivo 10 pl
Controle Negativo 10 ul
Amostras 10 pl

Misturar aplicando batidas suaves nas laterais da policubeta durante 10 segundos ap6s
pipetadas as amostras

em cada tira. No procedimento manual, para evitar a evaporacgéo, cobrir a placa e incubar
em estufa 30-35 minutos a 37 + 2°C. Ap0s, aspirar cuidadosamente o liquido de cada
cubeta desprezando-o em um recipiente para dejetos biolégicos que contenha hipoclorito
de sodio a 5%. Na continuacdo, lavar 5 vezes com Tampéao de Lavagem (preparado
conforme instrucbes de uso da péagina. 1) empregando aproximadamente 300
ul/vez/cubeta.

Apdbs cada lavagem o liquido deve ser descartado no recipiente com hipoclorito.
Empregar lavador automatico. Ao finalizar a Gltima lavagem, eliminar completamente o
liquido residual, invertendo a policubeta e batendo-a varias vezes sobre papel absorvente,
exercendo uma leve pressdao com a méo sobre as laterais maiores do suporte, para evitar
a caida das tiras de cubetas. Apds adicionar em cada cubeta:

| Conjugado | 50 pl | 50 pl | 50 pl | |

Pode-se colocar 1 gota, utilizando o frasco gotejador fornecido. Misturar aplicando
batidas suaves nas laterais da policubeta durante 10 segundos. No procedimento manual,
para evitar a evaporacao, cobrir a placa e incubar durante 20-25 minutos em estufa a 37
+ 2°C.
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Ap6bs, aspirar o liquido das cubetas, desprezando-o no recipiente com hipoclorito e lavar
conforme se indicou anteriormente. Ao finalizar a dltima lavagem, eliminar
completamente o liquido residual, invertendo a policubeta e batendo-a varias vezes sobre
papel absorvente, exercendo uma leve pressao com a mao sobre as laterais maiores do
suporte, para evitar a caida das tiras de cubetas. Apds adicionar uma mistura de partes

iguais de Revelador A + Revelador B (estavel 24 horas):

Reveladores 100 pl 100 pl 100 pl
Misturados

Misturar aplicando batidas suaves nas laterais da policubeta durante 10 segundos.
Incubar 20-25 minutos a
temperatura ambiente (18-25°C), apds adicionar:

| Stopper | 50 pl | 50 pl | 50 pl | |

Pode-se colocar 1 gota, utilizando o frasco gotejador fornecido. Misturar aplicando
batidas suaves nas laterais da policubeta durante 10 segundos. Ler em espectrofotdmetro
a 450 nm ou efetuar leitura bicromatica a 450/620 nm.

A cor da reacdo ¢ estavel durante 30 minutos, portanto os resultados devem ser
observados durante este periodo.

RESULTADO

Interpretacdo: A presenca ou auséncia de anticorpos anti-T. cruzi é determinada
relacionando a absorbancia da amostra com o valor do Cut-off.

Cut-off = CNx + 0,300 D.O.

onde CNx: média das leituras do Controle Negativo.

Zona de indeterminagéo: Cut-off + 10%

Amostras Nao Reativas: sdo consideradas agquelas com absorbancias menores que o
limite inferior da zona de indeterminacéo.

Amostras Reativas: sdo consideradas aquelas com absorbancias maiores que o limite
superior da zona de indeterminacéo.

Amostras Indeterminadas: sdo consideradas aquelas com absorbancias que caem dentro
da zona de indeterminagéo. Estas amostras devem ser ensaiadas novamente.
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CRITERIOS DE VALIDAC}AO DA PROVA

A prova é considerada valida se cumpridas simultaneamente as seguintes condicdes:

a) As leituras de pelo menos 2 dos 3 Controles Negativos corrigidas contra o Branco de
Reagente devem ser menores ou iguais a 0,150 D.O.

b) A leitura média dos Controles Positivos corrigida deve ser maior ou igual a 0,600 D.O.
Se uma ou ambas as condigdes ndo se cumprirem, repetir a prova. Para ambos 0s casos
lembrar que as leituras obtidas dependeréo da sensibilidade do aparelho empregado.

CONTROLE DA QUALIDADE
LIMITACOES DO METODO

Sensibilidade

Na&o se observa diferenca significativa nos resultados obtidos na performance, utilizando
o0s dois procedimentos anteriores.

a) Sensibilidade: num painel de 70 amostras com xenodiagnostico e sorologia positivos
a sensibilidade estima-se em 100%. Em outro painel de 144 amostras com sorologia
positiva com métodos de hemaglutinagdo indireta, imunofluorescéncia indireta e outros
ELISA, a sensibilidade estima-se em 99,5%.

b) Especificidade: num painel de 75 amostras com xenodiagnostico e sorologia
negativos, a especificidade estima-se em 98,7%. Em outro painel de 200 amostras com
sorologia negativa por métodos de hemaglutinacédo indireta, imunofluorescéncia indireta
e outros ELISA, a especificidade estima-se em 100%.

c) Estudo populacional: em uma populagdo geral que inclui individuos sadios, doadores,
chagasicos e com outras patologias, a correlacdo em relacao a métodos confirmatorios foi
de 99,6%.

A sensibilidade do método (seus resultados) ao igual que os de qualquer método
soroldgico, so constituem mais um dado auxiliar em termos de probabilidade. Por essa
razdo os informes devem ser considerados provaveis. Neste caso, maior ou menor
probabilidade de parasitose por T. cruzi.
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Qualquer resultado Reativo, deve ser conferido por outra técnica. Deve-se lembrar o
critério recomendado pelo "Instituto Fatala Chaben" segundo o qual o imunodiagndstico
da infeccdo deve ser feito pelo menos por dois dos seguintes métodos:
imunofluorescéncia indireta, hemaglutinagdo indireta, ELISA, aglutinacdo de particulas
(latex), devidamente validados pelo Centro Nacional de Referéncia.
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Fluidos Corporais

NOME DO EXAME
Sinonimia

Urina do tipo 1;
Urina parcial;

EAS (elementos anormais e sedimento);

O exame de urina é um pratico e preciso meio de avaliacdo da funcdo renal do organismo
humano, sendo portanto, um elemento de diagnostico no estudo das patologias renais e
afins, através da coleta da urina.
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AMOSTRA
Amostras utilizadas

e Amostra de escolha: Primeira urina da manhd, jato médio, sem preservativos.

e Alternativa: Amostra de urina aleatdria, colhida apos 4 horas da ultima micgéo.

ORIENTACAO PARA TRNASPORTE E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRA

e Manter a amostra ao abrigo da luz. Transportar a amostra para o laboratorio
imediatamente.

e (Caso 0 exame ndo possa ser realizado em até duas horas ap6s a coleta,
recomendasse armazenar a amostra, imediatamente ap6s a coleta, sob

refrigeracdo entre 4 — 8° C por até 6 — 8 horas, em recipiente fechado.

INDICACAO CLINICA

Diagnostico e monitoramento de:
e Doengas renais e do trato urinario;
e Doencas sistémicas ou metabolicas;
e Doengas hepaticas e biliares;

e Desordens hemoliticas.

CUIDADOS PARA COLETA

Utilizar frascos descartaveis, ndo reutilizados e estéreis.
Né&o adicionar agentes conservantes a amostra de urina.

PREPARO DO PACIENTE

Recomenda-se que a coleta seja realizada apds 8 horas de repouso, antes da realizacdo
das atividades fisicas habituais do individuo e, preferencialmente, em jejum.
Alternativamente, a amostra de urina pode ser coletada em qualquer momento do dia,
preferencialmente apos 4 horas da Gltima miccéo.

O paciente deve ser orientado com relagdo ao procedimento de coleta de urina de jato
médio.

MATERIAIS

202




Universidade UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA

)) KK Catolica de Brasilia LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS

Revisdo 15/12/2022

Emisséo: 10/04/15 Pagina 203 de 217

MANUAL DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

Camara de Neubauer ou Lamina e Laminula
Pipeta de pasteur

Estante para tubos

Tubos tipo falcon 10 ml

Centrifuga

Microscopio

PROCEDIMENTO

v Analise dos Aspectos Fisicos

e Cor — Analise visual da cor da urina.

e Densidade — Juntamente com a analise quimica, imergindo a tira de urina
na amostra a ser analisada (ver procedimento abaixo)

e Aspecto — Analise visual do aspecto da urina.

e Ph — Juntamente com a analise quimica, imergindo a tira de urina na

amostra a ser analisada. (ver procedimento abaixo)

v" Analise Quimica

Realizada através de tiras reativas para determinagdo manual com leitura visual ou

automatizada em amostras de urina, dos seguintes parametros: sangue, urobilinogénio

bilirrubina, proteinas, nitrito, corpos cetdnicos, glicose, Ph, densidade e leucocitos.

Protocolo:

1. Conferir no rétulo a validade do produto

2. Retirar uma tira do frasco e tampa-lo imediatamente apds.

3. Inspecionar a fita procurando por indicios de alteracbes eventualmente
provocadas por umidade ou manipulacdo indevida da tira, que podem ser
observadas através de escurecimento ou descoloracéo das areas reativa.

4. Imergir completamente as areas reagentes na amostra de urina por cerca de 1

segundo. Nao permanecer com a fita por mais de tempo na urina para evitar a
dissolucdo dos reagentes.
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S N RN

Escorrer o0 excesso de urina inclinando e deslizando a fita pela borda do recipiente
da prépria amostra ou atraves de um papel toalha.

Mantenha a tira em posic¢do horizontal enquanto decorre o tempo de reacgéo, ou
seja, entre 30 a 60 segundos (Leucdcitos devem ser avaliados entre 60 e 120
segundos)

Nota: As etapas 5 e 6 tem como objetivo evitar a contaminagdo entre reagentes de
areas adjacentes.

Ap0s esse tempo, compare cuidadosamente, sob boas condi¢es de iluminacéo,
as cores formadas em cada area com a escala de cores fornecida no rétulo de cada
tubo. Mudancas de cores que ocorram ap0s 2 minutos ou aparecam apenas nas
bordas das areas de reacdo ndo tem valor diagnostico.

Descartar a fita usada em recipiente adequado.

Analise Microscopica

Usando tubos conicos, enché-los de urina até a marca de 10 mL.

Centrifugar os tubos a 2500 r.p.m. por 10 minutos.

Retirar o sobrenadante deixando 1 mL no tubo

Agitar o tubo e colocar a urina com uma pipeta , na camara de Neubauer
Proceder leitura no microscépio (40x) - primeiro focar com uma objetiva menor
e depois proceder para a objetiva maior.

Contagem no exame microscopico:

Se for contado um quadrante: multiplicar o valor de hemacias e leucdcitos
encontrados por 1.000

Se for contado os 4 quadrantes da camara, multiplicar o valor encontrado por 250
e liberar o resultado por mL.

Cilindros multiplicar o valor encontrado por 110, separando os tipos encontrados.

E importante observar se a quantidade de elementos estd homogénea no quadrante
para ndo obter resultados enganosos. Se por exemplo encontrar 10 leucécitos em
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um quadrado, observar se a média de, pelo 0 menos, 3 quadrados esta a mesma.
Se no caso encontrar muitos leucécitos e poucas hemécias ou vice-verso, observar

e fazer a contagem individual do elemento no quadrante inteiro.

OBSERVAR: A PRESENCA DE: LEVEDURAS, CILINDROS, HEMACIAS
FANTASMAS, FILAMENTOS DE MUCO, CRISTAIS, ESPERMATOZOIDES,
TRICHOMONAS VAGINALIS.

Descricao:

Filamentos de Muco: Raros, Varios, Alguns, Numerosos

Leveduras: Raras, Vérias, Algumas, Numerosas

Cristais: Raros, Varios, Alguns, Numerosos (Citar o tipo encontrado)
Trichomonas Vaginalis: Citar presenca

Espermatozoides: Citar presencas (apenas em urinas de homens).

Bactérias: Raros, Varios, Alguns, Numerosos

RESULTADO

INTERPRETACAO

Valores de referéncia:

Caracteres Gerais

Cor: Amarelo Citrino; Odor: caracteristico; Aspecto: limpido; Densidade: 1,005 —
1,030; pH: 45-7,8

Exame Bioquimico

Proteinas: negativo; Glicose: negativo; Cetonas: negativo, Sangue: negativo;
Leucocitos: negativo; Nitrito: negativo; Bilirrubina: negativo; Urobilinogénio: até 1
mg/dL; pH: 4,5 —7,8; Densidade: 1,005 — 1,030
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Sedimentoscopia

Hemécias:

Homens: 0 — 3/campo 400X

Mulheres: 0 — 5/campo 400X

Leucdcitos: 0 — 4/campo 400X

Epitélios: 0 — 1 (pavimentoso)/campo 400X
Cilindros: 0 — 1 (hialino)/campo 100X
Flora microbiana: Ausente ou escassa

Modelo Laudo EAS

Catolica de Brasilia

N Universidade UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA
KKK Laboratdrio Escola de Analises Clinicas

Exame de urina de rotina

Bloco/ Sala: M 220 — Telefone: 3356-9177

Nome: Cddigo do exame:
Data de nasc.: Cddigo da coleta:
Documento: Data do exame:
Contato: Data de entrega:
Medico responsavel: Resultado emitido em:
Instituicéo:

Localidade:

Analise Fisico-Quimica

Resultado Valor de referéncia

Volume 50-100 ml

Cor Amarelo citrino
Aspecto Limpido

Densidade 1.015a 1.025

pH 48a74
Glicose Ausente
Cetonas Negativo
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Proteinas Negativo ou < 10 mg/dL ou 0,05
g/L
Sangue Negativo
Bilirubina Negativo (< 0.2 mg/dL)
Urobilinogénio Normal (<1 mg/dL)
Nitrito Negativo
Leucocitos Negativo
Acido ascorbico -

Microscopia do Sedimento

Resultado Valor de referéncia
Células epiteliais P/C -
Muco -
Hemaécias P/IC Menos que 3 a 5 hemacias por
campo
Pidcitos P/C Menos de 5 células por campo
Bactérias -
Leveduras Ausente
Trichomonas Ausente
Cilindros Ausente
Cristais Ausente
Observagoes:

Biomedico responsavel/ n° CRBM

COMENTARIOS CLINICOS

1. As principais causas de erro e de resultados falsos do exame de urina estdo
relacionadas a fase préanalitica (preparo do paciente, coleta, transporte e
armazenamento da amostra).

2. Em urinas armazenadas entre 4 e 8°C pode haver a precipitacdo de solutos como
uratos e fosfatos que interferem no exame microscopico. Leucdcitos e hemacias
podem sofrer lise e os cilindros podem se dissolver, com reducéo significativa de
seu namero apos 2 a 4 horas. Quanto maior o tempo de armazenamento, maior a
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decomposicdo dos elementos, especialmente quando a urina esté alcalina (pH
>7,0) e a densidade é baixa (£ 1,010).

3. Proteindria: é provavelmente o achado isolado mais sugestivo de doenca renal,
especialmente se associado a outros achados do exame de urina (cilindrdria,
lipiduria e hematuria).

4. Glicosuria: pode ocorrer quando a concentracdo de glicose no sangue alcanca
valores entre 160 e 200 mg/dL ou devido a distdrbio na reabsorg¢éo tubular renal
da glicose: desordens tubulares renais, sindrome de Cushing, uso de
corticoesterdides, infeccdo grave, hipertireoidismo, feocromocitoma, doencas
hepéticas e do sistema nervoso central e gravidez.

5. Cetonuria: As principais condicdes associadas sdo diabetes mellitus e jejum
prolongado.

6. Sangue: a hematuria resulta de sangramento em qualquer ponto do trato urinario
desde o glomérulo até a uretra, podendo ser devido a doencas renais, infecgéo,
tumor, trauma, calculo, distarbios hemorragicos ou uso de anticoagulantes. A
pesquisa de hemadcias dismdrficas auxilia na distincdo das hematarias
glomerulares e ndo glomerulares. A hemoglobindria resulta de hemdlise
intravascular, no trato urinario ou na amostra de urina apés a colheita. Os limites
de detecgdo das tiras reagentes sdo: 5 heméacias por campo de 400X (hematdria)
ou 0,015 mg de hemoglobina livre por decilitro de urina (hemoglobindria).

7. Leucocitdria (ou pidria): esta associada a presenca de processo inflamatorio em
qualquer ponto do trato urinario, mais comumente infeccao urinaria (pielonefrite
e cistite), sendo, portanto, acompanhada com freqiiéncia de bacteriuria. A tira
regente detecta tanto leucdécitos integros, como lisados, sendo, portanto, o método
mais sensivel.

8. Nitrito: sugere o diagndstico da infeccdo urinaria, especialmente quando
associado com leucocitdria. Indica a presenca de 105 ou mais bactérias/mL de
urina, capazes de converter nitrato em nitrito, principalmente Escherichia coli.

9. Bilirrubindria: observada quando ha aumento da concentracdo de bilirrubina
conjugada no sangue (> 1 a 2 mg/dL), geralmente secundaria a obstrucéo das vias
biliares ou lesdo de hepatdcitos.
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10.

11.

12.

13.

©)

)

Urobilinogénio aumentado: observado nas condi¢bes em que h& producédo
elevada de bilirrubina, como nas anemias hemoliticas e desordens associadas a
eritropoiese ineficaz, e nas disfuncdes ou lesbes hepaticas (hepatites, cirrose e
insuficiéncia cardiaca congestiva).

Cilindros: importantes marcadores de lesdo renal, podem aparecer em grande
nimero e de varios tipos dependendo da gravidade e do nimero de néfrons
acometidos. Cilindros largos, em geral céreos ou finamente granulosos, sdo
caracteristicos da insuficiéncia renal crénica. Cilindros leucocitarios podem
ocorrer em condicdes inflamatorias de origem infecciosa ou ndo-infecciosa,
indicando sempre a localizacdo renal do processo. A presenca de cilindro
eritrocitario esta associada a hematdria glomerular.

Células epiteliais: as escamosas revestem a porcao distal da uretra masculina,
toda a uretra feminina e também a vagina e sdo as mais comumente encontradas
no exame do sedimento urinario. A presenca de nimero aumentado de células
epiteliais escamosas indica contaminacdo da amostra de urina com material
proveniente da vagina, perineo ou do meato uretral.

Flora bacteriana: A presenca de bactérias na urina pode estar relacionada a
infeccdo urinaria, mas apresenta baixa especificidade para esse diagnostico.

Espermocitograma

FASE PRE-ANALITICA

O paciente devera receber instrugdes faceis de serem entendida, se possivel por escrito.

Nestas

instrugdes devem estar contidas explicacOes sobre a forma de coleta, tempo de

entrega (se material for coletado em domicilio), perdas de material clinico, temperatura
ambiente e de transporte, hora da coleta e/ou entrega no laboratorio, principalmente para
que haja tempo habil, dentro de horario de funcionamento do laboratério clinico.

1) INSTRUCOES SOBRE A COLETA DO SEMEN PARA O
ESPERMOCITOGRAMA

1- O paciente devera estar por 3 a 5 dias em total abstinéncia sexual (sem relacoes
sexuais ou masturbacdes)
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O esperma deverd ser coletado por auto-masturbagdo. Sem nenhum tipo de

lubrificantes. A coleta por coito interrompido ndo é recomendado em

decorréncia da possivel perda de parte do primeiro jato.

Na&o é permitido o uso de preservativos pela acdo espermaticida do latex

Se a coleta for realizada em domicilio, o paciente devera obter frasco para a

coleta oferecido pelo laboratorio.

O paciente devera urinar antes da coleta e fazer boa higienizacdo das méos e

do pénis

O paciente ndo devera perder partes do sémen durante a coleta. Fechar o frasco

e anotar o horério da coleta no rétulo do frasco.

Nas coletas domiciliares, o material devera ser entregue no laboratério no

prazo de 1 hora.

Informacdes importantes que o paciente deve dar ao laboratorio:

a) Profissdo (se submetido a radiacGes ionizantes, agrotoxicos)

b) Doencas anteriores (caxumba, hérnias, varicocele...)

c) Vicios (tabagismo, etilismo e outros)

d) Motivo do exame (controle de tratamento de infertilidade, pré-nupcial,
outros)

e) Medicagdo pregressa, recente ou atual

f) Filhos anteriores ao estado infértil

I11) FASE ANALITICA

1)

Coagulagao-Liquefacédo

A primeira ejaculacdo € rica em espermatozoides, liquido epididimario e
liquido prostatico que é rico em enzimas de liquefacao.

As ejaculaces posteriores sdo ricas em proteinas com propriedades de
coagulacdo, provenientes das vesiculas seminais.

Duas proteinas produzidas pelas vesiculas seminais estdo envolvidas no
processo de liquefacdo: a Fibronectinae e Lactoferrina.

A Fibronectina se liga a Semenogelina, que €é uma proteina
predominantemente encontrada no liquido seminal, para depois com
interacOes idnicas e variacdes abruptas do pH, sofrer acdo das proteinas liticas
ou espermolisinas.

O esperma passa por 3 fases apds ser ejaculado:

a) Uma fase inicial liquefeita;

b) Uma segunda fase de coagulacéo;
c) E uma terceira fase de liquefacdo (também chamada de Liquefacdo
secundaria)

V) VISCOSIDADE
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A viscosidade elevada é uma anormalidade que ndo tem haver diretamente com as
alteracdes da liquefacdo, com a auséncia de liquefacdo secundéria ou liquefacdo parcial
ou incompleta. A viscosidade pode ser normal ou diminuida em casos de alteracfes da
Coagulacdo-Liquefacéo.

METODO PARA AVALIAC;AO DA VISCOSIDADE:
1. Mergulhar com uma bastéo de vidro no esperma recém-liquefeito
2. Deixar o material gotejar
3. Media a filancia do esperma com a régua

V) ASPECTO E ODOR

O aspecto sofre alteracfes a medida que os fenbmenos de coagulagéo e liquefacdo vao
ocorrendo.

Passa de um estado gelatinoso, com aspecto heterogéneo e espesso a um estado iquefeito,
mais fluido e homogéneo, na maioria dos casos.

O esperma tem um odor caracteristico, que alguns autores comparam a Cloro ou
hipoclorito de sodio, que vai se acentuando com o tempo, apos o ejaculado. Isso ocorre
em decorréncia da presenca de trés aminas polialifaticas chamadas: Putrescina,
Espermidina e Espermina.

VI) pH

O pH é resultado da mistura das secrec¢des das vesiculas seminais e da secrecdo prostatica.
As vesiculas seminais produzem uma secrecao com pH elevado, acima de 8,0. O liquido
prostatico tem o pH acido, que pode variar de 5,0 a 6,0.
METODO PARA AVALIAGCAO DO pH:

1. Tirareativa

2. Leitura
Valor de referencia para o pH espermaético: 7,2 a 8,2.

o Requlacdo Matabdélica
Teste de Resisténcia Globular

A membrana celular das hemadcias é semipermeavel a agua e eletrdlitos. Em presenca
de uma solugdo salina tamponada hipertonica, as hemacias perdem liquido celular,
tornando-se crenadas. Em meio hipotonico, a dgua passa para o interior das células,
distendendo suas membranas. A penetracdo de agua e as alteragdes eletroliticas
provenientes alteram a molécula de hemoglobina, permitindo sua passagem pelos
poros das membranas. A concentracdo de soluto de hemoglobina resultante é

211




UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA
LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS

) K Universidade
.. «. Catdlica de Brasilia

Revisdo 15/12/2022 Emissio: 10/04/15 Pagina 212 de 217

MANUAL DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

determinada fotocolorimetricamente e comparada com curvas-padrdao construidas a
partir de sangue normal.

solucao solugao solugao
isotOnica hipertonica  hipotonica

Fragilidade osmotica diminuida ocorre nas hipocromias e em numero significante de
hemacias em alvo. Assim, as anemias ferroprivas, sideroblasticas, talassemia, das
doencas hepéticas cronicas e poés-esplenectomia implicam fragilidade osmética
diminuida.

Fragilidade osmotica aumentada ocorre na presenca de esferdcitos por aumento da razéo
volume/area de superficie. A esferocitose hereditarias e algumas anemias hemoliticas

induzidas por anticorpo séo situacdes comuns.

Reagentes:

- Cloreto de sddio 0,2 M (estoque)

- Cloreto de s6dio 0,15 M (Solg. Fisioldgica)

- Cloreto de sddio 0,08 M

- Cloreto de sddio 0,02 M

- Suspenséo de eritrocitos em cloreto de sodio 0,15 M

Suspensao de eritrocitos: adicionar em torno de 10 ml de solucgéo fisioldgica para cada 5
ml de sangue colhido com qualquer anticoagulante, misturar por inversdo e centrifugar
por 10 minutos a uma velocidade de 3.000 rpm em centrifuga clinica. Retirar com cuidado
o liquido sobrenadante (plasma com solucdo fisiol6gica). Repetir esta lavagem mais duas
vezes e ressuspender as células em 5 ml de solucdo fisioldgica.

Técnica:
5. Numerar quatro tubos de ensaio e distribuir os reagentes conforme indicado a
seguir:

Tubos / 1 2 3 4
Reagentes
NaCL 0,02M 5mL
NaCL 0,08M --- 5mL ---
NaCL 0,15M 5mL
NaCL 0,2M --- 5mL
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Suspensao de 5 gotas 5 gotas 5 gotas 5 gotas
eritrocitos

2. Agitar por inversdo;
3. Centrifugar a 3.000 rpm (em centrifuga clinica) por 10 minutos, verificar e anotar as
mudancas ocorridas;

4. Justificar os resultados obtidos.
Determinacdo do Espectro de Absor¢do de Corantes e Construcao de uma Curva-padréo

Introducéo:

A determinacdo da concentracdo de um soluto em uma solucdo-problema por
espectrofotometria envolve a comparagdo da absorbancia da solugdo-problema com uma
solucdo de referéncia, na qual ja se conhece a concentracdo do soluto. Em geral, €
utilizada uma solucédo-padrdo com diferentes concentracdes (pontos), que tem sua
absorbancia determinada. Esses pontos sdo preparados diluindo-se a solugédo-padréo na
propor¢do necessaria para a obtencdo das concentracGes desejadas.

Com os valores de absorbancia e de concentracdo conhecidos, pode-se tracar um grafico
cujo perfil € conhecido como “curva de calibracao” ou “curva-padrao”. Nesse grafico, a
reta, que deve passar obrigatoriamente pela origem, indica a proporcionalidade entre o
aumento da concentracdo e da absorbancia e a por¢éo linear correspondente ao limite de
sensibilidade do método espectrofotométrico para o soluto em questao.

Objetivos:

- Determinar o espectro de absorcdo de solucGes de azul de bromofenol (ABF) e
metilorange (MO ou alaranjado de metila).

- Caracterizar o comprimento de onda (A) onde ocorre absor¢ao maxima.

- Construir uma curva-padrio para cada um dos corantes nos As adequados.

Técnica:

1. Padronizar 12 cubetas separando as que possuem absorbancia proxima utilizando A =
450 nm.

2. Em uma cubeta, colocar aproximadamente 1,3 mL de MO 0,01 mg/mL.

3. Em outra cubeta, colocar aproximadamente 1,3 mL de ABF 0,01 mg/dL.

4. Utilizando agua destilada como branco, calibrar o espectrofotometro em T = 100%
(Abs =0).

5. Varrer o espectro com as duas solugdes conforme esquema abaixo, calibrando o
espectrofotdmetro com o branco em cada A utilizando:

450 460 470 480 590 600

A (nm)
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Absorbéancia
MO

Transmitancia
(%)

A (nm)

550

560

570

580

590

600

Absorbancia
ABF

Transmitancia
(%)

6. Selecionar o A maximo de cada solugdo para a construcdo da respectiva curva-padrao.

7. Utilizando o A maximo de cada solug@o, construir a curva-padrdo para ABF e MO a
partir da Tabela 1.

Tabela 1: Dados para concentracdo das Curvas-padrdo de Metilorange e Azul de

Bromofenol
Tubo MO (mL) | H20 (mL) Diluigao Abs (nm) Concentragdo
(vezes) (mg/mL)
1 - 2,0 0,000 0,00
2 0'5 2,0
3 1;0 115
4 1,5 1,0
5 2,0 0,5
6 2,0 --- --- 0,01
Tubo ABF (mL) H20 (mL) Diluigao Abs (nm) Concentracao
(vezes) (mg/mL)
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1 - 2,0 0,000 0,00
2 0,5 2,0
3 1,0 1,5
4 1,5 1,0
5 2,0 0,5
6 2,0 - - 0,01

8. Com os dados da Tabela 1, calcular quantas vezes cada tubo foi diluido utilizando a
férmula:

Diluicdo = Volume final/ Volume da soluc@o-mae
9. Calcular a concentracdo das solucbes de MO e ABF diluidas:
[ MO ou ABF = [ ] solucdo méae (0,01/mL)/diluicdo

10. Lancar, em gréfico, as leituras de Absorbancia (A) X Concentragdo (mg/mL).

11. Aplicar os dados a regresséo linear, encontrado a equacao da reta e o coeficiente de
regresséo linear (r2).

Importante: Os protocolos das dosagens abaixo séo seguidos conforme a Bula do
Fabricante do kit, conforme o link abaixo ou nos anexos.

5.6 Manuseio de produtos quimicos
O laboratdrio utiliza produtos quimicos para realizacdo de pesquisas, projetos e

procedimentos para as préaticas didaticas os quais sdo acondicionados em suas embalagens
originais devidamente identificados e segregados por compatibilidade quimica.

Os produtos quimicos adquiridos por projetos sdo segregados e acondicionados
separadamente dos produtos quimicos adquiridos pela instituicdo. Este controle devera
ser realizado tanto fisicamente quanto na planilha eletrénica de controle do laboratério.
As notas fiscais destes produtos quimicos adquiridos por projetos sdo arquivadas em
pastas separadas.
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5.5 Coletas, Acondicionamento e Recolhimento dos residuos

Todos os residuos gerados no laboratorio sdo segregados e devidamente
acondicionados, conforme legislacdo vigente e da seguinte maneira:

o Residuos infectantes (Material contaminado com fluidos bioldgicos tais como: tiras
reativas de urina, gaze, papel toalhas, pipetas pasteur com sangue, soro, plasma,
urina, entre outros) — Sacos Brancos Leitosos identificados;

o Residuos perfurocortantes (ex: lamina, laminulas, lancetas, seringas e vidrarias
quebradas) — Coletor de materiais pérfuro-cortantes;

o Demais residuos — (ex: papel toalha, embalagens de seringas, caixas de Kits
manuais, ou qualquer material livre de contato com fluidos bioldgicos) - Lixeira

comum.

o Os residuos sao recolhidos diariamente pela equipe de higienizacao e transportados
para 0 armazenamento externo (abrigos). O recolhimento se da em horéario pré-
estabelecido e, quando necessario, imediatamente apds a sua geracao.

6 - CONDUTAS A SEREM ADOTADAS EM CASOS DE ACIDENTES

E fundamental informar a Brigada de Incéndio, ao Servico Especializado de
Seguranca e Medicina do Trabalho (SESMT), a Coordenagdo do EAP’s e aos
Responsaveis pelo laboratorio a ocorréncia de qualquer acidente no laboratdrio.

Em caso de acidentes com &cido: lavar as partes afetadas com bastante dgua. Se
os olhos forem atingidos, lava-los com bastante agua e pingar gotas de uma solugédo
diluida de &cido borico a 2%.

Em caso de acidentes com acetona P.A.: em caso de respingo nos olhos, lave-0s
com agua em abundancia durante varios minutos, vitimas de inalagcdo de vapores devem
ser retiradas para ambientes arejados.

Choques elétricos: interromper a descarga, com desligamento da chave imediato.
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6.1 Contatos de emergéncia

Brigada de Incéndio — 3356-9439

Servico Especializado de Seguranca e Medicina do Trabalho (SESMT) — 3356-
9100 / 3356-9287

Coordenacao dos EAPs — 3356-9050 /
Bombeiro/Defesa Civil - 193/199
Laboratério de Analises Clinicas — 3356-9177

7 - ANEXOS
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