QUIMIPROT - U - Proteinuria

ANVISA: 101569820236

Finalidade
Reagao colorimétrica para determinagdo quantitativa de proteina em amostras de liquido cefalorra-
quidiano (LCR) e urina humanos. Somente para uso diagnéstico in vitro.

Principio

O método consiste na quantificagdo, no espectro de absorgéo de 460 a 600 nm, do complexo colori-
do proveniente da reagéo, que ocorre em pH &cido, entre o complexo pirogalol vermelho-molibdato
(PRM) e os grupos amino basicos (proteinas) presentes na urina e/ou no liquido cefalorraquidiano
(LCR). A intensidade do complexo colorido formado é proporcional a concentragdo de proteina na
amostra.

pH25
PRM + Proteina (Urina/LCR) ————————— Complexo PRM-proteina

Metodologia

Vermelho de pirogalol

Significado Clinico

A quantificagdo de proteina total na urina vem sendo substituida pela determinagéo da albumina,
ja que esta é a proteina urinaria predominante, e demonstrou melhor sensibilidade e especificidade
para mudangas de permeabilidade glomerular.

A presenga de aumento da excregdo urindria sinaliza um aumento na taxa de escape transcapilar, sendo
geralmente um marcador de doenga microvascular, embora possa também ser alterada por fatores fi-
siolégicos (exercicio, diurese e postura) como conseqiiéncia da alteragdo da hemodindmica intrarrenal.
O processo de reabsorggo tubular é saturavel e qualquer aumento na permeabilidade glomerular, na
concentragdo no plasma (por exemplo, proteina de Bence-Jones) ou a diminui¢do na capacidade de
reabsorgdo devido a lesdo tubular proximal (por exemplo, drogas nefrotéxicas) pode resultar em pro-
teindria.

A excregéo urinéria de albumina persistente precede e € altamente preditiva de nefropatia diabética,
doenga renal em estagio avangado e retinopatia proliferativa em diabetes tipo |

A quantificagdo da proteina no LCR é usada para distinguir meningite asséptica de meningite sépti-
ca. Concentragdes de proteina superiores a 1g/L sdo frequentemente consideradas como sendo de
diagnéstico para bactérias, fungos ou meningite tuberculosa.

Reagentes

Reagente Unico e pronto para uso. Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Solugéo tampao pH 2,5 succina-
to: 60 mmol/L; vermelho de pirogalol: 0,06 mmol/L, molibdato de sédio: 0,04 mmol/L, dodecil sulfato
de sédio: 0,08 mmol/L

Padrao: Conservar entre 2 - 8°C. Solugéo aquosa com concentragao de albumina rastreavel ao Material
de Referéncia Padrao SRM 927. Verifique a concentragdo do padrao no rétulo do frasco.

Os reagentes n3o abertos sdo estéveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto.

Os frascos devem ser mantidos fechados, protegidos da luz e deve-se evitar a contaminagdo durante o
uso.

Precaucoes e cuidados requeridos

1. Este reagente deve ser usado somente para diagnéstico in vitro.

2. Nao pipetar com a boca. Evitar contato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos,
lavar com grande quantidade de 4gua e procurar auxilio médico.

3. Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem como o tempo de reagdo para
obtengdo de resultados corretos.

4. N&o usar o reagente se o mesmo estiver visualmente turvo, apresentar precipitado, ou se hou-
ver dificuldade em conseguir os valores estabelecidos para o controle fresco.

5. NZo usar se a absorbancia do branco ultrapassar 0,200 quando medido em 600 nm (cuveta de

1cm) ou se houver dificuldade em conseguir os valores estabelecidos para o controle fresco.

Material necessario nao fornecido
1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37°C e capaz de medir ab-
sorbancia de 600 nm.

2. Pipetas para medi¢do de amostras e reagente.
3. Agua destilada/deionizada.

4. Consumiveis do analisador, quando necessério.
5. Crondémetro.

Amostra

Urina coletada sem conservantes e LCR.

Amostras turvas devem ser centrifugadas antes do teste. Proteinas na urina sdo estéveis cerca de 8 dias
a2-8°C e até 3meses a -20°C e no LCR s&o estaveis por cerca de 3 dias a 2-8°C e até 3 meses a -20°C.
Todas as amostras e controles sdo considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos
manusea-las seguindo as normas estabelecidas de Biosseguranga.

Preparo do paciente
E recomendado que as amostras sejam coletadas de acordo com as recomendages médicas e/ou
norma de referéncia utilizada pelo laboratério.

Interferéncias

. Bilirrubina <5 mg/dL n3o interfere;
Hemoglobina, interfere;
Interferéncias positivas na urina em tratamento com aminoglicosideos - gentamicina ou
tobramicina relatada com outros testes de pirogalol demonstrou nZo ter influéncia nesta
formulagado especifica;
Amostras coletadas apds o esforgo, na presenga de infecgdo do trato urinario, durante a
doenga aguda ou imediatamente apds a cirurgia ndo sdo adequados para testes pois pro-
porcionam resultados falsos;
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LCR contaminado por hemacias de uma pungdo lombar traumatica ou hemorragia intrace-
rebral ird aumentar as concentragdes de proteinas em + 10 mg/L para cada 1000 eritrécitos.

Parametros do Sistema:

Temperatura 37°C
Comprimento de Onda 600nm
Tipo de Reagéo Ponto final
Diregéo Crescente

Relagdo Amostra/Reativo | 1:50

Vol. Amostra 20 uL

Vol.R1 1.0mL

Tempo de Incubagdo 5 minutos
Calibragﬁo. Utilizar padrdo que acompanha o kit. A concentragdo de albumina no padr&o é rras-
tredvel ao material de referéncia padrdo ERM-DA470k/IFCC.

Procedimento Automatizado.

Aplicagdo no sistema automatizado: vide manual para utilizagdo do equipamento ou entrar em con-
tato com o SAC.

Aplicagdo no sistema semi-automatico: proceder como demonstrado a seguir no procedimento ma-
nual até o item 2 (incubag&o), em seguida, utilizar o equipamento para leitura utilizando o protocolo
analitico especifico baseado no item Parametros do Sistema.

Procedimento manual
Permita que o reagente, padrdo e amostra atinjam a temperatura ambiente (15 - 30°C) antes do teste.

1. Separar 3 tubos de ensaio e realizar o procedimento conforme tabela abaixo:
Branco Padrédo Amostra/S.C.

Reagente 1 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Padréo - 20 uL -

Amostra - - 20 uL
2. Homogeneizar os tubos e incubar em banho-maria sob temperatura de 37°C por 5 minutos ou

a temperatura ambiente por 10 minutos.

3. Zerar o equipamento com o branco do reagente a 600 nm e proceder as leituras das absorban-

cias do padr&o, controle (C) e amostras.
Nota: a cor final é estavel por 30 minutos, protegida da luz.

Calculos
Urina (amostra de 24 horas)
Abs. Amostra Conc. do ma proteinas
X Volume (mL) x padréo (padréo X 0,01 = 9 724h
Abs. Padrao mg/dL)
Urina (amostra simples), LCR
Abs. Amostra
X C Padrédo = mg proteinas /dL
Abs. Padrao
Exemplo:
Abs. da amostra=0,036
Abs. do padrdo = 0,180
Conc. do padréo =200 mg/dL
Volume urinério (24 horas) = 1250 mL
Urina (amostra de 24 horas)
0,036
x 1250 x 200  x 001 - 500mg
0180 proteinas/24h
Urina (amostra simples), LCR
0036 ~
N 200 40 rr:g’/dL pro
0180 einas
Linearidade

Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é linear até 400 mg/dL.

As amostras com concentragdes de proteinas superiores a 400 mg/dL devem ser diluidas com solu-
Gao salina até atingirem resultado entre 8 e 400 mg/dL e os resultados devem ser multiplicados pelo
fator de diluig&o.



Controle de qualidade

Cada laboratério deve manter um programa interno de qualidade que defina objetivos, procedimen-
tos, normas, limites de tolerancia e ag&es corretivas. Deve-se manter também um sistema definido
para se monitorar a variagdo analitica do sistema de medigdo. Aconselhamos a utilizagédo do controle
que acompanha o kit, para kits com controle, ou de controles comerciais com valores pré-estabele-
cidos pelos fabricantes.

Valores esperados
Urina

Adultos:

Amostras de 24h: <150 mg/24h
Amostras simples: <25 mg/dL

LCR
Adultos < 45 mg/dL
Criangas <100 mg/dL

Estes valores s&o dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada laboratério
estabelega seu préprio intervalo de referéncia.

Estudos Comparativos
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes
resultados:

Apresentacao
Linha Bioquimica Geral: 1x 50 mL +1x 2,0 mL
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Simbolos universais utilizados em embalagens
de diagnéstico in vitro

Consultar instrugdes
de uso

|E|:| Reagente

Fabricado por

NUmero de amostras 52

Coeficiente de correlagao 0,995

Inclinagéo 0,9478

Intercepta 0,0103
Precisao

Estudos de precisdo foram executados com dois niveis controle (normal e patolégico) sendo que
cada amostra foi dosada 20 vezes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=20 Amostra Amostra 2

Média (mg/dL) 9,90 50,05

D.P. (mg/dL) 045 083

CV. (%) 454 166
Exatidao

O contelido é

X

Data de validade

- < &

suficiente para (Gtimo dia do Nimero do lote
<n> testes més)

Limite de temperatura er : d#étgtﬁ:aora Numero do
(conservar a) in vglgtro catélogo

Estudos de exatiddo foram executados com dois niveis de controle (normal e patoldgico) sendo que
cada amostra foi dosada em 5 vezes em 3 periodos diferentes e os seguintes dados estatisticos foram

encontrados:

N=15 Amostra1 Amostra 2
Média (mg/dL) 10,00 4993
D.P. (mg/dL) 0,20 012
CV. (%) 2,00 0,24

Sensibilidade Metodolégica
8mg/dL

Especificidade
Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambulatério e hospitalizados,
pode-se inferir que o método tem uma especificidade metodolégica adequada.

Observacoes

. Amostras comumente usadas: urina de 24 horas; urina da noite (8-12 horas); clinica ou labora-
tério (1- 2 horas) e primeira amostra de urina da manha. Devido a alta variaggo diurna e intrain-
dividual é aconselhavel testar trés amostras diferentes.
Para aumentar a sensibilidade na faixa normal, utilizar 50 pL de amostra e diluir o padréo na
proporgéo 1:4 (1+ 3) em solugéo salina, usando a nova concentragéo de 50 mg/dL para reali-
zagdo dos célculos.
O diagnéstico clinico ndo deve ser feito apenas com os resultados de um Unico teste, ou seja, os
dados clinico do paciente bem como os resultados de outros exames devem ser considerados
para conclusdo do diagndstico.
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QUIMIPROT - U - Proteinuria

ANVISA: 101569820236

Purpose
Colorimetric reaction for the quantitative determination of protein in human cerebrospinal fluid
(CSF) and urine samples. For in vitro diagnostic use only.

Principle

The method consists of quantifying, in the absorption spectrum from 460 to 600 nm, the colored
complex resulting from the reaction, which takes place at acidic pH, between the pyrogallol red-
-molybdate complex (PRM) and the basic amino groups (proteins) present in the urine and/or cere-
brospinal fluid (CSF). The intensity of the colored complex formed is proportional to the concentra-
tion of protein in the sample.

. . pH25 )
PRM + Protein (Urine/CSF) ———————— PRM-protein complex

Methodology
Pyrogallol red

Clinical significance

The quantification of total protein in urine has been replaced by the determination of albumin, since
this is the predominant urinary protein, and has shown better sensitivity and specificity for changes
in glomerular permeability.

The presence of increased urinary excretion signals an increase in the rate of transcapillary leakage and
is generally a marker of microvascular disease, although it can also be altered by physiological factors
(exercise, diuresis and posture) as a result of altered intrarenal hemodynamics.

The tubular reabsorption process is saturable and any increase in glomerular permeability, plasma
concentration (e.g. Bence-Jones protein) or decrease in reabsorption capacity due to proximal tubular
damage (e.g. nephrotoxic drugs) can result in proteinuria.

Persistent urinary albumin excretion precedes and is highly predictive of diabetic nephropathy, ad-
vanced kidney disease and proliferative retinopathy in type | diabetes

Quantification of CSF protein is used to distinguish aseptic meningitis from septic meningitis. Protein
concentrations above 1g/L are often considered diagnostic for bacteria, fungi or tuberculous me-
ningitis.

Reagents

Single reagent, ready for use. Store between 2 and 8°C. Contains: Buffer solution pH 2.5 succinate:
60 mmol/L; pyrogallol red: 0.06 mmol/L, sodium molybdate: 0.04 mmol/L, sodium dodecyl sulfate:
0.08 mmol/L

Standard: Store at 2 - 8°C. Aqueous solution with albumin concentration traceable to Standard Refe-
rence Material SRM 927. Check the concentration of the standard on the vial label.

Unopened reagents are stable until the expiration date printed on the product label.

Vials should be kept closed, protected from light and contamination should be avoided during use.

Precautions and precautions required

1. This reagent should only be used for in vitro diagnostics.

2. Do not pipette by mouth. Avoid contact with skin and clothing. In case of contact with eyes,
rinse with plenty of water and seek medical attention.

3. Monitor the temperature of the working environment and the reaction time in order to obtain
correct results.

4. Do not use the reagent if it is visually cloudy, has precipitates or if it is difficult to achieve the
values established for the fresh control.

5. Do not use if the absorbance of the blank exceeds 0.200 when measured at 600 nm (1 cm

cuvette) or if there are difficulties in achieving the values established for the fresh control.

Material required not supplied
1. Water bath or analyzer capable of maintaining a temperature of 37°C and capable of mea-
suring absorbance of 600 nm.

2. Pipettes for measuring samples and reagent.
3. Distilled/deionized water.

4. Analyzer consumables, when necessary.

5. Stopwatch.

Sample

Urine collected without preservatives and CSF.

Turbid samples should be centrifuged before testing. Proteins in urine are stable for about 8 days at
2-8°C and up to 3 months at -20°C and in CSF they are stable for about 3 days at 2-8°C and up to 3
months at -20°C.

All samples and controls are considered potentially infectious, so we suggest handling them following
the established Biosafety standards.

Patient preparation
Itisrecommended that samples are collected in accordance with the medical recommendations and/
or reference standard used by the laboratory.

Interferences

. Bilirubin <56 mg/dL does not interfere;
Hemoglobin, interferes;
Positive interferences in urine in treatment with aminoglycosides - gentamicin or to-
bramycin reported with other pyrogallol tests have been shown to have no influence on this
specific formulation;
Samples collected after exertion, in the presence of urinary tract infection, during acute ill-
ness or immediately after surgery are not suitable for testing as they give false results;
CSF contaminated by red blood cells from a traumatic lumbar puncture or intracerebral he-
morrhage will increase protein concentrations by + 10 mg/L per 1000 red blood cells.
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System parameters:

Temperature 37°C
Wavelength 600nm
Reaction Type Endpoint
Direction Increasing
Sample/Reagent Ratio 1.50

Vol. Sample 20 uL
Vol.R1 1.0mL
Incubation time 5 minutes

Calibration. Use the standard supplied with the kit. The albumin concentration in the standard
is traceable to SRM 927.

Automated procedure. Application in the automated system: see the manual for using the
equipment or contact SAC.

Application in the semi-automated system: proceed as shown below in the manual procedure up to
item 2 (incubation), then use the equipment for reading using the specific analytical protocol based
on the System Parameters item.

Manual procedure
Allow the reagent, standard and sample to reach room temperature (15 - 30°C) before testing.

1. Separate 3 test tubes and carry out the procedure according to the table below:
Blank Standard Sample/SC.

Reagent1 10mL 1.0mL 10 mL

Standard - 20 uL -

Sample - - 20 uL
2. Homogenize the tubes and incubate in a water bath at 37°C for 5 minutes or at room tempe-

rature for 10 minutes.

3 Zero the equipment with the reagent blank at 600 nm and take the absorbance readings of the

standard, control (C) and samples.
Note: the final color is stable for 30 minutes, protected from light.

Calculations
Urine (24-hour sample)

Abs. Sample Conc. of stan- ma proteins
X Volume(mL) x  dard (standard X 0.01 = 9 724h
Abs. Standard mg/dL)
Urine (single sample), CSF
Abs. Sample
X C Standard = mg proteins /dL
Abs. Standard
Example:
Abs. of the sample = 0.035 of sample = 0.036
Abs. of standard = 0180
Conc. of standard = 200 mg/dL
Urinary volume (24 hours) = 1250 mL
Urine (24 hour sample)
0.036
x 1250 x 200  x 001 - 500mg
0180 proteins/24h

Urine (single sample), CSF
0036 40 mg/dL

X 200 = .
proteins

0180

Linearity

When performed as recommended, the test is linear up to 400 mg/dL.

Samples with protein concentrations higher than 400 mg/dL should be diluted with saline solution
until they reach a result between 8 and 400 mg/dL and the results should be multiplied by the dilution
factor.

Quality control

Each laboratory should maintain an internal quality program that defines objectives, procedures,
standards, tolerance limits and corrective actions. A defined system for monitoring the analytical va-
riation of the measurement system should also be maintained. We recommend using the control that
comes with the kit, for kits with a control, or commercial controls with values pre-established by the
manufacturers.



Expected values

Urine

Adults:

24-hour samples: <150 mg/24h
Single samples: <25 mg/dL

CSF
Adults <45 mg/dL
Children <100 mg/dL

These values are given solely as a guide. It is recommended that each laboratory establishes its own
reference range.

Comparative Studies
Studies carried out between this procedure and a similar methodology produced the following re-
sults:
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Universal symbols used on packaging
in vitro diagnostics

Number of samples 52

Correlation coefficient 0.995

Slope 09478

Intercept 0.0103
Precision

Precision studies were carried out with two control levels (normal and pathological) with each sample
being dosed 20 times and the following statistical data were found:

See instructions
foruse

|E|:| Reagent

Manufactured
by

Contents are
sufficient for
<n> tests

Expiry date (last
day of the month)

Batch number

- < &

o Product for
Temperature limit - ! : Catalogue
(keep at) IVD g;avsgggstlcs number

N=20 Sample 1 Sample 2

Mean (mg/dL) 990 50.05

D.P. (mg/dL) 045 0.83

CV. (%) 454 166
Accuracy

Accuracy studies were performed with two control levels (normal and pathological) with each sample
being dosed 5 times in 3 different periods and the following statistical data were found:

N=15 Sample1 Sample 2
Average (mg/ 10.00 4993
dL)

D.P. (mg/dL) 0.20 012
CV. (%) 200 0.24

Methodological Sensitivity
8 mg/dL

Specificity
As the samples were randomly selected from outpatients and hospitalized patients, it can be inferred

that the method has adequate methodological specificity.

Observations

. Commonly used samples: 24-hour urine; overnight urine (8-12 hours); clinic or laboratory (1- 2
hours) and first morning urine sample. Due to the high diurnal and intra-individual variation, it
is advisable to test three different samples.
To increase sensitivity in the normal range, use 50 pL of sample and dilute the standard in a 1:4
(1+3) ratio in saline solution, using the new concentration of 50 mg/dL for calculations.
The clinical diagnosis should not be made solely on the basis of the results of a single test, i.e.
the patient's clinical data as well as the results of other tests should be taken into account when
concluding the diagnosis.

Presentation
General Biochemistry Line: 1x 50 mL +1x 2,0 mL
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