QUIMIALB - Albumina

Verde de Bromocresol
ANVISA: 10159820248

Finalidade
Reagdo colorimétrica para determinagdo quantitativa de albumina em amostras de soro humano. So-
mente para uso diagndstico “in vitro”.

Principio

Sob um pH controlado o verde de bromocresol forma um complexo colorido com a albumina. A inten-
sidade de cor medida em 630 nm é diretamente proporcional a concentragéo de albumina presente
na amostra.

pH controlado

Verde de Bromocresol (VBC) + Albumina P Complexo VBC/Albumina
Metodologia

Verde de Bromocresol

Significado Clinico

A albumina, cuja sintese se da no figado, desempenha fungdes bioldgicas diversas entre as quais se
incluem a ligagdo e o transporte de numerosas substéncias, tais como os ions metélicos, aminoéci-
dos, horménios, acidos graxos, bilirrubinas, enzimas, drogas e metabdlitos ou produtos téxicos. Exerce
igualmente um papel vital na preservagdo e na distribuigdo de dgua nos trés compartimentos corporais.
A albumina é a menor dentre as mais importantes moléculas proteicas. Em consequéncia disso, tende
a se perder pela urina sempre que ocorre um dano nos glomérulos renais.

As alteragdes dos teores séricos da albumina e das globulinas assumem importéncia especial nos dis-
turbios nutritivos, hepatopatias, nefrose, mieloma multiplo, macroglobulinemia, amiloidose, imunoglo-
bulinopatias e infec¢des cronicas.

Reagentes

Reagente Unico pronto para uso. Conservar entre 2 e 25°C e manté-lo ao abrigo da luz.

Contém: Verde de Bromocresol 0,25 mmol/L, tampZo succinato 85 mmol/L, surfactante, pH 4,2 + O;1.
Padrao (c6d 3001): Conservar entre 2 e 8°C e ao abrigo da luz.

Solugdo aquosa contendo concentragéo padréo de albumina. Verifique a concentragdo do padrdo no
rétulo do frasco.

Os reagentes ndo abertos sdo estéveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto e on
board (em um compartimento refrigerado do analisador) possuem estabilidade de 30 dias. Durante o
manuseio, os reagentes estdo sujeitos a contaminag&o de natureza quimica e microbiana que podem
provocar redugdo da estabilidade.

Precaucoes e Cuidados Requeridos

Este reagente deve ser usado somente para diagnéstico “in vitro”. Nao pipetar com a boca. Evitar con-
tato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos, lavar com grande quantidade de dgua e
procurar auxilio médico.

O reagente contém azida sédica como conservante (0,05%). Este componente pode reagir com cobre
e chumbo podendo tornar-se um metal explosivo. Ao descarté-lo, adicionar grande quantidade de
agua.

Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem como o tempo de reagdo para ob-
tengdo de resultados corretos. Nao usar se houver dificuldade em conseguir os valores estabelecidos
para o soro controle fresco o que indica contaminag&do do reagente.

N&o usar se a absorbancia inicial estiver superior a 0,200 quando medido em 630 nm (cuveta1cm) ou
se houver dificuldade em conseguir os valores estabelecidos para o soro controle fresco.

Material necessario nao fornecido

Analisador capaz de medir absorbancia em 630 nm (600 - 640nm).
Pipetas para medig¢do de amostras e reagente.

Agua destilada/deionizada.

Consumiveis do analisador quando usado.

Soros Controle e Calibradores.

Crondémetro.

NS IFNEANRIES

Amostra

Soro: a albumina na amostra é estavel por 30 dias se a mesma estiver refrigerada & temperatura de
2-8°C.

O uso de torniquete por mais de 3 minutos pode provocar o aumento do valor da albumina.

Todas as amostras e controles sdo considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos
manusea-las seguindo as normas estabelecidas de Biosseguranga.

Preparo do Paciente
E recomendado um jejum de 4 horas e coleta pela manha. Todavia, podera ser modificado segundo
orientagdo médica.

Interferéncias

Bilirrubina até 10,2 mg/dL, lipemia até 1020 mg/dL, medida como triglicérides e hemoglobina até
300 mg/dL n3o interferem significativamente no resultado. Hemdlise grave ou lipemia acentuada
podem causar resultados elevados.

Contaminagdo da vidraria com Albumina poderé afetar os resultados dos testes. Vidros lavados
com acido ou tubos de ensaio de plastico sdo recomendados.

Algumas drogas e substancias afetam a concentragdo da Albumina, sugerimos consultar Young et al.

Parametros do Sistema:

Temperatura 37°C

Comprimento de Onda 630 nm (620 - 640nm).

Tipo de Reagéo Colorimétrica de ponto final

Diregdo Crescente

Relagdo Amostra/Reativo | 1100

Vol. Amostra 10pL

Vol. Reagente 1,0 mL

Tempo de Incubagéo 3 minutos.

Calibracao

Utilizar Quimicalib Ebram C6d.7023/12023 ou o padréo que acompanha o kit, para kits com padrao.
A concentragéo de albumina no Quimicalib é rastredvel ao método de referéncia proposto pelo ER-
M-DA470k/IFCC e no padrao ao ERM-DA470k.

Procedimento Automatizado

Aplicagdo no sistema automatizado: vide manual para utilizagado do equipamento e instrugdes de uso
do reagente.

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

PROCEDIMENTO MANUAL.
1. Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo:
Tubos Branco Padrao Amostra/S.C.
Agua destilada 10pL - -
Calibrador - 10pL -
Amostra S/C - - 10pL
Reagente 10mL 10mL 1,0mL
2. Homogeneizar os tubos e deixar por 3 minutos em temperatura de 37°C. O nivel de 4gua no BM
deve ser superior ao nivel de reagente nos tubos de ensaio.
3. Zerar o aparelho com o branco do reagente a 630 nm (620 a 640nm), proceder as leituras re-

gistrando as absorbancias do padrdo, amostra e soro controle (SC.).

Nota: a cor final é estavel por 30 minutos.

* Soros fortemente lipémicos exigem um branco de amostra. Adicione 0.010 mL( 10pL) de amostra a
1.0mL de solugao salina, homogeneizar e ler a absorbancia contra dgua. Subtraia este valor da absor-
bancia do paciente para obter a leitura corrigida.

Obs.: Procedimento sugerido para espectrofotdmetros que requerem volume minimo de 1,0 mL e po-
dem ser ajustados proporcionalmente sem influéncia no desempenho do teste. Salientamos que vo-
lumes de amostra menores do que 10uL aumentam a imprecisdo da medigdo em aplicagdes manuais.

Calculos
(Abs. = Absorbancia)
(Conc. = Concentragdo)

Albumina Amostra (g/dL) =
A Abs (amostra)
x Conc. do padréo (g/dL)
A Abs (padrao)

Férmula para célculo da globulina e relagdo Albumina/Globulina
Proteina total (g/dL) Albumina (g/dL) = Globulina
Relagdo AG = Albumina /Globulina

Exemplo

Abs. da amostra = 0,200
Abs. do padrdo = 0,190
Conc. do padrédo =44 g/dL

0,200
Albumina Amostra = x 44
0190

Albumina Amostra = 4,63 g/dL

Linearidade

Quando executado de acordo com o recomendado, o teste € linear até 6,0 g/dL.

Amostras com valor superior a 6,0 g/dL devem ser diluidas com NaCl a ponto de ficarem entre 00 e
6,0 g/dL e os resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluigéo.



Controle de Qualidade

Cada laboratério deve manter um programa interno de qualidade que defina objetivos, procedimen-
tos, normas, limites de tolerancia e agGes corretivas. Deve-se manter também um sistema definido
para se monitorar a variagdo analitica do sistema de medig&o. Aconselhamos o uso dos soros controle
Quimicontrol Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Céd. 7024/12024 e 7031/12031.

Valores Esperados

Recém nascido (2 a 4 dias): 2,8 - 4,4 g/dL

4 dias - 14 anos: 3,8 - 5,4 g/dL

Adultos: 3,56 - 50 g/dL

>60 anos: 34 - 4,8g/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 estatisticos:

NiUmero de amostras 57

Intervalo dos resultados 1,60 - 5,60

Coeficiente de correlagdo 0,9768

Inclinagéo 1,01
Intercepta 0,23 (g/dL)
Precisao

Estudos de precisdo foram executados com dois niveis (normal e patolégico) sendo que cada amostra
fora processada por 10 vezes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=10 Nivel1 Nivel 2

Média (g/dL) 2,07 303

D.P.(g/dL) 0,04 0,05

CV. (%) 22 18
Exatidao

As amostras foram processadas por 10 dias consecutivos, uma vez por dia em duplicata. Os seguintes
dados estatisticos foram encontrados:

N=10 Nivel1 Nivel 2
Média (mg/dL) 2,07 3,03
D.P. (mg/dL) 0,05 0,05
CV. (%) 24 18

Sensibilidade Metodolégica
000 g/dL

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

Observacoes

1. A limpeza e a secagem adequadas do material utilizado sdo fatores fundamentais para estabi-
lidade dos reagentes e obtengdo de resultados corretos.

2. A &gua utilizada no laboratério deve ter a qualidade adequada a cada aplicagdo. Assim, para

preparar reagentes e usar nas medigdes, deve ter resistividade >1 mega ohm ou condutivida-
de <1 microsiemens e concentragdo de silicatos < 01 mg/L (&gua tipo II). Para o enxague da
vidraria a 4gua pode ser do tipo I, com resistividade > 0,1 megaohms ou condutividade <10
microsiemens. No enxagtie final utilizar &gua tipo Il.

Apresentacao
Linha Bioquimica Geral: 1x 200mL +1x1,0mL
Linha Bulk: 1x 500mL

‘ Ebram Produtos Laboratoriais Ltda.

Rua Julio de Castilhos, 500 - Belenzinho - Sdo Paulo - SP
Tel.: +551122912811 - CEP 03059-001 - IndUstria Brasileira
CNPJ.: 50.657402/0001-31

Responsavel Técnica
Dra. Nadjara Novaes Longen - CRF-SP - 37.451

SAC Ebram

Para mais informagdes, entrar em contato
com o SAC 0800 500 2424 ou (9112574 7110
sac@ebram.com | ebram.com.br
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QUIMIALB - Albumin

Bromocresol green
ANVISA: 10159820248

Purpose
Colorimetric reaction for the quantitative determination of albumin in human serum samples. For "in
vitro" diagnostic use only.

Principle
Under controlled pH, bromocresol green forms a colored complex with albumin. The color intensity
measured at 630 nm is directly proportional to the concentration of albumin present in the sample.

Controlled pH

Bromocresol Green (VBC) + Albumin P \/BC/Albumin Complex
Methodology

Bromocresol Green

Clinical Significance

Albumin, which is synthesized in the liver, performs a variety of biological functions, including the bin-
ding and transport of numerous substances, such as metal ions, amino acids, hormones, fatty acids,
bilirubin, enzymes, drugs and metabolites or toxic products. It also plays a vital role in the preservation
and distribution of water in the three body compartments.

Albumin is the smallest of the most important protein molecules. As a result, it tends to be lost in the
urine whenever there is damage to the renal glomeruli.

Changes in serum albumin and globulin levels are particularly important in nutritional disorders, liver
diseases, nephrosis, multiple myeloma, macroglobulinemia, amyloidosis, immunoglobulinopathies and
chronic infections.

Reagents

Single reagent ready for use. Store between 2 and 25°C and keep away from light.

Contains: Bromocresol Green 0.25 mmol/L, succinate buffer 85 mmol/L, surfactant, pH 4.2+ 0.
Standard (code 3001): Store between 2 and 8°C and away from light.

Agueous solution containing standard concentration of albumin. Check the concentration of the
standard on the vial label.

Unopened reagents are stable until the expiration date printed on the product label and on board (ina
refrigerated compartment of the analyzer) they are stable for 30 days. During handling, reagents are
subject to contamination of a chemical and microbial nature which may cause a reduction in stability.

Precautions and Cautions Required

This reagent should only be used for in vitro diagnostics. 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.
The reagent contains sodium azide as a preservative (0.05%). This component can react with copper
and lead and can become an explosive metal. When disposing of it, add a large quantity of water.
The temperature of the working environment and the reaction time must be monitored in order to
obtain correct results. Do not use if it is difficult to achieve the values established for the fresh control
serum, which indicates contamination of the reagent.

Do not use if the initial absorbance is higher than 0.200 when measured at 630 nm (cuvette 1cm) or
if itis difficult to achieve the values established for the fresh control serum.

Material required not supplied

Analyzer capable of measuring absorbance at 630 nm (600 - 640nm).
Pipettes for measuring samples and reagent.

Distilled/deionized water.

Analyzer consumables when used.

Control sera and calibrators.

Stopwatch.

SRSIENEAENIES

Sample

Serum: the albumin in the sample is stable for 30 days if it is refrigerated at 2 - 8°C.

The use of a tourniquet for more than 3 minutes can cause an increase in the albumin value.

All samples and controls are considered potentially infectious, so we suggest handling themin accor-
dance with established biosafety standards.

Patient preparation
A 4-hour fast and collection in the morning is recommended. However, this may be modified accor-
ding to medical advice.

Interferences

Bilirubin up to 10.2 mg/dL, lipemia up to 1020 mg/dL, measured as triglycerides and hemoglobin up
to 300 mg/dL do not significantly interfere with the result. Severe hemolysis or marked lipemia can
cause elevated results.

Contamination of glassware with Albumin may affect test results. Acid-washed glassware or plastic
test tubes are recommended.

Some drugs and substances affect the concentration of Albumin, we suggest consulting Young et al.

System Parameters:

Temperature 37°C

Wavelength 630 nm (620 - 640nm).
Reaction Type End-point Colorimetric
Direction Increasing
Sample/Reagent Ratio 1100

Sample Vol. 10pL

Reagent Vol. 1.0mL

Incubation Time 3 minutes.

Calibration

Use Ebram Quimicalib Code 7023/12023 or the standard that comes with the kit, for kits with a
standard. The albumin concentration in Quimicalib is traceable to the reference method proposed
by ERM-DA470k/IFCC and in the standard to ERM-DA470k.

Automated Procedure

Application in the automated system: see manual for use of the equipment and instructions for use
of the reagent.

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

MANUAL PROCEDURE.
1. Separate 3 test tubes and carry out the procedures below:
Tubes White Standard Sample/SC.
Distilled water 10uL - -
Calibrator - 10pL -
Sample S/C - - 10pL
Reagent 10mL 1.0mL 10mL
2. Homogenize the tubes and leave for 3 minutes at 37°C. The water level in the BM must be

higher than the reagent level in the test tubes.

3. Zero the device with the reagent blank at 630 nm (620 to 640nm), take the readings and record
the absorbance of the standard, sample and control serum (SC.).

Note: the final color is stable for 30 minutes.

* Strongly lipemic sera require a sample blank. Add 0.010 mL(10uL) of sample to 1.0mL of saline solu-
tion, homogenize and read the absorbance against water. Subtract this value from the patient's absor-

bance to obtain the corrected reading.

Note: Procedure suggested for spectrophotometers which require a minimum volume of 1.0 mL and
can be adjusted proportionally without affecting the performance of the test. Please note that sample
volumes smaller than 10pL increase the inaccuracy of the measurement in manual applications.

Calculations
(Abs. = Absorbance)
(Conc. = Concentration)

Albumin Sample (g/dL) =
A Abs (sample)
x Conc. of standard (g/dL)
A Abs (standard)

Formula for calculating globulin and Albumin/Globulin ratio
Total protein (g/dL) Albumin (g/dL) = Globulin
AG ratio = Albumin /Globulin

Example

Abs. of sample = 0.200

Abs. of standard = 0190
Conc. of standard = 4.4 g/dL

0.200
Albumin Sample = x 4.4
0190

Albumin Sample = 4.63 g/dL

Linearity

When performed as recommended, the test is linear up to 6.0 g/dL.

Samples above 6.0 g/dL should be diluted with NaCl to between 0.0 and 6.0 g/dL and the results mul-
tiplied 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 Quimicon-
trol Normal and Quimicontrol Abnormal Ebram control serums Codes 7024/12024 and 7031/12031.

Expected Values

Newborn (2 to 4 days): 2.8 - 4.4 g/dL

4 days - 14 years: 3.8 - 5.4 g/dL

Adults: 35 -5.0g/dL

> 60 years: 34 - 48g/dL

These values are given for guidance only. 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 sta-
tistical results:

Number of samples 57

Range of results 1,60 - 5.60

Correlation coefficient 09768

Slope 1.01

Intercept 0.23 (g/dL)
Precision

Accuracy studies were carried out with two levels (normal and pathological) with each sample pro-
cessed 10 times and the following statistical data were found:

N=10 Level1 Level 2

Mean (g/dL) 207 303

D.P.(g/dL) 0.04 0.05

CV. (%) 22 18
Accuracy

Samples were processed for 10 consecutive days, once a day in duplicate. The following statistics
were found:

N=10 Level1 Level 2
Average (mg/ 207 3.03
dL)

D.P. (mg/dL) 0.05 0.05
CV. (%) 24 18

Methodological sensitivity
000 g/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

1. Proper cleaning and drying of the material used are fundamental factors for the stability of the
reagents and obtaining correct results.

2. The water used in the laboratory must be of the appropriate quality for each application. Thus,

to prepare reagents and use in measurements, it must have resistivity >1 mega ohm or conduc-
tivity <1 microsiemens and silicate concentration < 01 mg/L (type Il water). For rinsing glass-
ware, water can be type Ill, with resistivity > 0.1 megaohms or conductivity <10 microsiemens.
Use type Il water for the final rinse.

Presentation
General Biochemistry Line: 1x 200mL +1x 1.0mL
Bulk Line: 1x 500mL

‘ Ebram Produtos Laboratoriais Ltda.

Rua Julio de Castilhos, 500 - Belenzinho - Sdo Paulo - SP
Tel: +55 1122912811 - CEP 03059-001 - IndUstria Brasileira
CNPJ: 50.657.402/0001-31

Responsible Technician
Dr. Nadjara Novaes Longen - CRF-SP - 37451

SAC Ebram

For further information, please contact
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