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REG. MS: 10159820236

FINALIDADE. Reacao colorimétrica para determinacao quantitativa de proteina em amostras de li-
quido cefalorraquidiano (LCR) e urina humanos. Somente para uso diagndstico in vitro.,

PRINCIPI0. 0 método consiste na guantificacdo, no espectro de absorcao de 460 & 600 nm, do com-
plexo colorido proveniente da reagdo, que ocorre em pH acido, entre o complexo pirogalol vermelho-
-molibdato (PRM) e 0s grupos amino hasicos (proteinas) presentes na urina e/ou no liquido cefalorra-
quidiano (LCR). Aintensidade do complexo colorido formado € proporcional @ concentracao de proteina
na amostra.

PRM + Proteina (Urina/LCR)M» Complexo PRM-proteina

METODOLOGIA. Vermelho de pirogalol

SIGNIFICADO CLINICO. A quantificacdo de proteina tatal na urina vem sendo substituida pela deter-
minacdo da albumina, j& que esta é a proteina urinaria predominante, e demonstrou melhor sensibili-
dade e especificidade para mudancas de permeabilidade glomerular.

A presenca de aumento da excrecao urindria sinaliza um aumento na taxa de escape transcapilar, sen-
do geralmente um marcador de doenca microvascular, emhora possa também ser alterada por fatores
fisiologicos (exercicio, diurese e postura) como conseqiiéncia da alteracdo da hemodinamica intrarrenal,
0 processo de reabsorcdo tubular é saturavel e qualguer aumento na permeabilidade glomerular, na con-
centracdo no plasma (por exemplo, proteina de Bence-Jones) ou a diminuicao na capacidade de reabsor-
¢ao devido a lesdo tubular proximal (por exemplo, drogas nefrotdxicas) pode resultar em proteindria.

A excrecdo urindria de albumina persistente precede e é altamente preditiva de nefropatia diabética,
doenca renal em estagio avancado e retinopatia proliferativa em diabetes tipo |

A quantificacdo da proteina no LCR é usada para distinguir meningite asséptica de meningite séptica.
ConcentracBes de proteina superiores a 1 g/L sdo frequentemente consideradas como sendo de diag-
néstico para bactérias, fungos ou meningite tuberculosa.

REAGENTES. Reagente (nico e pronto para uso. Conservar entre 2 e 30°C. Contém: Solugéo tampéao
pH 2,5 succinato: 60 mmol/L; vermelho de pirogalol: 0,06 mmol/L, molibdato de sddio: 0,04 mmol/L,
dodecil sulfato de s6dio: 0,08 mmol/L

Padrao: Conservar entre 2 - 25°C. Solucdo aguosa com concentraco de albumina rastreavel ao Material
de Referéncia Padrdo 927d proposto pelo NIST. Verifique a concentracdo do padrdo no rétulo do frasco.

0s reagentes nao abertos sdo estaveis até a data de vencimento impressa no rotulo do produto.

0s frascos devem ser mantidos fechados, protegidos da luz e deve-se evitar a contaminacao durante o uso.

PRECAUGOES E CUIDADOS REQUERIDOS.

1. Estereagente deve ser usado somente para diagnstico in vitro.

2. Néo pipetar com a hoca. Evitar contato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos,
lavar com grande quantidade de dgua e procurar auxilio médico.

3. Deve-se monitorar a temperatura do amhiente de trabalho hem como o tempo de reacdo para
obtencdo de resultados corretos.

4. Naousar o reagente se 0 mesmo estiver visualmente turvo, apresentar precipitado, ou se houver
dificuldade em conseguir os valores estabelecidos para o controle fresco.

5. Naousar se a ahsorhancia 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 absor-
béancia de 600 nm.

Pipetas para medicdo de amostras e reagente.

Agua destilada/deionizada.

Consumiveis do analisador, quando necessario.

Crondmetro.
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AMOSTRA. Urina coletada sem conservantes e LCR.

Amostras turvas devem ser centrifugadas antes do teste. Proteinas na urina sao estaveis cerca de 8 dias
a2-8°C e até 3 meses a-20°C e no LCR sao estaveis por cerca de 3 dias a 2-8°C e até 3 meses a -200C.
Todas as amostras e controles sdo considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos ma-
nusea-las seguindo as normas estabelecidas de Biosseguranca.

PREPARO DO PACIENTE. £ recomendado que as amostras sejam coletadas de acordo com as reco-
mendacdes médicas e/ou norma de referéncia utilizada pelo laboratario.

INTERFERENCIAS.

«  Bilirrubina <5 mg/dL ndo interfere;

. Hemoglohina, interfere;

. Interferéncias positivas na urina em tratamento com aminoglicosideos - gentamicina ou
tobramicina relatada com outros testes de pirogalol demonstrou nao ter influéncia nesta
formulacdo especifica;

«  Amostras coletadas apds o esforco, na presenca de infeccao do trato urinério, durante a
tdoenca aguda ou imediatamente ap0s a cirurgia ndo sao adequados para testes pois propor-
cionam resultados falsos;

. LCR contaminado por hemacias de uma puncao lombar traumatica ou hemorragia intracere-
bral ird aumentar as concentracdes de proteinas em + 10 mg/L para cada 1000 eritrécitos.

PARAMETROS DO SISTEMA:

Temperatura 37°C

Comprimento de Onda 600nm

Tipo de Reacdo Ponto final

Diregdo Crescente

Relacdo Amostra/Reativo | 1:50

Vol. Amostra 20pL
Vol.R1 1,0mL
Tempo de Incubacdo

5 minutos

CALIBRAGAO. Utilizar padro que acompanha o kit. A concentrago de albumina no padréo é rastrea-
vel ao Material de Referéncia Padrao proposto pelo NIST.

PROCEDIMENTO AUTOMATIZADO. Aplicacdo no sistema automatizado; vide manual para utiliza-
¢do do equipamento ou entrar em contato com o SAC.

Aplicacdo no sistema semi-automatico: proceder como demonstrado a seguir no procedimento manual
até oitem 2 (incubacdo), em seguida, utilizar o equipamento para leitura utilizando o protocolo analiti-
co especifico haseado no item Pardmetros do Sistema.

PROCEDIMENTO MANUAL.
Permita que o reagente, padrao e amostra atinjam a temperatura ambiente (15 - 30°C) antes do teste.
6. Separar 3 tubos de ensaio e realizar o procedimento conforme tahela abaixo:

Branco Padrdo Amostra/S.C.
Reagente 1 1,0mL 1,0mL 1,0mL
Padréo - 20pL
Amostra - 20pL

7. Homogeneizar os tubos e incubar em banho-maria soh temperatura de 37°C por 5 minutos ou a
temperatura ambiente por 10 minutos.

8. Zerar o equipamento com o branco do reagente a 600 nm e proceder as leituras das ahsorhan-
cias do padréo, 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 padrio mg proteinas
\Is. Padin x  Volume(mlL) x (patao mg/dl) x 0,0 18
Urina (amostra simples), LCR
Abs. Amostra
I — C Padréo = mgproteinas /dL
Abs. Padrdo
EXEMPLO:
Ahs. da amostra=0,036
Abs. do padrao=0,180
Conc. do padrdo = 200 mg/dL
Volume urinario (24 horas) =1250 mL
Urina (amostra de 24 horas)
0,036 500 mg
0180 x 1250 x 200 X 0,01 = oroteinas/ 24h
Urina (amostra simples), LCR
0,036
Y 200 _ 40 mg/dL
0180 proteinas

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

As amostras com concentracdes de proteinas superiores a 400 mg/dL devem ser diluidas com solugéo
salina até atingirem resultado entre 8 e 400 mg/dL e os resultados devem ser multiplicados pelo fator
de diluigdo.

GCONTROLE DE QUALIDADE. Cada lahoratdrio deve manter um programa interno de qualidade que
defina ohjetivos, procedimentos, normas, limites de tolerancia e acdes corretivas. Deve-se manter
também um sistema definido para se monitorar a variacao analitica do sistema de medicao. Aconse-
lhamos a utilizacdo do controle que acompanha o kit, para kits com controle, ou de controles comer-
ciais com valores pré-estabelecidos 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 sdo dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada laboratério esta-
beleca seu proprio intervalo de referéncia.

ESTUDOS COMPARATIVOS. Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia simi-
lar produziram os seguintes resultados:

Namero de amostras 52

Coeficiente de correlacao 0,995
Inclinacao 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 Amostral | Amostra2
Média (mg/dL) 9,90 90,05
D.P.(mg/dL) 045 083
CV. (%) 454 1,66

EXATIDAO. Estudos de exatidzo foram executados com dois niveis te contrale (normal e patol6gico) sen-

"h = wniCemi’C .an SR su-BR &G

do que cada amostra foi dosada em 5 vezes em 3 periodos diferentes e 0s seguintes dados estatisticos
foram encontrados:

N=15 Amostral | Amostra2
Média (mg/dL) 10,00 49,93
D.P.(mg/dL) 0,20 0,12
CV. (%) 2,00 024

SENSIBILIDADE METODOLOGICA. 8 mg/dL

ESPECIFICIDADE. Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambula-
torio e hospitalizados, pode-se inferir que o método tem uma especificidade metodologica adequada.

OBSERVAGOES.

«  Amostras comumente usadas: urina de 24 horas; urina da noite (8-12 horas); clinica ou lahoratd-
rio (1- 2 horas) e primeira amostra de urina da manha. Devido a alta variacdo diurna e intraindi-
vidual & aconselhavel testar trés amostras diferentes.

Para aumentar a sensibilidade na faixa normal, utilizar 50 L de amostra e diluir o padrdo na
proporgao 1:4 (1+ 3) em solucdo salina, usando a nova concentracéo de 50 mg/dL para reali-
zacao dos calculos.

. 0 diagnéstico clinico ndo deve ser feito apenas com os resultados de um Gnico teste, ou seja, 0s
dados clinico do paciente bem como os resultados de outros exames devem ser considerados
para conclusdo do diagndstico.

APRESENTAGAO.
Linha Bioguimica Geral: 1x 50 mL+1x 2,0 mL
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