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QUIMIPROT - Proteina Total

Biureto
REG. MS: 10159820240

FINALIDADE. Reacéo colorimétrica para determinacdo quantitativa da proteina total em amostras de
soro, liquido ascitico, pleural e sinovial humanos. Somente para uso diagndstico “in vitro”.

PRINCIPI0. Aproteina presente na amostra reage com fons de cobre (Il), em meio alcalino, originando
um complexo colorido que pode ser quantificado por espectrofotometria (550 nm). Aintensidade da cor
violeta é proporcional ao total da proteina presente, quando comparado a uma solugao com concen-
tracdo conhecida de proteina.

. Meio alcalino .
Proteina + Cu2+ ————— Complexo colorido

METODOLOGIA. Biureto

SIGNIFICADO CLINICO. 0 nivel de proteinas totais no soro é hasicamente um reflexo de sintese he-
patica ou da perda de proteinas devido a doencas renais, desnutricao severa, queimaduras graves e
hemodiluicao.

Aumentos nos niveis sao encontrados na desidratacdo, mieloma miltiplo, doenca hepatica cronica,
macroglobulinemia, crioglobulinemia, lupus eritematoso, artrite reumataide, sarcoidose, infeccdes
cronicas, linfogranuloma e endocardite bacteriana sub- aguda.

Diminuicdo dos niveis sdo encontrados nas doencas renal, nefrose, hiperhidratacéo, desnutricdo grave,
queimaduras graves, sindrome de ma ahsorcao, deficiéncia de célcio e vitamina D, e hepatica terminal.
Liguido Ascitico; valores abaixo de 2,5 g/dL sdo encontrados em cirrose e insuficiéncia cardiaca, acima
de 3,0 g/dL sdo encontrados em carcinomatose, ascite quilosa, pancreatite.

Liquido Pleural: valores ahaixo de 2,5 g/dL sao encontrados em cirrose, insuficiéncia cardiaca e sindro-
me nefrotica e acima de 3,0 g/dL sdo encontrados em neoplasias, infeccdes, pancreatite, colagenoses,
embolia e quilotorax.

Liquido Sinovial; valores elevados podem ocorrer em processos inflamatérios articulares.

REAGENTES.

Reagente tnico pronto para uso. Conservar entre 2 - 25°C e manter ao abrigo da luz. Contém:; Hidroxido
de sodio 600 mM, sulfato ciiprico 12 mM, tartarato de sodio e patassio 32 mM, iodeto de potassio 30 mM.
Padrao (cod.. 3006): Conservar entre 2 - 8C. Solucdo aquosa contendo concentracao padréo de pro-
teina total rastreavel ao Material de Referéncia Padrdo 927, Verifique a concentracéo do padrdo no
rotulo do frasco.

0s reagentes no abertos sdo estaveis até a data de vencimento impressa no rotulo do produto e on
hoard (em um compartimento refrigerado do analisador) possuem estahilidade de aproximadamente
20 dias. Durante o manuseio, 0s reagentes estdo sujeitos a contaminacao de natureza quimica e mi-
crobiana que podem provocar reducao da estabilidade.

PRECAUGOES E CUIDADOS REQUERIDOS.

Este reagente deve ser usado somente para diagnéstico “in vitro”. O reagente contém hidroxido de sodio
que € corrosivo e pode provocar queimaduras. Nao pipetar com a boca. Evitar contato com a pele e roupa.
No caso de contato com os olhos, lavar com grande quantidade de agua e procurar auxilio médico.

0 padrdo contém azida sédica como conservante (0,05%). Este componente pode reagir com cobre e
chumbo podendo tornar-se um metal explosivo. Ao descarta-lo, adicionar grande quantidade de agua.
Deve-se monitorar a temperatura do amhiente de trahalho bem como o tempo de reacdo para ohtencao
de resultados corretos. Nao usar se a absorhancia do branco ultrapassar 0,150 (convertido para 1,0 cm
de espaco Gtico) quando medido em 550 nm e se houver dificuldade em conseguir os valores estabe-
lecidos para 0 soro controle fresco o que indica contaminacao do reagente. Presenca de precipitado,
indica deterioracdo do reagente, ndo devendo ser usado.

MATERIAL NECESSARIO NAO FORNECIDO.

1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37°C e capaz de medir ahsor-
bancia em 550 nm (540 - 560nm).

2. Pipetas para medicdo de amostras e reagente.

3. Agua destilada/deionizada.
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4. Consumiveis do analisador quando usado.
5. Soros Controle e Calibradores.
6. Cronometro.

AMOSTRA. Soro - a proteina na amostra é estavel por 3 dias se estiver refrigerado a temperatura de
2-80C ou 7 dias a-200C.

Liguidos Ascitico, Pleural e Sinovial - centrifugar por 10minutos a 3000 rpm e utilizar o sobrenadante
para proceder 0 ensaio.

N&o utilizar amostras de urina ou liguor, devido a metodologia utilizada.

0 uso de torniguete por mais de 3 minutos, provoca o aumento do valor da albumina.

Todas as amostras e controles sao considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos ma-
nusea-las seguindo as normas estabelecidas de Biosseguranca

PREPARO DO PACIENTE. £ recomendado um jejum de 6 horas e coleta pela manha. Todavia, poderé
ser modificado segundo orientacdo médica.

INTERFERENCIAS.
+  Bilirrubina = 20 mg/dL, Hemoglobina > 100 mg/dL, Triglicérides > 196 mg/dL podem inter-
ferir no resultado.

. Lipemia, Hemolise grosseira ou expansores de plasma (Dextran, PVP e Hemacel) podem
causar resultados falsamente elevados. Todos os anticoagulantes interferem nos resultados.
+  Algumas drogas e substancias afetam a concentracdo da proteina, sugerimos consultar

Young et al.
PARAMETROS DO SISTEMA:
Temperatura 3700
Comprimento de Onda 550 nm (540 - 560 nm).
Tipo de Reagdo Colorimétrica de ponto final
Direcao Crescente

Relagdo Amostra x Reativo | 1:100
Vol. Amostra 10pL
Vol. Reagente 1,0mL

Tempo de Incubacdo 10 minutos

CALIBRAGAO. Utilizar Quimicalib Ebram C4d.7023/12023 ou 0 patiréo que acompanha o kit, para kits
com padrao. A concentracdo de proteina total no Quimicalib € rastreavel ao método de referéncia pro-
posto pelo CLSI e no padrdo ao Material de Referéncia Padrao 927.

PROCEDIMENTO AUTOMATIZADO. Aplicacdo no sistema automatizado; vide manual para utiliza-
¢do do equipamento e instrucdes de uso do reagente.

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

PROCEDIMENTO MANUAL.
1. Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo:
Branco Padréo Amostra/S.C.
Agua destilada 1oL
Calibrador 10pL
Amostra - - 10pL
Reagente 1,0mL 1,0 mL 1,0mL




2. Homogeneizar os tuhos e deixar em Banho-Maria (BM) 37°C por 10 minutos. 0 nivel de 4gua no
BM deve ser superior ao nivel de reagente nos tuhos de ensaio.

3. Zeraroaparelho com o branco do reagente a 550 nm (540 - 560nm), proceder as leituras regis-
trando as ahsorbancias do padrdo, amostra e soro controle (S.C.).

Nota: a cor final & estavel por 60 minutos em temperatura ambiente.

* Soros fortemente lipémicos exigem um branco de amostra. Adicione 0.010 mL( 10 pL) de amostra a

1.0mL de solucdo salina, homogeneizar e ler a ahsorbancia contra agua. Subtraia este valor da ahsor-

bancia do paciente para obter a leitura corrigida. Obs.: Procedimento sugerido para espectrofotome-

tros que requerem volume minimo de 1,0 mL e podem ser ajustados proporcionalmente sem influéncia

no desempenho do teste. Salientamos que volumes de amostra menores do que 10 pL aumentam a

imprecisao da medicdo em aplicagdes manuais.

cALcuLos.
(Abs.=Ahsorhancia)
(Conc. = Concentracdo)

_ _ MbsAmostra—  Conc. do padro
Abs. Padrdo (g/d)

Proteina Total
Amostra (g/dL)

Proteina Total (g/dL) Albumina (g/dL) = Globulina (g/dL)

FORMULA PARA CALCULO DA GLOBULINA:
Proteina Total (g/dL) Albumina (g/dL) = Globulina (g/dL)

EXEMPLO:

Absorbéncia da amostra= 0,350
Absorbancia do padrao = 0,400
Concentracdo do padrao = 8,0 g/dL

Proteina total = _ 030 x 80

0,400
Proteina total da amostra=7,0 g/dL

LINEARIDADE. Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é linear até 15 g/dL.
Amostras com valor superior a 15 g/dL devem ser diluidas com NaCl a ponto de ficarem entre 0,1e 15 g/
dL e os resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluicdo.

CONTROLE DE QUALIDADE. Cada lahoratério deve manter um programa interno de qualidade que
defina objetivos, procedimentos, normas, limites de tolerancia e acdes corretivas. Deve-se manter
também um sistema definido para se monitorar a variacdo analitica do sistema de medicéo. Aconse-
Ihamos o uso dos soros controle Quimicontrol Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Cod. 7024/12024
e7031/12031.

VALORES ESPERADOS.

Soro=6,5-8,0 g/dL

Liquido Ascitico- transudato = < 2,5 g/dL

Liguido Ascitico - Exsudato= < 3,0 g/dL

Liguido Pleural - Transudato =< 2,5 g/dL

Liguido Pleural - Exsudato = 3,0 g/dL

Liquido Sinovial =2,5- 3,0 g/dL

Estes valores sdo dados unicamente como titulo orientativo. £ recomendado que cada laboratdrio esta-
beleca seu proprio intervalo de referéncia.

Conversao para Unidade do Sistema Internacional (SI): g/L Proteina Total (g/dL) x 10 = Proteina Total (g/L)

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

Nimero de amostras 40
6,24-8,11
Coeficiente de Correlacao | 0.990

Intevalo dos resultados

Inclinacao 0,999
0,19 (g/dL)

Intercepta

"h = wniCemi’C .an SR su-BR &G

PRECISAO. Estudos de precisio foram executados com dois niveis (normal e patolégico) sendo que
cada amostra fora processada por 10 vezes e 0s seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=10 Nivel1 Nivel 2
Média (mg/dL) 6,24 811
D.P.(mg/dL) 0,06 01
CV. (%) 09 14

EXATIDAO. As amostras foram processadas por 10 dias consecutivos, uma vez por dia e em duplicata.
0s seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=10 Nivel 1 Nivel 2
Média (mg/dL) 6,24 81l
D.P.(mg/dL) 010 013
CV. (%) 1,6 1,6

SENSIBILIDADE METODOLOGICA. 0,1 g/dL

ESPECIFIGIDADE. Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambula-
torio e hospitalizados, pode-se inferir que 0 método tem uma especificidade metodologica adequada.

OBSERVAGUOES.

1. Alimpezae a secagem adequadas do material utilizado sdo fatores fundamentais para estabili-
dade dos reagentes e obtencéo de resultados corretos.

2. Mégua utilizada no laboratdrio deve ter a qualidade adequada a cada aplicacdo. Assim, para pre-
parar reagentes e usar nas medices, deve ter resistividade =1 mega ohm ou condutividade <1
microsiemens e concentracao de silicatos < 0,1 mg/L (4gua tipo II). Para o enxagiie da vidraria
a4gua pode ser do tipo I1l, com resistividade > 0,1 megaohms ou condutividade < 10 microsie-
mens. No enxéagiie final utilizar agua tipo Il.

APRESENTAGAO.

Linha Bioguimica Geral; 1x 200mL-+1x1,0mL
Linha Bulk; 1x 500mL

Linha Quimisat 450; 2 x 45mL
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