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Utilizarea prevazuta
Pentru determinarea cantitativa a proteinelor totale din urind. Rx Only.

Semnificatia clinica

Prezenta proteinelor in urind este un indicator foarte sensibil al tulburarilor renale.
Existd patru moduri prin care pot apérea cantitdti crescute de proteine:
permeabilitate  glomerulard crescutd; reabsorbtie tubulard defectuoass;
concentratie plasmatica crescutd a unei proteine anormale, cu masa moleculara
mic&; si secretie anormald de proteine n tractul urinar.! Albuminuria, cantitati
crescute de albumina in uring, a fost recunoscuta ca un indicator precoce al
afectarii renale in diabet, care poate fi inversata dacd este detectata si tratata din
timp.2

Istoricul metodei

Au fost descrise diferite metode pentru determinarea concentratiilor de proteine
din fluidele biologice. Aceste metode se bazeaza pe proceduri colorimetrice,
turbidimetrice, electroforetice sau imunologice.34 Metodele de legare a
colorantilor sunt caracterizate ca avand o precizie si sensibilitate buna. Metoda
Albastru de Coomassies este foarte sensibila, dar reactivii pateaza vasele din
sticla si plastic.

Metoda se bazeazd pe procedura dezvoltata de Fuijita® si Watanabe.” Este o
metodd, sensibila de legare a colorantilor care utilizeazd rosu de pirogalol.
Metoda coloreaza rareori cuvetele sau tuburile de plastic si poate fi automatizata.

Principiul

Rosu de pirogalol este combinat cu acidul de molibden la un pH scazut. Céand
complexul este combinat cu proteine, se formeaza o culoare albastru-violet.
Cresterea absorbantei la 600 nm este direct proportionald cu concentratia de
proteine din proba.

Reactivi

1. REACTIV MICROPROTEINE: Contine solutie tampon, rosu de pirogalol
0,067 mmol/L, stabilizator molibdat de sodiu 0,153 mmol/L, surfactanti si
conservant.

2. SOLUTIE PROTEICA STANDARD: Contine albuming 50 mg/dL cu azida
de sodiu 0,05% drept conservant.

Prepararea reactivului
Reactivul de microproteine si solutia proteicd standard sunt fumizate gata de
utilizare.

Depozitarea reactivului

Depozitati reactivul de microproteine si solutia proteicd standard la frigider (2-
8°C). Reactivul si standardul sunt stabili pana la data de expirare indicata pe
eticheta.

Precautii

1. Reactivul de microproteine este doar pentru diagnostic in vitro.

2. Trebuie respectate precautile normale pentru manipularea reactivilor de
laborator.

3. Solutia proteica standard contine azida de sodiu. A nu se ingera. Poate
reactiona cu cuprul sau plumbul, formand azide metalice foarte explozive.
La eliminare, spélati cu multa apa pentru a preveni acumularea azidei.

Deteriorarea reactivului/standardului

Reactivul si standardul trebuie s& fie transparenti. Nu utilizati in caz de
turbiditate.  Neatingerea valorilor solutiilor de control testate poate indica
deteriorarea reactivului sau standardului. Nu utilizati dacé absorbanta reactivului
la 600 nm este sub 0,100.

Recoltarea si depozitarea specimenelor

Se recomanda ca recoltarea specimenelor sa se realizeze conform documentului
NCCLS M29-T2. Specimenele care contin particule vizibile trebuie clarificate prin
centrifugare inainte de testare.

URINA: Testele se efectueaza pe probe recoltate in 24 de ore. Urina nu trebuie
colectata in timpul perioadelor de exercitii fizice, din cauza efectului acestora
asupra concentratiei de albumind. Determindrile proteinelor trebuie realizate cu
specimene proaspete. Dacd testul nu poate fi efectuat cu urind proaspats,
specimenele pot fi depozitate la —20°C pana la un an.8 NOTA: Hemoglobina
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poate creste valorile obtinute ale proteinelor totale, NU UTILIZATI probe care contin
sange.

Interactiuni

Se recomanda sa nu folositi probe de urind cu conservanti addugati, deoarece s-a
dovedit ca unii conservanti adaugati, cum ar fi HCL si acidul benzoic, interfereaza in
analiza proteinelor, dand rezultate fals scazute.” S-a constatat ca bilirubina la un nivel
de 20 mg/dL si acidul ascorbic pana la un nivel de 3,0 mg/dL nu interfereaza cu testul.
(Abatere sub 3,0% pentru probele din intervalul 130,0-132,0 mg/dL si sub 17% pentru
probele masurate in intervalul 9,2-12,5 mg/dL) Hemoglobina fiind o protein, va creste
valorile obtinute ale proteinelor totale. S-a constatat ca variatia pH-ului nu are niciun
efect asupra determindrii proteinelor totale. Efectele variatiei gravitatiei specifice nu au
fost evaluate. Anumite substante si medicamente pot interfera, consultati Fujita.5

Materiale furnizate
1. Reactiv microproteine
2. Solutie proteicé standard

Materiale necesare, dar nefurnizate
Dispozitive de pipetare precise.

Tuburi de testare/rack

Baie de apa sau bloc de incélzire (37°C)
Cronometru.

Spectrofotometru capabil sa masoare la 600 nm.

Procedura (automata)
Procedurile aplicatiilor sunt disponibile pentru diverse instrumente automate discrete.
Contactati serviciul tehnic.

Procedura (manuala)

1. Etichetati tuburile de testare ,Martor”, ,Standard”, ,Solutie de control’, ,Probe”
etc.

2. Pipetati 1,0 mL de reactiv de microproteine in fiecare tub.

3. Léasati tuburile sa se incalzeasc la 37°C.

4. Pipetati 0,02 mL (20 uL) de apd deionizata, standard, solutii de control si probe in
tuburile etichetate corespunzator.

5. Lasati sa incubeze la 37°C timp de 5 minute.

6.  Dupa 5 minute, setati spectrofotometrul la 600 nm si setati instrumentul la zero cu
tubul MARTOR.

7. Cititi si inregistrati absorbanta (Abs) standardului, a solutiilor de control si a
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probelor.

8.  Pentru a determina concentratia de microproteine a probelor, consultati sectiunea
,Calcule”.

Calibrarea

Utilizati o solutie proteica standard apoasa (trasabild conform NIST SRM 927¢).

Controlul calitatii

Pentru aceasta procedura trebuie aplicata practica standard pentru controlul calitatii.
Solutiile de control pentru urind disponibile pe piata (2 niveluri) trebuie utilizate pentru a
monitoriza variatiile acceptabile zilnice. Un nivel de performanta satisfacétor este atins
céand valorile obtinute ale analitului se incadreaza in intervalul acceptabil stabilit de
laborator.

Calcule
Valorile proteinelor sunt exprimate ca mg/dL.

Proteine (mg/dL) = Abs necunoscuta x Conc. std.
Abs Std.

Unde:

Abs necunoscuta = Absorbanta probei necunoscute

Abs Std. = Absorbanta standardului

Conc. std. = Concentratia standardului (50 mg/dL)

Exemplu:

Abs necunoscutd = 0,085

Abs std = 0,195

Conc. std. = 50 mg/dL

Proteine (mg/dL) = 0,085 x 50 = 21,8 mg/dL
0.195
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Pentru a determina proteinele urinare pe 24 de ore, méasurati volumul total de
urin pe 24 de ore in mL (TV) si analizati continutul de proteine din urind (mg/dL).
Calculati proteinele urinare pe 24 de ore folosind urmatoarea formula:

Proteine (mg/zi) = Proteine (mg/dL) x TV
100

Unde: TV = volumul total de urina pe 24 de ore in mL
100 = transforma mL/zi in dL pe zi
Unitati SI
Pentru a fransforma rezultatele in unitdti SI, Tnmultiti concentratia de

microproteine (mg/dL) cu 0,0100. De exemplu, concentratia de microproteine =
21,8 mg/dL x 0,0100 = 0,218 g/L.

Valori asteptate 67
Proteine urinare pe 24 de ore 28 - 141 mg/zi
Urina aleatorie Sub 10 mg/dL

NOTA: Fiecare laborator trebuie s& confirme validitatea intervalelor indicate
pentru populatia pe care o deserveste.

Performanta

1. Interval test: Procedura pentru microproteine are un interval de testare de 2,0 -
250 mg/dL. Probele cu valori care depasesc 250 mg/dL trebuie diluate cu un
volum egal de solutie salind izotonica si testate din nou. Inmultiti rezultatul cu 2
pentru a compensa dilutia.

2. Linearitatea a fost realizatd folosind unsprezece concentratii cunoscute intre
1,23 si 259,43 mg/dL. Studiul a fost efectuat pe un analizor Roche Hitachi 917.
Este afisata recuperarea grafica.
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3. Sensibilitate: Pe baza unei rezolutii a absorbantei instrumentului de 0,001,
aceasta procedura are o sensibilitate de 0,250 mg/dL. Limita de detectie a fost
identificata la 2,0 mg/dL cand absorbanta a fost masurata bicromatic la 600/700
nm (analizor de chimie Hitachi 917).

4. Comparatie: Studiile comparative intre aceastd metodd si o metoda similara
(Wako Autokit Micro TP efectuata pe Hitachi 917) a dus la un coeficient de
corelare de 0,9997 si o ecuatie de regresie liniara y=1,000x +0,83.

In studiu au fost utilizate 55 probe cu un interval 25 — 213,3 mg/dL.  Este
afisata recuperarea grafica.

Grafic corelare
300

y = 1.000x + 0.83

N

o

o
1

Pointe Scientific
=
o

o

0 100 200 300
Hitachi 917 (WAKO MICRO TP)

5. Precizie: Studii efectuate pe un analizor Roche Hitachi 917. Precizia testului a
fost evaluata in urma unei modificari a protocolului NCCLS EPT-T2. Precizia in
cadrul ciclului de procesare a fost obtinuta prin procesarea a trei probe cu 20 de
repetéri in aceeasi zi. Precizia intre ciclurile de procesare a fost obtinuta prin
procesarea a trei probe cu cinci repetari intr-o perioada de trei zile.

Urina in cadrul ciclului de procesare (N=20) Urina intre ciclurile de procesare (N=20)

Media  S.D. CV.% Media  S.D. CV.%

87 07 86 10,2 09 86

1218 21 17 1270 16 1.2

2403 17 07 2425 24 10
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Legenda simboluri

g A se utiliza pand la (AAAA-LL-ZZ) Cod lot si serie
Numar catalog d Producator

Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro /}f Limita de temperatura

=

Consultati instructiunile de utilizare
Rx Only: Numai pentru utilizare pe baza de prescriptie medicala
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Certificat pentru efectuarea reactivilor

Reactivii Pointe sunt certificati ca fiind fabricati in conformitate cu parametrii
specificati. Orice produs reactiv Pointe care nu indeplineste specificatiile prin data
de expirare indicata va fi remediat imediat fara niciun cost suplimentar.
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