/i POINTE

Microprotein
Reagent Set

HORIBA Instruments Incorporated

5449 Research Drive, Canton, Ml 48188
Phone: 734-487-8300; (800) 445-9853

HORIBA

Pointe

Przeznaczenie
Do ilosciowego oznaczania biatka catkowitego w moczu. Rx Only.

Znaczenie kliniczne

Obecnos¢ biatka w moczu jest bardzo czutym wskaznikiem zaburzen czynnosci
nerek. Istniejg cztery przyczyny wystepowania zwiekszonej ilosci biatka:
zwigkszona przepuszczalno$¢ kiebuszkéw nerkowych; wadliwa resorpcja
kanalikowa; zwigkszone stezenie w osoczu nieprawidiowego biatka o matej
masie czasteczkowej; i nieprawidtowe wydzielanie biatka do drég moczowych.!
Albuminuria, zwigkszona ilos¢ albumin w moczu, zostata uznana za wczesny
wskaznik uszkodzenia nerek w cukrzycy, ktére mozna odwréci¢, jesli zostanie
wczesnie wykryte i leczone.2

Historia metody

Opisano rézne metody oznaczania stezen biatek w plynach biologicznych.
Metody te opieraja si¢ na procedurach kolorymetrycznych, turbidymetrycznych,
elektroforetycznych lub immunologicznych.34 Metody wigzania barwnika
charakteryzujg sie dobra precyzjg i czutoscig. Metoda Coomassie BlueS jest
bardzo czuta, ale odczynniki barwig naczynia szklane i plastikowe.

Metoda ta opiera si¢ na procedurze opracowanej przez Fujita® i Watanabe.” Jest
to czuta metoda kolorymetryczna wigzaca barwnik, wykorzystujaca czerwien
pirogalolowa. Ta metoda rzadko powoduje plamienie kuwet lub plastikowych
rurek i moze by¢ zautomatyzowana.

Zasada

Pyrogalol Red jest faczony z kwasem molibdenowym przy niskim pH. Gdy
kompleks faczy sie z biatkiem, powstaje niebiesko-fioletowy kolor. Wzrost
absorbanciji przy 600 nm jest wprost proporcjonalny do stezenia biatka w prébce.

Odczynniki

1. MICROPROTEIN REAGENT: Zawiera bufor, czerwien pirogalolowg 0,067
mmol/l, stabilizator molibdenian sodu 0,153 mmol/l, $rodki powierzchniowo
czynne i konserwant.

2. PROTEIN STANDARD SOLUTION: Zawiera albuming 50 mg/dl w soli
fizjologicznej z azydkiem sodu 0,05% jako $rodkiem konserwujacym.

Przygotowanie odczynnika
Odczynnik Microprotein i standardowy roztwor biatka sg gotowe do uzycia.

Przygotowanie odczynnika
Przechowywa¢ odczynnik Microprotein i standard biatka w lodéwce (2-8°C).
Odczynnik i wzorzec sg stabilne do daty waznosci podanej na etykietach.

Srodki ostroznosci

1. Odczynnik Microprotein jest przeznaczony wytacznie do diagnostyki in vitro.

2. Nalezy przestrzega¢ zwyklych $rodkéw ostroznosci stosowanych przy

obchodzeniu si¢ z odczynnikami laboratoryjnymi.

3. Standard biatka zawiera azydek sodu. Nie spozywa¢. Moze reagowac z
ofowianymi lub miedzianymi instalacjami rurowymi, tworzac wysoce
wybuchowe azydki metali. Podczas usuwania sptuka¢ duzg iloscig wody,
aby zapobiec gromadzeniu sie azydku.

Pogorszenie jakosci odczynnika/standardu

Odczynnik i standard powinny byé klarowne. Nie uzywaé, jesli jest metny.
Nieosiagniecie oznaczonych wartoéci kontrolnych moze wskazywaé na
pogorszenie jakosci odczynnika i/lub standardu. Nie uzywac, jesli absorbancja
odczynnika przy 600 nm jest mniejsza niz 0,100.

Pobieranie i przechowywanie prébki

Zaleca sie, aby pobieranie probek odbywato si¢ zgodnie z dokumentem NCCLS
M29-T2. Prébki zawierajace widoczne czastki state nalezy przed badaniem
odwirowac.

MOCZ: Testy przeprowadza sie na dobowej zbiérce moczu. Moczu nie nalezy
pobiera¢ w okresie wzmozonego wysitku ze wzgledu na wzrost stezenia albumin.
Oznaczenie biatka nalezy wykonywa¢ na $wiezych probkach. Je$li nie mozna
wykonac testu bezposrednio po pobraniu, probki mozna przechowywaé¢ w temp. -
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UWAGA: Hemoglobina moze zwigksza¢ wartosci odzyskanego biatka catkowitego, NIE
UZYWAC prébek zawierajacych krew.

Interferencje

Zaleca sie, aby nie uzywa¢ prébek moczu z dodatkiem $rodkéw konserwujacych,
poniewaz wykazano, ze niektére dodane $rodki konserwujace, takie jak HCL i kwas
benzoesowy, zaktdcajg oznaczenie biatka, dajac fatszywie niskie wyniki.” Bilirubina do
poziomu 20 mg/dl i kwas askorbinowy do stwierdzono, ze poziom 3,0 mg/dl nie zakiéca
testu. (Mniej niz 3,0% odchylenie dla prébek w zakresie 130,0-132,0 mg/dl i mniej niz
17% dla probek mierzonych w zakresie 9,2-12,5 mg/dl) Hemoglobina, bedac biatkiem,
zwiekszy wartosci odzyskanego biatka catkowitego. Stwierdzono, ze zmiany pH nie
maja wplywu na oznaczanie biatka catkowitego. Nie oceniano wptywu zmiennoSci
ciezaru whasciwego. Niektore leki i leki moga przeszkadzaé, patrz Fujita.6

Materialy wymagane
1. Odczynnik mikrobiatkowy
2. Wzorcowy roztwor biatka

Materialy wymagane, niedostarczane

Dokfadne urzadzenia do pipetowania.

Probéwki/Statyw

Kapiel wodna lub blok grzejny (37°C)

Minutnik.

5. Spektrofotometr z mozliwo$cia odczytu przy diugosci fali 600 nm.
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Procedura (automatyczna)
Procedury aplikacyjne sq dostepne dla réznych analizatoréw automatycznych.
Prosimy o kontakt z Serwisem Technicznym.

Procedura (Manualna)

1. Oznaczy¢ probowki etykieta ,Pusta”, ,Standardowa”, ,Kontrolna”, ,Probki” itp.

2. Odpipetowac 1,0 ml odczynnika Microprotein do kazdej probdwki.

3. Ogrza¢ probowki do 37°C.

4. Odpipetowa¢ 0,02 ml (20 ul) wody dejonizowanej, standard, kontrole i prébki do
odpowiednio oznakowanych probéwek.

5. Inkubowaé¢ w temperaturze 37°C przez 5 minut.

6. Po 5 minutach ustaw spektrofotometr na 600nm i wyzeruj instrument za pomoca,
CZYSTEJ probowki.

7. Odczytaj i zapisz absorbancje (Abs) wzorca, kontroli i probek.

8. Aby okresli¢ stezenie mikroprotein w prébkach, patrz Sekcja ,Obliczenia”.

Kalibracja
Uzyj wodnego standardu biatka (zgodnego z NIST SRM 927c).

Kontrola jakosci

Do tej procedury nalezy zastosowa¢ standardowg praktyke kontroli jako$ci. Do
monitorowania dziennych dopuszczalnych odchylen nalezy stosowa¢ dostepne w
handlu kontrole moczu (2 poziomy). Zadowalajacy poziom wydajnosci jest osiagany,
gdy uzyskane wartosci analitow mieszcza sie w dopuszczalnym zakresie ustalonym
przez laboratorium.

Obliczenia
Wartosci biatka wyrazono w mg/dl.

Biatko (mg/dl) = Abs Unk x Stezenie STD..
Abs Std.

Where:

Abs Unk = Absorbancja nieznanej probki

Abs Std. = Absorbancja standardu

Stezenie STD. = Stezenie standardu (50 mg/dl)

Przyktad:

Abs Unk = 0.085

Abs Std = 0.195

Stezenie STD. = 50 mg/d|
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Biatko (mg/dl) = 0.085 x 50 = 21.8 mg/d
0.195

Aby okresli¢ 24-godzinne biatko w moczu, zmierz catkowitg 24-godzinng objeto$¢
moczu w ml (TV) i oznacz zawarto$¢ biatka w moczu (mg/dl). Oblicz 24-godzinne
biatko w moczu, korzystajac z nastepujgcego wzoru:

Biatko (mg/day) = Biatko (mg/dl) x TV
100

Gdzie: TV = objeto$¢ dobowej zbiorki moczu
100 = konwersja ml/dzien na dl/dzien

Jednostki SI
Aby przeliczy¢ wyniki na jednostki SI, pomnoz stezenie mikrobiatka (mg/dl) przez
0,0100. Na przyktad stezenie mikrobiatka = 21,8 mg/dl x 0,0100 = 0,218 g/I.

Wartosci oczekiwanes,7
Blatko w DZM
Biatko przygodne

28 - 141 mg/day
Ponizej 10 mg/dl

UWAGA: Kazde laboratorium powinno potwierdzi¢ wazno$¢ podanych zakreséw
przedziatéw dla populacii, ktérg bada.

Wydajnos¢

1. Zakres testu: Procedura Microprotein ma zakres testu 2,0 - 250 mg/dl. Prébki

przekraczajace 250 mg/dl nalezy rozciefczy¢ takg sama objetoscig izotonicznego

roztworu soli i ponownie zbada¢. Pomnéz wynik przez 2, aby skompensowaé
rozcieAczenie.

2. Pomiar liniowosci wykonano przy uzyciu jedenastu znanych stezen w zakresie
od 1,23 do 259,43 mg/dl. Badanie przeprowadzono na analizatorze Roche
Hitachi 917. Wyswietlane jest odzyskiwanie graficzne.

Wykres liniowosci

Mierzone stezenie

Przypisane stezenie

3. Czulo$¢: W oparciu o rozdzielczo$¢ absorbancji instrumentu wynoszaca 0,001,
czutos¢ tej procedury wynosi 0,250 mg/dl. Stwierdzono, Ze granica
wykrywalnosci wynosi 2,0 mg/dl, gdy absorbancje odczytano bichromatycznie
przy 600/700 nm (analizator chemiczny Hitachi 917).

4. Poréwnanie: Badania miedzy obecng metodg a podobng metodg (Wako Autokit
Micro TP przeprowadzone na Hitachi 917) daty wspétczynnik korelacji 0,9997 i
réwnanie regresji y=1,000x +0,83

W badaniu wykorzystano 55 probek o zakresie 2,5 — 213,3 mg/dl. WySwietlane
jest odzyskiwanie graficzne.

Wykres korelacji
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Hitachi 917 (WAKO MICRO TP)

Precyzja: Badania przeprowadzone na analizatorze Roche Hitachi 917. Precyzje
testu oceniono po modyfikacji protokotu NCCLS EPT-T2. Dane dotyczace
precyzji w ramach serii uzyskano, badajac trzy prébki w powtorzeniach po 20
tego samego dnia. Dane Run to Run uzyskano, analizujac trzy probki w
powtdrzeniach po pie¢ w okresie trzech dni.

) W serii (N=20)  Catkowita (N=20)
Srednia  S.D. CV.% Srednia S.D. CV.%
8.7 0.7 8.6 10.2 0.9 8.6

1218 2.1 1.7
240.3 1.7 0.7

127.0 1.6 1.2
2425 24 1.0
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Certyfikacja

Odczynniki Pointe sq certyfikowane zgodnie z okre$lonymi parametrami.
Kazdy odczynnik Pointe, ktory nie spetnia specyfikacji w podanym terminie
wazno$ci, zostanie natychmiast i bezptatnie wymieniony.
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