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Método
Colorimétrico — Vermelho de Pirogalol.

Finalidade

Sistema para a determinagao quantitativa da proteina na urina e liquor por
método reacdo de ponto final.

Somente para uso diagndstico in vitro.

Principio
As proteinas presentes na amostra reagem com o Vermelho de Pirogalol e
0 Molibdato em meio &cido formando um complexo de cor azul, com o
maximo de absorcdo em 600 nm (580 - 620 nm). A intensidade de cor
formada é diretamente proporcional a concentragdo de proteina na
amostra.

Significado Clinico

Os glomérulos funcionam como ultra filtros das proteinas plasméticas, por
isso um excelente método para avaliagdo de enfermidades renais é a
determinacéo de proteinas na urina.

Normalmente pode ocorrer uma pequena excre¢éo de proteinas na urina
com os valores podendo chegar a 15 mg/dL ou 140 mg/24 horas. Quando
ocorre deteccdo de quantidade anormal de proteinas na urina deve se
realizar a medida quantitativa da excregdo em 24 horas.

Valores aumentados de proteinas na urina levam ao diagndstico de
enfermidades renais tais como insuficiéncia renal, glomerulonefrite,
sindrome nefrética, tumores renais.

Os valores de proteintria podem também estar elevados nas hemorragias
e nos estados febris. Valores aumentados na urina, mesmo em individuos
sadios, podem apresentar apés exercicios fisicos vigorosos e na
desidratagdo. Na nefropatia diabética ocorre proteiniria intensa com
valores de 3 a 4 g/24 horas.

Valores aumentados no Liquor sdo detectados nos tumores cerebrais,
traumatismos cranianos, pressdo e hemorragias intracranianas e nas
infeccdes bacterianas ou virais como meningite, encefalite e poliomielite.
Outras situagdes agudas como stress fisico ou febre, niveis altos de
proteina na amostra também podem ser encontrados.

Reagentes

1 - Reagente de Cor - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Vermelho de
Pirogalol 60 pmol/L, Molibdato de Sédio 40 pmol/, surfactante e
conservantes. (pH 2,50).

2 - Padrao - Conservar entre 2 e 8°C. Manter bem vedado para evitar
evaporagdo. Contém: Proteinas 60 mg/dL, Azida Sddica 0,05 g/dL.

Estabilidade, Condi¢cdes de Armazenamento e Transporte

Os reagentes sdo estaveis até a data de validade impressa no rétulo do
produto e na embalagem externa quando conservados na temperatura
recomendada, bem vedados e se evitado a contaminacao durante o uso. A
temperatura de armazenamento devera ser de 2 a 8°C. Os produtos nédo
deverdo exceder as temperaturas entre 2 e 30°C por até 120 horas (5 dias)
para fins de transporte. Nao congelar.

Cuidados Especiais e Precaugdes

» As amostras a serem analisadas devem ser tratadas como material
potencialmente infectante.

« Utilizar os EPI's de acordo com as Boas Praticas de Laboratério Clinico.
» O Reagente de Cor (1) contém azida sddica que € toxica e irritante para
pele e mucosa.

* As informagdes de Descarte, Seguranga e Primeiros Socorros estdo
descritas na Ficha Individual de Seguranga de Produtos Quimicos (FISPQ)
deste produto, disponivel em www.bioanalitica.com.br ou pelo telefone
0800 006 8111.

» Reagentes de lotes diferentes ndo devem ser misturados.

* N&o trocar as tampas dos frascos dos reagentes, a fim de evitar
contaminagao cruzada.

« N&o utilizar os reagentes quando se apresentarem turvos.

» Evitar deixar os reagentes fora das condicdes de armazenamento
especificadas, quando os mesmos ndo estiverem em uso.

» O tempo de reagdo, pipetagens e temperatura de trabalho sdo muito
importantes para obtencéo de resultados corretos.

» Usar pipetas de vidro e ponteiras descartaveis especificas para cada
amostra, controle, padrédo/calibrador e reagente.

* O nivel de agua do banho-maria deve ser superior ao dos tubos de ensaio
que contém as reacoes.
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Materiais Necessarios e Nao Fornecidos

« Analisador bioquimico automatico, semiautomatico ou espectrofotdbmetro;
« Pipetas de vidro e/ou automaticas;

« Ponteiras, estantes;

* Tubos de ensaio;

« Cronbmetro;

* Banho-maria.

Amostra

A amostra de Urina é estavel por 1 dia entre 15 e 30°C, 8 dias entre 2 e
8°C, e 1 més a -20°C. A amostra de Liquor é estavel por 1 dia entre 15 e
30°C, 6 dias entre 2 e 8°C, e 1 ano a -20°C.

Para descarte dos reagentes e materiais bioloégicos devem-se seguir as
normas locais, estaduais ou federais de protecao ambiental.

Interferéncias e Limitag6es

Hematudria produz resultados falsamente elevados. A presenca de
detergentes na vidraria pode alterar significativamente os resultados das
analises.

Concentragbes de hemoglobina até 100 mg/dL ndo produzem
interferéncias significativas. Valores de hemoglobina maiores que 100
mg/dL produzem interferéncias significativas nas amostras com resultados
falsamente elevados.

Preparacao dos Reagentes
Reagente pronto para uso.

Procedimento Técnico

Equipamentos Autométicos

Para determinacdo em equipamento automatico, verificar no site
www.bioanalitica.com.br

Método de Ponto Final
Identificar 3 tubos de ensaio: B (Branco), T (Teste), P (Padréo) e proceder
como a seguir:

Branco Teste Padréo
Amostra 0,05 mL
Agua deionizada 0,05 mL
Padréo (2) 0,05 mL
Reagente de Cor (1) 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Homogeneizar bem e colocar em banho-maria 37 °C por 5 minutos. Ler a
absorbancia do Teste e do Padrdo em 600 nm (580 - 620 nm), acertando o
zero com o Branco. A cor é estavel por 30 minutos.

Esta técnica é adequada para fotbmetros cujo volume minimo de solugdo
para leitura é igual ou menor que 1,0 mL. Verificar a necessidade de ajuste
do volume, e maodificar proporcionalmente para néo alterar os calculos e o
desempenho do teste. Volumes de amostra menores que 0,01 mL s&o
criticos em aplicagBes manuais, pois aumentam a imprecisdo da medicao.

Calculos

Proteina (mg/dL) = (Absorbancia do Teste + Absorbancia do Padrdo) x
Concentracao do Padrao

Fator de Calibrag@o = Concentracdo do Padréo + Absorbancia do Padréo

Exemplo com Padréo

Absorbéancia do Teste = 0,136

Absorbancia do Padrédo = 0,380
Concentracéo do Padrao = 60 mg/dL
Proteina = (0,136 + 0,380) x 60 = 21,5 mg/dL

Exemplo com fator de Calibragéo
Fc =60+ 0,380 = 157,9
Proteina = 0,136 x 157,9 = 21,5 mg/dL

Dosagem da Proteina em Urina de 24 horas

Efetuar a andlise da urina de 24 horas utilizando uma amostra do volume
total. Multiplicar o resultado obtido pelo volume total urindrio (mL) e
dividindo o resultado por 100.

Proteina (mg/24 h) = (mg/dL x volume urinario em mL) + 100
Os resultados serdo expressos em mg/24h.
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Caracteristicas do Desempenho

Comparacao de Métodos

O método foi comparado com outro produto com metodologia semelhante
através de 20 amostras de soro humano. Através de modelos estatisticos,
os resultados foram analisados e resultaram na equagdo de regresséo
linear onde Método Bioanalitica (y) = -0,623 + 1,090* Método comparativo
(x) e coeficiente de correlagéo igual a 0,992.

Sensibilidade

Uma amostra isenta de proteinas foi utilizada para calcular o limite de
deteccéo do ensaio. A média encontrada foi 1,500 mg/dL equivalente a 20
determinagdes, com desvio padréo de 0,1657 mg/dL. A sensibilidade, que
indica o limite de deteccédo do método, corresponde a média mais 3 vezes
o0 desvio padréo, que é igual a 1,9940 mg/dL.

Linearidade

A reacgdo é linear até 100 mg/dL. Para amostras com valores acima de 100
mg/dL, diluir a amostra com Cloreto de Sédio 150 mmol/L (0,85%), repetir
a dosagem e multiplicar o resultado obtido pelo fator de dilui¢cédo.

Repetitividade

A repetitividade foi calculada a partir de 20 determinacdes sucessivas,
utilizando 3 amostras com concentragdes diferentes, obtendo-se os
seguintes resultados:

Amostra 1l | Amostra2 | Amostra 3
Concentragdo Média (mg/dL) 6,84 57,62 90,61
Desvio Padrdo (mg/dL) 0,34 0,30 1,43
Coeficiente de Variagéo (%) 4,98 0,52 1,58

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade foi calculada a partir de 20 determinacdes sucessivas
durante 20 dias consecutivos, utilizando 3 amostras com concentragdes
diferentes, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1 | Amostra 2 | Amostra 3
Concentragédo Média (mg/dL) 9,14 51,69 111,40
Desvio Padrdo (mg/dL) 0,09 0,24 1,39
Coeficiente de Variagdo (%) 1,01 0,47 1,25

Valores de Referéncia

Estes valores de referéncia devem ser usados apenas como orientagdo.
Sugere-se que cada laboratério estabeleca seus proprios valores para
populacao atendida. Os resultados dos testes devem ser analisados por um
profissional responsavel.

Liquor - Adultos: 15 a 45 mg/dL
Criangas e adolescentes:

0 a 30 dias: 0 a 153 mg/dL

31 a 90 dias: 15 a 93 mg/dL

Até 2 anos: 15 a 48 mg/dL
Acima de 2 anos: 15 a 45 mg/dL

Urina - Criangas e adultos:

Amostra aleatdria: Até 15 mg/dL

Urina de 24 horas: 28 a 141 mg/24 horas

Para converter os valores de mg/dL em g/L (SI) multiplicar por 0,01.

Controle Interno da Qualidade

O laboratério clinico deve possuir um programa interno de controle da
qualidade, para assegurar que todos os procedimentos, normas, limites e
tolerncia para variagdes sejam claramente definidos. Ressaltamos que
todos os sistemas de medicdo apresentam uma variabilidade analitica, que
deve ser monitorada pelos laboratérios. Portanto, é recomendavel a
utilizacé@o de controles, que permitem avaliar a precisdo e a exatidao das
dosagens. Sugere-se utilizar solugbes estabilizadas da linha de controle e
calibradores Bioanalitica.
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Observagdes

* A limpeza e secagem adequadas do material usado s&o fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtencao de resultados
corretos.

» A agua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de
agentes contaminantes. A limpeza da vidraria deve ser feita com detergente
neutro. O enxague deve ser exaustivo sendo os Ultimos com &gua destilada
ou deionizada.

» A agua utilizada no laboratério deve ter a qualidade adequada a cada
aplicacdo. Assim, para preparar reagentes e usar nas medicdes, a agua
deve ser do Tipo Il, com resistividade > 1 megaohms/ cm ou condutividade
< 1 microsiemens /cm e concentracéo de silicatos < 0,1 mg/L. Para o
enxague inicial da vidraria, a &gua pode ser do Tipo lll, com resistividade >
0,1 megahoms ou condutividade < 10 microsiemens.

No enxague final, utilizar &gua do Tipo Il. Coluna deionizadora com sua
capacidade saturada libera agua alcalina, véarios fons e também
substancias com grande poder de oxidag&o ou reducéo que deterioram os
reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando de maneira
imprevisivel os resultados. Assim, é fundamental estabelecer um programa
de controle da qualidade da agua.
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Termos e Condi¢des de Garantia

A Bioanalitica Diagnostica garante o desempenho e a qualidade deste
produto, dentro das especificacdes, até a data de expiragdo indicada nos
rétulos, desde que utilizados, armazenados e transportados nas condiges
adequadas.

Apresentacdes
Ref. Volume Reagente 1 Reagente 2
BA331-1 25 mL 25 mL 1x25mL
BA331-2 50 mL 50 mL 2x25 mL
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