V vida

BIOTECNOLOGIA

PROTEINAS TOTAIS
INSTRUCOES DE USO

METODO:
Biureto.

FINALIDADE:
Reagentes para a determinacdo quantitativa de proteinas no soro e em outros
liquidos bioldgicos. Somente para uso diagnéstico /n vitro.

FUNDAMENTO:

As proteinas presentes na amostra reagem com o biureto e desenvolvem uma
coloracdo roxa, cuja absorbancia em 550 nm é proporcional a concentracdo
proteica.

SIGNIFICADO CLINICO:

A dosagem de proteina total isoladamente no soro informa sobre o estado
geral do paciente, mas apresenta baixa relevancia clinica, pois a reducdo de
uma das fracdes pode ser compensada pela elevacdo de outras. O nivel de
proteinas séricas é um reflexo de sintese hepética e/ou perdas renais,
queimaduras extensas e hemodiluicdo. A elevacdo das proteinas plasmaticas
estd relacionada com quadros de artrite reumatoide, mieloma multiplo, lupus
eritematoso, endocardite bacteriana e linfogranuloma. Sua reducdo estad
associada a desnutricdo grave, hiperhidratacdo, deficiéncia de célcio,
insuficiéncia renal e deficiéncia de vitamina D.

A dosagem das proteinas no liquido sinovial tem aproximadamente 50% de
sensibilidade e 60% de especificidade nas doencas inflamatérias. Sua
determinacdo no liquido pleural é de baixa relevancia clinica a ndo ser que seja
feita uma diferenciacdo entre exsudato e transudato.

IDENTIFICACAO E ARMAZENAMENTO DOS REAGENTES:
Conservar entre 15 e 30 °C

R1 - Reagente de Cor: Tartarato de sédio e potassio 15,0 mmol/L; Hidréxido
de sédio 140,0 mmol/L; Sulfato de cobre 10,0 mmol/L; lodeto de Potéssio 15,0
mmol/L.

R2 - Reagente Padrdo: Azida sédica 0,09% p/v; Albumina 5,0 g/L.

ESTABILIDADE:

Os reagentes sdo estdveis até a data de validade impressa no rétulo, quando
armazenados entre 15 e 30 °C, se bem vedados e se for evitada a
contaminacdo durante o uso.

TRANSPORTE:
O kit ndo é afetado pelo transporte desde que seja entregue ao destinatario
no periodo méximo de 07 dias e em uma temperatura de até 37 °C.

TERMOS E CONDICOES DE GARANTIA:
O fabricante garante a qualidade do produto, se este for armazenado entre
15 e 30 °C e em sua embalagem original.

PREPARO DOS REAGENTES:
Os reagentes estdo prontos para uso.

PRECAUCOES E CUIDADOS ESPECIAIS:

O frasco do Reagente de Cor deve permanecer destampado somente

0 tempo necessério para a pipetagem, pois o reagente sofre

interferéncia do oxigénio.

A presenca de um precipitado escuro, bem como a alteracdo na cor do

reagente, sdo sinais de deterioracao.

Pequenas particulas brancas em suspenc¢do podem ocorrer devido ao

pH do reagente. Caso isso ocorra, filtrar o reagente e realizar uma

calibracdo para certificar o funcionamento do reagente.

. Aplicar os cuidados habituais de seguranca na manipula¢do dos
reagentes. O R2 contém azida sédica. N&o ingerir ou aspirar. Evitar
contato com a pele, mucosas e olhos. Se em contato, enxaguar
abundamente com dgua e consultar um médico;

. Recomendamos a aplicacdo das Boas Praticas de Laboratérios Clinicos
para a execucdo do teste;

. De acordo com as instrucdes de biosseguranga, todas as amostras
devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes;

e  Alimpeza dos materiais utilizados é de grande importancia. A vidraria
utilizada deve ser criteriosamente limpa e seca;

. Para o descarte seguro dos reagentes e materiais bioldgicos, sugerimos
utilizar as regulamentacbes normativas locais, estaduais ou federais
para a preservacao ambiental;

. N&o misturar reagentes de lotes diferentes;

. Ndo trocar as tampas dos frascos dos reagentes, evitando
contaminacdo cruzada.

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS:
e  Espectrofotometro UV/VIS;

e  Tubose pipetas;

. Cron6émetro.

AMOSTRAS BIOLOGICAS

e SORO

A proteina é estavel por até 3 dias na amostra se armazenadade2a8°Ce 7
dias a -20 °C. Soros fortemente lipémicos podem causar turvacdo. Nesse
caso, adicionar 3,0 mL de éter a reacdo de cor. Agitar por 60 minutos;
centrifugar a 2000 rpm por 5 minutos e efetuar a leitura fotométrica da
camada inferior.

. LTQUIDOS ASCITICO, PLEURAL e SINOVIAL
A amostra deve ser centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm. Utilizar o
sobrenadante para proceder com o ensaio.

INTERFERENCIAS

Todos os anticoagulantes interferem na dosagem, bem como bilirrubina
superior a 15 mg/dL, triglicéridessuperior a 170 mg/dL e hemoglobina
superior a 18 mg/L. Amostras de soro hemolisado ou contendo expansores
plasmaéticos (Dextram, Hemacel, ou PVP) fornecem valores falsamente
elevados.

PROCEDIMENTO DO TESTE

1. Observagdes:

. A observacdo minuciosa da limpeza e secagem da vidraria, da
estabilidade dos reagentes, da pipetagem, da temperatura e do tempo
de reacdo é de extrema importancia para se obter resultados precisos
e exatos;

. Na limpeza da vidraria pode-se empregar um detergente neutro. Deve-
se tomar extremo cuidado com residuos de detergente na vidraria;

e A 4gua utilizada nos laboratérios clinicos deve ser purificada
utilizando-se métodos adequados para as finalidades de uso. Colunas
deionizadoras saturadas liberam diversos fons, aminas e agentes

oxidantes que deterioram os reativos.

2. Leitura do teste:

. Comprimento de onda: 550 nm;

. Cubeta: 1 cm;

e  Temperatura: Ambiente (10 - 30 °C);

. Medicdo: Contra o reagente branco. Somente um reagente branco por
série é necessario.

3. ESQUEMA DE PIPETAGEM
. Pipetar dentro das cubetas ou tubos.

Branco Amostra/Padrao
Amostra/Padrao - 10 uL
R1-Reagente de Cor 1000 pL 1000 pL

Homogeneizar, incubar por 10 minutos a temperatura ambiente (10 — 30 °C).
Medir a absorbancia da amostra (Aa) e do padrdo (Ap) contra o reagente
branco a 550 nm. A cor é estdvel por até 60 minutos ao abrigo da luz.

4. Célculos

Ap = Absorbancia do padrao;
Aa = Absorbancia da amostra;
Cp = Concentracdo do padrao (g/dL)

Proteina (g/L) = (Aa/Ap) x Cp

Utilizando fator de calibracdo (FQ):
FC=Cp/Ap
Proteina = Aa x FC pg/dL

4.1 Exemplo com padrio:
Ap=0,220;

Aa=0,351;

Cp=4,0g/dL

Proteina (g/dL) = (Aa/Ap) x Cp
Proteina =(0,351/0,220) x 4 = 6,38 g/dL

4.2 Exemplo com fator de calibragéo:
Ap =0,220;

Aa=0,351;

Cp=4,0g/dL

FC=4/0,362 =18,20;
Proteina (g/dL) =0,351 x 18,20 = 6,38 g/dL;
CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO:

1. Linearidade da reacao:
A reacdo é linear até a concentracdo de proteina de 12 g/dL. Para valores
superiores:

1. Diluir aamostra com solu¢ao de cloreto de sédio a 0,9%,;

2. Efetuar nova determinacao;

3. Multiplicar o valor obtido pelo fator de diluicdo empregado.
Recomenda-se inicialmente a diluicdo 1+1.

2. Valores de referéncia

Valor de Referéncia g/dL

Soro 6,5-8,0

Liguido Ascitico Transudato < 2,5




Liquido Ascitico Exsudato > 3,0

Liquido Pleural Transudato < 2,5

Liquido Pleural Exsudato > 3,0

Liquido Sinovial 2,5-3,0

eficacia.

SIGNIFICADO DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NO ROTULO DO PRODUTO

Para converter os valores de g/dL em g/L, multiplicar por 10.

Estes valores devem ser utilizados como uma orientacdo. E recomendado que
cada laboratério estabeleca seus préprios valores de referéncia.

3. Sensibilidade
0,26 mg/dL de proteina.

4. Comparac¢do de métodos

O kit para a dosagem de Proteina Total foi comparado com outros kits
comercialmente disponiveis. Amostras diversas foram utilizadas na
comparacgao dos testes, dentre essas, soros controle e amostras de pacientes.
Os resultados obtidos mostraram boa concordéncia.

5. Repetibilidade e reprodutibilidade

Foram utilizados soros controle comercialmente disponiveis para a avaliacdo
da repetibilidade e reprodutibilidade do kit. Os soros foram reconstituidos
e/ou preparados seguindo as recomendacbes do fabricante. Trinta
determinacdes dos soros controle foram realizadas com o kit de Proteina Total
da VIDA Biotecnologia para a determinacdo da repetibilidade e 10
determinacdes por soro controle para a reprodutibilidade. As médias das
determinacdes foram calculadas e comparadas com os valores alvo.

5.1 Repetibilidade

Soro N MEDIA DP CV%
Controle

SC1 30 7,04 0,28 3,98

SC2 30 5,31 0,17 3,20

SC3 30 6,43 0,23 3,58

5.2 Reprodutibilidade

Soro N MEDIA DP V%
Controle

SC1 10 7,12 0,32 4,49

SC2 10 5,47 0,21 3,84

SC3 10 6,48 0,28 4,32

6. Controle de Qualidade

Foram utilizados soros controle comercialmente disponiveis para a avaliacdo
do kit. Os soros foram reconstituidos e/ou preparados seguindo as
recomendacdes do fabricante. Dez determinacdes dos soros controle foram
realizadas com o kit de Proteina Total da VIDA Biotecnologia. As médias das
determinacdes foram calculadas e comparadas com os valores alvo.

Cosnotr-?)le Valor alvo Médliggzxglores % de Recuperacdo
SC1 7,08 7,12 100,6
sc2 6,41 6,47 100,9
SC3 5,38 5,31 98,7

Todo soro controle contendo valores determinados pelo método do Biureto
para Proteina Total pode ser empregado.

RISCOS RESIDUAIS IDENTIFICADOS

As medidas de reducdo dos riscos foram implementadas e o produto ndo
apresenta riscos maiores que os beneficios obtidos com o seu uso; e se usado
por profissionais qualificados e treinados, cientes das precaugoes descritas
nos produtos, desempenhard suas funcdes com qualidade, seguranca e

Contedldo suficiente para <n> testes

APRESENTACAO DOKIT
NUMERO DE
cODIGO REAGENTE VOLUME DETERMINACOES
R1-COR 1X250,0 mL
100/530-250 R2 — PADRAO 1x3,0mL 250

Data limite de utilizagdo do produto (dd/mm/aaaa)
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INFORMACOES AO CONSUMIDOR:

A VIDA Biotecnologia garante o desempenho deste produto dentro das
especificacoes até a data de expiracdo indicada nos rétulos, desde que
cuidados de utilizacdo e armazenamento indicados nos rétulos e nessa
instrucdo sejam seguidos corretamente.

N° DO LOTE, DATA DE FABRICAGCAO E DATA DE VALIDADE, VIDE ROTULO DO
PRODUTO.

PRODUZIDO E DISTRIBU{DO POR: VIDA Biotecnologia LTDA

CNPJ: 11.308.834/0001-85

Avenida José Candido da Silveira 2100 — Horto Florestal — CEP 31035-536;
Belo Horizonte. Minas Gerais — www.vidabiotecnologia.com.br
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dsa@vidabiotecnologia.com.br
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