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Proteinas Totales

AA

Método colorimétrico para la determinacion de proteinas

totales en suero

SIGNIFICACION CLINICA

Las proteinas son compuestos organicos macromoleculares,
ampliamente distribuidos en el organismo, esenciales para la
vida. Actian como elementos estructurales y de transporte y
aparecen bajo la forma de enzimas, hormonas, anticuerpos,
factores de coagulacion, etc.

En el plasma, las proteinas contribuyen a mantener el vo-
lumen del fluido circulante, transportan sustancias relativa-
mente insolubles y actuan en la inactivacion de compuestos
téxicos y en la defensa contra agentes invasores.

La determinacion de proteinas totales es Util para el monitoreo
de cambios ocasionados por diversos estados de enfermedad.
En condiciones patoldgicas como pérdidas renales, desnutri-
cién, infecciones prolongadas, etc., suelen presentarse hipo-
proteinemias, mientras que en otras como mieloma multiple,
endocarditis bacteriana y hemoconcentracion de diversos
origenes, (ej.: deshidratacion) se observan hiperproteinemias.

FUNDAMENTOS DEL METODO

Los enlaces peptidicos de las proteinas reaccionan con el
i6n cuprico en medio alcalino, para dar un complejo color
violeta con maximo de absorcién a 540 nm, cuya intensidad
es proporcional a la concentracion de proteinas totales en
la muestra.

REACTIVO PROVISTO
A. Reactivo A: complejo EDTA/Cu 13 mmol/l en hidroxido
de sodio 875 mmol/l y alquil aril poliéter (AAP).

REACTIVO NO PROVISTO
Calibrador A plus / Proti 2 Suero Patrén de Wiener lab.

INSTRUCCIONES PARA SU USO
Reactivo A: listo para usar.

PRECAUCIONES

El Reactivo Provisto es para uso diagndstico "in vitro".

El Reactivo A es corrosivo. H319: Provoca irritacién ocular
grave. H314: Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones
oculares graves. P262: Evitar el contacto con los ojos, la piel o
laropa. P305 + P351 + P338: EN CASO DE CONTACTO CON
LOS OJOS: Enjuagar cuidadosamente con agua durante varios
minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil.
Seguir enjuagando. P302 + P352: EN CASO DE CONTACTO
CON LAPIEL: Lavar con agua y jabon abundantes. P280: Lle-
var guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion. Utilizar los
reactivos guardando las precauciones habituales de trabajo en
el laboratorio de andlisis clinicos. Todos los reactivos y las mues-
tras deben descartarse de acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivo Provisto: es estable a temperatura ambiente hasta
la fecha de vencimiento indicada en la caja.

MUESTRA

Suero

a) Recoleccion: debe obtenerse suero libre de hemdlisis.

b) Aditivos: no se requieren.

c) Sustancias interferentes conocidas: no se observa
interferencia por bilirrubina hasta 100 mg/l, ni hemolisis ligera
y en ningun caso se presenta turbiedad por quilomicrones.
Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las
drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: si no
se procesa inmediatamente el suero puede conservarse hasta
3 dias en refrigerador (2-10°C) o una semana en congelador.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotémetro o fotocolorimetro.

- Micropipetas y pipetas para medir los volumenes indicados.
- Tubos o cubetas espectrofotométricas.

- Bafio de agua a 37°C.

- Reloj o timer.

CONDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 540 nm en espectrofotémetro o en
fotocolorimetro con filtro verde (520-560 nm).

- Temperatura de reaccion: 37°C

- Tiempo de reaccion: 15 minutos

- Volumen de muestra: 20 ul

- Volumen de Reactivo A: 2,0 ml (Ver PERFORMANCE)

- Volumen final de reaccién: 2,02 ml

PROCEDIMIENTO
En tres tubos marcados B (Blanco), S (Standard) y D
(Desconocido), colocar:

B S D
Calibrador / Suero Patron - 20 ul -
Muestra - - 20 ul
Reactivo A 2,0ml 2,0ml 2,0ml

Mezclar con varilla. Incubar durante 15 minutos a 37°C.
Leer en espectrofotometro a 540 nm o en fotocolorime-
tro con filtro verde (520-560 nm) llevando a cero con el
Blanco de Reactivo.
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ESTABILIDAD DE LA MEZCLA DE REACCION FINAL
El color de la reaccion es estable durante 12 horas por lo que
la absorbancia debe ser leida dentro de ese lapso.

CALCULO DE LOS RESULTADOS
Empleando el Suero Patrén tal como se indica en PROCE-
DIMIENTO, los calculos se realizan como sigue:

PT. (g/dl)"

S

*Concentracion de proteinas totales en el Calibrador A plus
o en el Suero Patrén

Albumina (g/dl)
P.T. (g/dl) - Alb. (g/dl)

Proteinas totales (g/dl) = D x f f=

Relacion A/G =

Curva de calibracion

Para constatar que el fotocolorimetro tenga una respuesta
lineal en la longitud de onda fijada para la reaccién, puede
prepararse una curva de calibracion con cantidades cre-
cientes de Suero Patrén (ej.: 20 y 40 ul) con un volumen de
Reactivo Ade 2,0 ml en todos los casos. Si el valor obtenido
para el segundo tubo se aparta en mas de un 5% del cal-
culado de acuerdo a la lectura del primero debe emplearse
para los calculos la curva de calibracion.

CONVERSION DE UNIDADES AL SISTEMA SI
Proteinas totales (g/dl) x 10 = Proteinas totales (g/l)

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Procesar 2 niveles de un material de control de calidad
(Standatrol S-E 2 niveles) con concentraciones conocidas
de proteinas totales, con cada determinacion.

VALORES DE REFERENCIA

Se determind el contenido de proteinas totales en suero de
personas sanas, de ambos sexos, con alimentacion mixta
normal y edades entre 17 y 40 afios.

Se obtuvieron los siguientes rangos:

Proteinas totales: 6,1 a 7,9 g/dl

Relaciéon A/G: 1,2 a 2,2

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios
valores de referencia.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes en MUESTRA.

Puede usarse plasma como muestra, pero el resultado de
la proteinemia estara incrementado en 0,2 g/dl debido a la
presencia de fibrinégeno, que no esta considerado dentro
de la definicion de Proteinas Totales.

PERFORMANCE

a) Reproducibilidad: procesando replicados de las mismas
muestras en distintos dias se obtuvieron los siguientes
resultados:

Nivel D.S. C.V.
4,6 g/di + 0,022 g/dl 0,49 %
5,8 g/dl +0,023 g/dl 0,56 %
7,0 g/dl +0,028 g/dl 0,39 %

b) Recuperaciéon: agregando cantidades conocidas de
proteinas a distintas muestras se obtuvo una recuperacion
de 96 a 103 %.

c) Limite de deteccion: depende del fotdmetro empleado
y de la longitud de onda. De acuerdo con la sensibilidad
requerida para un AA minimo de 0,001, el menor cambio
de concentracion detectable sera de 0,01 g/dl.

d) Linealidad: la reaccion es lineal hasta 17 g/dl.

Si el instrumento usado en la lectura tuviese baja sensibilidad
fotocolorimétrica, puede emplearse 20 ul de muestra con 1,5 mi
de Reactivo A. En este caso la linealidad alcanza a 12 g/dl de
proteinas totales.

PARAMETROS PARA ANALIZADORES AUTOMATICOS
Para las instrucciones de programacion consulte el manual
del usuario del analizador en uso.

Para la calibracion, se puede utilizar Calibrador A plus de
Wiener lab.

PRESENTACION
-10 x 20 ml (Céd. 1009327).
- 10 x 20 ml (Céd. 1009630).
-10 x 20 ml (Céd. 1009273).
- 6 x 120 ml (Céd. 1690009).
-2 x 40 ml (Céd. 1009805).

- 3 x 40 ml (C4d. 1008159).

BIBLIOGRAFIA

- Gasbarro, L.; Bandinelli R. & Tomassini, G. - Clin. Chim.
Acta 36/1:275 (1972).

- Strickland, R.D.; Freeman, M.L. & Gurule E.T. - Anal. Chem.
33:545 (1961).

- Pastewka, J. W. & Ness, A.T. - Clin. Chim. Acta 12:523
(1965).

- Peters, T. Jr. - Clin. Chem. 14:1147 (1968).

- Henry, R., Sobel, C. & Berkman, S. - Anal. Chem.
29/10:1491 (1957).

- Kachmar, J.F. - Fundamentals of Clinical Chemistry - Tietz,
Saunders, pag. 177 (1970).

- Rojkin, M.L.; Olguin de Mariani, M.C.; Drappo, G.A.y Sosa,
C.F. - Biog. del Atlantico VI1/63: 1931 (1974).

-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",
AACC Press, 4" ed., 2001.
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Proteinas Totales
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Método colorimétrico para a determinacao de proteinas
totais em soro

SIGNIFICADO CLINICO

As proteinas sdo compostos organicos macromoleculares, am-
plamente distribuidos no organismo e especialmente para a vida.
Atuam como elementos estruturais e de transporte e aparecendo
como enzimas, hormonios, anticorpos, fatores coagulantes, etc.
No plasma, as proteinas contribuem a manter o volume de
fluido circulante, transportam substancias relativamente nao
sollveis e atuam na inativagdo de compostos toxicos e na
defesa contra agentes invasores.

A determinagéo de proteinas totais é util para o monitoreo
de mudancas produzidas por diferentes doengas.

Em condig¢des patoldgicas como a perda renal, desnutrigéo,
infecgbes prolongadas, etc., apresentam-se as hipoprotei-
nemias, no entanto, em outras como o mieloma multiplo,
endocardite bacteriana e hemoconcentragoes de diferentes
origens, (ex. desidratagao) observam-se as hiperproteinemias.

FUNDAMENTOS DO METODO

As ligagdes de peptideos das proteinas totais reagem com o ion
cuprico, em meio alcalino, para se obter um complexo de cor
lilds com maximo de absorbancia a 540 nm, cuja intensidade
& proporcional a concentragéo de proteinas totais na amostra.

REAGENTE FORNECIDO
A. Reagente A: complexo EDTA/Cu 13 mmol/l em hidroxido
de sadio 875 mmol/l e alquil aril poliéter (AAP).

REAGENTE NAO FORNECIDO
Calibrador A plus / Proti 2 Suero Patrén da Wiener lab.

INSTRUGOES DE USO
Reagente A: pronto para uso.

PRECAUGOES

O Reagente Fornecido é para uso diagnéstico "in vitro".

O Reagente A é corrosivo. H319: Provoca irritagéo ocular grave.
H314: Provoca queimaduras na pele e lesGes oculares graves.
P262: Nao pode entrar em contacto com os olhos, a pele ou
a roupa. P305 + P351 + P338: SE ENTRAR EM CONTACTO
COM OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente com agua durante
varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for
possivel. Continuar a enxaguar. P302 + P352: SE ENTRAR EM
CONTACTO COM A PELE: lavar com sabonete e agua abun-
dantes. P280: Usar luvas de protecgao/vestuario de protecgdo/
protecgao ocular/protecgéo facial. Utilizar os reagentes obser-
vando as precaugdes habituais de trabalho no laboratério de
analises clinicas. Todos os reagentes e as amostras devem
ser descartadas conforme a regulagao local vigente.

ESTABILIDADE E INSTRUGOES

DE ARMAZENAMENTO

Reagente Fornecido: é estavel sob temperatura ambiente
até a data do vencimento indicada na embalagem.

AMOSTRA

Soro

a) Coleta: deve-se obter esteja livre de hemdlise.

b) Aditivos: ndo sdo necessarios.

c) Substancias interferentes conhecidas: ndo observam-
se interferéncias por bilirrubina até 100 mg/l nem hemolise
ligeira e em nenhum dos casos apresenta-se turbidez por
quilomicrons. Referéncia bibliografica de Young para efeitos
de drogas neste método.

d) Estabilidade e instrugdes de armazenamento: de ndo
ser processado rapidamente o soro pode ser conservado sob
refrigeragéo (2-10°C) até 3 dias ou uma semana congelado.

MATERIAL NECESSARIO (n&o fornecido)

- Espectrofotdmetro ou fotocolorimetro.

- Micropipetas e pipetas para medir os volumes indicados.
- Tubos ou cubetas espectrofotométricas.

- Banho-maria a 37°C.

- Reldgio ou timer.

CONDIGOES DE REAGAO

- Comprimento de onda: 540 nm em espectrofotdmetro ou
em fotocolorimetro com filtro verde (520-560 nm).

- Temperatura de reagao: 37°C

- Tempo de reacdo: 15 minutos

- Volume de amostra: 20 ul

- Volume de Reagente A: 2,0 ml (vide PERFORMANCE)

- Volume final de reagéo: 2,02 ml

PROCEDIMENTO
Em trés tubos marcados B (Branco), P (Padrdo) e D
(Desconhecido), colocar:

B P D
Calibrador / Suero Patron - 20 ul -
Amostra - - 20 ul
Reagente A 2,0 ml 2,0 ml 2,0 ml

Misturar. Incubar 15 minutos a 37°C. Ler em espectro-
fotdbmetro a 540 nm ou em fotocolorimetro com filtro
verde (520-560 nm) zerando o aparelho com Branco de
Reagente.
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ESTABILIDADE DA MISTURA DE REAGAO FINAL
A cor é estavel 12 horas devendo ler a absorbancia dentro
deste periodo de tempo.

CALCULOS DOS RESULTADOS

Utilizando o Suero Patréon conforme indica o PROCEDI-

MENTO, os célculos devem-se realizar da seguinte maneira:
PT. (g/dl)"

=]

*Concentragao de proteinas totais no Calibrador A plus ou
no Suero Patréon

Proteinas totais (g/dl) =D x f f=

Albumina (g/dI)

Relacao A/G =
P.T. (g/dl) - Alb. (g/dI)

Curva de calibragao

Para conferir o bom desempenho do aparelho e ter uma
resposta linear nos comprimentos de onda fixadas para
as reagoes, pode-se preparar uma curva com quantidades
crescentes de Suero Patrén (ex. 20 e 40 ul) com um volume
de Reagente A de 2,0 ml em todos os casos. Se os valores
obtidos para o segundo tubo fogem de 5% dos calculados
conforme a leitura do primeiro deve ser utilizado para os
calculos a curva de calibragéo.

CONVERSAO DE UNIDADES AO SISTEMA SI
Proteinas totais (g/dl) x 10 = Proteinas totais (g/l)

METODO DE CONTROLE DE QUALIDADE
Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade
(Standatrol S-E 2 niveles) com concentragdes conhecidas
de proteinas totais, com cada determinagéo.

VALORES DE REFERENCIA

Foi determinado o contetudo de proteinas totais em soro de
pessoas sadias, de ambos os sexos, com habitos alimen-
tares normais e idades entre 17 e 40 anos.

Foram obtidos os seguintes dados:

Proteinas totais: 6,1 a 7,9 g/dl

Relagao A/G: 1,2 a 2,2

Recomenda-se que cada laboratério estabelega seus pro-
prios valores de referéncia.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Vide Substancias interferentes conhecidas em AMOSTRA.
Pode ser utilizado plasma como amostra, mas o resultado
da proteinemia sera incrementado em 0,2 g/dl pela presenga
de fibrinogénio, que ndo é considerado pela definicdo de
Proteinas Totais.

DESEMPENHO

a) Reprodutibilidade: processando replicas das mesmas
amostras em diferentes dias obtiveram-se os seguintes
resultados:

Nivel D.P. C.V.
4,6 g/dl + 0,022 g/dl 0,49 %
5,8 g/dI + 0,023 g/dl 0,56 %
7,0 g/l +0,028 g/dl 0,39 %

b) Recuperagao: adicionando quantidades conhecidas de
proteinas a diferentes amostras se obteve uma recuperagéao
de 96 a 103%.

c) Limite de deteccao: dependendo do fotdmetro utilizado
e da comprimento de onda, conforme com a sensibilidade
necessaria para um AAminimo de 0,001, a menor mudanca
de concentracédo detectavel sera de 0,01 g/dl.

d) Linearidade: a reacao € linear até 17 g/dl. Se o aparelho
utilizado na leitura teve-se baixa sensibilidade fotocolori-
métrica, pode empregar-se 20 ul de amostra com 1,5 ml de
Reagente A. Neste caso a linearidade chega até 12 g/dl de
proteinas totais.

PARAMETROS PARA ANALISADORES AUTOMATICOS
Para a programagéo do aparelho consulte o manual de uso
do analisador a ser utilizado.

Para a calibragdo, pode-se utilizar Calibrador A plus da
Wiener lab.

APRESENTAGAO

-10 x 20 ml (Céd. 1009327).
-10 x 20 ml (Céd. 1009630).
-10 x 20 ml (Céd. 1009273).
-6 x 120 ml (Céd. 1690009).
-2 x40 ml (Cod. 1009805).
-3 x40 ml (C4d. 1008159).

REFERENCIA

- Gasbarro, L.; Bandinelli R. & Tomassini, G. - Clin. Chim.
Acta 36/1:275 (1972).

- Strickland, R.D.; Freeman, M.L. & Gurule E.T. - Anal. Chem.
33:545 (1961).

- Pastewka, J. W. & Ness, A.T. - Clin. Chim. Acta 12:523
(1965).

- Peters, T. Jr. - Clin. Chem. 14:1147 (1968).

- Henry, R., Sobel, C. & Berkman, S. - Anal. Chem.
29/10:1491 (1957).

- Kachmar, J.F. - Fundamentals of Clinical Chemistry - Tietz,
Saunders, pag. 177 (1970).

- Rojkin, M.L.; Olguin de Mariani, M.C.; Drappo, G.A.y Sosa,
C.F. - Biog. del Atlantico VI1/63: 1931 (1974).

-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",
AACC Press, 4" ed., 2001.
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Colorimetric method for the determination of total
proteins in serum

SUMMARY

Proteins are macromolecular organic compounds widely
distributed in the body and are essential for life. They act
as structural and transport elements and also appear as
enzymes, hormones, antibodies, coagulation factors, etc.
In plasma, proteins help to maintain the circulating fluid vol-
ume, transporting relatively insoluble substances, and they
act in the inactivation of toxic compounds and in the defense
against invasive agents.

The determination of total proteins is useful to monitor chang-
es caused by different diseases. Under pathological condi-
tions such as renal loss, malnutrition, long-term infections,
etc., hypoproteinemias may appear; while hyperproteinemias
are observed with multiple myeloma, bacterial endocarditis
and hemoconcentration of diverse origins.

PRINCIPLE

Protein peptidic bonds react with the cupric ion in alkaline
medium, rendering a violet complex with a maximum absorp-
tion at 540 nm, being its intensity proportional to the total
proteins concentration of the sample.

PROVIDED REAGENTS
A. Reagent A: 13 mmol/l EDTA/Cu complex in 875 mmol/l
sodium hydroxide and alkyl aryl polyether (AAP).

NON-PROVIDED REAGENTS
Wiener lab.'s Calibrador A plus / Proti 2 Suero Patrén.

INSTRUCTIONS FOR USE
Reagent A: ready to use.

WARNINGS

The Reagent is for "in vitro" diagnostic use.

Reagent A is corrosive. H319: Causes serious eye irritation.
H314: Causes severe skin burns and eye damage. P262: Do
not get in eyes, on skin, or on clothing. P305 + P351 + P338: IF
IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes. Re-
move contact lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.
P302 + P352: IF ON SKIN: Wash with plenty of soap and water.
P280: Wear protective gloves/protective clothing/eye protec-
tion/face protection. Use the reagents according to the working
procedures for clinical laboratories. The reagents and samples
should be discarded according to the local regulations in force.

STABILITY AND STORAGE INSTRUCTIONS
Provided Reagent: is stable at room temperature until the
expiration date shown on the box.

SAMPLE

Serum

a) Collection: obtain non-hemolyzed serum.

b) Additives: not required.

c) Known interference substances: no interference from
bilirubin up to 100 mg/l, nor from mild hemolysis is observed.
Turbidity caused by chylomicrons has never been observed.
See Young, D.S. in References for effect of drugs on the
present method.

d) Stability and storage instructions: if the serum is not
immediately tested, it can be stored up to 3 days in refrigerator
(2-10°C) or a week in freezer.

REQUIRED MATERIAL (non-provided)

- Spectrophotometer or photocolorimeter.

- Micropipettes and pipettes to measure the stated volumes.
- Tubes or spectrophotometric cuvettes.

- Water bath at 37°C.

- Stopwatch.

ASSAY CONDITIONS

- Wavelength: 540 nm in spectrophotometer or photocolorim-
eter with green filter (520-560 nm).

- Reaction Temperature: 37°C

- Reaction Time: 15 minutes

- Sample Volume: 20 ul

- Reagent A Volume: 2.0 ml (See PERFORMANCE)

- Final Reaction Volume: 2.02 ml

PROCEDURE
In three test tubes labeled B (Blank), S (Standard) and
U (Unknown), place:

B S u
Calibrador / Suero Patron - 20 ul -
Sample - - 20 ul
Reagent A 2.0 ml 2.0ml 2.0 ml

Mix with rod. Incubate 15 minutes at 37°C. Read in spec-
trophotometer at 540 nm or in photocolorimeter with green
filter (520-560 nm) setting the instruments to zero O.D.
with the Reagent Blank.

STABILITY OF FINAL REACTION
The reaction color is stable for 12 hours, thus readings should
be performed within this period.
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CALCULATIONS
Using the Suero Patron as indicated in PROCEDURE, the
calculations are performed as follows:

T.P. (g/d))*

S

*Total proteins concentration in Calibrador A plus or Suero
Patron

Total Proteins (g/dl) = U x f f=

Albumin (g/dl)
T.P. (g/dl) - Alb. (g/dl)

A/G Ratio =

Calibration curve

To check that the colorimeter has a linear response in the
wavelength indicated for the reaction, a calibration curve can
be prepared with increasing quantities of Suero Patron (e.g.
20 and 40 ul) and a reagent volume of 2.0 ml in every case.
If the value obtained for the second tube differs more than
5% from the one calculated in reference to the first tube read-
ing, the calibration curve must be used for the calculations.

SI SYSTEM UNITS CONVERSION
Total proteins (g/dl) x 10 = Total proteins (g/l)

QUALITY CONTROL METHOD

Each time the test is performed, analyze two levels of a quality
control material (Standatrol S-E 2 niveles) with known total
proteins concentration.

REFERENCE VALUES

The content of total proteins was determined in serum of
healthy individuals of both sexes, with normal diet, ages
between 17 and 40. The following ranges were obtained:

Total Proteins: 6.1 to 7.9 g/dI

A/G Ratio: 1.2t0 2.2

It is recommended that each laboratory establishes its own
reference values.

PROCEDURE LIMITATIONS

See Known interference substances under SAMPLE.
Plasma can be used as sample, but the result of the pro-
teinemia will be increased in 0.2 g/dl due to the presence of
fibrinogen, which is not considered within the Total Proteins
definition.

PERFORMANCE

a) Reproducibility: when replicates of the same samples
were assayed on different days the following results were
obtained:

Level S.D. C.V.
4.6 g/dl +0.022 g/dl 0.49 %
5.8 g/dl +0.023 g/dl 0.56 %
7.0 g/dl +0.028 g/dl 0.39 %

b) Recovery: by adding known quantities of albumin and
globulins to different samples a recovery of 96 to 103 %
was obtained.

c) Detection Limit: it depends on the photometer and the
wavelength. According to the sensitivity required for a AA

minimum of 0.001, the smallest detectable concentration
change will be of 0.01 g/dl.

d) Linearity: the reaction is linear up to 17 g/dl. If the instru-
ment used for the reading has a low photocolorimetric sensi-
tivity, 20 ul of sample with 1.5 ml of Reagent A can be used.
In this case the linearity reaches 12 g/dl of total proteins.

PARAMETERS FOR AUTOANALYZERS

For programming instructions check the user manual of the
autoanalyzer in use.

For calibration, it can be used Wiener lab.'s Calibrador A
plus.

WIENER LAB PROVIDES
-10 x 20 ml (Cat. N° 1009327).
-10 x 20 ml (Cat. N° 1009630).
-10 x 20 ml (Cat. N° 1009273).
-6 x 120 ml (Cat. N° 1690009).
-2 x 40 ml (Cat. N° 1009805).
-3 x40 ml (Cat. N° 1008159).

REFERENCES

- Gasbarro, L.; Bandinelli R. & Tomassini, G. - Clin. Chim.
Acta 36/1:275 (1972).

- Strickland, R.D.; Freeman, M.L. & Gurule E.T. - Anal. Chem.
33:545 (1961).

- Pastewka, J. W. & Ness, A.T. - Clin. Chim. Acta 12:523
(1965).

- Peters, T. Jr. - Clin. Chem. 14:1147 (1968).

- Henry, R., Sobel, C. & Berkman, S. - Anal. Chem.
29/10:1491 (1957).

- Kachmar, J.F. - Fundamentals of Clinical Chemistry - Tietz,
Saunders, pag. 177 (1970).

- Rojkin, M.L.; Olguin de Mariani, M.C.; Drappo, G.A. y Sosa,
C.F. - Biog. del Atlantico V1/63: 1931 (1974).

-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",
AACC Press, 3rd ed., 1990.
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Nr kat. 1690009  Nr kat. 1009630
Nr kat. 1009273 Nr kat. 1009805
Nr kat. 1009327 Nr kat. 1008159

Proteinas Totales

AA

Kolorymetryczna metoda do oznaczania catkowitego
biatka w surowicy

WSTEP

Makroczasteczki biatek sg zwigzkami organicznymi. Wy-
stepujg we wszystkich tkankach organizmu i sg niezbedne
do zycia. Pelnig funkcje transportowe i budulcowe a takze
wystepujg jako enzymy, hormony, przeciwciata, czynniki
krzepnigcia itp. W osoczu biatka utrzymujg objetos¢ pty-
now krazgcych, transportujg substancje nierozpuszczalne,
inaktywujg skfadniki toksyczne i stanowig obrone przeciw
czynnikom inwazyjnym. Oznaczenie biatka catkowitego
jest pomocne w monitorowaniu wielu zmian chorobowych.
Hipoproteinemia pojawia sig w takich stanach chorobowych
jak: utrata biatka przez nerki, nieprawidtowe odzywianie,
przewlekte infekcje, itp. Hiperproteinemie obserwuje sie w
szpiczaku mnogim, bakteryjnym zapaleniu wsierdzia oraz w
zespotach hemokoncentracji réznego pochodzenia.

ZASADA DZIALANIA

Wigzania peptydowe biatek reagujg z jonami miedziowymi
w srodowisku zasadowym dajac fioletowy kompleks o mak-
symalnej absorbancji przy dtugosci fali 540 nm. Intensyw-
nos$¢ barwy kompleksu jest proporcjonalna do catkowitego
stezenia biatek w prébce.

DOSTARCZANE ODCZYNNIKI

A. Odczynnik A: 13 mmol/l kompleks EDTA/Cu w 875 mmol/l
roztworze wodorotlenku sodu i polieteru alkilowoarylowego
(alkyl aryl polyether AAP).

NIEDOSTARCZANE ODCZYNNIKI
Calibrador A plus / Proti-2 Suero Patrén Wiener lab.

INSTRUKCJA UZYCIA
Odczynnik A: gotowy do uzycia.

OSTRZEZENIA

Odczynnik diagnostyczny do zastosowania "in vitro".
Odczynnik A jest zrgcy. H314: Powoduje powazne oparzenia
skoéry oraz uszkodzenia oczu. H319: Dziata draznigco na
oczy. P262: Chroni¢ przed kontaktem ze skora, oczami i
odziezg. P305 + P351 + P338: W PRZYPADKU DOSTANIA
SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut.
Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo
usung¢. Nadal ptukaé. P302 + P352: W PRZYPADKU
KONTAKTU ZE SKORA: Umy¢ duzg iloscig wody z my-
dtem. P280: Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronna/
ochrone oczu/ochrone twarzy. Stosowa¢ odczynniki zgodnie
z procedurami dla laboratoriéw klinicznych. Odczynniki i
materiat badany odrzuca¢ zgodnie z lokalnymi przepisami.

TRWALOSC | WARUNKI PRZECHOWYWANIA
Dostarczane odczynniki: sg trwate w temperaturze pokojo-
wej az do konca daty waznosci umieszczonej na opakowaniu.

MATERIAL. BADANY

Surowica krwi

a) Pobranie: pobra¢ surowice bez hemolizy.

b) Substancje dodatkowe: nie wymagane.

c) Znane interakcje: nie obserwuje sie interakc;ji z bilirubing
do 100 mg/l, $rednia hemoliza réwniez nie wptywa na bada-
nie. Nie obserwowano zmetnienia z powodu chylomikronéw.
Zobacz zrodto: Young, D.S. w sprawie wptywu lekow w tej
metodzie.

d) Trwatos¢ i instrukcja przechowywania: jesli surowica
krwi nie jest natychmiast badana nalezy jg przechowywaé w
lodéwce do 3 dni (2-10°C) lub tydzien w zamrazarce.

WYMAGANE MATERIALY | SPRZET (niedostarczane)
- Spektrofotometr lub fotokolorymetr.

- Mikropipety i pipety do pomiaru okreslonych objetosci.
- Probéwki lub kuwety spektrofotometryczne.

- Laznia wodna o temp. 37°C.

- Stoper.

WARUNKI DLA PRZEPROWADZENIA TESTU

- Dlugos¢ fali: 540 nm w spektrofotometrze lub fotokolory-
metrze z zielonym filtrem (520-560 nm).

- Temperatura reakc;ji: 37°C

- Czas reakcji: 15 minut

- Objeto$¢ materiatu badanego: 20 ul

- Objetos¢ Odczynnika A : 2,0 ml (Zobacz CHARAKTERY-
STYKATESTU)

- Catkowita objetosc¢ reakciji: 2,02 ml

PROCEDURA

W trzech probdéwkach oznaczonych B (Blank - Préoba
Slepa), S (Standard - Proba wzorcowa) oraz U
(Unknown - Nieznany materiat badany), umiesci¢:

B S u

Kalibrator/Surowica wzorcowa - 20 ul -
Materiat badany - - 20 ul
Odczynnik A 20ml 20ml 2,0ml

Wymieszac¢ z pateczka. Inkubowac 15 minut w temperaturze
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37°C. Odczyta¢ absorbancje w spektrofotometrze przy diu-
gosci fali 540 nm lub w fotokolorymetrze z zielonym filtrem
(520-560 nm) ustawiajgc aparat na zero O.D. na odczynniku
Slepym.

TRWALOSC REAKCJI KONCOWEJ
Barwa reakcji jest trwata przez 12 godzin, w tym czasie
nalezy dokona¢ odczytu.

OBLICZENIA
Uzy¢ Suero Patrén jak wskazano w PROCEDURZE, OBLI-
CZENIA wykonac jak nizej:

TP. (g/dl)*
s

Total Proteins (T.P.) - Biatko catkowite
*Stezenie T.P. w Calibrador A plus lub surowicy wzorcowe;j

Albumina (g/dl)
T.P. (g/dl) - Alb. (g/dI)

T.P. (g/dl)= Uxf f=

Wspétczynnik A/G =

KRZYWA KALIBRACJI

Celem sprawdzenia linijnosci odpowiedzi kolorymetryczne;j
dla danej dlugosci fali nalezy przygotowac krzywa kalibracji
z wzrostowg iloscig Suero Patron (np. 20:40 ul) i 2 ml od-
czynnika w kazdym przypadku. Jezeli uzyskana warto$¢
dla drugiej probéwki rozni sie wiecej niz 5% od wyliczonej
wartosci referencyjnej pierwszej probéwki, do OBLICZEN
nalezy zastosowac krzywg kalibraciji.

KONWERSJA JEDNOSTEK SI
Biatko catkowite (g/dl) x 10 = Biatko catkowite (g/l)

METODA KONTROLI JAKOSCI

W trakcie przeprowadzania badania, za kazdym razem,
nalezy przeprowadzac analize jakosci na dwoch poziomach
(Standatrol S-E 2 niveles) ze znanym poziomem stgzenia
biatka catkowitego.

WARTOSCI REFERENCYJNE

Poziom biatka catkowitego w surowicy oznaczono u zdro-
wej populacji, obojga ptci, stosujgcych normalng diete, w
przedziale wiekowym 17-40 lat. Okreslono nastepujgce
wartosci:

Biatko catkowite: 6,1 do 7,9 g/dI

Wspétczynnik A/G: 1,2 do 2,2

Zaleca sie dla kazdego laboratorium ustalenie wtasnych
wartosci referencyjnych.

OGRANICZENIA PROCEDURY

Patrz Znane interakcje w rozdziale MATERIAL. BADANY.
Osocze moze by¢ uzyte jako materiat badany, ale wynik
badania biatek bedzie wyzszy o 2 g/dl z powodu obecnosci
fibrynogenu, ktory nie jest uwzgledniony w definicji biatka
catkowitego.

CHARAKTERYSTYKA TESTU
a) Powtarzalnosé: powtorzono analize tego samego ma-
teriatu w roznych dniach i otrzymano nastepujace wyniki:

Poziom S.D. C.V.

4,6 g/dl + 0,022 g/dl 0,49 %
5,8 g/dl + 0,023 g/dl 0,56 %
7,0 g/dl + 0,028 g/dl 0,39 %

b) Odzyskiwanie: po dodaniu znanych ilosci albumin i
globulin do réznych prébek otrzymano odzysk na poziomie
96 do 103 %.

c) Ograniczenie wykrywalnosci: wykrywalnos$¢ jest zalezna
od fotometru i dtugosci fali. Zgodnie z wymagang czutoscig
dla AAminimum jest 0.001, najmniejsza wykrywalna zmiana
stezenia bedzie wynosi¢ 0,01 g/dI.

d) Linijnos$é¢: Reakcja jest linijna do poziomu 17 g/dl. Jezeli
aparat uzywany do odczytu ma niskg czuto$¢ fotokoloryme-
tryczna, nalezy uzy¢ 20 ul materiatu badanego oraz 1,5 ml
odczynnika A. W takim przypadku linijno$¢ osigga wartos¢ do
12 g/dl biatka catkowitego.

PARAMETRY DLA ANALIZATOROW AUTOMATYCZNYCH
Celem programowania zapoznac sie z instrukcjg obstugi uzy-
wanego analizatora automatycznego. Dla kalibracji mozna
zastosowac Wiener lab. Calibrador A plus.

WIENER LAB DOSTARCZA
-10 x 20 ml (Nr kat. 1009327).
-10 x 20 ml (Nr kat. 1009273).
-10 x 20 ml (Nr kat. 1009630).
-6 x 120 ml (Nr kat. 1690009).
-2 x 40 ml (Nr kat. 1009805).

-3 x 40 ml (Nr kat. 1008159).
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SIMBOLOS // SIMBOLOS // SYMBOLS // OZNACZENIA

Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de reactivos para diagndéstico de Wiener lab. // Os seguintes simbolos
sao utilizados nos kits de reagentes para diagndstico da Wiener lab. // The following symbols are used in the packaging for
Wiener lab. diagnostic reagents kits. // Nastepujace symbole sg zastosowane na opakowaniach zestawéw odczynnikéw
diagnostycznych.
Este producto cumple con los requerimientos previstos por la Directiva Europea 98/79 CE de productos sanitarios para el diagnostico
"in vitro"// Este produto preenche os requisitos da Diretiva Europeia 98/79 CE para dispositivos médicos de diagndstico "in vitro"//
This product fulfills the requirements of the European Directive 98/79 EC for "in vitro" diagnostic medical devices// Ten produkt spetnia
wymagania Dyrektywy Europejskiej 98/79 EC dla wyrobéw medycznych uzywanych do diagnozy "in vitro"

C€

o

EEE@@@‘-!EV@D**“@E
L1 O

[+]

B[

Representante autorizado en la Comunidad Europea// Representante autorizado na Comunidade Europeia// Authorized representative
in the European Community// Autoryzowany przedstawiciel we Wspdlnocie Europejskiej

Uso diagnostico "in vitro"// Uso médico-diagndstico "in vitro"// "In vitro" diagnostic medical device// Wyrdb do diagnostyki "in vitro"

Contenido suficiente para <n> ensayos// Conteudo suficiente para <n> testes// Contains sufficient for <n> tests// Zawartos$¢ wystar-

czajgca dla <n> badan

Fecha de caducidad// Data de validade// Use by// Uzy¢ przed

Limite de temperatura (conservar a)// Limite de temperatura (conservar a)// Temperature limitation (store at)// Ograniczenie dopusz-

czalnych temperatur

No congelar// Nao congelar// Do not freeze// Nie zamraza¢

Riesgo bioldgico// Risco bioldgico// Biological risks// Ryzyko biologiczne

Volumen después de la reconstitucion// Volume apéds a reconstituicdo// Volume after reconstitution// Objeto$¢ po rozpuszczeniu

Contenido// Contetdo// Contents// Zawarto$¢

Numero de lote// Numero de lote// Batch code// numer serii

Elaborado por:// Elaborado por:// Manufactured by:// Wytwoérca

Nocivo// Nocivo// Harmful// Substancja szkodliwa

Corrosivo / Caustico // Corrosivo / Caustico // Corrosive / Caustic// Substancja zrace

Irritante// Irritante// Irritant// Substancja draznigca

Consultar instrucciones de uso// Consultar as instru¢des de uso// Consult instructions for use// Przed uzyciem zapoznac¢ sie z instrukcjg

Calibrador// Calibrador// Calibrator// Kalibrator

Control// Controle// Control// Préba kontrolna

Control Positivo// Controle Positivo// Positive Control// Préba kontrolna dodatnia

Control Negativo// Controle Negativo// Negative Control// Préba kontrolna ujemna

Numero de catalogo// Nimero de catalogo// Catalog number// Numer katalogowy
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