Proti U/LCR

Método colorimétrico cuantitativo parala determinacién
de proteinas en orina y liquido cefalorraquideo

SIGNIFICACION CLINICA

Proteinas en orina

Una cantidad de proteinas plasmaticas de pequefio peso mo-
lecular son filtradas normalmente en forma libre a través del
glomérulo renal y luego son, en parte, reabsorbidas por los
tlbulos renales.

Hay condiciones fisiolégicas o benignas donde se puede ob-
servar un aumento en la excrecién urinaria de proteinas como
en el ejercicio violento, fiebre, hipotermia, embarazo.

La medicion de las proteinas urinarias es importante en la
deteccion de patologia renal. La proteinuria en la enfermedad
renal puede resultar de una disfuncién glomerular o tubular.
En el primer caso se da por un aumento en el pasaje a través
de los capilares del glomérulo y caracterizada por la pérdida
de proteinas plasmaticas de igual o mayor tamafio. En el
segundo caso se da por una disminucion en la capacidad de
reabsorcion de proteinas por los tibulos.

Entre las patologias en las que se produce un aumento en la
excrecion de proteinas urinarias se encuentran: sindrome ne-
fritico, sindrome nefrético, hipergammaglobulinemia monoclo-
nal, nefropatia diabética, infecciones del tracto urinario.

Proteinas en liquido cefalorraquideo (LCR)

La determinacion de proteinas en LCR es Util para evaluar la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica en muchas en-
fermedades inflamatorias o infecciosas del SNC, como ocu-
rre en las meningitis bacterianas, virales o de otros origenes,
encefalitis, poliomielitis, neurosifilis, esclerosis multiple, he-
morragia cerebral, tumores cerebrales o espinales. Otros des-
drdenes ocasionan una produccion anormal de proteinas den-
tro del SNC como las enfermedades desmielinizantes.

La sensibilidad del presente método lo hace apropiado para
ser usado en liquidos biolégicos tales como orina y liquido
cefalorraquideo donde la concentracion de proteinas con res-
pecto a la del plasma es demasiado baja como para determi-
narla por métodos empleados habitualmente para suero.

FUNDAMENTOS DEL METODO

Las proteinas presentes en la muestra reaccionan en medio
acido con el complejo Rojo de Pirogalol-Molibdato originando
un nuevo complejo coloreado que se cuantifica espectrofoto-
métricamente a 600 nm.

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: solucién estabilizada de Rojo de Pirogalol
0,1 mmol/l, molibdato de sodio 0,1 mmol/l en buffer succina-
to 50 mmol/l.

S. Standard: solucién de albimina 100 mg/dl (1,0 g/l).

REACTIVOS NO PROVISTOS
- Agua destilada.
- Solucion fisiol6gica.

INSTRUCCIONES PARA SU USO
Reactivos Provistos: listos para usar.

PRECAUCIONES

Los reactivos son para uso diagnoéstico "in vitro".

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de analisis clinicos.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: son estables en refrigerador (2-10°C)
hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja.

El Reactivo A debe protegerse de la luz.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Cuando el espectrofotémetro ha sido llevado a cero con agua
destilada, lecturas de absorbancia a 600 nm del Reactivo A
superiores a 0,250 D.O. o inferiores a 0,030 D.O. son indicio
de deterioro del mismo.

MUESTRA

Orina o liquido cefalorraquideo

a) Recoleccion: obtener orina ocasional o de 24 horas. Me-

dir la diuresis.

En caso de que las muestras sean turbias, es conveniente

centrifugarlas.

b) Aditivos: no se requieren.

c) Sustancias interferentes conocidas:

- la hemdalisis puede ser causa de resultados falsamente au-
mentados tanto en orina como en LCR;

- los conservantes para orina tales como acido clorhidrico,
acido benzoico o timol pueden ser causas de resultados
falsamente disminuidos;

- algunas drogas o medicamentos pueden interferir en la re-
accion. Referirse a la bibliografia de Young para los efectos
de las drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: la orina

puede conservarse refrigerada (2-10°C) hasta 8 dias o conge-

lada (-20°C) hasta 3 meses. El LCR puede conservarse 3 dias
refrigerado (2-10°C) o 3 meses congelado (-20°C).
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MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotometro o fotocolorimetro para lecturas a 600 nm
(580-620 nm).

- Bafio de agua a 37°C.

- Pipetas y micropipetas para medir los volimenes indicados.

PROCEDIMIENTO

Llevar a temperatura ambiente los reactivos y las mues-
tras antes de iniciar el ensayo. En tres tubos o cubetas
espectrofotométricas marcados B (Blanco), S (Standard)
y D (Desconocido), colocar:

B S D
Standard - 20 ul -
Muestra - - 20 ul
Reactivo A 1ml 1ml 1ml

Mezclar e incubar los tubos durante 10 minutos a 37°C.
Leer en fotocolorimetro entre 580-620 nm o en espectrofoto-
metro a 600 nm, llevando a cero el aparato con el Blanco.

ESTABILIDAD DE LA MEZCLA DE REACCION FINAL
El color de la reaccion es estable durante 30 minutos por lo
que la absorbancia debe ser leida dentro de ese lapso.

CALCULO DE LOS RESULTADOS
1) Proteinas en orina de 24 horas

D
mg de proteinas /24 horas = ? x V x 1000

siendo:
V = volumen de la diuresis expresado en litros /24 horas
1000 = mg/l del Standard

2) Proteinas en orina ocasional

D
mg/dl proteinas = ? x100

3) Proteinas en liquido cefalorraquideo

D
mg/dl proteinas = — x 100
S

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Procesar 2 niveles de un material de control de calidad (Proti
U/LCR Control 2 niveles) con concentraciones conocidas
de proteinas, con cada determinacion.

VALORES DE REFERENCIA

Orina de 24 horas: 30-140 mg/24 horas (hasta 160 mg/24 ho-
ras en embarazadas)

Orina ocasional: 25 mg/dl

LCR: 15-45 mg/dl en personas sanas. En personas de mas
de 60 afios, este rango se extiende hasta 60 mg/dl.

Estos valores son orientativos. Es conveniente que cada la-
boratorio establezca sus propios rangos, dado que pueden
variar de acuerdo ala poblacion de pacientes y a las condicio-
nes del laboratorio.

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

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.
Proteger el Reactivo Ade la luz.

El material empleado debe estar libre de tensioactivos, caso
contrario se obtendran valores discordantes.

PERFORMANCE
a) Reproducibilidad: procesando replicados de las mismas
muestras en un mismo dia se obtuvo:

Nivel D.S. C.V.
14 mg/d| + 0,66 mg/dl 4,7 %
100 mg/dl + 2,30 mg/dl 23%

b) Sensibilidad: en espectrofotometro a 600 nm, un Stan-
dard de 100 mg/dl proporciona una lectura de aproximada-
mente 0,200 D.O., lo que significa que para 0,001 D.O. el
minimo cambio de actividad detectable sera de 0,5 mg/dl.

c) Linealidad: la reaccion es lineal hasta 150 mg/dl de pro-
teinas. Para valores superiores, diluir la muestra 1:2 6 1:4
con solucion fisiolégica y repetir la determinacién. Corregir
los calculos multiplicando por el factor de dilucion empleado.
Si se desea aumentar la sensibilidad analitica en muestras
normales o levemente aumentadas, pueden emplearse 50 ul
de muestra. En este caso, es preferible diluir el Standard 1:2
(1+1) con agua destilada, y usar este standard de 50 mg/dI
en la prueba, de tal manera de ajustar la calibracién a los
valores normales bajos.

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

PRESENTACION
-1 x 100 ml (C6d. 1690007).
-4 x 20 ml (C6d. 1009317).
-4 x 20 ml (C4d. 1009282).
-2 x 60 ml (Cd. 1009631).
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Simbolos

Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de reactivos para diagnéstico de Wiener lab.

Este producto cumple con los requerimientos pre- Elaborado por:
vistos por la Directiva Europea 98/79 CE de pro- por:

ductos sanitarios para el diagnéstico "in vitro"

Representante autorizado en la Comunidad Eu-

ropea Nocivo

Uso diagnéstico "in vitro"
Corrosivo / Caustico

Contenido suficiente para <n> ensayos

Irritante

Consultar instrucciones de uso

Limite de temperatura (conservar a)

Calibrador
No congelar

E I o x| X R

Control
Riesgo biolégico

[vo]

N/

8 Fecha de caducidad
{

&

Control Positivo

—> Volumen después de la reconstitucion

Contenido Control Negativo
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