Gesamtprotein-Reagenz
Biuret-Methode

KURZBESCHREIBUNG DES PRODUKTS

Stabilitat bis zum Verfallsdatum bei 2-25°C
Linearer Bereich bis zu 150 g/L (15 g/dL)
Probetyp Serum, Plasma

Methode Endpunktbestimmung
Reagenzvorbereitung Gebrauchsfertig geliefert.
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VERWENDUNGSZWECK

Dieses Reagenz dient der quantitativen in-vitro-Bestimmung von Gesamtprotein
in menschlichem Serum oder Plasma sowohl auf manuellen als auch
automatischen klinischen Chemiegeraten.

KLINISCHE BEDEUTUNG'

Gesamtprotein ist bei der Beobachtung von starken Anderungen der Proteinwerte,
die durch verschiedene Krankheitszustande hervorgerufen werden, vonnutzen.
Der Test wird gewohnlich gemeinsam mit anderen Tests, wie z.B. Serum-Albumin,
Leberfunktionstests oder Protein-Elektrophorese, durchgefihrt. Zum Erhalt
zusatzlicher Informationen wird oft ein Albumin-Globulin-Verhéltnis berechnet.
Erhéhte Werte werden bei Dehydrierung, Multiplem Myelom und chronischer
Lebererkrankung festgestellt, wahrend gesenkte Werte bei Nierenerkrankungen
und terminalem Leberversagen auftreten.

METHODE

Zu den Methoden, die fur die Bestimmung von Gesamtprotein entworfen wurden,
gehdren die Messung des spezifischen Gewichts, des Brechungskoeffizienten,
Lichtabsorption im Ultraviolettbereich sowie die Reaktion von Proteinen mit dem
Reagenz von Folin und Ciocalteau.

Historisch wurde Gesamtprotein erstmals durch die Kjeldahl-Methode bestimmt,
die nach wie vor als Bezugsmethode existiert. Die Biuret-Reaktion wird seit Ende
des 19. Jahrhunderts verwendet und ist wegen seiner Einfachheit, Schnelligkeit
und Zuverlassigkeit in klinischen Labors die vorgezogene Methode. Es wurden
viele Modifizierungen der Biuret-Methode vorgeschlagen; das in dieser Prozedur
verwendete Reagenz basiert auf der Arbeit von Goodwin, et al,2 sowie Flack
und Woollen.?

Die Peptidverbindungen von Protein reagieren mit den Kupfer Il - lonen in
alkalischer Lésung, wobei ein blauvioletter Komplex (die sogenannte Biuret-
Reaktion) entsteht, indem jedes Kupferion sich mit 5 oder 6 Peptidverbindungen
zusammenschlieBt.* Als Stabilisator wird Tartrat hinzugeftugt, wahrend
lodid verwendet wird, um eine selbstdndige Reduzierung des alkalischen
Kupferkomplexes zu verhindern. Die entstehende Farbe ist proportional zur
Proteinkonzentration und wird bei 520-560 nm gemessen. Fur bichromatische
Analysegerate sollte die blanke Wellenlange auf 600-700 nm gesetzt werden.

REAGENZZUSAMMENSETZUNG

Aktive Bestandteile Konzentration

Kupfer Il Sulfat 12 mmol/L
Kalium-Natrium-Tartrat 32 mmol/L
Kalium-lodid 30 mmol/L
Natrium-Hydroxid 600 mmol/L

pH 13,5 + 0,1 bei 20°C

WARNUNG: Nicht Einnehmen! Im Falle des Verschittens die betroffenen Flachen
grundlich mit Wasser waschen. Wir empfehlen, nach dem WeggieBen mit viel
Wasser nachzuspllen Fir weitere Informationen konsultieren Sie bitte das
Material- und Sicherheitsdatenblatt mit dem Titel “Gesamtprotein-Reagenz”.

R34 Verursacht Veratzungen.

S24/25 Bertihrung mit den Augen und der Haut vermeiden.

S26 Bei Berlihrung mit den Augen sofort griindlich mit Wasser absptilen
und Arzt konsultieren.

REAGENZVORBEREITUNG

Das Reagenz wird gebrauchsfertig geliefert.

STABILITAT UND LAGERUNG
Bei gekihlter Lagerung bei einer Temperatur von 2-25°C ist das Reagenz bis zu
dem auf der Flasche und Testschachtel angegebenen Verfallsdatum stabil.

Indikationen einer Verschlechterung des Reagenz:

e Trdbung;

*  Auftreten von Ablagerungen;

e Absorption des Reagenz >0,200 bei 540 nm; und/oder

Kontrollwerte liegen auBerhalb des erlaubten Bereichs.

PROBENSAMMLUNG UND HANDHABUNG?

Serum: Nicht hdmolysiertes Serum verwenden.

Plasma: Heparin verwenden.

Lagerung: Gesamtproteinproben kénnen bei Zimmertemperatur (18-25°C) fur
wenigstens 7 Tage und bei 4°C fir wenigstens 1 Monat gelagert werden.

ZUSATZLICH BENOTIGTE, JEDOCH NICHT GELIEFERTE AUSRUSTUNG

Klinisches Chemie-Messgerat, das eine konstante Temperatur (37°C) sowie
ein Mess-Absorptionsvermdgen von 540 nm (520 nm - 560 nm) beibehalten
kann.

Destilliertes oder deionisiertes Wasser fur die Aufbereitung des Reagenz und
entsprechende Hilfsgerate (z.B. Pipette).

Bereits gemessenes, normales und abnormales Kontrollmaterial.

Kalibrator oder ein geeigneter wassriger Gesamtprotein-Standard.

TESTVERFAHREN (ASSAY VERFAHREN/PROZEDUR)

Die folgenden Test Parameter werden empfohlen: Einzelne Anwendungen des
Instruments kénnen auf Anfrage von der Technischen Unterstutzungsgruppe erhalten
werden.
TEST PARAMETER
Temperatur 37°C
Priméare Wellenlange 540 nm (520-560 nm)
Testtyp Endpunkt
Richtung Zunahme
Probe: Reagenz-Verhaltnis 1:50
z.B.: Probemenge 5L
Reagenzmenge 250uL
Inkubationszeit 600 Sekunden
Reagenz-Blindgrenzen niedrig 0,0 AU
(540 nm, 1cm Lichtweg) hoch 0,2 AU
Linearitat 150 g/L (15 g/dL)
Analytische Sensitivitat 5,5 AmA pro g/L
(540 nm,1cm Lichtweg) (0,055 AA pro g/dL)
BERECHNUNGEN
Die Resultate werden - normalerweise automatisch vom Instrument - wie folgt

berechnet:

Gesamtprotein =

Absorption von Unbekannt

- - x Kalibratorwert
Absorption von Kalibrator

Beispiel:
Absorptionsvermégen Kalibrator = 0,319
Absorptionsvermégen von unbek. = 0,396

Kalibratorwert

58 g/L (5,8 g/dL)

0,396

Gesamtprotein = x 58 =72 ¢g/L
0,319

Gesamtprotein = _0,396 x 5,8 =7,2g/dL
0,319

ANMERKUNGEN

1.

2.

Die Reagenz- und Probemengen kénnen proportional geédndert werden, um
unterschiedliche Spektrophotometer-Anforderungen zu bericksichtigen.
S.I. Einheitsumrechnungsfaktor: g/L x 0,1 = g/dL.
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KALIBRIERUNG

Die Kalibrierung ist erforderlich. Es wird ein auf wassriger Lésung bzw. Serum

basierender Kalibrator, der Uber einen zugeordneten, auf einen Primarstandard

(z.B. NIST oder IRMM) zuriick zu fihrenden Wert verfligt, empfohlen. Bezlglich

der Haufigkeit der Kalibrierung fir automatische Instrumente verweisen wir auf die

Spezifikationen des Instrumentherstellers. Es ist zu beachten, dass die Stabilitat

der Kalibrierung sowohl von der optimalen Leistung des Instruments als auch

von der Verwendung geman den unter Stabilitat und Lagerung beschriebenen

Empfehlungen fir die Handhabung der Reagenzien abhangt. Fur die folgenden

Falle empfehlen wir erneute Kalibrierung des Instruments:

e Neue Losnummer.

e  Nach Wartung oder nach dem Austausch einer wichtigen Komponente.

* Falls die Kontrollwerte auBerhalb des Normalbereichs liegen und das
Auswechseln des KontrollgeféaBes nicht zur Lésung des Problems fihrt.

QUALITATSKONTROLLE

Um eine adaquate Qualitatskontrolle zu gewahrleisten, sollten normale und

abnormale Kontrollen mit getesteten Werten als unbekannte Proben getestet

werden:-

*  Mindestens einmal taglich oder wie durch das Labor festgelegt.

* Wenn eine neue Reagenzflasche verwendet wird.

e  Nach Wartung oder nach dem Ersetzen einer kritischen Komponente.

e  Mit jeder Kalibrierung.

Kontrollergebnisse, die Uber der Ober- bzw. unter der Untergrenze des

festgelegten Bezugsbereichs liegen, zeigen an, dass der Test auBBer Kontrolle

geraten sein mag. Fir solche Situationen empfehlen wir die folgenden korrektiven

MaBnahmen:-

* Die selben Kontrollen wiederholen.

e Falls die wiederholten Kontrollergebnisse auBerhalb der Grenzwerte liegen,
frisches Kontrollserum zubereiten und den Test wiederholen.

. Falls die Ergebnisse nach wie vor nicht stimmen, mit frischem Kalibrator
rekalibrieren und den Test wiederholen.

* Falls die Ergebnisse immer noch falsch sind, mit frischem Reagenz
kalibrieren und den Test wiederholen.

. Falls die Ergebnisse immer noch auBBer Kontrolle sind, die Technische
Unterstiitzung oder Ihrer lokalen Verkaufer kontaktieren.

BESCHRANKUNGEN

1. Es wurden Studien zur Bestimmung der Interferenz von Hamoglobin,
Bilirubin und Lipéamie auf einem sich in gutem Zustand befindlichen
klinischen Chemie-Analysegerat durchgefiihrt. Es entstanden die folgenden
Ergebnisse:
Hamoglobin: Keine Interferenz von Hadmoglobin bis zu 265 mg/dL.
Freies Bilirubin: Keine Interferenz von Bilirubin bis zu 211 pmol/L
(12,3 mg/dL).
Konjugiertes Bilirubin: Keine Interferenz von Bilirubin bis zu 211 pmol/L
(12,3 mg/dL).
Lipamie: Bei bichromatischer Messung keine Interferenz von Lipamie, als
Absorption bei 630 nm gemessen, bis zu 1,046 AU.

2. Young DS? hat eine umfangreiche Liste der Medikamente und Substanzen,
welche diesen Test beeintréachtigen kénnten, veréffentlicht.

ERWARTETE WERTE
60 - 83 g/L (6,0 - 8,3 g/dL)*

Die angegebenen Werte sollten nur als Bezugswerte dienen. Es wird empfohlen,
dass jedes Labor diesen Bereich Uberpruft bzw. ein Referenzintervall fur die von
ihm betreute Bevolkerungsgruppe ableitet.®

LEISTUNGSDATEN

Die folgenden Daten wurden unter Verwendung des Gesamtprotein-Reagenz
auf einem sich in gutem Zustand befindlichen automatischen klinischen
Chemie-Analysegerat erhalten. Der Benutzer muss die Produktleistung fiir sein
spezifischen Gerat festlegen.
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UNGENAUIGKEIT

Die Ungenauigkeit wurde Uber einen Zeitraum von 20 Tagen mit Hilfe zweier
Kontrollstufen ausgewertet. Dabei wurde die NCCLS EPS-T Kontrollprozedur
befolgt.”

Innerhalb des Testlaufs: Stufe | Stufe Il
Zahl d. Daten Punkte 80 80
Durchschnitt (g/L) 58 49
Durchschnitt (g/dL) 5,8 4,9
SD (g/L) 0,8 0,6
SD (g/dL) 0,08 0,06
CV (%) 1,4 1,3
Total: Stufe | Stufe Il
Zahl d. Daten Punkte 80 80
Durchschnitt (g/L) 58 49
Durchschnitt (g/dL) 5,8 4,9
SD (g/L) 1,9 1,6
SD (g/dL) 0,19 0,16
CV (%) 3,2 3,2
METHODE VERGLEICH

Vergleichsstudien wurden mit einem &hnlichen im Handel erhaltlichen Gesamtprotein-
Reagenz zur Bezugnahme durchgefiihrt. Serum- und Plasma(Heparin)-Proben
wurden parallel getestet und die Ergebnisse mit der Methode der kleinsten Quadrate
verglichen. Es entstand die folgende Statistik.

Zahl der Probenpaare 60

Bereich der Proben 21-92 g/L (2,1-9,2 g/dL)
Durchschnitt der Referenzmethode 71,8 g/L (7,18 g/dL)
Durchschnitt der Gesamtprotein-

Reagenz-Ergebnisse 71,5 g/L (7,15 g/dL)

Steigung 0,955
Schnittpunkt 2,9 g/L (0,29 g/dL)
Korrelations-Koeffizient 0,9844
LINEARITAT

Bei empfohlener Durchfiihrung verlief der Test zwischen 0 und 150 g/L
(0-15 g/dL).

ANALYTISCHE SENSITIVITAT
Bei empfohlener Durchfiihrung ist die Sensitivitat dieses Tests 5,5 AmA pro g/L (
0,055 AA pro g/dL).
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Nachbestellinformation
TR34021/1700-250 2x 125mL
TR34026/1700-500 2x 250 mL
TR34098/1700-1L 2x 500 mL
1700-400H 4 x 100 mL (Hitachi)
TL34001 8 x 100 mL (ILab 600)
TY34001 4 x 50 mL (Hitachi)




