Reactivo de Proteinas Totales
Meétodo del Biuret

RESUMEN DEL PRODUCTO
Estabilidad Hasta fecha caducidad a 2-25°C
Intervalo Lineal Hasta 150 g/L (15 g/dL)

Tipo de muestra Suero u Plasma
Método : Punto final
Preparacion del reactivo : Suministrado listo para su uso
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USO PREVISTO

Este reactivo esta pensado para la determinacion cuantitativa in vitro de las
proteinas totales en el suero o plasma humano en sistemas quimicos clinicos
tanto automaticos como manuales.

RELEVANCIA CLINICA'

Las proteinas totales resultan Utiles para realizar el seguimiento de los cambios
totales de los niveles de proteinas causados por diversos estados de enfermedad.
Generalmente se realiza junto con otras pruebas tales como la seroalbimina, las
pruebas de la funcién hepatica o la electroforesis de proteinas. Con frecuencia
se calcula una proporcién de albumina/globulina a fin de obtener informacion
adicional.

Se encuentran un aumento de los niveles durante la deshidratacion, el mieloma
multiple y las enfermedades hepaticas crénicas, mientras que un descenso de
niveles es propio de la enfermedad renal y del fallo hepatico terminal.

METODOLOGIA

Los métodos que se han ideado para la determinacion de las proteinas totales
incluyen la medicién de la densidad, el indice de refraccién, la absorbancia de
la luz en la regién ultravioleta y la reaccion de las proteinas con el reactivo de
Folin y Ciocalteau.

Histéricamente, las proteinas totales se determinaron por primera vez mediante
el método de Kjeldahl, que aun hoy sigue siendo un método de referencia. La
reaccion del biuret se ha utilizado desde finales del siglo XIX y es el método de
eleccion en los laboratorios clinicos debido a su simplicidad, rapidez y fiabilidad.
Se han propuesto multitud de modificaciones del método del biuret. El reactivo
utilizado en este procedimiento esta basado en el trabajo de Goodwin, y col?,
y Flack y Woollen?.

Los enlaces peptidicos de la proteina reaccionan con los iones de cobre Il en
solucién alcalina para formar un complejo azul-violeta (la llamada reaccién del
biuret), complejandose cada i6n de cobre con 5 6 6 enlaces peptidicos.4 Se
afade tartrato como estabilizante, mientras que se utiliza yoduro a fin de prevenir
la autoreduccion del complejo de cobre alcalino. El color formado es proporcional
a la concentracién de proteinas, y se mide a 520-560 nm. Para los analizadores
bicromaticos se debe fijar la longitud de onda de blanco a 600 6 700 nm.

COMPOSICION DEL REACTIVO

Ingredientes activos Concentracion

Sulfato de cobre Il 12 mmol/L
Tartrato doble de sodio y potasio 32 mmol/L
Yoduro potasico 30 mmol/L
Hidréxido sédico 600 mmol/L

pH 13,5+ 0,1 a 20°C.

AVISO: No ingerir. En caso de contacto, lave abundantemente las areas
afectadas con agua. Afada una gran cantidad de agua antes de verterlo. Para
informacién adicional consulte la Hoja de Datos de Seguridad del Reactivo de
Proteinas Totales.

R34 Provoca quemaduras.
S24/25 Evitese el contacto con los ojos y la piel.
S26 En caso de contacto con los ojos, lavense inmediata y

abundantemente con agua y acudase a un médico.

PREPARACION DEL REACTIVO
El reactivo se suministra listo para su uso.

ESTABILIDADY ALMACENAMIENTO
Cuando se almacena refrigerado a 2-25°C, el reactivo es estable hasta la fecha
de caducidad indicada en la etiqueta de la botella y de la caja del kit.

Indicios del deterioro del reactivo:

e Turbidez;

e Presencia de un precipitado;

¢ Absorbancia del reactivo > 0,200 a 540 nm; y/o

* Imposibilidad de obtener los valores de control dentro del intervalo asignado.

TOMAY MANEJO DE LAS MUESTRAS?

Suero: Use suero no hemolizado.

Plasma: Utilice heparina.

Almacenamiento: Las muestras de proteinas totales se pueden almacenar durante al
menos 7 dias a temperatura ambiente (18-25°C) y durante al menos 1 mes a 4°C.

EQUIPOS ADICIONALES NECESARIOS PERO NO PROPORCIONADOS

¢ Un analizador quimico clinico capaz de mantener una temperatura constante
(37°C) y de medir la absorbancia a 540 nm (520 nm - 560 nm).

e Agua destilada o desionizada para la preparacion de los reactivos y equipos
relacionados, por ejemplo: pipetas.

e Material de control de ensayos normales y anormales.

¢ Un calibrador o un patrén acuoso de proteinas totales adecuado.

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO
Se recomiendan los siguientes parametros del sistema. El Grupo de Soporte Técnico
suministra aplicaciones para los instrumentos individuales tras solicitud.

PARAMETROS DEL SISTEMA
Temperatura 37°C
Longitud de onda primaria 540 nm (520-560 nm)

Tipo de ensayo Punto final
Direccion Incremento
Muestra: Proporcion de reactivo 1:50

p.ej. Vol de muestra 5L

Vol de reactivo 250uL

Tiempo de incubacion 600 segundos
Limites del blanco de reactivo Bajo 0,0 AU
(540nm, paso de luz de 1cm) Alto 0,2 AU
Linealidad 150 g/L (15 g/dL)

Sensibilidad Analitica
(540nm,paso de luz de 1cm)

5,5 AmA por g/L
(0,055 AA por g/dL)

CALCULOS
En general, el instrumento calcula los resultados de forma automética, como
sigue::

Absorbancia de desconocido

Proteinas totales = x Valor del calibrador

Absorbancia del calibrador

Ejemplo:

Absorbancia del calibrador = 0,319

Absorbancia de desconocido = 0,396

Valor del calibrador = 58g¢g/L(58g/dL)

Proteinas totales = 0,396 x 58 =72 ¢g/L
0,319

Proteinas totales = 039 x 5,8 =7,2g/dL
0,319

NOTAS

1. Losvolumenes del reactivo y de la muestra se pueden alterar de forma proporcional
para acomodarse a los diferentes requerimientos del espectrémetro.

2. Factor de conversion de unidades del S.I. g/L x 0,1 = g/dL.
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CALIBRACION

Es necesario calibrar. Se recomienda un patrén acuoso o un calibrador basado

en suero, con un valor asignado comparable con un patrén primario (p.ej. NIST

o IRMM). Para la frecuencia de calibracion de los instrumentos automatizados,

consulte las especificaciones del fabricante del instrumento.

No obstante, |a estabilidad de la calibracién depende del funcionamiento 6ptimo

del instrumento y del uso de reactivos que se hayan almacenado segun las

recomendaciones de la seccién de estabilidad y almacenamiento de esta hoja

de datos. Se recomienda recalibrar en cualquier momento si ocurre alguno de

estos sucesos:-

e Elnimero de lote del reactivo cambia.

e Se realiza un mantenimiento preventivo o se sustituye un componente
critico.

*  Los valores de control han cambiado o se encuentran fuera de escala y un
nuevo vial de control no rectifica el problema.

CONTROL DE CALIDAD

Para asegurar un control de calidad adecuado, se deberian introducir controles

normales y anormales como muestras desconocidas:-

* Al menos una vez al dia o segun lo establecido por el laboratorio.

e Cuando se utilice una nueva botella de reactivo.

e Después de realizar un mantenimiento preventivo o de sustituir un
componente critico.

e Con cada calibracién.

Los resultados de control que caen fuera de los limites superior o inferior de los

intervalos establecidos indican que el ensayo puede estar fuera de control.

En tales situaciones se recomiendan las siguientes acciones correctoras:

*  Repetir los mismos controles.

e Si los controles repetidos estan fuera de los limites, preparar suero de
control fresco y repetir la prueba.

e  Silos resultados aun estan fuera de control, recalibrar con calibrador fresco,
y después repetir la prueba.

e  Silos resultados aun estan fuera de control, realizar una calibracién con
reactivo recién preparado, y después repetir la prueba.

e  Silos resultados atin estan fuera de control, contacte con el Servicio Técnico
o con su distribuidor local.

LIMITACIONES

1. Sellevaron a cabo estudios para determinar el nivel de interferencia debida
a la hemoglobina, bilirrubina y lipemia en un analizador quimico clinico
automatizado con un buen mantenimiento. Se obtuvieron los siguientes
resultados:
Hemoglobina: No se observa interferencia debida a la hemoglobina hasta
265 mg/dL.
Bilirrubina libre: No se observa interferencia debida a la bilirrubina hasta
211 pmol/L (12,3 mg/dL).
Bilirrubina conjugada: No se observa interferencia debida a la bilirrubina
hasta 211 pmol/L (12,3 mg/dL).
Lipemia: Al medirse bicromaticamente, no se observa interferencia debida
a la lipemia, medida como absorbancia a 630nm, hasta 1,046 AU.

2. Young DS°® ha publicado una amplia lista de medicamentos y sustancias
que pueden interferir con este ensayo.

VALORES ESPERADOS
60 - 83 g/L (6,0 - 8,3 g/dL)*

Los valores citados deberian servir inicamente como guia. Se recomienda que
cada laboratorio verifique este intervalo o derive un intervalo de referencia para
la poblacién que atiende®.

DATOS DE FUNCIONAMIENTO

Los siguientes datos se obtuvieron usando el Reactivo de Proteinas Totales en
un analizador quimico clinico automatizado con un buen mantenimiento.

Los usuarios deberian establecer las caracteristicas de funcionamiento del
producto en su analizador especifico usado.
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IMPRECISION
La imprecision se evalud a lo largo de un periodo de 20 dias usando dos niveles de
controles comerciales y siguiendo el procedimiento NCCLS EP5-T7.

Dentro de un ensayo: NIVEL | NIVEL Il
Numero de puntos de datos 80 80
Media(g/L) 58 49
Media (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: NIVEL | NIVEL II
Numero de puntos de datos 80 80
Media (g/L) 58 49
Media (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

COMPARACION DEL METODO

Los estudios de comparacion se llevaron a cabo usando un reactivo de proteinas
totales disponible comercialmente similar como referencia. Se ensayaron las muestras
de sueroy de plasma (heparina) en paralelo y los resultados se compararon mediante
una regresién de cuadrados. Se obtuvieron las siguientes estadisticas:

Numero de pares de muestras 60

Intervalo de los resultados de las muestras

21-92 g/L (2,1-9,2 g/dL)

Media de los resultados

del procedimiento de referencia

71,8 g/L (7,18 g/dL)

Media de los resultados

del reactivo de proteinas totales

71,5 g/L (7,15 g/dL)

Pendiente 0,955
Ordenada en el origen 2,9 g/L (0,29 g/dL)
Coeficiente de correlacion 0,9844

LINEALIDAD
Cuando se realiza segun las recomendaciones, el ensayo resulta lineal entre 0 y
150 g/L (0 - 15 g/dL).

SENSIBILIDAD ANALITICA
Cuando se realiza segun las recomendaciones, la sensibilidad de este ensayo es
des 5,5AmA por g/L ( 0,055A A por g/dL).
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Informacion de Pedidos
No de Catalogue Configuracion

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
TY34001 4x

100 mL (ILab 600)
50 mL (Hitachi)




