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USO PREVISTO
Este reactivo esta pensado para la determinacién cuantitativa in vitro de cobre
en suero utilizando analizadores quimicos clinicos automatizados.

RELEVANCIA CLINICA'

El cobre es un elemento traza esencial que se encuentra predominantemente
enlazado a la proteina de transporte de cobre ceruloplasmina, mientras que
una fraccién muy pequefia forma complejos con la albumina y con otras
metaloproteinas.

La aplicacién clinica mas significativa de la determinacion del cobre es el
diagndstico de la enfermedad de Wilson. Esta enfermedad esta asociada con
una disminucion de la sintesis de ceruloplasmina, que conduce a unos niveles
bajos de cobre sérico.

Un segundo trastorno del metabolismo del cobre es el sindrome de Menkes
o el sindrome del cabello ensortijado, un defecto en la absorcién del cobre
ligado al gen X.

De igual forma, se han observado niveles bajos de cobre sérico en diversas
hipoproteinemias, mientras que se encuentran niveles elevados en varias
enfermedades agudas y cronicas tales como la leucemia, la hemocromatosis
y la cirrosis biliar.

METODOLOGIA??

El agente reductor clorhidrato de guanidina, en medio acido, hace que el
cobre unido a la ceruloplasmina se libere. 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-(N-
propil-N-sulfopropilamino) anilina (5-Br-PSAA) reacciona con el cobre libre,
formando un complejo coloreado estable. La intensidad de este color es
directamente proporcional a la concentracion de cobre en la muestra y se mide
fotométricamente a 580 nm.

COMPOSICION DEL REACTIVO

Ingredientes activos
Reactivo 1:

Concentracion

Tampdn acetato, pH 4,2 0,4 mol/L
HCI de guanidina 5 mol/L
Catalizador

Agente oxidable

Reactivo 2:

5-Br-PSAA, sal sédica 0,1 mmol/L

AVISO: Evite la ingestion y el contacto con la piel, la boca y los ojos. No se ha
determinado la toxicidad de este reactivo. Ailada una gran cantidad de agua
antes de verterlo. Para informacion adicional consulte la Hoja de Datos de
Seguridad del Reactivo de Cobre.

R22 Nocivo por ingestion.
R36/38 Irrita los ojos y la piel.
S23 No respirar los vapores.

PREPARACION DEL REACTIVO

Prepare el reactivo de trabajo mezclando cantidades iguales de Reactivo 1y
Reactivo 2. Consulte las aplicaciones especificas del instrumento, suministradas
por el Grupo de soporte técnico bajo solicitud.

ESTABILIDADY ALMACENAMIENTO

Antes del uso:

Cuando se almacena entre 18 y 25°C, los reactivos son estables hasta la fecha
de caducidad indicada en las etiquetas del frasco y de la caja del kit.

Reactivo de trabajo:
El reactivo de trabajo es estable durante al menos 5 dias a 2-8°C.

Indicaciones del deterioro del reactivo:

o Turbidez,

¢ Absorbancia del reactivo > 0,2 AU a 580nm, y/o

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

TOMAY MANEJO DE LAS MUESTRAS?
Suero: Use suero no hemolizado.

Almacenamiento: Las muestras de cobre sérico son estables durante al menos 2
dias a temperatura ambiente (18-25°C) o durante 1 semana a 2-8°C.

EQUIPOS ADICIONALES NECESARIOS PERO NO PROPORCIONADOS
*  Un analizador quimico clinico capaz de mantener una temperatura constante
(37°C) y de medir la absorbancia entre 550 y 590 nm.

Si se requieren, pipetas para administrar volimenes medidos con precision.
Consumibles especificos del analizador, por ejemplo: copas de muestra.
Material de control de ensayos normales y anormales.

Un patrén acuoso de cobre 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 580 nm (550 - 590 nm)
Tipo de ensayo Punto final
Direccion Incremento
Muestra: Proporcion de reactivo 1:10
p.ej. Vol de muestra 0,1 mL

Vol. de reactivo combinado 1,0 mL

Tiempo de incubacion 300 segundos

Limites del blanco de reactivo Bajo 0,10 AU

(580 nm, paso de luz de 1cm) Alto 0,20 AU
Linealidad 3-85 umol/L (19-540 pg/dL)
Sensibilidad 4,1 AmAbs por umol/L

(550 nm, paso de luz de 1 cm) 0,7 AmAbs por pg/dL

CALcuLos

Los resultados se calculan, en general, de forma automatica por el instrumento,
como sigue:

Absorbancia de desconocido

Cobre = - - x Valor del calibrador
Absorbancia del calibrador

Ejemplo:

Absorbancia del calibrador = 0,081

Absorbancia de desconocido = 0,136

Valor del calibrador = 15,73 pmol/L (100 pg/dL)

Cobre = _0136 x 15,73 = 26,4 pmol/L
0,081

Cobre - 0136 x 100 = 168 pg/dL
0,081

NOTAS

1. Losvolumenes del reactivo y de la muestra se pueden alterar de forma proporcional
para adaptarse a los diferentes requerimientos del espectrofotometro.
2. muestras con valores de cobre mayores de 85 pmol/L (540 pg/dL) se deben
diluir con suero isoténico y volverse a analizar.
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3. Lareaccién de color es estable durante 10 minutos a 37°C.
4. Conversione unita: pmol/L x 6,355 = pg/dL

CALIBRACION

Es necesario calibrar. Se recomienda el uso de un patrén acuoso de cobre

adecuado. Para la frecuencia de calibrado de los instrumentos automatizados,

consulte las especificaciones del fabricante del instrumento.

No obstante, la estabilidad del calibrado depende del comportamiento éptimo

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

recomendaciones de la seccion de estabilidad y almacenamiento de este folleto

informativo. Se recomienda recalibrar en cualquier momento si aparece alguno

de estos acontecimientos:-

*  Elndmero de lote del reactivo cambia.

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

* Los valores de control han cambiado o se encuentran fuera de escala 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 con valores ensayados como muestras desconocidas:-
Al menos cada ocho horas.

e Cuando se use una nueva botella de reactivo.

e Después de realizar un mantenimiento preventivo o 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 estandar fresco,
y después repetir la prueba.

e  Silos resultados aun estan fuera de control, realizar un calibrado con reactivo
nuevo, y después repetir la prueba.

¢  Silos resultados atn 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
al hierro y al zinc y se obtuvieron los siguientes resultados:
Hierro: No se observa interferencia debida al hierro hasta 100 pmol/L.
Zinc: No se observa interferencia debida al zinc hasta 100 pmol/L.

2. Evite el uso de muestras lipémicas, hemolizadas e ictéricas.

3. Young DS* ha publicado una amplia lista de medicamentos y sustancias
que pueden interferir con este ensayo.

VALORES ESPERADOS'
Varén 11,0 - 22,0 pmol/L (70 - 140 pg/dL)
Muijer 12,6 - 24,4 pmol/L (80 - 155 pg/dL)

Los valores indicados son representativos del intervalo esperado para este
procedimiento y Unicamente deberian servir 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 Cobre en un
analizador quimico clinico automatizado con un buen mantenimiento. Los
usuarios deberian establecer un comportamiento del producto en su analizador
especifico usado.
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IMPRECISION
La imprecision se evalué usando dos niveles de controles comerciales y siguiendo
el procedimiento NCCLS EP5-T.¢

Intraanalisis: NIVEL | NIVEL II
Numero de puntos de datos 80 80
Media (pmol/L / pg/dL) 16,25/103,27  31,50/200,00

SD (umol/L / pg/dL) 0,46/2,92 0,56/ 3,56
CV (%) 2,83 1,78
Total: NIVEL | NIVEL Il
Numero de puntos de datos 80 80

Media (umol/L / ug/dL) 16,25/103,27  31,50/200,00
SD (umol/L / pg/dL) 0,80/5,08 1,08/6,55
CV (%) 4,92 3,27

EXACTITUD

Los estudios de comparacién se llevaron a cabo usando otro reactivo de cobre
similar disponible comercialmente. Se ensayaron las muestras de suero en paralelo
y los resultados se compararon mediante una regresién de minimos cuadrados. Se
obtuvieron las siguientes estadisticas:

Numero de pares de muestras 50
Intervalo de los resultados de las muestras 5 - 35 pmol/L

(32 - 222 pg/dL)
Pendiente 0,95
Ordenada en el origen -0,43 pmol/L (2,7 pg/dL)
Coeficiente de correlacion 0,997

Los estudios de comparacién también se llevaron a cabo usando AAS como referencia.
Se obtuvieron las siguientes estadisticas:

Numero de pares de muestras 60
Intervalo de los resultados de las muestras 3,5-35,0 ymol/L
(22-222 pg/dL)

Pendiente 0,96

Ordenada en el origen 1,15 ymol/L (7,3 pg/dL)
Coeficiente de correlacion 0,97

LINEALIDAD

Cuando se realiza como se recomienda, la prueba es lineal entre 3-85 pmol/L (19-
540 pg/dL).

La linealidad en diversos instrumentos automatizados puede variar de este valor. El
usuario deberia consultar la aplicacion del instrumento especifico para conocer la
linealidad especifica del instrumento.

SENSIBILIDAD
Cuando se realiza segun las recomendaciones, la sensibilidad de este ensayo es de
4,1 AmAbs por pmol/L 0 0,7 AmAbs por pg/dL (paso de luz 1 cm, 550 nm).
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