GRUPO

MEXLAB’®

EN PRUEBAS PARA SU LABORATORIO

PROTEINA EN LCR/ORINA

USO PREVISTO

El reactivo de proteina total en LCR/orina se utiliza para la determinacion
cuantitativa de la proteina total, mediante procedimiento manual o
automatizado, en orina humana o liquido cefalorraquideo.

INTRODUCCION

La medicion de la proteina en orina estd adquiriendo importancia
creciente en la deteccion de la patologia renall . La proteinuria
(aumento de proteinas en la orina) puede ocurrir debido al aumento de
la permeabilidad glomerular, la reabsorcion tubular defectuosa y la
secrecion anormal de proteinas en el tracto urinario2 . La albuminuria
(aumento de albumina en la orina) ha sido reconocida como un
indicador temprano de dafio renal en diabetes, que puede revertirse si
se detecta y trata oportunamente3.

La medicion de la proteina total en LCR y proteina especifica se
utiliza para detectar un aumento de la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica (el endotelio capilar de los vasos del sistema
nervioso central) a las proteinas plasmaticas o para detectar un
aumento de la secrecion intratecal de inmunoglobulinas]

PRINCIPIO

La prueba de proteina total en orina se basa en el procedimiento
desarrollado por Watanabe et al4, que es un método colorimétrico de
union de colorante utilizando el complejo de rojo de
pirogalol-molibdato, y modificadoS para igualar la reactividad de la
albiimina y y-globulina, y proporcionar buena precision y linealidad.

El rojo de pirogalol se combina con 4cido de molibdeno, formando un
complejo rojo con absorcion maxima a 467 nm. Cuando este complejo
se combina con proteina en condiciones acidas, se desarrolla un color

azul-purpura con un incremento en la absorcion a 598 nm4.

COMPOSICION DEL REACTIVO

1. Reactivo de Proteina CSF/Orina: 2.4 mg/dL de rojo de pirogalol, 0.96
mg/dL de molibdato de sodio y surfactantes en solucion amortiguadora.

2. Estandar de Proteina CSF/Orina, 100 mg/dL: Albiimina de suero
bovino en solucion acuosa con 0.1% de azida de sodio como
conservante probado durante la fabricacién usando estandares trazables
al Material de Referencia del Instituto Nacional de Estandares y
Tecnologia (NIST) # SRM927a.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Para uso diagndstico in vitro.

2. Adopte precauciones universales requeridas para el manejo de
todos los reactivos de laboratorio.

3. El estandar contiene azida de sodio. Puede reaccionar con tuberias
de cobre o plomo para formar acumulaciones explosivas de azida
metalica. Al desechar, enjuague con un gran volumen de agua.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD DEL REACTIVO

El reactivo y el estandar son estables hasta la fecha de vencimiento en
la etiqueta, cuando se almacenan a 2-8°C.

DETERIORO DEL REACTIVO
1. No lo use si el reactivo aparece turbio o tiene precipitacion.
2. No lo use si el reactivo no logra obtener resultados precisos.

MATERIALES PROPORCIONADOS

1. Reactivo de Proteina en LCR/Orina
2. Estandar de Proteina en LCR/Orina (100 mg/dL)

MATERIALES NECESARIOS PERO NO PROPORCIONADOS

1. Espectrofotometro capaz de medir con precision la absorbancia a 600
nm.

. Tubos de ensayo con propiedades Opticas adecuadas para uso a 600 nm.

. Dispositivos para pipetear con precision 3,0 mL y 50 pLL

Incubadora capaz de mantener 37°C

. Cronémetro

. Tubos de ensayo/soporte
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RECOLECCION Y PREPARACION DE MUESTRAS

1. Se recomienda que la recoleccion de muestras se realice de
acuerdo con el documento M29-T de NCCLS.

2. Se pueden utilizar muestras de orina al azar o de 24 horas
(mantenga la muestra en hielo durante la recoleccion6). Se
prefieren las muestras de la primera mafiana para muestras al azar.
Almacene a 2-4°C hasta por 24 horas. Estable congelado a -20°C
hasta por 1 afio. No se requieren conservantes6 .

3. E1 LCR (lumbar) debe estar libre de hemolisis. Centrifugue antes
del analisis. E1 LCR puede almacenarse a 4°C durante <72 horas.
Estable a -20°C durante 6 meses, o a -70°C indefinidamente. Las
muestras no deben contener sangre6 .

SUSTANCIAS INTERFERENTES

1. Se recomienda no utilizar muestras de orina con conservantes afiadidos,
ya que algunos conservantes, como el HCl y el acido benzoico, han
demostrado interferir en el ensayo de proteinas, dando resultados falsos
bajos4.

2. Algunos medicamentos pueden interferir, consulte Fujita et al7

PROCEDIMIENTO (MANUAL)

. Ajuste la temperatura de la incubadora a 37°C.

. Caliente el Reactivo de Proteina en LCR/Orina a 37°C.

. Etiquete los tubos de ensayo: BLANCO, ESTANDAR, MUESTRA, etc.

. Pipetee 3,0 mL de Reactivo de Proteina en LCR/Orina en todos los tubos.

. Al tubo etiquetado BLANCO, agregue 50 pL de agua. Al tubo etiquetado
ESTANDAR, agregue 50 pL de estandar. Al tubo(s) etiquetado(s)
MUESTRA, agregue 50 pL de muestra(s).

6. Mezcle todos los tubos por inversion y coldquelos en la incubadora (37°C)

durante 10 minutos.

7. Después de 10 minutos, ajuste la longitud de onda del espectrofotdmetro a
600 nm y la lectura de absorbancia a cero con BLANCO. (Rango de longitud
de onda: 580-630nm)

8. Lea y registre la absorbancia de ESTANDAR y MUESTRA frente a
BLANCO como referencia.

9. Para calcular la(s) concentracion(es) de la(s) muestra(s), consulte la seccion
de CALCULOS.
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CONTROL DE CALIDAD

Se recomienda que se incluyan controles en cada conjunto de ensayos. Se puede
utilizar rutinariamente material de control comercialmente disponible con
valores establecidos de proteina en LCR/Orina para el control de calidad. El
valor asignado del material de control debe ser confirmado por la aplicacion
elegida. La falta de obtencion del rango adecuado de valores en el ensayo del
material de control puede indicar deterioro del reactivo, mal funcionamiento del
instrumento o errores de procedimiento.



CALIBRACION

Utilice el estandar acuoso de proteina (trazable al NIST n.° SRM927a)
incluido en el kit para la calibracion. La concentracion de proteina
total debe validarse comparandola con un estandar comercial. Para
instrumentos automatizados, consulte las especificaciones de la
aplicacion correspondiente.

CALCULOS

Los valores se derivan de la siguiente ecuacion:

Proteina en orina (mg/24 horas) = Au/As x Cs X V
o
Proteina (mg/dL) = Au/As x Cs

Donde Au y As son los valores de absorbancia de la muestra
desconocida y del estandar, respectivamente, Cs es la concentracion
del estandar (mg/dL) y V es el volumen de orina de 24 horas en dL.

Ejemplo:

Proteina total en orina (mg/dia)= 0,020 x 100 x 11
[24 horas] 0,195

= 113 mg/dia

LIMITACIONES PROCESALES

1. Las muestras que superen el limite de linealidad (200 mg/dL)
deben diluirse con un volumen igual de solucion salina isotonica y
repetirse el andlisis. Multiplique el resultado por dos para
compensar la dilucion. En orina, el ejercicio intenso elevara el
resultado (<250 mg/dia)6. En bebés prematuros, ocasionalmente
pueden observarse valores de proteina en el LCR >130 mg/dL6.

NOTA: Si se desea una mayor sensibilidad para muestras normales o
ligeramente elevadas, se puede utilizar una muestra de 100 ul (0,100
mL). En este caso, diluya el estandar con el mismo volumen de agua
destilada o desionizada y utilicelo como estandar de 50 mg/dl en lugar
del estandar de 100 mg/dl en la prueba.

VALORES ESPERADOS

LCR (recién nacido) 40-120 mg/dL 6
(<1 mes) 20-80 mg/dL 6
(>1 mes) 15-40 mg/dL6

LCR (lumbar) (adulto) 8-32 mg/dL 6

Orina al azar menos de 10 mg/dL 8

Orina (24 horas) 28-141 mg/dia 8

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO
1. Linealidad: 0-200 mg/dL

2.  Sensibilidad :Basado en una resolucion de absorbancia del instrumento de 0,001,

este”™ ™™ dure tiene una sensibilidad de 0,58 mg/dL (DAbs. = 0,001).
3. Comparacion: Se realizo un estudio comparativo entre el procedimiento
descrito (Y) y una técnica similar establecida (X) en un analizador
quimico Abbott VP. Las muestras de orina de 83 pacientes presentaron
valores de 0,1 a 163,9 mg/dl, y las muestras de LCR de 79 pacientes
presentaron valores de 4 a 139 mg/dl. El valor inferior del intervalo de
confianza del 95 % (a 14 mg/dl) fue de 15,27 mg/dl. El valor superior del
intervalo de confianza del 95 % (a 14 mg/dl) fue de 15,43 mg/dl.

Muestra  Coeficiente de Tamaﬁo de Ecuacién de Error
1A a muestra .
correlacion regresion total

Orina 0.995 83 Y =0,96X + 4,86 3.02
LCR 0.996 79 Y =0,95X + 4,86 2.20

4. Precision: Las pruebas se realizaron segun la directriz NCCLS
#EP5-T. Se utilizaron tres muestras de orina diferentes para los
estudios de precision intraensayo y entre ensayos. Cada muestra
se sometio a 21 ensayos replicados para el estudio de precision
entre ensayos. Para el estudio de precision intraensayo, cada
muestra se sometio a cuatro ensayos replicados al dia durante 5
dias (un total de 20 ensayos).

Dentro de la carrera De carrera a carrera

#1 #2 #3 #1 #2 #3
Media (mg/dL) 7.41 56.1 114.6 | 7.04 60.3 114.1

DE (mg/dL) 0.30 0.8 0.9 0.68 0.9 1.0
CV. (%) 4.04 1.5 0.8 9.67 1.6 0.9
Numero de ensayos 21 2 1 2 1 20 20 20
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