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PROTEÍNAS TOTAIS-PP
FUNDAMENTO
As ligações peptídicas das proteínas (-HN-CO-) reagem com íons cúpricos em meio alcalino (Reagente do Biureto) formando um complexo de coloração violeta, cuja absorbância medida em 545 nm é diretamente proporcional à concentração de proteínas na amostra.

APLICAÇÃO CLÍNICA

A concentração de proteína total no soro está aumentada em pacientes com desidratação, mieloma múltiplo, macroglobulemia, lupus eritematoso, artrite reumatóide, sarcoidose, infecções crônicas, linfogranuloma e endocardite bacteriana sub-aguda.
A concentração de proteína total do soro está diminuída na hiperhidratação, desnutrição grave, insuficiência renal, nefrose, queimaduras graves, síndrome de má absorção, deficiência de cálcio e vitamina D.

AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manhã após jejum 8 horas, salvo orientações médicas.

Amostras utilizadas

Soro e Líquidos (sinovial, pleural ou ascítico).

Estabilidade e armazenamento da amostra

O analito é estável por 3 dias entre 2-8ºC.

Volume ideal utilizado para análise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise).

Volume mínimo utilizado para análise
(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise).

Critérios para rejeição da amostra

Os anticoagulantes quelantes interferem.

Fazer referência ao manual ou POP de coleta, separação e distribuição de material.

REAGENTE UTILIZADO

PROTEÍNAS TOTAIS PP

CAT. 418

MS 80022230087

GOLD ANALISA DIAGNÓSTICA LTDA

CNPJ – 03.142.794/0001-16

Av. Nossa Senhora de Fátima, 2363

Belo Horizonte – MG – Brasil

Farmacêutico Responsável: Homero Jackson de Jesus Lopes
CRF – MG - 2010

Componentes do kit

Conservar em temperatura ambiente (15-30(C).

1. Padrão de 4,0 g/dL – Contém albumina bovina. O valor da concentração é rastreável ao Material de Referência Certificado 927 (NIST, USA). Armazenar bem vedado para evitar evaporação.

2. Biureto - Contém sulfato de cobre 12 mmol/L, hidróxido de sódio 600 mmol/L e estabilizador.
Precauções e Cuidados Especiais
1- Aplicar os cuidados habituais de segurança na manipulação dos reagentes e amostra biológica. 

2- Recomendamos o uso das Boas Práticas de Laboratórios Clínicos para a execução do teste.

3- De acordo com as instruções de biossegurança, todas as amostras devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes.

4- O Biureto (2) é corrosivo. Contato com os olhos, pele ou mucosas devem ser evitados. Não aspirar ou ingerir.

5- Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resoluções normativas locais, estaduais e federais de preservação do meio ambiente.

Estabilidade

Os reagentes são estáveis até o vencimento da data de validade impressa no rótulo do produto e na caixa quando conservados na temperatura recomendada, bem vedados e se evite a contaminação durante o uso.

Sinais de Deterioração dos Reagentes

1- Presença de partículas e turbidez indicam deterioração dos reagentes.

EQUIPAMENTOS

Procedimento Técnico Manual

· Espectrofotômetro (leitura em 540 nm ± 10 nm);
· Tubos e Pipetas;
· Cronômetro.
Procedimento Técnico Automatizado

Citar nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referência ao manual ou POP para utilização do mesmo.

Procedimento Técnico Alternativo

Citar o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Indicar as possíveis diferenças quando os procedimentos manuais substituírem os procedimentos automatizados.

Procedimento em Analisadores Automáticos

Mencionar o manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar o guia de aplicação dos reagentes para o sistema automático.

Interferências

A hemólise (hemoglobina até 130 mg/dlL), a bilirrubina até 32 mg/dL e a lipemia (triglicérides até 500 mg/dL) não produzem interferências significativas. 

Amostras com valores de triglicérides entre 500 e 1100 mg/dL produzem interferências positivas que podem ser minimizadas com o emprego do Branco de Amostra.

Atenção
Para minimizar a ação de interferências fotométricas na dosagem, utilizar o Branco da Amostra.

Branco da Amostra
Misturar 20 µL do soro com 1000 µL de solução de NaCL 150 mmol/L (0,85%). Medir a absorbância da mistura em 545 nm, acertando o zero de absorbância com água deionizada ou destilada. Subtrair a absorbância obtida do Branco de Amostra da absorbância do Teste e calcular o resultado final.

PROCEDIMENTO

Procedimento Manual

A-Condições de Reação

              Leitura: Comprimento de onda 545 nm (530 a 550 nm)

              Medida: Contra o Branco

              Tipo de reação: Ponto final

B- Técnica de Análise

1- Pipetar:

	Tubos
	Branco
	Teste
	Padrão

	Água deionizada
	20 µL
	------
	------

	Soro
	-------
	20 µL
	-------

	Padrão (1)
	-------
	-------
	20 µL

	Biureto (2)
	1000 µL
	1000 µL
	1000 µL


2- Homogeneizar e incubar em banho-maria a 37°C por 10 minutos.
O nível de água do banho-maria deve ser superior ao nível dos reagentes nos tubos.

3- Fazer as leituras fotométricas do Padrão (Ap) e do Teste (At) zerando o aparelho com o Branco em 545 nm (530 a 550 nm). 

4- A cor é estável por 1 hora.
CÁLCULOS

Ver Linearidade.
Como a metodologia obedece à lei de Lambert-Beer, pode-se efetuar os cálculos através do Fator de Calibração (FC).

Concentração do Padrão = CP
Concentração do Teste = CT
Absorbância do Padrão = AP
Absorbância do Teste = AT
Exemplo

CP = 4,0 g/dL

Se AP = 0,244

Se AT = 0,460

FC = CP ÷ AP = 4, 0 ÷ 0,244 = 16, 4
CT = FC x AT = 16, 4 x 0,460 = 7, 5 g/dL

Atenção

• Esta técnica de dosagem é adequada para fotômetros cujo volume mínimo de solução para leitura é igual ou menor do que 1000 µL.
• O analista sempre deve fazer uma verificação da necessidade de ajuste do volume para o fotômetro empregado no seu laboratório.

• Os volumes de amostra e de reagente podem ser modificados proporcionalmente, sem alterar o desempenho do teste e os cálculos.

• Em caso de redução dos volumes é necessário observar o volume mínimo de leitura fotométrica.

• Volumes da amostra menores do que 10 µL são críticos em aplicações manuais e devem ser usados com cautela porque aumentam a imprecisão da medição.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            
RESULTADOS

Unidades Convencionais (g/dL) × 10 = Unidades SI (g/L).
CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 

Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Citar a utilização de soros controles (nível normal –código ---------  e patológico –código -------) nas  análises realizadas juntamente com a freqüência da utilização dos mesmos. Descrever o procedimento  de verificação de novos lotes de controles e reagentes.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo 

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade : PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERÊNCIA

Crianças acima de três (3) anos e adultos

Soro: 6,0 a 8,0 g/dL = 60 a 80 g/L.

Estes valores devem ser usados como uma orientação. É recomendado que cada laboratório estabeleça seus próprios valores de referência.

SIGNIFICADO CLÍNICO

A dosagem isolada da proteína total tem pouco valor clínico, porque a alteração em uma das frações pode ser compensada por alteração de outra fração, como ocorre nas doenças crônicas, em que há diminuição de albumina com aumento de gamaglobulina.

Valores aumentados: A concentração de proteína total do soro está comumente aumentada em pacientes com desidratação, mieloma múltiplo, macroglobulinemia, crioglobulinemia, lupus eritematoso, artrite reumatóide, sarcoidose, infecções crônicas, linfogranuloma e endocardite bacteriana sub-aguda.

Valores Diminuídos: A concentração de proteína total do soro está diminuída na hiperhidratação, desnutrição grave, insuficiência renal, nefrose, queimaduras graves, síndrome de má absorção, deficiência de cálcio e de vitamina D.

LINEARIDADE 

Linearidade

A reação é linear até 14 g/dL (140 g/L). Para valores maiores diluir a amostra com NaCI 150 mmol/L (0,85%) e repetir a determinação. Multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluição. 
SENSIBILIDADE ANALÍTICA
Sensibilidade Analítica

O limite de detecção é igual a 1,1 g/dL, equivalente a três desvios padrão (DP) da média do desvio- padrão do resultado encontrado nos ensaios da imprecisão dia-a-dia (reprodutibilidade).
LIMITAÇÕES DO MÉTODO

Os resultados deverão ser usados em conjunto com informações disponíveis da avaliação clínica e outros procedimentos diagnósticos.
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