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Método
UV de ponto final.

Finalidade
Sistema para determinagdo quantitativa do Fésforo no soro, plasma e urina.
Somente para uso diagndstico in vitro.

Principio

O fosfato inorganico reage com o molibdato de aménio em meio acido
formando um complexo de fosfomolibdato de aménio n&o reduzido.

A absorbancia do complexo formado, medida em 340 nm, é proporcional a
concentragdo de fésforo na amostra analisada como a reacéo a seguir:

Fésforo Inorganico + H,SO, + Molibdato de Amdnio ———— Complexo
Fosfomolibdato n&o reduzido

Significado Clinico

O aumento dos niveis séricos de fésforo pode ser observado em véarias
situag@es clinicas. A causa mais comum é a redugao da excrecao urinaria
na insuficiéncia renal cronica. As causas de hiperfosfatemia podem ser por
reducéo da excrecgao de fosfato (doenga renal cronica, hipoparatireoidismo
e pseudo-hipoparatireoidismo, acromegalia, calcinose tumoral e uso de
bifosfonados), aumento da ingestdo de fésforo (causa rara de
hiperfosfatemia na auséncia de insuficiéncia renal) e redistribuicdo do
fésforo intracelular (acidose respiratéria, em especial a que ocorre
cronicamente, lise tumoral). A hiperfosfatemia grave pode induzir
hipocalcemia, causando a presencga de tetania e calcificagfes ectbpicas
(articulagGes e tecidos moles, assim como pulmao, rim e conjuntiva).

A hiperfosfatemia ocasionada pela doenga renal cronica pode ocasionar
intenso prurido cutaneo por impregnagao do ion na pele.

A hipofosfatemia pode ocorrer por aumento da excre¢do renal
(hiperparatireoidismo, insuficiéncia renal aguda e recuperacdo de necrose
tubular aguda, apds transplante renal e na sindrome de Fanconi, onde ha
um defeito complexo de transporte no tdbulo proximal, resultando em
reducdo da absorgdo de glicose, aminoéacidos, bicarbonato e fosfato),
reducdo da absorcéo intestinal (desnutricdo, desabsorcdo e estados de
deficiéncia de vitamina D), redistribuicao (alcalose respiratoria, sindrome da
realimentacdo) e ainda em situacdes de mecanismos mistos, como
alcoolismo, diabetes melito, uso de medicagbes, sepse, leucemias e
linfomas, além de algumas doencas hepaticas.

Reagentes

Reagente n° 1 - Molibdato - Conservar entre 15 e 30°C. Contém: Molibdato
de Aménio <0,5 mmol/L, Acido sulfdrico <600 mmol/L. Corrosivo.
Reagente n° 2 - Padréo - Conservar entre 15° e 30°C. Manter vedado.
Contém: Fosfato de Potassio 5,0 mg/dL.

Estabilidade e Condi¢gdes de Armazenamento

Os reagentes sdo estaveis até a data de validade impressa no rétulo do
produto e na embalagem externa quando conservados na temperatura
recomendada, bem vedados e se evitado a contaminacao durante o uso. A
temperatura de armazenamento devera ser de 15 a 30°C

Cuidados Especiais e Precaugdes

* O reagente Molibdato (1) é corrosivo, portanto tomar cuidado na
manipulacdo do mesmo para evitar queimaduras. Havendo contato com a
pele e olhos, lavar imediatamente com bastante agua e procurar
atendimento médico.

» N&o utilizar os reagentes quando se apresentarem turvos.

» As amostras a serem analisadas devem ser tratadas como material
potencialmente infectante.

« Utilizar os EPI's de acordo com as Boas Praticas de Laboratério Clinico.
» As informagdes de Descarte, Seguranga e Primeiros Socorros estéo
descritas na Ficha Individual de Seguranga de Produtos Quimicos (FISPQ)
deste produto, disponivel em www.bioanalitica.com.br ou pelo telefone
0800 006 8111.

» Reagentes de lotes diferentes ndo devem ser misturados.

* Né&o trocar as tampas dos frascos dos reagentes, a fim de evitar
contaminagé&o cruzada.

» Evitar deixar os reagentes fora das condigdes de armazenamento
especificadas, quando os mesmos ndo estiverem em uso.

» O tempo de reagéo, pipetagens e temperatura de trabalho sdo muito
importantes para obtencéo de resultados corretos.

» Usar pipetas de vidro e ponteiras descartaveis especificas para cada
amostra, controle, padrao/calibrador e reagente.

« O nivel de agua do banho-maria deve ser superior ao dos tubos de ensaio
que contém as reacoes.
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Materiais Necessarios e Nao Fornecidos

« Analisador bioquimico automatico, semiautomatico ou espectrofotémetro;
« Pipetas de vidro e/ou automaticas;

« Ponteiras, estantes;

» Tubos de ensaio;

« Banho-maria;

* Crondémetro.

Amostra

Soro ou plasma (EDTA/Citrato) e urina. O analito no soro ou plasma é
estavel por 7 dias armazenada entre 2 e 8°C, quando livres de
contaminagdo. Urina acidificada com HCI é estavel por 15 dias no
refrigerador.

Para descarte dos reagentes e materiais bioldégicos devem-se seguir as

normas locais, estaduais ou federais de protecao ambiental.

Interferéncias e LimitacGes

Algumas substancias elevam o valor do fésforo: anticidos alcalinos,
Vitamina D, tetraciclina, meticilina e pituitarina e outras diminuem como
hidréxido de aluminio, insulina, éter anestésico e injecéo.

Concentragdes de bilirrubina até 10,10 mg/dL, triglicérides até 617 mg/dL e
Acido ascorbico até 20 mg/dL n&do produzem interferéncias significativas.
Valores de hemoglobina maior que 0,50 mg/dL produzem interferéncias
significativas nas amostras.

Preparacédo dos Reagentes
Reagente liquido pronto para uso.

Procedimento Técnico

Equipamentos Automaticos

Para determinacdo em equipamento automatico, verificar no site
www.bioanalitica.com.br

Método Reacdo de Ponto Final
Identificar 3 tubos de ensaio: B (Branco), T (Teste), P (Padrdo) e proceder
como a seguir:

Branco Teste Padrao
Amostra 0,01 mL
Padréo (2) 0,01 mL
Molibdato (1) 1,0mL 1,0 mL 1,0 mL

Homogeneizar bem e colocar em banho-maria a 37°C por 10 minutos. Ler
a absorbancia do Teste e do Padrdo em 340 nm (334 - 360 nm), acertando
0 zero com o Branco. A cor é estavel por 20 minutos.

Esta técnica é adequada para fotdbmetros cujo volume minimo de solucédo
para leitura é igual ou menor que 1,0 mL. Verificar a necessidade de ajuste
do volume, e modificar proporcionalmente para ndo alterar os célculos e o
desempenho do teste. Volumes de amostra menores que 0,01 mL sdo
criticos em aplicagcdes manuais, pois aumentam a imprecisao da medicao.

Para dosagem na urina, quando esta ndo for acidificada previamente,
homogeneizar e separar 10 mL, acertar o pH entre 1 e 3 com HCI
concentrado. No momento de realizar a técnica, diluir a urina 1:10 com agua
destilada ou deionizada. Fazer a dosagem como na técnica descrita acima
e multiplicar o resultado encontrado por 10.

Célculos

Fésforo (mg/dL) = (Absorbancia do Teste + Absorbancia do Padrao) x
Concentragéo do Padréo

Fator de Calibragéo = Concentragdo do Padréo + Absorbancia do Padrédo

Exemplo com Padréo

Absorbancia do Teste = 0,265
Absorbancia do Padréao = 0,245
Concentragéo do Padréo = 5,0 mg/dL
Fosforo = (0,265 + 0,245) x 5 = 5,41 mg/dL

Exemplo com Fator de Calibragéo
Fc=5+0,245=20,4
Foésforo = 0,265 x 20,4 = 5,41 mg/dL

Urina
Urina (mg/24h) = (mg/dL x Volume em L) x 100
Os resultados serdo expressos em g/24h.
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Caracteristicas do Desempenho

Comparacao de Métodos

O método foi comparado com outro produto com metodologia semelhante
através de 40 amostras de soro humano. Através de modelos estatisticos,
os resultados foram analisados e resultaram na equagao de regressdo
linear onde Método Bioanalitica (y) = 0,063 + 0,965 * Método comparativo
(x) e coeficiente de correlagéo igual a 0,999.

Sensibilidade

Uma amostra proteica ndo contendo Fosforo, foi utilizada para calcular o
limite de deteccdo do ensaio. A média encontrada foi 0,0700 mg/dL
equivalente a 20 determinag6es, com desvio padrdo de 0,0057 mg/dL.

A sensibilidade, que indica o limite de deteccdo do método, corresponde a
média mais 3 vezes o desvio padrao, que é igual a 0,0870 mg/dL.

Linearidade

A reagdo é linear até 18 mg/dL. Para amostras com valores acima de 18
mg/dL, diluir a amostra com Cloreto de Sédio 0,85%, repetir a dosagem e
multiplicar o resultado obtido pelo fator de dilui¢éo.

Repetitividade

A repetitividade foi calculada a partir de 20 determinacdes sucessivas,
utilizando amostras com concentragGes diferentes, obtendo-se os
seguintes resultados:

Amostra 1l | Amostra2 | Amostra 3
Concentragdo Média (mg/dL) 1,57 3,27 8,18
Desvio Padrdo (mg/dL) 0,01 0,01 0,09
Coeficiente de Variagéo (%) 0,69 0,39 1,05

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade foi calculada a partir de 20 determinacdes sucessivas
durante 3 dias consecutivos, utilizando 3 amostras com concentragdes
diferentes, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1 | Amostra 2 | Amostra 3
Concentracdo Média (mg/dL) 1,04 2,98 7,72
Desvio Padr&o (mg/dL) 0,05 0,08 0,26
Coeficiente de Variagdo (%) 4,53 2,77 3,35

Valores de Referéncia

Estes valores de referéncia devem ser usados apenas como orientagao.
Sugere-se que cada laboratério estabeleca seus proprios valores para
populacao atendida. Os resultados dos testes devem ser analisados por um
profissional responsavel.

Soro
Criancas e adolescentes mg/dL
Até 10 dias 45a9,0
10 dias a 2 anos 45a6,7
2 al12 anos 45a5,5
Acima de 12 anos 25a4,8

Adultos: 2,5 a 4,8 mg/dL
Urina: 340 a 1000 mg/24 horas

Unidades Convencionais (mg/dL) x 0,323 = Unidade SI (mmol/L).

Controle Interno da Qualidade

O laboratério clinico deve possuir um programa interno de controle da
qualidade, para assegurar que todos os procedimentos, normas, limites e
tolerancia para variagdes sejam claramente definidos. Ressaltamos que
todos os sistemas de medicao apresentam uma variabilidade analitica, que
deve ser monitorada pelos laboratérios. Portanto, € recomendavel a
utilizac&@o de controles, que permitem avaliar a precisdo e a exatidao das
dosagens. Sugere-se utilizar solu¢Bes estabilizadas da linha de controles e
calibradores da Bioanalitica.
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Observagdes

« A limpeza e secagem adequadas do material usado sado fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtencao de resultados
corretos.

» A agua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de
agentes contaminantes. A limpeza da vidraria deve ser feita com detergente
neutro. O enxague deve ser exaustivo sendo os Ultimos com &gua destilada
ou deionizada.

» A agua utilizada no laboratério deve ter a qualidade adequada a cada
aplicacdo. Assim, para preparar reagentes e usar nas medicdes, a agua
deve ser do Tipo Il, com resistividade > 1 megaohms/ cm ou condutividade
< 1 microsiemens /cm e concentracdo de silicatos < 0,1 mg/L. Para o
enxague inicial da vidraria, a &gua pode ser do Tipo lll, com resistividade >
0,1 megahoms ou condutividade < 10 microsiemens. No enxague final,
utilizar 4gua do Tipo Il. Coluna deionizadora com sua capacidade saturada
libera 4gua alcalina, varios ions e também substancias com grande poder
de oxidacéo ou reducdo que deterioram os reagentes em poucos dias ou
mesmo horas, alterando de maneira imprevisivel os resultados. Assim, é
fundamental estabelecer um programa de controle da qualidade da agua.
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Termos e Condi¢des de Garantia

A Bioanalitica Diagnostica garante o desempenho e a qualidade deste
produto, dentro das especificacdes, até a data de expira¢édo indicada nos
rétulos, desde que utilizados, armazenados e transportados nas condi¢des
adequadas.

Apresentacéo
Ref. Volume Reagente 1 Reagente 2
BA229-100 | 100 mL 1x 100 mL 1x3mL
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