QUIMIFOS - Fésforo
Molibdato

Finalidade:

Reagao colorimétrica para determinagdo quantitativa de fésforo em
amostras de soro e urina humanos. Somente para uso diagndstico
"in vitro".
Principio:
O fésforo inorganico presente na amostra reage com o molibdato
em meio acido, formando um complexo colorido que é quantificado
por espectrofotometria em 340 nm.

Meio Acido
Fosforo Inorgénico ---------------- >Molibdato - Fésforo Inorgéanico

Metodologia:
Molibdato - UV

Significado Clinico:

Soro: A alteragédo de fosfatemia independe muitas vezes de
qualquer disturbio hidroeletrolitico, prendendo-se geralmente a
problemas metabdlicos ou enddcrinos.

O teor de fésforo inorganico no soro circulante € influenciado pelo
horménio da paratirdideo, absorgéo intestinal, funcionamento renal
e metabolismo ¢sseo. A absorgédo intestinal do fosfato esta
intimamente condicionada a do calcio, pois a permanéncia deste no
intestino resulta na formagéo do fosfatos insoliveis que se perdem
nas fezes. A absorgéo do fosfato depende indiretamente da
presenca de vitamina D. O horménio da paratirdideo exerce sobre
a fosfatemia uma influéncia oposta a exercida sobre a calcemia,
isto é, tende a reduzir a fosfatemia por aumentar a excregao renal
de fosfato, a despeito de causar mobilizagdo do mesmo a partir dos
ossos. O baixo nivel de fosfato observado no raquitismo esta
relacionado a sua ma absorgéo intestinal, bem como o aumento da
excregdo urinaria devida ao aumento da atividade da paratiréide.
Existe ao que parece, uma relagéo reciproca entre calcio e fosforo.
Todo aumento de fésforo no soro causa diminuigéo do calcio por
um mecanismo ainda ndo bem compreendido.

Causas de hiperfosfatemia: Insuficiéncia renal, hipoparatiroidismo,
pseudo-hipoparatiroidismo, hipervitaminose D, acromegalia (fase
ativa).

Causas da hipofosfatemia: Raquitismo, hiperparatiroidismo (nem
sempre), sindromes de ma-absorgéo, algumas formas de disfungédo
tubular congénita.

Urina: O teste € util na avaliagdo do balango calcio/fésforo do
organismo. Excrecéo urinaria aumentada de fésforo ocorre em
hiperparatiroidismo, acidose tubular renal, uso de diurético e na
sindrome de Fanconi. Excregdo diminuida € encontrada no
hipoparatiroidismo e pseudo-hipoparatiroidismo.

Reagentes:

Reagente Unico e pronto para uso. Conservar entre 15 e 25 °C.
Contém: Molibdato de aménio 1,0 mmol/L, Acido Sulfurico 420
mmol/L, Cloreto de Sédio 77 mmol/L.

Padréo (céd 3010): Conservar entre 15 - 25°C. Solugéo aquosa
com concentragdo de fosforo rastreavel ao método de referéncia
proposto pelo CLSI. Verifique a concentracéo do padrao no rétulo
do frasco.

Os reagentes ndo abertos sdo estaveis até a data de vencimento
impressa no rétulo do produto.

Durante o manuseio, os reagentes estdo sujeitos a contaminagéo
de natureza quimica e microbiana que podem provocar redugé@o da
estabilidade.

Precaugdes e Cuidados Requeridos:

Este reagente deve ser usado somente para diagndstico "in vitro".
Né&o pipetar com a boca. Evitar contato com a pele e roupa. No
caso de contato com os olhos, lavar com grande quantidade de
agua e procurar auxilio médico. O reagente contém &cido forte.
Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem
como o tempo de reacéo para obtencéo de resultados corretos.
Nao usar o reagente se estiver visualmente turvo, apresentar
precipitado, ou se houver dificuldade em conseguir os valores
estabelecidos para o soro controle fresco.

Nao usar se a absorbancia do branco ultrapassar 0,500 quando
medido em 340 nm (cuveta de 1cm) ou se houver dificuldade em
conseguir os valores estabelecidos para o soro controle fresco.

Material Necessario ndo Fornecido:

1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura
de 37°C e capaz de medir absorbancia de 340 nm.

2. Pipetas para medigdo de amostras e reagente.

3. Agua destilada/deionizada.

4. Consumiveis do analisador quando usado.

5. Soros Controle e Calibradores.

6. Medidor de tempo.

Amostra:

Soro: O Fasforo no soro € estavel por uma semana se conservado
entre 2 - 8°C.

Urina de 24 horas: E recomendada uma diluigao de 1:20.

Todas as amostras sdo consideradas potencialmente infectantes,
portanto sugerimos manusea-las seguindo as normas

estabelecidas de Biosseguranga.

Preparo do Paciente:

E recomendado que as amostras sejam coletadas de acordo com
as recomendagdes médicas e/ou norma de referencia utilizada
pelo laboratério.

Interferéncias:

Deve-se ter cuidado para evitar a contaminagéo de fosforo. O uso
de tubos descartaveis ou cubetas de plastico é recomendado.
Amostras hemolisadas, lipémicas (triglicérides acima de 1000
mg/dL) e ictéricas (bilirrubina acima de 20 mg/dL) podem causar
resultados falsamente elevados. Neste caso, sugerimos branco de
amostra. Para 1 mL de solugéo salina 0,9%, adicionar 20 uL de
amostra e ler a absorbancia contra o branco de solugéo salina em
340 nm. Subtrair a absorbancia do branco da amostra da
absorbancia do desconhecido.

Algumas drogas e substancias afetam a concentragéo do fésforo,
sugerimos consultar Young et al.

Parametros do Sistema:

Temperatura: 37°C

Comprimento de Onda: 340 nm.

Tipo de Reagéo: Ponto final

Diregéo: Crescente

Relagdo Amostra/Reativo: 1:50

Vol. Amostra: 20 pL

Vol. Reagente: 1,0 mL

Tempo de Incubagdo: 5 minutos

Calibragdo:

Utilizar Quimicalib Ebram C6d.7023/12023 ou o padréo que
acompanha o kit do céd 3010. A concentragéo de fésforo no
calibrador e no padréo séo rastreaveis ao método de referéncia
proposto pelo CLSI.

Procedimento Automatizado:

Aplicagao no sistema automatizado: vide manual para utilizagéo do
equipamento e instru¢des de uso do reagente.

Aplicagao no sistema semi-automatico: proceder como
demonstrado a seguir no procedimento manual até o item 2
(incubagao), em seguida utilizar o equipamento para leitura,
seguindo protocolo analitico especifico baseado no item
Paréametros do Sistema.

Procedimento Manual:

1. Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme
abaixo:

Branco Padrdo  Amostra/S.C.

Agua destilada 20yl - -
Padrao - 20 pl -
Amostra/S.C. - - 20p!
Reagente 1,0 ml 1,0ml 1,0 ml

2. Homogeneizar os tubos e deixar em Banho-Maria (BM) 37°C por
5 minutos.O nivel de agua no BM deve ser superior ao nivel de
reagente nos tubos de ensaio.

3. Zerar o aparelho com o branco do reagente a 340 nm proceder
as leituras registrando as absorbancias do padréo, amostra e soro
controle (S.C.).

Nota: a cor final € estavel por 30 minutos.

* Soros fortemente lipémicos exigem um branco de amostra.
Adicione 0.02 mL(20 pL) de amostra a 1.0mL de solugéo salina,
homogeneizar e ler a absorbancia contra agua. Subtraia este valor
da absorbancia do paciente para obter a leitura corrigida.

Obs.: Procedimento sugerido para espectrofotometros que
requerem volume minimo de 1,0 mL e podem ser ajustados
proporcionalmente sem influéncia no desempenho do teste.
Salientamos que volumes de amostra menores do que 10 pL
aumentam a imprecisdo da medigdo em aplicagdes manuais.

Calculos:

( Abs. = Absorbancia)
(Conc. = Concentragéo)

Abs.amostra
Fosforo Amostra = --
(mgr/dL) Abs. padréo

x Conc. do padréo
(mg/dL)

Calculo para Urina de 24 horas:
Urina= fésforo amostra (g/L) X fator diluigéo X Volume (L)

Exemplo:

Abs. da amostra = 0.140
Abs. do padrdo = 0.120
Conc. do padréo = 5,1 mg/dL
Volume urinario 24hs = 1,25L
OBS: g/L = mg/dl x 0,01

Fosforo Amostra = (0,140 / 0,120) x 5,1 = 5,95 mg/dI
Foésforo Amostra = 5,95 mg/dL= 0,0595 g/L

Fosforo na Urina = 0,0595 x 20 x 1,25
Fosforo na Urina = 1,48g/24h

Linearidade:

Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é linear
até 15 mg/dL.

Amostras com valores superiores a 15 mg/dL devem ser diluidas
com solugéo salina a ponto de ficarem entre 0,25 - 15 mg/dL e os
resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluigdo.

Controle de Qualidade:

Cada laboratério deve manter um programa interno de qualidade
que defina objetivos, procedimentos, normas, limites de tolerancia e
agdes corretivas. Deve-se manter também um sistema definido
para se monitorar a variagdo analitica do sistema de medigao.
Aconselhamos o uso dos soros controle Quimicontrol Normal e
Quimicontrol Anormal Ebram Caod. 7024/12024 e 7031/12031.

Valores Esperados:

Soro: 2.5 - 4.8 mg/dL.

Criangas: 3.0 - 7.0 mg/dL.

Urina de 24h: 0,4 -1,3g/24 h

Estes valores s&o dados unicamente como titulo orientativo. E
recomendado que cada laboratdrio estabelega seu proprio intervalo
de referéncia.

Estudos Comparativos:

Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia
similar produziram os seguintes resultados:

Numero de Amostras: 30

Intervalo dos resultados 0,7 - 11,9 (mg/dL)

Coeficiente de Correlagao: 0.998
Inclinagéo: 1,03
Intercepta: -0,03 (mg/dL)
Precis&do:

Estudos de preciséo foram executados com dois niveis (normal e
patolégico) sendo que cada amostra fora processada por 10 vezes
e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=10 Nivel 1 Nivel 2
Média (mg/dL) 4,34 8,10
D.P. (mg/dL) 0,10 0,16
C.V. (%) 2,20 2,30
Exatidao:

As amostras foram processadas por 10 dias consecutivos, uma vez
por dia e em duplicata. Os seguintes dados estatisticos foram
encontrados:

N=10 Nivel 1 Nivel 2
Média (mg/dL) 4,34 8,10
D.P. (mg/dL) 0,17 0,22
C.V. (%) 4,00 2,70
Sensibilidade Metodoldgica:
0,25 mg/dL

Especificidade:

Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em
pacientes de ambulatério e hospitalizados, pode-se inferir que o
método tem uma especificidade metodolégica adequada.

Observagoes:

1. A limpeza e a secagem adequadas do material utilizado séo
fatores fundamentais para estabilidade dos reagentes e obtencéo
de resultados corretos.

2. A agua utilizada no laboratdrio deve ter a qualidade adequada a
cada aplicagéo. Assim, para preparar reagentes e usar nas
medigoes, deve ter resistividade 21 mega ohm ou condutividade <
1 microsiemens e concentragéo de silicatos < 0,1 mg/L (agua tipo
I1). Para o enxagle da vidraria a agua pode ser do tipo Ill, com
resistividade 2 0,1 megaohms ou condutividade < 10 microsiemens.
No enxague final utilizar agua tipo Il.

Apresentagao:

Linha Bioquimica Geral: 7 x 15mL + 1 x 1,0mL

Linha Hitachi 917 / Advia: 3 x 65mL

Linha Bulk: 1 x 500mL

Linha SAT: 2 x 45mL

Para mais informagdes sobre sistemas automaticos, entrar em
contato com o SAC EBRAM - tel. (011) 2291-2811,
sac@ebram.com ou www.ebram.com
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Dispomos de programacdes para outros

analisadores, entre em contato com SAC EBRAM.

Measure Unit: mg/dl Decimals: 1 Reaction Type: Endpoint
Volume (u): Serum: 7 Plasma: 7 Urine: 7

Reagent 1: 400 Reagent 2: 0
Abs Range (m Abs): Min: 0 Max: 2.000
Linearity Limit: 15.00 Reagent Blanking: Yes
Contaminating: No Differential: No
Filter 1: 340 Filter 2: None
Time (sec): Mix 1: 3.00 Incubation 1: 360 Lag Phase: 3

Mix 2: 0.00 Incubation 2: 0 Measure: 1
Measurement Type: Standerd Faclor: 0.00
Normal Range
Homens Mulheres

Age (yrs) Min. Max. Min. Max.
Below 10:
From 10 to 60: 25 4.8 25 48
Over:






