FOSFORO

Instrugoes de Uso

Finalidade . Sistema para a determinagéo do Fosforo Inorganico em
amostras de sangue, urina e liquido amni6tico com reagéo de ponto final.

Uso profissional

[Somente para uso diagnostico in vitro.]

Principio . 0s ions fosfato reagem com o molibdénio em meio 4cido
formando um complexo amarelo, 0 qual, por agéo de um tampao alcalino,
é reduzido a azul-molibdénio que é medido colorimetricamente.

Caracteristicas do sistema . A Labtest desenvolveu um método
répido e simples para determinacao direta do fosforo inorganico. A
introducdo de um potente catalisador promove a répida realizagdo da
dosagem. O redutor foi substituido pela hidroxilamina que nao tem os
inconvenientes de instabilidade dos outros redutores como o metol, dcido
ascorbico e ANSA.

A interferéncia das proteinas € inibida pela solubilizagdo em meio
alcalino, que também acelera o desenvolvimento da cor.

0 método proposto utiliza a técnica manual e é facilmente aplicavel a
maioria dos analisadores semiautomaticos e automaticos capazes de
pipetar dois reagentes e medir com exatidao uma reagao de ponto final
entre 640 e 700 nm.

Metodologia . Fosforo Molibdato.
Reagentes

1. - Catalisador - Armazenar entre 15 - 25 °C.

Contém polivinilpirrolidona e cloridrato de hidroxilamina 2,88 mol/L. Este
reagente pode apresentar coloragdo de levemente amarelada a
alaranjada.

2. - Reagente Molibdato - Armazenar entre 15 - 25 °C.
Contém molibdato de amonio 41 mmol/L e acido sulfarico 900 mmol/L.

3. - Tampao - Armazenar entre 15 - 25 °C.
Contém carbonato de sodio 50 mmol/L e hidroxido de sodio 10 mol/L.

4. - Padrao 5,0 mg/dL - Armazenar entre 15 - 25 °C.
Apos 0 manuseio sugere-se armazenar bem vedado, entre 2 - 8 °C, para
evitar evaporagao.

Os reagentes ndo abertos, quando armazenados nas condicoes
indicadas, sdo estaveis até a data de expiragdo impressa no rotulo.
Durante o manuseio, 0s reagentes estdo sujeitos a contaminacoes de
natureza quimica e microbiana que podem provocar redugdo da
estabilidade.
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Os cuidados habituais de seguranga devem ser aplicados na
manipulagao de reagentes. O Reagente Molibdato e o Tampao sao
causticos e podem produzir queimaduras. Deve-se tomar cuidado para
evitaraingestao e no caso de contato com a pele e 0s olhos, deve-se lavar
imediatamente com grande quantidade de é4gua e procurar auxilio
médico.

0 uso de detergente i6nico para limpar o material 6 uma fonte de
contaminagao com ions de fésforo.

Ao usar os reagentes n° 1, 2 e 3,pingar as gotas diretamente na dgua
destilada e ndo pela parede do tubo de ensaio. Usar o conta gotas
exatamente na posicao vertical.

E importante ndo trocar as tampas dos reagentes.

Os reagentes nao abertos, quando armazenados nas condicoes
indicadas, sdo estdveis até a data de expiracdo impressa no rétulo.
Durante 0 manuseio, 0s reagentes estdo sujeitos a contaminagoes de
natureza quimica e microbiana que podem provocar redugdo da
estabilidade.

Material necessario e nao fornecido

1. Fotometro capaz de medir, com exatidao, a absorbancia entre 640 e
700nm.

2. Pipetas para medir amostras e reagente.

3. Cronometro.

Influéncias pré-analiticas . Para controle terapéutico, 6
aconselhavel colher a amostra sempre no mesmo hordrio, devido a
variagoes circadianas do fésforo.

Encontram-se valores significativamente mais baixos durante o periodo
menstrual e em pessoas obesas.

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrao (POP) que
estabeleca procedimentos adequados para coleta, preparacdo e
armazenamento da amostra. Enfatizamos que os erros devidos a amostra
podem ser muito maiores que os erros ocorridos durante o procedimento
analitico.

Usar soro ou plasma (heparina), urina e liquido amnidtico. O soro ou
plasma devem ser separados até uma hora ap6s a coleta para minimizar a
liberagao do fosforo das hemacias. O analito € estavel por 2 dias entre 15
-25°C e poruma semanaentre 2 - 8 °C.

Plasmas citratados, oxalatados, fluoretados ou com EDTA, fornecem
resultados falsamente diminuidos.
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Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue
nao transmitem infeccoes, todas elas devem ser consideradas como
potencialmente infectantes. Portanto, a0 manused-las devem-se seguir
as normas estabelecidas para biosseguranga.

Para descartar os reagentes e o material biolégico, sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de protecao ambiental.

Interferéncias

Valores de Bilirrubina até 5 mg/dL e Triglicérides até 170 mg/dL nado
produzem interferéncias significativas.

Valores de Bilirrubina entre 5 e 38 mg/dL produzem resultados
falsamente elevados.

Valores de Triglicérides entre 170 e 3500 mg/dL produzem resultados
falsamente elevados por interferéncia fotométrica. A agdo deste
interferente pode ser minimizada com o uso do branco da amostra, que é
aplicavel para valores de Triglicérides até 900 mg/dL.

Amostras hemolisadas produzem resultados falsamente elevados,
devido a contaminagdo do plasma ou soro com o fosforo das hemécias.
Esta interferéncia nao é corrigida utilizando o branco da amostra.

Para avaliar a concentragdo aproximada da hemoglobina em uma
amostra hemolisada pode-se proceder do seguinte modo: Diluir 0,05 mL
da amostra em 2,0 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85%) e medir a
absorbancia em 405 ou 415 nm acertando o zero com dgua deionizada
ou destilada.

Hemoglobina(mg/dL) = Absorbancia,q x 601
Hemoglobina(mg/dL) = Absorbancia,; x 467

Minimizacao da acao de interferentes . Branco da Amostra:
Misturar 2,5 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85%) com 0,1 mL da amostra.
Medir a absorbancia em 650 nm, acertando o0 zero com &gua destilada ou
deionizada. Subtrair a absorbéancia assim obtida, da absorbancia do teste
e calcular a concentragdo. Este sistema de correcao é aplicavel apenas
nos casos em que a amostra produz interferéncia fotométrica.

Verobservagoes1e2.

Paraa dosagem na urina, homogeneizar bem a amostra, separar 10 mL, e
acertar pH entre 1 e 3 com HCI concentrado para dissolver os cristais de
fosfato. Diluiraurina1:10 (0,1 mL de urina + 0,9 mL de dgua destilada ou
deionizada). Multiplicar o resultado obtido por 10.

Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padrao
Agua destilada ou deionizada | 2,5 mL 2,5mL 2,5mL
Amostra 0,1 mL
Padrao (n° 4) 0,1mL
Catalisador (N° 1) 1 gota 1 gota 1 gota
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Misturar.

Reagente Molibdato (1°2) [ 1gota | 1gota [ 1gota

Agitar fortemente (nesta fase ocorre turvacao). Colocar em banho de
agua fria (20 - 25 °C) durante 3 minutos. O nivel da 4gua no banho deve
ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de ensaio.

Tampdo (n° 3) | 2gotas | 2gotas | 2gotas

Agitar fortemente e colocar em banho de &gua fria (20 - 25 °C) durante 5
minutos. Determinar as absorbancias do teste e padrdo em 650 nm ou
filtro vermelho (640 a 700), acertando o zero com o branco. A cor é
estavel por 15 minutos.

0 branco é incolor. A presenca de cor azulada visivel no branco ocorre
quando se usa agua de qualidade inadequada.

A é4gua deve ter uma resistividade >1 megaohm.cm ou uma
condutividade <1 microsiemens/cm e concentracao de silicatos <0,1
mg/L.

0 procedimento sugerido para a medigao é adequado para fotdmetros
cujo volume minimo de solugéo para leitura é igual ou menor que 2,5 mL.
Deve ser feita uma verificagao da necessidade de ajuste do volume para o
fotometro utilizado. Os volumes de amostra e reagente podem ser
modificados proporcionalmente sem prejuizo para o desempenho do
teste e 0 procedimento de célculos se mantém inalterado. Em caso de
reducao dos volumes, é fundamental que se observe o volume minimo
necessario para a leitura fotométrica.

Calculos
Absorbancia do teste
Fosforo (mg/dL) = x5
Absorbancia do padrao
Exemplo

Absorbanciadoteste = 0,216
Absorbancia do padrao = 0,325

0,216
Fésforo (mg/dL) = x5=33

0,325

Devido a grande reprodutibilidade que pode ser obtida com a
metodologia, pode-se utilizar o método do fator.

5
Fator de Calibragéo =

Absorbancia do padrao
Fésforo (mg/dL) = Absorbancia do teste x Fator

mg/dL x volume de 24 horas (em mL)

Urina (mg/24 horas) =
100
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Exemplo

5
Fator= ——— =15,38
0,325

Fosforo (mg/dL) = 0,216x 15,38 = 3,3

Calibragao . 0 padréo 6 rastreavel ao Standard Reference Material
(SRM) 186 I-f do National Institute of Standards and Technology (NIST).

Calibragdes manuais
Obter o fator de calibragao ao usar novo lote de reagentes ou quando o
controle interno da qualidade indicar.

Sistemas automaticos

Branco de reagentes: &gua ou solugao de cloreto de sodio 150 mmol/L
(0,85%);

Padroes: usar calibradores protéicos. As concentragoes de fésforo nos
calibradores da linha Calibra Labtest sdo rastredveis ao SRM 186 I-f do
NIST.

Intervalo de calibracdes:

Calibragao de 2 ou 3 pontos ao mudar de lote;

Calibragao de 2 ou 3 pontos quando o controle interno da qualidade
indicar.

0 resultado da medicao € linear até 14 mg/dL. Quando for obtido um valor
igual ou maior que 14 mg/dL, diluir a amostra com NaCl 150 mmol/L
(0,85%), realizar nova medicao e multiplicar o resultado pelo fator de
diluicao.

Controle interno da qualidade . 0 laboratorio deve manter um
programa de controle interno da qualidade que defina claramente os
regulamentos aplicaveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificacoes da qualidade e limites de toleréncia, agdes corretivas e
registro das atividades. Materiais de controle devem ser utilizados para
avaliar aimprecisao e desvios da calibragao.

Sugere-se que as especificagdes para o coeficiente de variagao e o erro
total sejam baseadas nos componentes da variagao bioldgica (VB)7'8.

Fosfolipides . Em um tubo de centrifugador pipetar 2,7 mL de 4lcool
isopropilico e adicionar 0,3 mL de soro gota a gota. Misturar bem e
esperar 5 minutos. Centrifugar por 3 minutos.

Tomar 1,0 mL de sobrenadante limpido, colocar em tubo de ensaio e
evaporar em banho fervente até secagem completa.

Aquecer em chama até haver clareamento total da mistura (5 minutos).
Deixar esfriar.

Dosar o fosforo de acordo com o procedimento técnico, omitindo a etapa
de colocagdo daamostra (0,1 mL).

Absorbancia do teste
Fosfolipides (mg/dL) = x125
Absorbancia do padrao
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Intervalo de Referéncia® . Os intervalos devem ser usados
apenas como orientacdo. Recomenda-se que cada laboratério
estabeleca, na populacdo atendida, seus proprios intervalos de
referéncia.

Soro (mg/dL)
Criangas 40a7,0
Adultos 25a45

Urina: 400 a 1300 mg/24 horas

A excregao de fosfato urindrio varia com a idade, massa muscular, dieta,
fungao renal, concentrag@o de paratormonio e hora do dia.

Fosfolipides (emlecitina) . 125 a 300 mg/dL

Conversao . Unidades Convencionais (mg/dL) x 0,323 = Unidades S|
(mmol/L).

Caracteristicas do desempenho™

Exatid@o . Em duas amostras com concentragoes de fosforo iguais a
1,6 e 2,6 mg/dL foram adicionadas quantidades diferentes do analito,
obtendo-se recuperagoes entre 97 e 101%. O erro Sistematico
proporcional médio obtido em um valor de 2,5 mg/dL, foi igual a
0,025 mg/dL ou 1,0%.

Especificidade . 0 método proposto foi comparado com um método
Molibdato UV, utilizando 80 amostras com valores situados entre 2,1 e
10,5 mg/dL. A comparagdo resultou na equacao da regressao: y = 0,433
+ 0,935x e um coeficiente de correlagdo (r) igual a 0,995. O erro
sistematico total (constante e proporcional) verificado no nivel de decisao
(2,5 mg/dL), foi igual a 0,27 mg/dL ou 10%. Como as amostras foram
selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambulatério e pacientes
hospitalizados, pode-se inferir que o método tem uma especificidade
metodoldgica adequada.

Repetitividade - imprecisao intraensaio

N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 1,8 0,02 1,2
Amostra 2 20 2,5 0,02 0,8
Amostra 3 20 4.8 0,03 0,5

Reprodutibilidade - imprecisao total

N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 1,8 0,03 1,8
Amostra 2 20 2,5 0,06 2,5
Amostra 3 20 47 0,18 3,9

Sensibilidade metodologica . Uma amostra protéica nao
contendo fosforo foi utilizada para calcular o limite de detec¢ao do ensaio,
tendo sido encontrado um valor igual a 0,13 mg/dL, equivalente a média
de 20 ensaios mais dois desvios padrao. Utilizando-se a absorbancia do
padrao como parametro, o limite de deteccao fotométrica € 0,015 mg/dL,
correspondendo auma absorbanciaigual a0,001.
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Efeitos da diluicdo da matriz . Duas amostras com valores
iguais a 12,8 e 15,4 mg/dL, foram utilizadas para avaliar a resposta do
sistema nas diluicdes da matriz com NaCl 150 mmol/L (0,85%). Usando
fatores de diluicao que variaram de 2 a 8, encontrou-se recuperagoes
entre 98 e 105%.

Significado clinico . Embora a insuficiéncia renal cronica e o
hipoparatireoidismo sejam as duas causas mais comuns de
hiperfosfatemia vérias condicbes podem causar hiperfosfatemia
transitoria e assintomatica.

Como o musculo se constitue no grande reservatorio de fosfato é
evidente que arabdomiélise produz severa hiperfosfatemia.

Outras condicoes que promovem a liberagao do fosfato intracelular e
levam a hiperfosfatemia incluem a hipertermia maligna e a quimioterapia
antiblastica.

A hiperfosfatemia pode ocorrer apds administragao de laxativos e
enemas de retencdo que contém fosfato. Repetidos enemas contendo
fosfato podem produzir hiperfosfatemia.

Niveis diminuidos de fosforo sdo encontrados no hiperparatireoidismo,
naintoxicacdo pelo chumbo e na alimentagao parenteral.

Observa-se discreta redugdo do fésforo sérico no ultimo trimestre de
gravidez.

Observagoes

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

2. 0 laboratério clinico tem como objetivo fornecer resultados exatos e
precisos. A utilizagdo de égua de qualidade inadequada é uma causa
potencial de erros analiticos. A agua deionizada ou destilada utilizada no
laboratorio deve ter a qualidade adequada a cada aplicagao. Assim, para
preparar reagentes, usar nas medicOes e para uso no enxague final da
vidraria, deve ter resistividade >1 megaohm.cm ou condutividade
<1 microsiemens/cm e concentragéo de silicatos <0,1 mg/L. Quando a
coluna deionizadora estd com sua capacidade saturada ocorre produgao
de gua alcalina com liberagao de vérios ions, silicatos e substancias
com grande poder de oxidacdo ou reducao que deterioram os reagentes
em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados de modo
imprevisivel. Assim, é fundamental estabelecer um programa de controle
daqualidade da dgua.

3. Para uma revisdo das fontes fisiopatologicas e medicamentosas de
interferéncia nos resultados e na metodologia sugere-se consultar
www.fxol.org.
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Apresentagao
Produto Referéncia Conteddo
1X6mL
. 1X6mL
Fosforo 42-100 TX12mL
CAL 1X5mL

Estao disponiveis aplicagoes para sistemas automaticos.

Informagoes ao consumidor
[Termos e Condigées de Garantia]

A Labtest Diagnéstica garante o desempenho deste produto dentro das
especificacoes até a data de expiracdo indicada nos rétulos desde que os
cuidados de utilizagao e armazenamento indicados nos rétulos e nestas
instrucoes sejam seguidos corretamente.

ml Labtest Diagndstica S.A.
CNPJ: 16.516.296 / 0001 - 38
Av. Paulo Ferreira da Costa, 600 - Vista Alegre - CEP 33400-000
Lagoa Santa . Minas Gerais Brasil - www.labtest.com.br
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e-mail: sac@labtest.com.br
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Simbolos utilizados com produtos diagndsticos in vitro
Simbolos usados con productos diagnosticos in vitro
Symbols used with ivd devices

Conteido suficiente para < n > testes
Contenido suficiente para < n > tests

AR

Risco biolégico
Riesgo biologico

Contains sufficient for < n > tests ‘L, Biological risk
Data limite de utilizagao (aaaa-mm-dd ou mm/aaaa) Marca CE
Estable hasta (aaaa-mm-dd 0 mm/aaaa) Marcado CE
Use by (yyyy-mm-dd or mm/yyyy) CE Mark
Material ( Toxico
Material Calibrador N4 Toxico
Calibrator Material Poison
Material Calibrador Reagente
Material Calibrador Reactivo
Calibrator Material Reagent

Limite de temperatura (conservar a)
Temperatura limite (conservar a)
Temperature limitation (store at)

Fabricado por
Elaborado por
Manufactured by

Autorizado na Comunidade Europeia

Representante autorizado en la Comunidad Europea

LOT

Nimero do lote
Denominacion de lote

Authorized Representative in the European Community Batch code
Consultar instrucdes de uso Controle
Consultar instrucciones de uso CONTROL Control

Consult instructions for use Control
Namero do catalogo Controle negati

Numero de catdlogo
Catalog Number

| CONTROLl - |

Control negativo
Negative control

Adicdes ou alteragdes significativas
Cambios o suplementos significativos
Significant additions or changes

CONTROL

Controle positivo
Control positivo
Positive control

Produto diagnéstico in vitro Controle
VD Dispositivo de diagnéstico in vitro CONTROL - Control
In vitro diagnostic device Control
Liofilizado ’§' Corrosivo
[ LYOPH| Liofilzado . y Corrosivo
Lyophilized M * Corrosive

Periodo apés abertura
Perfodo post-abertura
Period after-opening

@

Uso veterinario
Uso veterinario
Veterinary use

20§ BVEBE~EFH®r
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Instalar até
Instalar hasta
Install before

Ref.: 140214
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