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Método UV para a determinagdo de fésforo inorganico (Pi) em soro,
plasma e urina.

) Fosfor

Significado Clinico

O fésforo inorganico é de grande importancia em muitas vias
metabdlicas, em particular quando compostos de alta energia estdo
envolvidos e, como o calcio, é um dos principais componentes do
0550.

Seu aumento (hiperfosfatemia) é comum em insuficiéncia renal
crénica (frequentemente em pequenos animais) e sua diminuigdo
(hipofosfatemia), na deficiéncia alimentar simples de fdsforo,
estresse recente ou excitagdo.

Fundamento do método
O fésforo inorganico (Pi) reage em meio acido com o molibdato para
dar um complexo fosfomolibdico que é medido espectrofoto-
metricamente a 340 nm.

Reagentes Fornecidos

A.Reagente A: solugdo de molibdato de amoénio 2 mmol/L em acido
sulfurico a 1%.

S.Padrdo: solugdo estabilizada de fosfatos equivalente a 4 mg/dL de
fésforo inorganico.

Reagentes nao fornecidos
Laborcal Vet da Laborlab.

Instrugdes de uso

Reagentes Fornecidos: prontos para uso.

Precaugdes

Os Reagentes sdo para uso diagndstico in vitro veterinario.

O Reagente A ¢é corrosivo. R34: provoca queimaduras. S24/25: evitar
o contato com os olhos e a pele. S26: caso haja contato com os olhos,
lavar imediatamente com agua em abundancia e procurar o servigo
médico. S28: caso haja contato com a pele, lavar imediatamente com
4dgua em abundancia. $S37/39: utilizar luvas adequadas e protecdo
apropriadas para os olhos/face.

Utilizar os reagentes observando as precaugées habituais de trabalho
no laboratdrio de andlises clinicas.

Todos os reagentes e as amostras devem ser descartados conforme a
regulacdo local vigente.

Estabilidade e instrugdes de armazenamento
Os Reagentes Fornecidos sdo estaveis sob temperatura ambiente (2-
259C) até a data de vencimento indicada na embalagem.

Indicios de instabilidade ou deterioragdo dos reagentes

Quando o espectrofotometro estiver zerado com agua destilada, a
leitura de absorbancia do Reagente A ndo devera ser superior a 0,500
D.O. Caso contrario, descarta-lo.

Amostra

Soro, plasma ou urina.

a) Coleta: obter soro de maneira usual ou plasma colhido com

EDTA ou citrato.
Pode ser realizada a determinagdo com urina. Neste caso, a
urina de 24 horas deve ser coletada em um frasco com 2 mL de
acido cloridrico concentrado. Homogeneizar e medir a diurese.
Separar uma parte, centrifugar ou filtrar e diluir a 1:10 em agua
destilada (1 mL de urina + 9 mL de agua destilada). Processar da
mesma forma que na descrigdo do “Procedimento”.

b)  Aditivos: quando a amostra utilizada for plasma, recomenda-se
o uso de EDTA ou citrato como anticoagulantes para sua
obtengado.

c) Estabilidade e instrugdes de armazenamento: soro ou plasma
devem ser separados dos globulos vermelhos em até 2 horas
apds sua extragdo, pois os eritrdcitos contém fosfatos organicos
labeis que podem levar a resultados falsamente elevados.

O fésforo inorganico é estavel no soro por 8 horas a
temperatura ambiente (< 252C), ou 7 dias sob refrigeragdo
(2-102C).

A urina de 24 horas é estavel 7 dias sob refrigeragdo (2-
102C).

Interferéncias

N&o sdo observadas interferéncias por bilirrubina até 5,8 mg/dL.

A hemdlise ou lipemia causam resultados errados.

Recomenda-se processar um branco de amostras para evitar estas
interferéncias.

Material necessario (ndo fornecido)

- Espectrofotometro;

- Micropipetas e pipetas para medir os volumes indicados;
- Cubetas espectrofotométricas, e

- Reldgio ou crondmetro

Condigdes de reagdo

- Comprimento de onda: 340 nm (Hg 334 ou 366 nm)

- Temperatura da reagdo: temperatura ambiente (2-252C)
- Tempo de reagdo: 10 minutos

- Volume de amostra: 10 pL

- Volume de reagdo final: 1,01 mL

Procedimento
Em trés cubetas marcadas B (Branco), P (Padrdo) e D (Desconhecido);
colocar:

B P D
Padrdo ou Calibrador - 10 pL -
Amostra - - 10 pL
Reagente A 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente (2-252C). Logo apds,
ler em espectrofotémetro a 340 nm (Hg 334 ou 366 nm), levando o
aparelho a zero com o Branco.

Estabilidade da mistura de reagdo final
A reacdo final é estavel por 20 minutos, portanto a absorbancia deve
ser lida neste intervalo de tempo.

Calculo dos resultados
Soro ou plasma:
Fésforo inorgénico (Pi) (mg/dL) =D x f

ondef=_4mg/dl
P

Exemplo:
(Os dados apresentados a seguir sdo ilustrativos)
Absorbéancia da amostra: 0,175
Absorbéancia do Padrdo: 0,150
Fator=_4 mg/dl =26,67
0,150
Fésforo inorganico (mg/dL) = 0,175 x 26,67 = 4,67 mg/dL
Urina:

Pi(g/24 horas)=_ D x0,040x10xV=_D x0,4xV
onde:

0,040 g/L = 4 mg/dL = concentragdo do Padrdo

10 = fator de diluigdo

V = volume da diurese expressada em litros/24 horas

Exemplo:

(Os dados apresentados a seguir sdo ilustrativos)
Em amostras diluidas 1:10

Absorbéancia da amostra: 0,135

Absorbéancia do Padr&o: 0,150

Diurese: 1,75 litros/24hs

Fésforo inorganico (g/24hs)=_0,135  =x0,040x10x1,75=0,63 g/24hs
0.150

895225400/00 pég. 1de2



) Fésforo8

Método de Controle de Qualidade

Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade
(Laborcontrol Vet 1 e 2) com atividades conhecidas de fésforo, com
cada determinagdo. Se a amostra for urina, utilizar um controle
baseado em urina.

Conversdo de unidades ao sistema SI
Pi (mg/dL) x 0,323 = Pi (mmol/L)

Valores de Referéncia
Espécie (mg/dL)

Canina 2,6-6,2
Felina 45-8,1
Bovina 56-6,5
Equina 3,1-5,6

Os valores de referéncia devem ser usados apenas como orientagdo.
Recomenda-se que cada laboratério estabelega, na populagdo de
animais atendida, seus proprios valores de referéncia.

LimitacGes do procedimento

Vide “Interferéncias”.

- Todo o material de vidro utilizado (incluindo o da coleta da amostra)
deve estar livre de fosfatos. Recomenda-se para a limpeza usar
detergentes ndo idnicos.

- Em caso de amostras ictéricas, lipémicas ou hemolisadas, para obter
um melhor desempenho nos resultados, deve ser processado um
Branco de amostra para cada determinagdo utilizando solugdo
fisiolégica no lugar do reagente. Para efeito de calculo, a absorbancia
deste Branco de Amostra deve ser subtraida da obtida do
Desconhecido.

Desempenho

a)  Reprodutibilidade: processando 20 determinagdes
simultaneamente de uma amostra canina e outra equina com
valores dentro do intervalo de referéncia, obteve-se o seguinte:
Amostra Canina:

Concentragao D.P. C.V.

6,47 0,34 5,25

2,94 0,15 5,10
Amostra Equina:

Concentragao D.P. C.V.

4,39 0,22 5,01

7,01 0,27 3,85

b) Linearidade: a reacdo é linear até 16 mg/dL. Para valores
superiores, diluir a amostra a 1:2 com solugdo fisioldgica e
repetir a determinagdo multiplicando o resultado obtido por 2.

c) Limite de detec¢do: a menor mudanca de concentragdo
detectavel é de 0,11 mg/dL.

Parametros para analisadores automaticos

Para a programacdo consultar o manual de uso do analisador a ser
utilizado. Para a calibragdo deve ser utilizado o Laborcal Vet da
Laborlab.

Apresentagdo

1 x 50 mL Reagente A
1 x4 mL Padrao
(Cod. 1774254)

Referéncia

- Henry, R.J.; Cannon, D.C.; Winkelman, J.W. - "Clinical Chemistry,
Principles and Techniques" - Harper and Row, Publishers, 1974.

- Daly, J. A. and Ertingshausen - Clin. Chem. 18:263, 1972.

- Amador, E. and Urban, J. - Clin. Chem. 18:601, 1972.

- Gonzdlez, F. H. D.; SILVA, S. C. Introdugdo a bioquimica clinica
veterindria. Porto Alegre: UFRGS, 2003.

895225400/00 pag. 2 de 2

- Kerr, Morag G. Exames Laboratoriais em Medicina Veterinaria 22
ed., Roca: Sdo Paulo, 2003.

Termo de garantia

Este Kit como um todo tem garantia de troca, desde que esteja dentro
do prazo de validade e seja comprovado pelo Departamento Técnico
da Laborlab Produtos para Laboratérios Ltda. que ndo houve falhas
técnicas na execugdo e manuseio deste kit, assim como em sua
conservagao.

SiMBOLOS

Este produto preenche os requisitos da Diretiva Européia 98/79 CE
para dispositivos médicos de diagnéstico "in vitro"

[ECTREF]  Representante autorizado na Comunidade Européia

[vo] Uso médico-diagndstico "in vitro”
W Contetdo suficiente para <n> testes
8 Data de validade

Limite de temperatura (conservar a)

}*{ N&o congelar
& Risco biolégico
— Volume apds da reconstituigio

Conteddo

) Nimero de lote

| Elaborado por:

;n Nocivo

= Corrosivo f Cadstico
,:1 Irritante

Ly Consultar as instrugdes de uso
[Csibe T ]  calibrador

B! Controle

B+ Controle Positivo

Controle Negativo

Numero de catdlogo

dLaborIab Produtos para Laboratdrios Ltda.
Estrada do Capdo Bonito, 489

Guarulhos/SP — Brasil — CEP: 07263-010

CNPJ: 72.807.043/0001-94

Atendimento ao cliente:

+55(11) 2480-0529/+55(11) 2499-1277
sac@laborlab.com.br

www.laborlab.com.br
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