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Método colorimétrico direto para a determinagdo de ferro em soro
ou plasma.

Significado Clinico

A determinagdo de ferro é importante para o diagndstico e
tratamento de anemias.

Encontra-se diminuido em anemia ferropriva, insuficiéncia renal
cronica e algumas doengas da medula dssea, dentre outras.
Aumento de ferro sérico sdo observados na hemocromatose, anemia
hemolitica e envenenamento agudo por ferro.

Fundamento do método
O ferro é liberado do complexo de transferrina em meio acido e se
reduz a Fe (I) com &cido ascérbico. Logo apds, reage com o reagente
de cor, o ferene, dando origem a um complexo de cor azul que é
medido a 600 nm. A absorbancia obtida é diretamente proporcional
a concentragdo de ferro.

Reagentes fornecidos

A. Reagente A: solugdo de acido citrico 200 mM, acido ascérbico 34
mM, tioureia 100 mM e tensoativo.

B. Reagente B: solugdo estabilizada de ferene >3 mM.

S. Padrdo: solugdo de ions ferro (Ill) equivalente a 100 pg/dL.

Reagentes nao fornecidos
Laborcal Vet da Laborlab.
Agua deionizada/bidestilada.

Instrucdes de uso
Reagentes Fornecidos: prontos para uso.

Precaugdes

Os reagentes sdo para uso diagndstico in vitro veterinario.

Evitar a ingestdo e o contato com os olhos.

O Reagente A contém tioureia. Estudos experimentais realizados com
esta droga demonstraram um possivel efeito carcindégeno.

Utilizar os reagentes observando as precaugées habituais de trabalho
no laboratério de analises clinicas.

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

Estabilidade e instrugdes de armazenamento

Reagentes A e B: sdo estaveis sob refrigeragdo (2-102C) até a data do
vencimento indicada na embalagem.

Padrdo: estdvel sob temperatura ambiente (< 252C) até a data do
vencimento indicada na embalagem.

Indicios de instabilidade ou deterioragdo dos reagentes

Variagdes nas leituras de Brancos de Reagentes e/ou Padrdo, sdo
indicios de contaminagBes ocasionais (dgua, material de vidro, etc.).
Um aumento no valor dos Brancos indica uma contaminagdo com
ferro.

Amostra

Soro ou plasma com heparina.

a) Coleta: o paciente deve estar em jejum, sendo que as extragdes
devem ser realizadas sempre na mesma hora (preferencialmente de
manh3) ja que as oscilagdes fisioldgicas sdo muito importantes
durante o dia.

b) Aditivos: se a amostra for plasma, a heparina deve ser utilizada
como anticoagulante.

c) Estabilidade e instrugdes de armazenamento: o soro e o plasma
heparinizado podem ser conservados até uma semana sob
refrigeragdo (2-102C) ou até um ano a -202C.

Interferéncias

N3o é observada interferéncia por hemoglobina até 300 mg/dL,
bilirrubina conjugada até 12 mg/dL, bilirrubina ndo conjugada até 35
mg/dL, nem heparina até 50 Ul/mL. Os triglicerideos ndo interferem

até 1000 mg/dL utilizando técnica automatica, nem até 250 mg/dL
com técnica manual.

Embora hemodlises ligeiras ndo interfiram  nste método, o
International Committee for Standardization in Hematology (ICSH)
recomenda a utilizagdo de soro livre de hemdlise.

Material necessario (ndo fornecido)

- Espectrofotdmetro ou analisador automatico.

- Micropipetas e pipetas para medir os volumes indicados.
- Tubos ou cubetas espectrofotométricas.

- Cronémetro.

Condigoes de reagdo

- Comprimento de onda: 600 nm

- Temperatura de reagdo: temperatura ambiente (< 250C)
- Tempo de reagdo: 5 minutos

- Volume de amostra: 200 uL

- Volume total de reagdo: 1,4 mL

Procedimento
Em trés tubos marcados B (Branco de Reagente), P (Padrdo ou
Calibrador) e D (Desconhecido), colocar:

B P D
Agua deionizada 200 plL - -
Padrdo ou Calibrador - 200 pL -
Amostra - - 200 pL
Reagente A 1mL 1mL 1mL

Misturar. Ler a absorbadncia do tubo D (Branco de Soro BS) em
espectrofotometro a 600 nm levando a zero o aparelho com &gua.
Depois adicionar:

Reagente B | 200pt | 200pL | 200pL

Misturar imediatamente. Voltar a ler cada tubo em 5 minutos,
levando o aparelho a zero com é4gua.

Estabilidade da mistura de reagdo final
Os tubos devem ser lidos entre 5 e 30 minutos apds completados os
passos do procedimento.

Calculos dos resultados

Corrigir as leituras de P e D, subtraindo os Brancos correspondentes:
P - B = P corrigido

D - (B + BS) = D corrigida

Fe (ug/dL) = D corrigida x f

100 pg/dL (Padrdo)*

f=
onde P corrigido

* Quando for utilizado o Laborcal Vet, consultar os valores
determinados ja que sdo lote especifico. Neste caso, a leitura do
calibrador devera se corrigir subtraindo o branco correspondente.
Exemplo:

(Os dados apresentados a seguir sdo ilustrativos)

Amostra
B Branco de amostra: 0,048
D Amostra: 0,167
Absorbéancia da amostra (D corrigida): 0,167 — (0,048 + 0,028): 0,167
-0,076 =0,091
Padrdo
BS Branco de Padrdo: 0,028
S Padrdo: 0,090
Absorbancia do Padrdo (S corrigido): 0,090 — 0,028: 0,062
100 pg/dL
0,062
Fe (ug/dL) = 0,091 x 1613 = 147 ug/dL

Fator = =1613

Conversdo de unidades
Ferro (ug/dL) x 0,179 = Ferro (umol/L)
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Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade
(Laborcontrol Vet 1 e 2) com atividades conhecidas de ferro, com
cada determinagao

Valores de Referéncia
Espécie (pg/dL)

Canina 30-180
Felina 68 — 215
Bovina 57-162
Equina 73 -140

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.

LimitagGes do procedimento

- Vide “Interferéncias”.

- Sdo necessarios valores de Branco aceitdveis para antecipar as
possiveis contaminagdes com ferro da dgua e os reagentes. O Branco
de Reagente processado segundo as instrugdes de uso, ndo deve
superar 0,05 D.O. devendo ser ainda desprezivel a contribuigdo de
dgua no Branco. Recomenda-se o uso de agua de qualidade
comprovada.

- O Reagente A pode adquirir uma leve cor amarela que ndo altera a
sua reatividade.

- Limpeza do material: todo o material de laboratério utilizado deve
estar livre de ferro, submergindo-o durante 6 horas em HCl p.a. 10%,
eliminando a acidez realizando varias lavagens com agua livre de
ferro. Todo o material deve ser utilizado somente para a
determinagdo de ferro.

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.

341 3,62 1,06

176 2,45 1,39
Amostra Equina:

Concentracao D.P. C.V.

243 2,78 1,14

334 3,17 0,94

b) Linearidade: a reagdo € linear até 1500 pg/dL em analisadores
automadticos e até 1000 pg/dL utilizando a técnica manual.

c) Limite de detecgdo: a minima concentragdo de ferro detectédvel
utilizando o método da Laborlab é 1 pg/dL.

d) Limite de quantificagdo: a minima concentragdo de ferro que
pode ser quantificada com precisdo e exatiddo aceitdveis com o
método da Laborlab é 4 pg/dL.

Parametros para analisadores automaticos

Para a programacdo consultar o manual de uso do analisador a ser
utilizado.

Para a calibragdo do aparelho deve ser utilizado o Laborcal Vet da
Laborlab.

Apresentagdo

1 x50 mL Reagente A
1 x 10 mL Reagente B
1x 20 mL Padrao
(Cod. 1774184)
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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 diagndstico "in vitro"

[ECTREF]  Representante autorizado na Comunidade Européia

[we] Uso médico-diagnéstico "in vitro"
A7 Conteddo suficiente para <n> tastes
& Data de validade

{ Limite de temperatura (conservar a)
)K N3o congelar

& Risco biologico

— Volume apds da reconstituigdo

Cont. Contetdo

[LoT] Nimero de lote

] Elaborado por:

;n Nocivo

s Corrosivo / Caustico

,f| Irritante

Ly Consultar as instrugdes de uso

[Csite_| | Calibrador
fpowmea]+ Controle

Eonrol+] Controle Positivo

foosrol -

Controle Negativo

[rer] Nimero de catilogo

d Laborlab Produtos para Laboratérios Ltda.
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