Bioclin

Portugués

FOSFORO
[rer] K020
INSTRUQOES DE USO

FINALIDADE

Método para a determinagdo do Fésforo em amostras bioldgicas
de soro, plasma (Heparina) e urina. Teste colorimétrico, somente
para uso diagndstico in vitro.

PRINCIPIO DE AGAO

Metodologia: Colorimétrica

O Fésforo Inorganico reage com o Molibdato de Amonio
(Reagente N° 2), formando Fosfomolibdato de Aménio, que
posteriormente é reduzido a Azul de Molibdénio, cuja intensidade
de cor desenvolvida é proporcional a concentragéo de Fdésforo
presente na amostra.

REAGENTES

Numero 1 - Redutor - Conservar entre 15 e 30°C. Contém: Acido
Ascérbico < 100 mmol/L e estabilizante.

Numero 2 - Molibdato - Conservar entre 15 e 30°C. Contém:
Molibdato de Aménio < 50 mmol/L e estabilizante.

Numero 3 - Reagente Alcalino - Conservar entre 15 e 30°C.
Contém: Hidréxido de Sédio < 15 mol/L.

Numero 4 - Padrdao - Conservar entre 15 e 30°C. Contem:
Fosforo 5,0 mg/dL e conservantes.

APRESENTAGAO
Reagente Volume
Ne1 7mL
N° 2 7 mL
N° 3 20 mL
N° 4 4 mL

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS
Espectrofotdbmetro ou colorimetro, relégio ou crondmetro,
pipetas, tubos de ensaio, Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin.
Encontram-se no mercado especializado de artigos para
Laboratérios de Analises Clinicas.

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE
A temperatura de armazenamento e transporte devera ser de
15 a 30°C. Manter ao abrigo da luz e evitar umidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1- Somente para uso diagnéstico in vitro.

2- Seguir com rigor a metodologia proposta para obtengéo de
resultados exatos.

3- A agua utilizada na limpeza do material deve ser recente e
isenta de agentes contaminantes.

4- Colunas deionizadoras saturadas liberam agua alcalina, ions
diversos e agentes oxidantes e redutores, que podem alterar de
forma significativa os resultados.

5- Nao trocar as tampas dos frascos dos reagentes.

6- Usar conta-gotas na posicéo vertical, a fim de que as gotas
caiam sobre o reagente.

7- Em locais com temperaturas elevadas, é aconselhavel fazer as
determinagdes com os tubos em banho de agua.

8- Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais
de protecdo ambiental para que o descarte dos reagentes e do
material bioldgico seja feito de acordo com a legislagdo vigente.

9- Para obtencéo de informagdes relacionadas a biosseguranga
ou em caso de acidentes com o produto, consultar as FISPQ
(Ficha de Informagdes de Seguranga de Produtos Quimicos)
disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de
solicitagdo pelo SAC (Servico de Assessoria ao Cliente) da
Quibasa.

10- N&o utilizar o produto em caso de danos na embalagem.

11- E imprescindivel que os instrumentos e equipamentos
utilizados estejam devidamente calibrados e submetidos as
manutengdes periddicas.

AMOSTRAS

Soro obtido livre de hemdlise, plasma colhido com Heparina e
urina de 24 horas. A amostra é estavel por 4 dias entre 2 e 8°C e
1 ano a -20°C.” O soro ou plasma devem ser separados até uma
hora apds a coleta, devido a liberagdo de Fosforo hematico. A
acidificagdo com HCI conserva a urina por 15 dias em temperatura
entre 2 e 8°C.

DESCRIGAO DO PROCESSO
TECNICA
A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar como soro controle

os kits Biocontrol N e P Bioclin.

Marcar 3 tubos de ensaio: B (Branco), A (Amostra), P (Padréo) e
proceder como a seguir:

Branco Padréo Amostra
Agua Destilada 2,5mL 2,5mL 2,5mL
Amostra - - 100 uL
Reagente N° 4 - 100 uL -
Reagente N° 1 1 gota 1 gota 1 gota
Reagente N° 2 1 gota 1 gota 1 gota
Homogeneizar bem e aguardar 2 minutos. Adicionar:
Reagente N° 3 | 2 gotas 2 gotas | 2 gotas

Agitar e deixar em repouso por 5 minutos. Efetuar as leituras a
650 nm (640 - 670 nm), acertando o zero com o tubo “B” (Branco).
Areagao de cor é estavel por 5 minutos.

Para dosagem na urina: homogeneiza-la, separar 10 mL e 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,
multiplicar o resultado encontrado por 10.

FOSFOLIPIDES

Os Fosfolipides sdo extraidos seletivamente com Alcool
Isopropilico e posteriormente dosados conforme a metodologia
para dosagens de Foésforo no soro. Em tubo marcado com a letra
“A” (Amostra), proceder como a seguir:

Alcool Isopropilico 2,7 mL

Soro

300 uL

Adicionar o soro gota a gota. Agitar fortemente e deixar em
repouso por 5 minutos. Centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos.
Transferir 1,0 mL do sobrenadante limpido para um tubo de
ensaio marcado “A” (Amostra). Colocar em banho fervente até a
completa evaporagéo do Alcool Isopropilico. Aquecer em bico de
gas até o clareamento total da mistura (5 minutos). Esfriar entre
15 e 30°C. Este tubo sera utilizado na reacéo de cor. Fazer a
dosagem de acordo com a técnica para o soro, omitindo a etapa
de colocagao da amostra.

CALCULOS
Soro
Fésforo (mg/dL) =

Absorbancia da Amostra  x 5
Absorbancia do Padrao

Como a reagdo segue a Lei de Lambert-Beer, o Fator de
Calibragdo pode ser usado.

Fator de Calibracdo = Concentragédo do Padréo (5 mg/dL)

Absorbancia do Padrao
Foésforo (mg/dL) = Absorbancia da Amostra x Fator de Calibragéo
Urina

Fosforo (mg/24 h) = (mg/dL) x Volume Urinario (mL)
100

Fosfolipides = Absorbancia da Amostra  x 125
Absorbancia do Padréo

Os valores de Fosfolipides sdo expressos em mg/dL de Lecitina.

INTERFERENTES

Hemolise, lipemia ou ictericia sdo fatores que levam a valores
falsamente elevados.

Plasma citratado, fluoretado, oxalatado ou com EDTA produzem
resultados falsamente diminuidos.

LIMITAGOES DO PROCESSO

O desenvolvimento de cor azulada no tubo Branco indica que a
agua utilizada é de ma qualidade, devendo ser analisada com
critério.

CONTROLE INTERNO DE QUALIDADE

O Laboratério Clinico deve possuir um programa interno de
controle da qualidade, onde procedimentos, normas, limites
e tolerancia para variagbes sejam claramente estabelecidos.
E importante ressaltar que todos os sistemas de medigéo
apresentam uma variabilidade analitica caracteristica, que
deve ser monitorada pelos proprios laboratérios. Para tanto, é
recomendavel a utilizagdo de controles, que permitem avaliar a
precisao e a exatidao das dosagens.



RASTREABILIDADE
O padréo do kit é rastreavel ao material de referéncia SRM 186G
do NIST (National Institute of Standards and Technology).

VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia em mg/dL, para o presente método
foram obtidos através da determinagao de Fésforo em populagdes
sadias do sexo masculino e feminino.

Até 10 dias 4,5-9,0 mg/dL
10 dias a 2 anos 4,5 -6,7 mg/dL
Soro 2a12anos 4,5 -5,5mg/dL
Maior que 12 anos 2,5 - 4,8 mg/dL
Adultos 2,5-4,8 mg/dL
Urina 340 - 1000 mg/24h
Fosfolipides 125 - 300 mg/dL

Para converter os valores de mg/dL em mmol/L (SI) multiplicar
por 0,322.

Estes valores devem ser usados como orientacdo, sendo que
cada laboratdrio devera criar sua faixa de valores de referéncia,
de acordo com a populagéo atendida.

Os resultados fornecidos por este kit devem ser interpretados
pelo profissional médico responsavel, ndo sendo o Unico critério
para a determinagao do diagnostico e/ou tratamento do paciente.

DESEMPENHO DO PRODUTO

EXATIDAO

Comparacgao de Métodos

O kit Fosforo foi comparado com outro método para dosagem de
Fosforo, comercialmente disponivel. Foram realizadas 07 analises
e os resultados foram avaliados. A equagado linear obtida foi
Y =0,9708X + 0,1384 e o coeficiente de correlagao linear 0,9889.
Com estes resultados, pode-se concluir que o kit apresenta boa
especificidade metodoldgica.

PRECISAO

Repetibilidade

A repetibilidade foi calculada a partir de 20 determinagdes
sucessivas, utilizando 3 amostras com concentragées diferentes,
obtendo-se os seguintes resultados:

Repetibilidade Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
ﬁg;;;e?:;ﬁ:j 2,85 3,53 536
Padrgzs(\|,1i1°gldL) 0,01 0,01 0,01
c\;’:rf:;‘;g';/nd)e 0,30 0,30 024

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:
Reprodutiblidade Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
;g:?:;‘r:gﬁfs 2,86 355 536
Padrgzs(‘:l;/dL) 0.01 0,02 0.01
C\;’;f:;:';t;,/f)e 035 043 0,19

SENSIBILIDADE

A sensibilidade foi calculada a partir de 20 determinacdes
de uma amostra isenta da presenga de Fosforo. A média
encontrada foi 0,1458 mg/dL, com desvio padrdo de
0,0005 mg/dL. A sensibilidade, que indica o limite de detecgéo do
método, corresponde a média mais 3 vezes o desvio padrao, e é
igual a 0,1474 mg/dL.

LINEARIDADE

A reagdo de cor é linear até a concentragdo de 13 mg/dL.
Para valores maiores, diluir a amostra com agua destilada ou
deionizada, efetuar nova determinagéo e multiplicar o valor obtido
pelo fator de diluigdo.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

A homeostase do Fésforo € mantida principalmente pela fungéo
renal, absorgdo intestinal, metabolismo ésseo e fungdo da
glandula paratiredide.

O Fosforo possui fungdo na composicdo éssea, no equilibrio
acido-basico, no metabolismo de gorduras e carboidratos, além
de estar presente na formacdo de compostos como os acidos
nucléicos.

Podemos observar valores aumentados de Foésforo nas seguintes
condigdes: insuficiéncia renal (tuberculose renal, glomerulonefrite
cronica, hidronefrose, pielonefrite), hipoparatireoidismo, excesso
de vitamina D.

A diminuigdo do nivel de Fosforo provém de diversas causas
como: hipovitaminose D (raquitismo, osteomaldacia), ingestao
de antiacidos, doencas do figado, sindrome de Fanconi,
hiperparatireoidismo, uso de diuréticos tiazidicos.
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4 - CHRISTIAN, D. G.: Amer. J. Clin. Pathol. 54: 118, 1979.

5 - HENRY, R. J.: Clinical Chemistry — Principles and Techinics,
2 Ed., Haper-Row, York, 1974.

6 - TODD; SANFORD; DAVIDSOHN, Diagnosticos Clinicos, 1983.
7 - WHO. Use of anticoagulants in diagnostic laboratory
investigations and stability of blood, plasma and serum samples.
WHO/DIL/LAB/99.1 rev. 2, 2002:31.

8 - QUIBASA: Dados do Departamento de Pesquisa e
Desenvolvimento.

GARANTIA DE QUALIDADE

Antes de serem liberados para o consumo, todos os reagentes
Bioclin sdo testados pelo Departamento de Controle de
Qualidade. A qualidade dos reagentes é assegurada até a data
de validade mencionada na embalagem de apresentacdo, desde
que armazenados e transportados nas condigbes adequadas.

‘ QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil

Tel.: (31) 3439.5454 | E-mail: bioclin@bioclin.com.br
CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

ATENDIMENTO AO CONSUMIDOR

Servigo de Assessoria ao Cliente

Tel.: 0800 0315454 | E-mail: sac@bioclin.com.br

Numero de registro do kit de Fésforo na ANVISA: 10269360117

Revisao: Julho/2022
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FINALIDAD

Método para la determinacion del Fésforo en muestras biolégicas
de suero, plasma (Heparina) y orina. Test colorimétrico, solamente
para uso diagndstico in vitro.

PRINCIPIO DE ACCION

Metodologia: Colorimétrica

El Fosforo Inorganico reacciona con el Molibdato de Amonio
(Rectivo N° 2), formando Fosfomolibdato de Amonio, que
posteriormiente es reduzido a Azul de Molibdeno, cuya intensidad
de color es proporcional a la concentracion de Fosforo presente
en la muestra.

REACTIVOS

Numero 1 - Reductor - Aimacenar entre 15 y 30°C. Contiene:
Acido Ascoérbico < 100 mmol/L y estabilizante.

Numero 2 - Molibdato - Almacenar entre 15 y 30°C. Contiene:
Molibdato de Amonio < 50 mmol/L y estabilizante.

Numero 3 - Reactivo Alcalino - Almacenar entre 15 y 30°C.
Contiene: Hidréxido de Sodio < 15 mol/L.

Numero 4 - Patréon - Almacenar entre 15 y 30°C. Contiene:
Fosforo 5,0 mg/dL y conservantes.

PRESENTACION

9- Para obtener informacion relacionada con la seguridad
bioldgica o en caso de accidentes con el producto, consultar la
FISPQ (Ficha de Informaciones de la Seguridad de Productos
Quimicos) disponibles en el site www.bioclin.com.br o solicitando
a través del SAC (Servicio de Asesoria al Cliente) de Quibasa.
10- No utilice el producto en caso de dafios en su embalaje.

11- Es esencial que los instrumentos y equipos utilizados estén
adecuadamente calibrados y sometidos a mantenimientos
periodicos.

MUESTRAS

Suero obtenido libre de hemdlisis, plasma recogido con Heparina
y orina de 24 horas. La muestra es estable por 4 dias entre 2
y 8°C y 1 afio a -20°C.” El suero o plasma deben separarse
hasta una hora después de la recoleccion debido a la liberaciéon
de Fésforo hematico. La acidificacion con HCI conserva la orina
durante 15 dias a una temperatura entre 2 y 8°C.

DESCRIPCION DEL PROCESO
TECNICA

La Bioclin recomienda, para uso del kit, utilizar como suero control
los kits Biocontrol N y P Bioclin.

Reactivo Volumen

N°1 7mL Marcar 3 tubos de ensayo: B (Blanco), M (Muestra), P (Patron) y

Ne° 2 7 mL proceder como a segulir:

N°3 20 mL Blanco Patrén Muestra

N° 4 4 mL Agua Destilada 2,5mL 2,5mL 2,5mL

Muestra - - 100 uL

EQUIPAMIENTO E INSUMOS OPERACIONALES
Espectrofotdmetro o colorimetro, reloj o crondémetro, pipetas, Reactivo N° 4 100 uL
tubos del ensayo, Biocontrol N y Biogor_ﬂrol P Bioclin: Materiales Reactivo N° 1 1 gota 1 gota 1 gota
encontrados en el mercado especializado de articulos para -
Laboratorios de Analisis Clinicos. Reactivo N° 2 1gota 1gota 1 gota

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE
La temperatura del almacenamiento y transporte debera ser de
15 a 30°C. Mantener al abrigo de la luz y evitar humedad.

CUIDADOS ESPECIALES

1- Solamente para el uso diagnéstico in vitro.

2- Seguir con rigor la metodologia propuesta para obtencién de
resultados exactos.

3- El agua utilizada en la limpieza del material debe ser reciente y
exenta de agentes contaminantes.

4- Columnas deionizadoras saturadas liberan agua alcalina, iones
diversos y agentes oxidantes y reductores, que pueden alterar de
forma significativa los resultados.

5- No cambiar las tapas de los frascos de los reactivos.

6- Usar cuentagotas en posicion vertical, para que las gotas
caigan sobre el reactivo.

7- En lugares con temperaturas elevadas, es aconsejable hacer
las determinaciones con los tubos en bafio de agua.

8- Se recomienda la aplicacién de la ley local, estatal y federal de
proteccion ambiental para la eliminacion de reactivos y material
bioldgico se hace de acuerdo con la legislacion vigente.

Homogenizar bien y aguardar 2 minutos. Adicionar:

Reactivo N° 3 | 2 gotas | 2 gotas | 2 gotas

Agitar y dejar en reposo por 5 minutos (cronometrar). Efectuar las
lecturas a 650 nm (640 - 670 nm), ajustando el cero con el tubo
“B” (Blanco). La reaccion de color es estable por 5 minutos.

Para dosificaciéon en la orina: homogenizala, separar 10 mL y
ajustar el pH entre 1 y 3 con HCI concentrado. En el momento
de realizar la técnica, diluir la orina 1:10 con agua destilada o
deionizada, multiplicar el resultado por 10.

FOSFOLIPIDOS

Los Fosfolipidos son extraidos selectivamente con Alcohol
Isopropilico y posteriormente dosificados conforme la metodologia
para dosificacion de Foésforo en suero. En tubo marcado con la
letra “M” (Muestra), proceder como se sigue:

Alcohol Isopropilico 2,7mL

Suero 300 uL

Adicionar el suero gota a gota. Agitar fuertemente y dejar en
reposo por 5 minutos. Centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos.
Transferir 1,0 mL del sobrenadante limpido a un tubo de ensayo
marcado “M” (Muestra). Colocar en bafio en ebuliciéon hasta la
completa evaporacion del Alcohol Isopropilico. Calentar en
mechero de Bunsen hasta el clareamiento total de la mezcla
(5 minutos). Enfriar a temperaturas entre 15 y 30°C. Este tubo
sera utilizado en la reacciéon de color. Hacer la dosificacién de
acuerdo con la técnica para el suero, omitiendo la etapa de
colocacién de la muestra.

CALCULOS
Suero

Foésforo (mg/dL) = Absorbancia de la Muestra  x 5
Absorbancia del Patron

Como la reaccion sigue la Ley de Lambert-Beer, el Factor de
Calibracién puede ser usado.

Factor de Calibracion = Concentracion dePatrén (5 mg/dL)

Absorbancia del Patron
Fosforo (mg/dL) = Absorbancia de la Muestra x Factor de Calibracion
Orina

Fésforo (mg/24 h) = (mg/dL) x Volumen Urinario (mL)
100

Fosfolipidos = Absorbancia de la Muestra  x 125
Absorbancia del Patrén

Los valores de Fosfolipidos son expresados en mg/dL de Lecitina.

INTERFERENTES

La hemdlisis, la lipemia o la ictericia son factores que conducen a
valores falsamente elevados.

Plasma citratado, fluorado, oxalatado o con EDTA producen
resultados falsamente disminuidos.

LIMITACIONES DEL PROCESO
El desarollo de color azulada en el tubo Blanco indica que el agua
utilizada es de malo calidad y debe ser analizada con criterio.

CONTROL INTERNO DE CALIDAD

El Laboratorio Clinico debe poseer un programa interno de
control de calidad, donde procedimientos, normas, limites y
tolerancia para variaciones sean claramente establecidos. Es
importante resaltar que todos los sistemas de medicion presentan
una variabilidad analitica caracteristica, que debe ser vigilada
por los propios laboratorios. Por lo tanto, es recomendable la
utilizacion de controles, que permiten la evaluacion, la precision y
la exactitud de las dosificaciones.



TRAZABILIDAD
El patrén del kit es trazable al material de referencia SRM 186G
del NIST (National Institute of Standards and Technology).

VALORES DE REFERENCIA

Los valores de referencia en mg/dL, para el presente método
fueron obtenidos por la determinacién de Fésforo en poblaciones
sanas del sexo masculino y femenino.

Hasta 10 dias 4,5-9,0 mg/dL
10 dias a 2 afios 4,5-6,7 mg/dL
Suero 2 a 12 aiios 4,5-5,5mg/dL
Maior que 12 afios 2,5-4,8 mg/dL
Adultos 2,5-4,8 mg/dL
Orina 340 - 1000 mg/24h
Fosfolipidos 125 - 300 mg/dL

Para convertir los valores de mg/dL en mmol/L (SI) multiplicar por
0,322.

Estes valores deben ser usados como orientacion, siendo que
cada laboratorio debera crear su rango de valores de referencia,
de acuerdo con la poblacién atendida.

Los resultados proporcionados por este kit deben ser interpretados
por el profesional médico responsable, no siendo el Unico criterio
para determinar el diagndstico y/o tratamiento del paciente.

DESEMPENO DEL PRODUCTO

EXACTITUD

Comparacion de Metodos

El kit Fésforo fue comparado con otro método para dosificacion
de Fosforo comercialmiente disponible. Fueron realizadas
07 analisis y los resultados fueron evaluados. La ecuacion linear
obtenida fue Y = 0,9708X + 0,1384 y el coeficiente de correlacion
0,9889. Con estos resultados se puede concluir que el kit presenta
buena especificidad metodolégica.

PRECISION

Repetibilidad

La repetibilidad fue calculada a partir de 20 determinaciones
sucesivas, utilizando 3 muestras con concentraciones diferentes,
obteniéndose los siguientes resultados:

Repetibilidad Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
prcoﬂfﬁgf.’:;?&) 2,85 3,53 5,36

Patr[é):s(‘r,rirgldL) 0,01 0,01 0,01

cv‘::.f::c';r:(:/d)e 030 030 024

Reproductibilidad

La reproductibilidad fue calculada a partir de 20 determinaciones
sucesivas durante 3 dias consecutivos, utilizando 3 muestras
con concentraciones diferentes, obteniéndose los siguientes
resultados:

Reprodutividad Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Pg?::ilt?:;?gu 2,86 3,55 5,36

Patrgzs(‘r’ri;ldL) 0,01 0,02 0,01

(\:/Z(:ifeigi%':%/(:)e 0.35 043 0,19

SENSIBILIDAD

La sensibilidad fue calculada a partir de 20 determinaciones
de uma muestra exenta de la presencia del Fésforo.
El promedio encontrado fue 0,1458 mg/dL, con desvio patrén de
0,0005 mg/dL. La sensibilidad, que indica el limite de deteccion
del método, corresponde el promedio mas 3 veces el desvio
patrén, y es 0,1474 mg/dL.

LINEARIDAD

La reaccion de color es lineal hasta la concentracién de
13 mg/dL. Para valores mayores, diluir la muestra con agua
destilada o deionizada, efetuar nueva determinacion y multiplicar
el valor obtenido por el factor de dilucién.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

La homeostasis del Fésforo es mantenida principalmente por la
funcién renal, absorcién intestinal, metabolismo 6seo y funcién de
la glandula paratiroides.

El Fésforo tiene funcion en la composiciéon 6sea, en el equilibrio
acido-basico, en el metabolismo de grasas y carbohidratos,
ademas de estar presente en la formacion de compuestos como
los acidos nucleicos.

Podemos observar valores aumentados de Fosforo en las
siguientes  condiciones: insuficiencia renal (tuberculosis
renal, glomerulonefritis crénica, hidronefrosis, pielonefritis),
hipoparatiroidismo, exceso de vitamina D.

La disminucion del nivel de Fdsforo proviene de diversas causas
como: hipovitaminosis D (raquitismo, osteomalacia), ingestion
de antiacidos, emfermedades del higado, sindrome de Fanconi,
hiperparatiroidismo, uso de diureticos tiazidicos.
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GARANTIA DE CALIDAD

Antes de ser liberados para el consumo, todos los reactivos
Bioclin son probados por el Departamento de Control de Calidad.
La calidad de los reactivos es asegurada hasta la fecha de validad
mencionada en la caja de presentacion, si son almacenados y
transportados en condiciones adecuadas.
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PHOSPHORUS
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USAGE INSTRUCTIONS

FUNCTION

Method for determination of Phosphorus. Colorimetric test in
biological samples of serum, plasma (Heparin) and urine. For in
vitro diagnostic only.

PRINCIPLE OF ACTION

Methodology: Colorimetric

The Inorganic Phosphorus reacts with the Ammonium Molybdate
(Reagent N° 2) forming Ammonium Phosphomolybdate, that later
on is reduced to Blue of Molybdate, which intensity of color deve-
loped is proportional to the concentration of Phosphorus present
in the sample.

REAGENTS

Number 1 - Reductor - Store between 15 and 30°C. Contains:
Ascorbic Acid < 100 mmol/L and stabilizer.

Number 2 - Molybdate - Store between 15 and 30°C. Contains:
Ammonium Molybdate < 50 mmol/L and stabilizer.

Number 3 - Alkaline Reagent - Store between 15 and 30°C.
Contains: Sodium Hydroxide < 15 mol/L.

Number 4 - Standard - Store between 15 and 30°C. Contains:
Phosphorus 5,0 mg/dL and preservatives.

PRESENTATION
Reagent Volume
N°1 7mL
N° 2 7mL
N°3 20 mL
N° 4 4 mL

EQUIPMENTS AND OPERATIONAL INPUTS

Spectrophotometer or colorimeter, whatch or stopwatch, pipettes,
test tubes, Biocontrol N and Biocontrol P Bioclin. They can be
found at markets specialized on Laboratories of Clinical Analysis.

TRANSPORTAION AND STORAGE CONDITIONS
The storage and transport temperatures shall be between 15 and
30°C. Protect from light and avoid moisture.

SPECIAL CARE

1- For in vitro diagnostic use only.

2- Strictly follow the methodology proposed to obtain exact results.
3- Water used in material cleaning must to be recent and free of
contaminants.

4- Saturated deionizer columns release alkaline water, many
ions, oxidizing agents and reducers that may alter the results
significantly.

5- Do not interchange bottle caps from reagents.

6- Use dropper in a vertical position, in order to drop over the
reagent.

7- In places at high temperatures, it is advisable to make the
determinations with the tubes in water bath.

8- We recommend applying the local, state and federal rules
for environmental protection, so that disposal of reagents and
biological material can be made in accordance with current
legislation.

9- To obtain information related to biosafety or in case of accidents
with the product, consult the MSDS (Material Safety Data Sheet)
available on the website www.bioclin.com.br or upon request by
the SAC (Advisory Service Customer) of Quibasa.

10- Do not use the product in case of damaged packaging.

11- It is essential that the instruments and equipments used are
properly calibrated and subjected to periodic maintenance.

SAMPLES

Serum obtained free of hemolysis, plasma harvested with Heparin
and urine of 24 hours. The sample is stable for 4 days at 2 to 8°C
and 1 year at -20°C.” Serum or plasma should be separated within
one hour after collection, due to release of hematic phosphorus.
Acidification with HCI preserves the urine for 15 days at a
temperature between 2 and 8°C.

PROCESS DESCRIPTION
TECHNIQUE
Bioclin recommends, as control serum, Biocontrol N and P Bioclin

kits.

Mark 3 tubes: B (Blank), A (sample), P (Standard) and proceed
as following:

Blank Standard Sample

Distiled Water 25mL 25mL 25mL

Sample - - 100 uL
Reagent N° 4 -—- 100 uL -

Reagent N° 1 1 drop 1 drop 1 drop

Reagent N° 2 1 drop 1 drop 1 drop

Homogenize well and wait 2 minutes. Then, add:
Reagent N° 3 | 2 drops | 2 drops | 2 drops

Homogenize and let it rest for 5 minutes. Make the readings in
650 nm (640 - 670 nm), adjusting the zero with tube “B” (Blank).
Color reaction is stable for 5 minutes.

For urine dosage: homogenize, separate 10 mL and adjust the
pH between 1 and 3 with concentrated HCI. When performing the
technique, dilute the urine 1:10 with distilled or deionized water,
multiply the results by 10.

PHOSPHOLIPIDS
The Phospholipids are extract selectively with Isopropyl Alcohol
and later dosed according to the methodology for Phosphorus
doses in serum. In a tube marked with the letter “A” (Sample),
proceed as follow:

Isopropyl Alcohol 2.7mL

Serum

300 uL

Add the serum drop by drop. Roughly shake and let it rest for
5 minutes. Centrifuge at 3000 rpm during 5 minutes. Transfer
1.0 mL of translucid supernatant for a test tube marked “A”
(Sample). Place it in boiling water-bath until the complete
evaporation of Isopropyl Alcohol. Heat the gas tip until the mixture
is totally clear (5 minutes). Cool it between 15 and 30°C. This tube
will be used for the color reaction. Carry out dosage according to
the technique for serum, hiding the step of coloring of sample.

CALCULATIONS
Serum

Phosphorus (mg/dL) = _Sample Absorbance x5
Standard Absorbance

Since the reaction follows the Lambert-Beer Law, the Calibration
Factor can be used.

Calibration Factor = Standard Concentration (5 mg/dL)

Standard Absorbance
Phosphorus (mg/dL) = Sample Absorbance x Calibration Factor

Urine

Phosphorus (mg/24h) = (mg/dL) x Urine Volume (mL)
100

Phospholipids = _Sample Absorbance  x 125
Standard Absorbance

The Phospholipids values are expressed in mg/dL of Lecithin.

INTERFERENTS

Hemolysis, lipemia or jaundice are factors that lead to values
falsely elevated.

Citrated, fluoridated, oxalated or EDTA plasma produce falsely
diminished results.

PROCEDURE LIMITATIONS
The development of a bluish color in Blank tube indicates that the
water used is of poor quality, must be analyzed with criteria.

INTERNAL QUALITY CONTROL

The Clinical Laboratory must have an internal quality control,
where all procedures, rules, limits and tolerance to variations be
clearly established. It is important to mention that all measurement
systems present a analytical variety, and it must be monitor by
the laboratory. Therefore, it is recommendable the use of controls,
allowing the precision and accuracy of the dosages.



TRACEABILITY
The kit's standard is traceable to the reference material NIST
(National Institute of Standards and Technology) SRM 186G.

REFERENCE VALUES

The reference values in mg/dL, for this method were
obtained through the determination of the phosphorus in healthy
populations of male and female.

Up to 10 days 4.5-9.0 mg/dL
10 days to 2 years 4.5-6.7 mg/dL
Serum 2to 12 years 4.5-5.5mg/dL
Over 12 years 2.5-4.8 mg/dL
Adults 2.5-4.8 mg/dL
Urine 340 - 1000 mg/24h
Phospholipids 125 - 300 mg/dL

To convert the values of mg/dL to mmol/L (SI) multiply by 0,322.
These values should be used as guidelines, each laboratory
should establish its range of reference values, according to the
population served.

The results provided by this kit must be interpreted by the medical
professional responsible, not being the only criterion for the
determination of diagnosis and/or treatment of the patient.

PRODUCT PERFORMANCE

ACCURACY

Comparison of Methods

The Phosphorus kit was compared with other commercially
available methods for measurement of Phosphorus. 7 analyses
were performed and the results were evalued. The linear equation
obtained was Y = 0.9708X + 0.1384 and the correlation coefficient
0.9889. With these results, we can conclude that the kit shows
good methodological specificity.

PRECISION

Repeatability

The repeatability was calculated from 20 successive
determinations, using 3 samples with different concentrations,
obtaining the following results:

Repeatability Sample 1 Sample 2 Sample 3
Average 2.85 3.53 5.36
Concentration (mg/dL) . . .
Standard
Deviation (mg/dL) 001 0.01 0.01
Coefficient of
Variation (%) 0.30 0.30 0.24
Reproducibility
The reproducibility was calculated from 20 successive

determinations for 3 consecutive days, using 3 samples with
different concentrations, obtaining the following results:

Reproducibility Sample 1 Sample2 | Sample 3
Concenlt\:ae’t:gge(mgldL) 286 3.55 5.36
Devi::ﬁ:nnd?r::;/du 0.01 0.02 0.01
%::Tt?;?\n(t"/?)f 0.35 0.43 0.19

SENSITIVITY

The sensitivity was calculated from 20 determinations
of a sample free of Phosphorus. An average value of
0.1458 mg/dL, with standard deviation of 0.0005 mg/dL. The
sensitivity that indicates the method detection limit, corresponds
the average plus three times the standard deviation, and is equal
to 0.1474 mg/dL.

LINEARITY

The color of the reaction is linear up to the concentration of
13 mg/dL. For higher values, dilute the sample with distilled or
deionized water, perform a new determination and multiply the
value obtained by the dilution factor.

DIAGNOSTIC SIGNIFICANCE

Phosphorus homeostasis is maintained primarily by renal function,
intestinal absorption, bone metabolism and function parathyroid
gland.

Phosphorus has arole in bone composition, the acid-base balance,
metabolism of fats and carbohydrates, besides being present the
formation of compounds such as nucleic acids. We can observe
the increased values of Phosphorus in the following conditions:
renal failure (renal tuberculosis, chronic glomerulonephritis,
hydronephrosis, pyelonephritis) hypoparathyroidism, excessive
vitamin D.

The decreased level of Phosphorus comes from many causes as
vitamin D deficiency (rickets, osteomalacia) intake of antacids,
liver disease, syndrome Fanconi, hyperparathyroidism, use of
thiazide diuretics.
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QUALITY ASSURANCE

Before being released for consumption, all Bioclin reagents
are tested by the Department of Quality Control. The quality
of reagents is assured until expiration date stated on the
presentation packaging, when stored and transported under
appropriate conditions.

‘ QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda
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