Instrugdes de Uso
Somente para uso diagndstico in vitro

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

o-Cresol, p-Cresol, Phenol in Urine - HPLC
o-Cresol, p-Cresol, Fenol em Urina - HPLC

Reagente diagnostico para determinacao quantitativa in vitro de o-Cresol, p-cresol, Fenol em Urina por HPLC.

Ne° de lote, data de fabricacao e validade: vide rétulos dos frascos e da embalagem.

Artigo

Apresentacao

41000

Kit Reagente para Anélise o-Cresol, p-cresol, Fenol em Urina por HPLC (100 analises)

Para informacdes detalhadas sobre o método e procedimentos, favor consultar o Manual de Instrucdes para Andlise de

o-Cresol, p-Cresol, Fenol em Urina por HPLC no site www.biosys.com.br.

SUMARIO

O kit de reagentes da Chromsystems o-Cresol, p-Cresol, Fenol
na urina € um dispositivo de diagndstico in vitro a ser usado em
laboratérios clinicos para a determinagdo quantitativa de o-
cresol, p-cresol e fenol em amostras de urina de pacientes por
meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O kit é
um teste para que os pacientes monitorem sua carga de fenol
e tolueno.

METODO
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detecgdo
por fluorescéncia.

PRINCIPIO

Este kit de reagentes da Chromsystems permite a determinagao
cromatografica confiavel e rapida de orto- e para-cresol, bem
como fenol em uma corrida de HPLC isocratica. A preparacgao da
amostra é rapida e simples e requer apenas duas etapas: Na
primeira etapa (hidrélise acida), os fendis presentes na urina na
forma de conjugados (principalmente sulfatos e glicuronideos)
sao transformados de forma eficiente na forma livre. Os
problemas tipicos que ocorrem na decomposicdo enzimatica
(tempo de reagao longo, liberagdo incompleta) sdo evitados. Na
segunda etapa, as amostras sdo estabilizadas pela adicdo de
um tampado especial. Os analitos sao medidos usando separagao
cromatografica otimizada com deteccdo de fluorescéncia
altamente sensivel, de modo que a maioria das interferéncias
potenciais sejam excluidas. A inclusdo de um padrdo interno
feito sob medida garante alta precisdo e confiabilidade na
quantificagdo dos analitos.

REAGENTES
Componentes e Composigoes:

Produto Composicao Apresentacdo
Fase movel Acetonitrila - 10 a 1000 mL
(Mobile Phase) 25%

Reagente de Acido Sulfurico - 50 a 1x15mL
Hidrolise 100 %

(Hydrolysis

Reagent)

Padrdo Interno Acetonitrila 25 a 50% 1x5mL
(Internal contendo derivado de

Standard) fenol < 0,1%

Tampdo de Hidroxido de sédio 10 1 x 60 mL
Estabilizagdo a 25%

(Stabilisation

Buffer)

Frascos de - 100 unidades
reagdo

(Reaction vials)
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INSTRUCOES DE ARMAZENAGEM E ESTABILIDADE DOS
REAGENTES

Os reagentes ndo abertos sdo estaveis até a data de validade
indicada no rdtulo, desde que as condigbes de armazenamento
estabelecidas sejam obedecidas.

Ap0s abertura dos frascos os reagentes sdo estaveis por até 12
meses, mas ndo deve exceder a data de validade.

Artigo Produto Temperatura

41001 Fase movel +18 a +30°C

41055 Reagente de Hidroélise +18 a +30°C

41004 Padrdo Interno +2a+8°C

41006 Tampao de Estabilizacao +18 a +30°C
CUIDADOS E PRECAUCOES

Favor consultar a ficha de seguranca dos reagentes e adotar as
precaucbes necessarias para o manuseio de reagentes de
laboratério.

GARANTIA
Estas instrucdes de uso devem ser lidas atentamente antes da
utilizagdo do produto. As instrugdes nela contidas devem ser
rigorosamente cumpridas. A confiabilidade dos resultados do
ensaio ndo poderd ser garantida em caso de desvio as
instrugoes.

DESCARTE

A fase movel, o padrdo interno e os residuos das amostras
preparadas contém solventes orgéanicos. Descarte os residuos
do produto em um recipiente para solventes organicos livres de
halogénio.

O Reagente de Hidrolise contém um acido forte, o Tampdo de
Estabilizagdo um alcali forte. Neutralize as solugGes e descarte
em um recipiente para solugdes de sal.

As solugdes mencionadas ndo devem ser eliminadas juntamente
com o lixo doméstico. Ndo circule no abastecimento de agua
principal. Descarte em conformidade com requisitos nacionais e
locais. Seguir as disposicdes da resolugdo sobre o regulamento
técnico para gerenciamento de residuos de servigos de saude,
bem como outras praticas de biosseguranga equivalentes em
vigor. Os recipientes de residuos devem ser armazenados de
forma adequada e apenas 0 acesso permitido a partes
autorizadas.

PREPARO DOS REAGENTES

Fase Mével: pronto para uso.

Padrao Interno: pronto para uso.
Reagente de Hidrolise: pronto para uso.
Tampao de Estabilizacao: pronto para uso.

MATERIAIS REQUERIDOS E DISPONI"VEIS, NAO
FORNECIDOS

Coluna cromatografica equilibrada (Chromsystems art. 41100).
Controle em urina contendo o-Cresol, p-Cresol, fenol bi-nivel
(I+II) (Chromsystems art. 0138).
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Controle em urina contendo o-Cresol, p-Cresol, fenol nivel I
(Chromsystems art. 0139).

Controle em urina contendo o-Cresol, p-Cresol, fenol nivel II
(Chromsystems art. 0140).

Calibrador em urina liofilizado contendo o-Cresol, p-Cresol,
fenol (Chromsystems art. 41003).

Padrdo Interno (Chromsystems art 41004)

Agua tipo I ou grau HPLC.

Metanol grau HPLC.

Acetonitrila grau HPLC.

Material geral de laboratério.

AMOSTRA

Deverdo ser analisadas amostras de urina.

Tubos de urina com hexametilenotetramina (urotropina) como
estabilizador ndo sdo adequados para a analise de fendis usando
este método. As intensidades de sinal dos analitos e do padrao
interno sao prejudicadas; no pior caso, o sinal pode ser perdido
completamente.

Estabilidade da amostra: A urina é usada para analise. A vida
de armazenamento é de até 3 dias a temperatura ambiente e
de até 4 semanas a +2 a +8°C. Para armazenamento mais
longo, congelar abaixo de -18°C (até 2 meses).

Estabilidade das amostras preparadas (eluatos): Bem
seladas em frascos de vidro, as amostras preparadas podem ser
mantidas por 1 semana em temperatura ambiente ou por 2
semanas entre +2 e +8°C ou abaixo de —18 °C. Se as amostras
preparadas foram armazenadas a baixa temperatura,
certifique-se de resolver o0s analitos potencialmente
precipitados por meio de aquecimento e homogeneizagao antes
da injegdo!

PROCEDIMENTOS DO TESTE

Ajustes do instrumento:
Amostrador: Volume de injecdao de 10pL,

tempo de corrida 14 min.

Comprimento de onda de EX

270 nm, EM 300 nm

Detector por
fluorescéncia:

Fluxo: 1,3 mL/min (1,1-1,5
mL/min)

Temperatura da coluna: Ambiente (aprox. 30 °C)

Solugdo de lavagem da Agua/acetonitrila = 80/20

agulha:

Procedimento de preparo de amostras:

1. Pipetar 100 pL de urina (amostra, controles e calibrador),
adicionar 150 pL de Reagente de Hidrolise e 50 puL de
Padrdo Interno, em um frasco de hidrdlise *, selar bem e
misturar brevemente.

2. Incubar 30 minutos a 95°C

3. Deixe esfriar até a temperatura ambiente (aprox. 5 min a
temperatura ambiente).

4. Adicionar 600 uL de tampdo de estabilizagdo, misturar
rapidamente em vortex.

5. Injetar 10 uL da mistura no sistema de HPLC

* Os frascos de hidrolise podem ser carregados diretamente em
varios amostradores automaticos de HPLC.

Importante:

Algumas das amostras preparadas podem conter particulas
apds a hidrolise. Nestes casos, centrifugue a amostra e injete o
sobrenadante.

Tempo de retencdo esperado:

Para garantir que nem a calibragdo nem as condigdes de HPLC
(tempos de retengdo, etc) mudaram no decorrer de uma
execucdo analitica, o calibrador preparado deve ser injetado
durante a execucdo e novamente no final. Para avaliagdo,
selecione “método de padrdo interno”.

CALcULOS

Canalito [mg/L] =

Anmostra X IScalibrador ~ X *Ccalibrador
Acalibrador X ISAmostra

Area ou altura do pico do analito A no = Aamostra
cromatograma da amostra

Area ou altura do pico do analito A no = Calibrador
cromatograma do calibrador

Area ou altura do pico do padrdo interno = ISAmostra

no cromatograma da amostra

ISCalibrador

Area ou altura do pico do padrdo interno
no cromatograma do calibrador

Concentracao C do analito A no calibrador *CCalibrador

* A concentragdo dos analitos individuais depende do lote e sera
encontrada no folheto de informagdes que acompanha o
produto. Uma vez que a mesma quantidade de padrdo interno
é adicionada ao padrdo de calibracdo e as amostras de
pacientes, a concentragdo do padrdo interno pode ser
considerada como “1” para fins de calculo.

Fatores de conversdo:

. mg/L para pmol/L para
Analito pmol/L mg/L
Fenol x 10,63 x 0,0941
o-cresol, p-cresol X 9,247 x 0,1081

DESEMPENHO / CARACTERISTICAS

Para verificar a linearidade e validar o método, as amostras de
urina foram fortificadas com quantidades definidas de
fenilglucuronida, orto- e para-cresilglucuronida e processadas
repetidamente.

Linearidade / limite de quantificacao:
O método é linear desde o limite designado de quantificacdo até
pelo menos o limite superior declarado

Limite de quantificagdo Limite linearidade
Analito (n?g/L) < (até pelo menos
mg/L)
Fenol 0,04 50
p-cresol 0,04 200
o-cresol 0,04 20

Analito Tempo de ret_engéo aprox.
em minutos

Fenol 5,5

p-Cresol 10,1

0-Cresol 11,3

Padrdo Interno 12,9
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* O limite de quantificacdo depende do detector empregado!
** Em altas concentragdes, um volume de injecao menor (5 uL)
pode ser escolhido para evitar a sobrecarga do detector.

Recuperacdo:

A recuperagdo analitica foi determinada a partir da inclinagdo
das curvas de calibragdo de amostras de urina enriquecidas e
solugbes padrao diluidas:

Analito Taxas de
recuperacao (%)
Fenol 97
p-Cresol 98
o-Cresol 98
Padrdo Interno 101

Precisao intra-ensaios:

A precisdo intra-ensaios foi determinada em trés concentragdes
diferentes, por meio de multiplos processamentos (n = 10) da
mesma amostra:
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. Coeficiente de variagao (%),
Analito n =10 (Conc. mgg/I)( )

Fenol 1,3 (4,29) 0,5 (8,05) 1,3(16,4)
p-Cresol 1,3 (5,22) 0,6 (9,83) 1,3 (16,0)
0-Cresol 2,2 (0,56) 0,5 (1,63) 1,1 (3,88)

*n =10

Precisdo inter-ensaios:

A determinagdo da precisdo inter-ensaios foi determinada por
multiplos  processamentos (10x) e determinagdo das
concentragdes dos analitos em um pool de urina, em 10 séries
de testes diferentes (duas concentragdes diferentes):

. Coeficiente de variacdo (%),
Analito n = 100 (Conc. mg/l)
Fenol 2,6 (4,17) 2,4 (15,9)
p-Cresol 2,5 (5,10) 2,2 (15,6)
o-Cresol 3,8 (0,54) 3,0 (3,75)
VALORES DE REFERENCIA

Limites ocupacionais na urina

Fenol total ¥ | 200 mg/L (BGV)

Cresol total @ | 200 mg/L (BGV)

O_cresol (como
metabolito do tolueno) 1,5 mg/L (BTV)

O_Cresol @ | 0,8 mg/L

Intervalo de referéncia na
urina (mg/g de creatinina)

Fenol total ® | 4,5-20,7

p-Cresol ® | 5,5-65

o0-Cresol) | n.d.

BGV = Valor Bioldgico da Diretriz
BTV = Valor de Tolerancia Bioldgica

Fonte:
1. MAK:- und BAT-Werte-Liste 2009, Deutsche Forschungsgemeinschaft

(DFG) (ed.), Wiley-VCH, Weinheim (2009).

2. Tolerable exposure limit for toluene subject to: Landesgesetzblatt
fiir Wien, 16. Stiick (2002).

3. CDC, NIOSH, Method 8305 (1994).

Nenhum BTV foi definido para o fenol devido as suas
propriedades cancerigenas.
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Fabricado por: Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH
Importado e Distribuido por: BioSys Ltda

Rua Coronel Gomes Machado, 358, Centro, Niteroi, R]

Cep: 24020-112

CNPJ: 02.220.795/0001-79

MS n°: 10350840411

SAC: sac@biosys.com.br - (21) 3907-2534 / 0800 015 1414
www.biosys.com.br
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