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POINTE SCIENTIFIC                                                                                                 CALCIO
REACTIVO DE CALCIO

USO:

Para la determinación cuantitativa de calcio en suero.

HISTORIA DEL METODO:

Los métodos desarrollados para la determinación de calcio incluyen colorimétrico, fluorescente, gravimétrico, ión selectivo, titrimétrico, y absorción atómica. La absorción atómica a sido recomendada como método de referencia, pero requiere de un equipo caro y complicado. Un método rápido simple y conveniente es basado en la interacción del calcio con un agente cromogénico. La D-cresolftaleincomplexona fue usado primero en 1954. Gitelman modificó el procedimiento en 1967 incluyó 8-Hidroxiquinoleina para remover la interferencia del magnesio y usó dietilamina con Buffer PH + 12. Baginiski modificó el procedimiento e incluyó DMSO. Este método presente está  basado en modificaciones de todos estos métodos arriba mencionados.

PRINCIPIO:
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Creaoftaleina Complexona. (color púrpura).

El calcio reacciona con CPC en un medio alcalino para formar un color purpura que absorba 570 (550-580) la intensidad del color es proporcional a la concentración del calcio.

REACTIVOS:

1.
Reactivo (A): O-Cresoftaleina Complexona 0.11mM., 8-Hidroxiquindeina 17.0mM., Sufractante.

2.
Reactivo (B) : 2-Amino2Metil 1 Propanol 976mM, 2.0mM Cianuro de Potasio.

PRECAUCIONES:

Este reactivo es para diagnóstico "In Vitro" únicamente.

El reactivo (B) contiene veneno y no debe ser pipeteado con la boca.

Los reactivos (A1 y B) son irritantes para la piel. Evite el contacto.

PREPARACION:

1.
Combine volúmenes iguales del reactivo A y B Mezcle y deje reposar por 20 minutos a temperatura ambiente.

2.
Los reactivos deben combinarse en recipientes plásticos limpios. El agua y los recipientes de vidrio contienen calcio, reaccionan con el reactivo. El equipo de vidrio debe ser enjuagado en ácido clorhídrico diluido antes de usarse.

ALMACENAMIENTO DEL REACTIVO:

1.
Todos los reactivos deben ser almacenados, refrigerados 2-8ºC.

2.
El reactivo combinado AyB es estable por dos semanas refrigerado, y una semana a temperatura ambiente. Mantenga los botes herméticamente cerrados para prevenir evaporación.

3.
La sensibilidad del reactivo de trabajo declina con el tiempo. Incluya un estandard con cada prueba.

4.
Los laboratorios que utilicen instrumentos con memoria que corren un standard al inicio de las labores para utilizarlo con medidas subsecuentes, deben almacenar el reactivo a 2-8ºC y usarlo frio. Esto para mantener la sensibilidad estable.

DETERIORO:

El reactivo debe de estar claro. La turbiedad  indica deterioro y no debe de ser utilizado.

COLECCION Y ALMACENAMIENTO DE LA MUESTRA:

1.
El suero no hemolizado es la muestra recomendada.

2.
No utilice otro anticoagulante que no sea heparina.

3.
Separe el suero del coágulo tan pronto como sea posible, ya que las células rojas absorben calcio.

4.
Las muestras viejas que contienen precipitado visible no deben de ser utilizadas.

5.
Los tubos con tapones de corcho no se deben utilizar.

6.
El calcio en suero es  estable por una semana refrigerado (2-8ºC) y mas de cinco meses refrigerado y protegido de evaporación.

INTERFERENCIAS:

1.
Las sustancias que contienen complejos de calcio o calcio no deben entrar en contacto con la muestra de prueba. Ejemplo: EDTA, Citrato, Oxalato, Fluoruro.

2.
Los especímenes de pacientes que han recibido bromosulfotoleina (VSF) o EDTA no deben ser utilizados.

3.
Vea las referencias 14 y 15 para obtener una lista de sustancias que afectan la determinación precisa de calcio.

MATERIALES  PROVISTOS:

Equipo de reactivo de calcio.
MATERIALES  REQUERIDOS:

1.
Los instrumentos precisos de pipeteo

2.
Tubos de ensayo/gradilla

3.
Espectrofotómetro 570nM

4.
Reloj

PROCEDIMIENTO MANUAL:

1.
Preparar el reactivo. Ver preparación del reactivo.

2.
Etiquete los tubos blanco, estandard, controles, pacientes, etc.

3.
Pipetee 1.0 ml. de reactivo de trabajo en cada tubo.

4.
Agregue 0.02ml. de muestra en los tubos respectivos y mezcle.

5.
Deje por lo menos 1 minuto a temperatura ambiente.

6.
Lea y anote la absorbancia de todos los tubos. El color final es estable por 20 minutos.

Para espectrofotómetros que requieran mas de 1.0ml. para la lectura, 3.0 de reactivo de trabajo y 50ul de muestra se deben utilizar.

NOTAS DEL PROCEDIMIENTO:

1.
Las muestras con valores sobre 20 mg/dl deben ser diluidas 1:1 con solución salina, corra de nuevo y el resultado multiplíquelo por dos.

2.
Las muestras lipémicas o hemolizadas requieren un blanco de suero. Para prepararlo agregue 0.02ml. de muestra a 1.0ml. de agua destilada, mezcle y lea contra agua a 570nm reste cálculos.

3.
La contaminación con calcio del equipo de vidrio usualmente el uso de detergentes afectan la prueba, utilice tubos de plástico o equipo de cristal lavado con ácido.

CALIBRACION:

Utilice estandard de calcio acuoso (10mg/dl) o un calibrador apropiado.

CONTROL DE CALIDAD:

La validez de la reacción debe ser monitoreada por el uso de suero control normal y anormal con concentraciones de calcio conocidas.

CALCULOS:
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VALORES ESPERADOS:

8.5 - 10.5 mg/dl niños menores de 12 usualmente tienen valores normales elevados que disminuyen

 con la edad. Se recomienda que cada laboratorio establezca su propio rango normal.

DESEMPEÑO:

1.
Linearidad 20mg/dl

2.
Comparación: Un estudio elaborado con un método similar nos dio un coeficiente de 0.994 con una ecuación lineal de regresión de y=1.06x-0.41

3.
Precisión:

        Entre Pruebas

Conc.        D.E.        C.V.%

   9.4          0.14         1.5

 12.9          0.13         1.0

        Prueba a prueba

Conc.        D.E.        C.V.%

   9.4          0.13         1.4

 12.7          0.27         2.1
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