Fosfatase Alcalina - PP

Kit para determinacdo da fosfatase alcalina por metodologia
cinética colorimétrica.

REF. 440 MS 80022230081

METODO
Cinético-Colorimétrico.

FINALIDADE
Reagentes para determinagéo da atividade da fosfatase alcalina no soro e plasma.
Somente para uso diagnéstico in vitro.

FUNDAMENTO

A fosfatase alcalina (FALC ou ALP) catalisa em meio alcalino a hidrélise do
p-nitrofenilfosfato liberando p-nitrofenol e fosfato inorganico.

A atividade catalitica é determinada a partir da velocidade de formacéo do p-nitrofenol
medida em 405 nm.

p-Nitrofenilfosfato + H,O & p-Nitrofenol + Fosfato

SIGNIFICADO CLINICO

A fosfatase alcalina compreende um grupo de enzimas fosfohidrolases que
apresentam atividade maxima em pH alcalino préximo de 10. A enzima é encontrada
em varios tecidos, com maiores concentragdes no figado, no epitélio do trato biliar e
no osso. A mucosa intestinal e a placenta contém também a fosfatase alcalina. A
fosfatase alcalina apresenta varias isoenzimas, sendo que cada uma das fontes
produtoras contém uma isoenzima especifica. O fracionamento das isoenzimas da
fosfatase alcalina é util para diferenciar doengas dsseas de doencgas hepaticas.

As isoenzimas sdo melhor estudadas pelo teste de estabilidade ao calor e pelo
fracionamento eletroforético. A isoenzima de origem hepatica (ALP1) é termo-estavel,
enquanto que fragdo dssea (ALP2) é inativada pelo calor.

A determinagdo laboratorial da fosfatase alcalina se aplica muito bem para o
diagnostico de doengas do figado e dos ossos.

Valores elevados: Cirrose, obstrugdo biliar intra e extra-hepatica, tumor primario ou
metastatico do figado, tumor metastatico do osso, recuperacéo de fraturas dsseas,
doenca de Paget, hiperparatireoidismo, fases de crescimento normal dos ossos.
Valores Diminuidos: Hipotireoidismo, hipofosfatemia, desnutricdo, doenca celiaca.

QUALIFICAGOES DO PRODUTO

e Metodologia cinética continua colorimétrica, simples e rapida para a determinacéo
da fosfatase alcalina facilmente adaptavel em analisadores automaticos e
semi-automaticos.

e O produto emprega reagentes liquidos, prontos para uso, possibilitando o preparo
de um volume de Reagente de Trabalho adequado a rotina dos diversos
laboratoérios.

e A metodologia permite obter resultados exatos e precisos se for executada
conforme descrita nesta Instrugdo de Uso.

IDENTIFICAGAO DOS REAGENTES

Conservar entre 2-8 °C.

1. Tampéo - Contém tamp&o pH 10,4, acetato de magnésio 2,5 mmol/L, sulfato de
zinco 1,2 mmol/L, HEDTA 2,5 mmol/L e azida sdédica 8 mmol/L.

2. Substrato - Contém p-nitrofenilfosfato 60 mmol/L e fenol 50 mmol/L.

ESTABILIDADE

Os reagentes sdo estaveis até o vencimento da data de validade impressa no rétulo
do produto e na caixa quando conservados na temperatura recomendada, bem
vedados e se evite a contaminag&o durante o uso.

Sinais de Deterioragdo dos Reagentes
Presenga de particulas, turbidez e absor¢do do Reagente de Trabalho superior a
1,200 em 405 nm.

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS

e Espectrofotdbmetro com cubeta termostatizada (leitura em 405 nm);
e Pipetas e tubos;

e Crondémetro.

PRECAUGOES E CUIDADOS ESPECIAIS

Aplicar os cuidados habituais de seguranga na manipulagdo dos reagentes e
amostra bioldgica.

Recomendamos o uso das Boas Praticas de Laboratérios Clinicos para a execugédo
do teste.

De acordo com as instrugdes de biosseguranga, todas as amostras devem ser
manuseadas como materiais potencialmente infectantes.

O Tampao (1) contém azida sodica como conservante. Evitar contato com os olhos,
pele e mucosa. Nao aspirar ou ingerir.

Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resolu¢gdes normativas
locais, estaduais e federais de preservagéo do meio ambiente.

AMOSTRA
SORO ou PLASMA (heparina).
O analito é estavel por 7 dias entre 2-8 °C.

Nota: Recomendamos que a coleta, preparagdo, armazenamento e descarte das
amostras biolégicas sejam realizadas seguindo as recomendacgdes das Boas Praticas
de Laboratérios Clinicos.

Enfatizamos que os erros provenientes da amostra podem ser muito maiores do que
os erros ocorridos durante o procedimento analitico.

INFLUENCIAS PRE-ANALITICAS

Glicose e glicerol aumentam a atividade da enzima, atuando como aceptores de
fosfatos.

Citrato, oxalato, EDTA e fluoreto inibem a atividade da fosfatase alcalina por formarem
complexos com o magnésio, que € um importante ativador da enzima.

INTERFERENCIAS

A bilirrubina até 32 mg/dL e hemdlise (hemoglobina até 30 mg/dL) n&o interferem na
reagao de dosagem.

Hemodlises mais acentuadas produzem resultados falsamente diminuidos.

Valores de ftriglicérides acima de 1800 mg/dL produzem resultados falsamente
elevados.

PROCEDIMENTO DO TESTE

A.Condigoes de Reagdo

o Leitura: Comprimento de onda 405 nm

e Temperatura: 37 °C

e Tipo de Reagéo: Cinética continua crescente

Preparo do Reagente de Trabalho

De acordo com o consumo, misturar suavemente os reagentes 1 e 2 na seguinte
proporgao: 4 volumes de Tampéo (1) mais 1 volume de Substrato (2).

Estavel por 30 dias entre 2-8 °C.

B. Técnica de Analise sem Calibrador
1. Pipetar na cubeta:

Reagente de trabalho

1000 pL

Amostra 20 L

2.Homogeneizar e inserir a cubeta no porta-cubetas termostatizado (37 °C). Acionar o
crondmetro.

3.Apo6s 1 minuto, fazer a leitura da absorbancia inicial (A,).

4.Fazer novas leituras de absorbancia, apds exatamente 1, 2 e 3 minutos.

5.As diferengas entre as absorbancias (AA/minuto) devem ser praticamente iguais,
indicando a linearidade do método.

6. Calcular o aumento médio de absorbancia por minuto (AA/min).

Calculos

Ver Linearidade.

AA/min = Variagdo média da absorbancia por minuto.

Considerando que o coeficiente de absorgdo milimolar do p-nitrofenol em 405 nm é
igual a 18,45 tem-se o seguinte fator para calcular a atividade catalitica da fosfatase
alcalina:

Fosfatase Alcalina (U/L) = AA/min x 2764

Exemplo
Se AA/minuto médio = 0,052
Fosfatase Alcalina = 0,052 x 2764 = 144 U/L

Calculo do Fator
Vt x 1000

¢ x Va xd

Vt = Volume total do ensaio = 1,02 mL

Va = Volume de amostra = 0,02 mL

1000 = Conversao de U/mL para U/L

d = espessura da cubeta, via da luz (1 cm)

€ = absorbancia milimolar do p-nitrofenol em 405 nm = 18,45

Fator =

1,02 x 1000

—————— = 2764
18,45 x 0,02 x 1

Fator =

C. Técnica de Analise com Calibrador REF. 410 da Gold Analisa
1. Pipetar na cubeta:

Reagente de trabalho

1000 pL
Amostra ou Calibrador 20 L

2.Homogeneizar e inserir a cubeta no porta-cubetas termostatizado (37 °C). Acionar o
cronémetro.

3.Ap6s 1 minuto, fazer a leitura da absorbancia inicial (A,).

4.Fazer novas leituras de absorbancia, apds exatamente 1, 2 e 3 minutos.

5.As diferengas entre as absorbancias (AA/minuto) devem ser praticamente iguais,
indicando a linearidade do método.

6.Calcular o aumento médio de absorbancia por minuto do Calibrador e do Teste
(AA/minuto médio).

Notas

1. Utilizar o Calibrador REF. 410 da Gold Analisa. Ver Instru¢cdes de Uso e valor
tabelado para fosfatase alcalina.

2.0 desempenho do Calibrador pode ser afetado por varios fatores como: erros de
reconstituicdo, de homogeneizacdo, armazenamento incorreto, contaminagdo da
agua ou vidraria.
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Calculos

Ver Linearidade.

Como a metodologia obedece a lei de Lambert-Beer, pode-se efetuar os calculos
através do Fator de Calibragao (FC).

AA/minuto médio = Variagdo média da absorbancia por minuto.

AC = Atividade de Fosfatase Alcalina do Calibrador

AC = x U/L (Valor indicado na tabela do Calibrador)

AT = Atividade de Fosfatase Alcalina do Teste em U/L

AT = AA/minuto do Teste x FC

FC = Fator de Calibragéo = AC + AA/minuto médio do Calibrador

Exemplo

Se AA/minuto médio do Calibrador = 0,158

Se AA/minuto médio do Teste = 0,052

Se AC =432 U/L (Valor indicado na tabela do Calibrador)

FC = AC + AA/minuto médio do Calibrador = 432 + 0,158 = 2734
AT em U/L =0,052 x FC =0,052 x 2734 = 142 U/L

Atengao

As técnicas apresentadas sdo adequadas para fotdmetros cujo volume minimo de
solucéo para leitura é igual ou menor que 1000 pL.

O analista sempre deve fazer uma verificagdo da necessidade de ajuste do volume
para o fotdbmetro empregado no seu laboratério.

Os volumes de amostra e de reagente podem ser modificados proporcionalmente,
sem alterar o desempenho do teste e os calculos.

Em caso de redugéo dos volumes é necessario observar o volume minimo de leitura
fotométrica.

Volumes da amostra menores do que 10 pL s&o criticos em aplicagdes manuais e
devem ser usados com cautela porque aumentam a imprecisdo da medigao.

EFEITO DA TEMPERATURA
Através da Tabela apresentada abaixo, pode-se converter valores de atividade obtidos

em uma temperatura para valores em outras temperaturas.
Temperatura de Fatores de conversdo para outras temperaturas
medida 25 °C 30°C 37°C
25°c [ - 1,45 2,08
30°C 0,69 1,43
37°C 0,48 070 | -

VALORES DE REFERENCIA
Adultos: 27 a 100 U/L.
Criangas e adolescentes até 16 anos: 75 a 390 U/L.

Estes valores devem ser usados como uma orientagdo. E recomendado que cada
laboratério estabelega seus préprios valores de referéncia.

AUTOMAGAO

Este kit pode ser utilizado na maioria dos analisadores automaticos.

O consumidor podera solicitar mais informagdes através do Setor de Apoio ao Cliente
(SAC) ou acessando o site www.goldanalisa.com.br.

CONTROLE DA QUALIDADE

O laboratério clinico deve manter um Programa de Garantia da Qualidade para
assegurar que todos os procedimentos laboratoriais sejam realizados de acordo com
as Boas Praticas de Laboratérios Clinicos.

Para controle e verificacdo do desempenho do kit usar Soro Controle N e Soro
Controle P da Gold Analisa.

E importante que cada laboratério estabeleca os seus proprios valores médios e os
respectivos limites de variagéo.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO®

Linearidade

A reacdo é linear até 1500 U/L. Para valores maiores, diluir a amostra com solugdo de
NaCl 150 mmol/L (0,85%) e realizar uma nova determinag&o. Multiplicar o valor obtido
pelo fator de diluigdo empregado.

Repetitividade

A imprecisdo intra-ensaio foi calculada com 10 determinagdes sucessivas de fosfatase
alcalina, utilizando duas amostras de soro com concentragdes diferentes.

As médias dos coeficientes de variagao obtidas foram de 1,0 e 0,7%.

Reprodutibilidade

A imprecisdo inter-ensaio foi calculada com 10 determinagdes de fosfatase alcalina em
dias diferentes, utilizando duas amostras de soro com concentragées diferentes.

As médias dos coeficientes de variagao obtidas foram de 3,4 e 1,1%.

OBSERVAGOES

1. A observagéo minuciosa da limpeza e secagem da vidraria, da estabilidade dos
reagentes, da pipetagem, da temperatura e do tempo de reagédo é de extrema
importancia para se obter resultados precisos e exatos.

2.Na limpeza da vidraria pode-se empregar um detergente neutro ou uma solugéo
acida. A ultima lavagem deve ser feita com agua destilada ou deionizada.

3. A agua utilizada nos laboratérios clinicos deve ser purificada utilizando-se métodos
adequados para as finalidades de uso. Colunas deionizadoras saturadas liberam
diversos ions, aminas e agentes oxidantes que deterioram os reativos.
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APRESENTACAO

N° de Testes Reagentes

Tampao 1x24 mL

440M 30
Substrato 1x6mL
Tampao 2 x24 mL

440 60
Substrato 2x6mL
Tampao 4 x24 mL

440E 120
Substrato 4 x 6 mL

TERMOS E CONDIGOES DE GARANTIA DA QUALIDADE DO PRODUTO

Lei n° 8.078 de 11-9-90 - Cédigo de Defesa do Consumidor

A Gold Analisa garante a substituigdo, sem énus para o consumidor, de todos os
produtos que comprovadamente apresentarem problemas técnicos, desde que o
usuario utilize equipamentos e materiais em boas condig¢des técnicas, siga
rigorosamente o procedimento técnico e as recomendacdes estabelecidas nas
Instrugdes de Uso.

N° do lote e data de validade: Vide Rétulos do Produto
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