kalelab

INSTRU(}()ES DE USO (versao Dez/24)
FOSFATASE
ALCALINA (DGKC)

Método Cinético

FINALIDADE

O conjunto € um sistema que se destina a determinagéo da fosfatase
alcalina no soro ou plasma sanguineos. Exclusivo para diagnéstico ‘in
vitro”.

PRINCIPIO DE AGAO

A determinagdo da fosfatase alcalina através de método cinético com o
emprego do p-nitrofenilfosfato de sddio constitui-se em método de escolha,
sendo inclusive recomendado pela Federagédo Internacional de Quimica
Clinica (IFCC) e a Associagéo de Quimica Clinica da Aemanha (DGKC).
No presente método, baseado na DGKC, o p-nitrofenilfosfato de sédio é
hidrolisado especificamente pela fosfatase alcalina do soro em pH 9,80,
liberando o p-nitrofenol, cuja velocidade de formagdo em 405 nm é
proporcional a atividade da enzma presente.

SIGNIFICADO CLINICO

No soro, a fosfatase alcalina é constituida por quatro genétipos estruturais:
o tipo figado-ossos-rins, o tipo intestinal, o tipo placentario e a variante das
células germinais. Ocorrem nos osteoblastos, hepatécitos, rins, bago,
placenta, prostata, leucocitos e intestino delgado. O tipo figado-ossos-rins é
particularmente importante. Observa-se um aumento da atividade da
fosfatase alcalina em todas as formas de colestase, sobretudo na ictericia
obstrutiva. Apresentam também valores elevados nas doencas do sistema
esquelético, como Doenga de Paget, hiperparatiroidismo, raquitismo e
osteomalacia, bem como em casos de fraturas e tumores malignos. Por
vezes, observa-se um aumento consideravel da atividade da fosfatase
alcalina em criangas e jovens, causada por um aumento da atividade
osteoblastica apés um crescimento 6sseo acelerado..

REAGENTES

Apresentagdo com 100 mL:

1. Tampao: 02 frascos com 45 mL cada, de solugéo tamponada em pH
9,80, contendo cloreto de magnésio 0,5 mmol/L e azda sédica 15,5
mmol/L.Conservar entre 2-8°C.

2. Substrato: 02 frascos com 10 mL cada, de solugdo aquosa 10x
concentrada, contendo p-nitrofenilfosfato de sodio 100 mmol/lL e azida
sodica 15,5 mmol/L. Conservar entre 2-8°C.

MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS
Espectrofotometro

Centrifuga

Banho-maria

Crondmetro

Vidraria

Pipetas manuais ou automaticas

Agua destilada ou deionizada

CUIDADOS NO ARMAZENAMENTO ETRANSPORTEDOS REAGENTES
1.Antes de serem abertos, os reagentes podem ser transportados em
temperatura na faixa de 15-25°C, até um limite de 48 horas.

2.As datas de fabricagao e validade aparecem norétulo da embalagem.
3.N&o usar reagentes cuja data de validade tenha expirado.

4.Todos os reagentes devem ser mantidos sob refrigeragdo, na faixa de
2-8°C. N&o congelar.

5Manter ao abrigo da luz Os reagentes devem permanecer fora do
refrigerador apenas o tempo necessario para as dosagens.

PRECAUGOES E CUIDADOS ESPECIAIS

1.Somente para uso diagnéstico “in vitro”.

2.Evitar contaminagao com ions metalicos ou agentes oxidantes.

3.0 espectrofotdbmetro ou mesmo equipamentos automatizados devem ficar
livres de contaminagao microbiana, ser calibrados corretamente e receber
manuteng&o de acordo com as instrugdes do fabricante.

4 Nao misturar ou trocar diferentes lotes de reagentes.

5.Evitar contaminagdo microbiana dos reagentes e ndo utilizar reagentes
que tenham sinais de contaminagao ou precipitagao.

6.Usar pipetas de vidro e ponteiras descartaveis separadas para cada
amostra, controle (se utilizado) e reagente e nao frocar as tampas dos
frascos dos reagentes, a fim de evitar contaminagao cruzada, o que poderia
causarresultados erroneos.

7.Nao dispensar os reagentes em tubulagéo contendo ferro galvanizado.
8.0s reagentes 1 e 2 contém azida sédica, irritante para pele e mucosas.
9.Caso haja contato com esses reagentes, lavar imediatamente a area
afetada com agua em profusdo. Em caso de ingestdo acidental, procurar
auxilio médicoimediato.

10.Nao comer, beber, fumar, armazenar ou preparar alimentos, ou aplicar
cosméticos dentro da area de ftrabalho onde reagentes e amostras
estiverem sendo manuseados.

11.Usar luvas descartaveis quando manusear amostras clinicas ou
reagentes. Lavar sempre as maos apds trabalhar com material
potencialmente infeccioso.

12.As amostras devem ser descartadas, apés o uso, em recipientes
especificos.

13.N&do dispensar em coletores de lixo comuns ou nas redes de agua e
esgotos.

14Todo o material biologico deve ser processado como sendo
potencialmente contaminante.

AMOSTRA

Soro ou Plasma (Somente Heparina-Vide Interferentes)

A determinagdo da atividade da fosfatase alcalina deve ser feita de
preferéncia no mesmo dia da coleta, uma vez que as estabilidades das
varias isoenzimas diferem. Assim por exemplo, a afividade da isoenzima
Ossea desaparece rapidamente do soro enquanto que a da isoenzma
placentaria permanece por varios dias. As isoenzimas de origem hepatica
ou intestinal permanecem ativas no minimo por dois dias se mantidas sob
refrigeragéo.

PROCEDIMENTO

Preparo do Reagente de Trabalho:

Adicionar 5 ml do contetido do frasco de Substrato (2) ao frasco de
Tampéo (1) e homogeneizar bem. Este reagente é estavel 30 dias, se
mantido fora da geladeira apenas o tempo necessario para as dosagens.
Em condicdes de armazenamento por periodos prolongados na
temperatura ambiente (15-25°C) e na presenga de luz, o reagente pode
mostrar sinais de deterioragdo ap6s 05 dias.

Nota: Podem ser preparadas quantidades menores de Reagente de
Trabalho, sempre observando a proporgédo de 0,1 mL de Substrato para 0,9
mL de Tamp&o.

Dosagem (Soro ou Plasma heparinizado):

Condicdes paraos testes
37°C+ 0,5 °C.
405 nm.

Temperaturade trabalho
Comprimento de onda

1-Pré-aquecero Reagente de Trabalho durante 2 minutos a 37°C.
2-Acertar o zero do aparelho com agua destilada.
3-Pipetar em um tubo de ensaio:

Volume
Reagentede Trabalho | 1,0 mL
Amostras 0,02 mL

4-Homogeneizar e transferir para uma cubeta termostatizada a 37°C.
Acionar o cronémetro.

5-Apds 60 segundos, anotar a absorbancia inicial A e efetuar novas
leituras apds 1, 2, 3 minutos (A1, A2 e A3 respectivamente). Amédia das
diferengas entre as leituras, AA média, sera usada nos calculos abaixo.

CALcuLOS

Fosfatase alcalina (U/L) = AA médiax 2700

Exemplo:

Abs. inicial = 0,400; A1 =0,494; A2 =0,586; A3 = 0,679

AA1 =0,094; AA2 = 0,092; AA3 = 0,093. AAmédia= 0,093
Fosfatase alcalina (U/L) = 0,093 x 2700 = 251



VALORES DE REFERENCIA INTERFERENTES SIMBOLOS UTILIZADOS PARA PRODUTOS DIAGNOSTICOS
2590 30°C 370 Resultados falsamente diminuidos: Hemoglobina acima de 50 mg/dL “IN VITRO”
cni %15 50-400 UIL | 60-490 UIL | 80-600 ULL (hemdlise moderada) \/ Contetdo suficiente para <n> testes
riangasate 1o anos - - - Resultados falsamente elevados: Bebidas alcodlicas, analgésicos,
Adultos 50-190 UL | 60-230 UL | 80-300 UL anticoncepcionais, Triglicérides elevado. 8 Data limite de uilizacao do produto (ddimmy
LINEARIDADE Citrato, fluoreto, oxalato e EDTA sdo inibidores da atividade da fosfatase ata limite de ufilizagéo do produto (dd/mm/aaaa)
alcalina porque formam complexo com 0 magnésio, logo interferem na sua ; ;
Areag&o é linear entre 15 e 1200 U/L. Para valores acima de 1200 UL, dosagem. S S Material Calibrador
diIuir a amostra com splugéo de NaCI' 0.‘8§% e repetir a dosagem. Bilirubina até 20 mg/dL e acido ascorbico mesmo em concentragdes % Limite de temperatura (conservar a)
Multiplicaro resultado obtido pelo fator de diluig&o. elevadas (acimade 20 mg/dL) nao interfere.
. | I : | Consultar instrugées de uso
DAD(:JS. .ESTATIS;I'ICOS DEDESEMPENHO DO TESTE REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Codiaodo Produt
Sensibilidade: 99%. ) o _ o 1.Bergmeyer, H.U (Ed.) Methods of Enzymatic Analysis, Academic Press, [EEF] odigo do Froduto
Exatiddo: A comparag&o com método similar validado (que também utiliza p.75-86, 1985. [vo] Produto para Diagnastico “In Vitro”
a metodologia cinética com p-nitrofenilfosfato de sédio) demonstrou um 2.Bretaudiere,J.P., Vassault, A, Amsellem, L. et al. Clin. Chem. 23:2263, Liofilizado
coeficiente de correlagéo, r, igual a 0,99 a partir da analise de amostras 1977 —
aleatorias oriundas de pacientes de ambulatério. A equagéo de regresséo 3.Rej, R. Clin. Chem. 23 : 1903, 1977. \f—a‘y Corrosivo
3btid.a ff)i -y =1,0191x +5,5904, que demonstra uma exatiddo de 99%. 4.Tietz, N.W., Burtis, C., Enin, K., et al. Clin. Chem. 26 : 1023, 1980. \ﬂir
recisao: 5.Katal: Dados de arquivo 3 i ioldqi
Repetibilidade: A realizagéo de 20 determinag6es de uma mesma amostra | -\‘t RiscoBiologico
com valor dentro da faixa de referéncia, obtendo-se os seguintes APRESENTACAO %} Téxico
resultados: __ 110mL__ [ Volume =
Repetlpl!ldade Amostra 1Tampao | 2x45mL (Rl ] Reagente
- Meg'ad _ g; 2.Substrato | 2x 10 mL d Fabricado por
esvio Padréo , -
Coeficiente de Variagéo (%) 48 Numero de Lote

CONDIGOES DE GARANTIA DA QUALIDADE DO PRODUTO

O desempenho deste sistema diagndstico, medido pelas propriedades
descritas nesta Instru¢cdo de Uso, esta garantido até a sua data de
vencimento, desde que obedecidas as seguintes condigdes:

1.A adeséo estrita, pelo usuario, ao quadro de procedimento técnico.

Reprodutibilidade: A realizagdo de 20 determinagdes de uma mesma
amostra, realizada por um operador diferente, utilizando o mesmo
equipamento de medig&o, com valores dentro da faixa de referéncia,
obtendo-se os seguintes resultados:

Reprodutibilidade Amostra 2.As condigbes de armazenamento estarem de acordo com o recomendado
T nesta Instrugdo de Uso.
Med|a — 75 3.0s materiais necessarios e ndo fornecidos com o produto, estarem em
Desvio Padréo 28 boas condigées de uso.
Coeficiente de Variagéo (%) 3,7

I " . o . ASSESSORIA CIENTIFICA
Sensibilidade analitica: O método apresenta uma variag&o de absorbancia Para esclarecimentos de d(vidas e Assessoria Cientffica ligue:

em 405 nm igual a 0,00037 em cada acréscimo de 1 U/L na concentragao
de Fosfatase alcalina. O limite de detec¢do do método é igual a 15 UL.

AUTOMAGAO
Aplicagdes para analisadores automaticos estdo disponiveis, se solicitadas.

CONTROLEDA QUALIDADE

O laboratorio deve ter como pratica de rotina o uso de soros controle
comerciais. Preferivelmente deve participar de programas de controle
externo de qualidade, a exemplo daqueles oferecidos pela SBAC e SBPC.

(31) 3157-3688 ou (11) 99217-8407
e-mail: sac@katal.com.br
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