Instrugdes de uso

Fosfatase Alcalina - amp/ircc

Kit para determinagao da fosfatase alcalina em amostras de soro
ou plasma.
Somente para uso diagnostico in vitro

Significado Clinico
No figado, a fosfatase alcalina é encontrada nos canaliculos

biliares. Sua produgdo é aumentada pela obstrugdo biliar
(colestase) e, em menor grau, por outras doengas hepaticas. A
isoenzima Ossea estd presente em osteoblastos ativo. Dessa
forma, niveis elevados sdo encontrados em fraturas
convalescentes, na infancia e principalmente durante o crescimento
puberal, quando alcanga niveis superiores a 650 U/L. A fosfatase
alcalina de origem hepatica € comumente encontrada com um

aumento da gama GT, indicando obstrug¢éo de via hepatica.

Metodologia e principio do teste

A fosfatase alcalina, em meio alcalino, catalisa a transferéncia do
grupo fosfato do 4-nitrofenilfosfato ao 2-amino-2metil-1-propanol
(AMP),
determinada a partir da velocidade de formagdo do 4-nitrofenol,

liberando 4-nitrofenol. A concentragdo catalitica é

medido em 405 nm, sendo diretamente proporcional a atividade

enzimatica da amostra.

4 - Nitrofenil fosfato + AMP L) AMP - fosfato + 4 - Nitrofenil

Composicao dos reagentes
IR1| Tampao: 2-amino-2metil-1-propanol 0,35 mmol/L, acetato de

magnésio 2 mmol/L, sulfato de zinco 1
hidroxietilenodiaminotriacético 2mmol/L, pH 10,4. R2 Substrato: 4-

mmol/L, éacido N-

nitrofenilfosfato12 mmol/L.
Os reagentes, quando armazenados nas condi¢gdes recomendadas,
sa0 estaveis até a data de validade expressa no rétulo do produto.

Apresentacoes

Cadigo R1 R2 Testes
Macro Micro

100 200

0011 1x80 mL 1x 20 mL

cepa

O nimero de testes em equipamentos automatizados dependera
do protocolo de automagéo utilizado.

Materiais necessarios nao fornecidos

—  Agua destilada ou deionizada;

- Banho maria;

- Cronbmetro;

- Espectrofotdmetro;

- Pipetas manuais ou automaticas;
- Ponteiras descartaveis;

- Vidraria.

Armazenamento, transporte e validade

Armazenar os reagentes entre 2-8°C em sua embalagem original.
Os produtos poderdo ser transportados, por até 48 horas, entre
2-30°C. A data de validade se encontra no rétulo do produto.

Precaucoes e cuidados especiais

- Na&o misturar ou trocar lotes de reagentes diferentes;

- Evitar contaminacdo microbiana dos reagentes e n&o utilizar
reagentes que tenham sinais de contaminagéo ou precipitagcao;

- Caso haja contato com quaisquer reagentes, lavar a area
afetada com agua em profusdo. Em caso de ingestédo de
reagentes, procurar auxilio médico imediato munidos desta
instrugéo de uso;

Utilizar equipamentos de protegao individual segundo normas
de biosseguranga;

- A agua (destilada ou deionizada) utilizada na limpeza do
material ou nos procedimentos deve ser recente e isenta de

agentes contaminantes;

Certificar-se das condi¢des adequadas de funcionamento dos
equipamentos de analise;

O descarte do material utilizado deve ser feito segundo os
critérios de biosseguranca;
- Lavar as maos apos trabalhar com material potencialmente

infeccioso.

Amostra biologica

Soro/plasma
O analito é estavel por 7 dias entre 2 a 8 °C.

Todo o material biolégico deve ser processado como sendo
potencialmente contaminante. Usar luvas descartdveis durante a
manipulagdo do material bioldgico. As amostras devem ser
descartadas, apds o uso, em recipientes especificos para este fim.
Néao dispensar em coletores de lixo comuns ou nas redes de
esgoto.

Interferentes pré-analiticos’

Hemoglobina (5 g/L) interfere. Outras substancias podem interferir.

Preparo do reagente

Verter o conteudo do frasco no frasco e homogeneizar
bem. E recomendavel a transferéncia de parte do homogeneizado
para o frasco [R2, com o objetivo de se obter a diluicdo completa do
reagente contido no mesmo. Ap6s homogeneizar, verter
novamente o conteldo no frasco . Rotular como Reagente de
Trabalho. Este reagente é estavel, sob refrigeracéo, na faixa de 2 a
8°C, durante 2 meses, se mantido fora do refrigerador somente o

tempo necessario para as dosagens.

Podem ser preparados volumes menores de reagente de trabalho,
desde que respeitada a proporgéo de 1mL do +4mL do .

Permitir que reagentes e amostras atinjam a temperatura ambiente.
Pipetar, em diferentes tubos de ensaio, como a seguir:

Método Macro Micro
Amostra 20 uL 10 pL
Reagente de trabalho 1,0 mL 0,5mL

destilada ou deionizada;

Acertar o zero do espectrofotémetro utilizando agua

Homogeneizar rapidamente e inserir em um porta cubetas
termostatizado a 37°C;



Ler e registrar a absorbancia inicial (A0), em 405 nm, e
acionar o cronémetro;

Realizar novas leituras (A1, A2 e A3), em intervalos de 1
minuto durante 3 minutos;

Comprovar que as diferengas entre as absorbancias sejam
sensivelmente iguais;

Calcular a média das diferencas das absorbancias

(AA/min.), que sera usada nos procedimentos de célculo.

Al-A0)+(A2-A1)+(A3-A2
A min - AEAOHAZADHAS- A2

Calculos
Considerando que o coeficiente de absor¢gdo molar do 4-nitrofenol é
18.450 em 405 nm, se deduzem as seguintes férmulas para calcular a
concentracao catalitica a 37°C:

AA/min. x 2764 = U/L » AA/min. x 46,08 = pkat/L

Valores de referéncia

Soro/Plasma ( 37 °C - U/L)

Adultos
Homens <115
Mulheres <105
Pediatricos
7 —12 meses <1107
2 -6 anos <673
7 —-12 anos <448

Estes valores sdo apenas a titulo orientativo. E recomendavel que
cada laboratério estabelega sua propria faixa de valores de
referéncia

Controle de qualidade

O laboratério deve ter como pratica de rotina o uso de soros

controle comerciais. Preferencialmente deve participar de

programas de controle externo de qualidade, a exemplo daqueles
oferecidos pela SBAC e SBPC.

Caracteristicas de desempenho do produto

Sensibilidade analitica: A sensibilidade do método é de 1,6 U/L
(0,027 pKat/L).

Limite de Linearidade: Os resultados sdo lineares até 1200 U/L
(11,5 pKat/L). Para valores maiores que 690 U/L, diluir a amostra
1:2 com agua destilada e repetir o ensaio. Multiplicar o resultado
encontrado pelo fator de diluigao dois (2).

Estudos comparativos: Este produto ndo apresentou variagdo
sistémica significativa quando comparado com produtos de mesma
metodologia.

Repetitividade e Reprodutibilidade:

Concentracdo média n | CV%
Repetitividade 117 UL 20 | 1.1
431 U/L 20 0,7

Concentracao média n | CV%
Reprodutibilidade 17 UL 25 | 45
431 U/L 25 2,2

Termo de garantia

A MBiolog Diagnosticos Ltda garante o desempenho deste produto
até a data de expiragdo indicada no rétulo, desde que os cuidados
de utilizagdo e armazenamento indicados nos roétulos e nestas
instrucdes de uso forem seguidas corretamente.

Meio ambiente
As caixas e bulas podem ser encaminhados para coleta seletiva e

reciclados, desde que ndo contenha contaminagdes quimicas e/ou
biolégicas. Preserve o meio ambiente.
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