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FOSFATASE ALCALINA

METODO:
Cinético IFCC.

FINALIDADE:

Kit de reagentes para a determinacdo quantitativa da fosfatase alcalina no soro ou plasma
heparinizado em sistemas fotométricos.

Somente para uso diagnéstico in vitro.

SIGNIFICADO CLINICO:

A fosfatase alcalina (FAL) estd presente em diversos tecidos, incluindo o figado, ossos, rins,
intestinos e placenta. A atividade de FAL eleva-se rapidamente em até 10 vezes o valor normal
quando o fluxo biliar estd prejudicado ou quando ocorrem lesGes expansivas ou numerosas
como uma metastase tumoral. Niveis elevados ocorrem também pelo aumento da atividade
osteoblastica, observado no crescimento 6sseo natural de criancas e jovens, mas também em
disturbios como a osteite deformante, raquitismo, osteomalacia, hiperparatiroidismo, fraturas e
tumores dsseos osteoblasticos.

FUNDAMENTO:

Na presenca de ions de magnésio e zinco, o 4-nitrofenilfosfato é hidrolisado pelas fosfatases
formando fosfato e 4-nitrofenol. Neste processo, o aminometilpropanol funciona como aceptor
transiente do fosfato. A formagdo do composto cromoégeno 4-nitrofenol é proporcional a
atividade de FAL e é medido fotometricamente:

FAL
(Mg?* zn?®)
4-nitrofenilfosfato + 0, ——— Fosfato + 4-nitrofenol

IDENTIFICACAO E ARMAZENAMENTO:
Conservar entre 2 e 8 °C.

COMPOSICAO:

R1:
Tampé&o aminometilpropanol, pH 10,4 1,0 mol/L
Acetato de magnésio 22,0 mmol/L
Sulfato de zinco >0,5 mmol/L
EDTA >2,0 mmol/L
Azida sédica 205 g/L
Surfactantes e conservantes <10 g/L

R2:
4-Nitrofenilfosfato 270 mmol/L
Estabilizante <50 g/L

MODO DE USO:

Os reagentes estdo prontos para uso e ndo dependem de preparo.

Opcionalmente, os reagentes podem ser utilizados como Reagente de Trabalho. Sendo que,
nesse caso, a propor¢ao da mistura é de 4 partes de Reagente 1 com 1 parte do Reagente 2.
Homogeneizar antes do uso.

ESTABILIDADE:

R1 e R2 sdo estaveis até a data de validade impressa no rétulo se mantidos fechados em
temperatura entre 2 e 8 °C.

O Reagente de trabalho é estavel por 28 dias entre 2 e 8 °C.

Né&o congelar!

Estabilidade on board
Apbs a abertura e instalagdo no analisador, os reagentes permanecem estéveis por até 53 dias,
desde que mantidos no compartimento refrigerado dos analisadores Vyttra — BM SERIES.

Deve-se substituir o reagente imediatamente ao identificar sinais de instabilidade ou
deterioragdo, tais como:

. Degradacdo Fisica: Presenca de turbidez, precipitagdo ou alteragdo na coloragdo
original da solucdo e sinais visiveis de vazamento.
. Inconsisténcia Analitica: Resultados de controles fora dos limites de tolerancia,

critérios de aceitacdo estabelecidos, ou falhas consecutivas no processo de
calibragdo do sistema analitico.

Frequéncia de Calibragao
A calibragdo desse ensaio deve ser realizada quando inserido no sistema. Uma nova calibragédo
devera ser executada quando houver:
. Troca de Lote: Instalagdo de um novo lote de reagentes
. Intervengdo Técnica: Apds manutengdes preventivas ou corretivas.
. Inconsisténcia Analitica: Resultados de controles fora dos critérios de aceitagdo
estabelecidos.

A calibragdo do ensaio é valida por até 30 dias, podendo ser antecipada caso um dos cenarios
acima ocorra.

Nota: A periodicidade da calibragdo pode ser redefinida pelo laboratério, desde que
fundamentada em evidéncias documentadas que comprovem a manutengdo do desempenho
analitico dentro dos limites especificados.

TERMOS E CONDIGOES DE GARANTIA:
O fabricante garante a qualidade do produto, se este for armazenado como descrito acima e em
sua embalagem original.

PRECAUGOES:

* A manutencdo das caracteristicas de desempenho e da seguranga do produto é também de
responsabilidade do laboratério usuario, que deve assegurar o cumprimento das Boas Praticas
de Laboratorio, a utilizagdo conforme esta Instrucdo de Uso, o armazenamento, transporte e
manuseio adequados, a calibracdo, verificagdgo e manutencdo dos equipamentos, a
capacitagdo dos profissionais envolvidos, bem como a utilizagdo de niveis de controle de
qualidade apropriados ao ensaio, conforme os requisitos aplicaveis.

Os reagentes ndo necessitam ser tratados como amostras contaminantes.

Os cuidados habituais de seguranca devem ser aplicados na manipulacdo do reagente.

Né&o ha como assegurar que amostras bioldgicas e soros controles estdo totalmente isentos

de agentes infecciosos, portanto, é recomendado manusea-los de acordo com as instrugdes

de biosseguranca. Para as informacdes de seguranga do produto, consultar a Ficha de

Seguranga (FDS).

Para o descarte seguro dos reagentes e materiais bioloégicos, sugerimos utilizar as

regulamentagdes normativas locais, estaduais ou federais para a preservacao ambiental.

Os reagentes contém azida sédica como conservante. Evitar contato com a pele e mucosas. Em
caso de contato com os olhos, lavar com bastante dgua por varios minutos.

AMOSTRA BIOLOGICA:

Soro ou plasma (heparina) livres de hemdlise.

Os anticoagulantes EDTA e citrato séo capazes de se ligar ao cofator zinco e provocar resultados
falsamente diminuidos.

ESTABILIDADE DAS AMOSTRAS:
A estabilidade da fosfatase alcalina é de 7 dias em temperatura entre 2 e 8 °C.
Descongelar as amostras apenas uma vez e descartar amostras contaminadas!

INTERFERENTES:

Nenhuma das substancias abaixo apresentou interferéncia até as seguintes concentragdes:
Acido ascérbico 30 mg/dL

Bilirrubina 30 mg/dL

Hemoglobina 200 mg/dL

Triglicérides 2000 mg/dL

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS:
Fotdmetro UV/VIS

Pipetas

Cronémetro

Tubos de ensaio

Solugdo NaCl 9,0 g/L

Banho-maria a 37 °C

Controles e calibrador

METODO DE ANALISE:

A-Preparo:

Termostatizar o reagente de uso na temperatura desejada. A temperatura deve permanecer
constante (0,5 °C) durante a execucdo do teste.

B-Leitura em espectrofotometro:

Comprimento de onda (1): 405 nm (400 a 420 nm)
Temperatura: 37 +0,5 °C

Tipo de reacéo: Cinética crescente

Calibragdo: Linear de 2 pontos, contra reagente branco

C-Esquema de pipetagem
1- Em trés tubos ou cubetas marcados como Branco, Padrdo e Amostra, proceder conforme o
protocolo a seguir:

R Tubos ou cubetas
Pipetar Branco Padriao Amostra
R1 1000 pL 1000 pL 1000 pL
Agua 20 uL - -
Calibrador/Padrao --- 20 uL ---
Amostra - --- 20 uL
Homogeneizar bem e incubar por 1 minuto, entdo adicione:

R2 | 250 pL 250 L 250 L

2- Homogeneizar bem, incubar a 37 °C e ler a absorbancia inicial a 405 nm (400 a 420 nm) apds
1 minuto, acionando o cronémetro simultaneamente

3- Ler novamente a absorbancia apds 1, 2 e 3 minutos, respeitando o mesmo comprimento de
onda utilizado na absorbancia inicial.

D-Calculo com Calibrador/Padrao:
Para avaliar a linearidade da reacdo, observar se as diferengas de absorbancia a cada minuto sédo
equivalentes. Calcular a média das diferencas das absorbancias por minuto (AAbs/min):

(Absl - Abs0) + (Abs2 - Absl) + (Abs3 - Abs2)

AAbs/min = 3
- AADS/MiNAmostra . <
Atividade da FAL (U/L) = —————— x Concentracdo do Padrao
AAbs/ming,qz0
Exemplo:
Padréo: Amostra:
A0 =1,015 A0 =1,184
Al =1,076 Al = 1,227
A2 =1138 A2 =1270
A3 =1201 A3 =1315
AAbs/iming . = (1,076 - 1,015) + (1,1383— 1076) + (1201-1138) _ e

AAbS/Ming, ., = (1,227 - 1,184) + (1,2703: 1227) + (1315 - 1.267) _ ¢ 6

Padrdo = 150 U/L
. 0,045
Atividade da FAL (U/L) = ———=— x 150 = 109 U/L
0,062
E-Calculo com fator:
O fator calculado baseado no coeficiente de extingdo molar varia dependendo do comprimento
de onda:
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FOSFATASE ALCALINA

FAL37°C |  3298x AAbs/min

VALORES DE REFERENCIA:

Criancas e adolescentes até 15 anos
Adultos

75-390 U/L
27 - 100 U/L

(1,25 - 6,51 pkat/L)
(0,45 - 1,67 pkat/L)

Esses valores sdo fornecidos somente como orientagdo, cada laboratério deve estabelecer sua
faixa de referéncia.
Conversdo unitaria: 1 U/L x 0,0167 = pkat/L

AUTOMACAO:
Adaptacéo especial para analisadores esta disponivel e sera enviada quando solicitada.

LINEARIDADE:

A reacdo ¢é linear até a concentracdo de 1200 U/L (20 pkat/L). Se os valores excederem esse
intervalo, as amostras devem ser diluidas com solugdo NaCl 9,0 g/L e multiplicadas pelo fator de
diluicdo aplicado.

SENSIBILIDADE:
O limite inferior de deteccédo é 2,5 U/L (0,04 pkat/L).

PRECISAO:

Repetibilidade:

A repetibilidade foi calculada a partir de 25 determinagdes sucessivas, utilizando 3 amostras com
concentragdes diferentes, obtendo-se os seguintes resultados:

INTRAENSAIO n = 25 Média (U/L) Desvio padrao (U/L) CV%

Amostra 1 504 0,894 1,77%

Amostra 2 1531 2,356 1,54%

Amostra 3 308,8 3,124 1,01%
Reprodutibilidade:

A reprodutibilidade foi calculada a partir de 25 determinagdes sucessivas durante 5 dias
consecutivos, utilizando 3 amostras com concentragdes diferentes, obtendo-se os seguintes

resultados:
INTERENSAIO n = 25 Média (U/L) Desvio padrao (U/L) CV%
Amostra 1 51,3 0,799 1,56%
Amostra 2 1533 2,654 1,73%
Amostra 3 3074 4,402 1,43%

COMPARAGAO DOS METODOS:
Foram realizados testes com 98 amostras comparando-se o reagente FOSFATASE ALCALINA (y)
a um teste comercialmente disponivel (x). A andlise de regresséo linear de Passing-Bablok
resultou em:

y=0979x+ 0,398 coeficiente de correlacdo (~Pearson) = 0,9922
CALIBRACAO E CONTROLE DE QUALIDADE:
Para Calibragéo e Controle Interno de Qualidade Laboratorial recomenda-se o uso do calibrador
e controles abaixo:
VYTCAL Multicalibrador Universal Bioquimica Clinica

VYTCON BQ |
VYTCONBQ Il
APRESENTAGOES:
g CONTEUDO
REFERENCIA VOLUME R R2
FOSFATASE ALCALINA |\~ 0 oo o0 s0mL PR
(Universal)
FOSFATASE ALCALINA
(BM SERIES ) VYT010308791EN 100 mL 2x40mL 2x10mL
FOSFATASE ALCALINA
(BM SERIES 11l VYT010307453EN 150 mL 2x60mL 2x15mL
ANVISA: 81692610094
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SERVICO DE ATENDIMENTO AO CLIENTE - SAC:
Duvidas técnicas no procedimento ou manuseio deste kit, entrar em contato com:

ASSESSORIA CIENTIFICA - VYTTRA DIAGNOSTICOS
Tel. 0800 703 4043

FABRICANTE:

Vyttra Diagnésticos S.A.

Avenida Radamés Lo Sardo, 222 - Bairro Uberaba - Braganca Paulista - Sdo Paulo
CEP: 12908-829 CNPJ: 00.904.728/0012-09

Responsavel Técnica: Patricia Yamaguti - CRF/SP: 32622

SIGNIFICADO DOS SiMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS DO PRODUTO:
Data de Fabricagdo

Data de Validade

Limite de Temperatura

Cddigo do Produto

Consultar Instrugdes de Uso

Numero do Lote
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