FOSFATASE ALCALINA Liquiform

Instrugoes de Uso

Finalidade . Sistema para determinagdo em modo cinético da
Fosfatase Alcalinano soro ou plasma (heparina).

Uso profissional.

[Somente para uso diagndstico in vitro.]

Principio . A fosfatase alcalina (FALC) do soro, em pH alcalino,
hidrolisa o p-nitrofenilfosfato liberando p-nitrofenol e fosfato
inorgénico, segundo a reagao seguinte:

FALC
p-Nitrofenilfosfato + H,0 ————» p-Nitrofenol + fosfato

A quantidade produzida de p-nitrofenol que tem elevada absorbancia em
405 nm ¢ diretamente proporcional a atividade enzimatica da fosfatase
alcalinanaamostra.

Caracteristicas do sistema . 0 substrato p-nitrofenilfosfato foi
selecionado porque é prontamente hidrolisado pela fosfatase alcalina. O
produto da hidrélise possui elevada absortividade molar, permitindo
utilizar pequeno volume de amostra e curto tempo de reagao porque
utiliza um tampao transfosforilante que aumenta a velocidade do sistema.

0 sistema se baseia no método de referéncia da AACC que otimiza todas
as condigOes da reacao, incluindo temperatura, pH, concentragao dos
reagentes e volume fracional da amostra. Este método, com pequenas
modificacoes, esta sendo considerado por varias organizagoes nacionais
e internacionais interessadas em estabelecer um método de referéncia
paraafosfatase alcalina.

As substancias utilizadas na reagcdo se encontram distribuidas
adequadamente em dois reagentes para conferir maior estabilidade na
forma liquida original e manutencao das condigées ¢timas da reacao,
permitindo a utilizagao direta dos reagentes em sistemas automaticos.

A metodologia monoreagente pode ser aplicada utilizando um Reagente
de Trabalho estavel por 30 dias sob refrigeragao obtendo-se desempenho
adequado mesmo em situagdes de baixas demandas do teste. O sistema
permite ainda preparar o volume de Reagente de Trabalho necessario
para apenas uma medicéo da atividade enzimatica da fosfatase alcalina.

0 sistema é simples e utiliza medidas em modo cinético continuo,
podendo ser facilmente aplicado em analisadores automaticos e
semiautomaticos capazes de medir absorbancia em 405 nm.

Metodologia . Bowers e Mc Comb modificado.
Reagentes

1. - Reagente 1 - Armazenar entre 2-8 °C.

Contém tampédo < 500 mmol/L pH 10,4; HEDTA < 3,0 mmol/L; sulfato
de zinco < 1,5 mmol/L; acetato de magnésio 2,5 mmol/L; azida sodica
3,85 mmol/L.
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2. - Reagente 2 - Armazenar entre 2-8 °C.
Contém p-Nitrofenilfosfato = 60 mmol/L; fenol = 50 mmol/L e
estabilizador.

Os reagentes ndo abertos, quando armazenados nas condicOes
indicadas, sdo estaveis até a data de expiragao impressa no rotulo. Ap6s
abertos, os reagentes 1 e 2 sdo estaveis por 2 meses, armazenados entre
2 e 8 °C. Durante o manuseio 0s reagentes estdo sujeitos a
contaminacoes de natureza quimica e microbiana que podem provocar
reducdo da estabilidade.

Rastreabilidade do sistema . A absortividade molar do
p-nitrofenol, produto da reagéo, é utilizada como sistema de referéncia
paraa calibracéo do ensaio.

Precaucoes e cuidados especiais

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

0 Reagente 1 contém azida sddica, que é toxica. Deve-se tomar cuidado
para evitar a ingestdo e no caso de contato com os olhos deve-se lavar
imediatamente com grande quantidade de agua e procurar auxilio
médico. A azida pode formar compostos altamente explosivos com
tubulagdes de chumbo e cobre. Portanto, utilizar grandes volumes de
4guapara descartar o reagente.

Néo utilizar o Reagente de Trabalho quando sua absorbancia, medida
contra a agua em 405 nm, for igual ou maior que 1,2 ou quando mostrar-
se turvo ou com sinais de contaminacgao.

Materiais necessarios e nao fornecidos

1. Fotdmetro com cubeta termostatizada capaz de medir com exatidao a
absorbanciaem 405 nm.

2. Pipetas para medir amostras e reagentes.

3. Cronometro.

Aamostra de sangue deve ser obtida apds jejum de no minimo 8 horas.
Soro ou plasma (heparina). A amostra ¢ estavel por 7 dias a4 °C. Quando
a amostra é armazenada na temperatura ambiente obtém-se resultados
falsamente elevados.

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrao (POP) que
estabeleca procedimentos adequados para coleta, preparagdo e
armazenamento da amostra. Enfatizamos que os erros devidos a amostra
podem ser muito maiores que 0s erros ocorridos durante o procedimento
analitico.

Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue
ndo transmitem infecgoes, todas elas devem ser consideradas como
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potencialmente infectantes. Portanto, ao manusea-las, devem-se seguir
as normas estabelecidas para biosseguranca.

Para descartar os reagentes e o0 material bioldgico sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de prote¢ao ambiental.

Interferéncias

Citrato, fluoreto ,oxalato e EDTA sdo inibidores da atividade da fosfatase
alcalina porque formam complexos com 0 magnésio.

Valores de Bilirrubina até 23 mg/dL ndo interferem nareagao.

Amostras ligeiramente hemolisadas, com hemoglobina até 30 mg/dL,
podem ser toleradas, mas hemolises mais acentuadas ndo devem ser
aceitas porque produzem resultados falsamente diminuidos.

Valores de Triglicérides acima de 1000 mg/dL produzem resultados
falsamente elevados.

Para avaliar a concentragdo aproximada da hemoglobina em uma
amostra hemolisada pode-se proceder do seguinte modo: Diluir 0,05 mL
da amostra em 2,0 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85%) e medir a
absorbancia em 405 ou 415 nm acertando o zero com &gua deionizada
ou destilada.

Hemoglobina(mg/dL) = Absorbéncia,; x 601
Hemoglobina(mg/dL) = Absorbéncia,,; x 467

Preparo do reagente de trabalho . 0 conjunto de um frasco do
Reagente 1 e um frasco do Reagente 2 permite preparar o Reagente de
Trabalho. Transferir o contetido de um frasco do Reagente 2 para um
frasco do Reagente 1 e homogeneizar por inversdo. Anotar a data de
expiragao.

Estavel 5 dias entre 15-25 °C e 30 dias entre 2-8 °C quando nao houver
contaminagao quimica ou bacteriana. Identificar o frasco do Reagente de
Trabalho, para evitar confusao com outros frascos do Reagente 1. Para
preservar o desempenho, o Reagente de Trabalho deve permanecer fora
da geladeira somente o tempo necessario para se obter o volume a ser
utilizado. Evitar exposicao a luz solar direta.

Opcionalmente pode-se preparar menor volume do Reagente de Trabalho
utilizando a propor¢ao de 4 (quatro) volumes do Reagente 1 e 1 (um)
volume do Reagente 2. Ex.: Para preparar 1 mL do Reagente de Trabalho
misturar 0,8 mL do Reagente 1 com 0,2 mL do Reagente 2.

Procedimento
1. Emumtubo rotulado “Teste™ pipetar 1,0 mL do Reagente de Trabalho.
2. Adicionar 0,02 mL da amostra, homogeneizar e transferir
imediatamente para a cubeta termostatizada a 37+0,2 °C. Esperar 1

minuto.

3.Fazer a leitura da absorbancia inicial (A;) disparando
simultaneamente o crondmetro. Repetir aleitura apos 2 minutos (A,).
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Para avaliar a linearidade da reacdo verificar se as absorbancias medidas
emintervalos de 1 minuto séo comparaveis.
Calcular o (AA/minuto) subtraindo A, de A, e dividindo por 2.

Calculos . Verlinearidade.

E uma pratica habitual calcular os resultados de atividade enzimética
utilizando um fator obtido em condicées 6timas de reagao que incluem:
Comprimento de onda: 405 nm 0,2 nm.

Cubeta termostatizadaa 37+0,2 °C com 1,0 cm de espessura de solugéo.
Banda de passagem <8 nm.

Luzespuria<0,1 %.

Como na maioria das vezes ndo é possivel trabalhar sob essas
condigoes, as boas praticas de laboratorio recomendam realizar a
calibragéo do ensaio utilizando calibrador de enzimas indicado pelo
fabricante do reagente. A Labtest indica a linha Calibra para calibragéo do
sistema Fosfatase Alcalina Liquiform.
Ay-Ay
AATeste =
2

Atividade da Fosfatase Alcalina = AA Teste x 2764

0 fator 2764 foi calculado para as condicoes acima propostas.
Recalcular o fator quando for efetuada qualquer modificagao em um dos
parametros utilizados para calcula-lo.

Ver método para célculo do fator.
Exemplo
A, Teste = 0,610
A, Teste = 0,660
0,660-0,610
AA/minuto = ——  =0,025
2

Fosfatase Alcalina (U/L) a37°C = 0,025x 2764 = 69

Método para célculo do fator

VTx1000
Fator =
exVAxd

VT = volume total do ensaio (1,02 mL)

VA = volume daamostra (0,02 mL)

1000 = converséo de U/mL para U/L

d = espessurada solugao (1.cm)

€ = absortividade milimolar do p-nitrofenol em 405 nm (18,45)

Exemplo

1,02x1000
Fator= —— =2764
18,45x0,02x1
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Calibragao

Calibragdes manuais
Usar calibrador da CalibraH - Labtest

Intervalo de calibracdes
Calibragao de 2 pontos ao mudar de lote;
Calibragao de 2 pontos quando o controle interno da qualidade indicar.

Sistemas automaticos

Branco de reagentes: dgua deionizada ou solugao de cloreto de sodio 150
mmol/L (0,85%);

Usar calibrador CalibraH - Labtest.

Intervalo de calibracdes
Calibracao de 2 pontos ao mudar de lote;
Calibracao de 2 pontos quando o controle interno da qualidade indicar.

Areacao é linear até 1500 U/L. Para valores maiores diluiraamostra 1:10
com NaCl 150 mmol/L (0,1 mL de soro + 0,9 mL de NaCl 150 mmol/L),
repetir a determinag@o e multiplicar o resultado obtido por 10.

Sugerimos a verificacao da linearidade metodoldgica e fotométrica no
minimo semestralmente utilizando amostras com atividades até
1500 U/L.

Controle interno da qualidade . 0 laboratcrio deve manter um
programa de controle interno da qualidade que defina claramente 0s
regulamentos aplicaveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificacoes da qualidade e limites de tolerancia, acoes corretivas e
registro das atividades. Materiais de controle devem ser utilizados para
avaliar a imprecisdo e desvios da calibragdo. Sugere-se que as
especificacoes para o coeficiente de variagdo e o erro total sejam
baseadas nos componentes da variagao bioldgica (VB)6‘7.

Intervalo de referéncia . Estes valores podem ser usados apenas
como orientagao.

Recomenda-se que cada laboratorio estabele¢a a sua propria faixa de
valores de referéncia da populagao atendida.

37°C
Adultos (U/L) 27-100
Criangas* (U/L) 75-390

*(incluindo adolescentes até 16 anos)
Converséo de U/L para Unidades S: (ukat/L) = U/Lx0,0167
Temperatura . Atabela abaixo permite converter a atividade medida

em uma determinada temperatura para o valor que seria obtido na
medicao realizada em outras temperaturas.

Temperatura Fatores de correcao da temperatura
de trabalho 255G 30°C 3750
2% | - 1,45 2,08
30°C 069 | - 1,43
37°C 0,48 070 | = -----

Exemplo: a atividade enzimatica obtida em 37 °C deve ser multiplicada
por 0,70 para se obter a atividade em 30°C ou por 0,48 para se obter a
atividade em 25 °C.
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Caracteristicas do desempenho®

Estudos de comparacao de Métodos . o metodo proposto foi
comparado com método utilizando tecnologia similar, sendo obtidos 0s seguintes
resultados:

Método Comparativo | Método Labtest
Namero de amostras 27
Equacdo da regressao | Método Labtest (mg/L) = 0,9617 x Comparativo + 2,6861
Coeficiente da correlacao 0,999

Utilizando a equacao da regressao, o erro sistemético (bias) foi igual a
2,89% e 2,04% para as concentracoes de 40 U/L e 150 U/L,
respectivamente. Os resultados do estudo comparativo atendem a
especificacdo desejavel para Erro Sistemético (< 6,72%), baseada nos
componentes da Variagao Biologica (VB)®.

Estudos de Precisao . 0s estudos de precisao foram realizados
utilizando amostras com concentragdes médias iguais a 126 U/L e 516
U/L de fosfatase alcalina.

Repetitividade - imprecisao intraensaio

N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 126 1,43 1,14
Amostra 2 20 516 12,19 2,36

Reprodutibilidade - imprecisao total

N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 126 2,24 2,36
Amostra 2 20 516 11,79 2,28

A especificagdo desejavel para Coeficiente de Variagdo (< 3,23%)
baseada nos componentes da VB6 é atendida para as duas amostras
avaliadas.

Sensibilidade metodoldgica . Limite de detecgao: 2,8 U/L.
Equivale a 3 desvios padrao (DP) obtido a partir de 20 medicoes de uma
amostra com concentragao de fosfatase alcalinaigual a 44 U/L.

Efeitos da diluicéo da matriz . Uma amostra com valor igual a
1413 U/L foi utilizada para avaliar a resposta do sistema nas diluicoes da
matrizcom NaCl 150 mmol/L. Usando fatores de diluicao que variaram de
2 a8foiencontrada recuperacdo média de 103%.

Significado clinico . A fosfatase alcalina ¢ produzida por muitos
tecidos, principalmente por 0ssos, figado, intestino e placenta, e é
excretada pela bile. A dosagem sérica desta enzima é particularmente 0til
nainvestigacéo das doencas hepatobiliares e 6sseas.

Niveis elevados de fosfatase alcalina ocorrem em pacientes com
doencas Osseas caracterizadas por um aumento da atividade
osteoblastica, como a osteite deformante, raquitismo, osteomalécia,
hiperparatireoidismo, metastase 6ssea, sarcoma osteogénico e doenga
de Paget.

Niveis elevados de fosfatase alcalina ocorrem também em pacientes com
doencas obstrutivas das vias biliares, metastases hepaticas, doengas
granulomatosas e na cirrose hepdtica. Nas doengas hepatocelulares
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como a hepatite aguda viral, em geral ocorre um ligeiro aumento da
enzima.

Niveis diminuidos da fosfatase alcalina s@o encontrados na desnutrigdo
cronica, na hipofosfatasemia e ocasionalmente no hipotireoidismo e
anemia perniciosa.

Observagoes

1.A limpeza e secagem adequadas do material utilizado sao fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtencao de resultados
corretos.

2. 0 laboratorio clinico tem como objetivo fornecer resultados exatos e
precisos. A utilizagdo de 4gua de qualidade inadequada é uma causa
potencial de erros analiticos. A agua deionizada ou destilada utilizada no
laboratario deve ter a qualidade adequada a cada aplicag@o. Assim, para
preparar reagentes, usar nas medigoes e para uso no enxague final da
vidraria, deve ter resistividade >1 megaohm.cm ou condutividade
<1 microsiemens/cm e concentracao de silicatos <0,1 mg/L. Quando a
coluna deionizadora estd com sua capacidade saturada ocorre produgao
de agua alcalina com liberagao de vérios ons, silicatos e substancias
com grande poder de oxidacao ou reducao que deterioram os reagentes
em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados de modo
imprevisivel. Assim, é fundamental estabelecer um programa de controle
daqualidade da dgua.

3. Como ocorre em toda medicdo da atividade enzimatica, a rigorosa
observagéo do tempo e da temperatura de incubacdo € de grande
importancia para a qualidade dos resultados obtidos.

4. Para uma revisdo das fontes fisiopatologicas e medicamentosas de
interferéncia nos resultados e na metodologia sugere-se consultar Young
DS. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests, 32 edi¢ao, Washington:
AACC Press, 1990.
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8. Labtest: Dados de Arquivo.

Apresentagao
Produto Referéncia Conteado

IR 1x80mL

Fosfatase Alcalina Liquiform -
a 78-1/100 1x20mL
Fosfatase Alcalina Liquiform 79-4/50 4x39mL
Labmax 560/400 4x11mL
Fosfatase Alcalina Liquiform 79-2/64 2x51mL
CS 400/800 2x13mL
Fosfatase Alcalina Liquiform 79-2/50 2x39mL
Linha Audmax i 2x11mL

Parainformagoes sobre outras apresentagoes comerciais consulte o site
www.labtest.com.br ou entre em contato com o SAC.

Estao disponiveis as aplicagoes para sistemas automaticos.

0 numero de testes em aplicagdes automaticas depende dos
parametros de programacao.

Informacoes ao consumidor

[Termos e Condigdes de Garantia]

A Labtest Diagnostica garante o desempenho deste produto dentro das
especificacoes até a data de expiragao indicada nos rétulos desde que 0s
cuidados de utilizagdo e armazenamento indicados nos rétulos e nestas
instrugoes sejam seguidos corretamente.

l Labtest Diagnostica S.A.
CNPJ: 16.516.296/0001-38
Av. Paulo Ferreira da Costa, 600 - Vista Alegre - CEP: 33240-152
Lagoa Santa, Minas Gerais - Brasil - www.labtest.com.br

Servico de Apoio ao Cliente | 0800 031 3411 (Ligacao Gratuita)
e-mail: sac@labtest.com.br

Copyright by Labtest Diagnéstica S.A.

Ref.: 171125(06) Reprodugao sob prévia autorizagdo
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Simbolos utilizados com produtos diagnésticos in vitro
Simbolos usados con productos diagnosticos in vitro
Symbols used with IVD devices

Conteddo suficiente para < n > ensaios
Contenido suficiente para < n > ensayos
Sufficient content for < n > trials

30
St

K

Risco bioldgico
Riesgo bioldgico
Biological risk

Prazo de validade (aaaa-mm-dd ou mm/aaaa)
Fecha de expiracion (aaaa-mm-dd o mm/aaaa)
Expiration date (yyyy-mm-dd or mm/yyyy)

Ji

14
S
,ke

Corrosivo
Corrosivo
Corrosive

Limite de temperatura (conservar a)
Temperatura limite (conservar a)
Temperature limit (store at)

O

“

Toxico
Toxico
Poison

na i Europeia
Representante autorizado en la Comunidad Europea
Authorized Representative in the European Community

Marca CE
Marcado CE
CE Mark

e/ou ibili a respi

Corenooe ico y/o
Carcinogenic/mutagenic and/or respiratory sensitizer

Atengao
Atencion
Attention

Toxico para os organismos aquaticos
Toxico para los organismos acuaticos
Toxic for aquatic organisms

Data de fabricagao
Fecha de fabricacion
Date of manufacture

Gases/liquidos comburentes
Gases/liquidos oxidantes
Oxidizing gases/liquids

Fabricante
Fabricante
Manufacturer

Substancia inflaméavel
Sustancia inflamable
Flammable substance

Liofilizado
Liofilizado
Lyophilized

Periodo apds abertura
Periodo post-abertura
Period after-opening

Nimero do lote
Denominacion de lote
Batch code

Produto de uso tnico
Producto de un solo uso
Single use product

Nimero do catalogo
Numero de catélogo
Catalog Number

B @ NS &O@ f 1

Consultar instrugdes de uso
Consultar instrucciones de uso
Consult instructions for use

METEIE N Rspa

CONTROL

Controle
Control
Control

Material Cali adrao

CAL

Material Calibrador/Esténdar
Calibrator/Standard Material

CONTROL | -]

Controle negativo
Control negativo
Negative control

Dispositivo médico de diagnéstico in vitro
Dispositivo médico para diagnostico in vitro
In vitro diagnostic medical device

CONTROL

Controle positivo
Control positivo
Positive control

tend

Reactivo con microparticulas
Reagent with microparticles

Reagente
Reactivo
Reagent

Identificador dnico do dispositivo
Identificador dnico del dispositivo
Unique device identifier

Pré-Tratamento
Pretratamiento
Pre-Treatment

|STRIP| I

Cartucho contendo reagente
Cartucho que contiene reactivo

Cartridge reagent

Instalar até
Instalar hasta
Install before
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