ACID PHOSPHATASE

Prueba colorimétrica - Humazym M
Fosfohidrolasa-monoéster ortofosférico (Fosfatasa
acida optimizada) (EC 3.1.3.2)

Presentacion del estuche

8 12660

Método '

El substrato 1-naftil fosfato es hidrolizado por la fosfatasa acida (F.
acida) a fosfato y 1-naftol, que es convertido con sal-FRTR (véase
"contenidos") a un complejo azo. El incremento de la absorbancia a
405 nm es proporcional a la actividad de la fosfatasa acida total en la
muestra. La fosfatasa acida prostatica se puede bloquear por tartrato y
determinarse indirectamente (a través de la fosfatasa acida no-
prostatica) por calculo de la diferencia de actividad.

16 x2ml Estuche completo

Principio de la reaccion

F. acida
1-naftil fosfato + H,O —  fosfato + 1-naftol
1-naftol + sal-FRTR ——  complejo azo
Contenidos
1 x 32 ml Solucién Buffer
Buffer citrato (pH 5,2) 100 mmol/l
16 x 2 ml Substrato (liofilizado)
1-naftil fosfato 19 ymol
Sal-FTR rojo rapido 2 pmol
(sal 4-cloro-2-metilfenil diazonio)
TART 1 x 32 ml Solucién de Tartrato
Buffer citrato (pH 5,2) 100 mmol/l
Tartrato 135 mmol/l
STAB 1 x 2 ml Estabilizador
Acido acético 0,7 mol/l

Preparacion de los reactivos

Reactivo RA (determinacion de la fosfatasa acida total)

Disolver el contenido de un frasco de con exactamente 2 ml de
. Marcar la etiqueta con "RA" y la fecha de preparacion.

Reactivo RB (determinacion de la fosfatasa acida prostatica)
Disolver el contenido de un frasco de con 2 ml de [TART].
Marcar la etiqueta con "RB" y la fecha de preparacion.

Estabilidad de los reactivos

Sin abrir, los reactivos son estables hasta la fecha de vencimiento
cuando se almacenan de 2...8°C.

Después de reconstituido el reactivo de trabajo es estable por 5 dias
de 2...8°C y por 24 horas de 15...25°C, protegido de la luz.

Muestras

Suero, no plasmal

Evitar la hemolisis!

Sueros ictéricos (bilirrubina >3 mg/100 ml) interfieren con la prueba y
no deberian ser usados como muestras.

Preparacion de las muestras

Estabilizar las muestras por adicion de 1 gota de a1 ml de
suero inmediatamente después de haber tomado la muestra. Estas
muestras son estables por 3 dias de 2...8°C y 24 horas de 15...25°C.

Ensayo

Longitud de onda: Hg 405 nm

Paso de |z: 1cm

Temperatura: 25°C, 30°C 6 37°C

Medicion: Frente al aire (incremento de la absorbancia).

Procedimiento

Llevar los reactivos de traubajo y cubetas hasta la temperatura
deseada (25°C, 30°C 6 37°C). La temperatura debe permanecer
constante (+0,5°C) durante el andlisis.

Macro

Pipetear directamente a los frascos RA y

RB que contienen los reactivos de RA RB

trabajo:

Muestra 200 pl 200 pl

Mezclar y transferir las soluciones a las cubetas marcadas RA y RB
Semi-micro

Pipetear en las cubetas: RA RB

Muestra 100 pl 100 pl

Reactivo de trabajo RA del frasco RA
Reactivo de trabajo RB del frasco RB -

1000 pl -
1000 pl

Macro y semi-micro

Mezclar, leer la absorbancia A, después de 5 minutos y al mismo
tiempo activar el cronémetro.

Leer la absorbancia A, exactamente 3 minutos después a 30°C y
37°C 6 después de 5 minutos a 25°C.
A2 - A1 =AA

Calculos
Calcular la actividad de la fosfatasa acida total y la actividad de la
fosfatasa acida prostatica en las muestras usando los siguientes
factores:

u/l 25°C 30°C 6 37°C
Fosfatasa acida total

AA del reactivo RA X 149 248
Fosfatasa acida prostatica

(AAreac. RA-AAreac. RB) x 149 248

Conversion: 1 U/l = 16,67 x 10 pkat/l; 1 pkat/l = 60 U/l

Caracteristicas de la ejecucién

Linearidad

AA >0,3 (30°C 6 37°C) resp. AA >0,5 (25°C) 6 actividad >74 U/I: diluir
0,1 ml de suero con 0,2 ml de solucién salina fisiolégica (NaCl 0,9%) y
repetir la prueba usando esta dilucion. Multiplicar el resultado por 3.
Los datos tipicos de ejecucion de la prueba pueden ser encontrados
en el informe de verificacion, accesible via:
www.human.de/data/gb/vr/en-acp-m.pdf 6
www.human-de.com/data/gb/vr/en-acp-m.pdf

Valores de referencia °
Fosfatasa acida total

Temperatura 25°C 30°C 37°C
Hombres hasta (U/l) 3,6 5,0 6,5
Mujeres hasta (U/l) 3,0 4,2 55
Fosfatasa acida prostatica

hasta (U/) | 15 2,1 26

Control de calidad

Pueden ser empleados todos los sueros con valores de fosfatasa
acida determinados por este método.Nosotros recomendamos usar
nuestro suero de control de calidad de origen animal HUMATROL 6
de origen humano SERODOS.

Automatizacion
Este estuche es para el uso manual. Para analizadores automaticos,
recomendamos el uso de nuestra 10660.
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