ALKALINE PHOSPHATASE
liquicolor
Buffer DEA, DGKC

Monoester ortofosforico fosfohidrolasa
(alcalina optimizada) (EC 3.1.3.1)

Presentacion del estuche

12217 16 x5ml  Estuche M-Test completo
12017 10x10 ml Estuche completo
12027 8 x50 ml Estuche completo
12037 4 x250 ml Estuche completo
Método®

"Método estandarizado optimizado" de acuerdo a las recomendaciones
de la Asociacion Quimica Clinica Alemana (Deutsche Gesellschaft fir
Klinische Chemie).

Principio de la reaccion

F. alcalina

p-nitrofenilfosfato + H,O P — fosfato + p-nitrofenol
Contenidos
12217 12017 12027 12037
BUF 16x4ml 10x8 ml 8 x40 ml 4 x 200 ml
1x16ml 2x10ml 8x10 ml 4x 50 ml
Buffer

Buffer diethanolamina (pH 10,35 £ 0,2) 1,25 mol/l

Cloruro de magnesio 0,625 mmol/l
SUB Substrato

p-nitrofenilfosfato 55 mmol/l

Preparacion y estabilidad de los reactivos

Procedimiento 1, partida con substrato

Los reactivos estan listos para su uso.

Los reactivos son estables hasta la fecha de vencimiento cuando se
almacenan de 2..8°C. Debe evitarse la contaminacién de los
reactivos.

Procedimiento 2, partida con muestra

12027 y 12037: Poner el contenido de un frasco [SUB] en un
frasco [BUF], mezclar cuidadosamente.

12217: Pipetear 1 ml del frasco [SUB] en un frasco [BUF
respectiva, mezclar cuidadosamente.

12017: Pipetear 2 ml del frasco [SUB| en un frasco [BUF
respectiva, mezclar cuidadosamente.

El reactivo de trabajo es estable por 4 semanas de 2...8°C y por 5 dias
a 15...25°C. El reactivo de trabajo se debe mantener protegido de la
luz.

Muestras

Suero 6 plasma heparinizado

Evitar la hemolisis!

Disminucién de la actividad dentro de 7 dias a 4°C: 0%, a 20...25°C:
10%

Ensayo

Longitud de onda:  Hg 405 nm (400-420 nm)

Paso de luz: 1cm

Temperatura: 25°C, 30°C 6 37°C

Medicioén: Leer frente al aire (incremento de absorbancia)

Llevar los reactivos y cubetas a la temperatura deseada. La tem-
peratura debe permanecer constante (+ 0,5°C) durante el andlisis.

Procedimiento 1, partida con substrato*

Procedimiento 2, partida con muestra*

Pipetear en las cubetas 25°C, 30°C, 37°C

Muestra 20 pl
Reactivo de trabajo 1000 pl

Mezclar, leer la absorbancia después de 1 minuto y al mismo tiempo
activar el crondmetro. Leer la absorbancia exactamente después 1,
2y 3 minutos.

* Metodo semi micro; para métodos macro multiplicar por 2.

Calculos

A partir de las lecturas calcular la media del cambio de absorbancia
por minuto (AA/min).

Calcular la actividad de la fosfatasa alcalina en la muestra usando el
siguiente factor:

U/l = AA/Imin x 3433 (procedimiento 1, partida con substrato)
= AA/min x 2757 (procedimiento 2, partida con muestra)

Factor de conversién para unidades tradicionales (U/l) en S| unidades
(Kat/l):

1 U/l = 16,67 x 10 pkat/l

1 pkat/l =60 U/l

Caracteristicas de la ejecucién

Linearidad

Si el cambio de absorbancia por minuto (AA/min) excede 0,250, diluir
0,1 ml de la muestra con 0,5 ml solucién salina fisiolégica (0,9%) y
repetir el ensayo usando esta dilucion. Multiplicar el resultado por 6.
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-ap-li.pdf 6
www.human-de.com/data/gb/vr/en-ap-li.pdf

Valores de referencia

Temperatura 25°C 30°C 37°C
u/i u/i ui
Mujeres’ 40-190 49-232 64-306
Hombres' 50-190 61-232 80-306
Nifios hasta 15 afios? upto400 | upto488 | upto644
Nifios hasta 17 afios? upto300 | upto366 | upto483

Pipetear en las cubetas 25°C, 30°C, 37°C

Muestra 20 pl

BUF 1000 pl
Mezclar, incubar por 1 minuto a la temperatura deseada
SUB 250 ul

Mezclar, leer la absorbancia después de 1 min y al mismo tiempo
activar el crondmetro. Leer la absorbancia exactamente después de

1, 2 y 3 minutos.

Control de calidad

Todos los sueros controles con valores de fosfatasa alcalina
determinados por este método pueder ser empleados.

Nosotros recomendamos el uso de nuestro suero de origen animal
HUMATROL 6 nuestro suero de origen humano SERODOS como
control de calidad.

Automatizacion

Proposiciones para la aplicacion de los reactivos sobre analizadores
estan disponibles sobre demanda. Cada laboratorio tiene que validar la
aplicacion en su propia responsabilidad.

Notas

1. y contienen azida de sodio (0,095%) como
preservante. No ingerirlo. Evitar el contacto con la piel y
membranas mucosas!

2. Durante la reacciéon se produce p-nitrofenol. Esta sustancia es
venenosa cuando se inhala o cuando se absorbe a través de la
piel. Si la mezcla de reaccién entra en contacto con la piel o mem-
branas mucosas, lavarse abundantemente con agua y consultar
con un médico.
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