QUIMIFAL - Fosfatase Alcalina

p-Nitrofenilfosfato
ANVISA: 10159820163

Finalidade
Reagdo enzimatica para determinagdo quantitativa de fosfatase alcalina em amostra de soro ou plas-
ma humanos. Somente para uso diagnéstico “in vitro.”

PRINCIPIO. O reagente é baseado na adaptagio por Wilkinson et al no método de Bessey, Lowry e
Brock usando p-nitrofenilfosfato como substrato.

A fosfatase alcalina catalisa a hidrélise do p-nitrofenilfosfato (Npp) a p-nitrofenol + fosfato. O aumen-
to da absorbéncia a 405 nm é proporcional a atividade de fosfatase alcalina presente na amostra.

p-Npp +H,0 LP p-Nitrofenol + H,PO,

Metodologia
p-Nitrofenilfosfato (IFCC)

Significado Clinico

A fosfatase alcalina (FAL) est4d amplamente distribuida nos tecidos humanos, notadamente na mu-
cosa intestinal, figado (canaliculos biliares), tibulos renais, bago, ossos (osteoblastos), leucécitos e
placenta.

A forma predominante no soro em adultos normais origina-se, principalmente, no figado e esqueleto.
Apesar da exata fungdo metabdlica da enzima ser desconhecida, parece estar associada com o trans-
porte lipidico no intestino e com processos de calcificagéo 6ssea.

No figado, a FAL esté localizada na membrana celular que une a borda sinusoidal das células paren-
quimais aos canaliculos biliares. Nos ossos a atividade da FAL esté confinada aos osteoblastos onde
ocorre a formag&o dssea.

As elevagdes de FAL ocorrem em:

Lesdes expansivas - carcinoma hepatocelular primério, metéstases, abscessos e granuloma; hepa-
tite viral e cirrose; obstrugdo extra-hepatica das vias biliares; doengas 6sseas e na gravidez, onde a
FAL sofre aumento de 2-3 vezes, sdo observados no terceiro trimestre, aumentos ou redugdes inex-
plicéveis da FAL predizem complicagdes na gravidez, tais como pré-eclampsia e eclampsia. Outras
desordens para hiperfosfatemia sdo: Mononucleose infecciosa, colangite, cirrose biliar priméria,
pancreatite aguda e cronica, neoplasias, hipertireodismo, infarto, septicemia extra- hepética, infec-
¢Oes bacterianas intra-abdominais, sindrome de Fanconi, tireotoxicose e hiperfosfatemia transiente
benigna em criangas.

Reagentes

Reagente 1: Pronto para uso. Conservar entre 2 - 8 °C. Contém: 2- Amino-2metil-lpropanol a 0.35mM;,
Sulfato de Magnésio a 2.0mM;, Sulfato de Zinco a1.0mM e EDTA a 2.0mM.

Reagente 2: Pronto para uso. Conservar entre 2 - 8 °C. Manté-lo ao abrigo da luz. Contém: p-Nitrofe-
nilfosfato a 16.0mM; pH 10,1+0.1.

Os reagentes ndo abertos sdo estéveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto e on
board (em um compartimento refrigerado do analisador) possuem estabilidade de aproximadamente
7 dias. Durante o manuseio, os reagentes estdo sujeitos a contaminag&o de natureza quimica e micro-
biana que podem provocar redugdo da estabilidade.

REAGENTE DE TRABALHO

Para alguns analisadores é necessério preparar o Reagente de Trabalho (verifique o protocolo do ana-
lisador): Preparar 4 partes do reagente 1 para 1 parte do reagente 2. Ex.: 4mL de R1+ 1mL de R2. O
reagente apds o preparo é estével por até 1més quando armazenado entre 2 e 8 °C ou por até 10 dias
em temperatura ambiente, devendo ser mantido sempre ao abrigo da luz.

Precaugoes e Cuidados Requeridos

Este reagente deve ser usado somente para diagnéstico “in vitro”. Ndo pipetar com a boca. Evitar con-
tato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos, lavar com grande quantidade de dgua e
procurar auxilio médico.

O reagente contém azida sédica como conservante (0,01%). Este componente pode reagir com cobre
e chumbo podendo tornar-se um metal explosivo. Ao descarté-lo, adicionar grande quantidade de
agua.

N&o congelar os reagentes.

Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem como o tempo de reagéo para ob-
tengdo de resultados corretos. Nao usar se a absorbancia do branco ultrapassar 1,200 quando medido
a 405 nm (cuveta de 1cm), se houver dificuldade em conseguir os valores estabelecidos para o soro
controle fresco ou se houver turbidez o que indica deteriorizagdo do reagente.

Material Necessario nao Fornecido
1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37°C e capaz de medir ab-
sorbancia de 405 nm.

2. Pipetas para medi¢do de amostras e reagente.
3. Agua destilada/deionizada para o equipamento.
4. Consumiveis do analisador quando usado.

5. Calibrador e Soros Controle.

6. Cronbémetro.

Amostra

Soro ou plasma (colhido com heparina). A fosfatase alcalina é estavel por 3 dias se mantido entre
2-8°C.

Todas as amostras s&o consideradas potencialmente infectantes, portanto sugerimos manuseé-las
seguindo as normas estabelecidas de Biosseguranga.
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Preparo do Paciente
E recomendado um jejum de 4 horas. Lactentes: antes da proxima mamada. Todavia, podera ser mo-
dificado segundo orientagdo médica.

Interferéncias

Amostras hemolisadas ndo devem ser usadas. Hemoglobina até 2,5 g/L, Bilirrubina até 20 mg/dL e
Triglicérides até 10 g/L ndo interferem significativamente no resultado.

Algumas drogas e substancias afetam a concentragdo da fosfatase alcalina, sugerimos consultar
Young etal.

Parametros do Sistema:

Temperatura 37°C
Comprimento de Onda 405nm
Tipo de Reagdo Cinética
Diregéo Crescente

Relagdo Amostra/Reativo | 1:50

Vol. Amostra 20uL
Vol. Reagente 1 800puL
Vol. Reagente 2 200pL

Tempo de Incubagéo 1minuto (retardo)

Intervalo de leitura Tminuto

Ndmero de intervalos 2a3

Calibracao

Utilizar Quimicalib Ebram c6d.7023/12023 que possui a concentragao rastreavel a um calibrador mes-
tre correlacionavel 8 um método de referéncia, ou realizar a calibragéo através de fatoragdo, obtida
através da absorgdo média milimolar do p-Nitrofenol a 405 nm sobre condigdes especificas.

Procedimento Automatizado

Aplicagdo no sistema automatizado: vide manual para utilizagdo do equipamento e instrugdes de uso
do reagente.

Aplicagdo no sistema semi-automatico: proceder como demonstrado a seguir no procedimento ma-
nual somente até o item 2 (preparagdo dos tubos), em seguida utilizar o equipamento para leitura,
seguindo protocolo analitico especifico baseado no item Pardmetros do Sistema.

Nota: Adicionar as amostras no tubo somente no momento que antecede a aspiragdo do equipamento.

Procedimento Manual

1. Preparar o Reagente de Trabalho: Misturar os reagentes na proporgéo: 1parte do Reagente 2 +
4 partes do Reagente 1(4mL R1+1mL R2).

2. Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo:

. 3. Amostra/
1. Branco 2. Calib SC.
Agua destilada 20 pL - -
Calibrador - 20 L -
Amostra/S.C. - - 20uL
Reagente de 100 mL 100 mL 100 mL
trabalho

3. Adicionar 1,00 mL do reagente de trabalho nos tubos.

4. Adicionar 20 pL do dgua destilada, calibrador, soro controle ou amostra, conforme o tubo cor-
respondente.

5. Homogeneizar e incubar em banho maria (BM) a 37°C por 1 minuto. Atengao: o nivel de 4gua no
BM deve ser superior ao nivel de reagentes nos tubos de ensaio.

6. Zerar o espectrofotémetro a 405nm com o tubo do branco.

7. Inserir no equipamento o tubo com o calibrador e registrar as absorbancias Al, A2, A3, consi-
derando Ala primeira leitura (logo apés o 1° minuto de retardo) e as seguintes com 1 minuto
de intervalo.

8. Determinar as duas diferengas de absorbancia/min (A Abs/min), subtraindo cada leitura de
sua anterior.

9. Determinar a média das diferengas de absorbancia (A Abs/min). Proceder em seguida do mes-

mo modo com os controles e todas as amostras.
Obs.: Procedimento sugerido para espectrofotdmetros que requerem volume minimo de 1,0 mL e po-
dem ser ajustados proporcionalmente sem influéncia no desempenho do teste. Salientamos que vo-
lumes de amostra menores do que 10 yL aumentam aimprecisdo da medi¢do em aplicagdes manuais.



Calculos
(Abs.=Absorbancia)
(Conc. = Concentragdo)

A Abs. /min=(A2-Al)+(A3-A2)/2

FAL da amostra A Abs /min (amostra)

} Conc. do Calib
(/L) A Abs /min (Calib) L

x

EXEMPLO:

Absorbancia com o Calibrador

A1=0,028 / A2=0,060/ A3=0,104

Média A Abs/ (0,060 - 0,028) + (0,104 - 0,060)
min

2

Média A Abs/min =0,038

Média A Abs/min (amostra) = 0,034 (calc. idem acima)
Concentragdo do Calibrador = 443 U/L

FAL Amostra = (0,008 / 0,038) 443

FAL Amostra= 93 U/L

Obs: nkat/L= U/L x 16,67

Linearidade

Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é linear até 1200 U/L. Amostras com valo-
res superiores a 1200 U/L devem ser diluidas com solug&o salina a ponto de ficarem entre 1-1200 U/L
e os resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluigdo.

Controle de Qualidade

Cada laboratério deve manter um programa interno de qualidade que defina objetivos, procedimentos,
normas, limites de toleréncia e agdes corretivas. Deve-se manter também um sistema definido para se
monitorar a variaggdo analitica do sistema de medigdo. Aconselhamos o uso dos soros controle Quimi-
control Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Céd. 7024 / 12024 e 7031/ 12031.

Valores Esperados
Os seguintes valores sdo baseados nas medi¢gdes desempenhadas a 37°C.
Homens Mulheres
1-9 anos <350 U/L <350 U/L
10-14 anos <275U/L <280 U/L
15-19 anos <155 U/L <150 U/L
20-50 anos 53-128 U/L 42-98U/L
>60 anos 56 - 19 U/L 53-141U/L

Estes valores sdo dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada laboratério
estabelega seu proprio intervalo de referéncia.

Estudos Comparativos

Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes
resultados:

NiUmero de amostras 49

Intervalo dos resultados 9-1501 (U/L)

Coeficiente de correlagao 09992

Inclinagéo 0962
Intercepta 29 (U/L)
Precisao

Estudos de precisdo foram executados com dois niveis (normal e patolégico) sendo que cada amostra
fora processada por 10 vezes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=40 Nivel1 Nivel 2 Nivel 3
Média (U/L) 306 66.7 1978
D.P. (U/L) 0.07 08 17
CV. (%) 22 12 09
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Exatidao
As amostras foram processadas por 10 dias consecutivos, uma vez por dia e em duplicata. Os seguin-
tes dados estatisticos foram encontrados:

N=40 Nivel1 Nivel 2 Nivel 3
Média (U/L) 306 66.7 197.8
D.P. (U/L) 12 18 26
CV. (%) 41 27 13

Sensibilidade Metodolégica
10U/L

Especificidade
Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambulatério e hospitalizados,
pode-se inferir que o método tem uma especificidade metodoldgica adequada.

Observagoes

1. A limpeza e a secagem adequadas do material utilizado sdo fatores fundamentais para estabi-
lidade dos reagentes e obtengdo de resultados corretos.

2. A &gua utilizada no laboratério deve ter a qualidade adequada a cada aplicagdo. Assim, para

preparar reagentes e usar nas medigdes, deve ter resistividade >1 mega ohm ou condutivida-
de <1 microsiemens e concentragdo de silicatos < 0,1 mg/L (a4gua tipo II). Para o enxégue da
vidraria a 4gua pode ser do tipo lll, com resistividade > 0,1 megaohms ou condutividade <10
microsiemens. No enxéague final utilizar &gua tipo II.

Apresentagao
Linha Bioquimica Geral: R1=10 x 10mL + R2=5 x 5mL
Linha Bulk: R1=1x200mL + R2=1x 50mL
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QUIMIFAL - Alkaline phosphatase

p-Nitrophenylphosphate
ANVISA: 10159820163

Purpose
Enzymatic reaction for the quantitative determination of alkaline phosphatase in human serum or
plasma samples. For diagnostic use only "in vitro."

PRINCIPLE. The reagent is based on the adaptation by Wilkinson et al of the method of Bessey, Lowry
and Brock using p-nitrophenylphosphate as a substrate.

Alkaline phosphatase catalyzes the hydrolysis of p-nitrophenylphosphate (Npp) to p-nitrophenol +
phosphate. The increase in absorbance at 405 nm is proportional to the alkaline phosphatase activity
presentin the sample.

ALP i
p-Npp + H,0 —————— ¥ p-Nitrophenol + H,PO,

Methodology
p-Nitrophenylphosphate (IFCC)

Clinical significance

Alkaline phosphatase (ALP) is widely distributed in human tissues, notably in the intestinal mucosa,
liver (bile ducts), renal tubules, spleen, bones (osteoblasts), leukocytes and placenta.

The predominant form in serum in normal adults originates mainly in the liver and skeleton. Although
the exact metabolic function of the enzyme is unknown, it appears to be associated with lipid trans-
portin the intestine and with bone calcification processes.

In the liver, FAL is located in the cell membrane that joins the sinusoidal edge of the parenchymal
cells to the bile ducts. In bone, FAL activity is confined to the osteoblasts where bone formation takes
place.

Elevations of FAL occur in:

expansive lesions - primary hepatocellular carcinoma, metastases, abscesses and granuloma; viral
hepatitis and cirrhosis; extrahepatic bile duct obstruction; bone diseases and in pregnancy, where a
2-3-fold increase in FAL is observed in the third trimester, unexplained increases or decreases in FAL
predict pregnancy complications such as pre-eclampsia and eclampsia. Other disorders for hyper-
phosphatemia are: Infectious mononucleosis, cholangitis, primary biliary cirrhosis, acute and chro-
nic pancreatitis, neoplasms, hyperthyroidism, infarction, extrahepatic septicemia, intra-abdominal
bacterial infections, Fanconi syndrome, thyrotoxicosis and benign transient hyperphosphatemia in
children.

Reagents

Reagent 1: Ready for use. Store at 2 - 8 °C. Contains: 2- Amino-2methyl-1propanol at 0.35mM;, Mag-
nesium Sulphate at 2.0mM;, Zinc Sulphate at .0mM and EDTA at 20mM.

Reagent 2: Ready for use. Store at 2 - 8 °C. Keep away from light. Contains: p-Nitrophenylphosphate
at 16.0mM; pH 101011

Unopened reagents are stable until the expiration date printed on the product label and on board (ina
refrigerated compartment of the analyzer) they are stable for approximately 7 days. During handling,
the reagents are subject to chemical and microbial contamination which can lead to a reduction in
stability.

WORKING REAGENT

For some analyzers it is necessary to prepare the Working Reagent (check the analyzer protocol):
Prepare 4 parts of Reagent 1 with 1 part of Reagent 2. Example: 4 mL of R1+ 1 mL of R2. After pre-
paration, the reagent is stable for up to 1 month when stored at 2-8 °C or for up to 10 days at room
temperature, and must always be kept protected from light.

Precautions and Cautions Required

This reagent should only be used for "in vitro" diagnostics. Do not pipette by mouth. Avoid contact
with skin and clothing. In case of contact with eyes, rinse with plenty of water and seek medical at-
tention.

The reagent contains sodium azide as a preservative (0.01%). This component can react with copper
and lead and can become an explosive metal. When disposing of it, add a large quantity of water.

Do not freeze the reagents.

The temperature of the working environment and the reaction time must be monitored in order to
obtain correct results. Do not use if the absorbance of the blank exceeds 1,200 when measured at
405 nm (1cm cuvette), if it is difficult to achieve the values established for the fresh control serum or
if there is turbidity, which indicates deterioration of the reagent.

Materials required not supplied
1. Water bath or analyzer capable of maintaining a temperature of 37°C and capable of mea-
suring absorbance at 405 nm.

2. Pipettes for measuring samples and reagent.
3. Distilled/deionized water for the equipment.
4. Analyzer consumables when used.

5. Calibrator and Control Sera.

6. Stopwatch.

Sample

Serum or plasma (collected with heparin). Alkaline phosphatase is stable for 3 days if kept at 2-8°C.
All samples are considered potentially infectious, so we suggest handling them following the establi-
shed Biosafety standards.
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Patient preparation
A 4-hour fast is recommended. Infants: before the next feed. However, this may be modified accor-
ding to medical advice.

Interferences

Hemolyzed samples should not be used. Hemoglobin up to 2.5 g/L, Bilirubin up to 20 mg/dL and
Triglycerides up to 10 g/L do not significantly interfere with the result.

Some drugs and substances affect the concentration of alkaline phosphatase, we suggest consul-
ting Young et al.

System parameters:

Temperature 37°C
Wavelength 405nm
Reaction Type Kinetics
Direction Increasing
Sample/Reagent Ratio 1:50
Sample Vol. 20uL

Vol. Reagent1 800puL
Vol. Reagent 2 200pL
Incubation time 1minute (delay)
Reading interval 1Tminute
Number of intervals 2t03

Calibration

Use Ebram Chemicalib code 7023/12023 which has a concentration traceable to a master calibra-
tor that can be correlated to a reference method, or carry out the calibration by factoring, obtained
through the average millimolar absorption of p-Nitrophenol at 405 nm under specific conditions.

Automated Procedure

Application in the automated system: see manual for use of the equipment and instructions for use
of the reagent.

Application in the semi-automatic system: proceed as shown below in the manual procedure only
up to item 2 (tube preparation), then use the equipment for reading, following the specific analytical
protocol based on the System Parameters item.

Note: Only add the samples to the tube before aspirating the equipment.

Manual Procedure

1. Prepare the Working Reagent: Mix the reagents in the following proportion: 1 part Reagent 2 +
4 parts Reagent 1(4mL R1+1mL R2).
2. Separate 3 test tubes and carry out the following procedures:
1. Blank 2. Calib 3. Sample/SC.
Distilled water 20 uL - -
Calibrator - 20 pL -
Sample/SC. - - 20 L
Working reagent 100 mL 100 mL 100 mL
3. Add 1.00 mL of the working reagent to each tube.
4. Add 20 pL of distilled water, calibrator, control serum, or sample, according to the correspon-

ding tube.

5. Mix thoroughly and incubate in a water bath (WB) at 37 °C for 1 minute. Note: The water levelin
the WB must be above the level of the reagents in the test tubes.

6. Zero the spectrophotometer at 405nm with the blank tube.

7 Insert the tube with the calibrator into the equipment and record the absorbances A1, A2,
A3, considering Al to be the first reading (just after the 1st minute of delay) and the following
readings 1minute apart.

8. Determine the two differences in absorbance/min (A Abs/min), subtracting each reading
from the previous one.
9. Determine the average of the absorbance differences (A Abs/min). Then proceed in the same

way with the controls and all the samples.
Note: Procedure suggested for spectrophotometers which require a minimum volume of 1.0 mL and
can be adjusted proportionally without affecting the performance of the test. Please note that sample
volumes smaller than 10 pL increase measurement inaccuracy in manual applications.



Calculations
(Abs.=Absorbance)
(Conc. = Concentration)

AAbs. /min = (A2 - A1) + (A3 - A2) / 2

A Abs /min (sample)

FAL of sample - Conc. of Calib. of
S A Abs /min (Calib) Calib (U/L)
EXAMPLE:

Absorbance with Calibrator

A1=0.028/A2=0.060/ A3=0104

Average A Abs/ (0.060 - 0.028) + (0104 - 0.060)
min

2

Average A Abs/min =0.038

Average A Abs/min (sample) = 0.034 (calc. as above) Same as above)
Calibrator concentration = 443 U/L

FAL Sample = (0.008 / 0.038) 443

FAL Sample=93 U/L

Note: nkat/L= U/L x 16.67

Linearity

When performed as recommended, the test s linear up to 1200 U/L. Samples with values above 1200
U/L should be diluted with saline solution to between 1- 1200 U/L and the results multiplied by the
dilution factor.

Quality Control

Each laboratory should maintain an internal quality program that defines objectives, procedures, stan-
dards, tolerance limits and corrective actions. A defined system for monitoring the analytical variation
of the measurement system should also be maintained. We recommend the use of the Quimicontrol
Normal and Quimicontrol Abnormal Ebram control serums Code 7024 / 12024 and 7031/ 12031.

Accuracy
The samples were processed for 10 consecutive days, once a day and in duplicate. The following sta-
tistical data was found:

N=40 Level1 Level 2 Level 3
Average (U/L) 306 66.7 197.8
D.P. (U/L) 12 18 26
CV. (%) 41 27 13

Methodological sensitivity
10U/L

Specificity
As the samples were randomly selected from outpatients and hospitalized patients, it can be inferred

that the method has adequate methodological specificity.

Observations

1. Proper cleaning and drying of the material used are fundamental factors for reagent stability
and obtaining correct results.
2. The water used in the laboratory must be of the appropriate quality for each application. Thus,

to prepare reagents and use in measurements, it must have resistivity >1 mega ohm or con-
ductivity <1 microsiemens and silicate concentration < 01 mg/L (type Il water). For rinsing the
glassware, the water can be type lll, with resistivity > 01 megaohms or conductivity <10 micro-
siemens. Use type Il water for the final rinse.

Presentation
General Biochemistry Line: R1=10 x 10mL + R2=5 x 5mL
Bulk Line: R1=1x 200mL + R2=1x 50mL

Bibliographic Reference
1. Thomas L. Clinical laboratory Diagnostics. I't ed. Frankfurt: TH-Books Veriagsgeselischaft;
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1-9 years <350 U/L <350 U/L
10-14 years <275 U/L <280 U/L Revision: September 2025
15-19 years <155 U/L <150 U/L . .
Y Universal symbols used on packaging
20-50 years 53-128 U/L 42-98U/L in vitro diagnostics
>60 years 56 - 19 U/L 53-141U/L . X
See instructions

These values are given for guidance only. It is recommended that each laboratory establishes its own
reference range.

Comparative Studies

Studies carried out between this procedure and a similar methodology produced the following re-
sults:

Number of samples 49

Range of results 9-1501(U/L)

Correlation coefficient 09992

Slope 0962

Intercept 29 (U/L)
Precision

Precision studies were carried out with two levels (normal and pathological) with each sample pro-
cessed 10 times and the following statistics were found:

N=40 Level1 Level 2 Level 3
Mean (U/L) 306 667 1978
D.P. (U/L) 0.07 08 17
CV. (%) 22 12 09
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