Reactivo de Fosfatasa Acida
Método del alfa naftil fosfato
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USO PREVISTO

Este reagente se utiliza para la determinacién cuantitativa in vitro de la
fosfatasa acida total y prostatico del suero humano, tanto en sistemas
manuales como automatizados.

RELEVANCIA CLIiNICA

Se encuentran niveles significativos de fosfatasa acida en el bazo, los
eritrocitos, las plaquetas y la glandula prostatica. El aumento de la fracciéon
prostatica de la fosfatasa acida se produce como resultado del carcinoma
de préstata y el trauma operatorio. El aumento de la fosfatasa acida total se
produce en varias enfermedades hepaticas y dseas, en la enfermedad de
Gaucher y la excesiva destruccién de plaquetas’.

METODOLOGIA

La fosfatasa acida (ACP) cataliza la hidrdlisis del alfanaftilfosfato, liberando
el alfa-naftol y fosfato. Seguidamente el alfa-naftol sufre una reaccién de
copulacion con 4-cloro-2-metilbenceno diazotado (Fast Red TR) para formar
un tinte diazoico que presenta una fuerte absorbancia a 405 nmy el aumento
de la absorbancia es directamente proporcional al nivel de fosfatasa acida de
la muestra. La adicion de L-tartrato inhibe a la fosfatasa acida prostatica, pero
no inhibe a otras isoenzimas. La diferencia entre los dos ensayos (fosfatasa
acida total y fosfatasa &cida no prostatica) representara el nivel de fosfatasa
acida prostatica en suero.?

a-naftilfosfato + H,0 _ACP a-naftol + PO,

a-naftol + Fast Red TR ————— Tinte de diazonio
COMPOSICION DEL REACTIVO

Ingredientes activos
Reactivo A:

Concentracién

a-naftilfosfato 3 mmol/L
Fast Red TR) 1 mmol/L
Acido citrico 20 mmol/L
Citrato sédico 60 mmol/L
pH 5,3 a20°C

Reactivo B:

L-Tartrato sédico 2 mol/L
Reactivo C:

Tampon de acetato 3 mol/L

AVISO: No ingerir. Evite el contacto con la piel y con los ojos. En caso de
contacto, lave abundantemente las areas afectadas con agua. Afada una
gran cantidad de agua antes de verterlo. Para informacion adicional consulte
la Hoja de Datos de Seguridad del reactivo de Fosfatasa Acida. El envase de
este producto contiene caucho natural seco. Tenga precaucién al manipular
los viales con boca para capsulas metalicas y los viales de vidrio rotos, dado
que los bordes afilados podrian herir al usuario.

Reactivo A:
R41 Riesgo de lesiones oculares graves.
S26 En caso de contacto con los ojos, lavense inmediata y

abundantemente con agua y acudase a un médico.

PREPARACION DEL REACTIVO

Reactivo A:

Reconstituya el reactivo con el volumen de agua destilada o de agua
desionizada indicado en la etiqueta del vial. Mezcle suavemente hasta que
se disuelva.

Reactivo B:

Reconstituya el reactivo con el volumen de agua destilada o de agua
desionizada indicado en la etiqueta del vial. Mezcle suavemente hasta que
se disuelva.

Reactivo C:

La solucioén estabilizadora se suministra lista para usar.

ESTABILIDADY ALMACENAMIENTO
1. Todos los reactivos se deben almacenar refrigerados (2- 8 °C) y se
pueden utilizar hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta.

2. Elreactivo A reconstituido es estable durante 5 dias refrigerado (2-8 °C),
cuando se almacena en un vial de ambar protegido de la luz directa.

3. El reactivo B reconstituido es estable durante 90 dias si se almacena
refrigerado (2-8 °C). En el caso de que el producto cristalice durante el
almacenamiento, la solucién se puede calentar a 45-55 °C.

Indicios del deterioro del reactivo:

e Turbidez,

* Imposibilidad de obtener los valores de control dentro del intervalo
asignado, y/o

*  Absorbencia del reagente A >0,3 AU a 405 nm (trayecto de luz de 1 cm).

TOMAY MANEJO DE LAS MUESTRAS

Suero: Use suero no hemolizado.

Plasma: No recomendado. Los anticoagulantes de oxalato y fluoruro
interferiran con el ensayo.

Almacenamiento: La fosfatasa acida es muy inestable al pH del suero.®
Estabilice la muestra mediante la adicién de 0,020 mL de estabilizante
(Reactivo C) por cada 1 mL de suero. La actividad enzimatica permanecera
estable durante tres dias a 2-8°C.

EQUIPOS ADICIONALES NECESARIOS PERO NO PROPORCIONADOS

e Un analizador quimico clinico capaz de mantener una temperatura
constante (37°C) y de medir la absorbancia a 405 nm.

¢ Consumibles especificos del analizador, por ejemplo: copas para
muestras.

e Agua destilada o desionizada para la preparacion de los reactivos y
equipos relacionados, por ejemplo: pipetas.

*  Material de control de ensayos normales y anormales.

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO
Se recomiendan los siguientes parametros del sistema. El Grupo de Soporte
Técnico suministra aplicaciones de instrumentos individuales tras solicitud.

PARAMETROS DEL SISTEMA
Fosfatasa dcida total

Temperatura 30°/37°C
Longitud de onda primaria 405 nm (405-420 nm)
Longitud de onda secundaria 500 - 650 nm
Tipo de ensayo Velocidad/cinética
Direccion Incremento
Muestra: Relacion de reactivo 1:10

p.ej. Vol de muestra: 0,2 mL

Vol. de reactivo 2,0mL

Retraso/retardo 5 minutos
Tiempo de lectura 10 minutos
Limites del blanco de reactivo Bajo 0,0 UA
(405 nm, paso de luz de 1cm) Alto 0,3 UA
Linealidad 0-80 U/L
(consulte la seccion de Linealidad)
Sensibilidad 1,2 AmA/min por U/L

(405 nm, paso de luz de 1cm))

Fosfatasa dcida no prostatica

Temperatura 30°/37°C
Longitud de onda primaria 405 nm (405-420 nm)
Longitud de onda secundaria 500 - 650 nm
Tipo de ensayo Velocidad/cinética
Direccion Incremento
Muestra: Relacion de reactivo 1:10,1
p.ej. Vol de muestra: 0,2 mL

Vol. de reactivo A 2,0mL

Vol. de reactivo B 0,20 mL
Retraso/retardo 5 minutos
Tiempo de lectura 10 minutos
Limites del blanco de reactivo Bajo 0,0 UA

(405 nm, paso de luz de 1cm)) Alto 0,3 UA
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Linealidad 0-80 U/L
(consulte la seccién de Linealidad)
Sensibilidad

(405 nm, paso de luz de icm)

1,2 AmA/min por U/L

CALCULOS
Los resultados se calculan, en general, de forma automatica por el
instrumento, como sigue:

Actividad en U/L = AAbs/min x Factor

Fact TV x 1000
acor = TSVxExP
Donde:
TV = Volumen total de reaccién en mL
SV = Volumen de la muestra en mL
E = coeficiente de extincion milimolar de la tintura Diazo a 405 nm = 12,9
P = Longitud del paso de la cubeta en cm.
Ejemplo:
1. Fosfatasa acida total (T-ACP):
AAbs/min = 0,017
Factor = 853
Fosfacida = 0,017x853 = 14,5U/l
2. Fosfatasa &cida no prostatica (N-ACP):
AAbs/min = 0,010
Factor = 860
Fosfacida = 0,010x860 = 8,6 U/l

3. La fosfatasa acida prostatica se obtiene restando los resultados de la
prueba de fosfatasa acida no prostatica de los de la prueba de fosfatasa
acida total de la misma muestra.

ACP prostatica (U/l) = T-ACP (U/l) - N-ACP (U/L)
ACP prostatica (U/l) =14,5-8,6 = 5,9 U/L

NOTAS
Los volumenes del reactivo y de la muestra se pueden alterar de
forma proporcional para adaptarse a los diferentes requerimientos del
espectrofotémetro.

2. Sielcambio en la absorbancia es mayor de 0,1A/min, repita el ensayo con
menos muestra o diluya con una disolucion salina. Acuérdese de ajustar
el factor para el menor volumen de muestra o multiplicar el resultado final
por el factor de dilucién.

3. Los resultados validos dependen de un instrumento calibrado con
precision, de la distribucion, y del control de la temperatura.

4. Conversion de unidades: U/L x 16,67 x 10°= pkat/L

CALIBRACION

No requerida. La velocidad de reaccion se convierte a U/L de actividad por
medio de un factor de célculo. Consulte la seccion de calibracion de este
folleto.

CONTROL DE CALIDAD

Para asegurar un control de calidad adecuado, se deberian introducir

controles normales y anormales con valores ensayados como muestras

desconocidas:-

e Al menos cada ocho horas.

e Cuando se use una nueva botella de reactivo.

* Después de realizar un mantenimiento preventivo o de sustituir un
componente critico.

Los resultados de control que caen fuera de los limites superior o inferior de los

intervalos establecidos indican que el ensayo puede estar fuera de control.

En tales situaciones se recomiendan las siguientes acciones correctoras:

*  Repetir los mismos controles.

e  Silos controles repetidos estan fuera de los limites, preparar suero de
control fresco y repetir la prueba.

¢ Silos resultados del material de control fresco aun permanecen fuera
de los limites, repita la prueba con reactivo fresco.

*  Silos resultados aun estan fuera de control, contacte con el Servicio
Técnico o con su distribuidor local.

LIMITACIONES
Evite el uso de muestras hemolizadas.

2. Se llevaron a cabo estudios para determinar el nivel de interferencia
debida a la bilirrubina en un sistema quimico clinico automatizado. Se
obtuvieron los siguientes resultados:

Bilirrubina: No se observa interferencia debida a la bilirrubina hasta
68 pmol/L (4 mg/dL).

3. Evite el uso de muestras lipémicas.

4. Young DS*ha publicado una amplia lista de medicamentos y sustancias
que pueden interferir con este ensayo.
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VALORES ESPERADOS'®

Insert Spanish translation for Total Acid Phosphatase

A 37°C 0-6,0U/L (0,0-0,10 pkat/L)

A 30°C 0-4,5U/L (0,0 - 0,075 pkat/L)

Insert spanish translation for Prostatic Acid Phosphatase

A 37°C 0-2,0U/L (0,0 - 0,03 pkat/L)

A 30°C 0-1,5U/L (0,0 - 0,025 pkat/L)

Los valores indicados son representativos del intervalo esperado para este
procedimiento y Unicamente deberian servir como guia. Se recomienda que
cada laboratorio verifique este intervalo o derive un intervalo de referencia
para la poblacién que atiende.®

DATOS DE FUNCIONAMIENTO

Los siguientes datos se obtuvieron usando el reactivo de fosfatasa acida
en un analizador quimico clinico automatizado con un buen mantenimiento.
Los usuarios deberian establecer un comportamiento del producto en su
analizador especifico usado.

IMPRECISION

Intra analisis NIVEL | NIVEL Il :
Numero de puntos de datos 20 20
Media (U/L) 2,9 24,5
DD 0,24 0,95
CV% 8,3 3,9
Entre dias NIVEL | NIVEL Il :
Numero de puntos de datos 20 20
Media (U/L) 3,0 27,7
DD 0,48 0,73
CV% 16,0 2,6
EXACTITUD

Los estudios de comparacion se llevaron a cabo usando otro reactivo de
fosfatasa acida similar disponible comercialmente. Se ensayaron las muestras
de suero en paralelo y los resultados se compararon mediante una regresion
de minimos cuadrados. Se obtuvieron las siguientes estadisticas:

Fosfatasa dcida total (T-ACP)

Numero de pares de muestras 43

Intervalo de los resultados de las muestras 1,3-64,0UL
Media de los resultados 6,4 U/L
Media de los resultados de la T-ACP 6,4 U/L
Pendiente 1,20
Ordenada en el origen -1,3 U/L
Coeficiente de correlacion 0,999

Fosfatasa dcida no prostatica (N-ACP)

Numero de pares de muestras 41

Intervalo de los resultados de las muestras 0,1-56,0 UL
Media de los resultados 3,5 U/L
Media de los resultados de la N-ACP 3,5 U/L
Pendiente 1,14
Ordenada en el origen -0,5 U/L
Coeficiente de correlacion 0,999
LINEALIDAD

Cuando se realiza como se recomienda, la prueba es lineal entre 0 - 80 U/L
(0,0-1,33 pkat/l). En los instrumentos automatizados, la linealidad depende
de la relacion entre el volumen de la muestra y el volumen del reagente
usados, asi como de la temporizacion de las mediciones. Debe consultarse
la aplicacion del instrumento especifico.

SENSIBILIDAD
Cuando se realiza segun las recomendaciones, la sensibilidad de este ensayo
es de 1,2 AmA/min por U/L.
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