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ALKALINE PHOSPHATASE

Cat. No. Pack Name Packaging (Content)
BLT00003 ALP AMP 150 R1:4 x 30 ml, R2: 1 x 30 ml
BLT00004 ALP AMP 500 R1:4 x 100 ml, R2: 1 x 100 ml
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INTENDED USE

Diagnostic reagent for quantitative in vitro determination of ALP in human serum or plasma.

CLINICAL SIGNIFICANCE

Human ALP consists of a group of enzymes which hydrolyse phosphates at an alkaline pH.
ALP is found in practically all tissues of the body but in high concentrations in the osteoblasts
of bone, liver, placenta, kidney, intestinal wall and lactating mammary glands. In adults the
ALP normally found circulating in the serum is largely derived from the liver. In children or
in adolescents going through pubertal growth spurts, there is an additional contribution from
bone and this accounts for the higher reference interval for these groups. Pregnancy also
raises the normal values of ALP.

Raised ALP levels are often observed in bone disease or liver disease involving the biliary
tract. If the source of the isoenzyme is not apparent then estimation of GGT may help diffe-
rentiate between the two. A raised GGT in the presence of a raised ALP would suggest the
liver is the primary source.

Increased ALP (usually normal GGT) is seen in Osteomalacia and Rickets, primary hyperpa-
rathyroidism with bone involvement, Pagets disease, secondary carcinoma in bone and some
cases of osteogenic sarcoma. Increased levels of ALP (usually with a raised GGT) is seen in
cholestasis, hepatitis, cirrhosis, space occupying lesions and malignancy with bone or liver
involvement or direct production. Low levels of ALP may be observed in conditions which cause
arrested bone growth or in hypophosphatasia.

PRINCIPLE

The method according to IFCC recommendation. This method utilises 4-nitrophenyl phosphate
as the substrate. Under optimised conditions ALP present in the sample catalyses the following
reaction. AL

AMP + 4-NPP + H,0 g 4-nitrophenol + phosphate
Mg 2*/ Alkaline pH

At the pH of the reaction, 4-nitrophenol has an intense yellow colour. The reagent also contains
a metal ion buffer system to ensure that optimal concentrations of Zinc and Magnesium are
maintained. The metal ion buffer can also chelate other potentially inhibitory ions which may be
present. The reaction is monitored by measuring the rate of increase in absorbance at 405 or
415 nm which is proportional to the activity of ALP in the serum.

REAGENT COMPOSITION

R1

AMP buffer, pH 10.4 434 mmol/l
Magnesium acetate 2.48 mmol/l
Zinc sulfate 1.24 mmol/l
HEDTA 2.48 mmol/|
R2

p-nitrophenyl phosphate 19.5 mmol/l
REAGENT PREPARATION

Reagent is liquid, ready to use.

STABILITY AND STORAGE
The unopened reagents are stable till the expiry date stated on the bottle and kit label when
stored at 2-8°C.
Two reagents method — substrate start
Reagents are ready to use. After opening, reagents are stable until expiry date at 2-8°C if
stored at appropriate conditions, closed carefully and without any contamination.
Maximum allowable absorbance of the working reagent measured at 420 nm against dis-
tilled water is 1.0
Monoreagent method — sample start
Mix 4 portion of reagent R1 with 1 portion of reagent R2.
Stability: 1 week at 15-25°C in dark
4 weeks at 2-8°C in dark

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING
Use serum, plasma (heparin, EDTA).
It is recommended to follow NCCLS procedures (or similar standardized conditions).
Stability in serum / plasma: 4 hours at 20-25°C
3days at4-8°C
2 months at -20°C
Discard contaminated specimens.

CALIBRATION
Calibration with calibrator XL MULTICAL, Cat. No. XSYS0034 is recommended.

QUALITY CONTROL
For quality control ERBA NORM, Cat. No. BLT00080 and ERBA PATH, Cat. No. BLT00081 are
recommended.

UNIT CONVERSION
U/ x 0.017 = pkat/l

EXPECTED VALUES *

at37°C

Females: 4 -15years: 54 - 369 U/l
20 - 50 years: 42 - 98 U/l
> 60 years: 53-141 U/

Males: 1-12 years: 54 -369 U/l
20 - 50 years: 53-128 U/l
> 60 years: 56 - 119 U/l

It is recommended that each laboratory verify this range or derives reference interval for
the population it serves.

PERFORMANCE DATA
Data contained within this section is representative of performance on ERBA XL systems. Data
obtained in your laboratory may differ from these values.

Limit of quantification: 3.2 U/l

Linearity: 1080 U/I

Measuring range: 3.2-1080 U/l
Intra-assay precision Mean SD Ccv
Within run (n=20) (uny uny (%)
Sample 1 297.6 2.58 0.87
Sample 2 460.8 4.92 1.07
Inter-assay precision Mean SD cv
Run to run (n=20) un ny (%)
Sample 1 62.4 1.68 2.68
Sample 2 191.4 5.10 2.66

COMPARISON

A comparison between XL-Systems ALP (y) and a commercially available test (x) using 40
samples gave following results:

y =0.947 x - 3.60 U/l

r= 0.996

INTERFERENCES
Following substances do not interfere:
haemoglobin up to 5 g/l, bilirubin up to 40 mg/dl, triglycerides up to 2000 mg/dI.

WARNING AND PRECAUTIONS

For in vitro diagnostic use. To be handled by entitied and professionally educated person.
Reagents of the kit contain less than 0.1% sodium azide - classified as very toxic and
dangerous substance for the environment. Reagent R2 also contains <0.7% KOH and is
classified as irritant.

Hazard statement:

H315 Causes skin irritation.

H319 Causes serious eye irritation.

Precautionary statement:

P280 Wear protective gloves/protective clothing/eye protection.

P302+P352 IF ON SKIN: Wash with plenty of water.

P305+P351+P338 IF IN EYES:

Rinse cautiously with water for several minutes.

Remove contact lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.

Warning

WASTE MANAGEMENT
Please refer to local legal requirements.

€rba:

ASSAY PROCEDURE
Wavelength: 420 (405 — 430) nm
Cuvette: 1cm

Two reagents method - substrate start

Reagent blank Calibrator Sample
Reagent 1 0.800 ml 0.800 ml 0.800 ml
Sample - - 0.020 ml
Calibrator - 0.020 ml -
Distilled water 0.020 ml - -
Mix and after 5 min. incubation (at 37°C) add:
Reagent 2 0200m | 0200m | 0.200ml

Mix, incubate 1 min. at 37°C and then measure the initial absorbance of calibrator and
sample against reagent blank. Measure the absorbance change exactly after 1, 2 and
3 min. Calculate 1 minute absorbance change (AA/min).

Monoreagent method - sample start

Reagent blank Calibrator Sample
Working reagent 1.000 ml 1.000 ml 1.000 ml
Sample - - 0.020 ml
Calibrator - 0.020 ml -
Distilled water 0.020 ml - -

Mix, incubate 1 min. at 37°C and then measure the initial absorbance of calibrator and
sample against reagent blank. Measure the absorbance change exactly after 1, 2 and 3
min. Calculate 1 minute absorbance change (AA/min).

CALCULATION
AA_, /min.

1.ALP (UN) = ———x C_, C_,, = calibrator concentration
AA_, /min.

2. Using factor:

ALP (U/l) = f x AA/min
f = factor f=2764 (at 405 nm)

Applications for automatic analysers are available on request.

ASSAY PARAMETERS FOR PHOTOMETERS

Mode Kinetic
Wavelength (nm) 405
Sample Volume (ul) 10/20
Working Reagent Volume (ul) 500/1000
Lag time (sec.) 60
Kinetic interval (sec.) 60
No. of readings 3
Kinetic factor 2764
Reaction temperature (°C) 37
Reaction direction Increasing
Normal Low U/I 42
Normal High U/l 128
Linearity Low U/l 3.2
Linearity High U/I 1080
Blank with Reagent
Absorbance limit (max.) 1.4
Units U/l
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LLENMOYHAA ®POCDPATA3A (LLD)

Kat.Ne Ha3ssaHue Ha ynakoBke ®dacoBka

BLT00003 L AMIM 150 R1:4 x 30 mn, R2: 1 x 30 mn

BLT00004 e AMM 500 R1:4 x 100 mn, R2: 1 x 100 mn
@ €™
MpumeHeHne

PeareHT npegHasHaveH Ans in vitro anarHOCTUKM LWenoYHon docdarasbl B CbIBOPOTKE U
nnasme.

Knununueckoe 3Ha4yeHune

LLlenouHas chocatasa coaepKuTCs B BbICOKOW KOHLIEHTPALIMK B NEYEH, B KOCTSIX, NNaLeHTe,
B KULLEYHMKE, 3MOKAYeCTBEHHbIX OMyXOmsiX.

Hopma: ®usnonornyeckoe noBbllIEHWE LUENOYHON choccaTasbl B CbIBOPOTKE ObiBaeT y
BepeMeHHbIX XEHLUMH 1y pacTyLmx AeTen.

MoBbilEHe aKTUBHOCTM  LenoyHon pocdatasbl (Mpu  HopmanbHoW aktmBHocT GGT)
Habniogaetca npu 3aboneBaHusX neyeHW, 3aboneBaHWsSX KOCTEN (paxuT, ocTeoMansuus,
numMdorpaHynemaros, capkoma), npu GonesHu Hodgkins unu npu 3akynopke U OCTaHOBKe
cepaua.

MoBbIlWEeHNe aKTMBHOCTW LenoyHon docdatasbl (MpW MOBbIWEHHON akTuBHOCTM GGT)
HabniogaeTca npv renatuTte, LMppo3e, Xorectase, 3MokayecTBEHHbIX HOBOOOGPA30BaHMSIX B
KOCTSIX U MeYeHu.

CHwKeHne ypoBHS HabmiofaeTcst Npu HeJOCTAaTOYHOM MUTaHUK.

MpuHUMN peakuun
B cootBeTcTBUM C pekomeHaaumnamu IFCC (MexayHapoaHoe ObLectso KnuHnyeckon Xumum)

2-amMmuHO-2-MeTun-1-nponaHon + napa-Hutpodenundocdar + HZO
o
Mg %*/LLlenouroin pH

B 4 HuTpodbeHon + 2-aMuHO-2-MeTur-1-nponaHon docdat

LLi®: LlenoyHas ®occaTasa

CkopocTb 06pa3oBaHusi OKpaLEHHOTo 4-HUTpoheHosa NponopLUMoHanbHa akTMBHOCTM LLEMOYHON
occharasbl 1 U3MepSIETCA Mo U3MEHEHUIO NormoLeHns npyu 405—415 Hw.

CocTtaB peareHToB

R1
2-amvHo-2-meTun-1-nponaxon (AMI1) 6ycep pH 10,4 434 mmonb/n
Mg auetara 2,48 mmonb/n
Zn cynbcarta 1,24 mmonb/n
HEDTA 2,48 mmonb/n
R2

p-napanuTpodeHundocdat 19,5 mmonb/n

MpurotoBneHne paboynx peareHToB
PeareHTbl R1 1 R2 xuakue, rotoBble K UCNOMb30BAHUIO.

XpaHeHue n cTabunbLHOCTL

J[iByxpeareHTHbI MeToA — CTapT cy6cTpaTtom

He BckpbiTble peareHTbl (R1 1 R2) cTtabunbHbl 4O AOCTUXKEHWUS YKa3aHHOMO CpoKa rogHOCTU,
ecnu xpaHsTcs npy 2—-8°C.

Mocne BCKpbITUSA: A0 MakcumaneHou abcopbuun paboyero peareHta pasHoi 1, npu 420 HMm,
NpOTUB [UCT. BOAbI.

MoHopeareHTHbI MeToA — cTapT o6pa3uom

Cwmewartb 4 yactn R1 ¢ 1 yacTbio R2

CrabunbHoCTb:

1 Hepena  npu 15-25 °C B TeMHOM mecTe
4 Hepern  npu  2-8 °C B TEMHOM MecTe
O6pasubl

CbIBOpOTKa Unu nnasma (renapuH, OTA)

WccnenoBaHve NpoBoanTb B COOTBETCTBUM € npoTokonom NCCLS (unu aHanoros).
CTabunbHOCTb:

B chiBopoTke/nnasme:

4 yaca npu 20-25°C
3 aHs npu 4-8°C
2 mecsiua npu -20°C

ﬂOI'IyCKaeTCﬂ 0OAHOPas30BOE 3aMOpaXXnsaHue.
3a|'pﬂ3HEHHble OﬁpaSlel He UCMosb30BaTh.

Kanu6poska
Mbl pekomeHzyem Anst kanubposku ucnonb3osate XL MYNBTUKAT, Kat. No. XSYS0034.

KoHTponb kayecTBa
,U,HFI npoBeAeHnsa KOHTPOnsA KavecTBa PEKOMEHAYHTCA KOHTPOISibHble CbIBOPOTKU: OPBA
HOPMA, Kat. No. BLT00080, 3PBA MATONOIMMA, Kat. No. BLT00081.

KoadbcpmumeHT nepecyera
E/n x 0,017 = mkkat/n

HOpMaJ‘IbeIe BeNN4YUHbI 4

CbiBopoTka / Mna3ma 37°C
[eBoukn 4 -15 net 54 — 369 E/n
XKeHwmHel 20 — 50 net 42 -98 E/n
> 60 net 53 - 141 E/n
Mane4ukm 1-12 ner 54 — 369 E/n
My>xumHbl - 20 — 50 net 53 -128 E/n
260 net 56 — 119 E/n

anBe,quHble Ananas3oHbl BeJIM4UH cneayeT paccMaTpuBaTb KaKk OPUEHTUPOBOYHLIE.
Kaxnow na6opaTtopum Heo6xoanMo onpeaensTb CBOM AWanasoHbl.

3HauyeHus BeNU4YUH

3HayeHWsi HopMarbHbIX BEMUYMH Obiny NomyyYeHbl Ha aBTOMaTUYECKVX aHanmaaTopax cepun
ERBA XL. PesynbraTtbl MOryT OTnMyaTthCs, €Cnv onpeferieHre npoBoavnu Ha Apyrom tune
aHanusaTopa.

PaGouue xapakTepucTuku

YyBCTBUTENBHOCTD 3,2EM
JInHenHoCTb: 0o 1080 E/n
[lnanasoH naMepeHuii: 3,2-1080 E/n
Bocnpoussogumocte  37°C
o CpepHeapudmeTmyeckoe SD cv
B phcepinad N 3HaveHue (E/n) (E/n) (%)
O6pasey 1 20 297,6 2,58 0,87
O6pasey 2 20 460,8 4,92 1,07
. CpepHeapudmeTmyeckoe SD Ccv
Mexcspuitiag d anavenme (E/n) (Eln) (%)
O6pasey 1 20 62,4 1,68 2,68
O6pasel 2 20 191,4 5,10 2,66

CpaBHeHue MeToa0B

CpaBHeHve 6bino npoBegdeHo Ha 40 obpasuax C ucnonb3oBaHMem peareHToB cepun BIIT:
LLd(y) v umetowmxcs B npogaxe peareHToB ¢ KOMMEPYECKN JOCTYMHOA METOANKOIA (X).
Pesynerathi: y=0,947 x - 3,60 E/n r=0,996

CneundmyHocTk / Bnusirowme Bewectea
emorno6ux go 5 r/an, 6Gunupy6uH ao 40 mr/an u Tpurnuuepuasl 4o 2000 mMr/an He BAMUSAIOT
Ha pesynbTaTbl aHanusa.

MpeaynpexaeHns U Mepbl NPeAOCTOPOXHOCTN
Habop peareHTOB npeaHasHaveH Ans in vitro AMarHOCTUKWM NpodheCccroHanbHO 0ByYeHHbIM
nabopaHToMm.
Habop pearenToB cogepxut 0,1% asuga Hatpus — knaccuuUMpyeTcs Kak TOKCUYHOE 1
ornacHoe BELLEeCTBO AMNsi OKpyxatLien cpefpl. PeareHT R2 Takke copepxut <0,7% KOH un
KnaccuuumpyeTcs Kak pasapaxuTess.
0OGo3Ha4eHne onacHOCTH:
H315 BbiblBaeT pasapaxeHue KOXu.
H319 Bbi3biBaeT cepbe3Hoe pasgpaxeHue rnas.
Mepbi NpefoCTOPOXKHOCTH:
P280 Monb3oBaTbCs 3aLMUTHLIMK NEepYaTKkamu/3alMTHON oaexaon/ cpeacTBamm
3alLWThI rMas.
Mpenynpexaetne  p302+P352 MPU NMOMALAHUM HA KOXKY: MpoMbITb 6OMbLUMM KONMHECTBOM BOAbI.
P305+P351+P338 MPW MOMAOAHUM B TTIA3A: OCTOPOXHO NPOMbITL rnasa
BOJON B TEYEHWE HECKOMNbKMX MUHYT. CHATb KOHTAKTHble MNWH3bI, €CNU Bbl
Nosb3yeTeCch MU W ECINN 3TO FIETKO cAenaTh. [pofoMKUTL NPOMbIBaHME rrias.

€rba:

YTunusauus ncnonb3oBaHHbIX MaTepuanos
B cooTBeTcTBUMM C CYLIECTBYIOLUMMW B KaXoW CTpaHe npaBunaMu ANs [aHHOro BuUAa
martepuana.

MpoBeneHune aHanusa

[nuHa BOMHbI: 420 (405-430) Hm

OnTuyeckunit nyTb: 1cm

Temnepartypa: 37°C

[ByXpeareHTHbIN MeToA — CTapT cy6eTpaTom
O6pasey / Kanubparop 0,020 mn
PeareHT 1 (Bycbep) 0,800 mn
CmeLwatb, MHKy6uposats 5 MuH. npu 37 °C, no6asuts
PeareHT 2 (cybeTpar) 0,200 mn

Cmelwatb, uHKy6uposatb 1 MuH npu 37 °C, uameputb nornoweHne Act./o6p. npoTus
peareHTa 6naHk. M3meputb normoiieHne To4HO Yepe3 1, 2 u 3 MuUHyTbl. PaccuuTaiite
CpefHee N3MeHeHUe MormnoLeHns B MUHYTY (AA).

MoHopeareHTHbI MeToA — CTapT 06pasLom

0,020 mn
1,000 mn

O6pasey / Kanubpatop

Pa6ouwit pactesop

CmeLwatb, nHKy61posath 1 MuH npu 37 °C, n3mMepuThb nornowieHre Act./obp. NpoTue peareHTa
BnaHk. MiamepuTb nornotleHve To4Ho Yepea 1, 2 1 3 MuHyThbI. Paccuntaite cpeaHee n3ameHeHue
nornoLeHust B MuHyTy (AA).

Pacuetbl
PaccunTaiTte akTuBHocTb LL|® B npobe, ncnonbays
1. Kanubparop

AA
Wo (Em=c_x —=> ¢

— akTuBHocTb LLI® B kanuGpaTtope
kan AA Kan.

2. dakTopbI:
W (E/n) = & x AA/MuH

® — chakTop nepecyeta = 2764 (npu 405 Hm)

MpoTokonbl ANs WCMonb30oBaHWA Ha aBTOMAaTUYECKMX aHanusatopax Moryt 6biTb
nony4eHb! Mo 3anpocy.

MapameTpbl AN NPOBeAEHWA aHanu3a Ha NoflyaBTOMaTU4eCcKOM aHanu3aTope

MeTtog Kunetuka
[nunHa BonHbl 1 (HM) 405
O6bem obpasua (Mkn) 10/20
O6bem peareHTa (MKr) 500/1000
Bapepxka (Cek.) 60
WHTepBan nsmepenus (Cek.) 60
Kon-Bo 3amepos &
DakTop 2764
Temnepatypa peakuum (°C) 37
Hanpasnexve peakuun YBenuyexvie
HwxHuii npegen Hopwmbl (E/n) 42
BepxHuii npeaen Hopmbl (E/n) 128
HwxHuii npeaen nuHeiHocTu (E/n) 3,2
BepxHuii npeaen nuHenHocTy (E/n) 1080
MwuH. HavanbHoe nornouieHve 1,4
Bnank Pearent
EanHuubl E/n
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ALKALINE PHOSPHATASE

Kat. €. Nazev baleni Obsah baleni

BLT00003 ALP AMP 150 R1:4 x 30 ml, R2: 1 x 30 ml

BLT00004 ALP AMP 500 R1:4 x 100 ml, R2: 1 x 100 ml
© €[]
POUZITI

Diagnosticka souprava pro kvantitativni in vitro stanoveni katalytické koncentrace ALP
(alkalické fosfatasy) v séru a plazmé.

KLINICKY VYZNAM

Lidska ALP predstavuje skupinu hydrolytickych enzym( plsobicich pfi alkalickém pH.
Vyskytuje se prakticky ve vSech tkanich, ve vysokych koncentracich v osteoblastech,
jatrech, placenté, ledvinach, ve stfevech a mléénych Zlazach. Fyziologické zvySeni ka-
talytické koncentrace ALP se vyskytuje u déti a adolescentu pfi rustu kosti a béhem
téhotenstvi.

Zvy$ené hladiny ALP ¢asto souvisi s onemocnénim kosti nebo jater, véetné Zlu¢ového
traktu. ZvySena ¢innost ALP je také pozorovana u vSech forem cholestazy, u Pagetovy
choroby, hyperparathyreoidismu, kfivice, osteomalacie ¢i kostnich tumorech.

PRINCIP METODY
Toto metoda vychazi z doporuceni IFCC

ALP
AMP + 4-NPP + H,0 ——— 4-nitrofenol + fosfat
Mg 2%/ alkalické pH

Alkalicka fosfatasa (alkalicka fosfohydrolasa monoestert kyseliny orthofosfore¢né, EC
3.1.3.1. - ALP) $tépi v alkalickém prostfedi 4-nitrofenylfosfat na 4-nitrofenol a fosfat.
Mirou katalytické koncentrace enzymu je mnozstvi uvolnéného 4-nitrofenolu, ktery se
stanovuje fotometricky kinetickym postupem.

SLOZENI CINIDEL
R1 CINIDLO

AMP pufr (pH 10,4) 434 mmol/l
Octan hofe¢naty 2,48 mmol/l
Siran zine¢naty 1,24 mmol/l
HEDTA 2,48 mmol/l
R2 CINIDLO

4-nitrofenylfosfat 19,5 mmol/l
SLOZENiI REAKCNI SMESI

AMP pufr (pH 10,4) 340 mmol/l
Octan hofecnaty 1,95 mmol/l
Siran zine¢naty 0,97 mmol/l
HEDTA 1,95 mmol/l
4-nitrofenylfosfat 3,82 mmol/l

PRIPRAVA PRACOVNICH ROZTOKU
Cinidla jsou kapalnd, pfipravena k pouziti.

SKLADOVANI A STABILITA PRACOVNICH ROZTOKU

Dvoureagenéni metoda — start substratem

Cinidla R1 a R2 jsou kapalna a uréena k pfimému pouziti. Pokud jsou &inidla skla-
dovéana pred i po otevieni pfi 2-8 °C a chranéna pred svétlem a kontaminaci, jsou
stabilni do data exspirace uvedeného na obalu.

Jednoreagenéni metoda — start vzorkem
Pracovni roztok se pfipravi smichanim 4 dilt ¢inidla R1 s 1 dilem &inidla R2.
Stabilita:  1tyden pfi 15-25 °C v temnu

4 tydny  pfi 2-8 °C v temnu
Maximalni pfipustna absorbance pracovniho roztoku je 1,0 pfi 420 nm proti desti-
lované vodé.

12000028
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VZORKY

Sérum, plazma (EDTA, heparin).

Doporucujeme postupovat dle NCCLS (nebo podobnych standardu).
Stabilita ALP v séru, plazmé:

4 hodiny pfi 20-25°C
3 dny pfi  4-8°C
2 mésice pfi -20°C

Nepouzivejte kontaminované vzorky.

KALIBRACE
Ke kalibraci se doporuc¢uje Lyonorm Kalibrator, kat. ¢. BLTO0069.

KONTROLA KVALITY
Ke kontrole se doporucuje Lyonorm HUM N, kat. ¢. BLTO0070 a Lyonorm HUM P, kat. ¢.
BLT00071.

PREPOCET JEDNOTEK
U/l x 0,017 = pkat/l

REFERENCNi HODNOTY 4
fS ALP (ukat/l) 37°C

muzi 0,67 - 2,15
zeny 0,58 — 1,74
déti (chlapci od 13 do 17 let) <6,15
déti (divky od 13 do 17 let) <31
novorozenci <417

Referenéni rozmezi je pouze orientacni, doporucuje se, aby si kazda laboratof
ovéfila rozsah referencniho intervalu pro populaci, pro kterou zajistuje labora-
torni vysetreni.

VYKONNOSTNi CHARAKTERISTIKY

€rba’

Standardni véty o nebezpecnosti:

H315 Drazdi kizi.

H319 Zpusobuje vazné podrazdéni oci.

Pokyny pro bezpe¢né zachazeni:

P280 Pouzivejte ochranné rulgavice/ochranny odév/ochranné bryle.

Varovani P302+P352 PRI STYKU S KUZI: Omyjte velkym mnoZstvim vody.
P305+P351+P338 PRI ZASAZENI OCI: Né&kolik minut opatrné vypla-
chujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a pokud je
Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

PRVNi POMOC

PFi ndhodném poziti vyplachnout usta a vypit asi 0,5 | vody, pfi vniknuti do oka pro-
vést rychly a dikladny vyplach proudem cisté vody. Pfi potfisnéni omyt pokozku teplou
vodou a mydlem. Ve vaznych pfipadech poskozeni zdravi vyhledat Iékafskou pomoc.

NAKLADANI S ODPADY

Na v8echny zpracované vzorky je nutno pohliZet jako na potencionalné infekéni a spolu
s pfipadnymi zbytky ¢inidel je likvidovat podle vlastnich internich predpisti jako nebez-
pecny odpad v souladu se Zakonem o odpadech.

Papirové a ostatni obaly se likviduji podle druhu materiélu jako tfidény odpad (papir,
sklo, plasty).

POSTUP MERENI

Vinova délka 420 (405 —430) nm
Kyveta 1cm

Teplota 37°C

Objemovy pomér sérum/reakéni smés 1/51

Objem pracovnich roztokd a vzorku Ize ménit, pro garanci analytickych parametrt véak
musi byt jejich vzajemny pomér zachovan.
Dvoureagenc¢ni metoda — start substratem

Vykonnostni charakteristiky byly ziskany na automatickych analyzatorech ERBA XL. Reagencni blank Kalibrator Vzorek
Data ziskana ve vasi laboratofi se mohou od té&chto hodnot liSit. Ginidlo 1 0.800 ml 0.800 ml 0.800 ml
Dolni mez stanovitelnosti: 0,053 pkat/l
Linearita: do 18 pkat/l Vzorek - - 0,020 mi
Pracovni rozsah: 0,053 — 18 pkat/l Kalibrator - 0,020 ml -
PRESNOST Destilovana voda 0,020 ml - -
nt 20 Pramér sD cv I?romicha’ se a po inkubaci 5 min (37°C) se prida:
ptasssaviing20) (ukat/l) (ukat/l) %) Cinidlo 2 [ o200m [  o200m [ o200m |
Vzorek 1 4,96 0,043 0,87 Promicha se, inkubuje se 1 minutu pfi 37°C a poté se méfi absorbance vzorku (AA )
a kalibratoru (AA, ) proti reagen¢nimu blanku v jednominutovych intervalech po
Vzorekq2 7,68 0,082 1,07 dobu 3 minut. Vypocita se prumérna zména absorbance AA za 1 minutu (AA/min).
Inter-assay (n=20) Prameér sD cv Jednoreagencéni metoda — start vzorkem
v (ukat/1) (ukat/l) (%) Reagenéni blank Kalibrator Vzorek
Vzorek 1 1,04 0,028 2,68 Pracovni roztok 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml
Vzorek 2 3,19 0,085 2,66 Vzorek - - 0,020 ml
- . Kalibrator - 0,020 ml -
SROVNANI S KOMERCNE DOSTUPNOU METODOU Destl = vod 0.020 ml
Linearni regrese: estilovana voda o o - i

N =40
r=0,996
y = 0,947 x — 0,060 pkat/l

INTERFERENCE
Nasledujici analyty neinterferuji:
hemoglobin do 5 g/l, bilirubin do 40 mg/dl, triglyceridy do 2000 mg/d|

BEZPECNOSTNi CHARAKTERISTIKY

Urceno pro in vitro diagnostické pouziti opravnénou a odborné zplsobilou osobou.
Cinidla soupravy obsahuji méné nez 0,1 % azidu sodného, ktery je klasifikovany
jako velmi toxicky a nebezpeény pro Zivotni prostfedi. Cinidlo R2 obsahuje <0,7%
ziravého hydroxidu draselného a je klasifikované jako drazdivé.

Promicha se, inkubuje se 1 minutu pfi 37°C a poté se méfi absorbance vzorku (AA ) a
kalibratoru (AA,) proti reagencnimu blanku v jednominutovych intervalech po dobu 3
minut. Vypoéita se primérna zména absorbance AA za 1 minutu (AA/min).
VYPOCET
(ukat) AAVZ/min %
pkat/l) = X

AA, /min 2

C,, = koncentrace kalibratoru

Alkalicka fosfat

Aplikace na automatické analyzatory jsou dodavany na vyzadani.
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ALKALINE PHOSPHATASE

Kat. €. Nazov balenia Obsah balenia

BLT00003 ALP AMP 150 R1:4 x 30 ml, R2: 1 x 30 ml

BLT00004 ALP AMP 500 R1:4 x 100 ml, R2: 1 x 100 ml
&9 C€ L]
POUZITIE

Diagnosticka suprava na kvantitativne in vitro stanovenie katalytickej koncentracie ALP
(alkalickej fosfatazy) v sére a plazme.

KLINICKY VYZNAM

Ludska ALP predstavuje skupinu hydrolytickych enzymov pésobiacich pri alkalickom
pH. Vyskytuje sa prakticky vo vSetkych tkanivach, vo vysokych koncentraciach v os-
teoblastoch, peceni, placente, oblickach, v ¢revach a mlie¢nych Zlazach. Fyziologické
zvySenie katalytickej koncentracie ALP se vyskytuje u deti a adolescentov pri raste kosti
a behom tehotenstva.

Zvysené hladiny ALP ¢asto stvisia s ochorenim kosti alebo pecene vratane zl€ového
traktu. ZvySena €innost ALP je tiez pozorovana u vSetkych foriem cholestazy, u Pageto-
vej choroby, hyperparathyreoidizmu, krivice, osteomalacie ¢i kostnych tumoroch.

PRINCIP METODY
Tato metdda vychadza z doporuéenia IFCC

ALP
AMP +4-NPP + H,O —————— 4-nitrofenol + fosfat

Alkalicka fosfataza (alkalicka fosfohydroldza monoesterov kyseliny orthofosfore¢nej, EC
3.1.3.1. - ALP) stiepi v alkalickom prostredi 4-nitrofenylfosfat na 4-nitrofenol a fosfat.
Mierou katalytickej koncentracie enzymu je mnozstvo uvolneného 4-nitrofenolu, ktory
sa stanovuje fotometricky kinetickym postupom.

ZLOZENIE CINIDIEL
R1 CINIDLO

AMP pufer (pH 10,4) 434 mmol/l
Octan horecnaty 2,48 mmol/l
Siran zino¢naty 1,24 mmol/l
HEDTA 2,48 mmol/l
R2 CINIDLO

4-nitrofenylfosfat 19,5 mmol/l

ZLOZENIE REAKCNEJ ZMESI

AMP pufer (pH 10,4) 340 mmol/l
Octan hore¢naty 1,95 mmol/l
Siran zino¢naty 0,97 mmol/l
HEDTA 1,95 mmol/l
4-nitrofenylfosfat 3,82 mmol/l

PRIPRAVA PRACOVNYCH ROZTOKOV
Cinidla su kvapalng, pripravené na pouZitie.

SKLADOVANIE A STABILITA PRACOVNYCH ROZTOKOV

Dvojreagen¢na metéda — Start substratom

Cinidla R1 a R2 st kvapalné a uréené na priame pouzitie. Ak st skladované pred i po
otvoreni pri 2-8 °C a chranené pred svetlom a kontaminaciou, su stabilné do datumu
expiracie uvedeného na Stitku.

Jednoreagenéna metéda — Start vzorkou
Pracovny roztok sa pripravi zmieSanim 4 dielov ¢inidla R1 s 1 dielom ¢&inidla R2.
Stabilita: 1 tyzdert  pri 15-25 °C v tme

4 tyzdne  pri 2-8 °C v tme
Maximalne pripustna absorbancia pracovného roztoku je 1,0 pri 420 nm oproti de-
stilovanej vode.
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VZORKY

Sérum, plazma (EDTA, heparin).

Doporucujeme postupovat podla NCCLS (alebo podobnych standardov).
Stabilita ALP v sére, plazme:

4 hodiny pri  20-25°C
3dni pri  4-8°C
2 mesiace pri -20°C

Nepouzivajte kontaminované vzorky.

KALIBRACIA
Na kalibraciu sa doporucuje Lyonorm Kalibrator, kat. ¢. BLT00069.

KONTROLA KVALITY
Na kontrolu sa doporuc¢uje Lyonorm HUM N, kat. €. BLTO0070 a Lyonorm HUM P, kat. &.
BLT00071.

PREPOCET JEDNOTIEK
U/l x 0,017 = pkat/l

REFERENCNE HODNOTY #
fS ALP (pkat/l) 37°C

muzi 0,67 - 2,15
Zeny 0,58 -1,74
deti (chlapci od 13 do 17 rokov) <6,15

deti (diev€ata od 13 do 17 rokov) <31

novorodenci <417

Referenéné rozmedzie je iba orienta¢né, doporucuje sa, aby si kazdé laboratori-
um overilo rozsah referenéného intervalu pre populaciu, pre ktori zabezpecuje
laboratérne vysetrenie.

VYKONNOSTNE CHARAKTERISTIKY
Vykonnostné charakteristiky boli ziskané na automatickych analyzatoroch ERBA XL.
Udaje ziskané vo vasom laboratériu sa mézu od tychto hodnét lisit.

Dolna medza stanovitelnosti: 0,053 pkat/l

Linearita: do 18 pkat/l

Pracovny rozsah: 0,053 — 18 pkat/l

PRESNOST
Intra-assay (n=20) F(’;t:t,;r (psaDtll) (C‘,/:I)
Vzorka 1 4,96 0,043 0,87
Vzorka 2 7,68 0,082 1,07
Inter-assay (n=20) F;;i::I%r (ulel) (E/:I)
Vzorka 1 1,04 0,028 2,68
Vzorka 2 3,19 0,085 2,66

POROVNANIE S KOMERCNE DOSTUPNOU METODOU
Linearna regresia:

N =40

r=0,996

y = 0,947 x — 0,060 pkat/l

INTERFERENCIE
Nasledujuce analyty neinterferuja:
hemoglobin do 5 g/, bilirubin do 40 mg/dl, triglyceridy do 2000 mg/d|

BEZPECNOSTNE CHARAKTERISTIKY

Uréené na in vitro diagnostické pouzitie opravnenou a odborne spdsobilou osobou.
Cinidla stpravy obsahuju menej nez 0,1 % azidu sodného, ktory je klasifikovany
ako velmi toxicky a nebezpeény pre Zivotné prostredie. Cinidlo R2 obsahuje <0,7%
zieravého hydroxidu draselného a je klasifikované ako drazdiveé.

€rba’

Vystrazné upozornenie:

H315 Drazdi kozZu.

H319 Spoésobuje vazne podrazdenie oi.

Bezpecnostné upozornenie:

P280 Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare.
P302+P352 PRI KONTAKTE S POKOZKOU: Umyte velkym mnoz-
stvom vody.

P305+P351+P338 PO ZASIAHNUTI OCI: Niekolko minut ich opa-
trne vyplachujte vodou. Ak pouzivate kontaktné SoSovky a ak je to
mozné, odstrarite ich. Pokracdujte vo vyplachovani.

PRVA POMOC

Pri ndhodnom poziti vyplachnut usta a vypit asi 0,5 | vody, pri vniknuti do oka vykonat
rychly a dékladny vyplach pridom &istej vody. Pri postriekani umyt pokozku teplou vo-
dou a mydlom. Vo vaznych pripadoch poskodenia zdravia vyhladat lekarsku pomoc.

NAKLADANIE S ODPADMI

VSetky spracované vzorky je nutné povazovat ako potencialne infekéné a spolu s pri-
padnymi zvySkami ¢inidiel ich likvidovat podla vlastnych internych predpisov ako nebez-
pecny odpad v sulade so Zakonom o odpadoch.

Papierové a ostatné obaly sa likviduju podla druhu materialu ako triedeny odpad (papier,
sklo, plasty).

POSTUP MERANIA
Vinova dizka

Pozor

420 (405 — 430) nm

Kyveta 1cm
Teplota 37°C
Objemovy pomer sérum/reakéna zmes 1/51

Objem pracovnych roztokov a vzoriek mozno menit, pre garanciu analytickych para-
metrov v8ak musi byt ich vzajomny pomer zachovany.

Dvojreagen¢na metoda — Start substratom

Reagencny blank Kalibrator Vzorka
Cinidlo 1 0,800 ml 0,800 ml 0,800 ml
Vzorka - - 0,020 ml
Kalibrator - 0,020 ml -
Destilovana voda 0,020 ml - -
Premies$a sa a po inkubacii 5 min (37°C) sa prida:
| Cinidio 2 | o0200m [  o0200m 0200m |

Premiesa sa, inkubuje sa 1 minatu pri 37°C a potom sa odmeria absorbancia vzorky
(AAVZ) a kalibratora (AAkaI) oproti reagenénému blanku v jednominutovych intervaloch
po dobu 3 minut. Vypodita sa priemerna zmena absorbancie AA za 1 mindtu (AA/min).

Jednoreagenéna metéda — Start vzorkou

Reagencny blank Kalibrator Vzorka
Pracovny roztok 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml
Vzorka - - 0,020 ml
Kalibrator - 0,020 ml -
Destilovana voda 0,020 mi - -

Premie$a sa, inkubuje sa 1 minttu pri 37°C a potom sa odmeria absorbancia vzorky
(AAVZ) a kalibratora (AA aI) oproti reagenénému blanku v jednominutovych intervaloch
po dobu 3 minut. Vypocita sa priemerna zmena absorbancie AA za 1 minatu (AA/min).
VYPOCET

AA__/min

Alkalicka fosfataza (pkat/l) = —%——— x C

f kal
al /min

Ckal = koncentracia kalibratora
Aplikacie na automatické analyzatory sii dodavané na vyziadanie.
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FOSFATASA ALCALINA

Catalogo. No. | Nombre del paquete | Presentacion (contenido)
BLT00003 ALP AMP 150 R1:4 x 30 ml, R2: 1 x 30 ml
BLT00004 ALP AMP 500 R1:4 x 100 ml, R2: 1 x 100 ml

E c€
USO PREVISTO

Reactivo de diagndstico in vitro cuantitativo para la determinacion cuantitativa de fosfatasa
alcalina en suero o plasma humano.

SIGNIFICADO CLIiNICO

ALP humana consiste en un grupo de enzimas que hidrolizan los fosfatos a un pH alcalino.
ALP se encuentra en practicamente todos los tejidos del cuerpo pero en altas concentraciones
en los osteoblastos del hueso, higado, placenta, rifidn, pared intestinal y glandulas mamarias
lactantes. En los adultos la ALP que se encuentra normalmente circulando en el suero se de-
riva en gran parte del higado. En los nifios o adolescentes, pasando por el desarrollo puberal,
hay un aporte adicional de hueso y esto representa un mayor rango de referencia para estos
grupos. El embarazo también eleva los valores normales de fosfatasa alcalina.

Niveles elevados de ALP a menudo se observan en la enfermedad 6sea o enfermedad del
higado que involucra el tracto biliar. Si la fuente de la isoenzima no es evidente entonces la
mediciéon de GGT puede ayudar a distinguir entre las dos. Una GGT elevada en presencia de
ALP elevada sugeriria que el higado es la fuente principal.

Aumento ALP (generalmente normal GGT) se observa en la Osteomalacia y raquitismo, hiper-
paratiroidismo primario que involucra el hueso, enfermedad de Paget, carcinoma secundario
en hueso y en algunos casos de sarcoma osteogénico. El Niveles elevados de fosfatasa al-
calina (generalmente con una elevada GGT) se observan en la colestasis, hepatitis, cirrosis,
lesiones localizadas y procesos malignos que involucran hueso o higado. Bajos niveles de
fosfatasa alcalina pueden observarse en condiciones que causan el crecimiento 6seo o en
Hipofosfatasia.

PRINCIPIO
El método seguin recomendacién de IFCC. Este método utiliza 4-nitrofenil fosfato como sustrato.
Bajo condiciones éptimas, la ALP presente en la muestra cataliza la siguiente reaccion:
ALP

AMP + 4-NPP + H,0 -

Mg ?*/ Alcalino pH
4-nitrofenol tiene un color amarillo intenso al tener el pH de la reaccion, El reactivo contiene
también un sistema de buffer de iones metalicos para asegurar que se mantenga la concen-
tracion optima de magnesio y Zinc. El bufer de iones metalicos también puede quelatar otros
iones potencialmente inhibitorios que pueden estar presentes. La reaccion se monitorea mi-
diendo el aumento en la tasa de absorbancia a 405 o 415 nm vy la cual es proporcional a la
actividad de fosfatasa alcalina en suero.

COMPOSICION DEL REACTIVO
R1

4-nitrophenol

Tampén de AMP, pH 10.4 434 mmol/l
Magnesio acetato 2.48 mmol/l
Mmol/l de sulfato de cinc 1.24 mmol/l
HEDTA 2.48 mmol/|
R2

p-nitrofenil fosfato 19.5 mmol/l

PREPARACION DEL REACTIVO
Reactivo liquido, listo para usar.

ESTABILIDAD Y ALMACENAMIENTO
Los reactivos sin abrir son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta de la
botella y el estuche cuando se almacena a 2-8°C.
Método de dos reactivos — inicio de sustrato
Reactivos estan listos para usar. Después de abrir, los reactivos son estables hasta la fecha de
caducidad de 2 a 8°C si esta almacenado en condiciones apropiadas, tapado cuidadosamente
y sin ninguna contaminacion.
La absorbancia maxima permisible del reactivo de trabajo medido a 420 nm frente agua de-
stilada es 1.0.
Método de Monoreactivo — inicio de la muestra
Mezcle 4 partes del reactivo R1 con 1 parte del reactivo R2.
Estabilidad: 1 semana de 15-25°C en la oscuridad

4 semanas de 2-8°C en la oscuridad
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MANIPULACION Y RECOGIDA DE MUESTRAS
Use suero, plasma (heparina, EDTA).
Se recomienda seguir los procedimientos de NCCLS (o similares condiciones estandarizadas).
Estabilidad en suero / plasma: 4 horas a 20-25°C
3dias a4-8C
2 meses a -20°C
Deseche las muestras contaminadas.

CALIBRACION

Se recomienda calibracion con calibrador XL MULTICAL, Cat. No. XSYS0034.

CONTROL DE CALIDAD

Para el Control de Calidad se recomienda ERBA NORM, Cat. No. BLT00080 y ERBA PATH,
Cat. No. BLT00081.

CONVERSION DE UNIDADES

U/l x 0.017 = pkat/l

VALORES esperados 4

a37°C
Mujeres: 4-15 afos: 54-369 U/l
20-50 afios: 42-98 U/l
2 60 afios: 53-141 U/l
Hombres: 1-12 afios:  54-369 U/I
20-50 afos: 53-128 U/l
2 60 afios: 56-119 U/I

Se recomienda que cada laboratorio verifique o derive un intervalo de referencia para la
poblacién que evalta.

DATOS DE DESEMPENO

Los datos dentro de esta seccién son representativos del desempefio en los sistemas ERBA
XL. Los datos obtenidos en su laboratorio pueden diferir de estos valores.

Limite de cuantificacion: 3.2 U/I

Linearidad: 1080 U/I

Rango de medicion: 3.2-1080 U/
Precision intraensayo Media SD Ccv
Promedio (n = 20) (uny (uny (%)
Muestra 1 297.6 2.58 0.87
Muestra 2 460.8 4.92 1.07
Precision inter-ensayo Media SD cv
Promedio (n = 20) (uny (uny (%)
Muestra 1 62.4 1.68 2.68
Muestra 2 191.4 5.10 2.66

COMPARACION

Una comparacion entre fosfatasa alcalina de los sistemas XL (y) y una prueba disponible
comercialmente (x) usando 40 muestras dio los siguientes resultados:

y =0.947 x - 3.60 U/l

r= 0.996

INTERFERENCIAS
Las sustancias siguientes no interfieren:
Hemoglobina hasta 5 g/l, bilirrubina hasta 40 mg/dl, triglicéridos hasta 2000 mg/dI.

WARNING AND PRECAUTIONS

Para uso de diagnéstico in vitro. Para ser manejado por persona titulada y educada pro-
fesionalmente.

Los reactivos del estuche contienen menos del 0.1% de azida sédica - clasificada como sustan-
cia muy toxica y peligrosa para el medio ambiente. Reactivo R2 también contiene <0.7% KOH
y esta clasificado como irritante.

Indicacion de peligro:

H315 Provoca irritacion cutanea

H319 Provoca irritacién ocular grave

Consejo de prudencia:

P280 Usar guantes/ropa de proteccién/equipo de proteccién para los ojos.
P302+P352 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con abundante agua.
P305+P351+P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Enjuagar con agua
cuidadosamente durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto cuando estén
presentes y pueda hacerse con facilidad. Proseguir con el lavado.

Atencion

€rba:

MANEJO DE RESIDUOS
Por favor consulte los requisitos legales locales.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Longitud de onda: 420 (405 —430) nm
Cubeta: 1cm

Método de dos reactivos - Inicio de sustrato

Blanco de Reactivo Calibrador Muestra
Reactivo 1 0.800 ml 0.800 ml 0.800 mi
Muestra - - 0.020 mi
Calibrador - 0.020 ml -
Agua destilada 0.020 ml - -
Mezclar y afiadir después de la incubacién de 5 minutos (a 37° C) agregar:
Reactivo 2 0200m | 0200m [  0.200ml

Mezclar, incubar 1 min a 37° C y luego medir la absorbancia inicial del calibrador y la muestra
contra el blanco del reactivo. Medir el cambio de absorbancia exactamente después de 1, 2
y 3 min. Calcular el cambio de absorbancia en 1 minuto (AA/min).

Método de Mono reactivo - Inicio de la muestra

Blanco de Reactivo Calibrador Muestra
Reactivo de trabajo 1.000 ml 1.000 ml 1.000 ml
Muestra - - 0.020 ml
Calibrador - 0.020 ml -
Agua destilada 0.020 ml - -

Mezclar, incubar 1 min a 37° C y luego medir la absorbancia inicial del calibrador y la muestra
contra el blanco del reactivo. Medir el cambio de absorbancia exactamente después de 1, 2y
3 min. Calcular el cambio de absorbancia en 1 minuto (AA/min).

CALcuLO
AA_, /min.
1.ALP (Ul)= ——x C
AA_, /min.
2. usando el factor:
ALP (UN) = f x AA/min
f = factor f=2764 (a 405 nm)

Aplicaciones para analizadores automaticos estan disponibles a solicitud.
PARAMETROS DE ENSAYO PARA FOTOMETROS

C_,, = concentracion del calibrador

cal

Modo Cinética
Longitud de onda (nm) 405
Volumen de muestra (pl) 10/20
Reactivo de trabajo volumen (pl) 500/1000
Tiempo de espera (seg.) 60
Intervalo cinético (seg.) 60
No. de lecturas 3
Factor cinético 2764
Temperatura (°C) de la reaccion 37
Direccioén de la reaccion Aumento
Normal bajo U/I 42
Normal alto U/l 128
Linearidad baja U/ 3.2
Linearidad altaU/l 1080
Blanco con Reactivo
Limite de absorbancia (maximo) 1.4
Unidades U/l
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