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Utilizarea prevazuta
Pentru determinarea cantitativa a fosfatazei acide in ser. Rx Only.

Semnificatia clinica

Niveluri foarte ridicate ale fosfatazei acide prostatice apar in cazurile de
cancer de prostatd cu metastaze. Intrucét fosfataza acida este produsa si in
alte tesuturi, izoenzima prostatica trebuie diferentiatad de cea non-prostatica
pentru un diagnostic precis. Au fost observate niveluri crescute de fosfataza
acidad non-prostatica la pacientii cu boala Paget, hiperparatiroidism cu
afectare a scheletului si in cancerele care au invadat oasele.”

Istoricul metodei

Compusii fosfatati propusi de-a lungul anilor ca substraturi pentru masurarea
activitatii fosfatazei acide includ fenilfosfat, a-glicerolfosfat, p-nitrofenilfosfat
si fosfat de timolftaleind. Majoritatea substraturilor de mai sus au fost fie
insensibile la micile cresteri ale activitétii fosfatazei acide prostatice, fie au
fost prea sensibile la fosfataza acidd non-prostatica din ser. Tn 1971, Roy et
al' au propus o metoda care foloseste timolftaleind monofosfat de sodiu ca
substrat specific pentru fosfataza acida prostatica. O modificare efectuata
de Ewen and Spitzer? in 1976 a Tmbunatatit sensibilitatea metodei Roy.
Chiar daca procedura modificata s-a bucurat de o larga acceptare, aceasta
are dezavantajul ca este o procedura lunga si minutioasa si c& nu este total
specifica pentru fosfataza acida prostatica; de asemenea, masoara fosfataza
acida eritrocitara si trombocitara.

Tn 1959, Babson et al® au propus o metoda care foloseste alfa-naftilfosfat ca
substrat specific pentru fosfataza acida prostatica. Specificitatea a fost
contestata de Amador* in 1969.

Tn 1971, Hilmans a propus o metoda care includea 2-amino-5-clorotoluen
diazotizat (Fast Red TR) care forma un colorant diazoic, puternic absorbant
la 405 nm. L-tartratul a fost utilizat ca inhibitor specific al fosfatazei acide
prostatice pentru a stabili diferential cantitatea de izoenzimé prostatica.t
Metoda cinetica de mai sus este specifica, rapida, simpla si poate fi usor
adaptata la instrumentele automate.

Principiul
Fosfataza acida
o-naftilfosfat + HoO ------emmmememaemv » o-naftol + I. Fos.
o-naftol + Fast Red TR -----------mmeenmo- » colorant diazoic (cromofor)

a-naftilfosfat este hidrolizat de fosfataza acida serica in a-naftol si fosfat
anorganic. Viteza de hidroliza este proportionald cu activitatea enzimatica
prezentd. o-naftol produs este cuplat cu Fast Red TR pentru a produce un
complex colorat care absoarbe lumina la 405 nm. Reactia poate fi
cuantificatd fotometric deoarece reactia de cuplare este instantanee. L-
tartratul inhiba fosfataza acida prostatica, dar nu interfereaza cu mecanismul
de reactie. Prin urmare, daca testarea este efectuatd in prezenta si in
absenta L-tartratului, diferenta dintre rezultatele celor doua teste este nivelul
de fosfataza acida prostatica din ser.

Reactivi

1. Reactiv fosfatazd acidd (concentratile se refera la reactivul
reconstituit):  a-naftilfosfat 3mM, Fast Red TR 1mM, acid citric 20mM,
citrat de sodiu 60mM, pH 5,3 + 0,1.

2. Reactiv L-tartrat (concentratiile se refera la reactivul reconstituit):  L-
tartrat de sodiu 2M, acid citric 70mM, citrat de sodiu 10mM, pH 5,3 +
0,1.

3. Solutie tampon acetat: 5M, pH 5,0.

Prepararea reactivului
1. Reconstituiti reactivul fosfataza acidd cu volumul de apd distilata
mentionat pe etichetd. Amestecati pentru a dizolva.
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2. Reconstituiti reactivul L-tartrat cu 5,0 mL apa distilatd. Incalziti reactivul
pentru a favoriza dizolvarea, daca este necesar.
3. Solutia tampon acetat este gata de utilizare.

Depozitarea reactivului

1. Flacoanele nedeschise sunt stabile pana la data expirarii indicata pe eticheta
flaconului, daca sunt depozitate la frigider (2-8°C).

2. Reactivul reconstituit fosfataza alcalind este stabil timp de 24 de ore la
temperatura camerei (22-28°C) si timp de 14 zile daca este depozitat la
frigider (2-8°C).

3. Reactivul reconstituit L-tartrat este stabil daca este depozitat la frigider (2-
8°C) pana la data expirarii indicatd pe eticheta flaconului. In caz de
cristalizare, incalziti la temperaturi moderate (40-50°C) péna la dizolvare.

4. Solutia tampon acetat este stabila dacd este depozitata la frigider (2-8°C)
pana la data expirarii indicata pe eticheta flaconului.

Deteriorarea reactivului

Reactivul nu trebuie utilizat daca:

1. Reactivul fosfataza acida reconstituit, faré ser adaugat, are o absorbanté mai
mare de 0,300 atunci c&nd este masuraté la 405 nm faté de apa.

2. Reactivul L-tartrat este precipitat. Aplicati céldura (40-50°C) pentru a dizolva
din nou reactivul.

Precautii
Acest reactiv este doar pentru diagnostic in vitro.

Recoltarea si depozitarea specimenelor

1. Utilizati doar ser transparent, nehemolizat.

2. Serul trebuie separat de coagul in doua ore de la colectare.

3. Activitatea fosfatazei acide este extrem de labild la temperatura camerei.
Stabilizarea enzimei se poate obtine doar prin acidifierea cu solutia tampon de
acetat furnizatd. Adaugati 20 uL (0,02 mL) de solutie tampon per 1,0 mL de
ser. Amestecati. Probele de ser tratate vor ramane stabile timp de 7 zile daca
sunt pastrate la frigider la 2-8°C.8

4. Nu utilizati plasmd. Anumite anticoagulante inhibd activitatea fosfatazei acide
si/sau provoaca turbiditate.®

Interactiuni

1. Conform rapoartelor, nivelurile ridicate de bilirubina (probele icterice) inhiba
activitatea fosfatazei acide determinata prin aceasta procedura.®

2. O serie de medicamente si substante afecteaza activitatea fosfatazei acide.
Young, et al'! au publicat o lista cuprinzatoare.

Materiale furnizate

1. Reactiv fosfataza acida.
2. Reactiv L-tartrat.

3. Solutie tampon acetat.

Materiale necesare, dar nefurnizate

1. Dispozitive de pipetare precise

Tuburi de testare/rack

Cronometru

Spectrofotometru capabil s& masoare la 405 nm.

Apa distilata/deionizata.

Temperatura trebuie controlatd cu atentie in timpul testarii. Trebuie utilizatd o
cuva cu temperatura controlata (30 sau 37°C).

oA w

Procedura (automata)
Consultati instructiunile aplicatiei specifice instrumentului.

Procedura (manuala)

Nota: Stabilizati fosfataza acida imediat dupa separarea serului de coagul prin
adaugarea a 20 uL (0,02 mL) de solutie tampon acetat per 1,0 mL ser.
Amestecati si depozitati la frigider pand in momentul realizérii testarii.
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A. Fosfataza acida totala
1. Reconstituiti reactivul conform instructiunilor.
2. Etichetati tuburile ,Solutie de control”, ,Pacient” etc.
3. Pipetati 1,0 mL de reactiv in toate tuburile.
4. Setati la zero spectrofotometrul cu apa la 405 nm. Setati temperatura
cuvei la 30 sau 37°C.
5. Adaugati 100 uL (0,100 mL) de probé in tubul respectiv si lsati sa
incubeze timp de cinci minute.
6.  Dupa incubare, cititi si inregistrati absorbanta la intervale de un minut
timp de cinci minute pentru a stabili AA/minut.
7. Repetati procedura pentru fiecare proba.
8. Valorile (u/L) se obtin prin inmultirea AA/minut cu factorul. Consultati
sectiunea ,Calcul”.
B. Fosfataza acida non-prostatica
1. Adaugati 1,0 mL de reactiv in tubul etichetat corespunzétor.
2. Adaugati 10 uL (0,010 mL) de reactiv L-tartrat si amestecati.
3. Setati la zero spectrofotometrul cu apa la 405 nm. Setati temperatura
cuvei la 30 sau 37°C.
4. Adaugati 100 uL (0,100 mL) de proba, amestecati si incubati timp de
cinci minute.
5. Dupa incubare, cititi si inregistrati absorbanta la intervale de un minut
timp de cinci minute pentru a stabili AA/minut.
6.  Valorile (u/L) se obtin prin inmultirea AA/minut cu factorul. Consultati
sectiunea ,Calcul”.
C. Fosfataza acida prostatica
1. Valoarea se obtine prin scéderea rezultatului la testul fosfatazei
acide non-prostatice (B) din rezultatul testului fosfatazei acide
totale (A).

Limitari
Probele cu valori peste 35 u/L la 30°C sau peste 40 u/L la 37°C trebuie

diluate 1:9 cu solutie salind, reprocesate, iar rezultatul final trebuie inmultit cu
10.

Calcul
O unitate internationald este definitd drept cantitatea de enzima care
catalizeaza transformarea unui micromol de substrat pe minut in conditii
definite.

A. Calcularea fosfatazei acide totale.
_AAMin x108x 1,1 =ulL = AA/Min x 853
12,9x103x 1,0 x 0,1

B. Calcularea fosfatazei acide non-prostatice.
_AAMin x 108 x 1,11 = u/L = AA/Min x 860
12,9x103x 1,0 x 0,1

Unde:
108 = Conversia molilor in milimoli
1,1 = Volumul total de reactie (A.P. totala)
1,11 = Volumul total de reactie (A.P. non-prostatica)
12,9x103 = Absorbtia molard a complexului a-naftol Fast Red TR la
405 nm.
1,0 = Calea luminii in cm.
0,1 = Volumul probei (mL).

Calculele probei:

AA/Min. fosfataza acida totald = 0,010

AA/Min. Fosfataza acida non-prostatica = 0,009
Fosfataza acida totala: 0,010 x 853 =8,5 u/L
Fosfataza acida non-prostatica: 0,009 x 860 = 7,7 u/L
Fosfataza acida prostatica: 8,5-7,7 = 0,8 u/L

Controlul calitatii

1. Integritatea reactiei trebuie monitorizatd prin utilizarea unui ser de
control anormal cu valori cunoscute ale fosfatazei acide.

2. Fosfataza acida din serurile de control este mai labila decét in serurile
proaspete. Adaugati 20 uL (0,02 mL) de solutie tampon acetat per 1,0 mL
de apa utilizata pentru reconstituirea serurilor de control.

Valori agteptate

Fosfataza acida totala: 0-9 u/L la 30°C, 2,5-11,7 u/lL la 37°C

Fosfataza acida prostatica: 0-3 u/L la 30°C, 0,2-3,5 u/L la 37°C

Valorile au fost preluate din literatura de specialitate.’? Recomandam insistent ca
fiecare laborator sa Tsi stabileasca propriul interval normal.

Performanta

1.

Linearitate: 35 u/L la 30°C, 40u/L la 37°C

2. Comparatie: Un studiu realizat cu aceastd metoda, cu un reactiv comercial cu o
formula similara, a dat urméatorul rezultat:
N=26 Totala prostatica
Coeficient de corelare 0,998 0,994
Ecuatie de regresie y=0,97x-0,40 y=0,97x-0,25
3. Precizie:
in cadrul ciclului de procesare (N=15) intre ciclurile de procesare (N=15)
Media SD. CV.% Media S.D. CV.%
8,7 0,14 1,6 (Totald) 3,7 0,28 7,6
33,3 0,29 0,9 (Totald) 78 0,18 2,3
7,2 0,57 7,9 (Prostatica) 32,7 0,36 1,1
29,4 0,67 2,3 (Prostatica)
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Certificat pentru efectuarea reactivilor

Reactivii Pointe sunt certificati ca fiind fabricati in conformitate cu parametrii specificati.
Orice produs reactiv Pointe care nu indeplineste specificatiile prin data de expirare
indicata va fi remediat imediat fara niciun cost suplimentar.
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