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ALKALIKUS FOSZFATAZ (ALP) (€
STABIL FOLYEKONY REAGENS

Kodszam: 48261 48263 48262
Kiszerelés: 125 ml 10x25 ml 600 ml
(1x100ml+1x25ml) (10x20ml+10x5ml) (1x480ml+1x120ml)

A szérum alkalikus foszfatiz aktivitisinak meghatirozasira szolgil6 reagenskészlet.
Optimalizalt DGKC moédszer.

Az alkalikus foszfataz sejtmembranhoz kotott enzim, amely a legtobb szovetben eléfordul.
Haromféle szoveti eredetli izoenzime van: vékonybél, placenta, csont /maj/ vese. Dimer
molekula, Zn™* ionokat tartalmaz, amik szerepet jatszanak a stabil szerkezet fenntartdsaban
és a Kkatalizisben. A szérumban talalhatd enzim csont, maj és vékonybél eredeti.
Terhességben a placenta eredetii izoenzim dominal (65°C-on hdstabil). Az izoenzimeket
korabban kiilonboz6 gatlokkal, hokezeléssel valasztottak el. Meghatarozasukra egyre
elterjedtebb modszer az elektroforézis. Az enzimaktivitas ndvekedés elsdsorban egyes maj-
és csontbetegségek velejardja, de pajzsmirigy, intestinalis betegségek, stlyos
baktériumfert6zés esetén is mérhet6 emelkedett enzimaktivitas.

A meghatirozas elve

Az enzim lugos pH-n a monofoszfatok hidrolizisét katalizalja. A DGKC ajanlas szerinti
kinetikus, optimalizalt modszer alapjan a vérben 1évé alkalikus foszfataz katalizalja a p-
nitrofenil-foszfat (pNPP) szubsztrat hidrolizisét, melynek soran p-nitrofenol (fenoxi
forméban) és szervetlen foszfat keletkezik. A Mg"™ ionok novelik az aktivitdst. A 405 nm-
en mért abszorbanciandvekedés aranyos a szérum alkalikus foszfataz aktivitasaval.

ALP+Mg?*
p-nitrofenil-foszfat+H,0 — 95 b nitrofenol + foszfit

Referencia-értéktartomany
Gyermekek: 200-1000 U/I (3,4-17,0 pkat/l)
Felnéttek: 100-300 U/I (1,7-5,1 pkat/1)
Minden laboratériumnak ajanlott a sajat normalérték-tartomanyat meghatarozni.

Reagensek
1. Reagens (R1)
Dietanolamin puffer (pH= 9,80) 1,0 mol/l

Magnézium-klorid 0,6 mmol/I
2. Reagens (R2)
p-nitrofenil-foszfat 10,0 mmol/I

Biztonsagi informaciok

Reagens 1:

Veszély.  Dietanolamint tartalmaz. Lenyelve artalmas. Bdrirritdlo hatasta. Sulyos
szemkarosodast okoz. Ismétlédé vagy hosszabb expozicio esetén karosithatja a szerveket.
Védokesztyti/védoruha/szemvédd/arcvédd hasznilata kotelezd. SZEMBE KERULES
esetén: Tobb percig tartd dvatos 6blités vizzel. Adott esetben a kontaktlencsék eltavolitasa,
ha konnyen megoldhaté. Az 6blités folytatasa.

Minta
Hemolizismentes szérum. Stabilitas: 4 nap (2-8°C)

Reagensek stabilitisa

A reagensek fényt6l védve és 2-8°C-on tarolva

felbontas nélkiil: a cimkén jelzett ideig,

felbontas utan: 30 napig hasznalhato.

kalibracios gyakorisag: 7 nap

onboard stabilitas: 7-28 nap

A stabilitasok kizarolag 4j rendszerflakon hasznalata esetén érvényesek!

A VIZSGALAT KIVITELEZESE

A munkareagens elkészitése
e Egykomponensii reagens készitése:
Keverjiink 0ssze négy térfogatnyi R1 reagenst egy térfogatnyi R2 reagenssel.
Stabilitasa: 2-8°C-on 14 nap
20-25°C-on 48 ora
o Eljaras két reagens alkalmazasaval:
A reagensek felhasznalasra készek.
Fénytol védve tarolando!
Amennyiben a munkareagens 405 nm-en mért abszorbancidja meghaladja az 1,3-at, a
reagens nem hasznalhato.

A mérési eljaras

Hullamhossz: 405-410 nm
Hémérséklet: 37°C

Fényut: lcm

Mérési mod: kinetikus (névekvd)

Bemérés egy reagens esetén:

standard minta
munkareagens iml 1ml
standard 20ul
minta 20ul

Osszekeverés és egyperces inkubalds utin olvassuk le az abszorbanciaértékeket levegdvel
vagy vizzel szemben kétszer percenként. Szamitsuk ki az egy percre esé
abszorbanciavaltozast (AA/perc).

Bemérés két reagens esetén:
[R1 [ 800 ul |
[ Minta | 20 pl |
Keverjik 6ssze és inkubaljuk 1 percig.
[R2 [ 200 ul |

Osszekeverés és egyperces inkubalds utin olvassuk le az abszorbanciaértékeket levegdvel
vagy vizzel szemben kétszer percenként. Szamitsuk ki az egy percre esd
abszorbanciavaltozast (AA/perc).

Kalibracio (DGKC modszer,dietanolamin puffer, 37°C-on)

S1:Desztillalt viz

S2: Diagnosticum DunaCal (katalogusszam: Dcal) vagy

Roche C.F.A.S.(Calibrator for automated system) vagy
Randox Calibration Serum Level | vagy
Randox Calibration Serum Level I
Ajanlott 0j kalibraciot végezni:
- 0j gyartasi szamu készlet felbontasakor,
- ahogy ezt a laboratorium belsé mingségiigyi rendszere elbirja.
Az eredmény kiszamitasa kalibracioval

AAminta

AAstardard
A=abszorbancia, C=koncentracio

X Cqargard = Crinta

Az eredmény kiszamitisa faktor hasznalataval
405 nm: AA/perc x 3250 = U/I

Belsé mindségellenérzés

A mindségellendrzés ajanlott minden laboratoriumnak. Két kiilonb6z6 szintii (egy normal
¢és egy emelkedett) kontrollt javaslunk. A kontrollok mért értékeinek a gyarto altal
meghatarozott tartomanyba kell esniiik. Ha a tartomanyon kiviil esnek az értékek, ajanlott
korrigalni a méréseket. Ajanlott kontrollok: Diagnosticum DunaCont N (Katalogusszam:
Dcon-N) and DunaCont P (Katalogusszam: Dcon-P).

A REAGENS TELJESITMENYJELLEMZOI

A méréseket Olympus 600-as automatan végeztiik (37°C). Atvaltas: [U/I]=[ukat/1]x60

Linearitasi tartomany
A modszer 35 — 1800 U/I (0,58 — 30 pkat/l) tartomanyban linearis

Kimutatasi hatar
A kimutatasi hatar 0,001 U/1

Erzékenység

Minden laboratérium szamara ajanlott meghatarozni sajat érzékenységi hatart, mivel ezt az
alkalmazott spektrofotométer érzékenysége is befolyasolja. A kézi mérés koriilményei
kozott 0,001 Abs/min 405 nm-en mért abszorbanciavaltozds megegyezik 3,00 U/l
(0,05pkat/1) alkalikus foszfataz aktivitassal.

Precizitas
Reprodukalhatésag
n=20 Atlag aktivitas (U/I) SD CV %
1. minta 176 4,03 2,29
2. minta 416 5,95 1,43
Ismételhetéség
n=20 Atlag aktivitas (U/I) SD CV %
1. minta 191 1,75 0,91
2. minta 642 6,17 0,96
Korrelacio

Osszehasonlitottuk reagensiinket mésik gyartd alkalikus foszfataz reagensével. A
legalacsonyabb alkalikus foszfataz aktivitas 36 U/l, a legmagasabb alkalikus foszfataz
aktivitas 1925 U/l volt.

A korrelacios regresszi6 adatai a kovetkezok:

korrelacios koefficiens: r=0,9998,

linearis regresszio: y (U/1) =0,998x+3,949

(x=mas gyart reagense, y= sajat reagens).

Szelektivitas
Bilirubin 0,075 g/l-ig (128,3 umol/l), lipid 10 g/l-ig, glikoz 10 g/l-ig (55,5 mmol/l)
aszkorbinsav 0,5 g/l-ig (2,84 mmol/l) nem befolyasolja a mérést.

Megjegyzés

A meghatarozast a vérvételt kovetden a lehetd legrovidebb iddn beliil ajanlatos
elvégezni. Az izoenzimek stabilitasa kiilonbozo. A kelatképzd anyagok (EDTA) zavarjak a
meghatarozast. Ne hasznalja a reagenst a csomagolasa cimkéjén feltiintetett lejarati datum
eltelte utan. A készitményeket, tesztoldatokat és reagenseket csak az itt leirt teszthez
szabad felhaszndlni.

Csak in vitro diagnosztikai hasznalatra alkalmas.

A cimkéken a kovetkezé szimbélumok lehetnek

In vitro diagnosztikai LOT

orvostechnikai eszkoz

N Gyarto
C € CE-jelolés

Gyartasi szam
Kodszam

Tarolasi irany

SE[

’i, Tarolasi hmérséklet Biologiai veszély
g Lejarati id6 (év/honap)
Irodalom

HaussamentT.U. et a L Clin. Chim. Act. 35,271-273,(1977)
Szabo A.: Klinikai laboratoriumi vizsgalatok és paraméterek (2010)
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ALKALINE PHOSPHATASE (ALP) CE€
STABLE LIQUID REAGENT

Cat. No.:: 48261, 210223 48263, 210203 48262, 210264
Size 125 ml 10x25 ml 600 ml
(1x100ml+1x25ml) (10x20ml+10x5ml) (1x480ml+1x120ml)

Reagent kit for the quantitative determination of alkaline phosphatase activity in
serum, DGKC method.

Alkaline phosphatase is a membrane-bound enzyme which is present in most tissues. It has
three different isoenzymes derived from small intestine-placenta-bone/liver/kidney. It is a
dimer molecule containing Zn** ions, which play a role in the maintenance of structure and
catalysis. The enzyme found in human serum is derived from bone, liver and small
intestine. During pregnancy the enzyme from the placenta dominates (it is heat stable at
65°C). In the past the isoenzymes were separated using various inhibitors and heat. The
role of electrophoresis is growing in determining the concentrations. The increase in
enzyme activity is prevalent in various hepatic and bone decrease states. The level is also
increased in certain diseases of the thyroid gland, intestinal tract and in several bacterial
infection.

Principle
The enzyme catalyses the hydrolysis of monophosphates at an alkaline pH. In the past
various substrates were used (including glycerophosphate, phenylphosphate), according to
the recommendation by DGKC which is a kinetic method. The Alkaline phosphatase
present in the sample catalyses the hydrolysis of p-Nitrophenylphosphate (pNPP) during
which  p-Nitrophenol and Phosphate are released. Mg*™* ions enhance activity. The
increase in absorbance at 405 nm correlates with the activity of serum alkaline
phosphatase.
Kinetic determination of the alkaline phosphatase based upon DGKC and SCE
Recommendation (p-NPP).

++
p-nitrophenylphosphate +H,0 MQ_) p-nitrophenol +inorganic phosphate
Reference values
Children: 200-1000 U/I (3,4-17,0 pkat/l)
Adults: 100-300 U/I (1,7-5,1 pkat/l)
It is recommended that each laboratory should assign its own normal range.

Reagents

1. Reagent (R1)

Diethanolamine buffer, pH=9.80 1 mol/l
Magnesium chloride 0.6 mmol/I
2. Reagent (R2)

p-Nitrophenylphosphate (solution) 10 mmol/l

Safety instructions:

Reagent 1: Danger. Contains Diethanolamine. Harmful if swallowed. Causes skin
irritation. Causes serious eye damage. May cause damage to organs through prolonged or
repeated exposure. Wear protective gloves/protective clothing/eye protection/face
protection. IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes. Remove contact
lenses if present and easy to do — continue rinsing.

Samples
Serum free of haemolysis. Stability: 4 days (2-8°C)

Stability

without opening: till the expiry date indicated on the label
after opening: 30 days

calibration frequency: 7 days

onboard stability: 7-28 days

Stability data are valid only when using new system bottle!
The absorbance at 410 nm should not be higher than 1,3

PROCEDURE
The reagents are ready to use
Assay conditions
Wavelength: 405-410 nm
Temperature: 37°C
Cuvette: 1 cm light path
Read against: distilled water or air
Method: kinetic (increasing)
Working reagent:
Mix R1 and R2 in 4:1 ratio.
Stability:  at2-8°C 14 days
at 20-25°C 48 hours
standard sample
working reagent 1ml 1ml
standard 20ul
sample 20ul

Mix and after one minute incubation, read the absorbance agains air or water for two
minutes. Determine the change of optical density per minute (AA/min).
Two-reagent procedure

[ Reagent 1 [ 800 ul |

[ 'sample [ 20l |
Mix and wait 1 minute.

[ Reagent 2 [ 200 ul

Mix and after a 60-second incubation read the change of optical density (AA) during 2
minutes. Determine the change of optical density per minute (AA/min).

Calibration: (37°C, DGKC method, DEA puffer)

S1: Distilled water

S2: Diagnosticum DunaCal Cat. No.: Dcal or

Roche C.F.A.S. (Calibrator for automated system) or

Randox Calibration Serum Level | or

Randox Calibration Serum Level Il

Calibration frequency

Two-point calibration is recommended:

- after reagent lot change,

- as required following quality control procedures.

Calculation using calibration
AA,

sample _
AA XCstardard - Csample
standard

A = Absorbance, C = Concentration
Calculation using factor
405 nm: AA/minute x 3250 = U/l; 405 nm: AA/minute x 54,2 = pkat/l

Quiality control

A quality control program is recommended for all clinical laboratories. The analysis of
control material in both the normal and abnormal ranges with each assay is recommended
for monitoring the performance of the procedure. Each laboratory should establish
corrective measures to be taken if values fall outside the limits. Recommended controls:
Diagnosticum DunaCont N (Cat. No.: Dcon-N) and DunaCont P (Cat. No.: Dcon-P)

PERFORMANCES DATA

The following data were obtained using the Olympus 600 analyzer. Conversion factor:
[U/]=[pkat/1]x60

Linearity
The method is linear in the range 35 — 1800 U/I (0,58 — 30 pkat/1)

Limit of detection
The limit of detection is 0,001 U/I

Sensitivity

It is recommended that each laboratory establishes its own range of sensitivity as this is
limited by the sensitivity of the spectrophotometer used. Under manual conditions
however, a change of 0.001 Abs units/min is equivalent to 3.00 U/I (0,05ukat/l) Alkaline-
phosphatase activity at 405 nm.

Precision
n=20 Reproducibility
Sample Average activity (U/l) SD CV%
Sample 1. 176 4.03 2.29
Sample I1. 416 5.95 1.43
n=20 Repeatability
Sample Average activity (U/l) SD CV%
Sample 1. 191 1.75 0.91
Sample I1. 642 6.17 0.96
Correlation

Comparative studies were done to compare our reagent with another commercial alkaline-
phosphatase assay on 47 human samples. The alkaline phosphatase activity was between 36
U/l'and 1925 U/I.

The results from these studies are detailed below.

Correlation coefficient: r=0.9998

Linear regression: y (U/l)= 0.998x+3.949

(x= other commercial reagent, y= own reagent).

Specificity

Bilirubin 128.3 umol/l (7,5mg/dl), lipid 1000mg/dl, glucose 55.5 mmol/l (1000mg/dl) and
ascorbic acid 2.84 mmol/l (50mg/dl) don’t interfere with the assay up to the given levels.
Note

The enzyme activity is best measured within a few hours of taking the blood sample. Do
not pipette reagents by mouth! The stability of the isoenzymes is different. Chelating
agents (EDTA) interfere with the reaction.

Do not use reagents after the expiry date stated on each reagent container label. Do not use
products, test solutions and reagents described above for any purpose other than described
herein.

For in vitro diagnostic use only.

The following symbols can be used on the labels

In vitro diagnostic device m Batch code

N Manufacturer Catalogue number
C E CE-marking IE This way up
'i, Temperature limitations @

2 Use by (year/month)
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