ATP Hexocinasa FS *
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Reactivo para la determinacion cuantitativa In Vitro de ATP en sangre y concentrados de
eritrocitos con el método de la hexocinasa en sistemas fotométricos

Informacion de pedido

NO de pedido Tamafio del envase
162019910021 R1 5x 20mL +R2 1x 25mL
1620099 10 065 3 x 3 mL Estdndar 100 pmol/dL

Resumen [1,2]

El contenido de ATP en sangre y concentrados de
eritrocitos proporciona informacidn acerca de la viabilidad
de los eritrocitos. Se ha demostrado que el contenido de
ATP en los eritrocitos se correlaciona con la tasa de
supervivencia de 24 horas de los eritrocitos [1].

Dado que los costes de medicion son relativamente bajos,
se recomienda utilizar el contenido de ATP como criterio
para la prueba analitica de la efectividad de los
concentrados de eritrocitos [2].

Principio
Glucosa + ATP —HK > glucosa-6-fosfato + ADP

Glucosa-6-fosfato + NAD*—G6P-DH > gjuconato-6-P +
NADH + H*

Conservacion y estabilidad de los
reactivos

Los reactivos y el estandar se pueden conservar a una
temperatura de 2 a 8 °C hasta el final del mes de
caducidad indicado en el envase, siempre que se evite la
contaminacién una vez abiertos los frascos. No se deben
congelar los reactivos.

Advertencias y medidas de precaucion

1. Los reactivos contienen como conservante azida de
sodio (0,95 g/L). No ingerir. Evitar el contacto con la
piel y las mucosas.

2. Observar todas las medidas de precaucidn necesarias
para la manipulacion de reactivos de laboratorio.

Preparacion de los reactivos
Los reactivos y el estandar ya estan listos para usar.

Concentraciones de los reactivos

R1: Soluciéon tamp6n TRIS pH 7,8 0,1 mol/L
Mg?* 4 mmol/L
Glucosa 20 mmol/L
NAD 2,1 mmol/L

R2: Mg** pH 7,0 4 mmol/L
Hexocinasa (HK) > 7,5 kU/L
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa > 7,5 kU/L

(G6P-DH)
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Preparacion de las muestras

Pipetear 1,0 mL de sangre o de concentrado de
eritrocitos con 1,0 mL de acido tricloracético al 12% (p/v)
en un tubo de centrifuga, mezclar bien y colocar durante
aprox. 5 minutos en un bafo de hielo. Centrifugar la
solucion de muestra durante 5 a 10 minutos a aprox.
3000 g. Utilizar 250 pL del sobrenadante claro inme-
diatamente después de la centrifugacion para el analisis.
El estdndar ATP puede afiadirse para su andlisis sin
realizar ninguna preparacion.

Nota:

La ATP presente en las muestras es inestable. El
contenido de ATP en la heparina o la sangre con EDTA
disminuye en el plazo de 24 horas a 2 a 8 °C hasta un
80%. La conservaciéon de las muestras a las que se ha
anadido acido tricloracético a -20 °C causa resultados
erréneos. Utilizar lo mas pronto posible el concentrado de
eritrocitos precipitado con el acido tricloracético.

Procedimiento

Longitud de onda 340 nm, Hg 365 nm, Hg 334 nm
Paso 6ptico 1cm

Temperatura 20 - 25 °C

Método de medida  respecto al aire o al agua

Valor de Muestra/

referencia estandar
Muestra/estandar - 250 pL
Agua destilada 250 pL -
Reactivo 1 2400 pL 2400 L

Mezclar, incubar durante 3 - 5 min. a 25 °C, leer la
absorbancia Al del valor de referencia y muestra /
estandar y, a continuacién, anadir:

Reactivo 2 600 pL 600 pL
Mezclar, incubar durante aprox. 15 min. a 25 °C. Leer
la absorbancia A2 del valor de referencia y muestra /

estandar en un periodo de 30 minutos.

*Fluid Stable = liquido estable



Calculo

AA = [AZ - Al]muestra/esta’ndar - [AZ - Al]valor de referencia

Para calcular la concentracion de ATP se multiplica AA con
el correspondiente factor F de la siguiente tabla:
Con preparacion Sin preparacion de
de las muestras las muestras

[umol/dL] [umol/dL]

340 nm 412,70 206,35

Hg 334 nm 420,71 210,36

Hg 365 nm 764,71 382,35

F =(Vxfx100)/(exvxd) [umol/dL]
V = volumen total en la cubeta [pl] = 3250
f = factor de dilucion en la preparacion de las =2,0
muestras

d = paso oOptico de la cubeta [cm] =1,00

\ = volumen de la muestra [pl] = 250

€ = coeficiente ext. NADH [I x cm™ x mmol™] = 6,3 a 340 nm
=3,4a365nm
= 6,18 a 334 nm

Control de calidad

Para controlar la precision y exactitud del test se
recomienda el empleo del estandar DiaSys ATP (nUumero
de pedido 1 6200 99 10 065, 3 x 3 mL).

Equipo adicional necesario

Solucion de acido tricloracético al 12% (pp/v)
Equipo usual de laboratorio

Rango de referencia [3]
Sangre ATP 38 - 62 pmol/dL
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Caracteristicas

Rango de medida

El test es adecuado para medir concentraciones de ATP de
37 a 370 pymol/dL a 365 nmo bien concentraciones de
20 a 400 pmol/dL a 334/340 nm. Si se sobrepasan estos
valores, debe reducirse el volumen de la muestra a 125 pl
y ajustarlo al nuevo volumen para calcular el factor F.

Interferencias

La preparacion de las muestras con acido tricloacético no
causa interferencias con lipidemia, hemoglobina, &cido
ascorbico hasta 30 mg/dL y bilirrubina hasta 60 mg/dL.

Limite de prueba

El limite inferior de prueba es de 1,5 umol/dL. El limite de
prueba se corresponde con la concentracidn inferior
detectable de ATP que puede distinguirse de cero. Se
calcula a partir de tres desviaciones estandar de
20 replicados de una muestra negativa.

Precision
Como muestras se utilizd concentrado de eritrocitos y
muestras de suero reconstituidas.

En la serie Valor Desviacion | Coeficiente
n=20 medio estandar de
[umol/dL] (DE) variaciéon
[umol/dL] (CV)
[%]
Muestra 1 9,3 0,12 1,31
Muestra 2 34,6 0,29 0,82
Muestra 3 58,5 1,07 1,82
De un dia a otro Valor Desviacion | Coeficiente
n=20 medio estandar de
[pmol/dL] (DE) variacion
[umol/dL] (CV)
[%]
Muestra 1 43,7 1,56 3,57
Muestra 2 88,5 3,19 3,60
Muestra 3 182,8 6,48 3,55

Tasa de recuperacion

La tasa de recuperacion de los concentrados de eritrocitos
reconstituidos con ATP es de aprox. 92%.

Eliminacion de residuos
Obsérvese la normativa legal al respecto.
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