ALT/TGP cinética

\

BIOQUIMICA CLINICA

FINALIDADE

Sistema cinético para determinacdo de ALT/TGP no soro ou
plasma.

Somente para uso diagnéstico in vitro.

PRINCiPIO
ALT/TGP
+ 2-Oxoglutarato

Alanina Piruvato + Glutamato

LDH

Piruvato + NADH + H* —————>Lactato + NAD*

A alanino aminotransferase (ALT/TGP) cataliza a
transferéncia do grupo amino da alanina para o 2-
oxoglutarato, formando piruvato e glutamato. O piruvato é
reduzido a lactato por agao da lactato desidrogenase (LDH),
e a coenzima NADH é oxidada a NAD*. A coenzima NADH
tem um coeficiente de absorgdo molar elevado em 340 nm,
sendo quase nula a absorgdo de NAD em 340 nm. A oxidagao
de NADH é diretamente proporcional a atividade da ALT/
TGP. A atividade enzimatica é entdo calculada através da
diminuicdo da absorvéancia da solugdo de NADH em 340nm.

METODOLOGIA
Cinético, ultravioleta.

REAGENTES

Reagente 1: Tris 150mmol/L, L-alanina 750mmol/L, lactato
deshidrogenase>1350U/L, pH 7,3.

Reagente 2: NADH 1,3mmol/L, 2-Oxoglutarato 75mmol/L.

APRESENTAGAO

- /ALT/TGP Cinética Ref.50 (Nova APRESENTACAO)
Reagente 1 5x 8mL
Reagente 2 5x2mL
ALT/TGP Cinética Ref.100
Reagente 1 5x 16mL
Reagente 2 5x 4mL

NUMERO DE TESTES
ALT/TGP Cinética Ref.50
Manual 50 testes
Automacgao (*) 200 testes

ALT/TGP Cinética Ref.100
Manual 100 testes
Automacao (*) 400 testes

(*) A quantidade de testes na automacgdo é variavel
de acordo com o equipamento.

Protocolos de automacao encontram-se disponiveis
no site Doles ou através do Servigo de Atendimento
ao Consumidor.

EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS NAO

FORNECIDOS

e Espectrofotometro com leituras em 340nm, cubeta
termostatizavel, com 10mm de passagem de luz e banda
espectral de 8nm ou menos.

e Pipetas graduadas.

¢ Pipeta semiautomatica de 100uL.

¢ Ponteiras descartaveis.

e Cron6metro.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DOS REAGENTES
Reagente 1: armazenar a temperatura de 2-8°C. Estavel
até a data de vencimento indicada no rétulo do frasco, se
obedecidas as condigdes de armazenamento.

Reagente 2: armazenar a temperatura de 2-8°C. Estavel
até a data de vencimento indicada no rétulo do frasco, se
obedecidas as condi¢cdes de armazenamento.

Reagente de Trabalho: armazenar a temperatura de 2-
8°C. Estavel por 02 meses ap0ds o preparo.

CUIDADOS E PRECAUGOES COM O USO DOS REAGENTES
Os reagentes sdo somente para uso diagnéstico in vitro.
Seu manuseio deve ser cuidadoso, evitando-se contato com
pele e mucosas. Em caso de contaminagao acidental, lavar
a parte afetada em agua corrente. O descarte do material
utilizado devera ser feito obedecendo-se aos critérios de
biosseguranca estabelecidos pelo laboratério, de acordo com
as normas locais, estaduais ou federais.
Observar ainda a simbologia constante m
nos rotulos do produto:

Irritante

AMOSTRA

Soro ou plasma. O uso de heparina, EDTA, oxalato e citrato
ndo inibem a atividade da enzima.

A atividade enzimatica mantém-se inalterada por 4 dias, a
temperatura de 2-8°C e 2 semanas a 10°C negativos.
Todas as amostras bioldégicas devem ser
consideradas como potencialmente infectantes.

PROCEDIMENTO TECNICO )
¢ Preparo do Reagente de Trabalho é@—
Opgcao 1:Transferir todo o contelddo do reagente 2 para o fk )
frasco de reagentel e homogeneizar. Armazenar a )/
temperatura de 2-8°C. Estavel por 02 meses ap0s o0 preparo.; | )
Opgdo 2: Misturar 4mL do Reagente 1 com 1mL do *“
Reagente 2 (ndo pipetar com a boca) e homogeneizar.
Armazenar a temperatura de 2-8°C. Estavel por 02 meses
apos o preparo.

Realizagdao do teste

1.Transferir 1mL do reagente de trabalho para um tubo de
ensaio e deixa-lo por alguns minutos a temperatura
ambiente.

2.Adicionar 100uL da amostra ao reagente de trabalho e
homogeneizar com ligeira agitagao.

3.Transferir a solugdo para a cubeta termostatizada a 30°C/
370°C (por aspiragao em equipamentos dotados de cubeta
de fluxo).

4 .Esperar 1 minuto.

5.Fazer a leitura inicial em absorvancia, disparando
simultaneamente o crondmetro. Anotar o achado.

6.Repetir as leituras em intervalos de 1, 2 e 3 minutos.

7.Calcular a média das diferencas de absorvancias por
minuto (AA/minuto), utilizando-a para calcular o resultado.

8.Processando-se a reacdo enzimatica a 30°C, o resultado
encontrado pode ser expresso em temperatura de 37°C,
multiplicando-se o valor encontrado por 1,59.
Inversamente, valores a 37°C podem ser expressos a
30°C dividindo-se o valor encontrado por 1,59.

CALcuLO

ALT UI/L = AA/minuto x 1746

Exemplo :

Leitura inicial(ap6s 1 minuto de incubagdo) = 1.373
Leitura (1° minuto) = 1.345 AA = 1.373 — 1.345 = 0.028
Leitura (2° minuto) = 1.317 AA = 1.345 - 1.317 = 0.028
Leitura (3° minuto) = 1.289 AA = 1.317 — 1.289 = 0.028

AA 1° minuto + AA 2° minuto + AA 3° minuto
3
0.028 + 0.028 + 0.028
3

ALT UI/L =0,028 x 1746 =48,9

AA/minuto =

AA/minuto =

=0.028
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6,3 = absorgao molar de NADH+ (um mmol de NADH+ em
um mililitro de solugdo, cubeta de 10mm didmetro interno,
340nm tem uma absorvéncia de 6,3).

1,1 = volume total da reagdo

0,1 = volume de soro

1000 fator / transformacgdo de mililitro em litro.

LINEARIDADE

A reacgdo é linear até uma concentracdao, aproximada, de
350U.1./L o que corresponde a um AA/minuto de 0.200.
Sendo o AA/minuto > 0.200 diluir a amostra com solugao
fisioldgica e repetir o teste. Multiplicar o valor encontrado pelo
fator de diluigdo.

LIMITACOES DO SISTEMA

e Para se obter 6timo desempenho do sistema, é necessario
que o procedimento técnico seja rigorosamente seguido
conforme instrugdes de uso. Alteragbes no procedimento
técnico podem levar a resultados erroneos.

e Altas concentragdes de piruvato na amostra consomem o
NADH durante a fase de incubacdo, com resultados
falsamente baixos.

e Se a absorvancia do reagente de trabalho for inferior a 0,800,
ndo utiliza-lo pois 0 mesmo esta deteriorado.

CONTROLE DA QUALIDADE DO SISTEMA

1.A limpeza e a secagem adequada do material a ser utilizado
sao de fundamental importancia para a estabilidade dos
reagentes e obtengdo de resultados corretos.

2.As pipetagens devem ser precisas.

3.0 uso de soro controle de referéncia deve ser uma pratica
rotineira do laboratério. Recomenda-se utilizar um soro
controle com valor na faixa de normalidade (soro controle
N - Doles) e outro soro controle de valor elevado (soro
controle P - Doles) .

VALORES DE REFERENCIA

E recomendado que cada laboratdrio estabelega, na populagédo
atendida, sua propria faixa de valores de referéncia.

Como orientagdo, sugerimos os seguintes valores:

7 - 32 U.I./L (30°C)

8 - 42 U.I./L (37°C)

SIGNIFICADO CLINICO

A ALT é encontrada predominantemente no hepatdcito, sendo
de localizagdo citoplasmatica. Agressodes ao hepatocito (virus,
medicamentos, toxinas) levam a liberagdo da ALT . Os niveis
mais elevados de ALT sérica sdo encontrados nas hepatites
virais agudas, podendo os mesmos atingir a milhares de U.I./
L. Nao existe paralelismo entre o nivel sérico de ALT e gravidade
da lesdo. A relacdo AST/ALT é sempre inferior a 1 nas hepatites
virais agudas, sendo, frequentemente maior que 1 nas
hepatopatias cronicas.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Foram realizadas 40 dosagens em amostras cujos niveis de
ALT situavam-se no intervalo de 9 e 345U.I/L. As mesmas
feitas em paralelo com o kit ALT Doles (Y) e um produto
comercial com metodologia similar (ROCHE) (X) deram origem
a seguinte equacao de regressao linear: Y= 1,04X - 1,07 sendo
o coeficiente de correlagdo 0,99.

Repetitividade:
Foram realizadas 20 dosagens sucessivas, com 2 amostras,
obtendo-se os seguintes resultados:

\

/
DETERMINAGCAO DO FATOR Reprodutibilidade:
. AA 1 1,1 Foram realizadas 20 dosagens durante 20 dias consecutivos,
ALT (atividade U.I./L)= mx 6_3X O—x 1000 = AA x 1746 obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1 | Amostra 2
Concentragao (U.I./L) 24,2 54,9
Desvio padrao 1,13 1,34
Coeficiente de variacao (%) 4,67 2,44

Especificidade: a presente metodologia é especifica para

determinagdo ALT.

Sensibilidade: AA/minuto de 0.001 corresponde a 1,75U.1./L
de concentragdo de ALT quando medida em espectrofotometro
de alta resolugdo, passagem de luz de 10 mm, 340nm e
temperatura de 30°C. A sensibilidade do sistema esta
estreitamente relacionada com a sensibilidade do aparelho
utilizado no laboratério.

Substancias interferente: algumas drogas podem alterar os
niveis de ALT (ver Young D.S. et al., Clin. Chem. 21 (5), 1975
(special issue).
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TERMOS E CONDICOES DE GARANTIA DA QUALIDADE

DO PRODUTO

As garantias do fabricante ao consumidor seguem estritamente

as relacionadas na Lei n° 8.078, de 11 de setembro de 1.990 -

Caddigo de Defesa do Consumidor.

Todos os reagentes que compdem este sistema para diagndstico

sao garantidos na sua performance, reprodutibilidade e qualidade

até a data de vencimento dos mesmos, se obedecidas as

condigdes abaixo:

1.0 usuéario do sistema seguir, rigorosamente, o procedimento
técnico.

2.As condicdes de armazenamento deverdao estar de acordo
com o estabelecido nas instrugdes de uso.

3.0s materiais necessarios e ndo fornecidos deverdo estar em
boas condigGes técnicas.

Todos os produtos que apresentarem problemas técnicos

comprovados serdo substituidos, sem O6nus para o

consumidor.

Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratdrios Ltda.
CNPJ: 01.085.513/0001-05

Rodovia BR 153, Km 1273, Lt.07, Chacara Retiro

CEP: 74001-970 Goiania - GO - Brasil

Caixa Postal 1051

e-mail: doles@doles.com.br

www.doles.com.br

M.S.: n2 10231810066

Amostra 1 |[Amostra 2
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Concentracao (U.I./L) 20,8 66,7
Desvio padrao 0,93 1,25 NBR ISO 9001:2000

fici < Sistema da Qualidade
Coeficiente de variacao (%) 4,47 1,87 certificado desde 1999
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