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Y-GLUTAMILTRANSFERASE roouimen cLinen
FINALIDADE Nitrito de Sodio 1,5% 1 x 5mL
Sistema colorimétrico para quantificagdo da y- Sulfamato Amoé6nio 10% 1 x 4mL
Glutamiltransferase no soro ou plasma. Reagente de cor 1 x 25mL
Somente para uso diagnéstico in vitro. Solugéo padrao 1 x 3mL
PRINCIPIO * Cada flaconete contém 26mg de soélidos.
A y-Glutamiltransferase (yGT) € uma enzima que catalisa ,
a transferéncia do grupo Glutamil, da y-Glutamil-p- NUMERO DE TESTES
Nitroanilida (substrato), para a Glicilglicina (receptor), 10 testes
com_l|beragac~> de p-Nitroanilina, de acordo com a EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS NAO
seguinte reagao: FORNECIDOS
. . . . ¢ Espectrofotémetro ou fotocolorimetro capaz de medir
Y Glutamil-p-Nitroanilida + Glicilglicina Y GT a absorvancia em 530nm ou filtro verde.
e Tubos de ensaio.
—p Y-Glutamil-Glicilglicina + p-Nitroanilina e Pipetas graduadas.
¢ Pipetas semiautomaticas 50uL.
A p-Nitroanilina liberada é diazotada através da reagdo e Ponteiras descartaveis.
de Bratton-Marshal modificada: e Agua destilada ou deionizada.
e Banho maria (37°C).
p-Nitroanilina + NaNO, meio acido composto diazo °® Crondmetro.
—_—
ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DOS
Composto diazo + N - (1-Naftil)-Etilenodiamina REAGENTES . i
—— composto final de cor résea Su,bstrato: armazenar a temperatura de; 2-8°C. Estavel
até a data de vencimento indicada no rotulo do frasco,
A absorvancia do composto final é medida em 530nm obedegldas as condlgqes de armazenamento. .
. Tampao: armazenar a temperatura de 2-8°C. Estavel
ou filtro verde. . . L .
até a data de vencimento indicada no rétulo do frasco,
obedecidas as condicdes de armazenamento.
PARTICULARIDADES DO SISTEMA Solugdo inibidora: armazenar a temperatura ambiente
O substrato e o receptor, liofilizados para testes (5.300C). Estavel até a data de vencimento indicada no
individuais, apresentam-se otimizados, permitindo um 4tylo do frasco, obedecidas as condicdes de
tempo de incubagdo de 10 minutos e linearidade até a srmazenamento.
concentragdo de 175 U.IL./L. Nitrito de Sédio 1,5%: armazenar & temperatura de
Tempo total gasto no teste : 20 minutos. 2-8°C. Estavel até a data de vencimento indicada no
rotulo do frasco, obedecidas as condigbes de
METODOLOGIA armazenamento.
Naftalin modificado. Sulfamato de Amonio 10%: armazenar a temperatura
de 2-8°C. Estavel até a data de vencimento indicada no
REAGENTES rotulo do frasco, obedecidas as condigbes de
Substrato: cada frasco contém, sob forma liofilizada, armazenamento. .
5,38umol de y-Glutamil-p-Nitroanilida e 100umol de Reagente de cor: armazenar a temperatura de 2-8°C.
Glicilglicina. Estavel até a data de vencimento indicada no rétulo do
Tampao: solucio tamp3o de Tris 0,1M, pH 8. frasco,ﬂ obedeciﬂdas as condigﬁgs de armazenamento.
Solugao inibidora: solugdo de Acido Acético 1M. Solugdo padrdo: armazenar a temperatura de 2-8°C.
Nitrito de Sédio 1,5%: cada frasco contém 1,09 mmol Estavel até a d_ata de vencw_niznto indicada no roétulo do
de Nitrito de sédio em solucio. frasco, obedecidas as condicoes de armazenamento.
Sulfamato de Amoénio 10%: solugdo aquosa de ~
A o ° s 9 CUIDADOS E PRECAUCOES COM O USO DOS
Sulfamato de Amdnio a 10%.
~ . REAGENTES
Reagente de cor: solucao 50mg/dL de N-1-Naftil- ~ . P .
Etil diami Os reagentes sao somente para uso diagnéstico in
S |Ienci |am||;a.~ . lucso d Ni i Acid vitro. Seu manuseio deve ser cuidadoso, evitando-se o
olugao padrao: solucao de p- itroanilina em Acido  .,n1at6 com pele e mucosas. Em caso de contaminagao
Cloridrico 0,1M. Cada 0,5mL corresponde a 100U.I/L  gcigental, lavar a 4rea afetada com agua corrente. O
de y-Glutamiltransferase, dentro da metodologia gescarte do material utilizado deverd ser feito
adotada. obedecendo-se aos critérios de biosseguranca
. estabelecidos pelo laboratério, de acordo com as normas
APRESENTACAO locais, estaduais ou federais.
SubstNrato 1 x 10 flaconetes* gpgervar ainda a simbologia e m
Tampao 1 x 14mL constante nos rotulos do produto: ==
Solugdo inibidora 1 x 60mL Corrosivo  Irritante
J
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AMOSTRA

Soro ou plasma (colhido com EDTA ou heparina). A enzima
permanece estavel por 12 dias, conservada entre 2-8°C,
ou por 3 meses (aproximadamente), a 20°C negativos.
Todas as amostras biologicas devem ser consideradas
como potencialmente infectantes.

PROCEDIMENTO TECNICO
Preparo do substrato de uso:
A um frasco de substrato, adicionar 1,2mL de tampao.

Agitar. O substrato se dissolve. Alguns cristais em
suspensao nao interferem com o desenvolvimento da
técnica. Apds reconstituicdo, sua estabilidade é de 5
dias, sob refrigeragao (2-8°C), ou 15 dias, a 10°C
negativos.

Identificar dois tubos de ensaio com B (branco) e T
(teste).

Proceder como segue:

B T
Substrato de uso 0,5mL 0,5mL
Colocar em banho maria, 37°C, durante 2 minutos.
Amostra - 50puL
Incubar a 37°C, durante 10 minutos.
Solugao inibidora 2,5mL 2,5mL
Retirar do banho maria.
Amostra 50uL -
Nitrito de Sédio 1,5% 2 gotas 2 gotas
Agitar e deixar repousar durante 3 minutos.
Sulfamato de Amoénio 10% 2 gotas 2 gotas
Agitar e deixar repousar durante 2 minutos.
Reagente de cor 1,0mL 1,0mL

Homogeneizar e ler a absorvancia de T em
espectrofotometro ou fotocolorimetro, em 530nm ou
filtro verde, zerando o aparelho com o tubo B. A cor
final permanece estavel por 40 minutos, a temperatura
ambiente (20-30°C).

Como a reagdo colorimétrica segue estritamente a lei
de Beer, basta a determinagdo de um fator (F). Rotular
3 tubos com P (padrao).

Proceder como segue:

P P P
Solugao padrao 500uL 500uL 500uL
Solugao inibidora 2,5mL 2,5mL | 2,5mL
Nitrito de Sédio 1,5% 2 gotas |2 gotas | 2 gotas

Agitar e deixar repousar durante 3 minutos.

Sulfamato de Aménio 10%| 2 gotas | 2 gotas | 2 gotas
Agitar e repousar durante 2 minutos.
Reagente de cor 1,0mL 1,0mL | 1,0mL

Homogeneizar e ler as absorvancias de P em
espectrofotobmetro ou fotocolorimetro, em 530nm ou
filtro verde, zerando o aparelho com agua destilada.
Anotar as respectivas absorvancias e tirar a média
aritmética.

CURVA DE CALIBRAGCAO

5 Ano Conc.
. Padrao |Absorvéncial (U.I/L)
[ 1 0.000 0
e 2 0.033 5
10007 3 0.060 10
- 4 0.121 20
0.800
0 i 5 0.251 40
§ o 6 0376 50
é 0.400 — 7 0.615 100
s i 8 0.932 150
e 9 1.076 175
0.000 ‘ ‘ ‘ 1 \ 10 1.140 200
0 50 100 150 200 250
concentracdo (UIL) 11 1.205 250

Obs.: Nao utilizar esta curva para determinar o resultado

de seu ensaio.

e A curva de calibracdo é a representacdo grafica da
relacdo entre os valores das absorvancias com os
valores das concentracdes de um conjunto de solugdes
padrdo. Sdo necessarios trés passos para confecciona-
la: (1) preparo das solugdes padrdo; (2) medigdo dos
valores de absorvéancia das solugdes padrdo, de
acordo com o especificado no procedimento técnico
da presente instrugdo de uso, e (3) montagem de um
grafico em papel especial, linear, onde séo
relacionados os valores de absorvancia com os de
concentragdo, conforme demonstrado na figura acima.
As dosagens para montagem da curva foram feitas
em um espectrofotometro “Ultrospec III”, Pharmacia
Biotec, comprimento de onda de 530nm e cubetas com
passagem de luz de 10mm.

e A curva de calibragcdo demonstra a linearidade da
reacdo até uma determinada concentracdo, na qual
pode ser determinado um fator de calibracdo (F), de
acordo com a Lei de Beer.

¢ Areacgdo é linear até 175U.1./L. Obtendo-se valores
mais elevados, dilui-se a amostra com solugao
fisiologica e procede-se a nhova dosagem. Multiplicar
o valor encontrado pelo fator de diluigao.

¢ O kit de y-glutamiltransferase Doles possui padrao
no intervalo de linearidade da metodologia adotada.
O laboratério deve realizar o ensaio com o padrao
que acompanha o kit e calcular seu fator de
calibragao (F), a exemplo do demonstrado nos
calculos abaixo.

e O fator deve ser refeito periodicamente e a cada
lote do produto.

e Os padrdes utilizados na montagem da curva de
calibracao foram ajustados conforme descrito em “A
Routine Procedure for Estimating Serum g-
Glutamyltranspeptidase Activity”, Naftalin, Margaret
Sexton, J.F. Whitaker e D. Tracey, Clin. Chim. Acta, 26
(1969) pag. 293-296.
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CALCULOS VALORES DE REFERENCIA

100 E recomendado que cada laboratério estabeleca sua

Fator (F) = prépria faixa de valores de referéncia na populacao

Média aritmética das absorvancias de P .
atendida.

Exemplo: Como orientagao, sugerimos os seguintes valores:

Leituras: Homens 4 - 26 U.I./JL

f;affmo(g)b‘)jggof 0,598; 0,602 Mulheres 4-22U.L/L

este 20,

0,600 + 0,598 + 0,602 SIGNIFICADO CLINICO
Meédia aritmética das absorvincias de P = =0,600 A dosagem de y-GT pode ser vista como uma prova de
3 estudo da capacidade excretora do figado. Embora a
Fator (F) = - 167 enzima se apresente aumentada nas hepatites agudas,
0,600 é principalmente nas formas colestaticas que mostra
. aumentos consideraveis. Seu estudo é de grande ajuda

YGT (U.L/L) = absorvancia T x F = 0,100 x 167 = 16,7 nas colestases intra e extra hepaticas, nas quais se

Uma UL de y¥Glutamiltransferase é a quantidade de enzima que ~ €Ncontra grandemente aumentada.

libera 1umeol de p-Nitroanilina/ litro de soro/ minuto / 37°C.

~ CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

LIMITACOES DO SISTEMA ) )

« Para se obter 6timo desempenho do sistema, & Foram realizados 41 testes em amostras cujos teores
necessario que o procedimento técnico séja de y-glutamiltransferase situavam-se no intervalo de 4
rigorosamente seguido conforme instrucdes de uso. 2 236 U.I./L. Esses ensaios foram realizados em paralelo
Qualquer alteracdo poderad levar a resultados COm uma metodologia de referéncia. A comparagdo do
errdneos. kit de y-Glutamiltransferase Doles (Y) com a metodologia

e Algumas drogas como: alcool, fenitoina e fenobarbital, —mencionada (X) deu origem a seguinte equagdo de

e Valores artificialmente elevados de yGT podem ser de c?rrelagao 0,99.
encontrados em pacientes no uso terapéutico de Adicdo de y-Glutamiltransferase (proveniente de extrato
sulfas de rim de porco), na concentracdao de 50U.I/L, a 8

« Algumas drogas, como os anticoncepcionais orais amostras de soro cujos valores de y-Glutamiltransferase
podem provocar,valores reduzidos de 1GT " oscilavam entre 14 e 110 U.L./L, mostrou um indice de

;o . ) a i n 7 102%.
e Os niveis de yGT também se elevam na doenga recuperagao Isr_cuadg entre 97 e 102%
- . N . O erro da média foi de 2,95%.
hepatica alcodlica aguda ou cronica e nas neoplasias
hepatlca_s, prlmarl;is ou metastaticas. Para uma Repetitividade: foram realizadas 20 dosagens
melhor investigagao, sugere-se a dosagem em  gcessivas, com 3 amostras, obtendo-se os seguintes
paralelo de TGO, TGP, fosfatase alcalina e eletroforese  resyltados:
de proteinas.
Amostral | Amostra 2 | Amostra 3

CONTROLE DA QUALIDADE DO SISTEMA

1.A limpeza e a secagem adequada do material a ser |Concentragéo (U.I./L) 9,08 22,21 83,03
utilizado sdo de fundamental importancia para a
estabilidade dos reagentes e obtencdo de resultados Desvio padréo 0,43 0,67 1,03
corretos.

2.A agua utilizada na limpeza do material, no preparo |Coeficientedevariacdo (%) 4,73 3,02 1,24
dos reagentes e na dosagem, deve ser de boa . i
qualidade Reprodutibilidade: foram realizadas 20 dosagens

3.Colunas deionizadoras saturadas liberam ions ,durante 20 dias consecutivos, obtendo-se os seguintes
diversos, aminas e agentes oxidantes, que deterioram resultados:
os reagentes. Amostral | Amostra 2 | Amostra 3

4.As pipetagens devem ser precisas.

5.0’n|vel da agua do banho maria deve ser super!or ao Concentracio (U.L/L) 9,77 19,12 75,04
nivel dos reagentes nos tubos de ensaio. A
temperatura (37°C) deve ser rigorosamente |pesyiopadrio 0,47 0,79 1,22
observada.

6.0 uso de soro controle de referéncia deve ser uma Coeficiente de variacéo (%) 4,81 4,13 1,63
pratica rotineira do laboratdrio. Recomenda-se utilizar
um soro controle com valor na faixa de normalidade Especificidade: a presente metodologia é especifica
(soro controle N - Doles) e outro soro controle de para determinagdo de y-Glutamiltransferase no soro ou
valor elevado (soro controle P - Doles). plasma.
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Sensibilidade: a absorvancia encontrada, de 0.006,
corresponde a 1U.I./L de concentragdao de vy-
Glutamiltransferase, quando realizados os testes em
espectrofotometro, a 530nm. A sensibilidade do sistema
esta diretamente relacionada com a do aparelho
utilizado no laboratério. O substrato e o receptor estdo
em concentragbes otimizadas, permitindo assim a
atividade enzimatica maxima da y-Glutamiltransferase.

Diluicdo da matriz: estudos sucessivos de diluigdo da
matriz mostraram que ndo ha interferéncia na
sensibilidade diagndstica da presente metodologia de
Naftalin modificado.

Substancias interferentes: o plasma utilizado na
dosagem da y-Glutamiltransferase podera ser colhido
somente com EDTA ou heparina. Estudos realizados
comprovam que o uso de anticoagulante contendo
fluoreto, oxalato e citrato, em concentragdo de 1g/L,
inibem a y-Glutamiltransferase em aproximadamente
15%. A hemdlise e o contato prolongado com os
eritrocitos ndo interferem na analise. Certas drogas
alteram os niveis de y-Glutamiltransferase. Para controle
de tal interferéncia recomenda-se que o paciente seja
questionado quanto ao uso de medicamentos.
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TERMOS E CONDIgﬁES 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 - Cédigo de Defesa do Consumidor.

Todos os reagentes que compdem este sistema para

diagndstico sdo garantidos na sua performance,

reprodutibilidade e qualidade até a data de vencimento

dos mesmos, se obedecidas as condicdes abaixo:

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

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

3.0s materiais necessarios e nao fornecidos deverao
estar em boas condicGes técnicas.

Todos os produtos que apresentarem problemas

técnicos comprovados serdo substituidos, sem onus

para o consumidor.

Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratorios
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

M.S.: n? 10231810013

Revisdo: 16 (08/2009)

NEBER ISO 9001

Sistema da Qualidade
certificado desde 1999
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