
Finalidade
Reação enzimática para determinação quantitativa de alanina aminotransferase (ALT) em amostras 
de soro e plasma humanos. Somente para uso diagnóstico “in vitro”.

Princípio
A ALT catalisa a transferência do grupo amino da L-Alanina para 2- oxoglutarato resultando na forma-
ção do piruvato e L-glutamato. O lactato desidrogenase catalisa a redução do piruvato e a oxidação 
simultânea do NADH para o NAD. A razão resultante da diminuição em absorbância é diretamente 
proporcional à atividade do ALT, quando medido em 340 nm.
A amostra piruvato endógeno é rapidamente e completamente reduzida pelo lactato desidrogenase 
(LDH), durante o período inicial da incubação , assim não interfere com o teste. O presente método 
está baseado nas recomendações da Federação Internacional de Química Clínica (IFCC) Temos en-
tão a seguinte reação:

L-Alanina + 2-Oxoglutarato   Piruvato + L-Glutamato

Piruvato + NADH   L-Lactato + NAD

Metodologia
UV

Significado clínico
ALT está presente em altas concentrações no fígado e em menor concentração no rim, coração, mus-
culatura esquelética, pâncreas, baço e pulmão.
Níveis aumentados de ALT resultam geralmente de doenças associadas ao fígado com algum grau de 
necrose hepática como cirrose, carcinoma, hepatite viral ou tóxica e icterícia obstrutiva. A ALT está 
geralmente mais alta que o AST em hepatite tóxica ou viral aguda, enquanto que para a maioria dos 
pacientes com doença hepática crônica, os níveis de ALT são geralmente mais baixos do que os níveis 
de AST. A relação AST/ALT nas hepatites alcoólicas (com necrose) é geralmente > 1, ao passo que nas 
hepatites virais é < 1.
Níveis elevados de ALT são também encontrados no trauma extensivo, doenças musculares, falha 
circulatória com choque, hipóxia, infarto do miocárdio e doença hemolítica.

Reagentes
Reagente único pronto para uso. Conservar entre 2 - 8°C. Contém: 
2 - Oxoglutarato 13 mmol/L, L-Alanina 440 mmol/L, NADH 0.12 mmol/L, LDH > 2000 U/L, Tampão 
Tris 97 mmol/L em pH 7,8 ± 0,1 a 20ºC. 
O reagente não aberto é estável até a data de vencimento  impressa no rótulo do produto, após aberto 
o reagente é estável por 3 meses e on board (no compartimento refrigerado do analisador) possuem 
estabilidade de aproximadamente 7 a 10 dias. Durante o manuseio, os reagentes estão sujeitos a con-
taminação de natureza química e microbiana que podem provocar redução da estabilidade.

Precauções e cuidados requeridos 
Este reagente deve ser usado somente para diagnóstico “in vitro”. Não pipetar com a boca. Evitar con-
tato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos, lavar com grande quantidade de água e 
procurar auxílio médico.
Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem como o tempo de reação para ob-
tenção de resultados corretos. Não usar se houver dificuldade em conseguir os valores estabelecidos 
para o soro controle fresco.

Material necessário não fornecido
1.	 Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37ºC e capaz de medir ab-

sorbância em 340 nm.
2. Pipetas para medição de amostras e reagente. 
3.	 Água destilada/deionizada.
4.	 Consumíveis do analisador quando usado. 
5.	 Calibrador e Soros Controle
6. Cronômetro.

Amostra
É recomendável a utilização de soro e plasma livre de hemólise, pois as hemácias contêm ALT. A ALT 
no soro e plasma é estável por 3 dias à temperatura ambiente (< 25ºC) e 7 dias se mantido entre 2-8ºC. 
A amostra poderá ser congelada (-20ºC) por um mês quando vedada.
Todas as amostras e controles são considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos 
manuseá-las seguindo as normas estabelecidas de Biossegurança.

Preparo do Paciente
É recomendado um jejum mínimo de 4 horas. Todavia, poderá ser modificado segundo orientação 
médica.

Interferências
Amostras hemolisadas podem elevar os resultados, uma vez que a atividade do ALT é de 3 a 5 vezes 
maior nos eritrócitos do que no soro normal. 
Amostras lipêmicas ou turvas podem dar leituras cujas absorbâncias iniciais excedem a capacidade 
do espectrofotômetro. Resultados mais apurados podem ser obtidos pelo uso de 0.05 mL (50 μL) 
da amostra e multiplicação da resposta final por 2.
Citrato e flúor inibem a atividade enzimática.
Uma leitura muito baixa, junto com uma pequena mudança de absorbância entre as leituras pode 
indicar um nível muito alto de ALT. Dilua a amostra com solução salina e repita o teste multiplicando 
o resultado pelo fator de diluição.
Algumas drogas e substâncias afetam a concentração do ALT, sugerimos consultar Young et al.

Parâmetros do sistema:

Temperatura 37ºC

Comprimento de Onda 340 nm 

Tipo de Reação Cinética de ordem 
zero 

Direção Decrescente

Relação Amostra/Reativo 1:10 

Vol. Amostra 100 μL

Vol. Reagente 1,0 mL

Tempo de Incubação 30 segundos (retardo)

Intervalo de leitura 1 minuto

Número de intervalos 2 a 3

Calibração
Utilizar Quimicalib Ebram cod.7023/12023 que possui a concentração rastreável ao material de re-
ferência ERM-AD454k/IFCC, ou realizar a calibração através de fatoração, obtida através da absor-
ção media milimolar do NADH a 340 nm sob condições específicas.

Procedimento automatizado
Aplicação no sistema automatizado: vide manual para utilização do equipamento e instruções de uso 
do reagente. 
Aplicação no sistema semi-automático: proceder como demonstrado a seguir no procedimento ma-
nual somente até o item 1 (preparação dos tubos), em seguida utilizar o equipamento para leitura, 
seguindo protocolo analítico específico baseado no item Parâmetros do Sistema. 
Nota: Adicionar as amostras no tubo somente no momento que antecede a aspiração do equipamento.

Procedimento manual 
1.	 Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo:

Branco Padrão Amostra/S.C.

Água destilada 100μL - -

Calibrador - 100μL -

Amostra / S.C. - - 100μL

Reagente 1,0mL 1,0mL 1,0mL

Nota: Realizar a incubação das amostras, calibrador e soro controle (S.C.) individualmente.
2. Adicionar 1,0 mL do reagente em dois tubos e deixe em banho maria (BM) a 37ºC O nível de 

água no BM deve ser superior ao nível de reagentes nos tubos de ensaio.
3. Adicionar 100μL do calibrador e 100μL de água destilada em cada tubo. 
4. Aguardar 30 segundos
5. Zerar o espectrofotômetro a 340nm com o tubo do branco. 
6. Inserir no equipamento o tubo com o calibrador e registrar as absorbâncias A1, A2, A3, con-

siderando A1 a primeira leitura (logo após os 30 segundos de retardo) e as seguintes com 1 
minuto de intervalo.

7. Determinar as duas diferenças de absorbância/minuto (Δ Abs/min), subtraindo cada leitura 
de sua anterior. 

8. Determinar a média das diferenças de absorbância (Δ Abs/min). Proceder em seguida do 
mesmo modo com os controles e todas as amostras.

Obs.: Procedimento sugerido para espectrofotômetros que requerem volume mínimo de 1,0 mL e po-
dem ser ajustados proporcionalmente sem influência no desempenho do teste. Salientamos que vo-
lumes de amostra menores do que 10 μL aumentam a imprecisão da medição em aplicações manuais.

Cálculos
(Abs. = Absorbância) 
(Conc. = Concentração)

Δ Abs. /min = (A2 - A1) + (A3 A2) / 2

TGP da Amostra (U/L) =
    Δ Abs /min (amostra)		

  x concentração Calib (U/L)
      Δ Abs /min (Calib)

Exemplo:
Absorbância com o Calibrador
A1= 0,045 / A2= 0,075 / A3= 0,147 

Média Δ Abs/min = 
(0,095 - 0,085) + (0,125 - 0,095) 
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Média Δ  Abs/min (calib) = 0,02
Média Δ Abs/min (amostra) = 0,0125 (calc. I dem acima) 
Concentração do Calibrador = 106 U/L

TGP Amostra = (0,0125 / 0,02) * 106 
TGP Amostra= 66 U/L
Obs: nkat/L= U/L x 16,67
  
Linearidade
Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é linear até 450 U/L.
Amostras com valores superiores a 450 U/L devem ser diluídas com solução salina a ponto de ficarem 
entre 1,2 - 450 U/L e os resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluição.

Controle de Qualidade
Cada laboratório deve manter um programa interno de qualidade que defina objetivos, procedimentos, 
normas, limites de tolerância e ações corretivas. Deve-se manter também um sistema definido para se 
monitorar a variação analítica do sistema de medição. Aconselhamos o uso dos soros controle Quimi-
control Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Cód. 7024/12024 e 7031/12031.
 
Valores Esperados
Até 36 U/L, baseados nas medições desempenhadas a 37ºC.
Estes valores são dados unicamente como título orientativo. É recomendado que cada laboratório esta-
beleça seu próprio intervalo de referência.

Estudos Comparativos
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes resul-
tados estatísticos:

Número de amostras 30

Intervalo dos resultados 5 – 100 (U/L) 

Coeficiente de correlação 0.998 

Inclinação 1,00

Intercepta 1,73 (U/L)

Precisão
Estudos de precisão foram executados com dois níveis (normal e patológico) sendo que cada amostra 
fora processada por 10 vezes e os seguintes dados estatísticos foram encontrados:

N=10 Nível 1 Nivel 2

Média (U/L) 24,9 91,6

D.P. (U/L) 1,2 1,7

C.V. (%) 4,8 1,9

Exatidão
As amostras foram processadas por 10 dias consecutivos, uma vez por dia e em duplicata. Os seguin-
tes dados estatísticos foram encontrados:

N=10 Nível 1 Nivel 2

Média (U/L) 25,1 91,4

D.P. (U/L) 2,2 2,6

C.V. (%) 8,8 2,8

Sensibilidade Metodológica
1,2 U/L

Especificidade
Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambulatório e hospitalizados, 
pode-se inferir que o método tem uma especificidade metodológica adequada.

Observações
1.	 A limpeza e a secagem adequadas do material utilizado são fatores fundamentais para estabi-

lidade dos reagentes e obtenção de resultados corretos.
2.	 A água utilizada no laboratório deve ter a qualidade adequada a cada aplicação. Assim, para 

preparar reagentes e usar nas medições, deve ter resistividade ≥1 mega ohm ou condutivida-
de ≤ 1 microsiemens e concentração de silicatos < 0,1 mg/L (água tipo II). Para o enxágue da 
vidraria a água pode ser do tipo III, com resistividade ≥ 0,1 megaohms ou condutividade ≤ 10 
microsiemens. No enxágue final utilizar água tipo II.

Apresentação
Linha Bioquímca Geral: 1 x 200mL 
Linha Bulk: 1 x 500mL
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Purpose
Enzymatic reaction for the quantitative determination of alanine aminotransferase (ALT) in human 
serum and plasma samples. For "in vitro" diagnostic use only.

Principle
ALT catalyzes the transfer of the amino group from L-Alanine to 2- oxoglutarate resulting in the for-
mation of pyruvate and L-glutamate. Lactate dehydrogenase catalyzes the reduction of pyruvate and 
the simultaneous oxidation of NADH to NAD. The resulting ratio of decrease in absorbance is directly 
proportional to ALT activity when measured at 340 nm.
The endogenous pyruvate sample is rapidly and completely reduced by lactate dehydrogenase 
(LDH) during the initial incubation period, so it does not interfere with the test. This method is based 
on the recommendations of the International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) We then have 
the following reaction:

L-Alanine + 2-Oxoglutarate  Pyruvate + L-Glutamate

Pyruvate + NADH  L-Lactate + NAD

Methodology
UV

Clinical significance
ALT is present in high concentrations in the liver and in lower concentrations in the kidney, heart, 
skeletal muscle, pancreas, spleen and lungs.
Increased ALT levels usually result from diseases associated with the liver with some degree of liver 
necrosis such as cirrhosis, carcinoma, viral or toxic hepatitis and obstructive jaundice. ALT is generally 
higher than AST in acute toxic or viral hepatitis, while for most patients with chronic liver disease, ALT 
levels are generally lower than AST levels. The AST/ALT ratio in alcoholic hepatitis (with necrosis) is 
usually > 1, whereas in viral hepatitis it is < 1.
Elevated ALT levels are also found in extensive trauma, muscle diseases, circulatory failure with shock, 
hypoxia, myocardial infarction and hemolytic disease.

Reagents
Single reagent ready for use. Store at 2 - 8°C. Contains: 
2 - Oxoglutarate 13 mmol/L, L-Alanine 440 mmol/L, NADH 0.12 mmol/L, LDH > 2000 U/L, Tris buffer 
97 mmol/L at pH 7.8 ± 0.1 at 20ºC. 
The unopened reagent is stable until the expiration date printed on the product label, after opening 
the reagent is stable for 3 months and on board (in the refrigerated compartment of the analyzer) 
has stability of approximately 7 to 10 days. During handling, the reagents are subject to chemical and 
microbial contamination which can reduce their stability.

Precautions and precautions required 
This reagent should only be used for in vitro diagnostics. Do not pipette by mouth. Avoid contact with 
skin and clothing. In case of contact with eyes, rinse with plenty of water and seek medical attention.
The temperature of the working environment and the reaction time should be monitored in order to 
obtain correct results. Do not use if it is difficult to achieve the values established for the fresh control 
serum.

Material required not supplied
1.	 Water bath or analyzer capable of maintaining a temperature of 37ºC and capable of mea-

suring absorbance at 340 nm.
2.	 Pipettes for measuring samples and reagent. 
3.	 Distilled/deionized water.
4.	 Analyzer consumables when used. 
5.	 Calibrator and Control Sera
6.	 Stopwatch.

Sample
We recommend using serum and plasma free of hemolysis, as red blood cells contain ALT. ALT in 
serum and plasma is stable for 3 days at room temperature (< 25ºC) and 7 days if kept at 2-8ºC. The 
sample can be frozen (-20ºC) for one month when sealed.
All samples and controls are considered potentially infectious, so we suggest handling them following 
the established Biosafety standards.

Patient preparation
A minimum fast of 4 hours is recommended. However, this can be modified according to medical 
advice.

Interferences
Hemolyzed samples can increase the results, since ALT activity is 3 to 5 times higher in erythrocy-
tes than in normal serum. 
Lipemic or turbid samples can give readings whose initial absorbances exceed the capacity of the 
spectrophotometer. More accurate results can be obtained by using 0.05 mL (50 μL) of the sample 
and multiplying the final response by 2.
Citrate and fluoride inhibit enzyme activity.
A very low reading, together with a small change in absorbance between readings, may indicate a 
very high ALT level. Dilute the sample with saline solution and repeat the test, multiplying the result 
by the dilution factor.
Some drugs and substances affect the ALT concentration, we suggest consulting Young et al.

System parameters:

Temperature 37ºC

Wavelength 340 nm 

Reaction Type Zero-order kinetics 

Direction Decreasing

Sample/Reagent Ratio 1:10 

Sample Vol. 100 μL

Vol. Reagent 1.0 mL

Incubation time 30 seconds (delay)

Reading interval 1 minute

Number of intervals 2 to 3

Calibration
Use Quimicalib Ebram cod.7023/12023 which has a concentration traceable to the ERM-AD454k/
IFCC reference material, or carry out calibration using factorization, obtained through the average 
millimolar absorbance of NADH at 340 nm under specific conditions.

Automated procedure
Application in the automated system: see manual for use of the equipment and instructions for use 
of the reagent. 
Application in the semi-automatic system: proceed as shown below in the manual procedure only up 
to item 1 (preparation of the tubes), then use the equipment for reading, following the specific analy-
tical protocol based on the System Parameters item. 
Note: Only add the samples to the tube before aspirating the equipment.
 
Manual procedure 
1.	 Separate 3 test tubes and carry out the procedures below:

Blank Standard Sample/S.C.

Distilled water 100μL - -

Calibrator - 100μL -

Sample / S.C. - - 100μL

Reagent 1.0mL 1.0mL 1.0mL

Note: Incubate the samples, calibrator and control serum (S. C.) individually.
2.	 Add 1.0 mL of the reagent to two tubes and leave in a water bath (WB) at 37ºC The water level 

in the WB must be higher than the reagent level in the test tubes.
3.	 Add 100μL of the calibrator and 100μL of distilled water to each tube. 
4.	 Wait 30 seconds
5.	 Zero the spectrophotometer at 340nm with the blank tube. 
6.	 Insert the tube with the calibrator into the equipment and record the absorbances A1, A2, 

A3, considering A1 to be the first reading (immediately after the 30-second delay) and the 
following readings 1 minute apart.

7.	 Determine the two differences in absorbance/minute (Δ Abs/min), subtracting each reading 
from the previous one. 

8.	 Determine the average of the absorbance differences (Δ Abs/min). Then proceed in the 
same way with the controls and all the samples.

Note: Procedure suggested for spectrophotometers which require a minimum volume of 1.0 mL and 
can be adjusted proportionally without affecting the performance of the test. Please note that sample 
volumes smaller than 10 μL increase measurement inaccuracy in manual applications.

Calculations
(Abs. = Absorbance) 
(Conc. = Concentration)

Δ Abs. /min = (A2 - A1) + (A3 A2) / 2

Sample TGP (U/L) =
	 Δ Abs /min (sample)		
                         x Calib concentration (U/L)
	 Δ Abs /min (Calib)

Example:
Absorbance with Calibrator
A1= 0.045 / A2= 0.075 / A3= 0.147 

Average Δ Abs/min = 
	 (0.095 - 0.085) + (0.125 - 0.095) 		
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Average Δ Abs/min (calib) = 0.02
Average Δ Abs/min (sample) = 0.0125 (calc. I dem above) 
Calibrator concentration = 106 U/L

TGP Sample = (0.0125 / 0.02) * 106 
TGP Sample= 66 U/L
Note: nkat/L= U/L x 16.67
  
Linearity
When performed as recommended, the test is linear up to 450 U/L.
Samples with values above 450 U/L should be diluted with saline solution to between 1.2 - 450 U/L 
and the results multiplied by the dilution factor.

Quality Control
Each laboratory should maintain an internal quality program that defines objectives, procedures, stan-
dards, tolerance limits and corrective actions. A defined system for monitoring the analytical variation 
of the measurement system should also be maintained. We recommend the use of the Quimicontrol 
Normal and Quimicontrol Abnormal Ebram control sera Codes 7024/12024 and 7031/12031.
 
Expected Values
Up to 36 U/L, based on measurements taken at 37ºC.
These values are given for guidance only. It is recommended that each laboratory establishes its own 
reference range.

Comparative studies
Studies carried out between this procedure and a similar methodology produced the following statistical 
results:

Number of samples 30

Result range 5 - 100 (U/L) 

Correlation coefficient 0.998 

Slope 1.00

Intercept 1.73 (U/L)

Precision
Precision studies were carried out with two levels (normal and pathological) with each sample pro-
cessed 10 times and the following statistical data were found:

N=10 Level 1 Level 2

Mean (U/L) 24.9 91.6

D.P. (U/L) 1.2 1.7

C.V. (%) 4.8 1.9

Accuracy
The samples were processed for 10 consecutive days, once a day and in duplicate. The following sta-
tistics were found:

N=10 Level 1 Level 2

Mean (U/L) 25.1 91.4

D.P. (U/L) 2.2 2.6

C.V. (%) 8.8 2.8

Methodological sensitivity
1.2 U/L

Specificity
As the samples were randomly selected from outpatients and hospitalized patients, it can be inferred 
that the method has adequate methodological specificity.

Observations
1.	 Proper cleaning and drying of the material used are fundamental factors for the stability of the 

reagents and obtaining correct results.
2.	 The water used in the laboratory must be of the appropriate quality for each application. Thus, 

to prepare reagents and use in measurements, it must have resistivity ≥1 mega ohm or con-
ductivity ≤ 1 microsiemens and silicate concentration < 0.1 mg/L (type II water). For rinsing the 
glassware, the water can be type III, with resistivity ≥ 0.1 megaohms or conductivity ≤ 10 micro-
siemens. Use type II water for the final rinse.

Presentation
General Biochemistry Line: 1 x 200mL 
Bulk Line: 1 x 500mL
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