QUIMIGAMA - GAMA-GT

Amino-nitrobenzoato
ANVISA: 10159820160

Finalidade
Reagdo enziméatica para determinagdo quantitativa de Gama- glutamiltransferase (GGT) em amos-
tras de soro e plasma animal. Somente para uso diagnéstico “in vitro”.

Principio

O método utiliza Glicina no momento em que a reagao € iniciada com a adigdo da amostra. GGT pre-
sente na amostra catalisa a transferéncia do grupo glutamil do substrato para glicilglicina formando
glutamilglicina e 5-amino-2-nitrobenzoato.

y-GT
y -glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida + glicilglicina—® y-glutamil-glicilglicina + 5-amino-2-nitrobenzoato
Metodologia
IFCC-Cinético

Significado clinico

A determinagdo da atividade da gama-GT é (til na avaliagdo de hepatopatias agudas e cronicas, es-
tando a atividade enzimética elevada nos quadros de colestase intra ou extra-hepética. Os niveis de
gama-GT também se elevam na doenga hepética alcodlica aguda ou crénica e nas neoplasias pri-
marias ou metastéticas. A gama-GT cataliza a transferéncia do &cido glutdmico de um peptideo para
outro, ligando-o sempre ao grupo gama-carboxilico. Essa enzima parece facilitar também a transfe-
réncia do &cido glutamico. Eventualmente, a dosagem da atividade de Gama-GT pode ser utilizada
na comprovagéo do uso de 4lcool pelo paciente. Nesse caso é importante afastar outras causas de
elevagdo da gama-GT. Alguns medicamentos como fenitoina, fenobarbital, acetaminofen interferem
na dosagem.

Reagentes

Reagente 1: Pronto para uso. Conservar entre 2 - 8 °C. Contém: Glicilglicina 150mM, hidréxido de s6-
dio 130mmol/L;

Reagente 2: Pronto para uso. Conservar entre 2 - 8 °C. Contém: y- glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida
6.0mM. Manté-lo ao abrigo da luz.

Os reagentes ndo abertos sdo estéveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto e on
board (em um compartimento refrigerado do analisador) possuem estabilidade de aproximadamente
21 dias. Durante o manuseio, os reagentes estdo sujeitos a contaminagéo de natureza quimica e mi-
crobiana que podem provocar redugdo da estabilidade.

Reagente de trabalho

Para alguns analisadores é necessério preparar o Reagente de Trabalho (verifique o protocolo do ana-
lisador): Preparar 4 partes do reagente 1 para 1 parte do reagente 2. Ex.: 4mL de R1+ ImL de R2. O
reagente apds o preparo é estével até 3 semanas quando armazenado de 2 - 8°C ou 5 dias de 15 - 25°C,
ao abrigo da luz.

Precaucgoes e cuidados requeridos

1. Este reagente deve ser usado somente para diagnéstico “in vitro”. Ndo pipetar com a boca. Evi-
tar contato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos, lavar com grande quantidade
de dgua e procurar auxilio médico.

2. Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem como o tempo de reagéo para
obtengdo de resultados corretos. Ndo usar se a absorbancia do branco ultrapassar 1400 quan-
do medido em 405 nm (cuveta de 1cm), se o reagente estiver turvo ou se houver dificuldade em
conseguir os valores estabelecidos para o soro controle fresco.

Material necessario nao fornecido
1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37°C e capaz de medir ab-
sorbancia de 405 nm.

2. Pipetas para medigédo de amostras e reagente.
3. Consumiveis do analisador quando usado.

4. Soros Controle e Calibrador

5. Crondémetro.

Amostra

A Gama-GT é estéavel na soro e no plasma (EDTA) por 1semana se mantido entre 2 - 8°C e por, pelo
menos, 2 meses se congelada. A amostra sé deve ser congelada uma vez. Descartar aamostra caso a
mesma apresente indicios de contaminagéo.

Todas as amostras s&@o consideradas potencialmente infectantes, portanto sugerimos manuseé-las
seguindo as normas estabelecidas de Biosseguranga.

Preparo do paciente

Céaes e Gatos

Jejum recomendado é de 8 a 12 horas (bioquimica) e em filhotes de 4 a 6h podendo beber agua.
Deixar em repouso por 30 minutos.
Bovinos

Jejum geralmente nado obrigatério.

Evitar estresse pois pode alterar o lactato.
Equinos

Jejum geralmente nao obrigatério.

Evitar estresse pois pode alterar o lactato.
Aves

Jejum recomendado de 2 a 4 horas.

Evitar estresse do animal.

Mamiferos pequenos

Jejum geralmente ndo recomendado.
Evitar estresse do animal.
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Interferéncias

Amostras coletadas com anticoagulantes contendo citrato, fluoreto ou oxalato inibem a atividade
da gama-GT, os quais irdo interferir no teste. Bilirrubina até 22,7 mg/dL, Lipemia até 1020 mg/dL
medidos como triglicérides e hemoglobina até 1000 mg/dL n3o interferem significativamente no
resultado.

Para uma lista completa de drogas que interferem na dosagem de gama-GT, sugerimos consultar
Young et al.

Parametros do Sistema

Temperatura 37°C

Comprimento de Onda 405nm

Tipo de Reagdo Cinética

Diregédo Crescente

Relagdo Amostra/Reativo | 1:25

Vol. Amostra 40 pL

Vol.R1 1,0mL (800 pL R1+200 pL R2)
Intervalo de leitura 1Tminuto

Nlmero de intervalos 2-3

Calibracao

Utilizar Quimicalib Ebram c6d.7023/12023 que possui a concentragdo rastredvel ao material de re-
feréncia padrdo ERM-AD452/IFCC, ou realizar a calibraggo através de fatoragéo, obtida através da
absorgdo média milimolar do 3-carboxi-4-nitroanilina a 405 nm (9.900) sob condigdes especificas.

Procedimento Automatizado

Aplicagdo no sistema automatizado: vide manual para utilizagdo do equipamento e instru¢des de uso
do reagente.

Aplicagdo no sistema semi-automatico: proceder como demonstrado a seguir no procedimento ma-
nual somente até o item 2 (preparagdo dos tubos), em seguida utilizar o equipamento para leitura,
seguindo protocolo analitico especifico baseado no item Parametros do Sistema.

Nota: Adicionar as amostras no tubo somente no momento que antecede a aspiragao do equipamen-
to.

Procedimento manual
1. Preparar o Reagente de Trabalho: Misturar os reagentes na proporgdo: 1 parte do Reagente 2 +
4 partes do Reagente 1(4mL R1+1mL R2).
2. Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo:
Branco Calibrador Amostra/S.C.
Agua destilada 40 L - -
Calibrador - 40 uL -
Amostra/S.C - - 40 pL
Reagente de trabalho 10mL 10mL 1,0mL
3. Adicionar 1,0 mL do reagente de trabalho em dois tubos e deixe em banho maria (BM) a 37°C. O

nivel de &gua no BM deve ser superior ao nivel de reagentes nos tubos de ensaio.
4. Adicionar 40puL do calibrador e 40uL de dgua destilada em cada tubo

5. Zerar o espectrofotdmetro a 405nm com o tubo do branco.

6. Inserir no equipamento o tubo com o calibrador e registrar as absorbancias A1, A2, A3, conside-
rando Ala primeira leitura e as seguintes com 1 minuto de intervalo.

7 Determinar as duas diferengas de absorbancia/min (A Abs/min), subtraindo cada leitura de sua
anterior.

8. Determinar a média das diferengas de absorbancia (A Abs/min). Proceder em seguida do mes-

mo modo com os controles e todas as amostras.
Obs.: Procedimento sugerido para espectrofotdmetros que requerem volume minimo de 1,0 mL e po-
dem ser ajustados proporcionalmente sem influéncia no desempenho do teste. Salientamos que vo-
lumes de amostra menores do que 10 yL aumentam a imprecisdo da medi¢do em aplicagdes manuais.

Calculos

(Abs.=Absorbancia)

(Conc. = Concentragao)

A Abs. /min=(A2-A1)+(A3A2)/2

GGT da A Abs /min (amostra)

Amostra (U/L)

Conc. Do Calib
/L)

A Abs /min (Calib)

Exemplo:
Absorbancia com o Calibrador
A1=0,052/ A2=0,079 / A3= 0,145



Média (0,079 - 0052) + (0145 - 0,079)
AAbs/min

2

Média A Abs/min (calib) = 0,0465
Média A Abs/min (amostra) = 0,0204 (calc. | dem acima) Concentragdo do Calibrador =108 U/L

GGT Amostra = (0,0204 / 0,0465) 108 GGT Amostra= 47 U/L
Obs: nkat/L= U/L x 16,67

Linearidade

Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é linear até 1000 U/L. Amostras com valo-
res superiores a 1000 U/L devem ser diluidas com solug&o salina a ponto de ficarem entre 2,80 - 1000
U/L e os resultados devem ser multiplicados pelo fator de dilui¢&o.

Controle de qualidade

Cada laboratério deve manter um programa interno de qualidade que defina objetivos, procedimen-
tos, normas, limites de tolerancia e ag&es corretivas. Deve-se manter também um sistema definido
para se monitorar a variagdo analitica do sistema de medigdo. Aconselhamos o uso dos soros controle
Quimicontrol Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Céd. 7024/12024 e 7031/12031.

Valores esperados
Os seguintes valores sdo baseados nas medi¢gdes desempenhadas a 37°C.

Caninos: <10 U/L
Felinos: <10 U/L
Equinos: <35 U/L

Estes valores s&o dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada laboratério
estabelega seu préprio intervalo de referéncia.

Estudos Comparativos
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes
resultados:

NuUmero de amostras 43

Intervalo de resultados 3.0-308.0 (U/L)

Coeficiente de correlagao 09992

Inclinagao 09880

Intercepta 04 (U/L)
Precisao

Estudos de precisdo foram executados com trés niveis (baixo, normal e patolégico) sendo que cada
amostra fora processada por 40 vezes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=40 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

Média (mg/dL) 34 86,1 1482

D.P. (mg/dL) 13 19 25

CV. (%) 39 23 17
Exatidao

As amostras foram processadas por 10 dias consecutivos, uma vezpor dia e em quadruplicata. Os se-
guintes dados estatisticos foram encontrados:

N=40 Nivel1 Nivel 2 Nivel 3
Média (mg/dL) 34 861 1482
D.P. (mg/dL) 13 23 29
CV. (%) 39 28 20

Sensibilidade Metodolégica
2,80U/L

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

Observacoes
1 A limpeza e a secagem adequadas do material utilizado sdo fatores fundamentais para estabi-
lidade dos reagentes e obtengado de resultados corretos.
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2. A &gua utilizada no laboratério deve ter a qualidade adequada a cada aplicagdo. Assim, para
preparar reagentes e usar nas medigdes, deve ter resistividade >1 mega ohm ou condutividade
<1 microsiemens e concentragao de silicatos < 0,1 mg/L (dgua purificada). Para o enxague da
vidraria a 4gua pode ser purificada, com resistividade > 0,1 megaohms ou condutividade <10
microsiemens. No enxague final também utilizar &gua purificada.

Apresentacao
Linha Bioquimca Geral: R1=8 x 10mL + R2=4 x 5mL
Linha Bulk: R1=1x200mL + R2=1x 50mL
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