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QUIMIALT - ALT/TGP

Alanina Aminotransferase
REG. MS: 10159820101

FINALIDADE. Reacdo enzimatica para determinacdo quantitativa de alanina aminotransferase (ALT)
em amostras de soro e plasma. Somente para uso diagndstico “in vitro”,

PRINCIPI0. AALT catalisa a transferéncia do grupo amina da L-Alanina para 2- oxoglutarato resultan-
do na formacdo do piruvato e L-glutamato. 0 lactato desidrogenase catalisa a reducéo do piruvato e a
oxidacdo simultanea do NADH para o NAD. A razdo resultante da diminuicdo em absorbancia é direta-
mente proporcional a atividade do ALT, quando medido em 340 nm.

A amostra piruvato endogeno é rapidamente e completamente reduzida pelo lactato desidrogenase
(LDH), durante o periodo inicial da incubacdo , assim ndo interfere com o teste. 0 presente método
esta haseado nas recomendacdes da Federacdo Internacional de Quimica Clinica (IFCC) Temos entdo
aseguinte reacdo:

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

Piruvato + NADH—L0H o (| actato -+ NAD

METODOLOGIA. UV

SIGNIFICADO CLINICO. ALT esta presente em altas concentracges no figado e em menor concentra-
¢d0 no rim, coracdo, musculatura esquelética, pancreas, baco e pulmao.

Niveis aumentados de ALT resultam geralmente de doencas associadas ao figado com algum grau de
necrose hepética como cirrose, carcinoma, hepatite viral ou toxica e ictericia obstrutiva. A ALT esta
geralmente mais alta que o AST em hepatite toxica ou viral aguda, enguanto que para a maioria dos
pacientes com doenca hepatica cronica, os niveis de ALT sdo geralmente mais baixos do que os niveis
de AST. A relacdo AST/ALT nas hepatites alcodlicas (com necrose) & geralmente > 1, a0 passo gue nas
hepatites virais é < 1.

Niveis elevados de ALT s3o tamhém encontrados no trauma extensivo, doengas musculares, falha cir-
culatdria com choque, hipdxia, infarto do miocardio e doenca hemolitica.

REAGENTES. Reagente tinico 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, Tampdo Tris
97 mmol/Lem pH7,8 + 0,12 20°C.

0 reagente ndo aberto é estavel até a data de vencimento impressa no rotulo do produto, apds aberto
0 reagente € estavel por 3 meses e on hoard (no compartimento refrigerado do analisador) possuem
estahilidade de aproximadamente 7a 10 dias. Durante 0 manuseio, 0s reagentes estao sujeitos a conta-
minacao de natureza quimica e microhiana que podem provocar reducao da estabilidade.

PRECAUGOES E CUIDADOS REQUERIDOS. Este reagente deve ser usado somente para diagnds-
tico “in vitro”. N&o pipetar com a hoca. Evitar contato com a pele e roupa. No caso de contato com 0s
olhos, lavar com grande quantidade de 4gua e procurar auxilio médico.

Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trahalho bem como o tempo de reacdo para ohtencao
de resultados corretos. Nao usar se houver dificuldade em conseguir os valores estabelecidos para 0
soro controle fresco.

MATERIAL NECESSARIO NAO FORNECIDO.

1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37°C e capaz de medir ahsor-
héancia em 340 nm.

Pipetas para medicdo de amostras e reagente.

Agua destilada/deionizada.

Consumiveis do analisador quando usado.

Calibrador e Soros Controle

Cronbmetro.

AMOSTRA. E recomendavel a utilizagio de soro e plasma livre de hemélise, pois as hemacias contém
ALT, AALT no soro e plasma & estavel por 3 dias a temperatura ambiente (< 25°C) e 7 dias se mantico
entre 2-8°C. A amostra poderé ser congelada (-20°C) por um més quando vedada.
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Todas as amostras e controles sdo considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos ma-
nused-las seguindo as normas estabelecidas de Biosseguranga.

INTERFERENCIAS. Amostras hemolisadas podem elevar os resultados, uma vez que a atividade do
ALT & de 3 a 5 vezes maior nos eritrcitos do gue no soro normal.

Amostras lipémicas ou turvas podem dar leituras cujas absorbancias iniciais excedem a capacidade
do espectrofotdmetro. Resultados mais apurados podem ser obtidos pelo uso de 0.05 mL (50 pL) da
amostra e multiplicagéo da resposta final por 2.

Citrato e fldor inibem a atividade enzimatica.

Uma leitura muito haixa, junto com uma pequena mudanca de absorbancia entre as leituras pode
indicar um nivel muito alto de ALT. Dilua a amostra com solucéo salina e repita o teste multiplicando
0 resultado pelo fator de diluicdo.

Algumas drogas e substancias afetam a concentracao do ALT, sugerimos consultar Young et al.

PARAMETROS DO SISTEMA:
Temperatura 37°C
Comprimento de Onda 340nm
Tipo de Reacdo Cinética de ordem zero
Direcdo Decrescente
Relacdo Amostra/Reativo | 1:10
Vol. Amostra 100 pL
Vol. Reagente 1,0mL
Tempo de Incubacdo 30 segundos (retardo)
Intervalo de leitura I minuto
Numero de intervalos 2a3

CALIBRAGAO. Utilizar Quimicalib Ehram cod.7023/12023 que possui a concentrago rastreavel
a0 material de referéncia ERM-AD454k/IFCC, ou realizar a calibracdo através de fatoracdo, obtida
através da ahsorcdo media milimolar do NADH a 340 nm sob condides especificas.

PROCEDIMENTO AUTOMATIZADO. Aplicacdo no sistema automatizado; vide manual para utiliza-
¢ao do equipamento e instrucdes de uso do reagente.

Aplicacdo no sistema semi-automatico: proceder como demonstrado a seguir no procedimento manual
somente até o item 1 (preparacao dos tubos), em seguida utilizar o equipamento para leitura, seguindo
protocolo analitico especifico haseado no item Pardmetros do Sistema.

Nota: Adicionar as amostras no tubo somente no momento que antecede a aspiracdo do equipamento.

PROCEDIMENTO MANUAL.
1. Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo:
Branco Padréo Amostra/S.C.
Agua destilada 100uL
Calibrador - 100pL
Amostra/ S.C. - . 100pL
Reagente 1,0mL 1,0mL 1,0mL

Nota: Realizar a incubacdo das amostras, calibrador e soro controle (S.C.) individualmente.

2. Adicionar 1,0 mL do reagente em dois tubos e deixe em hanho maria (BM) a 37°C 0 nivel de
agua no BM deve ser superior ao nivel de reagentes nos tubos de ensaio.

3. Adicionar100pL do calibrador e 100pL de 4gua destilada em cada tubo.

4. Aguardar 30 segundos

5. Zeraro espectrofotdmetro a 340nm com o tubo do branco.



6. Inserir no equipamento o tubo com o calibrador e registrar as ahsorbancias Al, A2, A3, con-
siderando Al a primeira leitura (logo apés os 30 segundos de retardo) e as seguintes com 1
minuto de intervalo.

1. Determinar as duas diferencas de absorbancia/minuto (A Abs/min), subtraindo cada leitura
(e sua anterior.

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

0bs.. Procedimento sugerido para espectrofotometros 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 pL aumentam a imprecisao da medicdo em aplicacBes manuais.

cALcuLos.
(Abs. = Absorhancia)
(Conc. = Concentracao)

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

TGP da Amostra (U/L) =
AAbs /min (amostra)

x concentracdo Calib (U/L)
A Abs /min (Calib)

EXEMPLO:
Absorbancia com o Calibrador
Al=0,045/A2=0,075/A3=0,147

Média A Abs/min=
(0,095-0,085) +(0,125 - 0,095)

2

Meédia A Abs/min (calib) = 0,02
Média A Abs/min (amostra) = 0,0125 (calc. | dem acima)
Concentracdo do Calibrador =106 U/L

TGP Amostra=(0,0125/0,02) * 106
TGP Amostra= 66 U/L
0bs: nkat/L=U/Lx 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 diluidas com solugao salina a ponto de ficarem
entre1,2 - 450 U/L e os resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluicdo.

CONTROLE DE QUALIDADE. Cada lahoratorio deve manter um programa interno de qualidade que de-
fina objetivos, procedimentos, normas, limites de tolerancia e acdes corretivas. Deve-se manter tamhém
um sistema definido para se monitorar a variacao analitica do sistema de medicéo. Aconselhamos 0 uso
dos soros controle Quimicontrol Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Cad. 7024/12024 ¢ 7031/12031.

VALORES ESPERADOS. Os seguintes valores sdo haseados nas medicfes desempenhadas a 37°C.

Caninos: 21- 86 U/L
Felinos: 28 - 83 U/L
Equinos:3,0 - 23 U/L

Estes valores sdo dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada lahoratério esta-
beleca seu praprio intervalo de referéncia.

ESTUDOS COMPARATIVOS.
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes resultados
estatisticos:

Nimero de amostras 30
5-100 (U/L)
Coeficiente de correlacdo | 0,998

Intervalo dos resultados

Inclinacao 1,00
173 (U/L)

Intercepta

"h = wniCemi’C .an SR su-BR &G

PRECISAO. Estudos de precisio foram executados com dois niveis (normal e patolégico) sendo que
cada amostra fora processada por 10 vezes e 0s seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=10 Nivel1 | Nivel2
Média (U/L) 249 91,6
DP.(U/L) 12 17
CV. (%) 48 19

EXATIDAO. As amostras foram pracessadas por 10 dias consecutivos, uma vez por dia e em duplicata.
0s seguintes dados estatisticos foram encontrados;

N=10 Nivel1 | Nivel2
Média (U/L) 251 91,4
DP.(U/L) 22 2,6
CV. (%) 88 28

SENSIBILIDADE METODOLOGICA. 1,2 U/L

ESPECIFIGIDADE. Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambula-
torio e hospitalizados, pode-se inferir que o método tem uma especificidade metodolégica adequada.

OBSERVAGOES.

1. Alimpeza e a secagem adequadas do material utilizado sao fatores fundamentais para estabili-
dade dos reagentes e obtencao de resultados corretos.

2. Ad&guautilizada no lahoratdrio deve ter a qualidade adequada a cada aplicacao. Assim, para pre-
parar reagentes e usar nas medicdes, deve ter resistividade =1 mega ohm ou condutividade <1
microsiemens e concentracao de silicatos < 0,1 mg/L (agua tipo 1), Para o enxagiie da vidraria
aagua pode ser do tipo I1l, com resistividade > 0,1 megaohms ou condutividade < 10 microsie-
mens. No enxagiie final utilizar agua tipo II.

APRESENTAGAOQ.
Linha Bioguimca Geral: 1x 200mL
Linha Bulk; 1x 500mL
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