(> v-Glutamyl Transferase

Finalidade
Método (Szasz modificado) para a determinagdo de y-glutamil transferase em
soro ou plasma. Substrato recomendado pela IFCC.

Significado clinico

A y-glutamil transferase (y-GT) é uma enzima de membrana amplamente dis-
tribuida no organismo. Localiza-se principalmente nos rins, vesiculas seminais,
pancreas, figado, bago e cérebro. Sua atividade é influenciada por qualquer fator
que afete as membranas celulares dos 6rgdos que a contém.

Caso de alteragdes hepdticas, a y-GT geralmente é um indice para agressdo
toxica. No entanto, sua determinagdo s6 tem valor clinico quando seus valores
sdo comparados com aqueles de outras enzimas de maior 6rgdo-especificidade.
Aanalise de y-GT juntamente com a fosfatase alcalina, transaminases e bilirrubina
aumenta significativamente o panorama do diagndstico diferencial das doengas
hepaticas primarias e secundarias, sendo parte do hepatograma.

Fundamentos do método

A y-glutamil transferase é uma carboxipeptidase que catalisa a seguinte reagdo:
v-GT

L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida + glicilglicina

L-y-glutamilglicilglicina + 5-amino-2 nitrobenzoato

Reagentes fornecidos
Reagente A: solugdo de tampao Tris contendo glicilglicina.
Reagente B: solugdo de L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida.

Concentragdes finais
L1000 o T 1 RS 100 mmol/L; pH 8,25
L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida.........ccccceeiinciiniiiniice, 23 mmol/L

Reagentes nao fornecidos
Solugéo fisioldgica (NaCl 9 g/L).

Instrugdes para uso

Reagentes Fornecidos: prontos para uso. Podem ser utilizados separados ou como
Reagente Unico misturando 4 partes de Reagente A com 1 parte de Reagente B
(ex. 4 mL Reagente A + 1 mL Reagente B).

Precaugbes

Os reagentes sdo para uso diagndstico "in vitro".

Utilizar os reagentes observando as precaugdes habituais de trabalho no labora-
tério de andlises clinicas.

Todos os reagentes e as amostras devem ser descartadas conforme a regulacao
local vigente.

Estabilidade e instru¢Ges de armazenamento

Reagentes Fornecidos: sdo estdveis sob refrigeragdo (2-8°C) até a data de venci-
mento indicada na embalagem.

Reagente Unico (pré-misturado): é estavel por 4 semanas sob refrigeracdo (2-
8°C) protegido da luz.

Indicios de instabilidade ou deterioragdo dos reagentes
Quando o espectrofotdmetro foi zerado com dgua destilada, leituras de absorbancia
do Reagente Unico superiores a 1300 D.O. sdo indicio de deterioragdo.

Amostra

Soro ou plasma

a) Coleta: deve ser coletada de modo usual.

b) Aditivos: se a amostra a utilizar for plasma, recomenda-se, para sua obtengéo,
o uso de EDTA como anticoagulante.

c) Estabilidade e instrugdes de armazenamento: a y-GT no soro é estavel por até
2 semanas sob refrigeragdo (2-8°C), e até 6 meses congelada (-20°C).

Interferéncias

N3o sdo observadas interferéncias por bilirrubina até 280 mg/L (28 mg/dL), trigli-
cerideos até 540 mg/dL (5,4 g/L), nem hemoglobina até 0,39 g/dL (390 mg/dL).
Referéncia bibliografica Young a efeitos de drogas neste método.

Material necessario (ndo fornecido)

- Espectrofotometro.

- Micropipetas e pipetas para medir os volumes indicados.
- Cubetas espectrofotométricas de faces paralelas.

- Banho-maria a temperatura de reagdo selecionada.
- Crondmetro.

CondigGes de reacao

- Comprimento de onda: 405 nm

- Temperatura de reagdo: 25, 30 ou 37°C
- Tempo de reagdo: 3 minutos

- Volume de amostra: 100 uL

- Volume de Reagente Unico: 1 mL

- Volume final de reagdo: 1,1 mL

Procedimento

Em uma cubeta mantida a temperatura selecionada, colocar:

Reagente Unico | 1mL
Pré-incubar por alguns minutos. Adicionar a seguir:
Amostra | 100 uL

Misturar rapidamente e prosseguir de imediato a incubagdo disparando simulta-
neamente o crondmetro. Registrar a absorbancia a 1, 2 e 3 minutos.
Determinar a diferenca média de absorbéancia (AA/min) subtraindo cada
leitura da anterior e tirando a média dos valores. Utilizar esta média para
os célculos.

Calculos dos resultados
v-glutamil transferase (U/L) = AA/min x 1,158

Exemplo:
(Os dados apresentados a seguir sao ilustrativos)
Amostra Diferenca Média
Absorbancia A1 0,247
Absorbancia A2 0,274 0,027
Absorbancia A3 0,299 0,025
Absorbéancia A4 0,325 0,026 0,026

Utilizando Fator tedrico (37°C):

y-glutamil transferase (U/L) = 0,026 x 1158 = 30,1 U/L
Quando utilizado Laborcal como calibrador:
Concentragdo de y-GT no calibrador: 117 U/L (37°C)

Calibrador Diferenca Média
Absorbancia A1 0,141
Absorbancia A2 0,242 0,101
Absorbancia A3 0,341 0,099
Absorbancia A4 0,441 0,100 0,100
Obtencdo do fator de calibragéo:
V-GT o) 117 U/L
Fator = = =1170
AA/min 0,100

calibrador

v-glutamil transferase (U/L) = AA/min x Fator =0,026 x 1170 = 30,4 U/L

Amostra
Conversao de unidades ao sistema S|
y-GT (U/L) x 0,017 = y-GT (ukat/L)

Método de controle de qualidade

Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade (Laborcontrol 1 e
Laborcontrol 2 da Laborlab) com atividades conhecidas de y-glutamil transferase,
com cada determinagdo.

Valores de referéncia

Temperatura 25°C 30°C* 37°C*
Homens 6-28 U/L 8-38 U/L 11-50 U/L
Mulheres 4-18 U/L 5-25 U/L 7-32 U/L

(*) Calculados
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Limitagdes do procedimento simBOLOS

Vide “Interferéncias”.
Este produto preenche os requisitos da Diretiva Européia 98/79 CE para
dispositivos médicos de diagnéstico "in vitro"

Desempenho

a) Reprodutibilidade: aplicando o protocolo EP-15A do CLSI, se analisaram dois [EC [REP] Representante autorizado na Comunidade Européia

niveis de atividade, cada um por quadruplicado durante 5 dias. Com os dados

. o . Uso médico-diagndstico "in vitro"
obtidos, calcularam-se as precisdes intra-ensaio e total.

Precisdo intra-ensaio (n = 20) Conteudo suficiente para <n> testes

Nivel D.P. CV. Data de validade
37,0U/L £045U/L 1L21% Limite de temperatura (conservar a)
160,8 U/L +0,90 U/L 0,56 %

Nado congelar

Precisdo total (n = 20)
Risco bioldgico

Nivel D.P. C\V.
Volume apds da reconstituigdo
37,0U/L +1,10 U/L 2,98 %
160,8 U/L £3,69 U/L 2,29% Conteddo

5]
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b) Linearidade: manualmente, a reac3o ¢ linear até um AA/min de 0,200 (250 U/L). Nimero de lote

Para valores superiores, diluir a amostra 1/5 ou 1/10 com solugdo fisioldgica e
repetir a determinagao, respeitando as mesmas condi¢Ges de ensaio e multipli-
cando os resultados pela diluigdo efetuada. Em analisadores automdticos pode-se
observar una linearidade até 1200 U/L.

c) Sensibilidade analitica: depende do fotdbmetro empregado e do comprimento
de onda. Em espectrofotdmetros com cubetas de fases paralelas de 1 cm de es-
pessura, para um AA/min de 0,001 a mudanca minima de atividade detectavel
serd de 1 U/L.

Elaborado por:
Nocivo

Corrosivo / Caustico
Irritante

A . - Consultar as instrugdes de uso
Parametros para analisadores automaticos

Para a programacdo, consultar o manual de uso do analisador a ser utilizado. Calibr. | | Calibrador

Apresentagio foreal] ] Controle

1 x 48 mL Reagente A

1x 12 mL Reagente B fowreol]+] Controle Positivo
Cod. 1770120

( ) feonrol] -] Controle Negativo
1 x 48 mL Reagente A REF

Numero de catédlogo
1x 12 mL Reagente B

(Cod. 1779715)

Referéncias
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- Burrows, S.; Feldman, W.; McBride, F. - Am. J. Clin. Path. 64/3:311 (1975).

- Szasz, G. - Clin. Chem. 15/2:124 (1969).

-S.S.C.C. - Scand. J. Clin. Lab. Invest. 36:119 (1976).

- Szasz G.; Weinmann G.; Staler F.; Wahlefeld W.; Persijn J. - Z. Klin. Chem. Bio-
chem. 12:229 (1974).

- I.F.C.C. - J. Clin Chem. Clin. Biochem. 21: 633 (1983).

- Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests", AACC Press, 5th
ed., 2000.

- CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute (ex-NCCLS) - Protocols EP-15A,
2001 / EP-17A, 2004

Termo de garantia

Este Kit como um todo tem garantia de troca, desde que esteja dentro do prazo
de validade e seja comprovado pelo Departamento Técnico da Laborlab Produtos
para Laboratdrios Ltda. que ndo houve falhas técnicas na execugdo e manuseio
deste kit, assim como em sua conservagéo.

895212000/ 04 p. 2/4



(> v-Glutamyl Transferase

Finy uso
Método (Szasz modificado) para la determinacién de y-glutamil transferasa en
suero o plasma. Sustrato recomendado por la IFCC.

Significacion clinica

La y-glutamil transferasa (y-GT) es una enzima de membrana ampliamente distri-
buida en el organismo. Se localiza principalmente en rifién, vesiculas seminales,
pancreas, higado, bazo y cerebro. Su actividad es influenciada por cualquier factor
que afecte a las membranas celulares de los 6rganos que la contienen.

En el caso de alteraciones hepdticas, la y-GT generalmente es indice de agresion
toxica. Sin embargo, la determinacion sélo tiene valor clinico cuando sus valores
son comparados con los de otras enzimas de mayor érgano-especificidad.

El andlisis conjunto de y-GT, fosfatasas alcalina, transaminasas y bilirrubina, amplia
significativamente el panorama del diagndstico diferencial de las enfermedades
hepaticas primarias y secundarias, formando parte del hepatograma.

Fundamentos del método
La y-glutamil transferasa es una carboxipeptidasa que cataliza la siguiente reaccion:
y-GT

L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida + glicilglicina _—>

L-y-glutamilglicilglicina + 5-amino-2-nitrobenzoato

Reactivos provistos
A. Reactivo A: solucidn de buffer Tris conteniendo glicilglicina.
B. Reactivo B: solucién de L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitro-anilida.

Concentraciones finales
buffer Tris .....cccccveenenne
L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida

.138 mmol/I; pH 8,5
23 mmol/I

Reactivos no provistos
Solucién fisioldgica (NaCl 9 g/l).

Instrucciones para su uso

Reactivos Provistos: listos para usar. Estos pueden usarse separados o como
Reactivo unico, mezclando 4 partes de Reactivo A con 1 parte de Reactivo B (ej.:
4 ml Reactivo A + 1 ml Reactivo B).

Precauciones

Los reactivos son para uso diagnéstico "in vitro".

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales de trabajo en el
laboratorio de andlisis clinicos.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de acuerdo a la normativa
local vigente.

Estabilidad e instrucciones de almacenamiento

Reactivos Provistos: son estables en refrigerador (2-8°C) hasta la fecha de ven-
cimiento indicada en la caja.

Reactivo Unico (premezclado): estable 4 semanas en refrigerador (2-8°C). Pro-
teger de la luz.

Indicios de inestabilidad o deterioro de los reactivos

Cuando el espectrofotémetro ha sido llevado a cero con agua destilada, lecturas
de absorbancia del Reactivo uUnico superiores a 1,300 D.O. son indicio de dete-
rioro del mismo.

Muestra

Suero o plasma

a) Recoleccion: se debe obtener de la manera usual.

b) Aditivos: en caso de emplear plasma, se recomienda el uso de EDTA como
anticoagulante para su obtencion.

c) Sustancias interferentes conocidas:

No se observan interferencias por bilirrubina hasta 280 mg/I (28 mg/dl), trigli-
céridos hasta 5,4 g/ (540 mg/dl) ni hemoglobina hasta 0,39 g/dl (390 mg/dl).
Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las drogas en el presente
método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: la y-GT en suero es estable
hasta 2 semanas en refrigerador (2-8°C) y hasta 6 meses congelada (- 20°C).

Material requerido (no provisto)

- Espectrofotémetro.

- Micropipetas y pipetas para medir los volimenes indicados.
- Cubetas espectrofotométricas de caras paralelas.

- Bafio de agua a la temperatura de reaccion seleccionada.
- Cronémetro.

Condiciones de reaccion

- Longitud de onda: 405 nm

- Temperatura de reaccion: 25, 30 6 37°C
- Tiempo de reaccion: 3 minutos

- Volumen de muestra: 100 ul

- Volumen de Reactivo Unico: 1 ml

- Volumen final de reaccién: 1,1 ml

Procedimiento

En una cubeta mantenida a la temperatura seleccionada colocar:

| Reactivo Unico | 1Iml

Preincubar unos minutos. Luego agregar:

| Muestra | 100 ul

Mezclar rapidamente y proseguir de inmediato la incubacion disparando simul-
taneamente el crondmetro. Registrar la absorbancia a los 1, 2 y 3 minutos. De-
terminar la diferencia promedio de absorbancia (AA/min) restando cada lectura
de la anterior y promediando los valores. Utilizar este promedio para los calculos.

CALCULO DE LOS RESULTADOS
y-glutamil transferasa (U/l) = AA/min x 1.158

Ejemplo:
(Los datos presentados a continuacidn son ilustrativos)
Muestra Diferencia Promedio

Absorbancia A1 0,247

Absorbancia A2 0,274 0,027

Absorbancia A3 0,299 0,025

Absorbancia A4 0,325 0,026 0,026
Utilizando Factor tedrico (37°C):
y-glutamil transferasa (U/l) = 0,026 x 1158 = 30,1 U/I
Si se utiliza Laborcal como calibrador:
Concentracidn de y-GT en el calibrador: 117 U/L (37°C)

Calibrador Diferencia Promedio

Absorbancia A1 0,141

Absorbancia A2 0,242 0,101

Absorbancia A3 0,341 0,099

Absorbancia A4 0,441 0,100 0,100
Obtencioén del factor de calibracién:

(ECLI. 117U/
Factor = = =1170
AA/min 0,100

calibrador

y-glutamil transferasa (U/I) = AA/min x Factor = 0,026 x 1170 = 30,4 U/L

Muestra
Conversion de unidades al sistema S|
v-GT (U/I) x 0,017 = y-GT (ukat/I)

Método de control de calidad

Procesar 2 niveles de un material de control de calidad (Laborcontrol 1y Labor-
control 2 de Laborlab) con actividades conocidas de y-glutamil transferasa, con
cada determinacion.

Valores de referencia

Temperatura 25°C 30°C™" 37°C
Hombres 6-28 U/I 8-38 U/I 11-50 U/I
Muijeres 4-18 U/l 5-25 U/l 7-32 U/l
Mcalculados

895212000/ 04 p. 3/4



Limitaciones del procedimiento
Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.

C€

Performance

a) Reproducibilidad: se aplicé el protocolo EP-15A del CLSI. Se analizaron dos
niveles de actividad, cada uno por cuadruplicado durante 5 dias. Con los datos
obtenidos, se calcularon las precisiones intraensayo y total.

Precision intraensayo (n = 20)

Nivel D.S. CV.
37,0U/I +0,45 U/l 1,21%
160,8 U/I +0,90 U/I 0,56 %
Precision total (n = 20)
Nivel D.S. CV.
37,0U/1 +1,10 U/ 2,98 %
160,8 U/I +3,69 U/ 2,29%

c) Linealidad: manualmente, la reaccién es lineal hasta un AA/min de 0.200 D.O.
(250 U/1). Para valores superiores, diluir la muestra 1/5 ¢ 1/10 con solucidn fisio-
l6gica y repetir la determinacidn, respetando las mismas condiciones de ensayo y
multiplicando los resultados por la dilucién efectuada. En analizadores automaticos
puede observarse una linealidad hasta 1200 U/I.

d) Sensibilidad analitica: depende del fotometro empleado y de la longitud de
onda. En espectrofotdometros con cubetas de caras paralelas de 1 cm de espesor,
para un AA/min de 0,001 el minimo cambio de actividad detectable serd 1 U/I.

Cont.

Parametros para analizadores automaticos
Para las instrucciones de programacion consulte el manual del usuario del ana-
lizador en uso.

Presentacion
1 x 48 mL Reactivo A
1x 12 mL Reactivo B

(Cod. 1770120) Calibr.

JONTROL|

1 x 48 mL Reactivo A
1x 12 mL Reactivo B
(Cod. 1779715)

!!IE-_.E@@@LEIV@%._%@E

ONTROL| +

[conTRoL[ -]

Bibliografia

- Lum, G.; Gambino, S.R. - Clin. Chem. 18:358 (1972).

- Burrows, S.; Feldman, W.; McBride, F. - Am. J. Clin. Path. 64/3:311 (1975).

- Szasz, G. - Clin. Chem. 15/2:124 (1969).

-S.S.C.C. - Scand. J. Clin. Lab. Invest. 36:119 (1976).

- Szasz G.; Weinmann G.; Staler F.; Wahlefeld W.; Persijn J. - Z. Klin. Chem. Bio-
chem. 12:229 (1974).

- .F.C.C. - J. Clin Chem. Clin. Biochem. 21: 633 (1983).

- Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests", AACC Press, 5%
ed., 2000.

- CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute (ex-NCCLS) - Protocols EP-15A,
2001 / EP-17A, 2004.

P

EF

895212000/ 04 p. 4/4

SIMBOLOS

Este producto cumple con los requerimientos previstos por la Directiva
Europea 98/79 CE de productos sanitarios para el diagndstico "in vitro"

Representante autorizado en la Comunidad Europea

Uso diagndstico "in vitro"

Contenido suficiente para <n> ensayos

Fecha de caducidad

Limite de temperatura (conservar a)

No congelar

Riesgo bioldgico

Volumen después de la reconstitucién

Contenido

Numero de lote
Elaborado por:
Nocivo

Corrosivo / Cdustico
Irritante

Consultar instrucciones de uso
Calibrador

Control

Control Positivo
Control Negativo

Numero de catédlogo

() LABORLAB

Produtos para Laboratérios Ltda.
Estrada do Capdo Bonito, 489
Guarulhos - SP- Brasil - CEP: 07263-010
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sac@laborlab.com.br
www.laborlab.com.br

UR250813



