Gama-GT InviVET

METODO:
Cinético Colorimétrico

FINALIDADE:

Reagentes para a determinagé&o cinética colorimétrica da Gama-glutamil transferase
(y-GT) em amostras bioldgicas (soro, plasma). Somente para uso diagndstico in vitro.
Uso exclusivo veterinario.

FUNDAMENTO:
A gama-glutamil transferase (y-GT) cataliza a reagdo de transferéncia do grupamento
glutamil da L-y-glutamil-3-carboxy-4-nitroanilida para a glicilglicina originando L-y-
glutamilglicilglicina e 5-amino-2-nitro-benzoato.

y-GT
L-y-glutamil-3-carboxy- —_
4- nitroanilida + glycylglycina

L-y-glutamilglicil-glicina +
5-amino-2nitro-benzato

SIGNIFICADO CLiINICO:

Aumento

Fisioldgico GGT colostral (exceto cavalos); raca (burros, jumentos)

Iatrogénico Anticonvulsivantes (fenobarbital, fenitoina, misolina),
corticosteroides exdgenos (cdo)

Hepatobiliar Hiperplasia biliar, colestase, toxicidade alcaloide por
pirrolizidina, fascioliase, colangio-hepatite e coletiase
(equinos)

Renal Lesdo tubular proximal (1 GGT urinario; soro 1 é raro)

Toxinas Alcaldides de pirrolizidina (por exemplo, Senecio,
Crotalaria, Heliotropium), aflatoxinas, aminoglicosideos,
tetracloreto de carbono, xilitol (cdes)

Neoplasia Adenocarcinoma hepatico, pancreatico, renal primario

Miscelanea Deslocamento abomasal, deslocamento dorsal do célon
grande (cavalo)

IDENTIFICAGAO E ARMAZENAMENTO:
Conservar entre 2 a 8°C.

Reagentes:
BUF - Tampao: Tampdo TRIS (pH 8,25) 125 mmol/L; Glicilglicina 150 mmol/L; Azida
sodica 0,095 %.

SUB - Substrato: L-gamaglutamil-3-carboxi-4-nitroanilida 20 mmol/L; Azida sédica
0,095%.

PREPARO DO REAGENTE DE USO:
Adicionar 2 mL do Substrato (SUB) a 8 mL do Tampdo (BUF) e homogeneizar.

ESTABILIDADE:

Os reagentes sdo estaveis, mesmo apos abertos, até a data de validade impressa no
rotulo, quandoarmazenados entre 2 - 8°C. Evitar contaminagdo dos reagentes. Ndo
congelar. Reagente de Uso: estavel por 6 semanas a 2 - 8°C ou 5 dias a 15 - 25°C.

TRANSPORTE:

O transporte do kit deve ser feito pela rota mais direta evitando-se as chegadas nos
finais de semana e feriados no local de destino. O kit ndo é afetado pelo transporte
desde que seja entregue ao destinatario no periodo maximo de 07 dias e em uma
temperatura de até 37°C.

TERMOS E CONDICﬁES DE GARANTIA
O fabricante garante a qualidade do produto, se este for armazenado como descrito
acima e em sua embalagem original.

PRECAUGOES:

e Os cuidados habituais de seguranga devem ser aplicados na manipulagdo do
reagente. A solugdo tampdo e o substrato contém azida sédica como conservante.
N&o ingerir ou aspirar. Evitar contato com a pele e mucosa;

e Durante a reagdo 5-amino-2-nitrobenzeno é produzido.

Este produto é venenoso quando inalado, engolido ou quando absorvido pela pele.
Se a mistura da reagdo entrar em contato com a pele ou membranas mucosas
enxaguar com agua em abundancia;

e Como ndo se pode assegurar que amostras bioldgicas e soros controle ndo
transmitem infecgdes, recomenda-se manusea-los de acordo com as normas de
biosseguranga;

e Para descarte seguro dos reagentes e materiais bioldgicos, sugerimos utilizar as
regulamentagbes normativas locais, estaduais ou federais para a preservagao
ambiental.

e A rigorosa observagdo da temperatura, do tempo de incubagdo, da limpeza da
vidraria, da estabilidade dos reagentes e da pipetagem é de extrema importancia para
se obter bons resultados.

» Os riscos residuais do kit, de acordo com critérios pré-determinados, sdo aceitaveis
em comparagdo aos beneficios proporcionados pelo uso. A anélise de risco foi realizada
de acordo com a ISO 14971, relacionada a data final e levando em consideragdo a
atual informagéo de registro.

AMOSTRA BIOLOGICA:

« SORO, PLASMA (EDTA)

o Evitar amostra com hemolise

* Em temperatura de até 25°C a estabilidade da amostra se mantém por 7 dias.

* Plasmas citratados, fluoretados ou oxalatados produzem inibigdo da atividade da g-
GT.

INTERFERENCIA:
Triglicérides até 2500 mg/dL, Hemoglobina até 100 mg/dL, Bilirrubina até 40 mg/dL
e acido ascérbico até 20 mg/dL ndo mostram nenhum efeito de interferéncia.

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS:
* Fotdmetro UV/VIS; Pipetas; Banho-maria ou termostatizador; Cronémetro.

METODO DE ANALISE:
A. Termostatizar o reagente de uso e as cubetas na temperatura desejada. A
temperatura deve permanecer constante (£ 0,5°C) durante a execugdo do teste.

B. Leitura em Espectrofotometro:
Comprimento de onda: Hg 405 nm (400-420 nm).
Cubeta: 1 cm

Temperatura: 25°C, 30°C, 37°C.

Medida: contra o ar (aumento de absorbancia)

C. PROCEDIMENTO:
Pipetar nas Cubetas 250C, 30°C, 37°C
Amostra 100 pL
Reagente de uso 1,0 mL
Homogeneizar. Ler a absorbancia inicial apés 1 minuto.
Ao mesmo tempo acionar o cronémetro. Ler a absorbancia novamente apods
exatamente 1, 2 e 3 minutos.

D. CALCULO
e Calcular a média das diferengas das absorbancias por minuto (AA/min).

[(A1 - Ao) + (A2 - A1) + (A3 -A2))/ 3

e Para calcular a atividade (U/L) de y=-GT aplicar ao_ AA/min os seguintes fatores:
[U/L = AA/min Método Scasz (405 nm) | Método IFCC (405 nm) |
[ sample Start [ 1158 [ 1309 |

Exemplo:
Ao =1,174
A1 = 1,194
A2 = 1,215
As = 1,237

AA/min
AA/min

(1,194 - 1,174) + (1,215 - 1,194) + (1,237 - 1,215)]/ 3
0,021

y-GT U/L= AA/min x 1158
y-GT U/L= 0,021 x 1158 = 25 U/L

Fator de conversdo de unidades internacionais (U/L) para o sistema internacional - SI
(Kat/L):

1 U/L = 16,67 x 10" Kat/L = 16,67 x 103 pKat/L

1 pKat/L = 60 U/L

TECNICA ALTERNATIVA:
Para laboratdrios cuja rotina é pequena, pode-se preparar menor volume de reagente
de uso, mantendo sempre a proporgdo de 2 partes do SUB para 8 partes do BUF ou
utilizar o seguinte procedimento:
Pipetar nas Cubetas

259C, 30°C, 37°C

Amostra 100 puL
BUF 1,0 mL
Homogeneizar, incubar por 1 minuto a 25°C, 30°C ou 37°C.

SUB [ 250 ul

Homogeneizar. Ler a absorbancia inicial apds 1 minuto. Ao mesmo tempo acionar
o crondmetro. Ler a absorbancia novamente apés exatamente 1, 2 e 3 minutos.

CALCULO
e Calcular a média das diferengas das absorbancias por minuto (A A/min):
[(A1 - Ao) + (A2 - A1) + (A3 - A2)]/ 3

e Para calcular a atividade (U/L) de y=GT aplicar ao_AA/min os seguintes fatores:

[U/L = AA/min Método Scasz (405 nm) | Método IFCC (405 nm) |
[ Reagent Start 1421 [ 1606
Exemplo:

Seguir o exemplo utilizado na técnica anterior, modificando apenas o valor do fator
(AA/min x 1421) para calcular a atividade da y-GT.

VALORES DE REFERENCIA:

Espécie U/L
Canina 1,5-75
Felina 0,2 -3,0
Equina 10,1 - 26,7
Bovinos 6,1-17,4
Ovinos 20 - 56

Caprinos 20 -52

LINEARIDADE DA REA(;AO:

A reagdo é linear até 250 U/L.

Se a média das diferengas das absorbéncias por minuto (AA/min) for superior a 0.200
em Hg 405 nm, diluir 0,1 mL da amostra com 0,5 mL de solugéo fisioldgica (0,9%) e
repetir o teste usando esta diluigdo. Multiplicar o resultado por 6.

CONTROLE DE QUALIDADE:

Todo soro controle contendo valores determinados pelo método cinético colorimétrico
para y-GT pode ser empregado. Recomendamos o uso de Controle 1 InviVET e
Controle 2 InviVET.
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RECUPERACAO EM SOROS CONTROLES:

Soros controle comerciais disponiveis foram usados. Os soros controle foram
reconstituidos/preparados de acordo com as instrugdes do fabricante. Doze
determinagbes de cada soro controlem foram feitas com reagentes de y-GT cinético
colorimétrico de diferentes lotes. A média dos valores foi calculada e comparada com
a média fornecida pelos respectivos soros controle.

A.1.Imprecisdo - Repetibilidade:

Amostra N Média DP Ccv
Valor baixo 36 48,4 1,29 2,66
Valor médio 36 115 1,67 1,44
Valor alto 36 428 3,16 0,75
A.2.Imprecisdo - Reprodutibilidade:
Amostra N Média DP Ccv
Valor baixo 36 48,4 1,49 3,09
Valor médio 36 115 2,31 2,0
Valor alto 36 428 7,21 1,69
SENSIBILIDADE:

A partir da média de 20 determinagdes de um calibrador 0 U/L (salina fisioldgica) no
analizador Hitachi 717 obteve uma média absoluta de -0,10 U/L e o DP de 1,06.

COMPARAGAO DO KIT:

O kit da y-GT cinética foi comparado com outros métodos para dosagem da y-GT
comercialmente disponivel. Soros controle assim como 53 amostras de pacientes
foram usados na comparagdo. Foram avaliados os resultados obtidos pelos métodos
utilizados e também através de uma equacgdo de regressdo ndo-paramétrica de acordo
com Bablok & Passing. A regressao linear obtida foi descrita como:

Y (y-GT) = 1,027* X(método de referencia) + 1,274
O coeficiente de correlagao foi = 1,00

Ambos os métodos mostraram uma boa concordéncia e um desvio ndo significativo
foi observado em algumas amostras especificas.

APRESENTACAO:
Cat. N° Reagente Volume N° Teste
BUF 1 x40 mL
412 SuB 1x 10 mL 50
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DEPARTAMENTO DE SERVICOS ASSOCIADOS

Para esclarecimentos de dividas do consumidor quanto ao produto.

Telefone: 31-3654-6366  e-mail: invitroms@invitro.com.br

Produzido e Distribuido por In Vitro Diagndstica Ltda.

Rua Cromita, 278, Distrito Industrial - Itabira/MG CEP: 35903-053

Telefone: 31-3067-6400  e-mail: invitroms@invitro.com.br

Resp. Téc.: Patricia C. C. Vilela - CRF 4463

SIGNIFICADO DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS DO PRODUTO

Data limite de utilizagdo
Limite de temperatura (conservar a)
Numero do Catélogo

Consultar Instrugdo de Uso

E}Eo\m

LoT NUmero do lote

Produto Diagnodstico In Vitro

Data de Fabricagdo
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