GPT (ALAT) InviVET

METODO:
Cinético UV (IFCC)

FINALIDADE:

Reagentes para a determinagdo da atividade da alanina aminotransferase (GPT) em
amostras de soro e plasma. Somente para uso diagnéstico in vitro. Uso exclusivo
veterinario.

FUNDAMENTO:
O método cinético para a determinagdo da atividade da GPT (ALAT) estd de acordo
com as recomendagdes da IFCC (Internacional Federation of Clinical Chemistry). Sem
ativagdo com piridoxalfosfato.
A determinagdo da alanina aminotransferase ocorre segundo as reagoes:
GPT
2-oxoglutarato + L-alanina — L-glutamato + Piruvato
“«—
LDH
Piruvato + NADH + H* — L-lactato + NDA*
<«

SIGNIFICADO CLINICO:

A enzima GPT (ALAT - Transaminase Glutamico Pirtvica) A Alanina Aminotransferase
- ALT ou Transaminase Glutamico Pirtvica - TGP é uma enzima intracelular presente
em grande quantidade no figado e rim, e em menor quantidade na musculatura
esquelética e coragdo. Como teste de fungdo hepdtica, a GPT é mais sensivel para
detecgdo de danos do hepatdcito do que para obstrugdo biliar, sendo considerada um
excelente marcador hepatocelular para pequenos animais. Apresenta niveis mais
elevados que os da GOT/ASAT nos casos de hepatite e esteatose. Sdo encontrados
niveis elevados nas hepatites infecciosas e toxica, hemocromatose, doenga
pancredtica, cirrose, ictericia obstrutiva e carcinoma metastatico. Em pacientes com
infarto do miocardio a ALT geralmente estd normal ou ligeiramente elevada.
Entretanto, insuficiéncia cardiaca ou choque com necrose hepatica concomitante
podem elevar seus niveis.

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

Reagentes.
BUF- Tampé&o: Tampéao TRIS (pH 7,5) 125 mmol/L; L-alanina ~ 625 mmol/L; LDH >
1,5 kU/L; Azida sddica 0,095%.

SUB- Substrato: 2-oxoglutarato 75 mmol/L; NADH ~ 0,9 mmol/; Azida sddica
0,095%.

PREPARO DO REAGENTE DE USO: .
Adicionar 2 mL do SUBSTRATO (SUB) & 8 mL do TAMPAO (BUF) e homogeneizar.

ESTABILIDADE:

Os reagentes sdo estaveis, mesmo apos abertos, até a data de validade impressa no
rétulo, quando armazenados a 2 - 8°C e protegidos da luz. Evitar contaminag&o dos
reagentes. O reagente de uso é estdvel por 4 semanas a 2 a 8°C ou 5 dias a 15 a
250C.

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. O BUF e o SUB contém azida sdédica como conservante. N&o ingerir ou
aspirar. Evitar contato com a pele e mucosa;

* Manter no frasco original;

e Usar equipamentos de protegdo necessarios;

* Em caso de contato desta solug&o com a pele ou mucosa, lavar com bastante agua
e procurar um médico;

e Em caso de contato com os olhos, lavar com bastante dgua por varios minutos.
Remover lentes de contatos, se presentes e for facil a retirada. Continuar a lavar.

¢ Como ndo se pode assegurar que amostras bioldgicas e soros controle ndo
transmitem infecgbes, recomenda-se manusea-las de acordo com as instrugbes de
biosseguranca.

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

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

AMOSTRA BIOLOGICA:

e SORO, PLASMA (Heparina, EDTA).

o Evitar amostras com hemdlise.

» Estabilidade em soro e plasma é de 4 dias quando armazenado a 20 - 25°C, 7 dias
quando armazenado a 4 - 8°C e 3 meses quando armazenado a -20°C.

* Plasmas fluoretados e oxalatados causam inibigdo nos resultados.

« O transporte de amostra bioldgica, quando necessario, deve ser feito pela rota mais
direta e evitando sua chegada nos finais de semana e feriados no local de destino. A
amostra bioldgica deve ser acondicionada em recipiente ermeticamente fechado, em
seguida embalada de forma a manté-la em temperatura recomendada (2 a 8°C) desde
o remetente até a entrega ao destinatdrio. Esta amostra deve ser identificada com o
simbolo de amostra bioldgica.

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS:
o Fotdmetro UV.

e Pipetas.

« Crondmetro.

e Banho ou incubador.

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

B. Leitura em espectrofotometro:
Comprimento de onda: Hg 365 nm, 334 nm, e 340 nm.
Cubeta: 1 cm
Temperatura: 37°C
Medida: Contra o ar (decréscimo de absorbancia)

C. PROCEDIMENTO:

Pipetar nas cubetas 37°C
Amostra 100 pL
Reagente de Uso 1,0 mL

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

*Método semimicro; para métodos macro, dobre os volumes.

D. 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 de GPT (U/L) aplicar ao A A/min os seguintes fatores:

Temperatura 37°C
A A/min (Hg 334 nm) x 1780
A A/min (340 nm) x 1745
A A/min (Hg 365 nm) x 3235
Exemplo:
1) Temperatura: 37°C e comprimento de onda de 340 nm.
Ao = 1,300
Ai = 1,282
A2 = 1,265
As = 1,249

A A/min = (1,282 - 1,300) + (1,265 - 1,282) + (1,249 - 1,265)
3

A A/min = - 0,017
U/L = - 0,017 x (-952) = 16 U/L

2) Se o A A/min estiver entre 0,12 - 0,16 o célculo sera:

Ao = 1,300
A1 =1,180
A2 = 1,050

A A/min = (1,180 - 1,300) + (1,050 - 1,180)
2

A A/min = - 0,125

U/L=-0,125 x (- 952) = 119 U/L
Se os resultados do controle estiverem fora das faixas permitidas, o fator de calculo
deve ser verificado com um material calibrador adequado e ajustado usando fatores
de corregdo.
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 10 pKat/L
1 pKat/L = 60 U/L

TECNICA ALTERNATIVA:

Pipetar nas cubetas 37°C

Amostra 100 pL

BUF 1,0 mL
Homogeneizar, incubar por 5 minutos a temperatura

desejada.

SuB [ 250 L

Homogeneizar. Ler absorbéncia inicial apds 1 minuto. Ao

mesmo tempo acionar o crondmetro. Ler a absorbancia

novamente apds exatamente 2 minutos.

*Método semimicro; para métodos macro, dobre os volumes.
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CALCULO: SIGNIFICADO DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS DO PRODUTO

o Calcular a média das diferengas das absorbancias por minuto (A A/min).
e Para calcular a atividade de GPT (U/L) aplicar ao A A/min os seguintes fatores.

Temperatura 37°C
A A/min (Hg 334 nm) x 2184
A A/min (340 nm) x 2143
A A/min (Hg 365 nm) x 3971
Exemplo:

Seguir o exemplo utilizado na técnica anterior, modificando o valor do fator para
calcular a atividade de GPT na temperatura e no comprimento de onda adequados.

LINEARIDADE DA REAGAO:

O intervalo de medig&o é de até 500 U/L ou 8,33 pKat/L.

As amostras com concentragSes acima do intervalo de medigdo devem ser diluidas
(100 pl de amostra + 900 pl de solugdo salina fisioldgica) e repetidas. Multiplique o LoT
resultado por 10.

Amostras com concentragdes muito altas podem produzir resultados falsamente
baixos. Neste caso, dilua conforme descrito acima.
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VALORES DE REFERENCIA:

Temperatura 37°C
Felinos adultos 34,9 - 74,3 U/L
Caninos 15,6 - 45,2 U/L
Equinos 3 -23U/L
Bovinos 11 - 40 U/L
Ovinos 6,0 - 19,0 U/L
Caprinos 24 - 83 U/L

CONTROLE DE QUALIDADE:

Todo soro controle contendo valores determinados pelo método cinético-UV para o
GPT pode ser empregado. Recomendamos o uso de nossos soros Controle 1 InviVET
e Controle 2 InviVET.

SENSIBILIDADE:
2,79 U/L.

RECUPERACAO EM SOROS CONTROLES:

Soros controle comerciais disponiveis foram usados. Os soros controle foram
reconstituidos/preparados de acordo com as instruges do fabricante. Cinco
determinagdes de cada soro controle foram feitas com reagentes de GPTde diferentes
lotes. A média dos valores foi calculada e comparada com a média fornecida pelos
respectivos soros controle.

REPETIBILIDADE:

N MEDIA DP CV%
Amostra (valor baixo) 6 48,73 0,93 1,92
Amostra (valor médio) 6 142,34 1,56 1,10
Amostra (valor alto) 6 151,26 1,28 0,85

REPRODUTIBILIDADE:
N MEDIA DP CV%
Amostra (valor baixo) 36 48,73 0,97 1,99
Amostra (valor médio) 36 142,46 1,42 1,00
Amostra (valor alto) 36 151,26 1,55 1,03

COMPARAGAO DOS METODOS:

O kit GPT (ALAT) VET foi comparado com outros métodos para dosagem do GPT
comercialmente disponiveis. Soros controle assim como 41 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 equagdo da regressdo linear obtida foi: Y = 1.027 X + -
0.325, e o coeficiente de correlagdo igual a r = 0,997. Ambos os métodos mostraram
uma boa concordéncia e um desvio ndo significativo foi observado em algumas
amostras especificas.

APRESENTAGAO DO KIT:

Cat. N° Reagente Volume N© Teste
BUF 1x40,0mmL
415 SuB 1x10,0 mL 50
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DEPARTAMENTO DE SERVICOS ASSOCIADOS
Para esclarecimentos de duvidas 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
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Limite de temperatura (conservar a)
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Consultar Instrugéo de Uso
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