(> 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 am-
plamente distribuida 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 alterag8es hepaticas, a y-GT geralmente é um indice para
agressao téxica. No entanto, sua determinagdo sé tem valor clini-
co quando seus valores sdo comparados com aqueles de outras
enzimas de maior érgdo-especificidade.

A andlise de y-GT juntamente com a fosfatase alcalina, transa-
minases e bilirrubina aumenta significativamente o panorama
do diagnéstico 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 reagado:
v-GT

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

L-y-glutamilglicilglicina + 5-amino-2 nitrobenzoato
Reagentes fornecidos
Reagente A: solucdo de tampado Tris contendo glicilglicina.

Reagente B: solugdo de L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroani-lida.

Concentragdes finais

EAMPEO TrIS.vevirirereeereereete et 100 mmol/L; pH 8,25
L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida.......c...cccceven. > 2,9 mmol/L
GlICHGIICING 1. 100 mmol/L

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

Instrugdes para uso

Reagentes Fornecidos: prontos para uso. Podem-se utilizar
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).

Precaugées

Os reagentes sdo para uso diagndstico "in vitro".

Utilizar os reagentes observando as precaugles habituais de
trabalho no laboratério de analises clinicas.

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

Estabilidade e instru¢6es de armazenamento

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

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

Indicios de instabilidade ou deterioragdo dos reagentes
Quando o espectrofotémetro foi zerado com dgua destilada, lei-
turas de absorbancia do Reagente Unico superiores a 1300 D.O.
sdo indicio de deterioragdo do mesmo.

Interferéncias

Amostra

Soro ou plasma

a) Coleta: deve-se obter do modo usual.

b) Aditivos: se a amostra a utilizar for plasma, recomenda-se, para
sua obtengdo, 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).

N3o sdo observadas interferéncias por bilirrubina até 280 mg/L
(28 mg/dL), triglicerideos até 540 mg/dL (5,4 g/L), nem hemo-
globina até 0,39 g/dL (390 mg/dL).

Referéncia bibliografica Young a efeitos de drogas neste método.

Material necessario (ndo fornecido)

- Espectrofotémetro.

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

- Banho-maria a temperatura de reagdo selecionada.

- Cronémetro.

Condigdes de reacdo

- 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 tnico | 1mL

Pré-incubar por alguns minutos. Adicionar a seguir:

Amostra | 100 uL

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

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

Exemplo:
(Os dados apresentados a seguir sao ilustrativos)

Amostra Diferenga Promédio
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 Fator tedrico (37°C):

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

Calibrador Diferenga Promédio
Absorbancia A1 0,141
Absorbancia A2 0,242 0,101
Absorbancia A3 0,341 0,099
Absorbancia A4 0,441 0,100 0,100
Determinagdo do fator de calibragdo:
[Y-GT] ioracor 117 U/L
Fator = = =1170
AA/min 0,100

calibrador

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

=30,4 U/L

Amostra

Conversdo de unidades ao sistema S|
¥-GT (U/L) x 0,017 = y-GT (ukat/L)
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Método de controle de qualidade

Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade (Labor-
control 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

Limitag6es do procedimento
Vide “Interferéncias”.

Desempenho

a) Reprodutibilidade: aplicando o protocolo EP-15A do CLSI, se
analisaram dois niveis de atividade, cada um por quadruplicado
durante 5 dias. Com os dados obtidos, calcularam-se as precisdes
intra-ensaio e total.

Precisdo intra-ensaio (n = 20)

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

b) Linearidade: manualmente, a reagdo é linear até um AA/min de
0,200 (250 U/L). Para valores superiores, diluir a amostra 1/5 ou
1/10 com solug3o fisioldgica e repetir a determinagdo, respeitando
as mesmas condigdes de ensaio e multiplicando os resultados pela
diluicdo efetuada. Em analisadores automaticos pode-se observar
una linearidade até 1200 U/L.

c) Sensibilidade analitica: depende do fotdmetro empregado e
da comprimento de onda. Em espectrofotémetros com cubas de
fases paralelas de 1 cm de espessura, para um AA/min de 0,001 a
mudanca minima de atividade detectével serd de 1 U/L.

Parametros para analisadores automaticos
Para a programagdo consultar o manual de uso do analisador a
ser utilizado.

Apresentagao

1 x 48 mL Reagente A
1x 12 mL Reagente B
(Cod. 1770120)
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Termo de garantia

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

c € Este produto preenche os requisitos da Diretiva Européia
98/79 CE para dispositivos médicos de diagndstico "in
vitro"

Representante autorizado na Comunidade Européia

vD Uso médico-diagnostico "in vitro"

Conteudo suficiente para <n> testes

Data de validade

Limite de temperatura (conservar a)

N&o congelar

Risco bioldgico

Volume apds da reconstitui¢do

Cont. Conteudo

Numero de lote

Elaborado por:

Nocivo

Corrosivo / Caustico

Irritante

Consultar as instrugdes de uso

Calibr.| | Calibrador

ONTROL Controle

Controle Positivo

E |

[-] Controle Negativo

3l

EF Numero de catédlogo
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