Instrugoes de uso

AST/GOT . ircc

Kit para determinacéo do aspartato aminotransferase em amostra

de soro
Somente para uso diagnoéstico in vitro

As enzimas Alanina Aminotransferase (ALT) e a Aspartato
Aminotransferase (AST), catalisam a transferéncia de um grupo
amino, de um amino&cido, a um hidrocarboneto para formar um
aminoacido diferente.

A AST esta presente em muitos érgaos além do figado, incluindo o
coragdo e o musculo, enquanto a ALT é encontrada somente no
figado. Oitenta por cento da AST das células do figado
(hepatdcitos) estdo nas mitocondrias, enquanto que a ALT esta
localizada no citoplasma. Sendo assim, as atividades destas
enzimas séo utilizadas como indicadores de danos hepatocelulares
e o coeficiente AST:ALT (quociente de Ritis) tem grande valor
diagnéstico.

Principio do teste

A Aspartato amino transferase catalisa a transferéncia do grupo amina
do aspartato para o 2-oxoglutarato com formagdo de glutamato e
oxalacetato. Este é reduzido a malato pela acdo da desidrogenase
maélica (MDH), enquanto a coenzima NADH é oxidada a NAD'. A
concentragao catalitica é determinada a partir da velocidade de

extingdo do NADH, medida espectrofotometricamente em 340 nm.

AST
Alanina + 2 — Oxoglutarato ———> Oxalacetato + Glutamato

Oxalacetato + NADH+ HJr % Malato + NADJr
Tampao: Tris 150 mmol/L, L-aspartato 362 mmol/L, desidrogenase
lactica >460 U/L, Desidrogenase lactica > 660 U/L. PH 7,80.
Coenzima: NADH 1,3 mmol/L, 2-oxoglutarato 75 mmol/Hidréxido
de sodio 148 mmol/L, azida sédica 9,5g/L. Nao pipetar com a
boca. NOCIVO.

Os reagentes, quando armazenados nas condi¢cdes recomendadas,
sao estaveis até a data de validade expressa no rétulo do produto.

Apresentacoes

Cdédigo Tampao  Coenzima Testes
Macro Micro
100 200

0018 1x80 mL 1x 20 mL

cepa

O ntimero de testes em equipamentos automatizados dependera [ EEP
do protocolo de automagéo utilizado. Todo o material biolégico deve ser processado como sendo

Materiais necessarios nao fornecidos potencialmente contaminante. Usar luvas descartaveis durante a

~ Agua destilada ou deionizada; manipulagdo do material bioldgico. As amostras devem ser

—  Banho maria; descartadas, apds o uso, em recipientes especificos para este fim.
—  Cronbmetro; Néo dispensar em coletores de lixo comuns ou nas redes de
—  Espectrofotdmetro; esgoto.
— Pipetas manuais ou automaticas; Interferentes pré-analiticos]
— Ponteiras descartaveis; Triglicérides acima de 200 mg/dL pode interferir nos resultados.
—  Vidraria.

. Preparo do reagente
Armazenamento, transporte e validade ) ]
Armazenar os reagentes entre 2-8°C em sua embalagem original. Verter o contetdo do frasco |R2] no frasco & homogensizar
Os produtos poderdo ser transportados, por até 48 horas, entre bem. E recomendavel a transferéncia de parte do homogeneizado
2-30°C. A data de validade se encontra no rétulo do produto. para o frasco [R2], com o objetivo de se obter a diluigao completa do
Precaucées e cuidados especiais reagente contido no mesmo. Apds homogeneizar, verter
—  Na&o misturar ou trocar lotes de reagentes diferentes; novamente o contetido no frasco [R1]. Rotular como Reagente de

~  Bvitar contaminag&o microbiana dos reagentes e n&o utilizar Trabalho. Este reagente é estavel, sob refrigeracdo, na faixa de 2 a

reagentes que tenham sinais de contaminac&o ou precipitagéo; 8°C, durante 2 meses, se mantido fora do refrigerador somente o

—  Caso haja contato com quaisquer reagentes, lavar a area tempo necessério para as dosagens.

afetada com agua em profusdo. Em caso de ingestédo de
reagentes, procurar auxilio médico imediato munidos desta Podem ser preparados volumes menores de reagente de trabalho,
instrucao de uso; desde que respeitada a proporcao de 1mL do [R9 + 4mL do [R1]
—  Utilizar equipamentos de protegao individual segundo normas Procedimento
de biosseguranga; Permitir que reagentes e amostras atinjam a temperatura ambiente.
— A agua (destilada ou deionizada) utilizada na limpeza do Pipetar, em diferentes tubos de ensaio, como a seguir:
material ou nos procedimentos deve ser recente e isenta de Método Macro Micro
agentes contaminantes; Amostra 50 pL 25 il

—  Certificar-se das condi¢gdes adequadas de funcionamento dos

Reagente de trabalho 1,0 mL 0,5 mL

equipamentos de analise;

Acertar o zero do espectrofotdmetro utilizando agua

— O descarte do material utilizado deve ser feito segundo os . L
destilada ou deionizada;

critérios de biosseguranca; . . . .
9 ca; CEee Homogeneizar rapidamente e inserir em um porta cubetas

— Lavar as maos apés trabalhar com material potencialmente
P P termostatizado a 37°C;

infeccioso.
Ler e registrar a absorbancia inicial (A0), em 340 nm e

Amostra biolégica acionar o crondmetro;

Soro
O analito é estavel por 7 dias entre 2 a 8 °C.



Realizar novas leituras (A1, A2 e A3), em intervalos de 1
minuto durante 3 minutos;

Comprovar que as diferencas entre as absorbancias sejam
sensivelmente iguais;

Calcular a média das diferencas das absorbancias

(AA/min.), que sera usada nos procedimentos de célculo.

Al-A0)+(A2-A1)+(A3-A2
A min - AEAOHAZADHAS-A2)

Calculos
Considerando que o coeficiente de absor¢gdo molar do NADH é 6300

em 340 nm, se deduzem as seguintes férmulas para calcular a
concentracao catalitica a 37°C:
AA/min. x 3333 =U/L « AA/min. x 55,55 = pkat/L

Valores de referéncia

37°C (U/L)
Soro Menor que 40

Estes valores sdo apenas a titulo orientativo. E recomendavel que
cada laboratério estabelega sua propria faixa de valores de
referéncia.

Controle de qualidade
O laboratério deve ter como pratica de rotina o uso de soros

controle comerciais. Preferencialmente deve participar de
programas de controle externo de qualidade, a exemplo daqueles
oferecidos pela SBAC e SBPC.

Caracteristicas de desempenho do produto
Sensibilidade analitica: A sensibilidade do método é de 1,1 U/L

(0,018 pKat/L).
Limite de Linearidade: Os resultados sao lineares, no soro, até
500 U/L (8,33 pKat/L).

Para valores maiores que 500 U/L, diluir a amostra 1:10 com agua
destilada/deionizada e repetir 0 ensaio. Multiplicar o resultado
encontrado pelo fator de diluigdo cinco (10).

Estudos comparativos: Este produto ndo apresentou variagdo
sistémica significativa quando comparado com produtos de mesma
metodologia.

Repetitividade e Reprodutibilidade:

Soro:
Concentracdo média n CV%
Repetitividade 38 UL 20 14
119 U/L 20 15
Concentracédo média n CV%
Reprodutibilidade 38 UL 25 | 59
119 UL 25 3,8

Termo de garantia

A MBiolog Diagnosticos Ltda garante o desempenho deste produto
até a data de expiracgao indicada no rétulo, desde que os cuidados
de utilizagdo e armazenamento indicados nos rétulos e nestas

instrugdes de uso forem seguidas corretamente.

Meio ambiente
As caixas e bulas podem ser encaminhados para coleta seletiva e

reciclados, desde que ndo contenha contaminagdes quimicas e/ou

biolégicas. Preserve o meio ambiente.
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