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Utilizarea prevazuta
Pentru determinarea cantitativa, cinetica a glucozo-6-fosfat dehidrogenazei
(G6PD) din sange la 340 nm. Doar pentru diagnostic in vitro. Rx Only.

Semnificatia clinica’

Testele G6PD se efectueaza de obicei pentru a determina deficitul de G6PD,
care este larg raspandit in intreaga lume. S-a constatat ca deficitul de G6PD
din globulele rosii este baza pentru anumite anemii hemolitice induse de
medicamente.  Acest tip de susceptibilitate la hemoliza indusa de
medicamente este numit deseori ,sensibilitate la primachind” deoarece
studiile care au dus la caracterizarea lui au fost facute in timpul investigatiilor

asupra proprietatilor hemolitice ale acestui compus antimalaric.

Rezumat

Glucozo-6-fosfat dehidrogenaza (G6PD, D-glucoza-6-fosfat: oxidoreductaza,
EC 1.1.1.49) catalizeaza prima etapd din suntul pentozo-fosfat, oxidand
glucozo-6-fosfat (G-6-P) la 6- fosfogluconat (6-PG) si reducand NADP la
NADPH. Aceasta procedura este o modificare a metodelor
spectrofotometrice ale lui Kornberg si Horecker? si ale Iui Lohr si Waller?,
implicand urmatoarea reactie:

G-6-P + NADP* -eromeeermmmceeee —> 6-PG + NADPH + H*

Nictotinamid adenin dinucleotid fosfatul (NADP) este redus de G6PD in
prezenta G-6-P. Viteza de formare a NADPH este proportionald cu
activitatea G6PD si se masoara spectrofotometric ca o crestere a
absorbantei la 340 nm. Producerea unui al doilea echivalent molar de
NADPH de catre 6-fosfogluconat dehidrogenaza eritrocitara (6-PGDH)
conform reactiei:

6-PG + NADP*  -----mremomee — ribuloza-5-fosfat + NADPH + H* + CO:
este prevenita prin utilizarea maleimidei, un inhibitor al 6-PGDH.

Reactivi

Reactiv G6PD R1: Reactivul reconstituit va contine NADP, 1,5 mM, si
maleimida, 12 mM. De asemenea, contine solutie tampon, stabilizator si
agent de liza.

Reactiv G6PD R2: Glucozo-6-fosfat, 1,05 mM, solutie tampon si sare de
magneziu. Azida de sodiu adaugata drept conservant.

Reactiv de liza G6PD: Triton X-100, 0,05% v/v. Pentru utilizare cu aplicatii
discrete in analizoare.

Precautii

1.Acesti reactivi sunt doar pentru diagnostic in vitro.

2.Trebuie respectate precautile normale pentru manipularea reactivilor de
laborator. Eliminati deseurile respecténd toate reglementarile locale,
statale si federale.

3.Reactivul R1 este NOCIV. Poate cauza sensibilizare prin inhalare si
contactul cu pielea. Purtati imbracaminte de protectie adecvata.

4 Reactivul R2 contine azida de sodiu, care poate reactiona cu cuprul sau
plumbul, formand azide metalice foarte explozive. Evitati acumularea
azidei.

Prepararea reactivului

1.Reactivul R1 se prepara prin reconstituire cu volumul de apa deionizata
indicat pe eticheta flaconului sau pe fisa de aplicare. Rotiti si rasturnati
usor de mai multe ori pentru a dizolva continutul. Asteptati 2-3 minute
si amestecati din nou. NOTA: Pentru utiizarea manuald, consultafi
instructiunile de preparare a reactivului din sectiunea ,PROCEDURA
MANUALA”".

2.Reactivul R2 este furnizat gata de utilizare.
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Depozitare si stabilitate

1.Cat timp sunt nedeschise, depozitati flacoanele de reactivi R1 si R2 la 2-8°C.
Reactivii sunt stabili pAna la data de expirare indicata pe eticheta.

2.Reactivul reconstituit R1 este stabil timp de 8 ore la temperatura camerei (18-
26°C) sau 5 zile la frigider (2-8°C).

Recoltarea si depozitarea specimenelor

1. Se recomandd ca recoltarea specimenelor sa se realizeze conform
documentului NCCLS M29-T2.

2.Sangele integral recoltat in EDTA, heparina sau acid-citrat-dextroza (ACD) este
corespunzator.4-8

3.G6PD din globulele rosii este stabil in sangele integral timp de o saptémana
daca este depozitat la frigider (2-8°C), dar este instabil in hemolizatele de
globule rosii.?

4.Congelarea sangelui nu este recomandata.*

5.Deoarece activitatea este raportata in termeni de grame de hemoglobina sau de
numar de globule rosii, concentratia de hemoglobina sau numéarul de globule
rosii frebuie determinate inainte de efectuarea testului GG6PD. Integritatea
eritrocitelor colectate in ACD este péstratd chiar si dupa@ depozitare
prelungitd, astfel incét obtinerea numarului precis de globule rosii nu prezinta
de obicei nicio problema.5 Cu toate acestea, numarul de globule rosii de pe
specimenele colectate in heparina devine nesigur dupa aproximativ 2 zile.?
Astfel, pentru probele heparinizate, rezultatele sunt cel mai bine raportate
prin concentratia hemoglobinei.

Substante interferente

1.Cuprul inhibé complet G6PD la o concentratie de 100 umol/L, iar ionii sulfat
(0,005 mol/L) scad nivelurile observate ale activitétii GGPD. 10

2.Se stie c& anumite medicamente si alte substante influenteaza nivelurile
circulante ale G6PD.!!

3.Reticulocitele au niveluri mai mari de G6PD decat celulele rosii mature. Se
recomanda ca testele nu sa fie efectuate dupa o criza hemolitica severa,
deoarece nivelurile GBPD pot aparea fals crescute. In aceste conditii,
detectarea deficitului poate necesita studierea istoricului familial. Testarea
poate fi efectuata dupa ce nivelul celulelor rosii mature revine la normal.

4.In conditii normale, activitatea sustinutd de leucocite, trombocite si ser este
relativ redusd. Cu toate acestea, in cazuri de anemie extrema, numar mare
de globule albe sau, niveluri foarte scazute de activitate a globulelor rosii
G6PD, contributia la totalul realizat in aceste conditii poate fi semnificativa.
Consultati sectiunea ,Utilizarea probelor fara strat leuco-trombocitar”.

Aplicatii pentru analizoare automate

Procedurile aplicatiilor sunt disponibile pentru diverse instrumente automate.
Contactati Departamentul de Asistenta Tehnica al Pointe Scientific (1-800-445-
9853) pentru mai multe informatii.

Materiale furnizate
Consultati sectiunea ,Reactivi”

Materiale necesare, dar nefurnizate

1.Spectrofotometru capabil sa masoare la 340 nm cu un compartiment cuveta cu
temperatura controlata (sau se poate folosi baia de apa sau incubatorul)

2.Dispozitive de pipetare pentru distribuirea volumelor necesare testului

3.Cuvete cu proprietati optice adecvate pentru utilizare la 340 nm

4.Echipamente si reactivi pentru determinarea concentratiei de hemoglobina sau a
numarului de globule rosii. Pointe Scientific ofera produsul cu numarul de
catalog H7504 pentru determinarea hemoglobinei.

HORIBA



Pointe
Glucose-6-Phosphate
Dehydrogenase
Set de reactivi

Procedura manuala

Preparati reactivul de lucru R1 adaugand agentul de liz ca diluant in loc de
DH20. Adaugati volumul indicat pe flaconul R1. Acest reactiv poate fi acum
utilizat conform indicatiilor de mai jos. NOTA: Nu_utilizati DH20 pentru a
reconstitui flaconul R1 pentru procedura manual.

Temperatura reactiei trebuie mentinuté la 37°C sau la o altd temperatura
constanta (consultati sectiunea ,Corectarea temperaturii”).
1.Preparati amestecul de reactie:

a. Intr-o cuveta etichetata, adaugati 1,0 mL de reactiv R1.

b.  Adaugati 0,01 mL de sénge si amestecati bine pentru suspensia
completa a eritrocitelor. Lasati la temperatura camerei (18-26°C)
timp de 5-10 minute.

c. Adaugati 2,0 mL reactiv R2 si amestecati usor, rasturnand
flaconul de céteva ori. Continuati cu pasul 2.

2.Amplasati cuveta in compartimentul cuvetei cu temperaturé constantd sau
in baia de apa si incubati timp de aproximativ 5 minute.

3.Cititi si inregistrati absorbanta (A1) TESTULUI la 340 nm raportat la apa.
(Daca utilizati o baie de apa sau un incubator, amplasati din nou cuveta
in acesta.)

4.Dupé exact 5 minute, cititi si inregistrati absorbanta (A2).

5.Pentru a determina activitatea G6PD, consultati sectiunea ,Calcule”.

Calibrarea

Procedura este standardizata pe baza absorbtiei milimolare a NADPH, care
este 6,22 la 340 nm. Masurarea vitezei de crestere a absorbantei (AA) la
340 nm serveste la cuantificarea activitétii enzimatice.

Controlul calitatii

Fiabilitatea rezultatelor testelor trebuie monitorizata prin utilizarea
materialelor de control cu valori cunoscute in cadrul fiecdrei procesari.
Recomanddm insistent ca fiecare laborator sa fsi stabileascad propria
frecventa de determinare a solutiei de control.

Calcule

AA per min = A2 - A1
5

Activitatea GBPD poate fi exprimata ca U/g hemoglobina (Hb) sau ca U/1012
eritrocite (RBC).
x TCF

G6PD (U/g Hb) = AA per min x 100 x 3,01

0,01 6,22 x Hb (g/dL)

=AAperminx _ 4839 xTCF
Hb (g/dL)

Unde:100 = Factorul de conversie a activitatii in 100 mL
3,01 = Volumul total de reactie (mL)
0,01 = Volumul probei (mL)
6,22 = Absorbtia milimolaréd a NADH la 340 nm
Hb (g/dL) = Concentratia hemoglobinei pentru fiecare specimen
TCF = Factorul de corectie a temperaturii (1 la 37°C)
sau G6PD (U/10"2RBC) = AA per min x 3,01 x 10'2x TCF
0,01 x 6,22 x (N x 106) x 1000

Unde: 3,01 = Volumul total de reactie (mL)

102 = Factor pentru exprimarea activitatii in 10'2 celule

0,01 = Volumul probei (mL)

6,22 = Absorbtia milimolara a NADH la 340 nm

N x 108 = Numarul de globule rosii (globule rosii/mm?3) determinat
pentru fiecare specimen
1000 = Transformarea numarului de globule rosii din mm? in mL

TCF = Factorul de corectie a temperaturii (1 la 37°C)

Aceasta ecuatie se reduce la:
G6PD (U/10'2 RBC) = AA per min x 48390 x TCF
N
Unde:N = numérul de globule rosii impartit la 108
TCF = Factorul de corectie a temperaturii (1 la 37°C)

Exemplu:
Testarea unui specimen care a avut un numéar de globule rosii de 4,6 x 108/mm3 si
o concentratie de hemoglobina de 15,2 g/dL a avut ca rezultat o valoare AA per
min la 37°C de 0,028.
G6PD (U/g Hb) = 0,028 x 4839 = 8,9
15,2

G6PD (U/10"2RBC) = 0,028 x 48390 = 295
4,6
NOTA:Daci AA per min depaseste 0,060, repetati masurarea folosind 5 pl
sénge si inmulfiti rezultatele cu 2.

Utilizarea probelor fara strat leuco-trombocitar

Tn conditi normale, activitatea G6PD sustinutd de leucocite, trombocite si ser este
relativ redusd. Cu toate acestea, conform raportarii lui Echler' si altii'3, o masurare
mai precisa a activitatii GBPD din globulele rosii, in special in prezenta anemiei si/sau a
leucocitozei, poate fi realizata prin utilizarea probelor de sange fara strat leuco-
trombocitar pentru analiza. Astfel, in cazul unei valori limita obtinute cu sange integral,
poate fi justificata repetarea testului pe o proba fara strat leuco-trombocitar.

Corectarea temperaturii

Céand temperatura este 37°C, nu este necesar niciun factor de corectie a
temperaturii in calcule. Daca testul se realizeaza la o alta temperatura, trebuie
utilizat un TCF.14

Temperatura cuvetei TCF
25°C 1,98
30°C 1,37

Definirea unitatii
O unitate internationala (U) este acea cantitate de activitate G6PD care va
converti 1 micromol de substrat pe minut in conditiile specificate in acest prospect.

Valori asteptate’
Intervalul de referintd recomandat pentru G6PD masurat la 37°C este:
12,1+2,09 U/g Hb
351+ 60,6 U/10"2 RBC
Valorile pentru nou-n&scuti pot fi putin mai mari. Recomandam insistent ca fiecare
laborator sa Tsi stabileasca propriul interval asteptat.

Caracteristici de performanta
Interval test:Activitatea maxima a G6PD care poate fi masurata prin aceasta
procedura este de aproximativ 21,0 U/g Hb sau 609 U/10'2 RBC.
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Date observate Rezultat teoretic Recuperare
procentuala
2,78 Ulg Hb 2,78 Uig Hb 100,0%
5,29 Ulg Hb 5,56 U/g Hb 95,1%
10,80 U/g Hb 11,12 U/g Hb 97,1%
20,69 U/g Hb 22,24 Ulg Hb 93,0%

Precizie:S-au realizat studii de precizie pe un analizor Roche Cobas Mira in
urma unei modificari a liniilor directoare incluse in documentul NCCLS EP5-
T2.%5 Datele sunt prezentate in unitati produse de un analizor automat pentru
activitatea G6PD (U/L). Recomandam insistent verificarea preciziei testului
pe fiecare analizor inainte de utilizare.

in cursul zilei (n=20)

Media S.D. C.V.
257 23,7 9,2%
658 18,3 2,8%
1939 48,0 2,5%
De la o zi la alta (n=20)
Media S.D. CV.
269 30,8 11,4%
700 28,7 41%
2014 43,0 2,1%

Sensibilitate:Presupunand ca limita de sensibilitate reprezintd o modificare
a absorbantei la 340 nm de 0,001 pe minut, o activitate G6PD de 0,4 U/g Hb
sau 11 U/M0'2 RBC poate fi detectatd cu ajutorul acestei proceduri
(presupunand o concentratie a hemoglobinei de 12,0 g/dL si un numar de
globule rosii de 4,5 x 108/mm).

Specificitate:Oxidarea glucozo-6-fosfatului de catre G6PD este specifica.
Orice formare nespecifica de NADPH datorita oxidarii altor substraturi de
catre enzimele endogene are loc in perioada de preincubare. 6-
fosfogluconat dehidrogenaza este complet inhibata de maleimida in sistemul
reactiv.

Corelare:Un studiu comparativ intre metoda Pointe Scientific si cea a Sigma
Diagnostics a generat o ecuatie de regresie liniard y = 0,97x + 0,07 si un
coeficient de corelare de 0,994.
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Legenda simboluri

Cod lot i serie

d Producator

g A se utiliza pana la (AAAA-LL-ZZ)
Numar catalog
Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro /}f Limita de temperatura

EE} Consultati instructiunile de utilizare
Rx Only: Numai pentru utilizare pe baza de prescriptie medicald

. C€ ‘ Marcaj CE Reprezentant autorizat in Comunitatea Europeana

Produs de

G7583 M HORIBA Instruments Incorporated-Pointe Brand

5449 Research Drive Canton, MI 48188

o f

Produs de HORIBA Instruments Incorporated — Pointe Brand

5449 Research Drive, Canton, M| 48188

email: mail@obelis.net

Reprezentant autorizat in Europa:

Obelis s.a.

Boulevard Général Wahis 53

1030 Bruxelles, BELGIA

Tel: (32)2.732.59.54 Fax:(32)2.732.60.03

Certificat pentru efectuarea reactivilor

Reactivii Pointe sunt certificati ca fiind fabricati in conformitate cu parametrii
specificati. Orice produs reactiv Pointe care nu indeplineste specificatiile prin data
de expirare indicata va fi remediat imediat fara niciun cost suplimentar.
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