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Utilizacao prevista

Para a determinagdo cinética quantitativa da atividade de gama-
glutamiltransferase (GGT) no soro utilizando os analisadores Yumizen C230 e
Yumizen C240.

Rx Only:

Relevancia clinica
As medigdes de GGT sao utilizadas para o diagnéstico e tratamento de doengas
hepéticas, como cirrose alcodlica e tumores primario e secundario. Os niveis
elevados de GGT aparecem mais precocemente e sdo mais pronunciados do
que os de outras enzimas hepaticas, em casos de ictericia obstrutiva e
neoplasias metastaticas.’

Resumo do teste

Os métodos para determinar a GGT baseiam-se na utilizagdo de derivados
glutamilicos de aminas aromaticas como material de substrato.2 Orlowski e
Meiser introduziram

a y-glutamil-p-nitroanilida como substrato em 19633, enquanto Kulhanek e Dimov
(1966) adicionaram a glicilglicina e aumentaram significativamente a velocidade
da reagdo.4 Em 1969, Szasz publicou um procedimento cinético para GGT5 em
cujo principio se baseia o presente procedimento. Szasz e Persijné divulgaram
mais tarde que o derivado de 3-carboxilo, L-y~glutamil-3-carboxi-4-nitroanalida
(GLUPA-C) poderia substituir a L-jglutamil-p-nitroanilida, produzindo um
reagente mais estavel. O reagente de GGT Liquido Pointe utiliza este derivado
soluvel de 3-carboxilo.

Principio
L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida + Glicilglicina = -------------- >
L-y-glutamilglicilglicina + 5-amino-2-nitrobenzoato

A GGT na amostra catalisa a transferéncia do grupo glutamil de GLUPA-C para
glicilglicina de acordo com a reagdo acima descrita. A quantidade de 5-amino-2-
nitrobenzoato que é formado é proporcional a atividade da GGT e pode ser
medida cineticamente a 405 nm.

Composicao do reagente
Além de um estabilizador, o reagente R1 e R2 combinado contém:

Tampao Tris <89 mmol/L
Glicilglicina <126 mmol/L

GLUPA-C 4,0 mmol/L

Azida de sodio 0,095%

Preparacao dos reagentes
Os reagentes séo fornecidos sob a forma de liquidos prontos a utilizar.

Armazenamento e estabilidade dos reagentes

Armazene os reagentes a 2-8°C. Os reagentes mantém-se estaveis até a data
de validade, quando armazenados conforme as instrugdes.

NOTA: O reagente R2 é sensivel a temperatura e pode ser afetado pela
exposicao prolongada a temperatura ambiente. Coloque novamente o reagente a
2-8°C o mais rapidamente possivel apos a utilizagao.

Precaugoes

1. Este reagente destina-se apenas a diagnostico in vitro.

2. Nao utilize o reagente se a absorvéncia inicial do reagente de trabalho for
superior a 0,800 quando medida a 405 nm em relagdo a agua ou se 0
reagente ndo cumprir os parametros de desempenho indicados.

3. Néo utilize a pipeta com a boca. Evite a ingestéo e o contacto com a pele,
uma vez que a toxicidade néo foi estabelecida.

4. Os reagentes deste kit contém azida de sédio como conservante. A azida
de sddio pode formar compostos explosivos em linhas de drenagem de
metal. Ao eliminar reagentes através da canalizagdo, escoe com agua
abundante.  Para mais informagdes, consulte “Decontamination of
Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts,” no Manual Guide-Safety
Management N.° CSC-22 publicado pelo Centers for Disease Control,
Atlanta, Georgia.

Colheita e armazenamento de amostras

1. Utilize apenas soro. A atividade da GGT & inibida pela maioria dos
anticoagulantes.

2. Recomenda-se que a colheita de amostras seja realizada de acordo
com o documento NCCLS M29-T2. Nenhum método pode oferecer
garantias absolutas de que as amostras de sangue humano n&o

transmitirdo infegdes. Por conseguinte, todas as amostras de sangue devem ser
consideradas potencialmente infeciosas.

3. A GGT sérica mantém-se estavel no soro até sete dia quando armazenada a 2-
25°C, até um més quando armazenada a 4°C e até um ano a (-20°C) e
protegida contra evaporagao.’

4. Todas as amostras e controlos devem ser manuseados de acordo com as boas
praticas laboratoriais, utilizando as precaugdes adequadas conforme descrito no
Manual da CDC/NIH, “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories”,
2.2 Ed., 1988, N.° de publicagdo do HHS (CDC) 88-8395.

Interferéncias

1. A maioria doa anticoagulantes utilizados nos tubos de colheita de sangue inibem
a atividade da GGT.8

2. Os medicamentos antiepiléticos (fenitoina e barbitdricos) podem elevar
erradamente os niveis de GGT.9.10

3. Verificou-se que a bilirrubina até ao nivel de 20 mg/dL apresenta uma
interferéncia negligenciavel (<5%) neste ensaio.

4, Verificou-se que a hemoglobina a partir de 100-500 mg/dL mostra uma
depressdo minima (aproximadamente 5-7%) das atividades da GGT
recuperadas.

NOTA: O nivel de GGT foi de 45 U/L no estudo de bilirrubina e de 48 U/L no
estudo de hemoglobina.

5. Para obter uma lista exaustiva das interferéncias de medicamentos, consulte
Young, et al.!"

Materiais fornecidos
Reagentes de GGT (R1 e R2)

Materiais necessarios, mas nao fornecidos
1. Analisador Yumizen C230/Yumizen C240

2. Manual de utilizag&o do Yumizen C230/Yumizen C240
3. Controlo de quimica, nimero de catalogo C7592-100

Parametros de teste

Teste: GGT Quimica: Glutamiltransferase
N.° de quimica: 217 Nome em letra de imprensa: GGT
Tipodereagdo:  Cinética Diregéo de reagéo: Positiva
Onda pri.: 405nm Onda sec: 670 nm
Decimal.: 0 Tipo de amostra: Soro
Tempo de branco: Tempodereagdo:3 11
Unidade: UL Tempo de incubago: 3
Vol.deamostra Aspirado  Diluente Vol. de reagente Diluente
Padréo; 9 uL uL uL  R1:180 uL uL
Diminuido; uL uL uL R2: 45 uL uL
Aumentado; uL uL uL
Intervalo de linearidade (padréo); 0-800 Limite de linearidade: 0.3
Intervalo de linearidade (diminuido): Redug&o de substrato: 25000
Intervalo de linearidade (aumentado): Abs. de branco misturado: - 40000 40000
Abs. de branco R1: -40000 40000 Estabilidade no equipamento: 30  Dia(s)
Resposta de branco -40000 40000 Limite de alarme do reagente: 5
Quimica dupla:
I;en’ﬁca(;éo prozona:
Qt: Q2: Q3:
4 PC: ABS:
Utilizar resultado qualitativo:
Intervalo: Referéncia:
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Desvio de declive:

Declive Desvio Unidade

1 0 UL
Pré-tratamento:
Vol. de amostra pré-tratada: uL Vol. de reagente pré-tratado: uL
Intervalo de ref.:

Tipode amostra:  Sexo:  Intervalo de idades: Intervalo de ref.. Intervalo criico:  Unidade:

Parametros de configuragao da calibragado

Quim: GGT
Definigdo da calibragao Qalibrador Conc. Pos N.° do lote
Modelo matematico: Fator K Agua 00 W
Fator: 2642,000 Réplicas: 2
Limites de aceitagéo
Tempocal: 24 h
Dif declive: DP:
Sensibilidade: Repetibilidade: * Definida pelo utilizador
Deter coef:
Calib. auto.
o Tempo cal
Limitagoes

As amostras que excedem o limite de linearidade (800 U/L) devem ser diluidas
com um volume igual de solugéo salina, novamente submetidas a ensaio e os
resultados finais devem ser multiplicados por dois.

Calibragao

O procedimento é calibrado através da capacidade de absorgao milimolar do 5-
amino-2-nitrobenzoato, que é de 9,5 a 405 nm nas condigdes especificadas. Os
resultados baseiam-se na alteragdo da absorvancia por minuto. Todos os
parametros devem ser conhecidos e controlados.

Calculo (exemplo)

A atividade da GGT é expressa em unidades/litro. A 37°C, uma Unidade (U/L) é
definida como a quantidade de enzima que catalisa a transformagéo de um micromole
de substrato por minuto em condigdes definidas.

A Abs/min x VT x 1000 = U/L GGT na amostra

AMM x VA x TL
AADS/MIN. ... Alteragao da absorvancia por minuto
VT Volume total do ensaio (1,100 mL).
Converséo de mL em L.
AMM..........Capacidade de absorgao milimolar do 5-amino-2-nitrobenzoato (9,5).
VA e Volume de amostra (0,100 mL).
T Trajeto de luz (1 cm).

A Abs/min x 1,100 x 1000 = A Abs/min x 1158
9,5x0,100x 1,0

Entdo: A Abs/min x 1158 = U/L de desconhecido
Exemplo: Se A Abs/min = 0,06, entdo 0,06 x 1158 = 69 U/L

Nota: Se qualquer um dos parametros acima sofrer alteragbes, &€ necessario
recalcular um novo fator.

Controlo da qualidade

A validade da reagdo deve ser monitorizada utilizando soros de controlo com
valores de GGT normais e anormais conhecidos. Estes controlos devem ser
efetuados, pelo menos, em cada turno de trabalho em que sejam realizados
ensaios de GGT. Recomenda-se que cada laboratdrio estabelega a sua propria
frequéncia de determinagao de controlo. Os requisitos de controlo de qualidade
devem ser executados em conformidade com os requisitos de acreditagdo e
regulamentacéo local, estatal e/ou federal.

Valores esperados
Sexo masculino; 8-37 U/L a 30°C, 9-54 U/L a 37°C
Sexo feminino: 6-24 U/L a 30°C, 8-35 U/L a 37°C

Devido a uma ampla variedade de condiges (alimentares, geogréficas, idade, etc.)
que afetam os intervalos normais, recomenda-se vivamente que cada laboratorio
determine o seu proprio intervalo de referéncia.

Desempenho

1. Linearidade: 0-800 U/L. As amostras que excedem 800 U/L devem ser diluidas com
um volume igual de solug&o salina e novamente submetidas a ensaio. Multiplique o
resultado por dois.

2. Comparagao: Foi realizado um estudo entre o analisador da série Yumizen 200 e um
analisador e método semelhantes, tendo resultado num coeficiente de correlagdo de
0,998 e uma equagao de regressao de y=1,02x+4,8.

3. Precisdo: Foram realizados estudos de precisédo na sequéncia da modificagdo das
diretrizes constantes do documento NCCLS EP5-T2.13
Na mesma determinagao Entre dias
Média D.P. % C.V. Média D.P. % C.V.
254 0,70 2,6 289 11 3,8
"7 0,90 1,2 76,8 24 3.1

4. Sensibilidade: A sensibilidade do reagente de GGT liquido foi investigada através da leitura das
alteragdes na absorvancia para uma amostra de solugdo salina e amostras de soro com
concentragdes conhecidas. Foram realizadas dez réplicas de cada amostra. Os resultados
desta investigagdo indicaram que, no analisador utilizado, o reagente de GGT liquido exibiu
pouco ou nenhum desvio de reagente numa amostra zero. Nas condi¢Ges de reagao descritas,
1 U/L resulta num movimento de absorvancia de 0,0003.
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Legenda dos simbolos

© N oW

g Utilizar até (AAAA-MM-DD) Lote e codigo
Numero de catélogo ul Fabricante

Dispositivo médico de diagnéstico in vitro /}f Limite de temperatura

D:ﬂ Consulte as instrugdes de utilizagdo Rx Only: Utilizagao apenas
mediante receita médica

€ ‘ Marcacao CE Representante autorizado na Comunidade Europeia
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Certificada para executar reagentes

Os reagentes Pointe séo certificados para serem fabricados de acordo com parametros
especificados. Qualquer produto de reagente Pointe que ndo cumpra as especificagdes até a
data de validade indicada sera regularizado imediatamente sem quaisquer custos.
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