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ALT (ALAT/GPT)

ALT IFCC com/sem activagao por fosfato de piridoxal

®Indica os analisadores nos quais os kits podem ser utilizados

Ref. Frasco Conteldo 704 | 717 | 737 | 747 g:)zz 904 | 911 9;4 9[1)7 MODULAR
851132 1 Tampao, 12 x 50 ml

1a  Enzima/coenzima, 1 x 24 comprimidos de reagente L] L J ® °

2 a-Cetoglutarato, 3 x 44 ml

Alguns dos analisadores podem nao ser comercializados em todos os paises. Para outras aplicagoes do sistema, contacte o seu representante local da Roche.

Produto registado no INFARMED

ALT IFCC sem activacao por fosfato de piridoxal

Funcao

Teste para determinagdo quantitativa in vitro da alanina-amino-
transferase (ALT) em soro e plasma humanos, utilizando analisadores
automaticos de quimica clinica.

Caracteristicas'™*

A alanina-aminotransferase (glutamato-piruvato-transaminase) per-
tence ao grupo das transaminases que catalisam a interconverséo dos
aminodcidos e dos a-cetoacidos por transferéncia de grupos amina.
Embora a maior parte da actividade se verifique no figado, é também
possivel detectar uma actividade significativa nos rins, coragéao, mus-
culatura esquelética, pancreas, bago e tecido pulmonar.

Niveis elevados de transaminases podem indicar enfarte do miocardio,
hepatopatia, distrofia muscular e lesdes organicas. Sé muito raramente
€ que se observam aumentos séricos das actividades da ALT, salvo
no caso da doenga do parénquima hepatico, dado que a ALT € um
enzima mais especifico do figado do que o AST.

Em 1956, Wroblewski e LaDue descreveram a primeira determinacao
cinética da actividade de ALT no soro. Em 1977 e 1980, a
International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) recomendou
procedimentos padronizados para determinacgao da ALT, incluindo
a optimizagdo das concentragbes de substrato, utilizagdo de
tampdes TRIS*, pré-incubacao em simultaneo do tamp&o e do soro
associados de modo a evitar a ocorréncia de reacgdes secundarias
com NADH, inicio com substrato e activagéo por fosfato de piridoxal.
O método aqui descrito baseia-se no método de referéncia do IFCC.

*TRIS = Tris(hidroximetil)-aminometano

Principio do teste*

Teste UV de acordo com um método padronizado

e Amostra e adigcao do R1 (tampéao/enzimas/coenzimas)
e Adicao do R2 (a-cetoglutarato) e inicio da reacgao:

ALT
a-cetoglutarato + L-alanina ——— L-glutamato + piruvato
O GPT é o enzima que catalisa esta reaccédo de equilibrio. O
aumento do piruvato é determinado numa reacgao indicadora
catalisada pela lactato-desidrogenase.

LDH

Piruvato + NADH + H* L-lactato + NAD*

Na 22 reacgao, o NADH é oxidado para NAD. A velocidade de dimi-
nuigdo do NADH (medido fotometricamente) é directamente
propor-cional a velocidade de formagao do piruvato e, logo, a
actividade da ALT.

Concentragoes das solugoes de trabalho

R1 Tampao/enzimas/coenzimas (frascos 1 e 1a)
Tampao TRIS: 125 mmol/l, pH 7,3; L-alanina: 625 mmol/l; NADH:
0,23 mmol/l (levedura); LDH = 1,5 U/ml (microrganismos);
conservante

R2 a.-Cetoglutarato (frasco 2)
a-Cetoglutarato: 94 mmol/l; conservante

Precaucoes e adverténcias

Para utilizagdo em diagndstico in vitro.

Respeite as precaugdes normais de manuseamento de reagentes
laboratoriais.

Preparacao dos reagentes

R1: Para preparar 50 ml, dissolva dois comprimidos de reagente do
frasco 1a no frasco 1, rodando suavemente.
Para séries mais pequenas, dissolva 2 comprimidos de reagente
do frasco 1a em 25 ml de tamp&o do frasco 1 rodando suavemente.

R2:Pronto a ser utilizado.

Conservacao e estabilidade

Componentes no kit fechado: até ao fim do prazo de validade
indicado quando conservado a 2-8°C

R1:28 dias aberto e refrigerado no analisador

R2:90 dias aberto e refrigerado no analisador
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Colheita e preparacao das amostras
O soro é recolhido em tubos de amostra standard.
Plasma tratado com heparina ou com EDTA.
Estabilidade: 24 horas a 20-25°C®
3 dias a 20-25°C?® (com activagéo por fosfato pirodoxal)
4 horas a 2-8°C®
> 7 dias® a-70°C (com activacgéo por fosfato pirodoxal)
Determinacao sem activagao por fosfato de piridoxal:
Separe o soro/plasma do coagulo/células no espago de 8 horas, a
temperatura ambiente, ou 48 horas a 2-8°C.
Determinagcdo com activagao por fosfato de piridoxal:
Separe o soro/plasma do coagulo/células no espago de 3 dias apos
a colheita e guarde a 2-8°C.
As amostras que contém precipitado tém de ser centrifugadas antes
da realizagédo do ensaio.

Componentes do teste

Material fornecido

® Solugdes de trabalho, conforme descritas acima.
Outros materiais necessarios

e Calibradores e controlos conforme indicado abaixo.
e NaCl a 0,9%

Realizagao do ensaio

Consulte 0 manual do operador apropriado e/ou a secgao relativa
as definicbes do analisador nesta bula para obter instrugbes mais
especificas sobre o analisador. Quando se executam ensaios nao
validados pela Roche, esta ndo garante os resultados, pelo que esses
ensaios devem ser definidos pelo utilizador.

Calibradores

S1: NaCl a 0,9%

S2: C.f. a. s. (Calibrador para sistemas automaticos)

Ao programar o instrumento, determine o factor K.

Frequéncia da calibragéao

Recomenda-se a realizagdo de uma calibragdo contra branco:

® ap6s mudancga do lote de reagente

e conforme necessario de acordo com os procedimentos de controlo
necessarios

Verificagdo da calibragdo: néo é necesséria.

Controlo de qualidade

Para o controlo de qualidade, utilize o Precinorm U, Precinorm E,
Precipath U, Precipath E ou outros materiais de controlo adequados.
Os intervalos e os limites de controlo deverdo ser adaptados as
exigéncias especificas de cada laboratério e aos requisitos
especificos de cada pais. Os valores obtidos devem situar-se dentro
dos intervalos definidos.

Cada laboratério devera estabelecer as suas préprias normas no que
diz respeito as medidas correctivas a tomar no caso de os valores
se situarem fora do intervalo definido.

Calculo

Os analisadores Roche/Hitachi calculam automaticamente a
actividade de ALT de cada amostra.

Factores de conversdo: U/l x 0,0167 = pkat/I

Limitacdes - interferéncias®’

Critério: recuperagéo dentro de + 10% dos valores iniciais.
Ictericia: Nenhuma interferéncia significativa até um indice | de 60
(concentracao aprox. de bilirrubina conjugada e de bilirrubina néo-
conjugada: 60 mg/dl).

Hemodlise: Nenhuma interferéncia significativa até um indice H de 300
(concentracdo aproximada de hemoglobina: 300 mg/dl). A
contaminagao por eritrécitos pode elevar os resultados.

Lipemia (Intralipid): Nenhuma interferéncia significativa até um indice
L de 500 (concentragcao aproximada de triglicéridos: 1000 mg/dl).
Existe uma relacéo fraca entre a turbidez e a concentragdo de
triglicéridos. A lipemia pode provocar uma absorvancia diminuida
em resultado de um aumento da absorgéo.
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Intervalo de medicao/referéncia

Intervalo de medigéao: 4-600 U/l ou 0,07-10,00 pkat/I

Determine as amostras com actividades superiores através da funcao
de reandlise. Nos analisadores sem funcédo de reandlise, dilua
manualmente as amostras com NaCl a 0,9% ou agua destilada/
desionizada (p. ex., 1 + 2). Multiplique o resultado pelo factor de
diluicao apropriado. (p. ex., 3).

Valores tedricos baseados no método IFCC e no método padrao
optimizado da DGKC (1972).

25°C89 30°C** 37°C**
u/l Homens ate 22 até 29 até 41
Mulheres ate 17 até 22 até 31
pkat/I Homens até 0,37 até 0,48 até 0,68
Mulheres até 0,28 até 0,37 até 0,52

** Valores calculados

Factores utilizados para a conversao de valores de 25°C: 1,32 (30°C)
e 1,85 (37°C).

Cada laboratério deve verificar se os valores tedricos podem ser
aplicados a sua propria populagido de doentes e, se necessario,
determinar os seus proéprios valores de referéncia. Quando o
objectivo é o diagndstico, os resultados da ALT devem ser sempre
interpretados em conjunto com a anamnese do doente, exames
clinicos e outros resultados.

Dados especificos sobre o desempenho do teste

Sao apresentados a seguir dados representativos do desempenho
utilizando um analisador Roche/Hitachi. Os resultados podem diferir
de laboratério para laboratério.

Imprecisao®

A reprodutibilidade foi determinada utilizando amostras e controlos
humanos num protocolo interno (intra-ensaio: n = 21, entre dias: n =
10). Obtiveram-se os seguintes resultados:

Intra-ensaio Entre dias
Amostra Média SD %CV Média SD %CV
u/l u/ u/l u/
Soro humano 42 0,71 1,6 42 1,90 4,4
Precinorm U 59 1,74 2,9 55 2,10 3,7
Precipath U 129 0,93 0,7 130 4,40 3,3

SD = desvio-padréo (Standard Deviation)
CV = coeficiente de variagao

Sensibilidade analitica (limite de deteccao inferior)®

4 U//1 (0,07 pkat/l)

O limite de detecgéo inferior representa a actividade mais baixa de
ALT passivel de ser distinguida de zero. E calculado como 3 desvios-
padrao de 21 repeticbes do padrdo mais baixo.
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Comparacao dos métodos®

Uma comparagéo do ensaio da ALT com um volume de amostra de
10 pl (y) com o ensaio de 20 pl (x), utilizando o reagente ALT IFCC da
Roche num analisador Roche/Hitachi 911, teve como resultado as
seguintes correlagdes (U/l):
Passing/Bablok'*"!

y =-0,596 + 1,003 x

r = 0,9995 r = 0,9995

SD (md 95) = 1,9 Syx =1,6

Numero de amostras medidas: 85

A actividade das amostras variou entre 4 e 276 U/I.

Regressao linear
y =-0,955 + 1,006 x
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ALT IFCC com activacao por fosfato de piridoxal
(Método Padrao 94)

Sao necessarios comprimidos de fosfato de piridoxal
400939 Kit com 1 x 25 comprimidos

Funcao
Teste para determinagdo quantitativa in vitro da alanina-amino-
transferase (ALT), com activagéo por fosfato de piridoxal, em soro e
plasma humanos, utilizando analisadores automaticos de quimica
clinica.

Caracteristicas'
O presente ensaio estd em conformidade com as recomendagdes
da IFCC.

Principio do teste'?
Teste UV de acordo com um método padronizado
* Amostra e adigdo do R1 (tamp&o/enzimas/coenzimas/fosfato de
piridoxal)
* Adigdo do R2 (a-cetoglutarato) e inicio da reacgao:
L-alanina + complexo fosfato de piridoxal-enzima
piruvato + complexo fosfato de piridoxamina-enzima
a-cetoglutarato + complexo fosfato de piridoxamina-enzima
L-glutamato + complexo fosfato de piridoxal-enzima

O fosfato de piridoxal € um coenzima que transfere um grupo
amina de um aminoacido (alanina) para o a-cetoacido
correspondente, o a-cetoglutarato (que, subsequentemente, é
convertido para acido L-glutdmico). Ao mesmo tempo, a alanina
€ convertida em piruvato. A adi¢do do fosfato de piridoxal a mistura
de reacgdo assegura uma actividade catalitica maxima, ao passo
que a adigdo do a-cetoglutarato provoca a re-libertagéo do fosfato
de piridoxal e, por conseguinte, reactiva a reacgdo da
transaminase. O aumento do piruvato é determinado na reacgao
indicadora catalisada pela lactato-desidrogenase.

LDH

piruvato + NADH + H* lactato + NAD*

O NADH é oxidado para NAD. A velocidade de diminuicao do NADH,
determinada por meios fotométricos, € directamente proporcional
a velocidade de formagéo do piruvato e, logo, a actividade da ALT.

Concentragoes das solugoes de trabalho

R1 Tampao/enzima/coenzima/fosfato de piridoxal (frascos 1 e 1a,
comprimidos de fosfato de piridoxal)
Tampéao TRIS*: 125 mmol/l, pH 7,3; L-alanina: 625 mmol/l; NADH:
0,23 mmol/l (levedura); LDH = 1,5 U/ml (microrganismos); fosfato
de piridoxal = 120 pmol/l; conservante

R2 o-Cetoglutarato (frasco 2)
a-Cetoglutarato: 94 mmol/l; conservante

* TRIS = Tris(hidroximetil)-aminometano

Preparacao dos reagentes

R1: Para preparar 50 ml de reagente, transfira 2 comprimidos de
reagente do frasco 1a para o frasco 1 e dissolva rodando sua-
vemente. Depois, adicione 2 comprimidos de fosfato de piridoxal
e deixe dissolver.
Para séries mais pequenas, dissolva 1 comprimido de reagente
do frasco 1a em 25 ml de tampéo do frasco 1 rodando
suavemente. Adicione 1 comprimido de fosfato de piridoxal ao
reagente e deixe dissolver.

R2:Pronto a ser utilizado.

Conservacao e estabilidade

Componentes no kit fechado: até ao fim do prazo de validade
indicado quando conservado a 2-8°C

R1:6 dias aberto e refrigerado no analisador

R2:90 dias aberto e refrigerado no analisador

Consulte a secgao referente ao “método ALT sem activagdo por
fosfato de piridoxal“ para informagdes sobre a colheita e preparagéo
de amostras, procedimento de teste, doseamentocalibragdo,controlo
de qualidade, célculo, interferéncias e intervalo de medigéo.
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Valores tedricos de acordo com a IFCC/Método Padrdo 94 com

activagéo por fosfato de piridoxal

30°C*** 37°C?
u/l Homens 7-35 10-50
Mulheres 7-24,5 10-35
pkat/I Homens 0,12-0,60 0,17-0,85
Mulheres 0,12-0,40 0,17-0,60

*** Foi utilizado o factor 0,70 para a converséo de 37°C para 30°C

Dados especificos sobre o desempenho do teste

Sao apresentados a seguir dados representativos do desempenho
utilizando um analisador Roche/Hitachi. Os resultados podem diferir
de laboratério para laboratério.

Imprecisao®

A reprodutibilidade foi determinada utilizando amostras e controlos
humanos num protocolo interno (intra-ensaio: n = 21, entre dias: n =
10). Obtiveram-se os seguintes resultados:

Intra-ensaio Entre dias
Amostra Média SD %CV Média SD %CV
u/l u/l u/l u/l
Soro humano 48 0,90 1,8 40 1,30 3,2
Precinorm U 61 1,80 2,9 55 1,20 2,1
Precipath U 131 1,40 1,1 124 0,70 0,5

SD = desvio-padréo (Standard Deviation)
CV = coeficiente de variagao

Comparacao dos métodos®

Uma comparagédo do ensaio AST IFCC com um volume de amostra
de 10 pl (y) com o ensaio de 20 pl (x), utilizando o reagente AST IFCC
com fosfato de piridoxal da Roche num analisador Roche/Hitachi 911,
teve como resultado as seguintes correlagoes (U/l):

Passing/Bablok®” Regressao linear

y =-0,703 + 1,026 x y =-1,019 + 1,033 x
r=0,9993 r=0,9993

SD (md 95) =2,3 Sy.x =2,1

Numero de amostras medidas: 90
A actividade das amostras variou entre 2,5 e 287 U/I.
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Definic6es do analisador
Roche/Hitachi 904/911/912

Introduza os parametros da aplicacao a partir da disquete da apli-
cagao ou da folha com o cédigo de barras, conforme mais adequado.

Determinacao sem fosfato de piridoxal

Roche/Hitachi 704
Temperatura: 30°/37°C

PROGRAM 2 CHEMISTRY PARAMETERS

TEST [ALT]

ASSAY CODE [5(RATE A)]-[19]-[32]
SAMPLE VOLUME [15]

R1 VOLUME [350]-[50] - [NO]
R2 VOLUME [70]-[50]-[NQ]
WAVELENGTH [700]-[340]
CALIB. METHOD [LINEAR]-[0]-[0]
STD. (1) CONC.-POS. [ I-[_1
STD. (2) CONC.-POS. [1-[_]
STD. (3) CONC.-POS. [0]-[0]

STD. (4) CONC.-POS. [0]-[0]

STD. (5) CONC.-POS. [0]-[0]

STD. (6) CONC.-POS. [0]-[0]

UNITS [_]

SD LIMIT [0.1]
DUPLICATE LIMIT [100]
SENSITIVITY LIMIT []

ABS. LIMIT (INC/DEC) [7000] - [DECREASE]
PROZONE LIMIT [0]-[LOWER]
NORMAL RANGE [ 1-[_1
INSTRUMENT FACTOR [1.00]

__Dados introduzidos pelo operador

Determinacao com fosfato de piridoxal

Roche/Hitachi 704
Temperatura: 30°/37°C

PROGRAM 2 CHEMISTRY PARAMETERS

Roche/Hitachi 902

No.  <Chemistry> sem P-5-P com P-5-P
1 Test Name ALT
2 Assay code (Mthd) Rate A
3 Assay code (2.Test) 0
4 Reaction time 10
5 Assay Point 1 22
6 Assay Point 2 35
7 Assay Point 3 0
8 Assay Point 4 0
9 Wavelength (SUB) 700
10  Wavelength (MAIN) 340
11 Sample Volume 10.0
12 R1 Volume 250
13 R1Pos. L.
14 R1 Bottle Size Large
15 R2 Volume 0
16 R2 Pos. 0
17 R2 Bottle Size Small
18 RS Volume 50
19 R3Pos. L
20 R3 Bottle Size Large
21 Calib. Type (Type) Linear
22 Calib. Type (Wght) 0
23 Calib. Conc. 1 0.0

24 Calib. Pos.1 ...
25 Calib. Conc.2 ...
26 Calib. Pos.2 ...

27 Calib. Conc. 3 0

28 Calib. Pos. 3 0

29 Calib. Conc. 4 0

30 Calib. Pos. 4 0

31 Calib. Conc. 5 0

32 Calib. Pos. 5 0

33 Calib. Conc. 6 0

34 Calib. Pos. 6 0

35 S1ABS 0

36 K Factor 10000
37 K2 Factor 10000
38 KB Factor 10000
39 K4 Factor 10000
40 K5 Factor 10000
41 A Factor 0

42 B Factor 0

43 C Factor 0

44 SD Limit 0.1

45 Duplicate Limit 15

46 Sens. Limit 120 125
47 S1ABS. Limit (L) -32000
48 S1ABS. Limit (H) 32000
49 ABS. Limit 7000 9000
50 ABS. Limit (D/1) Decrease
51  Prozone Limit 0

52  Proz Limit (Upp/Low) Lower
53 Prozone (End Point) 35

54 Expect.Value (L) ...

55 Expect.Value(H) ...

56 Instr. Fact. (a) 1.0

57 Instr. Fact. (b) 0.0

58 Key Setting ...

TEST [ALT]

ASSAY CODE [5(RATE A)]-[19]-[32]
SAMPLE VOLUME [15]

R1 VOLUME [350]-[50]-[NQ]
R2 VOLUME [70]-[50]-[NQ]
WAVELENGTH [700]-[340]
CALIB. METHOD [LINEAR]-[0]-[0]
STD. (1) CONC.-POS. [ I-[_1
STD. (2) CONC.-POS. [1-[_]
STD. (3) CONC.-POS. [0]-[0]

STD. (4) CONC.-POS. [0]-1[0]

STD. (5) CONC.-POS. [0]-[0]

STD. (6) CONC.-POS. [0]-[0]

UNIT [_]

SD LIMIT [0.1]
DUPLICATE LIMIT [100]
SENSITIVITY LIMIT [0]

ABS. LIMIT (INC/DEC) [9000] - [DECREASE]
PROZONE LIMIT [0]- [LOWER]
NORMAL RANGE [ 1-[_1
INSTRUMENT FACTOR [1.00]

__Dados introduzidos pelo operador
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.... Dados introduzidos pelo operador
P-5-P = Fosfato de piridoxal

Para mais informagdes, consulte o manual do operador dos sistemas Roche/Hitachi,
as folhas da aplicagao respectiva e as bulas dos calibradores e dos soros de controlo.

Precinorm and Precipath are trademarks of a member of the Roche Group.
©1999 Roche Diagnostics
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