COBAS
INTEGRA 400/700/800

Aspartate Aminotransferase
Pyridoxal Phosphate Activated (Liquid Reagent)

Aspartato Aminostransferase

determinacdo activada por piridoxal fosfato (reagente liquido)

Informacoes para encomenda

COBAS INTEGRA 500 Testes
Aspartate Aminotransferase

Ref. 20764949 322
System-ID 07 6494 9

Calibrator f.a.s. 12 x 3 mL Ref. 10759350 190
Calibrator f.a.s. (para EUA) 12 x 3 mL Ref. 10759350 360
System-ID 07 3718 6
Precinorm U 20 x 5mL Ref. 10171743 122
System-ID 07 7997 0
Precipath U 20 x 5mL Ref. 10171778 122
System-ID 07 7998 9
Precinorm U plus 10 x 3 mL Ref. 12149435 122
System-ID 07 7999 7
Precipath U plus 10 x 3mL Ref. 12149443 122

System-ID 07 8000 6

Informacoes do sistema
COBAS INTEGRA Aspartate Aminotransferase (ASTL).
Teste ASTPL, ID do teste 0-594.

Funcao

Teste in vitro para a determinagdo quantitativa da
actividade catalitica da AST (EC 2.6.1.1; L-aspartato:
2-oxoglutarato aminotransferase) no soro e plasma humanos
nos sistemas COBAS INTEGRA.

Este folheto descreve a aplicagdo para AST activada por
fosfato piridoxal (teste ASTPL, 0-594). A aplicagio para AST
sem fosfato piridoxal é descrita no folheto informativo da
Aspartate Aminotransferase Liquid Reagent.

Sumario™?

A enzima aspartato aminotransferase (AST) estd amplamente
distribuida pelos tecidos, principalmente pelo tecido hepatico,
cardiaco, muscular e renal. Encontram-se niveis séricos elevados
em doengas envolvendo estes tecidos. As doengas hepatobiliares,
como a cirrose, o carcinoma metastatico e a hepatite viral,
também provocam um aumento dos niveis séricos de AST.

A seguir a um enfarte do miocdrdio, a AST sérica aumenta e
dois dias ap6s a ocorréncia, atinge o valor méximo.

Foram detectadas duas isoenzimas da AST, a citopldsmica e
a mitocdndrica. Apenas a isoenzima citopldsmica ocorre no
soro normal, ao passo que a mitocondrica, juntamente com
a isoenzima citopldsmica, foi detectada no soro de pacientes
com doenga corondria e hepatobiliar.

A adigao de fosfato de piridoxal ao ensaio provoca um aumento
da actividade da aminotransferase. A activa¢do é mais elevada
para AST do que para ALT. A activa¢do do fosfato piridoxal
previne a actividade da aminotranferase falsamente elevada

em amostras de pacientes com fosfato piridoxal endégeno
insuficiente (deficiéncia de vitamina Bg).

Principio do teste

Método de acordo com a International Federation of Clinical
Chemistry (IFCC), com piridoxal-5’-fosfato.™

A AST na amostra catalisa a transferéncia de um grupo amino
entre L-aspartato e 2-oxoglutarato, formando oxaloacetato e

@ Indica em que analisador(es) pode ser utilizado o suporte de
reagentes cobas ¢ pack

COBAS COBAS COBAS
INTEGRA INTEGRA INTEGRA
400/400 plus 700 800

L-glutamato. O oxaloacetato reage entdo com NADH, na presenga
de malato desidrogenase (MDH), formando NAD™. O fosfato de
piridoxal funciona como coenzima na reac¢io de transferéncia

de amino. Garante total activagdo da enzima.

AST

oxaloacetato +
L-aspartato+ 2-oxoglutarato ———>

L-glutamato

MDH

Oxaloacetato + NADH + HY  —————— L-malato + NAD"

A taxa de oxidac¢do de NADH ¢ directamente proporcional
A actividade catalitica de AST. E determinada medindo a
diminui¢io da absorvéncia a 340 nm.

Reagentes - solucoes de trabalho

Componentes Concentragdes
R1 Dp R2=SR Teste

TRIS 264 100 94 mmol/L

L-Aspartato 792 240  mmol/L

MDH (microbiana) >24 27 pkat/L
(20,4 kU/L)

LDH (microbiana) 2>48 >15  pkat/L
(20,9 kU/L)

Albumina (bovina) 0,25 0,08 %

Fosfato piridoxal 730 100 pmol/L

NADH =1,7 20,2 mmol/L

2-Oxoglutarato 94 12 mmol/L

Azida sodica 0,09 0,09 0,09 0,05 %

pH (37°C) 7,8 7,8

O reagente R1 contém estabilizantes ndo reactivos, reagente SD
e tampdes ndo reactivos R2 (SR).

Avisos e precaucoes

Preste atencdo a todos os avisos e precaugdes incluidos
na Introdugio do Capitulo 1 deste folheto informativo,
particularmente o ponto 6 (azida sodica).

Preparacao dos reagentes
Pronto a ser utilizado.
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Armazenamento e estabilidade

Validade a 2-8°C: Consulte o prazo de validade no
rotulo do suporte de reagentes

cobas ¢ pack

Sistemas COBAS INTEGRA 400/400 plus
No analisador a 10-15°C 12 semanas
Analisadores COBAS INTEGRA 700/800

No analisador a 8°C 12 semanas

Colheita e preparacao das amostras
Para colheita e preparagdo das amostras, utilize apenas
tubos ou cuvetes de amostra apropriados.

Apenas as amostras indicadas em seguida foram testadas

e consideradas aceitaveis.

Soro (livre de hemdlise). Colha o soro utilizando

tubos de amostra padrio.

Plasma (livre de hemolise): Plasma tratado com heparina de
litio ou EDTA. Nao utilize outros anticoagulantes.

A amostra de elei¢do é o soro nido hemolisado.

Os tipos de amostras indicados foram testados usando tubos

de colheita de amostras seleccionados e comercialmente
disponiveis a data do teste, i.e. nem todos os tubos dos diferentes
fabricantes disponiveis no mercado foram testados. Os sistemas
de colheita de amostras de diferentes fabricantes podem, por
sua vez, conter materiais diferentes que, em alguns casos,
podem afectar os resultados dos testes. Se utilizar amostras

em tubos primdrios (sistemas de colheita de amostras),
consulte as instrugdes do fabricante dos tubos.

1 dia a 15-25°C°
7 dias a 2-8°C°

Estabilidade:

As amostras que contém precipitado tém de ser centrifugadas
antes da realizagdo do ensaio.

Materiais fornecidos
Consulte a secgdo “Reagentes - solugdes de trabalho”
no relativo aos reagentes.

Materiais necessarios (mas nao fornecidos)

Fosfato piridoxal, Ref. 20764965 322, System-ID 07 6496 5.
A solugio de fosfato piridoxal estd pronta a usar e é colocada
na sua posi¢do predefinida no suporte.

Um frasco é suficiente para cerca de 500 testes e permanece
estavel no analisador durante 8 semanas.

Realizacao do ensaio

Para assegurar a correcta execu¢do do ensaio é importante cumprir
as instrugdes fornecidas neste documento para o analisador
utilizado. Consulte o manual do operador apropriado para obter
instrugdes mais especificas sobre o ensaio feito neste analisador.

Aplicacao para soro e plasma

Analisadores COBAS INTEGRA 400/400 plus - Definicao do
teste

Modo de medida Absorvancia
Modo de célculo da abs. Kinsearch
Modo de reac¢do R1-SDeS----SR
Sentido da reacgdo Decrescente
Comprimento de onda A/B  340/378 nm
Primeiro/ultimo célc. 71/96

Unidade U/L

A ASTPL ¢ medida como analise longa (duragao
aprox. 17 minutos).

Parametros de pipetagem

Diluente (H,0)

R1 40 uL 29 uL
Amostra 11 pL 8 uL
Diluente especial (SD) 18 pL

SR 17 uL 9 uL
Volume total 132 uL

Analisadores COBAS INTEGRA 700/800 - Definicao do teste
Modo de medida Absorvancia

Modo de célculo da abs. Kinsearch

Modo de reacgao R1-SD/S-SR

Sentido da reacgdo Decrescente
Comprimento de onda A/B 340/378 nm
Primeiro/ultimo célc. 113/156

Unidade U/L

A ASTPL ¢ medida como analise longa (duragdo
aprox. 16 minutos).

Parametros de pipetagem

Diluente (H,O)

R1 40 uL 29 uL
Amostra 11 uL 8 uL
Diluente especial (SD) 18 uL
SR 17 pL 9 uL
Volume total 132 uL
Calibracao
Calibrador Calibrator fa.s.
Utilize 4gua desionizada como
calibrador zero.
Modo de calibragdo Regressio linear

Repeticao da calibragao Duplicagdo recomendada
Cada lote e conforme necessario,
segundo os procedimentos de

controlo da qualidade.

Intervalo de calibragdo

Rastreabilidade: Este método foi padronizado contra a formula¢io
IFCC original utilizando pipetas calibradas juntamente com

um fotémetro manual, que fornecem valores absolutos e a
absortividade especifica do substrato, €.

Controlo da qualidade

Intervalo de referéncia Precinorm U ou Precinorm U plus

Intervalo patoldgico Precipath U ou Precipath U plus
Intervalo de controlo 24 horas (recomendado)
Sequéncia de controlo Definida pelo utilizador
Controlo ap6s calibragao Recomendado

Para o controlo da qualidade, utilize os materiais

de controlo indicados na sec¢io "Informagdes para
encomenda". Adicionalmente pode ser utilizado outro

material de controlo adequado.

Os intervalos e limites de controlo devem ser adaptados as
exigéncias especificas de cada laboratério. Os valores obtidos
devem situar-se dentro dos limites definidos.

Cada laboratorio deve estabelecer as medidas correctivas a tomar

no caso de os valores se situarem fora dos limites.

Calculo dos resultados

Os sistemas COBAS INTEGRA calculam automaticamente

a concentragdo do analito de cada amostra. Para mais
informagoes, consulte a sec¢do Analise de Dados, no Capitulo 7
do Manual do Utilizador (analisador COBAS INTEGRA 700),
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ou a Andlise de dados da ajuda Online (analisadores
COBAS INTEGRA 400/400 plus/800).

Factor de conversao: U/L x 0,0167 = pkat/L

Limitacdes - interferéncias®
Critério: Recuperagio dentro de +10% do valor inicial.
Soro, plasma

Ictericia Sem interferéncia significativa.

Hemolise Nenhuma interferéncia significativa

até a um indice H de 25 (concentragdo
aproximada de hemoglobina: 16 pmol/L ou
25 mg/dL).

Nenhuma interferéncia significativa até a
um indice L de 150. Existe uma correlagao
fraca entre o indice L (corresponde a
turbidez) e a concentragéo de triglicéridos.

Lipemia

As amostras lipémicas podem provocar
alarmes de absorvancia, em resultado
do aumento da mesma. Seleccione o
tratamento de amostras diluidas para

reandlise automatica.
O citrato e o fluoreto inibem a actividade

enzimdtica.

A interferéncia in vitro de drogas
terapéuticas no ensaio foi analisada

de acordo com as recomendagdes do
"Symposium of Drug Effects in Clinical
Chemistry Methods" (1996).” O dobesilato
de célcio e o doxiciclina HCI provocam
valores de AST artificialmente baixos
no nivel de fairmaco testado. Para obter
uma lista dos farmacos testados e suas
concentragdes, consulte a Introdugio no
Capitulo 1.

Anticoagulantes

Farmacos

O isoniazida em concentragdes terapéuticas
pode provocar resultados artificialmente
baixos de aspartato-aminotransferase.

Outros Em casos muito raros, a gamapatia, em
particular a de tipo IgM (macroglobulinemia
de Waldenstroem), pode produzir

resultados pouco fidveis.

Quando o objectivo é o diagndstico, os resultados devem ser
sempre interpretados em conjunto com a historia clinica do
doente, o exame clinico e outros resultados.

Intervalo de medicao
2-700 U/L (0,03-11,7 pkat/L)

Intervalo de medigdo alargado (calculado)
Factor p6s-dilui¢do: 10 (recomendado)
2-7.000 U/L (0,03-117 ykat/L)

Limite de detecgio inferior

2 U/L (0,03 pkat/L)

O limite de detecgao representa o nivel de analito mais baixo
mensurével passivel de ser distinguido de zero. E calculado como
o valor situado 3 desvios padrdo (DP) acima de uma amostra
zero (amostra zero + 3 DP, precisdo intra-ensaio, n = 30).

Valores de referéncia

Segundo a IFCC/método padrio 94, com activagio por
fosfato de piridoxal, medidos a 37°C:"

10-50 U/L (0,17-0,83 pkat/L)

10-35 U/L (0,17-0,58 pkat/L)

Homens
Mulheres

Valores consensuais com activagio por fosfato de piridoxal:"'

INTEGRA 400/700/800

até 50 U/L
até 35 U/L

Homens
Mulheres

(até 0,83 pkat/L)
(até 0,58 pkat/L)

Cada laboratério deve verificar a transferibilidade dos valores
de referéncia para a sua propria populagdo de pacientes e, se
necessario, determinar os seus proprios intervalos de referéncia.

Dados especificos sobre o desempenho

Sao apresentados a seguir dados representativos do desempenho
dos analisadores COBAS INTEGRA. Os resultados podem
diferir de laboratdrio para laboratdrio.

Precisao

A reprodutibilidade foi determinada utilizando amostras
humanas e controlos num protocolo interno (intra-ensaio n = 20,
inter-ensaio n = 20). Obtiveram-se os seguintes resultados:

Nivel 1 Nivel 2
Média 48 U/L 162 U/L
(0,80 pkat/L) (2,69 pkat/L)
CV intra-ensaio 2,6% 1,8%
CV inter-ensaio 2,9% 2,0%

Comparacao dos métodos

Os valores de AST para amostras de soro e plasma humanos
obtidos no analisador COBAS INTEGRA 700 com o reagente
COBAS INTEGRA Aspartate Aminotransferase (ASTL) e
fosfato piridoxal como diluente especial foram comparados
com os valores determinados com reagentes AST (com

fosfato piridoxal) a venda no mercado no analisador COBAS
INTEGRA e num sistema de quimica clinica de outro fabricante.
As amostras foram medidas em duplicado. O tamanho da
amostra (n) representa todas as réplicas.

Analisador COBAS  Sistema alternativo

INTEGRA
Tamanho da (n) 232 212
amostra
Coeficiente corr. (r) 0,999 0,999
(rs) 0,998 0,996

Regressio linear y=106x-22U/L y=1,02x+0,9U/L
Passing/Bablok'? y=103x-10U/L y=1,02x+11U/L
Os valores variaram entre 12,7 e 604 U/L (0,21-10,1 pkat/L).
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