(W) CE

cinética AA
Método (Szasz modificado) para la determinacion de

y-glutamil transferasa en suero o plasma. Sustrato reco-
mendado por la IFCC.

SIGNIFICACION CLINICA

La y-glutamil transferasa (y-GT) es una enzima de membrana
ampliamente distribuida en el organismo. Se localiza principal-
mente en rifion, vesiculas seminales, pancreas, higado, bazo y
cerebro. Su actividad es influenciada por cualquier factor que afec-
te alas membranas celulares de los 6rganos que la contienen.
En el caso de alteraciones hepaticas, la y-GT generalmente
es indice de agresion toxica. Sin embargo, la determinacion
s6lo tiene valor clinico cuando sus valores son comparados
con los de otras enzimas de mayor érgano-especificidad.

El analisis conjunto de y-GT, fosfatasas alcalina, transamina-
sas y bilirrubina, amplia significativamente el panorama del
diagnostico diferencial de las enfermedades hepéaticas prima-
rias y secundarias, formando parte del hepatograma.

FUNDAMENTOS DEL METODO
Lay-glutamil transferasa es una carboxipeptidasa que catali-
za la siguiente reaccion:

-GT
L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida + glicilglicina Y—>
L-y-glutamilglicilglicina + 5-amino-2-nitrobenzoato

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: solucién de buffer Tris conteniendo glicilglici-
na.

B. Reactivo B: solucion de L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitro-
anilida.

Concentraciones finales

BUfEr THS .o 100 mmol/l; pH 8,5
L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida ................. > 2,9 mmol/l
glicilglicina .... 100 mmol/l

REACTIVOS NO PROVISTOS
Solucidn fisiolégica (NaCl 9 g/l).

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Reactivos Provistos: listos para usar. Estos pueden usar-
se separados o0 como Reactivo Unico, mezclando 4 partes
de Reactivo Acon 1 parte de Reactivo B (ej.: 4 ml Reactivo
A + 1 ml Reactivo B).

PRECAUCIONES

Los reactivos son para uso diagnoéstico "in vitro".

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de andlisis clinicos.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: son estables en refrigerador (2-10°C)
hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja.

Reactivo Unico (premezclado): estable 4 semanas en refri-
gerador (2-10°C). Proteger de la luz.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Cuando el espectrofotometro ha sido llevado a cero con agua
destilada, lecturas de absorbancia del Reactivo Unico supe-
riores a 1,300 D.O. son indicio de deterioro del mismo.

MUESTRA

Suero o plasma

a) Recoleccidn: se debe obtener de la manera usual.

b) Aditivos: en caso de emplear plasma, se recomienda el
uso de EDTA como anticoagulante para su obtencion.

¢) Sustancias interferentes conocidas:

No se observan interferencias por bilirrubina hasta 280 mg/|
(28 mg/dI), triglicéridos hasta 5,4 g/l (540 mg/dl) ni hemoglo-
bina hasta 0,39 g/dl (390 mg/dl).

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las
drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: la y-
GT en suero es estable hasta 2 semanas en refrigerador (2-
10°C) y hasta 6 meses congelada (- 20°C).

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotometro.

- Micropipetas y pipetas para medir los volimenes indicados.
- Cubetas espectrofotométricas de caras paralelas.

- Bafio de agua a la temperatura de reaccion seleccionada.
- Cronémetro.

CONDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 405 nm

- Temperatura de reaccion: 25, 30 6 37°C
- Tiempo de reaccion: 3 minutos

- Volumen de muestra: 100 ul

- Volumen de Reactivo Unico: 1 ml

- Volumen final de reaccion: 1,1 ml

PROCEDIMIENTO
En una cubeta mantenida a la temperatura seleccionada
colocar:
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Reactivo Unico 1ml

Preincubar unos minutos. Luego agregar:

Muestra 100 ul

Mezclar rapidamente y proseguir de inmediato la incuba-
cién disparando simultaneamente el cronémetro. Regis-
trar la absorbancia a los 1, 2 y 3 minutos. Determinar la
diferencia promedio de absorbancia (AA/min) restando cada
lectura de la anterior y promediando los valores. Utilizar
este promedio para los calculos.

CALCULO DE LOS RESULTADOS
y-glutamil transferasa (U/l) = AA/min x 1.158

CONVERSION DE UNIDADES AL SISTEMA S|
y-GT (U/l) x 0,017 = y-GT (ukat/l)

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Procesar 2 niveles de un material de control de calidad
(Standatrol S-E 2 niveles) con actividades conocidas de y-
glutamil transferasa, con cada determinacion.

VALORES DE REFERENCIA

Temperatura 25°C 30°C 37°CO
Hombres 6-28 U/l 8-38 U/l 11-50 U/l
Mujeres 4-18 U/ 5-25 U/l 7-32 Ul
(OCalculados

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.

PERFORMANCE

a) Reproducibilidad: se aplico el protocolo EP-15A del CLSI.
Se analizaron dos niveles de actividad, cada uno por cuadru-
plicado durante 5 dias. Con los datos obtenidos, se calcula-
ron las precisiones intraensayo y total.

Precisién intraensayo (n = 20)

Nivel D.S. C.V.
37,0U/ +0,45 U/l 1,21 %
160,8 U/l +0,90 U/l 0,56 %
Precisién total (n = 20)
Nivel D.S. C.V.
37,00/ 110U/ 2,98 %
160,8 U/l £3,69 U/ 2,29%

c) Linealidad: manualmente, la reaccion es lineal hasta un
AA/min de 0.200 D.O. (250 U/l). Para valores superiores, di-
luir la muestra 1/5 6 1/10 con solucién fisiolégica y repetir la
determinacion, respetando las mismas condiciones de ensa-
yo y multiplicando los resultados por la dilucion efectuada.
En analizadores automaticos puede observarse una lineali-
dad hasta 1200 U/I.

d) Sensibilidad analitica: depende del fotémetro empleado
y de la longitud de onda. En espectrofotdmetros con cubetas

de caras paralelas de 1 cm de espesor, para un AA/min de
0,001 el minimo cambio de actividad detectable sera 1 U/I.

PARAMETROS PARA ANALIZADORES AUTOMATICOS
Para las instrucciones de programacion consulte el manual
del usuario del analizador en uso.

PRESENTACION

100 ml: - 4 x 20 ml Reactivo A
-1 x 20 ml Reactivo B

(C6d. 1421404)

100 ml: - 4 x 20 ml Reactivo A
-1 x 20 ml Reactivo B
(Céd. 1009330)

100 ml: - 4 x 20 ml Reactivo A
-1 x 20 ml Reactivo B
(C6d. 1009258)

125 ml: - 5 x 20 ml Reactivo A
-2 x 12,5 ml Reactivo B
(C6d. 1009616)
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Simbolos

Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de reactivos para diagnéstico de Wiener lab.
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Este producto cumple con los requerimientos pre-
vistos por la Directiva Europea 98/79 CE de pro-
ductos sanitarios para el diagnéstico "in vitro"

Representante autorizado en la Comunidad Eu-
ropea

Uso diagnostico "in vitro"

Contenido suficiente para <n> ensayos

Fecha de caducidad

Limite de temperatura (conservar a)

No congelar

Riesgo biolégico

Volumen después de la reconstitucion

Contenido

Numero de lote

LT

|
v

x

H

Elaborado por:

Nocivo

Corrosivo / Caustico

Irritante

Consultar instrucciones de uso

Calibrador

Control

Control Positivo

Control Negativo

Numero de catalogo
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