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LINEA LIQUIDA

AA

Método UV optimizado (IFCC) para la determinacion de
alanina aminotransferasa (GPT/ALT) en suero o plasma

SIGNIFICACION CLINICA

La alanina aminotransferasa (ALT o GPT) es una enzima uni-
locular (citoplasmatica) cuya mayor actividad se localiza en
el tejido hepatico. La destruccién o cambio de permeabilidad
de las membranas celulares provoca la liberacion de ALT a la
circulaciéon sanguinea.

Los mayores aumentos de actividad ALT en suero, se produ-
cen como consecuencia de alteraciones hepaticas. En el caso
de hepatitis virales, el aumento de ALT precede a la aparicién
de ictericia, alcanzando un méaximo luego de la observacién
de dicho sintoma. Si los valores permanecen elevados luego
de 6 semanas, debe pensarse en la posibilidad de una he-
patitis activa o en el comienzo de una hepatitis crénica, por lo
gue es de utilidad las determinaciones seriadas de la enzima.
La determinacién de ALT adquiere importancia diagnéstica
cuando sus valores se comparan con los de otras enzimas
de similar origen tisular, permitiendo asi completar el perfil
enzimatico de 6rganos como el higado.

FUNDAMENTOS DEL METODO
Basado en el siguiente esquema reaccionante:

L-alanina + 2-oxoglutarato > piruvato + L-glutamato

) LDH
piruvato + NADH + H*

> |-lactato + NAD*
REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: solucion de buffer TRIS pH 7,5 conteniendo L-
alanina.

B. Reactivo B: solucion conteniendo 2-oxoglutarato, nicoti-
namida adenina dinucleétido reducido (NADH) y lactato des-
hidrogenasa (LDH).

Concentraciones finales

TRIS o 100 mmol/l; pH 7,5
L-alanina ......c..oeveeieiiiiiee e 500 mmol/l
NADH .. 0,18 mmol/l
LDH oot >15Ul
2-0XOQIULArato .....c.vvevieiiciiieiee e 15 mmol/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 (e].: 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 analisis 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. Una vez
abiertos, no deben permanecer fuera del refrigerador por pe-
riodos prolongados. Evitar contaminaciones.

Reactivo Gnico (premezclado): estable 2 meses en refrige-
rador (2-10°C) a partir de la fecha de su preparacion.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Cuando el espectrofotdmetro ha sido llevado a cero con agua
destilada, lecturas de absorbancia del Reactivo Gnico inferio-
res a 0,900 D.O. o superiores a 1,800 D.O. (a 340 nm) son
indicio de deterioro del mismo.

MUESTRA

Suero o plasma

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

b) Aditivos: en caso de que la muestra a utilizar sea plasma,

se puede usar heparina 0 EDTA como anticoagulantes.

¢) Sustancias interferentes conocidas:

- Las muestras provenientes de pacientes hemodializados o
con hipovitaminosis o patologias asociadas con deficiencia
de piridoxal fosfato producen valores falsamente disminui-
dos.

- No se observan interferencias por bilirrubina hasta 25 mg/dl,
ni triglicéridos hasta 1000 mg/dl. La hemoglobina interfiere
significativamente aumentando los resultados, a partir de
hemolisis moderada, debido a la presencia de GPT en los
eritrocitos.

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las

drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: la GPT

en suero es estable hasta 3 dias en refrigerador, sin agregado

de conservantes. No congelar.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotémetro.

- Micropipetas y pipetas capaces de medir los volimenes
indicados.

- Bafio de agua a la temperatura indicada en el procedimiento
aseguir.

- Cronémetro.
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CONDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 340 nm

- Temperatura de reaccion: 25, 30 6 37°C. Ver los VALORES
DE REFERENCIA correspondientes a cada temperatura.

- Tiempo de reaccion: 4 minutos

- Volumen de muestra: 100 ul

Los volimenes de Muestra y de Reactivo pueden variarse pro-

porcionalmente, sin que varien los factores de célculo.

PROCEDIMIENTO

A) 306 37°C
|- TECNICA CON REACTIVO UNICO
En una cubeta mantenida a 30-37°C, colocar:

Reactivo Unico 1,0 ml

Preincubar unos minutos. Luego agregar:

Muestra 100 ul

Mezclar inmediatamente y disparar simultdneamente el
cronémetro. Esperar 90 segundos y leer la absorbancia
inicial (ver LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO)y lue-
goalos 1, 2y 3 minutos de la primera lectura. Determi-
nar la diferencia promedio de absorbancia/min (AA/min),
restando cada lectura de la anterior y promediando los
valores. Utilizar este promedio para los calculos.

1I-TECNICA CON REACTIVOS SEPARADOS
En una cubeta mantenida a 30-37°C, colocar:

Reactivo A 0,80 ml
Muestra 100ul
Preincubar unos minutos. Luego agregar:

Reactivo B 0,20 ml

Mezclar inmediatamente y disparar simultdneamente el
cronémetro. Esperar 90 segundos y leer la absorbancia
inicial (ver LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO) y lue-
goalos 1, 2y 3 minutos de la primera lectura. Determi-
nar la diferencia promedio de absorbancia/min (AA/min),
restando cada lectura de la anterior y promediando los
valores. Utilizar este promedio para los calculos.

B) 25°C

Emplear 250 ul de Muestra siguiendo el procedimiento in-
dicado enA).

CALCULO DE LOS RESULTADOS
GPT (U/l) = AA/min x factor

En cada caso debera emplearse el factor de calculo corres-
pondiente de acuerdo a la temperatura de reaccién seleccio-
nada:

factor( =1.746

30-379C)

factor( =794

250C)

VALORES DE REFERENCIA

Temperatura 25°C* 30°C* 37°C
Hombres hasta 22 U/l hasta29 U/l hasta 41 U/l
Mujeres hasta 17 U/| hasta22 U/l hasta 31 U/l
* Calculados

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios
valores de referencia.

CONVERSION DE UNIDADES AL SISTEMA SI
GPT (U/l) x 0,017 = GPT (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
GPT, con cada determinacion.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.
Absorbancia inicial baja: cuando una vez agregado el suero la
primera lectura (tiempo 0) es inferior a 0,900 D.O., estando el
Reactivo B en condiciones, indica una muestra con muy alta
actividad de GPT (que consume el NADH auln antes de esta
lectura) o con una concentracion de cetoacidos endégenos
particularmente elevada. En este caso, repetir la determina-
cién con muestra diluida con solucién fisiolégica y multiplicar
el resultado por la diluciéon efectuada.

PERFORMANCE
a) Reproducibilidad: procesando simultdneamente replica-
dos de una misma muestra, se obtiene:

Nivel D.S. C.v.
43,35 Ul +1,31 U/ 3,02 %
119,70 U/l +2,18 U/l 1,82%

b) Sensibilidad: el minimo cambio de actividad detectable
de GPT que puede distinguirse de cero es de 2 U/I.

c) Rango dinamico: el rango Util de lectura se extiende has-
ta 0,345 AA/min (a 340 nm). Sila AA/min es superior a 0,345,
se debe repetir la determinacion con muestra diluida (1:5 6
1:10) con solucion fisioldgica, corrigiendo los resultados se-
gun el factor de dilucién empleado.

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

PRESENTACION

200 ml: - 4 x 40 ml Reactivo A
- 1 x40 ml Reactivo B

(C6d. 1762360)

250 ml: - 4 x 50 ml Reactivo A
-4 x 12,5 ml Reactivo B
(Céd. 1009322)

250 ml: - 4 x 50 ml Reactivo A
-4 x 12,5 ml Reactivo B
(Céd. 1009263)
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250 ml: - 4 x 50 ml Reactivo A
-4x 12,5 ml Reactivo B
(Céd. 1009620)
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SIMBOLOS
Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de reac-
tivos para diagndstico de Wiener lab.

c € Este producto cumple con los requerimientos previs-

tos por la Directiva Europea 98/79 CE de productos
sanitarios para el diagnéstico "in vitro"

Representante autorizado en la Comunidad Europea

Uso diagnéstico "in vitro"

Contenido suficiente para <n> ensayos

Fecha de caducidad

Limite de temperatura (conservar a)

No congelar

Riesgo biol6gico

Volumen después de la reconstitucion

Cont. Contenido

Numero de lote

Elaborado por:

Nocivo

k‘-'ﬂéhlﬂll@}{*m@@

Corrosivo / Caustico

x

Irritante

Consultar instrucciones de uso
[ ] Calibrador

Control

Control Positivo

Control Negativo
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