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GAMA GT LIQUIFORM

INDICAÇÃO MÉDICA DO EXAME

A determinação de (-Glutamil Transferase (GGT) em amostras de sangue é útil no diagnóstico de doenças hepáticas.

PRINCÍPIO

A (-Glutamil Transferase catalisa a transferência do grupamento Glutamil da L-( Glutamil-p-nitroanilide para a glicilglicina, formando- ( Glutamilglicilglicina e p-nitroanilina segundo a reação seguinte:

        GGT

L-(-Glutamil-p-nitroanilide + Glicilglicina


Glutamilglicilglicina + p-nitroanilina.

A quantidade de p-nitroanilina liberada, que tem elevada absorbância em 405 nm, é diretamente proporcional à atividade da GGT na amostra.

AMOSTRA

Preparo do paciente

Recomenda-se jejum mínimo de 8 horas.

Tipos de amostra

Usar soro ou plasma (EDTA). 
Armazenamento e estabilidade da amostra

A atividade enzimática é estável por 7 dias entre 2 – 8 ºC e 2 meses a 20 ºC negativos.

Volume mínimo

(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise)

Volume ideal

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise)

Fazer referência ao manual ou POP de colheita, separação e distribuição de material.
PRODUTO UTILIZADO

Gama GT Liquiform,    Ref. 105-2/30 e Ref. 105-2/50
ANVISA - 10009010004

Labtest Diagnóstica

Av. Paulo Ferreira da Costa, 600

Lagoa Santa, MG, 33400-000

Reagente 1- Armazenar entre 2 - 8 ºC. 

Reagente 2- Armazenar entre 2 - 8 ºC.
Padrão - Armazenar entre 2 – 8 ºC.

Contém p-nitroanilina 500 (mol/L e azida sódica (0,095%. Não contém gama glutamil transferase.
Preparo do Reagente de Trabalho: O conjunto de um frasco de Reagente 1 e de um frasco de Reagente 2 permite preparar o Reagente de Trabalho. 
Opcionalmente pode-se preparar menor volume do Reagente de Trabalho utilizando a proporção de 4 (quatro) volumes do Reagente 1 e (um) volume do Reagente 2. 

Indicar o modo de preparação a ser utilizado no laboratório e o modo de identificação do reagente de trabalho. 

Estável 5 dias entre 15 e 25 °C e 21 dias entre 2 – 8 ºC; 

Contém tampão 100 mmol/L, pH 8,0, L-(-Glutamil-p-nitroanilide 4,5 mmol/L, glicilglicina 150 mmol/L, azida sódica 15 mmol/L.

Precauções e cuidados especiais

1. Os cuidados habituais de segurança devem ser aplicados na manipulação do reagente. Fazer referência ao manual ou POP de segurança.

2. Os reagentes não abertos, quando armazenados nas condições indicadas são estáveis até a data de expiração impressa no rótulo. Durante o manuseio, os reagentes estão sujeitos à contaminação de natureza química e microbiana que podem provocar redução da estabilidade. O laboratório deve estabelecer a estabilidade em suas condições operacionais.
3. Os reagentes contêm azida sódica, que é tóxica. Deve-se tomar cuidado para evitar a ingestão e, no caso de contato com os olhos, lavá-los imediatamente com grande quantidade de água e procurar auxílio médico. A azida pode formar compostos altamente explosivos com tubulações de chumbo e cobre. Utilizar grandes volumes de água para descartar o reagente. Fazer referência ao manual ou POP de segurança.

EQUIPAMENTOS 

Procedimento manual

1. Fotômetro com cubeta termostatizada a 37 ºC capaz de medir com exatidão a absorbância em 405 nm ou filtro azul (400 a 420 nm).

2. Pipetas para medir amostras e reagentes. 

3. Cronômetro.

Procedimento automatizado 

Indicar o nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento analítico; fazer referência ao manual ou pop para utilização do mesmo. 

Procedimento alternativo

Indicar o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Enumerar as diferenças esperadas quando procedimentos manuais substituem procedimentos automatizados.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais para controle interno e externo da qualidade (fabricante, número de catálogo), instruções de preparo e frequência da utilização dos mesmos.

Limites de tolerância

Descrever o procedimento para definição dos limites de tolerância, o sistema adotado para utilização do mapa de Levey-Jennings e das regras de controle e as providências a serem tomadas diante de valores que ultrapassem tais limites. Fazer referência ao manual ou POP para utilização dos materiais de controle.

Verificação de novo lote de controles e/ou reagentes

Descrever o procedimento de verificação de novos lotes de controles e de reagentes.

Gerenciamento dos dados 

Definir como os dados relativos ao controle da qualidade são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

PROCEDIMENTO

Procedimento manual

Método Cinético Contínuo
Condições de reação: Comprimento de onda: 405 ; cubeta termostatizada a 37 ( 0,2 ºC; com 10 mm de espessura de solução, banda de passagem de ( 2 nm e luz espúria ( 0,1%.

Como na maioria das vezes não é possível trabalhar sob essas condições, as boas práticas de laboratório recomendam realizar a calibração do ensaio utilizando calibrador de enzimas indicado pelo fabricante do reagente. A Labtest indica a linha Calibra para calibração do sistema Gama GT Liquiform.
1. Transferir 1,0 mL do Reagente de Trabalho para um tubo 12x75.

2. Adicionar 0,05 mL de amostra ao tubo e misturar. 

3. Transferir para a cubeta termostatizada a 37 ºC e esperar 1 minuto.
4. Fazer a leitura inicial disparando simultaneamente o cronômetro. Repetir as leituras após 1, 2 e 3 minutos.

5. Calcular a média das diferenças de absorbância por minuto ((A/minuto) e utilizar para calcular o resultado.

Método Cinético de Tempo Fixo

Ver item "Calibração".

Este método requer a utilização de solução aquosa de ácido acético a 5% (V/V).

1. Tomar 2 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

	
	Branco
	Teste

	Reagente de Trabalho 
	0,5 mL
	0,5 mL


2. Incubar a 37 ºC durante 2 minutos. Sem remover os tubos do banho, adicionar:
	Amostra
	-----
	0,025 mL


3. Misturar e manter a 37 ºC por EXATANENTE 10 minutos (cronometrados).

	Ácido acético 5%
	1,0 mL
	1,0 mL


4. Misturar e adicionar:
	Amostra
	0,025 mL
	-----


5. Misturar e determinar a absorbância do teste em 405 nm ou filtro azul (400 a 420 nm) acertando o zero com o branco. A cor é estável 60 minutos.

Calibração

Medir a absorbância do Padrão em triplicata. Para que o fator possa ser considerado adequado, a diferença entre as absorbâncias não deve ser maior que 2%.

	
	Branco
	Padrão

	Água destilada

	0,5 mL
	0,5 mL

	Padrão
	----
	0,05 mL

	Ácido Acético 5%
	1,0 mL
	1,0 mL


Homogeneizar e determinar as absorbâncias das replicatas do Padrão em 405 nm (400 - 420 nm) acertando o zero com o branco. A cor é estável 60 minutos.

Procedimento automatizado

Fazer referência ao manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar o guia de aplicação dos reagentes para o sistema automático.

Precauções e cuidados especiais

1. Para manusear e descartar reagentes e material biológico, aplicar as normas estabelecidas de segurança. Fazer referência ao manual ou POP de segurança.
2. A limpeza e secagem adequadas do material são fatores fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtenção de resultados corretos. Fazer referência ao manual ou POP de limpeza e verificação da qualidade da limpeza dos materiais.
3. A água utilizada no laboratório deve ter a qualidade adequada a cada aplicação. Assim, para preparar reagentes e usar nas medições, deve ter resistividade (1 megaohm ou condutividade (1 microsiemens e concentração de silicatos (0,1 mg/l (água tipo II). Para o enxágüe da vidraria a água pode ser do tipo III, com resistividade (0,1 megaohms ou condutividade (10 microsiemens. No enxágüe final utilizar água tipo II. Quando a coluna deionizadora está com sua capacidade saturada ocorre a produção de água alcalina com liberação de vários íons, silicatos e substâncias com grande poder de oxidação ou redução que deterioram os reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados de modo imprevisível. Assim, é fundamental estabelecer um programa de controle da qualidade da água. Fazer referência ao manual ou POP de água reagente.

4. Como ocorre com toda reação enzimática, a rigorosa observação do tempo e da temperatura de incubação é de grande importância para a qualidade dos resultados obtidos. 

CÁLCULOS

Ver Linearidade.

(A Teste ou Calibrador = (A2 - A1)/2


  Atividade do Calibrador

Fator = ((((((((((((

        (A Calibrador

Gama GT (U/L) = (A Teste x Fator 

Quando são atendidas as condições ótimas de reação citadas anteriormente pode-se optar pela não utilização do calibrador de enzimas e aplicar o fator 2550. Este fator foi obtido em condições experimentais do sistema de medição utilizando uma cadeia contínua de comparações (rastreabilidade) com o método de referência da IFCC2. Alternativamente, pode-se, ainda, realizar a medição utilizando o método cinético de tempo fixo.

Método Cinético de Tempo Fixo



     Absorbância do Teste

Gama GT (U/L) = ((((((((((( x 125 (Valor do padrão em U/L)

    Absorbância do Padrão

RESULTADOS

Unidade de medida

U/L

Intervalo de Referência
	Faixa etária
	Mulheres
	Homens

	0 – 6 meses
	15 – 132 U/L
	12 – 122 U/L

	6 – 12 meses
	1 – 39 U/L
	1 – 39 U/L

	1 – 12 anos
	4 – 22 U/L
	3 – 22 U/L

	12 – 18 anos
	4 – 24 U/L
	2 – 42 U/L

	Adultos
	5 – 27 U/L
	7 – 45 U/L


Temperatura

A tabela abaixo permite interconverter atividades enzimáticas quando se usa temperaturas de trabalho de 25, 30 ou 37 °C.

	Temperatura 
	Fatores de correção de temperatura

	
	25 °C
	30 °C
	37 °C

	25 °C
	----
	1,37
	1,79

	30 °C
	0,73
	----
	1,30

	37 °C
	0,56
	0,77
	----


Exemplo: a atividade enzimática obtida em 37 (C deve ser multiplicada por 0,77 para se obter a atividade em 30 (C ou por 0,56 para se obter a atividade em 25 (C. A atividade enzimática medida em 25 ou 30 C deve ser dividida por 0,56 ou 0,77 para se obter a atividade em 37 C.
Como estes fatores podem variar com diferentes métodos, sugere-se que sejam utilizados apenas como referência para comparação de resultados.

LIMITAÇÕES DO PROCEDIMENTO

Linearidade

O resultado da medição é linear até 700 U/L. Para valores maiores diluir a amostra com NaCl 150 mmol/L, repetir a determinação e multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluição. Indicar o procedimento de diluição utilizado no laboratório.
Interferências

1- Heparina produz resultados falsamente diminuídos.

2- Anticoagulantes contendo citrato, fluoreto ou oxalato inibem a atividade da GGT.

3- Valores de Bilirrubina até 38 mg/dL, Hemoglobina até 180 mg/dL e Triglicérides até 1000 mg/dL não produzem interferências significativas.

4- A GGT está elevada em pacientes que fazem uso prolongado de drogas que induzem o sistema microssomal hepático como o fenobarbital e fenitoína, entre outras.

5- O alcoolismo crônico produz aumento da atividade da Gama GT no soro.

6- Para uma revisão das fontes fisiopatológicas e medicamentosas de interferência nos resultados e na metodologia sugere-se consultar Clin Chem 1975;21:1D-432D.

SIGNIFICADO CLÍNICO

A GGT tem aplicação principal no estudo das doenças hepatobiliares e está distribuída em quase todo o tecido humano. O rim contém a mais elevada concentração, seguido pelo pâncreas e fígado.

A GGT é um sensível indicador de doenças inflamatórias e lesão hepática e está significativamente elevada nas doenças obstrutivas das vias biliares. A GGT tem maior especificidade que a fosfatase alcalina (ALP) e a transaminase oxalacética para avaliar doença hepática. Ela não está elevada na doença óssea e durante a gravidez como a fosfatase alcalina, nem nas doenças do músculo esquelético como a transaminase oxalacética. A GGT auxilia diferenciar colestases mecânica e viral das induzidas por drogas. Nas duas primeiras, a GGT e ALP estão igualmente elevadas. Nas colestases induzidas por drogas a GGT está muito mais elevada. 

Valores elevados de GGT em pacientes anictéricos com câncer são um seguro indicador de metástases hepáticas.

Está demonstrado que no alcoolismo crônico os níveis séricos da GGT diminuem com a retirada do álcool e se elevam com a exposição ao mesmo. Com base nesta observação a determinação da GGT está sendo usada nos centros de tratamentos de alcoólatras para documentar o sucesso da terapia e identificar os pacientes que retornam ao alcoolismo após a alta.
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