GOT LIQUIFORM VET

Instrucoes de Uso

Finalidade . Sistema para determinacdo da Aspartato Amino
Transferase (AST) ou Transaminase Glutamico Oxalacética (GOT) em
modo cinético.

Uso profissional.

[Somente para uso diagndstico in vitro.]

Principio . A AST catalisa especificamente a transferéncia do grupo
amina do 4cido aspartico para o cetoglutarato com formagdo de
glutamato e oxalacetato. O oxalacetato € reduzido a malato por agao da
malato desidrogenase (MDH), enquanto que a coenzima NADH é oxidada
aNAD.

A reducao da absorbancia em 340 nm, conseqiiente a oxidagdo da
coenzima NADH, é monitorada fotometricamente, sendo diretamente
proporcional a atividade da AST na amostra.

AST
L-Aspartato + Cetoglutarato ——— > Oxalacetato + L-Glutamato

MDH
Oxalacetato + NADH ———— Malato + NAD

Caracteristicas do sistema . A metodologia cinética-UV para
medicdo da atividade da AST foi introduzida por Karmen',sendo
posteriormente otimizada por Henry e colaboradores® € 0 procedimento
de medicao ganhou aceitagao mundial por ser répido, preciso e exato.

0 método de referéncia proposto pela International Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC)3 recomenda a utilizagéo do
piridoxal fosfato (metabdlito da vitamina B6) para assegurar que toda
transferase presente no soro esteja totalmente ativa, evitando assim,
resultados falsamente diminuidos em amostras com deficiéncia da
coenzima. Na medicina veterinaria, ja foram relatados casos de
diminuicdo da atividade enzimatica das aminotransferases em cées e
gatos por deficiéncia de piridoxal fostato*®. AST/GOT Liquiform VET
utiliza a metodologia birreagente com adicdo de piridoxal fosfato
(Reagente 3) com o objetivo de otimizar a atividade catalitica das enzimas
AST e ALT e evitar resultados falsamente reduzidos em animais com
deficiéncia de vitamina B6.

Equinos higidos apresentam a atividade de AST elevada (496 U/L),
proxima ao limite de linearidade dos reagentes empregados na linha
humana, o que ocasiona necessidade frequente de diluicao das amostras
equinas. AST/GOT Liquiform VET possui resposta linear até 1000 U/L, o
que reduz significativamente a necessidade frequente de diluicoes e
repeticoes em amostras equinas com atividade de AST normal ou
elevada.

0 sistema AST/GOT VET da Labtest utiliza medicdes em modo cinético e

pode ser facilmente aplicado em analisadores automaticos e
semiautomaticos capazes de medir absorbanciaem 340 nm.
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Metodologia . Cinética UV-IFCC.
Reagentes

1. [XIT - Reagente 1 - Armazenar entre 2 - 8 °C.
Contém Tampao Tris 105 mmol/L; L-aspartato 330 mmol/L; MDH
>825 U/L; LDH >1200 U/L e azida sodica 0,095%.

2. - Reagente 2 - Armazenar entre 2 - 8 °C.
Contém Tampdo Tris 20 mmol/L; NADH 1320 umol/L; o-cetoglutarato
66 mmol/L e azida sddica 0,095%.

3. - Reagente 3 - Armazenar entre 2 - 8 °C.
Contém Tris 20 mmol/L; piridoxal fosfato 11,1 mmol/L; azida sodica
0,095%.

Os reagentes ndo abertos, quando armazenados nas condicdes
indicadas, sao estaveis até a data de expiracao impressa no rotulo. Apos
abertos, os reagentes devem ser manuseados de acordo com as boas
praticas de laboratorio para evitar contaminagoes de natureza quimica e
microbiana que podem provocar reducao da estabilidade.

Precaucées e cuidados especiais

Os cuidados habituais de seguranga devem ser aplicados na
manipulacdo do reagente. Nao utilizar os reagentes quando a
absorbancia do reagente de trabalho ou da mistura Reagente 1,
Reagente 2 e Reagente 3, medida contra 4gua em 340 nm, for menor que
1,0 ou quando os reagentes estiverem turvos ou com sinais de
contaminagao.

Nos analisadores automadticos, o0s reagentes estdo sujeitos a
contaminacoes com outros reagentes ou com o ar ambiente, que
dependem da caracteristica do equipamento e das condigoes de trabalho.
Essas contaminagGes podem resultar em reducéo da estabilidade dos
reagentes ou modificacoes no seu desempenho, requerendo nova
calibragao do sistema.

Como ocorre em toda medicao da atividade enzimdtica, a rigorosa
observagao do tempo e da temperatura de incubacao € de grande
importancia para a qualidade dos resultados obtidos.

0Os reagentes contém azida sodica que é toxica. Nao ingerir e, no caso de
contato com os olhos, lavar imediatamente com grande quantidade de
agua e procurar auxilio médico. A azida pode formar compostos
altamente explosivos com tubulagdes de chumbo e cobre. Portanto,
utilizar grandes volumes de dgua para descartar os reagentes.
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Material necessario e nao fornecido

1. Fotdmetro com cubeta termostatizada capaz de medir com exatiddo a
absorbanciaem 340nm.

2. Pipetas paramedir amostras e reagentes.

3. Crondmetro

Influéncias pré-analiticas . Em equinos, o exercicio aumenta a
atividade enzimatica sérica de AST em torno de 30% e essa elevagao
pode serde 50% a 100% logo ap6s arealizagéo de atividade fisica®.

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrao (POP) que
estabeleca procedimentos adequados para coleta, preparacdo e
armazenamento da amostra. Enfatizamos que os erros devidos a amostra
podem ser muito maiores que 0s erros ocorridos durante o procedimento
analitico.

Usar soro ou plasma (EDTA, Heparina). Estudos apontam que soros de
cdes apresentam atividade enzimatica de AST estavel durante 30 dias se
mantido entre 2 -8°C, 90 diasa-20°Ce 15 diasa-70 ocS.

Amostras biologicas devem ser consideradas como potencialmente
infectantes. Portanto, a0 manusea-las, devem-se seguir as normas
estabelecidas para biosseguranca.

Para descartar os reagentes e o material biolégico sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de protecao ambiental.

Interferéncias

Valores de bilirrubina até 20mg/dL ndo produzem interferéncias
significativas. A enzima AST estd presente nos eritrdcitos, por isso,
amostras de cées e gatos com concentragdo de hemoglobina superior a
100 mg/dL e de equinos com concentracao superior a 200 mg/dL podem
apresentar aumento na atividade de AST. A remocao tardia do codgulo
também pode ocasionar aumento in vitro da atividade de AST na
amostra’.

Amostras turvas, principalmente decorrentes de lipemia, ndo devem ser
utilizadas na deteccao da atividade enzimética de AST, pois a turbidez
promove interferéncia fotométrica na medicdo da absorbancia,
ocasionando resultados falsamente reduzidos. Em estudos realizados, a
lipemia elevada ocasionou reducdo de até 20 vezes na atividade de AST”.

Para avaliar a concentragdo aproximada da hemoglobina em uma
amostra hemolisada pode-se proceder do seguinte modo: Diluir 0,05 mL
da amostra em 2,0 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85%) e medir a
absorbancia em 405 ou 415 nm acertando o zero com dgua deionizada
ou destilada.

Hemoglobina(mg/dL) = Absorbancia,; x 601
Hemoglobina(mg/dL) = Absorbancia,; x 467
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Ver itens Calculo, Calibragao, Intervalo de Referéncia, Linearidade e
Observagdes.

Determinacao da atividade enzimatica utilizando o

piridoxal fosfato

Para obtencao de resultados rastredveis ao método de referéncia IFCC, &
necessario utilizar o procedimento birreagente, para que a enzima seja
totalmente ativada pelo piridoxal fosfato.

Preparo do reagente . Transferir 0,300 mL do Reagente 3 para um frasco
do Reagente 1 (24 mL) e homogeneizar suavemente. Estabilidade: 21
dias entre 2 - 8 °C e 24 horas entre 15 - 25 °C quando nao houver
contaminacdo quimica ou microbiana. Anotar a data de expiragdo.
Opcionalmente pode-se preparar um volume menor da mistura (Reagente
1 + Reagente 3) adicionando-se 1 parte do Reagente 3 a 80 partes do
Reagente 1 (exemplo: adicionar 0,010 mL do Reagente 3 a 0,800 mL do
Reagente 1).

Procedimento do teste

1. Em um tubo rotulado “Teste” ou “Calibrador”, pipetar 0,800 mL da
mistura Reagente 1+ Reagente 3.

2. Adicionar 0,050 mL de amostra ou calibrador de enzimas,
homogeneizar e incubar em banho- maria a 37 + 0,2 °C por 5 minutos.
Ap0s essa incubagao, pode-se esperar até 30 minutos para iniciar a
medicao cinética com a adigdo do reagente 2.

3. Ajustar o zero do fotometro em 340 nm com 4gua destilada ou
deionizada.

4. Adicionar 0,200 mL do Reagente 2, homogeneizar e transferir
imediatamente para a cubeta termostatizada a 37 + 0,2 °C. Esperar 1
minuto.

5. Registrar a absorbancia inicial (A;) e disparar simultaneamente o
crondmetro. Apos 2 minutos registrar aabsorbancia (Az).

Para verificar a linearidade da reacdo, registrar a absorbancia com
intervalos de 1 minuto e verificar se a diferenca de absorbancia a cada
minuto é equivalente.

Determinacao da atividade enzimatica sem a
utilizagao do piridoxal fosfato

Preparo do reagente de trabalho . Transferir o conteiido de um frasco do
Reagente 2 para um frasco do Reagente 1 e homogeneizar suavemente.
0 reagente de trabalho € estével 10 dias entre 2 - 8 °C e 24 horas entre
15 - 25 °C quando ndo houver contaminag&o quimica ou microbiana.
Anotar a data de expiragdo. Opcionalmente pode-se preparar um volume
menor do reagente de trabalho misturando-se 1 parte do Reagente 2 a 4
partes do Reagente 1 (exemplo: misturar 0,200 mL do Reagente 2 e
0,800 mL do Reagente 1).

Para preservar o desempenho, os reagentes devem permanecer fora da
temperatura de armazenamento somente o tempo necessario para se
obter o volume a ser utilizado. Evitar exposicao a luz solar direta.
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Procedimento do teste

1. Em um tubo rotulado “Teste” ou “Calibrador”, pipetar 1,0 mL do
reagente de trabalho.

2. Ajustar o zero do fotometro em 340 nm com agua destilada ou
deionizada.

3. Adicionar 0,050 mL de amostra ou calibrador de enzimas,
homogeneizar e transferir imediatamente para a cubeta termostatizada a
37+0,2°C. Esperar 1 minuto.

4. Registrar a absorbancia inicial (A) e disparar simultaneamente 0
crondmetro. Apos 2 minutos registrar a absorbancia (A,).

Para verificar a linearidade da reacdo, registrar a absorbancia com
intervalos de 1 minuto e verificar se a diferenca de absorbancia a cada
minuto é equivalente.

Como ocorre em toda medigdo da atividade enzimética, a rigorosa
observagdo do tempo e da temperatura de incubacdo € de grande
importancia para a qualidade dos resultados.

Os procedimentos sugeridos sdo adequados para fotometros cujo
volume minimo de reacao para medigao é igual ou menor que 1,0 mL.
Deve ser feita uma verificagao da necessidade de ajuste do volume parao
fotdmetro utilizado. Os volumes de amostra e reagente podem ser
modificados proporcionalmente sem prejuizo para o desempenho do
teste e o procedimento de célculo se mantém inalterado. Em caso de
reducdo dos volumes é fundamental que se observe o volume minimo
necessario para a medigao fotométrica. Volumes de amostra menores
que 0,010 mL s&o criticos em aplicacoes manuais e devem ser usados
com cautela porque aumentam aimprecisao da medicao.

Calculos . E uma pratica habitual calcular os resultados de atividade
enzimatica utilizando um fator obtido em condicoes 6timas de reagao que
incluem:

comprimento de onda: 340 nm

cubeta termostatizada a 37 + 0,2 °C com 1,0 cm de espessura de
solugdo.

banda de passagem <2 nm.

luzespuria <0,1%.

Como na maioria das vezes nao é possivel trabalhar sob essas
condicoes, as boas praticas de laboratorio recomendam realizar a
calibragao do ensaio utilizando calibrador de enzimas indicado pelo
fabricante do reagente. A Labtest indica a linha Calibra VET (Ref.1015)
para calibragéo do sistema AST/GOT Liquiform VET.

AA/minuto Teste ou Calibrador = (A, - A,)/2

Atividade do Calibrador
Fator =

AA/min Calibrador

AST (U/L) = AA/min Teste x Fator
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Exemplo
Calibrador
A, =1.981 A,=1,911
1,981-1,911
AA/min Calibrador = ———— =10,035
2

Atividade do Calibrador (U/L) = 122 U/L

122

Fator = ———— = 3486

0,035
Teste
A =1736 A,=1,705

1,736-1,705
AA/min Teste = =0,0155
2

Atividade da AST (U/L) = 0,0155x 3486 = 54 U/L

Quando as condigoes 6timas de reagdo citadas anteriormente sao
atendidas pode-se optar pela utilizagao do fator 3333.

Calibragao

Calibragées manuais
Utilizar o calibrador Calibra VET (Ref. 1015). A atividade de AST no
calibrador Calibra VET é rastredvel pelo método de referéncia IFCC.

Intervalo de calibracdes
Calibragéo de 2 pontos ao mudar de lote ou quando o controle interno da
qualidade indicar

Sistemas automaticos

Branco de reagentes: dgua deionizada ou solucao de cloreto de sodio
150 mmol/L (0,85%);

Utilizar o calibrador Calibra VET (Ref. 1015). A atividade de AST no
calibrador Calibra VET é rastreavel pelo método de referéncia IFCC.

Intervalo de calibracdes
Calibragao de 2 pontos ao mudar de lote ou quando o controle interno da

qualidade indicar

Controle interno da qualidade . 0 laboratério deve manter um
programa de controle interno da qualidade que defina claramente os
regulamentos aplicaveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificacoes da qualidade e limites de tolerancia, agoes corretivas e
registro das atividades. Materiais de controle devem ser utilizados para
monitorizar a imprecisao da medicao e desvios da calibragdo. Sugere-se
que as especificacoes para erro total sejam baseadas nos critérios
estabelecidos pela American Society for Veterinary Clinical Pathology
(ASVCP)®.

Sensibilidade metodoldgica . utilizando-se como parametro a
absorbancia minima detectavel, a sensibilidade fotométrica é de 4 U/L,
correspondendo auma absorbénciaigual a 0,001.
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0 resultado da medicao é linear até 1000 U/L. Para valores maiores, diluir
a amostra com NaCl 150 mmol/L (0,85%), realizar nova medicéo e
multiplicar o resultado obtido pelo fator de dilui¢ao. Diluir a amostra de tal
modo que o valor encontrado se situe entre 50 e 500 U/L. Como exemplo,
pode-se diluir 0,1 mL de amostra em 0,1 mL de NaCl 150 mmol/L
(0,85%) e multiplicar o resultado obtido por 2. Sugerimos a verificagao da
linearidade metodoldgica e fotométrica, no minimo semestraimente,
utilizando amostras com valores até 1000 U/L.

Intervalo de referéncia® . Osintervalos devem ser usados apenas
como orientacdo. Recomenda-se que cada laboratorio estabelega, na
populagéo de animais atendida, seu proprio intervalo de referéncia.
Utilizar a sugestdo de intervalo de referéncia de acordo com a
metodologia empregada para determinagéo de AST.

AST (U/L)
Com adigao de Sem piridoxal
piridoxal fosfato fosfato
Caninos 16 - 50 13-52
Felinos 13 - 46 12-48
Equinos 212 - 426 119-413
Bovinos 53 -162 47-138

Conversao: Unidades convencionais (U/L) x 16,7 = Unidades Sl (nkat/L)

Caracteristicas do desempenho’

Estudos de recuperagdo . Em duas amostras com
concentracoes da aspartato amino transferase iguais a 162 e 261 U/L
foram adicionadas quantidades da enzima obtendo-se os seguintes
resultados:

Atividade (U/L)
Inicial Adicionada Esperada Encontrada Recur‘;:;agao
162 46 208 207 99,5
261 46 307 307 100,0

0 erro sistematico proporcional médio estimado € igual a-0,1 U/L para o
nivel de decisdo de 50 U/L (cées e gatos) e -1,0 U/L para o nivel de
decisao de 400 U/L (equinos).

Estudos de comparacao de métodos . 0 método proposto foi
comparado com o método similar, sendo obtidos os seguintes
resultados:

Testes realizados com piridoxal fosfato

Método Método

Comparativo Labtest
Namero de amostras 25 25
Intervalo de concentracGes
UL 20-658 20-674
Média das estimativas
(U/L) 144 146
Equacio da regressio Método Labtest = 1,0213 x

auag g Método Comparativo - 0,0577

Coeficiente de correlagao 0,9995
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Utilizando a equacdo da regressdo, o erro sistematico total (bias)
estimado é igual a 1,0% para um nivel de deciséo igual a 50 U/L (caes e
gatos) e 1,9% paraum nivel de decisdo igual a400 U/L (equinos).

Estudos de precisao . 0s estudos de precisio foram realizados

utilizando amostras com valores de atividade iguais a 33 U/L e 117 U/L.
Os testes foram realizados sem a adigao de piridoxal fosfato.

Repetitividade - imprecisao intraensaio

N Média DP (U/L) CV (%)
Amostra 1 10 32 1,73 54
Amostra 2 10 117 1,57 1,3

Reprodutibilidade - imprecisao total

N Média DP (U/L) CV (%)
Amostra 1 16 33 2,23 6,8
Amostra 2 16 115 3,00 2,6

Estimativa do erro total . 0 clculo do erro total foi realizado de
acordo com o estabelecido pela American Society for Veterinary Clinical
Pathology (ASCVP)8 através da seguinte equacao:

Errototal = 2 x Coeficiente de variacao (%) + Bias (%).

0 erro total estimado no nivel de decisao clinica de 50 U/L ¢ igual a 14,5%
e no nivel de 400 U/L é igual a 7,2% para testes realizados sem piridoxal
fosfato. Os resultados indicam que o método atende a especificacdo
desejavel pela ASVCP parao erro total (<3O%)4.

Efeitos da diluicao da matriz . Duas amostras com valores
iguais a 372 e 425 U/L foram utilizadas para avaliar a resposta do sistema
nas diluicbes da matriz com NaCl 150 mmol/L (0,85%). Usando fatores
de diluicdo que variaram de 2 a 16 foi encontrada recuperacao média
100,1%.

Significado clinico . A enzima AST ¢ uma enzima citoplasmatica e
mitocondrial presente nos hepatdcitos, nos midcitos esqueléticos e
cardiacos e eritrcitos’. O aumento sérico da enzima AST indica lesao
hepatica e/ou muscular. Soros hemolisados ou com remocao tardia do
codgulo podem apresentar aumento in vitro da atividade de AST na
amostra (veritem Interferéncias)g.

0 tempo de meia-vida da enzima nas espécies domésticas ¢ de 7-8 dias
em equinos, 22 horas em cées e 77 minutos em gatos”.

Em equinos e bovinos, AST € o principal indicador de lesao hepética“'g.
Em cées e gatos, devido ao baixo tempo de meia-vida, o0s resultados de
AST devem ser interpretados em conjunto aos de ALT, pois 0 aumento de
AST por lesao hepética normalmente ¢ em menor magnitude do que o
aumento de ALT, entretanto, indica maior gravidade e lesdo hepatica
ativa®. AST ¢ um indicador sensivel de neoplasias hepéticas metastaticas
e hepatite piogranulomatosa secundaria ao virus da peritonite infecciosa
felina em gatos*'®. Glicocorticoides e anticonvulsivantes podem
provocar aumento de AST devido a lesao hepatica4.
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0 aumento de AST ocasionado por lesao muscular é normalmente mais
elevado do que por lesdo hepdtica, e deve ser interpretado em conjunto
com a creatina quinase (CK)". A meia-vida da AST é mais elevada em
relacdo a CK (principalmente em equinos), por isso em miopatias
cronicas a atividade de AST pode permanecer elevada mesmo a com
atividade de CK dentro do intervalo de referéncia®.

Hipertireoidismo em gatos pode ocasionar aumento discreto de AST em
conjunto ao aumento da atividade enzimdtica de ALT e Fosfatase
Alcalina”.

Observagoes

1. A limpeza e secagem adequadas do material utilizado sdo fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtencao de resultados
corretos.

2. A 4gua utilizada no laboratdrio deve ter a qualidade adequada a cada
aplicagdo. Assim, para preparar reagentes e usar nas medigoes, deve ter
resistividade >1 megaohm.cm ou condutividade <1 microsiemens/cm e
concentracao de silicatos <0,1 mg/L (4gua tipo Il). Para o enxague da
vidraria a 4gua pode ser do tipo lll, com resistividade >0,1 megaohms ou
condutividade <10 microsiemens. No enxdgiie final utilizar agua tipo II.
Quando a coluna deionizadora estd com sua capacidade saturada ocorre
a producdo de 4gua alcalina com liberagéo de varios ions, silicatos e
substancias com grande poder de oxidacdo ou reduc@o que deterioram
0s reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados
de modo imprevisivel. Assim, é fundamental estabelecer um programa de
controle da qualidade da agua.
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Apresentacao
Produto Referéncia Contedido
4X24mL
AST/GOT
Liquiform Vet 1009-4/30 4X6mL
1X1,5mL

Para informac0es sobre outras apresentagoes comerciais consulte o site
www.labtest.com.br ou entre em contato com o SAC.

Informacoes ao consumidor
[Termos e Condicdes de Garantia]

A Labtest Diagndstica garante o desempenho deste produto dentro das
especificacoes até a data de expiragdo indicada nos rétulos, desde que 0s
cuidados de utilizagao e armazenamento indicados nos rétulos e nestas
instrugoes sejam seguidos corretamente.

m Labtest Diagnostica S.A.
CNPJ: 16.516.296 / 0001 - 38
Av. Paulo Ferreira da Costa, 600 - Vista Alegre - CEP 33240-152
Lagoa Santa . Minas Gerais Brasil - www.labtest.com.br

Servigo de Apoio ao Cliente | 0800 031 34 11 (Ligacao Gratuita)
e-mail: sac@labtest.com.br

Edicao: Abril, 2012
Revisao: -
Ref.: 170822(01)

Copyright by Labtest Diagnostica S.A.
Reproducao sob prévia autorizagao
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Simbolos utilizados com produtos diagndsticos in vitro
Simbolos usados con productos diagnosticos in vitro
Symbols used with ivd devices

Conteddo suficiente para < n > testes
Contenido suficiente para < n > tests
Contains sufficient for < n > tests

2

D S

Risco bioldgico
Riesgo biologico
Biological risk

Data limite de utilizagao (aaaa-mm-dd ou mm/aaaa)
Estable hasta (aaaa-mm-dd o mm/aaaa)
Use by (yyyy-mm-dd or mm/yyyy)

Marca CE
Marcado CE
CE Mark

Material

CAL

Material Calibrador
Calibrator Material

Toxico
Toxico
Poison

Material Calibrador
Material Calibrador
Calibrator Material

Reagente
Reactivo
Reagent

Limite de temperatura (conservar a)
Temperatura limite (conservar a)
Temperature limitation (store at)

Fabricado por
Elaborado por
Manufactured by

na i Europeia
Rep! enlaC idad Europea
Authorized Representative in the European Community

Nimero do lote
Denominacién de lote
Batch code

Consultar instrucdes de uso
Consultar instrucciones de uso
Consult instructions for use

CONTROL

Controle
Control
Control

Nimero do catalogo
Namero de catélogo
Catalog Number

CONTROL| — |

Controle negativo
Control negativo
Negative control

Adigdes ou alteragdes significativas
Cambios o suplementos significativos
Significant additions or changes

Controle positivo
Control positivo
Positive control

Produto di in vitro

(13
[REF]
(5]

Dispositivo de diagnéstico in vitro
In vitro diagnostic device

Controle
Control
Control

Liofilizado
Liofilizado
Lyophilized

Corrosivo
Corrosivo
Corrosive

P
i g

Periodo apés abertura
Periodo post-abertura
Period after-opening

Uso veterinrio
Uso veterinario
Veterinary use

Instalar até
Instalar hasta
Install before

Fabricado em
Elaborado en
Manufactured on

®

06 Portugués - Ref.: 1009

Produto de uso inico
Producto de un solo uso
Single use product

Ref.: 280322
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