	Nome do Laboratório
	Procedimento Operacional Padrão

TRANSAMINASE AST (TGO) CINÉTICA
	Página 1 de 4

POP xxx
Revisão: 00



TRANSAMINASE AST (TGO) CINÉTICA
PRINCÍPIO DE AÇÃO

Metodologia : Cinética (UV)

Determinação cinética (UV) da AST segundo a reação :
                                                                   AST
L - Aspartato + α - Cetoglutarato             Oxalacetato + L – Glutamato
                                                      MDH
Oxalacetato + NADH + H+            L - Malato + NAD+
A AST catalisa a transferência de grupos amina do aspartato para o α - Cetoglutarato, levando à formação de Glutamato e Oxalacetato. O Oxalacetato em presença do MDH reage com o NADH, reduzindo-se a Malato e o NADH oxida-se a NAD+. A velocidade de oxidação é proporcional à atividade da AST na amostra.
AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manhã após jejum de 8 horas, salvo orientações médicas.

Amostras utilizadas

Soro ou plasma colhido com heparina, obtido livre de hemólise. 
Estabilidade e armazenamento da amostra

A enzima sérica é estável durante 03 dias entre 2 e 8°C.
Volume ideal utilizado para análise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise).

Volume mínimo utilizado para análise
(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise).

Critérios para rejeição da amostra

Não usar amostras com fortes sinais de hemolise e nem com presença de contaminação bacteriana.

Fazer referência ao manual ou POP de coleta, separação e distribuição de material.

REAGENTE UTILIZADO

TRANSAMINASE AST (TGO) CINÉRCA
CATÁLOGO: K048
ANVISA: 10269360119
QUIBASA QUÍMICA BÁSICA Ltda

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil

Tel.: (31) 3427.5454 - Fax (31) 3427.2999

e-mail: bioclin@bioclin.com.br
site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Indústria Brasileira

Componentes do kit

Número 1 - Substrato - conservar entre 2 e 8 °C. Contém:

LDH 800 mmol/L, MDH 600 U/L, L-Aspartato 200 mmol/L, Tampão Tris 80 mmol/L, pH 7,8, Azida sódica 15,38 mmol/L.

Número 2 - Coenzima - Conservar entre 2 e 8 °C. Contém:

NADH 0,18 mmol/L, Alfa Cetoglutarato 12mmol/L.
Preparo do Reagente de Trabalho

Misturar 9 partes do Reagente nº 1 com uma parte do Reagente nº 2. O Reagente de Trabalho é estável 72 horas entre 15 e 30 °C e 14 dias entre 2 e 8 °C.
Estabilidade

Os reagentes são estáveis até a da data de validade impressa no rótulo quando conservados de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminação do produto durante o uso para não afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS E PRECAUÇÕES ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnóstico in vitro;

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtenção de resultados exatos;

3 - A água utilizada na limpeza do material e para o preparo do Reagente de Trabalho deve ser recente e isenta de agentes contaminantes;

4 - É importante para o bom desempenho do teste um rigoroso controle de tempo, temperatura e pH;

5 - O substrato contém Azida sódica 0,01 g/dL, deve ser manuseado com cuidado;

6 - Amostras lipêmicas e ictéricas aumentam a absorbância em 340 nm. Neste caso, deve-se diluir a amostra 1:2 com solução salina. Multiplicar o resultado por 2;

7 - Leituras de absorbância inferiores a 0,800 do Reagente de Trabalho, indicam perda do mesmo. Neste caso, não utilizar o Reagente;

8 - O descarte do material utilizado deverá ser feito obedecendo-se os critérios de biossegurança de acordo com a legislação vigente.
EQUIPAMENTOS

Técnica Manual

Condições de Reação

· Equipamento: Espectrofotômetro ou colorímetro
· Leitura: Comprimento de onda 334,340 e 365 nm 

· Cubeta termostatizada a 37 ºC caminho óptico de 1 cm
· Pipetas para medir amostras e reagentes
· Cronômetro
Procedimento Técnico Automatizado

Inserir nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referência ao manual ou POP para utilização do mesmo.

Procedimento Técnico Alternativo

Inserir o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Indicar as possíveis diferenças quando os procedimentos manuais substituírem os procedimentos automatizados.

PROCEDIMENTO

Procedimento Manual

Condições de reação: é condição indispensável o uso de cubeta termostatizada a 37 °C caminho óptico de 1cm e leitura em 340 nm (334 - 365). Adicionar 100 μL de amostra a 1,0 mL do Reagente de Trabalho, misturar e transferir para cubeta termostatizada à 37 °C e esperar 1 minuto.

Fazer a leitura inicial, disparando simultaneamente o cronômetro. Repetir as leituras após 1, 2 e 3 minutos. 
Calcular a média das diferenças de absorbância por minuto (Δ A/min.) e utilizar para cálculo do resultado.
Procedimento Automatizado
Mencionar o manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar a programação dos reagentes para o equipamento automático.

CÁLCULOS

AST (U/L)   340 nm = Δ A/min. x 1746

                 334 nm = Δ A/min. x 1780

                 365 nm = Δ A/min. x 3235
Os resultados serão expressos em U/L.
RESULTADOS
Unidade de Medida: U/L
CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 
Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Deve ser prática rotineira do Laboratório Clínico o uso de soro controle para checar a precisão e exatidão das dosagens. Deve ser de 5% o erro máximo permitido em relação aos valores pré-estabelecidos para os controles.

Citar POP para controle interno.
Controle Externo 

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade.
Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERÊNCIA

Os valores de referência em U/L para o presente método foram obtidos através da determinação de AST em populações sadias do sexo masculino e feminino.
Soro ou Plasma: 5 a 38 U/L a 37 °C

Estes valores devem ser usados como orientação, sendo que cada laboratório deverá criar sua faixa de valores de referência, de acordo com a população atendida.
SIGNIFICADO CLÍNICO

O aumento da atividade das enzimas Aspartato Amino Transferase - AST (de localização citomitocondrial) e, Alanina Amino Transferase-ALT (de origem citoplasmática) refletem alterações de vários tecidos.

AST - Esta enzima encontra-se em alta concentração no coração, fígado, músculo esquelético, rins e pâncreas; sua atividade no plasma aumenta 6 a 8 horas após infarto do miocárdio, alcançando um pico em 24 a 48 horas, após o acometimento. Consideráveis aumentos ocorrem em hepatites virais, tóxicas, doenças necróticas hepáticas - 3 a 50 ou 100 vezes os valores de referência (VR), mononucleoses (20 vezes os VR), colestase intra – hepática (20 vezes os VR) e distrofias musculares (8 vezes os VR). ALT – Maior atividade desta enzima está localizada no tecido hepático.

Menores atividades ocorrem no músculo esquelético, coração, rins e pâncreas. Sua atividade encontra-se aumentada na hepatite viral e tóxica (30 - 50 ou 100 vezes os VR) bem como em outras doenças hepáticas (DH), associadas à necrose hepática. Nas DH crônicas associadas à necrose

celular devido ao aumento da liberação de AST - mitocondrial, podendo ocorrer inversão da relação ALT/AST. Ocorre ainda aumento de seus níveis na mononucleose infecciosa, nas

colestases intra e extra - hepáticas.
LINEARIDADE 

Linearidade

A reação é linear até a concentração de 260 U/L.

Para uma variação média na absorbância ≥ 0,15 em 340 e 334 nm ou ≥ 0,080 em 365 nm, repetir a determinação, diluindo a amostra com NaCl 0,85%. Multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluição.
LIMITAÇÕES DO MÉTODO

O método cinético baseia-se na absortividade molar, por essa razão as leituras devem ser realizadas em um espectrofotômetro que cumpra as seguintes condições:

Comprimento de onda 340 nm;

Semi trajetória da banda de passagem 10 nm;

Luz espúria menor que 0,5%;

Cubeta de 1cm termostatizada.
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