Bialex:

BIALEX GGT
SIGNIFICANCIA CLINICA

La gamma-glutamil transferasa (y-GT) es uno de un gran grupo de
enzimas conocidas como peptidasas. Aunque el tejido renal tiene
el mayor nivel de y-GT, la fuente principal de la enzima presente
en el suero es de origen hepatico. Los niveles elevados de y-GT
se encuentran en asociacion con trastornos hepatobiliares y
pancreaticos; alcohdlicos y bebedores pesados, en los trastornos
de miocardio y en diabéticos.’

A diferencia de la actividad de la fosfatasa alcalina, el suero de y-
GT actividad permanece normal en enfermedades que afectan a
los huesos y durante el crecimiento normal de los huesos. Por lo
tanto, un aumento en el suero y-GT actividad puede considerarse
como un indicador sensible y especifica de la enfermedad de
higado de actividad de la fosfatasa alcalina.

FUNDAMENTO DEL METODO

El procedimiento y-GT ha sido optimizado de acuerdo a Szasz.

v-GT
L-y-glutamyl-3-carboxy-4-nitoanilide +glycyl glycine =
L-y-glutamylglycylglycine + 5 - amino-2-nitrobenzoate

y-GT cataliza la transferencia de un grupo y-glutamil desde de L-
y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida. La tasa de liberacion de 5-
amino-2 nitrobenzoato esta directamente relacionada con la
actividad de y-GT en la muestra y se cuantifica midiendo el
aumento en la absorbancia a 405nm.

COMPOSICION DEL REACTIVO

v-GT Buffer (R1):

Tris, pH 8.25 90mmol/L
Glycylglycine 100mmol/L

y-GT Substrato (R2):
L-y-Glutamyl-3-Carboxy-4-Nitroanilide 4.0mmol/L

PRECAUCIONES

Los reactivos son para "uso de diagnéstico in vitro". Precauciones
normales para el manejo de reactivos de laboratorio deben ser
seguidas. Los reactivos contienen azida de sodio que puede ser
toxico si se ingiere. La azida sodica puede reaccionar con cafierias
de plomo y cobre formando azidas metélicas altamente explosivas.
Consulte la Hoja de Datos de Seguridad del Material para cualquier
informacion actualizada sobre riesgos, peligros o seguridad.

PREPARACION DE REACTIVO DE TRABAJO

Los reactivos buffer y sustrato liquido se suministran listos para
usar. Prepare el reactivo de trabajo en la relacién de 4 partes de
Buffer (R1) a 1 parte de sustrato (R2), (es decir, 4 mL de buffer y
1 mL de sustrato).

ESTABILIDAD Y ALMACENAMIENTO

Los reactivos son estables hasta la fecha de caducidad marcada
en la etiqueta, cuando se almacenan a 2-8°C y protegido de la luz.
R1 debe ser clarofincoloro mientras que R2 debe ser
claro/amarillo. Descartar si se ve turbio o contiene particulas. El
reactivo de trabajo es estable durante 4 semanas a 2-8°C o 5 dias
a temperatura ambiente (15-25°C). El reactivo de trabajo debe
desecharse si la absorbancia inicial leida contra agua destilada a
405 nm, esta por encima de 1.2 abs

GGT
GQ-GGT-4010] GQ-GGT-6015] GQ-GGT-150
1x40mi+ 1x10ml

1x60mH1x15 1x120mH 1x30ml

EQUIPO ADICIONAL REQUERIDO PERO NO
PROPORCIONADOS

1. Espectrofotdmetro capaz de leer la absorbancia a 405nm y 1
cm. trayectoria de la luz.

2. Bloque de temperatura constante / bafio, 37°C, o cubeta
térmica.

3. Pipetas automaticas

4. Tubos de ensayo.

5. Cronémetro para medir intervalos de tiempo.

COLECCION Y CONSERVACION DE LA MUESTRA
Suero o plasma EDTA, libre de hemdlisis, se debe utilizar.
Anticoagulantes complejos tales como citrato, oxalato y fluoruro
deben evitarse ya que inhiben actividad de y-GT.2 La pérdida de
actividad de y-GT se minimiza mediante el almacenamiento de
las muestras refrigeradas hasta 7 dias o congelados hasta 2
meses.> Los niveles de bilirrubina de hasta 40mg/dL y
triglicéridos hasta 2000 mg/dL no muestran ninguna interferencia
en esta prueba.

INTERFERENCIAS

v-GT es unaenzimainducible. Por lo tanto los pacientes que estan
recibiendo farmacos antiepilépticos o aminopyrine muestran
elevada actividad de y-GT. El uso crénico de etanol también
aumenta la actividad de y-GT en suero.*5 Ciertos farmacos y otras
sustancias también son conocidas por afectar valores de y-GT.8

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Uso Manual

1. Preparar reactivo de y-GT de acuerdo a las instrucciones.

2. Cero el espectrofotémetro a 405 nm con agua destilada.

3. Para cada muestra y control, afiadir 1.0 mL de reactivo de
trabajo a cada tubo de prueba o cubeta y se calienta a 37°C
durante 3 minutos.

4. Adadir 100 pL (0.10 mL) de suero a cada tubo respectivo y
mezclar suavemente.

5. Leer y anotar la absorbancia a 1 minuto. Continuar la
incubacion a 37°C y registrar absorbancia a los 2 y 3 minutos.

6. Determinar la absorbancia por minuto (AA/min.), se multiplica

por el factor 1158 para obtener resultados en U/L.
Nota: Si la cubeta no esta a temperatura controlada, incube las muestras a 37°C

entre las lecturas. El factor puede cambiar por instrumento y por lote revise el protocolo
de analisis de su lote.

Procedimiento Automatizado

Pida a su distribuidor en su pais para el asesoramiento en su
equipo automatizado.

CONTROL DE CALIDAD

Utilice Multicontroles PassCheck de Bialex®

También puede usar controles de 3era opinion como los
proporcionados por Biorad (Lyphocheck)

CALIBRACION

La actividad de y-GT se basa en el "coeficiente de extincion
micromolar" de 5-amino-2-nitrobenzoato a 405 nm (véase la
seccion "Resultados"). Las directrices del fabricante del
instrumento de calibracion se deben seguir para calibrar el
analizador.

CALCULOS DE RESULTADOS

Los valores se derivan en base al "coeficiente de extincion
absorcion micromolar" de 5-amino-2-nitrobenzoato a 405 nm
(0.0095). Unidades por litro (U/L) y-GT actividad es la cantidad de



enzima que produce un mmol/l de 5-amino-2-nitrobenzoato por
minuto.

UL= AAMin x Volumen Total

Absorcion Volumen de Muestra
UL= AAMin x 1.10
0.95 0.10

UL= AAMin  x 1158

LIMITACIONES

Si el AA/min. es mayor que 0.259, diluir 1 parte de muestra con 5
partes de solucion salina isotonica y hacer de nuevo la prueba.
Multiplicar el resultado por 6.

VALORES REFERENCIALES?
Rango Normal: Hombres: 0-50U/L (37°C)
Mujeres: 0-30U/L (37°C)

Este rango debe servir sélo como una guia. Se recomienda que
cada laboratorio establezca su propio rango de valores esperados,
ya que existen diferencias entre instrumentos, laboratorios y
poblaciones locales.

DESEMPENO

1. Comparacion: Un grupo de 73 sueros que van en actividad de
v-GT de 18-714UIL se probaron por el método descrito de y-
GT y por un método de y-GT similar disponible
comercialmente. La comparacidn de los resultados obtuvo un
coeficiente de correlacion de 1.000 y la ecuacion de regresion
fue y =0.96 x +1.9. (Los estudios de comparacion se llevaron
a cabo segun las directrices de( NCCLS Provisional EP9-T).

2. Precision: precision dentro de la corrida fue establecida por
20 pruebas en tres diferentes niveles de sueros control
comercial. Los valores totales de precision se han obtenido
mediante la prueba de los 3 controles comerciales durante 5
dias consecutivos.

Entre Corridas

Suero
Suero1 Suero2 3
Promedio y-GT (U/L) 40 74 206
Desviacion Estandar
(UL) 1.0 1.0 1.4
C.V. (%) 2.5 1.0 0.6
Precision Total
Suero
Suero 1 Suero2 3
Promedio y-GT (U/L) 42 72 204
Desviacion Estandar
0.6 0.6 0.7
C.V. (%) 1.5 0.9 0.4

Los estudios de precision se realizaron de acuerdo a la

Directriz Provisional NCCLS, EP5-T.

3. Linealidad: Lineal a 1000U/L a 37°C.

4. Sensibilidad: Basado en una resolucion de instrumento de
A=0.001, el método presentado muestra una sensibilidad
de 1.0 U/L.
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Verifique su protocolo de analisis online en:

Bialex Lab
717 Ohio Ave.
Wichita Falls, TX76301

Tollfree: 833.4182116 (US Only)
Contact information:

Dennis Klein
dklein@bialexlab.com
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