AST - GOT - Metodo Cinetico Enzimatico

Istruzioni per I'uso (IFU)

(vo] - CE

INFORMAZIONE PER L’ORDINE
Codice Composizione
n° 7 flaconi x 45 mL (R.A)
B75182523 n° 7 flaconi x 5 mL (R.B)
n® 8 flaconi x 18 mL (R.A)
n° 8 flaconi x 2 mL (R.B)
n® 4 flaconi x 34 mL (R.A)

OPEN
KONELAB
INDIKO

B75182526

o

S B81180251 n® 1 flaconi x 13 mL (R.B)

o n° 8 flaconi x 34 mL (R.A)

°© B81180252 n° 2 flaconi x 13 mL (R.B)
DESTINAZIONE D’'USO

Determinazione quantitativa in vitro dell'attivita della GOT nel siero e nel plasma umani
| risultati del test devono sempre essere interpretati in relazione al contesto clinico.
SOLO PER USO PROFESSIONALE.

SIGNIFICATO CLINICO

L’asportata aminotransferasi (AST/GOT) e ['alanina aminotransferasi (ALT/GPT)
appartengono al gruppo delle aminotransferasi o transaminasi, queste catalizzano la
trasformazione reversibile degli a-cheto-acidi in aminoacidi mediante il trasferimento di
gruppi amminici. L'AST e I'ALT sono presenti nel plasma umano, nella bile, nel liquido
cerebrospinale e nella saliva. Nell'epatite virale ed in altre forme di epatopatie, il livello
di ALT ed AST & elevato. Nonostante i livelli serici, in caso di epatopatie, si dimostrino
elevati per ambedue gli enzimi 'ALT ¢ I'enzima piu specifico per la diagnosi di danno
epatico. Livelli di AST possono aumentare in connessione con danni cardiaci o del
muscolo scheletrico oltre che del parenchima epatico.

PRINCIPIO DEL METODO

Metodo Cinetico enzimatico. L'aspartato in presenza di 2-Ossoglutarato viene
trasformato in ossalacetato e Glutammato dallaspartato aminotransferasi (AST/GOT)
presente nel campione. L'ossalacetato in presenza di NADH e di malato deidrogenasi
(MDH) viene trasformato in malato e NAD. Il consumo di NADH nell'unita di tempo,
misurato ad una 1 di 340 nm, & proporzionale alla concentrazione di GOT nel campione.

L — Aspartato + 2 — Ossoglutar ato <87 5| —Glutammato + Ossalacetato

Ossalacetato + NADH + H* <21 D _ Malato + NAD*

Conservazione e stabilita

= Temperatura di conservazione 2-8 °C
Conservati a 2 - 8°C evitando la luce diretta, i reattivi sono stabili fino alla data di
scadenza riportata sulla etichetta.

Composizione

Reagente A:

Conc. U.M.
Tampone TRIS pH 8,1+ 0,2 88,0 mmol/L
L-Aspartato 265 mmol/L
MDH =462 U/lL
2-Ossoglutarato 13,2 mmol/L
Sodio azide 30,0 mmol/L
Reagente B:

Conc. U.M.
Tampone TRIS pH 10,2 £ 0,2 10,0 mmol/L
NADH 2,60 mmol/L
Sodio azide 30,0 mmol/L

Il reagente non é classificato secondo il Regolamento CLP

Materiali inclusi nel kit

Reagente come descritto.

Materiali necessari non inclusi nel kit

Controlli, calibratori e pipette con volume adeguato.

PRECAUZIONI e AVVERTENZE

1. Lo smaltimento dei reagenti e dei materiali di scarto deve avvenire in accordo con le
disposizioni comunitarie in materia di rifiuti o con le disposizioni nazionali o regionali
vigenti.

2. | reagenti possono contenere componenti non attivi quali conservanti e detergenti. La
concentrazione totale di tali componenti & inferiore ai limiti riportati nel Regolamento
1272/2008 CE e successive modifiche e integrazioni.

3. Si raccomanda di maneggiare il reagente secondo le regole della buona pratica di
laboratorio e di utilizzare adeguati dispositivi di protezione individuale.

4. Non utilizzare il reattivo se risulta visibilmente degradato (es. presenza di corpuscoli).

5. Tutti i campioni umani devono essere manipolati ed eliminati come materiali
potenzialmente infettivi.

6. Il kit deve essere utilizzato solo da personale tecnico qualificato e adeguatamente

formato.

7. Le diagnosi sono effettuate esclusivamente da personale autorizzato e qualificato.

8. Rispettare le direttive nazionali in materia di sicurezza sul lavoro e garanzia della
qualita.

9. Utilizzare attrezzature conformi alle norme vigenti.

Segnalazione di incidenti gravi

Nel caso si verifichi un incidente grave in relazione all'utilizzo del dispositivo si prega di
informare il produttore (tramite il proprio distributore) e I'Autorita Competente dello Stato
membro del’Unione Europea in cui si & verificato 'incidente. Per altre giurisdizioni, le
segnalazioni devono essere effettuate in conformita con i requisiti normativi relativi ai
singoli stati. La segnalazione di incidenti gravi aiuta a fornire maggiori informazioni
relativamente alla sicurezza del dispositivo medico diagnostico.

PROCEDIMENTO

Controllo Qualita

Sieri di controllo a titolo noto contenenti i AST-GOT sono commercialmente reperibili
per il controllo qualita, correlati di certificati di analisi. Sono disponibili i sieri di controllo
normali e patologici Sclavo Diagnostics: Clinicontrol N 5x5 mL codice B35181700 e
Clinicontrol A 5x5 mL codice B35181701. | valori ottenuti devono essere contenuti entro
il range di accettabilita.

Calibrazione

Per la calibrazione utilizzare il kit “Siero di calibrazione” Sclavo codice B35181702.
Tracciabilita:

La tracciabilita della AST-GOT & visibile nell'inserto della confezione del siero di
calibrazione.

CAMPIONE

Tipo di campione e conservazione

Utilizzare campioni di siero fresco privo di emolisi o plasma con eparina.

La GOT é stabile nel siero o nel plasma per 4 giorni a temperatura ambiente, 1
settimana a 4-8°C e 3 mesi a -20°C.

PREPARAZIONE DEL REAGENTE

| reagenti sono liquidi pronti all'uso. Dopo apertura i reagenti sono stabili 30 giomi se
mantenuti ad una temperatura di 2-8°C al riparo dalla luce diretta. Una leggera
variazione nella colorazione, da lotto a lotto, non influisce sui risultati del test.

Preparazione reagente (Metodo Bireattivo)

| reagenti A e B sono pronti all'uso. Dopo apertura i reagenti sono stabili 30 giomi se
mantenuti chiusi e conservati a 2-8°C.

Preparazione reagente (Metodo Monoreattivo)

Aggiungere 1 volume di Reagente B a 9 volumi di Reagente A, quindi miscelare
delicatamente. Il reagente cosi preparato € pronto alluso, e stabile 15 giomi se
mantenuto chiuso ad una temperatura di 2-8°C al riparo dalla luce diretta.

Automazione

Il kit pud essere utilizzato con tutti gli analizzatori automatici che possano soddisfare le
condizioni operative del reagente mantenendo inalterati i rapporti volumetrici R1/R2/C.
Sono disponibili le applicazioni validate per le strumentazioni Sclavo Konelab® -
Indiko® e CHEMILAB. Le applicazioni non approvate da Sclavo Diagnostics non
garantiscono le prestazioni del reagente e devono quindi essere approvate sotto la
responsabilita dall'utente.

METODO MANUALE
IIkit, nel formato Open, pud essere utilizzato con metodo manuale tramite I'utilizzo di
spettrofotometro o fotometro con i parametri sotto riportati:

Condizioni di reazione

Lunghezza d'onda (primaria): 340 nm
Temperatura: 37°C
Reazione: Cinetica (in decremento)

Tecnica —Procedura Monoreattivo
- Portare i reattivi alla temperatura di reazione e operare al riparo dalla luce diretta.

U.m. Siero di Calib. Campione
Reagente (A+B) ul 1000 1000
Siero di Calib. pl 85 -
Campione pk - 85

Tecnica - Procedura Bireattivo

Uu.M. Campione Siero di Calib.
Reagente A pl 1000 1000
Siero di Calib. pl - 85
Campione pk 85
Miscelare, dopo 2 min aggiungere:
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| Reagente B [ o | 100 | 100 |
Miscelare con delicatezza quindi incubare alla temperatura di reazione per 2 min.

Dopo lincubazione leggere I'assorbanza a 340 nm. Ripetere le letture ogni 30 secondi
oppure ogni 60 secondi. Sono raccomandate almeno n° 3 ripetizioni di lettura nei tempi
prescelti. Determinare la media tra i A D.O./min.

| volumi di reazione possono essere variati proporzionalmente senza variazione
dei risultati

Risultati:
Metodo Manuale
Calcolo della concentrazione di AST-GOT:

_ADO.Campione - Siero di callb. (UIL) = UIL di AST - GOT
AD.O.Siero di calib.

Automazione

| risultati vengono calcolati automaticamente dall'analizzatore in base alla retta di
calibrazione. L'analizzatore esegue automaticamente la calibrazione nel rispetto del
protocollo del metodo. La retta di calibrazione viene calcolata automaticamente dai
singoli strumenti.

Calcolo dei risultati ottenuti contro fattore di moltiplicazione
A D.O./min x K-factor* = U/L di AST-GOT

__VeA000 K —Factor * xA D.O./min. =U/L di AST - GOT
C.M.E.xP.0.xVc

*K-factor (metodo monoreagente) = 2090

*K-factor (metodo bireagente) = 1961

dove:

uiL = attivita in unita internazionali per litro

A D.O./min.= variazione dell'assorbanza per minuto

Vit = volume totale della reazione (uL)

1000 = conversione della concentrazione al litro

C.M.E. = coeff. micromolare di estinzione del NADH 6,22 cm’/umol a 340 nm
P.O. = percorso ottico (1,0 cm)

Ve = volume del campione nella miscela finale di reazione (uL)

INTERVALLO DI RIFERIMENTO

Siero o Plasma:

= Uomini: < 37,0 UL

= Donne: <31,0 UL

Ogni laboratorio dovrebbe stabilire i propri valori normali in funzione della popolazione
Su cui opera.

CARATTERISTICHE / PRESTAZIONI

Linearita

La reazione ¢ lineare sino:

Metodo monoreattivo: A D.O./min di - 0,213 pari c.a. 378 U/L a 340 nm.
Metodo bireattivo : A D.O./min di- 0,194 pari c.a. 380 U/L a 340 nm.

Esattezza
Sieri di controllo commerciali sono stati analizzati con il kit in oggetto seguendo le linee
guida del protocollo CLSI. | dati ottenuti sono riportati nella tabella successiva.

Livello Replicati Media DS CV% Recovery
Basso 5 424 0,548 1,29 98,6 %
Alto 5 276 1,517 0,55 97 %
Interferenze
Interferente Limite
Trigliceridi 2000 mg/dL
Acido Ascorbico 30 mg/dL
Precisione
Precisione nella serie (Within-run precision) - Ripetibilita
Range UM. Media S.D. CV. (%) N°
Basso UL 36,7 1,00 2,72 30
Alto UL 190 3,45 1,80 30
Precisione totale (Within-lab precision)
Range U.M. Media S.D. CV. (%) N°
Basso UL 36,6 0,57 1,56 20
Alto UL 186 3,60 1,94 20

ad

Limite di sensibilita

Il limite di Sensibilita & stato misurato analizzando diluizioni scalari di un siero
concentrato. Alle condizioni stabilite per questo test la pil bassa concentrazione
rilevabile ¢ di circa di 4,0 U/L di AST/GOT nelle condizioni stabilite per questo test.

Confronto tra metodi

I metodo & stato confrontato con altro metodo disponibile commercialmente,
analizzando 200 sieri umani. | dati di correlazione tra i due metodi sono riportati nella
tabella sottostante.

Parametro Stima
Intercetta -0.840

Slope 0.984

Coeff. Correlazione (R) 0.994

Simboli utilizzati in IFU e Packaging

Dispositivo medico diagnostico in vitro wd Fabbricante

Numero di catalogo (13 Istruzioni per I'uso

Numero del lotto A Temperatura di conservazione

g Data di scadenza
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