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TRANSAMINASE AST (TGO) CINETICA

e K048
INSTRUCOES DE USO

FINALIDADE

Método para a determinagéo da Aspartato Amino Transferase
(AST ou TGO). Teste cinético, somente para uso diagnéstico in
vitro.

PRINCIPIO DE ACAO

Metodologia: Cinética (UV)

Determinagao cinética (UV) da AST segundo a reagéo:
—2>  Oxalacetato
+ L - Glutamato

L - Aspartato
+ a - Cetoglutarato

Oxalacetato + NADH + H*  —24=>> | _Malato + NAD*

A AST catalisa a transferéncia de grupos Amina do Aspartato
para o « - Cetoglutarato, levando a formagédo de Glutamato e
Oxalacetato. O Oxalacetato em presenca do MDH reage com
o NADH, reduzindo-se a Malato e o NADH oxida-se a NAD".
A velocidade de oxidacéo € proporcional a atividade da AST na
amostra.

REAGENTES

Reagente N° 1 - Substrato - Conservar entre 2 e 8°C. Contém:
Tampao Tris (pH 7,8), LDH, MDH, L-Aspartato, Azida Sddica, e
estabilizante.

Reagente N° 2 - Coenzima - Conservar entre 2 e 8°C. Contém:
Alfa-Cetoglutarato, NADH, Azida Sdédica e estabilizante.

APRESENTACOES
Apresentacao Reagente N° 1 Reagente N° 2

1 54 mL 6 mL

2 27 mL 3mL

3 2x27 mL 2x3mL
4 4 x 27 mL 4 x3mL
5 1x40 mL 1x10mL
6 2 x40 mL 2x10mL
7 4 x40 mL 4 x 10 mL
8 2 x40 mL 1x20 mL
9 4 x40 mL 2x20mL
10 4 x27 mL 1x12mL
1 6 x 36 mL 1x24 mL
12 6 x 36 mL 2x12mL
13 3x36 mL 1x12mL

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Espectrofotdmetro termostatizado, pipetas, relégio ou cronéme-
tro, tubos de ensaio, Biocontrol N e Biocontrol P. Encontram-se no
mercado especializado de artigos para Laboratérios de Analises

Clinicas.

CONDIGCOES DE ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE

A temperatura de armazenamento devera ser de 2 a 8°C. O
transporte, em temperaturas entre 15 e 30°C, nao devera exceder
a 72 (setenta e duas) horas. Manter ao abrigo da luz e evitar
umidade. Nao congelar.

CUIDADOS ESPECIAIS

1- Somente para uso diagndstico in vitro profissional.

2- Seguir com rigor a metodologia proposta para obtencéo de re-
sultados exatos.

3- A agua utilizada na limpeza do material e para o preparo do
Reagente de Trabalho deve ser recente e isenta de agentes con-
taminantes.

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

5- O Reagente N° 1 contém Azida Sddica, devendo ser manu-
seado com cuidado.

6- Amostras lipémicas e ictéricas aumentam a absorbancia em
340 nm. Neste caso, deve-se diluir a amostra 1:2 com Solucéo
Salina. Multiplicar o resultado por 2.

7- Leituras de absorbancia inferiores a 0,800 do Reagente de
Trabalho, indicam perda do mesmo. Neste caso, nao utilizar o
reagente.

8- Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais
de protecdo ambiental para que o descarte dos reagentes e do
material bioldgico seja feito de acordo com a legislagado vigente.
9- Para obtengéo de informagdes relacionadas a biosseguranga
ou em caso de acidentes com o produto, consultar as FISPQ
(Ficha de Informagbes de Seguranga de Produtos Quimicos)
disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de
solicitagdo pelo SAC (Servico de Assessoria ao Cliente) da
Quibasa.

10- N&o utilizar o produto em caso de danos na embalagem.

11- E imprescindivel que os instrumentos e equipamentos utiliza-
dos estejam devidamente calibrados e submetidos as manuten-
¢Oes periodicas.

AMOSTRAS

Soro ou plasma colhido com EDTA ou heparina, obtido livre de
hemdlise.

A enzima sérica é estavel durante 03 dias entre 2 e 8°C.

DESCRIGAO DO PROCESSO

PREPARAGCAO DO REAGENTE DE TRABALHO

Misturar 4 partes do Reagente N° 1 com 1 parte do Reagente N° 2.
O Reagente de Trabalho é estavel 72 horas entre 15 e 30°C e 14
dias entre 2 e 8°C.

CONDICOES DE REACAO
E condigéo indispensavel o uso de cubeta termostatizada a 37°C,
caminho optico de 1 cm e leitura em 340 nm (334 - 365 nm).

TECNICA
A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar como soro controle
os kits Biocontrol N e P Bioclin.

Adicionar 100 uL de Amostra a 1,0 mL do Reagente de Trabalho,
misturar e transferir para cubeta termostatizada a 37°C e esperar
1 minuto. Fazer a leitura inicial, disparando simultaneamente o

g

crondmetro. Repetir as leituras apds 1, 2 e 3 minutos. Calcular
a média das diferengas de absorbancia por minuto (AA/min.) e
utilizar para calculo do resultado.

CALCULOS

AST (U/L) 340 nm = A A/min. x 1746
334 nm = A A/min. x 1780
365 nm = A A/min. x 3235

Os resultados serédo expressos em U/L.

LIMITACOES DO PROCESSO

O método cinético baseia-se na absortividade molar, por essa
razao as leituras devem ser realizadas em um espectrofotdmetro
que cumpra as seguintes condic¢des:

Comprimento de onda 340 nm

Semi trajetéria da banda de passagem 10 nm

Luz espuria menor que 0,5%

Cubeta de 1 cm termostatizada

CONTROLE INTERNO DE QUALIDADE

O Laboratério Clinico deve possuir um programa interno de
controle da qualidade, onde procedimentos, normas, limites e
tolerancia para variagdes sejam claramente estabelecidos. E im-
portante ressaltar que todos os sistemas de medigao apresentam
uma variabilidade analitica caracteristica, que deve ser moni-
torada pelos préprios laboratérios. Para tanto, € recomendavel
a utilizacdo de controles, que permitem avaliar a precisao e a
exatidao das dosagens.

RASTREABILIDADE

A calibragéo do kit pode ser feita utilizando o fator de calibragéo
tedrico, baseado na absortividade molar NADH, ou através do
calibrador BIOCAL. A Bioclin recomenda o uso do calibrador
BIOCAL, que é rastreavel ao material de referéncia ERM-AD457.

VALORES DE REFERENCIA
Os valores de referéncia em U/L para o presente método foram
obtidos através da determinagéo de AST em populagdes sadias
do sexo masculino e feminino.

Idade Masculino (U/L) Feminino (U/L)
1-7dias 26 -98 20-93
8- 30dias 16 - 67 20 - 69
1-6meses 16 - 62 16 - 61
7 -12 meses 16 - 52 16 - 60
1-3anos 16-57 16 - 57
4 -6 anos 10 - 47 10 - 47
7 - 15 anos 10-41 5-36
Adultos 11-39 10-37

Estes valores devem ser usados como orientagéo, sendo que
cada laboratério devera criar sua faixa de valores de referéncia,
de acordo com a populagéo atendida.

Os resultados fornecidos por este kit devem ser interpretados
pelo profissional médico responsavel, ndo sendo o Unico critério
para a determinagéo do diagnodstico e/ou tratamento do paciente.



DESEMPENHO DO PRODUTO
CONTROLE DE QUALIDADE

Exatidao

RECUPERACAO

A andlise de recuperagao foi feita com 05 determinagdes de
amostras. As exatiddes foram calculadas e se encontraram em
boa concordancia com os valores de referéncia, obtendo uma re-
cuperagéo entre 94% e 103%.

COMPARACAO DE METODOS E ESPECIFICIDADE
METODOLOGICA

O kit Transaminase AST (TGO) Cinética foi comparado com
outro kit para dosagem da Aspartato Amino Transferase
comercialmente disponivel. Foram realizadas 42 andlises e
os resultados foram avaliados. A equagdo linear obtida foi
Y =0,946X + 4,736, com coeficiente de correlagdo igual a 0,998.
Com estes resultados pode-se concluir que o kit apresenta boa
especificidade metodoldgica.

Precisdo

REPETIBILIDADE

A repetibilidade foi calculada a partir de 40 determinagdes
sucessivas, utilizando 3 amostras com concentragées diferentes,
obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Concentracao 58,15 165,60 111,58
Média (U/L) ! ’ !
Desvio
Padréo (U/L) 053 1,08 068
Coeficiente de
Variago (%) 0,92 0,65 0,61

REPRODUTIBILIDADE

A reprodutibilidade foi calculada a partir de 40 determinagdes
sucessivas durante 3 dias consecutivos, utilizando 3 amostras
com concentragdes diferentes, obtendo-se os seguintes
resultados:

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
edia () 5747 10648 e
paao oy | 0% | e |
Variagao () 103 086 .

Sensibilidade

A sensibilidade foi calculada a partir de 40 determinagdes de uma
amostra isenta de Aspartato Amino Transferase. A média encon-
trada foi de 1,878 U/L com desvio padrao de 0,323 U/L. A sensibi-
lidade, que indica o limite de detecgdo do Método, corresponde a
média mais 3 vezes o desvio padrdo é igual a 2,847 U/L.

Linearidade

Areagao ¢é linear até a concentragdo de 400 U/L. Para amostras
com valores acima de 400 U/L recomenda-se diluir a amostra
com Cloreto de Sédio 0,85%, repetir a dosagem e multiplicar o
resultado obtido pelo fator de diluigéo.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

O aumento da atividade das enzimas Aspartato Amino
Transferase - AST (de localizagdo citomitocondrial) reflete
alteracdes de varios tecidos. Esta enzima encontra-se em alta
concentragcdo no coragdo, figado, musculo esquelético, rins e
pancreas. Sua atividade no plasma aumenta ap6s 6 a 8 horas
do infarto do miocardio, alcangando um pico em 24 a 48 ho-
ras apés o acometimento. Consideraveis aumentos ocorrem em
hepatites virais, tdxicas, doengas necréticas hepaticas - 3 a
50 ou 100 vezes os valores de referéncia (VR), mononucleoses
(20 vezes os VR), colestase intra - hepatica (20 vezes os VR) e
distrofias musculares (8 vezes os VR). Nas doengas hepaticas
cronicas associadas a necrose celular, devido ao aumento de
AST, pode ocorrer inversdo da relagdo ALT (TGP)/AST.
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GARANTIA DE QUALIDADE

Antes de serem liberados para o consumo, todos os reagentes
Bioclin sdo testados pelo Departamento de Controle de Quali-
dade. A qualidade dos reagentes é assegurada até a data de vali-
dade mencionada na embalagem de apresentacédo, desde que
armazenados e transportados nas condi¢cbes adequadas.

‘ QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31)3439.5454 - Fax: ( 31) 3439.5455
E-mail: bioclin@bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

OBELIS S.A.

Bd. Général Wahis, 53
1030 Brussels, Belgium

ATENDIMENTO AO CONSUMIDOR
Servigo de Assessoria ao Cliente
Tel.: 0800 031 5454

E-mail: sac@bioclin.com.br

Numero de registro do kit de Transaminase AST (TGO) Cinética
na ANVISA: 10269360119

Reviséo: Junho/2015
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TRANSAMINASE AST (TGO) CINETICA

[rer| K048
INSTRUCCIONES DE USO

FINALIDAD
Método para la determinacion de Aspartato Amino Transferase
(AST o TGO). Test cinético solamente para uso diagndstico in vitro.

PRINCIPIO DE ACCION

Metodologia: Cinética (UV)

Determinacion cinética (UV) de la AST segun la reaccion:
—2>  Oxalacetato
+ L - Glutamato

L - Aspartato
+ a - Cetoglutarato

Oxalacetato + NADH + H* —X24=>> | _ Malato + NAD*

La AST cataliza la transferencia de grupos Amina del Aspartato
para el « - Cetoglutarato, llevando a la formacion de Glutamato y
Oxalacetato. El Oxalacetato en presencia del MDH reacciona con
el NADH, reduciéndose a Malato y el NADH se oxida a NAD*. La
velocidad de oxidacién es proporcional a la actividad de AST en
la muestra.

REACTIVOS

Reactivo N° 1 - Sustrato - Almacenar entre 2 y 8°C. Contiene:
Tampén Tris (pH 7,8), LDH, MDH, L-Aspartato, Azida Sédica, y
estabilizante.

Reactivo N° 2 - Coenzima - Almacenar entre 2 y 8°C. Contiene:
Alfa-Cetoglutarato, NADH, Azida Sédica y estabilizante.

PRESENTACIONES

Presentacion Reactivo N° 1 Reactivo N° 2
1 54 mL 6 mL
2 27 mL 3mL
3 2x27 mL 2x3mL
4 4 x 27 mL 4x3mL
5 1 x40 mL 1x10 mL
6 2 x40 mL 2x10mL
7 4 x40 mL 4 x10 mL
8 2 x40 mL 1x20 mL
9 4 x40 mL 2x20mL
10 4x27 mL 1x12mL
11 6 x 36 mL 1x24 mL
12 6 x 36 mL 2x12mL
13 3 x36 mL 1x12mL

EQUIPAMIENTOS E INSUMOS OPERACIONALES
Espectrofotémetro termostatizado, pipetas, reloj o cronémetro,
tubos de ensayo, Biocontrol N y Biocontrol P. Se encuentran en el
mercado especializado de articulos para Laboratorios de Andlisis
Clinicos.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE

La temperatura de almacenamiento debera ser de 2 a 8°C.
El transporte, a temperaturas entre 15y 30°C, no debera exceder
a 72 (setenta y dos) horas. Mantener al abrigo de la luz y evitar
humedad. No congelar.

CUIDADOS ESPECIALES

1- Solamente para el uso diagnéstico in vitro profesional.

2- Seguir con rigor la metodologia propuesta para obtencion de
resultados exactos.

3- El agua utilizada en la limpieza del material debe ser reciente y
exenta de agentes contaminantes.

4- Es importante, para el buen desempefio de la prueba, un
riguroso control de tiempo, temperatura y pH.

5- El Reactivo N° 1 contiene Azida Sddica, debiendo ser mano-
seado con cuidado.

6- Muestras lipémicas e ictéricas aumentan la absorbancia en
340 nm. En este caso, se debe diluir la muestra 1:2 con Solucion
Salina. Multiplicar el resultado por 2.

7- Lecturas de absorbancia inferiores a 0,800 del Reactivo de
Trabajo, indican perdida del mismo. En este caso, no utilizar el
reactivo.

8- Se recomienda la aplicacién de la ley local, estatal y federal de
protecciéon ambiental para la eliminacion de reactivos y material
bioldgico se hace de acuerdo con la legislacion vigente.

9- Para obtener informacion relacionada con la seguridad biol6gi-
ca o en caso de accidentes con el producto, consultar la FISPQ
(Ficha de Informaciones de la Seguridad de Productos Quimicos)
disponibles en el site www.bioclin.com.br o solicitando a través
del SAC (Servicio de Asesoria al Cliente) de Quibasa.

10- No utilice el producto en caso de dafios en su embalaje.

11- Es esencial que los instrumentos y equipos utilizados
estén adecuadamente calibrados y sometidos a mantenimientos
periodicos.

MUESTRAS
Suero o plasma cogido con EDTA o heparina, obtenido libre de
hemolisis. La enzima sérica es estable durante 03 dias entre 2'y 8°C.

DESCRIPCION DEL PROCESO

PREPARACION DEL REACTIVO DE TRABAJO

Mezclar 4 partes del Reactivo N° 1 con 1 parte del Reactivo
N° 2. El Reactivo de Trabajo es estable 72 horas entre 15 y 30°C
y 14 dias entre 2 y 8°C.

CONDICIONES DE REACCION
Es condicién indispensable el uso de cubeta termostatizada a
37°C, camino 6ptico de 1 cm y lectura en 340 nm (334 - 365 nm).

TECNICA
La Bioclin recomienda, para uso del Kkit,
suero control los kits Biocontrol N y P Bioclin.

utilizar como

Adicionar 100 uL de Muestra a 1,0 mL del Reactivo de Trabajo,
mezclar y transferir para cubeta termostatizada a 37°C y esperar
1 minuto. Hacer la lectura inicial, disparando simultaneamente el
crondémetro. Repetir las lecturas después de 1, 2 y 3 minutos.
Calcular el promedio de las diferencias de absorbancia por minuto
(A A/min.) y utilizar para calculo del resultado.

e

DESCRIPCION DE LOS CALCULOS

AST (U/L) 340 nm = A A/min. x 1746
334 nm = A A/min. x 1780
365 nm = A A/min. x 3235

Los resultados seran expresados en U/L.

LIMITACIONES DEL PROCESO

El método cinético se basa en la absortividad molar, por esa razén
las lecturas deben ser realizadas en un espectrofotémetro que
cumpla las siguientes condiciones:

Longitud de onda 340 nm

Semi trayectoria de la banda de pasage 10 nm

Luz espuria menor que 0,5%

Cubierta de 1cm termostatizada

CONTROL INTERNO DE CALIDAD

El Laboratorio Clinico debe poseer un programa interno de con-
trol de calidad, donde procedimientos, normas, limites y toleran-
cia para variaciones sean claramente establecidos. Es impor-
tante resaltar que todos los sistemas de medicion presentan una
variabilidad analitica caracteristica, que debe ser vigilada por los
propios laboratorios. Por lo tanto, es recomendable la utilizacion
de controles, que permiten la evaluacion, la precision y la exacti-
tud de las dosificaciones.

TRAZABILIDAD

El kit se puede calibrar usando el factor de calibracion tedrica
basada en la capacidad de absorciéon molar del NADH, o a través
del calibrador BIOCAL. Bioclin recomienda el uso del calibrador
BIOCAL que es trazable al material de referencia ERM-AD457.

VALORES DE REFERENCIA

Los valores de referencia en U/L para el presente método fueron
obtenidos a través de la determinacién de AST en poblaciones
sanas del sexo masculino y femenino.

Edad Masculino (U/L) Femenino (U/L)
1-7dias 26 -98 20-93
8-30dias 16 - 67 20-69
1-6 meses 16 - 62 16 - 61

7 -12 meses 16 - 52 16 - 60
1-3afios 16 - 57 16 - 57
4 -6 afos 10 - 47 10 - 47
7 - 15 afios 10 - 41 5-36

Adultos 11-39 10-37

Estos valores deben ser usados como orientacién, siendo que
cada laboratorio debera crear su rango de valores de referencia,
de acuerdo con la poblacién atendida.

Los resultados proporcionados por este kit deben ser interpreta-
dos por el profesional médico responsable, no siendo el Gnico cri-
terio para determinar el diagndstico y / o tratamiento del paciente.



DESEMPERNO DEL PRODUCTO
CONTROL DE CALIDAD

Exactitud

RECUPERACION

El andlisis de recuperacion fue hecha con 05 determinaciones de
muestras. Las exactitudes fueron calculadas y se encontraron en
buena concordancia con los valores de referencia, obteniendo
una recuperacion entre 94% y 103%.

COMPARACION DE METODOS Y ESPECIFICIDAD
METODOLOGICA

El kit Transaminase AST (TGO) Cinética fue comparado con
otro kit para dosificacion de Aspartato Amino Transferase
comercialmente disponible. Fueron realizadas 42 analisis y los
resultados fueron avaliados. La ecuacion linear obtenida fue
Y = 0,946X + 4,736, con coeficiente de correlacion igual a 0,998.
Con estos resultados se puede concluir que el kit presenta buena
especificidad metodolégica.

Precision

REPETIBILIDAD

La repetibilidad fue calculada a partir de 40 determinaciones
sucesivas, utilizando 3 muestras con concentraciones diferentes,
obteniéndose los siguientes resultados:

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Concentracién
Promedio (UIL) 58,15 165,60 111,58
Desvio 053 1,08 0,68
Patrén (U/L) ’ : ’
Coef_icigr)te de Var- 0,92 065 0,61
iacion (%)

REPRODUCTIBILIDAD

La reproductibilidad fue calculada a partir de 40 determinaciones
sucesivas durante 3 dias consecutivos, utilizando 3 muestras con
concentraciones diferentes, obteniéndose los siguientes resulta-
dos:

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Concentracion 57,47 166,48 112,03
Promedio (U/L) ’ ’ !
Desvio
Patrén (UIL) 0,59 1,43 1,21
Coef_lt:l(_er)te de Var- 1,03 0.86 1,08
iacion (%)
Sensibilidad

La sensibilidad fue calculada a partir de 40 determinaciones de
una muestra exenta de Aspartato Amino Transferase. El prome-
dio encontrado fue de 1,878 U/L con desvio patrén de 0,323 U/L.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

El aumento de la actividad de las enzimas Aspartato Amino
Transferase - AST (de localizacion citomitocondrial) refleja altera-
ciones de varios tejidos. Esta enzima se encuentra en alta con-
centraciéon en el corazén, higado, musculo esquelético, rifiones
y pancreas. Su atividad en el plasma aumenta después de 6 a
8 horas del infarto del miocardio, alcanzando un pico de 24 a
48 horas después del acometimiento. Considerables aumentos
ocurren en hepatitis virales, toxicas, dolencias necréticas hepaticas
-3a500 100 veces los valores de referencia (VR), mononucleosis
(20 veces los VR), colestasis intra - hepatica (20 veces los VR) y
distrofias musculares (8 veces los VR). En las dolencias hepati-
cas cronicas asociadas a necrosis celular, debido al aumento de
AST, puede ocurrir inversion de la relacién ALT (TGP)/AST.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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Clinical Chemistry and Clinical Physiology Scand J. Clin Lab In-
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2 - BERGMEYER, Bowers and cols., Clin. Chim., Acta., 1.976, 70,
19-42,1977, 21 - 22.

3 - BERGMEYER, HV.; SCHEIBE, P.; WAHLEFELD, A.W., Clin.,
Chem., 1.978, 24, 58 - 73.

4 - Expert Panel on Enzymes of the International Federation of
Clinical Chemistry: Part 3. Revised IFCC Method for Aspartate
Aminotransferase, Clin., Chem., 1.978, 24, 720.

5 - Scandinavian Committee on Enzymes Scand J. Clin Lab In-
vest, 1.981, 41, 107 - 116.

6 - BURTIS; CARL, A;ASHWOOD; EDWARD, R., Clin.
Chem.,Tietz TEXT BOOK of; 2a ed., 1.986, 788 - 797.
7-PESCE, A, J.; KAPLAN, L., A., Methods in Clin. Chem., 1.987.
8 - SOLDIN, S.J., BRUGNARA, C., WONG, E.C.: Pediatric Refe-
rence Intervals, 5.ed.Washington: AACC Press, 2005.p.3-4.

GARANTIA DE CALIDAD

Antes de ser liberados para el consumo, todos los reactivos
Bioclin son probados por el Departamento de Control de Calidad.
La calidad de los reactivos es asegurada hasta la fecha de validad
mencionada en el embalaje de presentacion, desde que sean al-
macenados y transportados en condiciones adecuadas.
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TRANSAMINASE AST KINETIC
kel K048
USAGE INSTRUCTIONS

FUNCTION
Method for determination of Aspartate Amino Transferase (AST).
Kinetic test, for in vitro diagnostic use only.

PRINCIPLE OF ACTION

Methodology: Kinetic (UV)

Kinetic determination (UV) of AST, according to the reaction:
—2T1>  Oxalacetate
+ L - Glutamate

—BE> | . Malate + NAD*

L - Aspartate
+ a - Ketoglutarate

Oxalacetate + NADH + H*

AST catalyzes the transfer of Amino groups of Aspartate
for a - Ketoglutarate, leading to formation of Glutamate and
Oxalacetate. Oxalacetate in the presence of MDH reacts
with NADH, reducing itself into Malate and the NADH oxidates
to NAD*. The rate of oxidation is proportional to AST activity in
the sample.

REAGENTS

Reagent N° 1 - Substrate - Store between 2 and 8°C. Contains:
Tris Tampon (pH 7,8), LDH, MDH, L-Aspartate, Sodium Azide,
and stabilizer.

Reagent N° 2 - Coenzyme - Store between 2 and 8°C. Contains:
Alfa-Ketoglutarate, NADH, Sodium Azide and stabilizer.

PRESENTATION
Presentation Reagent N° 1 Reagent N° 2

1 54 mL 6 mL

2 27 mL 3mL

3 2x27 mL 2x3mL
4 4 x27 mL 4x3mL
5 1 x40 mL 1x10mL
6 2 x40 mL 2x10mL
7 4 x40 mL 4 x10 mL
8 2 x40 mL 1x20mL
9 4 x40 mL 2x20mL
10 4 x27 mL 1x12mL
11 6 x 36 mL 1x24 mL
12 6 x 36 mL 2x12mL
13 3 x36 mL 1x12mL

EQUIPMENTS AND OPERATIONAL INPUTS

Thermostated spectrophotometer, pipettes, watch or stopwatch,
test tubes, Biocontrol N and Biocontrol P. They can be found at
markets specialized on Laboratories of Clinical Analysis.

TRANSPORTATION AND STORAGE CONDITIONS

The storage temperature should be between 2 to 8°C. The
transport, at temperatures between 15 and 30°C, should
not exceed 72 (seventy two) hours. Protect from light and
avoid moisture. Do not freeze.

SPECIAL CARE

1- For professional in vitro diagnostic use only.

2- Strictly follow the methodology proposed
exact results.

3- Water used in material cleaning must to be recent and free
of contaminants.

4- It is important, for the good development of the test, a rigorous
control of time and temperature.

5- Reagent N° 1 contains Sodium Azide, and should be handled
with care.

6- Lipemic and icteric samples increase the absorbance at
340 nm. In this case, you should dilute the sample 1:2 with Saline
Solution. Multiply the results by 2.

7- Readings of less than 0,800 absorbance from Working Reagent
indicate loss of itself. In this case, do not use the reagent.

8- We recommend applying the local, state and federal rules
for environmental protection, so that disposal of reagents and
biological material can be made in accordance with current
legislation.

9- To obtain information related to biosafety or in
case of accidents with the product, consult the MSDS
(Material Safety Data Sheet) available on the website
www.bioclin.com.br or upon request by the SAC (Advisory Service
Customer) of Quibasa.

10- Do not use the product in case of damaged packaging.

11- It is essential that the instruments and equipments used are
properly calibrated and subjected to periodic maintenance.

to obtain

SAMPLES
Serum or plasma with EDTA or heparin, obtained free of hemolysis.
The serum enzyme is stable for 03 days between 2 and 8°C.

PROCESS DESCRIPTION

PREPARATION OF WORKING REAGENT

Mix 4 parts of Reagent N°1 with 1 part of Reagent N°2. Working
Reagent is stable during 72 hours between 15 and 30°C and
14 days between 2 and 8°C.

REACTION CONDITIONS
It is indispensable to use a thermostated cuvette at 37°C,
1 cm optical path and reading at 340 nm (334 - 365 nm).

TECHNIQUE
Bioclin recommends, as control serum, Biocontrol N and P Bioclin
Kits.

Add 100 uL of Sample to 1,0 mL of Working Reagent, mix and
transfer to a thermostated cuvette at 37°C and wait for
1 minute. Make the initial reading, simultaneously starting
the stopwatch. Repeat readings after 1, 2 and 3 minutes. Calcu-
late the average differences in absorbance per minute (AA/min.)
and use it to calculate the result.

DESCRIPTION OF THE CALCULATIONS
AST (U/L) 340 nm = AA/min. x 1746

334 nm = AA/min. x 1780

365 nm = AA/min. x 3235
Results are expressed in U/L.

PROCESS LIMITATIONS

The kinetic method is based on the molar absorptiveness,
by this reason the readings must be conducted in a
spectrophotometer that satisfies the following conditions:
Wavelength 340 nm

Semi trajectory of the pass band 10 nm

Stray light less than 0,5%

1 cm thermostated cuvette

INTERNAL QUALITY CONTROL

The Clinical Laboratory must have an internal quality control,
where all procedures, rules, limits and tolerance to variations be
clearly established. It is important to mention that all measurement
systems present a analytical variety, and it must be monitor by
the laboratory. Therefore, it is recommendable the use of controls,
allowing the precision and accuracy of the dosages.

TRACEABILITY

The kit calibration can be made using the theoretical calibration
factor based on the molar absorptivity of the NADH, or through
the BIOCAL calibrator. Bioclin recommends the usage of the
BIOCAL calibrator which is traceable to the reference material
ERM-AD457.

REFERENCE VALUES

The reference values in U/L, for this method were
obtained through the determination of AST in healthy populations
of male and female.

Age Male (U/L) Female (U/L)
1-7days 26-98 20-93
8- 30 days 16 - 67 20-69

1- 6 months 16 - 62 16 - 61
7 - 12 months 16 - 52 16 - 60
1-3years 16 -57 16 - 57

4 -6 years 10 - 47 10 - 47

7 -15years 10 - 41 5-36
Adults 11-39 10 - 37

These values should be use as guideline, each laboratory should
create their own range of reference values, according to the
population served.

The results provided by this kit must be interpreted by the medical
professional responsible, not being the only criterion for the
determination of diagnosis and / or treatment of the patient.

PRODUCT PERFORMANCE
QUALITY CONTROL

Accuracy

RECOVERY

The recovery analysis was performed with samples of 05 de-
terminations. Accuracies were calculated and were found in
good agreement with the reference values, obtaining a recovery
between 94% and 103%.



COMPARISON OF METHODS AND METHODOLOGICAL
SPECIFICITY

The Transaminase AST Kinetic kit was compared with another kit
commercially available to measure Aspartate Amino Transferase.
42 analyzes were conducted and the results were evaluated. Was
obtained the linear equation Y = 0,946X + 4,736, with correlation
coefficient equal to 0,998. With these results we can conclude the
kit shows good methodological specificity.

Precision

REPEATABILITY

The repeatability was calculated from 40 successive
determinations, using 3 samples with different concentrations,
obtaining the following results:

Sample 1 Sample 2 Sample 3
Concentationuiy | 19 16560 | 11158
Coeffi ::ii;::t(;)f)Varia— 0,92 0.65 0,61

REPRODUCIBILITY

The reproducibility was calculated from 40 successive
determinations for 3 consecutive days, using 3 samples with
different concentrations, obtaining the following results:

Sample 1 Sample 2 Sample 3
Conc::t?;?ﬁ)i(U/L) 57.47 166,48 112,03
De\itaat?(?: r((LjJ/L) 059 1,43 1,21
c\:/gﬁf;iticci)in(ltyg)f 1,03 0,86 1,08

Sensitivity

Sensitivity was calculated from 40 determinations of a sample free
of Aspartate Amino Transferase. The average found was of
1,878 U/L with a standard deviation of 0,323 U/L. The sensitivity,
which indicates the method detection limit, corresponds the
average plus 3 times the standard deviation, and is equal to
2,847 U/L.

Linearity

This reaction is linear up to the concentration of 400 U/L. For
samples with values higher than 400 U/L it is recommended to
dilute the sample with Sodium Chloride 0,85%, repeat the dosage
and multiply the results obtained by the dilution factor.

DIAGNOSTIC SIGNIFICANCE

The increased activity of enzymes Aspartate Amino Transferase
- AST (location citomitocondrial) reflects changes in several
tissues. This enzyme is found in high concentrations in heart,
liver, skeletal muscle, kidney and pancreas. Their action on plasma
increases after 6 to 8 hours of myocardial infarction,
reaching a peak in 24 to 48 hours after the onset.
Considerable increases occur in viral hepatitis, toxic, necrotic
liver diseases - 3 to 50 or 100 times the reference values
(RV), mononucleosis (20 times the RV), intrahepatic
cholestasis - liver (20 times the VR) and muscular dystrophies
(8 times the VR). In chronic liver diseases associated with cell
necrosis due to increase in AST, can occur inversion of ALT
(TGP) / AST.
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QUALITY ASSURANCE

Before being released for consumption, all Bioclin
reagents are tested by the Department of Quality Control. The
quality of reagents is assured until expiration date stated on
the presentation packaging, when stored and transported under
appropriate conditions.
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MANUFACTURED BY

CONTROL

POSITIVE CONTROL

NEGATIVE CONTROL

BIOLOGICAL RISK

INFLAMMABLE

CORROSIVE

POISON

CE MARK
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PACKAGE IS
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