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ALANINA AMINOTRANSFERASA (ALT)

Numeros de catalogo: 303-47 Presentaciones: 20 x 10 mL
303-48 12 x 20 mL
303-51 10 x 6.5 mL
303-$1 20 X3 mL
uso

Equipo diagndstico para la determinacion cuantitativa in vitro de alanina aminotransferasa (ALT) en suero.

PRECAUCION
Evitar la ingestion y el contacto con la piel y los ojos. Almacenar a 2-8°C.

REACTIVOS

Solucién que contiene (después de reconstituida): 100 mmol/L de amortiguador (pH 7.3 a 30°C), 14.9 mmol/L
de 2-oxoglutarato, 500 mmol/L de L-alanina, 0.3 mmol/L de NADH, al menos 7000 U/L de lactato
deshidrogenasa (Lactobacillus), estabilizadores y un conservador.

ANTECEDENTES

Henley y Pollard (1) asi como Wrobleski y Ladue (2) desarrollaron procedimientos cinéticos para el analisis de la
alanina aminotransferasa, anteriormente llamada transaminasa glutamicopirtvica (GPT). Los procedimientos se
basaron en la oxidacion de NADH por la lactato deshidrogenasa (LDH). Este procedimiento incorpora
modificaciones importantes, incluyendo la optimizacién de concentraciones de sustrato y el reemplazo de
fosfato con tris (hidroximetil aminometano) como amortiguador. Estas modificaciones cumplen con las
recomendaciones sefaladas por la Federacion Internacional de Quimica Clinica [International Federation of
Clinical Chemistry (IFCC)] para determinaciones de ALT (3,4). Las concentraciones elevadas de alanina
aminotransferasa pueden deberse a un infarto del miocardio o una enfermedad hepética. A un menor grado, los
altas concentraciones son indicativas de enfermedades de algunos 6rganos internos. (5).

PRINCIPIO

La ALT cataliza la conversion de L-alanina y a-cetoglutarato a piruvato y L-glutamato. En la reaccién Il, la LDH
cataliza la oxidacién de NADH a NAD.

ALT
o -Cetoglutarato + L-alanina ——— L-glutamato + Piruvato Ecuacioén |
LDH
Piruvato + NADH + H" —— Lactato + NAD" Ecuacion Il

El indice de reduccion en absorbancia de la mezcla de reaccion a 340 nm debido a la oxidacion de NADH es
directamente proporcional a la actividad de ALT.

PREPARACION DEL REACTIVO

Agregue agua desionizada al numero requerido de viales de acuerdo al volumen indicado en la etiqueta del vial.
Deje en reposo 5 minutos para que se disuelva, luego mezcle suavemente.
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ESTABILIDAD Y ALMACENAMIENTO DEL REACTIVO

El reactivo incluido es estable hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta a 2-8°C. EIl reactivo
reconstituido es estable por 14 dias a 2-8°C.

DETERIORO DEL REACTIVO
La solucion del reactivo debe ser clara. Una turbidez indicaria deterioro.
El polvo del reactivo debera ser de color crema claro y no debe indicar la presencia de humedad.

La absorbancia del reactivo leida a 340 nm contra agua desionizada, debe ser al menos de 1.2 a fin de
considerarse adecuada para usarse.

INSTRUMENTOS
este reactivo fue optimizado para usarse en analizadores automatizados con uso manual opcional.

Puede usarse cualquier instrumento con control de temperatura de + 0.5°C que sea capaz de leer la absor-
bancia con exactitud, con una sensibilidad de 0.001 de absorbancia a 340 nm. El ancho de banda debe ser de
10 nm 6 menos, la desviacion de la luz de 0.5% 6 menos y la exactitud de longitud de onda dentro de 2 nm.

RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

La muestra de eleccién debe ser suero fresco, claro y no hemolizado. Las muestras para analisis deben
almacenarse a una temperatura de 2-8°C y son estables hasta por siete dias.

SUBSTANCIAS DE INTERFERENCIA

Este procedimiento mide la ALT total. Debido a que los glébulos rojos contienen altas concentraciones de ALT,
la hemdlisis puede elevar los resultados.

Se puede encontrar un resumen sobre la influencia de las drogas en pruebas clinicas de laboratorio
consultando el Young, D.S. (5).

PROCEDIMIENTO

Materiales Proporcionados
Se proporciona el reactivo necesario para la determinacion de ALT.

Materiales Requeridos

1. Un instrumento que reuna los requisitos mencionados en la seccion de Instrumentos.
Cubetas de 1 cm 6 una celda de flujo capaz de transmitir luz a 340 nm.
Tubos de ensaye con capacidad de 4 mL.
Pipetas capaces de dispensar 3.0 mL y 200 pL.
Agua desionizada para reconstituir al reactivo y para preparar el blanco de reactivo.
Un calibrador para medir una incubacién de 3-5 minutos.

ook W

Condiciones

Longitud deonda .........ccceeeeiiienennne, 340 nm
Temperatura .........cccooieeiiiieeiiieee 30637°C
Pasode luz ..., 1cm

Tipo de reaccion .........ccccceevceeeeeininennn, Cinética
Tiempo de reaccion ..........ccccceeeeeeeennnns 3-5 minutos
Volumen de la muestra .............cc.ee.. 200 pL
Volumen de reactivo .........ccccceevuneennn. 3.0 mL
Volumen total ... 3.2mL
Relacién muestra/reactivo ................... 1/15
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Procedimiento

1.

Prepare el volumen requerido de reactivo.

2. En tubos de ensaye por separado, pipetee 200 uL de agua desionizada, del control 6 del suero que
sera analizado.
3. Agregue 3.0 mL del reactivo, mezcle e incube de 3 a 5 minutos. El tiempo de incubacion se reducira si
el reactivo es precalentado a la temperatura de incubacién.
4. Anote la absorbancia a intervalos de un minuto hasta que el cambio de absorbancia sea constante.
CALIBRACION

No se requiere de un estandar para calibrar el procedimiento de ALT. Los resultados se calculan utilizando la
férmula dada.

CONTROL DE CALIDAD

Se deben analizar un suero control a nivel normal y otro a nivel anormal con cada serie de muestras y los
resultados deben caer dentro de £ 2 desviaciones estandar del valor establecido.

CALCULO Y RESULTADOS

Resultados
La actividad de la ALT se expresada en U/L.

Calculo

Alanina aminotransferasa U/L =

AA/min x volumen del analisis (mL) x 1000

6.22 x paso de luz (cm) x volumen de la muestra (mL)

= AA/min x 2572

AA/min. = cambio de absorbancia por minuto

Volumen del analisis = volumen de la reaccion total expresado en mL

1000 = convierte U/mL a U/L

6.22 = coeficiente de absorbancia de NADH a 340 nm

Paso de Luz = distancia del paso de luz expresado en cm (usualmente 1.0)
Volumen de muestra = volumen de muestra expresado en mL

2572 = factor derivado de las constantes en la ecuacion

Ejemplo

Alanina aminotransferasa U/L =

0.011
3.2
1000
6.22

0.2
2572

0.011 x 3.2 x 1000

6.22x1x0.2
=0.011x 2572
=28 U/L

= cambio de absorbancia por minuto

= volumen de la reaccion total expresada en mL

= convierte U/mL a U/L

= coeficiente de absorbancia de NADH a 340 nm
= largo del paso de la luz expresado en cm

= volumen de la muestra expresado en mL

= factor derivado de las constantes en la ecuacion
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Limitaciones

Una muestra con una concentracion de ALT que exceda el limite de linealidad, debera diluirse con solucién
salina a 0.9% y reanalizarse incorporando el factor de dilucién en el calculo del valor. Una AA/min que
sobrepase 0.048 pudiera representar una actividad de la alanina aminotransferasa que excede las 125 U/L.

VALORES ESPERADOS (6,7,8)
Hasta 25 U/L (30°C)
Hasta 37 U/L (37°C)

Se sugieren estos valores como referencia. Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios rangos
normales para el area donde esta localizado.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Estas caracteristicas de rendimiento del método se generaron en los laboratorios DCL usando procedimientos
automatizados.

Rango Lineal

El procedimiento manual es lineal hasta 125 U/L. La linealidad, usando procedimientos automatizados,
dependera de la relacién muestra/reactivo utilizada.

Estudios de Precision
La precisién de un dia a otro se establecié analizando 2 sueros control, dos veces al dia por 10 dias.

ALT Media Desviacion Estandar Coeficiente de Variacién
U/L U/L %
Suero 1 26 1.3 5.0
Suero 2 72 2.2 3.1

La precisién dentro de la corrida se establecié analizando 2 sueros control 25 veces cada uno.

ALT Media Desviacion Estandar Coeficiente de Variacion
U/L U/L %
Suero 1 24 0.9 3.8
Suero 2 69 0.9 1.3

Exactitud

Se hizo una comparacion entre este método y un método cinético similar usando 84 muestras que oscilaron de
13 U/L a 509 U/L. EIl coeficiente de correlacion fue de 0.9991. El analisis de regresion lineal dio la siguiente
ecuacion:

Este método = 1.02 (método de referencia) + 0.55 U/L.
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