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AST(SGOT)

REACTIVO PARA AST (SGOT)

USsO:
Para la determinacion cuantitativa de Aspartato
Aminotransferasa en suero.

HISTORIA DEL METODO:

En 1955 Karmen desarrollo un procedimiento cinético
que se basa en el uso de Malato Dehidrogenasa y
NADH. Algunos procesos optimizados fueron
presentados por Henry en 1960, y Amador y Wacker en
1962. Estas modificaciones aumentaron la precision y
bajaron el efecto en sustancias de interferencia. El
Comité de Enzimas de la Sociedad Escandinava para la
quimica y la fisiologia clinica publicé un método de
modificaciones optimizadas en 1974. En 1976 el panel
de expertos en Enzimas de la Federacion de Quimica
Clinica (IFCC) propuso la adicion de Piridoxal-5-
Fosfato a la mezcla para asegurar maxima actividad.
La IFCC publicé un método que incluia P-5P en 1978.
El presente método se basa en recomendaciones de la
IFCC pero no contiene P-5P ya que el significado
diagnostico del incremento de AST (SGOT) esta alin en
estudios.

PRINCIPIO:

L — Aspartato + a — Ketoglutarato—2— Oxalacetato+ L — Glutamato

Oxalacetato+ NADH + H* —“2_ | — Malato+ NAD * + H,0

Aspartato  Amino transferasa (AST) cataliza la
transferencia del Grupo Amino del L-Aspartato al A-
Ketoglutarato para obtener Oxalacetato y L-Glutamato.
El Oxalacetato se reduce con la oxidacion simultanea
de NADH a NAD en la reaccion catalizada por la
Malato Deshidrogeneasa (MDH).

La disminucion de la absorcién a 340 mm. es
directamente proporcional a la actividad de la AST. Se
agrega lactato Deshidrogenasa para prevenir la
interferencia de Piruvato Enddgeno que normalmente
esta en el suero.

REACTIVOS:

(La concentracion se refiere al reactivo reconstituido) a-
Ketoglutarato 12mM, L-Acido Aspértico 200mM,
NADH 0.2mM, LDH 800 U/L, MDH 600 U/L, Buffer
Tris pH 7.8 +0.1, estabilizadores.

PRECAUCIONES:
Para diagnostico "In Vitro" solamente

PREPARACION:
Reconstituya con el volumen de agua destilada indicada
en la etiqueta.

ALMACENAMIENTO DEL REACTIVO:

1) Almacenar el reactivo a 2-8°C.

2) El reactivo reconstituido es estable por 48 hrs. a
temperatura ambiente y 30 dias cuando es refrigerado
inmediatamente.

DETERIORO DEL REACTIVO

1) La absorcion inicial leida contra agua a 340nm es
abajo de 0.800.
2) El reactivo no lee los parametros de desempefio.

RECOLECCION Y MANEJO DE LA MUESTRA
1) Se recomienda suero no hemolizado, las células rojas
contienen AST.

2) El AST en suero es reportado estable 10 dias, si se
refrigera, dos semanas congelado, y 4 dias a
temperatura ambiente.

INTERFERENCIAS
Un minimo de droga y sustancias interfieren con la
actividad de AST, ver Young.

MATERIALES PROVISTOS
Reactivo AST (SGOT)

MATERIALES REQUERIDOS Y NO PROVISTOS
1) Instrumentos de pipeteo.

2) Tubos de ensayo y/o gradilla.

3) Reloj.

4) Espectrofotdmetro capaz de leer a 340nm (UV).

5) Block térmico o bafio Maria a 37°C.

PROCEDIMIENTO MANUAL

1) Reconstituya el reactivo de acuerdo a las
instrucciones.

2) Pipetee 1.0 ml de reactivo en los tubos apropiados y
preincube a 37°C por cinco minutos.

3) Ponga en cero el espectrofotdmetro con agua a 340
nm.

4) Agregue 0.100 ml. (100 ul) de muestra, mezcle e
incube por 1 minuto.

5) Después de un minuto lea la absorcion, regrese el
tubo a 37°C. Repita las lecturas cada minuto en los
préximos dos minutos.

6) Calcule la diferencia de absorcién por minuto
(AABS/min).

7) La AABS/MIN. multiplicado por el factor 1768 (ver
calculos) da resultados en IU/L.

8) Las muestras con valores sobre 500 IU/L deben
diluirse 1:1 con solucion salina, corra de nuevo y
multiplique x 2.

NOTAS DEL PROCEDIMIENTO

1) Si el espectro que esta utilizando esta equipado con
cubeta de temperatura controlada, deje la mezcla en la
cubeta mientras forma las lecturas.

2) Las muestras turbias o ictéricas pueden dar lecturas
en las que la absorcidn inicial exceda la capacidad del
espectrofotometro, se pueden obtener resultados
precisos usando 0.05 ml. (50 UL) de muestra y
multiplicando el resultado por dos.

CALIBRACION:

Este procedimiento se estandariza por la absorcion
milimolar del NADH tomada como 6.22 a 340 nm, bajo
condiciones descritas.



CONTROL DE CALIDAD: 6.
Monitoree la validez de las reacciones con suero
control normal y anormal.

7.
CALCULOS: 8.
Una unidad internacional (IU/L) es la cantidad de
enzima que cataliza la transformacion de un micromol 9.
de substrato por minuto en condiciones especificas.

10.
AST 1U / L = AAbs Tminx110X1000 _ \ ppe s mink1768

6.22x0.10x1

11.

12.
DONDE:

A Abs/min = Diferencia de absorbancia por minuto.

1.10 = Volumen total de la reaccion (ml).
1000 = Conversion de IU/ml. a IU/L.
6.22 = Absorcién milimolar de NADH.
0.10 = Volumen de la muestra en ml.

1 = Trayectoria de la luz en cm.
NOTA:

Si alguno de los pardmetros se altera se debe calcular
un nuevo factor segun la formula.

RANGO ESPERADO:
Arriba de 28 IU/L = (30°C)
Arriba de 40 1U/L = (37°C)

DESEMPENO:

1) Linearidad 500 IU/L.

2) Comparacion: Un estudio entre este método y otro
similar nos dio coeficiente 0.999 y una ecuacion

y =1.00x +1.6.
3) Precision:

Entre pruebas
Conc. D.F. CV.%
31 2.2 7.1
160 4.0 25
Prueba a prueba
Conc. D.F. CV.%
31 25 8.1
160 4.0 25
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