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ALT - DAC 
CTIVITATEA ALANINAMINOTRANSFERAZE 

METODA REITMAN-FRENCHEL 

Numai pentru diagnosticare  «in vitro» 
A se p stra la   2-80  

 

Cod  2008 1200       400 determin ri 
 

PRINCIPIUL METODEI 
laninaminotransferaza ( ) catalizeaz  transferul reversibil al  

aminogrupelor de la alanin  c tre  -cetoglutarat conform reac iei 
descrise mai jos. Activitatea  este propor ional  con inutului de 
dinitrofenilhidrazon,  m surat  la 500-550 nm. 

L-alanin  + -cetoglutarat ALT  piruvat + L-glutamat 

Piruvat + 2,4-dinitrofenilhidrazin   dinitrofenilhidrazon 

 
OMPONEN A SETULUI  
Reagent A   7,4 
L-alanin  
Acid - cetoglutaric 
Fosfa i  

 0,1 mol/l 
2 mmol/l 
0,1 mol/l 

Reagent B   
2,4-dinitrofenilhidrazin   1 mmol/l 
Reagent    
Hidroxid de sodiu  2,0 mol/l 
Reagent S 2,5 ml  
Solu ie de piruvat pentru calibrare  2,0 mmol/l 

 
STRARAEA  I  STABILITATEA REAGEN ILOR 

Reagen ii  suntstabili la 2-80C pîn  la data indicat  pe etichet . 
În  Reagent  se admite apari ia precipitatului. 
 
PROBE 
Ser. Nu se va utiliza serul hemolizat. 

 în ser  este stabil  la  2-80  7 zile. 
 
VALORI  DE REFERIN  
0,10-0,68 mmol/h x l = 28-190 nmol/s x l = 1,7 – 11,4 IU/l 
Aceste valori suntorientative. Se recomand   stabilirea diapazonului de 
referin  în laboratorul dat 
 
CONTROLUL CALIT II 
Pentru  controlul  mersului  reac iei  i  a  procedurii  de  m surare  se  
recomand  de folosit seruri normale i patologice pentru control. 
Se recomand  stabilirea sistemului intern de control în laboratorul dat. 
 

ECHIPAMENT ADITIONAL 
Analizor, spectrofotometru sau fotometru cu filtrul 500-550 nm.  
Baie de ap  sau termostat 370 . Cronometru. 
Dozatoare 25,0 l, 0,25 ml i 2,5 ml. 
 

PRECAU II 
Setul  este destinat numai pentru diagnosticare in vitro 
Probele pacien ilor vor fi  considerate ca material poten ial contagios i  
se vor prelucra analogic celor contagioase.  
La utilizarea setului se vor respecta regulile de securitate prev zute 
pentru lucrul cu substan e toxice. 
 

PREPARAREA REAGEN ILOR DE LUCRU 
Reagentul A, Reagentul B i  Reagentul S suntgata de utilizare. 
Prepararea solu iei  de  0,4 M N : Reagentul  se va dilua cu 
ap  distilat , care nu con ine carbona i, într-o retort  cotat  pîn  la 
volumul  indicat  pe  etichet .  Se  va  p stra  intr-un  vas  de  polietilen i  
se va utiliza pîn  la apari ia sedimentului. 

 

METODA DE LUCRU 
          Efectuarea probelor paralele este obligatorie! 

etoda:                                            Reitman-Frenchel 
Lungimea de und :                           500-550 nm 
Temperatura  :                                  18-25/370C  
Instalarea zero:                                  dup  reagent 
1. Se va pipeta în  eprubetele marcate: 

 Proba Blanc  

Reagent A 0,25 ml 0,25 ml 

Ap  distilat  - 0,05 ml 

Ser sangvin 0,05 ml - 
2. Se va amesteca i se va incuba 30 minute la 37  
3. Se va ad uga în eprubete cîte 0,25 ml Reagent B. 
4. Se va amesteca i se va incuba 20 minute la 18-25 . 
5. Se va ad uga în eprubete cîte 2,5 ml 0,4  N . 
6. Se va amesteca i se va incuba 10 minute la 18-25 . 
7. Se va m sura absorb ia Probei contra Blanc la lungimea de und   
500-550 nm. Culoarea este stabil   30-40 min. 
La utilizarea cuvelor de alt  capacitate (decît cele propuse) se va mari 
propor ional volumul componen ilor amestecului. 
Ser(apa distilata):Reagent A:Reagent B:0,4M N  = 1:5:5:50. 
 

CALCULE 
ctivitatea  se va calcula utilizînd curba de calibrare. 

 

TRASAREA CURBEI DE CALIBRARE 
1.  Pentru  trasarea  curbei  de  calibrare  se  vor  prepara  probele  conform 
tabelului: 

Solu ie Num rul probei 
 1 2 3 4 5 

Ap  distilat ,  ml 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

Reagent S,  ml - 0,05 0,10 0,15 0,20 

Reagent A,  ml 0,50 0,45 0,40 0,35 0,30 

Reagent B,  ml 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 

ctivitatea L , mmol/h . l 0 1 2 3 4 

2. Se va amesteca i se va incuba 20 minute la 18-25 .  
3. Se va ad uga în eprubete cîte 5,0 ml 0,4  N . 
4. Se va amesteca i se va incuba 10 minute la 18-25 .  
5.  Se  va  m sura  absorb ia  probelor  de  la  2  pîn  la  5  contra  primei  
probe. Lungimea de und  500-550 nm.  
6. Activitatea  în probe corespunde tabelului. 
7. Se va trasa curba dependen ei absorb iei de activitatea fermentului. 

1 mmol/h x l = 278 nmol/s x l = 16,7 IU/l 
 

CARACTERISTICI  METROLOGICE 
Limita sensibilit ii: 0,36 mmol/h x l = 100 nmol/s × l. 
Limita linearit ii: 4,2 mmol/h x l  = 1170 nmol/s × l.  Pentru valori  
mai  ridicate   proba  se  va  dilua  cu  solu ie  de  albumin  3%.  În  calitate  
de disolvant pentru prepararea solu iei de albumin  se va utiliza 
solu ia fiziologic .   Se va repeta m surarea. Rezultatul se va înmul i la 
coeficientul de dilu ie. 
Coeficientul de varia ie < 7 %. 
Interferen e: Nivelul ridicat al substan elor care con in cetogrupe 
provoac  o majorare  fals  a activit ii fermentului, din acest motiv 
probele colectate de la bolnavii care sufer  de diabet zaharat  se vor 
efectua   în  paralel  cu  o  prob  nula  ,  în  care  se  va  pipeta  ser  dup  
ad ugarea Reagentului C. 
Aceste caracteristici metrologice  au fost ob inute la utilizarea 
analizorului. Rezultatele pot varia în dependen  de echipamentul 
utilizat sau procedura de determinare. 
 

CARACTERISTICI  DIAGNOSTICE 
minotransferaza  catalizeaz  formarea acidului glutaminic din          

2-oxoglutarat datorit   transferului  aminogrupelor.  
ALT, în limitele valorilor normale, este prezent  în multe esuturi iar  
concentra ia mai sporit  se determin  în ficat si rinichi. Concentra ia 
ALT în ser se m re te în cazul hepatitei i altor boli ale ficatului înso ite 
de  necroza hepatocitelor: mononucleoz  infec ioas , colestaze, ciroza 
carcinom  metastatic  a ficatului, delir alcoolic i la administrarea 
preparatelor hepatotoxice:  opiacee, salicila i i ampicilin 4,5. 
Diagnosticul clinic se va stabili  în baza integr rii datelor clinice i de 
laborator. 
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ALT - DAC 
ALANINE AMINOTRANAFERASE  

PHOTOMETRIC METHOD BU RAITMAN-FRENKEL 

For  «in vitro» diagnostic use only 
Store at 2-80  

 

Cod 2008A1200        400 tests 
 

PRINCIPLE 
Alanine aminotransferase (ALT) catalyzes the reversible transfer of 
the alanine amino groups to -ketoglutarate by reactions, described 
below.  The  activity  of  ALT  is  proportional  to  content  of  
dinitrophenilhydrasone, measured at 500-550 nm.  

L-alanine + -Ketoglutarat ALT  pyruvate + L-Glutamate 

Pyruvate +2.4-dinitrophenilhydrasine  dinitrophenilhydrasone 

 
CONTENTS AND COMPOSITION  

Reagent A   7,4 
L-alanine  
-ketoglutaric acid  

phosphate buffer 

 0,1  mol/l 
2  mmol/l 
0,1 mol/l 

Reagent B   
2,4-dinitrophenilhydrasine  1 mmol/l 
Reagent    
sodium hydroxide  2,0 mol/l 
Reagent S 2,5 ml  
calibration solution of sodium pyruvate 2,0 mmol/l 

 
STORAGE AND STABILITY OF REAGENTS 
Reagents are stable at 2-8ºC until the expiry date shown on the label. 
 
SAMPLES 
Serum free of Hemolysis.  
ALT in serum is stable for 7 days at 2-8°C. 
 
REFERENCE VALUES 
0,10-0,68 mmol/h x l = 28-190 nmol/s x l = 1,7 – 11,4 IU/l 
These ranges are given for orientation only; each laboratory should 
establish its own reference ranges. 
 
QUALITY CONTROL 
It  is  recommended  to  use  the  Sera  N  and  Sera  P  to  verify  the  
performance of the measurement procedure. 
Each laboratory should establish its own internal Quality Control 
scheme and procedures for corrective action if controls do not recover 
within the acceptable tolerances. 
 
ADDITIONAL EQUIPMENT 
Analyzer,  spectrophotometer  or  photometer  with  filter  500-550  nm.  
Water bath 37°C.  Stopwatch. 
Pipettes for 25,0 l, 0,25 ml,  and 2,5 ml. 
 
PRECAUTION 
For in vitro diagnostics only.  
Handle all patients’ samples as potentially dangerous and treat as 
infectious. Precautions established for work with caustic and toxic 
substances should be observed while using the reagents. 
 
REAGENT PREPARATION 
Reagent A, Reagent B and Reagent S are ready to use. 
Preparation of  0,4 M NaOH: Dilute Reagent C in volumetric flask 
with distillated water, free from carbonates, up to volume specified on 
a label. 
Store in polyethylene bottle and use until appearance of sediment. 

 

PROCEDURE 
Testing of parallel samples is obligatory! 
Assay conditions 
Wavelength:           500-550 nm 
Temperature:         18-25/37 C 
Cuvette:          1 cm light path 
Read against:         against reagent 
Method:          Raitman-Frenkel 
1. Pipette in labeled tubes: 

 Tested sample Control sample 

Reagent A 0,25 ml 0,25 ml 

Distilled water - 0,05 ml 

Blood serum 0,05 ml - 
2. Mix and incubate for 30 minutes on water bath at 37°C. 
3. Add in labeled tubes 0,25 ml of Reagent B. 
4. Mix and incubate for 20 minutes at 18-25°C. 
5. Add in labeled tubes 2.5 ml of  0.4 M NaOH. 
6. Mix and incubate for 10 minutes at 18-25°C. 
7. Measure the absorbance of tested sample relative to control sample. 
Wave length is 500-550 nm. Coloration is stable for 30-40 minutes. 
When  using  the  cuvette  with  different  than  suggested  volume,  it  is  
necessary to change proportionally the volumes of components mixture 
in the ratio: 
Serum (distilled water): Reagent A: Reagent B: 0.4 M NaOH = 1:5:5:50 
 

CALCULATIONS 
Calculate the ALT activity by calibration curve. 
 

CONSTRUCTION OF CALIBRATION CURVE 
1. For construction of calibration curve prepare samples according to the 
table:  

Solution Samples numbers 
 1 2 3 4 5 

Distilled water, ml 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

Reagent S, ml - 0,05 0,10 0,15 0,20 

Reagent A, ml 0,50 0,45 0,40 0,35 0,30 

Reagent B, ml 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 

ALT activity, mmol/h x l 0 1 2 3 4 

2. Mix and incubate for 20 minutes at 18-25°C. 
3. Add in labeled tubes 5,0 ml of  0,4 M NaOH . 
4. Mix and incubate for 10 minutes at 18-25°C. 
5. Measure the absorbance of samples 2-5 relative to first sample. Wave-
length is 500-550 nm. 
6. The ALT activity in samples corresponds to table. 
7. Construct the curve of absorbance depending on enzyme activity. 
1 mmol/h x l = 278 nmol/s x l = 16,7 IU/l 
 
METROLOGICAL CHARACTERISTICS 
Sensitivity limit: 0,36 mmol/h x l = 100 nmol/s × l. 
Linearity limit:  4,2  mmol/h  x  l  =  1170  nmol/s  ×  l.  For  higher  values,  
dilute the sample with 3% solution of albumin in saline solution, and 
repeat measurement. Multiply the result by dilution coefficient. 
Reproducibility (run to run): variation factor < 7 %. 
Interference:  
Increased concentration of substances, containing ketogroups, cause 
false increase enzyme activity. Therefore, it is essential for diabetics to 
test blank sample, where pipette serum after adding Reagent C. 
These metrological characteristics have been obtained using an analyzer. 
Results may vary if a different instrument or manual procedures are 
used. 
 
DIAGNOSTIC CHARACTERISTICS 
ALT is normally present in many tissues but the highest concentrations 
are found in liver and kidneys. 
The serum concentration of ALT is elevated in hepatitis and other forms 
of liver disease associated with necrosis: infectious mononucleosis, 
cholestasis, cirrhosis, metastasic carcinoma of the liver delirium tremens, 
and after administration of various drugs, such as opiates, salycilates or 
ampicilin4.5. 
Clinical diagnosis should not be made on the findings of a single test 
result, but should integrate both clinical and laboratory data. 
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