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Przeznaczenie
Do ilosciowego oznaczania aminotransferazy asparaginianowej (AST) w surowicy
ludzkiej przy uzyciu analizatorow Yumizen C230 i Yumizen C240. Rx Only.

Znaczenie kliniczne

AST jest szeroko rozpowszechniony w tkankach, a najwyzsze stezenia stwierdza
sie w watrobie, sercu, migsniach szkieletowych i nerkach. Choroby obejmujace
ktorakolwiek z tych tkanek moga prowadzi¢ do podwyzszonego poziomu AST w
surowicy. Po zawale migs$nia sercowego poziomy AST sg podwyzszone i
o0siggajg szczyt po 48 do 60 godzinach.

Choroby watroby i drog zétciowych, takie jak marsko$¢, rak z przerzutami i
wirusowe zapalenie watroby, moga wykazywac podwyzszony poziom AST. Inne
zaburzenia, ktére moga prowadzi¢ do podwyzszonego poziomu AST to dystrofia
mie$niowa, zapalenie skorno-migsniowe, ostre zapalenie trzustki i mononukleoza
zakazna.!

Metoda

Karmen?2 opracowat w 1955 roku procedure testu kinetycznego opartg na
zastosowaniu dehydrogenazy jabtczanowej i NADH. Zoptymalizowane procedury
przedstawili Henry3 w 1960 r. oraz Amador i Wacker4 w 1962 r. Modyfikacje te
zwigkszyly dokladno$¢ i zmniejszyly wptyw substanciji zakiocajacych. Komitet ds.
Enzyméw Skandynawskiego Towarzystwa Chemii Klinicznej i Fizjologii
Klinicznejs opublikowat w 1974 roku zalecang metode opartg na
zoptymalizowanych modyfikacjach. W 1976 roku Panel Ekspertow ds. Enzyméw
MiedZ)((narodowej ederacji Chemii Klinicznej _AIF_CC 5 zaproponowat dodanie
pirydoksalu- 5-fosforan do mieszaniny reakcyjnej, aby zapewnic maksymalng
aktywnos¢. IFCC? opublikowato zalecang metode, ktdra obejmowata P-5-P w
1978 r. Obecna metoda opiera sie na zaleceniach IFCC, ale nie zawiera P-5-P,
poniewaz wigkszo$¢ probek zawiera odpowiednie ilosci tego kofaktora do
peinego przywrdcenia aktywnosci AST.8.9.10

Zasada metody

L- Asparaginian + - Ketoglutaran ------------ > Octan szczawiu + L- glutaminian

>
Szczawiooctan + NADH + H¥ weeemeeeeeeeeeeeen L- jabiczan + NAD+ +H20
Aminotransferaza asparaginianowa (AST) katalizuje przeniesienie grupy
aminowej z L-asparaginianu do -ketoglutaranu, dajgc szczawiooctan i L-
glutaminian. Szczawianooctan ulega redukcji z jednoczesnym utlenieniem NADH
do NAD w reakcji wskaznikowej katalizowanej przez dehydrogenaze jablczanowg
(MDH). Wynikajaca z tego szybko$¢ spadku absorbancji przy 340 nm jest wprost
proporcjonalna do aktywnosci AST. Dodaje sie dehydrogenaze mleczanowg
(LDH), aby zapobiec interferencji ze strony endogennego pirogronianu, ktéry
normalnie wystepuje w surowicy.

Odczynniki

Po potaczeniu R1 i R2 odczynnik zawiera: kwas L-asparaginowy 200mM, - kwas
ketoglutarowy 11mM, LDH (mikrobowy) > 1000U/L, MDH (mikrobiologiczny)
>800U/L, NADH >0,18mM, bufor, azydek sodu 0,28% , stabilizatory.

Przygotowanie odczynnika
Odczynniki sg gotowe do uzycia.

Przechowywanie odczynnika
Przechowywa¢ odczynniki w temperaturze 2-8°C. Odczynnik jest stabilny do daty
waznosci podanej na etykiecie, o ile jest przechowywany zgodnie z zaleceniami.

Degradacja odczynnika

Nie uzywa¢ odczynnika, jesli:

1. Poczatkowa absorbancja przy 340 nm wynosi J)Qnizej 0,800.
2. Odczynnik nie spetnia podanych parametréw dziatania.

Srodki ostroznosci

1. Ten zestaw odczynnikdéw jest przeznaczony wytgcznie do diagnostyki in
vitro.

2. Odczynnik zawiera jako $rodek konserwujacy azydek sodu (0,28%). Nie
spozywac. Moze reagowac z otowianymi i miedzianymi instalacjami
wodociggowymi, tworzgc wysoce wybuchowe azydki metali. Po usunigciu
sptukaé duzg iloscig wody, aby zapobiec gromadzeniu sie azydku.
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Pobieranie i przechowywanie probek

1. Zalecana jest surowica niezhemolizowana. Krwinki czerwone zawierajg AST, co
moze dawac falszywie zawyzone wyniki.

2. AST w surowicy jest stabilny przez dziesig¢ dni, gdy jest przechowywany w
lodowce (2-8°C), dwa tygodnie, gdy jest zamrozony (-20°C) i cztery dni, gdy jest
przechowywany w temperaturze pokojowej (15-30°C).

Interferencje

1. Szereg lekow i substanciji wplywa na aktywnos¢ AST. Patrz Young i wsp. 12

2. Pacjenci z cigzkim niedoborem witaminy B6 moga mie¢ zmniejszong regeneracije
AST, prawdopodobnie z powodu braku fosforanu pirydoksalu. '3

3. Stwierdzono, ze bilirubina do co najmniej 18 mg/dl i hemoglobina do co najmniej
300 mg/dl maja znikomy wplyw na te procedure.

Materiaty zapewnione
AST (SGOT) Odczynniki R1 and R2

Materialy wymagane ale niedostarczane
1. Analizator Yumizen C230 / Yumizen C240

2. Instrukcja obstugi Yumizen C230 / Yumizen C240
3. Kontrola chemiczna, numer katalogowy C7592-100

Parametry testu

Test: AST Nazwa: Aspartate Aminotransferase
Numer.: 203 Wydruk: AST
Typ reakcii: Kinetyczna Kierunek reakcji: Malejaca Dt.
Dt. Fali I: 340 nm FaliIl: 405 nm
Miejsca dziesietne: 0 Typ prébki: Surowica
Préba $lepa: Cykl reakcji: 3 11
Jednostka: uiL Cykl inkubaciji: 3
L . S Obj. . L

Obj. probki. Aspiracja  Rozcienczalnik odczynnika Rozcienczalnik
Prawidtowa; 6 uL uL uL  R1:120 uL uL
Zmniejszona; uL uL uL  R2: 30 uL uL
Zwiekszona; uL uL uL

Limit liniowosci: 0.3
Zuzycie substratu: 5,000
Mieszana abs.

Zakres liniowosci (Prawidtowa);
Zakres liniowosci (Zmniejszona):

0-500

Zakres liniowosci (Zwiekszona): -40000 40000

proby Slepej:
Abs. R1/proba $lepa:  -40000 40000 %tabilnloéé na pokladzie: 30  dni
Proba $lepa: -40000 40000 imit alarmu
odczynnika: 5
Chemia blizniacza:
Efekt Prozone:
Qt: Q2: Q3:
Q4: PC: ABS:
Uzyj wyniku jako$ciowego:
Zakres: Flagi:
Przesuniecie i nachylenie:
Przesuniecie Nachylenie Jednostka
1 0 UL
Przygotowaniet:
Objetos¢ probki.: uL Objgtos¢ odczynnika uL

Zakres referencyjny:

Typ probki: ~ Pte¢:  Zakres dla wieku: ~ Zakres ref..  Wartosci krytyczne:  Jednostka:
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Parametry kalibracji

Chem: AST
Ustawienia kalibracji Kalibrator |Stezenie | Poz Nr serii
Model mat: K Factor Woda 00 W
Factor: 4200.00 Powtdrzenia: 2
Akceptowalne limity
Waznos¢ kalibracii: godz.
Réznica nachylenia: SD:
Czutos¢: Powtarzalnos¢: * Zdefiniowane przez

Wspotczynnik determinacii:
Automatyczna kalibracja
O Po uptywie waznosci kalib.

uzytkownika

Ograniczenia

1. Probki o wartosciach powyzej 500 IU/L nalezy rozcienczy¢ solg
fizjologiczng w stosunku 1:1, ponownie oznaczy¢ i pomnozy¢ wynik
przez dwa.

2. Pacjenci z ciezkim niedoborem witaminy B6 moga mie¢ zmniejszong
regeneracje AST, prawdopodobnie z powodu braku fosforanu

pirydoksalu. 13
Kalibracja

Procedura jest standaryzowana za pomoca milimolowej absorpcji NADH,
przyjetej jako 6,22 przy 340 nm w opisanych warunkach testowych.

Obliczenia (przyktad)

Jedna jednostka miedzynarodowa (1U/1) jest zdefiniowana jako ilo$¢ enzymu,

ktéra katalizuje przemiane jednego mikromola substratu na minute w
okreslonych warunkach.

AST (IUIL) = Abs./Min. x 1.10 x 1000 = Abs./min. x 1768
6.22x0.10x 1.0
Where  Abs./Min. = Srednia zmiana absorbancji na

minute
1000 = Konwersja IU/ml na IU/L
1.10 = Calkowita objetos¢ reakcji (ml)
6.22 = Milimolowa absorpcja of NADH
0.10 = Objetos¢ prabki (ml)
1.0 = Droga $wiatfa w cm

Przyktad: Jesli Srednia zmiana absorbancji na minute = 0,12, to 0,12 x 1768
=212 IUL

UWAGA: W przypadku zmiany parametrow testu nalezy ponownie obliczy¢
wspodiczynnik, korzystajac z powyzszego wzoru.

Jednostki SI: Aby przeliczy¢ na jednostki Sl (nkat/L), pomnéz IU/L przez
16,67.

Kontrola jakosci

Waznos¢ reakcji nalezy monitorowa¢ za pomocg surowic kontrolnych ze
znanymi prawidtowymi i nieprawidtowymi wartosciami AST (SGOT). Kontrole
te nalezy przeprowadzac co najmniej na kazdej zmianie, podczas ktorej
wykonywane sg testy AST (SGOT). Zaleca sig, aby kazde laboratorium
ustalito wiasng czestotliwos¢ oznaczania kontroli. Kontrole jakoSci nalezy
przeprowadza¢ zgodnie z lokalnymi, stanowymi i/lub federalnymi przepisami
lub wymaganiami dotyczacymi akredytacii.

Wartosci oczekiwane!?
8 do 22 IU/L (30°C)

do.34 IU/L ( 37052

oniewaz na oczekiwane wartosci majg wplyw wiek, ptec, dieta i polozenie
geograficzne, zdecydowanie zaleca si¢ kazdemu laboratorium ustalenie
wiasnego zakresu referencyjnego dla tej procedury.

Charakterystyka
Liniowos¢: 0-500 IU/L.

2. Poréwnanie: przeprowadzono badanie serii Yumizen 200 i podobnego
analizatora przy uzyciu tej metody, uzyskujac wspdiczynnik korelacii
0,996 i réwnanie regres;ji y=1,069 x + 0,6. (n=50).

Precyzja: Badania precyzji przeprowadzono za pomocg analizatora serii
Yumizen 200 po modyfikacji wytycznych zawartych w dokumencie NCCLS

3. EP5-T2.14
W serii Catkowita
Srednia_  S.D. CV.% Srednia_  S.D. CV.%
39.8 1.7 42 50.3 14 278
182.6 32 1.8 194.5 38 1.95
4. Czutos¢: Czuto$¢ dla tego odczynnika zostata zbadana poprzez odczyt

zmiany absorbancji przy 340 nm dla probki soli fizjologicznej i prébek o
znanych stezeniach. Wykonano dziesie¢ powtdrzen. Wyniki tego badania
wykazaly, ze w uzywanym analizatorze odczynnik AST (SGOT) wykazywat
niewielki dryf odczynnika lub nie wykazywat go wcale na prébce zerowej. W
opisanych warunkach reakcji 1 U/l aktywnosci AST daje Abs/Min. 0,0004.
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Certyfikacja
Odczynniki Pointe sg certyfikowane zgodnie z okreslonymi parametrami.
Kazdy odczynnik Pointe, ktory nie spetnia specyfikacji w podanym terminie
waznosci, zostanie natychmiast i bezptatnie wymieniony.
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