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Reagent Set

Przeznaczenie
Do iloSciowego oznaczania glukozy w surowicy. Wytgcznie do diagnostyki in
vitro. Rx Only

Znaczenie kliniczne
Oznaczanie glukozy w surowicy jest najczesciej wykonywane w diagnostyce
i leczeniu cukrzycy.

Streszczenie

Weczesne enzymatyczne metody oznaczania glukozy wykorzystywaty
oksydaze glukozowg do katalizowania utleniania glukozy do nadtlenku
wodoru i kwasu glukonowego.! Powstajacy nadtlenek wodoru jest mierzony
na podstawie utleniania chromagenu.2 Zbadano wiele chromagenéw, ale
wiele z nich odrzucono ze wzgledu na mozliwe rakotwdrczosci, toksycznosci,
niestabilnosci lub z powodu wptywu wielu substancji zaktdcajacych. Trinder?
zmodyfikowat Emerson* w celu opracowania wydajnego uktadu
peroksydaza-fenol-aminofenazon do ilosciowego oznaczania nadtlenku
wodoru przez sformutowanie czerwonego barwnika chinonoiminowego. Ta
metoda jest mniej podatna na wptyw substancji zaktécajacych i nie ma wielu
wad wczes$niejszych metod.

Zasada metody
Oksydaza glukozowa

D-Glukoza + H20 + O2 » H202 + D-glukonian

H202 + 4-AAP + Fenol-----—---------------—- > barwnik chinonoiminowy + H20

Glukoza jest utleniana przez oksydaze glukozowa do glukonianu i nadtlenku
wodoru. Fenol + 4-AAP + nadtlenek wodoru, w obecnosci peroksydazy,
wytwarza barwnik chinonoiminowy, ktéry mierzy si¢ przy dtugosci fali 500
nm. Absorbancja przy 500 nm jest proporcjonalna do stezenia glukozy w
probce.

Skfad odczynnika

Oksydaza glukozowa (drobnoustrojowa) 12 000 j./l, Peroksydaza
(chrzanowa) > 1 000 j./I, 4-AAP > 0,3 mM, Fenol 4 mM, Bufor, pH 7,4 + 0,1,
stabilizatory niereaktywne, $rodek  konserwujacy. Zobacz ,Srodki
ostroznosci”.

Przygotowanie odczynnika
Odczynnik jest gotowy do uzycia.

Przechowywanie i stabilnos¢ odczynnika

1. Odczynnik nalezy przechowywa¢ w lodéwce w temperaturze 2-8°C.

2. Odczynnik jest stabilny do wskazanej daty waznosci, jesli jest
przechowywany zgodnie z zaleceniami.

Srodki ostroznosci

1. Odczynnik jest przeznaczony wytgcznie do diagnostyki in vitro.

2. Odczynnika nie nalezy uzywac, jesli wykazuje zmetnienie lub inne
oznaki rozwoju drobnoustrojow.

3. Odczynnika nie nalezy uzywa€, jesli nie spetnia wymagan
dotyczacych liniowosci lub nie odzyskuje wartosci kontrolnych w
podanym zakresie.

4. Wszystkie probki i kontrole nalezy traktowa¢ jako potencjalnie
zakazne, stosujac bezpieczne procedury laboratoryjne. (NCCLS M29-
T2).5

Pobieranie i przechowywanie prébek
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1. Zalecana jest niezhemolizowana surowica lub heparynizowane osocze
Surowice nalezy szybko oddzielic od skrzepu, poniewaz tempo spadku
glukozy we krwi petnej wynosi okoto 7% na godzine.®

3. Glukoza w surowicy jest stabilna przez dwadzie$cia cztery godziny, jesli jest
przechowywana w lodéwce (2-8°C).

4. Probki nalezy pobiera¢ zgodnie z dokumentem NCCLS H4-A3.7

Interferencje

1. Wyraznie lipemiczne probki moga powodowa¢ fatszywie podwyzszone
wartosci glukozy.

2. Stwierdzono, ze bilirubina do poziomu 20 mg/dl i hemoglobina do poziomu
500 mg/dl wykazujg znikomg interferencje (<3%) w tym tescie. UWAGA:
Poziom glukozy wynosit 184 mg/dl w badaniu bilirubiny i 188 mg/dl w
badaniu hemoglobiny.

3. Youngiin.® opublikowali obszerng liste substancji zaktocajacych.

Materialy wymagane
Glucose reagent.

Materialy wymagane, niedostarczane

1. Precyzyjne urzadzenia do pipetowania (1,0 mli 10 ul)

2. Probowki

3. Minutnik (do odmierzania dziesigciu minut)

4. Spektrofotometr z mozliwoscia odczytu przy dtugosci fali 500 nm

5. Blok grzewczy (37°C)

6.  Surowice kontrolne ze znanymi prawidlowymi i nieprawidtowymi
wartosciami glukozy

Procedura (OgéIna automatyczna)

Dlugosc fali: 500 nm

Typ reakcji: Punkt koricowy

Stosunek probka/odczynnik: 1:101

Kierunek reakcji: Rosnaca

Temperatura: 37°C

Czas inkubacji: 600 sekund

Niski wartos¢ prawidtowa: 70 mg/di

Wysoka warto$¢ prawidtowa: 105 mg/dl

Procedura (Manualna)

1. Oznacz probowki napisem ,puste’, ,kontrolne”, ,standardowe”, ,pacjent” itp.

2. Odpipetowa¢ 1,0 ml odczynnika roboczego do wszystkich probowek i
umiesci¢ w tazni grzewczej o temperaturze 37°C na co najmniej pie¢ minut.

3. Doda¢ 0,01 ml (10 ul) prébki do odpowiednich probowek. Wymiesza¢ i
inkubowa¢ w temperaturze 37°C przez dziesie¢ minut.

4. Po inkubacji wyzerowa¢ spektrofotometr ze $lepa proba odczynnikow.
Odczyta¢ i zapisa¢ absorbancje wszystkich proboéwek przy 500nm (500-
520nm).

5. Aby okresli¢ wyniki, patrz rozdziat ,Obliczenia”.

Ograniczenia

1. Odczynnik daje wyniki liniowe w zakresie 0-500 mg/dl. Probki, ktore
przekraczaja 500 mg/dl, nalezy rozcienczy¢ takg samq objetoscig soli
fizjologicznej i ponownie oznaczy¢. Pomndz wynik przez dwa.

2. Jesli uzywany spektrofotometr wymaga koricowej objeto$ci wiekszej niz 1,0
ml do doktadnego odczytu, uzyj 0,03 ml (30 ul) prébki na 3,0 ml odczynnika.
Wykonaj test w spos6b opisany powyze;.

3. Prébka lipemiczna moze dawaé fatszywie zawyzone wyniki. Aby

skorygowaé lipemie, nalezy przeprowadzié $lepa probe surowicy. Slepa

préba surowicy: Doda¢ 0,01 ml (10 ul) probki do 1,0 ml wody.

Spekirofotometr zerowy z woda. Odczytaj i zapisz absorbancje i odejmij

odczyt od absorbancii testu. Oblicz jak zwykle.
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Kalibracja

Uzyj wzorca glukozy zgodnego z NIST (100 mg/dl) lub kalibratora surowicy.
Procedure nalezy skalibrowa¢ zgodnie z instrukcjami kalibracji producenta
przyrzadu. Je$li wyniki kontroli okazg sie poza zakresem, procedure nalezy
ponownie skalibrowac.

Obliczenia
Abs. = Absorbancja

Abs. (Pacient) x  Stezenie = Glucose (mg/dl)
Abs. (Standard) Standardu (mg/dl)

Przyktad:

Abs. (Pacjent) = 0.300
Abs. (Standard) =0.200
Stezenie Std. = 100 mg/dl

Pdzniej: 0.300 x 100 = 150 mg/dl
0.200

Jednostki SI

Aby uzyskac wyniki w jednostkach SI (mmol/l), pomnéz wyniki w mg/dl przez
dziesie¢, aby przeliczy¢ dl na litr i podziel warto$¢ przez 180, mase
czasteczkowa glukozy.

mg/dlx 10 = mg/dl x 0.0556
180

Przyktad: 150mg/dl x 0.0556 = 8.34 mmol/L

Kontrola jakos$ci

Kontrole surowicy ze znanymi prawidtowymi i nieprawidtowymi warto$ciami
glukozy powinny by¢ rutynowo oznaczane w celu monitorowania waznosci
reakcji. Kontrole te nalezy przeprowadzaé co najmniej podczas kazdej
zmiany roboczej, podczas ktdrej wykonywane sg oznaczenia glukozy.
Warto$ci kontrolne powinny miesci¢ si¢ w ustalonych zakresach dla
poszczegdlnych stosowanych kontroli. Zaleca sig, aby kazde laboratorium
ustalito wiasng czestotliwo$¢ oznaczania kontroli.

Wartosci oczekiwane ¢

70-105mg/dI

Stanowczo zaleca si¢, aby kazde laboratorium ustalito swoj wlasny zakres
normy.

Charakterystyka
Zakres testu: 0 - 500 mg/d|

2. Korelacja: Wyniki uzyskane z tym odczynnikiem (y) w 132 prébkach, w
zakresie stezenia glukozy od 32-297 mg/dl, poréwnano z wynikami
uzyskanymi w tych samych probkach przy uzyciu odczynnika w postaci
suchego proszku (x) opartego na tym samym metodologie na
automatycznym analizatorze. Wspotczynnik korelacji wyniost 0,999, a
réwnanie regresji y=1,02x —1,13. (Sy-x=15,43)

3. Precyzja: Badania precyzji przeprowadzono na automatycznym
analizatorze po modyfikacji wytycznych zawartych w dokumencie
NCCLS EP5-T2.10

W serii Catkowita
Srednia S.D. CV.% Srednia  S.D. C.V.%
101 1.1 1.1 86 2.1 25
172 1.3 0.7 198 6.3 3.2
293 3.9 1.3 283 9.2 33

4. Czutos¢: Czutos¢ dla odczynnika glukozy (oksydazy) badano poprzez odczyt
zmiany absorbancji przy 500 nm dla prébki soli fizjologicznej i surowicy o
znanym stezeniu. Wykonano dziesig¢ powtdrzen kazdej probki. Wyniki tego
badania wykazaly, ze w uzywanym analizatorze odczynnik glukozowy
(oksydaza) wykazywat niewielki dryf odczynnika lub nie wykazywat go wcale
na probce zerowej. W opisanych warunkach reakcji 1 mg/dl glukozy daje
absorbancije 0,002.
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Wytacznie do diagnostyki in vitro /}f Zakres temperatur

EE] Zapoznaj sie z instrukcjg uzytkowania  Rx Only: Wytacznie do
profesjonalnego uzytku

€ ‘ Znak CE Autoryzowany przedstawiciel na Europe
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Certyfikacja

Odczynniki Pointe sg certyfikowane do produkcji zgodnie z okre$lonymi
parametrami. Kazdy odczynnik Pointe, ktory nie spetnia specyfikacji w podanym
terminie waznosci, zostanie natychmiast i bezptatnie wymieniony.
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