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Przeznaczenie
Do ilosciowego oznaczania kinetycznego aktywnosci a-amylazy w surowicy ludzkiej za pomocg analizatora Yumizen C560. Rx Only.

Znaczenie kliniczne
Oznaczanie aktywno$ci amylazy w surowicy jest najczesciej wykonywane w diagnostyce i leczeniu choréb trzustki.

Historia metody
Amylaze po raz pierwszy zmierzono ilosciowo metoda jodometryczng wprowadzong przez Wohlegemutha w 1908 r.! Somogyi wprowadzit w 1938 r. procedure standaryzujaca
ilosci skrobi i jodu.2 Jego praca stata si¢ podstawg szeroko stosowanych metod amyloklastycznych i sacharogennych wprowadzonych w 19563 i 1960 r., 4 odpowiednio. Wady
tych metod obejmowaty diugie czasy inkubacji, endogenng interferencje glukozy i niestabilne kolory reakcji, co skutkowato staba odtwarzalno$cig i niezawodnoscia.
Rinderknecht i wsp. wprowadzili w 19675 metode ze skrobig sprzezong z barwnikiem, ktéra byta stosunkowo prosta do wykonania. Jednak procedura wykorzystywata
nierozpuszczalny substrat, brakowato jej liniowosci i nadal wymagata wirowania lub filtracji.
Wprowadzono procedury turbidymetryczne®, ktére sg stosunkowo szybkie, ale wymagaja specjalnego oprzyrzadowania i utrudniaja, wytwarzanie stabilnych i powtarzalnych
roztwordw skrobi.
Zasugerowano kilka procedur enzymatycznych’8, w tym jedna, ktora wykorzystywata okreslony substrat maltotetraoze.® Metody te stanowity znaczng poprawe w pomiarze
amylazy, ale nadal podlegaty stosunkowo diugim czasom wstepnej inkubacji, mozliwej endogennej interferencji glukozy i szeregowi innych potencjainych zaktdcen w
powstawaniu NADH.10
Wallenfels i wsp. ' wprowadzili p-nitrofenyloglikozydy jako zdefiniowane substraty do oznaczania a-amylazy w procedurze, ktéra wyeliminowata interferencje z endogennej
glukozy i pirogronianu. Do hydrolizy krétkotancuchowych oligosacharydéw powstatych w wyniku aktywno$ci amylazy w prébce zastosowano wiele enzyméw sprzegajacych.
Niestety, te enzymy sprzegajace zawieraty resztkowa aktywno$¢ amylazy, ktora niekorzystnie wptywata na stabilno$¢ tych odczynnikéw.
Niniejsza metoda opiera sie na zastosowaniu chromogenicznego substratu, 2-chloro-p-nitrofenolu potaczonego z maltotrioza, W wyniku reakcji amylazy z tym substratem
powstaje 2-chloro-p-nitrofenol, ktéry mozna zmierzy¢ spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 405 nm. Ta reakcja przebiega bardzo szybko, nie s3 wymagane zadne enzymy
sprzegajace, a reakcja nie jest fatwo hamowana przez czynniki endogenne.
Zasada metody

a-amylaza
10 CNPG3 —— > 9CNP + CNPG2 +9G3 + G
a-Amylaza hydrolizuje 2-chloro-p-nitrofenylo-a-D-maltotriozyd (CNPG3), uwalniajgc 2-chloronitrofenol i tworzac 2-chloro-p-nitrofenylo-a-D-maltozyd (CNPG2),
maltotrioze (G3 ) i glukoze (G). Szybko$¢ wzrostu absorbancji mierzona jest przy 405 nm i jest proporcjonalna do aktywnosci a-amylazy w prébce.

Odczynniki
Bufor MES, pH 6,0+0,1, 2-chloro-p-nitrofenylo-a-D-maltotriozyd 1,8 mM, chlorek sodu 350 mM, octan wapnia 6 mM, tiocyjanian potasu 900 mM, azydek sodu 0,1%
(patrz ,Srodki ostroznosci’).

Przygotowanie odczynnika
Odczynnik dostarczany jest w postaci gotowej do uzycia cieczy. Nie jest wymagane zadne przygotowanie.

Przechowywanie i stabilnos¢ odczynnika
Przechowywa¢ odczynnik w temperaturze 2-8°C. Odczynnik jest stabilny do daty waznosci, jesli jest przechowywany zgodnie z zaleceniami. Po umieszczeniu w
schtodzonej karuzeli z odczynnikami (2-10°C), odczynnik jest stabilny przez 30 dni.

Pogorszenie jakosci odczynnika

Nie uzywac, jesli:

1. Absorbancja odczynnika roboczego jest wieksza niz 0,600, mierzona przy diugosci fali 405 nm wzgledem wody w kuwecie o dtugosci drogi optycznej 1 cm.
2. Odczynnik nie spetnia podanych parametréw dziatania.

3. Odczynnik jest metny lub wykazuje inne oznaki zanieczyszczenia bakteryjnego.

Srodki ostroznosci i zagrozenia

1. Ten zestaw odczynnikéw jest przeznaczony wytacznie do uzytku w diagnostyce in vitro.

2. Ten odczynnik zawiera azydek sodu (0,1%) jako $rodek konserwujacy. Nie spozywa¢. Moze reagowac z otowianymi i miedzianymi instalacjami wodociggowymi,
tworzac wysoce wybuchowe azydki metali. Po usunigciu sptuka¢ duzg iloScig wody, aby zapobiec gromadzeniu sie azydku.

3. Wszystkie probki i kontrole nalezy traktowac jako potencjalnie zakazne, stosujac bezpieczne procedury laboratoryjne. (NCCLS M29-T2)2

Zagrozenia:

Klasyfikacja zagrozen: zagrozenie dla $rodowiska wodnego, zagrozenie diugotrwate, kategoria 4

Zwroty wskazujace rodzaj zagrozenia: H413: Moze powodowa¢ dtugotrwate szkodliwe skutki dla organizméw wodnych.

Zwroty wskazujace $rodki ostroznosci: Zapobieganie: P273: Unika¢ uwolnienia do $rodowiska. P280: Stosowaé rekawice ochronne/odziez ochronna/ochrone oczu.

Reagowanie: P391: Zebra¢ wyciek. Niebezpieczny dla srodowiska wodnego. Przechowywanie: P404: Przechowywa¢ w zamknietym pojemniku,

Usuwanie: P501: Zawarto$¢ usuwa¢ do zatwierdzonego zaktadu utylizacji odpadéw. Zapoznaj sie z karta charakterystyki tego produktu (SDS-A7564) dostepng

pod numerem telefonu 1-734-487-8300. Hasto ostrzegawcze:

. . . . Ostrzezenie
Pobieranie i przechowywanie prébek

1. Probka z wyboru jest niezhemolizowana surowica. Probki nalezy pobiera¢ zgodnie z dokumentem NCCLS H4-A3.13

2. Antykoagulanty, takie jak cytrynian i EDTA, wigza wapn potrzebny do aktywnosci amylazy. Nie nalezy stosowa¢ osocza zawierajacego te antykoagulanty.

3. Amylaza w surowicy jest stabilna przez tydzien w temperaturze pokojowej (18-25 °C) i przez dwa miesigce, gdy jest przechowywana w lodéwce w
temperaturze 2-8 °C.1

Interferencje

1. Szereg lekdw i substancji wptywa na oznaczanie amylazy.5'® Young i wsp. opublikowali obszerna liste takich substancii.'”
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2. Makroamylaza w prébce moze powodowa¢ mierzong hiperamylazemig, co moze prowadzi¢ do fatszywego rozpoznania ostrego zapalenia trzustki. Jednakze
makroamylazemia zwykle nie wigze sie z zadnymi objawami klinicznymi.!8

3. Stwierdzono, ze bilirubina (30 mg/dl) i hemoglobina (500 mg/dl) majg znikomy wptyw na te procedure.

4. Zgtoszono, ze prébki lipemiczne do 1000 mg/dl nie majg wptywu na oznaczenia amylazy w surowicy.

Materiaty wymagane

Amylase (CNPG3) reagent.

Materialy wymagane, niedostarczane

1. Analizator Yumizen C560 | instrukcja obstugi

2. Chemistry control, numer katalogowy C7592-100

Ograniczenia

1. Probki przekraczajace granice liniowosci (2000 U/L) nalezy rozciericzy¢ taka sama, objetoscig roztworu soli fizjologicznej, ponownie oznaczy¢ i pomnozy¢ wynik przez
dwa.

2. Makroamylaza w prébce moze powodowa¢ mierzong hiperamylazemie, ktéra moze prowadzi¢ do fatszywego rozpoznania ostrego zapalenia trzustki. Jednak zwykle
makroamylazemii nie towarzysza zadne objawy kliniczne. '8

Kalibracja

Procedura jest standaryzowana za pomoca milimolowej absorpcji 2-chloro-p-nitrofenolu, ktéra wynosi 12,9 przy 405 nm w warunkach badania opisanych.

Kontrola jakosci

Waznos¢ reakcji nalezy monitorowac, stosujac surowice kontrolne ze znanymi prawidtowymi i nieprawidtowymi wartosciami amylazy. Kontrole te nalezy przeprowadzac co

najmniej na kazdej zmianie roboczej, podczas ktérej wykonywane sg testy amylazy. Zaleca sie, aby kazde laboratorium ustalito wtasng czestotliwo$¢ oznaczania kontroli.

Kontrole jakosci nalezy przeprowadza¢ zgodnie z lokalnymi, stanowymi i/lub federalnymi przepisami lub wymaganiami dotyczacymi akredytacii.

Wartosci oczekiwane

Surowica; 25-125 U/L dla podobnej metody kinetycznej.20 Poniewaz na oczekiwane wartosci maja wptyw wiek, pte¢, dieta i potozenie geograficzne, zdecydowanie

zaleca sie, aby kazde laboratorium ustalito swoj wtasny zakres referencyjny dla tej procedury.

Wydajnos¢

1. Zakres pomiarowy: 1-2,000 U/L

2. Poréwnanie: przeprowadzono badanie pomiedzy Yumizen C560 a podobnym analizatorem i metoda, w wyniku czego otrzymano nastepujace dane:

Metoda Amylaza

N 85

Srednia (U/L) 127.2

Zakres (U/L) 9-1856

Odchylenie standardowe 257.0

Regresja y =0.964x-6.5

Wspotczynnik korelacji 0.9981

3. Precyzja: Badania precyzji przeprowadzono za pomocg analizatora Yumizen C560 po modyfikacji wytycznych zawartych w dokumencie NCCLS EP5-T2.21
W ciggu dnia Catkowita
Probka NISKIE | SREDNIE | WYSOKIE Prébka NISKIE | SREDNIE | WYSOKIE

N 20 20 20 N 40 40 40
Srednia 237.9 679.9 1918.5 Srednia 2429 558.6 1988.0
QOdchylenie standardowe 0.9 6.8 6.1 Odchylenie standardowe 6.3 17.2 37.6
Wspétczynnik wariancji (%) 0.4% 1.0% 0.3% Wspdtczynnik wariancji(%) 2.6% 3.1% 1.9%

4. Czutosc: granica wykrywalnosci 2 SD (95% Conf)= 1 U/L
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Medical
PARAMETRY CHEMICZNE

Chem: AMYL Nr.: Typ probki: Surowica
Nazwa chem:  Amylaza Wydruk: AMYL
Rodzaj reakcii: Kinetyczna Kierunek reakcji: Rosnaca
| dt. fali: 412 Il dt fali:
Jednostka: UL Miejsca dziesietne: 0
Cykl pomiaru Cykl pomiru
proby Slepej: 0 prdbki: 19 33

Obj. prébki. Aspiracja Rozciefczalnik Obj. odczynnika. Rozciefczalnik
Podstawowa: 3.0 ul ul ul R1: 120 ul - ul
Zmniejszona: - ul ul ul R2: - ul - ul
Zwigkszona: ul ul ul R3: - ul - ul

O Préba $lepa M Auto powt. R4: - ul - ul

Regulacja przesuniecia/nachylenia

Nachylenie: 1 Przesuniecie: 0
Zakres liniowosci (podstawowy) 1 2000 Limit liniowosci:
Zakres liniowosci (Zwigkszony) . Zuzycie substratu: 25000
Mieszana
absorbancja préby
Zakres liniowosci (Zmnigjszony) ____ . $lepej:
Czas
Abs R1/préba $lepa: _ _ odkorkowania:
Limit alarmu
Pusta odpowiedz: . . odczynnika:
O Rozszerzalno$¢ liniowa dla
Chemia blizniacza: enzymu

[ Efekt Prozone o Ocena wskaznika o Dodanie antygenu

Q1: Q2: Q3: Q4:

PC: ABS:
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PARAMETRY KALIBRACJI

Definicja kalibratora
Kalibrator:

Data waznosci: *

Rotor Pozycja
Rotor probowkowy 1 *
Rotor probowkowy 2

Rotor probowkowy 3

Odczynnikalkalibracja

Nr serii:

Kalibrator Pozycja Nr serii Data waznosci Nazwa Stezenie Unit

Woda W * *

Konfiguracja kalibracji
Chem: AMYL

Ustawienia kalibracji
Model mat.: K Factor

Factor: 3178 Powtérzenia: 1

Akceptowalne limity
Waznos¢ kalibracji 24 Godzin
Réznica nachylenia:  --- SD:

Czutos¢ : Powtarzalnosé: -
Wsp6tczynnik
determinacji:

Automatyczna kalibracja

AMYL 0 uiL

O Zmiana butelki O Zmiana nr LOT O Po uptywie
odczynnikowe; waznosci kalib.

Zaleca sie codzienne oznaczanie dwoch poziemow materizlu kentrolnego.

*Wskazuje parametr zdefiniowany przez uzytkownika.

14-A7564-120] ol

RIZes
HORIEA Instruments Incorporaied-Pointe Brand
5449 Research Drive Ganton, MI 48188

Manufactured by HORIBA Instruments Incorporated — Pointe Brand
5449 Research Drive, Canton, MI 46188

European Authorized Representative: c €
Qhslis 5.2,

Boulevard Général Wahis 53

1030 Brussels, BELGIUM

Tel: (32)2.732.58.54 Fax(32)2.7326003 email: mal@obelis.net

[:j:] /-(al: Odczynniki Pointe sa certyfikowane

2 zgodnie z okreslonymi parametrami.
Kazdy odczynnik Pointe, ktory nie
spelnia  specyfikacii w  podanym
terminie waznosci, zostanie
natychmiast | bezplatnie wymisniony.

Symbele,

m ZUyE do (YYYY-MM-DD) [LOT yumer LoT Numer katalogowy
d Producent i Zakres temperatur m[:'] Zapoznaj sie Z infrukclg uZytkowania

("D | yyiacznie do diagnostyki fn vitro - Rx Only; Wylacanie do profesjonalinege wytku

Rey 1123  P803-ATI64-560
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