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1. Przeznaczenie

Piccolo® AmLyte 13 stosowany w polaczeniu z analizatorem biochemicznym Piccolo Xpress® stuzy do ilosciowego oznaczania in
vitro aminotransferazy alaninowej (ALT), albuminy, amylazy, aminotransferazy asparaginianowej (AST), wapnia, biatka C-
reaktywnego (CRP), kinazy kreatynowej, kreatyniny, glukozy, potasu, sodu, bilirubiny catkowitej i azotu mocznikowego we krwi
(BUN) we krwi pelnej pobranej z uzyciem heparynianu litu, osoczu pobranym z uzyciem heparynianu litu lub surowicy, w
laboratoriach klinicznych lub podczas badan przyt6zkowych. Metoda oznaczania CRP firmy Abaxis nie jest przeznaczona do
analiz CRP wymagajacych duzej czulosci.

2. Podsumowanie i objasnienie testow

Piccolo AmLyte 13 wraz z analizatorem biochemicznym Piccolo Xpress stanowig system do diagnostyki in vitro utatwiajacy
lekarzom diagnozowanie nastgpujacych chorob i stanéw fizjologicznych:

Aminotransferaza alaninowa (ALT): Choroby watroby, w tym wirusowe zapalenie oraz marsko$¢ watroby.
Albumina: Choroby watroby i nerek.

Amylaza: Zapalenie trzustki.

Aminotransferaza asparaginianowa (AST): Choroby watroby, w tym zapalenie oraz zo6ttaczka wirusowa, wstrzas.
Wapn: Choroby przytarczyc, kosci i przewlekte choroby nerek; tezyczka.

Biatko C-reaktywne (CRP): Zakazenie, obrazenia tkanek i choroby zapalne.

Kinaza kreatynowa: Zawal serca, postgpujaca dystrofia migsniowa, zapalenie skorno-mig¢sniowe,

rabdomioliza spowodowana przyjeciem leku, hiperosmolarno$¢, choroba
autoimmunologiczna, majaczenie drzenne, drgawki, zespot zmiazdzenia,
niedoczynno$¢ tarczycy, chirurgia, intensywny wysitek fizyczny, zastrzyk
domigs$niowy, nieaktywnos$¢ fizyczna, zmniejszona masa mi¢sniowa.

Kreatynina: Choroby nerek oraz monitorowanie dializy nerek.

Glukoza: Zaburzenia metabolizmu weglowodandw, w tym cukrzyca oraz hipoglikemia u
0s6b dorostych i dzieci.

Potas: Choroba kigbuszkow lub kanalikow nerkowych, niedoczynno$¢ kory nadnerczy,

cukrzycowa kwasica ketonowa, zbyt intensywne dozylne podawanie potasu w
celach leczniczych, sepsa, wielohormonalna niedoczynnos¢ przysadki, hemoliza
in vitro, hiperaldosteronizm, niedozywienie, hiperinsulinizm, zasadowica
metaboliczna, zaburzenia zotadkowo-jelitowe.

Sod: Odwodnienie, moczoéwka prosta, utrata hipotonicznych ptynéw zotadkowo-
jelitowych, zatrucie solami, selektywne obniZenie uczucia pragnienia, ubytki tkanki
skornej, oparzenia, potliwos¢, hiperaldosteronizm, choroby osrodkowego uktadu
nerwowego, hiponatremia zwigzana z rozcienczeniem lub niedoborem sodu oraz
hiponatremia z zaburzeniami urojeniowymi, a takze zaburzenia wydzielania

hormonu ADH.

Bilirubina catkowita: Zaburzenia pracy watroby, w tym zapalenie watroby oraz niedroznos¢ pecherzyka
z6kciowego, zottaczka.

Azot mocznikowy we krwi (BUN): Choroby nerek i zaburzenia metaboliczne.

Tak jak w przypadku kazdego badania diagnostycznego przed postawieniem ostatecznej diagnozy nalezy uwzglednic¢
wszystkie pozostale badania wraz ze stanem klinicznym pacjenta.
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3. Zasada procedury

Aminotransferaza alaninowa (ALT)

Aminotransferaze¢ alaninowa (ALT) oznaczono trzema metodami. Dwie z tych metod — metoda kolorymetryczna z reakcja
sprzezong z udziatem dinitrofenylohydrazyny' oraz oznaczenie enzymatyczne z wykorzystaniem fluorescencji — sg rzadko
uzywane.> Metoda enzymatyczna oparta na opracowaniach Wroblewskiego 1 LaDue” jest najcze$ciej stosowang technikg
oznaczania st¢zen aminotransferazy alaninowej (ALT) w surowicy. Modyfikowang procedur¢ Wroblewskiego i LaDue
zaproponowano jako zalecang przez organizacj¢ International Federation of Clinical Chemistry, IFCC (Migdzynarodowa
Federacja Chemii Kliniczne;j).’

Metoda stosowana w analizatorach Piccolo jest modyfikacjg procedury zalecanej przez federacj¢ IFCC. W tej reakcji zwiazek
ALT katalizuje przeniesienie grupy aminowej od L-alaniny do a-ketoglutaranu w celu utworzenia L-glutaminianu i pirogronianu.
Dehydrogenaza mleczanowa katalizuje konwersj¢ pirogronianu do mleczanu. Jednocze$nie czasteczka NADH utlenia si¢ do
czasteczki NAD", co przedstawiono w ponizszym schemacie reakcji.

ALT
L-alanina + a-ketoglutaran ——»  L-glutaminian + pirogronian
LDH
pirogronian + NADH+H" —— » mleczan + NAD+

Zmiana roznicy absorbancji dla dtugosci fal $wietlnych wynoszacych 340 nm i 405 nm jest spowodowana konwersja formy
NADH do NAD-~. Jest ona wprost proporcjonalna do ilosci zwiazku ALT w probee.

Albumina (ALB)

Weczesne metody stosowane do oznaczania albuminy to m.in. polegajace na frakcjonowaniu®’® oraz okre$laniu zawartosci
tryptofanu w globulinach.>!° Metody te sg trudne w obstudze i nie charakteryzujg si¢ duzg specyficzno$cia. Za metody
referencyjne uwaza si¢ dwie techniki immunochemiczne, sg one jednak nieekonomiczne i czasochtonne.!! Do oznaczania
albuminy najczeSciej wykorzystuje si¢ techniki oparte na wigzaniu barwnikéw. W metodach z zastosowaniem wigzania
barwnikow najczgsciej uzywa si¢ zieleni bromokrezolowej (BCG), moze ona jednak powodowa¢ uzyskanie zbyt wysokiego
stezenia albuminy, szczegolnie przy dolnej wartosci granicznej prawidtowego zakresu.'? Najbardziej specyficznym ze
stosowanych barwnikéw jest purpura bromokrezolowa (BCP).!>!4

Purpura bromokrezolowa (BCP) po zwiazaniu z albuming zmienia barwe z zo6ttej na niebieska. Wraz ze zmiang barwy zmienia si¢
warto$¢ maksimum absorbancji.
$rodki powierzchniowo-czynne
BCP + albumina » kompleks BCP-albumina
pH kwasowe

[lo$¢ zwigzanej albuminy jest proporcjonalna do st¢zenia albuminy w probee. Jest to reakcja, dla ktorej w punkcie koncowym
oznacza si¢ roznic¢ w absorbancji przy diugosciach fal $wietlnych wynoszacych 600 nm i 550 nm.

Amylaza (AMY)

Opracowano okoto 200 roéznych testow do oznaczania amylazy. Wigkszo$¢ procedur wykorzystuje buforowany roztwor
polisacharydow, jednak stosowane sg w nich rézne techniki wykrywania. Metodom wiskozymetrycznym brakuje precyzji i
doktadnosci'®, natomiast w przypadku metod turbidymetrycznych i jodometrycznych wystepuja problemy ze standaryzacja.
Powszechnie uzywa si¢ metod sacharogenicznych i chromolitycznych. ,,Klasyczng” technika oznaczania amylazy jest metoda
sacharogeniczna'®, jest ona jednak trudna i czasochtonna.!® Ostatnio opracowano metody chromolityczne z zastosowaniem
p-nitrofenylo-glikozydow jako substratow.?’ Oznaczenia te charakteryzuje wieksza specyficzno$é¢ dla amylazy trzustkowej niz
amylazy $linowej, a ich monitorowanie jest tatwe.?

16,17

W metodzie Piccolo substrat, 2-chloro-p-nitrofenylo-a-D-maltotriozyd (CNPG3), reaguje z a-amylazg w probce od pacjenta,
uwalniajgc 2-chloro-p-nitrofenol (CNP). Uwalnianie CNP powoduje zmiang¢ barwy.

o-amylaza
CNPG3 » CNP + D-maltotriozyd

Reakcja jest oznaczana bichromatycznie przy dtugosciach fal $wietlnych wynoszacych 405 nm i 500 nm. Zmiana absorbancji
spowodowana powstaniem CNP jest wprost proporcjonalna do aktywnosci a-amylazy w probce.

Aminotransferaza asparaginianowa (AST)

Test aminotransferazy asparaginianowej (AST) opiera si¢ na metodzie opracowanej przez Karmena?! zmodyfikowanej przez
Bergmeyera.22 Aktualna metoda referencyjna wedlug organizacji International Federation of Clinical Chemistry, IFCC
(Migdzynarodowa Federacja Chemii Klinicznej) wykorzystuje technike Karmen/Bergmeyera polegajaca na sprze¢ganiu
dehydrogenazy jabtczanowej (MDH) i formy zredukowanej dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH) podczas
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wykrywania zwigzku AST w surowicy.2223 Na potrzeby reakcji dodawana jest dehydrogenaza mleczanowa (LDH), aby
zmniejszy¢ zaktocenia powodowane przez endogenny pirogronian.

Zwiazek AST katalizuje reakcj¢ L-asparaginianu i a-ketoglutaranu, w wyniku ktorej powstaje szczawiooctan i L-glutaminian.
Szczawiooctan jest konwertowany na jabtczan, a forma NADH jest utleniana do formy NAD" za pomoca katalizatora MDH.

AST
L-asparaginian + o-ketoglutaran ————p szczawiooctan + L-glutaminian
MDH
szczawiooctan + NADH p jablczan + NAD*

Wspotezynnik zmiany absorbancji przy dtugosci fal $wietlnych wynoszacej 340 nm/405 nm spowodowany przez konwersj¢
formy NADH do NAD" jest wprost proporcjonalny do ilosci zwigzku AST wystepujgcego w probee.

Wapn (CA)

Pierwsze metody stosowane do analizy wapnia polegaty na wytrgcaniu wapnia za pomocg nadmiaru anionow.**2¢ Metody wigzace
si¢ z wytracaniem sg pracochtonne i czgsto niedoktadne. Referencyjna metoda oznaczania wapnia jest atomowa spektroskopia
absorpcyjna, nie nadaje si¢ ona jednak do rutynowego stosowania.?” Najczesciej uzywa sie metod spektrofotometrycznych
wykorzystujacych kompleks o-krezoloftaleiny I (CPC) lub wskazniki arsenazo I1I metalochromowe.?8%-% Wskaznik arsenazo 11l ma
wysokie powinowactwo do wapnia i nie jest zalezny od temperatury, tak jak CPC.

Wapn w probkach od pacjentéw wiagze si¢ ze wskaznikiem arsenazo I, tworzac kompleks wapn-barwnik.
Ca?" + arsenazo 1l ——— kompleks Ca**-arsenazo 111

Pomiar dla reakcji przeprowadza si¢ w punkcie koncowym przy dlugosciach fal swietlnych wynoszacych 405 nm, 467 nm i 600
nm. [lo$¢ wapnia catkowitego w probcee jest proporcjonalna do absorbancji.

Bialko C-reaktywne (CRP)

Pierwsze oznaczenia ilosciowe biatka CRP byty przeznaczone przede wszystkim do celow badawczych i opieraly si¢ na
metodologii ELISA.*! Pozniej stosowano w tym celu metody immunonefelometryczne ze wzmocnieniem lateksem.*? Wymagajg
one jednak zastosowania nefelometru w celu pomiaru rozproszenia $wiatta. W ostatnich latach opracowano kilka
zautomatyzowanych oznaczen immunoturbidymetrycznych i immunoluminometrycznych, ktdre mozna przeprowadzaé¢ za pomoca
standardowych klinicznych analizatorow biochemicznych.*

Metoda stosowana przez firme¢ Abaxis jest to immunologiczne oznaczenie turbidymetryczne z zastosowaniem wzmocnionej
aglutynacji lateksowej. Probke miesza si¢ z zawiesinq mysich przeciwcial monoklonalnych przeciw ludzkiemu biatku CRP
zwigzanych z lateksem. Bialko CRP w probce wiaze si¢ z czqstkaml przemwmab lateks. Zachodzi aglutynacja powodujaca
zmgtnienie. Do oznaczenia ilosci biatka CRP wykorzystuje si¢ rozpraszanie Swiatta spowodowane zmgtnieniem. Stopien
zmgtnienia mierzy si¢ w postaci zmiany absorbancji przy dtugosci fal $wietlnych wynoszacej 630 nm. Zmiana absorbanc;ji jest
wprost proporcjonalna do iloéci biatka CRP w probce.

czastki przeciwciato anty-CRP/lateks + CRP ——® zaglutynowane biatka CRP z czastkami przeciwciato anty-CRP/lateks

Kinaza kreatynowa (CK)

Kinaza kreatynowa katalizuje odwracalng fosforylacj¢ kreatyny przez adenozynotrifosforan (ATP). Reakcji fosforylacji sprzyja
srodowisko zasadowe (optymalna warto$¢ pH wynosi 9,0), a reakcji defosforylacji sprzyja srodowisko kwasowe (w temperaturze
37°C optymalna warto$¢ pH wynosi 6,5). Wczesne metody oznaczania zwigzku CK oparte byty na ,,reakcji jednokierunkowe;”,
ktorej produktami jest fosforan kreatyny i adenozynodifosforan (ADP).3+3336 Czuto$¢ tych testow byla niska z powodu problemow
z zaktoceniami. Wybrana procedura wykorzystuje ,,reakcje odwrotng” sprze¢zona z reakcja, w ktorej powstaje zwigzek NADPH,
ktorego ilo$¢ jest bezposrednio zwigzana ze stezeniem CK 37383

Procedura oznaczenia CK zastosowana przez firm¢ Abaxis to modyfikowana wersja metody zalecanej przez organizacj¢ International
Federation of Clinical Chemistry, [FCC (Migdzynarodowa Federacja Chemii Klinicznej).** Kluczowe modyfikacje dotyczg utamka
objeto$ciowego probki, buforu i temperatury. W celu ponownego uaktywnienia zwigzku CK dodano N-acetylocysteing (NAC).*!
Jako dopetnienia dla zwigzku CK i heksokinazy uzyto magnezu. Jako stabilizator dla zwigzku NAC oraz w celu usunigcia roznych
kationow, takich jak wapn i zelazo, bedacych inhibitorami zwigzku CK dodano EDTA. Dodano takze P!, P>-di (adenozyno-
5’)pentafosforan oraz adenozynomonofosforan (AMP) w celu inhibicji kinazy adenylanowej, innego enzymu wystepujacego w
migsniach szkieletowych i erytrocytach, reagujacego z substratami uzywanymi w oznaczeniu zwigzku CK.

Kinaza kreatynowa katalizuje powstawanie kreatyny i ATP w reakc;ji fosforanu kreatyny i ADP w srodowisku o odczynie pH 6,7.
W wyniku katalizowanej przez heksokinaze reakcji ATP z D-glukoza powstaje ADP oraz D-glukozo-6-fosforan (G-6-P), ktory
reaguje z fosforanem dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADP) w obecnosci dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowe;j
(G-6-PDH). W wyniku tej reakcji powstaja zwiazki G-6-P i NADPH.
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CK
fosforan kreatyny + ADP —— & kreatyna + ATP
Mg2+

heksokinaza
ATP + D-glukoza » ADP + G-6-P

G-6-PDH
G-6-P + NADP »  6-fosfoglukonian + NADPH + H*

[los¢ powstalego zwigzku NADPH oznacza si¢ na podstawie zmiany absorbancji przy dtugosci fal $wietlnych wynoszacej 340 nm
wzgledem dtugosci fal swietlnych wynoszacej 405 nm. Ta zmiana absorbancji jest wprost proporcjonalna do aktywnosci kinazy
kreatynowej w probce.

Kreatynina (CRE)

Metoda Jaffe'a, zastosowana po raz pierwszy w roku 1886, nadal jest powszechnie stosowana w celu oznaczania poziomow
kreatyniny we krwi. Aktualna metoda referencyjna taczy wykorzystanie ziemi fulerskiej (ziemi bielacej) w polaczeniu z technika
Jaffe'a w celu zwiekszenia specyficznosci reakcji.*** Opracowano tez metody enzymatyczne, ktore sg bardziej specyficzne dla
kreatyniny od roznych modyfikacji techniki Jaffe'a.*#>4® W metodach wykorzystujacych enzym — amidohydrolaze kreatyniny
— zlikwidowano problem zwigzany z zaktdceniami ze strony jonéw amonowych, wystepujacy w przypadku technik z
zastosowaniem iminohydrolazy kreatyniny.*/

amidohydrolaza kreatyniny
kreatynina + H20 » kreatyna

amidynohydrolaza kreatynowa
kreatyna + H20 » sarkozyna + mocznik

oksydaza sarkozynowa
sarkozyna + H20 + Oz p glicyna + formaldehyd + H202

peroksydaza
H202 + TBHBA + 4-AAP ———— » czerwony barwnik (chinonoimina) + H.O

Do oznaczenia st¢zenia kreatyniny w probee uzywa si¢ dwoch kuwet. Endogenng kreatyng oznacza si¢ w kuwecie do oznaczenia
zerowego, a nastepnie odejmuje od sumy kreatyny endogennej i kreatyny utworzonej w reakcjach enzymatycznych w kuwecie
testowej. Po wyeliminowaniu kreatyny endogennej z obliczen, stgzenie kreatyniny jest proporcjonalne do intensywnosci
otrzymanego koloru czerwonego. Pomiar dla reakcji przeprowadza si¢ w punkcie konicowym. Jest to roznica absorbancji przy
dhugosciach fal §wietlnych wynoszacych 550 nm i 600 nm.

Warto$¢ eGFR (obliczona)

Kreatyning w surowicy oznacza si¢ rutynowo jako wskaznik czynnosci nerek. Poniewaz na st¢zenie kreatyniny ma wplyw wiek,
pte¢ i pochodzenie etniczne, przewlektej choroby nerek (CKD — Chronic Kidney Disease) mozna nie wykry¢, oznaczajac
wylacznie kreatyning w surowicy. Dlatego w ramach programu National Kidney Disease Education Program (Narodowy Program
Edukacji Chorob Nerek) zdecydowanie si¢ zaleca, aby w przypadku oznaczania kreatyniny w surowicy u pacjentow w wieku lat
18 i starszych laboratoria rutynowo zgtaszaty szacowang wielkosc¢ filtracji kigbuszkowej (eGFR). Rutynowe zglaszanie wartosci
eGFR wraz z wszystkimi oznaczeniami kreatyniny ulatwia laboratoriom identyfikacj¢ 0sob z ostabiong czynnoscig nerek oraz
wykrywanie choroby CKD. Obliczone wartosci eGFR wynoszace < 60 ml/min wiaza si¢ zazwyczaj z podwyzszonym ryzykiem
wystepowania choroby CKD.

Obliczenia wartosci eGFR w systemie Piccolo przeprowadza si¢, uwzgledniajac wiek, pte¢ i pochodzenie etniczne pacjenta.
Metoda oznaczania kreatyniny w systemie Piccolo jest monitorowana wzgledem metody referencyjnej IDMS dla kreatyniny,
dlatego w celu obliczenia warto$ci eGFR mozna uzy¢ ponizszego rownania MDRD.

GFR (ml/min/1,73 m?) = 175 x (Ser) "1%* x (wiek) % x (0,742 dla kobiet) x (1,212 dla afroamerykanow)

Glukoza (GLU)

Oznaczanie st¢zenia glukozy poczatkowo przeprowadzano, uzywajac metod polegajacych na redukcji miedzi (np. metody Folin-
Wu®® i Somogyi-Nelson**), Brak specyficznosci tych technik doprowadzit do opracowania procedur oznaczania ilosciowego
przy uzyciu enzymow — heksokinazy i oksydazy glukozowe;j. Test stuzacy do oznaczania glukozy przeprowadzany za pomoca u
AmLyte 13 to modyfikowana wersja metody wykorzystujacej heksokinaze, ktora zaproponowano jako podstawe referencyjnej
metody oznaczania glukozy.>!
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W wyniku reakeji glukozy z adenozynotrifosforanem (ATP), katalizowanej przez heksokinaze (HK), powstaje glukozo-6-fosforan
(G-6-P) oraz adenozynodifosforan (ADP). Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G-6-PDH) katalizuje reakcj¢ G-6-P, w
wyniku ktorej powstaje 6-fosfoglukonian oraz redukcj¢ dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NAD") do NADH.

heksokinaza
glukoza + ATP » G-6-P+ ADP

G-6-PDH
G-6-P + NAD" » 6-fosfoglukonian + NADH + H*

Potas (K*)

Metody spektrofotometryczne opracowano w celu zapewnienia mozliwos$ci oznaczania st¢Zenia potasu za pomocg standardowych
klinicznych urzqdzer’l do analizy biochemicznej. Metoda enzymatyczna opracowana przez firme¢ Abaxis opiera si¢ na aktywacji
kinazy pirogronianowej przy udziale potasu. Charakteryzu]e ja doskonata liniowos¢ i nieistotna podatno$¢ na substancje
endogenne.>?333 Zakldcenia powodowane przez ]ony sodowe i amonowe zminimalizowano poprzez dodanie odpowiednio
odczynnika Kryptofix oraz syntetazy glutaminowej.>

W sprzgzonej reakcji enzymatycznej kinaza pirogronianowa (PK) defosforyluje fosfoenolopirogronian (PEP), w wyniku czego
powstaje pirogronian. Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) katalizuje konwersje pirogronianu do mleczanu. Jednocze$nie
nastgpuje utlenienie formy NADH do formy NAD". Zmiana r6znicy absorbancji dla dtugoéci fal $wietlnych wynoszacych 340 nm
405 nm jest spowodowana konwersjg formy NADH do NAD". Jest ona wprost proporcjonalna do ilosci potasu w probce.

K, PK
ADP + PEP » pirogronian + ATP

LDH
pirogronian + NADH + H* » mleczan + NAD*

Sod (NA™)

Opracowano metody kolorymetryczne i enzymatyczne, umozliwiajace oznaczanie stgzenia sodu za pomocg standardowych
klinicznych urzgdzen do analizy biochemicznej. %57 W reakcji enzymatycznej stosowanej przez firme Abaxis sod znajdujgcy sie
w probee aktywuje 3-galaktozydaze. Uaktywniony enzym katalizuje reakcj¢ rozktadu o-nitrofenylo-f3-D-galaktopiranozydu
(ONPGQG) na o-nitrofenol i galaktoze.

Na*
ONPG » o-nitrofenol + galaktoza
[-galaktozydaza

Bilirubina catkowita (TBIL)

Poziomy bilirubiny catkowitej oznaczano zwykle za pomoca testow wykorzystujacych diazowany kwas sulfanilowy.
Opracowano tez nowsza, bardziej specyficzng metode z zastosowaniem enzymu — oksydazy bilirubiny.®662 Oprocz
wykorzystania bardziej specyficznej metody testowej dla bilirubiny catkowitej, w analizatorach Piccolo zminimalizowano
fotodegradacj¢ analitu, poniewaz probke mozna podda¢ testom bezposrednio po pobraniu.

58,59

W procedurze wykorzystujacej enzym bilirubina jest utleniana przez oksydazg bilirubiny do biliwerdyny.

oksydaza bilirubiny
bilirubina + Oz » biliwerdyna + H.O

[los¢ bilirubiny oznacza si¢ jako roznicg absorbancji przy dtugosciach fal s$wietlnych wynoszacych 467 nm i 550 nm. Poczatkowa
absorbancj¢ dla reakeji, dla ktorej pomiar przeprowadza si¢ w punkcie koncowym, ustala si¢ przy uzyciu kuwety do oznaczenia
zerowego bilirubiny, a absorbancj¢ koficowa ustala si¢ przy uzyciu kuwety testowej z bilirubing. Ilo§¢ bilirubiny w probce jest
proporcjonalna do réznicy mi¢dzy poczatkowym i koncowym pomiarem absorbancji.

Azot mocznikowy we krwi (BUN)

Mocznik mozna oznacza¢ metoda bezposrednia lub posrednig. Reakcja z udzialem monooksymu diacetylu (jedyna bezposrednia
metoda oznaczania mocznika) jest czesto stosowana, jednak wymaga uzycia niebezpiecznych odczynnikow.%* Metody posrednie
polegaja na oznaczaniu amoniaku powstatego z mocznika. Zastosowanie w nich enzymu — ureazy — zwigkszylo specyficznosc¢
tych testow.** Amoniak jest oznaczany ilosciowo réznymi metodami, w tym za pomoca nessleryzacji (miareczkowania
acydymetrycznego), metodg Berthelota®*% oraz z wykorzystaniem sprzezonych reakcji enzymatycznych.?%® Podczas oznaczania
amoniaku za pomocg procedur Berthelota z uzyciem katalizatora uzyskuje si¢ jednak bledne wyniki.® Sprzezone reakcje
enzymatyczne sg szybkie, charakteryzuja si¢ duza specyficznoscia dla amoniaku i sg czgsto uzywane. Jedna z takich reakc;ji
zaproponowano jako potencjalng metode referencyjna.”
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W sprzezonej reakcji enzymatycznej ureaza hydrolizuje mocznik do amoniaku i ditlenku wegla. Po potaczeniu amoniaku
z o-ketoglutaranem i zredukowana forma dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH), enzym — dehydrogenaza

glutaminianowa (GLDH) — utlenia form¢ NADH do NAD".

ureaza
mocznik + HHO —— 3 2NH3 + CO»

GLDH

NH;s + a-ketoglutaran + NADH

» L-glutaminian + H.O + NAD"

Zmiana roznicy absorbancji dla dtugosci fal $wietlnych wynoszacych 340 nm i 405 nm jest spowodowana konwersja formy

NADH do NAD". Jest ona wprost proporcjonalna do ilosci mocznika w probce.

4. Zasada dzialania

Zasady i ograniczenia procedury opisano w podreczniku operatora analizatora biochemicznego Piccolo Xpress.

5. Opis odczynnikow

Odczynniki

Kazdy Piccolo AmLyte 13 CRP zawiera suche kulki odczynnikowe specyficzne dla okreslonego testu (opisane ponizej). W kazdym
dysku znajduje si¢ suchy odczynnik do proby zerowej probki (zawierajacy bufor, Srodki powierzchniowo czynne, substancije
pomocnicze i srodki konserwujace) przeznaczony do zastosowania podczas obliczania st¢zen aminotransferazy alaninowej (ALT),
albuminy (ALB), amylazy (AMY), aminotransferazy asparaginianowej (AST), wapnia (CA), biatka C-reaktywnego (CRP), kinazy
kreatynowej (CK), glukozy (GLU), potasu (K+), sodu (NA+), oraz azotu mocznikowego we krwi (BUN). W dysku znajduje si¢
specjalny odczynnik do oznaczenia zerowego, umozliwiajacy obliczenie stezenia kreatyniny (CRE) i bilirubiny catkowitej (TBIL).
Kazdy dysk zawiera takze rozcienczalnik, w ktorego sktad wchodza srodki powierzchniowo czynne i srodki konserwujace.

Tabela 1: Odczynniki

Skladnik
Kwas 2,4,6-tribromo-3-hydroksybenzoesowy (TBHBA)
2-chloro-4-nitrofenylo-o-D-maltotriozyd (CNPG3)
4,7,13,16,21-pentaoksa-1,10-diazabicyklo[8.8.5]trikozan (Kryptofix 221)
Chlorowodorek 4-aminoantypiryny
Adenozyno-5’-difosforan
Adenozyno-5’-monofosforan
Adenozyno-5’-trifosforan
Amylaza
Lateks powleczony przeciwciatami przeciw ludzkiemu biatku CRP (mysimi)
Przeciwciata przeciw ludzkiemu biatku CRP (kozie)
Oksydaza askorbinowa (Cucurbita spp.)
Octan wapnia
Kwas cytrynowy, sol trisodowa
Amidynohydrolaza kreatynowa (Actinobacillus spp.)
Fosforan kreatyny
Amidohydrolaza kreatyniny (Pseudomonas spp.)
Kwas etylenoglikolo-bis(3-aminoetyloetero)-N,N,N’, N’ tetraoctowy (EGTA)
Kwas etylenodwuaminoczterooctowy (EDTA)
Glukoza
Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G6PDH) (drozdze)
Dehydrogenaza glutaminianowa
Syntetaza glutaminowa

Hosé¢/dysk

188 ng
52,5 ug
84 ug
13 pg
38 pg
33 pg

1T ng
0,0357U

268,8 ug
0,5 pg
03U
25,2 ug
567 ug
3U

122 ng
1U
4ug
191,1 pg
58 ug
0,1 U
0,1 U
02U
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Tabela 1: Odczynniki (cd.)

Skladnik Hos¢/dysk
Heksokinaza (drozdze) 02U
Imidazol 26 ug
Dehydrogenaza mleczanowa (serce kurze) 03U
Octan magnezu 60 pg
Siarczan magnezu 29 ng
Dehydrogenaza jabtczanowa (serce wieprzowe) 0,1 U
N-acetylocysteina 60 ug
o-nitrofenylo-B-D-galaktopiranozyd (ONPG) 22 ug
P1, P5di(adenozyno-5’)pentafosforan 0,2 pg
Peroksydaza (chrzanowa) 1U
Fosfoenolopirogronian 23 ug
Karboksylaza fosfoenolopirogronianowa 0,001 U
Szeséciocyjanozelazian potasu 0,4 pg
Kinaza pirogronianowa 0,01U
Oksydaza sarkozynowa (drobnoustroje) 1U
Cholan sodu 58 g
Laurylosiarczan sodu 145 ng
BSA z zablokowanymi grupami tiolowymi 420 ng
Dinukleotyd B-nikotynoamidoadeninowy (NAD) 20 pg
Zredukowana forma dinukleotydu B-nikotynoamidoadeninowego (NADH) 28 ug
Fosforan dinukleotydu -nikotynoamidoadeninowego (NADP) 101 pg
Ureaza (kanawalia mieczoksztattna) 0,05U
Kwas a-ketoglutarowy 19 pg
B-galaktozydaza 0,005 U

Bufory, $rodki powierzchniowo czynne, substancje pomocnicze i srodki konserwujace

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci
« Do diagnostyki in vitro

o Pojemnik z rozcienczalnikiem w dysku z odczynnikami jest otwierany automatycznie po zamknigciu szuflady analizatora.
Dysku z otwartym pojemnikiem z rozcienczalnikiem nie mozna uzywac ponownie. Przed zamknigciem szuflady nalezy si¢
upewni¢, ze w dysku umieszczono probke lub materiat kontrolny.

o Zuzyte dyski z odczynnikami zawieraja ludzkie plyny ustrojowe. Podczas obstugi dyskow oraz utylizacji zuzytych dyskow
nalezy przestrzega¢ dobrych praktyk laboratoryjnych zwigzanych z zapewnieniem bezpieczenstwa.* Instrukcje dotyczace
czyszczenia rozlanych ptynow niebezpiecznych biologicznie zawiera podrecznik operatora analizatora biochemicznego
Piccolo Xpress.

o Dyski z odezynnikami sg plastikowe i w przypadku upuszczenia moga pekna¢ lub si¢ wyszczerbi¢. W zadnym wypadku nie
wolno uzywac¢ dysku, ktéry upuszczono, gdyz mogloby to spowodowac przedostanie si¢ substancji niebezpiecznych
biologicznie do wngtrza analizatora.

e  Kulki odczynnikowe moga zawiera¢ kwasy lub substancje zrace. W przypadku przestrzegania zalecanych procedur operator
nie ma stycznosci z tymi kulkami. W sytuacji wymagajacej manipulowania kulkami (np. przy czyszczeniu po upuszczeniu i
peknieciu dysku z odezynnikami) nalezy unika¢ polykania, kontaktu ze skora oraz wdychania kulek odczynnikowych.

Instrukcje dotyczace postepowania z odczynnikami

Dyski z odczynnikami mozna uzywac bezposrednio po wyjeciu z lodowki, bez ich ogrzewania. Przed uzyciem dyskow nie nalezy
pozostawia¢ ich w szczelnie zamknigtych woreczkach foliowych (opakowaniach) w temperaturze pokojowej przez czas dtuzszy niz
48 godzin. Otworzy¢ woreczek foliowy, wyjac dysk i uzy¢ go zgodnie z instrukcjami przedstawionymi w podreczniku operatora
analizatora biochemicznego Piccolo Xpress. Dysk, ktorego nie uzyto w ciagu 20 minut od otwarcia woreczka, nalezy wyrzucic.

Przechowywanie
Dyski z odczynnikami nalezy przechowywac w szczelnie zamknigtych woreczkach, w ktorych zostaly dostarczone, w temperaturze
2-8°C (36—46°F). Nie naraza¢ otwartych ani zamknigtych dyskéw na bezposrednie dziatanie $wiatla stonecznego lub temperatur
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przekraczajacych 32°C (90°F). Dyski z odezynnikami mozna zuzy¢ do uptywu terminu waznosci podanego na opakowaniu. Termin
waznosci jest tez zakodowany w kodzie paskowym wydrukowanym na opasce. W przypadku przeterminowania odczynnikow na
ekranie analizatora biochemicznego Piccolo Xpress zostanie wyswietlony komunikat o bledzie.

Oznaki niestabilno$ci/pogorszenia wlasciwosci dysku z odczynnikami
Rozdarcie lub uszkodzenie woreczka w inny sposob moze umozliwi¢ przedostawanie si¢ wilgoci do nieuzywanego dysku oraz
spowodowac negatywny wptyw na dzialanie odczynnikéw. Nie nalezy uzywaé dysku z uszkodzonego woreczka.

6. Urzadzenie

Kompletne informacje dotyczace korzystania z analizatora oméwiono w Podrgczniku operatora analizatora biochemicznego
Piccolo Xpress.

7. Pobieranie i przygotowywanie probek
Techniki pobierania probek opisano w rozdziale ,,Pobieranie probek’ podrecznika operatora analizatora biochemicznego Piccolo xXpress.

e Minimalna wymagana objgtos¢ probki wynosi ~100 pl heparynizowanej krwi petnej, heparynizowanego osocza, surowicy
lub materiatu kontrolnego. Komora probki w dysku z odczynnikami moze zawiera¢ do 120 pl probki.

o  Probki krwi petnej pobranej przez naktucie zyty powinny by¢ jednorodne przed ich przeniesieniem do dysku z odczynnikami.
Tuz przed ich przeniesieniem nalezy kilkakrotnie delikatnie odwrdci¢ probowke z probka. Nie nalezy wytrzgsa¢ probowki z
probka, gdyz moze to spowodowac hemolize.

o  Probki krwi petnej nalezy pobiera¢ wylacznie poprzez naktucie zyly. Nie powinna to by¢ krew wtosniczkowa.

e Hemoliza moze zawyza¢ wyniki oznaczen potasu. Problem ten moze pozosta¢ niewykryty w przypadku analizy krwi pelnej
(uwolnienie potasu z zaledwie 0,5% erytrocytow moze zwigkszy¢ poziom potasu w surowicy o 0,5 mmol/l). Ponadto nawet
niezhemolizowane probki, ktdre nie zostang szybko przetworzone, moga zawiera¢ podwyzszone poziomy potasu z powodu
wewngtrzkomérkowego wycieku potasu.”!

o  Probki krwi petnej pobranej poprzez naktucie zyty nalezy przeanalizowaé w ciggu 60 minut od pobrania.”? Na stezenie
glukozy wplyw ma czas od ostatniego positku pacjenta oraz rodzaj pobranej probki. Aby doktadnie oznaczy¢ st¢zenie
glukozy, probki nalezy pobra¢ od pacjenta nieprzyjmujacego positkow od co najmniej 12 godzin. W nieodwirowanych
probkach przechowywanych w temperaturze pokojowej stezenie glukozy spada w tempie okoto 5-12 mg/dl na godzine.”

e Schlodzenie w lodowce probek krwi petnej moze spowodowaé znaczne zmiany st¢zen aminotransferazy
asparaginianowej, kreatyniny i glukozy.” Jesli probki nie mozna przeanalizowa¢ w ciggu 60 minut, mozna z niej oddzieli¢
osocze lub surowice i przechowywac je w zamknigtych probéwkach na probki w temperaturze 2—8°C (36—46°F).

e  Z probkami krwi petnej lub osocza nalezy uzywac¢ wylacznie prézniowych probowek do pobierania probek z heparynianem
litu (z zielong zatyczka). Z probkami surowicy nalezy uzywac préozniowych probek bez antykoagulantu (z czerwona
zatyczka) lub probowek do separacji surowicy (z czerwono-czarng zatyczka).

o Na wyniki oznaczen bilirubiny calkowitej niekorzystny wptyw moze mie¢ fotodegradacja.” Probki krwi petnej, ktorych nie
poddano niezwlocznej analizie, nalezy przechowywaé w ciemnym miejscu przez maksymalnie 60 minut. Jesli probki nie
mozna przeanalizowaé w tym czasie, nalezy z niej oddzieli¢ osocze lub surowice i umiesci¢ je w zamknigtej probowce na
probke w ciemnym miejscu, w niskiej temperaturze.”®

e  Test nalezy rozpocza¢ w ciggu 10 minut od przeniesienia probki do dysku z odczynnikami.

8. Procedura

Dostarczane materialy
e Jeden Piccolo AmLyte 13, PN: 400-1041 (pudetko dyskow, PN 400-0041)

Materialy wymagane, ale niedostarczane z produktem

e  Analizator biochemiczny Piccolo Xpress

e  Pipety do przenoszenia probek (o statej objetosci wynoszacej ok. 100 ul) i ich koncowki sa dostarczane z kazdym
analizatorem biochemicznym Piccolo Xpress. Mozna je tez zamawia¢ w firmie Abaxis.

e  Dostepne na rynku odczynniki kontrolne zalecane przez firme¢ Abaxis (w celu uzyskania informacji dotyczacych zatwierdzonym
materialow kontrolnych i oczekiwanych wartosci nalezy skontaktowac si¢ z dzialem pomocy technicznej firmy Abaxis).

o Licznik czasu
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Parametry testu

Analizator biochemiczny Piccolo Xpress mozna obstugiwaé w temperaturze otoczenia wynoszacej od 15°C do 32°C (59-90°F).
Czas analizy kazdego Piccolo AmLyte 13 wynosi mniej niz 14 minut. Dysk z odczynnikami na czas trwania oznaczenia jest
utrzymywany przez analizator w temperaturze 37°C (98,6°F).

Procedura testu
Kompletng procedurg pobierania probek oraz procedury obstugi krok po kroku opisano w podreczniku operatora analizatora
biochemicznego Piccolo Xpress.

Kalibracja

Analizator biochemiczny Piccolo Xpress jest kalibrowany przez producenta przed wysytka. Kod paskowy wydrukowany na
opasce zawiera wymagane przez analizator dane kalibracyjne specyficzne dla dysku. Patrz podrgcznik operatora analizatora
biochemicznego Piccolo Xpress.

Kontrola jakosci
Szczegotowe instrukcje dotyczace analizowania, rejestrowania, interpretacji i wykreslania wynikéw kontroli zawiera podrecznik
operatora analizatora biochemicznego Piccolo Xpress.

9. Wyniki

Analizator biochemiczny Piccolo Xpress automatycznie oblicza i drukuje stezenia analitow w probcee. Szczegdtowe informacije
dotyczace obliczen dla reakc;ji, dla ktorych przeprowadza si¢ pomiary w punkcie koncowym i pomiary kinetyczne, zawiera
podrecznik operatora analizatora biochemicznego Piccolo Xpress.

W podreczniku operatora opisano takze interpretacje wynikow. Wyniki sg drukowane na rolkach tasmy do wynikéw dostarczanych
przez firme¢ Abaxis. Tyt rolek tasm do wynikow jest samoprzylepny, aby utatwi¢ ich umieszczenie w dokumentacji pacjenta.

10. Ograniczenia procedury

Ogolne ograniczenia procedury omowiono o w podrgczniku operatora analizatora biochemicznego Piccolo Xpress.

e Jedynym antykoagulantem zalecanym do stosowania z analizatorem biochemicznym Piccolo Xpress jest heparynian litu.
Firma Abaxis przeprowadzila badania, ktore wykazaly, ze EDTA, fluorki, szczawiany oraz wszystkie antykoagulanty

zawierajace jony amonowe koliduja z co najmniej jednym zwigzkiem chemicznym znajdujacym si¢ w Piccolo AmLyte 13.

e Wyniki dla probek z hematokrytem przekraczajacym 62—65% objgtosci skoagulowanych krwinek czerwonych (utamek objetosciowy
wynoszacy 0,62—0,65) moga by¢ nieprawidlowe. Probki o wysokim hematokrycie moga by¢ zgtaszane jako zhemolizowane. Probki
te mozna odwirowa¢ w celu oddzielenia osocza, a nastgpnie ponownie przeanalizowa¢ w nowym dysku z odczynnikami.

e CRP to biatko ,,fazy ostrej” powstajace w sposob niespecyficzny w reakcji na stan zapalny. Roznice stgzen biatka C-reaktywnego
u poszczegodlnych osob sg znaczne (od 30 do 60%). Nalezy to uwzgledni¢ podczas interpretacji wynikow.”” W celu oceny
faktycznej warto$ci Sredniej biatka C-reaktywnego u okreslonej osoby moga by¢ wymagane seryjne oznaczenia tego zwigzku.

e Przeciwciata HAMA (ludzkie przeciwciata przeciwko antygenom mysim) w stezeniu do 115 ng/ml nie zakldocaja oznaczenia.
Probki od pacjentdéw przyjmujacych preparaty z mysimi monoklonalnymi przeciwciatami w celach diagnostycznych lub
terapeutycznych moga zawiera¢ przeciwciata HAMA.

e  Czynnik reumatoidalny w stezeniu do 644 U/ml nie zakldca oznaczenia.
e W oznaczeniu tym nie zaobserwowano efektu wysokiej dawki (efektu haka) przy stezeniach biatka CRP wynoszacych do 1000 mg/1.

e Kazdy uzyskany w okreslonym tescie wynik przekraczajacy zakres dopuszczalny dla oznaczenia nalezy
przeanalizowaé za pomoca innej zatwierdzonej metody lub wysla¢ do innego laboratorium. Nie nalezy rozciencza¢
probki i analizowa¢ jej ponownie za pomoca analizatora biochemicznego Piccolo Xpress.

Ostrzezenie: Doktadne testy analizatora biochemicznego Piccolo Xpress wykazaly, ze w bardzo rzadkich przypadkach
probki umieszczone w dysku z odczynnikami mogg nie sptywaé rownomiernie do komory probki. Z powodu
nierownomiernego przeptywu przeanalizowana moze zosta¢ niewlasciwa ilo$¢ probki. Z tego powodu czgsé
wynikow moze przekraczac referencyjne zakresy wartosci. Probke taka mozna przeanalizowa¢ ponownie za
pomoca nowego dysku z odczynnikami.

Zaklocenia
Przetestowano rézne substancje mogace zaklocac¢ oznaczenia analitow. Przygotowano pule surowicy ludzkiej. Badane stezenie
poszczegoblnych potencjalnych substancji zaktocajacych oparto na poziomach testowych podanych w dokumencie CLSI EP7-A."
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‘Wplyw substancji endogennych

e Fizjologiczne stany zaktocajace (hemoliza, zottaczka i lipemia) powoduja zmiany zglaszanych stgzen niektorych analitow. U
dotu kazdej karty wynikéw drukowane sa wskazniki dla probek informujace operatora o poziomach substancji zaklocajacych
wystepujacych w kazdej probee.

e  Analizator biochemiczny Piccolo Xpress pomija wszystkie wyniki, na ktore wptywa zaktdcenie o wartosci > 10%
spowodowane hemoliza, lipemig lub zottaczka. Na rolce taSmy do wynikéw w miejscu wyniku nanoszony jest odpowiednio
tekst ,,HEM”, ,,LIP” lub ,ICT”.

e W przypadku metody oznaczania bialka CRP poziomy substancji endogennych powodujacych pominigcie wynikow
i wygenerowanie oznaczenn HEM, LIP lub ICT to: 750 mg/dl dla hemoglobiny, 750 mg/dl dla lipoprotein oraz 35 mg/dl dla
bilirubiny.

e Oznaczenie potasu w systemie Piccolo wykorzystuje sprz¢zona reakcj¢ kinazy pirogronianowej (PK)/dehydrogenazy
mleczanowej (LDH). Dlatego w przypadku znacznych urazéw migsni lub znacznie podwyzszonych pozioméw kinazy
kreatynowej (CK), wyniki oznaczenia potasu (K+) w systemie Piccolo moga by¢ zawyzone. W takich przypadkach
niespodziewanie wysokie wyniki oznaczenia potasu nalezy potwierdzi¢ za pomoca innej metody.

e  Aby uzyska¢ informacje na temat maksymalnych pozioméw substancji endogennych, nalezy skontaktowac si¢ z dziatlem
pomocy technicznej firmy Abaxis.

‘Whplyw substancji egzogennych i terapeutycznych

Na podstawie zalecen Younga wybrano trzydziesci pig¢ substancji egzogennych i terapeutycznych potencjalnie zaktocajacych
metody testowe firmy Abaxis.” Znaczne zaklocenia zdefiniowano jako przesuniecie wyniku wigksze niz + 10% dla probki

w prawidlowym zakresie. Do pul surowicy ludzkiej dodano znane st¢zenia lekoéw lub substancji chemicznych, a nastgpnie
przeanalizowano uzyskane w ten sposob probki. Liste ocenianych substancji egzogennych i terapeutycznych przedstawiono
w tabeli 2. Liste analitow, dla ktérych zaobserwowano zaklécenia, przedstawiono w TABELI 3.

Tabela 2: Oceniane substancje egzogenne i terapeutyczne

Potencjalna substancja zaklécajaca Najwyzsze zbadane st¢zenie
(mg/dl, chyba Ze podano inaczej)

Acetaminofen 100
Acetylooctan 102
Kwas acetylosalicylowy 50
Ampicylina 30
Kwas askorbinowy 20
Kofeina 10
Cefalotyna (Keflin) 400
Chloramfenikol 100
Cymetydyna 16
Dopamina 19
Epinefryna 1
Erytromycyna 10
Glukoza* 700
Glutation 30
Kwas glikolowy* 7,6
Hydrochlorotiazyd 7,5
Hydroksymocznik* 0,7
Ibuprofen 50
Izoniazyd 4
a-Ketoglutaran 5
Ketoprofen 50
Lewodopa 5
Lidokaina 1
Mleczan litu 84
Metycylina 100
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Tabela 2: Oceniane substancje egzogenne i terapeutyczne (cd.)

Potencjalna substancja zaklécajaca

Najwyzsze zbadane st¢zenie
(mg/dl, chyba Ze podano inaczej)

Metotreksat 0,5
Metronidazol 5
Nafcylina 1
Nitrofurantoina 20
Oksacylina 1
Szczawiooctan 132
Penicylina G 100
Fenytoina (5,5-difenylohydantoina) 3
Prolina 4
Pirogronian 44
Rifampicyna 0,5
Kwas salicylowy 50
Sulfadiazyna 150
Sulfanilamid 50
Teofilina 20

Tabela 3: Dla ponizszych substancji wystapilo przesuniecie wyniku przekraczajace + 10 % dla prébek w prawidlowym
zakresie.

Stezenie, przy Zaobserwowane zaklocenie (%o)*

ktorym wystapilo
zaklécenie > 10%

Aminotransferaza alaninowa (ALT)

Kwas askorbinowy 20 11% wzr.*
Szczawiooctan 132 843% wazr.
Albumina (ALB)

Acetooctan 102 18% * spd.
Ampicylina 30 12% spd.
Kofeina 10 14% spd.
Chlorek wapnia 20 17% spd.
Cefalotyna (Keflin) 400 13% wazr.
Ibuprofen 50 28% wazr.
a-ketoglutarare 5 11% spd.
Nitrofurantoina 20 13% spd.
Prolina 4 12% wazr.
Sulfasalazyna 10 14% spd.
Sulfanilamid 50 12% spd.
Teofilina 20 11% spd.
Bialko C-reaktywne

Glutation 30 13% spd.
Izoniazyd 4 16% spd.
Lewodopa 5 28% spd.
Szczawiooctan 132 57% spd.
Kinaza kreatynowa

Cefalotyna 400 43% spd.
Dopamina 15 46% spd.
Lewodopa 5 13% spd.
Metotreksat 0,5 16% spd.
Nitrofurantoina 20 18% spd.
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Tabela 3: Dla ponizszych substancji wystapilo przesuniecie wyniku przekraczajace + 10 % dla prébek w prawidlowym
zakresie. (cd.)

Stezenie, przy Zaobserwowane zaklocenie (%o)*

ktorym wystapilo

zaklocenie > 10%
Kreatynina
Kwas askorbinowy 20 11% spd.
Dopamina 19 80% spd.
Lewodopa 5 71% spd.
Epinefryna 1 45% spd.
Glutation 30 13% spd.
Glukoza
Szczawiooctan 132 11% spd.
Pirogronian 44 13% spd.
Potas
Penicylina G 100 17% wzr.
Sulfadiazyna 150 12% spd.
Sad
Cefalotyna 400 12% wzr.
Metotreksat 0,5 11% wazr.
Penicylina G 100 10% wzr.
Aminotransferaza alaninowa (ALT)
Kwas askorbinowy 20 11% wzr.*
Szczawiooctan 132 843% wzr.

Bilirubina catkowita (TBIL)
Dopamina 19 55% spd.
Lewodopa 5 17% spd.

Aspd. = spadek stezenia okreslonego analitu; wzr. = wzrost stezenia okreslonego analitu

11. Oczekiwane wartosci

W celu okreslenia zakresow referencyjnych dla substancji: ALT, albuminy, amylazy, wapnia, kreatyniny, glukozy, bilirubiny
calkowitej i BUN uzyto tacznie 193 probek pobranych od dorostych mezczyzn i kobiet, ktore przeanalizowano za pomoca
biochemicznego analizatora krwi Piccolo. W celu okreslenia zakresu referencyjnego dla zwigzku AST uzyto tacznie 186 probek
pobranych od dorostych mezezyzn i kobiet. Aby okresli¢ zakresy referencyjne dla elektrolitow, przetestowano probki od 125-150
dorostych mezezyzn i kobiet, korzystajac z biochemicznego analizatora krwi Piccolo. W celu okreslenia zakresu referencyjnego
dla biatka CRP zbadano probki od 69 dorostych me¢zczyzn i kobiet za pomoca analizatora biochemicznego Piccolo Xpress.
Zakresy dla elektrolitéw obliczono w oparciu 0 95% przedziat referencyjny oszacowany na podstawie taczonych (wszystkich)
warto$ci uzyskanych dla osob badanych. Zakres dla biatka CRP oparto na mozliwosci przeniesienia zakreséw ustalonych dla
metody Beckmana.®® Zakresy te majg jedynie charakter pogladowy. Zaleca sie ustalenie w placowce zakresow prawidtowych dla
okreslonej populacji pacjentow.

Tabela 4: Zakresy referencyjne dla systemu Piccolo

Analit Jednostki tradycyjne Jednostki ukladu SI
Aminotransferaza alaninowa (ALT) 1047 U/ 1047 U/
Albumina (ALB) 3,3-5,5 g/dl 33-55 g/l

Amylaza (AMY) 14-97 U/l 14-97 U/l
Aminotransferaza asparaginianowa (AST) 11-38 U/l 11-38 U/l

Wapn (CA) 8,0-10,3 mg/dl 2,00-2,58 mmol/l
Bialko C-reaktywne <7,5mg/l <7,5mg/l
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Tabela 4: Zakresy referencyjne dla systemu Piccolo (cd.)

Analit Jednostki tradycyjne Jednostki ukladu SI
Kinaza kreatynowa (kobiety) 30-190 U/ 30-190 U/

Kinaza kreatynowa (mezczyzni) 39-380 U/l 39-380 U/l
Kreatynina 0,6-1,2 mg/dl 53-106 pmol/l
Glukoza 73-118 mg/dl 4,1-6,6 mmol/l
Potas 3,6-5,1 mmol/l 3,6-5,1 mmol/l

Sod 128-145 mmol/l 128-145 mmol/l
Bilirubina calkowita (TBIL) 0,2-1,6 mmol/l 3,4-27,4 mmol/l
Azot mocznikowy we krwi (BUN) 7-22 mg/dl 2,5-7,9 mmol/l

12. Charakterystyka robocza
Liniowos¢
Wriasciwosci chemiczne kazdego analitu s3 liniowe w zakresie dynamicznym podanym ponizej, gdy analizator biochemiczny Piccolo

Xpress jest obstugiwany zgodnie z zalecang procedurg (patrz podrgcznik operatora analizatora biochemicznego Piccolo Xpress).

Tabela 5: Zakresy dynamiczne w systemie Piccolo

Analit Jednostki tradycyjne Jednostki ukladu SI
Aminotransferaza alaninowa (ALT) 5-2000 U/1 5-2000 U/1
Albumina (ALB) 1-6,5 g/dl 10-65 g/l
Amylaza (AMY) 5-4000 U/l 5-4000 U/
Aminotransferaza asparaginianowa (AST) 5-2000 U/l 5-2000 U/1
Wapn 4,0-16,0 mg/dl 1,0-4,0 mmol/l
Bialko C-reaktywne 5,0-200,0 mg/1 5,0-200,0 mg/1
Kinaza kreatynowa 5-5000 U/1 5-5000 U/1
Kreatynina 0,2-20 mg/dl 18-1768 pumol/l
Glukoza 10-700 mg/dl 0,6-38,9 mmol/l
Potas 1,5-8,5 mmol/l 1,5-8,5 mmol/l
Sod 110-170 mmol/l 110-170 mmol/l
Bilirubina calkowita (TBIL) 0,1-30 mmol/1 1,7-513 mmol/l
Azot mocznikowy we krwi (BUN) 2—-180 mgy/dl 0,7-64,3 mmol/l

Jesli stgzenie analitu przekracza zakres pomiarowy (dynamiczny), ale jest mniejsze od limitu zakresu systemowego, na rolce
tasmy z danymi przy goérnym limicie pojawi si¢ znak ,,>” oraz gwiazdka po liczbie, np. GLU > 700* U/I. Jesli jest ono nizsze od
zakresu dynamicznego, wydrukowany zostanie znak ,,<” oraz gwiazdka, np. GLU < 10* U/l. W przypadku warto$ci znacznie
przekraczajacych zakres pomiarowy (systemowy), zamiast wyniku wydrukowany zostanie znak ,,~~~". Za kazdym razem gdy na
rolce tasmy z danymi pojawia si¢ znak ,,~~~", nalezy pobra¢ nowa probke i ponownie przeprowadzic test. Jesli wyniki dla drugiej
probki zostang znowu pominigte, nalezy zadzwoni¢ do dziatu obstugi technicznej firmy Abaxis.

Czulos¢

Dolne limity zglaszanego (dynamicznego) zakresu poszczegdlnych analitow: aminotransferaza alaninowa — 5 U/l; albumina — 1
g/dl (10 g/l); amylaza — 5 U/l; aminotransferaza asparaginianowa — 5 U/l; wapn — 4,0 mg/dl (1,0 mmol/l); biatko C-reaktywne —
5,0 mg/l; kinaza kreatynowa — 5 U/I; kreatynina — 0,2 mg/dl (18 umol/l); glukoza — 10 mg/dl (0,6 mmol/l); potas — 1,5 mmol/l; s6d
— 110 mmol/1; bilirubina catkowita — 0,1 mg/dl (1,7 umol/l); azot mocznikowy we krwi — 2,0 mg/dl (0,7 mmol/l).

Precyzja

Badania precyzji przeprowadzono na podstawie wytycznych CLSI EP5-A 8! Modyfikacje oparto na dokumencie CLSI EP18-A%
dla urzadzen do wykorzystania modutowego. Precyzj¢ w obrebie serii i calkowitg okreslono, uzywajac dostepnych na rynku
materialow kontrolnych o dwoch poziomach, a w przypadku potasu dwoch poziomoéw pul osocza. Badania przeprowadzono z
uzyciem wielu analizatoréw. W przypadku oznaczenia elektrolitow uzyto dwoch serii dyskow z odczynnikami, a w przypadku
oznaczenia biatka C-reaktwynego — jednej serii. Testy kinazy kreatynowej, kreatyniny, glukozy, sodu i azotu mocznikowego
przeprowadzono w jednej placowcee. Testy potasu przeprowadzono w dwoch placéwkach w ciagu 20 dni. Testy biatka C-
reaktywnego (1 surowica, poziom 1 materiatu kontrolnego, poziom 2 materiatu kontrolnego) przeprowadzono w dwoch
placowkach w okresie pi¢ciu dni. Surowice 2 i 3 oraz osocza 1 i 2 przebadano pod katem biatka C-reaktywnego w jedne;j
placéwcee w ciggu pigciu dni. Badanie potasu przeprowadzono w osrodku zwolnionym z obowigzku CLIA, wykorzystujac trzy
analizatory, jedna seri¢ krazkow z odczynnikami i dwoch operatorow w ciagu pigciu dni.
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Wyniki badan precyzji przedstawiono w tabeli 6.

Tabela 6: Precyzja

Analit Wielkos$¢ probki W obrebie serii Catkowita
Aminotransferaza alaninowa
n N=280
Poz. 1 mat. kontrolnego
Srednia 21 21
SD 2,76 2,79
%CV 13,4 13,5
Poz. 2 mat. kontrolnego
Srednia 52 52
SD 2,70 3,25
%CV 5,2 6,2
Albumina (g/dl) N=280
Poz. 1 mat. kontrolnego
Srednia 5,6 5,6
SD 0,009 0,11
%CV 1,7 2,1
Poz. 2 mat. kontrolnego
Srednia 3,7 3,7
SD 0,07 0,11
%CV 2,0 2,9
Amylaza (UN) N=280
Poz. 1 mat. kontrolnego
Srednia 46 46
SD 2,40 2,63
%CV 5,2 5,7
Poz. 2 mat. kontrolnego
Srednia 300 300
SD 11,15 11,50
%CV 3,7 3,8
Aminotransferaza asparaginianowa
n N=280
Poz. 1 mat. kontrolnego
Srednia 47 47
SD 0,98 1,84
%CV 2,1 3,9
Poz. 2 mat. kontrolnego
Srednia 145 145
SD 1,83 4,62
%CV 1,3 32
Wapn (mg/dl) N=280
Poz. 1 mat. kontrolnego
Srednia 8,6 8,6
SD 0,21 0,25
%CV 2.4 2,9
Poz. 2 mat. kontrolnego
Srednia 11,8 11,8
SD 0,39 0,40
%CV 3,3 34

Strona 14 z 22



Tabela 6: Precyzja (cd.)

Analit Wielkos$¢ probki W obrebie serii Catkowita
Bialko C-reaktywne (mg/1)
Surowica 1 N=280
Srednia 8,3 8,3
SD 0,70 0,81
%CV 8,4 9,8
Surowica 2 N=40
Srednia 8,1 8,1
SD 0,49 0,51
%CV 6,1 6,3
Surowica 3 N=40
Srednia 8,8 8,8
SD 0,54 0,54
%CV 6,2 6,2
Bialko C-reaktywne (mg/l)
Osocze 1 N=40
Srednia 34,5 34,5
SD 1,04 1,09
%CV 3,0 32
Osocze 2 N=40
Srednia 105,5 105,5
SD 2,06 2,30
%CV 1,9 2,2
Poz. 1 mat. kontrolnego N=280
Srednia 33,0 33,0
SD 1,21 2,12
%CV 3,7 6,4
Poz. 2 mat. kontrolnego N=280
Srednia 108,0 108,0
SD 1,88 3,14
%CV 1,7 2,9
Kinaza kreatynowa (U/l) N=120
Poz. 1 mat. kontrolnego
Srednia 134 134
SD 2,7 2,7
%CV 2,0 2,0
Poz. 2 mat. kontrolnego
Srednia 526 526
SD 7,7 7,7
%CV 1,5 1,5
Kreatynina (mg/dl) N=280
Poz. 1 mat. kontrolnego
Srednia 1,1 1,1
SD 0,14 0,14
%CV 12,5 13,1
Poz. 2 mat. kontrolnego
Srednia 5,2 5,2
SD 0,23 0,27
%CV 4.4 5,2
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Tabela 6: Precyzja (cd.)

Analit Wielkos$¢ probki W obrebie serii Catkowita
Glukoza (mg/dl) N=280
Poz. 1 mat. kontrolnego
Srednia 66 66
SD 0,76 1,03
%CV 1,1 1,6
Poz. 2 mat. kontrolnego
Srednia 278 278
SD 2,47 3,84
%CV 0,9 1,4
Potas (mmol/l)
Poz. 1 mat. kontrolnego N=150
Srednia 3,2 3,2
SD 0,09 0,11
(6\Y4 2.8 33
Poz. 2 mat. kontrolnego N =149
Srednia 6,2 6,2
SD 0,09 0,10
(6\Y 1,4 1,7
Pula Osocza 1 N=150
Srednia 3,2 3,2
SD 0,07 0,09
(O\Y4 2.3 2.9
Pula Osocza 2 N=150
Srednia 5,4 5.4
SD 0,09 0,10
Ccv 1,6 1,9
S6d (mmol/l) N=280
Poz. 1 mat. kontrolnego
Srednia 143,5 143,5
SD 2,28 2,28
%CV 1,6 1,6
Poz. 2 mat. kontrolnego
Srednia 120,0 120,0
SD 2,13 2,13
%CV 1,8 1,8
Bilirubina calkowita (mg/dl) N=280
Poz. 1 mat. kontrolnego
Srednia 0,8 0,8
SD 0,06 0,07
%CV 8,0 9,3
Poz. 2 mat. kontrolnego
Srednia 5,2 5,2
SD 0,09 0,15
%CV 1,7 2,8
Azot mocznikowy we krwi (mg/dl) N = 80
Poz. 1 mat. kontrolnego
Srednia 19 19
SD 0,35 0,40
%CV 1,9 2,1
Poz. 2 mat. kontrolnego
Srednia 65 65
SD 1,06 1,18
%CV 1,6 1,8
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Precyzja dla potasu we krwi pelnej

Testy precyzji dla krwi pelnej przeprowadzono w o$rodku zwolnionym z obowiazku CLIA przez dwoch operatorow
zwolnionych z obowigzku CLIA. W badaniu wykorzystano cztery analizatory Piccolo Xpress z 16 replikami na probke dla
czterech (4) §wiezych probek krwi petnej z heparyna litowa.

Table 7: Precyzja dla potasu we krwi pelnej

Potas (mmol/l) Wielkos¢ probki W obrebie serii  Calkowita
Krew petna 1 N=16
Srednia 3,9 3,9
SD 0,06 0,11
Ccv 1,6 2,8
Krew petna 2 N=16
Srednia 4.0 4.0
SD 0,11 0,14
CV 2,9 34
Krew petna 3 N=16
Srednia 4.0 4.0
SD 0,11 0,15
Ccv 28 3.9
Krew petna 4 N=16
Srednia 4,0 4,0
SD 0,11 0,13
CV 2,7 34

Pobrano probki heparynizowanej krwi petnej i surowicy, ktore oznaczono nast¢pnie za pomoca biochemicznego analizatora krwi
oraz metod porownawczych pod katem st¢zenia chlorkéw, kinazy kreatynowej, kreatyniny, glukozy, potasu, sodu, catkowitego
ditlenku wegla i azotu mocznikowego. Probki krwi petnej przeanalizowano za pomoca biochemicznego analizatora krwi Piccolo
w placéwkach w terenie, a probki surowicy przeanalizowano za pomocg tego analizatora oraz metod poréwnawczych. W
niektorych przypadkach uzyto probek suplementowanych na wysokim i niskim poziomie, aby uwzgledni¢ caty zakres
dynamiczny. W przypadku oznaczenia CRP probki heparynizowanego osocza zbadano za pomoca analizatora biochemicznego
Piccolo Xpress i metody poréwnawczej.

Reprezentatywne dane statystyczne dotyczace korelacji przedstawiono w tabeli 7.

Tabela 7: Korelacja analizy za pomoca biochemicznego analizatora krwi Piccolo lub analizatora biochemicznego Piccolo Xpress
(oznaczenie CRP) z metodami poréwnawczymi

Wspolezynnik  Nachy- Punkt SEE (Std. N Zakres Metoda
korelacji lenie przecigcia blad probki poréwnawcza
oszacowania)

Aminotransferaza 0,981 0,905 1,3 3,21 86 10-174 Paramax®
alaninowa (U/1) 0,985 0,946 -2,5 2,84 67 10-174 Technicon
Albumina (g/dl) 0,854 1,001 -0,3 0,22 261 1,1-5,3 Paramax

0,896 0,877 -0,1 0,21 100 1,5-5,0 Beckman

Amylaza (U/l) 0,979 0,692 -4,7 3,11 99 11-92 Paramax

0,963 1,065 4,1 3,47 80 19-118 Technicon

Aminotransferaza 0,93 0,87 5,3 2,76 159 13-111 Paramax

asparaginianowa (U/l) 1,0 0,97 3,0 1,9 46 13-252 DAX™

Wapn (mg/dl) 0,991* 0,990 -0,4 0,17 25 5,2-11,9 Paramax

0,673 0,742 1,8 0,22 81 8,1-9,9 Beckman

Bialko C-reaktywne (mg/l) 0,998 0,990 -0,4 4,6 113 5,4-198,6 Beckman

Kinaza kreatynowa (U/1) 0,967 1,194 -25 9,05 47 6-813 Cobas Fara®
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Kreatynina (mg/dl) 0,993 0,926 0,0 0,15 260 0,4-14,7 Paramax

0,987 0,866 0,1 0,16 107 0,4-7,5 Beckman
Glukoza (mg/dl) 0,987 1,009 -2,8 3,89 251 72-422 Paramax
0,997 0,943 1,2 4,69 91 56646 Beckman
Potas (mmol/l) 0,984 0,99 0,13 0,10 130 1,3-9,5 Siemens
Krew pelna VISTA
(laboratorium zwolnione) Osocze
Potas (mmol/l) 0,984 0,98 0,12 0,18 178 1,5-8,6 Siemens
Krew pelna VISTA
(umiarkowanie zlozone Osocze
laboratorium)
Potas (mmol/l) 0,990 0,98 0,06 0,14 178 1,4-8,5 Siemens
Serum VISTA
(umiarkowanie zlozone Surowica
laboratorium)
Séd (mmol/1) 0,937 0,782 27,7 3,79 113 116-154 Radiometr KNA 2
Bilirubina catkowita (mg/dl) 0,974 0,901 0,0 0,07 250 0,2-3,7 Paramax
0,980 1,113 -0,4 0,09 91 0,1-6,4 Beckman
Azot mocznikowy we krwi 0,964 0,923 0,5 1,08 251 6-52 Paramax
(mg/dl) 0,983 0,946 0,0 0,66 92 6-38 Beckman

Nalezy zauwazy¢, ze z przyczyn fizjologicznych surowica daje zazwyczaj wyzsze wyniki K+ niz krew pelna lub osocze.
Rdznica ta moze wynosi¢ od okoto 0,2 do 0,9 mmol/l i zalezy od wielu czynnikéw. Glowny efekt zalezy od liczby komorek
krwi obecnych w probcee pobranej od pacjenta.®

Tabela 8: Korelacja oznaczenia bialka CRP uwzgledniajaca typ prébki
W przypadku metody oznaczania biatka CRP w wyniku analizy regresji Deminga uwzgledniajacej typy probek uzyskano
nastgpujace wyniki (n = 21).

Punkt
(019 % 0s X R? Nachylenie przecigcia
Heparynizowane osocze Heparynizowana krew petna 1,000 0,995 0,2
Surowica Heparynizowana krew pelna 0,999 1,005 0,5
Surowica Heparynizowane osocze 0,999 1,010 0,3

Nie zaobserwowano znaczacych réznic migdzy wynikami oznaczania biatka CRP w heparynizowanej krwi petnej,
heparynizowanym osoczu i surowicy.
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13. Symbolika

%

Termin waznosci

o

Urzagdzenie do
diagnostyki in vitro

®

Nie wykorzystywacé
ponownie

[sN]

Numer seryjny

PN:

Numer czesci

Struktura kodu

Numer katalogowy

[T

Zapoznac sie z
instrukcja obslugi

Liczba urzadzen w
zestawie testowym

AN

Uwaga

Autoryzowany
przedstawiciel w
Unii Europejskiej

Niepowtarzalny

LOT

Kod partii

peed

Producent

BOX

Cykl produkcji

/ﬂ[ | cH [ReP|

Ograniczenia w Autoryzowany
zakresie temperatury przedstawiciel
w Szwajcarii

C€

Oznacza zgodnos¢ z
okreslonymi dyrektywami
europejskimi

2

Oddzielna zbiérka odpadow

kreskowego UDI w
standardowym
formacie Health
Industry Bar Code
(HIBC)

identyfikator urzadzenia dla wskazanego urzadzenia

w postaci czytelnej dla eletronicznego; Sprzet

czlowieka i maszyny, wyprodukowany /

uzywany do odpowiedniej wprowadzony do obrotu po 13

identyfikacji wyrobow sierpnia 2005 r.; Wskazuje na

medycznych podczas ich zgodnos$c¢ z art. 14 ust. 4

dystrybucji i uzytkowania dyrektywy 2012/19/UE (WEEE)
dla Unii Europejskiej (UE).
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