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1. Przeznaczenie 
 
PiccoloÒ AmLyte 13 stosowany w połączeniu z analizatorem biochemicznym Piccolo XpressÒ służy do ilościowego oznaczania in 
vitro aminotransferazy alaninowej (ALT), albuminy, amylazy, aminotransferazy asparaginianowej (AST), wapnia, białka C-
reaktywnego (CRP), kinazy kreatynowej, kreatyniny, glukozy, potasu, sodu, bilirubiny całkowitej i azotu mocznikowego we krwi 
(BUN) we krwi pełnej pobranej z użyciem heparynianu litu, osoczu pobranym z użyciem heparynianu litu lub surowicy, w 
laboratoriach klinicznych lub podczas badań przyłóżkowych. Metoda oznaczania CRP firmy Abaxis nie jest przeznaczona do 
analiz CRP wymagających dużej czułości.  
 
2. Podsumowanie i objaśnienie testów 
 
Piccolo AmLyte 13 wraz z analizatorem biochemicznym Piccolo Xpress stanowią system do diagnostyki in vitro ułatwiający 
lekarzom diagnozowanie następujących chorób i stanów fizjologicznych: 
 

Aminotransferaza alaninowa (ALT): Choroby wątroby, w tym wirusowe zapalenie oraz marskość wątroby. 
Albumina: Choroby wątroby i nerek. 
Amylaza: Zapalenie trzustki. 
Aminotransferaza asparaginianowa (AST): Choroby wątroby, w tym zapalenie oraz żółtaczka wirusowa, wstrząs. 
Wapń: Choroby przytarczyc, kości i przewlekłe choroby nerek; tężyczka. 
Białko C-reaktywne (CRP): Zakażenie, obrażenia tkanek i choroby zapalne. 
Kinaza kreatynowa: Zawał serca, postępująca dystrofia mięśniowa, zapalenie skórno-mięśniowe, 

rabdomioliza spowodowana przyjęciem leku, hiperosmolarność, choroba 
autoimmunologiczna, majaczenie drżenne, drgawki, zespół zmiażdżenia, 
niedoczynność tarczycy, chirurgia, intensywny wysiłek fizyczny, zastrzyk 
domięśniowy, nieaktywność fizyczna, zmniejszona masa mięśniowa. 

Kreatynina: Choroby nerek oraz monitorowanie dializy nerek. 
Glukoza: Zaburzenia metabolizmu węglowodanów, w tym cukrzyca oraz hipoglikemia u 

osób dorosłych i dzieci. 
Potas: Choroba kłębuszków lub kanalików nerkowych, niedoczynność kory nadnerczy, 

cukrzycowa kwasica ketonowa, zbyt intensywne dożylne podawanie potasu w 
celach leczniczych, sepsa, wielohormonalna niedoczynność przysadki, hemoliza 
in vitro, hiperaldosteronizm, niedożywienie, hiperinsulinizm, zasadowica 
metaboliczna, zaburzenia żołądkowo-jelitowe. 

Sód: Odwodnienie, moczówka prosta, utrata hipotonicznych płynów żołądkowo-
jelitowych, zatrucie solami, selektywne obniżenie uczucia pragnienia, ubytki tkanki 
skórnej, oparzenia, potliwość, hiperaldosteronizm, choroby ośrodkowego układu 
nerwowego, hiponatremia związana z rozcieńczeniem lub niedoborem sodu oraz 
hiponatremia z zaburzeniami urojeniowymi, a także zaburzenia wydzielania 
hormonu ADH. 

Bilirubina całkowita: Zaburzenia pracy wątroby, w tym zapalenie wątroby oraz niedrożność pęcherzyka 
żółciowego, żółtaczka. 

Azot mocznikowy we krwi (BUN): Choroby nerek i zaburzenia metaboliczne. 
 
 
Tak jak w przypadku każdego badania diagnostycznego przed postawieniem ostatecznej diagnozy należy uwzględnić 
wszystkie pozostałe badania wraz ze stanem klinicznym pacjenta. 
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3. Zasada procedury 
 
Aminotransferaza alaninowa (ALT) 
Aminotransferazę alaninową (ALT) oznaczono trzema metodami. Dwie z tych metod — metoda kolorymetryczna z reakcją 
sprzężoną z udziałem dinitrofenylohydrazyny1,2 oraz oznaczenie enzymatyczne z wykorzystaniem fluorescencji — są rzadko 
używane.3 Metoda enzymatyczna oparta na opracowaniach Wróblewskiego i LaDue4 jest najczęściej stosowaną techniką 
oznaczania stężeń aminotransferazy alaninowej (ALT) w surowicy. Modyfikowaną procedurę Wróblewskiego i LaDue 
zaproponowano jako zalecaną przez organizację International Federation of Clinical Chemistry, IFCC (Międzynarodowa 
Federacja Chemii Klinicznej).5 
 
Metoda stosowana w analizatorach Piccolo jest modyfikacją procedury zalecanej przez federację IFCC. W tej reakcji związek 
ALT katalizuje przeniesienie grupy aminowej od L-alaniny do α-ketoglutaranu w celu utworzenia L-glutaminianu i pirogronianu. 
Dehydrogenaza mleczanowa katalizuje konwersję pirogronianu do mleczanu. Jednocześnie cząsteczka NADH utlenia się do 
cząsteczki NAD+, co przedstawiono w poniższym schemacie reakcji. 
 
 ALT 

L-alanina + α-ketoglutaran L-glutaminian + pirogronian 
 
 LDH 

pirogronian + NADH + H+   mleczan + NAD+ 
 
Zmiana różnicy absorbancji dla długości fal świetlnych wynoszących 340 nm i 405 nm jest spowodowana konwersją formy 
NADH do NAD+. Jest ona wprost proporcjonalna do ilości związku ALT w próbce. 
 
Albumina (ALB)  
Wczesne metody stosowane do oznaczania albuminy to m.in. polegające na frakcjonowaniu6,7,8 oraz określaniu zawartości 
tryptofanu w globulinach.9,10 Metody te są trudne w obsłudze i nie charakteryzują się dużą specyficznością. Za metody 
referencyjne uważa się dwie techniki immunochemiczne, są one jednak nieekonomiczne i czasochłonne.11 Do oznaczania 
albuminy najczęściej wykorzystuje się techniki oparte na wiązaniu barwników. W metodach z zastosowaniem wiązania 
barwników najczęściej używa się zieleni bromokrezolowej (BCG), może ona jednak powodować uzyskanie zbyt wysokiego 
stężenia albuminy, szczególnie przy dolnej wartości granicznej prawidłowego zakresu.12 Najbardziej specyficznym ze 
stosowanych barwników jest purpura bromokrezolowa (BCP).13,14  
 
Purpura bromokrezolowa (BCP) po związaniu z albuminą zmienia barwę z żółtej na niebieską. Wraz ze zmianą barwy zmienia się 
wartość maksimum absorbancji.  
 środki powierzchniowo-czynne 

BCP + albumina  kompleks BCP-albumina 
 pH kwasowe 
 
Ilość związanej albuminy jest proporcjonalna do stężenia albuminy w próbce. Jest to reakcja, dla której w punkcie końcowym 
oznacza się różnicę w absorbancji przy długościach fal świetlnych wynoszących 600 nm i 550 nm.  
 
Amylaza (AMY)  
Opracowano około 200 różnych testów do oznaczania amylazy. Większość procedur wykorzystuje buforowany roztwór 
polisacharydów, jednak stosowane są w nich różne techniki wykrywania. Metodom wiskozymetrycznym brakuje precyzji i 
dokładności15, natomiast w przypadku metod turbidymetrycznych i jodometrycznych występują problemy ze standaryzacją.16,17 
Powszechnie używa się metod sacharogenicznych i chromolitycznych. „Klasyczną” techniką oznaczania amylazy jest metoda 
sacharogeniczna18, jest ona jednak trudna i czasochłonna.19 Ostatnio opracowano metody chromolityczne z zastosowaniem 
p-nitrofenylo-glikozydów jako substratów.20 Oznaczenia te charakteryzuje większa specyficzność dla amylazy trzustkowej niż 
amylazy ślinowej, a ich monitorowanie jest łatwe.20  
 
W metodzie Piccolo substrat, 2-chloro-p-nitrofenylo-a-D-maltotriozyd (CNPG3), reaguje z a-amylazą w próbce od pacjenta, 
uwalniając 2-chloro-p-nitrofenol (CNP). Uwalnianie CNP powoduje zmianę barwy.  
 
 a-amylaza 

CNPG3 CNP + D-maltotriozyd 
 
Reakcja jest oznaczana bichromatycznie przy długościach fal świetlnych wynoszących 405 nm i 500 nm. Zmiana absorbancji 
spowodowana powstaniem CNP jest wprost proporcjonalna do aktywności a-amylazy w próbce. 
 
Aminotransferaza asparaginianowa (AST) 
Test aminotransferazy asparaginianowej (AST) opiera się na metodzie opracowanej przez Karmena21 zmodyfikowanej przez 
Bergmeyera.22 Aktualna metoda referencyjna według organizacji International Federation of Clinical Chemistry, IFCC 
(Międzynarodowa Federacja Chemii Klinicznej) wykorzystuje technikę Karmen/Bergmeyera polegającą na sprzęganiu 
dehydrogenazy jabłczanowej (MDH) i formy zredukowanej dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH) podczas 
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wykrywania związku AST w surowicy.22,23 Na potrzeby reakcji dodawana jest dehydrogenaza mleczanowa (LDH), aby 
zmniejszyć zakłócenia powodowane przez endogenny pirogronian. 
 
Związek AST katalizuje reakcję L-asparaginianu i α-ketoglutaranu, w wyniku której powstaje szczawiooctan i L-glutaminian. 
Szczawiooctan jest konwertowany na jabłczan, a forma NADH jest utleniana do formy NAD+ za pomocą katalizatora MDH. 
 
 AST 

L-asparaginian + α-ketoglutaran szczawiooctan + L-glutaminian 
 
 MDH 

szczawiooctan + NADH jabłczan + NAD+ 
 
Współczynnik zmiany absorbancji przy długości fal świetlnych wynoszącej 340 nm/405 nm spowodowany przez konwersję 
formy NADH do NAD+ jest wprost proporcjonalny do ilości związku AST występującego w próbce. 
 
Wapń (CA)  
Pierwsze metody stosowane do analizy wapnia polegały na wytrącaniu wapnia za pomocą nadmiaru anionów.24,25,26 Metody wiążące 
się z wytrącaniem są pracochłonne i często niedokładne. Referencyjną metodą oznaczania wapnia jest atomowa spektroskopia 
absorpcyjna, nie nadaje się ona jednak do rutynowego stosowania.27 Najczęściej używa się metod spektrofotometrycznych 
wykorzystujących kompleks o-krezoloftaleiny I (CPC) lub wskaźniki arsenazo III metalochromowe.28,29,30 Wskaźnik arsenazo III ma 
wysokie powinowactwo do wapnia i nie jest zależny od temperatury, tak jak CPC.  
 
Wapń w próbkach od pacjentów wiąże się ze wskaźnikiem arsenazo III, tworząc kompleks wapń-barwnik.  
 

Ca2+ + arsenazo III kompleks Ca2+-arsenazo III 
 
Pomiar dla reakcji przeprowadza się w punkcie końcowym przy długościach fal świetlnych wynoszących 405 nm, 467 nm i 600 
nm. Ilość wapnia całkowitego w próbce jest proporcjonalna do absorbancji. 
 
Białko C-reaktywne (CRP) 
Pierwsze oznaczenia ilościowe białka CRP były przeznaczone przede wszystkim do celów badawczych i opierały się na 
metodologii ELISA.31 Później stosowano w tym celu metody immunonefelometryczne ze wzmocnieniem lateksem.32 Wymagają 
one jednak zastosowania nefelometru w celu pomiaru rozproszenia światła. W ostatnich latach opracowano kilka 
zautomatyzowanych oznaczeń immunoturbidymetrycznych i immunoluminometrycznych, które można przeprowadzać za pomocą 
standardowych klinicznych analizatorów biochemicznych.33 
 
Metoda stosowana przez firmę Abaxis jest to immunologiczne oznaczenie turbidymetryczne z zastosowaniem wzmocnionej 
aglutynacji lateksowej. Próbkę miesza się z zawiesiną mysich przeciwciał monoklonalnych przeciw ludzkiemu białku CRP 
związanych z lateksem. Białko CRP w próbce wiąże się z cząstkami przeciwciało-lateks. Zachodzi aglutynacja powodująca 
zmętnienie. Do oznaczenia ilości białka CRP wykorzystuje się rozpraszanie światła spowodowane zmętnieniem. Stopień 
zmętnienia mierzy się w postaci zmiany absorbancji przy długości fal świetlnych wynoszącej 630 nm. Zmiana absorbancji jest 
wprost proporcjonalna do ilości białka CRP w próbce. 
 
 cząstki przeciwciało anty-CRP/lateks + CRP zaglutynowane białka CRP z cząstkami przeciwciało anty-CRP/lateks 
 
Kinaza kreatynowa (CK)  
Kinaza kreatynowa katalizuje odwracalną fosforylację kreatyny przez adenozynotrifosforan (ATP). Reakcji fosforylacji sprzyja 
środowisko zasadowe (optymalna wartość pH wynosi 9,0), a reakcji defosforylacji sprzyja środowisko kwasowe (w temperaturze 
37oC optymalna wartość pH wynosi 6,5). Wczesne metody oznaczania związku CK oparte były na „reakcji jednokierunkowej”, 
której produktami jest fosforan kreatyny i adenozynodifosforan (ADP).34,35,36 Czułość tych testów była niska z powodu problemów 
z zakłóceniami. Wybrana procedura wykorzystuje „reakcję odwrotną” sprzężoną z reakcją, w której powstaje związek NADPH, 
którego ilość jest bezpośrednio związana ze stężeniem CK.37,38,39 
 
Procedura oznaczenia CK zastosowana przez firmę Abaxis to modyfikowana wersja metody zalecanej przez organizację International 
Federation of Clinical Chemistry, IFCC (Międzynarodowa Federacja Chemii Klinicznej).40 Kluczowe modyfikacje dotyczą ułamka 
objętościowego próbki, buforu i temperatury. W celu ponownego uaktywnienia związku CK dodano N-acetylocysteinę (NAC).41 
Jako dopełnienia dla związku CK i heksokinazy użyto magnezu. Jako stabilizator dla związku NAC oraz w celu usunięcia różnych 
kationów, takich jak wapń i żelazo, będących inhibitorami związku CK dodano EDTA. Dodano także P1, P5-di (adenozyno-
5’)pentafosforan oraz adenozynomonofosforan (AMP) w celu inhibicji kinazy adenylanowej, innego enzymu występującego w 
mięśniach szkieletowych i erytrocytach, reagującego z substratami używanymi w oznaczeniu związku CK. 
 
Kinaza kreatynowa katalizuje powstawanie kreatyny i ATP w reakcji fosforanu kreatyny i ADP w środowisku o odczynie pH 6,7. 
W wyniku katalizowanej przez heksokinazę reakcji ATP z D-glukozą powstaje ADP oraz D-glukozo-6-fosforan (G-6-P), który 
reaguje z fosforanem dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADP) w obecności dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej 
(G-6-PDH). W wyniku tej reakcji powstają związki 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+ 
 
Ilość powstałego związku NADPH oznacza się na podstawie zmiany absorbancji przy długości fal świetlnych wynoszącej 340 nm 
względem długości fal świetlnych wynoszącej 405 nm. Ta zmiana absorbancji jest wprost proporcjonalna do aktywności kinazy 
kreatynowej w próbce. 
 
Kreatynina (CRE) 
Metoda Jaffe'a, zastosowana po raz pierwszy w roku 1886, nadal jest powszechnie stosowana w celu oznaczania poziomów 
kreatyniny we krwi. Aktualna metoda referencyjna łączy wykorzystanie ziemi fulerskiej (ziemi bielącej) w połączeniu z techniką 
Jaffe'a w celu zwiększenia specyficzności reakcji.42,43 Opracowano też metody enzymatyczne, które są bardziej specyficzne dla 
kreatyniny od różnych modyfikacji techniki Jaffe'a.44,45,46 W metodach wykorzystujących enzym — amidohydrolazę kreatyniny 
— zlikwidowano problem związany z zakłóceniami ze strony jonów amonowych, występujący w przypadku technik z 
zastosowaniem iminohydrolazy kreatyniny.47 
 

 amidohydrolaza kreatyniny 
kreatynina + H2O kreatyna 

 
 amidynohydrolaza kreatynowa 

kreatyna + H2O sarkozyna + mocznik 
 

 
 oksydaza sarkozynowa 

sarkozyna + H2O + O2 glicyna + formaldehyd + H2O2 
 

 peroksydaza 
H2O2 + TBHBA + 4-AAP czerwony barwnik (chinonoimina) + H2O 

 
Do oznaczenia stężenia kreatyniny w próbce używa się dwóch kuwet. Endogenną kreatynę oznacza się w kuwecie do oznaczenia 
zerowego, a następnie odejmuje od sumy kreatyny endogennej i kreatyny utworzonej w reakcjach enzymatycznych w kuwecie 
testowej. Po wyeliminowaniu kreatyny endogennej z obliczeń, stężenie kreatyniny jest proporcjonalne do intensywności 
otrzymanego koloru czerwonego. Pomiar dla reakcji przeprowadza się w punkcie końcowym. Jest to różnica absorbancji przy 
długościach fal świetlnych wynoszących 550 nm i 600 nm. 
 
Wartość eGFR (obliczona) 
Kreatyninę w surowicy oznacza się rutynowo jako wskaźnik czynności nerek. Ponieważ na stężenie kreatyniny ma wpływ wiek, 
płeć i pochodzenie etniczne, przewlekłej choroby nerek (CKD — Chronic Kidney Disease) można nie wykryć, oznaczając 
wyłącznie kreatyninę w surowicy. Dlatego w ramach programu National Kidney Disease Education Program (Narodowy Program 
Edukacji Chorób Nerek) zdecydowanie się zaleca, aby w przypadku oznaczania kreatyniny w surowicy u pacjentów w wieku lat 
18 i starszych laboratoria rutynowo zgłaszały szacowaną wielkość filtracji kłębuszkowej (eGFR). Rutynowe zgłaszanie wartości 
eGFR wraz z wszystkimi oznaczeniami kreatyniny ułatwia laboratoriom identyfikację osób z osłabioną czynnością nerek oraz 
wykrywanie choroby CKD. Obliczone wartości eGFR wynoszące < 60 ml/min wiążą się zazwyczaj z podwyższonym ryzykiem 
występowania choroby CKD. 
 
Obliczenia wartości eGFR w systemie Piccolo przeprowadza się, uwzględniając wiek, płeć i pochodzenie etniczne pacjenta. 
Metoda oznaczania kreatyniny w systemie Piccolo jest monitorowana względem metody referencyjnej IDMS dla kreatyniny, 
dlatego w celu obliczenia wartości eGFR można użyć poniższego równania MDRD. 
GFR (ml/min/1,73 m2) = 175 x (Scr)-1,154 x (wiek)-0,203 x (0,742 dla kobiet) x (1,212 dla afroamerykanów) 
 
 
Glukoza (GLU) 
Oznaczanie stężenia glukozy początkowo przeprowadzano, używając metod polegających na redukcji miedzi (np. metody Folin-
Wu48 i Somogyi-Nelson49,50). Brak specyficzności tych technik doprowadził do opracowania procedur oznaczania ilościowego 
przy użyciu enzymów — heksokinazy i oksydazy glukozowej. Test służący do oznaczania glukozy przeprowadzany za pomocą u 
AmLyte 13 to modyfikowana wersja metody wykorzystującej heksokinazę, którą zaproponowano jako podstawę referencyjnej 
metody oznaczania glukozy.51 
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W wyniku reakcji glukozy z adenozynotrifosforanem (ATP), katalizowanej przez heksokinazę (HK), powstaje glukozo-6-fosforan 
(G-6-P) oraz adenozynodifosforan (ADP). Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G-6-PDH) katalizuje reakcję G-6-P, w 
wyniku której powstaje 6-fosfoglukonian oraz redukcję 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 możliwości oznaczania stężenia potasu za pomocą standardowych 
klinicznych urządzeń do analizy biochemicznej. Metoda enzymatyczna opracowana przez firmę Abaxis opiera się na aktywacji 
kinazy pirogronianowej przy udziale potasu. Charakteryzuje ją doskonała liniowość i nieistotna podatność na substancje 
endogenne.52,53,54 Zakłócenia powodowane przez jony sodowe i amonowe zminimalizowano poprzez dodanie odpowiednio 
odczynnika Kryptofix oraz syntetazy glutaminowej.52 
 
W sprzężonej reakcji enzymatycznej kinaza pirogronianowa (PK) defosforyluje fosfoenolopirogronian (PEP), w wyniku czego 
powstaje pirogronian. Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) katalizuje konwersję pirogronianu do mleczanu. Jednocześnie 
następuje utlenienie formy NADH do formy NAD+. Zmiana różnicy absorbancji dla długości fal świetlnych wynoszących 340 nm 
i 405 nm jest spowodowana konwersją formy NADH do NAD+. Jest ona wprost proporcjonalna do ilości potasu w próbce. 
 
 K+, PK 

ADP + PEP pirogronian + ATP 
 
 LDH 

pirogronian + NADH + H+ mleczan + NAD+ 
	
Sód (NA+)	
Opracowano metody kolorymetryczne i enzymatyczne, umożliwiające oznaczanie stężenia sodu za pomocą standardowych 
klinicznych urządzeń do analizy biochemicznej.55,56,57 W reakcji enzymatycznej stosowanej przez firmę Abaxis sód znajdujący się 
w próbce aktywuje b-galaktozydazę. Uaktywniony enzym katalizuje reakcję rozkładu o-nitrofenylo-b-D-galaktopiranozydu 
(ONPG) na o-nitrofenol i galaktozę. 
 
 Na+ 

ONPG o-nitrofenol + galaktoza 
 b-galaktozydaza 
 
Bilirubina całkowita (TBIL)  
Poziomy bilirubiny całkowitej oznaczano zwykle za pomocą testów wykorzystujących diazowany kwas sulfanilowy.58,59 
Opracowano też nowszą, bardziej specyficzną metodę z zastosowaniem enzymu — oksydazy bilirubiny.60,61,62 Oprócz 
wykorzystania bardziej specyficznej metody testowej dla bilirubiny całkowitej, w analizatorach Piccolo zminimalizowano 
fotodegradację analitu, ponieważ próbkę można poddać testom bezpośrednio po pobraniu.  
 
W procedurze wykorzystującej enzym bilirubina jest utleniana przez oksydazę bilirubiny do biliwerdyny.  
 
 oksydaza bilirubiny 

 bilirubina + O2 biliwerdyna + H2O 
 
Ilość bilirubiny oznacza się jako różnicę absorbancji przy długościach fal świetlnych wynoszących 467 nm i 550 nm. Początkową 
absorbancję dla reakcji, dla której pomiar przeprowadza się w punkcie końcowym, ustala się przy użyciu kuwety do oznaczenia 
zerowego bilirubiny, a absorbancję końcową ustala się przy użyciu kuwety testowej z bilirubiną. Ilość bilirubiny w próbce jest 
proporcjonalna do różnicy między początkowym i końcowym pomiarem absorbancji. 
 
Azot mocznikowy we krwi (BUN) 
Mocznik można oznaczać metodą bezpośrednią lub pośrednią. Reakcja z udziałem monooksymu diacetylu (jedyna bezpośrednia 
metoda oznaczania mocznika) jest często stosowana, jednak wymaga użycia niebezpiecznych odczynników.63 Metody pośrednie 
polegają na oznaczaniu amoniaku powstałego z mocznika. Zastosowanie w nich enzymu — ureazy — zwiększyło specyficzność 
tych testów.64 Amoniak jest oznaczany ilościowo różnymi metodami, w tym za pomocą nessleryzacji (miareczkowania 
acydymetrycznego), metodą Berthelota65,66 oraz z wykorzystaniem sprzężonych reakcji enzymatycznych.67,68 Podczas oznaczania 
amoniaku za pomocą procedur Berthelota z użyciem katalizatora uzyskuje się jednak błędne wyniki.69 Sprzężone reakcje 
enzymatyczne są szybkie, charakteryzują się dużą specyficznością dla amoniaku i są często używane. Jedną z takich reakcji 
zaproponowano jako potencjalną metodę referencyjną.70 
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W sprzężonej reakcji enzymatycznej ureaza hydrolizuje mocznik do amoniaku i ditlenku węgla. Po połączeniu amoniaku 
z α-ketoglutaranem i zredukowaną formą dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH), enzym — dehydrogenaza 
glutaminianowa (GLDH) — utlenia formę NADH do NAD+. 

 
ureaza 

mocznik + H2O 2NH3 + CO2 
 
 GLDH 

NH3 + α-ketoglutaran + NADH L-glutaminian + H2O + NAD+ 
 

Zmiana różnicy absorbancji dla długości fal świetlnych wynoszących 340 nm i 405 nm jest spowodowana konwersją formy 
NADH do NAD+. Jest ona wprost proporcjonalna do ilości mocznika w próbce. 
 
4. Zasada działania 
 
Zasady i ograniczenia procedury opisano w podręczniku operatora analizatora biochemicznego Piccolo Xpress. 
 
5. Opis odczynników 
 
Odczynniki 
Każdy Piccolo AmLyte 13 CRP zawiera suche kulki odczynnikowe specyficzne dla określonego testu (opisane poniżej). W każdym 
dysku znajduje się suchy odczynnik do próby zerowej próbki (zawierający bufor, środki powierzchniowo czynne, substancje 
pomocnicze i środki konserwujące) przeznaczony do zastosowania podczas obliczania stężeń aminotransferazy alaninowej (ALT), 
albuminy (ALB), amylazy (AMY), aminotransferazy asparaginianowej (AST), wapnia (CA), białka C-reaktywnego (CRP), kinazy 
kreatynowej (CK), glukozy (GLU), potasu (K+), sodu (NA+), oraz azotu mocznikowego we krwi (BUN). W dysku znajduje się 
specjalny odczynnik do oznaczenia zerowego, umożliwiający obliczenie stężenia kreatyniny (CRE) i bilirubiny całkowitej (TBIL). 
Każdy dysk zawiera także rozcieńczalnik, w którego skład wchodzą środki powierzchniowo czynne i środki konserwujące. 
 
Tabela 1: Odczynniki 
 

Składnik Ilość/dysk 
Kwas 2,4,6-tribromo-3-hydroksybenzoesowy (TBHBA) 188 µg 
2-chloro-4-nitrofenylo-α-D-maltotriozyd (CNPG3) 52,5 µg 
4,7,13,16,21-pentaoksa-1,10-diazabicyklo[8.8.5]trikozan (Kryptofix 221) 84 µg 
Chlorowodorek 4-aminoantypiryny 13 µg 
Adenozyno-5’-difosforan 38 µg 
Adenozyno-5’-monofosforan 33 µg 
Adenozyno-5’-trifosforan 11 µg 
Amylaza 0,0357 U 
Lateks powleczony przeciwciałami przeciw ludzkiemu białku CRP (mysimi) 268,8 µg 
Przeciwciała przeciw ludzkiemu białku CRP (kozie) 0,5 µg 
Oksydaza askorbinowa (Cucurbita spp.) 0,3 U 
Octan wapnia 25,2 µg 
Kwas cytrynowy, sól trisodowa 567 µg 
Amidynohydrolaza kreatynowa (Actinobacillus spp.)  3 U 
Fosforan kreatyny 122 µg  
Amidohydrolaza kreatyniny (Pseudomonas spp.) 1 U 
Kwas etylenoglikolo-bis(b-aminoetyloetero)-N,N,N’,N’ tetraoctowy (EGTA) 4 µg 
Kwas etylenodwuaminoczterooctowy (EDTA) 191,1 µg 
Glukoza 58 µg 
Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G6PDH) (drożdże) 0,1 U 
Dehydrogenaza glutaminianowa 0,1 U 
Syntetaza glutaminowa 0,2 U 
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Tabela 1: Odczynniki (cd.) 
 

Składnik Ilość/dysk 

Heksokinaza (drożdże) 0,2 U 
Imidazol 26 µg 
Dehydrogenaza mleczanowa (serce kurze) 0,3 U 
Octan magnezu 60 µg 
Siarczan magnezu 29 µg 
Dehydrogenaza jabłczanowa (serce wieprzowe) 0,1 U 
N-acetylocysteina 60 µg 
o-nitrofenylo-b-D-galaktopiranozyd (ONPG) 22 µg 
P1, P5di(adenozyno-5’)pentafosforan 0,2 µg 
Peroksydaza (chrzanowa) 1 U 
Fosfoenolopirogronian 23 µg 
Karboksylaza fosfoenolopirogronianowa  0,001 U 
Sześciocyjanożelazian potasu 0,4 µg 
Kinaza pirogronianowa 0,01 U 
Oksydaza sarkozynowa (drobnoustroje) 1 U 
Cholan sodu 58 μg 
Laurylosiarczan sodu 145 μg 
BSA z zablokowanymi grupami tiolowymi 420 μg 
Dinukleotyd b-nikotynoamidoadeninowy (NAD) 20 µg 
Zredukowana forma dinukleotydu β-nikotynoamidoadeninowego (NADH) 28 µg 
Fosforan dinukleotydu β-nikotynoamidoadeninowego (NADP) 101 µg 
Ureaza (kanawalia mieczokształtna) 0,05 U 
Kwas α-ketoglutarowy 19 µg 
β-galaktozydaza  0,005 U 
Bufory, środki powierzchniowo czynne, substancje pomocnicze i środki konserwujące  

 
Ostrzeżenia i środki ostrożności  
• Do diagnostyki in vitro 
 
• Pojemnik z rozcieńczalnikiem w dysku z odczynnikami jest otwierany automatycznie po zamknięciu szuflady analizatora. 

Dysku z otwartym pojemnikiem z rozcieńczalnikiem nie można używać ponownie. Przed zamknięciem szuflady należy się 
upewnić, że w dysku umieszczono próbkę lub materiał kontrolny. 

 
• Zużyte dyski z odczynnikami zawierają ludzkie płyny ustrojowe. Podczas obsługi dysków oraz utylizacji zużytych dysków 

należy przestrzegać dobrych praktyk laboratoryjnych związanych z zapewnieniem bezpieczeństwa.39 Instrukcje dotyczące 
czyszczenia rozlanych płynów niebezpiecznych biologicznie zawiera podręcznik operatora analizatora biochemicznego 
Piccolo Xpress. 

 
• Dyski z odczynnikami są plastikowe i w przypadku upuszczenia mogą pęknąć lub się wyszczerbić. W żadnym wypadku nie 

wolno używać dysku, który upuszczono, gdyż mogłoby to spowodować przedostanie się substancji niebezpiecznych 
biologicznie do wnętrza analizatora. 

 
• Kulki odczynnikowe mogą zawierać kwasy lub substancje żrące. W przypadku przestrzegania zalecanych procedur operator 

nie ma styczności z tymi kulkami. W sytuacji wymagającej manipulowania kulkami (np. przy czyszczeniu po upuszczeniu i 
pęknięciu dysku z odczynnikami) należy unikać połykania, kontaktu ze skórą oraz wdychania kulek odczynnikowych. 

 
Instrukcje dotyczące postępowania z odczynnikami 
Dyski z odczynnikami można używać bezpośrednio po wyjęciu z lodówki, bez ich ogrzewania. Przed użyciem dysków nie należy 
pozostawiać ich w szczelnie zamkniętych woreczkach foliowych (opakowaniach) w temperaturze pokojowej przez czas dłuższy niż 
48 godzin. Otworzyć woreczek foliowy, wyjąć dysk i użyć go zgodnie z instrukcjami przedstawionymi w podręczniku operatora 
analizatora biochemicznego Piccolo Xpress. Dysk, którego nie użyto w ciągu 20 minut od otwarcia woreczka, należy wyrzucić. 
 
Przechowywanie 
Dyski z odczynnikami należy przechowywać w szczelnie zamkniętych woreczkach, w których zostały dostarczone, w temperaturze 
2–8°C (36–46°F). Nie narażać otwartych ani zamkniętych dysków na bezpośrednie działanie światła słonecznego lub temperatur 
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przekraczających 32°C (90°F). Dyski z odczynnikami można zużyć do upływu terminu ważności podanego na opakowaniu. Termin 
ważności jest też zakodowany w kodzie paskowym wydrukowanym na opasce. W przypadku przeterminowania odczynników na 
ekranie analizatora biochemicznego Piccolo Xpress zostanie wyświetlony komunikat o błędzie. 
 
Oznaki niestabilności/pogorszenia właściwości dysku z odczynnikami 
Rozdarcie lub uszkodzenie woreczka w inny sposób może umożliwić przedostawanie się wilgoci do nieużywanego dysku oraz 
spowodować negatywny wpływ na działanie odczynników. Nie należy używać dysku z uszkodzonego woreczka. 
 
6. Urządzenie 
 
Kompletne informacje dotyczące korzystania z analizatora omówiono w Podręczniku operatora analizatora biochemicznego 
Piccolo Xpress. 
 
7. Pobieranie i przygotowywanie próbek 
 
Techniki pobierania próbek opisano w rozdziale „Pobieranie próbek” podręcznika operatora analizatora biochemicznego Piccolo xXpress. 
 
● Minimalna wymagana objętość próbki wynosi ~100 µl heparynizowanej krwi pełnej, heparynizowanego osocza, surowicy 

lub materiału kontrolnego. Komora próbki w dysku z odczynnikami może zawierać do 120 µl próbki. 
 

● Próbki krwi pełnej pobranej przez nakłucie żyły powinny być jednorodne przed ich przeniesieniem do dysku z odczynnikami. 
Tuż przed ich przeniesieniem należy kilkakrotnie delikatnie odwrócić probówkę z próbką. Nie należy wytrząsać probówki z 
próbką, gdyż może to spowodować hemolizę. 
 

● Próbki krwi pełnej należy pobierać wyłącznie poprzez nakłucie żyły. Nie powinna to być krew włośniczkowa. 
 

● Hemoliza może zawyżać wyniki oznaczeń potasu. Problem ten może pozostać niewykryty w przypadku analizy krwi pełnej 
(uwolnienie potasu z zaledwie 0,5% erytrocytów może zwiększyć poziom potasu w surowicy o 0,5 mmol/l). Ponadto nawet 
niezhemolizowane próbki, które nie zostaną szybko przetworzone, mogą zawierać podwyższone poziomy potasu z powodu 
wewnątrzkomórkowego wycieku potasu.71 
 

● Próbki krwi pełnej pobranej poprzez nakłucie żyły należy przeanalizować w ciągu 60 minut od pobrania.72 Na stężenie 
glukozy wpływ ma czas od ostatniego posiłku pacjenta oraz rodzaj pobranej próbki. Aby dokładnie oznaczyć stężenie 
glukozy, próbki należy pobrać od pacjenta nieprzyjmującego posiłków od co najmniej 12 godzin. W nieodwirowanych 
próbkach przechowywanych w temperaturze pokojowej stężenie glukozy spada w tempie około 5–12 mg/dl na godzinę.73 
 

● Schłodzenie w lodówce próbek krwi pełnej może spowodować znaczne zmiany stężeń aminotransferazy 
asparaginianowej, kreatyniny i glukozy.74 Jeśli próbki nie można przeanalizować w ciągu 60 minut, można z niej oddzielić 
osocze lub surowicę i przechowywać je w zamkniętych probówkach na próbki w temperaturze 2–8°C (36–46°F). 
 

● Z próbkami krwi pełnej lub osocza należy używać wyłącznie próżniowych probówek do pobierania próbek z heparynianem 
litu (z zieloną zatyczką). Z próbkami surowicy należy używać próżniowych próbek bez antykoagulantu (z czerwoną 
zatyczką) lub probówek do separacji surowicy (z czerwono-czarną zatyczką). 
 

● Na wyniki oznaczeń bilirubiny całkowitej niekorzystny wpływ może mieć fotodegradacja.75 Próbki krwi pełnej, których nie 
poddano niezwłocznej analizie, należy przechowywać w ciemnym miejscu przez maksymalnie 60 minut. Jeśli próbki nie 
można przeanalizować w tym czasie, należy z niej oddzielić osocze lub surowicę i umieścić je w zamkniętej probówce na 
próbkę w ciemnym miejscu, w niskiej temperaturze.76 

 
● Test należy rozpocząć w ciągu 10 minut od przeniesienia próbki do dysku z odczynnikami. 
 
8. Procedura 
 
Dostarczane materiały 
• Jeden Piccolo AmLyte 13, PN: 400-1041 (pudełko dysków, PN 400-0041) 
 
Materiały wymagane, ale niedostarczane z produktem 
• Analizator biochemiczny Piccolo Xpress 
• Pipety do przenoszenia próbek (o stałej objętości wynoszącej ok. 100 µl) i ich końcówki są dostarczane z każdym 

analizatorem biochemicznym Piccolo Xpress. Można je też zamawiać w firmie Abaxis. 
• Dostępne na rynku odczynniki kontrolne zalecane przez firmę Abaxis (w celu uzyskania informacji dotyczących zatwierdzonym 

materiałów kontrolnych i oczekiwanych wartości należy skontaktować się z działem pomocy technicznej firmy Abaxis). 
• Licznik czasu 



 

  Strona 9 z 22 
 

Parametry testu 
Analizator biochemiczny Piccolo Xpress można obsługiwać w temperaturze otoczenia wynoszącej od 15°C do 32°C (59–90°F). 
Czas analizy każdego  Piccolo AmLyte 13 wynosi mniej niż 14 minut. Dysk z odczynnikami na czas trwania oznaczenia jest 
utrzymywany przez analizator w temperaturze 37°C (98,6°F). 
 
Procedura testu 
Kompletną procedurę pobierania próbek oraz procedury obsługi krok po kroku opisano w podręczniku operatora analizatora 
biochemicznego Piccolo Xpress. 
 
Kalibracja 
Analizator biochemiczny Piccolo Xpress jest kalibrowany przez producenta przed wysyłką. Kod paskowy wydrukowany na 
opasce zawiera wymagane przez analizator dane kalibracyjne specyficzne dla dysku. Patrz podręcznik operatora analizatora 
biochemicznego Piccolo Xpress. 
 
Kontrola jakości 
Szczegółowe instrukcje dotyczące analizowania, rejestrowania, interpretacji i wykreślania wyników kontroli zawiera podręcznik 
operatora analizatora biochemicznego Piccolo Xpress.  
 
9. Wyniki 
 
Analizator biochemiczny Piccolo Xpress automatycznie oblicza i drukuje stężenia analitów w próbce. Szczegółowe informacje 
dotyczące obliczeń dla reakcji, dla których przeprowadza się pomiary w punkcie końcowym i pomiary kinetyczne, zawiera 
podręcznik operatora analizatora biochemicznego Piccolo Xpress. 
 
W podręczniku operatora opisano także interpretację wyników. Wyniki są drukowane na rolkach taśmy do wyników dostarczanych 
przez firmę Abaxis. Tył rolek taśm do wyników jest samoprzylepny, aby ułatwić ich umieszczenie w dokumentacji pacjenta. 
 
10. Ograniczenia procedury 
 
Ogólne ograniczenia procedury omówiono o w podręczniku operatora analizatora biochemicznego Piccolo Xpress. 
 
• Jedynym antykoagulantem zalecanym do stosowania z analizatorem biochemicznym Piccolo Xpress jest heparynian litu. 

Firma Abaxis przeprowadziła badania, które wykazały, że EDTA, fluorki, szczawiany oraz wszystkie antykoagulanty 
zawierające jony amonowe kolidują z co najmniej jednym związkiem chemicznym znajdującym się w Piccolo AmLyte 13. 

• Wyniki dla próbek z hematokrytem przekraczającym 62–65% objętości skoagulowanych krwinek czerwonych (ułamek objętościowy 
wynoszący 0,62–0,65) mogą być nieprawidłowe. Próbki o wysokim hematokrycie mogą być zgłaszane jako zhemolizowane. Próbki 
te można odwirować w celu oddzielenia osocza, a następnie ponownie przeanalizować w nowym dysku z odczynnikami. 

• CRP to białko „fazy ostrej” powstające w sposób niespecyficzny w reakcji na stan zapalny. Różnice stężeń białka C-reaktywnego 
u poszczególnych osób są znaczne (od 30 do 60%). Należy to uwzględnić podczas interpretacji wyników.77 W celu oceny 
faktycznej wartości średniej białka C-reaktywnego u określonej osoby mogą być wymagane seryjne oznaczenia tego związku. 

• Przeciwciała HAMA (ludzkie przeciwciała przeciwko antygenom mysim) w stężeniu do 115 ng/ml nie zakłócają oznaczenia. 
Próbki od pacjentów przyjmujących preparaty z mysimi monoklonalnymi przeciwciałami w celach diagnostycznych lub 
terapeutycznych mogą zawierać przeciwciała HAMA. 

• Czynnik reumatoidalny w stężeniu do 644 U/ml nie zakłóca oznaczenia. 

• W oznaczeniu tym nie zaobserwowano efektu wysokiej dawki (efektu haka) przy stężeniach białka CRP wynoszących do 1000 mg/l. 

• Każdy uzyskany w określonym teście wynik przekraczający zakres dopuszczalny dla oznaczenia należy 
przeanalizować za pomocą innej zatwierdzonej metody lub wysłać do innego laboratorium. Nie należy rozcieńczać 
próbki i analizować jej ponownie za pomocą analizatora biochemicznego Piccolo Xpress. 
 
Ostrzeżenie: Dokładne testy analizatora biochemicznego Piccolo Xpress wykazały, że w bardzo rzadkich przypadkach 

próbki umieszczone w dysku z odczynnikami mogą nie spływać równomiernie do komory próbki. Z powodu 
nierównomiernego przepływu przeanalizowana może zostać niewłaściwa ilość próbki. Z tego powodu część 
wyników może przekraczać referencyjne zakresy wartości. Próbkę taką można przeanalizować ponownie za 
pomocą nowego dysku z odczynnikami. 

 
Zakłócenia 
Przetestowano różne substancje mogące zakłócać oznaczenia analitów. Przygotowano pule surowicy ludzkiej. Badane stężenie 
poszczególnych potencjalnych substancji zakłócających oparto na poziomach testowych podanych w dokumencie CLSI EP7-A.78 
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Wpływ substancji endogennych 
• Fizjologiczne stany zakłócające (hemoliza, żółtaczka i lipemia) powodują zmiany zgłaszanych stężeń niektórych analitów. U 

dołu każdej karty wyników drukowane są wskaźniki dla próbek informujące operatora o poziomach substancji zakłócających 
występujących w każdej próbce. 

• Analizator biochemiczny Piccolo Xpress pomija wszystkie wyniki, na które wpływa zakłócenie o wartości > 10% 
spowodowane hemolizą, lipemią lub żółtaczką. Na rolce taśmy do wyników w miejscu wyniku nanoszony jest odpowiednio 
tekst „HEM”, „LIP” lub „ICT”. 

• W przypadku metody oznaczania białka CRP poziomy substancji endogennych powodujących pominięcie wyników 
i wygenerowanie oznaczeń HEM, LIP lub ICT to: 750 mg/dl dla hemoglobiny, 750 mg/dl dla lipoprotein oraz 35 mg/dl dla 
bilirubiny. 

• Oznaczenie potasu w systemie Piccolo wykorzystuje sprzężoną reakcję kinazy pirogronianowej (PK)/dehydrogenazy 
mleczanowej (LDH). Dlatego w przypadku znacznych urazów mięśni lub znacznie podwyższonych poziomów kinazy 
kreatynowej (CK), wyniki oznaczenia potasu (K+) w systemie Piccolo mogą być zawyżone. W takich przypadkach 
niespodziewanie wysokie wyniki oznaczenia potasu należy potwierdzić za pomocą innej metody. 

• Aby uzyskać informacje na temat maksymalnych poziomów substancji endogennych, należy skontaktować się z działem 
pomocy technicznej firmy Abaxis. 

 
Wpływ substancji egzogennych i terapeutycznych 
Na podstawie zaleceń Younga wybrano trzydzieści pięć substancji egzogennych i terapeutycznych potencjalnie zakłócających 
metody testowe firmy Abaxis.79 Znaczne zakłócenia zdefiniowano jako przesunięcie wyniku większe niż ± 10% dla próbki 
w prawidłowym zakresie. Do pul surowicy ludzkiej dodano znane stężenia leków lub substancji chemicznych, a następnie 
przeanalizowano uzyskane w ten sposób próbki. Listę ocenianych substancji egzogennych i terapeutycznych przedstawiono 
w tabeli 2. Listę analitów, dla których zaobserwowano zakłócenia, przedstawiono w TABELI 3. 
 
Tabela 2: Oceniane substancje egzogenne i terapeutyczne 
 

Potencjalna substancja zakłócająca Najwyższe zbadane stężenie 
  (mg/dl, chyba że 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 zakłócająca Najwyższe zbadane stężenie 
  (mg/dl, chyba że 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 poniższych substancji wystąpiło przesunięcie wyniku przekraczające + 10 % dla próbek w prawidłowym 
zakresie. 

Stężenie, przy Zaobserwowane zakłócenie (%)A 
 którym wystąpiło  
 zakłócenie > 10% 
 

Aminotransferaza alaninowa (ALT) 
Kwas askorbinowy 20 11% wzr.* 
Szczawiooctan 132 843% wzr. 
 
Albumina (ALB)  
Acetooctan 102 18% * spd. 
Ampicylina  30  12% spd. 
Kofeina  10  14% spd. 
Chlorek wapnia  20  17% spd. 
Cefalotyna (Keflin)  400  13% wzr. 
Ibuprofen  50  28% wzr. 
α-ketoglutarare  5  11% spd. 
Nitrofurantoina  20  13% spd. 
Prolina  4  12% wzr. 
Sulfasalazyna  10  14% spd. 
Sulfanilamid  50  12% spd. 
Teofilina  20  11% spd. 
 
Białko 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 poniższych substancji wystąpiło przesunięcie wyniku przekraczające + 10 % dla próbek w prawidłowym 
zakresie. (cd.) 

Stężenie, przy Zaobserwowane zakłócenie (%)A 
 którym wystąpiło  
 zakłócenie > 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. 
 
Sód	
Cefalotyna 400 12% wzr. 
Metotreksat 0,5 11% wzr. 
Penicylina G 100 10% wzr. 
 
Aminotransferaza alaninowa (ALT) 
Kwas askorbinowy 20 11% wzr.* 
Szczawiooctan 132 843% wzr. 
 
Bilirubina całkowita (TBIL)  
Dopamina  19  55% spd. 
Lewodopa  5  17% spd. 
 

	
A spd. = spadek stężenia określonego analitu; wzr. = wzrost stężenia określonego analitu 

 
11. Oczekiwane wartości 
 
W celu określenia zakresów referencyjnych dla substancji: ALT, albuminy, amylazy, wapnia, kreatyniny, glukozy, bilirubiny 
całkowitej i BUN użyto łącznie 193 próbek pobranych od dorosłych mężczyzn i kobiet, które przeanalizowano za pomocą 
biochemicznego analizatora krwi Piccolo. W celu określenia zakresu referencyjnego dla związku AST użyto łącznie 186 próbek 
pobranych od dorosłych mężczyzn i kobiet. Aby określić zakresy referencyjne dla elektrolitów, przetestowano próbki od 125–150 
dorosłych mężczyzn i kobiet, korzystając z biochemicznego analizatora krwi Piccolo. W celu określenia zakresu referencyjnego 
dla białka CRP zbadano próbki od 69 dorosłych mężczyzn i kobiet za pomocą analizatora biochemicznego Piccolo Xpress. 
Zakresy dla elektrolitów obliczono w oparciu o 95% przedział referencyjny oszacowany na podstawie łączonych (wszystkich) 
wartości uzyskanych dla osób badanych. Zakres dla białka CRP oparto na możliwości przeniesienia zakresów ustalonych dla 
metody Beckmana.80 Zakresy te mają jedynie charakter poglądowy. Zaleca się ustalenie w placówce zakresów prawidłowych dla 
określonej populacji pacjentów. 
 
Tabela 4: Zakresy referencyjne dla systemu Piccolo 
 

Analit Jednostki tradycyjne Jednostki układu SI 
   
Aminotransferaza alaninowa (ALT) 10–47 U/l 10–47 U/l 
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 
Wapń (CA) 8,0–10,3 mg/dl 2,00–2,58 mmol/l 
Białko C-reaktywne < 7,5 mg/l < 7,5 mg/l 
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Tabela 4: Zakresy referencyjne dla systemu Piccolo (cd.) 
 

Analit Jednostki tradycyjne Jednostki układu SI 
   
Kinaza kreatynowa (kobiety) 30–190 U/l 30–190 U/l 
Kinaza kreatynowa (mężczyźni) 39–380 U/l 39–380 U/l 
Kreatynina 0,6–1,2 mg/dl 53–106 µmol/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 
Sód 128–145 mmol/l 128–145 mmol/l 
Bilirubina całkowita (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 
 
Liniowość 
Właściwości chemiczne każdego analitu są liniowe w zakresie dynamicznym podanym poniżej, gdy analizator biochemiczny Piccolo 
Xpress jest obsługiwany zgodnie z zalecaną procedurą (patrz podręcznik operatora analizatora biochemicznego Piccolo Xpress). 
 
 Tabela 5: Zakresy dynamiczne w systemie Piccolo 
 

Analit Jednostki tradycyjne Jednostki układu SI 
   
Aminotransferaza alaninowa (ALT) 5–2000 U/l 5–2000 U/l 
Albumina (ALB) 1–6,5 g/dl 10–65 g/l 
Amylaza (AMY) 5–4000 U/l 5–4000 U/l 
Aminotransferaza asparaginianowa (AST) 5–2000 U/l 5–2000 U/l 
Wapń 4,0–16,0 mg/dl 1,0–4,0 mmol/l 
Białko C-reaktywne 5,0–200,0 mg/l 5,0–200,0 mg/l 
Kinaza kreatynowa 5–5000 U/l 5–5000 U/l 
Kreatynina 0,2–20 mg/dl 18–1768 µmol/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 
Sód 110–170 mmol/l 110–170 mmol/l 
Bilirubina całkowita (TBIL) 0,1–30 mmol/l 1,7–513 mmol/l 
Azot mocznikowy we krwi (BUN) 2–180 mg/dl 0,7–64,3 mmol/l 

 
Jeśli stężenie analitu przekracza zakres pomiarowy (dynamiczny), ale jest mniejsze od limitu zakresu systemowego, na rolce 
taśmy z danymi przy górnym limicie pojawi się znak „>” oraz gwiazdka po liczbie, np. GLU > 700* U/l. Jeśli jest ono niższe od 
zakresu dynamicznego, wydrukowany zostanie znak „<” oraz gwiazdka, np. GLU < 10* U/l. W przypadku wartości znacznie 
przekraczających zakres pomiarowy (systemowy), zamiast wyniku wydrukowany zostanie znak „~~~”. Za każdym razem gdy na 
rolce taśmy z danymi pojawia się znak „~~~”, należy pobrać nową próbkę i ponownie przeprowadzić test. Jeśli wyniki dla drugiej 
próbki zostaną znowu pominięte, należy zadzwonić do działu obsługi technicznej firmy Abaxis. 
 
Czułość 
Dolne limity zgłaszanego (dynamicznego) zakresu poszczególnych analitów: aminotransferaza alaninowa – 5 U/l; albumina – 1 
g/dl (10 g/l); amylaza – 5 U/l; aminotransferaza asparaginianowa – 5 U/l; wapń – 4,0 mg/dl (1,0 mmol/l); białko C-reaktywne – 
5,0 mg/l; kinaza kreatynowa – 5 U/l; kreatynina – 0,2 mg/dl (18 µmol/l); glukoza – 10 mg/dl (0,6 mmol/l); potas – 1,5 mmol/l; sód 
– 110 mmol/l; bilirubina całkowita – 0,1 mg/dl (1,7 μmol/l); azot mocznikowy we krwi – 2,0 mg/dl (0,7 mmol/l). 
 
Precyzja 
Badania precyzji przeprowadzono na podstawie wytycznych CLSI EP5-A.81 Modyfikacje oparto na dokumencie CLSI EP18-A82 
dla urządzeń do wykorzystania modułowego. Precyzję w obrębie serii i całkowitą określono, używając dostępnych na rynku 
materiałów kontrolnych o dwóch poziomach, a w przypadku potasu dwóch poziomów pul osocza. Badania przeprowadzono z 
użyciem wielu analizatorów. W przypadku oznaczenia elektrolitów użyto dwóch serii dysków z odczynnikami, a w przypadku 
oznaczenia białka C-reaktwynego — jednej serii. Testy kinazy kreatynowej, kreatyniny, glukozy, sodu i azotu mocznikowego 
przeprowadzono w jednej placówce. Testy potasu przeprowadzono w dwóch placówkach w ciągu 20 dni. Testy białka C-
reaktywnego (1 surowica, poziom 1 materiału kontrolnego, poziom 2 materiału kontrolnego) przeprowadzono w dwóch 
placówkach w okresie pięciu dni. Surowice 2 i 3 oraz osocza 1 i 2 przebadano pod kątem białka C-reaktywnego w jednej 
placówce w ciągu pięciu dni. Badanie potasu przeprowadzono w ośrodku zwolnionym z obowiązku CLIA, wykorzystując trzy 
analizatory, jedną serię krążków z odczynnikami i dwóch operatorów w ciągu pięciu dni. 
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Wyniki badań precyzji przedstawiono w tabeli 6. 
 
Tabela 6: Precyzja 
 
Analit Wielkość próbki W obrębie serii Całkowita  
 
Aminotransferaza alaninowa  
(U/l)  N = 80 
Poz. 1 mat. kontrolnego 

Średnia 21 21 
SD 2,76 2,79 
%CV 13,4 13,5 

Poz. 2 mat. kontrolnego 
Średnia 52 52 
SD 2,70 3,25 
%CV 5,2 6,2 

Albumina (g/dl) N = 80 
Poz. 1 mat. kontrolnego 

Średnia 5,6 5,6 
SD 0,009 0,11 
%CV 1,7 2,1 

Poz. 2 mat. kontrolnego 
Średnia 3,7 3,7 
SD 0,07 0,11 
%CV 2,0 2,9 

Amylaza (U/l) N = 80 
Poz. 1 mat. kontrolnego 

Średnia 46 46 
SD 2,40 2,63 
%CV 5,2 5,7 

Poz. 2 mat. kontrolnego 
Średnia 300 300 
SD 11,15 11,50 
%CV 3,7 3,8 

Aminotransferaza asparaginianowa 
(U/l)   N = 80 
Poz. 1 mat. kontrolnego 

Średnia 47 47 
SD 0,98 1,84 
%CV 2,1 3,9 

Poz. 2 mat. kontrolnego 
Średnia 145 145 
SD 1,83 4,62 
%CV 1,3 3,2 

Wapń (mg/dl) N = 80 
Poz. 1 mat. kontrolnego 

Średnia 8,6 8,6 
SD 0,21 0,25 
%CV 2,4 2,9 

Poz. 2 mat. kontrolnego 
Średnia 11,8 11,8 
SD 0,39 0,40 
%CV 3,3 3,4 
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Tabela 6: Precyzja (cd.) 
 
Analit Wielkość próbki W obrębie serii Całkowita 
 
Białko C-reaktywne (mg/l)  
Surowica 1 N = 80 

Średnia 8,3 8,3 
SD 0,70 0,81 
%CV 8,4 9,8 

Surowica 2 N = 40 
Średnia 8,1 8,1 
SD 0,49 0,51 
%CV 6,1 6,3 

Surowica 3 N = 40 
Średnia 8,8 8,8 
SD 0,54 0,54 
%CV 6,2 6,2 

Białko C-reaktywne (mg/l)  
Osocze 1 N = 40  

Średnia 34,5 34,5  
SD 1,04 1,09  
%CV 3,0 3,2  

Osocze 2 N = 40  
Średnia 105,5 105,5 
SD 2,06 2,30  

 %CV 1,9 2,2  
Poz. 1 mat. kontrolnego N = 80 

Średnia 33,0 33,0 
SD 1,21 2,12 
%CV 3,7 6,4 

Poz. 2 mat. kontrolnego  N = 80 
Średnia 108,0 108,0 
SD 1,88 3,14 
%CV 1,7 2,9 

Kinaza kreatynowa (U/l) N = 120 
Poz. 1 mat. kontrolnego	

Średnia 134 134 
SD 2,7 2,7 
%CV 2,0 2,0 

Poz. 2 mat. kontrolnego 
Średnia 526 526 
SD 7,7 7,7 
%CV 1,5 1,5 

Kreatynina (mg/dl) N = 80 
Poz.	1	mat.	kontrolnego	

Średnia 1,1 1,1 
SD 0,14 0,14 
%CV 12,5 13,1 

Poz. 2 mat. kontrolnego 
Średnia 5,2 5,2 
SD 0,23 0,27 
%CV 4,4 5,2 
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Tabela 6: Precyzja (cd.) 
 
Analit Wielkość próbki W obrębie serii Całkowita 
 
Glukoza (mg/dl)   N = 80 
Poz. 1 mat. kontrolnego 

Średnia 66 66 
SD 0,76 1,03 
%CV 1,1 1,6 

Poz. 2 mat. kontrolnego 
Średnia  278 278	
SD 2,47 3,84 
%CV 0,9 1,4 

Potas (mmol/l) 
Poz. 1 mat. kontrolnego   N = 150 

Średnia 3,2 3,2 
SD 0,09 0,11 
CV 2,8 3,3 

Poz. 2 mat. kontrolnego                     N = 149 
Średnia 6,2 6,2 
SD 0,09 0,10 
CV 1,4 1,7 

Pula Osocza 1                                     N= 150 
 Średnia 3,2 3,2 
 SD 0,07 0,09 
 CV 2,3 2,9 
Pula Osocza 2                                     N= 150    
 Średnia 5,4 5,4  
 SD 0,09 0,10 
     CV 1,6 1,9 
Sód (mmol/l)    N = 80 
Poz. 1 mat. kontrolnego 

Średnia 143,5 143,5 
SD 2,28 2,28 
%CV 1,6 1,6 

Poz. 2 mat. kontrolnego 
Średnia 120,0 120,0 
SD 2,13 2,13  
%CV 1,8 1,8 

Bilirubina całkowita (mg/dl)  N = 80 
Poz. 1 mat. kontrolnego  

Średnia 0,8 0,8 
SD 0,06 0,07 
%CV 8,0 9,3 

Poz. 2 mat. kontrolnego 
Średnia 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 

Średnia 19 19 
SD 0,35 0,40 
%CV 1,9 2,1 

Poz. 2 mat. kontrolnego 
Średnia 65 65 
SD 1,06 1,18 
%CV 1,6 1,8 
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Precyzja dla potasu we krwi pełnej 
Testy precyzji dla krwi pełnej przeprowadzono w ośrodku zwolnionym z obowiązku CLIA przez dwóch operatorów 
zwolnionych z obowiązku CLIA. W badaniu wykorzystano cztery analizatory Piccolo Xpress z 16 replikami na próbkę dla 
czterech (4) świeżych próbek krwi pełnej z heparyną litową. 
 
Table 7: Precyzja dla potasu we krwi pełnej 

Potas (mmol/l) Wielkość próbki W obrębie serii Całkowita 
 
Krew pełna 1 N = 16 

Średnia 3,9 3,9 
SD 0,06 0,11 
CV 1,6 2,8 
 

Krew pełna 2 N = 16 
Średnia 4,0 4,0 
SD 0,11 0,14 
CV 2,9 3,4 
 

Krew pełna 3 N = 16 
Średnia 4,0 4,0 
SD 0,11 0,15 
CV 2,8 3,9 
 

Krew pełna 4 N = 16 
Średnia 4,0 4,0 
SD 0,11 0,13 
CV 2,7 3,4 

 
Pobrano próbki heparynizowanej krwi pełnej i surowicy, które oznaczono następnie za pomocą biochemicznego analizatora krwi 
oraz metod porównawczych pod kątem stężenia chlorków, kinazy kreatynowej, kreatyniny, glukozy, potasu, sodu, całkowitego 
ditlenku węgla i azotu mocznikowego. Próbki krwi pełnej przeanalizowano za pomocą biochemicznego analizatora krwi Piccolo 
w placówkach w terenie, a próbki surowicy przeanalizowano za pomocą tego analizatora oraz metod porównawczych. W 
niektórych przypadkach użyto próbek suplementowanych na wysokim i niskim poziomie, aby uwzględnić cały zakres 
dynamiczny. W przypadku oznaczenia CRP próbki heparynizowanego osocza zbadano za pomocą analizatora biochemicznego 
Piccolo Xpress i metody porównawczej.  
 
Reprezentatywne dane statystyczne dotyczące korelacji przedstawiono w tabeli 7. 
 
Tabela 7: Korelacja analizy za pomocą biochemicznego analizatora krwi Piccolo lub analizatora biochemicznego Piccolo Xpress 
(oznaczenie CRP) z metodami porównawczymi 
 

 Współczynnik 
korelacji 

 

Nachy-
lenie 

Punkt 
przecięcia	

SEE (Std. 
błąd 

oszacowania) 

N	 Zakres 
próbki 

 

Metoda 
porównawcza	

 
Aminotransferaza 

alaninowa (U/l) 
0,981 
0,985 

0,905 
0,946 

1,3 
-2,5 

3,21 
2,84 

86 
67 

10–174 
10–174 

Paramax® 
Technicon 

 
Albumina (g/dl) 0,854 

0,896 
1,001 
0,877 

-0,3 
-0,1 

0,22 
0,21 

261 
100 

1,1-5,3 
1,5-5,0 

Paramax 
Beckman 

 
Amylaza (U/l) 0,979 

0,963 
0,692 
1,065 

-4,7 
-4,1 

3,11 
3,47 

99 
80 

11-92 
19-118 

Paramax 
Technicon 

 
Aminotransferaza 

asparaginianowa (U/l) 
0,93 
1,0 

0,87 
0,97 

5,3 
3,0 

2,76 
1,9 

159 
46 

13–111 
13–252 

Paramax 
DAXä 

Wapń (mg/dl) 0,991* 
0,673 

0,990 
0,742 

-0,4 
1,8 

0,17 
0,22 

25 
81 

5,2-11,9 
8,1-9,9 

Paramax 
Beckman 

 
Białko C-reaktywne (mg/l) 0,998 0,990 -0,4 4,6 113 5,4–198,6 Beckman  
Kinaza kreatynowa (U/l) 0,967 1,194 -25 9,05 47 6–813 Cobas Fara® 
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Kreatynina (mg/dl) 0,993 
0,987 

0,926 
0,866 

0,0 
0,1 

0,15 
0,16 

260 
107 

0,4–14,7 
0,4–7,5 

Paramax 
Beckman 

Glukoza (mg/dl) 0,987 
0,997 

1,009 
0,943 

-2,8 
1,2 

3,89 
4,69 

251 
91 

72–422 
56–646 

Paramax 
Beckman 

Potas (mmol/l) 
Krew pełna 

 (laboratorium zwolnione) 

0,984 0,99 0,13 0,10 130 1,3-9,5 Siemens  
VISTA 
Osocze 

Potas (mmol/l) 
Krew pełna 

(umiarkowanie złożone 
laboratorium) 

0,984 0,98 0,12 0,18 178 1,5-8,6 Siemens  
VISTA 
Osocze 

Potas (mmol/l) 
Serum 

 (umiarkowanie złożone 
laboratorium) 

0,990 0,98 0,06 0,14 178 1,4-8,5 Siemens  
VISTA 

Surowica 
 

Sód (mmol/l) 0,937 0,782 27,7 3,79 113 116–154 Radiometr KNA 2 
 

Bilirubina całkowita (mg/dl) 0,974 
0,980 

0,901 
1,113 

0,0 
-0,4 

0,07 
0,09 

250 
91 

0,2-3,7 
0,1-6,4 

Paramax 
Beckman 

Azot mocznikowy we krwi 
(mg/dl) 

0,964 
0,983 

0,923 
0,946 

0,5 
0,0 

1,08 
0,66 

251 
92 

6–52 
6–38 

Paramax 
Beckman 

 
Należy zauważyć, że z przyczyn fizjologicznych surowica daje zazwyczaj wyższe wyniki K+ niż krew pełna lub osocze. 
Różnica ta może wynosić od około 0,2 do 0,9 mmol/l i zależy od wielu czynników. Główny efekt zależy od liczby komórek 
krwi obecnych w próbce pobranej od pacjenta.83 
 
 
Tabela 8: Korelacja oznaczenia białka CRP uwzględniająca typ próbki 
W przypadku metody oznaczania białka CRP w wyniku analizy regresji Deminga uwzględniającej typy próbek uzyskano 
następujące wyniki (n = 21). 
 

Oś Y Oś X R2 Nachylenie 
Punkt 

przecięcia 
     

Heparynizowane osocze Heparynizowana krew pełna 1,000 0,995 0,2 
 

Surowica Heparynizowana krew pełna 0,999 1,005 0,5 
 

Surowica Heparynizowane osocze 0,999 1,010 0,3 
 

Nie zaobserwowano znaczących różnic między wynikami oznaczania białka CRP w heparynizowanej krwi pełnej, 
heparynizowanym osoczu i surowicy. 
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