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1. Przeznaczenie

Dysk z odczynnikami panelu do oznaczef biochemicznych Piccolo® BioChemistry Panel Plus stosowany w potaczeniu z
analizatorem biochemicznym Piccolo Xpress® stuzy do ilo$ciowego oznaczania in vitro aminotransferazy alaninowej (ALT),
albuminy, alkalicznej fosfatazy (ALP), amylazy, aminotransferazy asparaginianowej (AST), biatka C-reaktywnego (CRP),
wapnia, kreatyniny, gamma-glutamylotransferazy (GGT), glukozy, biatka catkowitego, azotu mocznikowego we krwi (BUN) oraz
kwasu moczowego w heparynizowanej krwi petnej, heparynizowanym osoczu lub surowicy w laboratoriach klinicznych lub
podczas badan przytozkowych. Metoda oznaczania CRP firmy Abaxis nie jest przeznaczona do analiz CRP wymagajacych duzej
czutoscl.

2. Podsumowanie i objasnienie testow

Dysk z odczynnikami panelu do oznaczen biochemicznych Piccolo BioChemistry Plus wraz z analizatorem biochemicznym
Piccolo Xpress stanowia system do diagnostyki in vitro utatwiajacy lekarzom diagnozowanie ponizszych choréb i standw
fizjologicznych:

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

Albumina: Choroby watroby i nerek.
Alkaliczna fosfataza (ALP): Choroby watroby, kosci, przytarczyc i jelit.
Amylaza: Zapalenie trzustki.

Aminotransferaza asparaginianowa Choroby watroby, w tym zapalenie oraz zéttaczka wirusowa, wstrzas.
(AST)

Biatko C-reaktywne (CRP): Zakazenie, obrazenia tkanek i choroby zapalne.
Wapn: Choroby przytarczyc, kosci i przewlekle choroby nerek; t¢zyczka.
Kreatynina: Choroby nerek oraz monitorowanie dializy nerek.

Gamma-glutamylotransferaza (GGT)  Choroby watroby, w tym marskos$¢ alkoholowa oraz pierwotne
i wtorne guzy watroby.

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

Bialko catkowite: Choroby watroby, nerek, szpiku kostnego, zaburzenia metaboliczne
i odzywiania.

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

Kwas moczowy: Choroby nerek i zaburzenia metaboliczne, w tym niewydolno$¢ nerek

i dna moczanowa.

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

3. Zasada procedury

Aminotransferaza alaninowa (ALT)

Aminotransferazg 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 Wréblewskiego i LaDue* jest najcze$ciej stosowang technikg oznaczania
stezen aminotransferazy alaninowej (ALT) w surowicy. Modyfikowang procedure Wroblewskiego i LaDue zaproponowano jako
zalecang przez organizacje International Federation of Clinical Chemistry, IFCC (Miedzynarodowa Federacja Chemii Klinicznej).>

Metoda stosowana w analizatorach Piccolo jest modyfikacja procedury zalecanej przez federacj¢ IFCC. W tej reakcji zwiazek
ALT Kkatalizuje przeniesienie grupy aminowej od L-alaniny do a-ketoglutaranu w celu utworzenia L-glutaminianu
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i pirogronianu. Dehydrogenaza mleczanowa katalizuje konwersj¢ pirogronianu do mleczanu. Jednoczesénie czasteczka NADH
utlenia si¢ do czasteczki NAD?*, co przedstawiono w ponizszym schemacie reakc;ji.

ALT
L-alanina + a-ketoglutaran ———— L-glutaminian + pirogronian
LDH
pirogronian + NADH + HY ————»  mleczan + NAD'

Zmiana roéznicy gbsorbancji dla dtugosci fal §wietlnych wynoszacych 340 nm i 405 nm jest spowodowana konwersja formy
NADH do NAD . Jest ona wprost proporcjonalna do ilosci zwigzku ALT w probce.

Albumina (ALB)

Pierwsze metody oznaczania albumin to m.in. techniki polegajace na frakcjonowaniu®’® oraz okreslaniu zawartosci tryptofanu
w globulinach.®% Metody te sg trudne w obstudze i nie charakteryzujg si¢ duza specyficzno$cig. Za metody referencyjne
uwaza si¢ dwie metody immunochemiczne. Sg one jednak nieekonomiczne i czasochtonne.** Do oznaczania albumin
najczesciej wykorzystuje sie techniki wykorzystujace wigzanie barwnika. W metodach z zastosowaniem wigzania barwnika
najcze¢sciej uzywa si¢ zieleni bromokrezolowej (BCG), moze ona jednak powodowac uzyskanie zbyt wysokiego st¢zenia
albuminy, szczegdlnie przy dolnej warto$ci granicznej prawidtowego zakresu.'? Najbardziej specyficznym ze stosowanych
barwnikdw jest purpura bromokrezolowa (BCP).1314

6,7,8

Purpura bromokrezolowa (BCP) po zwiazaniu z albuming zmienia kolor z zottego na niebieski. Wraz ze zmiang koloru
zmienia si¢ warto$¢ maksimum absorbancji.

$rodki powierzchniowo czynne
BCP + albumina » kompleks BCP-albumina
pH kwasowe

Ilo$¢ zwigzanej albuminy jest proporcjonalna do st¢zenia albuminy w probcee. Jest to reakcja, dla ktorej w punkcie koncowym
oznacza si¢ absorbancje¢ przy dtugosci fal swietlnych wynoszacej 600 nm.

Alkaliczna fosfataza (ALP)

Metody oznaczania alkalicznej fosfatazy opracowano po raz pierwszy ponad 60 lat temu. Niektore z tych spektrofotometrycznych
metod punktu koncowego lub dwoch punktow!>!® uwaza sie obecnie za przestarzale lub malo skuteczne. Zastosowanie fosforanu
p-nitrofenylowego (p-NPP) zwigkszyto szybko$é reakcji.”*® Niezawodno$é tej techniki znacznie wzrosta dzigki zastosowaniu buforu
przeznaczonego dla jonéw metali w celu utrzymywania stalego stezenia jonéw magnezu i cynku podczas reakcji.'® Metoda
referencyjna wedtug organizacji American Association for Clinical Chemistry, AACC (Amerykanskie Stowarzyszenie ds. Chemii
Klinicznej) 2 wykorzystuje zwigzek p-NPP jako substrat oraz bufor przeznaczony dla jondw metali.

Procedura Piccolo wykorzystuje modyfikowane metody zatwierdzone przez organizacje AACC i IFCC.2* Alkaliczna fosfataza
hydrolizuje zwigzek p-NPP w buforze przeznaczonym dla jonéw metali, tworzac p-nitrofenol i fosforan.

ALP
fosforan p-nitrofenylowy ——— 3 p-nitrofenol + fosforan
an*—7 Mgz+

Ilo$¢ zwigzku ALP w probce jest proporcjonalna do zwigkszenia réznicy absorbancji przy dtugosciach fal swietlnych
wynoszacych 405 nm i 500 nm.

Amylaza (AMY)

W celu oznaczania amylazy opracowano 200 roznych testow. Wickszo$¢ procedur wykorzystuje buforowany roztwor
polisacharyddw, jednak stosowane sg w nich ro6zne techniki wykrywania. Metodom wiskozymetrycznym brakuje precyzji

i dokladno$ci??, natomiast w przypadku metod turbidymetrycznych i jodometrycznych wystepuja problemy ze standaryzacja.?3?*
Czgsto uzywa si¢ metod sacharogenicznych i chromolitycznych. ,,Klasyczng” technikg oznaczania amylazy jest metoda
sacharogeniczna®, jest ona jednak trudna i czasochtonna.?® Ostatnio opracowano metody chromolityczne z zastosowaniem
p-nitrofenylo-glikozydéw jako substratow.?” Oznaczenia te charakteryzuje wigksza specyficzno$é pod katem amylazy
trzustkowej niz amylazy §linowej, a ich monitorowanie jest tatwe.?’

W metodzie Piccolo substrat, 2-chloro-p-nitrofenylo-oa-D-maltotriozyd (CNPG3), reaguje z a-amylaza w probce pacjenta,
uwalniajac 2-chloro-p-nitrofenol (CNP). Uwalnianie zwigzku CNP powoduje zmiane koloru.

a-amylaza
CNPG3 » CNP + D-maltotriozyd

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

Aminotransferaza asparaginianowa (AST)
Test aminotransferazy asparaginianowej (AST) opiera sie na metodzie wspdtczynnika Karmen?® modyfikowanej przez
Bergmeyera.?® Aktualna metoda referencyjna wedtug organizacji International Federation of Clinical Chemistry, IFCC
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(Migdzynarodowa Federacja Chemii Klinicznej) wykorzystuje technik¢ Karmen/Bergmeyera polegajaca na sprzeganiu
dehydrogenazy jabtczanowej (MDH) i formy zredukowanej dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH) podczas
wykrywania zwigzku AST w surowicy.?®° Na potrzeby reakcji dodawana jest dehydrogenaza mleczanowa (LDH), aby
zmniejszy¢ zaktdcenia powodowane przez endogenny pirogronian.

Zwiazek AST Kkatalizuje reakcje L-asparaginianu i a-ketoglutaranu, w wyniku ktorej powstajg szczawiooctan i L-glutaminian.
Szczawiooctan jest konwertowany na jablczan, a forma NADH jest utleniana do formy NAD za pomoca katalizatora MDH.

AST
L-asparaginian + o-ketoglutaran ————p szczawiooctan + L-glutaminian

MDH
szczawiooctan + NADH + H* >  jablczan + NAD*

Wspétczynnik zmiany absorbancji przy dtugosci fal §wietlnych wynoszacej 340 nm/405 nm spowodowany przez konwersje
formy NADH do NAD* jest wprost proporcjonalny do ilosci zwigzku AST wystepujacego w probcee.

Bialko C-reaktywne (CRP)

Pierwsze oznaczenia ilosciowe biatka CRP byly przeznaczone przede wszystkim do celow badawczych i opieraly si¢ na
metodologii ELISA.%! Pézniej stosowano w tym celu metody immunonefelometryczne ze wzmocnieniem lateksem. 2
Wymagaja one jednak zastosowania nefelometru w celu pomiaru rozproszenia $wiatta. W ostatnich latach opracowano kilka
zautomatyzowanych oznaczen immunoturbidymetrycznych i immunoluminometrycznych, ktéore mozna przeprowadzac za
pomocg standardowych klinicznych analizatoréw biochemicznych. %

Metoda stosowana przez firm¢ Abaxis jest to immunologiczne oznaczenie turbidymetryczne z zastosowaniem wzmocnionej
aglutynacji lateksowej. Probke miesza si¢ z zawiesing mysich przeciwcial monoklonalnych przeciw ludzkiemu biatku CRP
zwigzanych z lateksem. Biatko CRP w probee wiaze si¢ z czastkami przeciwcialo-lateks. Zachodzi aglutynacja powodujaca
zmetnienie. Do oznaczenia ilosci biatka CRP wykorzystuje si¢ rozpraszanie $wiatta spowodowane zmetnieniem. Stopien
zmetnienia mierzy si¢ w postaci zmiany absorbancji przy dtugosci fal swietlnych wynoszacej 630 nm. Zmiana absorbancji jest
wprost proporcjonalna do ilo$ci biatka CRP w probee.

czastki przeciwciato anty-CRP/lateks + CRP — zaglutynowane bialka CRP z czgstkami przeciwciato
anty-CRP/lateks

Wapn (CA)

Pierwsza metoda uzywana do analizy wapnia polegata na wytracaniu wapnia w obecnoéci nadmiaru anionow.3+3>3% Metody

Z zastosowaniem wytracania sa pracochtonne i czgsto niedoktadne. Referencyjng metodg oznaczania wapnia jest atomowa spektroskopia
absorpcyjna, nie nadaje sic ona jednak do rutynowych zastosowan. Najcze$ciej uzywa si¢ metod spektrofotometrycznych
wykorzystujacych kompleks o-krezoftaleiny (CPC) lub wskazniki arsenazo Il metalochromowe. ¥4 Wskaznik Arsenazo III cechuje
znaczne powinowactwo do wapnia oraz niezaleznos¢ od temperatury (zalezno$¢ od temperatury wystepuje w przypadku CPC).

Wapn w probkach pacjentow wigze si¢ ze wskaznikiem arsenazo II1, tworzac kompleks wapn-barwnik.

»

Ca?* + arsenazo IlI " kompleks Ca%*-arsenazo Il

Pomiar dla reakcji przeprowadza si¢ w punkcie koncowym przy dtugosciach fal swietlnych wynoszacych: 405 nm, 467 nm
i 600 nm. Tlo$¢ wapnia catkowitego w probce jest proporcjonalna do absorbancji.

Kreatynina (CRE)

Metoda Jaffe'a, zastosowana po raz pierwszy w roku 1886, nadal jest powszechnie stosowana w celu oznaczania pozioméw
kreatyniny we krwi. Aktualna metoda referencyjna taczy wykorzystanie ziemi fulerskiej (ziemi bielacej) w potaczeniu

z technika Jaffe'a w celu zwickszenia specyficznosci reakcji.**2 Opracowano tez metody enzymatyczne, ktore sg bardziej
specyficzne dla kreatyniny od réznych modyfikacji techniki Jaffe'a.**444> W metodach wykorzystujacych enzym —
amidohydrolaze kreatyniny — zlikwidowano problem zwigzany z zakldceniami ze strony jonéw amonowych, wystepujacy
w przypadku technik z zastosowaniem iminohydrolazy kreatyniny. 46

W sprzezonych reakcjach enzymatycznych amidohydrolaza kreatyniny hydrolizuje kreatyning do kreatyny. Drugi enzym,
amidynohydrolaza kreatynowa, katalizuje tworzenie sarkozyny z kreatyny. Oksydaza sarkozynowa powoduje utlenianie sarkozyny
do glicyny, formaldehydu i nadtlenku wodoru (H2O2). W koncowym etapie, gdy zachodzi reakcja Trindera, peroksydaza katalizuje
reakcje miedzy nadtlenkiem wodoru, kwasem 2,4,6-tribromo-3-hydroksybenzoesowym (TBHBA) oraz 4-aminoantypiryng
(4-AAAP), w ktorej powstaje czerwony barwnik — chinonoimina. Do mieszaniny reakcyjnej dodawane sg sze$ciocyjanozelazian
sodu i oksydaza askorbinowa w celu minimalizacji potencjalnych zaklocen ze strony odpowiednio bilirubiny i kwasu askorbinowego.

amidohydrolaza kreatyniny
kreatynina + H,O » Kreatyna
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amidynohydrolaza kreatynowa
kreatyna + H,0O » sarkozyna + mocznik

oksydaza sarkozynowa
sarkozyna + H,O + O, » glicyna + formaldehyd + H,0,
peroksydaza
H,0, + TBHBA + 4-AAP ———  czerwony barwnik (chinonoimina) + H,O

Do oznaczenia stgzenia kreatyniny w probce uzywa si¢ dwoch kuwet. Endogenng kreatyne oznacza si¢ w kuwecie do
oznaczenia zerowego, a nastgpnie odejmuje od sumy kreatyny endogennej i kreatyny utworzonej w reakcjach enzymatycznych
w kuwecie testowej. Po wyeliminowaniu kreatyny endogennej z obliczen, st¢zenie kreatyniny jest proporcjonalne do
intensywno§ci otrzymanego koloru czerwonego. Pomiar dla reakcji przeprowadza si¢ w punkcie koncowym. Jest to réznica
absorbancji przy dlugosciach fal $wietlnych wynoszacych 550 nm i 600 nm.

Warto$¢ eGFR (obliczona)

Kreatyning w surowicy oznacza si¢ rutynowo jako wskaznik czynnos$ci nerek. Poniewaz na stezenie kreatyniny ma wpltyw
wiek, pte¢ i pochodzenie etniczne, przewleklej 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 Choréb Nerek) zdecydowanie si¢ zaleca, aby w przypadku oznaczania kreatyniny w surowicy
U pacjentow w wieku lat 18 i starszych laboratoria rutynowo zgtaszaty szacowana wielkos¢ filtracji klgbuszkowej (eGFR).
Rutynowe zgtaszanie wartosci eGFR wraz z wszystkimi oznaczeniami kreatyniny utatwia laboratoriom identyfikacj¢ osob

z ostabiong czynnoscia nerek oraz wykrywanie choroby CKD. Obliczone wartosci eGFR wynoszace < 60 ml/min wigza si¢
zazwyczaj z podwyzszonym ryzykiem wystepowania choroby CKD. 474849

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) ™% x (wiek)%2% x (0,742 dla kobiet) x (1,212 dla afroamerykandw)

Gamma-glutamylotransferaza (GGT)

Pierwsze opracowane metody oznaczania ilo§ciowego gamma-glutamylotransferazy (GGT) zawieraty drugg reakcje, w ktorej
powstawal barwnik azowy laczacy sie z chromoforem.*®! Zmiana polegajgca na zastosowaniu L-y-glutamylo-p-nitroanilidu
jako substratu reakcji wyeliminowata etap formowania barwnika.> Z powodu stabej rozpuszczalnoéci i niewielkiej stabilnosci
L-y-glutamylo-p-nitroanilidu procedure t¢ modyfikowano, stosujac w zamian jako substrat L-y-glutamylo-3-karboksy-4-
nitroanilid.>® Metoda oznaczania GGT zalecana przez organizacje¢ International Federation of Clinical Chemistry, IFCC
(Miedzynarodowa Federacja Chemii Klinicznej) wykorzystuje ten substrat, natomiast drugim substratem jest glicyloglicyna.

Firma Abaxis zmodyfikowata metod¢ zalecang przez organizacj¢ IFCC tak, aby reakcja przebiegata w temperaturze 37°C.
Dodanie probki zawierajacej gamma-glutamylotransferaze do substratow, L-y-glutamylo-3-karboksy-4-nitroanilidu oraz
glicyloglicyny (gly-gly), powoduje powstanie L-y-glutamylo-glicyloglicyny (glu-gly-gly) oraz 3-karboksy-4-nitroaniliny.

GGT
L-y-glutamylo-3-karboksy 4-nitroanilid + gly-gly ——— > glu-gly-gly + 3-karboksy-4-nitroanilina

Absorbancje dla tej reakcji, dla ktorej przeprowadza si¢ pomiary kinetyczne, mierzy si¢ przy dlugosci fal swietlnych wynoszacej
405 nm. Wytwarzanie 3-karboksy-4-nitroaniliny jest wprost proporcjonalne do aktywnos$ci zwiagzku GGT w probee.

Glukoza (GLU)

Oznaczanie st¢zenia glukozy poczatkowo przeprowadzano, uzywajac metod polegajacych na redukeji miedzi (np. metody Folin-
Wu% i Somogyi-Nelson®®%7). Brak specyficznosci tych technik doprowadzit do opracowania procedur oznaczania iloSciowego
przy uzyciu enzymow — heksokinazy i oksydazy glukozowej. Test shuzacy do oznaczania glukozy przeprowadzany za pomocg
dysku z odczynnikami panelu do oznaczen biochemicznych Piccolo BioChemistry Plus to modyfikowana wersja metody
wykorzystujacej heksokinaze, ktorg zaproponowano jako podstawe referencyjnej metody oznaczania glukozy.®

W wyniku reakcji 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 reakcje G-6-P,
w wyniku ktorej powstaje 6-fosfoglukonian oraz redukcje dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NAD*) do NADH.

HK
glukoza + ATP » G-6-P+ ADP
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G-6-PDH
G-6-P + NAD* » 6-fosfoglukonian + NADH + H*

Absorbancja jest oznaczana bichromatycznie przy dtugosciach fal §wietlnych wynoszacych 340 nm i 850 nm. Ilo$¢
wytworzonego zwigzku NADH jest wprost proporcjonalna do ilosci glukozy znajdujacej si¢ w probce.

Bialko calkowite (TP)

Metoda oznaczania biatka calkowitego to modyfikowana reakcja biuretowa, znana z precyzji, doktadnosci i specyficznosci.
Opracowat jg Riegler,%® a zmodyfikowali Weichselbaum®! Doumas i in.5? Reakcje biuretowa zaproponowano jako potencjalng
metode referencyjng oznaczania biatka catkowitego.

59

W reakcji biuretowej do roztworu biatka dodawane sa jony miedzi [Cu(Il)] w silnie alkalicznym $rodowisku. Aby zapobiec
wytracaniu si¢ wodorotlenku miedzi (I1) i autoredukcji miedzi dodawane sa odpowiednio: winian sodowo-potasowy oraz jodek
potasu.®* Jony Cu(Il) reagujg z wigzaniami peptydowymi miedzy atomami tlenu z grupy karbonylowej i azotu z grupy
amidowej, tworzac kolorowy kompleks Cu-biatko.
OH"
biatko catkowite + Cu(II) » kompleks Cu-biatko

Ilos¢ biatka znajdujacego si¢ w probee jest wprost proporcjonalna do absorbancji kompleksu Cu-biatko. Test na biatko
catkowite jest reakcja, dla ktorej pomiar przeprowadza si¢ w punkcie koncowym. Absorbancje mierzy si¢ jako rdznicg
absorbancji dla dtugosci fal §wietlnych wynoszacych 550 nm i 850 nm.

Azot mocznikowy we krwi (BUN)

Mocznik mozna oznacza¢ metoda bezposrednia lub posrednia. Reakcja z udziatem monooksymu diacetylu (jedyna
bezposrednia metoda oznaczania mocznika) jest czesto stosowana, jednak wymaga uzycia niebezpiecznych odczynnikow. &3
Metody posrednie polegaja na oznaczaniu amoniaku powstatego z mocznika. Zastosowanie w nich enzymu — ureazy —
zwiekszylo specyficznosé tych testow.®* Amoniak jest oznaczany ilo$ciowo réznymi metodami, w tym za pomoca
nessleryzacji (miareczkowania acydymetrycznego), metoda Berthelota. 85 oraz z wykorzystaniem sprzezonych reakcji
enzymatycznych.®”%8 Podczas oznaczania amoniaku za pomocg procedur Berthelota z uzyciem katalizatora uzyskuje sie jednak
bledne wyniki.%® Sprzezone reakcje enzymatyczne sg szybkie, charakteryzuja sie duzg specyficzno$cig dla amoniaku i sg czesto
uzywane. Jedng z takich reakcji zaproponowano jako potencjalng metode referencyjng.”

W sprzezonej reakcji enzymatycznej ureaza hydrolizuje mocznik do amoniaku i ditlenku wegla. Po potaczeniu amoniaku
z a-ketoglutaranem i zredukowang formg dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH), enzym — dehydrogenaza
glutaminianowa (GLDH) — utlenia form¢ NADH do NAD™.

ureaza
mocznik + HLO — 2NHs; + CO,

GLDH
NHs + a-ketoglutaran + NADH ~—— L-glutaminian + H,O + NAD*

Zmiana r6znicy absorbancji dla dtugos$ci fal §wietlnych wynoszacych 340 nm i 405 nm jest spowodowana konwersja formy
NADH do NAD". Jest ona wprost proporcjonalna do ilo§ci mocznika w probcee.

Kwas moczowy (UA)

Pierwsze metody iloSciowego oznaczania stezen kwasu moczowego we krwi opieraly si¢ na redukcji kwasu
fosforowolframowego do blekitu wolframowego w alkalicznych roztworach kwasu moczowego. "2 Opracowano test kwasu
moczowego o lepszej specyficznosci wykorzystujacy enzym — urykaze¢. Metoda ta stata si¢ od tego czasu standardowa
biochemiczng technikg oznaczania kwasu moczowego w warunkach klinicznych.”

W metodzie tej reakcja z udzialem uryzkazy jest sprzezona z konicowa reakcja Trindera katalizowang przez peroksydaze.™
Urykaza katalizuje utlenianie kwasu moczowego do alantoiny i nadtlenku wodoru. Peroksydaza katalizuje reakcjg¢ nadtlenku
wodoru (H:0), 4-aminoantypiryny (4-AAP) i kwasu 3,5-dichloro-2-hydroksybenzenosulfonowego (DHBSA), w wyniku ktdrej
powstaje czerwony barwnik — chinonoimina. Do mieszaniny reakcyjnej dodawane sa sze§ciocyjanozelazian sodu i oksydaza
askorbinowa w celu minimalizacji potencjalnych zaktocen ze strony bilirubiny i kwasu askorbinowego.

urykaza
kwas moczowy + O; + H,0O » alantoina + CO; + H20-

peroksydaza
H202 + 4-AAP + DHBSA —  » barwnik (chinonoimina) + H;0O

Strona 5z 22



Ilo$¢ kwasu moczowego w probee jest wprost proporcjonalna do absorbancji barwnika (chinonoiminy). Absorbancje koncowa tej
reakcji mierzy si¢ bichromatycznie (pomiar w punkcie koncowym) przy dtugosciach fal §wietlnych wynoszacych 500 nm 1 600 nm.

4. Zasada dzialania
Zasady i ograniczenia procedury opisano w podreczniku operatora analizatora biochemicznego Piccolo Xpress .
5. Opis odczynnikéw

Odczynniki

Kazdy dysk z odczynnikami panelu do oznaczen biochemicznych Piccolo BioChemistry Plus 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, substancje pomocnicze i $rodki konserwujace) przeznaczony do zastosowania
podczas obliczania st¢zen aminotransferazy alaninowej (ALT), albuminy (ALB), alkalicznej fosfatazy (ALP), amylazy (AMY),
aminotransferazy asparaginianowej (AST), biatka C-reaktywnego (CRP), wapnia (CA), gamma-glutamylotransferazy (GGT),
glukozy (GLU), biatka catkowitego (TP), azotu mocznikowego we krwi (BUN) i kwasu moczowego (UA). W dysku znajduje si¢
specjalny odczynnik do oznaczenia zerowego, umozliwiajacy obliczenie stezenia kreatyniny (CRE). Kazdy dysk zawiera takze
rozcienczalnik, w ktorego sktad wchodza srodki powierzchniowo czynne i $rodki konserwujace.

Tabela 1: Odczynniki

Skladnik Ilosé¢/dysk
Adenozyno-5’-trifosforan 12 pg
L-alanina 874 ng
4-aminoantypiryna 27 ug
Chlorowodorek 4-aminoantypiryny 6 Mg
Przeciwciata przeciw ludzkiemu biatku CRP (kozie) 0.3 g
Lateks powleczony przeciwcialami przeciw ludzkiemu biatku CRP (mysimi) 67 ug
Arsenazo 111, sol sodowa 3pug
Oksydaza askorbinowa (Cucurbita spp.) 04U
Kwas L-asparaginowy 426 ng
Purpura bromokrezolowa 2 Ug
2-chloro-4-nitrofenylo-a-D-maltotriozyd (CNPG3) 36 ug
Amidynohydrolaza kreatynowa (Actinobacillus spp.) 3U
Amidohydrolaza kreatyniny (Pseudomonas spp.) 1U
Siarczan miedzi 210 pg
Kwas 3,5-dichloro-2-hydroksybenzenosulfonowy (DHBSA) 37 ug
Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (drozdze) 0,05 U
Dehydrogenaza glutaminianowa (watroba wolowa) 001U
Kwas L-glutaminowy y-(3-karboksy-4-nitroanilid), s6l amonowa 32 ug
Glicyloglicyna 317 pg
Heksokinaza (drozdze) 01U
a-ketoglutaran, sol dwusodowa 37 ug
Kwas a-ketoglutarowy 72 ug
Dehydrogenaza mleczanowa (serce kurze) 0,002 U
Dehydrogenaza mleczanowa (Staphylococcus epidermidis) 0,1U
Octan magnezu 7 ug
Chlorek magnezu 5ug
Dehydrogenaza jabtczanowa (MDH) (serce wieprzowe) 0,01 U
Dinukleotyd p-nikotynoamidoadeninowy (NAD) 20 ug
Zredukowana forma dinukleotydu B-nikotynoamidoadeninowego (NADH) 19 ug
Fosforan p-nitrofenylowy (p-NPP) 67 ug
Peroksydaza (chrzanowa) 09U
Jodek potasu 28 ug
Oksydaza sarkozynowa (drobnoustroje) 0,7U
Szesciocyjanozelazian (II) sodu 1ug
Winian sodowo-potasowy 343 g
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Kwas 2,4,6-tribromo-3-hydroksybenzoesowy (TBHBA) 188 ug

Ureaza (kanawalia mieczoksztaltna) 0,05 U
Urykaza (bakteryjna) 0,04 U
Siarczan cynku 3pug

Bufory, $rodki powierzchniowo czynne, substancje pomocnicze i §rodki konserwujace
Ostrzezenia i Srodki ostroznosci
e Do diagnostyki in vitro

e Pojemnik z rozcienczalnikiem w dysku z odczynnikami jest otwierany automatycznie po zamknieciu szuflady analizatora.
Dysku z otwartym pojemnikiem z rozcienczalnikiem nie mozna uzywaé ponownie. Przed zamknigciem szuflady nalezy si¢
upewnic¢, ze w dysku umieszczono probke lub materiat kontrolny.

e  Zuzyte dyski z odczynnikami zawierajg ludzkie ptyny ustrojowe. Podczas obstugi dyskéw oraz utylizacji zuzytych dyskow
nalezy przestrzegaé dobrych praktyk laboratoryjnych zwigzanych z zapewnieniem bezpieczenstwa.”® Instrukcje dotyczace
czyszczenia rozlanych ptynéw niebezpiecznych biologicznie zawiera podrecznik operatora analizatora biochemicznego
Piccolo Xpress .

e Dyski z odczynnikami sg plastikowe i w przypadku upuszczenia moga peknac lub si¢ wyszczerbi¢. W zadnym wypadku
nie wolno uzywac dysku, ktory upuszczono, gdyz mogloby to spowodowac przedostanie si¢ substancji niebezpiecznych
biologicznie do wng¢trza analizatora.

e  Kulki odczynnikowe moga zawiera¢ kwasy lub substancje zrace. W przypadku przestrzegania zalecanych procedur
operator nie ma stycznos$ci z tymi kulkami. W sytuacji wymagajgcej manipulowania kulkami (np. przy czyszczeniu po
upuszczeniu i pgknigeiu dysku z odezynnikami) nalezy unikaé potykania, kontaktu ze skorg oraz wdychania kulek
odczynnikowych.

Instrukcje dotyczace postepowania z odczynnikami

Dyski z odczynnikami mozna uzywacé bezposrednio po wyjeciu z lodowki, bez ich ogrzewania. Przed uzyciem dyskow nie nalezy
pozostawiac 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 ciggu 20 minut od otwarcia woreczka, nalezy wyrzucic.

Przechowywanie

Dyski z odczynnikami nalezy przechowywac w szczelnie zamknigtych woreczkach, w ktorych zostaty dostarczone,

w temperaturze 2-8°C (36-46°F). Nie naraza¢ otwartych ani zamknigtych dyskow na bezposrednie dziatanie Swiatta stonecznego
lub temperatur przekraczajacych 32°C (90°F). Dyski z odczynnikami mozna zuzy¢ do uplywu 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 wy$wietlony komunikat o
bledzie.

Oznaki niestabilno$ci/pogorszenia wlasciwosci dysku z odczynnikami
Rozdarcie Iub uszkodzenie woreczka w inny sposéb moze umozliwi¢ przedostawanie si¢ wilgoci do nieuzywanego dysku oraz
spowodowac negatywny wpltyw na dziatanie odczynnikow. Nie nalezy uzywac dysku z uszkodzonego woreczka.

6. Urzadzenie

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

7. Pobieranie i przygotowywanie probek

Techniki pobierania probek opisano w rozdziale ,,Pobieranie probek” podrgcznika operatora analizatora biochemicznego
Piccolo Xpress .

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

e  Probki krwi pelnej pobranej przez naktucie zyty powinny by¢ jednorodne przed ich przeniesieniem do dysku
z odczynnikami. Tuz przed ich przeniesieniem nalezy kilkakrotnie delikatnie odwrdcic¢ probowke z probka. Nie nalezy
wytrzasac¢ probowki z probka, gdyz moze to spowodowaé hemolize.

e  Probki krwi pelnej nalezy pobiera¢ wylacznie poprzez naktucie zyty. Nie powinna to by¢ krew wlosniczkowa.
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e Probki krwi petnej pobranej poprzez naklucie zyty nalezy przeanalizowaé w ciggu 60 minut od pobrania.’® Na stgzenie
glukozy wptyw ma czas od ostatniego positku pacjenta oraz rodzaj pobranej probki. Aby doktadnie oznaczy¢ stezenie
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 512 mg/dl na godzing.”

e 7 prébkami krwi petnej lub osocza nalezy uzywaé wylacznie prézniowych probéwek do pobierania probek
Z heparynianem litu (z zielong zatyczka). Z prébkami surowicy nalezy uzywaé préozniowych probek bez antykoagulantu
(z czerwong zatyczka) lub probowek do separacji surowicy (z czerwono-czarng zatyczka).

e  Schiodzenie w lodowce probek krwi pelnej moze spowodowaé znaczne zmiany stezenia aminotransferazy
asparaginianowej, kreatyniny i glukozy.’ Je$li probki nie mozna przeanalizowaé w ciggu 60 minut, mozna z niej
oddzieli¢ osocze lub surowice i przechowywacé je w zamknietych probowkach na probki w temperaturze 2—-8°C (36-46°F).

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

Dostarczane materialy
e Jeden dysk z odczynnikami panelu do oznaczen biochemicznych Piccolo BioChemistry Plus, PN: 400-1035 (pudetko
dyskdéw, PN 400-0035)

Materialy wymagane, ale niedostarczane z produktem

e Analizator biochemiczny Piccolo Xpress

e Pipety do przenoszenia probek (o statej objetosci wynoszacej ok. 100 pl) i ich koncoéwki sg 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
materialdéw kontrolnych i oczekiwanych wartosci nalezy skontaktowac si¢ z dzialem pomocy technicznej firmy Abaxis).

e Licznik czasu

Parametry testu

Analizator biochemiczny Piccolo Xpress mozna obstugiwaé w temperaturze otoczenia wynoszacej od 15°C do 32°C (59—
90°F). Czas analizy kazdego dysku z odczynnikami panelu do oznaczen biochemicznych Piccolo BioChemistry Plus 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 procedur¢ pobierania probek oraz procedury obstugi krok po kroku opisano w podrgczniku 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 podrecznik operatora analizatora
biochemicznego Piccolo Xpress .

Kontrola jako$ci
Szczegolowe instrukcje dotyczace analizowania, rejestrowania, interpretacji i wykreslania wynikow kontroli zawiera
podrecznik operatora analizatora biochemicznego Piccolo Xpress .

9. Wyniki

Analizator biochemiczny Piccolo Xpress automatycznie oblicza i drukuje stezenia analitow w probee. Szczegdtowe
informacje dotyczace obliczen dla reakcji, dla ktorych przeprowadza si¢ pomiary w punkcie koncowym i pomiary kinetyczne,
zawiera podrecznik operatora analizatora biochemicznego Piccolo Xpress .

W podrgczniku operatora opisano takze interpretacje wynikdw. Wyniki sg drukowane na taSmie wynikdéw dostarczanej przez
firme¢ Abaxis. Tyt taSmy wynikow jest samoprzylepny, aby utatwic¢ ich umieszczenie w dokumentacji pacjenta.

10. Ograniczenia procedury
Ogolne ograniczenia procedury oméwiono o w podreczniku operatora analizatora biochemicznego Piccolo Xpress .

e Jedynym antykoagulantem zalecanym do stosowania z analizatorem biochemicznym Piccolo Xpress jest heparynian
litu. Nie nalezy uzywac heparynianu sodu. Firma Abaxis przeprowadzita badania, ktore wykazaty, ze EDTA, fluorki,
szczawiany oraz wszystkie antykoagulanty zawierajace jony amonowe kolidujg z co najmniej jednym zwigzkiem
chemicznym znajdujacym si¢ w dysku z odczynnikami panelu do oznaczen biochemicznych Piccolo BioChemistry Plus.
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e  Wyniki dla probek z hematokrytem przekraczajacym 62—65% objetosci skoagulowanych krwinek czerwonych (utamek
objetosciowy wynoszacy 0,62—0,65) moga by¢ nieprawidlowe. Probki o wysokim hematokrycie moga by¢ zglaszane jako
zhemolizowane. Probki te mozna odwirowaé w celu oddzielenia osocza, a nastgpnie ponownie przeanalizowaé w nowym
dysku z odczynnikami.

e CRP to biatko ,,fazy ostrej” powstajace w sposdb niespecyficzny w reakcji na stan zapalny. Roznice stgzen biatka
C-reaktywnego u poszczeg6lnych 0sob sg znaczne (od 30 do 60%). Nalezy to uwzgledni¢ podczas interpretacji
wynikow.®! W celu oceny faktycznej wartoéci $redniej biatka C-reaktywnego u okreslonej osoby moga byé wymagane
seryjne oznaczenia tego zwiazku.

e  Przeciwciata HAMA (ludzkie przeciwciata przeciwko antygenom mysim) w stezeniu do 115 ng/ml nie zaktocaja
oznaczenia. Probki od pacjentéw przyjmujacych preparaty z mysimi monoklonalnymi przeciwcialami w celach
diagnostycznych lub terapeutycznych moga zawieraé¢ 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/l.

e Kazdy uzyskany w okreslonym tescie wynik przekraczajacy zakres dopuszczalny dla oznaczenia nalezy
przeanalizowad za pomoc3 innej zatwierdzonej metody lub wystaé do innego laboratorium. Nie nalezy rozcienczaé
probki i analizowac jej ponownie za pomocg analizatora biochemicznego Piccolo Xpress .

Ostrzezenie: Dokladne testy analizatora biochemicznego Piccolo Xpress wykazaly, ze w bardzo rzadkich przypadkach
probki umieszezone w dysku z odczynnikami moga nie sptywac rownomiernie do komory probki.
Z powodu nierbwnomiernego przeptywu przeanalizowana moze zosta¢ niewtasciwa ilo§¢ probki. Z tego
powodu czgs¢ wynikéw moze przekraczac referencyjne zakresy wartosci. Probke taka mozna
przeanalizowac ponownie za pomocg nowego dysku z odczynnikami.

Przetestowano rdzne substancje mogace zaktoca¢ oznaczenia analitow. Przygotowano pule surowicy ludzkiej. Badane st¢zenie
poszczegdlnych potencjalnych substancji zaklocajacych oparto na poziomach testowych podanych w dokumencie CLSI
(poprzednio NCCLS) EP7-P.” (oprocz CRP) oraz CLSI EP7-A% (CRP).

Wplyw substancji endogennych

e Fizjologiczne stany zaklocajace (hemoliza, z6ltaczka i lipemia) powoduja zmiany zglaszanych stezen niektorych analitow.
U dotu kazdej tasmy wynikow drukowane sg wskazniki dla probek informujace operatora o poziomach substancji
zaklocajacych wystepujacych w kazdej probee.

e Analizator biochemiczny Piccolo Xpress pomija wszystkie wyniki, na ktére wptywa zaklocenie o wartosci > 10%

spowodowane hemoliza, lipemia lub zéltaczka. Na tasmie wynikoéw w miejscu wyniku nanoszony jest odpowiednio tekst
»~HEM”, ,LIP” lub , ICT”.

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

e Aby uzyskac informacje na temat maksymalnych poziomdéw substancji endogennych, nalezy skontaktowa¢ si¢ z dziatem
pomocy technicznej firmy Abaxis.

Wplyw substancji egzogennych i terapeutycznych

Na podstawie zalecen Younga wybrano substancje egzogenne i terapeutyczne potencjalnie zaktdcajace metody testowe firmy
Abaxis. 8 Znaczne zaktécenia zdefiniowano jako przesuniecie wyniku wieksze niz + 10% dla probki w prawidtowym zakresie.
Do pul surowicy ludzkiej dodano znane stezenia lekow 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 zaklocajaca Najwyzsze zbadane stezenie”
(mg/dl, chyba ze podano inaczej)

Acetaminofen 100
Acetylooctan 102
Kwas acetylosalicylowy 50
Ampicylina 30
Kwas askorbinowy (oprécz CRP) 20
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Kwas askorbinowy (tylko CRP) 3

Kofeina 10
Chlorek wapnia (oprocz CRP) 20
Chlorek wapnia (tylko CRP) NW
Cefalotyna (Keflin) 400
Chloramfenikol 100
Cymetydyna 16
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Tabela 2: Oceniane substancje egzogenne i terapeutyczne (cd.)

Potencjalna substancja zaklocajaca Najwyzsze zbadane stezenie”
(mg/dl, chyba ze podano inaczej)

Lewodopa 5
Dopamina (oprécz CRP) 19
Dopamina (tylko CRP) 13
Epinefryna 1
Erytromycyna 10
Glutation 30
Hydrochlorotiazyd 7,5
Ibuprofen 50
Izoniazyd 4
a-ketoglutaran (oprécz CRP) 5
a-ketoglutaran (tylko CRP) NW
Ketoprofen 50
Lidokaina 1
Mleczan (oprécz CRP) 230
Mleczan litu (tylko CRP) 84
Metycylina 100
Metotreksat 0,5
Metyldopa (tylko AST, GLU, TP i UA) 0,5
Metyldopa (wszystkie pozostate) NW
Metronidazol 5
Nafcylina 1
Nitrofurantoina 20
Oksacylina 1
Szczawiooctan 132
Penicylina G 100
Fenytoina (5,5-difenylohydantoina) 3
Prolina 4
Pirogronian (oprécz CRP) 44
Pirogronian (tylko CRP) NW
Rifampicyna (tylko AST, GLU, TP i UA) 15
Rifampicyna (wszystkie pozostate) 0,5
Kwas salicylowy (oprécz CRP) 25
Kwas salicylowy (tylko CRP) 50
Sulfasalazyna (oprécz CRP) 10
Sulfasalazyna (tylko CRP) NW
Sulfadiazyna (oprécz CRP) NW
Sulfadiazyna (tylko CRP) 150
Sulfanilamid 50
Teofilina 20

ANW = nie wykonano

Tabela 3: Dla ponizszych substancji wystapilo przesuni¢cie wyniku przekraczajace £ > 10% dla probek
w prawidlowym zakresie.

Stezenie, przy Zaobserwowane zaklocenie (%)®
ktdrym wystapilo
zaklocenie > 10%

Aminotransferaza alaninowa (ALT)
Kwas askorbinowy 20 11% wazr.
Szczawiooctan 132 843% wzr.

Albumina (ALB)
Acetylooctan 102 18% spd.
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Tabela 3: Dla ponizszych substancji wystapilo przesuniecie wyniku przekraczajace = > 10% (cd.)

Zaobserwowane
zaklécenie (%)5

Stezenie, przy
ktdrym wystapilo
zaklécenie > 10%

Ampicylina 30 12% spd.
Kofeina 10 14% spd.
Chlorek wapnia 20 17% spd.
Cefalotyna (Keflin) 400 13% wazr.
Ibuprofen 50 28% wazr.
o-ketoglutaran 5 11% spd.
Nitrofurantoina 20 13% spd.
Prolina 4 12% wazr.
Sulfasalazyna 10 14% spd.
Sulfanilamid 50 12% spd.
Teofilina 20 11% spd.
Alkaliczna fosfataza (ALP)

Teofilina 20 42% spd.
Bialko C-reaktywne

Glutation 30 13% spd.
Izoniazyd 4 16% spd.
Lewodopa 5 28% spd.
Szczawiooctan 132 57% spd.
Kreatynina (CRE)

Kwas askorbinowy 20 11% spd.
Dopamina 19 80% spd.
Lewodopa 5 71% spd.
Epinefryna 1 45% spd.
Glutation 30 13% spd.
Glukoza (GLU)

Szczawiooctan 132 11% spd.
Pirogronian 44 13% spd.
Kwas moczowy

Kwas askorbinowy 20 13% spd.
Epinefryna 1 14% spd.
Lewodopa 5 78% spd.
Metyldopa 0,5 12% spd.
Rifampicyna 1,5 14% spd.
Kwas salicylowy 25 20% spd.

B spd. = spadek stezenia okreslonego analitu; wzr. = wzrost stezenia okreslonego analitu
11. Oczekiwane wartosci

W celu okreslenia zakresow referencyjnych dla substancji: ALT, albuminy, ALP, amylazy, wapnia, kreatyniny, glukozy, biatka
catkowitego i BUN uzyto tacznie 193 probek pobranych od dorostych mezezyzn i kobiet, ktore przeanalizowano za pomocg
biochemicznego analizatora krwi Piccolo. W celu okres$lenia zakresu referencyjnego dla zwigzku AST i kwasu moczowego
uzyto tacznie 186 probek pobranych od dorostych mezczyzn i kobiet. W celu okreslenia zakresu referencyjnego dla zwigzku
GGT uzyto tacznie 131 probek pobranych od dorostych mezczyzn i kobiet. Ponizsze zakresy obliczono dla tych analitow

W oparciu o 95% przedzial referencyjny oszacowany na podstawie taczonych (wszystkich) wartosci uzyskanych dla osob
badanych. Probki od 69 dorostych m¢zczyzn i kobiet przeanalizowano pod katem biatka CRP za pomocg analizatora
biochemicznego Piccolo Xpress . Zakres dla biatka CRP oparto na potwierdzonej mozliwos$ci przeniesienia zakresow
ustalonych dla metody Beckmana.®? Zakresy te maja jedynie charakter pogladowy. Zaleca si¢ ustalenie w placowce zakresow
prawidlowych dla okreslonej populacji pacjentow.
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Tabela 4: Zakresy referencyjne dla systemu Piccolo

Analit

Jednostki tradycyjne

Jednostki ukladu SI

Aminotransferaza alaninowa (ALT)
Albumina (ALB)
Alkaliczna fosfataza (ALP)

Kobiety

Mezczyzni
Amylaza (AMY)
Aminotransferaza asparaginianowa (AST)
Bialko C-reaktywne
Wapn (CA)

Kreatynina
Gamma-glutamylotransferaza (GGT)
Glukoza
Bialko calkowite (TP)
Azot mocznikowy we krwi (BUN)
Kwas moczowy (UA)

Kobiety

Mezczyzni

10-47 U/
3,3-5,5 g/dl

42-141 U/
53-128 U/
14-97 U/l
11-38 U/l
<7,5mg/l
8,0-10,3 mg/dI
0,6-1,2 mg/dl
5-65 U/
73-118 mg/dl
6,4-8,1 g/dI
7-22 mg/dl

2,2-6,6 mg/dl
3,6-8,0 mg/dl

10-47 U/
33-55 g/l

42-141 U/l
53-128 U/l
14-97 U/l
11-38 U/l
<7,5mg/l
2,00-2,58 mmol/I
53-106 pumol/l
5-65 U/l
4,1-6,6 mmol/I
64-81 g/l
2,5-7,9 mmol/l

131-393 pmol/l
214-476 pmol/l

12. Charakterystyka robocza

Liniowos$¢

Wiasciwosci chemiczne kazdego analitu sg liniowe w zakresie dynamicznym podanym ponizej, gdy analizator biochemiczny
Piccolo Xpress jest obstugiwany zgodnie z zalecang procedurg (patrz podrecznik operatora analizatora biochemicznego
Piccolo Xpress ).

Tabela 5: Zakresy dynamiczne w systemie Piccolo

Analit Jednostki tradycyjne  Jednostki ukladu SI
Aminotransferaza alaninowa (ALT) 5-2000 U/l 5-2000 U/I
Albumina (ALB) 1-6,5 g/dl 10-65 g/l
Alkaliczna fosfataza (ALP) 5-2400 U/l 5-2400 U/I
Amylaza (AMY) 5-4000 U/I 5-4000 U/I
Aminotransferaza asparaginianowa (AST)  5-2000 U/I 5-2000 U/I
Bialko C-reaktywne 5,0-200,0 mg/I 5,0-200,0 mg/I
Wapn 4,0-16,0 mg/dl 1,0-4,0 mmol/l
Kreatynina 0,2-20 mg/dl 18-1768 umol/l
Gamma-glutamylotransferaza (GGT) 5-3000 U/I 5-3000 U/I
Glukoza 10-700 mg/dl 0,6-38,9 mmol/Il
Bialko calkowite (TP) 2-14 g/dl 20-140 g/I

Azot mocznikowy we krwi (BUN) 2-180 mg/dl 0,7-64,3 mmol/l
Kwas moczowy 1-15 mg/dl 100-900 pmol/I

Jesli stezenie analitu przekracza zakres pomiarowy (dynamiczny), ale jest mniejsze od limitu zakresu systemowego, na
wydrukowanej tasmie przy géornym limicie pojawi si¢ znak ,,>” oraz gwiazdka po liczbie, np. ALT > 2000* U/1. Jesli jest ono
nizsze od zakresu dynamicznego, wydrukowany zostanie znak ,,<” oraz gwiazdka, np. ALT < 5* U/l. W przypadku wartosci
znacznie przekraczajacych zakres pomiarowy (systemowy), zamiast wyniku wydrukowany zostanie znak ,,~~~". Za kazdym
razem gdy na wydrukowanej taSmie pojawia si¢ znak ,,~~~", nalezy pobra¢ nowa probke i ponownie przeprowadzi¢ test. Jesli
wyniki dla drugiej probki zostang znowu pominicte, nalezy zadzwoni¢ do dziatu obstugi klienta firmy Abaxis.

Czulo$¢ (limity wykrywania)

Dolne limity zglaszanego (dynamicznego) zakresu poszczego6lnych analitdw: aminotransferaza alaninowa — 5 U/I; albumina —

1 g/dl (10 g/l); alkaliczna fosfataza — 5 U/I; amylaza — 5 U/I; aminotransferaza asparaginianowa — 5 U/1; bialko C-reaktywne —
5,0 mg/l; wapn — 4,0 mg/dl (1,0 mmol/l); kreatynina— 0,2 mg/dl (18 pmol/l); gamma-glutamylotransferaza— 5 U/I; glukoza —
10 mg/dl (0,6 mmol/1); biatko catkowite — 2 g/dl (20 g/l); azot mocznikowy we krwi — 2,0 mg/dl (0,7 mmol/l mocznika) oraz kwas
moczowy — 1 mg/dl (100 pmol/I).

Strona 13z 22



Precyzja

Badania precyzji przeprowadzono wedtug wytycznych CLSI EP5-T28 (oprocz oznaczenia CRP) oraz EP5-A.84 Modyfikacje
oparto na dokumencie CLSI EP18-A® dla urzadzen do wykorzystania modutowego. Precyzje w obrebie serii i catkowita
okreslono, uzywajac dostepnych na rynku materiatow kontrolnych o dwoch poziomach. Badania przeprowadzono z uzyciem
wielu analizatorow. Testy ALT, AST, albuminy, ALP, amylazy, wapnia, kreatyniny, GGT, glukozy, bialka catkowitego, BUN
i kwasu moczowego przeprowadzono w dwoch placowkach w ciggu 20 dni, uzywajac dwoch serii dyskow z odezynnikami.
Testy oznaczenia bialka C-reaktywnego przeprowadzono w ciggu pieciu dni, uzywajac jednej serii dyskéw z odczynnikami.
Surowice 1, poziom 1 materialu kontrolnego i poziom 2 materiatu kontrolnego przebadano w dwoch placéwkach, a surowice 2,
surowice 3, osocze 1 i osocze 2 przebadano w jednej placowce.

Wyniki badan precyzji przedstawiono w tabeli 6.

Tabela 6: Precyzja

Analit Wielko$¢ probki W obrebie serii Calkowita
Aminotransferaza alaninowa (U/l)
Poz. 1 mat. kontrolnego N =80
Srednia 21 21
SD 2,76 2,79
%CV 13,4 13,5
Poz. 2 mat. kontrolnego N =280
Srednia 52 52
SD 2,70 3,25
%CV 52 6,2
Albumina (g/dl)
Poz. 1 mat. kontrolnego N =80
Srednia 5,6 5,6
SD 0,09 0,11
%CV 1,7 2,1
Poz. 2 mat. kontrolnego N =80
Srednia 3,7 3,7
SD 0,07 0,11
%CV 2,0 2,9
Alkaliczna fosfataza (U/l)
Poz. 1 mat. kontrolnego N =280
Srednia 39 39
SD 1,81 2,29
%CV 46 5,8
Poz. 2 mat. kontrolnego N =80
Srednia 281 281
SD 4,08 8,75
%CV 15 31
Amylaza (U/l)
Poz. 1 mat. kontrolnego N =80
Srednia 46 46
SD 2,40 2,63
%CV 52 57
Poz. 2 mat. kontrolnego N =280
Srednia 300 300
SD 11,15 11,50
%CV 3,7 3,8
Aminotransferaza asparaginianowa (U/l)
Poz. 1 mat. kontrolnego N =80
Srednia 47 47
SD 0,98 1,84
%CV 2,1 3,9
Poz. 2 mat. kontrolnego N =80
Srednia 145 145
SD 1,83 4,62
%CV 1,3 3,2
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Tabela 6: Precyzja (cd.)

Analit Wielkos¢ probki W obrebie serii Catkowita
Bialko C-reaktywne (mg/l)
Surowica 1 N =80
Srednia 8,3 8,3
SD 0,70 0,81
%CV 8,4 9,8
Surowica 2 N =40
Srednia 8,1 8,1
sSD 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
Osocze 1 N =40
Srednia 34,5 34,5
SD 1,04 1,09
%CV 3,0 3.2
Osocze 2 N =40
Srednia 105,5 105,5
SD 2,06 2,30
%CV 1,9 2,2
Poz. 1 mat. kontrolnego N =80
Srednia 33,0 33,0
sSD 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
Wapn (mg/dl)
Poz. 1 mat. kontrolnego N =80
Srednia 8,6 8,6
SD 0,21 0,25
%CV 2,4 2,9
Poz. 2 mat. kontrolnego N =80
Srednia 11,8 11,8
SD 0,39 0,40
%CV 3,3 3,4
Kreatynina (mg/dl)
Poz. 1 mat. kontrolnego N =80
Srednia 1,1 11
SD 0,14 0,14
%CV 12,5 13,1
Poz. 2 mat. kontrolnego N =280
Srednia 5,2 5,2
SD 0,23 0,27
%CV 4,4 52
Gamma-glutamylotransferaza (U/I)
Poz. 1 mat. kontrolnego N =80
Srednia 25 25
SD 0,59 0,74
%CV 2,3 2,9
Poz. 2 mat. kontrolnego N =80
Srednia 106 106
SD 1,52 2,29
%CV 1,4 2,2
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Tabela 6: Precyzja (cd.)

Analit Wielkos¢ probki W obrebie serii Catkowita
Glukoza (mg/dl)
Poz. 1 mat. kontrolnego N =80
Srednia 66 66
SD 0,76 1,03
%CV 1,1 1,6
Poz. 2 mat. kontrolnego N =80
Srednia 278 278
sSD 2,47 3,84
%CV 0,9 14
Bialko calkowite (g/dl)
Poz. 1 mat. kontrolnego N =80
Srednia 6,8 6,8
SD 0,05 0,08
%CV 0,8 1,2
Poz. 2 mat. kontrolnego N =80
Srednia 47 47
SD 0,09 0,09
%CV 2,0 2,0
Azot mocznikowy we krwi (mg/dl)
Poz. 1 mat. kontrolnego N =80
Srednia 19 19
sSD 0,35 0,40
%CV 1,9 2,1
Poz. 2 mat. kontrolnego N =80
Srednia 65 65
SD 1,06 1,18
%CV 1,6 1,8
Kwas moczowy (mg/dl)
Poz. 1 mat. kontrolnego N =80
Srednia 38 38
SD 0,15 0,18
%CV 40 48
Poz. 2 mat. kontrolnego N =80
Srednia 75 75
sSD 0,24 0,29
%CV 3,2 3,9
Korelacja

W dwoch placowkach od pacjentéw pobrano probki krwi pelnej z uzyciem heparynianu litu i surowicy. Probki krwi pelnej
przeanalizowano za pomoca biochemicznego analizatora krwi Piccolo w placowkach w terenie, a probki surowicy
przeanalizowano za pomocg metod poréwnawczych. W dwoch przypadkach uzyto wynikéw badania probek surowicy za
pomoca analizatora Piccolo; przypadki te oznaczono odpowiednio w tabeli. W niektorych przypadkach uzyto probek
suplementowanych na wysokim i niskim poziomie, aby uwzgledni¢ caty zakres dynamiczny. Probki oznaczane pod katem
CRP pobrano od pacjentéw w jednej placéwcee. Probki heparynizowanego osocza zbadano za pomocg analizatora
biochemicznego Piccolo Xpress i metody poréwnawczej. Probki wybrano w taki sposob, aby byly zgodne z wytycznymi CLSI
EP9-A2 dotyczacymi rozkladu warto$ci.®® Probki przeanalizowano jednokrotnie tego samego dnia za pomocg oznaczenia firmy
Abaxis 1 metody porownawczej. 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

Wspotezynnik  Nachy- Punkt SEE (Std. Zakres Metgda
o : o blad A Poréw-
korelacji lenie przeciecia . N probki
0szacowania) nawcza
Aminotransferaza 0,981 0,905 1,3 3,21 86 10-174 Paramax®
alaninowa (U/l) 0,985 0,946 -2,5 2,84 67 10-174 Technicon
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Tabela 7: Korelacja (cd.)

Wspolezynnik  Nachy- Punkt SEE (Std. Zakres Met9da
- : o blad L Porow-
korelacji lenie  przecigcia . N probki
0szacowania) nawcza
Albumina (g/dI) 0,854 1,001 -0,3 0,22 261 1,1-5,3 Paramax
g 0,896 0,877 -0,1 0,21 100 1,5-5,0 Beckman
Alkaliczna 0,988 0,970 -5,9 3,97 99 27-368 Paramax
fosfataza (U/l) 0,929 1,136 -17,6 4,79 80 26-150 Technicon
Amylaza (U/l) 0,979 0,692 -4,7 3,11 99 11-92 Paramax
y 0,963 1,065 -4,1 3,47 80 19-118 Technicon
g;”';f;rf‘nr:zfrfg\?v? 0,93 0,87 5.3 2.76 159 13-111  Paramax
P (% ) 1,0 0,97 3,0 1,90 46 13-252 DAX™
Bialko
0,998 0,990 -0,4 4,60 113 5,4-198,6 Beckman
C-reaktywne (mg/l)
Wapi (mg/dl) 0,991* 0,990 -0,4 0,17 25 5,2-119 Paramax
apn (Mg 0,673 0,742 1,8 0,22 81 8199 Beckman
Kreatynina (mg/dI) 0,993 0,926 0,0 0,15 260 0,4-14,7 Paramax
y g 0,087 0,866 0.1 0,16 107 0475 Beckman
camma. 10 098 04 329 135 5312 Paramax
glutamy 1,0% 1,60 3.1 18,57 49 27-1848  Beckman
transferaza(U/l)
Glukoza (mg/dI) 0,987 1,009 -2,8 3,89 251 12-422 Paramax
g 0,997 0,943 1,2 4,69 91 56-646 Beckman
Bialko calkowite 0,849 0,932 0,6 0,19 251 5,7-9,2 Paramax
(g/dD) 0,873 0,935 0,3 0,16 92 6,5-9,2 Beckman
Azot mocznikowy 0,964 0,923 0,5 1,08 251 6-52 Paramax
we krwi (mg/dl) 0,983 0,946 0,0 0,66 92 6-38 Beckman
Kwas moczowy 0,979 0,958 -0,3 0,20 159 1,4-7,6 Paramax
(mg/dI) 0,975 0,908 -0,6 0,31 44 21-121 DAX

*Probki surowicy od hospitalizowanych pacjentow zapewnily szerszy i prawdopodobnie bardziej przydatny zakres probek niz
probki zylnej krwi pelnej pobrane od pacjentdw niehospitalizowanych. Dane statystyczne dotyczace korelacji testu oznaczania
wapnia Piccolo uzyskano na podstawie tych prébek surowicy.

** \W jednej placéwce w celu zbadania korelacji oznaczenia gamma-glutamylotransferazy analizowano tylko surowice za
pomocg analizatora Piccolo.

Tabela 8: Korelacja oznaczenia bialka CRP uwzgledniajaca typ probki

W przypadku metody oznaczania biatka CRP w wyniku analizy regresji Deminga uwzgl¢dniajacej typy probek uzyskano
nastepujace wyniki (n = 21).

Punkt
0§ Y (019:¢ R? Nachylenie przecigcia
Heparynizowane osocze Heparynizowana krew peina 1,000 0,995 0,2
Surowica Heparynizowana krew peina 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 petne;j,
heparynizowanym 0soczu i surowicy.
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13. Symbolika

E LoT

Termin waznosci Numer katalogowy Kod partii
Vo (T =
Urzadzenie do Zapoznac sie z Producent
diagnostyki in vitro instrukcja obslugi
® P4 BOX
Nie wykorzystywaé Liczba urzadzen w Cykl produkcji
ponownie zestawie testowym
Numer seryjny Uwaga Ograniczenia w Autoryzowany
zakresie temperatury przedstawiciel
C € w Szwajcarii
PN:
Autoryzowany Oznacza zgodnosc¢ z
Numer czesci przedstawiciel w okreslonymi dyrektywami
Unii Europejskiej europejskimi

HIBC —
Struktura kodu Niepowtarzalny Oddzielna zbiérka odpadow
kreskowego UDI w identyfikator urzadzenia dla wskazanego urzadzenia
standardowym w postaci czytelnej dla eletronicznego; Sprzet
formacie Health czlowieka i maszyny, wyprodukowany /
Industry Bar Code uzywany do odpowiedniej wprowadzony do obrotu po 13
(HIBC) identyfikacji wyrobow sierpnia 2005 r.; Wskazuje na

medycznych podczas ich zgodnos¢ z art. 14 ust. 4
dystrybucji i uzytkowania dyrektywy 2012/19/UE (WEEE)
dla Unii Europejskiej (UE).
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