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Do ilo ciowego oznaczenia Wolnych Kwasów T uszczowych (NEFA) w Surowicy Krwi 
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Prosz  dok adnie zapozna  si  z niniejsz  instrukcj !

Zastosowanie
Wako NEFA –HR(2) jest opartym na enzymatycznej metodzie kolorymetrycznej testem do 
ilo ciowego oznaczania in vitro wolnych kwasów tuszczowych (NEFA) w surowicy krwi. 

Streszczenie i obja nienie testu  
Kr ce we krwi zwi zane z albumin  wolne kwasy t uszczowe (NEFA) s  wa nym 
ród em energii dla tkanek obwodowych.  

St enie NEFA we krwi jest zale ne od równowagi pomi dzy ich wychwytem przez 
w trob  oraz tkanki obwodowe i uwalnianiem do krwi przez tkank  t uszczow . Poziom 
NEFA we krwi obni a si  podczas wysi ku fizycznego, natomiast wzrasta podczas 
g odzenia, ekspozycji na zimno, panice wywo anej stresem lub podczas palenia 
papierosów. Wzrost i spadek NEFA obserwuje si  przy cukrzycy, chorobach w troby i 
chorobach endokrynologicznych.  
Dawniej NEFA oznaczano stosuj c skomplikowan  metod  ekstrakcji próbek przy pomocy 
rozpuszczalników organicznych. Obecnie bardzo popularna jest metoda enzymatyczna 
wykorzystuj ca oksydaz  Acylo-CoA zapewniaj ca wysok  specyficzno  i prostot
metodyk  oznaczania. Test NEFA-HR(2) do oznaczenia NEFA i bazuje na metodzie 
enzymatycznej wykorzystuj cej 3-metylo-N-etylo-N-( -hydroksyetylo)-anilin  (MEHA) jako 
fioletowy barwnik. NEFA-HR(2) pozwala na uzyskanie wiarygodnych wyników nie 
zak ócanych obecno ci  kwasu askorbinowego i bilirubiny. 

Zasada metody 
Wolne kwasy t uszczowe w reakcji z ATP i CoA w obecno ci syntetazy acylo-CoA 
zostaj  przekszta cone w acylo-CoA i uwolniony zostaje AMP oraz kwas pirofosforowy 
(PPi). Acylo-CoA zostaje nast pnie utleniony przy pomocy oksydazy acylo-CoA 
(ACOD) i powstaje 2,3-trans-enoilo-CoA i cz steczka nadtlenku wodoru. Nast pnie 
nadtlenek wodoru reaguje w sposób ilo ciowy z 3-metylo-N-etylo-N-( -hydroksyetylo)- 
anilin  (MEHA) i 4-aminoantypiryn  w obecno ci peroksydazy (POD) i powstaje 
niebiesko-purpurowy barwnik. St enie NEFA oblicza si  na podstawie pomiaru 
absorpcji niebiesko-purpurowego barwnika. 
Reakcja
                   ACS 
RCOOH + ATP + CoA           Acylo-CoA + AMP + Ppi     
               ACOD 
Acylo-CoA + O2            2,3-trans-enoilo-CoA + H2O2

2

POD

Fizyczne i chemiczne oznaki niestabilno ci
Pojawienie si  osadu w odczynniku lub uzyskanie warto ci kontrolnych poza zakresem 
podanym przez producenta wskazuj  na niestabilno  odczynnika. 

Urz dzenia
NEFA-HR(2) mo na u ywa  na ogólnie dost pnych w handlu automatycznych 
analizatorach. Prosz  zapozna  si  z instrukcj  obs ugi analizatora. Jest niezb dne aby 
u ytkownik sprawdzi  metod  w praktyce czyli w miejscu wykonywania analiz i na 
podstawie adekwatnej ilo ci próbek kontrolnych lub próbek osocza pobranych od 
pacjentów.

Odczynniki
Zawarto  i warunki przechowywania 
R1 Set: R1a: 

R1:
Odczynnik koloru A 
Roztwór A  

Przechowywa  w temp. 
2 - 10°C 

R2 Set: R2a: 
R2:

Odczynnik koloru B 
Roztwór B 

Przechowywa  w temp.
2 - 10°C 

Sk ad

R1 Set:
R1a:
Odczynnik koloru A

(po rekonstytucji)
ACS
CoA
ATP 
4-AA
AOD
Azydek sodu 
(odczynnik koloru A liofilizowany)

0,53 U/ml 
0,31 mmol/l 
4,3 mmol/l 
1,5 mmol/l 
2,6 U/ml 
0,055% (jako R1) 
(0,8%)

R1: Roztwór A Bufor fosforanowy, pH 7,0 
Azydek sodu

50 mmol/l 
0,05%

R2 Set:
R2a:
Odczynnik koloru B

(po rekonstytucji)
ACOD
POD

12 U/ml 
14 U/ml

R2: Roztwór B MEHA 2,4 mmol/l

Przygotowanie odczynników 
R 1:  Zawarto  butelki z odczynnikiem koloru A (R1a) rozpu ci  w roztworze A (R1). 

Po rozpuszczeniu przechowywa  w temp. 2 - 10 C. Zu y  w ci gu 10 dni. 
R 2:  Zawarto  butelki z odczynnikiem koloru B (R2a) rozpu ci  w roztworze B (R2). 

Po rozpuszczeniu przechowywa  w temp. 2 - 10 C. Zu y  w ci gu 3 tygodni. 

Przygotowanie próbek i ich przechowywanie  
Do oznaczenia nale y pobra  próbki surowicy krwi. Zaleca si , aby próbki oznacza
bezpo rednio po pobraniu, poniewa  enzymy takie jak lipaza lipoproteinowa, 
fosfolipaza itp. hydrolizuj  lipidy obecne we krwi i uwalniaj  kwasy t uszczowe. Je eli 
niemo liwe jest natychmiastowe oznaczanie próbki przechowywa  zamro one.
Trwa o : 2 dni przy temp. 4°C1.
Podanie in vivo heparyny powoduje zawy enie uzyskanych wyników. W terapii 
heparynowej heparyna powoduje wzrost aktywno ci lipazy lipoproteinowej, Próbki 
pobrane od tych pacjentów mo na oznaczy  tylko po wcze niejszym przygotowaniu2.

Standardowa procedura 
Temperatura: 37°C (Hitachi®737)

     
  

  

Kalibrator: Wako NEFA Standard (dostarczany na osobne zamówienie.) 

Obliczenie st enia NEFA 
St enie NEFA oblicza si  na podstawie krzywej kalibracyjnej. 

Stosowanie w automatycznych analizatorach 
Parametry pracy nale y ustawi  zgodnie z instrukcj  producenta urz dzenia.
Na yczenie wysy amy aplikacje do automatycznych analizatorów. 

Wyniki
Wyniki ko cowe obliczane s  automatycznie i drukowane w jednostkach st enia 
mEq/l. Nale y u ywa  tej samej jednostki miary dla kalibratora. 

Zakres warto ci referencyjnych3

M czy ni:  0,1 - 0,60 mmol/l (2,8 - 16,9 mg/dl)  
Kobiety:  0,1 - 0,45 mmol/l (2,8 - 12,7 mg/dl) 

Poniewa  warto ci uzale nione s  od wieku, p ci, diety, kraju i innych czynników ka de 
laboratorium powinno oznaczy  w asny zakres warto ci referencyjnych. 
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 Próbka: 7 l
R1: 300 l R2: 150 μl

arto lepej próby 
30

Pomiar
7,5 (min)

D . Fali 
G ówna: 546 nm 
Boczna: 660 nm 
(2 PUNKT END)
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Prosz  dok adnie zapozna  si  z niniejsz  instrukcj !

Charakterystyka testu 
(1) Dok adno  metody 

Je eli u yje si  do testu kontrolnej próbki osocza o znanym st eniu, to warto
pomiaru b dzie znajdowa a w zakresie + / - 15 % znanego st enia.

(2) Czu o
a) Je eli  u yjemy czystej wody jako próbki to absorbancja wyniesie nie wi cej

ni  0,140. 
b) Je eli u yjemy standardu o znanym st enia (kwas oleinowy 1 mEq/l) to 

absorbancja znajdzie si  w zakresie 0,100 - 0,380. 
(3) Precyzja

Je eli próbka b dzie testowana "w jednym ci gu” 5 albo wi cej razy to 
wspó czynnik wariantowy b dzie nie wy szy ni  1,5%. 

(4) Zakres pomiaru 
0,01 - 4,00 mEq/l NEFA (przy u yciu procedur standardowych). 

Korelacja
Materia  próbki Osocze

Wspó czynnik korelacji r = 0,997 (n = 50) 

Równanie regresyjne y = 1,013 x - 0,043 

y Wako NEFA-HR(2) (Metoda ACS-ACOD, mEq/l) 

x Wako NEFA C (Metoda ACS-ACOD, mEq/l) 

Interferencje
a) Bilirubina mo e prowadzi  do lekkiego zani enia warto ci.  
b) Kwas askorbinowy i hemoliza nie maj  znacznego wp ywu na warto ci.  
c) Cytryniany, szczawiany, EDTA i fluorek sodu w normalnych ilo ciach nie maj

wi kszego wp ywu na wynik pomiaru.  

Ostrze enia i rodki ostro no ci
Tylko do diagnostyki in vitro.
Stosowanie tego testu jest zastrze one wy cznie dla przeszkolonego personelu 
specjalistycznego. Zastosowanie maj  odno ne pa stwowe i lokalne przepisy.  
Nie wolno stosowa  ani u ludzi, ani u zwierz t in vivo.
Odczynniki nale y u ywa  wy cznie do opisanych tu procedur. Nie gwarantuje 
si  efektów, je eli b d  stosowane inne procedury lub odczynniki b d  u ywane
do innych celów.  
Przy korzystaniu z aparatów nale y post powa  zgodnie z instrukcj  obs ugi
urz dzenia!
Odczynniki przechowywa  w podanych warunkach. Nie stosowa  odczynników 
po up ywie daty wa no ci zamieszczonej na opakowaniu. 
Nie nale y u ywa  omy kowo zamro onych odczynników! Takie odczynniki 
mog  prowadzi  do fa szywych wyników. 
Nie zaleca si  d u szego przechowywania napocz tych odczynników. Po 
napocz ciu opakowania nale y ponownie dobrze zamkn  i przechowywa  w 
podanej temperaturze.  
Pojemnik i inne materia y u ywa  wy cznie do opisanych tutaj testów.  
Butelki zamykane s  pod zmniejszonym ci nieniem. Korek nale y ostro nie,
powoli wyjmowa  tak aby zawarto  nie wydosta a si  z butelki.  
Je eli test NEFA b dzie wykonywany w kuwetach w których oznaczano 
cholesterol lub trójglicerydy, mo e si  zdarzy , e enzymy z testów do 
oznaczania cholesterolu (esteraza) i trójglicerydów (lipaza lipoproteinowa) 
pozostan  na cianlkach na kuwet i wp yn  na warto ci oznaczenia NEFA. 
Do kalibracji u ywa  tylko standardów NEFA. 
Ten test nie jest wy czn  podstaw  do postawienia diagnozy klinicznej. 
Nie dopu ci  do kontaktu odczynnika z ustami, oczami lub skór ! W przypadku 
zetkni cia ze skór  lub oczami nale y natychmiast przemy  to miejsce du
ilo ci  wody.   
Uwaga! Niebezpiecze stwo skaleczenia si  aluminiowym wieczkiem podczas 
otwierania butelki.  
Zlewki i nieu yte odczynniki usuwa  stosuj c si  do odno nych pa stwowych i 
lokalnych przepisów. Roztwór A zawiera 3 mg/l cyjano elazianu potasu (1 mg/l 
jako cyjanek). 
Wszystkie materia y, które zetkn  si  z próbkami osocza uwa ane s  za 
potencjalnie zainfekowane. Obchodzenie si  z tymi materia ami powinno 
odbywa  si  w zgodzie z wytycznymi dobrej praktyki laboratoryjnej, w zgodzie z 
obowi zuj cymi pa stwowymi i mi dzynarodowymi przepisami. 
Azydek sodu mo e tworzy  w po czeniu z miedzi  lub o owiem wybuchow
mieszank . Mimo tego, e test NEFA zawiera bardzo ma e ilo ci azydku sodu, 
podczas usuwania nale y sp uka  rury kanalizacyjne du  ilo ci  wody.  
Ten zestaw (R1) zawiera sk adniki, który s  klasyfikowane wed ug dyrektywy 
1999/ 45/ EG. 

Symbol i oznaczenie niebezpiecze stwa

Xn Szkodliwy dla zdrowia

Ryzyka:
R 22: Dzia a szkodliwie po po kni ciu
R 52/53 Dzia a szkodliwie na organizmy wodne; mo e powodowa  d ugo utrzymuj ce

si  niekorzystne zmiany w rodowisku wodnym. 

rodki bezpiecze stwa:
S 28 Zanieczyszczon  skór  natychmiast przemy  du  ilo ci  wody   
S 45 W przypadku awarii lub je eli le si  poczujesz, niezw ocznie zasi gnij 

porady lekarza - je eli to mo liwe, poka  etykiet
S 60 Produkt i opakowanie usuwa  jako odpad niebezpieczny.  
S 61 Unika  zrzutów do rodowiska. Post powa  zgodnie z instrukcj  lub kart

charakterystyki.  

Kontrola jako ci
Zaleca si  stworzenie programu kontroli jako ci dla laboratoriów klinicznych.  
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Informacje dla zamówie
Nr produktu  Artyku  Opakowanie 

434-91795 NEFA-HR(2) R1 Set R1a:  4 x na 50 ml 
R1:  4 x 50 ml 

436-91995 NEFA-HR(2) R2 Set  R2a: 4 x na 25 ml 
R2:  4 x 25 ml 

270-77000 NEFA Standard CAL:  2 x 10 ml 


