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NEFA-HR(2)

Metoda ACS-ACOD

Prosze doktadnie zapoznac¢ sie z niniejszg instrukcja! |

C€

Do ilosciowego oznaczenia Wolnych Kwasow Ttuszczowych (NEFA) w Surowicy Krwi

Zastosowanie
Wako NEFA -HR(2) jest opartym na enzymatycznej metodzie kolorymetrycznej testem do
iloéciowego oznaczania in vitro wolnych kwaséw tiuszczowych (NEFA) w surowicy krwi.

Streszczenie i objasnienie testu

Krazace we krwi zwigzane z albuming wolne kwasy tluszczowe (NEFA) sa waznym
zrédtem energii dla tkanek obwodowych.

Stezenie NEFA we krwi jest zalezne od réwnowagi pomiedzy ich wychwytem przez
watrobe oraz tkanki obwodowe i uwalnianiem do krwi przez tkanke ttuszczowa. Poziom
NEFA we krwi obniza si¢ podczas wysitku fizycznego, natomiast wzrasta podczas
gtodzenia, ekspozycji na zimno, panice wywofanej stresem Iub podczas palenia
papierosow. Wzrost i spadek NEFA obserwuje sie przy cukrzycy, chorobach watroby i
chorobach endokrynologicznych.

Dawniej NEFA oznaczano stosujgc skomplikowana metode ekstrakcji probek przy pomocy
rozpuszczalnikéw organicznych. Obecnie bardzo populama jest metoda enzymatyczna
wykorzystujgca oksydaze Acylo-CoA zapewniajagca wysokg specyficzno$¢ i prostote
metodyke oznaczania. Test NEFA-HR(2) do oznaczenia NEFA i bazuje na metodzie
enzymatycznej wykorzystujgcej 3-metylo-N-etylo-N-(hydroksyetylo)-aniling (MEHA) jako
fioletowy barwnik. NEFA-HR(2) pozwala na uzyskanie wiarygodnych wynikéw nie
zakidcanych obecnoscig kwasu askorbinowego i bilirubiny.

Zasada metody

Wolne kwasy ttuszczowe w reakcji z ATP i CoA w obecnosci syntetazy acylo-CoA
zostajg przeksztatcone w acylo-CoA i uwolniony zostaje AMP oraz kwas pirofosforowy
(PPi). Acylo-CoA zostaje nastepnie utleniony przy pomocy oksydazy acylo-CoA
(ACOD) i powstaje 2,3-trans-enoilo-CoA i czasteczka nadtlenku wodoru. Nastepnie
nadtlenek wodoru reaguje w sposob ilosciowy z 3-metylo-N-etylo-N-(Ahydroksyetylo)-
aniling (MEHA) i 4-aminoantypiryng w obecnoéci peroksydazy (POD) i powstaje
niebiesko-purpurowy barwnik. Stezenie NEFA oblicza sie na podstawie pomiaru
absorpcji niebiesko-purpurowego barwnika.
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Fizyczne i chemiczne oznaki niestabilnosci
Pojawienie sie osadu w odczynniku lub uzyskanie wartosci kontrolnych poza zakresem
podanym przez producenta wskazuja na niestabilno¢ odczynnika.

Urzadzenia

NEFA-HR(2) mozna uzywaé na ogdlnie dostepnych w handlu automatycznych
analizatorach. Proszg zapozna¢ sie z instrukcjg obstugi analizatora. Jest niezbgdne aby
uzytkownik sprawdzit metode w praktyce czyli w miejscu wykonywania analiz i na
podstawie adekwatnej ilosci probek kontrolnych lub prébek osocza pobranych od
pacjentow.

Odczynniki
Zawartos$¢ i warunki przechowywania
R1 Set: Ria: Odczynnik koloru A Przechowywaé w temp.
R1: Roztwor A 2-10°C
R2 Set: R2a: Odczynnik koloru B Przechowywaé w temp.
R2: Roztwor B 2-10°C
Skfad
R1 Set:
Ria: (po rekonstytucii)
Odczynnik koloru A ACS 0,53 U/ml
CoA 0,31 mmol/l
ATP 4,3 mmol/l
4-AA 1,5 mmol/l
AOD 2,6 U/ml
Azydek sodu 0,055% (jako R1)
,,,,,,,,,,,,,,,,,,, (odczynnik koloru A liofilizowany) - (0.8%) ____________
R1: Roztwor A Bufor fosforanowy, pH 7,0 50 mmol/l
Azydek sodu 0,05%
R2 Set:
R2a: (po rekonstytucii)
Odczynnik koloru B ACOD 12 U/ml
. POD um
R2: Roztwér B MEHA 2,4 mmol/l

Przygotowanie odczynnikéw

R1: Zawarto$¢ butelki z odczynnikiem koloru A (R1a) rozpusci¢ w roztworze A (R1).
Po rozpuszczeniu przechowywaé w temp. 2 - 10°C. Zuzy¢ w ciggu 10 dni.

R2: Zawarto$é butelki z odczynnikiem koloru B (R2a) rozpuci¢ w roztworze B (R2).
Po rozpuszczeniu przechowywaé w temp. 2 - 10°C. Zuzy¢ w ciggu 3 tygodni.

Przygotowanie prébek i ich przechowywanie

Do oznaczenia nalezy pobra¢ probki surowicy krwi. Zaleca sig, aby probki oznacza¢
bezposrednio po pobraniu, poniewaz enzymy takie jak lipaza lipoproteinowa,
fosfolipaza itp. hydrolizujg lipidy obecne we krwi i uwalniajg kwasy ttuszczowe. Jezeli
niemozliwe jest natychmiastowe oznaczanie prébki przechowywaé zamrozone.
Trwato$¢: 2 dni przy temp. 4°C'.

Podanie in vivo heparyny powoduje zawyzenie uzyskanych wynikow. W terapii
heparynowej heparyna powoduje wzrost aktywnosci lipazy lipoproteinowej, Prébki
pobrane od tych pacjentdw mozna oznaczy¢ tylko po wczesniejszym przygotowaniu?.

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

artosé $lepej proby Vv Pomiar
0 3 7,5 (min)
| | | Dt Fai
A Probka: 7 pl [ A Gfowna: 546 nm
R1: 300 pl R2: 150 pl Boczna: 660 nm

(2 PUNKT END)

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

Obliczenie stezenia NEFA
Stezenie NEFA oblicza si¢ na podstawie krzywej kalibracyjne.

Stosowanie w automatycznych analizatorach
Parametry pracy nalezy ustawi¢ zgodnie z instrukcja producenta urzadzenia.
Na zyczenie wysytamy aplikacje do automatycznych analizatoréw.

Wyniki
Wyniki korcowe obliczane sg automatycznie i drukowane w jednostkach stezenia
mEq/l. Nalezy uzywaé tej samej jednostki miary dla kalibratora.

Zakres wartosci referencyjnych?®
Mezczyzni: 0,1-0,60 mmol/l (2,8 - 16,9 mg/di)
Kobiety: 0,1-0,45 mmol/l (2,8 - 12,7 mg/d|)

Poniewaz warto$ci uzaleznione sg od wieku, pici, diety, kraju i innych czynnikéw kazde
laboratorium powinno oznaczy¢ wiasny zakres wartosci referencyjnych.

Producent:

wl Wako Chemicals GmbH
FuggerstraBe 12, D-41468 Neuss
Telephon(e): +49-2131-311-0
Facsimile: +49-2131-311-100
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Charakterystyka testu
(1) Doktadnos¢ metody
Jezeli uzyje sie do testu kontrolnej prébki osocza o znanym stezeniu, to wartos¢
pomiaru bedzie znajdowata w zakresie +/ - 15 % znanego stezenia.
(2) Czutosé
a) Jezeli uzyjemy czystej wody jako prébki to absorbancja wyniesie nie wigcej
niz 0,140.
b) Jezeli uzyjemy standardu o znanym stezenia (kwas oleinowy 1 mEg/l) to
absorbancija znajdzie si¢ w zakresie 0,100 - 0,380.
(3) Precyzja
Jezeli probka bedzie testowana "w jednym ciggu” 5 albo wiecej razy to
wspétczynnik wariantowy bedzie nie wyzszy niz 1,5%.
(4) Zakres pomiaru
0,01 - 4,00 mEq/I NEFA (przy uzyciu procedur standardowych).

Korelacja

Materiat probki Osocze

Wspétczynnik korelacji r=0,997 (n=50)

Réwnanie regresyjne y=1,013x-0,043

y Wako NEFA-HR(2) (Metoda ACS-ACOD, mEg/l)
X Wako NEFA C (Metoda ACS-ACOD, mEg/l)
Interferencje

a)  Bilirubina moze prowadzi¢ do lekkiego zanizenia wartosci.

b)  Kwas askorbinowy i hemoliza nie majg znacznego wptywu na wartosci.

c)  Cytryniany, szczawiany, EDTA i fluorek sodu w normalnych ilosciach nie majg
wigkszego wptywu na wynik pomiaru.

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

. Tylko do diagnostyki in vitro.

. Stosowanie tego testu jest zastrzezone wytacznie dla przeszkolonego personelu
specjalistycznego. Zastosowanie majg odno$ne panstwowe i lokalne przepisy.

. Nie wolno stosowac¢ ani u ludzi, ani u zwierzat in vivo.

. Odczynniki nalezy uzywaé wytacznie do opisanych tu procedur. Nie gwarantuje
sie efektow, jezeli beda stosowane inne procedury lub odczynniki beda uzywane
do innych celéw.

. Przy korzystaniu z aparatow nalezy postepowa¢ zgodnie z instrukcjg obstugi
urzadzenial

. Odczynniki przechowywa¢ w podanych warunkach. Nie stosowaé odczynnikéw
po uptywie daty waznosci zamieszczonej na opakowaniu.

. Nie nalezy uzywa¢ omytkowo zamrozonych odczynnikéw! Takie odczynniki
moga prowadzi¢ do fatszywych wynikéw.

. Nie zaleca sie dtuzszego przechowywania napoczetych odczynnikéw. Po
napoczeciu opakowania nalezy ponownie dobrze zamkna¢ i przechowywaé w
podanej temperaturze.

. Pojemnik i inne materiaty uzywaé wytacznie do opisanych tutaj testow.

. Butelki zamykane sa pod zmniejszonym cinieniem. Korek nalezy ostroznie,
powoli wyjmowac tak aby zawarto$¢ nie wydostata sie z butelki.

. Jezeli test NEFA bedzie wykonywany w kuwetach w ktérych oznaczano
cholesterol lub tréjglicerydy, moze sie zdarzy¢, ze enzymy z testow do
oznaczania cholesterolu (esteraza) i trojglicerydéw (lipaza lipoproteinowa)
pozostana na $cianlkach na kuwet i wptyng na wartosci oznaczenia NEFA.

. Do kalibracji uzywaé tylko standardéw NEFA.

. Ten test nie jest wytaczng podstawa do postawienia diagnozy klinicznej.

. Nie dopusci¢ do kontaktu odczynnika z ustami, oczami lub skéra! W przypadku
zetkniecia ze skorg lub oczami nalezy natychmiast przemy¢ to miejsce duza
ilocia wody.

. Uwaga! Niebezpieczenstwo skaleczenia sie aluminiowym wieczkiem podczas
otwierania butelki.

. Zlewki i nieuzyte odczynniki usuwaé stosujac sie do odno$nych panstwowych i
lokalnych przepiséw. Roztwér A zawiera 3 mg/l cyjanozelazianu potasu (1 mg/l
jako cyjanek).

. Wszystkie materiaty, ktére zetkna si¢ z probkami osocza uwazane s3 za
potencjalnie zainfekowane. Obchodzenie sie z tymi materiatami powinno
odbywac sie w zgodzie z wytycznymi dobrej praktyki laboratoryjnej, w zgodzie z
obowigzujacymi pahstwowymi i migdzynarodowymi przepisami.

. Azydek sodu moze tworzy¢ w pofaczeniu z miedzig lub otowiem wybuchowa
mieszanke. Mimo tego, ze test NEFA zawiera bardzo mate ilosci azydku sodu,
podczas usuwania nalezy sptukac rury kanalizacyjne duzg iloécig wody.

. Ten zestaw (R1) zawiera sktadniki, ktéry sg klasyfikowane wedtug dyrektywy
1999/ 45/ EG.

Symbol i oznaczenie niebezpieczenstwa

xxXn

Ryzyka:

R 22: Dziata szkodliwie po potknieciu

R 52/53 Dziata szkodliwie na organizmy wodne; moze powodowa¢ dtugo utrzymujace
sig niekorzystne zmiany w $rodowisku wodnym.

Srodki bezpieczeristwa:

S28 Zanieczyszczona skore natychmiast przemy¢ duza iloscig wody

S45 W przypadku awarii lub jezeli Zle sie poczujesz, niezwtocznie zasiegnij
porady lekarza - jezeli to mozliwe, pokaz etykiete

S 60 Produkt i opakowanie usuwaé jako odpad niebezpieczny.

S61 Unika¢ zrzutéw do $rodowiska. Postepowaé zgodnie z instrukcjg lub karta
charakterystyki.

Szkodliwy dla zdrowia

Kontrola jakosci
Zaleca sie stworzenie programu kontroli jakosci dla laboratoriéw klinicznych.
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Informacje dla zaméwien

Nr produktu Artykut Opakowanie
434-91795 NEFA-HR(2) R1 Set Ria: 4 xna50ml
R1: 4 x50 ml
436-91995 NEFA-HR(2) R2 Set R2a: 4xna25ml
R2: 4x25ml
270-77000 NEFA Standard CAL: 2x10ml
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