Pankreatinė amilazė CC*  FS**
Diagnostinis reagentas kiekybiniam in vitro pankreatinės amilazės nustatymui serume,  plazmoje ar šlapime fotometrinėmis sistemomis

Informacija užsakymui

	Kat.Nr.
	Komplekto dydis

	1 0551 99 10 021
	R1
	5 x
	20 ml
	+
	R2
	1 x
	25 ml

	1 0551 99 10 023
	R1
	1 x
	800 ml
	+
	R2
	1 x
	200 ml

	1 0551 99 10 930
	R1
	4 x
	20 ml
	+
	R2
	2 x
	10 ml


Santrauka [1,2]

α-Amilazės tai hidrolitiniai fermentai, kurie suskaido krakmolą į maltozę. Žmogaus kūne α-amilazės gaminasi įvairiuose organuose: pankreatinė amilazė gaminasi kasoje ir patenka į žarnyną, seilių amilazė sintetinasi seilių liaukose ir išsiskiria į seiles. Kadangi pankreatinė ir seilių amilazės rodo 97 % struktūrinės homologijos, tinkamiausias būdas joms atskirti yra analizė, paremta seilių fermentus slopinančiais monokloniniais antikūnais. Amilazė, esanti kraujyje pašalinama per inkstus ir išskiriama su šlapimu. Todėl serumo aktyvumo kilimą atspindi šlapimo amilazės aktyvumo didėjimas.

Pankreatinės amilazės nustatymas serume ir šlapime daugiausia naudojamas diagnozuojant kasos sutrikimus, o taip pat ir sekant komplikacijų eigą [1,2]. Ūmaus pankreatito atveju kraujo amilazės aktyvumas padidėja per keletą valandų nuo pilvo skausmų pradžios, pasiekia aukščiausią reikšmę maždaug po 12 valandų ir grįžta į fiziologinių normų reikšmes ne vėliau kaip po 5 dienų. Nors pankreatinė amilazė yra daug specifiškesnė nustatant kasos sutrikimus negu bendra amilazė, ūmaus pankreatito diagnozės patvirtinimui rekomenduojama atlikti papildomą lipazės tyrimą.

Metodas

Fermentinis fotometrinis testas, kuriame substratą 4,6-etiliden-(G7)-p-nitrofenil-(G1)- α-D-maltoheptaozidą (EPS-G7) α-amilazė suskaldo į įvairias dalis. Toliau jos, hidrolizuojamos antroje pakopoje α-gliukodazės, sudaro gliukozę ir p-nitrofenolį [1,2]. Dviejų monokloninių antikūnų deriniui selektyviai slopinant seilių izofermentą priešinkubacinėje fazėje, absorbcijos didėjimas parodo pankreatinės amilazės aktyvumą mėginyje [3-5].
Principas

5 EPS-G7 + 5 H2O        
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2 G2PNP + 2 G3PNP + G4PNP + 14 H2O     
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     5 PNP + 14 G

(PNP = p-Nitrofenolis, G = Gliukozė)

Reagentai

Sudėtinės dalys ir koncentracijos

N.B. Koncentracijomis vadinamos tos, kurios yra galutiniame testo mišinyje.

	R1:
	Good’o buferis
	pH 7.15
	0.1 mol/l

	
	NaCl
	
	50 mmol/l

	
	MgCl2
	
	10 mmol/l

	
	α-Gliukozidazė
	
	≥ 2 kU/l

	
	Monokloniniai antikūnai prieš seilių amilazę 
	
	≥ 25 mg/l

	R2:
	Good’o buferis
	pH 7.15
	0.1 mol/l

	
	EPS-G7
	
	1.6 mmol/l


Laikymo instrukcijos ir reagento stabilumas

Reagentai išlieka stabilūs iki nurodyto galiojimo mėnesio pabaigos, jei laikomi  2-8 °C temperatūroje, saugoma nuo šviesos poveikio ir išvengiama užteršimo. Neužšaldykite reagentų! 

Perspėjimai ir saugos priemonės

1.      Liekamasis seilių α-amilazės aktyvumas yra iki 3 %. Labai retais atvejais ypač didelis seilių α-amilazės aktyvumas gali duoti padidintas pankreatinės α-amilazės reikšmes.
Seilės ir oda turi α-amilazės, todėl lašindami reagentus nenaudokite burnos ir venkite odos kontakto su reagentais.

2.
Reagentuose yra konservanto natrio azido (0.95 g/l). Nenurykite! Venkite kontaktų su oda   ir gleivine.


3.
Laikykitės būtinų laboratorinių reagentų naudojimo saugos priemonių.

Atliekų šalinimas

Prašome laikytis vietinių reikalavimų.

Reagento paruošimas

Reagentai paruošti naudojimui.

Reikalingos medžiagos, kurios nėra patiekiamos

NaCl tirpalas 9 g/l.

Įprasta laboratorinė įranga.

Mėginys

Serumas, plazma heparinas ar plazma EDTA, šlapimas 

Stabilumas:

	Serume ar plazmoje
	
	
	

	
	7 dienos
	prie
	20-20 °C

	
	7 dienos
	prie
	4-8 °C

	
	1 metai
	prie
	 -20 °C

	Stabilumas šlapime:

	
	2 dienos
	prie
	20-25 °C

	
	10 dienų
	prie
	4-8 °C

	
	3 savaitės
	prie
	-20 °C


Išmeskite užterštus mėginius.

Tyrimo procedūra

Taikymo lapai automatizuotoms sistemoms pateikiami pareikalavus. 

Bangos ilgis
Hg 405 nm

Optinis kelias
1 cm

Temperatūra
37 °C

Matavimas
pagal tuščią mėginį

	
	Tuščias
	Serumas/ plazma
	Šlapimas

	Mėginys
	-
	20 μl
	10 μl 

	Reagentas 1
	1000 μl
	1000 μl
	1000 μl

	Sumaišykite, palaikykite ~1 min., tada pridėkite:

	Reagentas 2
	250 μl
	250 μl
	250 μl

	Sumaišykite, nuskaitykite absorbciją (A1) po 2 min., ir paleiskite laikmatį. Vėl nuskaitykite absorbciją (A2) po 1, 2, ir 3 min.


ΔA / min = [(ΔA/ min mėginio] – [ΔA/ min tuščio]

Apskaičiavimas

ΔA / min x 5670 = Pankreatinės amilazės aktyvumas [U/l]

Kontrolės

Vidaus kokybės kontrolei DiaSys TruLab N ir P kontrolės turėtų būti atliekamos kiekvienai mėginių partijai.

	
	Kat.Nr.
	 Komplekto dydis

	TruLab N
	5 9000 99 10 062
	20  x  5 ml

	
	5 9000 99 10 061
	  6  x  5 ml

	TrueLab P
	5 9050 99 10 062
	20  x  5 ml

	
	5 9050 99 10 061
	  6  x  5 ml


Darbo charakteristikos

Matavimo ribos

Šis testas buvo sukurtas nustatyti amilazės aktyvumui, kuris atitinka maksimalų ΔA / min iš 0.350. 
Jei reikšmė šias ribas viršija, mėginys turėtų būti atskiestas 1 + 10 NaCl tirpalu  (9 g/l), o rezultatai padauginti iš 11.

Specifiškumas/ Nepageidaujami poveikiai

Nepastebėti nepageidaujami poveikiai, jei askorbo rūgšties yra iki 30 mg/dl, bilirubino iki 40 mg/ dl ir lipemija iki 2,000 mg/dl trigliceridų. Net mažos hemoglobino koncentracijos duoda neigiamus poveikius. 

Jautris/Aptikimo ribos

Apatinė aptikimo riba  5 U/l.
Tikslumas 

	Intra analizės tikslumas

n = 20
	Vidurkis

[U/l]
	SD

[U/l]
	CV

[%]

	Mėginys 1

Mėginys 2

Mėginys 3
	69.7
207

370
	2.18
2.61

3.36
	3.13
1.26

0.91


	Inter analizės tikslumas

n = 20
	Vidurkis

[U/l]
	SD

[U/l]
	CV

[%]

	Mėginys 1

Mėginys 2

Mėginys 3
	68.3
204

371
	1.48
1.61

3.14
	2.17
0.79

0.85


Metodų palyginimas

Palyginus DiaSys Pankreatinę amilazę CC FS (y) ir prekyboje esantį testą (x), naudojant 58 mėginį, gauti šie rezultatai:

 y = 0.97 x – 1.66 U/l; r = 0.994.

Fiziologinės normos [7]
	
	Moterys
	Vyrai

	Serumas/ plazma
	< 53 U/l
	<   53 U/l

	Šlapimas
	< 319 U/l
	< 356 U/l


Literatūra

1. Lorentz K. α-Amylase. In: Thomas L, editor. Clinical laboratory diagnostics. 1st ed. Frankfurt: TH-Books Verlagsgesellschaft; 1998.p.192-202.

2. Moss DW, Henderson AR. Digestive enzymes of pancreatic origin. In: Burtis CA, Ashwood ER, editors.Tietz Textbook of Clinical Chemistry. 3rd ed. Philadelphia: W.B. Saunders Company;1999.p.689-98.
3. Gerber M, Naujoks K, Lenz H, Wulff K. A monoclonal antibody that specifically inhibits human salivaryalpha-amylase. Clin Chem 1987; 33. 1158-62
4. Kruse-Jarres JD, Kaiser C, Hafkenscheid JC, Hohenwallner W, Stein W., Bohner J et al. Evaluation of a new alpha-amylase assay using 4,6-ethylidene-(G7)-1-4-nitrophenyl-(G1)-alpha-D-maltoheptaoside as substrate. J Clin Chem Biochem 1989;27:103-13.
5. Tietz NW, Burlina A, Gerhardt W, Junge W, Maffertheimer P, Mural T et al. Multicenter evaluation of a specific pancreatic isoamylase assay based on a double monoclonal-antibody technique. Clin Chem 1988; 34: 2096-102.
6. Junge W, Troge B, Klein G, Poppe W, Gerber M. Evaluation of a new assay for pancreatic amylase: Performance characteristics and estimation of reference interval. Clin Biochem 1989; 22 : 109-14.

7. Jungle W, Wortmann W, Wilke B, Waldenstroem J et al. Development and evaluation of assays for determination of total and pancreatic amylase at 37 °C according to the principle recommended by the IFCC. Clin Biochem 2001;34:607-15.

Gamintojas

DiaSys Diagnostic Systems GmbH

Alte Strasse 9 65558 Holzheim Germany

_1162361855.unknown

_1162361992.unknown

_1162361774.unknown

