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Aspartataminotransferaza - aktivovana pyridoxalfosfatem
Informace pro objednani

cobas’

Enzymy

sgjliylftzétory, na kterych Ize cobas ¢ pack(y)
20764949 322 | Aspartate Aminotransferase (500 test) Systémové ID 07 6494 9 COBAS INTEGRA 400 plus
10759350 190 | Calibrator f.a.s. (12 x 3 mL) Systémové ID 07 3718 6

10759350 360 | Calibrator f.a.s. (12 x 3 mL, pro USA) Systémoveé ID 07 3718 6

12149435122 | Precinorm U plus (10 x 3 mL) Systémoveé ID 07 7999 7

12149435 160 | Precinorm U plus (10 x 3 mL, pro USA) Systémoveé ID 07 7999 7

12149443 122 | Precipath U plus (10 x 3 mL) Systémoveé ID 07 8000 6

12149443 160 | Precipath U plus (10 x 3 mL, pro USA) Systémové ID 07 8000 6

05117003 190 | PreciControl ClinChem Multi 1 (20 x 5 mL) Systémové ID 07 7469 3

05947626 190 | PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL) Systémové ID 07 7469 3

05947626 160 | PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL, pro USA)  Systémové ID 07 7469 3

05117216 190 | PreciControl ClinChem Multi 2 (20 x 5 mL) Systémoveé ID 07 7470 7

05947774 190 | PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL) Systémové ID 07 7470 7

05947774 160 | PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL, pro USA)  Systémové ID 07 7470 7

20764965 322 | Pyridoxal Phosphate (10 x 10 mL) Systémové ID 07 6496 5

Cesky Reagencie - pracovni roztoky

Systémové informace

Test ASTPL, test ID 0-594

Pouziti

In vitro test pro kvantitativni méfeni katalytické aktivity AST (EC 2.6.1.1;

L-aspartat: 2-oxoglutarat aminotransferaza) v lidském séru a plazmé na
systémech COBAS INTEGRA.

Tento metodicky list popisuje aplikaci pro AST aktivovany pyridoxalfosfatem
(test ASTPL, 0-594). Aplikace pro AST bez pyridoxalfosfatu je popsana
v metodickém listu Aspartataminotransferaza.

Souhrn'2

Enzym aspartataminotransferaza je Siroce rozsifeny v mnoha tkanich,
predevsim vsak jater, srdce, svall a ledvin. Zvy$ené hladiny v séru jsou
dusledkem postizeni téchto tkani pfi onemocneni. Hepatobilidrni choroby,
jako jsou cirh6za, metastazujici karcinom a virové hepatitida, rovnéz zvySuji
hladiny AST v séru. Nasledkem infarktu myokardu se zvySuje AST v séru a
vrcholu dosahuje druhy den po nastupu.

Znamé jsou 2 izoenzymy AST, cytoplazmaticky a mitochondriaini.

Za béznych podminek je v séru jen cytoplazmaticky izoenzym, zatimco
mitochondrialni spolu s cytoplazmatickym izoenzymem jsou detekovatelné
v séru pacientl s koronarnim nebo hepatobilidinim onemocnénim.

Pridani pyridoxalfosfatu k metodé zplsobuje zvy$eni aktivity
aminotransferaz. Aktivace je vy88i u AST, nez u ALT. Aktivace
pyridoxalfosfatem pfedchazi faleSnému snizeni aktivity aminotransferazy
ve vzorcich pacientli s nedostatkem endogenniho pyridoxalfosfatu (deficit
vitaminu Bg).

Princip testu

Metoda dle Mezinarodni federace klinické chemie (IFCC), s pyridoxal-5 -
fosfatem.34

AST ve vzorku katalyzuje pfenos aminoskupiny mezi L-aspartatem

a 2-oxoglutaratem za tvorby oxalacetatu a L-glutamatu. Oxalacetét poté
reaguje s NADH v piitomnosti malatdehydrogenazy (MDH) a vytvafi NAD*.
Pyridoxalfosfat slouzi jako koenzym pii pfenosu aminoskupiny v reakci.
Zajistuje tplnou aktivaci enzym.

R1  TRIS pufr: 264 mmol/L, pH 7.8 (37 °C); L-aspartét: 792 mmol/L;
MDH (mikroorganismus): > 24 pkat/L; LDH (mikroorganismy):
> 48 pkat/L; albumin (hovézi): 0.25 %; konzervans

SR NADH: 2 1.7 mmol/L; 2-oxoglutarat: 94 mmol/L; konzervans
R1 je v pozici A a SR je v pozici B a C.

Bezpecnostni opatfeni a varovani

Vénuijte pozornost véem varovanim a bezpecnostnim opatienim uvedenym
v ¢asti 1/ Uvod této Pfirucky metod.

Pro USA: Varovani: Federaini zakon omezuje prodej tohoto pfistroje pouze
Iékafem nebo na jeho pokyn.

Zachazeni s reagenciemi

Pfipravena k pouZiti

Uskladnéni a stabilita

Doba skladovani pfi 2-8 °C Ctéte datum exspirace

na §titku baleni cobas ¢
pack

Na palubé pfi pouZiti pfi 10-15 °C 12 tydnd

Odbér vzorku a pfiprava

Pro odbér a pfipravu vzorkid pouzivejte pouze vhodné zkumavky nebo
odbérové nadobky.

Pouze nize uvedené vzorky byly testované a jsou piijatelné.

Sérum: Sérum odeberte pouzitim standardnich vzorkovacich zkumavek.
Plazma: Li-heparinizovana nebo EDTA plazma. NepouZivejte jiné
antikoagulanty.

Sérum bez hemolyzy je vhodnym vzorkem.

Uvedené druhy vzork{ byly testované s vybranymi typy odbérovych
zkumavek, které byly komeréné dostupné v té dobé, tzn., Ze do testu nebyly
zafazené vSechny typy zkumavek v§ech vyrobcd. Systémy odbéru vzorkl
rlznych vyrobc mohou obsahovat rlizné materialy, které mohou mit

v nékterych pfipadech zésadni vliv na vysledky. Pfi zpracovani vzorkd

. ) AST ) . v primarnich zkumavkach (systémy odbéru vzorkd) dodrZujte pokyny jejich

L-Aspartét + 2-oxoglutarat —— oxaloacetat + L-glutamat vyrobce.
Vzorky obsahuijici precipitaty centrifugujte pfed provedenim stanoveni.
Oxalacetat + NADH + H* MDH L-malat + NAD* Pro podrobnosti o mozné interferenci Ctéte Cast ,Omezeni a interference”.
Rychlost oxidace NADH je piimo Umémé Katalytické aktivité AST. Stabilita:> 4 dny pfi 20-25 °C
Stanovuje se méfenim poklesu absorbance pfi 340 nm. 7 dni pfi 4-8 °C
3 mésice pfi -20 °C
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PoZadavky na stabilitu vzorku byly vyrobcem ustanoveny experimentalnimi
udaji nebo na zakladé referencni literatury a pouze pro teploty/asové
ramce uvedené v metodickém listu. Kazda laboratof je odpovédna za
stanoveni specifickych kritérii stability pro svou laboratof na zakladé
dostupné literatury anebo Udajd z vlastnich studii.

Dodavany material
Reagencie jsou uvedeny v ¢asti "Reagencie - pracovni roztoky".

Potiebny material (ale nedodavany se soupravou)

Pyridoxal Phosphate, kat. . 20764965322, systémové ID 07 6496 5
Roztok pyridoxalfosfatu je pfipraven k pfimému pouziti a je umistén do své
preddefinované pozice ve stojanku. Jedna nadobka postaéuje pro 500 test(
a je stabilni na palubé 8 tydnu.

Stanoveni

Optimalniho vyuZiti stanoveni dosahnete, budete-li dodrzovat pokyny
uvedené v dokumentaci pro pfislusny analyzator. Pokyny ke stanoveni
specifické pro analyzator vyhledejte v pfislusném navodu k pouziti.

Aplikace pro sérum a plazmu
Definovani testu

ZpUsob méfeni Absorbance
ZpUsob vypoctu abs. Kinsearch
Zplsob reakce R1-SDeS----SR
Smér reakce Pokles

Vinové délky A/B 340/378 nm
VypoCet prvni/posl. 71/96
Jednotka UL

ASTPL se méfi jako dlouhotrvajici analyticky test (trvani pfibl. 17 minut).
Pipetovaci parametry
Diluent (H,0)

R1 40 pL 29 uL
Vizorek 11 4L 8L
Specidlni diluent (SD) 18 uL

SR 17 UL 9uL
Celkovy objem 132 L

Kalibrace

Kalibrétor Calibrator f.a.s.

Jako nulovy kalibrator pouzijte deion.
vodu.

Mad kalibrace
Opakovani kalibrace

Linedrni regrese
Doporuéuje se duplikat
Kalibraéni interval Kazdou $ar7i a jestlize to vyZaduje
proces kontroly kvality

Kalibraéni interval Ize po pfijatelné verifikaci kalibrace laboratofi prodlouzit.

Navaznost: Tato metoda byla standardizovana podle originéini formulace
IFCC pomoci kalibrovanych pipet na manudinim fotometru, stanovenim
absolutnich hodnot a specifické absorptivity substratu, €.8

Kontrola kvality

Referencni rozmezi Precinorm U plus nebo

PreciControl ClinChem Multi 1

Precipath U plus nebo
PreciControl ClinChem Multi 2

Doporuéuje se 24 hodin

Patologické rozmezi

Kontrolni interval
Pofadi kontrol Uréeno uzivatelem

Kontrola po kalibraci Doporucena

cobas’

Enzymy

Ke kontrole kvality pouZijte kontrolni materidly uvedené v ¢asti “Informace
pro objednani". Navic Ize pouzit i jiny vhodny kontrolni material.

Kontrolni intervaly a meze by mély byt uzpdsobeny pro kazdou laboratof
dle individualnich pozadavku. Namérené hodnoty by se mély pohybovat

v definovanych mezich. Kazda laboratof by méla mit vypracovana
napravna opatfeni pro pfipad, Ze hodnoty pfekro¢i definované meze.
Sledujte pfislusna viadni nafizeni a lokani smérnice kontroly kvality.
Vypocet

Analyzatory COBAS INTEGRA automaticky vypoCitaji aktivitu analytu
kazdého vzorku. Pro vice informaci ¢téte, prosim, ,Analyza Udaji“ v Online
napovéde.

Pfevodni faktor: U/L x 0.0167 = pkat/L

Omezeni - interference

Kritérium: VytéZnost v ramei + 10 % pocatecni hodnoty.

Sérum, plazma

Ikterus:” Bez vyznamnych interferenci do hodnoty | indexu

60 pro konjugovany a nekonjugovany bilirubin (pfiblizna koncentrace
konjugovaného a nekonjugovaného bilirubinu: 1026 pmol/L nebo

60 mg/dL).

Hemolyza:” Bez vyznamnych interferenci do hodnoty H indexu 25 (pfiblizna
koncentrace hemoglobinu: 16 umol/L nebo 25 mg/dL).

Lipémie (Intralipid):” Bez vyznamnych interferenci do hodnoty L indexu 150.
Mezi L indexem (odpovida zékalu) a koncentraci triglyceridi je slaba
korelace.

Lipemické vzorky mohou zplsobit oznaéeni >Abs. Zvolte zachazeni

s nafedénym vzorkem pro automaticky rerun.

Antikoagulanty: Citrat a fluorid inhibuji enzymovou aktivitu.

Léciva: Pri terapeutickych koncentracich nebyla pfi pouZiti béZného paneld
ekl zjisténd zadn4 interference.®? Vyjimky: Dobesilét vapenaty

a doxycyklin HCI zplisobuji umélé nizké hodnoty AST pfi testovanych
hladinach Ié¢iv. Hydroxokobalamin (Cyanokit) mize zplsobit falesné nizké
vysledky. Fyziologické koncentrace sulfasalazinu nebo sulfapyridinu

v plazmé mohou vést k nespravnym vysledk(im.

Ve vzacnych pfipadech mize gamapatie, pfedevsim u typu IgM
(Waldenstrémova makroglobulinémie), zpusobit nespolehlivé vysledky. '
Pro diagnostické ucely je vzdy nezbytné pouzivat vysledky ve spojeni

s anamnestickymi Udaji pacienta, klinickym vySetfenim a jinymi nalezy.
POTREBNY KROK

Programovani specialniho myti: Pfi zpracovavani ur¢itych kombinaci
testu na analyzatorech COBAS INTEGRA je pouZiti specidlnich mycich
cyklt povinne. Pro dal$i pokyny a pro nejnovejsi verzi seznamu Extra
mycich cykll ¢téte, prosim, metodicky list CLEAN.

Tam, kde se to vyzaduje, musi byt pfed vykazovanim vysledku
provedeno programovani specialniho myti/zamezeni pfenosu mezi
vzorky (carry-over).

Meze a rozmezi
Méfici rozsah
2-700 U/L (0.03-11.7 pkat/L)

Vzorky s vy$Simi koncentracemi stanovte pouzitim funkce rerun. Vzorky
fedime 1:10 pomoci funkce rerun. Vysledky ze vzorki nafedénych funkci
rerun jsou automaticky vynasobené faktorem 10.

Dolni meze méfeni

Mez detekce testu:
2 U/L (0.03 pkat/L)

odliSit od nuly. Pocita se jako hodnota lezici 3 standardni odchylky
od nulového vzorku (nulovy vzorek + 3 SD, opakovatelnost, n = 30).

Ocekavané hodnoty

podle IFCC/Standard Method 94 s aktivaci pyridoxalfosfatem pfi 37 °C:1!
Muzi 10-50 U/L (0.17-0.83 pkat/L)

Zeny 10-35 U/L (0.17-0.58 pkat/L)

Konsenzualni hodnoty s aktivaci pyridoxalfosfatem:'2

Muzi az do 50 U/L (0.83 pkat/L)

Zeny a7 do 35 U/L (0.58 pkat/L)

ASTPL
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Kazda laboratof by si méla provéfit pfevoditelnost oekavanych hodnot na
svou populaci pacientd, a je-li to nutné, stanovit si vlastni referenéni
rozmezi.

Specifické udaje o vyuziti

Reprezentativni Udaje o vyuziti pro analyzatory COBAS INTEGRA jsou
uvedeny nize. Vysledky ziskané v rGznych laboratofich se mohou liit.

Preciznost

Preciznost byla méfena pouzitim lidskych vzorkd a kontrol podle interniho
postupu s opakovatelnosti a mezilehlou preciznosti (2 alikvoty na sérii,
2 série denné, 20 dni). Byly ziskany nasledujici vysledky.

Hladina 1 Hladina 2
Prlimér 48.3 U/L 162 U/L
(0.807 pkat/L) (2.69 pkat/L)
VK opakovatelnost 2.6 % 1.8 %
VK mezilehla preciznost 2.9% 2.0%

Porovnani metod

Hodnoty AST pro vzorky lidského séra a plazmy, ziskané na

analyzatoru COBAS INTEGRA 700 pouzitim reagencie COBAS INTEGRA
Aspartate Aminotransferase (ASTL) a pyridoxalfosfatu jako specialniho
diluentu (y), byly porovnany s vysledky naméfenymi komeréné dostupnymi
reagenciemi pro AST (s pyridoxalfosfatem) na analyzatoru

COBAS INTEGRA (x) a systému klinické chemie alternativniho vyrobce (x).
Vzorky byly méfeny v duplikatu. Pocet (n) pfedstavuje vSechny replikaty.

Analyzator Alternativni systém
COBAS INTEGRA
Pocet vzorkli  (n) 232 212
Korel. koeficient (r) 0.999 0.999
(rs) 0.998 0.997
Lin. regrese y =1.056x - 2.16 U/L y=1.02x + 0.93 UL
Passing/Bablok'3 y=1.034x-1.04UL  y=1.016x+1.05 UL

Aktivity vzork( byly v rozmezi 12.7 az 604 U/L (0.212 aZ 10.1 pkat/L).
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Tecka se v tomto metodickém listu vzdy pouziva jako desetinny oddélovacé
k oznaceni hranice mezi celymi a desetinnymi misty desetinného ¢isla.
Oddéleni tisich se nepouZiva.

Symboly

Roche Diagnostics pouziva kromé symbolli a znak( uvedenych v normé

ISO 15223-1 nasledujici znaky (pro USA: pro definici pouzitych symbold
navstivte stranku https://usdiagnostics.roche.com):

Obsah soupravy
% Objem po rekonstituci nebo promichani
GTIN Globélni &islo obchodni polozky

Doplnéni, odstranéni nebo zmény textu jsou oznaceny pruhem podél textu.
©2019, Roche Diagnostics

C¢€

M Roche Diagnostics GmbH, Sandhofer Strasse 116, D-68305 Mannheim
www.roche.com

Distribuce v USA:

Roche Diagnostics, Indianpolis, IN

Zékaznicka podpora v 1-800-428-2336
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