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Syfte
Wako NEFA-HR(2) testet &r ett enzymatiskt fargtest for kvantitativ in-vitro-bestédmning av de
fria fettsyrorna (NEFA) i serum.

Sammanfattning och forklaring av testet

Albuminbundna fria fettsyror (NEFA) i serum &r en viktig energileverantdr i den perifera
vdvnaden. NEFA-koncentrationen i serum dr avhéngig av en balans i upptaget mellan lever
och den perifera vavnaden, och en friséttning fran fettvdvnaden. Vid kroppsanstrangning
sjunker NEFA-halten, och den okar vid fasta, nedkylning, vid panikangest eller rokning. En
6kning resp. minskning kan ocksa observeras vid diabetes, lever- och endokrina sjukdomar.

NEFA har bestdmts med extraktionsmetoden, vilken var svar att genomfora p.g.a.
anvéndningen av organiska lésningsmedel. Den enzymatiska metoden med acyl-CoA-oxidas
(ACOD) har fatt stor spridning tack vare den utmérkta specifiteten och det exakta
genomforandet. NEFA-HR(2) &r ett reagens-kit for bestdmning av de fria fettsyrorna och
bygger pa en enzymatisk metod med 3-metyl-N-etyl-N- -(B-hydroxietyl)-anilin (MEHA) som
violett fargagens. Tillforlitliga resultat uppnas utan interferens fran askorbinsyra och bilirubin.

Testprincip

Oférestrade fettsyror (NEFA) i provet omsétts genom acyl-CoA syntetaser (ACS) till acyl-CoA,
AMP och fosforsyra (PPi) under inverkan av coenzym A (CoA) och adenosin-5-trifosfat-
dinatriumsalt (ATP).

Acyl-CoA uppstar, vilket omvandlas till 2,3-trans-enoyl-CoA och vateperoxid under inverkan
av acyl-CoA-oxidaser (ACOD). | ndrvaro av peroxidaser (POD) bildas ett blaviolett fargkomplex
under inverkan av 3-metyl-N-etyl-N-(B-hydroxietyl)-anilin (MEHA) och 4-aminoantipyrin
(4-AA) p.g.a. oxidativ koppling.

Genom att mata absorbtionen av den blavioletta fargen kan man bestimma NEFA-
koncentrationen.
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Fysikaliska och kemiska tecken pé instabilitet

Forekomsten av féllningar i reagensen eller kontrollvarden som ligger utanfor det av
tillverkaren angivna intervallet &r ett tecken pa instabilitet hos reagensen.

Utrustning

Reagensen ar avsedd for anvandning i kommersiellt tillgdngliga analysautomater. Nar det
gdller beskrivningar av hur utrustningen hanteras och dess specifikationer hdnvisar vi till
tillverkarens manual. En praktisk validering av forfarandet genom anvindaren pa plats
genom bestdmning av ett tillrackligt stort antal adekvata kontroll- och patientserum &r ett
oawvisligt krav.

Reagenser

Innehéll och lagringsforhallanden

R1 Set: Ria: Férgreagens A Lagring vid 2-10 °C
R1: Lésning A

R2 Set: R2a: Férgreagens B Lagring vid 2-10 °C
R2: Losning B

Besténdsdelar

R1 Set:

R1a: Férgreagens A (efter rekonstitution)
ACS 0,53 U/ml
CoA 0,31 mmol/l
ATP 4,3 mmol/I
4-pAA 1,5 mmol/l
AOD 2,6 Uml
Natriumacid 0,062 %
(yofiliserad fargreagens) (0,8 %)

R1: Losning A Fosfat-buffer, pH 7,0 50 mmol/l
Natriumacid 0,05 %

R2 Set:

R2a: Féargreagens B (efter rekonstitution)
ACOD 12 U/ml
POD 14 U/ml

R2: Losning B MEHA 2,4 mmol/l

Framtagning av reagenser

R1: Blanda ordentligt innehallet i en flaska fargreagens A (R1a) med Iosningen A (R1).
Férvara brukslosningen vid 2-10 °C och forbruka den inom 1 manad.

R2: Blanda ordentligt innehallet i en flaska fargreagens B (R2a) med Idsningen B (R2).
Férvara brukslosningen vid 2-10 °C och forbruka den inom 1 manad.

Provtagning och -férvaring
Serumprover skall anvandas for bestdmningen.

Vi rekommenderar att vardena bestdms omedelbart efter blodtappningen, eftersom enzymer
sasom lipoproteinlipaser och fosfolipaser hydrolyserar fetterna och det bildas fettsyror. Vid
lagring skall serumproverna frysas. Stabilitet: 2 dagar vid 4 °C.!

Heparin fororsakar en stimulering av lipoproteinet lipas, nagot som leder till en 6kning av de
fria fettsyrorna vid heparinbehandling. Blodet hos dessa patienter kan bestdmmas endast
genom en forbehandling.?

Standardférfarande

Temperatur: 37 °C (Hitachi® 737)

Provtomvarde ¥ Matning
0 3 7,5 (min)
| | | Vaglangd
A Prov: 7 pl | N Huvud: 546 nm
R1:300 pl R2: 150 pl Invid: 660 nm
(2 PUNKT END)

Kalibrerare: Wako NEFA Standard (kan levereras separat).

Berédkning av NEFA-koncentrationen
NEFA-koncentrationen bestdms med hjélp av en kalibreringskurva.

Omvandlingsfaktorer: mg/dl = mmol/l x 28,2
(berédknat for oljesyra, MW = 282)
mmol/l (mval/l = mEq/l) = mg/dl x 0,03

Anvéndning i olika analysautomater
Ange parametrarna enligt apparattilverkarens bruksanvisning. Pa begéran skickar vi
applikationer for analysautomater.

Resultat
Slutresultaten berdknas automatiskt och uttrycks i koncentrationsenheter mEq/l. Anvénd
ocksa alltid samma mattenhet for kalibreraren.

Referensomraden®

Man: 0,1-0,60 mmol/L (2,8-16,9 mg/dL)

Kvinnor: 0,1-0,45 mmol/L (2,8-12,7 mg/dL)

Eftersom vardena ar avhéngiga av alder, kon, kostvanor, land och andra faktorer bor varje
laboratorium bestdmma sina egna vérden for detta forfarande.
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Effektdata for testet

(1) Korrekthet
Hvis en kontrollserumprove av kjent konsentrasjon brukes i testen, sa ligger maleverdien
i omradet fra + 15% til den kjente konsentrasjonen.
(2) Sensitivitet
a) Om rent vatten anvands som prov uppgar absorptionen inte till mer &n 0,140.
b) Om en standard med kéand koncentration (oliesyra 1 mEg/l) anvénds, ligger
absorptionen i intervallet 0,100-0,380.
(3) Precision
Om ett prov testas 5 génger eller oftare under en procedur, ligger VK inte hogre an 1,5 %.
(4) Matintervall
0.01-4.00 mEq/I NEFA (vid tillampning av standardforfarandet)

Korrelation
Provmaterial Serum
Korrelationskoefficient r=20,997 (n = 50)
Regressionsutjamning y=1,013x - 0,043
y Wako NEFA-HR(2) (ACS — ACOD-metod, mEq/I)
X Wako NEFA C (ACS — ACOD-metod, mEg/l)
Interferenser

a) Bilirubin kan férorsaka en svag sankning av vérdena.

b) Askorbinsyra och hemolys har inget avgérande inflytande pa vardena.

c) Citrat, oxalat, EDTA och natriumfluorid i vanliga kvantiteter har inget vésentligt inflytande
pé métresultatet.

Varningar och forsiktighetsatgarder

e Endast for in-vitro-tillimpningar.

o Detta test far anvandas endast av kvalificerad yrkespersonal. Tillimpliga nationella och
regionala foreskrifter och lagar géller.

e Far ej anvandas pa manniska eller djur in-vivo.

e Reagenserna far anvandas uteslutande for det forfarande som beskrivs har. En effekt kan
inte garanteras om reagenserna anvands i andra forfaranden eller for andra dndamal.

o Beakta manualen fran tillverkaren vid handhavandet av apparaterna!

e Lagring av reagenserna skall ske under de forhallanden som anges. Anvand inte
reagenser med ett utgénget bést-fore-datum pé forpackningen.

e Anvand inte reagenser som har frysts in av misstag! Sadana reagenser kan leda till
felaktiga resultat.

o (Oppnade reagenser skall inte forvaras négon langre tid. Tillslut vél efter Gppnandet och
forvara i angiven temperatur.

e Anvand behallarna och annat material endast for det beskrivna testandamalet.

o Flaskorna ar forslutna under vakuum. Avlagsna proppen sakta sa att inget material gar till
spillo.

e Om NEFA-reagensen anvénds tillsammans med en kolesterin eller triglyceridbestdmning,
kan det intrédffa att enzymerna kolesterolesteras och lipoproteinlipas faster i de andra
reagenserna i kuvetten och paverkar vardena i NEFA-bestamningen.

e Anvédnd NEFA Standard fér kalibreringen.

e Detta prov skall inte utgdra det enda underlaget for framtagningen av en Klinisk diagnos.

o Applicera inte reagenserna pa mun, 6gon eller hud! Skélj omedelbart med mycket vatten
vid kontakt med hud eller dgon.

o Var forsiktig! Skér inte i aluminiumforseglingen nér denna avlagsnas.

e Vid kasseringen av reagenserna skall regionala och nationella foreskrifter beaktas.
Losning A innehaller 3 mg/I kaliumjérncyanid (1 mg/I som cyan).

o Allt material som kommer i beréring med provet skall betraktas som potentiellt infektiost.
Hanteringen av dessa material skall utforas i verensstimmelse med riktlinjerna for god
laboratoriepraxis och pa ett sétt som uppfyller géllande nationella och internationella
bestédmmelser.

e Natriumacid kan bilda explosiva blandningar med koppar eller bly. Aven om reagenserna
innehaller endast minimala méngder natriumacid, maste avioppen spolas med rikligt med
vatten efter det att reagenserna har kasserats.

Kvalitetskontroll
Ett kvalitetskontrollprogram rekommenderas for alla kliniska laboratorier.
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Bestallningsinformation

Best. nr. Produkt Forpackning
434-91795 NEFA-HR(2) R1 Set R1a: 4 x for 50 ml
R1:  4x50ml
436-91995 NEFA-HR(2) R2 Set R2a: 4 x for 25 ml
R2:  4x25ml
270-77000 NEFA Standard CAL: 2x10ml
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