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ИНСТРУКЦИЯ

по прим енению  Н абора реагентов для определения активности панкреатической а-ам илазы  

в сы воротке, плазме крови и м оче (субстрат C N P -олигосахарид)

(А М И Л А ЗА  П А Н К РЕА ТИ Ч ЕС К А Я -Н О В О -1)

1. НАЗНАЧЕНИЕ

1.1. Н абор реагентов А М И Л А ЗА  П А Н К РЕА ТИ Ч ЕС К А Я -Н О В О -1 предназначен для 

количественного определения активности панкреатической а-ам илазы  кинетическим м ето­

дом с им м уноингибированием  в сыворотке, плазме крови и моче человека в клинико- 

диагностических и биохим ических лабораториях и научно-исследовательской практике.

1.2. Набор рассчитан, в зависимости от варианта комплектации, на проведение 50 (вари­

ант 1), 100 (вариант 2) или 200 (вариант 3) определений при расходе 0,8 мл реагента 1 и 0,2 мл 

реагента 2 на одно определение.

2. ХАРАКТЕРИСТИКА НАБОРА

2.1. П р и н ц и п  д е й с т в и я

М етод определения основан на том, что активность слю нной а-ам илазы  ингибируется 

с помощ ью  антител, панкреатическая а-ам илаза гидролизует C N P-олигосахарид с образова­

нием CN P (2-хлор-4-нитроф енол). С корость образования CN P пропорциональна активности 

панкреатической а-ам илазы  и определяется ф отом етрически при длине волны  405 нм.

2.2. Состав набора

Н абор м ож ет поставляться в трех вариантах ком плектации (вариант 1, 2 и 3).

В состав набора входит:

-  реагент 1; буферны й раствор, pH  6,0±0,2, содерж ащ ий M ES, 50 ммоль/л; кальция 

хлорид, 6,25 ммоль/л; калия тиоцианат, 250 ммоль/л; натрия азид, 13,8 ммоль/л; монокло-
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нальные антитела к слю нной а-ам илазе, 25 мг/л; готовый к использованию  ~ 4 флакона (по 

10 мл) (вариант 1); 4 ф лакона (по 20 мл) (вариант 2) или 4 ф лакона (по 40 мл) (вариант 3);

-  реагент 2: буф ерны й раствор, pH 6,0±0,2, содерж ащ ий M ES, 50 ммоль/л; натрия 

азид, 13,8 ммоль/л; C N P-олигосахарид, 11,35 ммоль/л; готовы й к использованию  -  2 флакона 

(по 5,0 мл) (вариант I), 4 ф лакона (по 5,0 мл) (вариант 2) или 4 ф лакона (по 10 мл) (вариант 3).

К онечны е концентрации ком понентов в реакционной смеси:

-  буфер M ES -  50 ммоль/л;

-  кальция хлорид  ~  5 м мояь/л;

-  калия тиоцианат -  250 ммоль/л;

-  натрия азид -  13,8 Е/мл;

-  м оноклональны е антитела к слю нной а-ам илазе -  20 мг/л;

-  C N P-олигосахарид -  2,27 ммоль/л.

3. А Н А Л И Т И Ч Е С К И Е  И  Д И А Г Н О С Т И Ч Е С К И Е  Х А Р А К Т Е Р И С Т И К И

3.1. Л инейность. Л инейная область определения активности панкреатической а- 

амилазы -  в диапазоне от 20 до 1400 Е/л. О тклонение от «линейности» - не более 5%.

3.2. Ч увствительность определения -  не более 15 Е/л.

3.3. К оэф ф ициент вариации результатов определений -  не более 5%.

3.4. Н орм альны е величины  активности а-ам илазы :

-  в сы воротке крови -  от 20 до 53 Е/л;

-  в моче -  от 20 до 350 Е/л.

3.5. Реком ендуется в каж дой лаборатории при использовании набора уточнить диапа­

зон нормальны х величин активности панкреатической а-ам илазы  у обследуемого континген­

та людей.

4. М Е Р Ы  П Р Е Д О С Т О Р О Ж Н О С Т И

4.1. П отенциальны й риск прим енения набора -  класс 1.

4.2. Реагенты  содерж ат токсичное соединение -  натрия азид. П ри работе с реагентами 

следует избегать разбры згивания и попадания ком понентов набора на кожу и слизистые. В 

случае попадания реагентов на кож у и слизисты е необходим о пром ы ть поражённые участки 

больш им количеством  проточной воды.

4.3. С лю на и пот человека содерж ат больш ое количество а-ам илазы  и попадание ее в 

реакционную  смесь завы сит результаты  анализа и ум еньш ит стабильность реагента. Н еобхо­

димо исклю чить попадание экзогенной а-ам илазы  в реагент (работать в масках, для отбора 

реагента использовать полуавтом атические пипетки с одноразовы м и наконечниками, флакон



после отбора реагента тут ж е закры вать и т.д,).

4.4. П ри работе с набором  необходим о соблю дать «П равила устройства, техники 

безопасности, производственной санитарии, противоэпидем ического реж им а и личной ги­

гиены при работе в лабораториях (отделениях, отделах) санитарно-эпидемиологических уч­

реж дений системы  М инистерства здравоохранения С С С Р» (М осква, 1981 г.).

4.5. При работе с набором  следует надевать одноразовы е резиновы е или пластиковые 

перчатки, так как образцы  сы воротки крови человека следует рассм атривать как потенциаль­

но инф ицированны е, способны е длительное время сохранять и передавать ВИЧ, вирус гепа­

тита или лю бой другой возбудитель вирусны х инф екций.

5. ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАЛЫ,

НЕОБХОДИМЫЕ ПРИ РАБОТЕ С НАБОРОМ:

-  П олуавтоматический или автоматический биохим ический анализатор, длина волны 

405 нм, терм остатируем ая кю вета с длиной оптического пути 10 мм;

-  пипетки полуавтом атические одноканальны е со см енны м и наконечниками, позво­

ляю щ ие отбирать объём ы  ж идкости 25, 250 и 1000 мкл;

-  пробирки стеклянны е вм естим остью  5,0-10 мл;

-  терм остат, поддерж иваю щ ий температуру +37±0,5 °С;

-  перчатки резиновы е или пластиковы е;

-  секундомер;

~ вода дистиллированная.

6. АНАЛИЗИРУЕМЫЕ ОБРАЗЦЫ

Сы воротка, плазм а крови без следов гемолиза, м оча человека.

О бразцы  сы воротки, плазм ы  крови можно хранить при ком натной температуре (+18- 

25 °С) не более 7 сут, при тем пературе +2-8 °С не более 1 м ес или при температуре минус 

20 °С и ниже не более 3 мес. П овторное размораж ивание образцов сы воротки, плазмы крови 

не допускается.

О бразцы мочи м ож но хранить при тем пературе +2-8 °С не более 10 сут, при комнат­

ной температуре не более 2 сут или при тем пературе минус 20 °С и ниже не более 3 недель. 

П овторное разм ораж ивание образцов мочи не допускается.

7. ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА

7.1. П одготовка реагента 1 и реагента 2 к работе.

Реагент 1 и реагент 2 готовы к использованию и не требуют дополнительного разведения.

Реагенты  после вскры гия флаконов м ож но хранить в плотно закрытом виде в темном



месте при тем пературе +2-8 °С не более 1 мес, при ком натной температуре (+18-25 °С) не 

более 2 недель.

7.2. П еред началом  работы  реагент 1 и реагент 2 нагреть до температуры  +37 °С.

7.3. Внести в термостатируемую  кю вету биохимического анализатора, поддерживаю­

щую температуру +37±0,2 °С, 800 мкл подогретого реагента 1, добавить 20 мкл анализируемо­

го образца, тщ ательно перемеш ать, вьщержать 5 мин. Добавить 200 мкл подогретого до темпе­

ратуры +37 °С реагента 2, тщ ательно перемеш ать и вклю чить секундомер.

П римечание. В зависим ости от объема кю веты  используемого анализатора количество 

реагентов и анализируем ого образца мож ет быть пропорционально изменено (соотнош ение 

образца (сы воротки, плазм ы  крови и мочи) к реагенту 1 и реагенту 2 составляет 1:40:10).

7.4. При использовании автоматических биохим ических анализаторов кинетические 

измерения оптической плотности проводятся согласно инструкции по применению .

8. РЕГИСТРАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ

8.1. Через 1 мин после добавления реагента 2 изм ерить оптическую  плотность реак­

ционной смеси при длине волны  405 нм против воды. П овторить изм ерения 3 раза с интер­

валом времени 1 м ин (точно!). П ри измерении оптической плотности  постоянно поддерж и­

вать температуру +37+0,2 °С.

9. РАСЧЁТЫ

Рассчитать изм енение оптической плотности анализируем ой пробы в 1 мин (ЛЕ /мин) 

по формуле:

АЕ /мин = ДЕп / 1,

где: ДЕп -  изм енение оптической плотности пробы, ед. опт. плотн.; 

t -  интервал врем ени меж ду измерениями, мин.

А ктивность панкреатической а-ам илазы  (А), Е/л, в анализируем ом  образце опреде­

лить по формуле:

А  = {1\Е! м и н ) X F,

где: А £ /л < ш  -  среднее арифм етическое значение изм енения оптической плотно­

сти анализируем ой пробы  за 1 мин, ед. опт. плотн./мин;

F -  ф актор пересчета.

Ф актор пересчета (F) определяется по формуле:

F = (V x  1 0 0 0 )/(f  X v x ^ )  = ( l,0 2  X 1000)/(18,5 х 0,02 х 1) = 2757, 

где: V  -  конечный объем реакционной смеси в кювете, мл;



V -  объем анализируем ой пробы, мл;

S ~ коэф ф ициент м олярной экстинции C N P (хлорпаранитроф енола) в условиях 

определения (18,5 л х моль'^ х см'*);

i  -  длина оптического пути, см;

1000 -  коэф ф ициент пересчета для вы раж ения активности а-ам илазы  в Е/л.

П римечание. 1 Е/л = 16,67 нмоль /(лхс).

10. УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ И ЭКСПЛУАТАЦИИ НАБОРА

ЮЛ. Н абор реагентов А М И Л А ЗА  П А Н К РЕ А Т И Ч Е С К А Я -Н О В О -1 должен храниться 

в упаковке предприятия-изготовителя при температуре +2-8 °С в течение всего срока годно­

сти (1,5 года). Д опускается хранение набора при тем пературе до +25 °С не более 14 сут. За­

мораж ивание ком понентов набора не допускается.

10.2. Реагенты  после вскры тия ф лаконов м ож но хранить в плотно закрытом виде в 

темном месте при тем пературе +2-8 °С не более 1 мес, при ком натной температуре (+18- 

25 °С) не более 2 недель.

10.3. Для проведения анализа использовать сы воротку, плазм у крови без следов гемо­

лиза, мочу.

10.4. О бразцы  сы воротки, плазм ы  крови м ож но хранить при комнатной температуре 

не более 7 сут, при тем пературе +2-8 °С не более I м ес или при температуре минус 20 °С и 

ниже не более 3 мес. П овторное разм ораж ивание образцов сы воротки, плазмы крови не д о ­

пускается.

10.5. О бразцы  мочи м ож но хранить при комнатной тем пературе не более 2 сут, при 

температуре +2-8 °С не более 10 сут или при тем пературе минус 20 °С и ниже не более 3 не­

дель. П овторное разм ораж ивание образцов мочи не допускается.

10.6. К ачество набора м ож ет проверяться по отечественны м  и зарубежным контроль­

ным сы вороткам, аттестованны м  данны м  методом или м етодом  IFCC liquid субстрат EPS 

(норма в сы воротке < 60 Е/л, в моче - 3 5 0  Е/л).

10.7. В том случае, если среднее изм енение оптической плотности в мин (АЕ /мин) 

превы ш ает 0,51, образец следует развести ф изиологическим  раствором  в 5 раз (50 мкл иссле­

дуемого образца + 200 мкл ф изиологического раствора), повторить анализ и полученный ре­

зультат ум нож ить на 5.

10.8. Д ля отбора и добавления анализируемы х проб и ком понентов набора рекоменду­

ется использовать полуавтом атические пипетки со сменны ми наконечникам и, аттестованные 

по значению  средней дозы  и сходим ости результатов пипетирования.



10.9. Д ля получения надеж ны х результатов необходим о строгое соблю дение инструк­

ции по прим енению  набора.

По вопросам , касаю щ им ся качества набора А М И Л А ЗА  ПА НКРЕА ТИЧЕСКА Я- 

Н О ВО -1, следует обращ аться в ЗАО «Вектор-Бест» по адресу:

630559, Н овосибирская область. Н овосибирский район, п. Кольцово, а/я 121, 

тел. (383) 227-67-64, 227-75-50, тел./ф акс (383) 336-73-46

С.н.с. научно-производственной 

лаборатории отдела биохимии

Н ачальник отдела биохимии 

ЗАО «Вектор-Бест», к.б.н.

П роректор ГО У  ВП О  Н ГМ У  Росздрава 

по лечебной работе, д.м .н., профессор 

м.п.

К.А. Черемисина

Л.В. Гаевая

Е.Л. Потеряева
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