q3

KYSELINA VANILMANDLOVA (VMA)

BioSystems

REAGENTS & INSTRUMENTS

Kod 11003
Skladovat pfi 2 - 30°C

20 testl

Reagencie pro méfeni koncentrace kyseliny vanilmandlové.
Vyhradné pro profesionalni in vitro diagnostiku.

KYSELINA
VANILMANDLOVA

Chromatografie - spektrofotometrie

PRINCIP METODY
Kyselina vanilmandlova (VMA) je zachycena na anexové pryskyfici,
interferujici latky se promyvanim vyplavi a navazana VMA je poté
uvolnéna z povrchu pryskyfice. VMA se stanovuje spektrofotometricky
jako vanilin po pfedchozi oxidaci v alkalickém prostiedi 122

OBSAH A SLOZENI
1. Reagencie. 1 x 25 ml. Fosfore€nan sodny - pufr 0,6 mol/L, azid
sodny 15 mmol/L, pH 7,0.
2. Reagencie. 1 x 120 ml. Octan sodny - pufr 0,2 mol/L, pH 6,1, azid
sodny 15 mmol/L.
3. Reagencie. 1 x 170 ml. Chlorid sodny 2 mol/L, azid sodny
15 mmol/L.
4. Mikrokolony. 1 x 20 kusu. Obsahuji navazené mnozstvi
Pufrovaného anexu- pryskyfice a azid sodny 1,5 mmol/L.
A. Reagencie. 1 x 30 ml. Uhli¢itan draselny 3 mol/L.
Varovani : H302 — Zdravi $kodlivy pfi poziti. H315 — Drazdi kazi.
H319 — Zpusobuje vazné podrazdéni oci.
H335 - Mze zpusobit podrazdéni dychacich cest.
P301+P312- PRI POZITI: Necitite-li se dobre, volejte
TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo Iékare.
P302 + P352 — PRI STYKU S KUZI: Omyjte velkym mnoZstvim vody a
mydla. P304 + P340 — PRI VDECHNUTI: Pfeneste postizeného na
Cerstvy vzduch a ponechte jej v klidu v poloze usnadriujici dychani.
P305 + P351 + P338 — PRI ZASAZENI OCI: Né&kolik minut opatrné
vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a pokud
je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani. P333 + P313 — P¥i
podrazdéni kize nebo vyrazce: Vyhledejte Iékafskou pomoc/osetieni.
B. Reagencie. Pro pfipravu 10 ml. Jodistan sodny (m-periodat)
praskovy, 0,12 mol/l - po rekonstituci.
Nebezpeci :H272 — Muze zesilit poZar; oxidant.
H301 - Toxicky pri poZiti.
H315 — Drazdi kazi.
H319 - Zpdsobuje vazné podrazdéni oci.
H335 — M(ze zpisobit podrazdéni dychacich cest.
P301 + P310 — PRI POZITI: Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE
INFORMACNI STREDISKO nebo lékafe.P305 + P351 + P338 — PRI
ZASAZENI OCI: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a pokud je Ize vyjmout snadno.
Pokracujte ve vyplachovani.
C. Reagencie. Pro pfipravu 10 ml. Sificitan sodny (metabisulfid)
praskovy, 0,67 mol/L - po rekonstituci.
Nebezpeci: H302 — Zdravi $kodlivy pfi poziti.
H318 — Zpusobuje vazné poskozeni oci.
EUH 031 — Uvolriuje toxicky plyn pfi styku s kyselinami.
S. Standard. 1 x pro 5 ml.
Lahvi¢ka obsahuje 0,1 mg standardu VMA, ktery je v lahvi¢ce témér
neznatelny. Koncentrace po rekonstituci je uvedena na lahvicce.
Hodnota koncentrace standardu je ovéfena podle Standardniho
referenniho materialu 925 (National Institute of Standards and
Technology, USA).
Pro dalSi varovéani a doporucéeni viz BL.

SKLADOVANI
Skladujte pfi teploté 2-30°C.
Reagencie jsou stabilni do data expirace uvedené na Stitku pokud jsou
tésné uzavfené a je zabranéno jejich kontaminaci béhem jejich pouZiti.
Znamky zhorseni kvality:
Reagencie: pfitomnost ¢astic, zakal, absorbance blanku vétsi jak 0,050
pfi 360 nm v 1 cm kyveté.
Mikrokolony: ztrata (nepfitomnost) pufru nad pryskyfici.

PRIDAVNE REAGENCIE
Koncentrovana kyselina chlorovodikova (kvalita p.a.).

PRIPRAVA REAGENCIi
Reagencie B a C: Rozpustte obsah lahvicky (suchy prasek) v 10 ml
destilované vody. Roztok je stabilni po dobu 5 mésict pfi 2-8°C.
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Standard: Rozpustte obsah lahvi¢ky (suchy prasek) v 5 ml reagencie 3
a pridejte 1 kapku koncentrované kyseliny chlorovodikové. Roztok je
stabilni 2 mésice pfi 2-8°C. Pro dobu del$i nez 2 mésice uchovavejte
zmrazené v alikvotech. Po rozmrazeni znovu nezmrazovat.

PRIDAVNA ZARIZENI
m Spektrofotometr nebo fotometr s filtrem 360 nm (358-362)
m Termostabilni vodni lazen

VZORKY

Mo€. 24hodinové vzorky odebrané standardnimi postupy. Uchovavejte
pfi teploté 2-8°C a spotfebujte do 24 hodin. Vzorky Ize skladovat pfi
2-8°C maximalné 5 dni, nebo 1 meésic pfi - 20°C, pokud je pH
upraveno na hodnotu 1-2 koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou
(HCI). Pred testovanim odstfedte nebo prefiltrujte

POSTUP

Priprava vzorku

1.Pipetujte do zkumavky (Poznamka 1):

Vzorek 1,0 ml

Reagencie (1) 1,0 ml

Chromatograficka separace

2. Nejdfive odstrarite horni uzavér mikrokolony (4) a poté uzavér jeji
spodni ¢asti. Zatlacte horni disk, ktery uzavira pryskyfici tupym
predmétem (sklenénou ty€inkou) tésné nad jeji povrch. Nestlacujte
pryskyfici! Kapalinu nad pryskyfici nechejte prokapat pfes spodni
uzavér ven.

3. Obsah zkumavky (upraveny vzorek) prelijte do kolony a nechte
vykapat ven.

4. Promyjte zkumavku 2 - 3 ml destilované vody a obsah zkumavky
prelijte do kolony. Kapalinu z mikrokolony nechte volné vykapat ven.

5. Do kolony pfidejte:

[ Reagencie (2) | 5,0ml [ Nechte vykapat ven. |

6. Umistéte kolonu nad zkumavku a pipetujte:

l Reagencie (3) | 6,0 ml | Zachytte eluat do stejné zkumavky |
7. Jestlize jste separovali eluaty oddélené, smichejte je a dikladné
promichejte. (Poznamka 2)
Kolorimetrie
8. Pipetujte do oznagenych zkumavek:

Reagent Standard | Vzorek blank Vzorek
blank
Eluat - - 1ml 1ml
Reagencie (3) 1ml 0,9ml - -
Standard (S) - 0,1 ml - -
Reagencie (A) 0,4 ml 0,4 ml 0,4 ml 0,4 ml
Reagencie (B) 0,1 ml 0,1 ml - 0,1 ml

9. Zkumavky protiepeite, inkubuijte je 30 min pfi 37°C. Poté pfidejte:
Reagencie (C) 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
Reagencie (B) - - 0,1ml -
10. Odectéte absorbanci (A) vzorkového blanku, vzorku a
standardu proti reagent blanku pfi 360 nm. Absorbance je stabilni
nejméné po dobu 2 hodin.

VYPOCET
Koncentrace VMA ve vzorku se vypocita podle vzorce:
A vzorek = A vzorek blank VE VSTC 1
X - e X Cst X = =C yzore
A standard VS VEC Rec

Objem vzorku (Vs) je 1 ml, objem eluatu (Vg) 6 ml, objem eluatu pfi
kolorimetrickém stanoveni (Vec) je 1 ml, objem standardu pfi
kolorimetrickém stanoveni (Vsc) je 0,1 ml, koncentrace standardu

(Cst) je uvedena na lahvicce a primérna vytéznost (Rec) = 0,888.
Koncentrace se vypocte:
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A vzorku = A blank vzorku
x Cst x 0,676 = C vzorku

A standardu

MnozZstvi VMA kyseliny ze 24 h vzorku moci se vypocita podle vzorce:
mg/l. VMA X Vmosipan (L) = mgVMA /24-h
gmol/l. VMA X Vmosi2an (L) = pmol VMA / 24-h

REFERENCNIi HODNOTY
Mog® : < 13,6 mg/24 h = < 68,6 umol/24 h. Tyto hodnoty jsou pouze
orientacni. Kazda laboratof by si méla stanovit své vlastni srovnavaci
hodnoty.

KONTROLA KVALITY
Pro ovéfeni spravnosti méreni se doporucuje pouzit mocova kontrola
(kat.¢. 18036 nebo 18037).
Kazda laboratof by si méla stanovit svoji vlastni vnitfni kontrolu kvality
a postupy pro napravna jednani, jestlize kontroly nejsou v toleranénim
rozpéti.

METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA
m Detekéni limit: 1,9 mg/1=9,7 ymol/l
m Linearita: Do 300 mg/I = 1500 pmol/l. Pfi vy&Sich hodnotach zfedte
vzorek 1/2 destilovanou vodou a opakujte méfeni.
m Opakovatelnost (jednoho vzorku)

Primérna koncentrace Cv n
11,2mg/l= 56 umol/l 5,0% 25
43,2mg/1=216 ymol/l 2,5% 25

m Reprodukovatelnost:

Primérna koncentrace Cv n
11,2mg /1= 56 umol/l 8,6% 25
43,2mg/1=216 ymol/l 8,2% 25

m Citlivost: 7,50 mA . L/mg = 1,50 mA . L/umol

m Pravdivost: Vysledky ziskané témito reagenciemi neukazuji
systematické rozdily ve srovnani s teoretickymi hodnotami.
Podrobnosti o téchto srovnavacich studiich jsou na vyzadani
k dispozici.

m Interference: Kyselina gentisova do 1000 mg/l, kyselina
homogentisova do 2000 mg/l a kyselina 5-hydroxyindoloctova do 50
mg/l neinterferuji. P-hydroxymandlova kyselina nad 12,5 mg/I|
interferuje. Nékteré potravinové doplriky, substance a léky mohou
interferovat®.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA
Vanilmandlova kyselina je hlavnim kone€nym produktem
katecholaminového metabolismu a je vylu€ovana moci. Jeji méfeni
odrazi celkovou produkci adrenalinu a noradrenalinu v téle. ZvySené
denni hodnoty vylu¢ovani VMA jsou spojeny se sekreci katecholamin(
z neurochromafinovych tumoru jako jsou feochromocytomy,
neuroblastomy, &i paragangliomy*®.
Klinicka diagn6za by vSak neméla byt uzaviena jen na zakladé
jednoho vysledku, ale mély by byt propojeny klinické a laboratorni
vysledky.

POZNAMKY
1.Jestlize byl vzorek skladovan v kyselém prostfedi upravte pH
zfedénym hydroxidem sodnym na 6,5 - 7,5.
2.Test je mozné vtomto kroku stanoveni prerusit. V tomto pfipadé
uchovejte eluat v uzaviené zkumavce pfi 2-8°C, maximalné vak po
dobu 24 hodin.
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3.Dlouhé uskladnéni kolonek vede k utlaleni pryskyfice a tim i ke
zpomaleni jejich pratoku. Pro obnovu jejich funkce obratte kolonu
pfed stanovenim na 10 minut tak, aby se pryskyfice pfesypala. Poté
kolonu umistéte do pracovni polohy a pryskyfici nechejte usadit.
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UPOZORNENI
Preklad revidovan k datu: 3.1.2022.
Vzhledem k mozné inovaci vyrobku Vam doporu€ujeme prekontrolovat
Cesky preklad s origindlnim pfibalovym letakem porovnanim podle
identifikacniho Cisla navodu uvedeném v zapati.
Origindlni navod najdete v soupravé a na internetové adrese:
www.biosystems.es.
Cesky navod je k dispozici na: www.jktrading.cz

Vyhradni distributor:

CR : JK-Trading spol.s.r.o., Kfivatcova 421/5,150 21 Praha 5,
tel.: +420 257 220 760

SK : JK-Trading spol.s.r.o., DIha 43, 900 31, Stupava
tel.: + 421 264 774 591

V pfipadé mimofadnych udalosti:

CR : Toxikologické informaéni stfedisko (TIS), klinika pracovniho
lékarstvi VFN a LF UK,

tel.: +420 224 91 92 93 a +420 224 91 54 02

SK : Toxikologické informac¢né centrum Bratislava, 833 05,
Limbova 5, tel.: +421 254 774 166
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