BioSystems

Cce

REAGENTS & INSTRUMENTS

Kyselina 5 — aminolevulova (ALA) / Porfobilinogén(PBG)

Kod 11017
Skladovanie pri 2 - 30°C

40 testov

Kyselina 5 - aminolevulova (ALA) /
porfobilinogén (PBG)

Reagencie na stanovenie koncentracie kyseliny 5-aminolevulovej
a porfobilinogénu.
Vyhradne pre profesionalnu in vitro diagnostiku.

Chromatografia — spektrofotometria

PRINCiP METODY
Vzorka prechadza postupne dvomi chromatografickymi
kolénami. Prva z nich obsahuje anex, ktory zachyti
porfobilinogén (PBG), druha koléna obsahuje katex a zachyti
kyselinu 5 — aminolevulovd (ALA). Potom nasleduje premytie,
pri ktorom sa odstrania interferujice Castice a zachytia sa
obidva analyty. Kvantifikacia sa uskutoCriuje
spektrofotometricky pri 555nm prostrednictvom Ehrlichovej

v suvislosti so stpravou, nahlaste BioSystems S.A.

PRIDAVNE REAGENCIE
« kyselina perchlorova 70% p.a.

PRIPRAVA REAGENCII
Reagencia B : Preneste obsah flasticky B2 do B1 a mieSajte
do uplného rozpustenia. Stabilita — 6 mesiacov pri 2 — 8°C.

reakcie.l? .
(Poznamka1)
5 Standard (S): Rozpustite v 5 ml destilovanej vody. Stabilita :

. OBSAHA ZLOZENI,E 12 mesiacov pri 2 -8°C. Pre dIhSie skladovanie zamrazte
1. Reagencia. 2 x 350 mL. Octan sodny 1 mol/L. - . . . o

. - . zriedené v alikvotnych podieloch. Zamrazit iba raz.
2. Reagencia. 1X175ml. Kyselina octové 1 mol/L. Ehrlichovo ¢éinidlo : pridajte 1,9 ml kyseliny perchlorovej (70%)
3. PBG mikrokolény. 2 x 20. Obsahuji navaZené mnozstvo - pricajte =, yseliny p 1 (5%

pufrovaného anexu- Zivice.

4. ALA mikrokolény. 2 x 20. Obsahuji navazené mnozstvo
pufrovaného katexu- Zivice.

A. Reagencia. 1 x 17 mL. Acetylaceton.
Varovanie : H226: Horlava kvapalina a vypary.
H302: Skodlivy pri poziti. H311 Toxicky pri kontakte
s kozou. H331 Toxicky pri inhalacii. P280: Noste ochranné
okuliare/ ochranny plast, ochranny §tit na tvar P331: Po
poziti nevyvolavajte zvracanie. P420: Skladujte oddelene
od ostatnych materialov.

B1. Reagencia. 2 x 50 mL. 4-Dimetylaminobenzaldehyd
6 mmol/L, po rekonstitucii.

do 10ml reagencie B a pretrepavajte do dosiahnutia
homogénnej zmesi. Stabilita — 7 hodin pri izbovej teplote 15 —
30°C. VAacsi objem pripravte v rovnakom pomere.

PRIDAVNE ZARIADENIA
» Spektrofotometer alebo fotometer s filtrom 555nm (520-570).
» Termostaticky vodny kupel
* Kyveta 1cm.

VZORKY

Mog¢. 24 hodinové vzorky odobrané Standardnym spdsobom.
Upravte pH vzorky na 6 pomocou HCI. Chrarite pred svetlom.
ALA je stabilna 1 mesiac a PBG maximum 24 hodin pri 2-8°C.

Ak sa skladuje vzorka pri — 20°C, je PBG je stabilny 1 mesiac .

B2. Reagencia. 2 x 50 mL. Kyselina octova 18 mol/L. Pred testovanim vzorku centrifugujte alebo filtrujte.

Varovanie: H226: Horlava kvapalina a vypary.
H314: Sposobuje tazké popaleniny koze a poskodenie o¢i.
P303+P361+P353: V pripade zasiahnutia koze (alebo
vlasov) ihned odstrante kontaminovany odev. Omyte
postihnuté miesto vodou /sprchou. P420: Skladujte
oddelene od ostatnych materialov.

S. ALA Standard. 2 ml x 5 mL. ALA 20,0 mg/ dl (1526 umol/ )
po rekonstitucii. Primarny Standard.

POSTUP
Priprava vzorky

Chromatograficka separacia

1. Na kazdu vzorku pouzite jednu ALA (4) a jednu PBG (3)
kolénu. Najprv odstrarite horny uzaver kolény , potom uzaver
v jej spodnej ¢asti. Pomocou okruhleho konca pipety zatlacte
horny filter smerom dole k povrchu Zivice tak, aby ste ju prilis
nestlacili. VSetku kvapalinu nechajte volne vytiect von.

2. Umiestnite PBG kolénu nad ALA kolénu.

3. Do vrchnej kolény (PBG) pipetujte :

Dal$ie varovania a upozornenia — vid bezpe&nostny list.

SKLADOVANIE
Skladujte pri 2 — 30°C. (Poznamka1)
Reagencie a Standard su stabilné do datumu uvedeného na

Stitku v pripade, Ze su skladované uzatvorené a je zabranené Destilovana voda 10,0 ml | nechajte volne vytiect von
kontaminacii v priebehu pouzivania. - -

Priznaky zhor3enia kvality : Vzorka 1,0 ml nechajte volne vytiect von
* Reagencie : Pritomnost zrazeniny, zakalu , absorbancia Destilovana voda 20,0 ml | nechajte volne vytiect von

reagencie blank je nad 0,120 (ALA) a 0,08 (PBG) pri 555nm
(1cm kyveta)

» Mikrokolény (3 a 4) : nepritomnost pufru nad krycim diskom
Zivice.

4. Odlozte vrchnu kolonu (PBG) do tmy , aby ste mohli neskor
PBG kvantifikovat.

ALA stanovenie
5. Pod ALA kolénu umiestnite skimavku a pipetuijte:

Reagencia (1) 10,0 mi

VAROVANIE A BEZPECNOSTNE OPATRENIA
Dodrziavajte bezné preventivne opatrenia potrebné na
zaobchadzanie so vSetkymi laboratornymi €inidlami.
Bezpecnostny list je pre profesionalnych uzivatelov na
poziadanie k dispozicii. Likvidacia vSetkého odpadu
by mala byt v sulade s miestnymi predpismi. Akukolvek
vaznu udalost, ktora by sa mohla vyskytnut

Zachytte eluat

6. Eluat riadne premieSajte a pipetujte :
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blank | &tandard vzorka Nasledujuci vzorec sluzi pre vypocet koncentracie :
- - Eluat
ALA standard (S) - 0,1ml - A seenple x 2.46 = mg/dL ALA
Reagencia (1) 10,0 ml 9,9 ml - B —
Reagencia (A) 0,2 ml 0,2ml 0,2ml A stangans x 188 = anl'fL ALA

7. Riadne premiesajte a vlozte do vriaceho kupela na 10 minut.

Mnozstvo ALA v 24 hodinovej vzorke moci sa vypocita :
8. Skumavku vychladte pod te¢ucou vodou, riadne premieSajte
a pipetujte do oznacenej testovacej skumavky :

mg/dl | X 10 x V mo¢/24 hodin (L) = mg/24 hodin
umol/l | X V mo¢/24 hodin (L) = umol/ / 24 hodin

Inkubovana zmes 1,0ml 1,0ml 1,0ml

Ehrlichovo ¢inidlo 1,0ml 1,0ml 1,0ml

. L . B} L Koncentracia PBG vo vzorke sa vypo€ita :
9. Riadne premieSajte, nechajte stat 15 minut pri 15 -30°C a

odcitajte absorbanciu (A) vzorky a Standardu pri 555nm oproti
blanku. Absorbancia je stabilna 30 minut.

A vzorky \ E VT 1
. . . v X X X = Cvzorky
Stanovenie PBG (tento test je orientacny) x| Vs Vee Rec
10. Pod kolonu PBG umiestnite skimavku a pipetujte : Molarna absorbancia (g) produktu Ehrlichovej reakcie pri
Reagencia (2) 4,0 ml Zachytte eluat 555nm je 0,062 L. umol*cm -, (I) kyveta je 1 cm, objem vzorky
(Vs) je 1 ml, objem eluatu (Ve ) je 4 ml, celkovy reakény objem
11. Riadne premiesaijte a pipetujte do oznagenej testovacej (V1) je 2 ml, objem eluétu v kolorimetrii ( Vec) je 1ml a
skdmavky priemerna vytaznost (Rec) je 0,86. Ked 1 ymol PBG je 0,226
mg PBG a 1 | je 10dl, nasledujuci vzorec sluzi pre vypocet
koncentracie :
Blank vzorka
Eluat - Loml X3,39= mg/d PBG
Destilovana voda 1,0ml - A vzorky
X150 = umol/| PBG
Ehrlichov reagent 1,0 mi 1,0 ml

) L . . . Mnozstvo PBG v 24 hodinovom mo¢i sa vypocita podla vzorca :
12.Riadne premieSajte, nechajte stat 10 minat pri 15— 30°C a

odcitajte absorbanciu (A) vzorky oproti blanku pri 555nm. _
Absorbancia je stabilna 30 minat. mg/d X 10 XVimosrz4 noa (L) = mg/24 hod
pmol/l X Vimoti24hod (L) = umol/24 hod
VYPOCET
Koncentracia ALA vo vzorke sa vypodita : REFERENCNE HODNOTY
A V, Mo¢ 3 : ALA:1,5-7,5mg/l24h = 11,4 -57,2 ymol/i24 h .
Sample E I"n"'T 1 _ Mo¢*: PBG: 0—-3,4mg/24h = 0-15 ymol/24 h .
X X X = C semgie Tieto hodnoty su iba orientaéné. Kazdé laboratorium by si malo
EX | 1l.l'rs I"-"Et‘. R&C stanovit’ svoje vlastné, normalne rozmedzie.

. . . ; . . KONTROLA KVALITY
Objem vzorky (Vs) je 1ml, objem eluatu (Ve) je 10ml, objem
eluatu pri kolorimetrii (Vec) je 10 ml, objem Standardu pri Pre overenie spravnosti merania sa odportca pouzit Kontrolny
kolorimetrii (Vsc) je 0,Lml, koncentracia Standardu (Cs) je 20,0 mot ( kod 18036 a 18037). Kazdé laboratérium by si malo
mg/dl alebo 1526 umol/l a priemerna vytaznost ( Rec) je 0,81. stanovit svoju vlastnt vnutornt kontrolu kvality a postupy pre
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napravu pre pripad, Ze kontroly nie su v toleranénom rozpati.
« spravnost : vysledky ziskané touto supravou pri porovnani

METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA s teoretickymi hodnotami nevykazovali systematické rozdiely.
Podrobnosti o porovnavacej skuske su k dispozicii na
Stanovenie ALA vyziadanie .
+ detekény limit : 0,03mg/l =2,5 pmol/l « interferencie : Interferovat mézu niektoré zlozky potravin,
* linearita : 6,03mg/l = 460 uymol/l lieky a dalSie latky °.

+ opakovatelnost ( jednej vzorky) :

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA
Porfyria je geneticka abnormalita v regulacii syntézy hemu, pri
ktorej sa vyskytuju zvySené hladiny prekurzorov hemu, ako je
kyselina 5- aminolevulova a porfobilinogén v moci.

Priemerna koncentracia cv n Pri otravach olovom koncentracia ALA v mod&i vzrasta, pretoze
0,41mg/I = 31 ymol/l 4,2% 25 olovo blokuje ALA metabolicku cestu.
Otrava olovom a porfyria moézu byt rozliSené kvantifikaciou ALA
2,65mg/l = 202 pmol/l 2,2% 25 a PBG. 46
Klinicka diagnéza neméze byt stanovena na zaklade vysledkov
« reprodukovatelnost ( run to run) : jedného testu, ale je potrebné vziat v Uvahu jak klinické, tak
laboratérne udaje.
Priemerna koncentracia Ccv n POZNAMKA
0,41mg/l = 31 ymol/l 5,9% 25 1.Komponenty B2 a B mdzu krystalizovat ak su skladované pri
2 65mgfl = 202 pmol 3.7% 25 teplote 2 - 8°C . Pred pouZitim ich vytemperujte, aby ste ziskali

homogénny roztok.

« citlivost’ : 20,6 mA.L/mg = 2,7 mA.L/umol
POZNAMKA distributora

* spravnost : vysledky ziskané touto stpravou pri porovnani 1. DIhodobé uskladnenie koloniek vedie k stlaceniu Zivice a tym
s teoretickymi hodnotami nevykazovali systematické rozdiely. i ku spomaleniu ich prietoku. Pre obnovu ich funkcie obratte
Podrobnosti o porovnavacej skuske su k dispozicii na koldnu pred stanovenim na 10 minut tak, aby sa Zivica
vyziadanie . presypala. Potom kolénu umiestnite do pracovnej polohy a

Zivicu nechejte usadit. Koléna je pripravena k pouzitiu.
« interferencie : Interferovat mézu niektoré zlozky potravin,

lieky a dalie latky S . LITERATURA
A 1. Davis JR, Andelman SL. Urinary Delta-Aminolevulinic Acid
METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA !
(ALA) Levels in Lead Poisoning. Arch Environ Health 1967;
15:53-59.

Stanovenie PBG

+ detekény limit : 0,02mg/l = 0,7 pmol/l
* linearita : 4,64mg/l = 205 ymol/l

+ opakovatelnost ( jednej vzorky) :

2. Mauzerall, D., and Granick, S.: The occurrence and
determination of &-aminolevulinic acid and porphobilinogen
in urine, J. Biol: Chem.1956, 219: 435-446.

3. Jacques W, Clinical Interpretation of the laboratory tests. 42
ed. Masson.2002.

Priemerna koncentracia cv n 4, Tietz Textbook of Clinical Chemistry and Molecular
) Diagnostics, 4th ed. Burtis CA, Ashwood ER, Bruns DE,WB

0,09mg/! =3,9 umol/ 5% 25 Sauders Co,2005.
1,99mg/! = 88 pmol/l 4.2% 25 5. Young DS. Effects of drugs on clinical laboratory tests, 5"

ed. AACC Press, 2000.
6. Friedman and Young. Effects of disease on clinical

* reprodukovatefnost ( run to run) : laboratory tests, 4rd ed. AACC Press, 2001.
Priemerna koncentracia Ccv n ., UPOZORNENIE
Slovensky preklad k 9.3.2022.
0,09mg/l = 3,9 pmol/l 12,4% 25 Vzhradom k moZnej inovécii vyrobku sa odporaca
1,99mg/l = 88 pmol/l 47% 25 prgkontrolova} slovensky pr'e_klad _s_orlg;lqalr)ym prlbaIO\{ym
letakom tak, Ze sa porovnaju identifikacné Cisla uvedené v

M11017i - 24 BioSystems S.A. Costa Brava, 30. 08030 Barcelona (Spain) slovensky preklad 03/2022/VE
02/2022 Quality System certified according to
EN 1SO 13485 and EN 1SO 9001 standards



Cce

Kyselina 5 — aminolevulova (ALA) / Porfobilinogén(PBG)

Kod 11017 40 testov

Skladovanie pri 2 - 30°C

a porfobilinogénu.
Vyhradne pre profesionalnu in vitro diagnostiku.

Reagencie na stanovenie koncentracie kyseliny 5-aminolevulovej

Kyselina 5 - aminolevulova (ALA) /
porfobilinogén (PBG)

Chromatografia — spektrofotometria

zapati. Originalny navod najdete v slprave a na internetovej
adrese www.biosystems.es.
Slovensky navod je k dispozicii na www.jktrading.cz

Vyhradny 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 pripade mimoriadnych udalosti:

CR : Toxikologické informacni stfedisko (TIS), klinika

pracovniho Iékafstvi VFN a LF UK, tel.: +420 224 91 92 93 a

+420 224 91 54 02

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