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REAGENTS & INSTRUMENTS

KYSELINA 5-AMINOLEVULOVA (ALA)/ PORFOBILINOGEN (PBG)

} Kod 11017 40 test
| Skladovat pfi 2 - 30°C

Reagenty pro stanoveni koncentrace kyseliny
aminolevulové a porfobilinogenu.
Pouze pro in vitro diagnostiku v klinickych laboratofich

PRINCIP METODY
Vzorek prochazi postupné dvéma chromatografickymi kolonami. Prvni
z nich obsahuje anex, ktery zachyti porfobilinogen (PBG), druha
kolonka obsahujici katex zachyti 5-aminolevulovou kyselinu (ALA). Po
nasledujicim promyti se odstrani interferujici ¢astice, oba analyty jsou
eluovany a spektrofotometricky kvantifikovany pfi 555 nm
prostiednictvim Ehrlichovy reakce!:2,

OBSAH A SLOZENI

1. Reagent. 2 x 350 mL. Octan sodny 1 mol/L.

Reagent. 1 x 175 mL. Kyselina octova 1 mol/L.

3. PBG mikrokolony. 2 x 20. Obsahuji navazené mnozstvi
pufrovaného anexu - pryskyfice.

4. ALA mikrokolony. 2 x 20. Obsahuji
pufrovaného katexu - pryskyfice.

A. Reagent. 1 x 17 mL. Acetylaceton.
NEBEZPECNY: H226: Hoflava kapalina a vypary. H302: Skodlivy
pfi poziti. H311 Toxicky pfi kontaktu s kuzi. H331 Toxicky pfi
inhalaci. P280: Noste ochranné bryle/ ochranny plast, ochranny
Stit na obliCej. P331: Po poziti nevyvolavejte zvraceni. P420:
Skladujte oddélené od ostatnich materialu.

B1.Reagent. 2 x 50 mL. 4-Dimetylaminobenzaldehyd 6 mmol/L, po
rekonstituci.

B2. Reagent. 2 x 50 mL. Kyselina octova 18 mol/L.

NEBEZPECNY: H226: Hoflava kapalina a vypary. H314:
ZplUsobuje tézké popaleniny kGze a poskozeni oci.
P303+P361+P353: V piipadé zasazeni klUze (nebo vlasl)
odstrarite neprodlenné kontaminovany odév. Omyjte postizené
misto vodou /sprchou. P420: Skladujte oddélené od ostatnich
materialQ.

S. ALA Standard. 2 ml x 5 mL. ALA 20,0 mg/dL (1526umol/L) po
rekonstituci. Primarni standard.

N

navazené mnozstvi

Pro dalSi varovani a bezpecnostni opatfeni ctéte bezpecnostni list
(SDS)

SKLADOVANI
Skladujte pfi teploté 2-30°C. (Poznamka1).
Reagenty jsou stabilni do data expirace uvedené na Stitku pokud jsou
tésné uzaviené a je zabranéno jejich kontaminaci béhem jejich
pouZiti.
Znamky zhorseni kvality:
Reagencie: pfitomnost ¢astic, zakal, absorbance blanku vétsi jak
0,120 (ALA) a 0,080 (PBG) pfi 555 nm v 1 cm kyveté.
Mikrokolony (3 a 4) : ztrata (nepfitomnost) pufru nad pryskyfici.

PRIDAVNE REAGENCIE
- Kyselina perchlorova 70 % (analyticka tfida).

PRIPRAVA REAGENTU
Reagent B: Pfeneste obsah lahvicky B2 do B1 a tfepejte do upIného
rozpusténi. Roztok je stabilni 6 mésicu pfi 2-8°C. (Poznamka1).
Standard (S): Rozpustte obsah lahvicky v 5 ml destilované vody.
Roztok je stabilni 12 mésicu pfi 2-8°C. Pro delsi skladovani zamrazte

KYSELINA 5-AMINOLEVULOVA (ALA)/
PORFOBILINOGEN (PBG)

Chromatografie - spektrofotometrie

PRIDAVNA ZARIZENI
m Spektrofotometr nebo fotometr s 555 nm filtrem (520-570)
m kyveta 1cm
m Varna vodni lazen

VZORKY
Mo¢ sebrana ke stanoveni za 24 h standardnim zplsobem. Upravte
24 h vzorek moce na pH 6 koncentrovanou HCI. Chrarite vzorek pred
svétlem. ALA je stabilni 1 mésic a PBG maximalné 24 h pfi 2-8° C.
PBG je stabilni 1 mésic v pfipadé, ze se vzorek skladuje pfi -20° C.
Pred testovanim vzorek centrifugujte nebo prefiltrujte.

POSTUP

Chromatograficka separace

1.Odstrarite horni uzavér PBG mikrokolony (3) a ALA mikrokolony (4).
Pak oteviete uzavér jeji spodni Casti. ZatlaCte horni disk, ktery
uzavira pryskyfici tupym predmétem (sklenénou tyCinkou) tésné
nad jeji povrch. Nestlacujte pryskyfici! Kapalinu nad pryskyfici
nechejte prokapat z kolony ven pfes spodni uzavér

2.Umistéte PBG kolonu nad ALA kolonu.

3.Pipetujte do horni kolony (PBG):

Destilovana voda 10,0 mL Ponechte voIné protékat ven
Vzorek 1,0 mL Ponechte voIné protékat ven
Destilovana voda 20,0 mL Ponechte voIné protékat ven

4. Horni kolonu (PBG) umistéte do tmy pro pozdé&jsi kvantitativni
stanoveni PBG.

ALA stanoveni
5. Pod ALA kolonku umistéte zkumavku a pipetujte:

[ Reagent (1) 10,0 mL [ Zachytte eluat |
6.  Eluat promichejte a pipetuijte:
Blank Standard Vzorek
- Eluat
ALA Standard (S) - 0,1 mL -
Reagent (1) 10,0 mL 9,9 mL -
Reagent (A) 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL

Promichejte a inkubujte 10 minut ve vafici vodé.
Zkumavky ochladte pod tekouci vodou, promichejte a pipetujte
do oznacenych zkumavek:
Inkubovana smés ‘ 1,0 mL ‘ 1,0 mL ’ 1,0 mL ’
Ehrlichovo ¢inidlo 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
9. Poradné promichejte, pockejte 15 minut (15-30°C), odectéte
absorbanci (A) vzorku a standardu pfi 555 nm proti blanku.
Zbarveni je stabilni 30 minut.

o~

PBG stanoveni (vysledek testu je pouze orientaéni)

10. Pod PBG kolonku umistéte zkumavku a pipetujte:

[ Reagent (2) [ 40mL [ Zachytteeluat |
11. Promichejte a pipetujte do oznaéenych zkumavek:

Blank Vzorek
Eluat - 1,0 mL
Destilovana voda 1,0 mL -
Ehrlichovo &inidlo 1,0 mL 1,0 mL

12. Pofadné promichejte, pockejte 10 minut (15-30°C), odectéte
absorbanci (A) vzorku pfi 555 nm proti blanku. Zbarveni je stabilni

zfedéné v alikvotnich podilech. 30 minut.
Ehrlichovo ¢inidlo: Pfidejte 1,9 mL perchlorové kyseliny (70%) do L
10 mL reagentu B. Protfepejte do zhomogenizovani roztoku. Stabilita VYPOCET
je 7 hodin pfi pokojové teploté (15-30°C). VétSi mnozstvi pfipravite Koncentrace ALA se vypocita podle vzorce:
v adekvatnim poméru. A
Vzorku VE VSTC 1
X X X Cstx =C
A standardu Vs VEC ST Yeors
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Objem vzorku (Vs) je 1 ml, objem eluatu (Vg) 10 ml, objem eluatu pfi
kolorimetrickém stanoveni (Vec) je 10 ml, objem standardu pfi
kolorimetrickém stanoveni (Vsic) je 0,1 ml, koncentrace standardu
(Cst ) je 20,0 mg/dl nebo 1526 pmol/L (také uvedeno na lahvicce) a
prdmérna vytéznost (Rec) = 0,81. Nasledujici rovnice uvadi vypocet
koncentrace:

A vzork X 2,46= mg/dL ALA

A standardu X 188 =pmol/L ALA

MnozZstvi ALA za 24 h se vypocita podle nasledujiciho vzorce:

mg/dL X 10 X Vmoger24 h (L) = mg/24 h
umol/L X VMoger2a h (L) = pmol/24 h
Koncentrace PBG se vypocita podle vzorce:
A Vzorku VE VT 1
X X X = C vzorku
exl Vs Vec Rec

Molarni absorbance (¢) produktu z Ehrlichovy z reakce pfi 555 nm
je 0,062 L-ymolt-cm, v kyveté () = 1 cm, objem vzorku (Vs) je 1 mL,
objem eluatu (Vg) je 4 mL, celkovy reakéni objem (V1) je 2 mL, objem
eluatu pfi kolorimetrii (Vec) je 1 mL a pramérna vytéznost (Rec) je
0,66. 1 pmol PBG odpovidda 0,226 mg PBG a 1 L = 10 dL.
Nasledujici rovnice uvadi vypocet koncentrace:

x 4,42 = mg/dL PBG

A vzorku x 196 = ymol/L PBG

Mnozstvi PBG za 24 h se vypocita podle nasledujiciho vzorce:

mg/dL X 10 X VMoger2ah (L) = mg/24 h

umol/L X VMoger24 h (L) = pmol/24 h

REFERENCNi HODNOTY
Mo¢3: ALA: 1,5 — 7,5 mg/24h = 11,4 — 57,2 ymol/24h.
Mo¢*: PBG: 0 — 3,4 mg/24h = 0 - 15 pymol/24 h.
Tyto hodnoty jsou pouze orientaCni. Kazda laboratof by si méla
stanovit své vlastni srovnavaci hodnoty.

KONTROLA KVALITY
Pro ovéreni spravnosti méfeni se doporu€uje pouzit mocova kontrola
(kat.¢. 18036 nebo 18037).
Kazda laboratof by si méla stanovit svoji vlastni vnitini kontrolu kvality
a postupy pro napravna jednani, jestlize kontroly nejsou v toleranénim
rozpéti.

METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA

ALA stanoveni
- Detekéni limit: 0,03 mg/dL = 2,5 pmol/L.
— Linearita: nejméné do 6,03 mg/dL = 460 pmol/L.
Opakovatelnost (jednoho vzorku):

Pramérna koncentrace Ccv n ‘
0,41 mg/dL = 31 pmol/L ‘ 42 % ‘ 25 ‘
2,65 mg/dL = 202 ymol/L 2,2 % 25
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- Reprodukovatelnost (run to run):

Primérna koncentrace CcVv n
0,41mg/dL = 31 pmol/L 5,9 % 25
2,65 mg/dL = 202 ymol/L 3.7% 25

- Citlivost: 20,6 mA.dL/mg = 2,7 mA.L/umol.

- Spravnost: Vysledky ziskané témito reagenty neukazuji
systematické rozdily ve srovnani s teoretickymi koncentracemi.
Podrobnosti o téchto srovnavacich studii jsou na vyzadani
k dispozici.

- Interference: Nékteré slozky potravin, léky a dalSi latky mohou
interferovat®.

METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA
PBG stanoveni
- Detekéni limit: 0,02 mg/dL = 0,7 pmol/L.
- Linearita: nejméné do 4,64 mg/dL = 205 pmol/L.
- Opakovatelnost (jednoho vzorku):
Primérna koncentrace CVv n ‘
’ 0,09 mg/dL = 3,9 pmol/L 7.5 % 25 ‘
1,99 mg/dL = 88 ymol/L 42 % 25
- Reprodukovatelnost (run to run):

Primérna koncentrace cv n \
0,09 mg/dL = 3,9 ymol/L 12,4 % 25
1,99 mg/dL = 88 ymol/L 4,7 % 25
- Spravnost:  Vysledky ziskané témito reagenty neukazuji

systematické rozdily ve srovnani s teoretickymi koncentracemi.
Podrobnosti o téchto srovnavacich studii jsou na vyzadani
k dispozici.

- Interference: Nékteré slozky potravin, léky a dalSi latky mohou
interferovat®.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA
Porfyrie je skupina metabolickych onemocnéni, u nichz se projevuje
porucha funkce enzym( fidicich syntézu hemu v Eervenych
krvinkach. V moc&i se hromadi 5-aminolevulova kyselina (ALA) a
porfobilinogen (PBG).
Pfi otravé olovem se koncentrace ALA v moci zvySuje, protoze je
zablokovana ALA metabolick4 cesta.
Otravu olovem a porfyrii Ize rozli§it méfenim jak ALA, tak PBG*S.
Klinicka diagn6za by vSak neméla byt uzavfena jen na zakladé tohoto
vysledku, ale mély by byt propojeny klinické a laboratorni vysledky.

POZNAMKA

1. Jestlize jsou komponenty B2 a B skladovany pfi 2 — 8°C, mGzou
krystalizovat. Pfed pouzitim je vytemperujte je na pokojovou teplotu
abyste ziskali homogenni roztok.

POZNAMKA distributora
1. Dlouhé uskladnéni kolonek vede k utlaceni 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.
Kolona je pfipravena k pouziti.
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UPOZORNENI
Preklad revidovan k datu: 18.1.2019.
Vzhledem kmozné inovaci vyrobku Vam  doporu€ujeme
prekontrolovat Cesky preklad s originalnim pfibalovym letakem
porovnanim podle identifikacniho &isla navodu uvedeném v zapati.

Originalni navod najdete vsoupravé a na internetové adrese:
www.biosystems.es.

Cesky navod a bezpeénostni listy jsou kdispozici na:
www.jktrading.cz

Vyhradni distributor :
CR : JK-Trading spol.s.r.o., KFivatcova 421/5,150 21 Praha5,
tel.: +420 257 220 760
SK : JK-Trading spol.s.r.o., Mecikova 30, 841 07 Bratislava,
tel.: + 421 264 774 591
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SK : Toxikologické informaéné centrum Bratislava, 833 05,
Limbova 5, tel.: +421 254 774 166
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