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ZLUCOVE KYSELINY bietech
(Katalogové ¢islo 450-A)

PouZiti:
Reagencie firmy Trinity Biotech Zlucové kyseliny jsou urceny ke kvantitativnimu
enzymatickému stanoveni Zlu¢ovych kyselin v séru pii 530 nm.

Shrnuti:

Zluéové kyseliny jsou p¥itomny v mnoha télnich tekutinach, nejvyssi koncentrace se
nachazeji ve lu&i'. Hlavni Zludovou kyselinou je kyselina cholova, chenodeoxycholova
kyselina, deoxycholova kyselina a lithocholova kyselinaz. Zluéové kyseliny, po konjugaci
s glycinem nebo taurinem, n€kdy s glukuronidem nebo estery sulfatu, jsou vyluovany do
zluc¢e a prochazi enterohepatdlni cirkulaci. Sérové Zlucové kyseliny pochazeji ze stfevni
absorbce zlucovych kyselin.

Nartst koncentrace 2luéov3}'/ch kyselin v séru na la¢no nebo po jidle se povazuje za
specificky ukazatel poruchy jater®. Klesajici hladina indikuje malabsorpci zlu¢ové kyseliny,
zpiisobenou pravdépodobné dysfunkci ilea”.

Koncentraci ZluGovych kyselin lze stanovit chromatografii®, spektrofotometricky®®,
nebo flourometricky®’. Mohou byt stanoveny také radioimunologicky nebo konkuren&ni
vazebnou technikou, stejné tak jako bioluminiscen¢nimi detekénimi metodami’. Reagencie
Zlu¢ové kyseliny od firmy Trinity Biotech méii sérové Zluové kyseliny enzymaticky.
Metodika je zaloZena v podstaté na postupu podle Mashige a kol’.

Princip:
Metoda stanoveni je zaloZena na nasledujici enzymové reakci:
3 a-HSD

3 a-hydroxy-zlucové kyseliny + NAD —  3-0x0-Zluc¢ové kyseliny + NADH

Diapraza

NADH + NBT — NAD + formazan

Zlu¢ové kyseliny jsou nejdiive oxidovany na 3-0x0-zluové kyseliny v reakci
katalyzované hydroxysteroid dehydrogenazou (3a-HSD). V pribéhu této oxidacni reakce je
redukovano ekvimolarni mnozstvi nikotinamid adenin dinukleotidu (NAD) na NADH.
NADH je nasledné oxidovan na NAD s privodni redukci NBT (nitro blue tetrazoliova stil) na
formazan za katalytického plisobeni diaprazy. Formazan ma absorba¢ni maximum pii 530
nm. Intenzita vzniklého zbarveni je pfimo imérna koncentraci Zlucovych kyselin ve vzorku.
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Reagencie:

Reagencie Zluové kyseliny, po rozpusténi podle navodu, obsahuji pfiblizné nasledujici
koncentrace aktivnich slozek:

Zlucové kyseliny reagencie A: (katalogové &islo 450-1,16 x 10 ml)

NAD 2,5 mmol/l
NBT 0,61 mmol/I
Diapraza 625 U/L
Pufr pH 7,0+0,1

Nereaktivni ptisady a stabilizatory

Zlucové kyseliny Reagencie B: (katalogové ¢islo 450-2, 4 x 5ml)
30-HSD 1250 U/L
Nereaktivni piisady a stabilizatory

Bezpecnostni opatieni:
Uréeno pro in vitro diagnostické pouziti. Dodrzujte bézna bezpecnostni opatieni pii
praci v laboratofi. Odpad likvidujte v souladu platnymi ptedpisy.
Varovani: Zabraiite kontaktu a vdechnuti Zlu¢ové kyseliny Reagencie A a B.
Bezpecnostni informace a rizika jsou popsana v bezpe¢nostnim listu.

Naésledujici instrukce musi byt dodrZzovany pfti otevirdni ¢erveného tésniciho vicka, protoze
ma po otevieni ostré hrany:

Otevieni tésniciho vicka z lavicky by mélo byt provedeno napt. pomoci pinzety, Spicatych
klesti, Spachtli atp. Sloupnéte t€snéni vicko z lahvicky. Pfi otevirani se ujistéte, ze je
provadéno smérem ven, pry¢ od téla.

Latexové rukavice by mély byt také pouzity pro ochranu uzivatele.

Priprava:

Rozpust'te Zlucové kyseliny Reagencii A a B v objemu deionizované vody, ktery je
uveden na Stitku na lahvicce. Lahvicku uzaviete a opatrné promichejte prevracenim. Netfepat.

Ptipravte testovaci roztok a roztok blanku ze stejného mnozstvi Reagencie A.
Testovaci roztok se pfipravi smisenim 4 ml Reagencie A s 1 ml Reagencie B. Roztok blanku
se pfipravi smisenim 4 ml Reagencie A s 1 ml deionizované vody. Pokud jsou reagencie
pouzivany na automatickych analyzatorech, dodrZujte piislusné aplikace pro piipravu
reagencii.

Skladovani a stabilita:

Reagencie skladujte v suchu a chladnu (2-8°C). Reagencie jsou stabilni do data
expirace uvedeného na Stitcich.

Rozpusténa Reagencie A je stabilni 1 den pfi teploté 18-26°C a 1 tyden pfi teploté 2-
8°C.

Rozpusténd Reagencie B je stabilni 1 den pfi teploté 18-26°C a 1 tyden pfi teploté 2-
8°C.

Testovaci roztok a roztok blanku jsou stabilni 24 hodin pii teploté 18-26°C nebo 3 dny
pfi teploté 2-8°C.

Zhorseni kvality:
Rozpusténé reagencie se nesmi pouzivat, pokud je pocatecni absorbance métend v
1 cm kyveté proti vodé pii 530 nm vyssi nez 0,3.
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Lahvicky vyhodte pokud sucha Reagencie A nebo B tvoii kola¢ z divodu mozné
vlhkosti, nejsou uplné€ rozpustény nebo jsou kalné.

Aplikace na analyzdtory:

Aplikace reagencii pro stanoveni Zlu¢ovych kyselin od firmy Trinity Biotech jsou
dostupné pro rtizné automatické analyzatory. Prosim kontaktujte servisni stfedisko firmy
Trinity Biotech.

0Odbér a piiprava vzorkii:

Doporucuje se odbér vzorkii vsouladu s NCCLS dokumentem M29-T2. Nejsou
znamy metody, které mohou s jistotou zaruéit, ze vzorek lidské krve neptenasi infekci. Se
vSemi krevnimi derivaty by méelo byt zachazeno jako s potencidln¢ infekénim materialem.

Pacient musi byt pies noc na lacno. Krev odeberte do zkumavek bez antikoagulantti.
Vzorky centrifugujte okamzité po vytvofeni sraZeniny, abyste ziskali Cisté sérum. Vzroky
skladujte pii 2-8°C nebo zamrazte na —20°C, pokud se stanoveni nebude provadét ten den.

Interferujici latky:
Extrémné lipemické a ikterické sérum muze davat nesmyslné vysledky. V téchto
ptipadech se doporucuje ziedit vzorky pted analyzou.

Pracovni postup:

Dodany material:

Zlugové kyseliny Reagencie A
Zluéové kyseliny Reagencie B

Dale potiebujete:

Spektrofotometr s temperovanym kyvetovym prostorem, schopny méfit pii 530 nm
Kyvety s vhodnymi optickymi vlastnostmi ur¢ené pro méfeni pii 530 nm
Pipetovaci zatizeni pro pfesné davkovani objemu pottebnych pfi stanoveni
Zlu¢ové kyseliny - kalibrator, katalogové &islo 450-100

Zlugové kyseliny — zastavovaci reagencie, katalogové ¢islo 450-3

Postup:
1. Ptipravte reagencie podle navodu.
2. Nastavte na spektrofotometru vinovou délku 530 nm a nastavte nulu proti destilované
vode.
3. Zahfejte testovaci roztok a roztok blanku na teplotu 37°C.
4. Pfipravte si sadu oznacenych zkumavek pro kalibrator, kalibratorovy blank, kontrolu,
kontrolni blank, vzorek a vzorkovy blank.
Napipetujte 0,2 ml kalibratoru, kontroly nebo vzorku do ptislusné zkumavky.
6. V Casovych intervalech ptidejte 0,5 ml testovaciho roztoku a roztoku blanku do
pfislusnych zkumavek.
Ihned zamichejte a inkubujte pii 37°C, 5 minut.
8. Zmegite absorbance vSech zkumavek pii 530 nm, ve stejnych ¢asovych intervalech
jako v kroku 6.
Pozndmka: Nebo zastavte enzymovou reakci pfidanim 0,1 ml Zlucové kyseliny
Zastavovaci roztok (katalogové ¢islo: 450-3), ve stejnych casovych intervalech jako
v kroku 6. Zbarveni, po zastaveni reakce, je stabilni 1 hodinu.
9. Odectete absorbanci blanku od odpovidajicich absorbanci testovacich roztokd. Tim se
ziska zména absorbance pro zlu¢ové kyseliny v kalibratoru, kontrole a vzorku.

o
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10. Stanoveni koncentrace zlucovych kyselin (umol/l) ve vzorku nebo kontrole je popsano
V kapitole ,,Vypocty*.

Kalibrace:

Koncentrace zlucovych kyselin ve vzorcich miize byt vypocitana pouzitim kalibratoru,
katalogové cislo 450-100, nebo odectenim z kalibra¢ni kiivky sestrojené pomoci sady
kalibratord, katalogové &islo 450-11. Stanoveni Zluovych kyselin od firmy Trinity Biotech je
linearni do 200 pumol/l.

Kontroly kvality:

Spolehlivost stanoveni by méla byt kontrolovana pomoci rutinnich kontrolnich sér
s definovanou koncentraci zlucovych kyselin, napf. Trinity Biotech Zlutové kyseliny
Kontrolni set, katalogové Cislo 450-22. Stanovené hodnoty koncentrace touto metodou by
mély lezet v daném rozmezi kontrol.

Vypocty:
Koncentrace zlu¢ovych kyselin ve vzroku se uréuje nasledovngé:
AST - ASB
Koncentrace v séru (umol/l) = ------------------- x koncentrace kalibratoru
ACT - ACB
Kde:

AST = absorbance vzorku s testovaci reagencii

ASB = absorbance vzorku s blankovou reagencii
ACT = absorbance kalibratoru s testovaci reagencii
ACB = absorbance kalibratoru s blankovou reagencii

Napriklad:
Pfi stanoveni sérového vzorku touto metodou byly naméteny nasledujici hodnoty:
AST =0,317

ASB = 0,075

ACT =0,475

ACB =0,072
0,317 - 0,075

Koncentrace v séru (umol/l) =  -=-----=--m=-mmumm- x 100* = 60,0
0,475-0,072

*koncentrace kalibratoru pro Zlu€ové kyseliny (umol/1)

Omezeni:

Pomoci této metody Ize stanovit mnozstvi zlucovych kyselin ve vzorku do 200 pumol/I.
Pokud koncentrace piekro¢i linedrni rozsah, nutno vzorek nafedit v poméru 1:1
fyziologickym roztokem a znovu stanovit. Vysledek se pak musi vynésobit 2.

OcCekavané hodnoty:
Ocekavané rozmezi bylo stanoveno na 0 — 8,1 pmol/l. Pro toto stanoveni byly pouZity
vzorky od 45 zjevné zdravych dospelych muzi a zen, kteti byli la¢ni pies noc.
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Doporucujeme, aby si kazda laboratof stanovila svoje ofekévané rozpéti pro jeji lokalni
populaci.

Znaky metody:
Porovnani:

Celkem 44 vzorka sér s obsahem zlucovych kyselin 1,9 — 125 pmol/l bylo stanoveno
touto a podobnou komeréné dostupnou metodou. Porovnanim ziskanych hodnot koncentraci
zluCovych kyselin obéma metodami jsme ziskali korelacni koeficient 0,99 a regresni rovnici:

y=1,02x —2,5.

Citlivost:
Zmeéna absorbance o 0,004 odpovida koncentraci zlucovych kyselin 1 pmol/l, pokud
spektrofotometr bézn¢ pouzivany v klinické laboratoii méfi za spravnych podminek.

Presnost:
Ptesnost byla méfena v rdmci stanoveni a mezi stanovenimi:
V ramci stanoveni

Sérum 1 | Sérum 2 | Sérum 3
Stfedni hodnota (umol/I) 7.8 36,2 140,6
SD (umol/l) 0,6 1,3 1,7
CV (%) 7,7 3,7 1,2
Pocet stanoveni 20 20 20

Mezi stanovenimi

Sérum 1 |Sérum 2 | Sérum 3
Stfedni hodnota (umol/I) 6,5 38,3 120,7
SD (umol/l) 0,5 1,4 2,3
CV (%) 8,3 3,5 1,9
Pocet stanoveni 20 20 20

Firma Trinity Biotech zarucuje, ze jeji vyrobky jsou v souladu s informacemi, které jsou
obsazeny v tomto dokumentu i s jinymi publikacemi firmy Trinity Biotech. Zakaznik musi
sam rozhodnout o tom zda tento vyrobek je vhodny pro jeho konkrétni pouZiti.
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Reagencie, pro stanoveni Zlucovych kyselin:

Souprava:

Katalog. Cislo | Nazev Mnozstvi
450-1 Zluéové kyseliny Reagent A 16 x 10 ml
450-2 Zlucové kyseliny Reagent B 4 x5ml

DalSi nutné reagencie:

Katalog. ¢islo | Nazev Mnozstvi

450-100 Zlucové kyseliny Kalibrator, 100 pmol/l 5ml

450-3 Zlugové kyseliny Zastavovaci roztok 50 ml

Doporucené reagencie:

Katalog. Cislo | Nazev Mnozstvi

450-1-50 Zlu¢ové kyseliny Reagent A 50 ml

450-2-25 Zludové kyseliny Reagent B 25 ml

450-11 Zlu¢ové kyseliny Kalibraéni set (obsahuje 5 hladin kalibratori o |5 x 5 ml
koncentracich 5, 25, 50, 100 a 200 pmol/l)

450-22 Zlu¢ové kyseliny Kontrolni set (obsahuje 3 x 5 ml normalni a 6 x5 ml
vysoké hladiny)

Katalog. Cislo: 450
046-137
Revize: 2003-02
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No. dans le catalogue
Katalognummer

No de catalogo

No. di catalogo.
Vyrobce

Manufacturer
Fabricant
Hersteller

Fabricante

Fabbricante

Pro in vitro diagnostiku

For in vitro diagnostic use

VD Pour usage diagnostique in vitro

in vitro diagnostikum

Para uso diagnéstico in vitro

Per uso diagnostico in vitro

Skladujte pfri 2-8°C,

Store at 2-8°C,

Conserver a 2-8°C,

Lagern bei 2-8°C,

a5 Conservar a 2-8°C,
Conservare a 2-8°C.

&ec

Nahlédnéte do pfilozenych dokumentt

Consult accompanying documents,
Voir documents cijoints,
Siehe beigefiigte, Dokumente,

Véanse los documentos djuntos,
vedi documenti allegati.

Vyrobce: Dotazy v USA:

Trinity Biotech plc, Trinity Biotech USA,

IDA Business Park, 1930 Innerbelt Business Center Drive,
Bray, St. Louis,

Co. Wicklow, MO 63114,

Irsko. USA.

Tel: (353) 1 276 9800, Tel: (001) 800 325 3424

Fax: (353) 1 276 9888,
Web: www.trinitybiotech.com
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