020 DIAZYME

Total Bile Acids Assay Kit

Obsah baleni
Reagencie Diazyme Total Bile Acids jsou dodavany velkoobchodng, nebo v
téchto soupravach:

Pristroj Katalogové ¢. Slozeni soupravy
R1:2 x 60 ml
Universal DZ042A-K R2:2 x20 ml
Cal: 1 x2ml
R1:2x30ml
Half Kit DZ042A-K01 R2:2x 10 ml
Cal: 1 x5 ml
Beckman CX/LX DZ042A-KB1 R1:2 x 60 ml
Olympus AU400 | DZ042A-KY1 c |-R[2>:z% 122: gLL*
Hitachi 917 DZ042A-KH1 ak ]

* Poznamka: Kalibratory jsou dodavany samostatné

Pouziti

Souprava ,,Diazyme Total Bile Acids Assay Kit* je uréena pro in
vitro kvantitativni stanoveni celkového koncentraci Zlucovych
kyselin (TBA) ve vzorcich lidského séra. Zluové kyseliny jsou
metabolizovany v jatrech a slouzi jako marker normalni a
abnormalni funkce jater. Celkové mnoZstvi zlu¢ovych kyselin v séru
se zvysuje u pacientll s onemocnénim jater.

Klinicky p¥inos*?

Zlugové kyseliny jsou metabolizovany v jatrech, a tudiz slouZi jako
marker normalni funkce jater. Celkova koncentrace Zlucovych
kyselin v séru se zvySuje u pacientll trpicich akutni hepatitidou,
chronickou hepatitidou, sklerdzou jater a rakovinou jater.

Princip testu

Reagencie testovaci soupravy jsou ve stabilnim kapalném sloZeni,
které umoziuje jejich snadné pouziti spolu s leps§imi vykonnostnimi
charakteristikami. V  pfitomnosti Thio-NAD enzym 3-a-
hydroxysteroid dehydrogenaza (3- o-HSD) pieménuje Zzlucové
kyseliny na 3-ketosteroidy a Thio-NADH.  Tato reakce je
reverzibilni a 3-a- HSD muze preméfiovat 3-ketosteroidy a Thio-
NADH na zlu¢ové kyseliny a Thio-NAD. V pfitomnosti nadbytku
NADH dochazi k u¢innému kolob&éhu enzymu a stupeii tvorby Thio-
NADH se stanovi méfenim konkrétni zmény absorbance pti 405 nm.
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Potiebné vybaveni, které neni soucasti kitu
Analyzator umoznuji davkovani dvou reagencii, méfeni absorbance pti
405 nm a tepelnou kontrolu prostiedi (37 °C).
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SloZeni reagencii

Reagencie Slozeni

R1 [Thio-NAD >0,1mmol, pufr

R2 3-0-HSD >2kU/I, NADH >0,1 mmol, pufr
Kalibrator Konjugované kyseliny cholové, pufr

Piiprava reagencii

Reagencie Diazyme Total Bile Acids jsou dodavany ptipravené k
pouziti v kapalném stavu. Zluté a7 Zlutohnddé zbarveni reagencii
TBA nema vliv na provadéni testu.

Stabilita a uchovavani reagencii

Neoteviené reagencie jsou stabilni az do data exspirace vytisténého
na Stitku. Reagencie jsou citlivé na svétlo a mély by byt skladovany
pfi teploté 2-8 °C. Nemichejte reagencie z riznych Sarzi.

Odbér a nakladani se vzorkem

Pouzivejte Cerstvé vzorky pacientova séra. Koncentrace TBA se
zvysuje po jidle. Proto by vzorky mély byt odebirany na laéno. Pro
test je vhodné pouzit EDTA plazmu nebo lithium heparinovou
plazmu. Vzorky séra nebo plazmy jsou stabilni po dobu jednoho
tydné pfi teploté 4 °C, nebo po dobu 3 mésict pfi teploté -20 °C.

Vzorky od pacientd, kteti jsou lé¢eni ursodeoxycholovou kyselinou
(UD-CA), nejsou vhodné pro test TBA (DZ042A).

Bezpecnostni opati‘eni

1. Urceno pro in vitro diagnostické pouziti.

2. Se vzorky a reagenciemi obsahujicimi lidsky material by mélo
byt nakladano jako s potencialné infekénimi, s pouzitim
ptislusnych laboratornich postupt, jako jsou napiiklad postupy
popsané v ,Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories* (HHS Publication Number [CDC] 93-8395).

3. Stejné jako u jakéhokoli diagnostického testu by vysledky meély
byt interpretovany s ohledem na vysledky vSech dalSich testi a
na klinicky stav pacienta.

4. Vyvarujte se poziti a kontaktu reagencie s pokozkou a sliznici.

Postup testu

1. Napipetujte 270 pL R1 do kyvety, do které se ptida 4 pl vzorku,
standardu, nebo vody (jako blank).

2. Inkubujte pti 37 °C po dobu 3 minut a proved’te méfeni blank
(autozero) absorbance pti 405 nm.

3. Napipetujte 90 uL R2 do kyvety, promichejte a okamzité sledujte
absorbanci pii 405 nm po dobu 2 minut.

4. Vypocitejte AA405/min pro vzorek, blank a standard odeétenim
hodnoty O.D. v ¢ase 60 sekund od hodnoty O.D. v ¢ase 120
sekund.

AA405/min = (O.D. v ¢ase 120 s — O.D. v ¢ase 60 s)

5. Stanovte celkovou koncentraci Zlucovych kyselin s pomoci

nasledujiciho vzorce:

Vzorek (TBA, umol/L) =

Vzorek AA405nm/min — Blank AA405nm/min
Standard AA405nm/min — Blank AA405nm/min

x Standard
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Jestlize koncentrace Zlu¢ovych kyselin vzorku piesdhne linearni
rozsah (1-180 umol/L), nafed’te vzorek pied testem 0,9% NacCl.

Pribéh testu pro analyzatory chemického slozeni

R1: 270 pl R2: 90 pl
Vzorek: 4 pl l /7
37°Cc
405 nm 5 6 7 min
Al A2

Aplikaéni zdznamové listy pro pouziti Diazyme Total Bile Acids
Enzymatic Cycling Assay na automatickych klinickych
analyzatorech chemického slozeni jsou dostupné na vyzadani.
Volejte 858-455-4768 nebo pouzijte email: support@diazyme.com.

Kalibrace

Kalibrator Zluovych kyselin je soucasti baleni a spolu s0,9%
fyziologickym roztokem jako nulové reference by mél byt pouzivan
dle pokynti pro kalibraci testu. Cetnost kalibrace se miize lisit a
zavisi na pouziti pfistroje. Pro dalsi informace volejte 858-455-
4768 nebo zaslete email na: support@diazyme.com.

Kontrola kvality

Doporucujeme, aby kazda laboratoi pouzivala kontrolni materialy
zlu€ovych kyselin pro validaci vykonnosti reagencii. Sadu
normalnich a abnormalnich rozsaht koncentraci zluovych kyselin
je mozné objednat u Diazyme Laboratories (Cat. # DZ042A-Con).
Pokud hodnoty ziskané pouZitim kontrol pfesahnou piijatelné limity
stanovené vyrobcem, test by se nemél provadét. Doporucujeme, aby
testovani kontrol kvality spliiovalo pozadavky federalnich, statnich a
mistnich pfedpist nebo akreditaci.

Vysledky
Koncentrace zlu¢ovych kyselin se vyjadiuje v pmol/L (uEq/l).

Referenéni rozsah®

0-10 pmol/l zlu€ovych kyselin v séru nebo plazmé je povazovano za
normalni rozsah. Navrhujeme, aby kazdé laboratoi stanovila rozsah
normalnich hodnot pro populaci ve svém regionu.

Omezeni

*  Vzorek skoncentracemi ZluCovych kyselin piesahujicimi
limit linearity by mél byt nafedén 0,9% fyziologickym
roztokem a méfen opakované se zohlednénim zfed'ovaciho
poméru pii vypoctu vysledkd.

*  Vzorky od pacientti, ktefi jsou 1éCeni ursodeoxycholovou
kyselinou (UD-CA), nejsou pro vhodné pro test TBA
(DZ042A).

Vykonnostni charakteristiky (Hitachi 717)

Tyto vykonnostni charakteristiky byly stanoveny v Diazyme
Laboratories pomoci automatizovanych postupt na pfistroji
Hitachi 717.

Spravnost méieni

Vysledky dosazené timto testem byly porovnany s vysledky
podobného testu celkovych zluovych kyselin na analyzatoru
Hitachi 717 s pouzitim vzorka séra.

Padesat dva (52) vzorki séra o koncentracich 0,47 — 131,25 umol/I
dalo korelaéni koeficient 0,9918. Linearni regrese vysledku poskytla
nasledujici rovnici:

Tato metoda = 1,1536 (referenéni metoda) — 0.8567 pmol/I

Porovnavaci sada vzorkt séra a lithium heparinové plazmy
v rozsahu 0,14 — 21,18 pmol/L dala koeficient korelace 0,9805.
Linearni regrese vysledki poskytla nasledujici rovnici:

Lithium heparin = 0,9972 (sérum) + 0.1178 pmol/I

Studie presnosti

Piesnost vzhledem k testované sérii (intra-assay precision) a
presnost mezi sériemi (inter-assay precision) byla vyhodnocovana u
vzorkil obsahujicich dvé rizné arovné zlucovych kyselin (8 umol a
23 umol). Presnost vzhledem k testované sérii byla zkouSena
pomoci té€chto dvou Grovni vzorki (nizkd = 8 umol a vysoka = 23
umol) ve 20 bézich. VSechny testy byly provadény pomoci
automatického analyzatoru Hitachi 717. Udaje o pfesnosti jsou
shrnuty v nasledujici tabulce:

Piesnost vzhledem k testované sérii

Uroveii 1 (8 pmol) Uroven 2 (23 umol)

Pocet replikatt 20 20
Pramér 7,93 23,5

SD 0,31 0,3
CV% 3,9% 1,3%

Piesnost mezi sériemi

Uroveii 1 (8 umol) Urovei 2 (23 umol)

Pocet replikatt 20 20
Pramér 8,12 23,0
SD 0,24 0,61
CV% 2,9% 2,6%
Linearita

Studie linearity pomoci analyzatoru Hitachi 717 ukazaly, ze
Diazyme Total Bile Acids Assay ma linearni rozsah 0 az 180 pmol.

Interference

Interference pro Diazyme Total Bile Acids Assay byla vyhodnocena
na analyzatoru Hitachi 717. Nasledujici substance, které jsou bézné
piitomné v séru, vedly k mensi nez 10% odchylce pii uvedenych
koncentracich: triglyceridy 750 mg/dl, kyselina askorbova 50 mg/dl,
bilirubin 50 mg/dl a hemoglobin 500 mg/dl.
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