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VANILMANDELIC ACID

SKLADOVAN/ PRI 15-30°C

Reagenty pro méfeni koncentrace Vanilmandlové kyseliny
Pouze pro laboratorni in vitro diagnostiku

'§ 3 BioSystems

REAGENTS & INSTRUMENTS

VANILMANDLOVA KYSELINA

Chromatografie-spektrofotometrie

PRINCIP METODY
Kyselina vaniimandlova (VMA) je zachycena na anexové — pryskyfici, interferujici latky se promyvanim
vyplavi a navazand VMA je poté uvolnéna z povrchu pryskyfice. VMA se stanovuje spekirofotometricky
jako vanilin po pfedchozi oxidaci v alkalickém prostfedi 22,

OBSAH A SLOZENI
1. Reagent 1. 1 x 25 ml. Fosfore¢nan sodny - pufr 0,6 mol/L, azid sodny 15 mmol/L, pH 7,0.
2. Reagent 2. 1 x 120 ml. Octan sodny - pufr 0,2 mol/L, pH 6,1, azid sodny 15 mmol/L.
3. Reagent 3. 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. Reagent A. 1x 30 ml.Uhli¢itan draselny 3 mol/L.
Skodlivy (Xn). R 22: Skodlivy pii poziti - Nepipetujte usty. R 36 / 37 / 38: Drazdi oéi, dychaci cesty a
pokozku. S 22: Nedychejte prachové Castice. S 26: V pfipadé zasaZeni o¢i, nebo potfisnéni pokozky,
omyjte postiZené misto pod tekouci vodou a vyhledejte neprodlené lékarské oSetfeni
B. Reagent B. Pro pfipravu 10 ml. Jodistan sodny (m-periodat) praskovy, 0,12 mol/l - po rekonstituci.
Oxidujici (O): R8: Pfi kontaktu s hoflavymi materialy muZe zpusobit pozar.
C. Reagent C. Pro pfipravu 10 ml. Sifi¢itan sodny (metabisulfid) praskovy, 0,67 mol/L - po rekonstituci.
Reagent je zdravi kodlivy (Xn).
R 22: Skodlivy pfi poziti - Nepipetujte tisty. R 31: Pfi kontaktu s kyselinami vyviji toxické plyny. R 41:
Riziko vézného poskozeni o¢i. S 26: V pfipadé zasaZeni oci nebo potfisnéni pokozky, omyjte postizené
misto pod tekouci vodou a vyhledejte neprodlené lékai'ské oSetfeni.S 39: PouZivejte ochranné bryle nebo
Stit. S 46: V pripadé poZiti vyhledejte neprodiené Iékafské oSetfeni.
S. Standard S. VMA standard. 1 x pro 5 ml.
Lahvicka obsahuje 0,1 mg standardu VMA, ktery je vlahvicce téméF neznatelny. Koncentrace po
rekonstituci je uvedend na lahvicce. Hodnota koncentrace standardu je ovéfena podle Standardniho
referenéniho materialu 925 (National Institute of Standards and Technology, USA).

SKLADOVANI
Skladujte pfi teploté 15-30°C. Reagenty jsou stabilni do data expirace uvedené na $titku pokud jsou tésné
uzaviené a je zabranéno jejich kontaminaci béhem jejich pouziti.
Znamky zhorsSeni 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 REAGENTU
Reagenty B a C: Rozpustte obsah lahvi¢ky (suchy prach) v 10 ml destilované vody. Roztok je stabilni po
dobu 5 mésict pii 2-8°C.
VMA standard: Rozpustte obsah lahvicky (suchy prach) v 5 ml reagentu 3 a pfidejte 1 kapku
koncentrované kyseliny chlorovodikové. Roztok je stabilni po dobu 5 mésic pfi 2-8°C.

PRIDAVNA ZARIZENI
m Spektrofotometr nebo fotometr s filtrem 360 nm (358-362) a Termostabilni vodni lazef
VZORKY
Mo¢ sebrand ke stanoveni za 24 h standardnim zplisobem (skladovana pfi 2-8° C). Vzorek je stabilni pfi

2-8° C maximalné 5 dni a nebo az 1 mésic pfi -20° C, jestlize je upraveno pH vzorku koncentrovanou HCI
na pH=1-2. Pfed testovanim vzorek centrifugujte nebo prefiltrujte.

POSTUP
Priprava vzorku
1. Pipetujte do zkumavky (Poznamka 1):
Vzorek 1,0ml
Reagent (1) 1,0ml

Chromatograficka separace:

2. Nejdrive odstrarite horni uzavér mikrokolony (4), (Poznamka 3) a poté uzavér jeji spodni ¢asti. Zatlacte
horni disk, ktery uzavira pryskyfici tupym predmétem (sklenénou tycinkou) tésné nad jeji povrch.
Nestlacujte pryskyfici! Kapalinu nad pryskyfici nechejte prokapat pres spodni uzaveér.

3. Obsah zkumavky (vzorek) prelijte do kolony a prokapejte jej.

4. Promyjte zkumavku 2 - 3 ml destilované vody a obsah prelijte do kolony. Prokapejte jej.

5. Do kolony pridejte:

[Reagent2) | 50ml [ prokapejte |
6. Umistéte kolonu nad zkumavku a pipetuite:
| Reagent (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 blank Standard Vzorkovy blank Vzorek
Eluat - - 1ml 1ml
Reagent (3) 1ml 0,9ml - -
Standard (S) - 0,1 ml - -
Reagent (A) 0,4 ml 0,4 ml 0,4 ml 0,4 ml
Reagent (B) 0,1 ml 0,1 ml - 0,1 ml
9. Zkumavky protepeijte, inkubuite je 30 min pii 37°C. Poté pridejte:
Reagent (C) 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1ml
Reagent (B) - - 0,1 ml -

10. Odectéte absorbanci (A) vzorkového blanku, vzorku a standardu proti reagent blanku pfi 360
nm. Absorbance je stabilni nejméné po dobu 2 hodin.
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VYPOCET
Koncentrace VMA ve vzorku se vypodita podle vzorce:
A vzorku = A blank vzorku Ve Vsic 1
X X —— X CSt X =C vzorku
A standardu Vs Vec Rec

Objem vzorku (Vs) je 1 ml, objem eluatu (Ve) 6 ml, objem eluétu pfi kolorimetrickém stanoveni (Vec) je
1 ml, objem standardu pfi kolorimetrickém stanoveni (Vstc) je 0,1 ml, koncentrace standardu (Cst ) je
uvedena na lahvi€ce a primérna vytéznost (Rec) = 0,888. Koncentrace se vypocte:

A vzorku — A blank vzorku
x Cst x 0,676 = C vzorku

A standardu

Mnozstvi VMA kyseliny ze 24 h vzorku mo¢i se vypoCité podle vzorce:
mg/l_ VMA X Vmozerpan (L) = mgVMA /24-h
pmol/l VMA X Vmogeran (L) = ymol VMA /24-h

NORMALNi HODNOTY
MogS : < 13,6 mg/24 h = < 68,6 umol/24 h. Tyto hodnoty jsou pouze orientaéni. Kazda laboratof by si
méla stanovit své viastni srovnavaci hodnoty.

KONTROLA KVALITY:
Pro ovéfeni spravnosti méfeni se doporucuje pouzit mo€ova kontrola (kat.c. 18036 nebo 18037).
Kazda laborator by si méla stanovit svoji viastni vnitfni kontrolu kvality a postupy pro napravna jednani,
jestlize kontroly nejsou v toleranénim rozpéti.

METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA
m Detekeni limit: 1,9mg /1= 9,7 umolll
m Linearita: Do 300 mg/l = 1.500 umol/l. Pfi vy$Sich hodnotach zfedte vzorek 1/2 destilovanou vodou a
opakujte méfeni.

m Opakovatelnost (jednoho vzorku)

Primémé koncentrace CcvV n
11,2mg /1= 56 ymol/l 5,0% 25
43,2mg /1= 216 pmolll 2,5% 25

m Reprodukovatelnost:
Primérna koncentrace cv n
11,2mg /1= 56 umol/l 8,6% 25
43,2mg /=216 ymolll 8,2% 25

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

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

m Interference: Kyselina gentisova do 1.000 mg/l, kyselina homogentisovéa do 2.000 mg/l a kyselina 5-
hydroxyindoloctova do 50 mg/l neinterferuji. P-hydroxymandlova kyselina nad 12,5 mg/l interferuje.
Nékteré potravinové doplriky, substance a léky mohou interferovat béhem oxidacniho stupné, coz
muze mit za nasledek fale$né zvy$ené hodnoty®.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA
Vanilmandlova kyselina je hlavnim koneénym produktem katecholaminového metabolismu a je
vyluéovana modi. Jeji méfeni odrazi celkovou produkci adrenalinu a noradrenalinu v téle. Zvy$ené denni
hodnoty vyluéovani VMA jsou spojeny se sekreci katecholamint z neurochromafinovych tumort jako
jsou pheochromocytomy, neuroblastomy, &i paragangliomy*S.
Klinickd diagnéza by vSak neméla byt uzaviena jen na zékladé tohoto vysledku, ale mély by byt
propojeny klinické a laboratorni vysledky.

POZNAMKY
Poznamka 1. Jestlize byl vzorek skladovan v kyselém prostfedi upravte pH zfedénym hydroxidem
sodnymna 6,5 - 7,5.
Pozndmka 2. Test je mozné vtomto kroku stanoveni pferusit. V tomto pfipadé uchovejte eluat
v uzaviené zkumavce pfi 2-8°C, maximalné vSak po dobu 24 hodin.
Poznamka 3: Dlouhé uskladnéni kolonek vede k utlaceni pryskyfice a tim i ke zpomaleni jejich pritoku.
Pro obnovu jejich funkce obratte kolonu pred stanovenim na 10 minut tak, aby se pryskyfice presypala.
Poté kolonu umistéte do pracovni polohy a pryskyfici nechejte usadit.
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Pieklad zménén k datu: 28.5.2009
Vzhledem k mozné inovaci vyrobku Vam doporuéujeme prekontrolovat Cesky preklad s origindlnim
pribalovym letdkem. Vice informaci naleznete na internetové adrese: www.biosystems-sa.com nebo na
adrese vyhradniho distributora pro CR: www.jktrading.cz
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