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Analiza frakcji lipidowej zo6ttka jaja kurzego

Cel éwiczenia: Badanie wtasciwosci ttuszczéw oraz wykrywanie poszczegdlnych sktadnikéw lipidéw z jaja
kurzego

Podstawy teoretyczne

Lipidy (powszechnie nazywane ttuszczami) wystepujace w tkankach zwierzecych dzieli sie na proste
(ttuszcze witasciwe, woski) i ztozone (fosfo-, gliko- i sulfolipidy) oraz prekursory i pochodne lipidéw (kwasy
ttuszczowe, glicerol, sfingozyna, zwigzki ketonowe i inne). Do lipidéw zalicza sie tez frakcje lipoprotein, czyli
ztozonych komplekséw biatkowo-lipidowych, ktére petnig gtéwnie funkcje transportowg lipidéw w osoczu
oraz biorg udziat w przemianach lipidéw w organizmie.

Ze wzgledu na réznorodny charakter zwigzkéw wchodzacych w skfad frakcji lipidowej analiza ich jest
procesem zfozonym. Standardowe postepowanie zaktada ekstrakcje ttuszczy rozpuszczalnikami organicznymi
oraz rozdzialy chromatograficzne i identyfikacje otrzymanych zwigzkéw za pomocg reakgji
charakterystycznych.

Frakcja lipidowa otrzymana z tkanek zwierzecych po ekstrakcji ttuszczow prostych zawiera obok
fosfolipidéw, takze cerebrozydy i gangliozydy. Z uwagi na ich wspdlny charakter fizykochemiczny czesto
frakcja ta okreslana jest mianem lipidéw (ttuszczy) polarnych. Do wstepnej identyfikacji i potwierdzenia
obecnosci w ekstrakcie wykorzystuje sie metody chromatograficzne, w tym chromatografie cienkowarstwowa
na zelu krzemionkowym z domieszka gipsu (modyfikacje Silica GEl G). Ze wzgledu na polarny charakter
zwigzkow jako faze rozwijajgca uzywa sie mieszanin zawierajgcych w skfadzie, oprdécz typowych
rozpuszczalnikdw jak chloroform, tez alkohol (zazwyczaj metanol), czy wode i dla zapewnienia
odpowiedniego pH kwas octowy lub amoniak.

Chromatogram cienkowarstwowy
(Silica Gel G) ttuszczéw ztozonych:
1 - sfingomieliny,

2 —lecytyny,

3 — kefaliny,

4 — cerebrozydy,

5 — ekstrakt lipidow modzgu,

w  czole rozpuszczalnika -
glikolipidy, ttuszcze obojetne i
estry steroli.

Do wywotywania chromatogramow cienkowarstwowych lipidéw zazwyczaj uzywa sie reakcji barwnych
uzywajgc takich odczynnikow jak:
— roztwory kwasy siarkowego (50%), po spryskaniu chromatogramu powodujg zweglenie substancji
organicznych i ich uwidocznienie w postaci ciemnych plamek,
— roztwordw lub par jodu, zwigzki zawierajgce wigzania nienasycone wybarwiajg sie na brunatno-
20tto,
— roztwory dipikrolaminy, cholina i jej pochodne zabarwiajg sie na czerwono,
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— roztwory molibdenianu amonu, zwigzki zawierajgc reszte kwasu fosforowego wybarwiajg sie na
niebiesko (rekcje mozna cofngé umieszczajgc chromatogram w parach amoniaku),
— roztwory ninhydryny, zwigzki zwierajgce etylenoamine i seryne wybarwiajg sie na czerwono-
fioletowo.
Lecytyna, jako przyktad lipidu zawierajgcego grupy hydrofilowe: reszty kwasu fosforowego i IV-rzedowej
zasady — choliny, wystepuje w duzych ilosciach w zottku jaja kurzego, skad moze byé wyekstrahowana
mieszaning rozpuszczalnikdw polarnych (np. roztworami etanolu, metanolu).

Literatura
1. Cwiczenia z biochemii, Redakcja: Leokadia Kiyszejko-Stefanowicz, 2013, Wydawnictwo Naukowe PWN
ISBN: 9788301139445

Odczynniki

26ttko jaja kurzego, okoto 30-90 g
aceton

chloroform

metanol

BAKERBOND spe™ z wypetnieniem C18
kwas octowy

jod (krysztatki)

Sprzet

wirowka MPW 212

vortex

lejek Blichnera z kolbg

wodna pompka prézniowa

sgczki

probdéwki szklane ze szlifem na 25 ml

probéwki szklane z nakretkg na 10 ml

zlewki szklane 100, 250 ml

zestaw Baker spe-12G

komora chromatograficzna

ptytka chromatograficzna 10x10 cm HPTLC Silica gel 60 F3s4s
suszarka do wloséw

eksykator (z krysztatkami jodu)

pipetki Pasteura

peseta, skalpel

linijka, otéwek

oprogramowanie GelAnalyzer (www.gelanalyzer.com) lub inne o podobnych mozliwosciach np.: Imagel
(imagej.net, wersja w przegladarce ij.imjoy.io )
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Wykonanie: ekstrakcja i frakcjonowanie lipidéw
Ekstrakcja ttuszczu

1.

Do dwdch zlewek o pojemnoéci 100 ml oddzieli¢ z6ttko od biatka jaja. Zéttko homogenizowaé bagietka
do uzyskanie jednorodnej ptynnej konsystenciji.

Za pomocg pipetki Pasteura odwazy¢ okoto 5 g z6ttka do probdwki na 25 ml (ze skalg).

Dodac porcjami 2 x 5 ml acetonu. Probéwke zatkac korkiem (lub parafilmem) i intensywnie miesza¢ na
vortexie przez 5 minut po kazdej porcji.

‘ | saczek

/ \ préinia

Przesgczy¢ na lejku Blichnera pod zmniejszonym cisnieniem.

Przenie$¢ zawartos¢ probowki na lejek z sgczkiem zwilzonym niewielkg ilo$cig acetonu. Podtgczyé
proznie.

Do filtracji uzy¢ sqczka dopasowanego srednicq do lejka. Sqczek powinien pokry¢ catkowicie powierzchnie lejka. Aby
utatwic przyleganie mozna zwilzy¢ sqczek niewielkq iloscqi rozpuszczalnika przed natozeniem ekstraktu.

Zawartos¢ probdwki przeptukac 3 x 1 ml acetonu, za kazdym razem wylewajgc zawartos¢
rownomiernie na osad na lejku.
Filtrat zawiera ttuszcze wiasciwe i karotenoidy. Zebraé do szklanej prébdwki, opisaé jako préba A.

Do analizy uzywac klarownego przesqczu znad osadu (po odstawieniu lub odwirowaniu prébowki).

Ostroznie zdjg¢ saczek z lejka i przenies¢ na szalke Petriego. Osad wysuszy¢ w strumieniu powietrza
pod dygestorium. Suchy osad delikatnie zdrapa¢ z sgczka i uzywac do kolejnych analiz.

Ekstrakcja fosfolipidow

1. Okoto 0,5 g zebranego z sgczka osadu przenies¢ do szklanej probdwki z nakretka.

2. Do proboéwki doda¢ 2 ml mieszaniny chloroformu z metanolem (1:1), mieszac¢ intensywnie na vortexie
przez okoto 5 min.

3. Roztwor przesgczyé przez sgczek karbowany do szklanej probdwki.

4. Powstaty osad zawrdcic¢ do probéwki, ponownie dodaé¢ 2 ml mieszaniny chloroform : metanolem (1:1),
mieszaé na vortexie prze 5 minut i ponownie przesgczyc.

5. Powtdrzy¢ punkt 4.

6. Powstaty filtrat zawierajgcy gtownie fosfolipidy oznaczy¢ jako préba B. Do analizy uzywac¢ klarownego
przesgczu znad osadu.

Strona3z5
17.02.2024 JTW

V / /4



UNIWERSYTET | WYDZIAL
PRZYRODNICZY <> MEDYCYNY

WETERYNARYINE] Pracownia biochemiczna 2024/2025

Ekstrakcja i frakcjonowanie lipidow polarnych i niepolarnych
1. W proboéwce eppendorf o pojemnosci 5 ml odwazy¢ okoto 0,25 g zebranego z saczka osadu i rozpuscic¢
w 2 ml mieszaniny chloroform : metanol 95:5. Miesza¢ intensywnie na vortexie przez okoto 5 min.
2. Odwirowa¢ powstaty ekstrakt przez 15 minut. Zebrac¢ klarowny roztwér z dna probdwki.

Przed wtozeniem koricowki pipety do probdowki wcisngc przycisk ta aby wypychane powietrze nie zruszyto osadu.

i

( —

3. W zestawie do SPE umiesci¢ kolumienke BAKERBOND spe™ z wypetnieniem C18. W pozostate,
niewykorzystane, pozycje wstawic i zakreci¢ kraniki (lub strzykawki).
4. Podtaczyé zestaw do pompy prézniowej, odkreci¢ zwdr przy manometrze.

Przeptyw przez kolumienki requlowac poprzez podtqczanie i odtgczanie prozni, w tym celu po naniesieniu roztworu zakrecic¢
w prawo zawdr przy manometrze (mierzone cisnienie zacznie malec), gdy przeptynie caty roztwar odkreci¢ w lewo zawaér
przy manometrze (mierzone ciSnienie wzrosnie).

5. Ztoze kondycjonowac 3x 1 ml mieszaniny chloroform : metanol (95:5).
6. Po zakreceniu kranikéw pod kolumienke umiescié¢ probdéwke eppendorfa o pojemnosci 5 ml.

W przypadku gdy wylot kolumienki nie siega do probowki uzyc igty jako przedtuzenia.

7. Nanie$é na kolumienke 1 ml roztworu po wirowaniu, odkrecié kranik. Doda¢ 1 ml mieszaniny
chloroform : metanol 95:5. Wyjgé probdwke i oznaczy¢ jako prébka C.

8. Po zakreceniu kraniku odfgczy¢ prdéznie i zmienié probdwke pod kolumienka.

9. Eluowaé lipidy polarne 1 ml metanolem. Wyjaé probdwke i oznaczy¢ jako prébke D.

10. Kolumienke przeptukaé za pomocg 3 x1 ml metanolu a nastepnie 3 x1 ml mieszaniny chloroform :
metanol 95:5.

Analiza lipidéw zo6ttka jaja kurzego za pomocg chromatografii cienkowarstwowej
1. W komorze chromatograficznej umiesci¢ uktad rozwijajacy chloroform : metanol : kwas octowy :
woda w stosunku 60:50:1:4 w ilosci 115 ml (na wysokos¢ okoto 1 cm od dna). Do komory wstawic
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bibute filtracyjng. Przykry¢ komore szklang ptytka i pozostawi¢ na okoto 30 minut, nie umieszczaé
komory w przeciggu.

2. Na ptytce do chromatografii 10x10 cm HPTLC Silica gel 60 F254S zaznaczy¢ otéwkiem linie startu,
okoto 1,5 cm od krawedzi ptytki, pozycje startu i linie korica (okoto 0,5 cm do przeciwlegtej krawedzi
ptytki. Zaznaczy¢ otdwkiem punkty nanoszenia probek (2x4 sztuki w odlegtosci okoto 1 cm od siebie).

Linie i punkty nanies¢ delikatnie otéwkiem, unikajgc uszkodzenia powierzchni ptytki.

3. Za pomocg pipetki naniesé¢ po 5 pl w 2 powtdérzeniach otrzymanych frakgcji lipidowych (prébki A, B, C
oraz D).

4. Plamki wysuszy¢ pod dygestorium przy uzyciu suszarki do wtoséw (zimnym strumieniem powietrza)
lub na powietrzu okoto 10 minut.

5. Umiesci¢ ptytke w komorze chromatograficznej, fazg w strone wiozonej wczesniej bibuty, upewnic sie
ze uktad rozwijajgcy jest ponizej naniesionych préb.

6. Rozwija¢ chromatogram do momentu dotarcia frontu rozpuszczalnika do momentu osiggniecia pozycji
1-1,5 cm od goérnej krawedzi, okoto 40-45 minut.

7. Wysuszy¢ ptytke pod dygestorium przy uzyciu suszarki do wtoséw (zimnym strumieniem powietrza)
lub na powietrzu okoto 15 minut.

Przed wywotywaniem chromatogramu upewnic sie, Zze ptytki wyschta catkowicie.

8. Wywotaé chromatogram przez umieszczeni ptytki w eksykatorze z krysztatkami jodu.

Pierwsze plamki bedg widoczne juz po okoto 5 minutach, wybarwiac¢ 15-20 minut.

9. Bezposrednio po wyjeciu z pojemnika wykona¢ dokumentacje fotograficzng rozdziatu. Zmierzy¢ i
zapiac odlegtosci poszczegdlnych plamek (a) i czota rozpuszczalnika (Z) od linii startu.

Lipidy wybarwiajq sie w postaci ciemnych plamek, ktére w miare uptywu czasu tracq intensywnosc barwy.

Opracowanie wynikow
1. Przedstawi¢ otrzymane chromatogramy.
2. Obliczy¢ wspdtczynnik retencji dla widocznych na chromatogramie lipiddw.

gdzie:
a — odlegtos¢ przebyta przez zwigzek od linii startu
Z — odlegtos¢ przebyta przez rozpuszczalnika

3. Za pomoca oprogramowania GelAnalyzer wykresli¢ chromatogram dla kazdej z prébek, obliczyé R¢
oraz objetos¢ plamki, wyniki przedstawi¢ w formie tabelarycznej. Wyjasnié réznice w objetosci
plamki pomiedzy prébami.

4. Wskazac jakie frakcje lipiddw uwidoczniono na chromatogramie (zaznaczyé na rysunku). Wyjasnic
dlaczego.
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Analiza biatek moczu

Cel ¢wiczenia: Poréwnanie sktadu biatek w moczu u réznych gatunkéw zwierzat metoda elektroforezy w
zelach poliakrylamidowych.

Podstawy teoretyczne

W ciggu doby nerki filtrujg znaczne objetosci krwi, u dorostego cztowieka okoto 1600 litréw, a catkowita
ilos¢ biatek osocza przechodzgcych przez nie w tym czasie siega poziomu 45 kg. Mimo, ze btona podstawna
ktebuszkéw nerkowych jest wysoce efektywnym filtrem, szacuje sie, ze okoto 0,0027% biatka w ciggu doby
(okoto 1,5 g) przechodzi do filtratu. Zawarte biatka s3 resorbowane niemal catkowicie i ich zawartos¢ w
moczu zdrowego cztowieka nie przekracza kilku mg/l. Stwierdzenie w moczu podwyzszonego poziomu biatka
catkowitego jest waznym parametrem diagnostycznym. Ze wzgledu na sktad biatek w moczu mozemy
wyrdzni¢ trzy podstawowe typy biatkomoczu:

— biatkomocz ktebuszkowy — spowodowany uszkodzeniem btony podstawnej ktebuszka nerkowego,

— biatkomocz cewkowy — swiadczacy o uszkodzeniu komdrek nabtonkowych cewek nerkowych,

— biatkomocz przecigzeniowy (nadmiarowy) — powstaje gdy w osoczu wzrasta stezenie biatek

drobnoczasteczkowych.

W niektérych prébach moczu prawidtowego mozna zaobserwowac znaczne ilosci uromoduliny (biatka
Tamma-Horsfalla), ktéra wydzielana jest w ilosci do 25 mg na dobe. Przez btone podstawng kitebuszka
nerkowego przechodzg gtéwnie substancje o masie ponizej 40 kDa, wiec do réznicowania biatkomoczow
mozna wykorzysta¢ elektroforeze w Zzelach poliakrylamidowych. Przyktady rozdziatéw elektroforetycznych
réznych typéw biatkomoczéw znajdujg sie na Rys 1. Oprdcz referencyjnej metody SDS-PAGE (elektroforezy w
zelach poliakrylamidowych w obecnosci siarczanu dodecylu sodu) dostepne sg tez komercyjne systemy
umozliwiajgce réznicowanie wielu prébek moczu jednoczesnie.

4 — mocz prawidtowy z uromoduling (biatkiem Tamma-Horsfalla

“ powyzej albuminy),
5 —biatkomocz ktebuszkowy selektywny (powyzej albuminy

: widoczna transferryna),
aool 6 — biatkomocz ktebuszkowy nie selektywny (widoczna transferryna i
immunoglobuliny),

. R = P . Rys. 1 Rozdziat elektroforetyczny réznych typoéw biatkomoczéw u
G— ' ludzi.
J— 1 - standard mas czasteczkowych,
. iy J—— 2 —mocz prawidtowy (stezenie albuminy 4 mg/l),
ey - 3 — mikroalbuminuria (stezenie albuminy 25 mg/I),

; g “ 7 — biatkomocz cewkowy (ponizej albumin widoczne biatka
& G drobnoczasteczkowe),
e 8 — biatkomocz nadmiarowy (widoczne dimery taricuchdéw lekkich
. — ~46kDa i monomery ~ 23kDa — biatka Bence’a Jonesa),
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 8 — biatkomocz nadmiarowy (widoczne dimery taricuchéw lekkich
~46kDa — biatka Bence’a Jonesa).
Literatura

1. Diagnostyka laboratoryjna z elementami biochemii klinicznej, wyd. IV, 2017, A. Dembiniska-Kie¢, J.W.
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Odczynniki
5 ml moczu réznych gatunkéw zwierzat: krowa, kon, koza, owca, pies, inne
TEMED

standard mas czgsteczkowych do elektroforezy Bio-Rad, Dual Color 10-250 kDa, 161-0375
bibuta filtracyjna

50 ml 30% akrylamid, 2,67% bis-akrylamid
14,6 g akrylamid
0,4 g N,N’metylene-bis-akrylamid
woda do 50ml

Przefiltrowac przez saczek 0,2um, mozna przechowywac do miesigca w loddéwce.

Roztwory akrylamidu i bis-akrylamidu kwalifikowane sq jako srodku o potencjalnym dziataniu rakotwdrczym.
W trakcie operowania odczynnikami nalezy zachowac szczegdlng ostroznosc!

50 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
9,075 g Tris
30 ml woda
za pomocg 6M HCl ustawi¢ pH na 8,8 (dodajac kropelkami pod kontrolg pH-metru)
woda do 50 ml

Przefiltrowac przez sqczek 0,2 um, mozna przechowywac do miesigca w loddwce.

50 ml 5 M Tris-HCI, pH 6,8
3 gTris
30 ml woda
za pomocg 6 M HCl ustawi¢ pH na 6,8 (dodajgc kropelkami pod kontrolg pH-metru)
woda do 50 ml

Przefiltrowac przez sqczek 0,2 um, mozna przechowywac do miesigca w loddwce.

10 ml 10% SDS
1,0 g SDS
woda do 10 ml

0,2 ml 10% APS (przygotowaé bezposrednio przed uzyciem)
0,02 g APS
0,2 ml woda

1 ml bufor prébkowy, 62,5 mM Tris-HCL, 20% glicerol, 2% SDS, 5% B-merkaptoetanol, pH 6,8
0,15 ml 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8
0,2 ml 10% SDS
0,2 ml glicerol
0,4 ml woda
0,05 ml 0,5% bromofenol blue
0,05 ml B-merkaptoetanol

Przygotowany roztwor nie zawiera 8-merkaptoetanolu, dodac bezposrednio przed analizq.
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200 ml 5x bufor rozdzielajacy, po rozcieficzeniu 25 mM Tris, 192 mM Gly, 0,1% SDS, pH 8,3
2,4 g Tris
11,52 g Gly
1gSDS
woda do 100 ml

Bezposrednio przed uzyciem roztwdr rozciericzy¢ do wartosci roboczych. Do wykonania oznaczenia wystarczy 2000 ml
roztworu rozciericzonego.

100 ml 0,125% CBB w woda : metanol : kwas octowy (50:40:10)
0,125 g CBB R250
50 ml H,0
40 ml MeOH
10 ml CH3COOH

500 ml roztwor odbarwiajacy woda : metanol : kwas octowy (50:40:10)
250 ml H,0
200 ml MeOH
50 ml CH3COOH

10 ml 50% izopropanol
5 mlizopropanol
5 ml woda

Sprzet

wiréwka MPW 351R z rotorem 11467

kolumienki do zageszczania Amicon® Ultra — 2ml 3K

zasilacz do elektroforezy EPS 601

zestaw do elektroforezy Tetra System Mini Protean (z zaslepka na 1 zel)
zestaw do wylewania zeli, klamry, gabki, szybki z przektadkami 1,0 mm
taznia wodna o temperaturze 95°C

statyw ptywajacy do tazni wodnej

kolba miarowa z korkiem 10, 50, 100, 200, 500 ml|

cylindry miarowe 50, 100, 250, 1000 ml

zlewki szklane 100, 1000 ml

szalka Perttiego o srednicy ok 15 cm

probéwki Falcon 15 ml

probéwki Eppendorf 1,5 ml

statyw do probdéwek Falcon 15 ml

statyw na prébdéwki Eppendorf 1,5 ml

pipetki Pasteura

oprogramowanie GelAnalyzer (www.gelanalyzer.com) lub inne o podobnych mozliwosciach np.: Image)

(imagej.net, wersja w przegladarce ij.imjoy.io )
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Wykonanie

Zageszczanie biatek moczu
Procedure wykonac analogicznie dla wszystkich dostepnych probek moczu.

I
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L

1. Kolumienke do zageszczania Amicon® Ultra — 2 ml 3K umiesci¢ probdwce na filtrat (zgodnie z
rysunkiem).
2. Nanies$¢ prébe moczu o pojemnosci 2 ml, zatozy¢ probéwke odbierajg na kolumienke.

Concentrate tube
should be inside
the rotor well

White membrane
panel facing
center of rotor

4. Zdja¢ probdwke z filtratem (dolng). Odwrécié i wstawié wktad filtracyjny do probdéwki odbierajacej,
wirowaé przez 2 min przy 1000 x g.
5. Do analiz uzy¢ zageszczony mocz (z probéwki odbierajgcej po drugim wirowaniu).

Przygotowanie zeli do elektroforezy
1. Przygotowac 10% roztwor APS.
2. Przygotowad 12 ml 15% zelu rozdzielajgcego zgodnie z tabelka (w probéwce Falcon 15 ml):

Sktadnik llos¢

H,O 2,52 ml
30% akrylamid 6,36 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 | 3,00 ml
10% SDS 0,12 ml
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Unikac intensywnego mieszania roztworu, tlen jest inhibitorem polimeryzacji akrylamidu katalizowanej APS.

3. Przygotowac szybki z przektadkami 1,0 mm do wylania zeli.

4. Ztozy¢ szybke z przektadkami i szybke wewnetrzng/krétszg (zgodnie z rysunkiem). Umiescié ztozone
szybki w statywie, zamkng¢ klamerki odginajac je do oporu na zewnatrz, upewniajac sie, ze dolne
krawedzie szybek sg rowno ztozone.

5. Umiescic¢ zestaw w statywie do wylewania zeli upewniajgc sie, ze ggbka uszczelniajgca szczelnie
zamyka doét zestawu.

Sprawdzic¢ szczelnosc¢ zestawu wlewajgc wode do petna. Jesli uktad jest szczelny wylac¢ wode a jej pozostatosci usungc
odsgczajqgc paskiem bibuty filtracyjne;j..

6. Po ztozeniu zestawu do wylewania zelu doda¢ 10% APS i TEMED, wymiesza¢ i natychmiast wylewa¢é

zele:
Sktadnik llosé
10% APS 0,12 ml
TEMED 4,8 ul

7. Za pomocay pipetki Pasteura wylaé zel pomiedzy ptytki, do poziomu dolnej krawedzi zielonej belki.
Okoto 1,5 ml zelu przenies¢ do Eppendorfa (jako kontrola polimeryzacji).

8. Odizolowad zel od dostepu powietrza rozprowadzajac po catej powierzchni zelu 0,2 ml 50% roztworu
izopropanolu. Zele odstawi¢ do polimeryzacji (okoto 15-20 min).

9. Przygotowac 10 ml 4% roztworu zelu zageszczajacego:

Sktadnik llos¢

woda 6,1 ml
30% akrylamid 1,3 ml
0,5 M Tris-HCl, ph 6,8 | 2,5 ml
10% SDS 0,1 ml

Unikac intensywnego mieszania roztworu, tlen jest inhibitorem polimeryzacji akrylamidu katalizowanej APS.

10. Ze spolimeryzowanego zelu usungé roztwor izopropanolu, powierzchnie przeptukac kilkukrotnie
woda.

11. Przeptuka¢ powierzchnie zelu za pomocg niewielkiej iloSci zelu zageszczajacego.

12. Po przeptukaniu zeli rozdzielajacych, dodac¢ 10% APS i TEMED, wymieszac i natychmiast wylewac zele:
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Sktadnik llos¢
10% APS 0,05 ml
TEMED 10

13. Za pomocg pipetki Pasteura naniesc zel zageszczajacy do petna, usuwajgc pecherzyki i piane jesli
potrzeba. Okoto 1,5 ml zelu przenie$¢ do Eppendorfa (jako kontrola polimeryzacji).

14. Wcisnaé grzebien do oporu (cze$¢ zelu moze wyptyngé). Zele odstawié do polimeryzacji (okoto 10-15
min).

Przygotowanie probek

1. W probowkach Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml wykonac rozcienczenia zageszczonych prébek moczu z
buforem prébkowym (w stosunku 1:1), schemat prébek zapisa¢ w tabeli.

Préba llo$¢ préby Bufor prébkowy Dotek w zelu
standard mas - - 1
50 pl 50 pl 2
3
4
5
6
7
8
9
10

Jesliilos¢ probek jest mniejsza niz ilos¢ wolnych dotkéw w Zelu mozna dozowac probki w powtérzeniach.

2. Préby wymieszaé na vortexie i wstawi¢ w statywie ptywajgcym do tazni wodnej o temperaturze 95°C
na 5 min.
3. Préby ochtodzi¢ do temperatury otoczenia.

Nanoszenie proby na zel

1. Po polimeryzacji szybki z zelem wyjgé ze statywu, optuka¢ wodga usuwajac z zewnatrz pozostatosci
zelu.

2. Delikatnie wyjg¢ grzebien, grzebien wyciggamy zdecydowanym ruchem zwracajgc uwage aby nie
uszkodzi¢ studzienek.
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1. Witozy¢ szybki z zelem do uktadu do elektroforezy (zgodnie z rysunkiem).

W przypadku 1-2 zeli uzy¢ zestawu z wyprowadzeniami na elektrody (jak na rysunku), w przypadku 3-4 zeli wykorzystac
dodatkowo zestaw bez wyprowadzen na elektrody, gdy liczba zeli jest nieparzysta uzyc zaslepki zestawu.

2. Szybki wktadamy krétsza szybka do srodka, upewniajac sie, ze krawedzie szybek dopasowaty sie do
pogrubien w uszczelkach zestawu. Zacisng¢ klamerki sktadajac je do srodka.

3. Za pomocay pipetki Pasteura trzykrotnie przeptukaé buforem rozdzielajgcym studzienki w zelu

(delikatnie wprowadzajac roztwér do studzienek, az sie wyleje, wylac roztwor przekrecajac zestaw do

gory nogami).

Zala¢ buforem wprowadzajgcym uktad do elektroforezy (do petna).

5. Za pomoca pipety do studzienek nanies¢ 15 pul préby (zgodnie ze schematem dozowania w tabeli). Do
studzienki 1 doda¢ 5 ul standardu mas czgsteczkowych.

B

W celu utatwienia dozowania mozna uzy¢ odpowiednio uksztattowanego pomocnika tadowania. Koricowke pipety
wprowadzac¢ pomiedzy szybki ponizej krawedzi szybki krotszej, probe dozowac powolnym jednostajnym ruchem.

6. Wiekszy pojemnik zestawu do elektroforezy napetni¢ buforem rozdzielajgcym do poziomu
oznaczonego ,,2 Gels”, umiesci¢ zestaw z naniesionymi prébami w pojemniku. Zatozy¢ pokrywke z
wyprowadzeniami (upewnid sie, ze weszta w prowadnice)

Zestaw z wyprowadzonymi elektrodami umiesci¢ w wiekszym pojemniku w pozycji przy wystajgcych prowadnicach
upewnic sie Zze zestaw wszedt w prowadnice w dnie pojemnika, zwracajgc uwage na biegunowosc elektrod (czarny do
czarnego, czerwony do czerwonego), zatozy¢ pokrywke z wyprowadzeniami (upewnic sie, ze weszta w prowadhnice).

Rozdziat elektroforetyczny
1. Podfaczy¢ zestaw do zasilacza. Prowadzié rozdziat przy parametrach: 200 V, 100 mA przez okoto 45
min (do momentu az barwnik osiggnie koniec zelu).
2. Po zakonczeniu rozdziatu odtgczy¢ zasilacz od zestawu, zdjgé pokrywke z wyprowadzeniami, wylac
roztwor i wyjac szybke z zelem.

Barwienie biatek CBB
1. Przy pomocy klina otworzy¢ szybki i przenies$¢ zel do pojemnika do wybarwiania (szalka Perttiego o
Srednicy ok 15 cm).
2. Zala¢ zel 50 ml roztworu barwigcego (0,125% CBB w roztworze woda : metanol : kwas octowy
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50:40:10).

3. Przykry¢ pojemnik i wstawi¢ na kotyske. Proces wybarwiania w temperaturze pokojowej prowadzi¢
przez co najmniej 12h.

4. Za pomocy pompki z pojemnikiem odessac roztwor CBB, zel przeptukaé 3 x 5 minut po 50 ml w
roztworze woda : metanol : kwas octowy 50:40:10). Po trzeciej zmianie pozostawic na kilka godzin w
roztworze woda : metanol : kwas octowy 50:40:10) do odbarwienia.

5. Po odbarwieniu przenies¢ zel do pojemnika z woda.

Archiwizacja i obrobka wybarwionych zeli
1. Po odbarwieniu zele zeskanowac¢ lub wykonac¢ fotografie.

Zele mozna przechowywaé w wodzie w warunkach chtodniczych przez kilka tygodniu.
Zele mozna tez wysuszy¢ pomiedzy dwoma przekfadkami celofanowymi po uprzednim namoczeniu w 5% roztworze
glicerolu w wodZzie (okoto 30-45 minut).

Opracowanie wynikow
1. Do sprawozdania dotgczy¢ dokumentacje fotograficzng zelu.

W trakcie trwania ¢wiczen przygotowac roztwor odbarwiajgcy.
Ze wzgledu na dfugotrwaty proces odbarwiania po zele prosze zgtosic sie do prowadzgcego.

(f

2. Za pomocg oprogramowania GelAnalyzer (www.gelanalyzer.com) wykresli¢
elektroforegram dla kazdej z prébek, obliczy¢ mase oraz objetosé plamki,
wyniki przedstawié¢ w formie wykresu i tabelaryczne;.

3. Wskazac réznice w elektroforegramach moczu réznych gatunkéw zwierzat.
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Analiza biatek osocza

Cel ¢wiczenia: Poréwnanie sktadu biatek osocza u réznych gatunkdéw zwierzat metoda elektroforezy w zelach
poliakrylamidowych.

Podstawy teoretyczne

Biatka osocza stanowig mieszanine wielu biatek o réznorodnej funkcji, budowie oraz znacznych réznicach
w stezeniu (ilosci). W rutynowej diagnostyce laboratoryjnej stosuje sie do oznaczenia stezenia biatek osocza
metode biuretowga uzywajac jako wzorca preparatu albuminy z krwi bydlecej. U ludzi catkowite stezenie biatka
W osoczu jest stabilne i miesci sie w zakresie 65-82 g/I. Znaczne zaburzenia stezenia biatek w osoczu sg zawsze
zwigzane z powaznymi stanami chorobowymi. W zaleznosci od kierunku zmian stezenia biatek méwimy o
hipoproteinemii (obnizeniu stezenia biatek ponizej wartosci prawidtowej) lub rzadziej hiperproteinemii
(wzroscie stezenia biatka catkowitego powyzej wartosci referencyjnej). Rdwnoczesnie nalezy pamietaé, ze ze
wzgledu na zrdznicowany sktad grupy biatek osocza zaburzenia sktadu biatek osocza moga nie zmieniac
wartosci biatka catkowitego (wyjscia poza zakres referencyjny).

Uzyteczna metoda pozwalajgca wykrywac zaburzenia sktadu biatkowego to rozdziaty elektroforetyczne
pozwalajgce réznicowaé biatka ze wzgledu na ruchliwos¢ elektroforetyczng (w duzym uproszczeniu mozna
przyjac, ze ze wzgledu na wielkos¢ czgsteczek). W wyniku elektroforezy biatek osocza mozemy zaobserwowac
obecnos¢ frakcji albumin oraz 5 frakcji globulin. Uzyskane w wyniku rozdziatu obrazy sg charakterystyczne dla
odpowiednich stanéw klinicznych, takich jak utrata biatka czy zwiekszenie jego ilosci (jak na przyktad w
przebiegu szpiczaka). Najbardziej charakterystyczne obrazy uzyskane w wyniku rozdziatéw przedstawiono na
rysunkach. Otrzymane elektroforegramy po transformacji do krzywych fotodensytometrycznych mozna
kwantyfikowaé okreslajgc procentowg zawartos$é poszczegdlnych frakeji, prawidtowy sktad frakcji biatkowych
w osoczu ludzkim po rozdziale elektroforetycznym przedstawiono w tabeli ponize;.

. Stezenie Udziat Albumin = |
Frakeja biatka (g/l) procentowy (%) al-globulins =
Albuminy 35,0-55,0 55,0-70,0 Dbl
ai- globuliny | 0,9-2,1 1,4-2,9 -
a- globuliny | 5,0-7,9 7,0-11,0 p2-globulins =
8- globuliny 8,0-13,0 57-79 yalobtilins = " Abata2 B1f2 Y
v- globuliny 9,0-16,0 57-79
razem 65-82 100 a

Typowy rozdziat elektroforetyczny biatek osocza

Przyktadowe obrazy uzyskane w wyniku analizy préb fizjologicznych i z typowymi zaburzeniami:

B I |
I 1 1 I

Osocze normalne (gérny pasek)
i z niedoborem B-globulin (przy niedozywieniu,
dolny pasek)

Osocze normalne (gérny pasek) Osocze normalne (gérny pasek)
i z hypoalbuminemia (dolny pasek) i z podwyzszony poziom a2-globulin (dolny pasek)
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Osocze normalne (gérny pasek) Osocze normalne (gérny pasek) Osocze normalne (gérny pasek)
i z hipogammaglobulinemia (w zespole i z podwyzszonym poziomem y-globulin (przy i z intensywnym sygnatem biatka monoklonalnego
nefrotycznym, dolny pasek) marskos$ci watroby, dolny pasek) (w przebiegu szpiczaka, dolny pasek)
Literatura

1. Diagnostyka laboratoryjna z elementami biochemii klinicznej, wyd. IV, 2017, A. Dembinska-Kie¢, J.W.
Naskalski, B. Solnica , ISBN 978-83-65625-50-2, Edra Urban & Partner,

2. Roby D A, Shetty S, Bhandary R, Evaluation of electrophoretic pattern in renal disease: A retrospective
study. Int J Clin Biochem Res 2019;6(3):437-441, doi.org/10.18231/j.ijcbr.2019.092

Odczynniki

0,5 ml osocza réznych gatunkéw zwierzat

TEMED

standard mas czgsteczkowych do elektroforezy Bio-Rad, Dual Color 10-250 kDa, 161-0375

bibuta filtracyjna

50 ml 30% akrylamid, 2,67% bis-akrylamid
14,6 g akrylamid
0,4 g N,N’metylene-bis-akrylamid
woda do 50ml

Przefiltrowac przez saczek 0,2um, mozna przechowywac do miesigca w lodéwce.

Roztwory akrylamidu i bis-akrylamidu kwalifikowane sq jako srodku o potencjalnym dziataniu rakotwdrczym.
W trakcie operowania odczynnikami nalezy zachowac szczegding ostroznosc!

50 ml 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8
9,075 g Tris
30 ml woda
za pomocg 6M HCI ustawié pH na 8,8 (dodajgc kropelkami pod kontrolg pH-metru)
woda do 50 ml

Przefiltrowac przez sqczek 0,2 um, mozna przechowywac do miesigca w loddwce.

50 ml 5 M Tris-HCl, pH 6,8
3 g Tris
30 ml woda
za pomocg 6 M HCl ustawi¢ pH na 6,8 (dodajgc kropelkami pod kontrolg pH-metru)
woda do 50 ml

Przefiltrowac przez sqczek 0,2 um, mozna przechowywac do miesigca w lodowce.

10 ml 10% SDS
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1,0 g SDS
woda do 10 ml

0,2 ml 10% APS (przygotowac bezposrednio przed uzyciem)
0,02 g APS
0,2 ml woda

1 ml bufor prébkowy, 62,5 mM Tris-HCL, 20% glicerol, 2% SDS, 5% B-merkaptoetanol, pH 6,8

0,15 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
0,2 ml 10% SDS

0,2 ml glicerol

0,4 ml woda

0,05 ml 0,5% bromofenol blue
0,05 ml B-merkaptoetanol

Przygotowany roztwor nie zawiera 8-merkaptoetanolu, dodac bezposrednio przed analizq.

200 ml 5x bufor rozdzielajacy, po rozciericzeniu 25 mM Tris, 192 mM Gly, 0,1% SDS, pH 8,3

2,4 g Tris

11,52 g Gly
1gSDS

woda do 100 ml

Bezposrednio przed uzyciem roztwor rozciericzy¢ do wartosci roboczych. Do wykonania oznaczenia wystarczy 2000 ml

roztworu rozciericzonego.

100 ml 0,125% CBB w woda : metanol : kwas octowy (50:40:10)
0,125 g CBB R250
50 ml H,0
40 ml MeOH
10 ml CHsCOOH

500 ml roztwor odbarwiajacy woda : metanol : kwas octowy (50:40:10)
250 ml H,0
200 ml MeOH
50 ml CH3COOH

10 ml 50% izopropanol
5 mlizopropanol
5 ml woda

Sprzet

zasilacz do elektroforezy Biometra Power Pack P25T

zestaw do elektroforezy Tetra System Mini Protean (z zaslepka na 1 zel)
zestaw do wylewania zeli, klamry, ggbki, szybki z przektadkami 1,0 mm
taznia wodna o temperaturze 95°C

statyw ptywajacy do tazni wodnej

17.02.2024 JTW

Strona 3z 8

V / /4



UNIWERSYTET | } WYDZIAL

PRZYRODNICZY = M

EDYCYNY . . .
WETERYNARYINES Pracownia biochemiczna 2024/2025

kolba miarowa z korkiem 10, 50, 100, 200, 500 ml
cylindry miarowe 50, 100, 250, 1000 ml

zlewki szklane 100, 1000 ml

szalka Perttiego o srednicy ok 15 cm

probowki Falcon 15 ml

probowki Eppendorf 1,5 ml

statyw do probéwek Falcon 15 ml

statyw na probowki Eppendorf 1,5 ml

pipetki Pasteura

oprogramowanie GelAnalyzer (www.gelanalyzer.com) lub inne o podobnych mozliwosciach np.: Image)
(imagej.net, wersja w przeglgdarce ij.imjoy.io )

Wykonanie

Przygotowanie zeli
1. Przygotowac 10% roztwor APS.
2. Przygotowac 12 ml 15% zelu rozdzielajgcego zgodnie z tabelka (w probdéwce Falcon 15 ml):

Sktadnik llos¢

H,O 2,52 ml
30% akrylamid 6,36 ml
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 | 3,00 ml
10% SDS 0,12 ml

Unikac intensywnego mieszania roztworu, tlen jest inhibitorem polimeryzacji akrylamidu katalizowanej APS.

3. Przygotowac szybki z przektadkami 1,0 mm do wylania zeli.

4. Ztozyc szybke z przektadkami i szybke wewnetrzng/krotszg (zgodnie z rysunkiem). Umiescic¢ ztozone
szybki w statywie, zamkng¢ klamerki odginajac je do oporu na zewnatrz, upewniajac sie, ze dolne
krawedzie szybek sg rowno ztozone.

5. Umiescié zestaw w statywie do wylewania zeli upewniajac sie, ze ggbka uszczelniajgca szczelnie
zamyka dét zestawu.
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Sprawdzi¢ szczelnosc¢ zestawu wlewajgc wode do petna. Jesli uktad jest szczelny wyla¢ wode a jej pozostatosci usungc
odsqczajqgc paskiem bibuty filtracyjnej..

6. Po ztozeniu zestawu do wylewania zelu doda¢ 10% APS i TEMED, wymieszac i natychmiast wylewac

zele:
Sktadnik llos¢
10% APS 0,12 ml
TEMED 4,8 pl

7. Za pomoca pipetki Pasteura wylac¢ zel pomiedzy ptytki, do poziomu dolnej krawedzi zielonej belki.
Okoto 1,5 ml zelu przenies¢ do Eppendorfa (jako kontrola polimeryzacji).

8. Odizolowac zel od dostepu powietrza rozprowadzajac po catej powierzchni zelu 0,2 ml 50% roztworu
izopropanolu. Zele odstawi¢ do polimeryzacji (okoto 15-20 min).

9. Przygotowad 10 ml 4% roztworu zelu zageszczajgcego:

Skfadnik llos¢

woda 6,1 ml
30% akrylamid 1,3 ml
0,5 M Tris-HCI, ph 6,8 | 2,5 ml
10% SDS 0,1 ml

Unikac intensywnego mieszania roztworu, tlen jest inhibitorem polimeryzacji akrylamidu katalizowanej APS.

10. Ze spolimeryzowanego zelu usungc roztwor izopropanolu, powierzchnie przeptukac kilkukrotnie
woda.

11. Przeptukaé powierzchnie zelu za pomocg niewielkiej ilosci zelu zageszczajacego.

12. Po przeptukaniu zeli rozdzielajacych, dodac¢ 10% APS i TEMED, wymiesza¢ i natychmiast wylewac zele:

Sktadnik llosé
10% APS 0,05 ml
TEMED 10

13. Za pomocg pipetki Pasteura naniesc¢ zel zageszczajgcy do petna, usuwajgc pecherzyki i piane jesli
potrzeba. Okoto 1,5 ml zelu przenie$¢ do Eppendorfa (jako kontrola polimeryzacji).

14. Wcisnaé grzebien do oporu (cze$¢ zelu moze wyptyngé). Zele odstawié do polimeryzacji (okoto 10-15
min).

Przygotowanie probek

1. W probdwkach Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml rozcienczyé prébki: 10 pl osocza z 150 ul buforu
probkowego. Oznaczenia prébek zapisa¢ w tabeli.

Préba llos¢ osocza Bufor probkowy Dotek w zelu
standard mas - - 1
10 ul 150 pl 2
3
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Préba llo$¢ osocza Bufor prébkowy Dotek w zelu
4
5
6
7
8
9
10

Jesli ilos¢ probek jest mniejsza niz ilos¢ wolnych dotkdw w zelu mozna dozowac probki w powtdrzeniach.

1. Préby wymieszac¢ na vortexie i wstawi¢ w statywie ptywajgcym do fazni wodnej o temperaturze 95°C
na 5 min.
2. Proby ochtodzi¢ do temperatury otoczenia.

Nanoszenie préby na zel
1. Po polimeryzacji szybki z zelem wyjg¢ ze statywu, optuka¢ wodg usuwajgc z zewnatrz pozostatosci
zelu.
2. Delikatnie wyja¢ grzebien, grzebien wyciggamy zdecydowanym ruchem zwracajac uwage aby nie
uszkodzi¢ studzienek.

1. Wiozyé szybki z zelem do uktadu do elektroforezy (zgodnie z rysunkiem).

W przypadku 1-2 zeli uzyc zestawu z wyprowadzeniami na elektrody (jak na rysunku), w przypadku 3-4 zeli wykorzystac
dodatkowo zestaw bez wyprowadzenri na elektrody, gdy liczba Zeli jest nieparzysta uzyc zaslepki zestawu.

2. Szybki wktadamy krétsza szybkg do srodka, upewniajac sie, ze krawedzie szybek dopasowaty sie do
pogrubien w uszczelkach zestawu. Zacisngé klamerki sktadajgc je do srodka.

3. Za pomocg pipetki Pasteura trzykrotnie przeptukaé buforem rozdzielajgcym studzienki w zelu

(delikatnie wprowadzajac roztwér do studzienek, az sie wyleje, wyla¢ roztwér przekrecajgc zestaw do

gbry nogami).

Zala¢ buforem wprowadzajgcym uktad do elektroforezy (do petna).

5. Za pomocg pipety do studzienek nanies¢ 15 ul proby (zgodnie ze schematem dozowania w tabeli). Do
studzienki 1 doda¢ 5 pl standardu mas czgsteczkowych.

P

W celu utatwienia dozowania mozna uzy¢ odpowiednio uksztattowanego pomocnika fadowania. Koricowke pipety
wprowadzac¢ pomiedzy szybki ponizej krawedzi szybki krdtszej, probe dozowacé powolnym jednostajnym ruchem.
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6. Wiekszy pojemnik zestawu do elektroforezy napetni¢ buforem rozdzielajgcym do poziomu
oznaczonego ,,2 Gels”, umiesci¢ zestaw z naniesionymi prébami w pojemniku. Zatozy¢ pokrywke z
wyprowadzeniami (upewnié sie, ze weszta w prowadnice)

Zestaw z wyprowadzonymi elektrodami umiesci¢ w wiekszym pojemniku w pozycji przy wystajgcych prowadnicach
upewnic sie ze zestaw wszedf w prowadnice w dnie pojemnika, zwracajgc uwage na biegunowosc elektrod (czarny do
czarnego, czerwony do czerwonego), zatozy¢ pokrywke z wyprowadzeniami (upewnic sie, ze weszta w prowadhnice).

Rozdziat elektroforetyczny
1. Podtaczy¢ zestaw do zasilacza. Prowadzié rozdziat przy parametrach: 200 V, 100 mA przez okoto 45
min (do momentu az barwnik osiggnie koniec zelu).
2. Po zakonczeniu rozdziatu odtaczyé zasilacz od zestawu, zdjg¢ pokrywke z wyprowadzeniami, wylac
roztwor i wyjac szybke z zelem.

Barwienie biatek CBB

1. Przy pomocy klina otworzy¢ szybki i przenies¢ zel do pojemnika do wybarwiania (szalka Perttiego o
Srednicy ok 15 cm).

2. Zalaé zel 50 ml roztworu barwigcego (0,125% CBB w roztworze woda : metanol : kwas octowy
50:40:10).

3. Przykryé pojemnik i wstawi¢ na kotyske. Proces wybarwiania w temperaturze pokojowej prowadzi¢
przez co najmniej 12h.

4. Za pomocg pompki z pojemnikiem odessaé roztwor CBB, zel przeptukaé 3 x 5 minut po 50 ml w
roztworze woda : metanol : kwas octowy 50:40:10). Po trzeciej zmianie pozostawi¢ na kilka godzin w
roztworze woda : metanol : kwas octowy 50:40:10) do odbarwienia.

5. Po odbarwieniu przenie$é zel do pojemnika z woda.

Archiwizacja i obrébka wybarwionych zeli
1. Po odbarwieniu zele zeskanowac lub wykona¢ fotografie.

Zele mozna przechowywaé w wodzie w warunkach chtodniczych przez kilka tygodniu.
Zele mozna tez wysuszy¢ pomiedzy dwoma przektadkami celofanowymi po uprzednim namoczeniu w 5% roztworze
glicerolu w wodZzie (okoto 30-45 minut).
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Opracowanie wynikow
1. Do sprawozdania dotgczy¢ dokumentacje fotograficzng zelu.

W trakcie trwania ¢wiczen przygotowac roztwor odbarwiajqgcy. - 150
Ze wzgledu na dfugotrwaty proces odbarwiania po zele prosze zgtosic sie do prowadzgcego. ; - 100

2. Za pomocg oprogramowania GelAnalyzer (www.gelanalyzer.com) wykresli¢ — 50
elektroforegram dla kazdej z probek, obliczy¢ mase oraz objetos¢ plamki, et )
wyniki przedstawié¢ w formie wykresu i tabelaryczne;. - e

3. Wskazac roznice w elektroforegramach osocza réznych gatunkow zwierzat. —
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FRAP (ferric reducing ability of plasma)
Cel ¢wiczenia: Ocena catkowitej zdolnosci redukcyjnych préb osocza zwierzecego.

Podstawy teoretyczne

Potencjalnie szkodliwe reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS), produkowane w
wyniku metabolizmu tlenowego, sg zwykle usuwane przez rézne przeciwutleniacze. Aczkolwiek, deficyty w
obronie antyoksydacyjnej (np. w przebiegu réznych choréb serca, czy nowotworéw) mogg prowadzi¢ do
zwiekszonego stresu oksydacyjnego. Testy, ktére mierzg zdolnosé do przeciwdziatania utleniania w ptynach
ustrojowych mogg by¢ uzyteczne do oceny zdolnosci obrony organizmu przed uszkodzeniami oksydacyjnymi.
Jedng z metod oceny catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej (ang. total antioxidant capacity, TAC) jest FRAP
(ang. ferric reducing ability of plasma) — opierajgca sie o zdolno$¢ osocza do redukcji jondw zelaza. W niskim
pH, kiedy kompleks tripirydylotriazyny (Fe3*-TPTZ) jest redukowany do formy Fe?*-TPTZ, roztwdr przyjmuje
intensywnie niebieski kolor, ktdry mozna zmierzy¢ spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 593 nm
(maximum absorpcji).

Kwas moczowy  Grupy -SH biatek  Tokoferol Askorbinian
TRAP 58 21 7 14
FRAP 60 10 5 15

Udziat procentowy poszczegdlnych sktadnikow osocza w catkowitej zdolnosci redukcyjnej wybranymi metodami. TRAP,
metoda oparta na zdolnosci do redukcji rodnika 2,2'-azobis(2-amidynopropan) (ABAP). FRAP, metoda oparta na pomiarze
zdolnosci do redukcji jonu zelazowego(Fe3*)-2,4,6-tripirydylo-s-triazyny (TPTZ).

Literatura
1. Benzie IF, Strain JJ — The ferric reducing ability of plasma (FRAP) as a measure of ,,antioxidant power”:
The FRAP assay. Anal Biochem 1996, 239, 70-76
2. Druga twarz tlenu. Wolne rodniki w przyrodzie, Bartosz Grzegorz, Wydawnictwo Naukowe PW, 2022;
ISBN: 9788301138479

Odczynniki
0,5 ml osocza réznych gatunkéw zwierzat
kazeina lub BSA

50 ml 10 mmol/I TPTZ w 40mmol/I HCI
0,156 g TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine)
0,174 ml stezonego HCI
woda do 50 ml

50 ml 20 mmol/I FeCls
0,27 g FeCls x 6 H,0
woda do 50 ml
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100 ml 300 mmol/l CH3COONa
4,08 g CH3COONa x 3H,0
woda do 100 ml

1000 ml 300 mmol/I CHsCOOH
18 ml lodowatego CH3COOH
woda do 1000 ml

1000 ml 300 mmol/I bufor octanowy, pH 3,6
75 ml 300 mmol/l CH3COONa
do 1000 ml uzupetnié¢ 300 mmol/I CH3COOH
sprawdzi¢ za pomocg pH-metru wartos¢ pH.

100 ml 20 mmol/I FeSO4
0,556 g FeSO4 x 7 H,0
woda do 100 ml

Bezposrednio przed uzyciem roztwor rozciericzy¢ 10x wodq uzyskujqc roztwér standardowy 2000 umol/I Fe?*,

roztwor roboczy FRAP 30 ml (na 12 pomiaréw)
25 ml buforu octanowego
2,5 ml 10 mmol/I TPTZ w 40mmol/I HCI
2,5 ml 20 mmol/I FeCls

Przygotowac bezposrednio przed oznaczeniem, dobrac ilos¢ wystarczajgcq na przeprowadzenie wszystkich oznaczen.

500 ml 10% NaOH
50 g NaOH
woda do 500 ml

1000 ml odczynnik biuretowy
1,5 g CuSO4 x 5H,0,
6,0 g winianu sodowo-potasowego
300 ml 10% NaOH
2 gKil
woda do 1000 ml

Najpierw rozpusci¢ CuSO4 x 5H-0 i winianu sodowo-potasowego w 500 ml wody destylowanej w kolbie miarowej na 1 dm?.
Nastepnie matymi porcjami, stale mieszajqgc, dodac¢ 10% NaOH oraz KI. Odczynnik jest stabilny w temperaturze pokojowej
przez co najmniej 6 miesiecy.

Sprzet
spektrofotometr UV/Vis

vortex
kolby miarowe 50, 100, 500 i 1000 ml
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Wykonanie

Pomiar biatka w prébach metodg biuretowa
1. Przygotowac roztwory kazeiny do krzywej kalibracyjnej metody biuretowej pomiaru biatka zgodnie z
tabelg, nastepnie doda¢ 2 ml odczynnika miedziowego. Prébki wymieszaé na vortexie i po 30
minutach zmierzy¢ absorbancje przy dtugosci fali 545 nm. Pomiary wykonac co najmniej w 2
powtdrzeniach.

Préba Roztwor kazeiny = Woda Stezenie biatka | Absorbancja
[1g/1], ml destylowana, ml | [g/l]
0 - 0,5 0
1 0,5 - 1
2 0,4 0,1 0,8
3 0,3 0,2 0,6
4 0,2 0,3 0,4
5 0,1 0,4 0,2

2. Roéwnolegle zmierzy¢ stezenie biatka w rozcieficzonych préobach osocza (rozciericzyé 10 — 20x).
Odmierzy¢ 0,5 ml rozciericzonego osocza i 2 ml odczynnika miedziowego, wymieszac na vortexie, po
30 minutach mierzy¢ absorbancje analogicznie jak w prébach kazeiny.

Krzywa kalibracyjna FRAP
1. Poprzez kolejne rozciericzenia roztworu standardu wykonaé standardy jonéw Fe?* w zakresie 0-1000
umol/l zgodnie z tabela.
2. Rozcienczenia wykonac w 3 powtdrzeniach i zmierzy¢ absorbancje roztwordw przy dtugosci fali 593
nm wobec wody jako préby zerowej. Wyniki zapisa¢ w tabeli.

Stezenie Fe2* Absorbancja

[umol/I] pomiar 1 | pomiar 2 | pomiar 3 | $rednia | odchylenie standardowe

2000
1000
500
250
125
62,5
0

Proba

N oo wWwN| -

Pomiar FRAP
1. Rozcieniczy¢ probki osocza w 0,9% NaCl. Standardowo uzywa sie rozciericzenia 2x.
2. W kuwetce do spektrofotometru do 2,25 ml roztworu roboczego FRAP dodac 25 pl rozcienczonego
osocza.
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¢

3. Odczytac¢ absorbancje w czasie zero oraz po 10 min przy dtugosci fali 593 nm wobec roztworu

roboczego FRAP jako préby zerowe;j.
4. Pomiar w 3 powtdrzeniach wykonac analogicznie dla wszystkich préobek. Wyniki zanotowa¢ w tabeli.

Aby usprawnic¢ pomiar wielu préb mozna w trakcie inkubacji przygotowac i zmierzyc kolejne proby w uktadzie: czas ,,0
minut” préba A, czas,, 1 minuta” préba B, czas ,,2 minuta” proba C, a nastepnie czas ,,10 minuta” ponownie préba A, czas
,11 minuta” ponownie proba B, czas ,,12 minuta” ponownie proba C, itd.

Préba Pomiar Pomiar Stezenie biatka
czas ,,0”, PO po 10 minutach, P10 [g/N

Jesli odczytana absorbancja jest wieksza niz najwyzszy punkt krzywej kalibracyjnej pomiar powtdrzy¢ odpowiednio
rozciericzajgc probke osocza.

Obliczenia
1. Wykresli¢ zaleznos¢ absorbancji od stezenia prébek wzorcéw. Na wykresie umiesci¢ wszystkie préby

oraz $rednig i odchylenie standardowe pomiarow.
2. Obliczy¢ réwnanie regresji krzywej kalibracyjnej, w postaci Abs = a - ¢, obliczyé wspétczynnik R2

dopasowania.
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3. Obliczy¢ FRAP [umol/g] korzystajgc z rownania:

wmol  [(P10 - P0)/a] x R
FRAP g 1= C biatka

PO, P10 - absorbancje préby w czasie 0 i po 10 min, odpowiednio
R - rozcienczenie proby
C biatka — stezenie biatka [g/I]

Opracowanie wynikow

1. Wykresli¢ krzywa wzorcowsa, zaleznos$é absorbancji od stezenia préby. Obliczy¢ i podac réwnanie
krzywej regresji uwzgledniajgc punkt 0. Do sprawozdania dotaczy¢ zrédtowy plik arkusza
kalkulacyjnego i niezbedne obliczenia.

2. Obliczy¢ wartosci FRAP [umol/g] dla wszystkich zmierzonych prébek, a nastepnie wartosci srednie
pomiaréw oraz obliczy¢ odchylenie standardowe serii pomiarow. Wyniki przedstawi¢ w formie
wykresu stupkowego z zaznaczonymi punktami pomiarowymi. Do sprawozdania dotgczy¢ zrédtowy
plik arkusza kalkulacyjnego i niezbedne obliczenia.

3. Wyjasni¢ co wptywa na zdolno$é antyoksydacyjng osocza.
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llosSciowe oznaczanie hemoglobiny

Cel cwiczenia Porownanie wynikdw oznaczania hemoglobiny we krwi za pomocq rdinych metod
analitycznych

Podstawy teoretyczne

W sktad erytrocytéw az 30% (suchej masy) wchodzi barwnik krwi — hemoglobina. Jest to chromoproteina
powstajgca w czerwonym szpiku kostnym o masie okoto 65 000 kDa, zawierajgcej 0,34% zelaza. Zawartosé
hemoglobiny w krwi jest zmienna i waha sie w granicach 11-17 g/100ml (g/dl, u ludzi w zaleznosci od ptci,
aktywnosci fizycznej). Zmniejszenie stezenia hemoglobiny wystepuje w niedokrwistosciach i stanach
zwiekszonej podazy wody (przewodnienia), natomiast zwiekszenie w przypadku odwodnienia oraz policytemii
pierwotnej i wtdornej. Wynik oznaczenia hemoglobiny sztucznie zawyza lipemia.

pies kot krowa kon swinia owca koza
Biatko w osoczu, [g/l] 55-75 60-80 60-80 57-75 58-80 65-84 65-89
Hemoglobina, [g/I] 133-197  93-153 84-120 112-169  99-158 99-151 67-132
Hematokryt, [I/1] 0,39-0,56 0,28-0,49 0,21-0,30 0,28-0,44 0,32-0,50 0,26-0,41 0,25-0,40

Wartosci referencyjne dla wybranych gatunkow zwierzat. Konie trenujgce mogg mie¢ znacznie wyzsze parametry hemoglobiny do
127-188 g/l oraz hematokrytu do 0,38-0,55 I/I.

Hemoglobina jest koloru silnie czerwonego, co pozwala na uzycie technik kolorymetrycznych lub
spektrofotometrycznych do jej analizy. Pomiar hemoglobiny we krwi mozna wykonac¢ kilkoma metodami,
jedng z najpopularniejszych metod jest ta z odczynnikiem Drabkina lub poprzez pomiar zawartosci zelaza i
odpowiednie przeliczenie.

Hemoglobina i jej pochodne (z wyjatkiem sulfohemoglobiny) pod wptywem odczynnika Drabkina ulegaja
przeksztatceniu w trwatg pochodng cyjanowg — cyjanomethemoglobine, wykazujgcg maksimum absorbcji
przy dtugosci fali Amax=540 nm z molowym wspétczynnikiem absorpcji €540 =44000(M2-cm™).

Czgsteczka hemoglobiny zawiera 0,34% zelaza. Z ilosci zelaza w roztworze mozna obliczy¢ stezenie
hemoglobiny.

W analizatorach automatycznych z zawartosci hemoglobiny i objetosci krwinek czerwonych obliczany jest
hematokryt, w przypadku zaburzen cisnienia osmotycznego lub policytemii pocigga to za sobg bfedy
0szacowania.

Literatura

1. Cwiczenia z biochemii, 2013, Redakcja: Leokadia Ktyszejko-Stefanowicz, ISBN: 978-83-01139-44-5,
Wydawnictwo Naukowe PWN

2. Diagnostyka laboratoryjna z elementami biochemii klinicznej, wyd. IV, 2017, A. Dembiniska-Kie¢, J.W.
Naskalski, B. Solnica , ISBN 978-83-65625-50-2, Edra Urban & Partner,

3. Veterinary Laboratory Medicine: Clinical Pathology, 2011, Latimer KS, Duncan & Prasse’s 5th ed.,
Wiley-Blackwell,

4. \Veterinary Hematology, 6th ed., 2010, Weiss DJ, Wardrop KJ, Schalm’s Wiley-Blackwell,
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Odczynniki

okoto 0,5 ml prébek krwi
perhydrol (30% H,0,)
25% roztwor NHs

72% HCIOa.

1000 ml odczynnik Drabkina
0,305 g Ks[Fe(CN)g],
1 g NaHCOs
0,05 g KCN
woda do 1000 ml

W ciemnej butelce i temperaturze ok 4°C odczynnik mozna przechowywac przez kilka miesiecy.

1000 ml 20% kwas sulfosalicylowy
233,03 g kwas 5-sulfosalicylowy 2 hydrat
woda do 1000 ml

1000 ml roztwor wzorcowy zelaza Fe 10ug/ml.
86,3 mg NHaFe(S0a4), - 12H,0
10 ml stezonego H,S04
woda do 1000 ml

Sprzet
spektrofotometr UV/Vis
kolby miarowe 1000 ml

Wykonanie
Pomiar hemoglobiny za pomocg odczynnika Drabkina

1. Odmierzy¢ 5 ml odczynnika Drabkina, a nastepnie dodac 20 pl krwi, przeptukujgc pipete
odczynnikiem.

2. Po 15 minutach odczytaé wartos¢ absorbancji przy Amax=540 nm wobec odczynnika Drabkina jako
proby zerowej (odczynnikowej).

3. Stezenie hemoglobiny mozina obliczyé z odczytanej absorbancji, przyjmujac warto$¢ €540=44000
M-t-cm™ (milimolowy wspétczynnik absorpcji):

p A Mg, R A-64400[F] 251
Hb = =
[100ml] £oa0- 10  44000[M~'-cm-1]- 10

=A-36,7

gdzie:

A — absorbancja przy 540 nm po 15 minutach

Mub — masa molowa hemoglobiny 64400 [g/M]

R — wspotczynnik rozciericzenia = 5020 pl / 20 pl = 251
€540 - molowy wspodtczynnik absorpcji = 44000 (M2-cm™)

Alternatywnie mozna wykorzystac krzywq kalibracyjng uzywajac gotowego wzorca cyjanomethemoglobiny.
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llosciowe oznaczanie hemoglobiny na podstawie zawartosci zelaza

1. Do probéwki wprowadzié¢ 50 ul krwi, nastepnie dodac 200 pl roztworu HCIO4 i 200 ul perhydrolu.

2. Ogrzewac przez 30 minut we wrzgcej tazni wodnej do catkowitego odbarwienia sie roztworu.

3. Po mineralizacji doda¢ 500 pl 20% roztworu kwasu sulfosalicylowego i 1 ml roztworu amoniaku,
uzupelni¢ wodg do 5 ml i ozanczy¢ absorbancje przy Ax=420 nm wobec préby kontrolnej (wykonanej
analogicznie tylko bez krwi).

4. Oznaczenia stezenia w roztworach wzorcowych przeprowadza sie dodajgc 2 ml roztworu
zawierajacego kilka mg Fe.

5. Obliczenie stezenia zelaza:

A
ug Fe w prébie badanej = A—b ug Fe w roztworze wzorcowym
w

Obliczenie stezenia procentowego hemoglobiny we krwii:

pbfog 2 100 100 1A
0=, %7005 034 1000000 4, X

gdzie

A, — absorbancja préby badanej

Aw — absorbancja proby wzorcowej

x —ilosc pg Fe w roztworze wzorcowym

Opracowanie wynikow
1. Przedstawi¢ otrzymane wyniki oznaczenia hemoglobiny w prébach.
2. Wskaza¢ skad mogg pochodzi¢ réznice w oznaczeniach dwoma metodami.

Strona3z 3
17.02.2024 JTW

V / /4



PZ CORMAY S.A.

ul. Wiosenna 22,

05-092 Eomianki, POLSKA
tel.: +48 (0) 81 749 44 00
fax: +48 (0) 81 749 44 34
http://www.cormay.pl

»w
C€  cormav

A-400 BIL TOTAL

Nr kat. 7-445 (PL)

ZASTOSOWANIE

Zestaw diagnostyczny do oznaczania st¢zenia bilirubiny
catkowitej, przeznaczony do wykonywania oznaczen
na automatycznych analizatorach BS-400 i BS-480.
Odczynniki  powinny  by¢  stosowane do  badan
diagnostycznych in vitro, przez odpowiednio przeszkolony
personel, tylko zgodnie z ich  przeznaczeniem,
w odpowiednich warunkach laboratoryjnych.

WPROWADZENIE

Bilirubina jest zottym barwnikiem — produktem degradacji
hemu. Dla celéw klinicznych bilirubing wyraza si¢ jako dwie
frakcje: zwiazana i wolng. W hepatocytach bilirubina
jest  enzymatycznie  wigzana z  resztami  kwasu
glukuronowego.  Taka  form¢  bilirubiny  nazywa
si¢ bezposrednia lub zwigzana. Bilirubina
niezmodyfikowana  kwasem glukuronowym  wigze
si¢ z albuming i jest okreslana jako posrednia lub wolna.
Bilirubing posredniag oblicza si¢ jako réznicg bilirubiny
catkowitej i bezposredniej.

Okreslanie  poziomu  bilirubiny w  surowicy  krwi
jest powszechnie stosowanym badaniem monitorujacym
czynno$¢ watroby. Hiperbilirubinemia jest zazwyczaj
wynikiem zéttaczki (mechanicznej lub hemolitycznej),
zespotéw: Dubina-Jonsona, Gilberta, Criglera-Najjara,
choréb drég zétciowych.

ZASADA METODY

Metoda oparta na oksydacji z uzyciem wanadanu
jako czynnika utleniajacego.

W  obecnosci detergentu i soli kwasu wanadowego,
w $rodowisku kwasnym, bilirubina catkowita (zaréwno
zwigzana - bezposrednia jak i niezwigzana) jest utleniana
do biliwerdyny.

Reakcja oksydacji powoduje zmiang zéltego zabarwienia,
charakterystycznego dla bilirubiny, do barwy zielonej,
wilasciwej dla biliwerdyny. Dlatego st¢Zenie bilirubiny
catkowitej w prébce moze by¢ wyznaczone przez pomiar
absorbancji przed i po oksydacji wanadanem.

ODCZYNNIKI

Sklad zestawu

1-REAGENT 2x 31 ml
2-REAGENT 1x 17 ml
Tlo$¢ testow BS-400 300
Tlos¢ testow BS-480 200

Odczynniki przechowywane w temp. 10-25°C zachowuja
trwato$¢ do daty waznosci podanej na opakowaniu. Stabilnosé
odczynnikéw przechowywanych na poktadzie aparatu w 2-
10°C wynosi 11 tygodni.

Stezenia skladnikéw w zestawie

1-REAGENT

bufor cytrynianowy (pH 2,8) 90 mmol/l
detergent

A-400 BIL TOTAL (Il GENERACIJA /Il GENERATION / II TIOKOJIEHHUE)

2-REAGENT
bufor fosforanowy (pH 7,0) 4.6 mmol/l
metawanadan sodu 3,0 mmol/l

Ostrzezenia i uwagi

= Nie zamraza¢ odczynnikéw.

=  Chroni¢ przed bezposrednim §wiattem stonecznym
i zanieczyszczeniem!

= Nie uzywac po uptywie daty waznosci.

=  Nie zamienia¢ nakretek.

=  Przed uzyciem wszystkie odczynniki nalezy delikatnie
wymiesza¢ przez odwracanie butelki.

=  Pojawienie si¢ zmgtnienia lub wyniki oznaczen surowic
kontrolnych  poza wyznaczonym zakresem moga
wskazywac na niestabilno$¢ odczynnikéw.

=  Brak widocznej zmiany zabarwienia mieszaniny reakcyjnej
przy probkach o nizszym st¢zeniu bilirubiny nie oznacza
nieprawidlowego dziatania odczynnika.

= Nalezy zapoznaé si¢ z Kartg charakterystyki (MSDS),

ktéra zawiera szczegétowe informacje dotyczace zasad

bezpiecznego przechowywania i stosowania wyrobu.

1-REAGENT spetnia kryteria klasyfikacji zgodnie

z rozporzadzeniem (WE) nr 1272/2008.

Uwaga

H319 Dziata draznigco na oczy.
H410 Dziata bardzo toksycznie na organizmy
wodne, powodujac dtugotrwate skutki.
P280 Stosowaé¢ regkawice ochronne, odziez
ochronng, ochrong oczu lub ochrong twarzy.
P305 + P351 + P338 w PRZYPADKU
% DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptukac
woda przez kilka minut. Wyja¢ soczewki
kontaktowe, jezeli s3 i mozna je tatwo usunac.
Nadal ptukacé.
P273 Unika¢ uwolnienia do srodowiska.
P391 Zebra¢ wyciek.

MATERIAL BIOLOGICZNY

Surowica bez $§ladéw hemolizy.

Czerwone krwinki nalezy jak najszybciej oddzieli¢
od surowicy.

Stezenie bilirubiny catkowitej w surowicach lipemicznych
moze by¢ falszywie zanizone, dlatego  wskazane
jest wykonanie badania na czczo. Przy pobieraniu i dalszym
postgpowaniu z prébka zaleca si¢ stosowanie procedur CLSI.
Bilirubina jest wrazliwa na $wiatto (ulega fotooksydacji),
dlatego probki nalezy chroni¢ przed bezposrednia
ekspozycja na $wiatlo zaréwno stoneczne, jak i sztuczne.
Dlatego wymagane jest aby surowica byla przechowywana
w ciemnosci w temp. 2-8°C, nie dtuzej niz 3 dni.

Jednak polecamy wykonywaé badania na §wiezo pobranym
materiale biologicznym!

WYKONANIE OZNACZENIA

1-REAGENT i 2-REAGENT s3 gotowe do uzycia.

Do wykonania préby zerowej nalezy uzywaé¢ wody
dejonizowanej.
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Wymagane dzialania:

W przypadku wykonywania oznaczen z uzyciem analizatora
BS-400, moze wystapi¢, wptywajacy na wyniki oznaczen,
efekt przeniesienia pomiedzy odczynnikami:
CREATININE - BIL TOTAL I GEN. W celu uniknigcia
tego efektu nalezy zastosowaé si¢ do zalecen zawartych
w instrukcji: 51_03_24_002_BS-400_CARRYOVER.

WARTOSCI PRAWIDEOWE *
Wiek mg/dl pumol/l
0-1dni <8 <137
1-2dni <12 <205
3-5dni <16 <274
5 dni - 60 lat 03-1.2 5-21
60 - 90 lat 0,2-1,1 3-19
> 90 lat 0,2-0,9 3-15
Zalecane jest opracowanie przez kazde laboratorium
wilasnych zakresOw wartosci prawidtowych

charakterystycznych dla lokalnej populacji.

KONTROLA JAKOSCI

W celu wewnetrznej kontroli jakosci, do kazdej serii oznaczen
nalezy dotaczy¢ surowice kontrolne CORMAY SERUM HN
(Nr kat. 5-172) i CORMAY SERUM HP (Nr kat. 5-173).

Do kalibracji analizator6w automatycznych nalezy stosowaé
CORMAY MULTICALIBRATOR LEVEL 1
(Nr kat. 5-174; 5-176) i LEVEL 2 (Nr kat. 5-175; 5-177).
Jako kalibrator 0 nalezy uzywac¢ wody dejonizowane;.

Krzywa kalibracyjna powinna by¢ sporzadzana co 9 tygodni,
przy kazdej zmianie serii odczynnika lub w razie potrzeby
np. jesli wartoSci oznaczenia surowic  kontrolnych
nie mieszczg si¢ w wyznaczonym zakresie.

CHARAKTERYSTYKA OZNACZENIA

Podane nizej rezultaty uzyskano uzywajac automatycznych
analizatoréow ~ BS-400 i  BS-480. W  przypadku
przeprowadzenia oznaczenia na innym analizatorze
lub manualnie otrzymane wyniki moga r6zni¢ si¢
od podanych.

= Czulosé:
0,06 mg/dl (1,03 pmol/l) — BS-400
0,07 mg/dl (1,20 pmol/l) — BS-480

= Liniowo$¢:
do 69 mg/dl (1180 pmol/l) — BS-400
do 48,7 mg/dl (832,9 umol/l) — BS-480

=  Specyficzno$¢ / Interferencje
Hemoglobina do 0,25 g/dl, kwas askorbinowy do 500 mg/l
i intralipid do 250 mg/dl nie wptywaja na wyniki oznaczenia.

= Precyzja

Powtarzalnos¢ Srednia SD (6)%

(run to run) [mg/dl] [mg/dl] | [%]

BS-400 poziom 1 1,00 0,02 1,73
(n=20) poziom 2 4,20 0,02 0,49
BS-480 poziom 1 1,17 0,01 0,49
(n=10) poziom 2 4,33 0,01 0,13
Odtwarzalno$é¢ Srednia SD (6)%

(day to day) [mg/dl] [mg/dl] [%]

BS-400 poziom 1 1,03 0,08 7,26
(n=19) poziom 2 4,20 0,14 3,28
BS-480 poziom 1 1,20 0,01 1,20
(n=10) poziom 2 4,46 0,05 1,21

A-400 BIL TOTAL (Il GENERACIJA /Il GENERATION / I1 IIOKOJIEHUE)

=  Poréwnanie metody:

Poréwnanie zestawu firmy CORMAY (y) z innym ogdlnie
dostgpnym  zestawem komercyjnym (x), z uzyciem
41 prébek, dato nastgpujace wyniki:

y =0,8872 x + 0,0143 mg/dl;

R=0,999 (R — wspétczynnik korelacji)
Poréwnanie wynikéw oznaczen bilirubiny catkowitej
wykonanych na BS-480 (y) i na Advia 1650 (x), z uzyciem
82 prébek, dato nastepujace wyniki:

y =0,9187 x + 0,0385 U/1;

R =0,999 (R — wspétczynnik korelacji)

UTYLIZACJA ODPADOW
Postgpowac zgodnie z aktualnymi przepisami.

LITERATURA

1. Tokuda K. Tanimoto K. New method of measuring
serum bilirubin using vanadic acid. Jpn J Clin. Chem.
1993:22(2);116-122.

2. Burtis C.A., Ashwood ER., ed. Tietz Textbook of
Clinical Chemistry, 3rd ed. Philadelphia, PA: WB
Saunders; 1999: 1803.

3. Tietz NW. Fundamentals of Clinical Chemistry, 4th ed.
Edited by Burtis CA. and Ashwood ER. WB Saunders
Company; 1996: 547.

4. Alan H.B. Wu: Tietz Clinical Guide to Laboratory Tests,
4th ed. WB Saunders, 172 (2006).
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A-400 BIL TOTAL

Cat. No 7-445 (EN)

INTENDED USE

Diagnostic kit for determination of total bilirubin
concentration intended to use in automatic analysers BS-400
and BS-480.

The reagents must be used only for in vitro diagnostic,
by suitably qualified laboratory personnel, only
for the intended purpose, under appropriate laboratory
conditions

INTRODUCTION

Bilirubin is a yellow pigment — product of heme degradation.
For clinical purposes, bilirubin is expressed as two fractions:
conjugated and unconjugated. In hepatocytes bilirubin
is enzymatically conjugated with glucuronic acid residues.
This form is called direct or conjugated. Bilirubin without
glucuronic acid modification is bound to albumin
and is termed unconjugated or indirect. Indirect bilirubin
is calculated as the difference between total and direct
bilirubin.

Serum bilirubin measurement is widely used as a screening
test for liver functions. Hiperbilirubinemia is usually
the result of jaundice (mechanical, hemolytic), Dubin-Jonson
syndrome, Gilbert’s syndrome, Crigler-Najjar syndrome,
bile ducts disease.

METHOD PRINCIPLE

Method is based on chemical oxidation, utilizing vanadate
as an oxidizing agent.

In the presence of detergent and vanadate in an acidic
solution, total bilirubin (both conjugated - direct,
and unconjugated bilirubin) is oxidized to produce
biliverdin.

This oxidation reaction causes change of the yellow colour,
which is specific to bilirubin to the green colour typical
for biliverdin. Therefore, the total bilirubin concentration
in the sample can be obtained by measuring the absorbance
before and after the vanadate oxidation.

REAGENTS

Package

I-REAGENT 2x31ml
2-REAGENT 1x 17 ml

The reagents when stored at 10-25°C are stable up to expiry
date printed on the package. The reagents are stable
for 11 weeks on board the analyser at 2-10°C.

Concentrations in the test

1-REAGENT

citrate buffer (pH 2.8) 90 mmol/l
detergent

2-REAGENT

phosphate buffer (pH 7.0) 4.6 mmol/l
sodium metavanadate 3.0 mmol/l

A-400 BIL TOTAL (Il GENERACIJA /Il GENERATION / II TIOKOJIEHHUE)

Warnings and notes

Do not freeze reagents.

Protect from direct sunlight and avoid contamination!

Do not use after expiry date.

Do not interchange caps.

Reagent bottles should be shaken before use by gently

inverting several times.

=  The appearance of turbidity or control sera values outside
the manufacturer’s acceptable range may indicate of the
reagents instability.

= Lack of significant changes in the color of the reaction
mixture at the samples with low bilirubin concentration
does not indicate the assay malfunction.

= Please refer to the MSDS for detailed information

concerning safe storage and use of the product.

I-REAGENT meeting the criteria for classification

in accordance with Regulation (EC) No 1272/2008.

Warning

H319 Causes serious eye irritation.
H410 Very toxic to aquatic life with long
lasting effects.
P280 Wear protective gloves, protective
clothing, eye protection or face protection.
P305+P351 +P338 IF IN EYES: Rinse
cautiously with water for several minutes.
Remove contact lenses, if present and easy
to do. Continue rinsing.

P273 Avoid release to the environment.

P391 Collect spillage.

SPECIMEN

Serum free from haemolysis.

Serum should be separated from red blood cells as soon
as possible after blood collection.

Lipemic specimens may show falsely decreased bilirubin
concentration thus fasting specimen is recommended.
It is recommended to follow CLSI procedures regarding
specimen collecting and handling.

Because bilirubin is photooxidized when exposed to light,
specimen should be protected from direct exposure to either
artificial light or sunlight. Therefore it is essential to store
specimens in the dark at 2-8°C, at the most 3 days.
Nevertheless it is recommended to perform the assay
with freshly collected samples!

PROCEDURE

1-REAGENT and 2-REAGENT are ready to use.

For reagent blank deionized water is recommended.

Actions required:

When performing assays at analyzer BS-400, there
is a probability of cross-contamination affecting the tests
results: CREATININE — BIL TOTAL II GEN. To avoid
this effect follow the recommendations contained
in the instruction 51_03_24_002_BS-400_CARRYOVER.
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REFERENCE VALUES 4
Age mg/dl pmol/l
0- 1 days <8 <137
1 -2 days <12 <205
3 - 5days <16 <274
5 days - 60 years 03-1.2 5-21
60 - 90 years 02-1.1 3-19
> 90 years 0.2-0.9 3-15

It is recommended for each laboratory to establish its own
reference ranges for local population.

QUALITY CONTROL

For internal quality control it is recommended to use
with each batch of samples the CORMAY SERUM HN
(Cat. No 5-172) and CORMAY SERUM HP
(Cat. No 5-173).

For the calibration of automatic analysers systems
are recommended the CORMAY MULTICALIBRATOR
LEVEL 1 (Cat. No 5-174; 5-176) and LEVEL 2
(Cat. No 5-175; 5-177). As a 0 calibrator deionized water
should be used.

The calibration curve should be prepared every 9 weeks,
with change of reagent lot number or as required e.g. quality
control findings outside the specified range.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The following results have been obtained using automatic
analysers BS-400 and BS-480. Results may vary
if a different instrument or a manual procedure is used.

= Sensitivity:
0.06 mg/dl (1.03 pmol/l) — BS-400
0.07 mg/dl (1.20 pmol/l) — BS-480

= Linearity:
up to 69 mg/dl (1180 pmol/l) — BS-400
up to 48.7 mg/dl (832.9 pmol/l) — BS-480

= Specificity / Interferences
Haemoglobin up to 0.25 g/dl, ascorbic acid up to 500 mg/l
and intralipid up to 250 mg/dl do not interfere with the test.

= Precision

Repeatability Mean SD CcvV

(run to run) [mg/dl] | [mg/dl] [%]

BS-400 level 1 1.00 0.02 1.73
(n=20) level 2 4.20 0.02 0.49
BS-480 level 1 1.17 0.01 0.49
(n=10) level 2 433 0.01 0.13
Reproducibility Mean SD CvV

(day to day) [mg/dl] | [mg/dl] [%]

BS-400 level 1 1.03 0.08 7.26
(n=19) level 2 4.20 0.14 3.28
BS-480 level 1 1.20 0.01 1.20
(n=10 level 2 4.46 0.05 1.21

=  Method comparison

A comparison between CORMAY reagent (y) and another
commercially available assay (x) using 41 samples gave
following results:

y =0.8872 x + 0.0143 mg/dl;

R =0.999 (R — correlation coefficient)

A-400 BIL TOTAL (Il GENERACIJA /Il GENERATION / I1 IIOKOJIEHUE)

A comparison between total bilirubin values determined
at BS-480 (y) and at Advia 1650 (x) using 82 samples gave
following results:

y=0.9187 x + 0.0385 U/l;

R =0.999 (R - correlation coefficient)

WASTE MANAGEMENT
Please refer to local legal requirements.

LITERATURE

1. Tokuda K. Tanimoto K. New method of measuring
serum bilirubin using vanadic acid. Jpn J Clin. Chem.
1993:22(2);116-122.

2. Burtis C.A., Ashwood E.R., ed. Tietz Textbook of
Clinical Chemistry, 3rd ed. Philadelphia, PA: WB
Saunders; 1999: 1803.

3. Tietz NW. Fundamentals of Clinical Chemistry, 4th ed.
Edited by Burtis CA. and Ashwood ER. WB Saunders
Company; 1996: 547.

4. Alan H.B. Wu: Tietz Clinical Guide to Laboratory Tests,
4th ed. WB Saunders, 172 (2006).
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Kar.Ne 7-445 (RUS)

HNPEANOJATAEMOE UCIIOJIb30BAHUE
Jluarnoctuueckuit HaboOp A ONpeneraeHHs KOHLEHTPALUH
obmiero OwnupyOuHA, NpeaHa3HA4YeH I HCIONB30BAHMS
Ha aBTOMaTH4YecKux aHanu3aropax: BS-400 u BS-480.
Pearentsr JIOJDKHBL ucnohb30BaThCs TOJIBKO st
JIMATHOCTHKH in Vitro, KBATH()UIHPOBAHHBIM JTa00PATOPHBIM
HIEPCOHANOM, B IIEJIAX, Uil KOTOPBIX OHM HPEJHA3HAYCHBI,
B COOTBETCTBYIOIIHX J1A00PATOPHBIX YCIOBHSIX.

BBEJIEHUE

BunupyOuH (IMIMEHT KENTOTO [BETA) SBISIETCS MPOLYKTOM
pacnaga rema. Jis JUarHOCTHYECKHMX Ieneil Ommupyoun
pasfensioT Ha JBe (GPaKIMM: CBSA3aHHBIH U CBOOOJHBIN.
B remaromurax  OmiMpyOMH — (epMEHTaTMBHO  CBsI3aH
C OCTaTKaMH TJIOKYpPOHOBOH KuCIOTEL. ~OTta  (hopma
Ha3bIBACTCs MPSIMOM UM CBsi3aHHOM. HemonuduimpoBaHHbIi
OunupyOMH CBs3aBaeTcs ¢ anbOyMHHOM M Has3bIBaeTCs
cBoOOaHbIH  wiaM  Hempsamoit.  Hempsmoit  GunnpyOun
PACCUMTHIBACTCA KaK PAa3HOCTh MEXKTY OOIIMM H TPSIMBIM
Ooumpy6rHOM. VI3MepeHHe CHIBOPOTOYHOTO —OMIMpyOHHA
IIMPOKO HCIONB3YeTCs B KadyecTBE CKPHHUHI-TECTAa HPU
JIMaTHOCTUKH COCTOSIHUSA TIeYeHH. I mmepOmmmpyOuHemMus
XapaKTepHa JUIl MEXaHWYECKOH ¥ TeMOIHTUIECKOM KEeITyXH,
cuapoMoB  [JlyOuna-J[xoncona, [I'miabOepra, Kpuriepa-
Hasipa, mopaxeHuii eT4eBbIBOAIINX Ty TEH.

NPUHIOUII METOJA

MeTot OCHOBaH Ha OKCHJAIMM B IPHCYTCTBHM BaHaJaTa
B KQ4eCTBE OKHCIIHUTEIIS.

B mpucytcTBuM JeTepreHTa M CONM BaHAZOBOW KHCIIOTHI,
B KHCIIOH cpeze, oOmuid OunnpyOus (mpsiMoit 1 CBOOOTHBIIN)
OKHCIIsSIeTCsT 10 OwnuBepauHa. JlaHHash peakiusi NPUBOIUT
K U3MCHEHHIO JKEITOM OKpacKW, XapakTepHOH it
OunupyOuHa, Ha 3€NMCHYI0, XapaKTepHYIO Uil OWiieBepIuHa.
Tlostomy KOHIIEHTpALHsI obrero OupyOrHa
B 1Ipo6e MOXeT OBbITh ONpeelieHa n3MepeHneM abcopOImu 10
M TIOCJIE OKCHIAIMH BaHAJATOM.

PEATEHTbBI

CocraB Habopa

I-REAGENT 2 x 31 mx
2-REAGENT 1x 17 mn

Pearentsl mpu  Temmeparype  10-25°C  coxpaHsroT
CTabWILHOCTH B TCUYCHUC BCEro Cpoka TOOHOCTH,
yKa3aHHOTO Ha ymakoBke. CrabwipHOCTh Ha OopTy
ananu3aropa npu 2-10 °C cocrasnser 11 Henenb.

KOHHeHTpaHl/lM KOMIIOHEHTOB B peareHrax

1-REAGENT

uTpatHblii 6ydep (pH 2,8) 90 MMOJIB/T
JIeTepreHT

2-REAGENT

docdarusrit 6ydep (pH 7,0) 4,6 MmO/
MeTaBaHaJaT HAaTPUS 3,0 MmoIB/1T

A-400 BIL TOTAL (Il GENERACIJA /Il GENERATION / II TIOKOJIEHHUE)

ITpenocrepeskennsi 1 NpHMeYaHUS
=  He 3aMOpaxuBaTh PearcHTHI.
= [lpenoxpaHaTh OT 3arps3HEHHIT U IPSIMOTO cBeTa!
- He ucnonb30Bath Mocjae UCTCUCHUS CpOKa rOAHOCTH.
=  He B3auMO03aMeHSATh KPBIIIEK (DIAKOHOB.
= [lepen wucnonb3oBaHMEM BC€ PEAKTHBBI  CIEAYET
AKKypaTHO MepeMelaTh, Bparuast (1akoHbL.
= [lomyTHEHHE PaCTBOPOB MJIH HEMOMAJaHUE Pe3yIbTaTOB
U3MEPEHNH KOHTPOIBHOIO MaTepHana B pedepeHTHBIH
JIMaIIa30H, PEKOMEHIOBAHHBII HPON3BOHUTENEM,
YKa3bIBa€T HA HECTaOMILHOCTh peareHToB.
=  OrtcyTCTBHE BHIMMOTO M3MEHEHHS I[BETa PEaKIMOHHOI
cMecH B o0pasuax ¢ HH3KOH  KOHIIEHTparmei
Ounnpy6uHa He SBIACTCS IPU3HAKOM IIOXOT0 KaueCTBa
peareHTa.
= DBHHMaTenbHO IIPOYMTAHTE IACIOPT OE30MaCHOCTH
xumudeckoit npoaykuuu (MSDS), koTopslit conepxut
nopoOHyI0 MHQOPMAIMIO O IpaBHIaX 0e30MacHOro
XpaHEHHUs U UCIIOJIb30BaHUs TOBapa.
= ]-REAGENT COOTBETCTBYET KPUTEPHIM
kiaccuukaun cornacHo mnocraHoBiaennio (EC) Ne
1272/2008.
Bunmanue
H319 Bei3siaeT cepbE3HO€ pazapaxeHue rias.
H410 Ouenp  TOKCHYHO Ul  BOJAHBIX
OpraHu3mMoB C JOITOCPOYHBIMU
MOCJICACTBUSIMHU.
P280 Ilonp30BaThCs 3alIMTHBIMU NEpYaTKaMU,
3aIIUTHOI OIEKI0H, CPEICTBAMH 3AIUTHI IJ1a3
WM JTUIIA.
P305 + P351 + P338 Ilpu nonaganuu B riasa:
OCTOpPOXHO HMPOMBITH I1a3a BOJOW B TEUCHHE
HECKOJIbKUX MUHYT. CHATbL KOHTAKTHBIE JIMH3BI, €CJIM BbI
TI0JIb3y€TECh UMHU U €CJIM 3TO JIETKO CIEJAaTh. HPOZ[OJ'DK]/IT])
TIPOMBIBAHHUE IJ1a3.
P273 U36erats nomnasanus B OKPYKAIOLIYIO CPEy.
P391 Cobpatb MpoiUTYIO KUIKOCTD.

BUOJIOTUMYECKUA MATEPUAJL

CBIBOPOTKA KPOBH 0€3 CIeI0B reMon3a.

DpPUTPOLMTHI CIEAYEeT MAaKCHMalbHO OBICTPO OTACIUTH
OT CBHIBOPOTKH. Jlumemuueckue oOpasmbl MOTYT JaBaTh
TICEB/I03aHIKEHHBIC PE3y/IbTaThl 1O OMIMPYOHHY, TTO3TOMY
HCCIIe/IOBaHNE ClIelyeT IPON3BOIUTh HATOIIAK.

Ilpu B3ATHM OHMOJIOTMYECKOr0 MaTepuana U JajibHeimein
pabote ¢ HUM pekoMeHayercst coomonerue npoueayp CLSI.
Ilockoneky OunupyOuH moaBepKeH (HOTOOKUCICHHIO,
00pasipl ClaeayeT 3allUIaTh OT MONaJaHus MPIMbIX JIy4ei,
KaK OT COJHEYHOTO CBeTa, TaK U OT HCKYCCTBEHHBIX
HCTOYHUKOB CBeTa. I103TOMYy CHIBOPOTKY ClelyeT XPaHHTh
B TeMHOTE | TpH Temreparype 2-8°C He Gonee 3-X JHEH.
TeM He MeHee, PeKOMEH/yeTCsl IPOU3BOAUTE UCCIIEOBaHHS
Ha CBEXKEB3ATOM OHOJIOTHYECKOM MaTepuae!

MNPOLUEIYPA ONIPEAEJTEHUSI

1-REAGENT u 2-REAGENT roToBbI K HCTIOJIb30BaHHUIO.

B kauecTBe OnaHK-peareHTa PEKOMEHIYETCs HCIOJb30BaTh
JICMOHU30BAaHHYIO BOJY.
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Heo0xonumble geiicTBusi:

Ilpn npoBenennn ananu3oB Ha aHanuzatope BS-400:
BO3MOXKHO HCKA)XCHHE Pe3yJIbTaTOB aHAIN30B, BBI3BAHHOE
NepeKpecTHbIM  3arpsi3HEHHeM  MEXIy  pearcHTaMu
CREATININE - BIL TOTAL II GEN. Yro06bl u36exath
storo 3dexra, crenyiite peKOMEHAAIMAM, COIEPKALIUMCS
B uHcTpykuuu 51_03_24_002_BS-400_CARRYOVER.

PE®EPEHTHBIE BEJIMYUHBI 4

Bospacr M/ MKMOJIB/IT
0-1 nueit <8 <137
1-2 nueit <12 <205
3-5 nueit <16 <274
5 mueit — 60 net 03-1.2 5-21
60-90 ner 0,2-1,1 3-19
> 90 et 0,2-0,9 3-15

Kaxnoit  nmaGoparopum — pekoMeHAyeTcs — pa3paboTarh
COOCTBEHHbIC HOPMBI, XapakTepHbIE A1 00CIeIyeMoro
KOHTHHICHTA.

KOHTPO.JIb KAYECTBA

JInsd BHYTPEHHETO KOHTPOJA KadecTBa HPH IPOBEICHUH
HCCHeHOBaHI/Iﬁ PEKOMEHAYETCS MCIOJIb30BATh KOHTPOJIbHBIE
ceiBoporkn  CORMAY SERUM HN (Kat. Ne 5-172)
u CORMAY SERUM HP (Kar. Ne 5-173) nmns kaxmoi
Cepun M3MEpEHUH.

Jinst KaJIMOPOBKH ABTOMATHYECKHX aHAIN3aTOPOB
peKOMeHTyeTcst HCIIOJIb30BATh CORMAY
MULTICALIBRATOR LEVEL 1 (Kar. Ne 5-174; 5-176)
n LEVEL 2 (Kar. Ne 5-175; 5-177).
B kauectBe 0-xanubparopa peKOMEHIyeTCs HCIIONIb30BATh
JIEMOHU30BAHHYIO BOZY.

KannbpoBKy pekoMeHmyeTcsl IPOBONTh Kaxble 9 Helelb,
NpH  KaXJIOH CMeHe JIoTa peareHToB M B Cilydae
HEOOXOMMMOCTH, HAmNp. €CIH pPe3yIbTaThl ONpeAeIeHHs
KOHTPOJIBHBIX CBIBOPOTOK HE IONAJAlOT B pedepeHTHbIH
JMAIa30H.

XAPAKTEPUCTHUKHU ONPEAEJTEHUST

OTH METPOJIOTMYECKHE XaPAKTEPUCTHUKH OBUIM IOJy4YeHbI
TIPU MCTIOIb30BAHUM aBTOMAaTHYECKHX aHanu3aTtopos BS-400
u BS-480. Pesynbrarel, moNydeHHblE Ha  JPYrux
AHAIU3aTOpaxX U BPY4YHYIO, MOTYT OTIMYAThCS.

®*  YyBCTBUTEJIbHOCTDb:
0,06 mr/mt (1,03 mxmons/m) — BS-400
0,07 mr/mt (1,20 mxmons/n) — BS-480

= JluHeiiHOCTh:
110 69 mr/mi (1180 mrmons/n) — BS-400
1o 48,7 mr/an (832,9 mxmoss/n) — BS-480

= Crnemupuynocts / UnTepdepenuun

Temorno6un 1o 0,25 1/mw1, ackopOMHOBas KHCIOTa
no 500 mr/n m wmHTpanunux ao 250 Mr/jur He BIMSIOT
Ha pe3yJbTaThl H3MEPEHHUH.

= To4HoCTh

IoBTOpsiEeMOCTL Cpennee SD (6)%
(MEXIY CepusMH) [mr/m] [mr/m] [%]
BS-400 ypoBeHb 1 1,00 0,02 1,73
(n =20) YPOBEHb 2 4,20 0,02 0,49
BS-480 ypoBeHb 1 1,17 0,01 0,49
(n =10) YpOBeHb 2 4,33 0,01 0,13

A-400 BIL TOTAL (Il GENERACIJA /Il GENERATION / I1 IIOKOJIEHUE)

BocnpousBoauMocTh Cpennee SD Cv
(M30 JIHS B JICHB) [mr/ma] [mr/ ] [%]
BS-400 YpOBeHb | 1,03 0,08 7,26
(n=19) YpOBeHb 2 4,20 0,14 3,28
BS-480 ypoBeHs 1 1,20 0,01 1,20
(n=10) YpOBEHb 2 4,46 0,05 1,21

= CpaBHeHHe MeTOJa

CpaBhenne Mexay peareatom CORMAY (y) u apyrum
KOMMEPYECKH JIOCTYITHBIM TecTOM (X) 11st 41 06pasioB aano
CIIE/TYIOIIIE PE3yIIbTaThI:

y =0,8872 x + 0,0143 mr/m;

R =0,999 (R — k03 HHUIMEHT KOPPETTSAIINH)

CpaBHeHHe pe3yNbTaToOB ONpeaeieHus ob1ero GunpyouHa,
NpOU3BEJICHHBIX Ha aHanu3aTopax BS-480 (y) u Advia 1650
(x) st 82 06pas3IOB a0 CIEAYIOIIHE PE3YIbTaThl:

y =0,9187 x + 0,0385 En/x;

R =0,999 (R — k03 HHUIMEHT KOPPEITSAIINH)

YTHJIHA3ALHSA OTXOA0B
B cooTBeTCTBUH C JIOKAJIBLHBIMU T‘PeGOBaHI/IHMI/L

JIUTEPATYPA

1. Tokuda K. Tanimoto K. New method of measuring
serum bilirubin using vanadic acid. Jpn J Clin. Chem.
1993:22(2);116-122.

2. Burtis C.A., Ashwood E.R., ed. Tietz Textbook of
Clinical Chemistry, 3rd ed. Philadelphia, PA: WB
Saunders; 1999: 1803.

3. Tietz NW. Fundamentals of Clinical Chemistry, 4th ed.
Edited by Burtis CA. and Ashwood ER. WB Saunders
Company; 1996: 547.

4. Alan H.B. Wu: Tietz Clinical Guide to Laboratory Tests,
4th ed. WB Saunders, 172 (2006).
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-400 BIL TOTAL

PROGRAM NA ANALIZATOR: / APPLICATI
BS-400

ON: / ATANTALHS:

« Basic
Test information

Reagent Volume Sample Volume

No. R1 160 dard 3 15 10
Test R2 40 Increased 6 15 10
Full Name R3 Decreased
Std. No. R4
Reaction Parameters Result Setup
Reac. Type Endpoint Direction Decrease Decimal | 0.01 | Slope | 1
Pri. Wave 450 nm Rtg. Blank 38 39 Unit mg/dl Inter 0
Sec. Wave 546 nm Reac. Time 79 [ 80
Jud Criteria
Absorbance 0o fo Lin. Range 0.06 ['69 o Prozone o Rate o Antigen
Incre. Test 0 Lin. Limit Q1 [0 a2 [o ] Q3 [0 loa [o
Decre. Test 0 Subs. Limit pCc [0 | ABS 0
« Calibration
Calibration Judgment Criteria
Rule Multi-point Linear Sensitivity Blank Abs.
Replicate 3 Factor Diff. Error Limit
K SD Corr. Coeff.
«QC
Rules Auto QC
Westgard Multi-rule Cum. Sum Check
v 1-28 v R-4S 1.0-2.7 Interval
v 1-38 v 4-18 e 10-3.0
v 2-28 v 10-X 0.5-5.1
. BS-480
Chem \LIL T \ No. Sample Type | SERUM
Chemistry Bilirubin Total Print name | BILT
Reaction Type | Endpoint Reaction Direction
Pri Wave [ 450 ] Sec Wave
Unit [ mg/dl \ Decimal
Blank Time [ 46 | [47 | Reaction Time [ 81 ] [82 |
Sample Vol Aspirated Diluent Reagent Vol Diluent
Stndar o w | o om0 L
Decreased [ o Jowee [ 20 Jun | 180 jus R2 uL [ 15
Increased \ | | JuL | | uL R L Jw
1 sample Blank Auto Retun RO T . Ju
Linearity Range (Standard) [ 007 | [ 487 ] Linearity Limit | |
Linearity Range
(Decreased) ‘ ‘ | ‘ Substrate Depletion ‘ ‘
Linearity Range (Increased) ‘ ‘ | ‘ Mixed Blank Abs ‘ 33000 ‘ | 33000 ‘
R1 Blank Abs [ 33000 ] [ 33000 ] Ui Time 84 | Day(s)
Blank Response [-33000 ] [ 33000 ] Reagent Alarm Limit |
Twin Chemistry [ | I:l Enzyme Linear Extension
[ ] Prozone Check o Rate Check o Antigen Addition
Q1 \ 0 | Q2| 0 | s 0 |4 [ 0
PC [ 0 ] ABS]| 0 I
Calibration Settings Auto Calibration
Math Model | Multi-point Linear :l Bottle Changed
Facor[ ] Replicates [ ILotChanged
[ TcaTime
Acceptance Limits
Cal Time 2016 Hour
SlopeDiff [ ] s 1]
Sensitivity I:| Repeatability :l
DeterCoeff[ ]

A-400 BIL TOTAL (Il GENERACIJA /Il GENERATION / II TIOKOJIEHHUE)

Data wydania:/ Date of issue:/ {aTa cozpanusi: 10. 2023.
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A-400 CHOL

Nr kat. 7-404 (PL)

ZASTOSOWANIE

Zestaw diagnostyczny do oznaczania stgzenia cholesterolu
catkowitego, przeznaczony do wykonywania oznaczen na
automatycznych analizatorach: BS-400 i BS-480.

Odczynniki powinny by¢ stosowane do badan diagnostycznych
in vitro, przez odpowiednio przeszkolony personel, tylko
zgodnie z ich przeznaczeniem, w odpowiednich warunkach
laboratoryjnych.

WPROWADZENIE

Cholesterol jest istotnym sktadnikiem strukturalnym bton
komoérkowych, prekursorem kwaséw zétciowych i wszystkich
hormonéw steroidowych. Z tego wynika jego ogromne
znaczenie dla prawidlowego funkcjonowania organizmu.
Mimo to, istnieje réwniez dobrze zbadana zalezno$¢ pomigdzy
poziomem cholesterolu we krwi a choroba wiencowa serca.
Oznaczenie poziomu cholesterolu w surowicy jest cenne
w profilaktyce i monitorowaniu choroby naczyniowej serca
oraz dla oceny funkcjonowania watroby, pecherzyka
z6kciowego i wehtaniania jelitowego.

ZASADA METODY
Metoda kolorymetryczna, enzymatyczna z esteraza i oksydaza
cholesterolu (CHOD/PAP).

estry cholesterolu + H2O %Choleslerol + kwasy ttluszczowe

cholesterol + O2 %cholest»4»en»3»on + H202

2 H20: + 4-aminoantypiryna + fenol wp chinonoimina + 4 H.O

(czerwone zabarwienie)

Intensywnos¢ zabarwienia jest wprost proporcjonalna do
stgzenia cholesterolu.

ODCZYNNIKI

Sklad zestawu

1-REAGENT 4 x 40 ml
Tlo$¢ testow BS-400 640
Tlo$¢ testow BS-480 650

Odczynnik przechowywany w temp. 2-8°C zachowuje
trwato$¢ do daty waznosci podanej na opakowaniu. Stabilno$é
odczynnikéw przechowywanych na poktadzie aparatu w 2-
10°C wynosi 11 tygodni.

Stezenia skladnikéw w odczynniku
Bufor Good'a (pH 6,4) < 120 mmol/l
fenol < 6 mmol/l

4-aminoantypiryna < 0,4 mmol/l
esteraza cholesterolu (CHE) < 4 pkat/l
oksydaza cholesterolu (CHO) < 5 pkat/l
peroksydaza (POD) < 24 pkat/l

konserwanty, detergenty, stabilizatory

Ostrzezenia i uwagi
=  Chroni¢ przed bezposrednim $wiatlem stonecznym
i zanieczyszczeniem!

A-400 CHOL

= Nalezy zapozna¢ si¢ z Karta charakterystyki (MSDS),
ktéra zawiera szczegétowe informacje dotyczace zasad
bezpiecznego przechowywania i stosowania wyrobu.
= ]-REAGENT spetnia kryteria klasyfikacji zgodnie
z Rozporzadzeniem (WE) nr 1272/2008.
Uwaga
H319 Dziata draznigco na oczy.
P280 Stosowa¢ regkawice ochronne, odziez
ochronng, ochrong oczu lub ochrong twarzy.
P305+P351+P338 w PRZYPADKU
DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptukaé
woda przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je fatwo usunaé. Nadal ptukac

MATERIAL BIOLOGICZNY

Surowica lub osocze krwi pobranej na EDTA lub heparyng
(s6l litowa, sodowa lub amonowa) bez §ladéw hemolizy.
Przed pobraniem krwi pacjent powinien zachowa¢ $cista dietg
(min. 12 godzin). Wskazane jest przyjecie przez pacjenta
pozycji siedzacej (ok. 30 minut). Do badan nalezy pobra¢ krew
zylna.

Czerwone krwinki nalezy jak najszybciej oddzieli¢
od surowicy.

Wiyniki stgzen cholesterolu dla osocza sa nizsze o ok. 3-5%
w poréwnaniu do wynikéw uzyskiwanych dla surowic.
Surowica i osocze moga by¢ przechowywane do 3 dni w temp.
2-8°C lub 6 miesigcy w -20°C.

Jednak polecamy wykonywa¢ badania na $wiezo pobranym
materiale biologicznym!

WYKONANIE OZNACZENIA

1-REAGENT jest gotowy do uzycia.

Do wykonania préby zerowej nalezy uzywa¢ wody
dejonizowane;j.

Wymagane dzialania:

W przypadku wykonywania oznaczef z uzyciem analizatora
BS-400, moze wystapi¢, wplywajacy na wyniki oznaczen,
efekt przeniesienia pomigdzy odczynnikami: CHOL -
LIPASE II GEN, CHOL - LIPASE. W celu uniknigcia tego
efektu nalezy zastosowac si¢ do zalecen zawartych w instrukcji:
51_03_24_002_BS-400_CARRYOVER.

WARTOSCI PRAWIDLOWE
surowica / osocze mg/dl mmol/l
dzieci? < 1 roku 66,1 —228.,5 1,71-591
1-191at | 111,4-2022 2,88-523
dorogli *!0!! <190 < 5,00

Zalecane jest opracowanie przez kazde laboratorium wlasnych
zakres6w warto$ci prawidlowych charakterystycznych dla
lokalnej populacji.

KONTROLA JAKOSCI

W celu wewnegtrznej kontroli jakosci, do kazdej serii oznaczen
nalezy dotaczy¢ surowice kontrolne CORMAY LIPID
CONTROL 1 (Nr kat. 5-179) i CORMAY LIPID CONTROL
2 (Nr kat. 5-180) lub CORMAY SERUM HN (Nr kat. 5-172)
i CORMAY SERUM HP (Nr kat. 5-173).

str. / page / cp. 1/7

51_03_01_021_04

Do Kkalibracji analizatora automatycznego BS-400 nalezy
uzywaé CORMAY MULTICALIBRATOR LEVEL 1 (Nr kat.
5-174;5-176) i/lub LEVEL 2 (Nr kat. 5-175; 5-177). Kalibracje
nalezy wykona¢ z uzyciem dwéch Kkalibratoréw
lub kalibratora oraz wody dejonizowanej.

Do Kkalibracji analizatora automatycznego BS-480 nalezy
uzywa¢ CORMAY MULTICALIBRATOR LEVEL 1 (Nr kat.
5-174; 5-176) i LEVEL 2 (Nr kat. 5-175; 5-177). Jako
kalibratora 0 nalezy uzywac¢ wody dejonizowane;j.

Krzywa kalibracyjna powinna by¢ sporzadzana co 11 tygodni,
przy kazdej zmianie serii odczynnika lub w razie potrzeby
np. jesli warto§ci oznaczenia surowic kontrolnych nie
mieszcza si¢ W wyznaczonym zakresie.

CHARAKTERYSTYKA OZNACZENIA

Podane nizej rezultaty uzyskano uzywajac automatycznych
analizator6w BS-400 i BS-480. W przypadku przeprowadzenia
oznaczenia na innym analizatorze lub manualnie otrzymane
wyniki moga rézni¢ si¢ od podanych.

= Czulo$é¢
20 mg/dl (0,518 mmol/l) — BS-400
12 mg/d1 (0,311 mmol/l) — BS-480

=  Liniowos¢
do 750 mg/dl (19,4 mmol/1) — BS-400
do 800 mg/dl (20,7 mmol/1) — BS-480

=  Specyficzno$¢ / Interferencje
Hemoglobina do 0,31 g/dl, kwas askorbinowy do 62 mg/l,
bilirubina do 20 mg/dl i triglicerydy do 1000 mg/dl
nie wptywaja na wyniki oznaczenia.

= Precyzja
Powtarzalnos¢ Srednia SD CvV
(run to run) [mg/dl] | [mg/dl] [%]
BS-400 poziom 1 156,11 0,62 0,40
(n =20) poziom 2 293,39 1,88 0,64

BS-480 poziom 1 93,45 0,31 0,33
(n=10) poziom 2 244,81 0,81 0,33
Odtwarzalnosé Srednia SD CvV
(day to day) [mg/dl] | [mg/dl] [%]

BS-400 poziom 1 158,91 1,41 0,89
(n=14) | poziom 2 298,05 2,24 0,75
BS-480 poziom 1 92,55 0,67 0,72
(n=10) poziom 2 239,64 148 0,62

= Poréwnanie metody

Poréwnanie wynikéw oznaczen cholesterolu wykonanych na
BS-400 (y) i na Olympus AU640 (x), z uzyciem 40 prébek,
dato nastgpujace wyniki:

y=0,9112 x + 8,1417 mg/dl;

R =0,996 (R — wspétczynnik korelacji)

Poréwnanie wynikéw oznaczen cholesterolu wykonanych na
BS-480 (y) i na Cobas Integra 400 Plus (x), z uzyciem 40
probek, dato nastgpujace wyniki:

y =0,9826 x + 3,3927 mg/dl;

R=0993 (R — wspétczynnik korelacji)

UTYLIZACJA ODPADOW
Postgpowac zgodnie z aktualnymi przepisami.

A-400 CHOL

51.03_01_021_04
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A-400 CHOL

Cat. No 7-404 (EN)

INTENDED USE

Diagnostic kit for determination of total cholesterol
concentration, intended to use in automatic analyzers: BS-400
and BS-480.

The reagents must be used only for in vitro diagnostic, by
suitably qualified laboratory personnel, only for the intended
purpose, under appropriate laboratory conditions.

INTRODUCTION

Cholesterol is essential structural component of cell membranes
and precursor of bile acids and all steroids hormones. This is
why cholesterol has enormous significance for organism
normal functioning. But there is also well established
association between blood cholesterol concentration and
coronary heart disease. Measurement of cholesterol serum level
is valuable in prevention and monitoring cardiovascular
disease. This determination is useful also for evaluation
of intestine absorption, liver and gallbladder function.

METHOD PRINCIPLE
Enzymatic, colorimetric method with cholesterol esterase
and cholesterol oxidase.

cholesteryl esters + H.O CHE  cholesterol + fatty acids

cholesterol + O2 &y cholest-4-en-3-one + H202

2 H>0:> +4-aminoantipyrine + phenol POD'guinoneimine dye +4 H.0

(red coloured)

The colour intensity is proportional to the cholesterol
concentration.

REAGENTS
Package
1-REAGENT 4x40ml

The reagent when stored at 2-8°C is stable up to expiry date
printed on the package. The reagents are stable for 11 weeks on
board the analyzer at 2-10°C.

Concentrations in the test

Good's buffer (pH 6.4) < 120 mmol/l
phenol < 6 mmol/l
4-aminoantipyrine < 0.4 mmol/l
cholesterol esterase (CHE) < 4 pkat/l
cholesterol oxidase (CHO) < 5 pkat/l
peroxidase (POD) < 24 pkat/l

preservatives, detergents, stabilizers

Warnings and notes

= Protect from direct sunlight and avoid contamination!

= Please refer to the MSDS for detailed information
concerning safe storage and use of the product.

= ]-REAGENT meeting the criteria for classification
in accordance with Regulation (EC) No 1272/2008.

A-400 CHOL

Warning
H319 Causes serious eye irritation.
P280 Wear protective gloves, protective
clothing, eye protection or face protection.
P305+P351+P338 IF IN EYES: Rinse cautiously
with water for several minutes. Remove contact
lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.

SPECIMEN

Serum, EDTA or heparinized plasma (recommended: heparine
lithium, sodium or ammonium salt) free from hemolysis.
Blood should be collected only if the patient has been fasting
for minimum of 12 hours. Before blood collection patient
should stay in rest position for about 30 minutes. Venous blood
is recommended for cholesterol measurement.

Plasma cholesterol values have been reported to be 3% to 5%
lower than serum cholesterol values.

Serum should be separated from red blood cells as soon as
possible after blood collection.

Serum and plasma can be stored up to 3 days at 2-8°C
or 6 months at -20°C.

Nevertheless it is recommended to perform the assay with
freshly collected samples!

PROCEDURE

1-REAGENT is ready to use.

For reagent blank deionized water is recommended.

Actions required:

When performing assays at analyser BS-400, there is a
probability of cross-contamination affecting the tests results:
CHOL - LIPASE II GEN, CHOL - LIPASE. To avoid this
effect follow the recommendations contained in in the
instruction 51_03_24_002_BS-400_CARRYOVER.

REFERENCE VALUES
serum / plasma mg/dl mmol/l
children ° < lyear | 66.1-228.5 1.71-591
1-19years | 111.4-202.2 2.88-5.23
adults *1011 <190 <5.00

It is recommended for each laboratory to establish its own
reference ranges for local population.

QUALITY CONTROL

For internal quality control it is recommended to use,
with each batch of samples CORMAY LIPID CONTROL 1
(Cat. No 5-179) and CORMAY LIPID CONTROL 2
(Cat. No 5-180) or CORMAY SERUM HN (Cat. No 5-172)
and CORMAY SERUM HP (Cat. No 5-173).

For the calibration of automatic analyzer system BS-400
the CORMAY MULTICALIBRATOR LEVEL 1 (Cat. No
5-174; 5-176) and/or LEVEL 2 (Cat. No 5-175; 5-177). These
two calibrators or calibrator and deionised water should be
used for calibration.

For the calibration of automatic analyzer system BS-480
the CORMAY MULTICALIBRATOR LEVEL 1 (Cat. No
5-174; 5-176) and LEVEL 2 (Cat. No 5-175; 5-177)
is recommended. Deionised water should be used as
a calibrator 0.
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The calibration curve should be prepared every 11 weeks,
with change of reagent lot number or as required e.g. quality
control findings outside the specified range.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS
The following results have been obtained using automatic

analyzers BS-400 and BS-480. Results may vary if

a different instrument or a manual procedure is used.

= Sensitivity:
20 mg/dl (0.518 mmol/l) — BS-400
12 mg/dl (0.311 mmol/l) — BS-480

= Linearity:
up to 750 mg/dl (19.4 mmol/l) — BS-400
up to 800 mg/dl (20.7 mmol/l) — BS-480

= Specificity / Interferences

Haemoglobin up to 0.31 g/dl, ascorbate up to 62 mg/l, bilirubin
up to 20 mg/dl and triglycerides up to 1000 mg/dl do not
interfere with the test.

= Precision

Repeatability Mean SD CV
(run to run) [mg/dl] | [mg/dl] [%]
BS-400 level 1 156.11 0.62 0.40
(n=20) level 2 293.39 1.88 0.64
BS-480 level 1 93.45 0.31 0.33
(n=10) level 2 244.81 0.81 0.33
Reproducibility Mean SD CcvV
(day to day) [mg/dl] | [mg/dl] [%]
BS-400 level 1 158.91 1.41 0.89
(m=14) level 2 298.05 224 0.75
BS-480 level 1 92.55 0.67 0.72
(n=10) level 2 239.64 1.48 0.62

=  Method comparison

A comparison between cholesterol values determined at
BS-400 (y) and at Olympus AU640 (x) using 40 samples gave
following results:

y=0.9112 x + 8.1417 mg/dl;

R =0.996 (R — correlation coefficient)

A comparison between cholesterol values determined at
BS-480 (y) and at Cobas Integra 400 Plus (x) using 40
samples gave following results:

y =0.9826 x + 3.3927 mg/dl;

R=0.993 (R — correlation coefficient)

WASTE MANAGEMENT
Please refer to local legal requirements.

A-400 CHOL
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A-400 CHOL

Kar.Ne 7-404 (RUS)

MNPEANOJATAEMOE UCIIOJIb30OBAHUE
JluarHoctudeckuil HaboOp A OMpPENeNeHUs KOHLEHTPALHU
XOJleCTEepHHA,  NpeJHAa3HAueH JUIsl  KCTONb30BaHUA — Ha
ABTOMATHYECKHX OMOXMMHYECKHX aHaimu3artopax: BS-400
n BS-480.

Pearentst JOJKHBI UCITIOJIB30BATHCS TOJIBKO JJIsI TMAaTHOCTUKHA in
vitro, KBaIMHIMPOBAHHBIM JIAOOPATOPHBIM TIEPCOHATOM, B
UEJIAX, UIA KOTOPBIX OHU MIPEIHA3HAYEHBI, B COOTBETCTBYIOLIUX
71a60PaTOPHBIX YCIOBHSAX.

BBEJIEHUE

XoJecTeprH SBISETCSA BaXKHON COCTABHOM YaCThIO KICTOUHBIX
MeMOpaH, PEKYPCOPOM KETIHBIX KUCIOT U BCEX CTEPOUTHBIX
ropMoHOB. [I03TOMy XONECTEpPHH O4YEHb BaXCH UL
HOPMAJIBHOTO (YHKIMOHHPOBaHUs opraHusMa. CymiecTByer
TAaKKe XOPOIIO W3Y4YEHHAs 3aBHCHMOCTb MEXIY YPOBHEM
XOJeCTepHHa B  KPOBH M  CEPACYHO  COCYIMCTHIMU
3aboneBanmsaMyu.  OnpejelieHMe  YPOBHS  XOJECTEpPHHA
B CBIBOPOTKE  KPOBH  BaXHO B  NPOQUIAKTHKE
W MOHHMTOPHHIOBaHHH CEPJEYHO-COCYIHCTHIX 3a00JIeBaHNUI,
Uil OUCHKM  (YHKUME  THEYeHM, IKEIYHOTO  My3bIps
M KHUIICYHUKA.

MNPUHLIUII METOJA
Merton KOJOPUMETPUUECKHH, 3H3MMATHUECKUH C 3cTepasoi
u okcupaasoit xonecrepuna (CHOD/PAP).

3¢hups! xonecrepuna + HO %xonecrepm{ + JKHPHBIE KHCIOTHI

xonecreput + Oz %xonecrél—nﬂ—}on + H202
2 H20: + 4-aMHHOQHTHUITHPUH + (eHOT POD y, yynonmvun + 4 HoO
(KpacHast OKpacka)

MHTeHCHBHOCTD ~ OKpackH  IpsAMO  HPONOPLMOHAIbHA
KOHIIEHTPAIMH XOJIECTEPHHA.

PEATEHTBI
CocraB Habopa
1-REAGENT 4 x 40 mn

IIpu temneparype 2-8°C, peareHT COXpaHsieT CTa0HIBHOCTH
B T€YCHHUE BCEro CPOKa rOAHOCTH, YKAa3aHHOTO HA YMNAKOBKE.
CrabunbHoCcTh Ha 60pTy anammu3aropa npu 2-10°C cocrasmiser
11 Henmensb.

KoHueHTpanuu KOMIOHEHTOB B peareHTe

Bydep I'yaa (pH 6,4) < 120 MMosb/nt
Denon < 6 MMOJIB/TT
4-amuHOAHTHIMPUH (4-AA) < 0,4 Mmmoue/n
Xomnunscrepasza (CHE) < 4 MKKaT/n
Xonecrepunokcugasza (CHO) < 5 mMkkat/n
Tlepokcunasa (POD) > 24 MKKat/n

KOHCEPBAHTHI, MOIOIIIME CPEACTBA, CTa6I/UI]/l3aT0pLI

A-400 CHOL

Ilpenynpesxaenusi 4 npuMeYaHus

= IlpemoxpaHsaTsb OT MNPSIMBIX  COJHEYHBIX  Jydel
¥ 3arps3HeHus!

* BuuMaTenbHO NpoyMTaiiTe macmopT — 6e30macHoOCTH
xuMHudyeckoi npoaykiuu (MSDS), KOTOpbIH conepxut
noApoOHy0 uHbOpPMANMIO O NpaBUiIax 0e30macHoro
XpaHEHHUs U UCIIOJIb30BaHU TOBApa.

= 1-REAGENT co0TBeTCTBYET KpUTEPHUSIM Ki1accuuranuu
coracHo nmocranoBienuo (EC) Ne 1272/2008.

Buumanue

H319 Bei3biBaet cepbE3HOE pazapaxeHHe rias.
P280 Ilonb30BaThes 3alUTHBIMH TEpPYATKAMM,
3aIMTHON OJIEXKI0M, CpeCTBaMHU 3aIlUThI IJIa3
WJIM JTUIA.

P305+P351+P338 Ilpu mnomaganum B rmaza: OCTOPOXHO

TIPOMBITH TIJ1a3a BOHOﬁ B TCYCHUEC HECKOJIbKUX MUHYT. CHATh

KOHTaKTHBIC JIMH3BI, €CJIM Bbl IOJL3YETECh MMH M €CIH 3TO

nerko czenathb. [Ipo/Io/KHTE IPOMBIBaHHE I'J1a3.

BUOJOTUYECKUA MATEPHAJT

ChIBOpOTKAa HJIM IUIa3Ma KPOBH, B3ATOH Ha remapuH JH00
EDTA (comu nuTHeBas, HaTpUeBas WM aMMOHHeBas) 0Oe3
CJIE/IOB TEeMOJIN3a.

Tlepen oT6OpOM KpOBH TAIlEHT JOJDKEH rOJOJaTh HE MEHee
12 yacos. Henocpe/IcTBEHHO nepet Iy HKIMEH, peKOMeHyeTcs
HAXOJIUTCS B PACCIIabICHHOM TTOJIOKEHUH B TeueHne 30 MUHYT.
KpoBb HE00X01MMO OpaTh U3 BEHBI.

OpHTPOIUTHI  CIeMyeT MAaeKCUMAalbHO OBICTPO OTJCIHTH
OT CbIBOPOTKH.

3HaueHUS XOJIECTepPUHA B IU1a3Me 00bIYHO Ha 3-5% Hinke, 4eM
B CBIBOPOTKE.

ChIBOPOTKA M ILIa3Ma MOTYT XPaHUThCS B Te4eHHE 3 JHEi pu
temrneparype 2-8°C, 6o 6 mecsiues mpu -20°C.

Tem He MeHee, peKOMEHIYeTCS MPOBOAUTH ONpPEAEICHUS Ha
CBEIKEB3ATOM OHOIOTHYECKOM MatepHae!

MNPOLEIYPA OIPEJNEJIEHUSA

1-REAGENT roToB K HCTIOJIb30BaHHIO.

B KkauecTBe OIaHK-peareHTa PEKOMEHIYETCs MHCIOJIb30BaTh
JICMOHU30BaHHYIO BOJLY.

Heo0xonumble aeiicTBus:

IIpu npoBenenun ananu3oB Ha anan3atope BS-400 Bo3moxHO
HMCKaXCHHEC pe3ysibTaTOB AHAJIN30B, BbI3BAHHOEC
nepeKpecTHbIM 3arpsi3HenuemM mMexay peareutamu: CHOL —
LIPASE II GEN, CHOL - LIPASE. Uto0bl u30€eXaTh 3TOr0
sddexra, cuenyiite peKOMEHIAMAM, COAEPXKAIIUMCS B
uncTpykimu 51_03_24_002_BS-400_CARRYOVER.

PE®EPEHTHBIE BEJIMYUHBI

CBIBOPOTKa / I1a3Ma M/ MMOJIB/JT

nern ° <1rox 66,1 —228,5 1,71 -591
1-19 ner 111,4 -202,2 2,88 -523

B3pocisie %1011 <190 <50

Kaxnoit maGoparopun pexkoMeHayercs pa3zpabotaTth CBOU
COOCTBEHHBIE HOPMBI, XapakTepHble Uil 00CIeIyeMoro
KOHTHHI'CHTA.
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KOHTPOJIb KAYECTBA

Jns  BHYTpeHHETro KOHTpPOJII KadecTBa PEKOMEHIyeTCs
ucnone3oBath CORMAY LIPID CONTROL 1 (Kar. Ne
5-179) 1 CORMAY LIPID CONTROL 2 (Kar. Ne 5-180) i
CORMAY SERUM HN (Kar. Ne 5-172) u CORMAY SERUM
HP (Kar. Ne 5-173) s ka0l cepun n3MepeHHit.

Jlisi kaJIMOpPOBKH aBTOMATHYeCKOro anajausaropa BS-400
peKoMeHyeTcst HCI0JIb30BATH CORMAY
MULTICALIBRATOR LEVEL 1 (Kar.Ne 5-174, 5-176) n/unu
LEVEL 2 (Kar.Ne 5-175, 5-177). Kamubpaumio cnenyer
NMPOM3BOJUTE  C  WHCIOJNB30BAHHEM  JABYX  ypOBHeii
Kaauéparopa 1160 KaauGpaTopa U 1eHOHH30BAHHOIi BOJIBI.
Jlisi kKaIMGPOBKH aBTOMATHYeCKOro anajan3atopa BS-480
peKoMeHyeTcst HCI0JIb30BATH CORMAY
MULTICALIBRATOR LEVEL 1 (Kar.Ne 5-174, 5-176)
u LEVEL 2 (Kat.Ne 5-175, 5-177). B kauectBe 0-kanubparopa
PEKOMEH/TyeTCs HCTI0JIb30BaTh JICHOHU30BAHHYIO BOJY
KannbpoBouHylo KpHBYIO CIELyeT COCTaBIATh KaK/ble
11 Henenb, MpH KakJIol CMEHe JIOTAa peareHTa WM B Clydae
HEOOXOMMOCTH, HaIp., €CIIH Pe3yJIbTaThl KOHTPOIIS KadecTBa
HE NoNaJIaf0T B pe(hePEHTHBIN AUana3oH.

XAPAKTEPUCTHUKHU ONPEJEJEHUST

OTH METPOJIOrHYECKUE XapaKTePHCTHKH OBLIN MOJTyYEHBI IPH
HCIIOJb30BAHMM  aBTOMATHUYECKUX aHanu3atopos BS-400
u BS-480. Pe3ynbrarhl, noJrydeHHbIE Ha IPYTHX aHAJIN3aTOpax
W BPYYHYIO, MOTYT OTJIHYaThCA.

®*  YyBCTBHTEJIbLHOCTH
20 mr/mt (0,518 mmons/n) — BS-400
12 mr/a (0,311 mmons/i) — BS-480

= JluneiiHOCTH
110 750 mr/ma (19,4 mmons/m) — BS-400
110 800 mr/mi (20,7 mmons/m) — BS-480

*  Crneunpuunocts / Unrepdepennun

T'emorno6un 1o 0,31 r/an, ackop6at 10 62 mr/a, GunupyouH 10
20 mr/mn u tpurauuepuasl go 1000 Mr/man He BIMSIOT Ha
Pe3yIbTaThl ONPEIeICHHIA.

=  TouHocTh

IoBTOpsiemocTh Cpennee SD Ccv
(MEXKy CepUsIMH) [mr/mn] | [mr/mn] [%]

BS-400 yposeHs 1 156,11 0,62 0,40
(n =20) YpOBeHb 2 293,39 1,88 0,64

BS-480 yposeHs 1 93,45 0,31 0,33
(n =10) YpOBeHb 2 244,81 0,81 0,33
BocnpousBoaumoctb Cpennee SD (&)%)

(130 JHS B JICHB) [mr/m] | [mr/ma] [%]

BS-400 ypoBeHsb 1 158,91 1,41 0,89
(n=14) YpOBEHb 2 298,05 2,24 0,75

BS-480 ypoBeHsb 1 92,55 0,67 0,72
(n=10) YpOBEHb 2 239,64 1,48 0,62

= CpaBHeHHe MeTO12

CpaBHEeHHE  pe3y/IbTaTOB  ONpPEACICHUS  XOJIECTepHUHA
nonyuyeHHbIX Ha aHaimmsatope BS-400 (y) m na Olympus
AU640 (x) ¢ ucnons3zoBanueM 40 06pa3LOB 1aj0 CIEYIONHE

pe3yIbTaThL:
y=09112 x + 8,1417 mr/mm;

R =0,996 (R — koo dument xoppensiym)
A-400 CHOL

CpaBHeHHE  pE3Y/IBTATOB ONpEJENIEHUsT  XOJIECTEPHHA
nony4eHHbIX Ha aHanu3atope BS-480 (y) u na Cobas Integra
400 Plus (x) ¢ ucrionbzoBanrem 40 06pa3LoB AAI0 CIEAYIOIIE

Ppe3yIbTaThI:
y =0,9826 x + 3,3927 mr/u;
R =0,993 (R — ko3 dhunnent koppemnsin)

YTUJIHA3ALUSA OTXOA0B
B cooTBeTCTBHY C JIOKAJIBHBIMU T‘PeGOBaHI/IHMI/I.

JIUTEPATYPA

1. Siedel J., Hdgele E.O., Zigenhorn J., Wahlefeld A.W.:
Clin. Chem. 29, 6 (1983).

2. Tel RM., Berends G.T.: J Clin.Chem. Clin. Biochem. 18,

10 (1980).

Rautela G.S., Liedtke R.J.: Clin. Chem. 24. 1 (1978)

4. Schettler G., Nussel E.: Arbeitsmed. Sozialmed.

Praventivmed. 10, 25 (1975).

Richmond W.: Clin. Chem. 19, 1350 (1973).

6. Roeschlau P., Bernt E., Gruber W.: J. Clin. Chem.
Biochem. 12, 403 (1974).

7. Tietz N.W., ed. Clinical Guide to Laboratory Tests, 3rd ed.

Philadelphia, PA: WB Saunders, 130 (1995).

Trinder P.: Ann. Clin. Biochem. 6, 24 (1969).

9. Dembinska-Kie¢ A., Naskalski J.W., Solnica B.:
Diagnostyka laboratoryjna z elementami biochemii
klinicznej, Wyd. IV, str. 670, 875 (2017).

10. Cybulska B, Szostak WB, Filipiak KJ, et al. Polish Forum
for Prevention Guidelines on Dyslipidaemia: update 2016.
Kardiol ~ Pol.  2017;  75Q2): 187-190,  doi:
10.5603/KP.2017.0031.

11. Piepoli MF, Hoes AW, Agewall S, et al. 2016 European
Guidelines on cardiovascular disease prevention in clinical
practice: The Sixth Joint Task Force of the European
Society of Cardiology and Other Societies on
Cardiovascular Disease Prevention in Clinical Practice
(constituted by representatives of 10 societies and by
invited experts)Developed with the special contribution of
the European Association for Cardiovascular Prevention &
Rehabilitation (EACPR). Eur Heart J. 2016; 37(29): 2315-
2381, doi: 10.1093/eurheartj/ehw106, indexed in Pubmed:
27222591.

12. NCEP Expert Panel. Arch Inter Med (148), 36-69, (1988).

13. Jacobso D.S., DeMott W.R., Grady H.J., et. al., ed,
Laboratory Tests Handbook, 4th ed., Hudson, Lexi-Comp,
143, (1996).

w

bl

*

Jara co3nanns: 06. 2023.

str. / page / ctp. 6/7

51.03_01_021_04



PZ CORMAY S.A.

ul. Wiosenna 22,

05-092 Lomianki, POLSKA
tel.: +48 (0) 81 749 44 00
fax: +48 (0) 81 749 44 34
http://www.cormay.pl

w

C€ CORMAY

A-400 CHOL

PROGRAM NA ANALIZATORY / APPLICATION for / ATAIITALUS pns:

. BS-400
o Basic
Test information R Volume Sample Volume
No. 2 R1 200 Standard 25 15 10
Test CHOL R2 Increased S 15 10
Full Name CHOLESTEROL R3 Decreased
Std. No. 2 R4
Reaction Parameters Result Setup
Reac. Type Endpoint Direction Increase Decimal [ ]slobe 1
Pri. Wave 505 Rtg. Blank 11 [12 Unit Inter 0
Sec. Wave 800 Reac. Time 43 [45
Jud: Criteria | I
Absorbance 0 0 Lin. Range 20 750 o Prozone o Rate o _Antigen
Incre. Test 0 Lin. Limit ol [o lo2 o lo3  [o losa Jo
Decre. Test 0 Subs. Limit pCc [0 J ABS [0
o Calibration
Calibration Judgment Criteria
Rule Two-point Linear Sensitivity Blank Abs.
Replicate 3 Factor Diff. Error Limit
SD Corr. Coeff.
¢ QC
Rules Auto QC
Westgard Multi-rule Cum. Sum Check
v 1-28 v R-48 1.0-27 Interval
v 1-3S v 4-18 e 10-30
v 2-28 v 10-X 05-5.1
. BS-480
Chem [ CHOL ] No. [002 Sample Type [ SERUM
Chemistry [ CHOLESTEROL | Printname [ CHOL
Reaction Type | Endpoint | Reaction Direction
Pri Wave [ 505 | Sec Wave
Unit [ me/dL ] Decimal
Blank Time [ 11 | [12 | Reaction Time [ 44 | [46 |
Sample Vol Aspirated Diluent Reagent Vol Diluent
Standard I ) W m E—
Decreased [ 2.5 [T 20 JuL [ 180 JuL e[ L | I
Increased [ | uL | JuL | | uL R3[ uL | 11
[ sample Blank Auto Retun Ra[— Ju L Ju
Linearity Range 12 ] [ 500 | Linearity Limit | |
Linearity Range
(Decreased) ‘ ‘ ‘ | Substrate Depletion | |
Linearity Range \ \ \ | Mixed Blank Abs [ 33000 | [ 33000 |
R1 Blank Abs [33000 ] [ 33000 ] Uncapping Time Dav(s)
Blank Response [-33000 ] [ 33000 ] Reagent Alarm Limit [
Twin Chemistry [ ] I:l Enzvme Linear Extension
I:’ Prozone Check o Rate Check o Antigen Addition
01 \ 0 | 02 0 | 03 | 0 |04 [ 0
PC [ 0 ] ABS] 0 |
Calibration Settings Auto Calibration
Math Model | Multi-point Linear l:l Bottle Changed
Facor[ ] Replicates [ LotChanged
l:l Cal Time
Acceptance Limits
Cal Time Hour
StopeDiff [ ] so[ ]
Sensitivity Repeatability I:I
Deter Coeff [ ]

A-400 CHOL
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