MOKRACNA KISELINA

Ref: MOK-250

Bloanalyiica

UPOTREBA
Reagens se Koristi za odredivanje koncentracije mokraéne kiseline u
serumu, plazmi i urinu.

METODA
Enzimski metod sa urikazom i TBHBA hromogenom.

KLINICKI ZNACAJ

Mokraéna kiselina je krajnji produkt metabolizma hranom unetih i u
organizmu sintetisanih purina u organizmu ljudi. Do povec¢anja
koncentracije mokracne kiseline dolazi usled pojacane sinteze
purina, kod povecanog unosa purina hranom ili smanjenog
izluCivanja putem bubrega. Postoji viSe stanja i poremecaja kod
kojih je povecana koncentracija mokracne kiseline (npr. kod gihta).

PRINCIP ODREDIVANJA

Katalitickim dejstvom urikaze mokracna kiselina se oksidiSe do
alantoina uz nastajanje hidrogenperoksida. Izdvojeni hidrogen-
peroksid se ukljuCuje u reakciju oksidativnog kuplovanja izmedju
reagensa za kuplovanje - 4-aminoantipirina (4-AA) i hidrogen donor
reagensa - 2,4,6-tribromo-3-hidroksibenzoeve kiseline u prisustvu
peroksidaze (POD). Intenzitet boje nastalog hinonimina
proporcionalan je koncentraciji mokracne kiseline'3:

Urikaza
Mokraéna kis. + O, + 2H,0 —— Alantoin + H,0, + CO,
POD
2H,0, + 4AAP + TBHBA — Hinonimin + 2H,0

REAGENSI
Mokraéna kiselina, Ref: MOK-250 se sastoji od 2 reagensa i 1
standarda:

STABILNOST REAGENSA
Originalno pakovan reagens stabilan je do isteka roka oznaenog na
bocici, ako se €uva na propisanoj temperaturi i zasti¢en od svetlosti.

UZORCI
Kao uzorak se koristi serum, plazma pripremljena sa heparinom i
urin razblazen deset puta.
Stabilnost : 3 dana na 20-25 °C
7 dana na 4-8 °C
6 mesecina -20 °C

DODATNI POTREBNI MATERIJALI
Opsta laboratorijska oprema i rastvori

- Multikalibrator Ref: KLB-012 4x3 mL

- Kontrolni serum N Ref: KSN-020 4x5 mL

- Kontrolni serum P Ref: KSP-020 4x5 mL

ANALITICKA PROCEDURA

Analiticki parametri testa:

Talasna duzina :1°/2° 546 / 660 nm

Kiveta : 1cm

Temperatura : 37°C

Odnos : uzorak / reagens 2/100/25

Reakcija : End Point

Inicijalna A reagensa : <0.2 Abs

Pipetirati u epruvete :

Auz Ast Aspr

Uzorak 16 uL - -
Standard - 16 uL -
Dejonizovana voda - - 16 L
Reagens 1 800 uL 800 pL 800 pL

Pripremljene rastvore promesati i posle 3-4 minuta izmeriti
apsorbancije uzorka (Auz1) i standarda (Ast1) na 546 nm, prema
slepoj probi (Aspr), a zatim dodati:

Auz Ast Aspr

Reagens 2 200 pL 200 yL 200 pL

Reagens 1 (Rg.1) 2 x100 mL

Reagens 2 (Rg.2) 1 x50 mL

Standard mokracne kiseline 1x5mL

SASTAV REAGENASA

Rg.1 Fosfatni pufer pH 7 100 mmol/L
TBHBA 1 mmol/L
Surfaktanti

Rg.2 Fosfatni pufer pH 7 100 mmol/L
Urikaza > 200 U/L
POD > 5 KU/L
4-AAP 0,5 mmol/L
Stabilizatori
Konzervansi

Standard mokraéne kiseline koncentracija je na bocici
UPOZORENJE

1. Koristiti isklju€ivo za dijagnostiku in vitro.

2. Voditi racuna o propisanoj eliminaciji otpada. Ako se odbacuje u
kanalizaciju, isprati velikom koli¢inom vode.

3. Da bi se izbegla kontaminacija koristiti Cist pribor ili laboratorijsku
opremu za jednokratnu upotrebu.

PRIPREMA REAGENSA
Reagens je spreman za upotrebu.

Promesati reakcionu smesu i inkubirati 10 minuta na 20-30°C ili 5
minuta na 37°C, a zatim izmeriti apsorbancije uzorka (Auz2) i
standarda (Ast2) prema slepoj probi reagensa (Aspr) na A= 546 nm.

KALIBRACIJA

Za kalibraciju koristiti standard mokracne kiseline ili multikalibrator
Tip kalibracione krive : Linearan

Rekalibraciju vrsiti :

- nakon promene serije reagensa

- ukoliko su dobijene vrednosti kontrola izvan prihvatljivog opsega

KONTROLA KVALITETA
Za kontrolu kvaliteta preporucuje se kori§éenje kontrolnih seruma.
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IZRACUNAVANJE
(A2 - A1)uzorka
(A2 - A1)kalibratora

kalibratora

NAPOMENA
Ako je uzorak urina zamucéen, zagrejati urin na 60°C u toku 10
minuta da bi se mokraéna kiselina rastvorila.

REFERENTNE VREDNOSTI

Serum / plazma :
Muskarci: 202 — 416 pmol/L
Zene: 142 — 339 pmol/L

Urin (prema Tietz-u) :
Ishrana sa malo purina :
Muskarci <480 mg/24 h urin
Zene < 400 mg/24 h urin
250 — 750 mg/24 h urin
<1000 mg/24 h urin

Normalna ishrana :
Ishrana sa puno purina :

ANALITICKE KARAKTERISTIKE TESTA
Parametri validacije su izraCunati na osnovu rezultata ispitivanja na
analizatorima Roche 902 i Abbott —Alcion.

Opseg merenja

Od 10 do 1400 ymol/L mokracne kiseline.

Ukoliko je koncentracija mokracne kiseline ve¢a od 1400 umol/L,
razblaziti uzorak (1+2) sa fizioloSkim rastvorom i rezultat pomnoziti
sa 3.

Limit detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ)
LoD =4 ymol/L
LoQ= 10 pmol/L

Osetljivost odredivanja (S)
S=A/c=0,24 AmAbs po pymol/L

Interferencije

Na odredivanje mokracne kiselinene ne utiCu slede¢e supstance:
bilirubin ¢ <200 umol/L (11,7 mg/dL)

hemoglobin c<1,0g/L

trigliceridi c<20,0g/L.

Askorbinska kiselina ometa odredivanje i u minimalnim
koncentracijama.

Preciznost odredivanja
Reproducibilnost unutar serije

Uzorak 1 Xsr =257,4 Sd =7,64 KV =2,97 %

Uzorak 2 Xsr=657,2 Sd = 8,48 KV =1,29 %
Reproducibilnost izmedu serija

Uzorak 1 Xsr = 258,86 Sd = 6,89 KV = 2,66 %

Uzorak 2 Xsr =657,30 Sd = 8,45 KV =1,29 %

Korelacija

Uradena je komparativna analiza* izmedu metode firme
BIOANALYTICA i komercijalnog testa druge firme na 75 uzoraka
humanog seruma. Dobijeni su sledeci parametri linearne regresione
analize:

Linearna regresija
y=1,012 x-2,86 ymol/L
r=0,999

Passing-Bablok
y =1,011 -3,01 pmol/L
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