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CITOLAB 11
Тест-смужки для швидкого виявлення уробіліногену, глюкози, білірубіну, кетонів, питомої ваги, крові, pH, білку, нітритів, лейкоцитів та аскорбінової кислоти в сечі
В даній інструкції описана методика виявлення усіх досліджуваних речовин за допомогою тест-смужок. Комбінація досліджуваних речовин залежить від конкретного типу смужки і вказана на упаковці. Перед використанням тесту уважно прочитайте надпис на упаковці де вказано які досліджувані речовини визначає даний тип смужки.

Інструкція
Використання

Реагентні смужки призначені для експрес аналізу сечі з метою виявлення уробіліногену, глюкози, білірубіну, кетонів (ацетооцтової кислоти), питомої ваги, крові, pH, білку, нітритів, лейкоцитів та аскорбінової кислоти. Лише для  in vitrо діагностики. Результати тестування можуть надати інформацію про стан вуглеводного обміну, функції нирок і печінки, кислотно-лужного балансу та інфекції сечовивідних шляхів. Облік результатів тестування проводиться візуально шляхом порівняння реагентної смужки зі шкалою кольорів, яка нанесена на контейнер або за допомогою аналізатору. При візуальному проведенню обліку результатів необхідно дотримуватись усіх настанов, які вказані в даній інструкції, а при використанні аналізатора – керівництва з експлуатації апарату. 

Процедура тестування

Для отримання вірних результатів слід дотримуватися процедури тестування. 

1. Дістаньте смужку із контейнера і відразу закрийте його кришечкою. Огляньте смужку. Тест-смужка не придатна для використання, якщо тестова ділянка знебарвлена чи потемніла. 

2. Занурте тестову ділянку смужки в сечу не більш ніж на 2 секунди. 

3. Проведіть ребром смужки по краю ємкості для того щоб видалити залишки сечі, при цьому, тестова ділянка не повинна торкатися  краю ємкості. 

4. Тримаючи смужку в горизонтальному положенні, промокніть її адсорбуючим матеріалом для остаточного видалення залишків сечі. Надлишок сечі може привести до взаємодії реактивів сусідніх зон на тестовій ділянці і як результат до появи невірних результатів тестування.  

5. Облік результатів тестування проведіть через 60 секунд, а для визначення лейкоцитів – через 90-120 секунд, при відмінному освітленні шляхом порівняння результатів тестування зі шкалою кольорів на контейнері. Під час обліку результатів смужку слід тримати в горизонтальному положенні для того, щоб уникнути взаємодії реактивів сусідніх зон на тестовій ділянці у випадку надлишку сечі.
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Реагентні зони

1. Уробіліноген (Urobilinogen)
Принцип: в основі лежить модифікована реакція Ерліха. Присутній у зразку уробіліноген реагує із реактивом Ерліха в результаті чого утворюється сполучення рожевого кольору. Реагентна зона змінює колір від світло оранжевого через рожевий до темно рожевого в залежності від вмісту уробіліногену в зразку. 

Реагенти: 4-метоксібензедіазонія 2,9 мг.

Очікувані результати: в нормі концентрація уробіліногену в сечі становить від 0,1 до 1,0 Од. Ерліха/дл (мг/дл). Якщо результат перевищує 2,0 мг/дл, необхідно додаткове обстеження пацієнта і подальше дослідження сечі.

Пороговий рівень: чутливість тесту становить 0,1 Од. Ерліха/дл. Проте негативний результат не встановлює факт відсутності уробіліногену в сечі. У пацієнтів з підвищеним рівнем екскреції уробіліногену результат даного тесту корелюється із   результатами спектрофотометричного методу Уотсона – Шварца.  

Обмеження методу: дана реагентна зона може вступати в реакцію з тими речовинами, які взаємодіють із реагентом Ерліха, наприклад, р-аміносаліцилова кислота. Ліки, які містять азогантризин, можуть давати золотисте забарвлення реагнетної зони, що може маскувати результат. Тест не використовується для визначення порфобіліногену. 
2. Глюкоза (Glucose)
Принцип: глюкооксидаза каталізує окисленння глюкози з утворенням пероксиду водню, який за участю пероксидази потім окислює хромоген реагентної зони. 

Реагенти: глюкооксидаза 430 Од.; пероксидаза 200 Од.; йодид калію 12 мг. 

Очікувані результати: в нормі глюкоза в сечі не визначається, хоча все ж таки може виділятися з сечею в незначній кількості. Реагентна зона може визначити глюкозу в концентрації біля 50 мг/дл. Концентрація глюкози на рівні 100 мг/дл вважається патологією. 

Пороговий рівень: мінімальний рівень визначення глюкози становить біля 50 мг/дл. Даний тест є високо специфічним у визначенні глюкози. Реагентна зона не реагує із лактозою, галактозою, фруктозою та метаболітами лікарських препаратів (саліцилатів та налідиксової кислоти).  

Обмеження методу: наявність аскорбінової кислоти (більш ніж 50 мг/дл) та кетонових тіл (більш ніж 40 мг/дл) можуть дати хибнонегативний результат для проб, які містять малу кількість глюкози (100 мг/дл). Проте, на практиці подібне поєднання таких рівнів кетонів із низьким вмістом глюкози є метаболічно малоймовірним. Реакційна здатність тесту знижується із збільшенням питомої ваги та рН сечі, а також може залежати від температури.  

3. Білірубін (Bilirubin)
Принцип: реакція азопоєднання білірубіну із сіллю діазонію в кислому середовищі з утворенням азобарбника. Реагентна зона змінює колір із жовтуватого до бежевого та рожевого.  

Реагенти: нітрит натрію 0,733 мг, 2,4-дихлорбензолдіазонію 2,3 мг, сульфосаліцилова кислота 25 мг.

Очікувані результати: В нормі білірубін не повинен визначатися в сечі навіть самими чутливими методами. Виявлення навіть слідів білірубіну підтверджує патологію і потребує подальшого дослідження. 

Пороговий рівень: чутливіть тесту становить 0,5 мг/дл білірубіну.  

Обмеження методу: метаболіти лікарських препаратів (наприклад, пірідума, сереніума), які дають забарвлення сечі при низьких значенням рН, можуть дати хибнопозитивний результат. Індикан (індоксил сульфат) може дати забарвлення реагентної зони від жовто-оранжевого до червоного кольору і таким чином ускладнити проведення обліку результату. Також хибнопозитивний результат можна отримати при наявності в сечі діагностичних та лікарських барвників.  Наявність аскорбінової кислоти в концентрації більш ніж 25 мг/дл може спричинити появу хибнонегативного результату.  

4. Кетони (Ketones)
Принцип: реакція Легаля із нітропрусидом. Ацетооцтова кислота в лужному середовищі реагує із нітроферицианідом (нітропрусидом натрію) при цьому колір зони змінюється із бежевого на червоно-фіолетовий. 

Реагенти: нітропрусид натрію 23,0 мг.

Очікувані результати: в нормі при відсутності патології  кетонові тіла не повинні визначатися в сечі. 

Пороговий рівень: деякі зразки сечі, які мають високу питому вагу та низький рН, можуть показувати вміст кетонових тіл на рівні слідів в сечі. Клінічне судження та обґрунтування необхідне для підтвердження даного результату.  

Обмеження методу: при вираженій пігментації сечі чи значному вмісту метаболітів леводопи зразок сечі може показати при тестуванні позитивний результат (сліди). Кетонові тіла на рівні визначення можуть з’являтися в сечі в результаті фізіологічного стресу (лікувального голодування, вагітності, значних фізичних навантажень), а також при кетоацидозі, при порушеннях вуглеводного та ліпідного обмінів. Підвищений рівень кетонів в сечі може з’явитися раніш ніж збільшення їх рівня в сироватці. 

5. pH (pH)
Принцип: в основі лежить двухіндикаторний принцип. Суміш індикаторних барвників  метилового червоного та бромтимолового синього дають при різних значеннях pH зміну кольору від  оранжевого до зеленого та синього (pH від 5,0 до 9,0).

Реагенти: метиловий червоний 0,05 мг; бромтимоловий синій 0,5 мг.

Очікувані результати: pH сечі зазвичай становить від 5 до 9 і є важливим показником метаболічних процесів та функціонального стану нирок, печінки, дихальної системи. 

Пороговий рівень: реагентна зона визначає рН в діапазоні від 5 до 9 із точністю до 1 одиниці. 

Обмеження методу: надлишок сечі на смужці може привести до переміщення кислого буферу із сусідньої зони визначення білку в зону визначення рН, що може змінити значення рН на кисле, хоча сеча насправді була нейтральна чи лужна.  Дане явище називається «ефектом переливання». 

6. Кров (Blood)
Принцип: в основі реакції лежить пероксидазоподібна активність гемових компонентів гемоглобіну і міоглобіну. При наявності гему хромоген окислюється гідропероксидом, в результаті чого проходить зміна забарвлення із жовтого до синього кольору. 

Реагенти: куменовий гідропероксид 12 мг, 
o-толідін 35 мг.

Очікувані результати: клінічне значення слідів крові в сечі може відрізнятися для кожного конкретного пацієнта. Тому, в кожному індивідуальному випадку необхідно додаткове обстеження для оцінки слідів крові в сечі.  Поява в сечі гемоглобіну вказує на захворювання нирок чи пошкодження сечовивідних шляхів. Тест має високу чутливість до гемоглобіну (чутливість до цілих еритроцитів дещо менша) і тим самим є доповненням до мікроскопічного дослідження. Кров часто спостерігається в сечі жінок в період менструації. 

Пороговий рівень: чутливість тесту до вільного гемоглобіну та міоглобіну дещо більша ніж до незруйнованих еритроцитів. Чутливість тесту зменшується при збільшенні питомої ваги сечі чи підвищенні вмісту аскорбінової кислоти. Поява на реагентній зоні зелених плям свідчить про наявність в сечі незруйнованих еритроцитів. 

Обмеження методу: підвищений рівень питомої ваги чи рівня білку можуть знизити чутливість тесту при визначенні крові в сечі. При інфекції сечовивідних шляхів мікробна пероксидаза може дати хибнопозитивний результат. Підвищений рівень аскорбінової кислоти більше 40 мг/дл може спровокувати появу хибнонегативного результату при низькому вмісту (на рівні слідів) гемоглобіну.  

7. Питома вага (Specific Gravity)
Принцип: дисоціюючи сполучення, які присутні в сечі, сприяють вивільненню протонів ( іонів водню) із поліелектроліта. При цьому відбувається зниження рН сечі, в результаті чого змінюється колір індикатора бромтимолового синього із синього до зеленого та жовтого. 

Реагенти: бромтимоловий синій 0,5 мг; полі-вініловий ефір-АЛТ- малеінової кислоти ангідрид 140,5 мг.

Очікувані результати: 
сеча дорослої людини в нормі має питому вагу від 1,003 до 1,040. Питома вага першої ранкової сечі становить від 1,015 до 1,025. Питома вага разової проби сечі новонародженого становить 1,002-1,004. При значному пошкодженні нирок питома вага сечі тримається на рівні 1,010 (питома вага первинної сечі). 

Пороговий рівень: тест визначає питому вагу в діапазоні від 1,000 до 1,030 із кроком 0,005 (1,000, 1,005, 1,010, 1,015, 1,020, 1,025 і 1,030). Для сильно забуференої лужної сечі облік результату при візуальному аналізі може бути ускладнений.
Обмеження методу: при наявності незначної кількості білку при візуальному аналізі результат може дещо бути завищеним. Питома вага сечі збільшується також при наявності в сечі глюкози. 

8. Білок (Рrotein)
Принцип: в основі лежить феномен, відомий як «білкова помилка рН індикатора». При постійному значенні рН, який підтримується завдяки буферу, індикатор віддає іони Н+ при наявності білка, в результаті чого колір змінюється із жовтого на синьо-зелений.  

Реагенти: тетрабромфенол синій 0,34 мг.

Очікувані результати: в нормі сеча зазвичай містить деяку кількість білку, тому, тільки стійке підвищення рівня білку в сечі вказує на захворювання нирок чи сечовивідних шляхів. Стійкі результати на рівні слідів чи вище вказують на протеінурію, яка потребує подальшого клінічного дослідження для оцінки даного результату.  

Пороговий рівень: чутливість тесту при визначенні білку становить 10 – 15 мг/дл.  

Обмеження методу: сильно лужна сеча (pH ≈ 9) може дати хибнопозитивний результат. Інтерпретація результатів ускладнена в мутних зразках сечі.
9. Нітрити (Nitrite)
Принцип: в основі лежить реакція діазотування нітритів із ароматичними амінами з утворенням солі діазонія з послідуючою реакцією азосполучення солі діазонія із ароматичними сполученнями, які містяться на реагентній зоні. Утворення азобарвника приводить до зміни кольору з білого на рожевий. 
Реагенти: п-арсанілова кислота 4,5 мг.

Очікувані результати: в нормі сеча не містить нітрити. Наявність останніх свідчить про бактеріурію, яка може бути спричинена інфекцією нирок, сечоводів, сечового міхура чи уретри. Пороговий рівень: щоб візуально виявити наявність нітритів, рекомендується порівняти реагентну зону смужки із білим фоном, інакше зміна кольору при низькому вмісті нітритів може залишитися не заміченою. Тест на нітрити специфічний і не дає перехресної реакції ні з якими іншими речовинами, які виводяться із сечею в нормі. 

Обмеження методу: при появі однорідного рожевого забарвлення будь-якої інтенсивності результат тесту вважається позитивним. Проте, якщо забарвлення з’являється лише по краям смужки чи у вигляді плям, результат тестування не вважається позитивним. Будь-яке рівномірне рожеве забарвлення, тобто позитивний результат, означає що зразок містить близько 105 бактерій/мл, при цьому інтенсивність забарвлення реагентної зони не відповідає кількості бактерій, які містить зразок. Зразок сечі повинен бути протестованим протягом 4 годин від моменту його забору. Сеча, яка зберігалася більш тривалий час, може дати хибнонегативний чи хибнопозитивний результат в зв’язку із бактеріальним забрудненням. 

10. Лейкоцити (Leukocytes)
Принцип: реагентна зона містить індоксиловий ефір і сіль діазонію. В присутності естерази лейкоцитів утворюються ароматичні аміни, які вступають в реакцію азосполучення із сіллю діазонію. Утворення азобарвника приводить до зміни кольору на реагентній зоні із бежевого на фіолетовий.  

Реагенти: індоловий эфір амінокислоти 1,3 мг. Очікувані результати: в нормі сеча не містить лейкоцити. Наявність лейкоцитів в сечі на рівні слідів може мати сумнівне клінічне значення в індивідуальних випадках.   

Пороговий рівень: тест здатний виявити сліди лейкоцитів на рівні 20 – 25 білих кровяних тілець/ мкл.

Обмеження методу: результати даного тесту не завжди можуть співпадати із кількістю лейкоцитів, виявлених при мікроскопічному дослідженні.  Високі концентрації глюкози, альбуміну, формальдегіду, висока питома вага сечі чи наявність крові можуть дати занижені результати тестування. Висока  концентрація щавлевої кислоти чи  сліди окислювачів можуть дати хибнонегативний результат. 

11. Аскорбінова кислота (Ascorbic Acid)
Принцип: в основі тесту лежить знебарвлення реактиву Тілмана. В присутності аскорбінової кислоти колір реагентної зони змінюється із зеленого на жовтий.

Реагенти: натрієва сіль 2,6-діхлоріндофенолу 0,8 мг. 

Очікувані результати: низький вміст аскорбінової кислоти (біля 50 мг/дл)  в сечі може вплинути на результати тестування на глюкозу, кров і білірубін при низькому вмісті останніх в зразку сечі, а при концентрації 200 мг/дл і вище можна спостерігати значний вплив. У випадку виявлення аскорбінової кислоти в сечі, тест слід повторити через 24 годити, при цьому не приймати аскорбінову кислоту протягом цього часу. 

Пороговий рівень: чутливість тесту на виявлення аскорбінової кислоти становить 20 мг/дл. Можливі хибнопозитивні реакції з іншими відновниками.

Обмеження методу: інтерференції не виявлено.

Контроль якості
Тест-смужки необхідно зберігати та використовувати відповідно до вимог, вказаних в інструкції. Можливі помилки при тестуванні зазначені в розділі «Обмеження методу». Кожній лабораторії слід встановити свої власні стандарти виконання. 

Зберігання

· Після того, як Ви дістали необхідну кількість смужок, контейнер необхідно відразу закрити, щільно закрутивши кришечку, і зберігати контейнер лише щільно закритим. 

· Зберігати в сухому прохолодному місці при температурі від 2 до 30°С. Не зберігати в холодильнику. Не заморожувати.

· Уникати вологи та прямих сонячних променів.

· При зберіганні в контейнері смужки стабільні до закінчення терміну придатності, вказаного на упаковці. 

· Не використовувати після закінчення терміну придатності.   
· Термін придатності 24 місяці.
Застереження

· Лише для in vitro діагностики.

· Для професійного використання.

· Тест-смужки призначені лише для дослідження сечі і не повинні використовуватися для аналізу інших біологічних рідин організму.

· Як і у всіх випадках діагностики, заключний діагноз чи терапевтичне рішення не повинно базуватися лише на результаті одного тестування. 

· Вплив ліків чи метаболітів на результат тестування в деяких випадках заздалегідь невідомий. Тому, у сумнівних випадках рекомендується повторити тестування після відміни медикаментів, які могли потенційно вплинути на результати тестування.  

· Не виймати осушувач із контейнеру зі смужками.

· Не торкатися до тестової ділянки на смужці. 

· Відкривати контейнер і діставати смужки потрібно безпосередньо перед тестуванням.

· Місце роботи повинно бути чистим і без слідів детергентів чи інших хімікатів.

· Зберігати в недоступному для дітей місці. 

· Кожна тест-смужка лише для одноразового використання. 

· Дотримання часу обліку результатів, який вказаний на етикетці контейнеру, важливе для отримання вірних результатів. При порушенні часу обліку результатів останній вважається недійсним. 

· Зміни кольору лише по краям тестової ділянки не слід приймати. Для уникнення цього явища слід обережно видалити залишки сечі на смужці. 
· При роботі із зразками сечі слід притримуватися мір безпеки як і при роботи із потенційно інфікованими біоматеріалами. 
· Під час тестування слід використовувати засоби індивідуального захисту ( одноразові рукавички та інш.) 
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