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PRINCIiP METODY
Vzorka sa upravi kaolinom a prechadza neutralnou adsorp&nou
Zivicou, kde sa 17 — hydroxykortikosteroidy (17-OH) zachytia.
Interferujuce Castice sa vymyju a 17-OH sa stanovia
kvantitativne spektrofotometricky pomocou Porter-Silberovej
reakcie.!

OBSAH A ZLOZENIE
1. Reagencia. 1X10 ml. Kyselina sirova 8mol/l.
Vystraha :
H314 — Spbsobuje tazké poleptanie koZe a poskodenie oci.
Upozornenie :
P303+P361+P353 — PRI STYKU S KOZOU (alebo vlasami) :
VSetky kontaminované Casti odevu okamzite vyzlecte. Kozu
oplachnite / osprchujte vodou.
2. Reagencia. 1X90 ml. Fosfore¢nan sodny — pufer 1 mmol/l,
pH 6,6, aid sodny 15mmol/l.
3. Reagencia. 2X20. Aktivovany kaolin. 0,25g.
4. Mikrokolény. 2X20. Obsahuju presne navazené mnozstvo
pufrovanej neutralnej Zivice.
A. Reagencia . 3X55ml. Kyselina sirova 15mol/l.
Vystraha :
H314 — Spobsobuje tazké poleptanie koze a poskodenie o¢i.
Upozornenie :
P303+P361+P353 — PRI STYKU S KOZOU (alebo vlasami) :
VSetky kontaminované Casti odevu okamzite vyzlecte. Kozu
oplachnite / osprchujte vodou.
B. Reagencia. 2X55ml. Praskovy fenylhydrazin 6mmol/l po
rekonstitucii.
Vystraha :
H301 — Toxicky pri poziti.
H315 — Drazdi kozu.
H317 — Méze vyvolat alergicku koznu reakciu.
H319 — Sposobuje vazne podrazdenie oéi.
H330 — Pri vdychovani méze spdsobit smrt'.
H341 — Podozrenie na genetické poskodenie.
H350 — Méze vyvolat rakovinu .
H372 — Spdsobuje poskodenie organov pri prediZzenej alebo
opakopvanej expozicii. Ostatné cesty expozicie nie st
nebezpecné>.
Upozornenie :
P273 — Zabrarite uniku do Zivotného prostredia.
P280 — Pouzivajte ochranné rukavice/ochranny
odev/ochranné okuliare/ §tit na tvar.
P301 + P310 — PRI POZITi: Okamzite volajte
TOXIKOLOGICKE INFORMACNE STREDISKO alebo
lekara.
P305 + P351+ P338 - Po zasiahnuti o€i : Niekolko minut ich
opatrne oplachujte vodou. Ak pouZzivate kontaktné SoSovky a
je to mozné, odstrarite ich. PokraCujte vo vyplachovani.
S. Standard. 1X5ml. Kortizol v etanole 1000mg/I
= 2770 pmol/l
Vystraha :
H225 — Velmi horfava kvapalina a pary
Upozornenie :
P420 — Skladujte oddelene od ostatnych materialov.

Dalsie varovania a upozornenia — vid bezpe&nostny list.
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SKLADOVANIE
Skladujte pri 2 — 30°C.
Reagencie a Standard su stabilné do datumu uvedeného na
Stitku v pripade, Ze su skladované uzatvorené a je zabranené
kontaminacii v priebehu pouzivania.
Priznaky zhorSenia kvality :
» Reagencie : Pritomnost zrazeniny, zakalu , absorbancia
blanku nad 0,090 (1cm kyveta)
*» Mikrokolony : nepritomnost pufru nad krycim diskom Zivice.

PRIDAVNE REAGENCIE
* bezvody etanol p.a.
* eluéné rozpustadlo : zriedte bezvody etanol :
70ml etanolu + 30ml destilovanej vody

PRIPRAVA REAGENCIi
Pracovna reagencia : Jemne poklepte na uzaver flasticky
reagencie B tak, aby sa prasok usadil na jej dne . Potom
flasticku otvorte a pridajte k nej obsah flasticky s reagenciou A.
Uzatvorenu flasti¢ku pretrepavajte az do Uplného rozpustenia .
Takto pripraveny roztok je stabilny 4 mesiace. Skladujte v tme
pri 2-8°C.
Pracovny $tandard : Zriedte 17-OH Standard (S) v pomere
1: 6 s etanolom ( 1 ml 17-OH Standardu + 5 ml etanolu).
Stabilny 2 mesiace pri 2 — 8°C.

PRIDAVNE ZARIADENIA
» Spektrofotometer alebo fotometer s filtrom 370,410 a 450nm
» Termostaticky vodny kupel
» Stolna centrifiga

VZORKY
Mog. 24 hodinové vzorky odobrané Standardnym spésobom.
Udrzujte pri 2-8°C a pouzite do 24 hodin. Vzorky mézu byt
skladované pri 2-8°C po dobu max. 7 dni, alebo pri -20°C po
dobu 1 mesiaca pri pH upravenom na hodnotu 3 — 6 pomocou
koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej. Pred testovanim
vzorku odstredte alebo prefiltrujte.

POSTUP

Priprava vzorky
1. Do jednorazového reagentu ( 3) pridajte :

vzorka ‘ 5,0ml

Reagencia (1) ‘ 2 kvapky

2. Pretrepavajte 3 minuty a centrifugujte 5 minat pri 4000
otackach/ minutu.
3. Nalejte supernatant do uzavieratelnej skimavky a pridajte :

Reagencia (2) ‘ 2,0ml

4. PremiesSajte a centrifugujte (4000 ot/min ; 5 minut)
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Chromatograficka separacia

5. Najprv odstrante horny uzaver koloény (4), potom uzaver v jej
spodnej €asti. Pomocou okruhleho konca pipety zatlacte
horny filter smerom dole k povrchu Zivice tak, aby ste ju prili§
nestlacili. VSetku kvapalinu nechajte volne vytiect von.

6. Nalejte supernatant z centrifuga¢nej skimavky do kolény a
kvapalinu nechajte kompletne vytiect von.

7. Do kolény pridajte ( poznamka1) :

Destilovana voda 10,0 mi nechajte volne vytiect von

Elu¢né rozpustadlo 6,0 ml Eluat zachytte

Kolorimetria
8. Eluat dékladne premiesajte a pipetujte do centrifugacnej
skumavky :

reagent | Standard @ vzorka vzorka
blank blank
Eluat - - 1,0 ml 1,0 ml
Pracovny Standard - 0,1 mi - -
Eluéné rozpustadio 1,0 ml 0,9 ml - -

9. Vlozte skumavky do ladového kupela a opatrne pridajte :

Reagencia (A) - - 1,0ml

Pracovna reagencia 1,0ml 1,0ml - 1,0ml

10. Skumavky niekolokrat opatrne premiesajte a potom ich
ponorte spat’ do ladového kupela, aby ste zabranili ich
prehriatiu.

11. Skumavky uzatvorte a inkubujte 15 minut pri 60°C alebo 90
minut pri 37°C.

12. Ochladte na izovu teplotu (15 — 30°C) a odCitajte

absorbancie vzorky (A) pri 370,410 a 450 nm
oproti vzorka blanku a $tandardu oproti reagent blanku.

VYPOCET
Koncentracia 17-OH vo vzorke sa vypodita :
AA vzorky \Y E VStc 1

X X X X Csr = Cvzorky
AA gtandardu Vs Vec Rec

AA sa vypocita aplikaciou Allenovej korekcie :
AA =2 X Ao - (As70+Aasso)

Objem vzorky (Vs) je 5ml, objem eluatu (Ve) je 6ml, objem
eluatu pri kolorimetrii (Vec) je 1 ml, objem Standardu pri
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kolorimetrii (Vi) je 0,1ml, koncentracia Standardu (Cx) je
166,7mg/l alebo 461,7 ymol/l (Standard je zriedeny v pomere
1:6) a priemerna vytaznost ( Rec) je 0,664. Nasledujuci vzorec
sluzi pre vypocet koncentracie :

AA yzorky x 30,1 mg/| 17-OH

AA Standardu X 83,4 = pmol/l 17-OH

Mnozstvo 17-OH v 24 hodinovej vzorke moci sa vypocita :

mg/l 17-OH mg17-OH/24 h
x V moc¢a/24 h (L)

umol/l 17-OH umol 17-OH/ 24 h

REFERENCNE HODNOTY

Zeny : 2—8mg/24h = 55-22,2 uymol/24 h .

Muzi : 3—-10mg/24 h = 8,3—-27,7 ymol/24 h .

Tieto hodnoty *su iba orientané. Kazdé laboratérium by si
malo stanovit svoje vlastné, normalne rozmedzie.

KONTROLA KVALITY

Pre overenie spravnosti merania sa odporuca pouzit Kontrolny
mo¢ ( koéd 18036 a 18037). Kazdé laboratérium by si malo
stanovit svoju vlastnu vnatornu kontrolu kvality a postupy pre
napravu pre pripad, Zze kontroly nie su v toleranénom rozpati.

METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA

+ detekény limit : 1,3mg/l = 3,4 pmol/l

* linearita : 72mg/l = 200 pmol/l ; pri vysSich hodnotach
vzorku nariedte na 1/2 destilovanou vodou a meranie
opakuijte.

+ opakovatelnost ( jednej vzorky) :

Priemerna koncentracia CVv n
2,8mg/l = 7,8 ymol/l 9,3% 25
10,5mg/l = 29,0 ymol/l 9,7% 25

* reprodukovatelnost ( run to run) :

Priemerna koncentracia CVv n
2,8mg/l = 7,8 ymol/l 11,2% 25
10,5mg/l = 29,0 ymol/l 9,1% 25

« citlivost’ : 11,6 mA.L/mg = 4,19 mA.L/umol

« spravnost : vysledky ziskané touto supravou pri porovnani
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s teoretickymi hodnotami nevykazovali systematické rozdiely.
Podrobnosti o porovnavacej skuske su k dispozicii na
vyziadanie .

« interferencie : Interferovat mézu niektoré lieky a dalSie
latky*.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA

17- hydroxykortikosteroidy su metabolitom steroidného
hormonu kortizol. Su charakteristické tym, Ze maju hydroxylovu
skupinu na 17 uhliku. Vytvaraju sa v pec€eni a vylu€uju sa
moc¢om. MnozZstvo 17-OH namerané v moc¢i indikuje mnozstvo
kortizolu, ktory sa uvolni z adrenalneho kortexu do krvi.
Zvysené hodnoty 17-OH sa vyskytuju pri Cushingovom
syndréme ako vysledok adrenalneho tumoru, pri tumore
hypofyzy, pri ektopickom tumore a i v inych pripadoch, ako je
obezita, hypertenzia a tehotenstvo. *® ZniZzené hodnoty sa
mézu vyskytovat pri Addisonovej chorobe. 3°

Klinicka diagn6za by nemala byt stanovena len na zaklade
vysledku jediného testu, je potrebné zhodnotit klinickeé i dalSie
laboratérne udaje.

POZNAMKY

1. Testovanie méze byt v tomto bode prerusené. Skladujte v
uzatvorenej skimavke maximalne 3 dni pri teplote 2 — 8°C.

2. Poznamka distributora : Dlhodobé skladovanie kolon vedie
k utlaCeniu Zivice, ¢im sa spomali prietok kvapaliny cez tuto
zivicu. Pre obnovu funkcie obratte kolénu pred stanovenim
tak, aby sa Zivica presypala a ponechajte tak cca 10 minut.
Potom kolénu umiestnite do pracovnej polohy a Zivicu
nechajte usadit.
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UPOZORNENIE
Slovensky preklad k 17.7.2020.
Vzhladom k moznej inovécii vyrobku sa odporuca
prekontrolovat slovensky preklad s originalnym pribalovym
letakom tak, Zze sa porovnaju identifikacné Cisla uvedené v
zapati. Originalny navod najdete v sUprave a na internetovej
adrese www.biosystems-sa.com.
Slovensky navod je k dispozicii na www.jktrading.cz
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Vyhradny distributor:
CR : JK-Trading spol.s.r.o., Kfivatcova 421/5,150 21 Praha5,
tel.: +420 257 220 760

SK : JK-Trading spol.s.r.0., DIha 43, 900 31, Stupava
tel.: + 421 264 774 591

V pripade mimoriadnych udalosti:

CR : Toxikologické informaéni stfedisko (TIS), klinika

pracovniho Iékafstvi VFN a . LF UK,

tel.: +420 224 91 92 93 a +420 224 91 54 02

SK : Toxikologické informaéné centrum Bratislava, 833 05,
Limbova 5, tel.: +421 254 774 166
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