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SKLADOVANI PRI 2-30°C

Reagencie pro méfeni koncentrace
17-hydroxykortikosteroidd
Pouze pro in vitro diagnostiku v klinickych laboratofich.

PRINCIP METODY
Vzorek je upraven kaolinem a po priichodu neutralnim adsorbénim
ionexem (pryskyfice) na koloné jsou 17-hydroxykortikosteroidy (17-
OH) zachyceny. Interferujici ¢astice jsou na koloné vymyty a 17-
hydroxykortikosteroidy  jsou poté  kvantitativné  stanoveny
spektrofotometricky na zakladé Porter-Silberovy reakce?.

OBSAH A SLOZENI

1. Reagencie. 1 x 10 mL. Kyselina sirova 8 mol/L.
Nebezpeci :
H314 - Zpusobuje tézké poleptani kiize a poskozeni oci.
P303 + P361 + P353 — PRI STYKU S KUZI (nebo s vlasy):
Veskeré kontaminované ¢asti odévu okamzité sviéknéte.
Oplachnéte kizi vodou/osprchujte.

2. Reagencie. 1 x 90 mL. Fosfore€nan sodny- pufr 1 mol/L,
pH 6,6, azid sodny 15 mmol/L

3. Reagencie. 2 x 20. Aktivovany kaolin. 0,25 g.

4. Mikrokolony. 2 x 20. Obsahuiji pfesné navazené mnozstvi
pufrované neutralni pryskyfice.

A. Reagencie. 3 x 55 mL. Kyselina sirova 15 mol/L.
Nebezpedéi :
H314 - Zpusobuje t&Zké poleptani kGize a poskozeni oci.
P303 + P361 + P353 — PRI STYKU S KUZI (nebo s vlasy):
Veskeré kontaminované ¢asti odévu okamzité sviéknéte.
Oplachnéte kuzi vodou/osprchuite.

B. Reagencie. 2 ml pro 55 mL. Fenylhydrazin prach 6 mmol/L,
po rekonstituci.
Nebezpedi :
H301 - Toxicky pfi poziti.H311 — Toxicky pfi styku s kdzi.
H315 - Drazdi kazi. H317 — Muze vyvolat alergickou kozni
reakci. H319 — Zpusobuje vazné podrazdéni oci.
H330 — Pfi vdechovani mlze zpUsobit smrt.
H341 — Podezfeni na genetické poskozeni.
H350 — MlZe vyvolat rakovinu. H372 — Zpusobuje poskozeni
organu pfi prodlouzené nebo opakované expozici ostatni
cesty expozice nejsou nebezpecéné.
P273 — Zabrarite uvolnéni do zZivotniho prostredi.
P280 — Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny
odé&v/ochranné bryle/oblidejovy §tit. P301 + P310 — PRI
POZITi: Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI
STREDISKO nebo lékare.
P305 + P351 + P338 — PRI ZASAZENI OCI: Né&kolik minut
opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li
nasazeny a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve
vyplachovani.

S. Standard. 1 x 5 mL. Kortisol 1.000 mg/L= 2770 Omol/L
v etanolu.
Nebezpeéi :H225 — Vysoce hoflava kapalina a pary.
P420 — Skladujte oddélené od ostatnich materialu.

Pro dalSi varovani a bezpecnostni opatfeni ¢téte bezpecnostni list
(SDS)

SKLADOVANI
Skladujte pfi 2-30°C. Reagencie jsou stabilni do data expirace
uvedené na S§titku, jestlize jsou skladovany uzaviené a je zabranéno
kontaminaci v prabéhu jejich uzivani.
Znamky zhorseni kvality:

Reagencie: Pfitomnost srazeniny, zakalu, AA blanku nad 0,090
(v 1 cm kyveté).
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- Mikrokolony: Nepfitomnost pufru nad krycim diskem pryskyfic

PRIDAVNE REAGENCIE
- Bezvody etanol (Analytické tfidy).
- Redici pomér: Bezvody etanol zfedte nasledovné:
70 mL etanolu + 30 mL destilované vody

PRIPRAVA REAGENCII
Pracovni reagencie : Poklepejte na uzavér lahvi¢ky reagentu B, aby
se prach usadil na dné lahvicky. Pak ji oteviete a pfidejte obsah
lahvi¢ky reagentu A. Uzavfete a tfepejte do rozpusténi. Stabilita je 4
mésice pfi 2-8°C na tmavém misté.
Pracovni standard : Nafedte 17-OH Standard (S) 1/6 s etanolem
(1 mL 17-OH Standardu + 5 mL etanolu). Stabilita je 2 mésice
pfi 2-8°C.

PRIDAVNA ZARIZENI
- Spektrofotometr nebo fotometr s filtrem 370, 410 a 450 nm
- Termostaticka vodni lazen
- Stolni centrifuga

VZORKY
Mog¢. 24 hodinovy vzorek odebrany standardnim postupem. Vzorek
muze byt skladovan maximalné 7 dni pfi 2-8°C, nebo 1 mésic pfi
- 20°C, jestlize je upraveno pH na 3-6 koncentrovanou kyselinou
chlorovodikovou. Vzorek pred testovanim odstfedte nebo Zfiltrujte.

POSTUP

Pfiprava vzorku:
1. Pipetujte do zkumavky (3):

Vzorek 5,0mL

Reagencie (1) 2 kapky
2. Dukladné 3 minuty protfepejte, pak centrifugujte 5 minut pfi 4000

r.p.m.
3. Nalejte supernatant do centrifugani zkumavky a pridejte:
Reagencie (2) [ 20mL

4. Promichejte a 5 minut centrifugujte pfi 4000 r.p.m.

Chromatograficka separace (Poznamka 2)

5. Odstrarte jako prvni horni uzavér a poté spodni uzavér kolony
(4). Pomoci okrouhlého konce pipety zatlacte horni filtr smérem
doll k povrchu pryskyfice tak, abyste ji pfili§ nestlacili. Ponechte
kapalinu volné protékat kolonou ven.

6. Nalejte obsah centrifugacni zkumavky do kolony a ponechte
kapalinu volné protékat kolonou ven.

7. Pridejte do kolony ( poznamka 1):
Destilovana voda 10,0 mL
Eluéni ¢€inidlo(3) 6,0 mL

Ponechte odtéct pry¢
Shirejte eluat

Kolorimetrie:

8. Dulkladné eluat promichejte a pipetujte do uzaviratelnych
centrifugacnich zkumavek:

Reagent Standard Vzorek Vzorek

Blank Blank

Eluat - - 1,0 mL 1,0mL
Pracovni Standard - 0,1 mL - -
Eluéni ¢inidlo 1,0 mL 0,9 mL

9. Vlozte zkumavky do ledové lazné a opatrné pfidejte:
Reagencie (A) - ‘ - 1,0mL ‘ - ‘
Pracovni reagencie 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

10. Nékolikrat zkumavky opatrné protfepejte a ponorte je zpét do

ledové lazné, abyste zabranili prehrati.

11. Zkumavky uzaviete a inkubujte po dobu 15 minut pfi 60°C, nebo

90 minut pfi 37°C.

12. Zkumavky ochladte na pokojovou teplotu (15-30°C) a odeététe

absorbanci (A) vzorku proti vzorku blanku a absorbanci

standardu proti reagent blanku pfi 370, 410 a 450 nm.
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VYPOCET
Koncentrace 17-OH ve vzorku se vypocita:
AA vzorku VE VStC 1
X = x___ x - X CS! = C vzorku
AA sandara Vs Vec Rec

AA se vypodita podle Allenovy korekce?:

AA=2 X Aso - (Aszo + Auso)

Objem vzorku (Vs) je 5 mL, objem eluatu (Vg) je 6 mL, objem eluatu
pfi kolorimetrii (Vec) je 1 mL, objem Standardu pfi kolorimetrii (Vsic) je
0,1 mL, koncentrace Standardu (Cs;) je 166,7 mg/L nebo 461,7
umol/L (standard je nafedén 1/6) a primérna vytéZznost (Rec) je
0,664. Nasledujici vzorec je pro vypocet koncentrace:

AA vzorku x 30,1 = mg/L 17-OH
AA standard X 83,4 = TImol/L 17-OH

Mnozstvi 17-OH ve 24 h/ vzorku moce se vypocita:

mg/L 17-OH mg 17-OH/24 h
X VMozerah (L) =

pmol 17-OH/24 h

pmol/L 17-OH

REFERENCNi HODNOTY
Zeny: 2 - 8 mg/24-h =5,5— 22,2 ymol/24-h
Muzi: 3 - 10 mg/24-h = 8,3 — 27,7 pymol/24-h
Tyto hodnoty® jsou pouze orientaéni; Kazda laboratof by si méla
stanovit sva vlastni normaini rozmezi.

KONTROLA KVALITY
Pro ovéfeni spravnosti méfeni se doporuéuje pouzit Kontrolni mo¢
(k6d. 18036 a 18037). Kazda laboratof by si méla stanovit svoji
vlastni vnitfni kontrolu kvality a postupy pro napravna jednani,
jestlize kontroly nejsou v toleranénim rozpéti.

METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA
- Detekéni limit: 1,3 mg/L = 3,4 umol/L.
- Linearita: do 72 mg/L = 200 pmol/L. PFi vySSich hodnotach zfedte
vzorek 1/2 destilovanou vodou a opakujte méfeni.
- Opakovatelnost (jednoho vzorku):

Prumérna koncentrace CV n
‘ 2,8 mg/L = 7,8 pmol/L ‘ 9.3% ‘ 25 ‘
10,5 mg/L = 29,0 pymol/L 9.7% 25
- Reprodukovatelnost (run to run):
Primérna koncentrace CVv n
‘ 2,8 mg/L = 7,8 pmol/L ‘ 11,2 % ‘ 25 ‘
10,5 mg/L = 29,0 pmol/L 9,1 % 25

- Citlivost: 11,6 mA.L/mg = 4,19 mA.L/umol.

— Spravnost: Vysledky ziskané touto soupravou nevykazovaly
systematické rozdily ve srovnani s teoretickymi hodnotami.
Podrobnosti o porovnavaci zkousce jsou k dispozici na vyzadani.

— Interference: Nékteré léky a dal3i latky mohou interferovat®.
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DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA
17-Hydroxyketosteroidy jsou metabolity steroidnich hormonu
z kortisolového metabolismu. Jsou charakterizovany hydroxylovou
skupinou na uhliku 17. Tvofi se v jatrech a vyluCuji se moci.
Mnozstvi 17-OH v mo¢i indikuje mnozstvi kortisolu uvolnéného
z adrenalniho kortexu do krve.

ZvySené hodnoty 17-OH se nalézaji u Cushingova syndromu jako
vysledek adrenalniho tumoru, tumoru hypofyzy, ektopického tumoru,
a ostatnich pficin jako jsou: obezita, hypertense a t&hotenstvi.>®
Snizené hodnoty se nalézaji u Addisonova onemocnéni.®®

Klinicka diagnéza by neméla byt stanovena jen na zakladé vysledku
jednoho testu, ale mély by byt propojeny klinické a laboratorni Gdaje.

POZNAMKY
1. Test je mozné vtomto kroku stanoveni prerusit. Skladujte
v uzaviené zkumavce pfi 2-8°C, maximalné viak po dobu 3 dn(.

2. Dlouhé uskladnéni kolonek vede k utlaeni pryskyfice a tim i ke
zpomaleni pratoku. Pro obnovu jejich funkce obratte kolonu pred
stanovenim na 10 minut tak, aby se pryskyfice pfesypala. Poté
kolonu umistéte do pracovni polohy a pryskyfici nechte usadit.
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UPOZORNENI
Preklad revidovan k datu: 3.1.2022.
Vzhledem kmozné inovaci vyrobku Vam  doporucujeme
prekontrolovat cesky preklad s originalnim pfibalovym letakem
porovnanim podle identifikaniho isla navodu uvedeném v zapati.
Originalni navod najdete v soupravé a na internetové adrese:
www.biosystems.es.
Cesky navod je k dispozici na: www.jktrading.cz
Vyhradni distributor:
CR : JK-Trading spol.s.r.0., Kfivatcova 421/5,150 21 Praha 5,
tel.: +420 257 220 760
SK : JK-Trading spol.s.r.o., DIh& 43, 900 31, Stupava
tel.: + 421 264 774 591

V pfipadé mimofradnych udalosti:

CR : Toxikologické informaéni stfedisko (TIS), klinika pracovniho
lékarstvi 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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