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ZIMMERMANN

PRINCIP METODY

Vzorek po hydrolyze v kyselém prostfedi nasledné prochazi
neutrdlnim ionexem  (pryskyfice), kde jsou 17-ketosteroidy
zachyceny. Hydrofiini a fenolické interference jsou odstranény
vymytim a 17-ketosteroidy jsou poté eluovany. Jejich mnozstvi se
stanovuje spektrofotometricky na zakladé Zimmermanovy reakce'?.

OBSAH A SLOZENI

1. Reagent. 1 x 5 mL. Hexametylenetetramin 0,7 mol/L, azid
sodny 0,5 g/L.
Nebezpec€i :
H317 — Mlze vyvolat alergickou kozni reakci.H334 — P¥i
vdechovani mlze vyvolat pfiznaky alergie nebo astmatu nebo
dychaci potize.P285 — V pripadé nedostatecného vétrani
pouzivejte vybaveni pro ochranu dychacich cest.P302 — PRI
STYKU S KUZi:P333 + P313 — P¥i podrazdéni kiize nebo
vyrazce: Vyhledejte Iékafskou pomoc/oSetreni.

2. Reagent. 1 x 500 mL. Hydroxid draselny 1 mol/L v etanolu 3,4
mol/L.
Nebezpec€i :
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
kazi vodou/osprchujte.

3. Reagent. 1 x 250 mL. Bezvody etanol 99% (analyticka tfida).
Nebezpeci :
H225 — Vysoce hoflava kapalina a pary.
P420 — Skladujte oddélené od ostatnich materialG.

4. Mikrokolony. 2 x 20. Obsahuji pufrovanou neutralni pryskyfici.

A. Reagent. 2x po 20 mL. m-Dinitrobenzen prach 60 mmol/L,
v etanolu po rozpusténi.
Nebezpeéi :
H300 — P¥i poziti mize zpusobit smrt.H310 — Prfi styku s kizi
muze zpusobit smrt.H330 — Pfi vdechovani mlze zplsobit
smrt.H373 — MUze zpUsobit poskozeni organt pfi prodlouzené
nebo opakované expozici ostatni cesty expozice nejsou
nebezpeéné>.H400 — Vysoce toxicky pro vodni
organismy.H410 — Vysoce toxicky pro vodni organismy, s
dlouhodobymi ucinky. P264 — Po manipulaci dikladné omyjte
....P280 — Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny
odév/ochranné bryle/oblicejovy §tit.P273 — Zabrarite uvolnéni
do zivotniho prostfedi.P284 — Pouzivejte vybaveni pro ochranu
dychacich cest.P301 + P310 — PRI POZITi: Okamzit& volejte
TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo Iékate.

B. Reagent. 1 x 90 mL. Hydroxid draselny 9 mol/L.
Nebezpeéi :
H314 - Zplsobuje tézké poleptani kiize a poskozeni odi.
P303 + P361 + P353 — PRI STYKU S KUZI (nebo s vlasy):
Veskeré kontaminované ¢asti odévu okamzité sviéknéte.
Oplachnéte kizi vodou/osprchuite.

C. Reagent. 1 x 230 mL. Dichlormetan 99%.
Varovani :
H351 — Podezieni na vyvolani rakoviny
P309 + P311 — PRI expozici nebo necitite-li se dobfe: Volejte

mg/L = 3470 pmol/L, etanol. Zakladni standard.
Nebezpecéi :
H225 - Vysoce hoflava kapalina a pary.P420 — Skladujte
oddélené od ostatnich materiald.

Pro dal$i upozornéni a opatfeni viz Karta bezpecnostnich udaju
pFislusného vyrobku.
Pouzivejte pouze mikrokolony (4) a reagenty (2) ze stejné Sarze.

SKLADOVANI

Skladujte pfi 2-30°C. Reagenty jsou stabilni do data expirace
uvedené na Stitku, jestlize jsou skladovany uzaviené a je zabranéno
kontaminaci v prubéhu jejich uzivani.

Znamky zhorseni kvality:

— Reagenty: Pfitomnost srazeniny, zakalu, absorbance reagent

blanku nad 0,100 pfi 520 nm.
— Mikrokolony (4): Nepfitomnost pufru nad krycim diskem pryskyfice.

PRIDAVNE REAGENCIE
—Koncentrovana kyselina chlorovodikova (analyticka kvalita).

PRIPRAVA REAGENCII
Reagent A: Rozpustte suchy prasek ve 20 mL reagentu 3. Stabilita 2
meésice pfi 2-8°C.

PRIDAVNA ZARIZENI
Spektrofotometr nebo fotometr s filtrem 520 nm (515-525)
Termostaticka vodni lazer
— Varna vodni lazen
— Stolni centrifuga

VZORKY
Mo€. 24 hodinovy vzorek odebrany standardnim postupem. Vzorek
mUze byt skladovan maximalné 15 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
Pouzijte pouze mikrokolony (4) a reagenty (2) ze stejné Sarze !
Hydrolyza vzorku:
1.Pipetujte do zkumavky:

Vzorek 5,0 mL
Koncentrovana HCI 1,0 mL
Reagent (1) 1 kapka

2. Ddkladné promichejte a inkubujte zkumavku v horké vodni 1azni po
dobu 10 minut. Pak zkumavku ochladte pod tekouci vodou.(Pozn. 1)

Chromatograficka separace

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

4. Nalejte obsah zkumavky (hydrolyzovany vzorek) do kolony a
ponechte kapalinu volné protékat kolonou ven.

5. Pridejte do kolony:

. N D Destilovana
TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo lékare. voda 2.0 mL ponechte volné protékat ven
S. Standard. 1 x 5 mL. Dehydroepiandrosteron (DHEA) 1000 Reagent (2) 10,0 ml ponechte volné protékat ven
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Destilovana
voda 2,0 mL ponechte volné protékat ven
Reagent (3) 4,0 mL zachytte eluat

6.Eluat dikladné promicheijte.

Kolorimetrie:
7. Pipetujte do oznacenych centrifugacnich zkumavek se
Sroubovacim uzavérem:

Blank Standard Vzorek
Eluat — — 1,0 mL
Reagent (3) 1,0 mL 1,0 mL —
DHEA
Standard o 25k o
Reagent (A) 0,5mL 0,5mL 0,5mL
Reagent (B) 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

8. Dukladné promicheijte, uzavrete a inkubujte 25 min pfi 25°C nebo
60 min. pfi 2-8°C. Potom pfidejte:
[ Reagent(C) | 25mL | 25mL | 25mL |

9. Dukladné promichejte a centrifugujte 5 min pfi 3000 ot./min.

10. Odectéte absorbanci (A) vrchni faze vzorku a standardu proti
blanku pfi 520 nm (Poznamka 2 a 3).

VYPOCET
Koncentrace 17-KS ve vzorku se vypocita podle vztahu:

V '
E X StC X CSI « ——
VS VEc ReC

A Vzorku X

= C Vzorku

A Standardu

Objem vzorku (Vs) je 5 mL, objem eluatu (Ve) jsou 4 mL, objem
eluatu pfi kolorimetrii (Vec) je 1 mL, objem Standardu pfi kolorimetrii
(Vsc) je 0,025 mL, koncentrace Standardu (Cst) je 3470 pumol/L (1000
mg/L) a primérna vytéznost (Rec) je 0,88. Nasledujici vzorec je pro
vypocet koncentrace:

A Vzorku X 22;7 = mg/l— 17-KS
X 78,9 = pmol/L 17-KS

A Standardu

MnozZstvi 17-KS ve 24 h vzorku moce se vypocita:
mg/L 17-KS mg 17-KS/24 h

X Voger24 h (L) =

umol/L 17-KS umol 17-KS/24 h

REFERENCNi HODNOTY
Zeny: 6 - 14 mg/24h = 21 - 49 umol/24h
Muzi: 10 - 25 mg/24h = 35 - 87 umol/24h
Tyto hodnoty® jsou pouze orientadni; Kazda laboratof by si méla
stanovit sva vlastni normalni rozmezi.

KONTROLA KVALITY
Pro ovéfeni spravnosti méfeni se doporu€uje pouzit Kontrolni mo¢&
(kod. 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.
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METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA
— Detekéni limit: 2,85 mg/L = 9,9 umol/L.
- Linearita: do 173 mg/L = 600 umol/L. Pfi vy§Sich hodnotach
zfedte vzorek 1/2 destilovanou vodou a opakujte méfeni.
- Opakovatelnost (jednoho vzorku):

CcVv n
Prdmérna koncentrace
4,32 mg/L = 15 pumol/L 52 % 25
25,65 mg/L = 89 umol/L 6,6 % 25
- Reprodukovatelnost (run to run):
CcVv n

Priimérna koncentrace
4,32 mg/L = 15 umol/L 4,0 % 25
25,65 mg/L = 89 umol/L 6,0 % 25

- Citlivost: 12,25 mA-L/mg = 3,52 mA-L/umol.

- Spravnost:Vysledky ziskané touto soupravou nevykazovaly
systematické rozdily pfi porovnani s teoretickymi hodnotami.
Podrobnosti o porovnavaci zkousce jsou k dispozici na vyzadani.

— Interference: Né&které potraviny, léky a dalSi latky mohou

interferovat®.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA
17-ketosteroidy jsou metabolity latek vyluCovanych adrenalnimi
Zlazami, varlaty a do znaéné miry i vajecniky. Jsou charakterizovany
ketoskupinou na uhliku 17 a jsou vylu¢ovany mocéi. U muzd je
pfiblizné 2/3 celkovych mocovych 17-KS vytvofeno z adrenalnich
Zlaz, zatimco u Zen jsou tvofeny vyluéné z adrenalnich Zlaz. Méfeni
steroidnich metabolitd je dllezité pro ur€eni adrenalni androgenni
produkce. Snizené hodnoty 17-KS se vSeobecné naléza u muzl s
primarnim hypogonadismem (Klinifelterdv syndrom, kastrace), se
sekundarnim hypogonadismem (panhypopituitarismus) a u zen s
hypofiznim hypoadrenalismem (Addisonova nemoc)®. ZvySené
hodnoty se nalézaji u pacientl s testikularnimi tumory (intersticialni
bunéény nador, chorioepiteliomie) adrenalni hyperplasie, adrenalni
karcinom, Cushingliv syndrom a u nékterych Zen s nadmérnym
ochlupenim (hirsutismus)?®.

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

POZNAMKY

1.Hydrolyzované vzorky vzdy centrifugujte jestlize obsahuji vétsi
mnozstvi precipitatu (napf. mocové kontroly).

2.Pokud se zda byt horni faze kalna, odstrante ji, pfidejte kousek
bezvodého siranu sodného, protfepejte a odstredte.

3.U nékterych vzorkl se u posledniho extraktu mize pfipadné objevit
tmavé-hnédé zabarveni, které vede k faleSné zvySenym hodnotam.
Pokud se tak stane, je doporu¢eno upravit absorbanci vzorku dle
Talbotovy korekce: Acor = (Asz0 — 0,6 X Aszo) / 0,73.

Pozn. distributora: Dlouhodobé uskladnéni kolonek vede k utlaceni
pryskyfice a tim i ke zpomaleni prutoku kapaliny pfes pryskyfici. Pro
obnovu funkce obratte kolonu pfed stanovenim na 10 minut tak, aby
se pryskyfice presypala. Poté kolonu umistéte do pracovni polohy a
pryskyfici nechejte usadit.

Cesky preklad 08/2016/VE

07/2016 Quality System certified according to
EN ISO 13485 and EN 1SO 9001 standards



REAGENTS & INSTRUMENTS

C€ BioSystems

kéd 11002 40 Testd 17-KETOSTEROIDY

SKLADOVANI PRI 2-30°C ) ,
Chromatografie — spektrofotometrie

Reagenty pro méfeni koncentrace 17-ketosteroid(. ZIMMERMANN
Pouze pro in vitro diagnostiku v klinickych laboratofich

LITERATURA

1. Bradlow HL. Extraction of steroid conjugates with a neutral resin.
Steroids 1968; 11: 265-272.

2. Zimmermann W. Z. Eine Farbreaktion der Sexualhormone und
ihre Anwendung zur quantitativen colorimetrischen Bestimmung.
Physyol Chem 1935; 233:257-264.

3. Textbook of Clinical Chemistry and Molecular Diagnostics, 4th
ed. Burtis CA, Ashwood ER, Bruns DEWB Sauders
C0,2005.Tietz.

4. Young DS. Effects of drugs on clinical lab. tests, 5th ed. AACC
Press, 2000.

5. Friedman and Young. Effects of disease on clinical laboratory
tests, 4rd ed. AACC Press, 2001.

UPOZORNENI
PFeklad revidovan k datu: 5.8.2016.
Vzhledem kmozné inovaci vyrobku Vam  doporucujeme
prekontrolovat Cesky preklad s originalnim pfibalovym letakem
porovnanim podle identifikaéniho &isla navodu uvedeném v zapati.
Originalni navod najdete v soupravé a na internetové adrese:
www.biosystems-sa.com.

Cesky navod je k dispozici na: www.jktrading.cz

Vyhradni 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.o., Me¢ikova 30, 841 07 Bratislava,
tel.: + 421 264 774 591

V pfipadé mimofadnych 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 informacné centrum Bratislava, 833 05, Limbova
5, tel.: +421 254 774 166
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