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Mikrotitracni metoda
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Ref. ¢. K0O0201
Pro in vitro diagnostické pouZiti
Produktovy letak

ELISA pro kvantitativni stanoveni kortizolu v lidském séru nebo plazmé
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Mikrotitracni metoda — 96 jamkova
(12 x 8 jamkovych antigenem potazenych prouzka)
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VInova délka

Méfici filtr: 450 nm

Referentni filtr: 620 -630 nm

Doba inkubace

75 minut (60 min pfi 37°C/15 min pfi pokojové teploté)
Enzymovy konjugat

HRP (kfenova peroxidaza)

Substrat

TMB (3,3’,5,5’- Tetrametyl-benzidin)
Vzorek

Sérum nebo plazma

Kalibraéni rozsah

0-500 ng/mL

Citlivost

2,42 ng/mL

Trvanlivost a stabilita soucasti kitu

Kit: 15mésicli od data vyroby
Soucasti kitu: Viz datum exspirace na oznaceni
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1. REAGENCIE, MATERIAL A PRISTROJOVE VYBAVENI

1.1 Reagencie a material dodavany v kitu

Kalibrator (Ca-Cs-Cc-Cp-Ce): 5x1.0 mL/vialka
Kalibratory kortizolu maji nasledujici koncentrace:

CA CB Cc CD CE
ng/mL 0,0 10 50 150 500

Jsou stabilni do data exspirace kitu. Po otevieni voalky je kalibrator stabilni po dobu 6 mésicl pti 4 °C.
Pfed pouzitim 5 minut jemné michejte pomoci rotacniho mixéru.

Kontrola kortizolu: 1x 1 L, viz koncentrace kontry na certifikdtu analyzy.

Konjugat: 1x 21 mL/vialku konjugatu kotizol -HRP

PotaZena mikrotitracni desticka: 12 x 8 prouzk(l jamek s nabsorbovanou IgG protilatkou proti

koritzolu

Roztok substratu: 1x 15 m L/vialku H,0,-TMB 0.26g/L (zabarite jakémukoli styku s pokoZzkou)

Zastavovaci roztok: 1x 15 mL/vialku kyseliny sirové 0.15 mol/L (zabarite jakémukoli styku s pokozkou)

Promyvaci pufr: 1x 50 mL, 10x koncentrat, fosfatovy pufr 0.2 M, pH 7.4

1.2 Potiebné reagencie, které nejsou dodavany s kitem

. Destilovana voda

1.3 Potiebny materidl a pfistrojové vybaveni

° Automaticky davkovac

° Reader mikrotitracnich desticek (450 nm, 620-630 nm)
1.4 Poznamky

Skladujte pti 2 — 8 °C ve tmé. Sacek s mikrotitracni destickou otevirejte, pouze kdyz je ohfata na
pokojovou teplotu a okamiZité po pouziti uzaviete. Neodstranujte pfilnavou fdlii z nepouzitych
prouzku. Po otevieni je kit stabilni do data exspirace.

2. KLINICKY VYZNAM

Kortizol je steroidni hormon uvolfiovany z kliry nadledvin jako dopovéd na hormon nazyvany ACTH
(tvoreny hypofyzou). Je zapojen v stresové odpovédi; zvysuje krevni tlak, krevni hladiny cukru, maze
zpUsobovat neplodnost Zen a utlumuje imunitni systém.

Kortizol plsobi pres specifické vnitro burikové receptoty a ma vliv na mnoho fyziologickych systémd
véetné imunitnich funkci, regulace vyvaZovani glukézy, svalovy tonus, ziskdvani substratd a
metabolizmus kosti. Kortizol je vylu¢ovan primarné moci v nevdzané (volné) formé. Kortizol je
v plazmé navazan na kortikosteroid vazajici globulin (CBG, transkotin) svysokou afinitou a na
albumin. Pro vétsinu receptorl je dostupny pouze volny kortizol. MnoiZstvi kortizolu pfitomného

svvs

evvys

vrve v

chronického stresu — prodlouzené sekrece kortizolu zapficinujicich svalovou Unavu, hyperglykemii, a
potlaovani imunitnich/zapalovych odpovédi. Stejné duasledky vznikaji z prodlouzeného uzivani
glukokortikoidnich léka.
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3.

PRINCIP

Kortizol (antigen) ve vzorku soutézi s kortizolem znacenym kfenovou peroxidazou (enzymem znaceny
antigen) o omezené mnozstvi vazebnych mist proti kortizolu (protilatky) na destickach (pevna faze).
Po inkubaci se vykonava separace navazanych a volnych molekul jednoduchym promytim pevné faze.
Potom enzym HRP v navazané frakci reaguje se substratem (H.0,) a TMB substratem a vytvari
modrou barvu, kterd se méni na Zlutou po pridani zastavovaciho roztoku (H,SO4).

Intenzita barvy je nepfimo Uumérnda koncentraci kortizolu ve vzorku. Koncentrace kortizolu ve vzorku
je vypoctena pomoci kalibracni krivky.

4. VAROVANI

e  Kitje urcen pro profesiondlni in vitro poutZiti. Ne pro vnitfni nebo vnéjsi uziti u lidi nebo zvirat.

e  P¥ipraci s dodanymi reagenciemi pouzivejte vhodné osobni ochranné vybaveni.

e  Béhem manipulace s krevnimi produkty dodrzujte spravnou laboratorni praxi (GLP).

e  Materidly zvifeciho plvodu pouzité v pripravé kitu byly ziskany ze zvirat certifikovanych jako
zdravych a hovézi protein byl ziskan z krajin nezasazenych BSE, ale nicméné je tfeba s témito
materialy zachdazet jako s potencionalné infekénimi.

e Nékteré reagencie obsahuji malé mnozstvi ProClin 300 jako konzervantu. Zabrante styku
s pokozkou a sliznicemi.

e  Substrat TMB obsahuje drazdivou latku, kterd muizZe byt nebezpecna po vdechnuti, poziti nebo
po absorpci pokozkou. Pro predchdzeni poranéni zabrante vdechnuti, poziti nebo styku
s pokozkou a o¢ima.

e  Zastavovaci roztok pozlistavd z roztoku ziedéné kyseliny sirové. Kyselina sirova je jedovata a
korozivni a mlZe byt toxickd po poZiti. Pro pfedchazeni chemickym poleptanim zabrarite styku
s pokoZzkou a o¢ima.

e Vyhnéte se vystaveni substratu TMB/H,0, pfimému svétlu, kovim a oxidantim. Roztok
nezamrazujte.

e Tato metoda umozriuje stanoveni kortizolu od 10 ng/mL do 500 ng/mL.

e Klinicky vyznam stanoveni kortizolu muzZe byt zneplatnén, pokud byl pacient |écen
kortikosteroidy nebo pfirodnimi nebo syntetickymi steroidy.

5. BEZPECNOSTNi OPATRENI

e DodrZujte prosim presné postupnost pipetovacich krokd uvedenych v protokolu. Zde uvedené
Udaje cinnosti byly ziskany s pouzitim specifickych reagencii uvedenych vtéchto pokynech
k pouZiti.

e Vsechny reagencie musi byt skladovany v chladu pfi teploté 2 - 8 °C v jejich plivodnich nddobach.
Jakékoli vyjimky jsou jasné uvedeny. Reagencie jsou stabilni do data exspirace, pokud jsou
skladovany a je s nimi manipulovano podle pokynd.

e Pred testovanim nechte vSechny soucasti kitu a vzorky dosahnout pokojovou teplotu (22-28 °C)
a dobre je promichejte.

e Nezaménujte soucasti kitu z rdznych Sarzi. Datum exspirace vytisknuty na oznacenich krabice a
vialek je nutné dodrzovat. NepouZivejte zadné soucasti kitu po datu exspirace.

e Pokud pouzivate automatizované vybaveni je vasi zodpovédnosti ujistit se, Ze kit byl vhodné
otestovan.

e NeUplné nebo nepresné odstranéni kapaliny z jamek muaze ovlivnit pfesnost analyzy a/nebo
zvysit pozadi. Pro zlepSeni Cinnosti kitu na automatickych systémech je doporuceno zvyseni
poctu promyti.

e Je dulezZité, aby byla ve vSech jamkach udriena konstantni doba reakce, kvili opakovatelnosti
vysledk(. Pipetovani vzork(l by nemélo trvat déle nez 10 minut, aby se zamezilo driftu analyzy.
Pokud je potfebnych vic jako 10 minut, dodrzZujte stejné poradi ddvkovani. Pokud se pouziva vice
neZ jedna desticka, doporucuje se zopakovat kalibraéni kfivku odezvy v kazdé desticce.
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e  Pfidani TMB substratu spousti kinetickou reakci, kterd je ukoncena pfidanim zastavovaciho
roztoku. Proto musi byt TMB substrat a zastavovaci roztok pridavany v stejné sekvenci, aby se
zamezilo jakymkoli ¢asovym zménam v pribéhu reakce.

e DodrZujte smérnice pro vykonavani kontroly kvality v zdravotnickych laboratofich mérenim
kontrol nebo spoolovanych (spojenych) sér.

e V analyze by se nemély pouzivat mikrobiologicky kontaminované vzorky. Stejné by se nemély
pouzivat vysoce lipemické nebo hemolyzované vzorky.

e  Readery desticek méri vertikalné. Nedotykejte se spodni strany desticky.

6. POSTUP TESTU

6.1 Priprava kalibratoru

Kalibratory jsou pfipraveny k pouZiti a maji nasledujici koncentrace kortizolu:
Ch G Cc G Ce

ng/mL 0,0 10 50 150 500

Stabilita: do data exspirace uvedeného na kitu

6.2 Priprava konjugatu
Konjugat je pfipraven k pouziti5 minut jemné michejte rotacnim shakerem.
Po otevreni je stabilni po dobu 6 mésic pfi teploté 2-8 °C.

6.3 Priprava vzorku

Stanoveni kortizolu je moZné vykonat jak v plazmé, tak i v séru. Pokud stanoveni neprobiha v stejny
den, skladujte vzorky pfi - 20 °C. vyhnéte se opakovanému zamrazovani a rozmrazovani vzorka.
Kontrola je pfipravena k poufziti.

6.4 Priprava promyvaciho roztoku

Obsah kazdé vialky ,promyvaciho roztoku (10x koncentrat)” ziedte pred pouzitim destilovanou
vodou na celkovy objem 500 mL. Pro mensi objemy dodrzujte pomér 1:1. Zfedény promyvaci roztok
je stabilni 30 dni pfi 2-8 °C.

V koncentrovaném promyvacim roztoku je mozné pozorovat pfitomnost krystal(; v tomto ptipadé jej
michejte pfi pokojové teploté az do Uplného rozpusténi krystalll; pro vétsi presnost zfedte celou
ldhev koncentrovaného promyvaciho roztoku na 500 mL, dbejte na to, abyste krystaly kompletné
presunuli a potom michejte do jejich Uplného rozpusténi.

6.5 Postup

e Vsechny reagencie nechte dosahnout pokojové teploty (22 — 28 °C) po dobu alespon 30 minut.
Po skonceni analyzy uskladnéte vSechny reagencie okamzité pfi teploté 2-8 °C: vyhybejte se
dlouhému vystavéni pokojové teploté.

e NepouZité potazené mikrotitracni prouzky je tfeba bezpecné uzavrit ve viecku s desikantem a
uskladnit pfi 2-8 °C.

e  Pro zabranéni potenciondlni mikrobidlni nebo chemické kontaminace se nepoufZité reagencie
nesmi prenaset zpatky do plvodnich nadob.

e ProtozZe je nezbytné vykonavat stanoveni v duplikdtech, pfipravte si dvé jamky pro kaidy z péti
bodu kalibracni krivky (Ca - Ce), dvé pro kazdy vzore, dvé pro kontrolu a dvé pro blank.
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Pipetujte:

Kalibrator Vzorek/Kontrola Blank
Vzorek/Kontrola -—- 20 puL -—-
Kalibrator Ca - C¢ 20 uL -
Enzymovy konjugat 200 pL 200 pL -

Desticku zakryjte a inkubujte pfi 37 °C po dobu 1 hodiny.
Odstrante obsah kazdé jamky; jamky promyjte tfikrat 300 pL zifedéného promyvaciho roztoku.

Dulezitda poznamka: béhem kazdého promyvaciho kroku destickou 5 sekund jemné zatfeste a
odstrante nadbytecny roztok oklepanim obracené desticky o absorpéni papirovy ubrousek.
Automaticka promyvacka: v pfipadé Ze pouzivate automatickou promyvacku, doporucuje se
vykonavat 6 promyvacich krokd.

Pipetujte:

Kalibrator Vzorek/Kontrola Blank

Roztok substratu 100 plL 100 pL 100 pL

Inkubujte pfi pokojové teploté (20 — 28 °C) po dobu 15 minut ve tmé.

Pipetujte:

Kalibrator Vzorek/Kontrola Blank

Zastavovaci roztok 100 L 100 pL 100 pL

Destickou jemné treste.

Zmérte absorbanci (E) pfi 450 nm oproti referencni vinové délce 620 — 630 nm nebo oproti blanku v
prabéhu 5 minut.

7. KONTROLA KVALITY

Kazda laboratof musi méfit kontroly pfi normadlni, vysoké a nizké hladiné rozsahu kortizolu pro
sledovani cinnosti metody. Stémito kontroly je tfeba zachdazet jako s nezndmymi a v kazdém
provedeném testovacim béhu pro né stanovit hodnoty. Je potfebné udrzovat tabulky kontroly kvality
kvlli sledovani cinnosti dodavanych reagencii. Pro zjisténi trend( je potrebné pouzit vhodné
statistické metody. Jednotlivd laboratof si musi urcit pfijatelné limity c¢innosti metody. Dalsi
parametry, které je potfebné sledovat, jsou 80, 50 a 20 % pruaseciky kalibrac¢ni kfivky pro
opakovatelnost od béhu k béhu. Dale musi byt maximalni absorbance konsistentni s dfivéjsimi
méfenimi. Znacna odchylka od uréené <(¢innosti muiZe znacdit nepostfehnutou zménu
v experimentalnich podminkach nebo degradaci reagencii kitu. Pro uréeni divodu zmén je potiebné
pouZzit Cerstvé reagencie.

8. VYSLEDKY

8.1 Prumérna absorbance
Vypoctete pramérnou absorbanci (Em) kazdého bodu kalibracni kfivky (Ca — Ce)a pro kazdy vzorek.

8.2 Kalibracni krivka
Vyneste pridmérnou hodnotu absorbance (Em) kalibrator( (Ca — Ce) oproti jejich koncentraci. PfelozZte
nejlépe se prekryvajici kfivku pres vynesené body. (napf.: 4 parametricka logisticka)
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8.3 Vypocet vysledki
Interpolujte hodnoty vzorka z kalibracni krivky, abyste ziskali pfislusné hodnoty koncentrace uvedené
v ng/mL.

9. REFERENCNi ROZSAH

Referenéni hodnoty kortizolu v séru nebo plazmé jsou:

60 — 230 ng/mL mezi 8.00 — 10.00 hodinou ranni
30— 150 ng/mL o 4.00 poobédé

Pacienti |é¢eni ACTH: 280 — 600 ng/mL
Pacienti lééeni dexamethazonem: 0 — 50 ng/mL

10. CHARAKTERISTIKY CINNOSTI

10.1 Preciznost

10.1.1 Rozptyl v rdmci analyzy

Rozptyl v rdmci analyzy byl uréen opakovanym mérenim (16x) dvou rGznych kontrolnich sér v jedné
analyze. Rozptyl v rdmci analyzy je < 5.1 %.

10.1.2 Rozptyl mezi analyzami

Rozptyl mezi analyzami byl uréen opakovanym (10x) méfenim tfech rliznych kontrolnich sér
v rlznych Sarzich. Rozptyl mezi analyzami je < 11,0 %.

10.2 Specificita
KFizové reakce protilatky vypocteny pfi 50 % podle Abrahama jsou uvedeny v tabulce:

Kortizol 100 %
Prednisolon 46.2 | %
11-deoxykortizol 4 %
Kortizon 369 | %
Prednison 3.1 %
Kortikosteron 134 | %
110-OH Progesteron 1 %
Progesteron <001 | %
Aldosteron <0.01 | %
Pregnenolon <001 | %
17 Estradiol <0.01 | %
Estron-3-sulfat <0.01 | %
Estriol <001 [ %
Testosteron <001 [ %
Spironolakton <001 | %
DHEA <0.01 | %
DHEA-S <0.01 | %
Androstenedion <001 %
Androstenron <001 %
DHT <0.01 | %
Danazol <001 | %
Cholesterol <001 | %
Dexametazon <001 | %

10.3 Specificita
Interference bilirubinu, hemoglobinu a triglyceridd byla prozkoumana v tomto kitu DIALAB Kortizol:
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Latka Namérena koncentrace Interference
Bilirubin 0.2 mg/mL Zadna
Hemoglobin 2 mg/mL Zadna
Triglyceridy 6 mg/mL Zadna

Pro zkoumané latky nebyla pozorovdna Zadna interference. Podle

vyhybejte vysoce lipemickym a hemylytickym vzorkiim séra.

spravné laboratorni praxe se

Byla vyhodnocena interference ve vzorcich plazmy a SST (zkumavka na separaci plazmy). Sérum
ziskané od stejného pacienta bylo pouzito jako referenéni material.

Vzorek Interference
SST (zkumavka na separaci plazmy) Zadna
EDTA plazma Zadna
Plazma s heparinem lithnym Zadna
Plazma s heparinem sodnym Zadna

Nebyla pozorovana zadnd interference

10.4 Pfesnost

VytéZnost 15 - 35 - 70 ng/mL kortizolu pfidaného ke vzorkdm poskytla prdmérnou hodnotu (+SD)
101.61 % + 4.42 % vzhledem k plvodni koncentraci. Test fedéni vykonany na tfech sérech fedénych 2
— 4 — 8 krat poskytl prmérnou hodnotu (+SD) 106.18 % + 4.68 %.

10.5 Citlivost

evvs

ng/mL pti 95 % konfidencni hranici.

10.6 Korelace

DIALAB kortizol ELISA byla porovnana s komeréné dostupnou chemiluminiscenéni analyzou kortizolu.

Bylo zméreno 61 vzorkl séra.

Byla vypoctena krivka linearni regrese

y=1.09 x-19.23
r=0.904

11. NAKLADANi S ODPADEM

Reagencie musi byt likvidovany podle mistnich nafizeni.
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