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17-HYDROXYCORTICOSTEROIDS (17-OH)

COD 11006 40 deferminaciones 17-HIDROXICORTICOESTEROIDES
CONSERVAR A 15-30°C Cromatogréfica-espectrofotométrica
Reactivos para medir la concentracion de 17-hidroxicorticoesteroides PORTER-SILBER
Sélo para uso in vitro en el laboratorio clinico
FUNDAMENTO DEL METODO REACTIVOS AUXILIARES

Después de un tratamiento de la orina con caolin, los esteroides se
adsorben en una resina neutra. Una vez eliminadas las interferencias por
lavado, se eluyen los 17-hidroxicorticosteroides (17-OH) y se cuantifican
espectrofotométricamente mediante la reaccion de Porter-Silber”.

CONTENIDO Y COMPOSICION

1. Reactivo. 1x10 mL. Acido sulfdrico 8 mol/L.

Corrosivo (C): R35: Provoca quemaduras graves. S26-37/39-45: En caso

de contacto con los ojos, lavense inmediata y abundantemente con agua y

acudase a un médico. Usen guantes adecuados y proteccion para los

ojos/la cara. En caso de accidente o malestar, actidase inmediatamente al

médico.

2. Reactivo. 1 x 90 mL. Tampdn fosfatos 1 mol/L pH 6,6, azida de sodio
15 mmol/L.

3. Reactivo. 2 x 20. Contienen 0,25 g.de caolin activado.

Nocivo (Xn): R20/21/22: Nocivo por inhalacion, por ingestién y en contacto

con la piel. S22: No respirar el polvo. S24/25: Evitese el contacto con los

ojos y la piel. S36/37/39: Usen indumentaria y guantes adecuados y

proteccion para los ojos/la cara.

4. Microcolumnas. 2 x 20. Contienen resina neutra equilibrada.

A. Reactivo. 3 x 55 mL. Acido sulfdrico 15 mol/L.

Corrosivo (C): R35: Provoca quemaduras graves. S26-30-45: En caso de

contacto con los ojos, lavense inmediata y abundantemente con agua y

acudase a un médico. No echar jamés agua a este producto. En caso de

accidente o malestar, acudase inmediatamente al médico.

B. Reactivo. 2 para 55 mL. Polvo de fenilhidrazina, 6 mmol/L una vez
disuelto.

Toxico (T), Peligroso para el medio ambiente (N): R23/24/25-36/38-43-45-

48/23/24/25-50-68: Toxico por inhalacion, por ingestion y en contacto con

la piel. Irrita los ojos y la piel. Posibilidad de sensibilizacion en contacto con

la piel. Puede causar cancer. Toxico: peligro de efectos graves para la

salud en caso de exposicion prolongada por inhalacion, contacto con la

piel e ingestion. Muy toxico para los organismos acuaticos. Posibilidad de

efectos irreversibles. S45-53-61: En caso de accidente o malestar, acuda

inmediatamente al médico. Evitese la exposicion-recabense instrucciones

especiales antes del uso. Evitese su liberacion al medio ambiente.

Recabense instrucciones especificas de la ficha de datos de seguridad.

S. Patron. 1 x5 mL. Cortisol 1000 mg/L = 2770 umol/L en etanol.

Fécilmente Inflamable (F): R11: Facilmente Inflamable. S7-16: Manténgase

el recipiente bien cerrado. Conservar alejado de toda llama o fuente de

chispas. No fumar.

CONSERVACION
Conservar a 15-30°C.
Los reactivos son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta, siempre que se conserven bien cerrados y se evite la
contaminacion durante su uso.
Indicaciones de deterioro:
— Reactivos: presencia de particulas, turbidez, AA del blanco de reactivo
superior a 0,090 (cubeta de 1 cm).
— Microcolumnas: Ausencia de tampén sobre el filtro superior.

— Etanol absoluto (grado analitico).
— Solucion eluyente: diluir etanol absoluto en la proporcion:
70 mL etanol + 30 mL de agua destilada.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Reactivo de trabajo: Golpear ligeramente un vial de Reactivo B para que
el sélido quede depositado en el fondo. Destapar y verter el contenido en
un frasco de Reactivo A. Tapar y agitar hasta disolucién completa. Estable
4 meses a 2-8°C y al abrigo de la luz.

Patron de trabajo: Diluir el Patron (S) (1/6) en etanol (p.e. 1 mL Patron +
5 mL etanol). Estable 2 meses a 2-8°C.

MATERIAL ADICIONAL

— Espectrofotometro o fotémetro para lecturas a 370, 410 y 450 nm.
— Bafio termostatizable.
— Centrifuga de sobremesa.

MUESTRAS

Orina de 24 horas recogida mediante procedimientos standard.

Mantener a 2-8°C y utilizar antes de 24 horas. Las muestras son estables
un maximo de 7 dias a 2-8°C 6 1 mes a -20°C si se ajusta el pH entre 3-6
con acido clorhidrico concentrado. Centrifugar o filtrar antes de iniciar la
determinacion.

PROCEDIMIENTO

Tratamiento de la muestra

1. Pipetear en un Tubo de Reactivo (3):

Muestra 50mL
Reactivo (1) 2 gotas

2. Agitar durante 3 minutos y centrifugar (4000 r.p.m., 5 min).
3. Transferir el sobrenadante a un tubo de centrifuga limpio y afiadir:

Reactivo (2) 2,0mL

4. Agitary centrifugar (4000 r.p.m., 5 min).
Separacion cromatografica

5. Destapar la Microcolumna (4), romper la lengleta inferior y bajar el
filtro superior hasta el nivel de la resina evitando comprimirla. Dejar
pasar todo el sobrenadante, desechando el eluido.

6. Verter todo el sobrenadante de la centrifugacion en el interior de una
columna, desechando el eluido.

7. A continuacion pipetear (Nota 1):

Desechar el eluido
Recoger el eluido

Agua destilada 10,0 mL
Solucion eluyente 6,0 mL




Colorimetria
8. Agitar bien el eluido y pipetear, en tubos con tapén:

Blanco . Blanco

Reactivo Palron Muestra Muestra
Eluido — — 1,0mL 1,0 mL
Patrén de trabajo — 0,1 mL — —
Solucion eluyente 1,0 mL 0,9mL — —

9. Poner los tubos en un bafio de hielo y afiadirles lentamente y dejando
resbalar por las paredes:

Reactivo (A) — — 1,0 mL —
Reactivo de trabajo 1,0 mL 1,0 mL — 1,0 mL

10. Agitar cuidadosamente, en varias veces, volviendo a introducir los
tubos en el bafio y evitando su calentamiento.

11. Tapar los tubos e incubarlos durante 15 minutos a 60°C 6 durante 90
minutos a 37°C.

12. Enfriar hasta temperatura ambiente y leer la absorbancia (A) a 370,
410 y 450 nm, de la Muestra frente al Blanco de Muestra, y del Patrén
frente al Blanco de Reactivos.

CALCULOS

La concentracion de 17-OH en la muestra se calcula a partir de la
siguiente férmula general:

AA wuestra Ve Ve
X

X X Cex = C wuestra
AA Patron VM VEC Rec
AA se calcula aplicando la correccion de Allen?:
AA=2x A= (Agg + Aggg)

El volumen de muestra (Vu) es 5 mL, el volumen de eluido (Ve) es 6 mL, el
volumen de eluido en la colorimetria (Vec) es 1 mL, el volumen de Patrén
en la colorimetria (Vec) es 0,1 mL, la concentracion del Patron (Cp) es
166,7 mg/L 6 461,7 umol/L (el patron se diluye 1/6) y la media de la
recuperacién (Rec) es 0,664. Se deducen las siguientes formulas para
calcular la concentracion:

AA wuestra
AA Patrén

x 30,1 =mg/L 17-OH
x 83,4 = pmol/L 17-OH

La cantidad de 17-OH en la orina de 24 horas se calcula segun las
siguientes formulas generales:

mg/L 17-OH mg 17-OH /24 horas
X Vorinai24 horas (L) =
umol/L 17-OH pmol 17-OH /24 horas
VALORES DE REFERENCIA

Muijeres: 2 - 8 mg/24h = 5,5 - 22,2 umol/24h
Hombres: 3 - 10 mg/24h = 8,3 - 27,7 umol/24h

Estos valores® se dan Unicamente a titulo orientativo; es recomendable
que cada laboratorio establezca sus propios intervalos de normalidad.

CONTROL DE CALIDAD

Se recomienda el uso de la Orina Control (cod. 18036 y 18037) para
verificar la funcionalidad del procedimiento de medida.

Cada laboratorio debe establecer su propio programa de Control de
Calidad interno, asi como procedimientos de correccién en el caso de que
los controles no cumplan con las tolerancias aceptables.
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CARACTERISTICAS METROLOGICAS

— Limite de deteccion: 1,3 mg/L = 3,4 umol/L.

— Limite de linealidad: 72 mg/L = 200 umol/L. Cuando se obtengan
valores superiores, diluir la muestra 1/2 con agua destilada y repetir la
medicion.

— Repetibilidad (intraserie):

Concentracién media cv n
2,8 mg/L =7,8 umol/L 9,3% 25
10,5 mg/L = 9,7 umol/L 9,7 % 25

— Reproducibilidad (interserie):

Concentracién media cv n
2,8 mg/L =7,8 umol/L 11,2 % 25
10,5 mg/L = 29,0 umol/L 91% 25

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

— Veracidad: En la determinacion de muestras cargadas con distintas
concentraciones de 17-OH, los resultados no muestran diferencias
sistematicas con las concentraciones teoricas. Los detalles del estudio
comparativo estan disponibles bajo solicitud.

— Interferencias: Algunos alimentos, medicamentos y sustancias pueden
interferir4.

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS

Los 17-Hidroxicorticoesteroides son productos derivados del metabolismo
de la hormona esteroidea cortisol que se caracterizan por tener un grupo
hidroxilo en el carbono 17. Se producen en el higado y se excretan en la
orina.

La cantidad de 17-OH medido en orina es indicativa de la cantidad de
cortisol liberada de la corteza adrenal a la sangre.

Se hallan valores elevados de 17-OH en el sindrome de Cushing , como
resultado de un tumor adrenal, un tumor hipofisiario, un tumor ectépico o
bien por otras causas como la obesidad, la hipertension y el embarazo3>.

Valores disminuidos de 17-OH pueden deberse a la enfermedad de
Addison35.

El diagnéstico clinico no debe realizarse teniendo en cuenta el resultado
de un Unico ensayo, sind que debe integrar los datos clinicos y de
laboratorio.

NOTAS

1. La técnica puede detenerse opcionalmente en este punto, guardando
el tubo tapado a 2-8°C durante un maximo de 3 dias.
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