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URCENY UCEL POUZITI

Souprava SPECTRIA Estradiol RIA firmy Orion Diagnostica, vyuZzivajici
techniky zkumavek potazenych protilatkou, je uréena pro kvantitativni
radioimunoanalytické in  vitro méfeni  koncentrace  celkového
nekonjugovaného 17b-estradiolu v lidském séru.

KLINICKY VYZNAM ESTRADIOLU

17p-Estradiol je steroidni hormon a nejucinngjSi estrogen v perifernim
obéhu. Je produkovan prfevazné vajeCnikem Zeny. Malé mnoZstvi estradiolu
-178 je také syntetizovdano karou nadledvinek, varlaty u muz
a rliznymi tkdnémi periferni konverzi z estrogenu a testosteronu obou
pohlavi. U netéhotnych Zen se koncentrace estradiolu pravidelné méni,
nejvyssi hodnoty jsou obvykle naméfeny jeden den pfed ovulaci. Tato
nejvysSi hodnota estradiolu ma& zasadni vliv na hodnotu luteinizacniho
hormonu (LH), ktery mé& nejvyssi hodnotu pfi ovulaci. BEéhem téhotenstvi je
koncentrace 17B-estradiolu znacné zvySena.

Mé&reni koncentrace 17(-estariolu je dulezité pfi zjiSténi etiologie amenorei
nebo infertility, monitorovani lé€eni pomoci klomiphen citratem, LH-RH nebo
exogennimi gonadotripiny. Béhem hyperstimulace vajecniku
pro oplodnéni in vitro (IVF) je koncentrace sérového 17(3-estradiolu méfena
denné Kk optimalizaci aplikace hCG a odbéru oocytd. U muzu lze 173-
estradiol sledovat pfi Zenskych syndromech. U postmenopauzélnich Zen je
koncentrace sérového 17B-estradiolu nizka, podobné jako u muzu.

PRINCIPY TESTU

Spectria Estradiol RIA test je zaloZzen na technice kompetitivni
radioimunoanalyzy. Znamé mnoZstvi znaceného estradiolu a neznamé
mnozstvi neznaCeného antigenu soutézi o omezeny pocet vysoce afinitnich
vazebnych mist protiladtky. Po separaci volného antigenu je mnozstvi
znaceného estradiolu ve zkumavce nepfimo umérné mnozstvi estradiolu ve
vzorku. Koncentrace v neznamych vzorcich se odectou z kalibraéni kfivky.
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REAGENCIE

Materialy dodavané v soupravé

REAGENCIE

MNOZSTVi

SKLADOVANI

ESTRADIOL COATED TUBES:
Zkumavky s navazanou
protilatkou proti estradiolu:
Geometricky optimalizované
testovaci zkumavky potazené
polyklonalni krali¢i protilatkou proti
estradiolu.

100 ks
v plastové krabicce

PFi 2 - 8°C v pavodnim
obalu do data expirace.

K analyze vezméte pouze
nezbytné nutné mnoZzstvi
zkumavek. Krabicku
skladujte v uzaviracim
plastovém sacku spolecné
se silika gelem.

ESTRADIOL TRACER
Radioindikator:

Zasobni roztok [**I]- znageného
estradiolu ve fofatovém pufru.

1 lahvic¢ka
12 ml

Radioaktivita

Pfi teploté 2 — 8°C do data
expirace.

P¥i teploté 2 — 8°C 8 tydnu

(5x) <170 kBq po nafedéni.
Radioindikator po pouziti

Kathon, &ervené barvivo okamzité vrat'te zpét do
teploty 2 — 8°C.

ESTRADIOL TRACER DILUENT: |1 lahvi¢ka Pfi teploté 2 — 8°C do data

Redici roztok pro radioindikator: |45 ml expirace.

Fosfatovy tlumivy roztok je

pripraven k pouZiti.

Obsahuje < 0,1% Thimerosal

ESTRADIOL CALIBRATORS: 7 lahvicek Pfi teploté 2 — 8°C do data

Kalibratory estradiolu: 1 mi expirace.

PFipraveny k pouZiti.

Koncentrace estradiolu 0; 50; 150;

500; 1500; 5000 a 15000 pmol/l

v lidském séru.

Kathon, NaNs.

Kalibrovano proti internimu master

kalibratoru.

ESTRADIOL WASH 1 lahvi¢ka PFi teploté 2 — 8°C do data

CONCENTRATE: 20 ml expirace.

Koncentrovany promyvaci
roztok

Sestkrat koncentrovany roztok
Tween 20.

Kathon.

po nafedéni 120 mi

Pfi teploté 2 — 8°C
8 tydny po nafedéni.

Reagencie obsahuji azid sodny a Kathon, ¢téte ,Upozornéni a varovani*.
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Upozornéni a varovani

VAROVANI 1: Pro diagnostické pouZiti in vitro
Neni uréeno pro interni nebo externi pouziti u lidi nebo u zvifat. Pouzivejte
pouze soucasti jedné soupravy. Nemichejte zkumavky s navazanou
protilatkou z rdznych souprav (krabic). Reagencie nepouzivejte po expiraéni
dobé soupravy.
Nepipetujte Usty. Pfi praci s radioaktivnim materidlem je zakéazano jist, pit
nebo koufit. PouZivejte jednordzové rukavice a vhodny ochranny odév.
Zabrante kontaktu s kizi a oima. Po skocCeni prace stémito latkami si
dikladné umyijte ruce. Ukapnuty material je nutno okamzité omyt velkym
mnozstvim vody. Materialy pouzité k c&isténi by mély byt likvidovany dle
predpisd.
Nezkontaminujte slozky kitu nebo 3Spicky k pipeté estradiolem
z externiho zdroje (napf. hormonalnim gelem).
VAROVAN[_2: Souprava obsahuje 121" (polodas rozpadu Ty, 60 dni)
emitujici 35,5 keV gama zafeni a 27 - 32 keV rentgenového zafeni.
Radioaktivni materidl mohou pfijimat, skladovat a pouzivat pouze
pracovisté, ktera spliuji ustanoveni zakona 18/1997 Sb.v platném znéni a
pFisIuénych vyhlaSek Ministerstva zdravotnictvi.
Pri praC| s radioaktivnim materialem dodrzujte nasledujici pravidla:
vSechny radioaktivni materialy skladujte v puvodnim baleni a jen na
mistech k tomu ur€enych, s radioaktivnim materidlem pracujte pouze
ve schvalenych prostorach
pFijem a spotfebu radioaktivnich latek evidujte
povrch pracovnich stold, ktery by mohl byt kontaminovan, pravidelné
kontrolujte
ukapnuty radioaktivni material je nutno okamzité utfit a kontaminované
Cistici materidly umistit do sbérné nadoby pro radioaktivni odpad,
potfisnéné povrchy vycistéte pfislusnym dekontaminantem (Cisténi je
mozno usnadnit pfekrytim pracovni plochy jednorazovym absorb&nim
materialem)
obalovy materiél, ktery neni kontaminovan, je mozno odlozit do
béZného odpadu pouze po odstranéni varovnych népisi a znacek
vSechno laboratorni sklo, které bylo pouzito pro préaci s radioaktivnimi
latkami, musi byt pfed dalSim pouzitim fadné dekontaminovano a
promeéreno
radioaktivni material, ur€eny do odpadu,musi byt likvidovan v souladu
s platnymi pravnimi pfedpisy v daném stéaté.
VAROVANI 3: Se v3emi vzorky pacientd je nutno pracovat jako
s potencialné infekénim materidlem. Vychozim materialem pro kalibratory
je lidskd krev, kterd byla testovdna licencovanymi reagenciemi
a shledana negativni na HbsAg, HIV 1, HIV 2 a HCV protilatky. Vzhledem
k tomu, Ze zadny znamy test nemulZzZe dat jistotu, Ze material neni infekéni,
pracujte s nim jako s materialem potencialné infekénim.
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VAROVANI 4: Reagencie obsahuji < 0,1% azid sodny (NaNj) jako
konzervacni €inidlo, coz se za Skodlivou koncentraci nepovazuje.

Azid sodny muze reagovat s olovénymi nebo médénymi uzavéry za tvorby
vysoce explozivnich azidu pfislusnych kovl. Jako prevenci tvorby azidud
oplachnéte uzavéry pred likvidaci velkym mnoZzstvim vody. Vyjimecné
mohou byt kovové uzavéry oplachnuty také 10% hydroxidem sodnym.
PFi kontaktu s kyselinami tvofi NaN3 toxicke vypary.

VAROVANI 5: Reagencie obsahuji 0,1% Kathon, coz se za $kodlivou
koncentraci nepovazuje.

PRISTROJE

K méfeni Ize pouzit jakykoliv gama c¢ita¢ schopny méfeni Uginnost
méfeni by méla byt pravidelné kontrolovana, stejné tak i proméfovano
pozadi. Doporucuje se systematicka kalibrace pfistroje. Podrobnosti tykajici
se zapojeni, pouziti, adrzby a kalibrace najdete v navodu k obsluze
dodavaném vyrobcem pfistroje.

125|

MANIPULACE SE VZORKEM; SKLADOVANI VZORKU

Ackoliv se doporuCuje pouzit jako vzorek sérum, lze pouzit také vzorky
plasmy (heparin, EDTA). Vzorky je mozno uchovavat dva dny pfi teploté
2-8 °C, delSi dobu pfi teploté —20 °C. Zabrarite opakovanému rozmrazeni a
zmrazeni vzorku.
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PRACOVNI POSTUP
Materialy potrebné, ale nedodavané se soupravou

MIKROPIPETY pro pfesné odméfeni 100 m, 500 m a 1 ml
TESTOVACI ZKUMAVKY (pro stanoveni celkové radioaktivity)
VIBRACNI MICHADLO

DEKANTOVACI STOJANEK

VODNI LAZEN s teplotou 37°C

BUNICITA VATA

GAMMA-CITAC

KRYCI FOLIE PARAFILM

DESTILOVANA VODA

Rekonstituce reagencii

Zasobni roztok estradiolového radioindikatoru nafedte pétkrat fedicim
roztokem pro radioindikator (tj. 1 ml radioindikatoru + 4 ml fediciho roztoku).
Jestlize potfebujete cely objem, jednoduSe pfidejte obsah lahvicky
estradiolového radioindikatoru (12 ml) do lahvi¢ky s fedicim tlumivym
roztokem. Doporucujeme fedit jen potfebné mnozstvi. Lahvi¢ku uzaviete a
dobfe promichejte jemnym krouzenim nebo inverzi, abyste zabranili tvorbé
pény.

Narfedény radioindikator ponechte pfi laboratorni teploté pouze po dobu
nezbytné nutnou k pipetovani.

Promyvaci roztok pfipravte pfidanim 20 ml koncentrovaného roztoku ke
100 ml destilované vody.

Pracovni postup

1. Oznaéte zkumavky s navazanou protilatkou pro kalibratory estradiolu,
kontrolni a pacientska séra. Pracujte v duplikatech. Oddélené pfipravte
dvé normalni zkumavky pro stanoveni celkové radioaktivity.

2. Napipetujte 100 ul kalibratorti, kontrolnich a pacientskych sér do
pFislusnych zkumavek. Zkumavky pro stanoveni celkové radioaktivity
ponechte zatim prazdné.

3. Do v8ech zkumavek pridejte po 500 ul radioindikatoru. Radioindikéator
vrat'te do lednice (2...8°C).

4. VSechny zkumavky peclivé promichejte na vibraénim michadle.

5. Zkumavky pfrikryjte félii a inkubujte ve vodni lazni 2 hodiny pfi teploté
37°C.

6. Obsah vSech zkumavek, vyjma zkumavek pro stanoveni celkové
radioaktivity, dekantujte a zbytek tekutiny nechte vstrebat jemnym
poklepanim do bunicité vaty.

7. VSechny zkumavky, vyjma zkumavek pro stanoveni celkové radioaktivity,
promyjte 1 ml promyvaciho roztoku a ru¢né zatrepte stojankem.
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8. Zkumavky dekantujte a zbytek tekutiny z kazdé nechte vstrebat
jemnym poklepanim do bunicité vaty. Zkumavky nechte stat vzhuru
dnem alesponi 5 minut. Znovu poklepte, dokud zkumavky nejsou
prazdne.

9. Zmérte radioaktivitu vSech zkumavek pomoci gamma-¢itate po dobu
alespor 1 minuty nebo po akumulaci 10 000 impulsu/zkumavku.

Poznamky

V kratkych IVF sériich vzorkl, kde dosazeni rovnovazného stavu neni

podstatné, inkubacni dobu lze zkratit na 30 minut pfi 37°C.

Abyste dosahli vysokeé pfesnosti, dodrzujte nasledujici pravidla:

§ Reagencie pipetujte pfimo na dno zkumavek.

§ Predchazejte poskrabani dna zkumavek Spi¢kami pipet.

§ Po odsati nebo dekantaci nechte zbytek tekutiny ze zkumavek vstiebat
jemnym poklepanim do bunicité vaty.

OMEZENI METODY

Jako zaklad pro terapeuticka a diagnosticka rozhodnuti, musi byt méreni
estradiolu podepfeno dalSimi relevantnimi daty, jako napf. klinickym
vySetifenim Iékafem, koncentraci gonadotropinu, progesteronu, testosteronu
a kortizolu v krvi.

Mé&Feni koncentrace estradiolu ve vzorcich odebranych v raznych dnech
cyklu davaji mnohem vice informaci nez jednorazové stanoveni.

ZAJISTENI JAKOSTI

Doporu€ujeme vSem laboratofim pouzivat interni program kontroly kvality
tak, Ze se souCasné analyzuji séra s nizkou i vysokou hraniéni koncentraci
normalniho rozmezi. DoporuCujeme, aby si kazda laboratof vytvofila vliastni
pFijatelné rozmezi pro kontrolni vzorky. Pramér kontrolniho rozmezi by mél
byt uvnitf pfijatelného rozmezi daného vyrobcem. K méfeni kontrolnich
hodnot pouzijte alespon dvou riznych Sarzi.
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VYPOCET VYSLEDKU

PFi automatickém vypoctu vysledkd doporu€ujeme pouzit spline funkci.
Vysledky lze ode€ist manudlné 2z kalibraCni kfivky vynesené
v semilogaritmickych soufadnicich .

Vypoététe primér Cetnosti vSech kalibratord, vzorku a kontrol.
Vypoctéte % (B/Bo) pomoci rovnice:
( Cetnost kalibratoru nebo vzorku) x 100
% B/Bo= VoY1V YaYaYaYaYaYaYaYaYaYaYaYaYa
¢etnost nulového kalibratoru
Vyneste kalibraéni kfivku v semi-logaritmickych soufadnicich tak, aby
%(B/Bo) byla na ose y a koncentrace Kkalibratord estradiolu (pmolll)

Nna ose X.

Odectéte koncentrace estradiolu v neznamych vzorcich z kalibraéni kfivky a
zpramérujte hodnoty duplikatu.

10
Zkumavka |Pramér| %B/B, | Konc.
cpm (pmol/l)
807 Celkova 42601
1 aktivita
60- Kal O 17814
2 Kal 50 16250 91,2
@ ] Kal 150 14788 83,0
S 401 Kal 500 10898 61,2
Kal 1500 6721 37,7
Kal 5000 3081 17,3
207 Kal 15000 1232 6,9
] Neznamy 10872 61,1 503
vzorek 1
O 1h00 10000 |Nezndmy | 3198| 180] 4750
vzorek 2
OESTRADIOL (pmol/l)
Obr. 1 Tabulka 1
Typicka kalibragni kfivka. Typicka kalibragni kfivka a vypocet vysledka.
Priklad. Priklad.

(str.8 origindlni pfibalové informace)
Hodnoty estradiolu jsou ziskany v Sl jednotkach, pmol/l. Pfevod na pg/ml je

mozny s pouzitim nasledujici rovnice:
estradiol (pg/ml) = estradiol (pmol/l) x 0,2724
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REFERENCNI INTERVALY

Byly méfeny hodnoty estradiolu béhem jednoho menstruaéniho cyklu u 22
zdravych, normélné menstruujicich zen. Ovulaéni dny byly stanoveny
méfenim koncentrace LH u kazdeho vzorku. Pramér koncentraci estradiolu
se smeérodatnou odchylkou jsou uvedeny na obr. 2. Den 0 je den nejvyssi
koncentrace LH.

Tabulka 2. Sérové koncentrace estradiolu (pmol/l) béhem menstruacniho
cyklu

vzorek n prameér rozmezi
Folikularni faze 54 126 37 - 285
Stred cyklu 59 713 290 — 1621
Lutedlni faze 89 317 51 —-872

Méfeny byly také koncentrace sérového estradiolu u 98 muzd a 80 post-
menopauzalnich Zen.

1200

1000

T

800

600 -

ESTRADIOL (pmol/L)

400

200 - -

peegitl yoprp foge el 5 & 71§ % pileegr e | gl G wae I8

O L 1
-16 ~-12 -8 -4 0 4 8 12 16

DAYS FROM OVULATION

Obr. 2 Koncentrace sérového estradiolu béhem menstruaéniho cyklu
(primér + SD). Den 0 je den nejvysSi koncentrace LH.
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Tabulka 3 Koncentrace sérového estradiolu (pmol/l) u rdznych typd vzorku

n rozmezi
Muzi 98 nd — 228
Post-menopauzalni Zeny 80 nd — 291

nd = nedekovatelné

Z davodu etnické, dietarni a vékové variability nemusi tyto referencni
hodnoty odpovidat celé populaci. Kazda laboratof by si proto méla udélat
vlastni rozmezi referenénich hodnot.

ANALYTICKE PARAMETRY MERENI
Nize uvedené vysledky byly ziskdny v Orion Diagnostica a predstavuji
typicka analytickéa data.

Méfrici rozmezi
Je pfiblizné 37 - 15000 pmol/l.

Analytickda mez detekce
odpovidajici dvojnasobku smérodatné odchylky hodnot nulového kalibratoru,
je 30 pmol/l.

Funkéni mez detekce
Je priblizné 37 pmol/l.

Linearita
Vzorky sér svysokou koncentraci estradiolu mohou byt fedény nulovym
kalibratorem z kitu do poméru 1:100.

Metoda standardniho pFipravku (recovery)

Zndma mnozstvi (100 - 10.000 pmol/ll ) estradiolu byly pfidany
k pacientskym sérim s koncentraci 17 — 292 pmol/l. Standardni pfidavky
byly v rozmezi od 85,6 do 108,9% s prumérnou hodnotou 99,5%.

TSEKKI 68633-CZ05 11



Preciznost

Vzorky s ruznou koncentraci estradiolu byly analyzovany k ur€eni intra-
assay a inter-assay variability.

Tabulka 4 Intra-assay/inter-assay preciznost

Intra-assay preciznost

10 replikatd

Inter-assay preciznost
mefeni duplikatu

Vzorek Pramér CV (%) | Vzorek Pramér CV (%)
(pmol/l) (pmol/l)
1 103 9,7 5 65 (n=10) 10,2
2 547 7,3 6 394 (n=6) 51
3 1569 3,2 7 3254 (n=6) 2,3
4 5274 2,9 8 9520 (n=6) 8,3

Interferujici latky

Sérovy bilirubin do koncentrace £ 170 uymol/l a hemoglobin do koncentrace
< 10 g/l nemaji vliv na méfeni koncentrace estradiolu. Nedoporu€ujeme
pouzivat vysoce lipemické vzorky.

Specificita

Procento zkfizenych reakci antiséra estradiolu pfi 50% vazebné kapacité.

Tabulka 5 Zkfizené reakce

Estradiol 100% | Mesterolon 0,002
Ethinylestradiol 1.4 Noretisterone acetat < 0,002
Estron 0.97 |Estradiol-17-sulfat, sodna sul < 0,002
16-oxoestradiol 0.86 |Estradiol-diglukuronid 0,0014
Estradiol-3-glukuronid, sodné sul 0.61 | 3,17-Beta-D-glucuroconjugate 0,0014
Estriol 0.44 | Norgestrel 0,001

16-hydroxyestrone 0,26 | Androstenediol < 0,001
Estradiol-17- glukuronid, sodna sul 0,08 | Kortizol < 0,001
Estradiol-17-valerat 0,08 |Kortizon < 0,001
Progesteron < 0,05 |Danazol < 0,001
Kortikosteron 0,02 | Etisteron < 0,001
2-hydroxyestradiol 0,01 | Estrone-3-Beta-D-glukuronid < 0,001

17a- Estradiol 0,008 | Estron-3-sulfat <0,001
Estradiol-3-sulfat, sodna sul 0,005 | Testosteron < 0,001
Noretisteron 0,004

Estron-glukuronid, sodna sul < 0,003

Estradiol-3,17-disulfat, sodna sul < 0,003

12
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Spectria Estradiol RIA
Kat.€. 68633

Obsah soupravy (100 testi)

Estradiol coated tubes: Zkumavky s navazanou protilatkou proti estradiolu
Estradiol tracer: Estradiol radioindikator
Estradiol tracer diluent: Estradiol fedici roztok pro radioindikator
Estradiol calibrators: Estradiol kalibratory
Estradiol wash concentrate: Estradiol koncentrat promyvaciho roztoku

Souhrn pracovniho postupu
(vSechny objemy jsou v ul)

Celkova Kalibrator Kontrolni  Neznamy

aktivita vzorek vzorek
Pipetovani vzorku 100 100 100
Pipetovani Fedéného 500 500 500 500
radioindikatoru (€erveny)
Promichani X X X
Inkubace 2h pfi 37°C X X X
Dekantace X X X
Promyvani 1 ml X X X
promyvaciho roztoku
Dekantace X X X
Méreni po dobu 1 min. X X X X

nebo 10.000 impulst

SPECTRIA je ochranna znamka firmy Orion Diagnostica Oy
68633-CZ05

Sidlo v CR (zastoupeni pro CR a SR): Orion Diagnostica-organizaéni slozka
Bélohorska 57, 169 00 Praha 6
Tel. +420 233 350 533, fax:+420 233 350 532
E-mail: orion@oriondiagnostica.cz
www.oriondiagnostica.cz



mailto:orion@oriondiagnostica.cz
http://www.oriondiagnostica.cz

