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URCENY UCEL POUZITI

Souprava SPECTRIA Progesteron RIA firmy Orion Diagnostica,
vyuZivajici techniky zkumavek potazenych protilatkou, je uréena pro
kvantitativni  radioimunoanalytické in vitro méfeni koncentrace
progesteronu v lidském séru.

KLINICKY VYZNAM PROGESTERONU

Progesteron je steroidni hormon sekretovany zlutym téliskem Zenského
vajeCniku béhem normalniho menstruaéniho cyklu. NejvysSich hodnot
dosahuje asi po tydnu od ovulace. Béhem téhotenstvi je progesteron
syntetizovan prvnich 9 tydnud hlavné ve Zlutém télisku a potom v placenté.
Malé mnoZstvi progesteronu je také syntetizovano ve varlatech a u obou
pohlavi také kdrou nadledvinek. VétSina progesteronu je vazana na
transportni protein (kortikosteroid vazajici protein nebo albumin) a jen
malé mnozstvi cirkuluje volné jako aktivni hormon.

Stanoveni progesteronu se VvétSinou pouziva v diagnoze suspektni
anovulace a nedostatecnosti Zlutého téliska. U neovulaénich cykll chybi
Zluté télisko, a proto nedojde ke zvySeni hladin progesteronu v séru
v druhé poloviné menstruaéniho cyklu. V pfipadé nedostateCnosti zlutého
téliska, ovulace se objevuje, ale produkce progesteronu je sniZzena. To je
spojeno s neuplnym vyvojem endometria, ¢imz se ztéZuje implantace
oplodnéného vaji¢ka. Progesteron ochranuje téhotenstvi snizenim délozni
kontraktibility. Zda se, Ze progesteron je pouzitelny také pro hromadna
vySetfovani pfi podezieni na mimodélozni t€hotenstvi.

PRINCIP TESTU

Spectria Progesteron test je zaloZzen na technice kompetitivni
radioimunoanalyzy. Znamé mnozstvi zna¢eného progesteronu a nezname
mnozstvi neznaeného antigenu soutézi o omezeny pocet vysoce
afinitnich vazebnych mist protilatky. Po separaci volného antigenu je
mnozstvi znaceného progesteronu ve zkumavce nepfimo Umérné
mnozstvi progesteronu ve vzorku. Koncentrace v neznamych vzorcich se
odectou z kalibraéni kFivky.
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REAGENCIE

Materialy dodavané v soupravé

REAGENCIE MNOZSTVi SKLADOVANI
PROGESTERONE COATED 100 ks PFi 2 - 8°C v puvodnim obalu
TUBES: v plastové do data expirace.

Zkumavky s navazanou krabi¢ce Kanalyze vezméte pouze
protilatkou proti progesteronu: nezbytné nutné  mnoZstvi
Geometricky optimalizované zkumavek. Krabicku skladujte
testovaci zkumavky potazené v uzaviracim plastovém sacku
polyklonalni krali¢i protilatkou proti spolecné se silika gelem.
progesteronu.

PROGESTERONE TRACER: 1 lahvi¢ka Pfi teploté 2 — 8°C do data
Radioindikator: 11 mi expirace.

5x koncentrovany roztok [**°I]-

znaceného progesteronu.

Radioaktivita

Kathon, ¢ervené barvivo < 150 kBq

PROGESTERONE TRACER 1 lahvi¢ka PFi teploté 2 — 8°C do data
DILUENT 45 ml expirace.

Redici roztok pro radioindikator:

Fosfatovy tlumivy roztok je pfipraven

k pouZziti.

Kathon, &ervené barvivo

PROGESTERONE 6 lahviCek Pfi teploté 2 — 8°C do data
CALIBRATORS: 1 mi expirace.

Kalibratory progesteronu:
PFipraveny k pouZiti.

Koncentrace progesteronu

0, 0.8, 4.0, 10, 40 a 100 nmol/l

v lidském séru.

Kathon, NaNG.

Kalibrovano proti internimu master
kalibratoru.

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

VAROVANI 1: Pro diagnostické pouZziti 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 expiracni dobé soupravy.
Nepipetujte Gsty. Pfi praci s radioaktivnim materidlem je zakazano jist, pit
nebo koufit. Pouzivejte jednorazové rukavice a vhodny ochranny odév.
Zabrante kontaktu s kazi a o€ima. Po skoceni prace s témito latkami si
dikladné umyijte ruce. Ukapnuty materiél je nutno okamzité omyt velkym
mnoZzstvim vody. Materialy pouzité k cisténi by mély byt likvidovany dle
predpisu.

VAROVANI 2: Souprava obsahuje '#I (pologas rozpadu Ty, 60 dni)
emitujici 35,5 keV gama zafeni a 27 - 32 keV rentgenového zafeni.
Radioaktivni material mohou pfijimat, skladovat a pouzivat pouze
pracovisté, ktera splnuji ustanoveni zakona 18/1997 Sh.v platném znéni a
pFislusnych vyhlasek Ministerstva zdravotnictvi.

PFi praci s radioaktivnim materialem dodrZujte nasledujici pravidla:

- vSechny radioaktivni materialy skladujte v pavodnim baleni a jen na
mistech ktomu urenych, s radioaktivnim materialem pracujte
pouze ve schvalenych prostorach
pFijem a spotfebu radioaktivnich latek evidujte
povrch pracovnich stolt, ktery by mohl byt kontaminovan,
pravidelné kontrolujte
ukapnuty radioaktivni materidl je nutno okamzité utfit a
kontaminované distici materialy umistit do sbérné nadoby pro
radioaktivni odpad, potfisnéné povrchy vycCistéte pFislusSnym
dekontaminantem (CiSténi je mozno usnadnit pfekrytim pracovni
plochy jednordzovym absorb&nim materialem)
obalovy material, ktery neni kontaminovan, je mozno odlozit do
béZného odpadu pouze po odstranéni varovnych népisl a znacek
vSechno laboratorni sklo, které bylo pouzito pro préci
s radioaktivnimi latkami, musi byt pfed dalSim pouzitim Fadné
dekontaminovano a proméfeno
radioaktivni material, uréeny do odpadu,musi byt likvidovan v
souladu s platnymi pravnimi pfedpisy v daném staté.

VAROVANI 3: Se v3emi vzorky pacientll je nutno pracovat jako
s potencialné infekénim materialem. Vychozim materidlem pro
kalibratory je lidska krev, ktera byla testovana licencovanymi
reagenciemi a shledana negativni na HbsAg, HIV 1, HIV 2 a HCV
protilatky. Vzhledem k tomu, Ze zadny znamy test nemuUze dat jistotu, ze
material neni infekéni, pracujte snim jako s materidlem potencialné
infek&nim.

TSEKKI 06196-CZ01



VAROVANI 4: Kalibratory < 0,1% obsahuji azid sodny (NaN3) jako
konzervacni €inidlo, coz se za Skodlivou koncentraci nepovazuje.

Azid sodny mlZe reagovat s olovénymi nebo médénymi uzavéry za tvorby
vysoce explozivnich azidu pfislusnych kovu. Jako prevenci tvorby azidd
oplachnéte uzavéry pfed likvidaci velkym mnoZzstvim vody. Vyjimecné
mohou byt kovové uzavéry oplachnuty také 10% hydroxidem sodnym. Pfi
kontaktu s kyselinami tvofi NaN3 toxické vypary.

VAROVANI 5. Reagencie obsahuji 0,1% Kathon, coz se za 3kodlivou
koncentraci nepovazuje.

PRISTROJE

K méfeni Ize pouZit jakykoliv gama é&itaé schopny méreni *#1. Uginnost
méfeni by méla byt pravidelné kontrolovana, stejné tak i proméfovano
pozadi. DoporuCuje se systematicka kalibrace pfFistroje. Podrobnosti
tykajici se zapojeni, pouziti, udrzby a kalibrace najdete v navodu k
obsluze dodavaném vyrobcem pfistroje.

MANIPULACE SE VZORKEM; SKLADOVANI VZORKU

Ackoliv se doporuCuje pouzit jako vzorek sérum, lze pouzit také vzorky
plasmy (heparin, EDTA).

Pro fedéni vzorkd téhotnych Zen se pouZziva nulovy kalibrator nebo
vzorky s nizkou koncentraci progesteronu (v 1. trimestru fedit 1+2, v 2.
trimestru 1+10 a ve 3. trimestru 1+20).

Vzorky je mozno uchovavat 3 dny pfi teploté 2-8°C, delSi dobu pfi teploté
-20°C. Zabrante opakovanému rozmrazeni a zmrazeni vzorku.
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PRACOVNI POSTUP

Materialy potfebné, ale nedodavané se soupravou
MIKROPIPETY pro pfesné odméfeni 50 m a 500 ni
TESTOVACI ZKUMAVKY (pro stanoveni celkové radioaktivity)
VIBRACNI MICHADLO

DEKANTOVACI STOJANEK

BUNICITA VATA

GAMA-CITAC

KRYCI FOLIE PARAFILM

DESTILOVANA VODA

Rekonstituce reagencii
Radioindikator nared’te tak, Zze obsah lahvi¢ky radioindikatoru pfidate do
lahvi¢ky Fediciho tlumivého roztoku. Pfed pouzitim zamichejte.

Pracovni postup

1.

2.

VSechny reagencie, vzorky a kontroly vytemperujte na laboratorni
teplotu (18...25°C).

Oznaéte zkumavky s navazanou protildtkou pro kalibratory,
kontrolni a pacientska séra. Pracujte v duplikdtech. Oddélené
pfipravte dvé normalni zkumavky pro stanoveni celkové
radioaktivity.

Napipetujte 50 ul kalibratord, kontrolnich a pacientskych sér do
pfislusnych  zkumavek. Zkumavky pro stanoveni celkové
radioaktivity ponechte zatim prazdné.

Do vSech zkumavek pfridejte po 500 ul fedéného radioindikatoru
(Cerveny roztok).

VSechny zkumavky peclivé promichejte na vibranim michadle.
Zkumavky prikryjte félii a inkubujte 2 hodiny pfi laboratorni
teploté.

Obsah vSech zkumavek, vyjma zkumavek pro stanoveni celkové
radioaktivity, dekantujte a zbytek tekutiny nechte vstfebat jemnym
poklepanim do bunicité vaty. Zkumavky nechte stat vzhuru dnem
alespon 5 minut. Znovu poklepte, dokud zkumavky nejsou
prazdné.

Zmérte radioaktivitu vSech zkumavek pomoci gamma-CitaCe po
dobu alespori 1 minuty nebo po akumulaci 10 000 impulsu/
zkumavku.
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Poznamky

Abyste dosahli vysoké pfesnosti, dodrzujte nasledujici pravidla:

- Reagencie pipetujte pfimo na dno zkumavek.

- Pfedchazejte poskrabani dna zkumavek Spi¢kami pipet.

- Po odsati nebo dekantaci nechte zbytek tekutiny ze zkumavek vstfebat
jemnym poklepanim do bunicité vaty.

OMEZENI METODY
Jako zaklad pro terapeuticka a diagnosticka rozhodnuti, musi byt méreni
progesteronu podepifeno dalSimi relevantnimi daty.

ZAJISTENI JAKOSTI

Doporuc€ujeme vSem laboratofim pouZzivat interni program kontroly kvality
tak, Ze se souCasné analyzuji séra snizkou i vysokou hrani¢ni
koncentraci normalniho rozmezi. DoporuCujeme, aby si kazda laboratof
vytvofila vlastni pfijatelné rozmezi pro kontrolni vzorky. Primér
kontrolniho rozmezi by mél byt uvnitf pfijatelného rozmezi daného
vyrobcem. K méfeni kontrolnich hodnot pouZzijte alespori dvou rdznych
Sarzi.
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%B/B,

o0 Zkumavka Prameér | %B/B, Konc.
. cpm (nmol/l)
Celkova 39370
80+ aktivita
Kal 0 14211
60 Kal 0.8 13032 91,7
\ Kal 4.0 9055 63,7
a0 - Kal 10 6517 45,9
\\ Kal 40 3358 23,6
. Kal 100 1963 13,8
] S~ Neznamy 3364 24,0| 386
vzorek 1
0y E— e — Neznamy 9055 64,0 4.4
1 10 100 vzorek 2

VYPOCET VYSLEDKU

Pfi automatickém vypoctu vysledkd doporuCujeme pouzit spline funkci.
Vysledky Ize odeCist manualné =z kalibraéni kfivky vynesené
v semilogaritmickych soufadnicich .

Vypoététe primér Cetnosti vSech kalibratord, vzorku a kontrol.
Vypoctéte % (B/Bo) pomoci rovnice:

¢etnost kalibratoru nebo vzorku x 100
% B/Bg= Y0 YY1 Y0 YaYaYnYaYaYaYaYaYaYaYaYaYa
¢etnost nulového kalibratoru

Vyneste kalibraéni kfivku v semi—logaritmickych soufadnicich tak, aby
%(B/B0) byla na ose y a koncentrace kalibratord progesteronu (nmol/l) na
ose X.

Odectéte koncentrace progesteronu v neznamych vzorcich z kalibraéni
kfivky a zpramérujte hodnoty duplikatd.

Obr. 1 Tabulka 1
Typicka kalibragni kfivka. Typicka kalibra¢ni kfivka a vypocet vysledka.
Priklad. Priklad.

Progesterone (nmol/L)

Hodnoty progesteronu jsou ziskany v Sl jednotkach, nmol/l. Pfevod na
ng/ml je mozny s pouzitim nasledujici rovnice:
progesteron (ng/ml) = progesteron (nmol/l) x 0,314
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REFERENCNI HODNOTY

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

Byly méfeny hodnoty méfeny béhem jednoho menstrua¢niho cyklu u 10
zdravych, normalné menstruujicich Zzen. Ovulaéni dny byly stanoveny
méfenim koncentrace LH u kazdého vzorku. Méfeny byly také
koncentrace sérového progesteronu 50 post-menopauzalnich Zen a u 50
muzu.

Tabulka 2. Sérové koncentrace progesteronu (nmol/l)
Referencni hodnoty byly vypocitany na zakladé referen¢nich hodnot pfedchozi verze
soupravy (68521) pomoci rovnice linearni regrese y=1.03x — 0.73.

Vzorek n Dny* Rozmezi
Folikularni faze 28 -10--3 <17
Ovulace 10 0 1,4-4,7
Lutealni faze 28 +4 — +11 15 -58
Postmenopauzalni zeny 50 <35
MuZi 50 <39

* minus znamena dny pfed ovulaci, plus dny po ovulaci, nd znamena nedetekovatelné

Obr. 2 Prumérné koncentrace sérového progesteronu u 10 zdravych, normalné
menstruujicich Zen bé&hem jednoho menstrua¢niho cyklu. Den 0 je den s nejvysSi
koncentraci LH.

50

35

30

Progesterone nmol/
N
(63}
L

20 -
15 ~
10 A
> \
0
12 .10 8 6 4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14
days
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ANALYTICKE PARAMETRY MERENI
NiZe uvedené vysledky byly ziskany v Orion Diagnostica a predstavuji
typicka analytické data.

Mérici rozmezi
0,8 — 100 nmoll/l.

Analyticka mez detekce

Mez detekce, definovand jako nejnizSi detekovatelna koncentrace
odpovidajici dvojndsobku smérodatné odchylky hodnot nulového
kalibratoru, je nez lepSi 0,7 nmol/l.

Funkéni mez detekce
Je pfiblizné 0,7 nmol/l.

Linearita

Vzorky sér mohou byt fedény do poméru 1:16 sérem pacientky
neobsahujicim tento hormon nebo sérem odebranym ve folikularni fazi,
Ize také pouzit sérum muze. Séra téhotnych Zen je mozno fedit podle
navodu v kapitole ,Manipulace se vzorkem; skladovani vzorku® (str. 6).

Metoda standardniho pFipravku (recovery)
Zndma mnoZstvi progesteronu byla pfidana k 3 pacientskym sérum.
Standardni pfidavky byly v rozmezi od 85 do 109 %.

Preciznost (precision)
3 vzorky a 3 kontroly s riznou koncentraci progesteronu byly analyzovany
k ur€eni intra-assay a inter-assay variability.

Tabulka 3 Intra-assay/inter-assay preciznost

Intra-assay preciznost Inter-assay preciznost
10 replikéatd 10 duplikatu
Vzorek Pramér CV (%) |Vzorek Pramér CV (%)
(nmol/l) (nmol/l)
1 1,5 11,5 5 2,2 7,8
2 15,7 3,0 6 11,8 51
3 31,1 3,8 7 37,2 4,8

Interferujici latky

Bilirubin v séru do koncentrace £ 385 mmol/l a hemoglobin v séru do
koncentrace £ 5 g/l nemaji vliv na méfeni koncentrace progesteronu.
Triglyceridy v séru do koncentrace £ 6 g/l neinterferuiji.

TSEKKI 06196-CZ01
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Specificita
Bylo testovano procento zkfizenych reakci (pfi 50% vazebné kapacité)
s riznymi latkami.

Tabulka 4 Zkfizené reakce antiséra progesteronu

Substance Cross-reactivity%
Progesterone 100%
5b-Dihydroprogesterone 3,2
5a-Dihydroprogesterone 2,5
Corticosterone 0,74
11-Deoxycorticosterone 0,50
Estrone 0,43
20b-Hydroxyprogesterone 0,093
20a-Hydroxyprogesterone 0,084
Pregnenolone 0,034
17a-Hydroxyprogesterone 0,027
Pregnenolone-3-sulphate, Na-salt 0,018
Testosterone 0,012
Cortisone <0,01
Cortisol <0,01
Estradiol <0,01
Estriol <0,01
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Spectria Progesterone RIA
Kat.€. 06196

Obsah soupravy
(100 TESTU)

Progesterone coated tubes: Zkumavky s navazanou
protilatkou proti progesteronu
Progesterone tracer: Progesteron radioindikéator
Progesterone tracer diluent: Progesteron fedici roztok pro radioindikator
Progesterone calibrators: Progesteron kalibratory

Souhrn pracovniho postupu
(vSechny objemy jsou v ul)

Celkova Kalibrator Kontroln Neznamy

aktivita i vzorek  vzorek
Pipetovani vzorku 50 50 50
Pipetovani radioindikatoru 500 500 500 500
(€erveny)
Promichani X X X
Inkubace 2h pfi laboratorni X X X
teploté
Dekantace X X X
Méreni po dobu 1min. nebo X X X X
10.000 impulst
SPECTRIA je ochranna znamka firmy Orion Diagnostica Oy 06196-Cz01

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
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