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UR ENÝ Ú EL POUŽITÍ
Souprava  SPECTRIA  Progesteron  RIA  firmy  Orion  Diagnostica,
využívající  techniky  zkumavek  potažených  protilátkou,  je  ur ena  pro
kvantitativní  radioimunoanalytické in  vitro ení  koncentrace
progesteronu v lidském séru.

KLINICKÝ VÝZNAM PROGESTERONU
Progesteron  je  steroidní  hormon  sekretovaný  žlutým  t lískem  ženského
vaje níku  b hem  normálního  menstrua ního  cyklu.  Nejvyšších  hodnot
dosahuje  asi  po  týdnu  od  ovulace.  B hem  t hotenství  je  progesteron
syntetizován prvních 9 týdn  hlavn  ve žlutém t lísku a potom v placent .
Malé množství progesteronu je také syntetizováno ve varlatech a u obou
pohlaví  také  k rou  nadledvinek.  V tšina  progesteronu  je  vázána  na
transportní  protein  (kortikosteroid  vázající  protein  nebo  albumin)  a  jen
malé množství cirkuluje voln  jako aktivní hormon.
Stanovení  progesteronu  se  v tšinou  používá  v diagnóze  suspektní
anovulace a nedostate nosti  žlutého  t líska. U neovula ních cykl  chybí
žluté  t lísko,  a  proto  nedojde  ke  zvýšení  hladin  progesteronu  v séru
v druhé polovin  menstrua ního cyklu. V p ípad  nedostate nosti žlutého

líska, ovulace se objevuje, ale produkce progesteronu je snížena. To je
spojeno  s neúplným  vývojem  endometria,  ímž  se  zt žuje  implantace
oplodn ného vají ka. Progesteron ochra uje t hotenství snížením d ložní
kontraktibility.  Zdá  se,  že  progesteron  je  použitelný  také  pro  hromadná
vyšet ování p i podez ení na mimod ložní t hotenství.

PRINCIP TESTU
Spectria  Progesteron test  je  založen  na  technice  kompetitivní
radioimunoanalýzy. Známé množství zna eného progesteronu a neznámé
množství  nezna eného  antigenu  sout ží  o  omezený  po et  vysoce
afinitních  vazebných  míst  protilátky.  Po  separaci  volného  antigenu  je
množství  zna eného  progesteronu  ve  zkumavce  nep ímo  úm rné
množství progesteronu ve vzorku. Koncentrace v neznámých vzorcích se
ode tou z kalibra ní k ivky.
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REAGENCIE
Materiály dodávané v souprav

REAGENCIE MNOŽSTVÍ SKLADOVÁNÍ

PROGESTERONE COATED
TUBES:
Zkumavky s navázanou
protilátkou proti progesteronu:
Geometricky optimalizované
testovací zkumavky potažené
polyklonální králi í protilátkou  proti
progesteronu.

100 ks
v plastové
krabi ce

i 2 ­ 8°C v p vodním obalu
do data expirace.
K analýze  vezm te  pouze
nezbytn   nutné  množství
zkumavek.  Krabi ku  skladujte
v uzavíracím  plastovém  sá ku
spole  se silika gelem.

PROGESTERONE TRACER:
Radioindikátor:
5x koncentrovaný roztok  [125I]­
zna eného progesteronu.
Kathon,  ervené barvivo

1 lahvi ka
11 ml

Radioaktivita
< 150 kBq

i teplot  2 – 8°C do data
expirace.

PROGESTERONE TRACER
DILUENT

edící roztok pro radioindikátor:
Fosfátový tlumivý roztok je p ipraven
k použití.
Kathon,  ervené barvivo

1 lahvi ka
45 ml

i teplot  2 – 8°C do data
expirace.

PROGESTERONE
CALIBRATORS:
Kalibrátory progesteronu:

ipraveny k použití.
Koncentrace progesteronu
0, 0.8, 4.0, 10, 40 a 100 nmol/l
v lidském séru.
Kathon, NaN3.
Kalibrováno proti internímu master
kalibrátoru.

6 lahvi ek
1 ml

i teplot  2 – 8°C do data
expirace.

Reagencie obsahují azid sodný,  te Upozorn ní a varování.
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Upozorn ní a varování

VAROVÁNÍ 1: Pro diagnostické použití in vitro Není ur eno pro interní
nebo externí použití u lidí nebo u zví at. Používejte pouze sou ásti jedné
soupravy.  Nemíchejte  zkumavky  s  navázanou  protilátkou  z  r zných
souprav (krabic). Reagencie nepoužívejte po expira ní dob  soupravy.
Nepipetujte ústy.  P i práci s radioaktivním materiálem je zakázáno jíst, pít
nebo  kou it.  Používejte  jednorázové  rukavice  a  vhodný  ochranný  od v.
Zabra te  kontaktu  s k ží  a  o ima.  Po  sko ení  práce  s t mito  látkami  si

kladn  umyjte ruce. Ukápnutý materiál  je nutno okamžit  omýt velkým
množstvím  vody.  Materiály  použité  k  išt ní  by m ly  být  likvidovány  dle

edpis .
VAROVÁNÍ  2: Souprava  obsahuje 125I  (polo as  rozpadu  T1/2  60  dní)
emitující  35,5  keV  gama  zá ení  a  27  ­  32  keV  rentgenového  zá ení.
Radioaktivní  materiál  mohou  p ijímat,  skladovat  a  používat  pouze
pracovišt , která spl ují ustanovení zákona 18/1997 Sb.v platném zn ní a

íslušných vyhlášek Ministerstva zdravotnictví.
i práci s radioaktivním materiálem dodržujte následující pravidla:
•  všechny radioaktivní materiály skladujte v p vodním balení a jen na

místech  k tomu  ur ených,  s radioaktivním  materiálem  pracujte
pouze ve schválených prostorách

•  p íjem a spot ebu radioaktivních látek evidujte
•  povrch  pracovních  stol ,  který  by  mohl  být  kontaminován,

pravideln  kontrolujte
•  ukápnutý  radioaktivní  materiál  je  nutno  okamžit   ut ít  a

kontaminované  istící  materiály  umístit  do  sb rné  nádoby  pro
radioaktivní  odpad,  pot ísn né  povrchy  vy ist te  p íslušným
dekontaminantem  ( išt ní  je  možno  usnadnit  p ekrytím  pracovní
plochy jednorázovým absorb ním materiálem)

•  obalový  materiál,  který  není  kontaminován,  je  možno  odložit  do
žného odpadu pouze po odstran ní varovných nápis  a zna ek

•  všechno  laboratorní  sklo,  které  bylo  použito  pro  práci
s radioaktivními  látkami,  musí  být  p ed  dalším  použitím  ádn
dekontaminováno a prom eno

•  radioaktivní  materiál,  ur ený  do  odpadu,musí  být  likvidován  v
souladu s platnými právními p edpisy v daném stát .

VAROVÁNÍ  3:    Se  všemi  vzorky  pacient   je  nutno  pracovat  jako
s potenciáln   infek ním  materiálem.  Výchozím  materiálem  pro
kalibrátory  je  lidská  krev,  která  byla  testována    licencovanými
reagenciemi  a  shledána    negativní  na  HbsAg,    HIV  1,  HIV  2  a  HCV
protilátky. Vzhledem k tomu, že žádný známý test nem že dát  jistotu, že
materiál  není  infek ní,  pracujte  s ním  jako  s materiálem  potenciáln
infek ním.
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VAROVÁNÍ  4:  Kalibrátory  <  0,1%  obsahují azid  sodný  (NaN3)    jako
konzerva ní  inidlo, což se za škodlivou koncentraci nepovažuje.
Azid sodný m že reagovat s olov nými nebo m nými uzáv ry za tvorby
vysoce  explozivních  azid   p íslušných  kov .  Jako  prevenci  tvorby  azid
opláchn te  uzáv ry  p ed  likvidací  velkým  množstvím  vody.  Výjime
mohou být kovové uzáv ry opláchnuty také 10% hydroxidem sodným. P i
kontaktu s kyselinami tvo í NaN3 toxické výpary.
VAROVÁNÍ  5:    Reagencie  obsahují  0,1%  Kathon,  což  se  za  škodlivou
koncentraci nepovažuje.

ÍSTROJE
K  m ení  lze  použít  jakýkoliv  gama  íta   schopný  m ení 125I.  Ú innost

ení  by  m la  být  pravideln   kontrolována,  stejn   tak  i  prom ováno
pozadí.  Doporu uje  se  systematická  kalibrace  p ístroje.  Podrobnosti
týkající  se  zapojení,  použití,  údržby  a  kalibrace  najdete  v  návodu  k
obsluze dodávaném výrobcem p ístroje.

MANIPULACE SE VZORKEM; SKLADOVÁNÍ VZORKU
koliv  se  doporu uje  použít  jako  vzorek  sérum,  lze  použít  také  vzorky

plasmy (heparin, EDTA).
Pro  ed ní  vzork   t hotných  žen  se  používá  nulový  kalibrátor    nebo
vzorky  s nízkou  koncentrací  progesteronu  (v  1.  trimestru  edit  1+2,  v  2.
trimestru 1+10 a ve 3. trimestru 1+20).
Vzorky je možno uchovávat 3 dny p i teplot  2­8ºC, delší dobu p i teplot
 ­20ºC. Zabra te opakovanému rozmražení a zmražení vzorku.
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PRACOVNÍ POSTUP
Materiály pot ebné, ale nedodávané se soupravou
MIKROPIPETY pro p esné odm ení 50 µl a 500 µl
TESTOVACÍ ZKUMAVKY (pro stanovení celkové radioaktivity)
VIBRA NÍ MÍCHADLO
DEKANTOVACÍ STOJÁNEK
BUNI ITÁ VATA
GAMA­ ÍTA
KRYCÍ FÓLIE PARAFILM
DESTILOVANÁ VODA

Rekonstituce reagencií
Radioindikátor na te  tak, že obsah  lahvi ky  radioindikátoru p idáte do
lahvi ky  edícího tlumivého roztoku. P ed použitím zamíchejte.

Pracovní postup
1.  Všechny  reagencie, vzorky a kontroly vytemperujte na  laboratorní

teplotu (18… 25°C).
2. Ozna te  zkumavky  s navázanou  protilátkou  pro  kalibrátory,

kontrolní  a  pacientská  séra.  Pracujte  v duplikátech.  Odd len
ipravte  dv   normální  zkumavky  pro  stanovení  celkové

radioaktivity.
3. Napipetujte  50  l  kalibrátor ,  kontrolních  a  pacientských  sér  do

íslušných  zkumavek.  Zkumavky  pro  stanovení  celkové
radioaktivity ponechte zatím prázdné.

4.  Do  všech  zkumavek idejte  po  500  l  ed ného  radioindikátoru
ervený roztok).

5.  Všechny zkumavky pe liv promíchejte na vibra ním míchadle.
6.  Zkumavky ikryjte  fólií  a inkubujte  2  hodiny  p i  laboratorní

teplot .
7.  Obsah  všech  zkumavek,  vyjma  zkumavek  pro  stanovení  celkové

radioaktivity, dekantujte a zbytek tekutiny nechte vst ebat  jemným
poklepáním  do  buni ité  vaty.  Zkumavky nechte stát  vzh ru  dnem
alespo   5  minut.  Znovu poklepte,  dokud  zkumavky  nejsou
prázdné.

8. Zm te  radioaktivitu  všech  zkumavek  pomocí  gamma­ íta e  po
dobu  alespo   1  minuty  nebo  po  akumulaci    10  000  impuls /
zkumavku.
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Poznámky
Abyste dosáhli vysoké p esnosti, dodržujte následující pravidla:
­  Reagencie pipetujte p ímo na dno zkumavek.
­  P edcházejte poškrábání dna zkumavek špi kami pipet.
­  Po odsátí nebo dekantaci nechte zbytek tekutiny ze zkumavek vst ebat

jemným poklepáním do buni ité vaty.

OMEZENÍ METODY
Jako základ pro terapeutická a diagnostická rozhodnutí, musí být m ení
progesteronu podep eno dalšími relevantními daty.

ZAJIŠT NÍ JAKOSTI
Doporu ujeme všem laborato ím používat interní program kontroly kvality
tak,  že  se  sou asn   analyzují  séra  s nízkou  i  vysokou  hrani ní
koncentrací  normálního  rozmezí.  Doporu ujeme,  aby  si  každá  laborato
vytvo ila  vlastní  p ijatelné  rozmezí  pro  kontrolní  vzorky.  Pr r
kontrolního  rozmezí  by  m l  být  uvnit   p ijatelného  rozmezí  daného
výrobcem.  K m ení  kontrolních  hodnot  použijte  alespo   dvou  r zných
šarží.
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VÝPO ET VÝSLEDK
i  automatickém  výpo tu  výsledk   doporu ujeme  použít  spline  funkci.

Výsledky  lze  ode íst  manuáln   z  kalibra ní  k ivky  vynesené
v semilogaritmických sou adnicích .

Vypo te pr r  etností všech kalibrátor , vzork  a kontrol.

Vypo te % (B/Bo) pomocí rovnice:

         etnost kalibrátoru nebo vzorku x 100
% B/B0= 
                               etnost nulového kalibrátoru

Vyneste  kalibra ní  k ivku  v    semi–logaritmických  sou adnicích  tak,  aby
%(B/Bo) byla na ose y a koncentrace kalibrátor  progesteronu (nmol/l) na
ose x.
Ode te koncentrace  progesteronu  v neznámých  vzorcích  z  kalibra ní

ivky a zpr rujte  hodnoty duplikát .

Obr. 1 Tabulka 1
Typická kalibra ní k ivka. Typická kalibra ní k ivka a výpo et výsledk .

íklad. íklad.

Zkumavka Pr r
cpm

%B/Bo Konc.
(nmol/l)

Celková
aktivita

39370

Kal 0 14211
Kal 0.8 13032 91,7
Kal 4.0 9055 63,7
Kal 10 6517 45,9
Kal 40 3358 23,6
Kal 100 1963 13,8
Neznámý
vzorek 1

3364 24,0 38,6

Neznámý
vzorek 2

9055 64,0 4,4

Hodnoty  progesteronu  jsou  získány  v SI  jednotkách,  nmol/l.  P evod  na
ng/ml je možný s použitím následující rovnice:
             progesteron (ng/ml) = progesteron (nmol/l) x 0,314
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REFEREN NÍ HODNOTY
Z d vod   etnické,  dietární  a  v kové  variability  nemusí  tyto  referen ní
hodnoty odpovídat celé populaci. Každá laborato  by si proto  m la ud lat
vlastní rozmezí referen ních hodnot.

Byly m eny hodnoty m eny b hem jednoho menstrua ního cyklu u 10
zdravých, normáln  menstruujících žen. Ovula ní dny byly stanoveny

ením koncentrace LH u každého vzorku. M eny byly také
koncentrace sérového progesteronu 50 post­menopauzálních žen a u 50
muž .

Tabulka 2.  Sérové koncentrace progesteronu (nmol/l)
Referen ní hodnoty byly vypo ítány na zaklad  referen ních hodnot p edchozí verze
soupravy (68521) pomocí rovnice lineární regrese y= 1.03x – 0.73.

Vzorek n Dny* Rozmezí
Folikulární fáze 28 ­10 – ­3 < 1,7
Ovulace 10 0 1,4 – 4,7
Luteální fáze 28 +4 – +11 15 – 58
Postmenopauzální ženy 50 < 3,5
Muži 50 < 3,9
* mínus znamená dny p ed ovulací, plus dny po ovulaci, nd znamená nedetekovatelné

Obr.  2  Pr rné  koncentrace  sérového  progesteronu  u  10  zdravých,  normáln
menstruujících  žen  b hem  jednoho  menstrua ního  cyklu.  Den  0  je  den  s  nejvyšší
koncentrací LH.
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ANALYTICKÉ PARAMETRY M ENÍ
Níže uvedené výsledky byly získány v Orion Diagnostica a predstavují
typická analytická data.

icí rozmezí
0,8 – 100 nmol/l.

Analytická mez detekce
Mez  detekce,  definovaná  jako  nejnižší  detekovatelná  koncentrace
odpovídající  dvojnásobku  sm rodatné  odchylky  hodnot  nulového
kalibrátoru, je než lepší 0,7 nmol/l.

Funk ní mez detekce
Je p ibližn  0,7 nmol/l.

Linearita
Vzorky  sér  mohou  být  ed ny  do  pom ru  1:16  sérem  pacientky
neobsahujícím  tento  hormon  nebo  sérem  odebraným  ve  folikulární  fázi,
lze  také  použít  sérum  muže.  Séra  t hotných  žen  je  možno  edit  podle
návodu v kapitole „Manipulace se vzorkem; skladování vzorku“ (str. 6).

Metoda standardního p ípravku (recovery)
Známá  množství  progesteronu  byla  p idána  k  3  pacientským  sér m.
Standardní p ídavky byly v rozmezí od 85 do 109 %.

Preciznost (precision)
3 vzorky a 3 kontroly s r znou koncentrací progesteronu byly analyzovány
k ur ení intra­assay a inter­assay variability.

Tabulka 3 Intra­assay/inter­assay preciznost
Intra­assay preciznost

10 replikát
Inter­assay preciznost

10 duplikát
Vzorek Pr r

(nmol/l)
CV (%) Vzorek Pr r

(nmol/l)
CV (%)

1   1,5 11,5 5   2,2 7,8
2 15,7    3,0 6 11,8 5,1
3 31,1    3,8 7 37,2 4,8

Interferující látky
Bilirubin v séru do koncentrace ≤ 385 µmol/l a hemoglobin v séru do
koncentrace ≤ 5 g/l nemají vliv na m ení koncentrace progesteronu.
Triglyceridy v séru do koncentrace ≤ 6 g/l neinterferují.
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Specificita
Bylo  testováno  procento  zk ížených  reakcí  (p i  50%  vazebné  kapacit )
s r znými látkami.

Tabulka 4 Zk ížené reakce antiséra progesteronu

Substance Cross­reactivity%
Progesterone 100%
5β­Dihydroprogesterone 3,2
5α­Dihydroprogesterone 2,5
Corticosterone 0,74
11­Deoxycorticosterone 0,50
Estrone 0,43
20β­Hydroxyprogesterone 0,093
20α­Hydroxyprogesterone 0,084
Pregnenolone 0,034
17α­Hydroxyprogesterone 0,027
Pregnenolone­3­sulphate, Na­salt 0,018
Testosterone 0,012
Cortisone < 0,01
Cortisol < 0,01
Estradiol < 0,01
Estriol < 0,01



Spectria Progesterone RIA
Kat. . 06196

Obsah soupravy
(100 TEST )

Progesterone coated tubes: Zkumavky s  navázanou
protilátkou proti progesteronu

Progesterone tracer: Progesteron radioindikátor
Progesterone tracer diluent: Progesteron  edící roztok pro radioindikátor

Progesterone calibrators: Progesteron kalibrátory

Souhrn pracovního postupu
 (všechny objemy jsou v  l)

Celková
aktivita

Kalibrátor Kontroln
í vzorek

Neznámý
vzorek

Pipetování vzorku 50 50 50

Pipetování radioindikátoru
ervený)

500 500 500 500

Promíchání x x x

Inkubace 2h p i laboratorní
teplot

x x x

Dekantace x x x

ení po dobu 1min. nebo
10.000 impuls

x x x x

SPECTRIA je ochranná známka firmy Orion Diagnostica Oy 06196­CZ01

Sídlo v  R (zastoupení pro  R a SR):  Orion Diagnostica­organiza ní složka
lohorská 57, 169 00 Praha 6

Tel. +420 233 350 533, fax:+420 233 350 532
E­mail: orion@oriondiagnostica.cz
www.oriondiagnostica.cz
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