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IX SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

- This kit is suitable for serum, heparinized plasma or EDTA plasma
samples.

— Plasma samples provide similar results than serum:
Y(EDTA plasma) =0.97 X(serum)-0.01 r=0.99 n=20
Y (heparinized plasma) = 0.95 X(serum)-0.07 r = 0.99 n =20

- Serum or plasma samples must be kept at 2-8°C.

- If the test is not run within 24 hrs, sampling and storage at -20°C is
recommended.

- Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

IX SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

- This kit is suitable for serum, heparinized plasma or EDTA plasma
samples.

- Plasma samples provide similar results than serum:
Y(EDTA plasma) =0.93 X(serum) - 0.03r = 0.98 n=20
Y (heparinized plasma) = 0.96 X(serum) - 0.01 r=0.99 n=20

- Serum or plasma samples must be kept at 2-8°C.

— If the test is not run within 24 hrs, sampling and storage at -20°C
is recommended.

- Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

V. REAGENTS PROVIDED

IZVIr:II orange Ready for use
Chromogenic solution TMB
(Tetramethylbenzydine)

12 ml Ready for use
Stop solution HCI 1M

V. REAGENTS PROVIDED

Removal of the column relative to color code.

1 vial
. . Ready for use
Chromogenic solution TMB 13ml
(Tetramethylbenzydine)
1 vial Ready for use
Stop solution 0.2M H2SO4 13 ml

XIl. TYPICAL DATA

The following data are for illustration only and should never be used instead of
the real time calibration curve.

170H-Progesterone ELISA mOD units
Calibrator 0 ng/ml 2922
0.08 ng/ml 2768
0.4 ng/ml 1904
1.3 ng/ml 1088
2.5 ng/ml 655
7.5 ng/ml 241
15 ng/ml 164

Xlll. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection Limit
'The LOB was calculated to be 0.04 ng/ml.

'The LOD was calculated to be 0.07 ng/ml.
The LOQ was calculated to be 0.1 ng/ml with CV of 20%.

XIl. TYPICAL DATA

IThe following data are for illustration only and should never be used instead
of the real time calibration curve.

170H-Progesterone ELISA OD units

Calibrator 0 ng/ml 2.306
0.09 ng/ml 2.205
0.4 ng/ml 1.744
1.4 ng/ml 1.075
2.7 ng/ml 0.737
7.9 ng/ml 0.355
15.6 ng/ml 0.235

Xlll. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection Limit
IThe LOB was calculated to be 0.03 ng/ml.

IThe LOD was calculated to be 0.06 ng/ml.
IThe LOQ was calculated to be 0.1 ng/ml with CV of 20%.




B. Specificity

B. Specificity

Added amount Cross- Added amount Cross-
Compound (ng/ml) Reactivity (%) Compound (ng/ml) Reactivity (%)
170H-Progesterone - 100 170H-Progesterone - 100
Progesterone 1000 0.58 Progesterone 1000 0.45
17-a-hydroxypregnenolone 1000 0.5 17-a-hydroxypregnenolone 1000 0.22
21-deoxycortisol 1000 4.3 21-deoxycortisol 1000 0.96
Pregnenolone 1000 0.03 Pregnenolone 1000 0.01
11-deoxycortisol 1000 0.29 11-deoxycortisol 1000 0.13
Corticosterone 10000 0.01 Corticosterone 10000 0.00
11-deoxycorticosterone 1000 0.28 11-deoxycorticosterone 1000 0.06
Testosterone 5000 0.01 Testosterone 5000 0.01
Androstenedione 5000 0.01 Androstenedione 5000 0.01
Estradiol 10000 ND Estradiol 10000 0.00
17-a-hydroxypregnenolone sulfate 5000 0.44 17-a-hydroxypregnenolone sulfate 5000 ND
Sample Sample
. concentration after o Concentration | concentration o
Substance :7?H'LF; 0 (ior}centl;a(tlon/:i) addition of the \;VI ?;rt‘io/:\ Substance 1:9:':' of Interferent | after addition of V“:?;’:i 0/71
ng/mt) [nterterent (mg 170H-P a (ng/mL) (mg/dL) the 170H-P
(ng/ml) (ng/ml)
250 0.76 250 0.60
081 500 074 0.55 500 0.60
Hemoglobin 0 6o -10.1% Hemoglobin e0 1 oe 5.3%
1.83 1.24
500 1.5 : 500 1.26
081 15000 2.;: 055 50 0.56
Bilirubin : -2.2% Bilirubin 100 0-58 4.5%
183 50 1.92 50 1.23
' 100 1.73 1.24 100 1.32
62.5 0.66 62.5 0.56
0.72 125 0.66 0.55 125 0.54
Triglyceride 250 0.67 -4.6% Triglyceride 250 0.55 2.7%
62.5 1.65 62.5 1.19
1.56 125 1.55 1.24 125 1.23
250 1.41 250 1.24
C. Precision C. Precision
INTRA-ASSAY INTRA-ASSAY
<X> +SD C.V. <X> +SD C.V.
Sample N (ng/ml) (%) Sample N (ng/ml) (%)
A 24 1.16 +£0.05 4.3 A 24 0.87 £0.04 4.2
B 24 2.93+0.12 4.1 B 24 1.64 +0.08 4.8
INTER-ASSAY INTER-ASSAY
<X> +SD C.V. <X> £ SD C.V.
Sample N (ng/ml) (%) Sample N (ng/ml) (%)
A 14 0.99 £ 0.06 6.1 A 14 0.35+0.03 8.5
B 14 2.32+0.14 6.0 B 14 1.35+0.11 8.4
D. Accuracy D. Accuracy
RECOVERY TEST: RECOVERY TEST
Added 17-OHP | Recovered 17-OHP E d M d
Sample Recovery (% xpecte easure
P (ng/ml) (ng/ml) v (%) Sample | concentration concentration Re(zg\;ery
10 9.61 96 (ng/ml) (ng/ml) °
] 5 4.82 QZ - 0.59 -
1 0.9 9 ] 10.59 1017 96.0
0:5 043 86 5.59 453 81.0
10 9.18 92 1.59 1.85 116.1
e ' d | -
: ° 10.82 12.86 118.9
0:5 0:5 100 5.82 6.08 104.6
1.82 2.03 111.8




DILUTION TEST:

DILUTION TEST

Sample Theoretic_al Measurec_i Sample Theoretic:al Measuregl
dilution concentration concentration Recovery (%) dilution concentration concentration Recovery (%)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
11 12.01 12.01 100 11 - 8.98 -
1/2 6.01 5.51 91.7 1/2 4.49 419 93.2
1/4 3.00 2.80 93.2 1/4 2.25 217 96.7
1/8 1.50 1.58 105.2 1/8 1.12 1.22 108.4
11 10.73 10.73 100 116 0.56 0.65 115.0
1/2 5.37 4.77 88.9 mn - 8.16 -
1/4 268 268 99.9 1/2 4.08 3.28 80.3
1/8 1.34 1.43 106.6 1/4 2.04 1.65 80.6
1/8 1.02 1.03 101.1
1/16 0.51 0.60 118.4
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Read entire protocol before use.

170H-PROGESTERONE ELISA

INTENDED USE

Immunoenzymetric assay for the in vitro quantitative measurement of human
hydroxyprogesterone (17-OHP) in serum and plasma.

GENERAL INFORMATION

Proprietary name: DIAsource 1770H-PROGESTERONE ELISA Kit
Catalog number: KAP1401: 96 tests
Manufactured by: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2 B-1348 Louvain-la Neuve, Belgium.

For technical assistance or ordering information contact:
Tel: +32 (0)10 84 99 11 Fax: +32 (0)10 84 99 90

CLINICAL BACKGROUND

Biological activities of 17-a-hydroxyprogesterone

17-a-hydroxyprogesterone (17-OHP) is a C-21 steroid hormone (molecular weight 330.3) which is
produced from 17-a-hydroxy pregnenolone in the adrenals and also in the ovaries, testes and
placenta.

17-OHP is hydroxylated at positions 11 and 21 to produce cortisol via 11-deoxycortisol.

Clinical applications of 17-a-hydroxyprogesterone determination

As a rule, serum or amniotic fluid 17-OHP dosages are relevant to diagnose congenital adrenal
hyperplasia (CAH). This CAH is due to a specific enzyme defect (six distinct enzyme deficiencies
have been described). As a result of these deficiencies, ACTH increases and produces adrenal
hyperplasia and the raise of many steroid precursors. But it is also very interesting to know the value
of 17-OHP in patients with varicocele (17-OHP and testosterone represent markers of Leydig cell
function) and in ageing male patients to detect Benign Prostatic Hypertrophy (BPH) and carcinoma
of the prostate (PCA) (plasmai17-OHP is significantly lower in PCA and BPH groups than in normal
men).

There are other domains for 17-OHP investigations as: male infertility, girls with peripubertal
virilization, children with premature adrenache (in these cases, the values of 17-OHP are increased
without or after ACTH stimulation).
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IV.  PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource 1770H-PROGESTERONE ELISA kit is a solid phase Enzyme
Linked Immunosorbent Assay performed on microtiterplates. During a 1 hour
incubation step, at room temperature (18-25°C), with shaking, 17-OHP
present in calibrators, controls and samples competes with 17-OHP-HRP
conjugate for binding sites of a specific antibody immobilized on the wells of
the microtiterplate. After this incubation, microtiterplate is washed to stop the
competition reaction. The Chromogenic solution (TMB) is added and
incubated for 30 minutes. The reaction is stopped with the addition of Stop
Solution and the microtiterplate is then read at the appropriate wavelength.
The amount of substrate turnover is determined colourimetrically by
measuring the absorbance, which is inversely proportional to the 17-OHP
concentration.

A calibration curve is plotted and the 17-OHP concentrations of the samples
are determined by dose interpolation from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents KAP1401 Reconstitution
- Microtiterplate with 96
breakable wells coated with 1 x 96 wells Ready for use
anti17-a-OH- progesterone
AL
c 1 vial
Callibrator 0: human serum with 1ml Ready for use
gentamycin and Proclin
17-a-OH-progesterone 6 vials
N = 1to 6 (see exact values on vial 1ml Ready for use
labels) in human serum with gentamycin
and Proclin
controL | N |
Controls N= 2 2 vials Add 1 ml distilled
in human serum with gentamycin and lyophilised water
Proclin
(a9 [wee | conc | 1 vial Dilute 100 x with
Conjugate: HRP labelled 17-a-OH- 0.3ml conjugate buffer
progesterone i
CoNy 1 vial Ready |
Conjugate Buffer with bovine serum 30 ml eady for use
albumin
| WASH ‘ SOLN | CONC ‘ 1 vial Dilute 200 x with
| 10ml distilled water (use a
Wash solution (TRIS-HCI) magnetic stirrer).
Chromogenic solution TMB 13 ml Ready for use
(Tetramethylbenzydine)
STOP SOLN ;
| sToP_| v
Ready f
Stop solution 0.2M H2SO4 13 ml eady for use

Note: Use Calibrator 0 for dilution of samples with values above the
highest calibrator.

VL.  SUPPLIES NOT PROVIDED

The following material is required but not provided in the kit:

1. Distilled water

2. Pipettes for delivery of: 25 pl, 100 pl, 200 pl and 1000 pl (the use of
accurate pipettes with disposable plastic tips is recommended)

3. Vortex mixer

Noos

Magnetic stirrer

Plate shaker (300 to 700 rpm)

Washer for microtiterplates

Microtiterplate reader capable of reading at 450 nm and 650 nm
(bichromatic reading)

Optlonal (for extraction of newborns serum samples)

VIIL

Diethyl ether (analytical grade; purity > 98%)

Disposable glass tubes (12 x 75 m), with stoppers.

DIAsource Reconstitution Solution for 17-OHP -ELISA ref:
4214024

REAGENT PREPARATION

A. Controls: Reconstitute the controls with 1 ml distilled water.
B. Working 17-OHP-HRP conjugate: Prepare an adequate volume of

conjugate solution by adding for example: 20 pl of the 100x
concentrated 17-OHP -HRP conjugate to 2 ml of conjugate buffer.
Use a vortex to homogenize.

Extemporaneous preparation is recommended.

C. Working Wash solution: Prepare an adequate volume of Working
Wash solution by adding 199 volumes of distilled water to 1 volume
of Wash Solution (200x). Use a magnetic stirrer to homogenize.
Discard unused Working Wash solution at the end of the day.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

Before opening or reconstitution, all kits components are stable until the
expiry date, indicated on the label, if kept at 2 to 8°C.

After reconstitution, controls are stable for 8 weeks at 2 to 8°C. For longer
storage periods, aliquots should be made and kept at -20°C for maximum
4 months. Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same
day.

Alterations in physical appearance of kit reagents may indicate instability
or deterioration.

The DIAsource reconstitution solution must be kept at 2 to 8°C for
1 month after the first opening.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

This kit is suitable for serum, heparinized plasma or EDTA plasma
samples.

Plasma samples provide similar results than serum:

Y(EDTA plasma) =0.93 X(serum) - 0.03 r=0.98 n=20

Y (heparinized plasma) = 0.96 X(serum) - 0.01 r=0.99 n=20
Serum or plasma samples must be kept at 2-8°C.

If the test is not run within 24 hrs, sampling and storage at -20°C is
recommended.

Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

PROCEDURE

Handling notes
Do not use the kit or components beyond expiry date. Do not mix
materials from different kit lots.
Bring all the reagents to room temperature (18-25°C) prior to use.
Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
Perform calibrators, controls and samples in duplicate. Vertical
alignment is recommended.
Use a clean plastic container to prepare the Wash Solution.
In order to avoid cross-contamination, use a clean disposable pipette tip
for the addition of each reagent and sample.
For the dispensing of the Chromogenic Solution and the Stop Solution
avoid pipettes with metal parts.
High precision pipettes or automated pipetting equipment will improve
the precision.
Respect the incubation times.
To avoid drift, the time between pipetting of the first calibrator and
the last sample must be limited to the time mentioned in section Xl
paragraph E (Time delay).
Prepare a calibration curve for each run, do not use data from previous
runs. Dispense the Chromogenic Solution within 15 minutes following the
washing of the microtiterplate.
During incubation with Chromogenic Solution, avoid direct sunlight on
the microtiterplate.



B. Extraction for NEWBORN SERUM SAMPLES (optional)

Y

Label one glass tube for each sample (do not extract calibratorsor
controls).

Pipette 100 pl of serum, followed by 1.5 ml of diethyl ether (analytical
grade; purity > 98%).

Vortex all the tubes vigorously (2 x 1 minute)

Let stand the tubes for 15 minutes to separate well aqueous phase
(lower phase) and organic phase (upper phase).

Then place the tubes at -20°C in order to freeze the aqueousphase.
Prepare a second series of glass tubes and, for each sample, transfer
the organic phase (upper phase) into these new tubes. Avoid
contamination by the aqueous phase.

7. Evaporate the organic phase (diethyl ether) completely under a stream
of air by placing the tubes at 37°C (water bath). Manipulate under a
hood.

Dissolve the dry organic extract with 100 pl of Reconstitution solution
(not provided, see VI.). Vortex vigorously for 1 minute.

Let stand for 10-15 minutes and vortex again for 1 minute. These
volumes allow to perform the determination in duplicate.

Eal S A
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C. Procedure

—_

Select the required number of strips for the run. The unused strips
should be resealed in the bag with a desiccant and stored at 2-8°C.

2. Secure the strips into the holding frame.

3. Pipette 25 pl of each Calibrator, Control and Sample into the
appropriate wells.

4. Pipette 200 pl of the working 17-OHP-HRP conjugate solution into all
the wells.

5. Incubate for 1 hour at room temperature (18-25°C), on a plate shaker
(400 rpm)

6. Aspirate the liquid from each well.

7. Wash the plate 3 times by:
- dispensing 0.4 ml of Wash Solution into each well
- aspirating the content of each well

8. Pipette 100 pl of the Chromogenic solution into each well within 15
minutes following the washing step.

9. Incubate the microtiterplate for 30 minutes at room temperature

(18-25°C), on a plate shaker (400 rpm), avoid direct sunlight.

10.  Pipette 100 pl of Stop Solution into each well.

11.  Read the absorbances at 450 nm (reference filter 630 nm or 650 nm)
within 1 hour and calculate the results as described in section XI

XI.  CALCULATION OF RESULTS

1. Read the plate at 450 nm against a reference filter set at 650 nm (or
630 nm).
2. Calculate the mean of duplicate determinations.

3. Calculate for each calibrator, control and sample:

on raey _ OD (Calibrator, Control or Sample)

BB = OD (Zero Calibrator) =

4. Plot the (B/B0(%)) values for each calibrator point as a function of the
170H Progesterone concentration of each calibrator point. Reject
obvious outliers.

5. Computer assisted methods can also be used to construct the
calibration curve. If automatic result processing is used, a 4-parameter
logistic function curve fitting is recommended.

6. By interpolation of the sample (B/BO0 (%)) values, determine the 170H-
Progesterone concentrations of the samples from the calibrationcurve

Xll. TYPICAL DATA

The following data are for illustration only and should never be used instead
of the real time calibration curve.

170H-Progesterone ELISA mOD units
Calibrator 0 ng/ml 2.306
0.09 ng/ml 2.205
0.4 ng/ml 1.744
1.4 ng/ml 1.075
2.7 ng/ml 0.737
7.9 ng/ml 0.355
15.6 ng/ml 0.235

Conversion factor:
From ng/ml to nmol/L: x 3.03
From nmol/L to ng/ml: x 0.33

To the best of our knowledge, no international reference material exists for
this parameter.

Xll. PERFORMANCE AND LIMITATIONS
Detection Limit

The Limit of Blank (LoB), Limit of Detection (LoD), and the Limit of
Quantitation (LoQ), were determined in accordance with the CLSI
guideline EP17-A.

The LOB (Limit of Blank) was calculated by measuring the blank
several times and was calculated as the mean — 1.65 standard
deviations of the distribution of the test values. The LOB was calculated
to be 0.03 ng/ml.

The LOD (Limit of Detection) was calculated as the LOB — 1.65
standard deviations of a low concentration sample tested in 10 different
runs. The LOD was calculated to be 0.06 ng/ml.

The LOQ (Limit of Quantification) was calculated by testing 7 samples
of low value 10 times. The LOQ was calculated to be 0.1 ng/ml with CV
of 20%.

B. Specificity

The specificity was estimated by spiking a pool of 17-OHP samples
(x 0.6 ng/ml) with steroids which might be present in patient samples.

Added amount: Cross- Reactivity

Compound (ng/ml) (%)
170H -Progesterone - 100
Progesterone 1000 0.45
17-a-hydroxypregnenolone 1000 0.22
21-deoxycortisol 1000 0.96
Pregnenolone 1000 0.01
11-deoxycortisol 1000 0.13
Corticosterone 10000 0.00
11-deoxycorticosterone 1000 0.06
Testosterone 5000 0.01
Androstenedione 5000 0.01
Estradiol 10000 0.00
17-a-hydroxypregnenolone sulfate 5000 ND

ND: non detectable

The effect of potential interfering substances on samples using the
DIAsource 17-OHP ELISA test was evaluated. Different levels of
Hemoglobin, Bilirubin and Triglyceride in serum samples were tested on
samples with different 17-OHP concentrations. Our acceptance criteria
was to have interference of less than 15%. The tested substances did not
affect the performance of the DIAsoure 17-OHP ELISA.

Sample
Concentration; concentration o
Substance (1:?:]3 of Interferent | after addition Vngfizrt‘i o/‘r"
9 (mg/dL)  of the 170H-P
(ng/ml)
250 0.60
Hemoglobin oo 500 0.60 5.3%
9 o4 250 1.25 o7
’ 500 1.26
50 0.56
0.55
Bilirubin 100 0.58 4.5%
104 50 1.23
’ 100 1.32
62.5 0.56
0.55 125 0.54
250 0.55
) . o
Triglyceride 655 T 2.7%
1.24 125 1.23
250 1.24




C. Precision XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL
- If the results obtained for Control 1 and/or Control 2 are not within the

INTRA-ASSAY range specified on the vial label, the results cannot be used unless a
satisfactory explanation for the discrepancy has been given.
Sample N <X>+SD C.v. - If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
(ng/ml) (%) which should be kept frozen in aliquots. Controls which contain azide
A 24 0.87 +0.04 4.2 will interfere with the enzymatic reaction and cannot be used.
B o4 164 +0.08 48 - Acceptance criteria for the difference between the duplicate results of

the samples should rely on Good Laboratory Practises.
- It is recommended that Controls be routinely assayed as unknown

INTER-ASSAY samples to measure assay variability. The performance of the assay
o £ SD oV should be monitored with quality control charts of the controls.
<X>t V. - i i i i
Sample N (ng/ml) %) It is good practise to check visually the curve fit selected by the computer.
A 14 0.35£0.03 8.5 XV. EXPECTED VALUES
B 14 1.35+0.11 8.4

These values are given only for guidance; each laboratory should establish

SD: Standard Deviation; CV: Coefficient of variation its own normal range of values.

D. Accuracy Concentration range
O,
RECOVERY TEST (sésr::ngtrl'ess? Number of subjects
Expected Measured (ng/ml)
- : o
Sample : concentration concentration Recovery (%) Normal males 0.37- 238 38
(ng/ml) (ng/ml)
- 0.59 Normal Females
1 10.59 10.17 96.0 Follicular phase 0.32-0.82 28
5.59 4.53 81.0
Li I ph .79-3.2 4
159 185 116.1 uteal phase 0.79 - 3.29 3
- 0.82 Pregnancy
10.82 12.86 118.9 First and second
2 5.82 6.08 104.6 trimester 13-39 25
1.82 2.03 118 Third trimester 22-124 14
DILUTION TEST
Theoretical Measured KAP1401 without :
giallr::ir:)l ﬁ concentration concentration Recovery (%) extraction KAP1401 with
(ng/ml) (ng/mi) Concentration extraction
1/1 N 8.98 R Children: Nb of range Concentration
1/2 4.49 4.19 93.2 ' subjects: (2.5 10 97.5 range
1/4 2.25 2.17 96.7 . o (2.51t097.5
: : : percentiles) .
1/8 1.12 1.22 108.4 ng/ml percentiles) ng/ml
1/16 0.56 0.65 115.0 Newborns:
171 - 8.16 - 0 to 1 month 20 1.41 - 16.81 0.36-2.5
1/2 4.08 3.28 80.3 1 to 2 months 44 1.44 - 8.27 0.37 - 1.68
1/4 2.04 1.65 80.6 2 to 3 months 27 1.11-6.01 0.25-1.83
1/8 1.02 1.03 101.1 3 to 4 months 4 1.58 — 6.39 0.56 - 2.14
1/16 0.51 0.60 118.4
1to 2years 20 0.11-0.50 NA
Samples were diluted with the zero calibrator. 2to 10 years 40 0.11-1.04 NA
11 to 14 years 12 0.40 —2.00 NA
14 to 18 years 11 0.69 —2.95 NA

E. Time delay between last calibrator and sample dispensing
As shown hereafter, assay results remain accurate even when Working
17-OHP-HRP Conjugate is dispensed 10 and 15 minutes after the

calibrator has been added in the coated wells. XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety
For in vitro diagnostic use only.

TIME DELAY The human blood components included in this kit have been tested by
' ' ' European approved and/or FDA approved methods and found negative for
1 |
0" (ng/mi) 10" (ng/mb) 5" (ng/mh) HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 and 2. No known method can offer complete
Sample 1 0.68 0.71 0.74 assurance that human blood derivatives will not transmit hepatitis, AIDS or
Sample 2 2.81 3.30 3.14 other infections. Therefore, handling of reagents, serum or plasma specimens

should be in accordance with local safety procedures.

All animal products and derivatives have been collected from healthy animals.
Bovine components originate from countries where BSE has not been
reported. Nevertheless, components containing animal substances should be
treated as potentially infectious.

Avoid any skin contact with all reagents, Stop Solution contains H.SOs. In
case of contact, wash thoroughly with water.

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not
pipette by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.

F. Limitations for newborn samples
Very young children (< 3 months old) present high levels of 170H
pregnenolone sulphate. Despite the fact that there is almost no cross
reaction with this molecule, we recommend to apply the extraction
procedure (X. B.)
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XVIl. SUMMARY OF THE PROTOCOL

SAMPLE(S)
CALIBRATORS CONTROLS
(1) (G}
Calibrators (0-6) o5
Controls, Samples or Extracted o5
Samples
Working 17-OHP HRP Conjugate 200 200

Incubate for 1 hour at room temperature (18-25°C) with continuous shaking at
400 rpm.

‘Aspirate the contents of each well.

Wash 3 times with 400 pl of Wash Solution and aspirate.

Chromogenic Solution 100 100

Incubate for 30 min at room temperature (18-25°C) with continuous shaking at
400 rpm

Stop Solution 100 100

Read on a microtiterplate reader.
Record the absorbance of each well at 450 nm (versus 630 or 650 nm).

DlAsource's Instrumentation Service can offer you the possibility of acquiring
a protocol adapted for this kit to be used on the Stratec Gemini 2PS + Combo
platform including protocol assay file, reagent file and tips for the good use of
the kit on the instrument.

If  you need any additional information please  contact
Instrumentation@diasource.be

Other translations of this Instruction for Use can be downloaded from
our website: https:/www.diasource-diagnostics.com /

DIAsource Catalogue Nr: Revision nr:
KAP1401 220516

Revision date: 16/05/2022
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Lea todo el protocolo antes de usar.

ELISA 170H-PROGESTERONA

INDICACIONES

eS

Ensayo inmunoenzimétrico para la determinacion cuantitativa in vitro de 17-a-hidroxiprogesterona

(17-OHP) humana en suero y plasma.

INFORMACION GENERAL
Nombre comercial: DIAsource 1770H-PROGESTERONE ELISA Kit

Numero de catalogo:  KAP1401: 96 pruebas

Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Bélgica.

Para recibir asistencia técnica o informaciéon sobre pedidos contacte con:
Tel: +32 (0)10 84 99 11 Fax: +32 (0)10 84 99 90

ANTECEDENTES CLINICOS

Actividades bioldgicas de la 17-a-hidroxiprogesterona

La 17-a-hidroxiprogesterona (17-OHP) es una hormona esteroidea C-21 (peso molecular 330,3) que
se produce a partir de la 17-a-hidroxipregnenolona en las glandulas suprarrenales, asi como en los
ovarios, testiculos y la placenta.

La 17-OHP se hidroxila en las posiciones 11 y 21 para producir cortisol via 11-desoxicortisol.

Aplicaciones clinicas de la determinacion de la 17-a-hidroxiprogesterona

Por lo general, los niveles de 17-OHP en suero o liquido amnidtico son de relevancia en el
diagnéstico de la hiperplasia suprarrenal congénita (HSC). Esta HSC se debe a un defecto
enzimatico especifico (se han descrito seis deficiencias enzimaticas diferentes). Como resultado de
estas deficiencias, aumenta la ACTH produciéndose hiperplasia suprarrenal y el aumento de muchos
precursores esteroideos. Pero ademas es muy interesante saber el valor de la 17-OHP en pacientes
con varicocele (la 17-OHP y la testosterona representan marcadores de la funcion de las células de
Leydig) y en pacientes mayores de sexo masculino para detectar la hipertrofia benigna de préstata
(HBP) y el carcinoma de prostata (CAP) (la 17-OHP en plasma es significativamente inferior en los
grupos con CAP y HBP que en los hombres normales).

Existen otros campos de investigacién de la 17-OHP como: la infertilidad masculina, nifias con
virilizacion peripuberal, nifos/as con adrenarquia prematura (en estos casos, los valores de la
17-OHP aumentan sin estimulacion de la ACTH o después de esta).



IV.  PRINCIPIOS DEL METODO

El kit DIAsource 170H-PROGESTERONE ELISA es un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas en fase soélida que se realiza en placas
de microvaloracion. Durante un paso de incubacién de 1 hora, a temperatura
ambiente (18-25°C) y con agitacion, la 17-OHP presente en los calibradores,
controles y muestras compite con conjugado de 17-OHP-HRP por sitios de
unién de un anticuerpo especifico inmovilizado en los pocillos de la placa de
microvaloracion. Tras esta incubacion, se lava la placa de microvaloracién
para detener la reaccion de competicion. Se afade la solucion cromogénica
(TMB) y se incuba durante 30 minutos. Se detiene la reaccion anadiendo
solucion de parada y a continuacion se lee la placa de microvaloracion a la
longitud de onda adecuada. La cantidad de sustrato transformado se
determina colorimétricamente midiendo la absorbancia, que es inversamente
proporcional a la concentracion de 17-OHP.

Se representa una curva de calibracion y se determinan las concentraciones
de 17- OHP de las muestras mediante interpolacién de la dosis en la curva
de calibracion.

V. REACTIVOS PROPORCIONADOS

Reactivos KAP1401 Reconstitucion

Placa de microvaloracién

con 96 pocillos separables 1x96 .
recubiertos con anti17-a-OH- pocillos Lista para usar
progesterona
1 vial .
1ml Listo para usar
Calibrador 0: suero humano con
gentamicina y Proclin
CAL
17-a-OH-progesterona 6 viales
N =1 a 6 (véanse los valores 1ml Lista para usar

exactos en la etiqueta del vial) en
suero humano con gentamicina y
Proclin

CONTROL

Controles N = 2
en suero humano con gentamicina y

2 viales liofilizados

Anadir 1 ml de
agua destilada

Proclin

‘ Ag | HRP ‘ CONC | P
g 1 vial Diluir 100 x con
Conjugado: 17-a-OH-progesterona 0.3 ml tamp6n conjugado
marcada con HRP ’
CONJ 1 vial Li
_ _ o 30 ml isto para usar
Tampo6n conjugado con albumina de
suero bovino
Diluir 200 x con
‘ WASH | SOLN ‘ CONC 1 vial agua destilada
Solucien de lavado (TRIS-HCI) 10ml (usar un agitador
magnético)
Solucién cromogénica (TMB) 13 ml Lista para usar
(Tetrametilbencidina)
STop 1 vial
Lista para usar
Solucién de parada 0,2M H2SO4 13 ml para u

Nota: Usar el calibrador 0 para la dilucién de muestras con valores por
encima del calibrador mas alto.

VI.  SUMINISTROS NO PROPORCIONADOS

El material siguiente es necesario pero no se proporciona en el kit:

1. Agua destilada

2. Pipetas para dispensacion de: 25 pl, 100 pl, 200 pl y 1000 pl (se
recomienda usar pipetas de precision con puntas de plastico
desechables)

Agitador tipo vortex

Agitador magnético

Agitador de placas (300 a 700 rpm)

Lavador de placas de microvaloracién

Lector de placas de microvaloracion con capacidad para leer a

450 nmy a 650 nm (lectura bicromatica)

NG AW

Opcional (para la extraccion de muestras de suero en neonatos)

1. Eter dietilico (calidad analitica; pureza > 98 %)

2. Tubos de vidrio desechables (12 x 75 mm), con tapones

3. Solucion de reconstitucion de DIAsource para ELISA 17-OHP ref:
4214024

VI. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

A. Controles: reconstituya los controles con 1ml de agua destilada.

B. Conjugado de 17-OHP-HRP de trabajo: prepare un volumen
adecuado de solucién del conjugado anadiendo por ejemplo: 20 pl
del conjugado concentrado al 100x de 17-OHP-HRP a 2 ml del
tampdn conjugado. Utilice un vértex para homogeneizar.

Se recomienda preparar en el momento de usar.

C. Solucion de lavado de trabajo: prepare un volumen adecuado de
solucion de lavado de trabajo afadiendo 199 volimenes de agua
destilada a 1 volumen de solucion de lavado (200x). Use un agitador
magneético para homogeneizar. Deseche la solucion de lavado de
trabajo no utilizada al final de la jornada.

VIIl. CONSERVACION Y FECHA DE CADUCIDAD DE LOS REACTIVOS

- Antes de abrir o de la reconstitucion, todos los componentes del kit son
estables hasta la fecha de caducidad, indicada en la etiqueta, si se
conservan entre 2y 8 °C.

- Tras la reconstitucion, los controles se mantienen estables durante
8 semanas a 2-8 °C. Para periodos de tiempo mas largos, deben
tomarse partes alicuotas y conservarse a -20 °C durante 4 meses
como maximo. Evite ciclos posteriores de congelacion
y descongelacion.

- La solucién de lavado de trabajo recién preparada debera utilizarse en
el mismo dia.

- Las alteraciones del aspecto fisico de los reactivos del kit pueden
indicar inestabilidad o deterioro.

- La solucion de reconstitucion DIAsource debe mantenerse entre
2y 8 °C durante 1 mes después de la primera apertura.

IX. RECOGIDA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

- Este kit es adecuado para muestras de suero, plasma heparinizado o
plasma con EDTA.

- Las muestras de plasma proporcionan resultados similares al suero:
Y(plasma con EDTA) = 0,93 X(suero) - 0,03 r=098 n=20
Y (plasma heparinizado) = 0,96 X(suero) - 0,01 r=099 n=20

- Las muestras de suero o plasma deben conservarse a 2-8 °C.

- Si la prueba no se realiza antes de 24 horas, se recomienda obtener
y conservar la muestra a -20 °C.

- Evite ciclos posteriores de congelacion y descongelacion.

X. PROCEDIMIENTO

A. Notas sobre la manipulacion
No utilice el kit o sus componentes pasada la fecha de caducidad.
No mezcle materiales de distintos lotes de kit.
Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente (18-25°C)
antes de usar.
Mezcle bien todos los reactivos y muestras agitandolos o revolviéndolos
suavemente.
Realice los calibradores, los controles y las muestras por duplicado. Se
recomienda alinear verticalmente.
Utilice un recipiente de plastico limpio para preparar la solucion de
lavado.
Para evitar la contaminacion cruzada, utilice una punta de pipeta
desechable al afadir cada reactivo y muestra.
No utilice pipetas con partes metdlicas para dispensar la solucion
cromogénica y la solucién de parada.



Las pipetas de alta precision o un equipo de pipeteo automatizado
mejoraran la precision.

Respete los tiempos de incubacién.

Para que no haya desvios, el tiempo entre el pipeteo del primer
calibrador y la ultima muestra debe limitarse al tiempo indicado en el
apartado XIll, parrafo E (Tiempo de demora).

Prepare una curva de calibracién para cada analisis, no utilice datos de
analisis anteriores.

Dispense la solucién cromogénica antes de transcurridos 15 minutos
desde el lavado de la placa de microvaloracion.

Durante la incubacion con solucién cromogénica, evite la luz solar directa
en la placa de microvaloracion.

Extraccion de MUESTRAS DE SUERO EN NEONATOS (opcional)

Etiquete un tubo de vidrio para cada muestra (no extraiga los
calibradores ni los controles).

Pipetee 100 pl de suero, seguido de 1,5 ml de éter dietilico (calidad
analitica; pureza > 98 %).

Agite con un vortex enérgicamente todos los tubos (2 x 1 minuto)
Deje reposar los tubos durante 15 minutos para separar bien la fase
acuosa (fase inferior) y la fase organica (fase superior).

Luego ponga los tubos a -20 °C para congelar la fase acuosa.
Prepare una segunda serie de tubos de vidrio y transfiera, para cada
muestra, la fase organica (fase superior) a estos tubos nuevos. Evite
la contaminacion con la fase acuosa.

Evapore la fase organica (éter dietilico) por completo bajo una
corriente de aire poniendo los tubos a 37 °C (bafio maria). Manipule
debajo de una campana.

Disuelva el extracto organico seco con 100 pl de solucién de
reconstitucion (no suministrada, véase el apartado VI). Agite con un
voértex enérgicamente durante 1 minuto.

Deje reposar durante 10-15 minutos y vuelva a agitar con el vértex
durante 1 minuto. Estos volumenes permiten realizar la determinacion
porduplicado.

Procedimiento

Seleccione el nimero necesario de tiras para el analisis. Las tiras no
utilizadas deberian volverse a guardar herméticamente en la bolsa con
un desecante y conservarse entre 2 y 8 °C.

Fije las tiras en el marco de soporte.

Pipetee 25 pl de cada calibrador, control y muestra en los pocillos
adecuados.

Pipetee 200 ul de la solucién del conjugado de 17-OHP-HRP de trabajo
en todos los pocillos.

Incube durante 1 hora a temperatura ambiente (18-25°C) en un
agitador de placas (400 rpm).

Aspire el liquido de cada pocillo.

Lave la placa 3 veces:

- Dispensando 0,4 ml de solucion de lavado en cada pocillo

- Aspirando el contenido de cada pocillo

Pipetee 100 pl de la solucién cromogénica en cada pocillo en los 15
minutos siguientes al paso de lavado.

Incube la placa de microvaloracion durante 30 minutos a temperatura
ambiente (18-25°C), en un agitador de placas horizontal (400 rpm), y
evite la luz solar directa.

Pipetee 100 pl de solucion de parada en cada pocillo.

Lea las absorbancias a 450 nm (filtro de referencia a 630 o 650 nm)
antes de 1 hora y calcule los resultados conforme se describe en el
apartado XI.

CALCULO DE LOS RESULTADOS

Lea la placa a 450 nm con respecto a un filtro de referencia configurado
a 650 nm (o 630 nm).
Calcule la media de las determinaciones por duplicado.
Calcule para cada calibrador, control y muestra:
_ DO (Calibrador, Control o Muestra)

B/BO (%) = - x100
DO (Calibrador cero)

Represente los valores (B/B0(%)) del punto de cada calibrador en
funcién de la concentracion de 170H Progesterona del punto de cada
calibrador. Rechace los valores atipicos obvios.

Se pueden usar también métodos informaticos para generar la curva
de calibracién. Si se emplea un procesamiento automatico de los
resultados, se recomienda un ajuste de la curva mediante funcién
logistica de 4 parametros.

Determine las concentraciones de 170H-Progesterona de las
muestras en la curva de calibracién mediante interpolacién de los
valores (B/B0(%)) de las muestras.

Xil. DATOS TiPICOS

Los datos siguientes son solo a efectos ilustrativos y no deben utilizarse
nunca en lugar de la curva de calibracion generada en tiempo real.

170H-Progesterona ELISA Unidades de DO
Calibrator 0 ng/ml 2.306
0.09 ng/ml 2.205
0.4 ng/ml 1.744
1.4 ng/ml 1.075
2.7 ng/ml 0.737
7.9 ng/ml 0.355
15.6 ng/ml 0.235

Factor de conversidn:

De ng/ml a nmol/I: x 3,03
De nmol/l a ng/ml: x 0,33

No existe, que nosotros sepamos, ningun material de referencia
internacional para este parametro.

Xlll EFICACIA Y LIMITACIONES
A. Limite de deteccion

El Limite de Blanco (LoB), Limite de Deteccion (LoD) y Limite de
Cuantificacion (LoQ) se determinaron de acuerdo con la directriz CLSI
EP17-A.

El LOB (Limite de Blanco) se calculé midiendo el espacio en blanco
varias veces y se calcul6 como la media - 1,65 desviaciones estandar
de la distribucion de los valores de prueba. ElI LOB se calculé en 0.03
ng / ml.

El LOD (Limite de Deteccion) se calculd como el LOB - 1,65
desviaciones estandar de una muestra de baja concentracién probada
en 10 carreras diferentes. EI LOD se calculé en 0.06 ng / ml.

El LOQ (Limite de Cuantificacion) se calcul6é probando 7 muestras de
bajo valor 10 veces. EI LOQ se calcul6 en 0.1 ng / ml con CV de 20%.

B. Especificidad
La especificidad se estimé afadiendo una mezcla de muestras de

17-OHP (+ 0,6 ng/ml) con esteroides que podrian estar presentes en
las muestras de pacientes.

Cantidad Reactivida d
Compuesto anadida cruzada (%)
(ng/ml)

170H-Progesterona - 100
Progesterona 1000 0.45
17-a-hidroxipregnenolona 1000 0.22
21-desoxicortisol 1000 0.96
Pregnenolona 1000 0.01
11-desoxicortisol 1000 0.13
Corticosterona 10000 0.00
11-desoxicorticosterona 1000 0.06
Testosterona 5000 0.01
Androstenediona 5000 0.01
Estradiol 10000 0.00
Sulfato de 17-a-hidroxiprogesterona 5000 ND

ND: no detectable

Se evaluo el efecto de posibles sustancias interferentes en las muestras
utilizando la prueba de ELISA 17-OHP de DIAsource. Se analizaron distintos
niveles de hemoglobina, bilirrubina y triglicéridos de las muestras de suero en
muestras con distintas concentraciones de 17-OHP. Nuestro criterio de
aceptacién fue que hubiera una interferencia menor al 15 %, Las sustancias
analizadas no influyeron en la eficacia del ELISA 17-OHP de DIAsource.



Concentracion
Concentracion: de la muestra %
. 170H-P. [ . L O
Sustancia (ng/ml) de interferente; tras anadir : variacion
9 (mg/d1) 170H-P medio
(ng/ml)
250 0.60
0.55 500 0.60
Hemoglobina 250 1.25 5.3%
1.24 500 1.26
50 0.56
0.55
Bilirrubina 100 0.58 4.5%
50 1.23
1.24 100 1.32
62.5 0.56
0.55 125 0.66
250 0.67
o s 0,
Triglicéridos 655 168 2.7%
1,56 125 1.55
250 1.41
C. Precision
INTRAENSAYO
<X> + DE C.V.
Muestra N (ng/ml) (%)
A 24 0.87 £0.04 4.2
B 24 1.64 £0.08 4.8
INTERENSAYO
<X> + DE C.V.
Muestra N (ng/ml) (%)
A 14 0.35+0.03 8.5
B 14 1.35 +0.11 8.4
DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion
D. Exactitud

PRUEBA DE RECUPERACION:
Concentracion L. .,
Muestra eperado ﬁzr:i:g:t(r:c/ﬁ:; Recur(;:/a ;acmn
(ng/ml) 9 °
- 0.59 -
10.59 10.17 96.0
1 5.59 4.53 81.0
1.59 1.85 116.1
- 0.82
10.82 12.86 118.9
2 5.82 6.08 104.6
1.82 2.03 111.8

PRUEBA DE DILUCION:
Diluciondela: Concentracion Concentracion | Recuperacion
muestra teodrica (ng/ml) medida (ng/ml) (%)

11 - 8.98 -

1/2 4.49 419 93.2
1/4 2.25 217 96.7
1/8 1.12 1.22 108.4
1/16 0.56 0.65 115.0
11 - 8.16 -

1/2 4.08 3.28 80.3
1/4 2.04 1.65 80.6
1/8 1.02 1.03 101.1
116 0.51 0.60 118.4

Las muestras se diluyeron con el calibrador cero.

Tiempo de demora entre el ultimo calibrador y la dispensacion de
la muestra

Como se muestra a continuacion, los resultados del ensayo siguen
siendo precisos incluso cuando se dispensa conjugado de trabajo
17-OHP-HRP 10 y 15 minutos después de haber anadido el calibrador
a los pocillos recubiertos.

TIEMPO DE DEMORA
0' (ng/ml) 10' (ng/ml) 15' (ng/ml)
Muestra 1 0,68 0,71 0,74
Muestra 2 2,81 3,30 3,14

Limitaciones de muestras de neonatos

Los bebés muy pequenos (< 3 meses) presentan altos niveles de
sulfato de 170H pregnenolona. A pesar del hecho de que no existe
practicamente ninguna reaccion cruzada con esta molécula,
recomendamos aplicar el procedimiento de extraccion del apartado X.
B.

XIV  CONTROL DE CALIDAD INTERNO

XV

Si los resultados obtenidos para el control 1 o el control 2 no se
encuentran dentro del intervalo especificado en la etiqueta del vial, no
se pueden utilizar dichos resultados, salvo que se proporcione una
explicacion satisfactoria sobre la discrepancia.

Cada laboratorio puede, si lo desea, realizar sus propias mezclas de
muestras control, que deberian conservarse congeladas en alicuotas.
Los controles que contienen azida interferiran con la reaccién
enzimatica por lo que no se pueden utilizar.

Los criterios de aceptacion de la diferencia entre los resultados
duplicados de las muestras deben basarse en las Buenas Practicas de
Laboratorio.

Se recomienda analizar los controles de forma rutinaria como muestras
desconocidas para medir la variabilidad del ensayo. La eficacia del
ensayo debe monitorizarse con graficas de control de calidad de los
controles.

Es una buena practica comprobar visualmente el ajuste de la curva
seleccionada por el ordenador.

VALORES ESPERADOS

Estos valores se proporcionan solo como guia; cada laboratorio deberia
establecer su propio intervalo de valores normales

Intervalo de
concentracion Numero de
(percentiles 2,5 a 97,5 %) sujetos
(ng/ml)
Hombres normales 0.37-2.38 38
Mujeres normales
Fase folicular 0.32-0.82 28
Fase litea 0.79 - 3.29 34
Embarazo
Primer y sequndo trimestre 1.3-3.9 25
Tercer trimestre 22-124 14
KAP1401sin | KOP1401 con
) extraccion Rar_igo Rango de
Nifios: Num_ero de de concentracion concentracion
sujetos (25a 9_7.5 (2.5297.5
pe:;e;\;lles) percentiles)
ng/ ml
Recién nacidos:
0a1mes 20 1.41-16.81 0.36-2.5
1 a2 meses 44 1.44 - 8.27 0.37-1.68
a 3 meses 27 1.11 -6.01 0.25-1.83
3 a4 meses 4 1.58 — 6.39 0.56 - 2.14
1 a2 anos 20 0.11-0.50 NA
2 a 10 anos 40 0.11-1.04 NA
11 a 14 anos 12 0.40 -2.00 NA
14 a 18 anos 11 0.69-2.95 NA




XVl PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Seguridad

Solo para uso diagnéstico in vitro.

Los componentes de la sangre humana incluidos en este kit se han analizado
mediante métodos europeos aprobados y/o métodos aprobados por la FDA,
siendo negativos para HBsAg, anti-VHC y anti-VIH-1 y 2. Ningun método
conocido puede ofrecer una garantia total de que los hemoderivados
humanos no transmitan hepatitis, SIDA u otras infecciones. Por tanto, la
manipulacion de reactivos y las muestras de suero o plasma debe realizarse
de conformidad con los procedimientos de seguridad locales.

Todos los productos y derivados de animales se han obtenido de animales
sanos. Los componentes bovinos son originarios de paises en los que no se
ha notificado EEB. Sin embargo, los componentes que contengan sustancias
animales deben tratarse como potencialmente infecciosos.

Evite el contacto con la piel de los reactivos; la solucion de parada contiene
H>SO,. En caso de contacto, lavese bien con agua.

No fume, beba, coma ni use cosméticos en la zona de trabajo. No pipetee
con la boca. Lleve ropa protectora y guantes desechables.
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Xvili RESUMEN DEL PROTOCOLO
MUESTRA(S)
CA"'BF(*S)DORES CONTROLES
(')}
Calibradores (0-6) 25
Controles, muestras o muestras - 25
xtraidas
Conjugado 17-OHP HRP de trabajo 200 200

Incube durante 1 hora a temperatura ambiente (18-25°C) con agitacioén continua a
400 rpm.

Aspire el contenido de cada pocillo.

Lave 3 veces con 400 pl de solucién de lavado y aspire.

Solucién cromogénica 100 100

iIncube durante 30 min a temperatura ambiente (18-25°C) con agitacién continua a
400 rpm.

Solucién de parada 100 100

Lea en un lector de placas de microvaloracion.
Registre la absorbancia de cada pocillo a 450 nm (en comparacién con 630 o
650 nm).

El servicio de instrumentacion de Diasource puede ofrecerle la posibilidad de
adquirir un protocolo adaptado para este kit que se utilizara en la plataforma
Combo Stratec Gemini 2PS + que incluye un archivo de ensayo de protocolo,
un archivo de reactivo y consejos para el buen uso del kit en el instrumento.
Si necesita informacién adicional por favor contacte
Instrumentation@diasource.be

Other translations of this Instructions for Use can be downloaded from our
website: https://www.diasource-diagnostics.com/

N.2 de revision:
220516

N.2 de catalogo de DIAsource:
KAP1401

Fecha de revisién: 16/05/2022
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Antes de utilizar, ler o protocolo na integra.

ELISA 1770H-PROGESTERONA

.  FINALIDADE

Ensaio imunoenzimétrico para medicao quantitativa in vitro de 17-a-hidroxiprogesterona (17-OHP) em
soro e plasma humanos.

Il. INFORMACOES GERAIS
A. Nome do Proprietario: Kit ELISA 170H - PROGESTERONA DIAsource
B. Numero de catalogo KAP1401: 96 testes

C. Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2 B-1348 Louvain-la Neuve, Bélgica.

Para obter assisténcia técnica ou informa¢c6es de encomenda, contactar:
Telefone: +32 (0)10 84 99 11 Fax: +32 (0)10 84 99 90

ll. ANTECEDENTES CLINICOS

A. Actividades biolégicas de 17ahidroxiprogesterona

A 17ahidroxiprogesterona (17-OHP) € uma hormona esterdide (peso molecular 330,3) produzida
a partir da 17a-hidroxi pregnenolona, nas glandulas supra-renais e, também, nos ovarios, testiculos
e placenta.

17- A OHP é hidroxilada nas posicoes 11 e 21 para produzir cortisol através de 11-deoxicortisol.

B. Determinacéao das aplicacoes clinicas de 17ahidroxiprogesterona

Em regra, as concentragbes de 17-OHP no soro ou no liquido amniotico sdo relevantes no
diagnéstico da hiperplasia supra-renal congénita (HSRC). A HSRC deve-se a um defeito enzimatico
especifico (foram descritas seis deficiéncias distintas). Devido a estas deficiéncias, a ACTH aumenta
e produz hiperplasia supra-renal e elevacdo de muitos precursores esterdides. Mas interessa
também saber o valor de 17-OHP em doentes com varicocelo (a 17-OHP e a testosterona
representam marcadores de funcionamento de células de Leydig) e em doentes do sexo masculino
em envelhecimento para detectar hipertrofia benigna da prostata (HBP) e carcinoma da préstata
(CaP) (a concentracdo de 17-OHP no plasma é significativamente mais baixa nos grupos de CaP
e HBP do que nos homens normais).

Existem outros dominios para estudos da 17-OHP, por exemplo: infertilidade masculina, virilizagao
peripubertal em criangcas do sexo feminino, criangas com adrenarca prematura (nestes casos, 0s
valores de 17-OHP aumentam sem ou ap6s estimulacao da ACTH).



IV.  PRINCIPIOS DO METODO

O kit ELISA 17(OH) PROGESTERONA da DIAsource é um ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica em fase sdlida, realizado em microplacas.
Durante um estadio de incubagdo de 1 hora, a temperatura ambiente
(18-25°C) e com agitacdo, a 17-OHP presente nos calibradores, controlos
e amostras compete com o conjugado 17-OHP-HRP pelos locais de ligacao
de um anticorpo especifico, imobilizado nos pogos da microplaca. Apos
aincubacgado, lava-se a microplaca para parar a reaccao de competicao.
Acrescenta-se a solugdo cromogénica (TMB) e deixa-se incubar durante
30 minutos. Faz-se parar a reaccdo com adicado da solugao de paragem,
lendo-se depois a microplaca a um comprimento de onda adequado. O valor
da eficiéncia do substrato determina-se por calorimetria, medindo
a absorvéncia, que é inversamente proporcional a concentragao de 17-OHP.
Traga-se uma curva de calibracao e determinam-se as concentragbes de
17-OHP nas amostras por interpolagcao da dose na curva de calibragao.

V. REAGENTES FORNECIDOS

Reagentes KAP1401 Reconstituicao
Microplaca com 96
pocos quebraveis, 1x96 -
revestidos com anti-17-a-OH- POGOS Pronto a utilizar
progesterona
CAL
1 frasco .
Calibrador 0: soro humano com 1ml Pronto a utilizar
gentamicina e Proclina
17-a-OH-progesterona 6 frascos "
N =1 a 6 (ver os valores exactos nos 1ml Pronto a utilizar
rétulos dos frascos) em soro humanc
com gentamicina e Proclina
CONTROL “
2 frascos Acrescentar
Controlos N = 2 liofilizad 1 ml de agua
em soro humano com gentamicina e otilizado destilada
Proclina
‘ Ag | HRP ‘ CONC | Diluir 100 x com
1Of ??nclo tampéo do
Conjugado: 17-a-OH-progesterona ’ conjugado
com rétulo HRP
m 1 frasco
. . 30 ml Pronto a utilizar
Tampéao de conjugado com albumina
sérica de bovino
Diluir 200 x com
4 ilada
wasn | son | conc | dgua dest
‘ 1 1froarsncio (utilizar um
misturador
Solugéo de lavagem (TRI-HCI) magnético).
1 frasco "
Pronto a utilizar
~ . 13 ml
Solugao cromogénica TMB
(Tetrametilbenzidina)
1 frasco .
13 ml Pronto a utilizar
Solugao de paragem 0,2M H2SO4

Nota: Utilizar o calibrador 0 na diluicdo de amostras com valores
superiores ao calibrador mais elevado.
VI. MATERIAIS NAO FORNECIDOS

Os materiais a seguir indicados s&o necessarios, mas n&o incluidos no kit
1. Agua destilada

2. Pipetas para aplicagao, de: 25 pl, 100 pl, 200 pl e 1000 pl (recomenda-
se que seja utilizadas pipetas de precisdo com pontas de plastico
descartaveis)

Misturador de vértice

Misturador magnético

Agitador de placa (300 a 700 rpm)

Lavador para microplacas

Leitor de microplacas com capacidade de leitura a 450 e 650 nm (leitura
bicromatica)

N oA w

Opcional (para extrac¢do de amostras de soro de recém-nascidos)
1.
2.
3.

VIIL

Eter dietilico (grau analitico; pureza > 98%)

Tubos de vidro descartaveis (12 x 75 m), com tampas.

Solucédo de reconstituicao DIAsource para ELISA 17-OHP, ref.:
4214024

PREPARAGAO DOS REAGENTES

Controlos: Reconstituir os controlos com 1 ml de agua destilada.
Conjugado de trabalho 17-OHP-HRP: Preparar o volume adequado
de solugao do conjugado, acrescentando, por exemplo: 20 pl do
concentrado a 100x do conjugado 17-OHP -HRP a 2 ml de tampéao
do conjugado. Utilizar um misturador de voértice para homogeneizar.
Recomenda-se a preparacao extemporanea.

Solucao de lavagem de trabalho: Preparar o volume adequado de
solucéo de lavagem de trabalho, acrescentado 199 volumes de agua
destilada a 1 volume de solugdo de lavagem (200x). Utilizar um
misturador magnético para homogeneizar. Rejeitar a solugdo de
lavagem néo utilizada, ao fim do dia.

CONSERVAGAO E PERIODOS DE VALIDADE DOS REAGENTES

Antes de abertos ou reconstituidos e quando conservados entre 2 e
8 °C, todos os componentes do kit sdo estaveis até a data-limite da
validade, indicada no rétulo.

Apods a reconstituicdo, os controlos sao estaveis durante 8 semanas,
entre2 e

8 °C. Para periodos de conservagao mais prolongados, devem fazer-
se aliquotas e manté-los a -20°C durante, no maximo, 4 meses. Evitar
ciclos posteriores de congelagao-descongelacao.

A solucdo de lavagem de trabalho preparada de fresco deve ser
utilizada no mesmo dia.

A alteragdo da aparéncia fisica dos reagentes do kit pode indicar
instabilidade ou deterioragao.

A solugao de reconstituicdo do DIAsource deve ser mantida entre 2 e
8 °C durante 1 més apds a primeira abertura.

COLHEITA E PREPARAGAO DE AMOSTRAS

Este kit € adequado para amostras de soro, plasma heparinizado ou com
EDTA.

As amostras de plasma produzem resultados semelhantes aos do soro:
Y(plasma com EDTA) = 0,93 X(soro) - 0,03 r=0,98 n=20

Y (plasma com heparin)= 0,96 X(soro) - 0,01 r=0,99 n=20

As amostras de soro ou plasma tém de ser mantidas a 2-8 °C.

Se os testes nao forem efectuados no prazo de 24 horas, recomenda-
se a amostragem e conservacao a -20 °C.

Evitar ciclos posteriores de congelagdo-descongelagao.

PROCEDIMENTO

Recomendacgdes de manipulacao
Nao utilizar o kit ou os seus componentes depois da data-limite da
validade. Nao misturar materiais de kits de lotes diferentes.
Antes de utilizar, deixar todos os reagentes chegarem a temperatura
ambiente (18-25°C).
Misturar bem todos os reagentes e amostras por agitagdo suave ou
vortice. Executar os calibradores, controlos e amostras em duplicado.
Recomenda-se o alinhamento vertical.
Preparar a solugéo de lavagem num recipiente de plastico, limpo.
Para evitar a contaminacdo-cruzada, utilizar uma ponta de pipeta
descartavel e limpa para adicionar cada reagente e amostra.
Para pipetar a solugao cromogénica e a solugdo de paragem, evitar
pipetas com partes metalicas.
A precisao sera beneficiada se forem utilizadas pipetas de alta precisdo ou
equipamento de pipetagem automatica.
Respeitar os tempos de incubagéo.



Para evitar desvios, o tempo entre a pipetagem do primeiro calibrador e da
Ultima amostra ndo pode ultrapassar o tempo indicado na Secgéo XIll,
paragrafo E (Atraso).

Preparar uma curva de calibragéo para cada série; nao utilizar dados de
séries anteriores.

Distribuir a solugdo cromogénica nos 15 minutos seguintes a lavagem da
microplaca.

Durante a incubacé@o com solugao cromogénica, evitar a incidéncia directa
da luz solar sobre a microplaca.

10.
11.

Xl

Extraccdo para AMOSTRAS DE SORO DE RECEM-NASCIDOS
(opcional)

Etiquetar um tubo de vidro para cada amostra (nao extrair calibradores
nem controlos).

Pipetar 100 pl de soro e, a seguir, 1,5 ml de éter dietilico (grau analitico;
pureza > 98%).

Centrifugar vigorosamente todos os tubos (2 x 1 minuto)

Deixar repousar os tubos durante 15 minutos para separar bem a fase
aquosa (fase inferior) e a fase organica (fase superior).

Colocar depois os tubos a -20°C para congelar a fase aquosa.
Preparar uma segunda série de tubos de vidro e, por cada amostra,
transferir a fase organica (fase superior) para estes novos tubos. Evitar
a contaminacao pela fase aquosa.

Evaporar a fase orgénica (éter dietilico) completamente, por corrente de
ar forgada, colocando os tubos a 37 °C (banho de agua). Manipular sob
um exaustor.

Dissolver o extracto organico seco com 100 pl de solugédo de
reconstituicdo (ndo fornecida, consultar a Seccao VI.). Centrifugar
vigorosamente durante 1 minuto.

Deixar repousar 10-15 minutos e centrifugar outra vez, durante
1 minuto. Estes volumes permitem efectuar a determinagdo em
duplicado.

Procedimento

Seleccionar o nimero de tiras para a série. As tiras nao utilizadas
devem ser novamente seladas no saco, com um exsicante,
e conservadas a 2-8°C.

Prender as tiras na estrutura de suporte.

Pipetar 25 pl de cada calibrador, controlo e amostra nos pogos
adequados.

Pipetar 200 pl de solugao do conjugado de trabalho 17-OHP-HRP em
todos os pocos.

Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente (18-25°C), num
agitador de placa (400 rpm)

Aspirar o liquido de cada pogo.

Lavar a placa 3 vezes:

— distribuindo 0,4 ml de solugéao de lavagem por cada poco

- aspirando o contetdo de cada pogo

Nos 15 minutos seguintes a etapa de lavagem, pipetar 100 pl de
solugao cromogénica em cada poco.

Incubar a microplaca durante 30 minutos a temperatura ambiente (18-
25°C), num agitador de placa (400 rpm)

Pipetar 100 pl de solugéo de paragem em cada pogo.

Ler as absorvéncias a 450 nm (filtro de referéncia 630 nm ou 650 nm),
no prazo de 1 hora, e calcular os resultados como descrito na
Secgao Xl

CALCULO DOS RESULTADOS

Ler a placa a 450 nm com um filtro de referéncia regulado a 650 nm
(ou 630 nm).

Calcular a média das determinagdes duplicadas.

Efectuar o célculo para cada calibrador, controlo e amostra:

OD (Calibradores, Controlos ou Amostras)
X

/B0 (%) =
B/BO (%) OD (Calibrador Zero)

100

Plotar os valores (B/B0(%)) por ponto de cada calibrador, em fungdo
da concentragdo de 17-(OH)-Progesterona de cada ponto do
calibrador. Rejeitar os desvios evidentes.

Podem utilizar-se também métodos informatizados para construir a
curva de calibragdo. Se for utilizado processamento de resultados
automatico, recomenda-se a distribuicdo numa curva de fungéo
logistica de 4 parametros.

Por interpolacao dos valores (B/BO (%)) da amostra, determinar as
concentragcdes de 170H-Progesterona das amostras, a partir da curva
de calibragao

XIl.

DADOS TiPICOS

Os dados que se seguem sao apenas para ilustragdo e ndo devem
nunca ser utilizados em vez de uma curva de calibragdo em tempo

real.
ELISA 170H-Progesterona Unidades OD
Calibrado 0 ng/ml 2.306

0.09 ng/ml 2.205
0.4 ng/ml 1.744
1.4 ng/ml 1.075
2.7 ng/ml 0.737
7.9 ng/ml 0.355
15.6 ng/ml 0.235

Factor de converséo:

De ng/ml para nmol/L: x 3,03

De nmol/L para ng/ml: x0,33

Até onde nos é dado saber, ndo existe material de referéncia internacional
para este parametro.

Xill. DESEMPENHO E LIMITACOES
A. Limite de Detecgao
O Limite de Branco (LoB), o Limite de Deteccédo (LoD) e o Limite de
Quantificagao (LoQ) foram determinados de acordo com a diretriz CLSI
EP17-A.
O LOB (Limite do Branco) foi calculado medindo o branco varias vezes
e foi calculado como a média - 1,65 desvios padrao da distribuicdo dos
valores do teste. O LOB foi calculado como sendo 0.03 ng / ml.
O LOD (Limite de Detecgao) foi calculado como os desvios padrao do
LOB- 1.65 de uma amostra de baixa concentragdo testada em 10
execugoes diferentes. O LOD foi calculado como sendo 0.06 ng / ml.
O LOQ (Limite de Quantificagao) foi calculado testando 7 amostras de
baixo valor 10 vezes. O LOQ foi calculado para ser 0,1 ng / ml com CV
de 20%.
B. Especificidade
As especificidade foi estimada por injeccdo de um grupo de amostras
de 17- OHP (£ 0.6 ng/ml) com esterdides que podiam estar presentes
nas amostras dos doentes.
Volume Reactividade
Composto acrescenta do cruzada
(ng/ml) (%)
17-(OH)-Progesterona - 100
Progesterona 1000 0.45
17ahidroxipregnenolona 1000 0.22
21-deoxicortisol 1000 0.96
Pregnenolona 1000 0.01
11-deoxicortisol 1000 0.13
Corticosterona 10000 0.00
11-deoxicorticosterona 1000 0.06
Testosterona 5000 0.01
Androstenediona 5000 0.01
Estradiol 10000 0.00
Sulfato de 17ahidroxipregnenolona 5000 ND

ND: ndo detectavel

Foi avaliado o efeito de potenciais substancias interferentes nas
amostras, utilizando o ensaio ELISA 17-OHP DIAsource. Foram
testados os diferentes niveis de hemoglobina, bilirrubina e triglicéridos
em amostras de soro, em amostras com diferentes concentragdes de
17-OHP. Os nossos critérios de aceitacao eram ter uma interferéncia
inferior a 15%. As substancias testadas nao afectaram o desempenho
do ensaio ELISA 17-OHP DIAsource.



~ Concentragé,o da E. Atraso entre o ultimo calibrador e a distribuicdo da amostra
o 170H-P Co_ncentragao amos_trg apos a Variacdo Como demonstrado a seguir, os resultados do ensaio permanecem exactos
Substéncia (ng/mL) do interferente adicao do média (%) quando se distribui 0 conjugado de trabalho 17-OHP-HRP 10 a 15 minutos
(mg/dL) interferente apos a adicéo do calibrador nos pocos revestidos.
170H-P (ng/ml)
250 0.60 ATRASO
0.55
Hemoglobina 500 0.60 5.3% 0' (ng/ml) 10' (ng/ml) 15' (ng/ml)
1.24 20 12 Amostra 1 0,68 0.71 0,74
: Amostra 2 2,81 3,30 3,14
055 50 0.56
Bilirrubina 190 0.58 4.5%
50 1.23 Lo . .
1.24 F. Limitac6es com amostras de recém-nascidos
100 1:.32 As criangas muito jovens (< 3 meses) apresentam niveis elevados de sulfato
62.5 0.56 de 170H pregnenolona. Embora quase nao haja reacgio cruzada com esta
0.55 125 0.66 molécula, recomendamos que se aplique o procedimento de extracgao (X. B.)
A 250 0.67 o
Triglicéridos 5 E T8 2.7% XIV. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO
1.56 125 1,55 - Se os resultados obtidos para o Controlo 1 e/ou Controlo 2 n&o ficarem
250 141 no intervalo especificado no rétulo do frasco, os resultados nao
Precisao poderao ser utilizados, excepto se for dada uma explicagao satisfatoria
para a discrepancia.
INTRA-ENSAIO - Quando desejavel, cada laboratério pode fazer os seus grupos de
<X> £ DP cvV amostras, que deverdo ser conservadas congeladas em aliquotas. Os
Amostra N (n g/_ml) (;/o )' controlos que contenham azida interferem na reacgao enzimatica, pelo
que nao podem ser utilizados.
A 24 0.87+0.04 4.2 - Os critérios de aceitagéo relativamente a diferencga entre os resultados
B 24 1.64 +0.08 4.8 duplicados das amostras devem assentar em Boas Praticas
Laboratoriais
- Recomenda-se a realizagéo de ensaios de rotina dos controlos como
INTER-ENSAIO amostras desconhecidas para medir a variabilidade do ensaio. O
desempenho do ensaio deve ser monitorizado com gréaficos de controlo
<X> + DP C.V. da qualidade dos controlos.
Amostra N (ng/ml) (%) - E boa prética inspeccionar visualmente a configuragdo da curva
seleccionada pelo computador.
A 14 0.35£0.03 8.5
B 14 1.35+£0.11 8.4 XV. VALORES ESPERADOS
DP: Desvio Padrdo; CV: Coeficiente de variagdo Estes valores séo fornecidos apenas para orienta¢ao; cada laboratério deve
estabelecer os valores do seu intervalo normal.
D. Exactidao
= Faixa de concentracao (2,5 a
ENSAIO DE RECUPERAGAO: 97,5% dos percentis) Numero de sujeitos
Amostra | Concentracdo  Concentracdo = Recuperagéo (ng /ml)
tedrica (ng/ml) | medida (ng/ml) (%) Machos normais 0.37—2.38 38
- 0.59 - Fémeas normais
10.59 10.17 96.0 Fase folicuiar 032-0.82 28
1 5.59 4.53 81.0 ;
159 1.85 116.1 Fase lutea 0.79 - 3.29 34
Gravidez
; 085 - Primeir_o e segundo 13-39 o5
10.82 12.86 118.9 trimestre
2 5.82 6.08 104.6 Terceiro trimestre 22-124 14
1.82 2.03 111.8
KAP1401 sem KAP1401 com
NG  extragao Faixade | extracdo Faixa de
. . umero de: = =
ENSAIO DE DILUICAO: Criancgas: Lo concentracao concentracao
e = 2 sujeitos: (2,52 97,5 (2,52 97,5
Diluicao da Concentracao ;| Concentracao Recuperacao (%) " ’ "™ ’
amostra teodrica (ng/ml) | medida (ng/ml) perag ° . percentis) ng/ml___percentis) ng / ml
1/1 - 8.98 - Recem-
172 4.49 4.19 93.2 '(‘)as‘:'d‘ls’ 20 1.41 - 16.81 0.36-25
1/4 2.25 2.17 96.7 atmes 44 1.44 -8.27 0.37-1.68
1/8 1.12 122 108.4 122 meses 27 1.11-6.01 0.25 - 1.83
116 0.56 0.65 115.0 g:imzzzz 4 1.58 — 6.39 0.56 - 2.14
1/1 _ 8.16 - 1 a?2anos 20 0.11-0.50 NA
1/2 4.08 3.28 80.3 2 a 10 anos 40 0.11-1.04 NA
1/8 1.02 1.03 101.1 14 a 18 anos 11 0.69 — 2.95 NA
1/16 0.51 0.60 118.4

As amostras foram diluidas com o calibrador zero.



XVI. PRECAUGOES E AVISOS

Seguranca

Apenas para diagnéstico in vitro.

Os componentes do sangue humano inclusos neste kit foram analisados por
métodos aprovados pelas autoridades europeias e/ou pela FDA, tendo
produzido resultados negativos a HBsAg, anti-VHC e anti-VIH-1 e 2. Nenhum
método conhecido pode garantir em absoluto que os derivados de sangue
humano nédo transmitam hepatite, SIDA ou outras infecgbes. Por
conseguinte, a manipulagcao de amostras de reagentes, soro ou plasma deve
respeitar os procedimentos de segurancgalocais.

Todos os produtos e derivados de origem animal foram colhidos em animais
saudaveis. Os componentes de origem bovina provém de paises sem registo
de BSE. No entanto, os componentes que contenham substancias de origem
animal devem ser tratados como potencialmente infecciosos.

Evitar o contacto da pele com todos os reagentes; a solucao de paragem
contém H,SO,. Em caso de contacto, lavar com agua abundante.

Nao fumar, beber, comer ou aplicar cosméticos na zona de trabalho. Nao
pipetar com a boca. Usar vestuario de proteccéo e luvas descartaveis.
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XVill.  RESUMO DO PROTOCOLO

CALIBRADORES AMOSTRA(S)
(1) CONTROLOS
("))
Calibradores (0-6) 25
Controlos, amostras ou amostras - 25
extraidas
17-OHP de trabalho Conjugado HRP 200 200

Incubar durante 1 hora & temperatura ambiente (18-25°C), com agitac&o continua
@ 400 rpm.

Aspirar o contetido de cada poco.

Lavar 3 vezes com 400 pl de solugéo de lavagem e aspirar.

Solugao cromogénica 100 100

‘Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente (18-25°C), com agitagdo
continua a 400 rpm.

Solugao de paragem 100 100

Ler num leitor de microplacas.
Registar a absorvéncia de cada pogo a 450 nm (por comparagdo com 630 ou
650 nm).

O Servico de Instrumentacdo da Diasource pode oferecer a possibilidade de
adquirir um protocolo adaptado para este kit para ser usado na plataforma
Stratec Gemini 2PS + Combo, incluindo arquivo de ensaio de protocolo,
arquivo de reagente e dicas para o bom uso do kit no instrumento.

Se precisar de mais informagbes, entre em contato com
Instrumentation@diasource.be
N¢ de Catalogo DIAsource: Revisao n:
KAP1401: 220516

Data de revisao: 16/05/2022
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Przed uzyciem nalezy zapoznac¢ sie z catg instrukcja testu.

170H-PROGESTERON ELISA

PRZEZNACZENIE

Test immunoenzymatyczny in vitro do iloSciowego oznaczania stezenia
17-a-hydroksyprogesteronu (17-OHP) w surowicy i osoczu.

INFORMACJE PODSTAWOWE
Nazwa producenta: DIAsource 1770H-PROGESTERONE ELISA Kit

Numer katalogowy: KAP1401: 96 tests

Wyprodukowany przez: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2 B-1348 Louvain-la Neuve, Belgium.

Pomoc w kwestiach technicznych lub informacje dotyczace zamoéwien:
Tel: +32 (0)10 8499 11 Fax: +32 (0)10 84 99 90

PODSTAWY KLINICZNE (ZASTOSOWANIE KLINICZNE)

Funkcje biologiczne 17-a-hydroksyprogesteronu

17-a-hydroksyprogesteron (17-OHP) jest hormonem steroidowym, zbudowanym z 21 atoméw wegla
(masa czgsteczkowa 330,3), powstajagcym z przeksztaicenia 7-a-hydroksy pregnenolonu
w nadnerczach, a takze w jajnikach, jadrach i tozysku.

17-OHP ulega hydroksylacji w pozycji 11 i 21 w procesie powstawania kortyzolu
z 11-deoksykortyzolu.

Zastosowanie kliniczne oznaczen stezenia 17-a-hydroksyprogesteronu

Badanie stezenia 17-OHP w surowicy lub ptynie owodniowym ma zastosowanie w diagnozowaniu
wrodzonego przerostu nadnerczy (WPN), spowodowanego niedoborem enzymatycznym (opisano
wystepowanie niedoboru szesciu réznych enzymow). W efekcie tych niedoboréw, wzrasta stezenie
ACTH powodujac przerost nadnerczy oraz wzrost poziomu wielu prekursoréw steroidowych. Poziom
17-OHP jest takze oznaczany u pacjentéw z zylakami (17-OHP i testosteron sg markerami
stosowanymi do oceny funkcjonowania komorek Laydiga) oraz do wykrywania tagodnego przerostu
prostaty (BPH) i raka prostaty (PCA) u mezczyzn w podesztym wieku (poziom 17-OHP w osoczu jest
znaczgco nizszy u chorych z BPH i PCA w poréwnaniu do grupy 0s6b zdrowych).

Badanie poziomu 17-OHP wykonuje sie takze w diagnozowaniu takich zaburzen jak: bezptodno$é
u mezczyzn, wirylizacja u dziewczat we wczesnej fazie dojrzewania, przedwczesne dojrzewanie
ptciowe u dzieci (w tych przypadkach wystepujg podwyzszone wartosci 17-OHP po stymulacji ACTH
lub bez takiej stymulaciji).

ludzkiego



IV. PODSTAWY METODYKITESTU

Zestaw DIAsource 170H-PROGESTERONE ELISA jest testem
immunoenzymatycznym z fazg statg, wykonywanym na mikroptytkach.
Podczas etapu godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej (18-25°C) z
wytrzgsaniem, 17-OHP obecny w kalibratorach, kontrolach i prébkach
badanych wspo6tzawodniczy z konjugatem 17-OHP-HRP o miejsca wigzace
specyficznych przeciwciat, ktérymi optaszczone sg dotki na mikroptytce. Po
inkubacji, mikroptytka jest przemywana w celu zatrzymania procesu
wspotzawodnictwa. W kolejnym etapie dodawany jest roztwér chromogenu
(TMB) i przeprowadzana jest kolejna, 30 min. inkubacja. Nastepnie, po
dodaniu roztworu stopujgcego zatrzymywana jest reakcja, a mikroptytka jest
odczytywana z zastosowaniem $wiatta o odpowiedniej dtugosci fali. llos¢
substratu jest mierzona kolorymetrycznie, a uzyskana wartos¢ absorbancji
jest odwrotnie proporcjonalna do stezenia 17-OHP.

Stezenie 17-OHP w probkach badanych jest odczytywane na postawie
wykreslonej krzywej kalibracyjnej.

V. ODCZYNNIKI ZNAJDUJACE SIE W ZESTAWIE

Odczynnik llosé Sposéb przygotowania
- Mikroptytka z 96
rozdzielnymi dotkami 1%96

optaszczonymi przeciwciatami dotkéw Gotowy do uzycia
przeciw 17-a-OH-
progesteronowi.

CAL “

1 fiolka G do uzvei

) ) ) 1 ml otowy do uzycia
Kalibrator 0: surowica ludzka
z gentamycyna i substancjg
konserwujgcg ProClin.
17-a-OH-progesteron 6 fiolek

N =1 do 6 (wartosci stezen 1 ml Gotowy do uzycia
znajduja sie na etykietach
fiolek), surowica ludzka z

gentamycyng i substancjg
konserwujgcag ProClin.

CONTROL “
Kontrole N = 2 2 fiolki Doda¢ 1ml wody
w surowicy ludzkiej z Liofilizat destylowanej
gentamycyng i substancjg
konserwujaca ProClin.
‘ Ag ‘ HRP ‘ cone | 1 fiolka Rozcienczy¢ 100 x buforem
. 0,3ml konjugatu
Koncentrat konjugatu: 17-a-OH-
progesteron znakowany HRP.
Coow [ ar |
1 butelka L
. . 30 ml Gotowy do uzycia
Bufor konjugatu z albuming
surowicy bydlecej.
‘ WASH | SOLN ‘ CONC | Rozcienczy¢ 200 x wodg
1 ?gtﬁ:ra destylowang (z uzyciem
Koncentrat roztworu mieszadta magnetycznego).
ptuczacego (TRIS-HCI)
1 :’gtﬁlra Gotowy do uzycia
Roztwér chromogenu TMB
(Tetrametylbenzydyna)
13 ml Gotowy do uzycia

Roztwér stopujacy 0,2M HaSO4
Uwaga: kalibrator 0 stuzy takze do rozcienczania prébek o stezeniu powyzej
wartosci najwyzszego kalibratora.

VI. NIEZBEDNE MATERIALY NIE DOSTARCZONE W ZESTAWIE

Nastepujace materiaty dodatkowe sg niezbedne, ale nie znajdujg sie w

zestawie:

1. Woda destylowana

2. Pipety o pojemnosci: 25 pl, 100 pl, 200 pli 1000 pl (rekomendowane jest
uzywanie doktadnych pipet z wymiennymi plastikowymi koncéwkami)

Wytrzgsarka typu vortex

Mieszadto magnetyczne

Wytrzgsarka do mikroptytek (od 300 do 700 rpm)

Myjka do mikroptytek

Czytnik mikroptytek z mozliwoscig pomiaru przy dtugoéci $wiatta 450 nm
i 650 nm (pomiar bichromatyczny)

o 01w

Opclonalnle (do ekstrakcji probek surowicy noworodkow)
Eter dietylowy (do analiz; o czystosci > 98%)

2. Jednorazowe probowki szklane (12 x 75 mm), z korkami.

3. Roztwor przygotowawczy DIAsource do zestawu 17-OHP-ELISA
ref: 4214024

VIl. PRZYTOGOWANIE ODCZYNNIKOW

A.  Kontrole: rozpusci¢ kontrole w 1ml wody destylowane;.

B. Roztwoér roboczy konjugatu 17-OHP-HRP: przygotowac
odpowiednig objetosé roztworu roboczego konjugatu poprzez dodanie
przyktadowo: 20 pl koncentratu konjugatu 17-OHP —HRP do 2ml
buforu konjugatu. Doktadnie wymieszac przy uzyciu wytrzasarki typu
vortex.

Zalecane jest przygotowanie
dostosowanej do liczby oznaczen.

C. Roztwér roboczy ptynu ptuczacego: przygotowa¢ odpowiednig
objetos¢ roztworu ptuczacego poprzez dodanie 199 czesci wody
destylowanej do 1 czesci koncentratu roztworu ptuczgcego. Doktadnie
wymieszaé przy uzyciu mieszadta magnetycznego. Odrzuci¢ na koniec
dnia niewykorzystang objetos¢ roztworu roboczego ptynuptuczacego.

odpowiedniej  objetosci

Vil. PRZECHOWYWANIE | CZAS PRZYDATNOSCI ODCZYNNIKOW
DO UZYCIA

- Do momentu otwarcia lub rekonstytucji, wszystkie odczynniki w zestawie
zachowuijg stabilno$¢ zgodnie z podang na etykiecie datg waznosci, o ile
przechowywane byly w temperaturze 2 to 8°C.

- Po rekonstytucji, kontrole zachowujg stabilno$¢ przez 8 tygodni
w temperaturze 2 to 8°C lub do 4 miesiecy w temperaturze -20°C. Nalezy
unikac¢ kolejnych cykli rozmrazania i zamrazania materiatu kontrolnego.

- Swiezo przygotowany roztwér roboczy pltynu pluczacego nalezy
wykorzystac tego samego dnia.

- Zmiany w wygladzie fizycznym odczynnikdw zestawu mogg oznaczaé
niestabilno$¢ lub pogorszenie ich jakosci.

IX. POBRANIE | PRZYGOTOWANIE PROBEK

- Zestaw przeznaczony do wykonywania oznaczen w surowicy lub osoczu
pobranym na heparyne lub EDTA.

- Oznaczenia wykonane w osoczu dajg poréwnywalne wyniki do oznaczen
wykonanych w surowicy:

Y (osocze EDTA) = 0,93 X (surowica) - 0,03 r=0,98 n=20
Y (osocze heparynowe) = 0,96 X (surowica) - 0,01 r=0,99 n=20
- Prébki surowicy lub osocza powinny by¢ przechowywane

w temperaturze 2-8°C.
- Jezeli badania nie bedg wykonywane w ciggu 24h od pobrania probek,
-  zalecane jest przechowywanie materialu badanego w temperaturze
- 20°C.
- Nalezy unika¢ dalszego rozmrazania i zamrazania materiatu.

X. WYKONANIE OZNACZEN (PROCEDURA BADAWCZA)

A. Uwagi dotyczace testu
Nie stosowac testu lub jego odczynnikéw po uptywie daty waznosci. Nie
stosowac odczynnikéw z zestawow o roznym numerze LOT.
Przed uzyciem nalezy ogrza¢ odczynniki do temperatury pokojowej
(18-25°C).
Doktadnie wymiesza¢ wszystkie odczynniki
delikatne potrzgsanie lub obracanie.
Zalecane jest wykonanie oznaczen kalibratorow, kontroli i probek
w duplikatach, utozonych w porzadku pionowym na paskach mikroptytki.
Nalezy uzywaé czystego plastikowego pojemnika do przygotowania
roztworu roboczego ptynu ptuczacego.
W celu unikniecia wzajemnego zanieczyszczenia krzyzowego, nalezy
stosowac czyste koncowki pipet podczas naktadania poszczegélnych
odczynnikéw i probek.
Podczas naktadania roztworu chromogenu i roztworu stopujacego
nalezy unikac pipet z metalowymi czesciami.
Stosowanie pipet o duzej precyzji lub pipet automatycznych pozwala na
uzyskanie wiekszej doktadnosci wynikdéw oznaczen.
Nalezy przestrzega¢ podanych czaséw inkubaciji.

oraz probki poprzez



W celu unikniecia zjawiska przesuniecia czasu reakcji, okres pomiedzy
natozeniem pierwszego kalibratora i ostatniej prébki badanej musi sie
miesci¢ w limicie podanym w pkt. XIll E (op6znienie czasowe).

Nalezy wykona¢ oddzielng krzywg kalibracyjng dla kazdej serii oznaczen.
Nie stosowac¢ wynikow krzywej kalibracyjnej z wczesniejszych badan.
Nalezy natozy¢ roztwér chromogenu w ciggu 15 minut od wykonania
ptukania ptytki.

Podczas inkubacji z roztworem chromogenu nalezy unika¢ wystawiania
ptytki na bezposrednie dziatanie promieni stonecznych.

B.

1.

10.

11.

XIl.

Ekstrakcja prébek surowicy noworodkéw (opcjonalnie)

Przygotowa¢ podpisane szklane prob6wki dla kazdej z prébek (nie
nalezy przeprowadza¢ ekstrakcji kalibratorow i kontroli).
Odpipetowac po 100 pl surowicy, a nastepnie po 1,5 ml eteru
dietylowego (do analiz; czystos¢ > 98%).

Energicznie wymiesza¢ wszystkie probowki (2 x 1 minute).

Pozostawi¢ probéwki na 15 minut w celu rozdzielenia sie faz wodnej
(dolna faza) i organicznej (gérna faza).

Umiesci¢ probdwki w temperaturze -20°C w celu zamrozenia fazy
wodne;j.

Przygotowa¢ drugi zestaw szklanych probéwek i przenies¢ do nich
faze organiczng roztworu (gérna faza). Nalezy unikac
zanieczyszczenia prébek fazg wodna.

Catkowicie odparowac¢ eter dietylowy z fazy organicznej poprzez
umieszczenie probéwek w kapieli wodnej o temp. 37°C. Czynnosc¢
wykonywac pod wyciggiem.

Rozpusci¢ suchy ekstrakt organiczny w 100 pl roztworu
przygotowawczego (nie dostarczony w zestawie, patrz pkt. VL.).
Mieszac energicznie przez

1 minute.

Pozostawi¢ probéwki na 10-15 minut i ponownie mieszac przez 1
minute. Uzyskana objetos$¢ probki pozwala na wykonanie oznaczen

w duplikatach.

Procedura badawcza

Przygotowa¢ wymagang ilos¢ paskéw do wykonania danej serii

oznaczen. Pozostate paski nalezy odtozy¢ do opakowania ze srodkiem

osuszajgcym i przechowywacé w temperaturze 2-8°C.

Zabezpieczy¢ przygotowane paski w ramce do mikroptytek.

Odpipetowac po 25 pl kazdego kalibratora, kontroli i prébek badanych

do odpowiednich dotkéw reakcyjnych.

Odpipetowac¢ po 200 pl roztworu roboczego konjugatu 17-OHP-HRP

do kazdego dotka reakcyjnego.

Inkubowa¢ przez 1 h w temperaturze pokojowej (18-25°C), na

wytrzgsarce do ptytek (400 rpm)

Usuna¢ ptyn z dotkdw reakeyjnych.

Wyptukac trzykrotnie ptytke poprzez:

- nalozenie do kazdego dotka reakcyjnego po 0,4 ml roztworu
ptuczacego

- usuniecie ptynu z kazdego dotka reakcyjnego.

Odpipetowa¢ po 100 pl roztworu chromogenu do kazdego dotka

reakcyjnego w ciggu 15 min. od zakonczenia etapu ptukania.

Inkubowa¢ mikroptytke przez 30 min. w temperaturze pokojowej

(18-25°C), na wytrzasarce do ptytek (400 rpm), unikajac bezposredniej

ekspozycji na $wiatto stoneczne.

Odpipetowa¢ po 100 pl roztworu stopujgcego do kazdego dotka

reakcyjnego.

Zmierzy¢ absorbancje przy dtugosci fali 450 nm (filtr referencyjny 630

nm lub 650 nm) w ciggu 1 godziny i dokonac¢ obliczenia uzyskanych

wynikéw zgodnie z wytycznymi zawartymi w pkt. XI.

OBLICZANIE WYNIKOW

Odczyta¢ ptytke przy 450 nm wobec fali referencyjnej 650 nm (lub
630 nm).

Obliczy¢ warto$¢ $rednig absorbancji duplikatow.

Dokonac¢ obliczen dla kazdego kalibratora, kontroli i probek:

SO = OD (Kalibrator, kontrola lub probka) =

RO 0D (kalibrator zerowy) 5

Wykresli¢ wartosci B/B0(%) dla kazdego kalibratora w odniesieniu do
podanych dla nich stezen 170H Progesteronu. Odrzuci¢ wyniki
wyraznie odstajgce.

Do wykreslenia krzywej kalibracyjnej mozna takze zastosowac
systemy komputerowe. W takim przypadku zalecane jest zastosowanie
4- parametrowej funkcji logistycznej do konstruowania krzywej
kalibracyjne;j.

Stezenie 170H-progesteronu w probkach badanych obliczane jest
poprzez ekstrapolacje uzyskanej wartosci B/B0O (%) dla kazdej probki
na otrzymanej krzywej kalibracyjnej.

PRZYKLADOWE WYNIKI

Ponizsze wyniki zostaty podane jedynie do celow ilustracyjnych i nie powinny
by¢ stosowane do wykreslania krzywych kalibracyjnych.

170H-Progesteron ELISA wartosci OD
Kalibrator 0 ng/ml 2.306
0.09 ng/ml 2.205
0.4 ng/ml 1.744
1.4 ng/ml 1.075
2.7 ng/ml 0.737
7.9 ng/ml 0.355
15.6 ng/ml 0.235

Wspotczynniki przeliczeniowe

Wedtug naszej najlepszej wiedzy, brak jest

ng/ml x 3,08 = nmol/L
nmol/L x 0,33 = ng/ml
miedzynarodowych materiatow

odniesienia dla tego wskaznika.

Xlil. WYDAJNOSC | OGRANICZENIA TESTU
A. Granica wykrywalnosci
Poziom préby slepej (LoB), granica wykrywalnosci (LoD) oraz granica
oznaczalnosci (LoQ) zostaly wyznaczone zgodnie z wymaganiami
CLSI opisanymi w przewodniku EP17-A.
Poziom proby $lepej (LOB) zostat wyznaczony na podstawie
wielokrotnych pomiaréw probki slepej i wyliczony jako $rednia - 1,65
wartosci odchylenia standardowego wynikéw uzyskanych pomiaréw.
Wyliczona wartos¢ LOB wynosi 0.03 ng/ml.
Granica wykrywalnosci (LOD) zostata wyliczona ze wzoru LOB - 1,65
odchylenia standardowego pomiaréw probek o niskim stezeniu
substancji badanej w 10 réznych seriach oznaczen. Wyliczona wartosé
LOD wynosi 0.06 ng/ml.
Granica oznaczalnosci (LOQ) zostata wyliczona na podstawie 10
krotnych oznaczen 7 prébek o niskiej zawartosci substancji badane;.
Wyliczona warto$¢ LOQ wynosi 0,1 ng/ml ze wspotczynnikiem
zmiennosci (CV) wynoszacym 20%.
B. Specyficznosé¢
Specyficznos¢ metody byta analizowana w prébkach zawierajgcych
17-OHP (£ 0,6 ng/ml) z dodatkiem zwigzkéw steroidowych, jakie moga
by¢ obecne w probkach pacjentéw.
Dodane . .
Sktadnik stezenie Reakcja krzyzowa
(ng/ml) (%)
170H-Progesteron - 100
Progesteron 1000 0.45
17-a-hydroksypregnenolon 1000 0.22
21-deoksykortyzol 1000 0.96
Pregnenolon 1000 0.01
11-deoksykortyzol 1000 0.13
Kortykosteron 10000 0.00
11-deoksykortykosteron 1000 0.06
Testosteron 5000 0.01
Androstenedion 5000 0.01
Estradiol 10000 0.00
Siarczan 17-a-hydroksypregnenolonu 5000 ND

ND: nie wykrywalne

Badano wptyw czynnikéw interferujgcych na oznaczenia przy uzyciu
zestawéw DIAsource 17-OHP ELISA. Oceniano wptyw réznych stezen
hemoglobiny, bilirubiny i triglicerydow w surowicy na wyniki oznaczen
17-OHP w probkach o réznym jego stezeniu. Przyjeta dopuszczalna
granica interferencji wynosita < 15%. Badane czynniki nie mialy istotnego
wptywu na wydajnosc¢ zestawow DIAsource 17-OHP ELISA.



- Uzyskane E. Opdznienie czasowe pomiedzy natozeniem pierwszego kalibratora
Stezenie 'stezenie 170H-P i ostatniej probki bap}apei. - ) ' -
_ 170H-P  czynnika po Srednia Jak pokazano ponizej, wyniki badan utrzymuja doktadnos¢ nawet
Czynnik (ng/ml) interferujaceg dodaniu Zmiennosé w sytuacji, gdy roztwor roboczy konjugatu 17-OHP-HRP zostat natozony 10
o (mg/dl) czynnika i 15 minut po umieszczeniu pierwszego kalibratora w optaszczonym dotku
interferujacego mikroptytki.
(ng/ml)
250 0.60 BADANIE WPLYWU OPOZNIENIA CZASOWEGO
0.55 500 0.60 0' (ng/ml) 10' (ng/ml) 15' (ng/ml)
Hemoglobina 5eh o 5.3% Prébka 1 0,68 0,71 0,74
1.24 £00 ] .26 Prébka 2 2,81 3,30 3,14
50 0.56
0.55 66 558 F. Ograniczenia dla probek noworodkowych
Bilirubina : 4.5% U bardzo malych dzieci (< 3 miesigca zycia) wystgpujg wysokie stezenia
104 50 1.23 siarczanu 170H pregnenolonu. Pomimo fakiu bardzo niskiego nasilenia
100 1.32 reakcji krzyzowej z tym zwigzkiem, zalecane jest stosowanie dla takich
62.5 0.56 probek procedury ekstrakcji (patrz pkt. X B).
0.55 125 0.66 XIV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI
Triglicerydy 250 0.67 2.7% - Jezeli wyniki uzyskane dla materiatow kontrolnych 1 i 2 nie mieszczg
62.5 1.69 sie w przyjetych zakresach, zamieszczonych na etykietach fiolek,
1.56 125 1,55 otrzymane wyniki w probkach badanych nie moga byé uznane za
250 1.41 wiarygodne, o ile nie zostanie uzyskane zadowalajgce wyjasnienie tych
rozbieznosci.
- Jesli to konieczne, laboratorium moze stworzy¢ wtasng pule prébek
C. Precyzja kontrolnych, ktére powinny by¢ przechowywane w postaci roztwordw
W SERII (powtarzalnosé) w stanie zamrozonym. Materialy kontrolne zawierajgce azydek
interferuja z reakcjg enzymatyczng testu i nie moga by¢ stosowane.
Prébka N <X> +SD C.V. - Kryt_eriurrj akceptovyanej wartosci rézni_cy pomi?dzy poszczegélnymi
(ng/ml) (%) wynikami oznaczen w dubletach powinno by¢ przyjete w oparciu
o Dobrg Praktyke Laboratoryjna.
A 24 0.87+0.04 4.2 - Zalecane jest, aby kontrole byly rutynowo oznaczane takze jako
B 24 1.64 £0.08 4.8 nieznana prébka, w celu okreslenia zmiennosci analitycznej testu. Na
potrzeby statej weryfikacji jakosci testu, wyniki oznaczen materiatu
kontrolnego powinny by¢ monitorowane przy uzyciu kart kontroli
o jakosci.
MIEDZY SERIAMI (odtwarzalnosc¢) - Dobrg praktykg jest sprawdzenie wizualnie dopasowania wybranej
Prébka N <X> +SD C.V. przez system komputerowy krzywe;j.
0,
(ng/mi) (%) XV. WARTO$CI OCZEKIWANE
A 14 0.35+0.03 8.5
B 14 1.35+0.11 8.4 Ponizsze wartosci podano jedynie w celach orientacyjnych; zaleca sig, aby

SD : odchylenie standardowe; CV: wspoétczynnik zmiennosci.

D. Doktadnos¢
Probki zostaly rozcienczone przy uzyciu kalibratora zerowego

kazde laboratorium ustalito witasny zakres odniesienia (wartosci
referencyjnych).

WarBtoA;:)(:ANIE ODZYSKU: Zakres stezen
X . Stezenie (od 2,5 do 97,5 percentyla) | Liczba badanych
Préobka oc(z:;/lr\:"vle;na zmierzone (ng/ml) Odzysk (%) (ng/ml)
0.59 Mezczyzni 0.37-2.38 38
10.59 10.17 96.0 Kobiety
1 5.59 4.53 81.0 faza folikularna 0.32-0.82 28
1.59 1.85 116.1
faza lutealna 0.79 - 3.29 34
R 0.82 Cigza
10.82 12.86 118.9 pierwszy i drugi trymestr 1.3-3.9 25
2 5.82 6.08 104.6
1.82 2.03 111.8 trzeci trymestr 22-124 14
BADANIE WPLYWU ROZCIENCZENIA:
Stopien Stezenie A
Ly . Stezenie
rozcienczenia zaktadane . Odzysk (%)
probki (ng/ml) zmierzone (ng/ml)
11 - 8.98
1/2 4.49 4.19 93.2
1/4 2.25 217 96.7
1/8 1.12 1.22 108.4
1/16 0.56 0.65 115.0
11 - 8.16 -
1/2 4.08 3.28 80.3
1/4 2.04 1.65 80.6
1/8 1.02 1.03 101.1
1/16 0.51 0.60 118.4




KAP1401 bez
eksstrakcji KAP1401 z
Dzieci: przedzialy, . .. Zakres stezen ekstrakcja Zakres
wiekowe  LicZbabadanych: o 5h 975 stezen (2.5 to 97.5
percenttyla) percentyla) ng/ml
ng/mli
Noworodki:
0-1 miesiagc 20 1.41-16.81 0.36 - 2.5
1-2 miesigce 44 1.44 -8.27 0.37 - 1.68
2-3 miesiagce 27 1.11-6.01 0.25-1.83
3-4 miesiace 4 1.58 —6.39 0.56 - 2.14
1-2 lata 20 0.11-0.50 B.D.
2-10 lat 40 0.11-1.04 B.D.
11-14 lat 12 0.40 —2.00 B.D.
14-18 lat 11 0.69 —2.95 B.D.

XVI. SRODKI OSTROZNOSCI

Bezpieczenstwo

Przeznaczone tylko do diagnostyki in vitro.

Substancje zawarte w zestawie, bedace pochodnymi krwi ludzkiej, byty
badane metodami posiadajgcymi akceptacje europejska i/lub FDA i uzyskaty
negatywne wyniki testow na obecnos$é HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 i 2. Nie
istnieje jednak metoda pozwalajgca z catkowitg pewnoscig wykluczyc
obecnos$¢ w materiale czynnikow chorobotworczych zapalenia watroby, AIDS
czy innych choréb zakaznych. Dlatego praca z odczynnikami oraz prébkami
surowicy lub osocza powinna by¢ prowadzona z zachowaniem wewnetrznych
procedur bezpieczenstwa. Wszystkie produkty pochodzenia zwierzecego
zostaty pobrane od zdrowych osobnikéw. Sktadniki pochodzenia bydlecego
uzyskano z krajéw, w ktérych nie odnotowano wystepowania przypadkow
BSE. Jednakze wszystkie odczynniki, zawierajace zwigzki pochodzenia
zwierzecego, powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.

Nalezy unika¢ kontaktu odczynnikéw ze skora, roztwor stopujgcy zawiera
HoSO4. W przypadku wystgpienia kontaktu, doktadnie przemy¢ skore duzg
iloscig wody.

Nie pali¢ papieroséw, nie spozywac napojow i produktéw spozywczych oraz
nie stosowac kosmetykéw w miejscu wykonywania oznaczen. Nie pipetowac
przy pomocy ust. Stosowac¢ odziez ochronng i jednorazowe rekawiczki.
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XVIIL. PODSUMOWANIE PROTOKOLU BADAWCZEGO
PROBKI
KALIBRATORY KONTROLE

(G} (1)

Kalibratory (0-6) 25

Kontrole, prébki lub prébki po - 25

ekstrakgji

Roztwoér roboczy konjugatu 17-OHP 200 200

HRP

iInkubowac¢ przez 1 h w temp. pokojowej (18-25°C) ze stalym mieszaniem

z szybkoscig 400 rpm.

Usuna¢ zawarto$¢ wszystkich dotkéw reakcyjnych.

Przeptuka¢ 3-krotnie 400 pl ptynu ptuczacego, usuwajac ptyn z dotkéw reakcyjnych.

Roztwér chromogenu 100 100

Inkubowac¢ przez 30 min. w temp. pokojowe;j (18-25°C) ze statym mieszaniem z
iszybkoscig 400 rpm

Roztwér stopujacy 100 100

Dokona¢ pomiaréw z uzyciem czytnika mikroptytek.
Zmierzy¢ absorbancje w kazdym dotku reakcyjnym przy fali 450 nm (wobec fali
630 lub 650 nm).

Ustuga Instrumentacji Diasource moze zaoferowa¢ mozliwosé uzyskania
protokotu dostosowanego do tego zestawu, ktéry bedzie uzywany na
platformie Stratec Gemini 2PS + Combo, w tym pliku testu protokotu, pliku
odczynnika i wskazéwek dotyczacych dobrego korzystania z zestawu na
instrumencie.

Jesli potrzebujesz dodatkowych

z Instrumentation@diasource.be

informacii, skontaktuj sie

DIAsource Numer katalogowy:
KAP1401

Numer aktualizacji:
220516

Aktualizacja: 16/05/2022
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Hasznalat el6tt olvassa el a teljes tajékoztatot!

170H-PROGESZTERON ELISA

JAVASOLT HASZNALAT

Immunoenzimometrikus assay a human 17-a-hidroxiprogeszteron (17-OHP) szérumbdl

plazmabdl torténdé mennyiségi meérésére.

ALTALANOS INFORMACIO
Szabadalmazott név:  DIAsource 1770H-PROGESTERONE ELISA Kit
Katalégusszam: KAP1401: 96 teszt

Gyarto: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2 B-1348 Louvain-la Neuve, Belgium.

Technikai tamogatashoz vagy rendeléshez sziikséges kapcsolat:
Tel: +32 (0)10 84 99 11 Fax: +32 (0)10 84 99 90

KLINIKAI HATTER

A 17-a-hidroxiprogeszteron

17-a-hidroxiprogeszteron (17-OHP) egy C-21 szteroid hormon (molekulatdmege 330.3), mely a
mellékvesében tovabba a petefészekben, herében és placentdaban termelédik 17-a-hidroxi-
pregnenolonbdl.

A 17-OHP a 21. majd a 11. helyen hidroxilalédva 11 deoxikortizolon keresztil kortizolla alakul.

A 17-a-hidroxiprogeszteron meghatarozas klinikai alkalmazasa

El6iras-szerlien a szérum vagy amnionfolyadék 17-OHP szintje a megfelel§ paraméter a congenitalis
adrenalis hyperplasia (CAH) diagnosztizalasahoz. A CAH egy specifikus enzim defektusa miatt alakul
ki (hat kilonb6z6 enzimdefektust irtak le). Ezen deficienciak kdvetkezménye, hogy az ACTH-szint
emelkedik és ez adrenalis hyperplasiahoz, tovabba szamos szteroid prekurzor szintjének
emelkedéséhez vezet. De azt is nagyon fontos ismerni, hogy mennyi a 170OHP értéke varicocelében
szenvedbkben (a 17-OHP és a tesztoszteron a Leydig sejt funkcid markere) és id6s6dé férfiak
benignus prostata hypertrophigjaban (BPH) és prosztatrakjaban (PCA) (a plazma 17-OHP is
szignifikdnsan alacsonyabb a PCA és BPH csoportban mint egészséges férfiakban).

A 17-OHP vizsgalatanak mas terllete is létezik: a férfi infertilitas, lanyok peripubertalis virilizacioja,
gyermekek id6 el6tti adrenarchéja (ezekben az esetekben a 17-OHP értéke ACTH stimulaciora vagy
anélkil emelkedett).

U



V. A MODSZER ELVE

A DIAsource 170H-PROGESTERONE ELISA kitie egy mikrotiterlemezen
kivitelezheté szilard fazisi Enzyme Linked Immunosorbent Assay. A
szobah&mérsékleten (18-25°C-on), razas mellett torténé 1 dras inkubaciods
id6 alatt a kalibratorokban, kontrolokban, mintakban Iévd 17-OHP verseng a
a mikrotiterlemez mérécellaihoz kotott 17-OHP-HRP  konjugatummal. Az
inkubacio utan a mikrotiterlemezt mosni kell, hogy a vetélkedési reakciot
leallitsuk. Szinképz6 oldatot (TMB) méruink hozza és 30 percen at inkubalunk.
A reakciét a stop oldat bemérésével allitjuk le, majd a mikrotiterlemezt a
megfeleld hulldmhosszon leolvassuk. A szubsztrat atalakulas mennyiségét
kolorimetrikusan, abszorbancia méréssel hatartozzuk meg, mely forditottan
aranyosa 170HP koncentracioval.

kalibracios gorbérdl interpolacioval szamitjuk ki.

V. A KITBEN TALALHAT REAGENSEK

Reagensek KAP1401 Rekonstrukcio

96-o0s mikrotiterlemez, anti17-a- 1 x 96 mérécella

OH- progeszteronnal bevont
térhet6 mérdcellakkal

Hasznalatra kész

o [o | 1 veg o
Kalibrator 0: gentamycint és Proclint 1ml Hasznalatra kész
tartalmaz6 human szérum
17-a-OH-progeszteron 6 iveg ) )

N =1 -6 (a pontos érték az liveg 1 mi Hasznalatra kész

cimkéjén talalhato) gentamycint és
Proclint tartalmazé human szérumban

CONTROL . .
2 tiveg liofilizalt Adjon hozza 1 mi

Kontrolok N = 2 desztillalt vizet
gentamycint és Proclint tartalmazé humari
szérumban
| Ag ‘ HRP | cone ‘ 1 liveg Higitsa 100 x
Konjugatum: HRP-jelzett 17-a-OH- 0.3 ml konjugatum pufferrel
progeszteron ’
- 1 3%"89'] Hasznalatra kész
marha szérumalbumint tartalmazo m
konjugatum puffer
Higitsa 200 x
| WASH ‘ SOLN | CONC ‘ 1 iiveg desztillalt vizzel
Mos6 oldat (TRIS-HCI) 10 m| _ (hasznaljon
magneses keverot).
Szinkepzd oldat TMB (Tetramertil- 13 ml Hasznalatra kész
benzidin)
- 1 Gveg . .
Hasznalatra kész
Stop oldat 0.2M H2SOs4 13 ml

Megjegyzés: a legmagasabb kalibrator feletti értéket add mintak
higitasahoz hasznalja a 0 kalibratort.

VI. AKITBEN NEM TALALHATO, SZUKSEGES KIEGESZITOK

A kovetkezd, kitben nem talalhaté anyagok szikségesek:
1. Desztillalt viz
2. Pipettak beméréshez: 25 pl, 100 pl, 200 pl és 1000 pl (megbizhato,
mianyagheggyel elatott pipettak javasoltak)
. Vortex mixer

3

4. Magneses keverd

5. Lemez razo (300 to 700 rpm)

6. Mikrotiterlemez mosé

7. Bikromatikus mérésre alkalmas microtiter leolvaso, mely 450
és 650 nm-es szirével ellatott

Opcionalisan (ujszilott szérum mintak extrakciojahoz)

2,
3.
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VIIL.

Dietiléter (analitikai mindségii; tisztasag > 98%)

Eldobhaté livegcsovek (12 x 75 mm), kupakkal.

DIAsource rekonstitucios oldat (Reconstitution Solution for 17-
OHP -ELISA ref: 4214024)

A REAGENSEK ELOKESZITESE

Kontrolok: Oldja fel a kontrolokar 1 ml desztillalt vizzel.
17-OHP-HRP munka-konjugatum: A megfeleld térfogatu konjugatum
oldatot készitse el, pl.: 20 yl 100x koncentralt 17-OHP -HRP
konjugatumhoz adjon 2 ml of konjugatum puffert. Vortexet
hasznaljon a homogenizalasahoz.

Friss elkészités sziikséges!

C. Munka moso-oldat: A megfelel6 mennyisegl (1 térfogatnyi) mosoé-
oldat koncentratumhoz adjon 199 térfogatnyi desztillalt vizet (200-
szoros higitas). A homogenzialashoz hasznaljon magneses keverét.
A fel nem hasznalt munka mosdé-oldatot kezelje hulladékként.

A REAGENSEK TAROLASA ES LEJARATI IDEJE

Kibontas vagy feloldas elétt minden komponens a cimkére feljegyzett
lejarati ideig stabil, amennyibben a kitet 2 - 8°C koz6tt taroltak.

Feloldast kévetéen a kontrolok 2 - 8°C kozott 8 héten at stabilak.
Hosszabb periéduson at térténd hasznalat esetén alikvotokba osztva
-20°C alatt maximum 4 hénapon at tarolhatok. A tdbbszori felolasztas-
fagyasztas ciklust kertlni kell.

A frissen elkészitett munka mosé-oldatot csak a készités napjan lehet
hasznaini.

A reagensek fizikai megjelenésének valtozasa azok instabilitasat vagy
bomlasat jelezhetik.

A DIAsource reconstiticios oldatot 2 - 8°C kozétt kerll tartani, igy
1 honapon at hasznalhato a felbontast kdvetden.

MINTAGYUJTES ES ELOKESZITES

Ez a kit szérum, heparinizalt plazma vagy EDTA plazma mintak
vizsgalatara alkalmas.

A plazma mintak a széruméhoz hasonlé eredményt adnak:

Y(EDTA plazma) =0.93 X(szérum) - 0.03 r=0.98 n=20

Y (heparinizalt plazma) = 0.96 X(szérum)-0.01 r=0.99 n=20

A szérum vagy plazma mintakat 2-8°C kdzott kell tarolni.

Amennyiben a tesztelés nem toérténik meg 24 éran belil, a mintakat
-20°C alatt tanacsos tarolni.

Kerlljék a tobbszéri fagyasztas-felolvasztas ciklust.

AZ ELJARAS

Kezelési megjegyzések
Ne hasznalja a kitet vagy komponenseit a lejarati idén tul. Ne keverje a
kiulénb6z6 sarzs-szamu kitbdl szarmazé komponenseket.
Hasznalat el6tt varja meg, hogy minden komponens elérie a
szobah&mérseékletet (18-25°C-t). A reagenseket és mintakat enyhe
razassal vagy forgatassal alaposan keverje 0ssze.
A kalibratorokat, kontrolokat és a mintakat mérje duplikatumban.
Vertikalis elrendezés javasolt.
Tiszta mianyagpalackot hasznaljon a munka mosooldat elkészitéséhez.
A keresztszennyez6dés elkerilése érdekében hasznaljon tiszta,
eldobhaté pipettahegyeket minden oldathoz és mintahoz.
A szinképzd oldat és a stop oldat bemérésekor 6vja a pipettak fém
kompnenseit!
Nagypontossagu pipettak vagy automata pipettorok javitjak a bemérés
pontossagat.
Tartsa be pontosan az inkubacids idéket.
A drift elkeriilése érdekében az elsd kalibrator és az utolsé minta
bemérése kozti idét a Xlll. paragrafus E pontjaban leirtak szerint
korlatok kozott kell tartani (id6 elcsuszas).
Minden egyes sorozathoz aktualis kalibracios gorbe készitése
szukséges, ne hasznalja az el6z6 sorozat kalibraciéjat. A szinképzd
oldatot a mikrotiterlemez mosasat kovetéen 15 percen belll kell
bemérni.
A szinképz6 oldattal torténé inkubacio alatt nem érheti direkt napfény a
microtiter lemezt.



B. Az UJSZULOTT SZERUM MINTAK extrakcioja (tetszés szerint)

1. Jelezzen 1-1 lvegcsdvet minden egyes mintahoz (ne extrahalja a

kalibratorokat és kontrolokat).

Pipettazzon 100 pl of szérumot, azt kdvetden 1.5 ml of dietil-étert

(analitikai mindségu; tisztasaga > 98%).

Er6teljesen vortexeljen minden egyes csoévet (2 x 1 percen at).

Hagyja a csoveket 15 percig allni, hogy jol elklloniljon a vizes (also)

fazis és a szerves (felsd) fazis.

Hitse a csOvekert -20°C ala, hogy a vizes fazis megfagyjon.

Jeldljon egy masodik sorozat Uvegcsdvet minden egyes mintahoz,

majd mérje at az organikus (felsd) fazist az uj csévekbe. Kerllje, hogy

a vizes fazissal szennyezddés torténjen.

Parologtassa el teljesen a fels6 fazist (a dietil-étert) ugy, hogy a

csoveket 37°C-os vizhébe helyezi és aramlé levegdt biztosit a

parologtatashoz. Végezze ezt elszivo fiilke alatt.

8. A szerves fazisos kivonatot oldja vissza 100 pl rekonstitucios oldattal
(kulon rendelendd, 1asd VI.). Vortexelje er6teljesen 1 percig.

N
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9. Hagyja allni az oldatot 10-15 percig, majd ismét vortexelje 1 percig.
Az igy kapott mennyiség elegendd a duplikatum meghatarozashoz.

C. Azeljaras

1. Valassza ki a megfelel6 szamu csikot. A nem hasznalt csikokat vissza
kell zarni a zacskéba, szaritdszerrel egyltt és 2-8°C-on kell tarolni.

2. Helyezze 6vatosan a csikokat egy tartékeretbe.

3. Pipettazon 25 pl-t minden egyes kalibratorbdl, kontrolbdl és mintabdl a

megfelel6 mérdcellaba.
4. Pipettazzon 200 pl 17-OHP-HRP munka-konjugatum oldatot minden
egyes méréeellaba.
Mikrotiterlemez razén (400 rpm)
szobahdmérsékleten (18-25°C-on).
Szivja le a folyadékot minden egyes mérdcellabal.
Mossa a lemezt 3x:
— mérjen be 0.4 ml munka mosé-oldatot minden egyes mérécellaba
— szivja le minden egyes mérdcella tartalmat
Pipettazzon 100 pl szinképzd oldatot minden egyes mérécellaba a
mosast kovetd 15 percen belll.
Incubalja a mikrotiterlemezt 30 percen at szobahOmérsékleten
(18-25°C-on), lemez razon (400 rpm), kertlje a kdzvetlen napfényt.
10.  Pipettazzon 100 pl stop oldatot minden egyes mérdcellaba.
11.  Olvassa le az abszorbanciat 450 nm-en (referencia sz(iré 630 nm vagy
650 nm) 1 6ran belll és szamitsa ki az eredményeket ahogy azt a XI.
fejezetben leirtuk.

o

inkubalion 1 ¢ra hosszat

No

©

©

Xl. AZ EREDMENYEK SZAMITASA

1. Olvassa le a lemezt 450 nm-en, 650 nm-es (vagy 630 nm-es)
referenciaszlrét alkalmazva.

2. Szamolja ki a duplikatum meghatarozasok atlagat.

3. Szamolja ki a kalibratorokra, kontrolokra, mintakra:

OD (Calibrator, Control or Sample)
OD (Zero Calibrator)

4. Készitsen a (B/B0(%)) értékekkel minden kalibrator ponton athaladé
gorbét a kalibratorok 170H progeszteron
fuggvényében. Hagyja ki a nyilvanvaléan kiesd értékeket.

5. Komputer-program segitette kalibracios gorbe készités is hasznalhaté.
Ha automatikus eredménymeghatarozast hasznalnak, a 4-
parameéteres logisztikus fliggvénygorbe illesztés javasolt.

6. A mintéak (B/BO (%)) értékeinek interpolalasaval a mintak 170H-
progeszteron koncentracidi a kalibracios gorbébdl meghatarozhatok.

B/BO (%) = x100

Xll.  TIPIKUS ADATOK

A kovetkezd adatok csak illusztracioként szolgalnak, soha sem
hasznalhatdk a mintakkal egyidében meghatartozott kalibracios gérbe
helyett.

170H-Progeszteron ELISA mOD units
Kalibrator 0 ng/ml 2.306
0.09 ng/ml 2.205
0.4 ng/ml 1.744
1.4 ng/ml 1.075
2.7 ng/ml 0.737
7.9 ng/ml 0.355
15.6 ng/ml 0.235

Atszamitasi faktor:
ng/ml-rél to nmol/L-re: x 3.03
nmol/L-rél to ng/ml-re: x 0.33

Legjobb tudomasunk szerint nemzetkozi referenciaanyag nem all
rendelkezésre.

Xlll. TELJESITMENYJELLEMZOK ES MEGKOTESEK

A. Kimutathatosagi hatar

A vak-hatart (Limit of Blank, LoB), a kimutathatésagi hatart (Limit of
Detection, LoD), és a mennyiségi mérés hatarat (Limit of Quantitation,
LoQ), a CLSI EP17-A iranyelvek alapjan hataroztuk meg.

Az LOB-t (Limit of Blank) ugy hataroztuk meg sokszori vak mérés
alapjan, hogy a mérésatlagbodl levontuk a széras 1.65-szorosét. Az igy
kapott értéket a kalibrator gorbébdl visszaszamolva az LOB 0.03 ng/ml-
nek adddott.

Az LOD-t (Limit of Detection) az LOB-bdI

és egy alacsony

sorozatban torténé mérése alapjan hataroztuk meg. Ennek alapjan a
20% sorozatok kozti CV-vel mérheté minta koncentracidja 0.1 ng/ml -
nek adodott.

B. Specificitas

A specificitast ismert 170HP

ugy hatéaroztuk meg, hogy

jelen lévd szteroid szarmazékokat adtunk, majd mértink.

Hozzaadott
Vegyiilet mennyiség Kereszt-
reaktivitas (%)
(ng/ml)
170H -progeszteron - 100
Progeszteron 1000 0.45
17-a-hidroxipregnenolon 1000 0.22
21-deoxikortizol 1000 0.96
Pregnenolon 1000 0.01
11-deoxikortizol 1000 0.13
Kortikoszteron 10000 0.00
11-deoxikorticoszteron 1000 0.06
Tesztoszteron 5000 0.01
Androszténedion 5000 0.01
Osztradiol 10000 0.00
17-a-hidroxipregnenolon szulfat 5000 ND

ND: nem detektalhatd

A mintakban esetlegesen megjelend, a DIAsource 17-OHP ELISA tesztet
zavar6 interferald anyagok hatasat vizsgaltuk. Kilénb6zé hemoglobin,
bilirubin and triglicerid szinteket teszteltink kulénb6zé szérum 17-OHP
koncentraciok mellett. Elfogadhaté kritériumnak a 15%-osnél kisebb
interferenciat tekintettiik. Az emlitett anyagok nem voltak hatassal 17-OHP
ELISA teszt eredményeire.

. . Minta
Az interferalo Kkoncentrié .
-| 0,
Anyag 170H-P kompon’erln’s. 170H-P Atlla'g A’
(ng/mL) | koncentracidja oz variacio
(mgldL) hozzaadasa
9 utan (ng/ml)
250 0.60
0.55
500 0.60
1 0,
Hemoglobin o 550 158 5.3%
’ 500 1.26
50 0.56
0.55
Bilirubin 100 0.58 4.5%
124 50 1.23
' 100 1.32
62.5 0.56
0.55 125 0.54
250 0.55
1ali 1 0,
Triglicerid 655 119 2.7%
1.24 125 1.23
250 1.24




C. Pontossag

INTRA-ASSAY
. <X>+SD Cc.v.
Minta N (ng/ml) (%)
A 24 0.87 £ 0.04 4.2
B 24 1.64 £ 0.08 4.8
INTER-ASSAY
. <X>+SD C.V.
Minta N (ng/ml) (%)
A 14 0.35+£0.03 8.5
B 14 1.35+0.11 8.4

SD: Standard deviacio; CV: Varacios koefficiens

D. Valéssag

XIV. BELSO MINOSEGI KONTROL

- Ha a control 1 és control 2 eredménye nem esik az liveg cimkéjén
megjellt tartomanyba, az eredmények nem hasznalhatok hacsak nem
adhato ésszerli magyarazat az eltérésre.

- Ha kivanatos, minden laboratérium készithet sajat minta-poolt
kontrolalashoz melyet alikvotokban le tud fagyasztani. Ha a kontrol
minta azidot tartalmaz, az interferalhat az enzimreakciéval és emiatt
nem hasznalhato.

- A duplikatum eredmények koézti kildnbség elfogadasi kritériumanak
megallapitdasahoz a Good Laboratory Practis elirasaira kell
tdmaszkodni.

- Javasolt, hogy a kontrolokat ismertlen mintaként mérjék a rutin
meghatarozasok soran, hogy megallapitsak az assay variabilitasat. Az
assay teljesitményét mindségi kontrol kartyaval kellene monitorozni.

- J6 gyakorlat a komputer altal kivalasztott gorbe illesztés vizualis

ellenérzése.

XV. VART ERTEKEK

Ezek az értékek csak utmutatasként szolgalnak; minden laboratériumnak
meg kellene hatarozni a sajat referencia tartomanyat.

VISSZANYERESI TESZT
Minta konc\cle?\:trécié Mért koncentracié Visszanyerés Koncentracié
0, A 0,
(ng/ml) (ng/mi) (%) tartomany (2'5. .t° 97.5% Paciensek szama
5ES percentilis)
° : ng/ml
1 10.59 10147 9.0 Normal férfiak 0(37g 2 ()38 38
5.59 4.53 81.0 ! >
1.59 1.85 116.1 Normal nék
- 0.82 Follicularis fazis 0.32-0.82 28
10.82 12.86 118.9 NP
Lutealis f; 0.79-3.29 34
2 5.82 6.08 104.6 uteals lazis
1.82 2.03 111.8 Terhesség
Elsé és masodik
HIGITASI TEST trimester 1.3-39 25
Minta EImeIeFl .. Mért koncentracié | Visszanyerés Harmadik trimester 22-124 14
higités koncentracio (ng/ml) (%)
(ng/ml)
" 4o s 02 KAP1401 KAP1401
1/4 2'25 2'17 96.7 extrakcié nélkiil extrakcioval
18 1'12 1'22 108 4 Gvermekek: Paciensek Koncentracio Koncentracio
116 0'56 0.65 1 15'0 Y : szama: tartomany tartomany
171 : 8.16 : (2.5to0 97.5 (2.5t0 97.5
- : N percentilis) ng/ml. percentilis) ng/ml
A 2 03
: ’ ‘ 0 - 1 hénapos 20 1.41-16.81 0.36 - 2.5
1/8 1.02 1.03 1011 1-2h6
116 0.51 0.60 118.4 -2 honapos 44 1.44 - 8.27 0.37-1.68
: : : 2 - 3 hénapos 27 1.11-6.01 0.25-1.83
A mintékat a 0 kalibratorral higitottuk. 3 -4 hénapos 4 1:58 - 6.39 0.56 -2.14
1-2éves 20 0.11-0.50 NA
2-10 éves 40 0.11-1.04 NA
E. Iddeltolédas az utolsé kalibrator és minta bemérése k6zott 11 - 14 éves 12 0.40 — 2.00 NA
Amint lejjebb mutatjuk, az assay eredményei megbizhatdéak maradtak, 14 - 18 éves 11 0.69 — 2.95 NA
amikor a munka 17-OHP-HRP konjugatumot 10 és 15 perccel a
kalibrator bemérése utan adtuk a bevonatos mérécellakhoz.
A SRR XVI. OVINTEZKEDESEK ES
IDO ELTOLODAS FIGYELMEZTETESEK
0" (ng/ml) 10" (ng/ml) 15' (ng/ml) Safety
Csak in vitro diagnosztikai hasznalatra. )
Minta 1 0.68 0.71 0.74 A kitben talalhatd human vér komponenseket az Eurépai Unié és az FDA altal
Minta 2 2.81 3.30 3.14 engedélyezett modszerekkel vizsgaltak és negativnak talaltak HBsAg-re,
anti-HCV-re, anti-HIV-1-re és 2-re. Nincs olyan moddszer, mely teljes
biztonsaggal tudna bizonyitani, hogy a human vért tartalmazé komponensek
E. Ujsziilétt mintakkal kapcsolatos megkatések nem okoznak hepatitis, AIDS vagy mas fert6zést. Ezért a reagenseket,

Nagyon fiatal gyermekek (< 3 honapos kor) mintaiban magas a 170H
pregnenolon szulfat szintje. Annak ellenére, hogy gyakorlatilag nem
talaltunk keresztreakciot erre a molekulara, Gjszulétt mintak esetén
extrakciot javaslunk. (X. B.)

szérum vagy plazma mintakat a helyi biztonsagi el6irasoknak megfelel6en
kell kezelni.

Minden allati termék és szarmazék egészséges allatokbol szarmazik. Marha
komponensek olyan orszagbdl szarmaznak, ahol nem irtak le a BSE
eléfordulasat. Mindamellett az allatbdl szarmazé komponenseket
potencidlisan fert6zének kell tekinteni.

Kerluje, hogy barmelyik komponens bérével érintkezzen. A stop oldat H,SO4-
t tartalmaz. Ha kozvetlentl érintkezne vele, b6 vizzel alaposan mossa le.

Ne dohanyozzon, igyon, egyen vagy ne hasznaljon kozmetikumot a
munkaterlleten. Ne pipettazzon szgjjal. Hasznaljon védbéruhazatot és
eldobhato kesztydt.
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XVIIl. A PROTOKOLL OSSZEFOGLALASA

) MINTA(K)
KALIBRATOROK Kontrollok
(1) (1)
Kalibrators (0-6) 25 }
Kontrollok, mintéak vagy extrahalt
L - 25
mintak
17-OHP HRP Konjugatum 200 200
Mikrotiterlemez razén (400 rpm) inkubaljon 1 éra hosszat
'szobah&mérsékleten (18-25°C-on).
Szivja le a folyadékot minden egyes mérécellabdl.
Mossa a lemezt 3x
Chromogenic Solution 100 100

Incubalja a mikrotiterlemezt 30 percen at szobahémérsékleten (18-25°C-
on), lemez razén (400 rpm).

Stop Solution 100 100

Olvassa le az abszorbanciat 450 nm-en (referencia sz(iré 630 nm vagy
650 nm).

DIAsource's Instrumentation Service felajanlja egy olyan protokoll beszerzési
lehet6ségét, mely lehetbvé teszi a kit felhsznalasat a Stratec Gemini 2PS +
Combo platformon. Ez magaban foglalja a protokoll asayy file-t, regains file-t
és a legjobb felhasznalasi javaslatokat a kit késziléken torténd hasznalatara
vonatkozoan.

Amennyibe tovabbi informaciora lenne sziksége Iépjen kacsolatba veliink:
Instrumentation@diasource.be

A hasznalati atmutatu tovabbbi forditasai weboldalunkrél letolthet6:
https://www.diasource-diagnostics.com /
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