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1.INTENDED USE: For IN VITRO determination of serum or plasma ESTRONE
levels.

The origin of plasma estrogens in women has been precisely studied by refined
isotopic dilution techniques.

In normal women, most plasma estradiol is derived from the ovary, where theca cells
secrete androstenedione, which is then converted to estrone and then to estradiol by
the granulosa cells.

Little estrone is indeed formed and secreted by the ovary : most originates from a
peripheral conversion of estradiol and from the aromatisation of androstenedione, a
catalytic reaction essentially carried out in adipose tissue. In premenopausal
women, androstenedione is secreted by the ovary and the adrenals. In pregnant
women, the fetal adrenal gland provides a significant contribution to
androstenedione production. In menopausal women, estrone is the essential
estrogen found in the circulation, resulting from the conversion of adrenal
androstenedione. An increase in estrogen formation occurs with aging and in
correlation with the amount of adipose tissue. The estrogenic effects of estrone in
menopausal women can produce endometrial hyperplasia and bleeding but also
maintains the bone mineral content. In premenopausal women, excessive estrone
blood levels can result from the conversion of large amounts of androstenedione
produced in micropolycystic ovary syndrome and ovarian tumors. In such women,
high estrone blood levels can participate in a disturbance of the menstrual cycle.

Estrone in the circulation is essentially bound to albumin. This is important in the
interpretation of estrone-assay data. Indeed, and contrary to estradiol, total estrone
levels are not significantly modified by SHBG concentration.

2.PRINCIPLE OF THE METHOD: The ESTRONE (E1) CT RIA obeys the law
of mass action according to the following equation :

El Ab - E1

‘—
Free { +Ab — Bound {
25 - E1 Ab - 2% - E1

Since the concentrations of '?°| - E1 and coated antibodies are constant, the
advancing state of the equation depends on the concentration of E1. The amount of
125 - E1 bound to the coated tube is inversely proportional to the concentration of E1
in the sample.

Following the incubation, the tube is washed to remove excess of unbound ?| - E1.
Patient samples concentration are read from a calibration curve.

3. MATERIAL PROVIDED AND STORAGE:

Stored at 2 - 8°C, the material can be used up to the expiration date printed on
each label.

3.1 U 2 x 48 Polystyrene tubes (12 x 75 mm) coated with anti-
Estrone polyclonal antibodies.
Systematically allow the coated tubes to reach room
temperature before use
Store the unused tubes at 2-8°C.

yellow, 42 ml

1 bottle of ***I-labelled ESTRONE in buffer with a stabilizer,
a preservative (NaNs < 0.1 %) and a yellow dye.

Each bottle contains less than 185 kBq (5 pCi)

1 mlin each vial except for Calibrator 0 : 2 ml

N=0to5

6 vials of ESTRONE in serum containing preservative
(NaN3< 0.1 %).

The concentrations are printed on the vial labels. Store at 2-
8°C for up to 12 weeks. For longer periods, store at -20°C.

3.4. 2 vials, lyophilized - N=1 or 2

2 vials of human plasma containing preservatives (NaNs <
0.1 %). The controls are to be assayed along with the
patient samples. The ranges for the controls are printed on
the vial labels. Before use, reconstitute the content of the
controls with 1 ml of distilled water. After reconstitution, the
controls are stable for 7 days at 2-8°C. For longer periods,
the controls should be aliquoted and kept at -20°C for
maximum 3 months. Avoid freeze/thaw cycles.

3.5| WASH | soL | CONC | 70 x concentrated, 10 ml

1 bottle concentrated buffered solution containing
sodium azide (NaNs < 0.1 %). Poor the solution in 700
ml of distilled water. The reconstituted washing solution
is stable for 2 weeks at 2-8°C covered with adhesive
film to avoid contamination.

4. MATERIAL REQUIRED BUT NOT PROVIDED:

- bench surfaces protected by absorbent paper to reduce the effects of radioactive
spillage.

- waste disposal containers appropriately labelled and designed as suitable for
solid or liquid radioactive materials.

- manual or automated precision micropipettes for dispensing samples or reagents
without cross-contamination.

- absorbent paper.

- vacuum pump connected through a trap for aspiration
- horizontal shaker (max 300 rpm)

- a gamma scintillation counter.

5. METHODOLOGY
5.1. Collection and handling of blood samples:

The blood sample may be collected into a dry tube or one containing an
anticoagulant. If heparin is used, only the minimum required should be added to
avoid cloting.

After separation from the red blood cells, plasma or serum samples may be assayed
immediately, within 24 hours if stored at 2 - 8°C, or later, after period up to several
months if stored at -20°C. Repeating freezing and thawing must be avoided.

5.2. Assay procedure :

Reagents stored at 2°- 8° C. must be brought at room temperature prior to use. Do
not mix reagents of different lots. Label the tubes for T (« Total Counts » do not use
coated tubes) calibrators, samples and control sera.

Perform the assay in duplicate. Calibrators, controls and samples must be assayed
at the same time.

1. Calibrator curve:

Pipette 100 pl of each calibrator into the corresponding tubes.

N

Unknowns and controls:

Pipette 100 pl of each sample or control into the corresponding tubes.

w

Add 400 pl of ¥ - ESTRONE tracer to each tube.

&

Vortex, cover and incubate 2 hours at room temperature on a horizontal shaker
(max. 300 rpm).

o

Carefully aspirate or decant the solution of all tubes. (Except total counts tubes)

o

Add 2 ml of washing solution to each tube. Aspirate or decant carefully. (Except
total counts tubes)

~

Repeat step 6.

©

Count the radioactivity fixed in each tube for at least 60 seconds.

5.3. Data processing:

Determine the mean count rate for each set of duplicate tubes.
Calculate the ratio B/BO as follows :

B/B0 % = [ Calibrator or Smp cpm / BO (Calibrator 0) cpm] x 100

Draw the calibrator curve by plotting the ratio B/BO % (linear scale) obtained for each
calibrator versus its respective concentration expressed in pg/ml (logarithmic scale).
ESTRONE concentrations in samples may be read directly from the calibrator curve.

If a computer is used to calculate the results, the data can be fitted to the
appropriate equation : weighed 4 PL.




5.4. Example of a typical assay:

6.5. Reproducibility:

6.2. Minimum detectable concentration of ESTRONE:
The minimum detectable concentration has been assayed at 3.2 pg/ml and
corresponds to the concentration given by two standards deviations below the mean
cpm of 20 replicate determinations of the zero calibrators.

6.3. Recovery test:
When sera of known ESTRONE contents have their ESTRONE supplemented by
addtion of ESTRONE, a satisfactory correlation between added and assayed
ESTRONE is obtained.

Added E1 (pg/ml) 0 25 125
Assayed E1 (pg/ml) 92.8 57.3 115.3
% recovery - 97.3 106

6.4. Dilution test :

The dilution test indicates that there is immunological identity between the
ESTRONE present in the sample and the ESTRONE used to calibrate the calibrator
curve.

Dilution Factor 1 1/2 1/4 1/8

Assayed E1 (pg/ml) 179.1 87.2 44.4 23.4
Expected E1 (pg/ml) - 89.6 44.8 22.4
% recovery - 97.3 99 104.5

Contents cpm 1st cpm 2nd Mean B/Bo Estrone Mean value Within assay variation Between assay variation (% CV)
(pg/ml) duplicate | duplicate | count rate (%) (pg/ml) (pg/ml) (% CV) 10 replicates 5 Separate assays in duplicate
Towl - 50158 50055 50107 - - Pool 1 27.03 5.0 10.55
Pool 2 114.02 3.0 6.29
Cal0 0 15459 14618 15039 100.0 - Pool 3 227.2 10.9 8.89
Call 15 13641 13125 13383 89.0 -
cal2 55 11572 10720 11146 74.1 - 7. LIMITATION OF THE PROCEDURE
cal3 . - . . ' L
Ca|4 115 9103 9337 9220 613 7.1. The results obtained from this or any other diagnostic kit should be used and
@ 260 6787 7207 6997 48.5 ° interpreted only in the context of an overall clinical picture.
Cal5 815 3705 3578 3642 24.2 - . . . . . .
7.2. Do not use lipemic, haemolyzed, icteric or turbid specimens.
C1low 34-48 11973 11582 1777 | 783 423 8. EXPECTED VALUES
C 2 high 170- 220 7450 8064 7757 51.6 198.5 It is recommended that each laboratory establishes its own reference values.
Sample 1 - 12485 12612 12549 83.4 28.1 Estrone (pg/ml)
Sample 2 - 8490 8512 8502 56.5 149,1 Males 10 - 60
Example of a typical assay, do not use for calculations Females
Follicular phase 50 - 100
6. PERFORMANCE CHARACTERISTICS: Luteal phase 100 - 300
6.1. Specificity Menopausal ND - 60
Steroid % Cross-reactivity 9. WARNING AND PRECAUTION
Estrone 100.00 For IN VITRO DIAGNOSTIC use only
Estradiol 0.03 CAUTION : Radioactive material
Estriol 0.005 This kit contains | (half-life: 60 days), emitting ionizing X (28 keV) and y (35.5 keV)
DHEA-S 0.0003 radiations.
Androstenedione N.D This radioactive product can be transferred to a_md u_sed only by authonze_d persons;
purchase, storage, use and exchange of radioactive products are subject to the
Progesterone N.D legislation of the end user's country. In no case the product must be administered to
Testosterone N.D humans or animals.
Estrone - Sulfate N.D All radioactive handling should be executed in a designated area. away from regular
17 OH Progesterone N.D passage. A logbook for receipt and storage of radioactive materials must be kept in
9 - the lab. Laboratory equipment and glassware, which could be contaminated with

radioactive substances, should be segregated to prevent cross contamination of
different radioisotopes.

Any radioactive spills must be cleaned immediately in accordance with the radiation
safety procedures. The radioactive waste must be disposed of following the local
regulations and guidelines of the authorities holding jurisdiction over the laboratory.
Adherence to the basic rules of radiation safety provides adequate protection.

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

WARNING : Sodium azide

Some components contain sodium azide as preservative agent (NaNz < 0.1%).
Dispose of the reagents by flushing with large amount of water through the plumbing
system.

WARNING : Potentially infectious material

Handle all components (and all patient samples) as if capable of transmitting viral
diseases such as hepatitis B and C and the acquired immunodeficiency syndrome
(AIDS).

Source material derived from human body fluids or organs and used in the
preparation of this kit were tested and found negative for HBsAg and anti-HCV by
immunoassay. However, no known test can guarantee that such material does not
contain the causative agent of viral hepatitis.

Likewise, all human materials used in the preparation of this kit were screened for
the presence of antibodies against HIV-1 and -2 by enzyme-immunoassay and were
found negative. However, absence of this antibody cannot guarantee the absence of
the viral agent responsible for the acquired immunodeficiency syndrome.
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1. INTERET DU DOSAGE: Trousse pour la détermination IN VITRO du taux
d’ESTRONE dans le sérum ou le plasma.

L’origine des oestrogénes plasmatiques a été étudiée par des techniques de dilution
isotopique.

Chez la femme normale, la plus grande partie de I'estradiol plasmatique provient de
I'ovaire ou les cellules theca secrétent de I'androstenedione lequel est alors converti
en estrone et ensuite en estradiol par les cellules granulocites .

Un peu d'estrone est cependant formé et secrété par l'ovaire. La plupart de
I'estrone provient d’'une conversion périphérique d’estradiol et de I'aromatisation de
'androstenedione, une réaction catalytique essentielle effectuée dans les tissus
adipeux.

Chez la femme enceinte, la glande surrénale foetale produit une contribution a la
production d’androstenedione. Chez la femme ménopausée, I'estrone est
I'cestrogéne essentiel trouvé dans la circulation, résultant de la conversion
d’androstenedione surrénalien.

Un accroissement de la formation d'oestrogénes se produit avec l'age et en
corrélation avec la quantité de tissus adipeux. L'effet oestrogénique de I'estrone
chez la femme ménopausée peut produire une hyperplasie endométriale et des
saignements et maintient le contenu minéral des os.

Chez la femme préménopausée, des niveaux élevés d’estrone sanguin peuvent
résulter d’'une grande quantité d’androstenedione produite par le syndrome d’ovaire
micropolykystique et de tumeurs ovariennes. Chez de tels patients, un niveau élevé
d’estrone plasmatique peut participer a un déréglement du cycle menstruel.

Dans la circulation, I'estrone est essentiellement liée a I'albumine. Ceci est important
dans l'interprétation des données. Cependant, et contrairement a I'estradiol, les taux
d’estrone total ne sont pas significativement modifiés par la concentration de SHBG.

.PRINCIPE DE LA METHODE: L' ESTRONE (E1) CT RIA obéit & la loi de
I'action de masse selon I'équation suivante:

E1l Ab-E1
‘—
Libre { +Ab — Attaché {
2 -E1 Ab - 2% - E1

Puisque les concentrations de | - E1 et les anticorps coatés sont constants, I'état
d'avancement de I'équation dépend de la concentration en E1. L'importance de **°| -
E1 attaché au tube coaté est inversément proportionnelle a la concentration de E1
dans I'échantillon.

Aprés l'incubation, le tube est lavé afin de retirer I'excés du non attaché marqué.

La concentration des échantillons du patient est lue sur une courbe de calibration.

3. MATERIEL FOURNI ET ENTREPOSAGE:

Entreposé a 2 — 8°C, le matériel peut étre utilisé jusqua la date d'expiration
inscrite sur chaque étiquette.

2 x 48 tubes en polystyrene (12 x 75 mm) coatés avec des
anticorps polyclonaux anti-Estrone.

Systématiquement, permettre aux tubes coatés d'atteindre
la température ambiante avant utilisation.

Entreposer les tubes non utilisés & 2 — 8°C.

Traceur — jaune — 42 ml

1 flacon'®®-ESTRONE coaté dans un tampon avec
stabilisateur, un préservateur (NaNs < 0,1 %) et une matiére
colorante jaune.

Chaque flacon contient moins de 185 kBq (5 uCi)

1 ml dans chaque fiole a I'exception du Std 0 : 2 ml
N=0a5

6 fioles ESTRONE en sérum contenant un préservateur
(NaN3< 0,1 %).

Les concentrations sont indiquées sur les étiquettes.
Entreposer a 2 — 8°C jusque 12 semaines. Pour des
périodes plus longues, entreposer & —20°C.

34.| conTROL 2 fioles lyophilisées - N=1 ou 2

2 fioles de plasma humain contenant des préservateurs
(NaNs < 0,1 %). Les contrbles doivent étre réalisés en
méme temps que les échantillons des patients. Les valeurs
des contrdles sont indiquées sur les étiquettes des fioles.

Avant utilisation, reconstituer le contenu des contréles avec
1 ml d'eau distillée. Aprés reconstitution, les contréles sont
stables pendant 7 jours a une température comprise entre 2
et 8 ° C. Pour les périodes plus longues, les contrbles
doivent étre aliquotes et conservés a -20 ° C pendant 3
mois maximum. Evitez les cycles de gel / dégel.

3.5. | WASH | SOLN | CONC 70 x concentré, 10 ml

1 flacon de solution concentrée et tamponnée
contenant de l'azoture de sodium (NaNs: < 0,1 %).
Mettre en solution dans 700 ml d'eau distillée. La
solution de lavage reconstituée est stable pendant 2
semaines a 2-8 ° C et recouverte d'un film adhésif pour
éviter toute contamination.

4. MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI:

- Les surfaces de travail doivent étre protégées par du papier absorbant afin de
réduire les effets des émanations radioactives.

- Containers pour déchets correctement étiquettés et désignés comme étant
appropriés pour le matériel radioactif liquide et solide.

Micropipettes précises soit manuelles soit automatisées pour la préparation des
échantillons ou des réactifs sans contamination croisée.

- Papier absorbant.

Pompe a vide connectée a une trappe pour l'aspiration.
Shaker horizontal (max 300 rpm)

Un compteur de scintillation gamma.

5. METHODOLOGIE:
5.1. Collecte et maniement des échantillons de sang:

L'échantillon de sang peut étre collecté dans un tube sec ou un tube contenant un
anticoagulant. Si de I'héparine est utilisée, seulement le minimum requis doit étre
ajouté pour éviter un caillot.

Apres la séparation des globules rouges, les échantillons de plasma ou de sérum
peuvent étre utilisés immédiatement, dans les 24 heures s'ils sont entreposés a 2 —
8°C, ou plus tard, aprés une période pouvant aller jusqu’a plusieurs mois s'’ils sont
entreposés a —20°C. Les congélations et décongélations répétées doivent étre
évitées.

5.2. Procédure d’analyse:

Les réactifs entreposés a 2°- 8° C.doivent atteindre la température ambiante avant
toute utilisation. Il ne faut jamais mélanger les réactifs provenant de différents lots.
Etiquetter les tubes pour T (« Total Counts» ne pas utiliser de tubes coatés)
standards, échantillons et sérums de contréle.

Réaliser les manipulations en double. Les standads, les controles et les échantillons
doivent étre préparés en méme temps.

1. Courbe standard:

Pipetter 100 pl de chaque standard dans les tubes correspondant.

N

. Echantillons inconnus et contdles:

Pipetter 100 pl de chaque échantillon ou de contréle dans les tubes
correspondants.

Ajouter 400 pl of *°| - ESTRONE traceur dans chaque tube.

s> ow

. Agiter, couvrir et incuber 2 heures a température ambiante sur un shaker
horizontal (max. 300 rpm).

o

Aspirer soigneusement ou décanter la solution de tous les tubes. (a I'exception
des tubes "Total Counts").

o

Ajouter 2 ml de solution de lavage dans chaque tube et aspirer (a I'exception des
tubes "Total Counts").

~

Répéter I'étape 6.

©

Compter la radioactivité fixée dans chaque tube pendant au moins 60 secondes.

5.3. Traitement des données:

Déterminer la moyenne pour chaque série de tubes.
Calculer le ratio B/BO de la maniére suivante :

B/B0 % = [ Std or Smp cpm / BO (Std 0) cpm] x 100

Dessiner la courbe standard en tragant le ratio B/BO % (échelle linéaire) obtenu pour
chaque standard versus sa concentration respective exprimée en pg/ml (échelle
logarithmique). Les concentrations en ESTRONE peuvent étre lues directement a
partir de la courbe standard.

Si un ordinateur est utilisé pour calculer les résultats, les données peuvent étre
ajustées par I'équation appropriée: 4 PL pondéré.




5.4. Exemple d'une courbe typique:

Contenu cpm 1st cpm 2nd Moyenne B/Bo Estrone
(pg/ml) en double en double cpm (%) (pg/ml)
Activité totale - 50158 50055 50107 - -
Cal0 0 15459 14618 15039 100.0 -
Call 15 13641 13125 13383 89.0 -
Cal2 55 11572 10720 11146 741 -
Cal3 115 9103 9337 9220 61.3 -
Cal4 260 6787 7207 6997 46.5 -
Cal5 815 3705 3578 3642 242 -
C1low 34 -48 11973 11582 11777 78.3 42.3
C 2 high 170 - 220 7450 8064 7757 51.6 198.5
Echantillon 1 - 12485 12612 12549 83.4 28.1
Echantillon 2 - 8490 8512 8501 56.5 149,1

8. VALEURS ATTENDUES.:

Il est recommandé que chaque laboratoire établisse ses propres valeurs de
référence.

Estrone (pg/ml)
Hommes 10-60
Femmes
Phase folliculaire 50 - 100
Phase lutéale 100 - 300
Ménopause ND - 60

Exemple d'une estimation typique, a ne pas utiliser pour les calculs

6. CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCE:
6.1. Spécificité:

Steroid % Réactions croisées

Estrone 100.00
Estradiol 0.03
Estriol 0.005

DHEA-S 0.0003
Androstenedione N.D.
Progesterone N.D.
Testosterone N.D.
Estrone — Sulfate N.D.
17 OH Progesterone N.D.

6.2. Concentration minimale détectable d'ESTRONE:
La concentration minimale détectable est estimée a 3.2 pg/ml et correspond a la
concentration donnée par 2 déviations standards en dessous de la moyenne cpm de
20 déterminations répliquées du standard 0.

6.3. Test de recouvrement:
Quand un sérum au contenu connu d'ESTRONE voit sa valeur augmentée par
I'addition d’'une quantité connue d'ESTRONE, une corrélation satisfaisante entre
I'ESTRONE ajoutée et estimée est obtenue.

Ajout E1 (pg/ml) 0 25 125
Valeur observée E1 (pg/ml) 92.8 57.3 115.3
% récupération - 97.3 106

6.4. Test de dilution:

Le test de dilution indique quil y a identité immunologique entre I'ESTRONE
présente dans I'échantillon et 'TESTRONE utilisée pour calibrer la courbe standard.

Facteur de dilution 1 1/2 1/4 1/8
Valeur. observée E1 179.1 87.2 44.4 23.4
(pg/mi)
Valeur attendue E1 - 89.6 44.4 22.4
(pg/mi)
% récupération - 97.3 99 104.5

6.5. Reproductibilité:

Valeur Variation intra essai Variation inter essai(% CV)
moyenne (% CV) 10 replicates 5 essais différents en double
(pg/ml)
Pool 1 27.03 5.0 10.55
Pool 2 114.02 3.0 6.29
Pool 3 227.2 10.9 8.89

7. LIMITATION DE LA PROCEDURE:

7.1. Les résultats obtenus a partir de ceci ou de tout autre kit de diagnostic devraient
étre utilisés et interprétés seulement dans le contexte d'une image clinique
globale.

7.2. Ne pas utiliser d’échantillons lipémiques, hémolysés, ictériques ou troubles.

9. DANGERS ET PRECAUTIONS.

A utiliser uniquement pour des diagnostics in vitro

PRUDENCE: matériel radioactif

Cette trousse contient de I''?*| (demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive émettant
des rayonnements ionisants X (28 keV) et y (35,5 keV).

Ce produit radioactif peut uniquement étre recu, acheté, possédé ou utilisé par des
personnes autorisées; l'achat, le stockage, I'utilisation et I'échange de produits
radioactifs sont soumis a la |égislation du pays de l'utilisateur final. Ce produit ne
peut en aucun cas étre administré a 'lhomme ou aux animaux.

Toutes les manipulations radioactives doivent étre exécutées dans un secteur
désigné, éloigné de tout passage. Un journal de réception et de stockage des
matiéres radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de
laboratoire et la verrerie, qui pourrait étre contaminée avec des substances
radioactives, doivent étre isolés afin d’éviter la contamination croisée de plusieurs
isotopes.

Toute contamination ou perte de substance radioactive doit étre réglée
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs doivent
étre placés de maniére a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion aux
régles de base de sécurité concernant les radiations procure une protection
adéquate.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés. Ne pas pipeter avec la bouche.
Utiliser des vétements protecteurs et des gants a usage unique.

DANGER: azoture de de sodium

Certains composants contiennent de l'acide de sodium comme agent préservatif
(NaNs < 0,1%). Se débarasser des réactifs en versant de grande quantité d'eau
par le systéeme de plomberie.

DANGER: matériel potentiellement infectieux

Manipuler tous les composants (et tous les échantillons des patients) comme s'ils
sont capables de transmettre des maladies virales comme I'hépatite B et C et le
syndrome d'immunodéficience acquis (SIDA).

Le matériel d'origine provenant d'organes et de liquides du corps humain et utilisé
dans la préparation de ce kit ont été testé et ont obtenu des résultats négatifs pour
I'hépatite B et C antigéne de surface par immunoessai. Cependant, aucun test
connu ne peut garantir qu'un tel matériel ne contient pas d'agent causatif d'hépatites
virales.

De plus, tous les matériels humains utilisés dans la preparation de ce kit ont été
examinés afin de de déterminer la présence d'anticorps HIV-1 et 2 et ont obtenu des
résultats négatifs par immunoessai enzymatique. Cependant, l'absence de cet
anticorps ne peut pas garantir I'absence d'un agent viral responsable du syndrome
d'immunodéficience acquis (SIDA).
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1.VERWENDUNGSZWECK: IN VITRO Bestimmung der OSTRON-Werte in

Serum oder Plasma.

Die Herkunft von Ostrogenen im Plasma wurde bei Frauen durch verfeinerte
Isotopenverdiinnungstechnik genau untersucht.

Bei gesunden Frauen stammt der groRte Anteil von Ostradiol im Plasma von den
Ovarien, wo Thekazellen Androstendion sezernieren, das durch die Granulosazellen
in Ostron und dann in Ostradiol umgewandelt wird.

Durch die Ovarien wird namlich wenig Ostron gebildet und sezerniert: Der Grofteil
stammt aus einer peripheren Konversion von Ostradiol und aus der Aromatisierung
von Androstendion, einer katalytischen Reaktion, die vor allem in Fettgewebe
stattfindet. Bei pramenopausalen Frauen wird Androstendion durch die Ovarien und
die Nebennieren sezerniert. Bei schwangeren Frauen tragen die Nebennieren des
Fétus in bedeutendem Ausmafl® zur Produktion von Androstendion bei. Bei
menopausalen Frauen ist Ostron das wichtigste, im Kreislauf gefundene Ostrogen
und stammt aus der Umwandlung adrenalen Androstendions. Mit zunehmendem
Alter und in Zusammenhang mit der Menge an Fettgewebe steigt die
Ostrogenbildung. Die 6strogene Wirkung von Ostron bei menopausalen Frauen
kann zu Endometriumhyperplasie und Blutungen fiihren, erhalt aber auch den
Knochenmineralgehalt. Bei préamenopausalen Frauen konnen Uberhohte
Ostronwerte im Blut aus der Umwandlung groRer Mengen Androstendion stammen,
die bei mikropolyzystischem Ovarialsyndrom und Ovarialtumoren gebildet werden.
Bei solchen Frauen kénnen hohe Ostronspiegel im Blut zu einer Stérung des
Menstruationszyklus beitragen.

Ostron ist im Blutkreislauf vor allem an Albumin gebunden. Das ist fiir die
Interpretation von Daten aus Ostron-Assays wichtig. Im Gegensatz zu Ostradiol ist
es namlich so, dass die Gesamtdstronwerte durch SHBG-Konzentration nicht
wesentlich veréndert werden.

2.TESTPRINZIP: Der OSTRON (E1) CT RIA unterliegt dem Gesetz der
Massenwirkung nach der folgenden Gleichung:

El Ab - E1

) ‘—

Frei { +Ab — Gebunden {
125 - g1 Ab - - E1

Da die Konzentrationen an **| - E1 und beschichteten Antikérpern konstant sind,
héngt der Fortgang der Gleichung von der Konzentration von E1 ab. Die Menge an
125 - E1, die an die beschichteten Réhrchen gebunden ist, ist umgekehrt proportional
zur E1-Konzentration in der Probe.
Nach der Inkubation wird das Réhrchen gewaschen, um Uberschiisse an nicht
gebundenem | - E1 zu entfernen.
Die Konzentrationen der Patientenproben werden aus einer Standardkurve
abgelesen.

3. MITGELIEFERTES MATERIAL UND LAGERUNG:

Bei Lagerung bei 2 - 8°C kann das Material bis zum Verfalldatum verwendet
werden, das auf jedes Etikett gedruckt ist.

3.1. U 2 x 48 Polystyrenréhrchen (12 x 75 mm), beschichtet mit
polyklonalen Anti-Ostron Antikdrpern.
Vor Gebrauch missen die beschichteten Rohrchen
Raumtemperatur erreicht haben.
Nicht verwendete Rohrchen bei 2 - 8°C lagern.

Gelb, 42 ml.

1 Flasche mit '*l-markiertem OSTRON in Puffer mit
Stabilisator, Konservierungsmittel (NaNsz < 0,1%) und
gelben Farbstoff.

Jede Flasche enthalt weniger als 185 kBq (5 uCi).

1 mlin jedem GefaR auRer fur Kalibrator 0: 2 ml.

N =0 bis 5.

6 GefaRe OSTRON in Serum mit Konservierungsmittel
(NaN3 < 0,1%).

Die Konzentrationen sind auf den GefaRetiketten angeftihrt.
Lagerung bei 2 - 8°C 12 Wochen lang mdglich. Lagerung
fur langere Zeit bei -20°C.

3.4. 2 Flaschchen, lyophilisiert - N = 1 oder 2

2 GefaRe Humanplasma mit Konservierungsmittel (NaN3 <
0,1%). Die Kontrollen miissen gemeinsam mit den
Patientenproben im Assay getestet werden. Die Bereiche
fur die Kontrollen sind auf die GefaRetiketten gedruckt.

Vor dem Gebrauch mussen die Inhalte der Kontrollen mit
1 ml destilliertem Wasser rekonstituiert werden. Nach der
Rekonstitution sind die Kontrollen 7 Tage bei 2-8 ° C stabil.
Fir langere Zeitraume sollten die Kontrollen aliquotiert und
bei -20 ° C fur maximal 3 Monate aufbewahrt werden.
Einfrieren / Auftauen vermeiden.

3.5.
WASH | SOLN | CONC

70 x konzentriert, 10 ml.

1 Flasche konzentrierte Pufferlosung mit Natriumazid
(NaNs < 0,1%). Losung in 700 ml destilliertes Wasser
gieRen. Die rekonstituierte Waschldsung ist bei 2-8 ° C
2 Wochen lang mit Klebefim bedeckt, um
Verunreinigungen zu vermeiden.

4.ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL (NICHT MITGELIEFERT):

Schutz fur Arbeitstischoberflachen durch Saugpapier, um die Wirkung
verschtteter radioaktiver Substanzen zu reduzieren.

Geeignet gekennzeichnete und konzipierte Abfallbehélter fiir feste oder flissige
radioaktive Materialien.

Manuelle oder automatisierte Préazisions-Mikropipetten zum Pipettieren von
Proben oder Reagenzien ohne Kreuzkontamination.

Saugpapier.

Vakuumpumpe, verbunden uber eine Falle, zum Absaugen.
Horizontaler Schittler (max. 300 Upm).
Gammaszintillationszahler.

5.METHODIK:
5.1. Gewinnung und Handhabung von Blutproben:

Die Blutprobe kann in ein trockenes oder ein Antikoagulans enthaltendes Réhrchen
eingebracht werden. Wenn Heparin verwendet wird, sollte nur das erforderliche
Minimum zugesetzt werden, um Gerinnung zu verhindern.

Nach der Trennung von den roten Blutkérperchen kénnen Plasma- oder
Serumproben sofort getestet werden, bei Lagerung bei 2 - 8°C innerhalb von 24
Stunden oder bei Lagerung bei -20°C noch spater, nach einem Zeitraum von bis zu
mehreren Monaten. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen ist zu vermeiden.

5.2. Testdurchfiihrung:

Bei 2 - 8°C gelagerte Reagenzien mussen vor Gebrauch auf Raumtemperatur
gebracht werden. Reagenzien aus unterschiedlichen Chargen nicht vermischen.
Réhrchen fir T (-Total Counts — Gesamt’ keine beschichteten R&hrchen
verwenden), Kalibratoren, Proben und Kontrollseren beschriften.

Assay doppelt ausfiihren. Kalibratoren, Kontrollen und Proben missen zugleich
getestet werden.

1. Kalibratorkurve:

100 pl jedes Kalibrators in die entsprechenden Rohrchen pipettieren.

N

Unbekannte und Kontrollen:

100 pl jeder Probe oder jedes Kontrollen in die entsprechenden Rohrchen
pipettieren.

w

400 ul *°1 - OSTRON Tracer in jedes Réhrchen zupipettieren.

&

Vortexen, abdecken und 2 Stunden bei Raumtemperatur auf einem horizontalen
Schttler (max. 300 Upm) inkubieren.

o

Die Losung aus allen Rohrchen (aul3er Réhrchen T) vorsichtig absaugen oder
dekantieren.

o

2 ml Waschlésung in jedes Rohrchen zupipettieren. Sorgfaltig absaugen oder
dekantieren (auBer Rohrchen T).

~

Schritt 6 wiederholen.

©

In jedem R&hrchen fixierte Radioaktivitdt mindestens 60 Sekunden zé&hlen.

5.3. Datenverarbeitung:

Mittlere Z&hlrate fur jedes Réhrchenpaar bestimmen.
Verhaltnis B/BO folgendermafien bestimmen:

B/B0 % = [ Kalibrator oder Prb cpm / BO (Kalibrator 0) cpm] x 100
Kalibratorkurve zeichnen, indem das fiir jeden Kalibrator erhaltene Verhéltnis B/BO
% (linear) gegenuber seiner jeweiligen in pg/ml ausgedrickten Konzentration
(logarithmisch) aufgetragen wird. OSTRON-Konzentrationen in den Proben kénnen
direkt aus der Kalibratorkurve abgelesen werden.

Wenn zur Berechnung der Resultate ein Computer verwendet wird, kénnen die
Daten in die geeignete Gleichung eingebracht werden: gewichtete 4 PL.




5.4. Beispiel eines typischen Assay:

Inhalt cpm 1. cpm 2. Mittlere B/Bo Ostron
(pg/ml) Duplikat Duplikat Zahlrate (%) (pg/ml)
Gesamt - 50158 50055 50107 - -
Kal 0 0 15459 14618 15039 100.0 -
Kal 1 15 13641 13125 13383 89.0 -
Kal 2 55 11572 10720 11146 741 -
Kal 3 115 9103 9337 9220 61.3 -
Kal 4 260 6787 7207 6997 46.5 -
Kal 5 815 3705 3578 3642 242 -
Cc1 34-48 11973 11582 11777 78.3 42.3
niedrig
C 2 hoch 170 - 220 7450 8064 7757 51.6 198.5
Probe 1 - 12485 12612 12549 83.4 28.1
Probe 2 - 8490 8512 8501 56.5 149,1

Beispiel eines typischen Assay, nicht fir Berechnungen verwenden.

6.LEISTUNGSMERKMALE:
6.1. Spezifitat:

Steroid % Kreuzreaktivitat

Ostron 100,00
Ostradiol 0,03
Ostriol 0,005

DHEA-S 0,0003
Androstendion N.D
Progesteron N.D
Testosteron N.D
Ostron-Sulfat N.D
17 OH Progesteron N.D

6.2. Untere Nachweisgrenze von OSTRON:
Die untere Nachweisgrenze betragt 3,2 pg/ml und entspricht der Konzentration von
zwei Standardabweichungen unter dem cpm-Mittelwert von 20
Replikationsbestimmungen der Nullkalibratoren.

6.3. Wiederfindungstest:
Wenn bei Seren mit bekanntem OSTRON-Gehalt zum eigenen OSTRON anderes
OSTRON zugesetzt wird, wird eine zufrieden stellende Korrelation zwischen
zugesetztem und getestetem OSTRON erreicht.

Zugesetztes E1 (pg/ml) 0 25 125
Getestetes E1 (pg/ml) 92,8 57,3 115,3
% Wiederfindung - 97,3 106

6.4. Verdinnungstest:
Der Verdunnungstest gibt an, dass es immunologische Identitat zwischen dem in der
Probe anwesenden OSTRON und dem zur Kalibrierung der Kalibratorkurve
verwendeten OSTRON gibt.

Verdiinnungsfaktor 1 1/2 1/4 1/8

G E1 (pg/ml) 179,1 87,2 44,4 23,4
Erwartetes E1 (pg/ml) - 89,6 44,8 22,4
% Wiederfindung - 97,3 99 104,5

6.5. Vergleichsprazision:

Mittelwert Intra-Assay-Variation Inter-Assay-Variation (% CV)
(pg/ml) (% CV) 5 getrennte Assays in Duplicat
10 Wiederholungen
Pool 1 27.03 5.0 10.55
Pool 2 114.02 3.0 6.29
Pool 3 227.2 10.9 8.89

7.GRENZEN DES VERFAHRENS:

7.1. Die durch diesen oder jeden anderen diagnostischen Testkit erhaltenen Resultate
sollten nur im Kontext eines klinischen Gesamtbildes verwendet und interpretiert
werden.

7.2. Keine lipamischen, hamolytischen, ikterischen oder getriibten Proben verwenden.

8.ERWARTETE WERTE:

Es wird empfohlen, dass jedes Labor seine eigenen Referenzwerte erstellt.

Ostron (pg/ml)
Manner 10-60
Frauen
Follikelphase 50 — 100
Lutealphase 100 - 300
Menopause ND - 60

9.VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN:
Nur zur Verwendung in der IN VITRO DIAGNOSE!

VORSICHT: Radioaktives Material

Dieser Kit enthalt 1251 (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende X (28 keV) und y
(35,5 keV) Strahlungen emittiert.

Dieses radioaktive Produkt kann nur an autorisierte Personen abgegeben und darf
nur von diesen angewendet werden; Erwerb, Lagerung, Verwendung und Austausch
radioaktiver Produkte sind Gegenstand der Gesetzgebung des Landes des
jeweiligen Endverbrauchers. In keinem Fall darf das Produkt an Menschen oder
Tieren angewendet werden.

Der Umgang mit radioaktiven Substanzen sollte fern von Durchgangsverkehr in
einem speziell ausgewiesenen Bereich stattfinden. Ein Logbuch fiir Protokolle und
Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausriistung und die Glasbehalter, die
mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden kénnen, missen ausgesondert
werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen Radioisotopen zu
verhindern.  Verschittete radioaktive  Substanzen mussen sofort den
Sicherheitsbestimmungen entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfalle
mussen entsprechend den lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fir das Labor
zusténdigen Behorden gelagert werden. Das Einhalten der
Sicherheitsbestimmungen fir den Umgang mit radioaktiven Substanzen
gewahrleistet ausreichenden Schutz.

Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Ihrem Arbeitsbereich, und verwenden Sie
keine Kosmetika. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Verwenden Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.

WARNUNG: Natriumazid

Einige Komponenten enthalten Natriumazid als Konservierungsmittel (NaNs < 0,1%).
Reagenzien durch Spiilen mit reichlich Wasser (iber die Kanalisation entsorgen.

WARNUNG: Potenziell infektioses Material

Gehen Sie mit allen Komponenten (und allen Patientenproben) so um, als ob sie
virale Erkrankungen wie Hepatitis B und C und AIDS (acquired immunodeficiency
syndrome) tbertragen kénnten.

Ausgangsmaterial aus menschlichen Korperflissigkeiten oder Organen, die bei der
Vorbereitung dieses Kits verwendet wurden, wurden getestet und fur HBsAg und
Anti-HCV durch Immunoassay fir negativ befunden. Kein bekannter Test kann
jedoch garantieren, dass solches Material nicht den Erreger viraler Hepatitis enthalt.

Ebenso wurden alle Materialien menschlichen Ursprungs, die bei der Vorbereitung
dieses Kits verwendet wurden, durch Enzym-Immunoassay auf die Anwesenheit von
Antikérpern gegen HIV-1 und -2 getestet und fir negativ befunden. Die Abwesenheit
dieses Antikorpers kann jedoch nicht die Abwesenheit des viralen Erregers
garantieren, der fur AIDS verantwortlich ist.

10. LITERATUR:

1. Yalow R. and Berson S. : Principles of Competitive Protein Binding Assays, Odell W.
and Daughaday W. (eds.), Ch.1:1971. J.B. Lippincott Co, Philadelphia.

Baird DT, Horton R. Longcope C. Tait J.F. : Steroid dynamics under steady state
conditions. Rec. Progr. Horm. Res. 25 : 611-664, 1969.

n

3. Canez MS, Lee KJ, Olive DL : Progestogens and estrogens. Infert Reprod. Med.

Clin. North Amer. 3 : 59-78, 1992.

4. Faiman C., Winter JDS, Reyes Fl, Patterns of gonadotrophins and gonadal steroids
throughout life. Clin. Obstet. Gynecol. 3:467 -483, 1976.



ESTRONE-RIA-CT -

Test radioimmunologico per la determinazione quantitativa di Estrone nel
siero o plasma umano

KIP19100
USO DIAGNOSTICO IN VITRO

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium - Tel: +32 10 84 99 11 - Fax:+32 108499 91

1.USO PREVISTO: Per la determinazione IN VITRO dei livelli di ESTRONE
presenti nel siero o nel plasma.

L’origine degli estrogeni plasmatici nelle donne é stata ben studiata attraverso
perfezionate tecniche di diluizione isotopica.

In donne normali, la maggior parte dell’estradiolo plasmatico viene prodotto dalle
ovaie, dove le cellule tecali secernono androstenedione, che viene poi convertito
dalle cellule della granulosa, prima in estrone e poi in estradiolo.

Una piccola quantita di estrone viene comunque prodotta e secreta dalle ovaie
stesse: la maggior parte deriva dalla conversione periferica dell'estradiolo e
dall’aromatizzazione dell’androstenedione, una reazione catalitica che avviene
essenzialmente nel tessuto adiposo. Nelle donne in stato di premenopausa,
I'androstenedione viene secreto dalle ovaie e dalle ghiandole surrenali. Nelle donne
gravide, la ghiandola surrenale fetale fornisce un significativo contributo alla
produzione di androstenedione. Nelle donne in menopausa, I'estrone ottenuto dalla
conversione dell’androstenedione surrenale rappresenta l'estrogeno essenziale
presente in circolo. Un aumento nella produzione di estrogeni si verifica con il
progredire delleta e in rapporto alla quantita di tessuto adiposo. Gli effetti
estrogenici dell’estrone nelle donne in menopausa possono indurre iperplasia
dell'endometrio e sanguinamento, ma contribuiscono anche alla preservazione del
contenuto di minerali nelle ossa. Nelle donne in premenopausa, livelli elevati di
estrone nel sangue possono dipendere dalla conversione di grandi quantitativi di
androstenedione prodotti in caso di sindrome ovarica micropolicistica e di tumori
ovarici. In tali donne, livelli elevati di estrone nel sangue possono contribuire ad
alterare il ciclo mestruale.

L’estrone in circolo si trova essenzialmente legato all’albumina. Questo € un fattore
importante nellinterpretazione dei dati relativi al test dell’estrone. Al contrario
dell’'estradiolo, i livelli totali di estrone non risultano significativamente modificati
dalla concentrazione di SHBG.

2.PRINCIPIO DEL METODOQO: L'ESTRONE (E1) RIA CT obbedisce alla legge
dell’'azione di massa conformemente alla seguente equazione :

E1l Ac-E1
. l—
Libero { +Ac =—p Legato {
125 - E1 Ac - - E1

Dal momento che le concentrazioni di *?° - E1 e degli anticorpi rivestiti risultano
costanti, I'andamento dell’equazione dipende dalla concentrazione di E1. La
quantita di '®I - E1 legata alla provetta rivestita & inversamente proporzionale alla
concentrazione di E1 presente nel campione.

Dopo l'incubazione, la provetta viene lavata per rimuovere I'*?| - E1 non legato in
eccesso.

La concentrazione dei campioni paziente viene letta da una curva di calibrazione.

3.MATERIALE IN DOTAZIONE E RELATIVA CONSERVAZIONE:

Se conservato a 2-8°C, il materiale potra essere utilizzato fino alla data di
scadenza impressa su ciascuna etichetta.

2 x 48 provette in polistirene (12 x 75 mm) rivestite con
anticorpi policlonali anti-estrone.

Lasciare sempre che le provette rivestite si portino a
temperatura ambiente prima di utilizzazione.

Conservare a 2-8°C le provette inutilizzate.

giallo, 42 mi

1 flacone di ESTRONE etichettato '#I in buffer con uno
stabilizzante, un conservante (NaNs < 0,1 %) e un colorante
giallo.

Ogni flacone contiene meno di 185 kBq (5 uCi)

1 mlin ogni fiala ad eccezione del calibratore 0: 2 ml
N=daOa5

6 fiale di ESTRONE in siero contenenti conservante
(NaN3< 0,1 %).

Le concentrazioni sono stampate sull'etichetta delle fiale.
Conservare a 2-8°C per max.12 settimane. Per periodi piu
lunghi, conservare a —20°C.

3.4. 2 flaconi, liofilizzati - N=1 o 2
2 fiale di plasma umano contenenti conservanti (NaN3< 0,1

%). | controlli sono stati testati insieme ai campioni
paziente. I range relativi ai controlli sono impressi
sull'etichetta delle fiale.

Prima dell’uso, ricostituire il contenuto dei controlli con 1 ml
di acqua distillata. Dopo la ricostituzione, i controlli sono
stabili per 7 giorni a 2-8 ° C. Per periodi pit lunghi, i controlli
devono essere divisi in aliquote e conservati a -20 ° C per
un massimo di 3 mesi. Evitare i cicli di congelamento /
scongelamento.

3.5. 70 x concentrato, 10 ml

1 flacone di soluzione tamponata concentrata
contenente sodio azide (NaNs < 0,1 %). Versare la
soluzione in 700 ml di acqua distillata. La soluzione di
lavaggio ricostituita € stabile per 2 settimane a 2-8 ° C
ricoperta da un film adesivo per evitare la
contaminazione

|WASH | SOLN | CONC

4.MATERIALI RICHIESTI MA NON IN DOTAZIONE:

- superfici di banco protette con carta assorbente per ridurre gli effetti in caso di
versamento di sostanze radioattive.

- contenitore per smaltimento dei rifiuti appositamente etichettato ed adatto ai
materiali radioattivi solidi o liquidi.

micropipette di precisione manuali o automatiche per I'erogazione di campioni o
reagenti senza possibilita di contaminazione crociata.

- carta assorbente.

- pompa a vuoto per aspirazione collegata tramite un sifone intercettatore
agitatore orizzontale (max. 300 giri al minuto)

un contatore gamma a scintillazione.

5.METODOLOGIA:
5.1. Raccolta e manipolazione dei campioni di sangue:

Il campione di sangue pud essere raccolto in una provetta asciutta oppure in una
provetta contenente anticoagulante. In caso di utilizzo di eparina, per evitare la
coagulazione € necessario aggiungere esclusivamente il quantitativo minimo
necessario.

Dopo la separazione dai globuli rossi, sara possibile testare i campioni di plasma o
siero immediatamente, nell’arco delle 24 ore se conservati a 2-8°C oppure dopo
molti mesi se conservati a —20°C. E necessario evitare ripetuti congelamenti e
scongelamenti.

5.2. Procedimento del test:

Prima dell'uso, portare a temperatura ambiente i reagenti conservati a 2-8°C. Non
miscelare reagenti provenienti da lotti diversi. Etichettare le provette dei calibratori T
(« Conteggi totali » non utilizzare provette rivestite), campioni e sieri di controllo.

Eseguire il test in duplicato. Eseguire il test contemporaneamente a calibratori,
controlli e campioni.

1. Curva di calibrazione:

Pipettare 100 pl di ciascun calibratore nelle provette corrispondenti.

N

controlli e sconosciuti:

Pipettare 100 pl di ciascun campione o dei controlli nelle provette corrispondenti.

w

Aggiungere a ciascuna provetta 400 pl di **| - ESTRONE tracciante.

»

Agitare, coprire e incubare per 2 ore a temperatura ambiente su un agitatore
orizzontale (max. 300 giri al minuto).

a

Aspirare con cautela o lasciare decantare la soluzione di tutte le provette. (eccetto
le provette dei conteggi totali).

o

Aggiungere a ciascuna provetta 2 ml di soluzione di lavaggio. Aspirare (eccetto le
provette dei conteggi totali).

~

Ripetere la fase 6.

©

Contare la radioattivita fissata in ciascuna provetta per almeno 60 secondi (Cpm =
Conta per minuto).

5.3. Elaborazione dei dati:

Determinare I'indice medio di conteggio relativo a ogni serie di provette in duplicato.
Calcolare il rapporto B/BO procedendo come segue:

B/B0 % = [ Cpm calibratore o Camp. / Cpm BO (Calibratore 0)] x 100
Disegnare la curva di calibrazione tracciando il rapporto B/BO % (scala lineare)
ottenuto per ogni raffronto calibratore/rispettiva concentrazione, espresso in pg/ml
(scala logaritmica).

Le concentrazioni di ESTRONE nei campioni possono essere lette direttamente
dalla curva di calibrazione.

Se si utilizza un computer per calcolare i risultati, i dati potranno essere inseriti alla
seguente equazione: pesato 4 PL.




5.4. Esempio di test tipico:

6.5. Riproducibilita:

Esempio di test tipico, da non utilizzare per i calcoli

6.CARATTERISTICHE DI PRESTAZIONE:

6.1. Specificita:

Contenuto 1° cpm 2° cpm Media B/Bo Estrone Valore Variabilita intra saggio Variabilita inter saggio (%CV)
(pg/ml) duplicato duplicato indice (%) (pg/ml) medio (%CV) 10 repliche 5 test separati in duplicato
conteggio (pg/ml)
tht)(t)anI:eggl - 50158 50055 50107 - - Gruppo 27.03 50 1055
1
calo 0 15459 14618 15039 100.0 - Gruppo 114.02 3.0 6.29
Call 15 13641 13125 13383 89.0 - 2
cal2 55 11572 10720 11146 | 741 - Sruppo 2212 109 8.89
Cal3 115 9103 9337 9220 61.3 -
Cal4 260 6787 7207 6997 46.5 -
cals 815 3705 3578 3642 242 ) 7.LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA:
7.1. Utilizzare e interpretare i risultati ottenuti con questo o con qualsiasi altro kit
diagnostico esclusivamente nell’'ambito di un quadro clinico generale.
C 1 basso 34-48 11973 11582 11777 78.3 42.3 72 N il ioni I . lizzati. itterici o torbidi
C2alo 170 - 220 7450 8064 7757 516 198.5 .2. Non utilizzare campioni lipemici, emolizzati, itterici o torbidi.
Campione - 12485 12612 12549 83.4 28.1 8.VALORI ATTESI:
1 VALORI ATTESI:
Campione - 8490 8512 8501 56.5 149,1 Si consiglia a ciascun laboratorio di stabilire i propri valori di riferimento.

Estrone (pg/ml)
Maschi 10 -60
Femmine
Fase follicolare 50 - 100
Fase luteale 100 - 300
Menopausa ND - 60

9.AVVERTENZE E PRECAUZIONI:

Steroide % Reattivita crociata

Estrone 100.00
Estradiolo 0.03
Estriolo 0.005

DHEA-S 0.0003
Androstenedione N.D
Progesterone N.D
Testosterone N.D
Estrone - solfato N.D
17 OH Progesterone N.D

6.2. Concentrazione minima di ESTRONE rilevabile:
La concentrazione minima rilevabile € stata testata a 3,2 pg/ml e corrisponde alla
concentrazione ottenuta da due deviazioni standard inferiori al cpom medio delle 20
determinazioni replicate dei calibratori zero.

6.3. Test di recupero:
Quando i sieri dei contenuti di ESTRONE noti presentano un aumento del proprio
ESTRONE attraverso l'aggiunta di ESTRONE, si oftiene una correlazione
soddisfacente tra 'TESTRONE aggiunto e quello testato.

E1 aggiunto (pg/ml) 0 25 125
E1 testato (pg/ml) 92.8 57.3 115.3
% recupero - 97.3 106

6.4. Test di diluizione:

Il test di diluizione indica la presenza di identita immunologica tra TESTRONE
presente nel campione e 'TESTRONE utilizzato per calibrare la curva di calibrazione.

Fattore di diluizione 1 1/2 1/8 1/16
E1 testato (pg/ml) 179.1 87.2 44.4 234
E1 atteso (pg/ml) - 89.6 44.8 22.4
% recupero - 97.3 99 104.5

Solo per uso DIAGNOSTICO IN VITRO

ATTENZIONE: Materiale radioattivo

Il kit contiene *?°| (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) e y (35,5 keV)
ionizzanti

L’acquisto, a detenzione, I'utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono soggetti
a regolamentazione locale. In nessun caso il prodotto pud essere somministrato ad
esseri umani o animali.

Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando si manipola materiale
radioattivo. Le sostanze radioattive devono essere conservate in propri contenitori in
appositi locali che devono essere interdetti alle persone non autorizzate. Deve
essere tenuto un registro di carico e scarico del materiale radioattivo. Il materiale di
laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all’'uso di isotopi specifici per evitare
cross-contaminazioni.

In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare riferimento alle
norme locali di radioprotezione. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti secondo le
norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme per l'uso di
sostanze radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.

Nei luoghi dove si usano sostanze radioattive non € consentito consumare cibi o
bevande, fumare o usare cosmetici. Non pipettare i reattivi con pipette a bocca.

AVVERTENZA: Sodio azide

Alcuni componenti contengono sodio azide come agente conservante (NaNs <
0,1%). Smaltire i reagenti attraverso il sistema idraulico risciacquando
abbondantemente con acqua corrente.

AVVERTENZA: Materiali potenzialmente infettivi

Maneggiare tutti i componenti (e tutti i campioni paziente) alla stregua di sostanze in
grado di trasmettere malattie quali epatite B e C e sindrome da immunodeficienza
acquisita (AIDS).

Il materiale di origine ottenuto da liquidi corporei umani o da organi utilizzato per la
preparazione del presente kit & stato testato ed e risultato, a seguito di test
immunologico, negativo al’HbsAg e anti-HCV. Ciononostante nessun test noto € in
grado di escludere completamente I'assenza da detti materiali di agenti in grado di
provocare epatite virale.

Allo stesso modo tutti i materiali umani utilizzati nella preparazione del presente kit,
sono stati analizzati, tramite test immunoenzimatico, per rilevare la presenza di
anticorpi anti HIV 1 e HIV 2 e sono risultati negativi. Ciononostante, I'assenza di
questo anticorpo non € in grado di garantire la completa assenza di agenti virali
responsabili della sindrome da immunodeficienza acquisita.
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1.USO : Para la determinacion IN VITRO de los niveles de ESTRONA en suero o
plasma.

El origen de los estrégenos plasmaticos en las mujeres ha sido detalladamente
estudiado con refinadas técnicas de dilucién isotépica.

En mujeres normales la mayor parte del estradiol plasmatico proviene de los
ovarios, donde las células tecales secretan androstenediona, que se convierte en
estrona y luego en estradiol por medio de las células granulosas.

De hecho muy poca estrona es sintetizada y secretada por el ovario: la mayor parte
se genera por conversion periférica de estradiol y de la aromatizacién de la
androstenediona, una reaccién catalitica realizada principalmente en el tejido
adiposo. En mujeres pre menopausicas la androstenediona es secretada por los
ovarios y las suprarrenales. En mujeres embarazadas las glandulas suprarrenales
del feto aportan significativamente a la produccién de androstenediona. En mujeres
menopausicas, la estrona es el estrégeno esencial encontrado en circulacion,
resultando de la conversién de androstenediona suprarrenal. Con la edad se
produce un aumento en la formacién de estrégeno y va en relacién a la cantidad de
tejido adiposo. Los efectos estrogénicos de la estrona en mujeres menopausicas
pueden producir hiperplasia del endometrio y sangra miento pero también
mantienen el contenido mineral de los huesos. En mujeres pre menopausicas
niveles sanguineos excesivos de estrona pueden resultar de la conversion de
grandes cantidades de androstenediona producida en el sindrome de ovario micro
poliquistico y tumores ovaricos. En estas mujeres, niveles sanguineos altos de
estrona pueden tener que ver con problemas del ciclo menstrual.

La estrona en circulacién va principalmente unida a albimina. Esto es importante al
interpretar los datos del ensayo de estrona. De hecho, y al contrario del estradiol,
los niveles totales de estrona no son significativamente alterados por la
concentracién de SHBG.

2.PRINCIPIOS DEL METODOQO: El ESTRONE (E1) CT RIA obedece al

ley de la accién de masa segun la siguiente ecuacion :

El Ab-E1

. o’ )
Libre { +Ab — Ligada {
125 - g1 Ab - %] - E1

Visto que las concentraciones de la *?°l — E1 y de los anticuerpos recubiertos son
constantes, la evoluciéon de la ecuacién depende de la concentracién de El. La
cantidad de **°| — E1 ligada al tubo recubierto es inversamente proporcional a la
concentracion de E1 en la muestra.

Depués de la incubacion, el tubo es lavado para quitar la **I - E1 no ligada.

Las concentraciones de las muestras de los pacientes se leen de una curva de
calibracién

3. MATERIAL SUMINISTRADO Y PRESERVACION:

Guardado a 2 - 8°C, el material puede ser utilizado hasta la fecha de caducidad
indicada en cada etiqueta

3.1. ‘I]’ 2 x 48 tubos de polipropileno (12 x 75 mm) recubiertos con
anticuerpos policlonales anti-Estrona.
Permitir  sistematicamente que los tubos recubiertos
alcancen temperatura ambiente antes de su empleo
Guarde los tubos no usados entre 2-8°C.

amarillo, 42 ml

1 botella de ESTRONA marcada con 1** en tampén con un
estabilizador, un preservante (NaNs < 0,1 %) y un colorante
amarillo.

Cada botella contiene menos de 185 Kbq ( 5 pCi)

1 ml en cada pomo excepto el Calibrador 0 : 2 ml

N=0a5

6 pomos de ESTRONA en suero conteniendo un
preservativo (NaN3< 0,1 %).

Las concentraciones estan indicadas en las etiquetas.
Almacene entre 2-8°C por un maximo de 12 semanas. Para
periodos mas largos almacene a -20°C.

3.4.| contrOL 2 viales, liofilizados - N=10 2 . ‘
2 pomos de plasma humano conteniendo un preservativo

(NaNs < 0,1 %). Los controles deben ser probados al
mismo tiempo que las muestras de los pacientes. Los
alcances para los controles estan indicados en las
etiquetas de los pomos.

Antes de usar, reconstituya el contenido de los controles
con 1 ml de agua destilada. Después de la reconstitucion,
los controles se mantienen estables durante 7 dias a 2-8 °
C. Para periodos més largos, los controles deben ser
divididos en alicuotas y mantenerse a -20 ° C durante un
maximo de 3 meses. Evitar los ciclos de congelaciéon /
descongelacion.

35
| WASH | SOLN | CONC

| concentrado x 70, 10 ml

1 botella de solucién tamponada concentrada con azida
de sodio (NaNs < 0,1 %). Vacie la solucién en 700 ml
de agua destilada. La solucién de lavado reconstituida
es estable durante 2 semanas a 2-8 ° C cubierta con
una pelicula adhesiva para evitar la contaminacion.

4. MATERIAL REQUIRIDO PERO NO SUMINISTRADO :

- Superficies de banco, protegidas por papel secante para reducir los efectos del
excedente radiactivo.

- Contenedores de residuos, marcados convenientemente y disefiados para
materiales radiactivos sélidos o liquidos.

- Micropipetas manuales o automaticas para dispensar las muestras o los reactivos
sin contaminacién cruzada.

- Papel secante.

- Bomba de vacio, vinculada por una valvula, para la aspiracion
- Agitador reciprocante u orbital (max. 300 rpm).

- Un contador de radiaciones gama.

5. METODOLOGIA
5.1. Coleccién y manejo de las muestras de sangre :

La muestra de sangre puede ser coleccionada en un tubo seco o uno que contenga
un anticoagulante. Si se usa heparina se debe agregar solo el minimo necesario
para evitar coagulacion.

Después de la separacion de los glébulos rojos, las muestras de suero o plasma
pueden ser probadas inmediatamente, en 24 horas si se guardan a 2 - 8°C, 0 mas
tarde, después de un periodo de unos meses se guardan a -20°C. Evitar congelar y
descongelar sucesivamente.

5.2. Procedimiento del ensayo :

Los reactivos guardados a 2°- 8° C. deben estar a temperatura ambiente antes del
uso. No mezclar reactivos de series diferentes. Marcar los tubos para T (« Cuentas
Totales » no utilizar tubos recubiertos) calibradores, muestras y controles. Los
calibradores y controles deben ser mezclados antes del uso por inversién o
rotacion ; no vortexear.

Hacer el ensayo en duplicado. Calibradores, controles y muestras deben ser
probados a la misma hora.

1. Curva de calibracion :

Pipetear 100 pl de cada calibrador en los tubos apropiados.
2. Muestras y controles :

Pipetear 100 pl de cada muestra o controles en los tubos apropiados.
3. Afiadir 400 pl de trazador de '?I - ESTRONA a cada tubo.

4. Agite en vortex, cubra e incube por 2 horas a temperatura ambiente en un
agitador horizontal (max. 300rpm).

5. Cuidadosamente aspirar o decantar la solucién de cada tubo. (Excepto los tubos
de conteos totales).

6. Afladir 2 ml de solucién de lavado a cada tubo. Aspirar o decantar
cuidadosamente. (Excepto los tubos de conteos totales)..

7. Repita el paso 6.

8. Contar la radiactividad fijada en cada tubo durante al menos 60 segundos.

5.3. Data processing:
Procesamiento de los datos :

Determinar la proporcién de recuento media para cada juego de tubos en duplicado.
Calcular la razén B/BO0 segtn :
B/B0 % = [ Calibrador o Smp cpm / BO (Calibrador 0) cpm] x 100

Dibujar la curva de calibracion trazando la razén B/BO % (escala linear) obtenida
para cada calibrador versus su concentracion correspondiente expresada en pg/ml
(escala logaritmica). Las concentraciones de ESTRONA en las muestras se pueden
leer directamente de la curva de calibracion.

Si se utiliza un ordenador para calcular los resultados, los datos pueden ser
utilizados en la ecuacién apropiada:: 4 Parametros



5.4. . Ejemplo de un ensayo tipico:

Contenido cpm 1 cpm 2 Propor- B/Bo Estrona
s duplicado duplicado cién de (%) (pg/ml)
(pg/ml) recuento
media
Cuentas - 50158 50055 50107 - -
totales
Cal0 0 15459 14618 15039 100.0 -
Call 15 13641 13125 13383 89.0 -
Cal2 55 11572 10720 11146 74.1 -
Cal3 115 9103 9337 9220 61.3 -
Cal4 260 6787 7207 6997 46.5 -
Cal5 815 3705 3578 3642 24.2 -
C 1 bajo 34-48 11973 11582 11777 78.3 42.3
c2 170 - 220 7450 8064 7757 51.6 198.5
elevado
Muestra 1 - 12485 12612 12549 83.4 28.1
Muestra 2 - 8490 8512 8501 56.5 149,1

Ejemplo de un ensayo tipico, no utilizar para célculos

6. CARACTERISTICAS DEL ENSAYO:
6.1. Especificidad

Esteroide % Reactividad cruzada

Estrona 100,00
Estradiol 0,03
Estriol 0,005

DHEA-S 0,0003
Androstenediona N.D
Progesterona N.D
Testosterona N.D
Estrona - Sulfato N.D
17 OH Progesterona N.D

6.2. Concentracién minima detectable de TESTOSTERONA LIBRE :
La concentracién minima detectable ha sido probada a 3,2 pg/ml y corresponde a la
concentracién obtenida de dos desviaciones estandar debajo del cpm medio de 20
determinaciones replicadas del calibrador.

6.3. Prueba de Recuperacion:
Cuando sueros con concentraciones conocidas de ESTRONA se suplementan
agregandoles ESTRONA, se obtiene una buena correlaciéon entre la ESTRONA
agregada y la detectada en el ensayo.

E1 afiadido (pg/ml) 0 25 125
Detectada E1 (pg/ml) 92,8 57,3 115,3
% Recuperado - 97,3 106

6.4. Prueba de dilucién :

La prueba de dilucién indica que hay identidad inmunolégica entre la ESTRONA
presente en la muestra y la ESTRONA usada para producir la curva de calibracion.

Factor de dilucién 1 1/2 1/4 1/8

Detectada E1 (pg/ml) 179,1 87,2 44,4 23,4
Esperada E1 (pg/ml) - 89,6 44,8 22,4
% Recuperado - 97,3 99 104,5

6.5. . Reproducibilidad:

Valor Dentro de la variacion Entre la variacién del ensayo (%
medio del ensayo CV)
(pg/ml) (% CV) 10 réplicas 5 ensayos separados en duplicado
Serie 1 27,03 50 10,55
Serie 2 114,02 3,0 6,29
Serie 3 227,2 10,9 8,89

7. LIMITACION DEL PROCEDIMIENTO

7.1. Los resultados obtenidos de este u otro ensayo diagnostico deben ser utilizados e
interpretados solamente en el contexto de una vista clinica general.

7.2. No utilizar especimenes lipémicos, hemolizados, ictéricos o turbios.

8. VALORES ESPERADOS

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios valores de referencia.

Estrona (pg/ml)
Hombres 10- 60
Muijeres
Fase folicular 50 - 100
Fase litea 100 - 300
Menopausia ND - 60

9. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para uso solo en diagndstico IN VITRO

ADVERTENCIA : material radiactivo

Este kit contiene 1'® (vida media : 60 dias) emisor de rayos X (28 keV) y de rayos y
(35.5 keV) ionizantes.

Este producto radiactivo solo puede ser manejado y utilizado por personas
autorizadas; la compra, almacenaje, uso y cambio de productos radiactivos estan
sujetos a la legislacién del pais del usuario. En ninglin caso el producto debera ser
suministrado a humanos y animales.

Todo el manejo de producto radiactivo se hara en un area sefializada, diferente de
la de paso regular. Debera de utilizarse un libro de registros de productos
radiactivos utilizados. El material de laboratorio, vidrio que podria estar contaminado
radiactivamente debera de descontaminarse para evitar la contaminacién con otros
is6topos.

Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de acuerdo
con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios radiactivos deberan ser
almacenados de acuerdo con las regulaciones y normativas vigentes de la
legislacion a la cual pertenezca el laboratorio. El ajustarse a las normas basicas de
seguridad radiolégica facilita una proteccién adecuada.

No fumar, beber, comer 6 utilizar cosméticos en el area de trabajo. No pipetear con
la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes.

ADVERTENCIA : Azida sédica

Unos componentes contienen azida sédica como preservativo (NaNs < 0,1%). Tirar
los reactivos con abundante agua en el alcantarillado.

ADVERTENCIA : Material potencialmente infeccioso

Manejar cada componente del ensayo (y cada muestra de paciente) como
transmisor potencial de enfermedades virales como hepatitis By C y el Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).

Los componentes derivados de fluidos u 6érganos humanos utilizados en la
preparacién de este ensayo han sido probados por inmunoensayo dando negativo
a HBsAg y anti-HCV. Sin embargo, no se conoce ningin método que asegure que
este material no contiene la causa de hepatitis viral.

Asimismo, cada componente humano utilizado en la preparacién de este ensayo ha
sido probado por inmunoensayo enzimatico dando negativo a la presencia de
anticuerpos anti-HIV-1 y -2. No obstante, la ausencia de este anticuerpo no puede
garantizar la ausencia de un componente viral responsable del Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida.
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1.INTENCAO DE USO:
Para determinagao in vitro dos niveis de ESTRONA no soro ou plasma

A origem de estrégenos plasméaticos em mulheres tem sido precisamente estudada
por refinadas técnicas de dilui¢ao isotépica.

Em mulheres normais, a maioria do estradiol plasmatico é obtido a partir do ovario,
em que as células da teca secretam androstenediona, que é entdo convertido em
estrona e no estradiol pelas células granulosas.

Pouca estrona é de fato formado e secretado pelo ovario, a maior parte tem origem
a partir de uma conversdo periférica de estradiol e da aromatizacdo de
androstenediona, a reacdo catalitica realizada essencialmente no tecido adiposo.
Em mulheres pré-menopausa, a androstenediona é secretada pelo ovario e supra-
renais. Em mulheres gravidas, a glandula adrenal fetal fornece uma contribui¢do
significativa para a producéo de androstenediona. Em mulheres na menopausa, a
estrona é o estrogénio essencial, encontrado na circulagédo, que é resultado da
conversdo de androstenodiona adrenal. Um aumento na formagéo de estrogénio
ocorre com o envelhecimento e em correlagdo com a quantidade de tecido adiposo.
Os efeitos estrogénicos da estrona em mulheres na menopausa podem produzir
hiperplasia endometrial e sangramento, mas também mantém o contetido mineral
6sseo. Em mulheres pré-menopausa, 0s niveis sanguineos de estrona excessivas
podem resultar na transformagé@o de uma grande quantidade de androstenediona
produzidos em micropolicisticos sindrome do ovéario e tumores do ovéario. Nestas
mulheres, niveis sanguineos elevados de estrona pode infleunciar numa
perturbacéo do ciclo menstrual.

A estrona na circulagdo estd essencialmente ligado a albumina. Isto é importante
para a interpretacdo dos dados do ensaio-estrona Na verdade, e ao contrariodo
estradiol estrona totais ndo sdo modificadas significativamente pela concentracédo
de SHBG.

2.PRINCIPIO DO METODO: O ESTRONE-RIA-CT obedece & lei da
acao da massa atuando de acordo com a equagao a seguir :

El Ab - E1

‘—
Livre { +Ac =—p Ligada {
125 - E1 Ab -] - E1

Desde que as concentragdes de **| - E1 e anticorpos adsorvidos sdo constantes, o
estado de progresso da equagdo depende da concentragdo de E1. A quantidade de
125 — E1 ligado ao tubo adsorvido é inversamente proporcional a concentragdo de
E1 na amostra.

Ap6s a incubag&o, o tubo é lavado para remover o excesso de E1'%| - ndo ligado.

Concentragéo das amostras de pacientes séo lidas na curva de calibrag&o.

3. MATERIAL FORNECIDO E ESTOCAGEM:

Estocado a 2 - 8°C, o material pode ser usado até o prazo de validade
impresso em cada etiqueta.

3.1. U 2 x 48 Tubos de Polistireno (12 x 75 mm) adsorvidos com
anticorpos policlonais anti-Estrona.

Permita que os tubos adsorvidos alcancem a temperatura

ambiente antes do uso.

Estoque os tubos néo utilizados a 2-8°C.

amarelo, 42 ml

1 frasco de ?°l-marcado ESTRONA em tamp&o com um
estabilizador, um conservante (NaN3 <0,1%) e um corante
amarelo. Cada frasco contém menos de 185 kBq (5 pCi)

1 ml em cada frasco, exceto para o calibrador 0: 2 ml
N=0-5

6 frascos da estrona no soro contendo conservante NaN3
(<0,1%).

As concentracdes estdo impressas nos rétulos dos frascos.
Armazenar a 2-8°C durante até 12 semanas. Para periodos
mais longos, estoque a -20°C.

3.4. 2 frascos, liofilizados - N = 1 ou 2

CONTROL N 2 frascos de plasma humano contendo conservantes NaN3
(<0,1%). Os controles devem ser testados juntamente com
as amostras dos pacientes. Os intervalos para os controles
estdo impressos nos rétulos dos frascos.
Antes do uso, reconstitua os contetdos dos controles com
1 ml de &gua destilada. Apds reconstituicdo, os controlos
permanecem estaveis durante 7 dias a 2-8 ° C. Por
periodos mais longos, os controles devem ser aliquotados
e mantidos a -20 ° C por no méximo 3 meses. Evite ciclos
de congelamento / descongelamento.

3.5. 70 x concentrado, 10 ml
1 frasco de solugdo tampdo concentrado contendo
|WASH | SOLN | CONC [ azida sodica (NaN3 < 0,1 %). Coloque a solugdo em
700 ml de é&gua destilada. A solugcdo de lavagem
reconstituida é estavel durante 2 semanas a 2-8 ° C
coberta com pelicula adesiva para evitar a
contaminacéo.

4. MATERIAL REQUERIDO MAS NAO FORNECIDO:

bancada, protegida por papel absorvente para reduzir os efeitos da contaminagéo
pela radioatividade.

containers para descarte do lixo, apropriadamente marcado e apropriado para
materiais radioativos liquidos e solidos.

micropipetas manuais ou automaticas para dispensar amostras ou reagentes sem
contaminagéo cruzada.

papel absorvente.

bomba de vécuo, para aspiracéo.
agitador horizontal (méx 300 rpm)
contador de cintilagdo gamma

5. METODOLOGIA
5.1 Coleta e manuseio das amostras de sangue:

A amostra de sangue pode ser coletada dentro de um tubo seco ou um que
contenha um anticoagulante. Se a heparina é utilizada, apenas o minimo requerido
deve ser adicionado para evitar a coagulagéo.

Apos separacdo das células vermelhas, plasma ou as amostras de soro podem ser
analisadas imediatamente, dentro de 24 horas se estocadas a 2 - 8°C, ou mais
tarde, ap6s um periodo superior a alguns meses, se estocadas a -20°C. Deve-se
evitar repetidos descongelamentos e congelamentos.

5.2 Procedimento do ensaio:

Reagentes estocados a 2 - 8°C devem ser colocados a temperatura ambiente antes
do uso. Na&ao misture reagentes de diferentes lotes. Marque os tubos para T
(« ContagemTotal » ndo use tubos recobertos) calibradores, amostras e controles.

Realize o ensaio em duplicata. Calibradores, controles e amostras devem ser
analisados ao mesmo tempo.

1. Curva calibradora:

Pipete 100 pl de cada calibrador dentro dos tubos correspondentes.

N

Desconhecidos e controles:

Pipete 100 pl de cada amostra ou controles dentro dos tubos correspondentes.

@

Adicione 400 pl de marcador'®| - ESTRONA para cada tubo.

&

Vortex, cubra e incube por 2 horas a temperatura ambiente num agitador
horizontal (max. 300 rpm).

5. Cuidadosamente aspire ou decante a solucéo de todos os tubos. (Exceto tubos
de contagem total).

6. Adicione 2 ml de solugdo de lavagem em cada tubo. Aspire ou decante
cuidadosamente. (Exceto tubos de contagem total).

7. Repita o passo 6.

8. Conte a radioatividade fixada em cada tubo por pelo menos 60 segundos.

5.3 Processando os dados:

Calcule a proporgéo B/BO como a seguir :

B/B0 % = [ Calibrador ou Amostra cpm / BO (Calibrador 0) cpm] x 100

Desenhe a curva calibradora plotando a proporgdo B/BO % (escala linear)
obtida de cada calibrador versus sua respectiva concentragdo expressada em
pg/ml (escala logaritmica). Concentragdo de ESTRONA nas amostras podem
ser lidas diretamente da curva calibradora.

Se o computador € usado para calcular os resultados, os dados devem ser
ajustados para equagéo apropriada : pesava 4 PL.




5.4. Exemplo de um ensaio tipico:
Contenudo cpm 1st cpm 2nd Média B/Bo Estrona
(pg/ml) duplicata duplicata cpm (%) (pg/ml)
Contagem - 50158 50055 50107 - -
Total
Cal0 0 15459 14618 15039 100.0 -
Call 15 13641 13125 13383 89.0 -
Cal2 55 11572 10720 11146 74.1 -
Cal3 115 9103 9337 9220 61.3 -
Cal4 260 6787 7207 6997 46.5 -
Cal5 815 3705 3578 3642 24.2 -
C 1 baixo 34-48 11973 11582 11777 78.3 42.3
C2alto 170 - 220 7450 8064 7757 51.6 198.5
Amostra 1 - 12485 12612 12549 83.4 28.1
Amostra 2 - 8490 8512 8501 56.5 149,1

Exemplo de ensaio tipico, ndo use para célculos

6. PERFORMANCE CARACTERISTICAS:

6.1. Especificidade

Esteréide % Reacédo-cruzada

Estrona 100,00
Estradiol 0,03
Estriol 0,005

DHEA-S 0,0003
Androstenediona N.D
Progesterona N.D
Testosterona N.D
Estrona - Sulfato N.D
17 OH Progesterona N.D

6.2 Concentracdo minima detectavel de ESTRONA
Concentragdo minima detectavel tem sido analisada a 3,2 pg/ml e corresponde a
concentragdo dada por dois desvios padrfes abaixo da média com 20 determinagdes

replicadas do calibrador zero.

6.3 Teste de Recuperacéo:

Quando soros contendo uma gquantidade conhecida de ESTRONA recebem adi¢éo de
ESTRONA, uma correlacéo satisfatéria entre ESTRONA teérico e analisado é obtido.

Adicionado E1 (pg/ml) 0 25 125
Analisado E1 (pg/ml) 92,8 57,3 1153
% recuperacéo - 97,3 106

6.4 Teste de diluico :

O teste de diluigio indica se ha identidade imunolégica entre ESTRONA presente na
amostra e 0 ESTRONA usado para calibrar o teste.

Fator de diluicdo 1 1/2 1/4 1/8

Teoricamente E1 (pg/ml) 179,1 87,2 44,4 23,4
Analisado E1 (pg/ml) - 89,6 44,8 22,4
% recuperacéo - 97,3 99 104,5

6.5. Reprodutibilidade:
Média Variagao dentro do Variagao entre os ensaios
(pg/ml) ensaio (% CV) 10 (% CV)
replicatas 5 Ensaios separados em duplicata
Pool 1 27,03 5,0 10,55
Pool 2 114,02 3,0 6,29
Pool 3 227,2 10,9 8,89

7. LIMITACAO DO PROCEDIMENTO

7

7

.1 Os resultados obtidos deste ou de outro kit de diagndstico devem ser usados e
interpretados somente dentro do contexto de um quadro clinico.

.2 Nao use amostras lipémicas, hemolizadas, ictéricas ou turvas.

8. VALORES ESPERADOS

E recomendado que cada laboratério estabeleca os seus proprios valores de

referéncia.
Estrona (pg/ml)
Homens 10-60
Mulheres
Fase folicular 50 - 100
Fase lutea 100 - 300
Menopausa ND - 60

9. CUIDADOS E PRECAUCOES

Somente para diagnéstico IN VITRO
CUIDADO : Material radioativo

Este kit contém **| (meia-vida: 60 dias), emitindo radiagdes X (28 keV) e y (35,5
keV) ionizantes. Este produto radioactivo pode apenas ser transportado e utilizado
por pessoal autorizado: a compra, armazenamento, utilizagdo e troca de produtos
radioactivos estdo sujeitas a legislagdo nacional vigente. Em nenhum caso, este
produto pode ser administrados a seres humanos ou a animais.

Toda a manipulagéo radioactiva deve ser efectuada em local préprio e exclusivo
para tal. Deve ser mantido no laboratério, um livro de registo para a recepgdo e
armazenamento de material radioactivo. O equipamento do laboratério e
equipamento de vidro que possa ser contaminado com radioactividade, deve ser
segregado para evitar contaminagédo cruzada com diferentes is6topos. Qualquer
derrame de material radioactivo deve ser imediatamente limpo, de acordo com os
procedimentos de radioprotecgdo. O lixo radioactivo deve ser rejeitado de acordo
com a legislagéo vigente e as regras do laboratério. A adeséo as regras basicas da
seguranca com radioactividade, fornece a protec¢do adequada.

N&o pipete com o auxilio da boca. Use vestuario adequado de proteccéo e luvas.
AVISO: Azida sédica

Alguns componentes contem azida sédica como conservante (NaN3 <0,1%).
Descarte os reagentes através de lavagem com grande quantidade de dgua através
do sistema de encanamento.

AVISO: material potencialmente infeccioso

Manuseie todos os componentes (e todas as amostras de paciente) como sendo
capazes de transmitir doencas virais como hepatite B e C e sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS).

Material derivado de fluidos corporais ou érgdos humanos e usados na preparagéo
deste kit foram testados e considerados negativos para HBsAg e anti-HCV por
imunoensaio. No entanto, nenhum teste pode garantir que esse material ndo
contenha o agente causador da hepatite viral.

Da mesma forma, todos os materiais humanos utilizados na preparagdo deste kit
foram rastreados para a presenga de anticorpos contra HIV-1 e -2 por imunoensaio
enzimético e foram considerados negativos. No entanto, a auséncia deste anticorpo
ndo pode garantir a auséncia do agente viral responsével pela sindrome da
imunodeficiéncia adquirida.
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ESTRONE-RIA-CT

Pad10avooco1rpoadiopiGHOG YIa TOV TTOCOTIKO TTPOCadIoPIoHO TNG 010TPOVNG
o€ avBpwrivo opd | TTAdOa
KIPI9100
AIAFNQZTIKH XPHZH IN VITRO

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium - Tel: +32 10 84 99 11 - Fax:+32 10849991

1.MPOOPIZOMENH XPHZH: Ma tov IN VITRO Trp0o03I0pIoUd TwV ETITTESWY
NG OIZTPONHZ o€ 0p6 1 TAdopa.
H mpoéheuon Twv oI0TPOYOVWY TOU TIAGOHOTOG OTIG YUVAIKEG EXel MEAETNOEi
OI1ECOBIKG PE TNV EQAPHOYR TEXVIKWV ICOTOTTIIKAG apaiwang peydAng akpiBelag.
ZTIG  (QUOIOAOYIKEG YUVOIKEG, TO MEYAAUTEPO TIOGOOTO TnG OIoTPAdIOANG TOU
TIAGOPATOG TTPOEPXETAl ATTO TIG WOBAKEG, OTTOU Ta KUTTAPA TNG OAKNG €KKpivouv
avdpooTEVEDIOVN, N OTIOIQ OTN CUVEXEIQ UETATPETTETAI OE OIOTPOVN Kal KATOTTIV O€
010TPadIoAn atré Ta KOKKIWSN KUTTapa.
Mpdypat, TOAU HIKPA TTOCOTNTA OICTPOVNG OXNMUATICETAI Kal EKKPIVETAI ATTO TIG
WOBNAKEG:  TO HEYAAUTEPO TTOGOOTO TTIPOEPXETAI ATTO HIA TTEPIPEPIKT) HETATPOTTH TNG
010TPadIOANG Kal atrd TNV apwpaToTIoiNaNn TNG avopooTeVEdIOVNG, MIA KATAAUTIKN
avTidpaon TOU  OUCIOOTIKG  AauBdvel  xwpa og  ATTwdn  10TO. 216
TIPOEUHUNVOTIAUCIOKEG YUVAIKEG, N avOPOoaTeEVEDIOVN EKKPIVETAI ATTO TNV WOBRKN Kal
Ta emMvVeEPPIdIa.  ZTIG eykUOUG, Ta ETIVEPPIdIa Tou eUBpUou cupBaAAouv onuavTika
oTnV TTapaywyrn avOpooTevedIdvNG.  XTIG EUPNVOTIAUCIOKEG YUVAIKEG, N 010TPOVN
gival T0 Bacikd 0IGTPOYOVO TTOU EVTOTTIETAI OTNV KUKAOQOPIQ, N OTToia TTPOKUTITE!
amd TN METATPOTI) TNG avdpooTevedidvng oTa emveppidia. Mia adgnon oTtnv
avaTTugn Twv oloTpoydvwy AauBdvel xwpa Pe TN yAPAvoN Kal GUOXETICETAI PE TNV
TT006TNTA TOU AITTWA0UG 1IGTOU.
O1 0I0TPOYOVIKEG OPACEIG TNG OIOTPAVNG OTIG EUUNVOTIOUCIOKEG YUVAIKEG EVOEXETAI
TIPOKOAéOOUV va  uTTEPTTAQCia Tou evdoupnTpiou Kal aipyoppayia, auth Opwg
OUPBAAAel kal oTn BlaTpnon TwV PETOAAIKWY OTOIXEIWY TWV OOTWV.
2TIG TTPOEPUNVOTIAUCIOKESG YUVAIKEG, 1BIAITEPD UWNAG TTITTESA 0I0TPOVNG OTO Qipa
evOéxeTal  va  eival  QTTOTEAEOPA  TNG  METATPOTIAG  MEYGAWV  TTOCOTATWY
avdpooTevedIdvVNG, N OTIoi  TTAPAYETOl  Of  TIEPITITWOEIS  OUVOPOUOU
MIKPOTTOAUKUOTIKWY WOBNKWY KAl OYKWY TwV wobnKwv. Z€ QUTEG TIG YUVAIKEG Ta
uwnAd emimeda o1oTPAvVNG OTO aiya evOéXETal va cupBaAouv o€ pia diatapayr Tou
€upnvou KUKAoU.
2TV KukAogopia n oloTpévn eival oucIaoTIKE deopeupévn oTn Acukwpartivn.  To
YEYOVOG QUTO €ival onUavTIKG yia TNV epunveia Twv dedopévwyv Tou TTPoadiopiouoy
NG oloTpoévng. Mpdyparti, ev avriBéoel pe TNV oloTPadIOAN, Ta GUVOAIKG eTTITTEDA TNG
oloTpdVNG deV TpoTTOTTOIOUVTAI IBIAITEPA ATTO TN CUYKEVTPWON TG SHBG.

2.BAZIKH APXH THX MEOOAOQY: O mpoodiopiopdg oiotpévng (E1) CT RIA
SiémeTal amé 10 VOPo dpdong TG HAdag ocUp@wva e TNV akdAoubn egiowaon:

E1l Ab - E1
‘—
EAe0Bepn { +Ab. —» Aegopeupévn {
25 _E1 Ab - | - E1

AeBOPEVOU OTI OI CUYKEVTPWOEIG TNG CNUACHEVNG pE I EL Kal TWV ETMOTPWHEVWV
AVTIOWUATWY gival oTaBepEg, N KATAoTACn TTPoddou TNG egiowong e€apTdral améd Tn
ouykévipwon Tng E1. H mooémra tng onuacuévng pe ?°l E1, mou eival
OECMEUPEVN OTO ETTIOTPWHEVO OWANVAPIO, €ival avTIOTPOPWG avaAoyn TIPog Tn
ouykévipwon Tng E1 oTo deiypa.

Metd amé TV emwaon, 1o cwAnvdpio UTTORAAAETal g€ TTAUON Yia va agaipebei n
emTTAéOV Un deopeupévnEL, n otroia sival onuaouévn pe 2201,

H avayvwon tng ouykévipwong Twv SelyddTwyv Twv aoBevwv yivetalr amd uia
KOUTTUAN BaBuovéunong.

3.MAPEXOMENA YAIKA KAI ®YAAZH:

Otav puAdocovTal oToug 2 - 8° C, Ta UAIKG uTTopoUv va XpnoipoTtroinéolv éwg
TNV nuepopnvia ARENG Tou avaypda@eTal o€ KABE ETIKETA.

3.1. U 2 x 48 owhnvapia amé moAuoTupévio (12 x 75 mm),
ETMOTPWHEVA PE TIOAUKAWVIKE QVTICWHATA GVTI-0I0TPOVNG.
AQRAVETE OUOTNUATIKG TA ETIOTPWHEVA  CWANVApIa  va
@Bdavouv oe Beppokpacia dSwuartiou TTPIV TN XpAON.

duAdooeTe Ta PN xpnoigoTroinuéva owAnvdpia oToug 2-8°
C.

KiTpivo, 42 ml

Mia @IGAn oioTpdvng onuacpévng pe 21 oe PUBUICTIKG
SiGAupga  pe  OoTOBEPOTIOINTIKG  TTAPAYOVT, CGUVTNPNTIKO
(NaNs< 0,1 %) Kai KiTpIvn XpwoTIKA.

KaBe @iaAn trepiéxer Aiyotepo amé 185 kBq (5 pCi).

33.[ <AL “ Te KGBe PIaNiSIo TrepiExeTal 1 ml, EKTOG OTTO TO PIOAIBIO Yia
10 BaBpovount 0: 2 ml- N =0 éwg 5
6 @ioAidia OIZTPONHZ oe opd TToU TIEPIEXEl OUVTNPNTIKO
(NaN3< 0,1 %).
OI  OUYKEVTIPWOEIG  avaypaA@ovTal  OTIG  ETIKETEG  TWV
@raAidiwv. PuAdooete aToug 2-8° C £wg Kkal 12 eBOoNEdES.
MNa peyoAUTEPEG TTEPIGDOUG, PUAGTTETE OTOUG -20° C.

3'5'| WASH | SOLN | CONC

3.4. 2 @iaAidia, Auogihotroinuéva - N=1 1] 2
CONTROL . P . . .
2 @ioAidia avBpwTTivou TTAGOHA TTOU TTEPIEXEI TUVTNPNTIKG

(NaNs< 0,1 %). Or eAéyxoug TrpéTrel va uTroBdAAovTal OF
Trpoodiopiopd padi pe Ta Seiypara Tou acBevolg. Ta Tmedia
TIMWV yIa Toug €AEyXOUg avaypd@ovTal OTIG ETIKETEG TwV
@IaNIdiwv.

Mpiv atd TN xprion, va avacuoTaBolv Ta TTEPIEXOPEVA TWV
SloAupdTwy gAéyxou pe 1 ml ammoaTtayuévou vepou. Mocne
BOCCTaHOBMEHUS KOHTPONW CTabubHbl B TeyeHue 7 OHen
npu 2-8 ° C. B TeuyeHue Gonee AnuTeNbHbIX NEPUOAOB
KOHTpOrSibHble  06pasupl cregyeT  anvkeBOTUpOBaTb U
XpaHutb npu -20 ° C B TeyeHMe MakcuMym 3 MecsLeB.
W3beraiiTe UMKNOB 3amMopaxvBaHus / OTTauBaHus.

70 x oupTiukvwpévo, 10 ml

1 @IGAN CUPTTUKVWHEVOU puBuIoTIKOU SIGAUUATOG, TTOU
Tepiéxel agidio Tou vatpiou (NaNs < 0,1 %). EyxUoate
T0 Od1IdAupa oe 700 ml amooTtaypévou  vepoU.
BoccTaHoBneHHbI  Motowmii - pacTBop  cTabuneH B
TeyeHne 2 Hepenb npu 2-8 ° C, NOKPbLITHIA KNewKow
nneHKon, YyTobbl n3bexatb 3arps3HeHNs.

4.YAIKA NOY ANAITOYNTAI AAAA AEN MAPEXONTAL:

- Em@Aaveieg TTAyKOU TTPOOTATEUPEVEG PE ATTOPPOPNTIKO XOPTi yia va peiwBouv ol
EMTITWOEIG aTTé TIToIAiopaTa padievepyou UAIKOU.

- DNoxeia améppiyng amoPAATwWY OnNUACUEVO OTTWG TIPETTEl Kal OXESIAOUEVA

KOTGAANAQ yia OTEPEA i} UYPE PadIEVEPYA UAIKA.

Mn autépaTEG 1) QUTOPATOTTOINUEVEG UIKPOTTITIETEG aKpIBeiag yia Tn diavoun Twv

SEIYHATWY i TWV AVTIBPACTNPIWY XWPIig Kivouvo eTTIHGAUVONG.

ATToppo@nTIKd XOPTi.

AvTAia kevou ouvdedepévn HEOW alIPovioy, Yia avappo®nan

OpigévTiog avadeutpag (Uéy. 300 rpm)

ATTapIOUNTAG OTTIVENPICPWY Y OKTIVOBOAIDG.

5.MEOOAOAOTIA:

5.1. ZuAhoyn Kai XEIPIOPOS TwV SEIYUATWY QiJaTOG:

To deiypa aipatog eival duvatdv va ouMexBei oc éva ateyvd owAnvaplo fi og éva
owANVApIO TTOU TTEPIEXEI QVTITINKTIKG. AV XPNnOIPOTIOIEITal NTTOpivn, TIPETTEl va
TPOCTIOETAI N €AAXIOTN QTTAITOUPEVN TTOGOTNTA YIA TNV OTTOQUYR OXNUATIOUOU
BpouBwv.

Metd améd diaxwpiopd amod Ta pubpd algoaaipia, Ta deiypata TAGouaTog i opol
utropoUv  va  uttoBGAAovTal 0t TTPOCdIOPIOUS apéows, €VTOg 24 wpwv, av
QuAdooovTal aToug 2 - 8° C, i apydTepa, PETG amd pia TTEPIOdO WG KAl APKETWV
unvwv, av @uAdooovtal otoug -20° C. MpéTel va atro@eUyeTal N ETAVEIANUYEVN
KaTayuén kar amoyugn.

5.2. Aladikaoia Tou TTpoadIopIopoU :

Ta avmidpaoTtipia Tou @uAdooovTal otoug 2°- 8° C mpémel va @Bdoouv o€
Bepyokpacia dwpaTiou TPV ammd TN XpAon.  Aev TIPETEl va  avapelyVUETE
avTIdPAOTHPIA aTTO SIOPOPETIKEG TTAPTIOEG. ZnUAveTe Ta owAnvapia yia T («Total»
[UETPAOEIG  TOU IXVNOETN], N XPNOIUOTIOIEITE ETIOTPWHEVA CwANvApIia), Toug
BaBuovounTég, Ta deiypaTa Kal TOUG 0poUg EAEyXOU.

EkTeAéoTe Tov TTpoodiopiopd €ig SimmAolv. O1 Babuovountég, ol opoi EAEyXou Kal Ta
Seiypata mpéTel va uttoBdANovTal o€ TTPOGdIOPICUO TAUTOXPOVA.

1. KautuAn BaBuovoéunong:

Alaveipete pe mmETa 100 pl amé k&Oe BabuovounTr) aTa AVTIOTOIXO CWANVAPIA.

N

Ayvworta deiypata kai eAEyxoug:

Alaveipete pe mmméta 100 pl omd kGBe deiypa ) eAéyxoug OTa  QvTiOTOIXA
owAnvapia.

.MpoBéoTe 400 pl amd Tov IXvnBéTn onuacpévng We 21 oloTpovng ot KaBe
owAnvapio.

YToBAaAAeTe 0g OTPORINOUS, KOAUWTE Kal ETTWACTE €T 2 WPEG O€ Beppokpacia
dwuariou o€ éva opIévTIo avadeuTApa (pgy. 300 rpm).

Avappo@roTe TTPOCEKTIKG 1 HETAYYIOTE TO SIGAUpa OAwV Twv cwAnvapiwy. (EkTég
a1é Ta CWANVAPIa TTOU aPopoUV TIG HETPHOEIG Tou IXVNOETN [“total’]).

w

»

a

o

MpooBéote 2 ml amd 10 Sidhupa TTAUONG Ot kGBe owAnvdpio. Avappo@nioTe
yeTayyioTe TTPooekTIKG (EKTOG aTrd

EmravaAdBete 1o Brjpa 6.

MeTtpriote Tn deopeupévn o€ kABe cwAnvdpio padievépyeia i TouAdyioTov 60
SeuTepOAETITA.

© N
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.3. Eme€epyaoia Twv dedopévwy:
MpoodiopioTe TN Péan TP KPOUCEWV Yia KABE O€T SITTAWV CWANVapiwv.
YTrohoyioTe 10 Adyo B/BO wg akoAoUBwg:
B/B0 % = [ BaBpovopuntrg r) cpm Seiypatog / BO (BaBuovountrig 0) cpm] x 100
ZxedidoTe TNV KaPTIUAN BaBuovéunong oe nUIAOYapPIBUIKG XapTi ATTOTUTTWVOVTAG TO
A6yo B/BO % (ypappikry kAipaka) Trou €xel AngOei yia kGBe BabuovounT évavt g
QavTIOTOIXNAG TOU OUYKEVTPWONG, ekppacuévng oe pg/ml (AoyapiBuikr kAipaka). Ol
ouykevipwoelg OIZTPONHZ og deiypata givar Suvatdv va avayvwoTolv atreuBeiag
aTod Tn KAPTTUAN Babuovoéunong.
Av  XPNOIYOTIOIEITAN  NAEKTPOVIKOG  UTTOAOYIOTAG  YIO TOV  UTTOAOYIONO  TwV
amoteAeopdaTwy, Ta dedopéva eival duvatdv va TTPOCAPUOCTOUV OTNV KATAAANAN
eCiowon: otabuiopévn 4 PL.

5.4. Mapadeiypa evog TUTTIKOU TTPOCdIOPIoUOU:
MNepiexop 1°cpm 2° cpm Méon B/Bo 0OI10TpoV
eva ETTAVAAN ETTAVAAN TIPA (%) n
(pg/ml) wn wn pétpnon (pg/ml)
S
MeTprioeig Tou - 50158 50055 50107 - -
IXvnBém
("total™)
BabuovopnTic 0 15459 14618 15039 100.0 -
0
BaBpovounTrig 15 13641 13125 13383 89.0 -
1
BaBpovounTrig 55 11572 10720 11146 74.1 -
2
BaBuovounTtrig 115 9103 9337 9220 61.3 -
3
BaBuovounTtrig 260 6787 7207 6997 46.5 -
4
BaBuovounTtrig 815 3705 3578 3642 24.2 -
5
BabuovopunTig 34 -48 11973 11582 11777 78.3 42.3
1 XapnAig
Tiung
BaBpovounTrig 170 - 7450 8064 7757 51.6 198.5
2 uwnAig TIiuAg 220
Agiypa 1 - 12485 12612 12549 83.4 28.1
Asgiypa 2 - 8490 8512 8501 56.5 149,1

Moapddeiyua evog TUTTIKOU TPoodiopiouou (va un XxpnoipotroinBei yia
utroAoyiopoug)

6.XAPAKTHPIZTIKA AMOAOZHZ:
6.1. EidikéTnTal

ZTEPOEIDEG % AlacTaupouuevn
avTISPACTIKOTNTA
QOioTpdvn 100,00
Oi10T1padioAn 0,03
O10TpI6AN 0,005
DHEA-S 0,0003
AvdpooTevedidvn Mn avixv.
MpoyeaTepdvn Mn avixv.
TeoTtooTEPOVN Mn avixv.
Oelikry 010TPOVN Mn avixv.
17 OH mpoyeaTepdvn Mn avixv.

6.2. EAGx10Tn avixvelaoiun ouykévipwaon OIS TPONHZ:

H eAdyxiotn avixveloiun ouykévipwan oloTpdévng €xel mpoodiopioTei oTa 3,2 pg/ml
KQl QVTIOTOIXEI OTN CUYKEVTPWON TTOU TTAPEXETAl atrd SUO TUTTIKEG OTTOKAIOEIG KATW
amé 10 péoo cpm 20 emavoAauBaAvOPEVWY TIPOGSIOPICHWY TWV HNSEVIKWY
BaBpovounTwy.

6.3. Aokiyagia avékTnong:

Otav og opolg pe yvwoTtd Tepiexdyevo OIZTPONHZ  mpooTiBetal emimTAéov
OIZTPONH, emTuyXdveTal IKAVOTIOINTIKA OCUCYXETION WETASU TNG TTPOOTEBEITAG Kal
NG TTpoadiopioBeicag OIZTPONHE.

MpooTebeioa E1 (pg/ml) 0 25 125
MpoodiopioBeica E1 92,8 57,3 115,3
(pg/mi)

% avakTnon - 97,3 106

6.5. AvarrapaywyiuéTnra:

Méon mipn AiaxGpaveon oTta AlokUpavon peTagu
(pg/ml) TAqiola Tou idlou SIAPOPETIKWV
TTpoadiopiguol TTPoadiopIopwy (% CV)
(% CV) 10 5 OI0POPETIKWV

ETTAVAAYEWV TTPOaSIOPICUWY €1G SITTAOUV

Meiypa 1 27,03 5,0 10,55

Meiypa 2 114,02 3,0 6,29

Meiypa 3 227,2 10,9 8,89

7.MEPIOPIZMOZ THZ AIAAIKAZIAZ:

7.1. Ta amoteAéopara Tou AapBdvovtal ammd To TTApov Kal atmd oTrolodATIoTE GAAO

SIayVWOTIKG KIT Ba TTPETTEl va XPNOIYOTToIoUvVTal Kal va eppnvedovtal yévo GTo
TTAQICI0 pIag YEVIKOTEPNG KAIVIKAG EIKOVAG.

7.2. Mnv XpnolpoTroIgiTe AITTAIIKG, aipoAupéva, IKTEPIKG 1 BoAd deiypaTa.

8.ANAMENOMENEZ TIMEZ:

ZuvioTdTal KGBe epyacTApIo va KABIEPWAEI TIG BIKEG TOU TIHEG AVAPOPAG.

Oiotpdvn (pg/ml)
Avopeg 10- 60
[Nuvaikeg
QoBulakiki eaon 50 - 100
QxpIvikA @aon 100 - 300
Eppnvotrauoiokég ND - 60

6.4. Aokiyagia apaiwong:

H Sokiyaoia apaiwong utTodnAWvEl OTI UTTAPXEI AVOOOAOYIKA TAUTOTNTA PETAEU TNG
OIZTPONHZ Tou ¢ival mrapouca oto deiypya kai NG OIZTPONHZ n omoia
XpnoigoTroInenke yia Tn Babpovounon TG KaptruAng Baduovounong.

ZUVTEAEOTAG 1 1/2 1/4 1/8
apaiwong

Mpoodiopiobeica E1 179,1 87,2 44,4 23,4
(pg/mi)

Avapevépevn E1 - 89,6 44,8 22,4
(pg/mi)

% avakTnon - 97,3 99 104,5

N

3. Canez MS, Lee KJ, Olive DL : Progestogens and estrogens.

9.MPOEIAONOIHZEIZ KAI MPO®YAAZEIZ:

Movo yia IN VITRO AIAFNQETIKH xpion

MPOZOXH: Padievepyd uAikd

To KIT auto TrepIéxel To *2° | (Xpovog nuIdwig: 60 nuéPEG), Wia padievepyr ouaia n
oTroia eKTTEPTTEN Iovifouoa akTivoBoAia X (28 keV) kai y (35,5 keV).

AuTd 10 padievepyd Tpoidv gival duvaTtd va peTaQePBE Kal va xpnaigoTroinbei pévo
até egouaiodotnuéva atopa. H ayopd, UAagn, xprion Kai aviaAlayr padievepywv
TIPOIOVTWY UTTOKEIVTAI OTN VOMOBETia TNG XWPag Tou TEAIKOU XproTn. & Kapia
TIEPITITWON JEV TTPETTEI VA XOPNYEITAI TO TTPOIGV O€ avBpwTToug A {wa.

‘OMog o xelpiopdg Tou padievepyol UAIKOU Ba TTPETTEl va eKTEAEITAI 0€ KABOPIOUEVO
XWPO, HOKPIG aTrd XWPOUG TOKTIKAG OléAeuong.  ZTo €PYyaoTApPIO TIPETEl v
SlaTnpeital NUEPOASYIo yia Tnv TrapaAafh kal TN QUAAgn padievepywV UAIKWV.
EfomAiopdg kai yudhiva okeun Tou epyaoTnpiou, Ta oTroia Ba ptropoucav va
HoAuvBoUV pe padlevepyég ouaieg, Ba TTPETTEI va QUAGOOOVTAI O EEXWPIOTO XWPO
yia TV TPOANYn mMPOAUVONG Twv dIaPOpwWY PadIoIGOTOTTWV.

Tuxov SIopPoEG PAdIEVEPYWY UYPWV TTPETTEI va KaBapifovTal apéowg oUPQwva JE
TIg dladIkaoieg acpaAeiag ammé padievépyeia. Ta padievepyd améBAnTa TTPETTEl va
aTTOPPITITOVTAl CUMPWVA HE TOUG TOTTIKOUG KOAVOVIOMOUG KOl TIG KATEUBUVTNPIEG
odnyieg Twv apXwv Tou £xouv dikalodoaoia aTo pyaaTripio. H TApnon Twv Bacikwy
KAVOVWV ao@AAEIng aTTé padIevEPYEIR TTAPEXE! ETTAPKI TTPOCTATIA.

Mnv katvideTe, Unv TTIVETE, YNV TPWTE KAl PN XPNOIUOTIOIEITE KAAAUVTIKA OTO XWPO
£pyaciag. Mnv Oiavépete pe  TITTETA  XPNOIYOTIOIVTOG TO OTOUA  OOG.
XPNGCIYOTIOIEITE TTPOCTATEUTIKO POUXIONS Kal avOAWGIHA YAvVTIa

MPOEIAOMOIHZH: Alidio Tou varpiou

Mepikd oToixeia Tou TTPoadiopiopol TTepIEXOUV agidlo Tou vaTpiou wg TTapdyovTa
ouvtipnong (NaNsz < 0,1%). ATroppiyTe Ta avTIdPACTApIa ETTAEVOVTAG Pe dpBovo
VEPO PECW TOU CUCTAPATOG TNG ATTOXETEUONG.

MPOEIAOMOIHXH: AuvnTIKWG HOAUGHATIKG UAIKO

Na xepideate 6Aa Ta oToixeia (kai OAa Ta deiyparta Twv aoBEVWV) oav va TTPOKEITAl

Y10 OUGIEG TTOU SUVNTIKWG PTTOPEI VO HETADWOOUV I0YEVEIG VOOOUG, OTTWG N NTTATITIdX
A Kai B Kai To gUvOpOopO ETTIKTNTNG QVOOOTIOINTIKAG AVETTAPKEIag (AIDS).

To apxikd UAIKG, TO oToio TIPonABe amd owpaTIKA uypd 1 dpyava Kai
XPNOIJOTIOINONKE OTNV TIOPOOKEUR TOU TIOPOVTOG KIT £xel eAeyxOei kai Exel
SiamoTweEi 6T gival apvnTiké wg TTPog TNV Trapoudia HBsSAg kai avTi-HCV péow
avoooTrpoodiopiopol.  QoT600, Kapia yvwoTr) péBodog dev eival duvatd va
dloo@aAioel oe ammOAUTO PBaBuPd OTI TETOIOU €i00UG UAIKG Oev TTEPIEXOUV TOV
aITIoAOYIKG TTapdyovTa TNG IoyevoUg NTTaTiTIdag.

Mapopoiwg, 6Aa Ta UNIKG avBpwTTIvng TTPOEAEUONG TTOU XPNOIJOTIOIRBNKav yia Tnv
TTOPACKEUN TOU TTAPAVTOG KIT EAEYXONKAV IO TNV TTOPOUTia QvTICWHATWY EvVavTl TOU
HIV-1 kal -2 péow €v{upIkOU avoooTTPOCdIopIopoU Kal Ta atoTeAéopata ATav
apvnTikd. QoTé00, N ATTOUCIa TOU AVTICWHATOG auToU eV EYYUATAI TNV OTTOUTIA TOU
I0yevouUg TTapdyovTa TTou euBUveTal yia To 0UVOPOUO TNG ETTIKTNTNG AVOTOTIOINTIKAG
QVETTAPKEITAG.
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ESTRONE-RIA-CT

Oznaczenie radioimmunologiczne do iloSciowego pomiaru estronu w osoczu
lub surowicy ludzkiej

KIP19100
DO DIAGNOSTYKI IN VITRO

3.4.

CONTROL 2 fiolki materiat liofilizowany — N= 1 lub 2
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1.PRZEZNACZENIE: Do oznaczania pozioméw ESTRONU w surowicy lub
w osoczu metodg IN VITRO.

Pochodzenie estrogenéw osoczowych u kobiet zostato doktadnie przebadane za
pomoca technik rafinowanych rozcienczen izotopowych.

U zdrowych kobiet, estradiol osoczowy pochodzi w gtéwnej mierze z jajnika,
podczas gdy komorki ostonki pecherzyka Graafa wydzielajg androstenodion, ktéry
jest nastepnie przeksztatcany do estronu a nastepnie do estradiolu przez komorki
warstwy ziarnistej.

W rzeczywistosci, przez jajnik wytwarzana jest i wydzielana niewielka ilos¢ hormonu:
najwigksza ilos¢ substancji pochodzi z konwersji obwodowe;j estradiolu i z aromatyzacii
androstenodionu, reakcji katalitycznej przeprowadzanej gtéwnie w tkance tluszczowej.
U kobiet w wieku przedmenopauzalnym, androstenodion jest wydzielany przez jajnik i
nadnercza. U kobiet ciezamych, nadnercza plodu wytwarzajg znaczacg ilo$¢
andtostenedionu. U kobiet w okresie menopauzy, estron jest podstawowym estrogenem
wykrywanym w krazeniu i pochodzi gtéwnie z konwersji androstenodionu wytwarzanego w
nadnerczach. Do zwiekszenia wytwarzania estrogenu dochodzi wraz z wiekiem. Zjawisko
to jest rowniez zwigzane z iloscig tkanki ttuszczowej. Wplywy estrogenowe estronu
u kobiet w okresie menopauzy moga prowadzi¢ do przerostu endometrium i krwawien, ale
réwniez pozwalajg na utrzymanie sktadu mineralnego tkanki kostnej. U kobiet w wieku
przedmenopauzalnym, podwyzszone poziomy estronu mogg wynika¢ z konwersji duzej
ilosci androstenodionu wytwarzanego w zespole mikropolicystycznych jajnikéw i w guzach
jajnika. U takich kobiet, wysokie poziomy estronu we krwi krgzgcej mogg mie¢ wptyw na
zaburzenia cyklu miesigczkowego.

Estron w krazeniu obwodowym jest gtéwnie zwigzany z albuminami. Jest to wazne
zjawisko, ktére powinno by¢ brane pod uwage w trakcie interpretacji danych
pochodzacych z oznaczania estronu. W rzeczywistosci, w przeciwienstwie do
estradiolu, catkowite poziomy estronu nie s3 istotnie modyfikowane przez stezenie
SHBG.

2.ZALOZENIA METODY: Oznaczenie ESTRONE (E1) CT RIA polega na

zastosowaniu prawa dziatania mas zgodnie z nastepujgcym réwnaniem:

El Ab - E1
Wolny { + Ab : Zwiazany{

125 - E1 Ab - 5] - E1

Poniewaz stezenia '*| - E1 i optaszczonych przeciwciat sg state, osiagniecie
rownowagi zalezy od poziomu E1. llo$¢ *?°| - E1 zwigzana w optaszczonej probowce
jest odwrotnie proporcjonalna do stgzenia E1 w prébce.

Po okresie inkubacji, zawarto$¢ probowki jest ptukana w celu usunigcia nadmiaru
niezwigzanego oznakowanego | - E1.

Stezenia substancji w prébce pacjenta odczytywane sg za pomocay krzywej
kalibracyjnej.

3. MATERIALY DOSTARCZONE | PRZECHOWYWANIE:
Przechowywany w temperaturze 2-8°C materiat, moze by¢ wykorzystywany do
daty waznosci wydrukowanej na kazdej etykiecie.
3.1 H 2 x 48 probéwek polistyrenowych (12 x 75 mm)
optaszczonych przeciwciatami poliklonalnymi anty- Estron.
Przed uzyciem nalezy zawsze umozliwi¢ osiggniecie przez
optaszczone probowki temperatury pokojowej.
Nieuzywane probdwki nalezy przechowywac
w temperaturze 2-8°C.

zolte, 42 ml

Jedna butelka ESTRONU znakowanego 1125 w buforze ze
stabilizatorem, $rodkiem konserwujgcym (NaN3 < 0.1 %) i
26itym barwnikiem.

Kazda butelka zawiera mniejszg dawke substancji
promieniotwérczych niz 185 Kbq (5 pCi)

3.3. CAL “ 1 ml w kazdej fiolce — - z wyjatkiem dla Kalibratora 0 : 2 ml
N=o0d 0do5
6 fiolek ESTRON w surowicy z zawartoscig $rodka
konserwujgcego (NaN3< 0,1 %).
Stezenia sg wydrukowane na etykietach.
Przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C do 12 tygodni. W
razie koniecznosci przechowywania przez diuzszy okres,
nalezy przechowywac¢ w temperaturze -20°C.

3.5. | WASH | SOLN | CONC |

2 fiolki ludzkiej plazma z zawartoscig $rodka
konserwujgcego (NaN3< 0,1 %). Kontrolne powinny by¢
oznaczane razem z prébkami pacjentéw. Zakresy dla
kontrolnych sg wydrukowane na etykietach fiolek.

Przed uzyciem, kontrolne nalezy rekonstytuowa¢ przy
pomocy 1 ml wody destylowanej. Po rekonstytucji kontrole
sg stabilne przez 7 dni w temperaturze 2-8 ° C. W
dtuzszych okresach kontrole nalezy podzieli¢ na porcje i
przechowywaé¢ w temperaturze -20 ° C przez maksymalnie
3 miesigce. Unika¢ cykli zamrazania / rozmrazania.

roztwor 70 x stezony, 10 ml

1 butelka stezonego roztworu buforowego,
zawierajgcego azydek sodowy (NaNs; < 0,1 %). Nala¢
roztwér do 700 ml wody destylowanej. Odtworzony
roztwér do ptukania jest stabilny przez 2 tygodnie w
temperaturze 2-8 ° C przykryty folig klejagca, aby
unikng¢ zanieczyszczenia.

4. MATERIALY WYMAGANE LECZ NIE ZAWARTE W ZESTAWIE:

- powierzchnie robocze, zabezpieczone papierem absorbcyjnym, w celu
ograniczenia ryzyka wycieku ptynnych substancji radioaktywnych.

- pojemniki na odpady, odpowiednio oznakowane i przeznaczone do
przechowywania statych lub ciektych materiatow radioaktywnych.

- mikropipety reczne lub automatyczne do dozowania prébek lub odczynnikéw, bez
mozliwosci skazenia krzyzowego.

- papier absorpcyjny.

- pompa prozniowa podtgczona przez syfon do aspiracji.

- wytrzgsarka pozioma (maksymalnie 300 obr/min)

- licznik scyntylacyjny promieniowania gamma.

5. METODOLOGIA
5.1. Pobieranie i postepowanie z prébkami krwi:

Probki krwi moga by¢é pobierane do suchej probéwki lub do zawierajgcej
antykoagulant. W przypadku stosowania heparyny, nalezy dodawac¢ wytgcznie
minimalng ilo$¢, aby unikng¢ wytworzenia skrzepu.

Po oddzieleniu od elementéw morfotycznych, osocza lub prébki surowicy moga by¢
oznaczane od razu, w ciggu 24 godzin, jezeli sg przechowywane w temperaturze od
2 do 8°C lub pozniej, w okresie kilku miesigcy, jezeli sg przechowywane
w temperaturze -20°C. Nalezy unika¢ wielokrotnego zamrazania i rozmrazania.

5.2. Procedura oznaczenia:

Odczynniki przechowywane w temperaturze od 2°C do 8°C przed zastosowaniem
muszg zosta¢ doprowadzone do temperatury pokojowej. Nie wolno miesza¢
odczynnikéw pochodzacych z réznych serii. Nalezy odpowiednio oznaczy¢
probéwki jako T ((« Total Counts ») — probéwki do catkowitego zliczania — nie
uzywa¢ do tego probdwek optaszczonych) oraz proboéwki kalibratoréw, prébek i
kontroli.

Oznaczenie nalezy wykonywac¢ podwdjnie. Kalibratory, kontrole i prébki muszg by¢
oznaczone w tym samym czasie.

1. Krzywa kalibracyjna:
Pipetowa¢ po 100 pl kazdego kalibratora do odpowiednich probéwek.

N

. Prébki nieznane i kontrole:

Pipetowac po 100 pl kazdej prébki lub kontrolne do odpowiednich probéwek.
Dodaé 400 pl znacznika 2% — ESTRON do kazdej probowki.

Eali

Wymiesza¢ za pomocg mieszadta typu Worteks, przykry¢ i inkubowa¢ przez 2
godziny w temperaturze pokojowej w wytrzgsarce poziomej (maksymalnie 300
obr/min).

5. Dokfadnie aspirowac¢ roztwory lub osuszy¢ (przed osuszeniem nalezy doda¢ 2 ml
roztworu ptuczgcego do kazdej probowki) wszystkie probowki. (Z wyjatkiem
probéwek do catkowitego zliczania).

6. Doda¢ 2 ml roztworu ptuczacego do kazdej probdwki. Doktadnie aspirowac lub
osuszy¢ zawartos$¢.

7. Powtorzy¢ etap 6.

8. Zlicza¢ poziom radioaktywnosci dla kazdej prob6éwki przez co najmniej 60 sekund.

5.3. Przetwarzanie danych:

Okresli¢ srednig predkos¢ zliczania dla kazdego zestawu podwojnych probowek.
Obliczy¢ stosunek B/BO, jak przedstawiono ponizej:

B/BO % = [ liczba zliczer na minutg (cpm) kalibratora lub prébki / BO (Kal 0) cpm] x 100

Wykresli¢ krzywg kalibracyjna, wykreslajagc stosunek B/BO % (skala liniowa)
uzyskany dla kazdego kalibratora, w odniesieniu do ich odpowiednich stezen,



wyrazonych w pg/ml (skala logarytmiczna). Stezenia ESTRON w probkach moga

by¢ odczytane bezposrednio z krzywej kalibracyjne;j.

Jezeli do obliczania wynikow wykorzystywany jest komputer, dane mogg by¢

dopasowane do wiasciwego réwnania: weighed 4 PL.

5.4. Przyktad typowych oznaczen:
Zawarto$é cpm cpm druga Srednia B/Bo Estron
(pg/ml) pierwsza duplikacja predkos¢ (%) (pg/ml)
duplikacja zliczania
Liczba - 50158 50055 50107 - -
zliczen
catkowitych
Kal 0 0 15459 14618 15039 100.0 -
Kal 1 15 13641 13125 13383 89.0 -
Kal 2 55 11572 10720 11146 74.1 -
Kal 3 115 9103 9337 9220 61.3 -
Kal 4 260 6787 7207 6997 46.5 -
Kal 5 815 3705 3578 3642 24.2 -
C 1 poziom 34-48 11973 11582 11777 78.3 42.3
niski
C 2 poziom 170 - 220 7450 8064 7757 51.6 198.5
wysoki
Prébka 1 - 12485 12612 12549 83.4 28.1
Prébka 2 - 8490 8512 8501 56.5 149,1

Przyktad typowego oznaczenia (nie powinien by¢ wykorzystywany do obliczen)

6. CHARAKTERYSTYKA DZIALANIA:
6.1. Swoistos¢

Steryd % reaktywnosci krzyzowej
Estron 100,00
Estradiol 0,03
Estriol 0,005
DHEA-S 0,0003
Androstenodion nie wykryto
Progesteron nie wykryto
Testosteron nie wykryto
Estron - Siarczan nie wykryto
17 OH Progesteron nie wykryto

6.2. Minimalne wykrywalne stezenie ESTRON:

Minimalne wykrywalne stgzenie zostalo oznaczone na poziomie 3,2 pg/ml i
odpowiada stgzeniu wynikajgcemu z dwoéch odchylenn standardowych, ponizej

$redniej liczby zliczen na minute 20 powtérnych oznaczen kalibratora zerowego.

6.3. Test odzysku:

Surowice o znanych zawartosciach ESTRONU zawierajgce dodatkowg
suplementacje ESTRONU, ktoére zostaty oznaczone po dodaniu wtasciwej korelaciji.
Dodane E1 (pg/ml) 0 25 125
Oznaczone E1 (pg/ml) 92,8 57,3 115,3
% odzysk - 97,3 106

6.4. Test rozcienczen :

Test rozcienczen wskazuje na to, czy wystepuje identyczno$¢ immunologiczna
pomigdzy ESTRONEM obecnym w surowicy i ESTRONEM wykorzystywanym do

kalibracji krzywej standardowe;j.

Wspdtczynnik rozcienczen 1 1/2 1/4 1/8

Oznaczone E1 (pg/ml) 179,1 87,2 44,4 23,4
Oczekiwane E1 (pg/ml) - 89,6 44,8 22,4
% odzysk - 97,3 99 104,5

6.5. Odtwarzalnos$¢:

Wartosé Zmiennos$¢ w serii Zmienno$¢ pomiedzy seriami (% CV)
$rednia (% CV) 10 5 oddzielnych oznaczen w
(pg/ml) powtérnych oznaczen oznaczeniach podwdjnych

Pula 1 27,03 50 10,55

Pula 2 114,02 3,0 6,29

Pula 3 227,2 10,9 8,89

7. OGRANICZENIA PROCEDURY

7.1. Wyniki uzyskane na podstawie tego lub innych zestawéw diagnostycznych,

powinny by¢ stosowane i interpretowane w kontekscie catkowitego obrazu
klinicznego.

7.2. Nie wolno wykorzystywa¢ prébek lipemicznych, shemolizowanych, zéttaczkowych

lub metnych.

8. OCZEKIWANE WARTOSCI

Zaleca sie, aby kazde laboratorium opracowato wtasne zakresy referencyjne.

Estron (pg/ml)
Mezczyzni 10 - 60
Kobiety
Faza follikularna 50 - 100
Faza lutealna 100 - 300
Okres menopauzalny ND - 60

9. OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

Przeznaczone wytacznie do DIAGNOSTYKI IN VITRO.

W Zestaw zawiera '*°| (Okres potowicznego rozpadu:
promieniowanie jonizujgce X (28 keV) iy (35,5 keV).

Ten produkt radioaktywny moze by¢ transportowany i wykorzystany wytgczne przez
osoby autoryzowane; zakup, przechowywanie, stosowanie i wymiana produktow
radioaktywnych podlega regulacjom prawnym kraju uzytkownika koncowego. W
zadnym wypadku produkt nie moze by¢ podawany ludziom lub zwierzetom.

Obstuga materiatéw radioaktywnych powinno by¢ przeprowadzana w miejscach do
tego przeznaczonych, z dala od miejsc ogéinej uzytecznosci. W laboratorium musi
by¢ przechowywany rejestr przyje¢ i przechowywania materiatéw radioaktywnych.
Wyposazenie laboratorium oraz szkio, ktére moze by¢ skazone substancjami
radioaktywnymi powinno by¢ oddzielone w celu uniknigcia krzyzowego
zanieczyszczenia roznych radioizotopow.

Wszelkie plamy z substancji radioaktywnych muszg by¢ natychmiast oczyszczone
zgodnie z procedurami dotyczacymi bezpieczenstwa radiologicznego. Odpady
radioaktywne muszg by¢ usuwane zgodnie z miejscowymi przepisami i ogdlnie
przyjetymi wytycznymi obowigzujgcymi w laboratorium. Przestrzeganie
podstawowych zasad bezpieczenstwa radiologicznego zapewnia wystarczajgce
zabezpieczenie.

60 dni), emitujacy

Nie wolno pali¢, spozywa¢ napojow ani pokarméw, badz uzywac¢ kosmetykow
w miejscu pracy. Nie pipetowa¢ ustami. Zaklada¢ ubranie ochronne i rekawiczki
jednorazowe.

OSTRZEZENIE: Azydek sodu

Niektore sktadniki zawierajg azydek sodu jako $rodek konserwujgcy (NaNs < 0,1%).
Odczynniki nalezy utylizowa¢, wylewajgc je do kanalizacji i sptukujac duzg iloscig
wody.

OSTRZEZENIE: Materiat potencjalnie zakazny

Wszystkie sktadniki (i wszystkie probki pacjentow) nalezy traktowaé jako materiat
potencjalnie zakazny, mogacy zawiera¢ wirusy zapalenia watroby B i C lub nabytego
zespotu uposledzenia odpornosci (AIDS).

Materiat zrédtowy, pochodzacy z ptynéw uzyskiwanych z ciata ludzkiego lub tkanek,
wykorzystywany w przygotowaniu tego zestawu, byt przebadany metodami
immunoenzymatycznymi. Wyniki testéw na obecno$¢ HBsAg i przeciwciat anty-HCV
byly ujemne. Jednak zadna metoda nie moze zagwarantowac¢, ze taki materiat nie
zawiera wirusow zapalenia watroby.

W podobny sposéb, wszystkie materiaty wykorzystywane do przygotowywania tego
zestawu byly badane przesiewowo pod katem obecnosci wirusow HIV-1 i -2
metodami immunoenzymatycznymi. Wyniki tych badan byty ujemne. Jednak brak
przeciwciat przeciwko tym wirusom nie moze zagwarantowa¢ nieobecnosci wirusow
odpowiadajgcych za wystepowanie zespotu nabytego uposledzenia odpornosci.
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ESTRONE-RIA-CT

Radioimmun vizsgalat (RIA) 6sztron mennyiségi meghatarozasara emberi
szérumban vagy plazméaban

KIP19100
IN VITRO DIAGNOSZTIKAI FELHASZNALASRA
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1.A VIZSGALAT CELJA:

Emberi vérsavé vagy plazma 6sztron-szintjének in vitro meghatarozasa.

A plazméaban taldlhat6 Osztron pontos eredetét izotéphigitasos technikak
segitségével allapitottdk meg.

Egészséges nékben az Osztradiol a petefészkekbdl szarmazik. A thecasejtek
antrosztendiont vélasztanak el, amit aztan a granulosasejtek Osztronna, majd
Osztradiolla alakitanak.

Val6jdban az dsztronnak csak kis részét termeli és valasztja el a petefészek:
legnagyobb része az osztradiol periférids atalakitasaval, illetve az androsztendion
aromatizalasaval jon létre. Menopauza el6tt az androsztendiont a petefészkek és a
mellékvesék termelik. Terhes nékben a magzati mellékvese is jelent6s mértékben
hozzéjarul a szervezet androsztendion-termeléséhez. Menopauza utan az észtron a
a vérkeringésben jelen levé legfontosabb 6sztrogén, és a mellékvese altal termelt
androsztendion atalakitasabol szarmazik. A kor elérehaladtaval fokozédik az
Osztrogén-termelés, valamint 6sszefiigg a lerakodott zsirszovet mennyiségével is.
Az Osztron 6sztrogén hatadsa menopauzas nékben méhnyalkahartya hyperplasiat és
vérzést okozhat, egyuttal azonban fenntartja a csontok asvanyianyag-tartalmat.
Menopauza el6tt a vér tdl magas Osztron-szintjét a micropolycystads ovarium
szindroma (PCOS) soran termelddott nagy mennyiségl androsztendion atalakitasa,
vagy petefészek-daganat okozhatja. llyen esetekben a vér magas dsztron-szintje
szerepet jatszhat a menstruécios ciklus zavaraiban.

A vérben az Osztron elsésorban albuminhoz kététt formaban van jelen. Ez fontos a
Osztron-koncentracié vizsgélati eredményének értékelése szempontjabdl. Az
Osztradiollal ellentétben tehat az Osztron teljes mennyiségét nem befolyasolja
nagymértékben a SHBG (sex hormone binding globulin) koncentracidja.

2.A MODSZER ELVE: AZ OSZTRON (E1) CT RIA a témeghatés térvényén
alapul a kdvetkez6 egyenlet szerint:

El Ab-E1

‘—
Szabad { +Ab — Kotott {
125 - E1 Ab -] - E1

Mivel a | - E1 és a rogzitett ellenanyag koncentracitja allando, az egyensuly
eltolédasanak mértéke az E1 szintjétdl fugg. A cs6 faldhoz kotédott **°1 - EL

Inkubécio utan a felesleges, meg nem kotétt *2°I - E1-et moséassal lehet eltavolitani.
Ezt kévetéen a mintak dsztron-koncentracidja a kalibraciés gorbérél olvashato le.

3. A REAGENSEK ES TAROLASUK:
A reagensek 2-8°C-on a cimkéken feltiintetett lejarati id6ig hasznalhatok fel.

3.1 U 2 x 48 db poliklondlis anti-dsztron ellenanyaggal boritott
polisztirén cs6 (12 x 75 mm).
Hasznalat el6tt varja meg, amig a csovek
szobahdémérsékletre felmelegednek. A fel nem hasznalt
csoveket 2-8 °C kozott tarolja.

sarga, 42 ml

1 iveg *Itel jeldlt OSZTRON pufferben (,tracer”),
stabilizatort, tartésitészert (NaNs < 0.1 %) és sarga festéket
tartalmaz.

Uvegenként kevesebb, mint 185 kBg-t (5 UCi) tartalmaz.

1 ml ampullanként, kivéve a Calibrator 0 : 2 ml

N = 0-t6l 5-ig

6 ampulla OSZTRON emberi vérsavoban, tartdsitoszert
tartalmaz (NaN3< 0.1 %).

A koncentraciok az ampullak cimkéin vannak felttintetve. 2-
8°C-on legfeliebb 12 hétig, -20°C-on hosszabb ideig is
eltarthato.

3.4. - 2 ampulla liofilizalt - N=1 vagy 2
NTROL N 2 ampulla emberi plazma, tartésitészert tartalmaz (NaNs <

0.1 %). A kontrollen a mintakkal egyutt kell vizsgalni. A
rajuk vonatkoz6 értékhatarok az ampullak cimkéin vannak
feltuntetve.

Hasznalat el6tt, oldja fel a kontrollokat 1 ml desztillalt
vizben. Feloldas utan a kontrollok 7 napig stabilak 2-8 ° C-
on. Hosszabb ideig a kontrollokat alikvotokba kell sorolni,
és -20 ° C-on tartani maximum 3 hénapig. Kerilje a fagyas /
olvadas ciklusait.

3.5. 70 x mosooldat koncentratum, 10 ml

1 uveg koncentrélt puffer oldat, natrium-azidot tartalmaz
|WASH| SOLN |CONC (NaNs < 0.1 %). Higitsa az oldatot 700 ml desztillalt

vizben. A feloldott moséoldat 2 hétig 2-8 ° C-on stabil
ragasztéféliaval, a szennyezdédés elkerlilése érdekében.

4. A FELHASZNALO ALTAL BIZTOSITOTT ANYAGOK:

- nedvszivé papirral letakart munkafeliilet, ami csokkenti az esetlegesen kiomlott
radioaktiv anyag okozta veszélyt.

- megfeleléen felcimkézett, szilard és folyékony radioaktiv anyagok gyUjtésére
alkalmas kidob6edény

- kézi és automata preciziés mikropipettak a mintak és reagensek
keresztszennyezés nélkiili méréséhez

- nedvszivo papir

- szlir6vel ellatott vizlégszivattyu fellilisz6 eltavolitasdhoz
- vizszintes raz6gép (max 300 rpm)

- gamma-sugarzasmeré.

5. MODSZERTAN
5.1. Vérmintak levétele és kezelése:

A vérmintat egy szaraz vagy alvadasgatlot tartalmazo csébe kell levenni. Heparin
alkalmazasa esetén a lehet6 legkisebb mennyiséget haszndlja az alvadas
megakadalyozasara.

A vorosvérsejtektdl tortént elvalasztas utan, a plazma vagy a savo azonnal
vizsgalhat6, 2-8°C-on tarolva 24 o6raig, -20°C-on tarolva akéar hoénapokig is
felhasznalhaté. Kerillje a mintak tébbszori lefagyasztasat és felolvasztasat.

5.2. A vizsgélat menete :

Hasznalat elétt varja meg, hogy a 2-8°C-on tarolt reagensek felmelegedjenek
szobahémérsékletre. Ne keverje az eltér6 gyartadsi szamu reagenskészletekbdl
szarmazé anyagokat. Feliratozzon megfelel szamu csdvet a kalibratorok, a mintak,
a kontrollok és a '*| - E1 telies mennyiségének mérésére szolgald csévek (,total”)
szamara. Ez ut6bbi célra ne hasznéljon ellenanyaggal boritott cséveket.

Mindig két parhuzamos vizsgalatot végezzen. A kalibratorokat, kontrollokat és
mintakat egyidejlleg kell vizsgalni.

1. Kalibréciés gorbe:

Mérjen 100 pl-t minden kalibratorbdl a megfelel6 csdvekbe.
2. Ismeretlen és kontrollok:

Mérjen 100 pl-t minden mintabdl és kontrollok a megfelelé csévekbe.
3. Mérjen 400 ul of %1 - OSZTRON tracert minden csébe.

4. Vortexelje és fedje be a csoveket, helyezze 6ket vizszintes razégépre (max. 300
rpm), majd inkubalja 6ket 2 éran keresztll szobahémérsékleten.

5. A totalokat kivéve dvatosan tavolitsa el a felliliszot a csdvekbdl (szivja le

vizlégszivattyU segitségével vagy ontse le). Ledntés elétt mérjen a csévekbe 2 ml
moséoldatot.

6. Mérjen 2 ml moséoldatot a csévekbe. Ovatosan tavolitsa el a feltliszot a
csovekbdl.

7. Ismételje meg a 6. lépést.

8. Mérje a radioaktivitast minden csében legalabb 60 masodpercen keresztil.

5.3. Eredmények értékelése:

Hatérozza meg a radioaktivitas mértékét parhuzamosan vizsgalt cséparokban.
Szamitsa ki a B/BO értékeket a kdvetkez6k szerint:

B/B0 % = [ kalibrator vagy minta cpm / BO (kalibrator 0) cpm] x 100

Rajzolja fel a kalibraciés gorbét ugy, hogy a kalibratorok B/BO % értékeit a lineéris, a
hozzéjuk tartozé koncentracidkat (pg/ml) pedig a logaritmikus skalan abréazolja. A
mintak dsztron-koncentracioi kozvetlenil leolvashatok a kalibracios gorbérdl.

Ha az eredményeket szamitégép segitségével értékeli, a mért adatok
behelyettesitheték a megfelel6 egyenletbe: sllyozott 4 PL.




5.4. Példa eqy jellegzetes mérési adatsorra:

8. VART ERTEKEK:

Ezek az adatok csak példaként szolgalnak, ne hasznalja fel 6ket szamitasaihoz

6. MINGSEGI JELLEMZOK:
6.1. Specificitas

Szteroid % Keresztreaktivitas

Osztron 100.00
Osztradiol 0.03
Osztriol 0.005

DHEA-S 0.0003
Androsztendion N.D
Progeszteron N.D
Tesztoszteron N.D
Osztron-szulfat N.D
17-OH-Progeszteron N.D

6.2. A kimutathat6sag alsé hatara:
Vizsgélatok szerint a legalacsonyabb kimutathaté koncentracié 3.2 pg/ml. Ez
megegyezik azzal a koncentracié értékkel, ami a 0-kalibrator hisz vizsgéalatanak
atlagabdl szamolhat6 a standard deviacié kétszeresének levonasaval.

6.3. Visszanyerés:
Ha ismert Osztron-koncentracioju savokhoz tovabbi ismert mennyiségl Osztront
adnak, a vizsgalat eredménye megfelel§ korrelaciét mutat a hozzaadott és a mért
6sztron mennyisége kozott.

Hozzéadott E1 (pg/ml) 0 25 125
Mért E1 (pg/ml) 92.8 57.3 115.3
% Visszanyerés - 97.3 106

6.4. Higitasi vizsgalat:
A higitasi vizsgalat azt mutatja, hogy a kalibratorokban és a mintakban talalhaté
6sztron immunolégiailag azonos.

Higitas mértéke 1 1/2 1/4 1/8

Mért E1 (pg/ml) 179.1 87.2 44.4 23.4
Vart E1 (pg/ml) - 89.6 44.8 22.4
% Visszanyerés - 97.3 99 104.5

6.5. Reprodukalhatésag:

Atlag Vizsgalaton beltli Vizsgélatok kozotti variacio (% CV)
(pg/ml) variacio 5 fuggetlen vizsgalat
(% CV) 10 ismétlés (vizsgélatonként 2 parhuzamos)
Pool 1 27.03 5.0 10.55
Pool 2 114.02 3.0 6.29
Pool 3 227.2 10.9 8.89

7. AZ ELJARAS KORLATAI:

7.1. Az ezzel, vagy barmely més diagnosztikai reagenskészlettel kapott adatok csak a
beteg mas klinikai eredményeit is figyelembe véve értékelheték és hasznalhatok
fel.

7.2. Ne hasznaljon lipaemias, haemolizalt, icterusos, vagy zavaros mintakat.

Koncent- Elsé Mésodik ] B/Bo sztron Ajanlott minden laboratériumnak meghataroznia sajat referenciatartomanyat.
racio vizsgélat vizsgélat Atlag %) (pg/ml) Osztron (pg/mL)
(pg/mi) (cpm) (cpm) Pg
Totélok - 50158 50055 50107 B ) Férfiak 10 - 60
N6k
Cal0 0 15459 14618 15039 100.0 - Follicularis fazis 50 - 100
call 15 13641 13125 13383 89.0 - Lutealis fazis 100 - 300
Cal 2 55 11572 10720 11146 741 - .
cal3 115 9103 9337 9220 61.3 - Menopauza utan ND - 60
Cal4 260 6787 7207 6997 46.5 -
cals 815 8705 3578 3642 242 : 9. MUNKAVEDELMI SZABALYOK:
c1 3448 11973 11582 11777 78.3 2.3 Csak IN VITRO DIAGNOSZTIKAI felhasznalasra
alacsony FIGYELEM: Radioaktiv anyag
c2 170 - 220 7450 8064 7757 51.6 198.5 A kit réntgen (28 keV) és gamma (35,5 keV) sugarzé 125! izotépot (felezési id6: 60
magas nap) tartalmaz.
1. minta . 12485 12612 12549 83.4 281 A reage[\sk(?szletben,taléllr,lat() radioaktiv zjlnyagot,csak arra jogqsult s’zem’élyek
) ‘ : vehetik &t és hasznélhatjgk fel. Radioaktiv termékek beszerzésére, tarolasara,
2. minta - 8490 8512 8501 56.5 149,1 hasznalatara, és cseréjére az adott orszag torvényei érvényesek. A reagensek
alkalmazasa embereken és allatokon is minden korilmények kozott tilos.

Minden, radioaktiv reagenssel végzett miveletet egy arra kijelolt, elkilonitett helyen
kell elvégezni. A laboratériumba érkezett radioaktiv anyagok atvételérél és
tarolasardl vezetett jegyzékonyvet a laboratérium teriletén kell tartani. Azokat a
laboratériumi  eszkdzoket és livegedényeket, amelyek radioaktiv anyaggal
szennyezddhettek, kilonitse el, hogy elkerlilie a kiilénbdzd radioizotépokkal térténd
keresztszennyez6dést.

Amennyiben barmilyen radioaktiv anyag kiomlik, azonnal takaritsa fel az erre
vonatkozo el6irasoknak megfelelé médon. A keletkez6 radioaktiv hulladékot a helyi
szabalyoknak és az illetékes hatésagok erre vonatkozé utmutatasanak megfelel6en
kell kidobni. Ha betartja a radioaktiv anyagok kezelésére vonatkozé alapvetd
szabalyokat, megfeleléen védett lesz a sugarfertézéstdl.

Ne dohényozzon, ne fogyasszon ételt vagy italt, illetve ne hasznaljon
kozmetikumokat a laboratériumban. Ne pipettazzon szajjal. Munka kdzben viseljen
laborkdpenyt és egyszer hasznalatos kesztydit.

VIGYAZAT: Néatrium-azid

A készlet egyes reagensei natrium-azidot tartalmaznak tartésitoszerként (NaNs <
0.1%). Ezeket a reagenseket a csapba nagy mennyiség vizzel egyiitt dntse ki.

VIGYAZAT: Potencidlisan fertézésveszélyes anyagok

Kezeljen minden emberi vérsavobél készilt reagenst (és minden betegekbdl
szarmazdé mintat) potencidlisan hepatitis B, C, illetve HIV virussal fert6zottként.

A reagenskészlet el6allitisahoz hasznalt emberi testfolyadékokbol és szervekbdl
nyert anyagokat szerolégiai mddszerrel megvizsgaltak, és negativnak talaltak
HbsAg-re, és anti-HCV ellenanyagokra. Egyetlen ismert vizsgalat alapjan sem
allithaté azonban teljesen biztosan, hogy az ilyen anyagok nem tartalmaznak viralis
hepatitist okoz6 kérokozdkat.

A reagenskészlet eléallitdsahoz hasznalt emberi eredetli anyagokat HIV-1 és 2 ellen

termelt ellenanyagokra is megvizsgaltdk, és negativnak talaltdk EIA vizsgélattal.
Ezen ellenanyagok hianya azonban nem zarja ki az AIDS kérokozéjanak jelenlétét.
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