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Radioimmunoassay for the in vitro quantitative measurement of human 170-hydroxyprogesterone (17-

Read entire protocol before use.

170-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-CT

INTENDED USE

OHP) in serum and plasma.
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GENERAL INFORMATION

Proprietary name : DIAsource 170-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-CT Kit

Catalog number : KIP1409 : 96 tests

Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

For technical assistance or ordering information contact :
Tel: +32 (0) 10 84.99.11 Fax: +32 (0) 10 84.99.91

CLINICAL BACKGROUND

Biological activities of 17-hydroxyprogesterone

17a-hydroxyprogesterone (17-OHP) is a C-21 steroid hormone (molecular weight 330.3) which is
produced from 17a-hydroxypregnenolone in the adrenals and also in the ovaries, testes and
placenta. 17-OHP is hydroxylated at positions 11 and 21 to produce cortisol via 11-deoxycortisol.

Clinical applications of 17a-hydroxyprogesterone determination

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

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

A fixed amount of '>] labelled steroid competes with the steroid to be measured
present in the sample or in the calibrator for a fixed amount of antibody sites
immobilized on the wall of a polystyrene tube. Neither extraction nor
chromatography is required because of the high specificity of the coated
antibodies. After 3 hours incubation at 37°C, an aspiration step terminates the
competition reaction. The tubes are then washed with 3 ml of washing solution
and aspirated. A calibration curve is plotted and the 17-OHP concentrations of the
samples are determined by dose interpolation from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED
Reagents 96 Test Kit Reconstitution
Tubes coated with anti 2x48 Ready for use
17-OHP
Ag 1257 1 vial Ready for use
55 ml
190 kBq
TRACER: '®lodine labelled 17-OHP
(HPLC grade) in phosphate/citric acid
buffer with bovine casein and azide (<0.1%)
CAL n 1 vial Ready for use
- - . 3ml
Zero calibrator in human serum and azide
(0.5%)
CAL 5 vials Ready for use
. 0.5 ml
Calibrators 17-OHP
N =1 to 5 (see exact values on vial labels)
in human serum and azide (0.5%)
Wash 1 vial Dilute 70 x with
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ solutio 10 ml distilled water (use a
n magnetic stirrer).
(TRIS-HCI)
2 vials Add 0.5 ml distilled
CONTROL N | lyophilized | water
Controls - N =1 or 2
in human plasma and thymol

Note : Use the zero calibrator for sample dilutions.

VI

SUPPLIES NOT PROVIDED

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

1.
2.
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VII.
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Distilled water

Pipettes for delivery of: 25 pl, 500 ul and 3 ml (the use of accurate pipettes
with disposable plastic tips is recommended)

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Water bath at 37°C

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

Aspiration system (optional)

Any gamma counter capable of measuring 1251 may be used (minimal
yield 70%).

Incubator at 37°C

Optional (for extraction)

Diethyl ether (analytical grade; purity > 98%)

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

DIAsource Reconstitution Solution for (17-OHP)-RIA-CT. ref:
32.140.74.

REAGENT PREPARATION

Controls : Reconstitute the controls with 0.5 ml distilled water.

Working Wash solution : Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 69 volumes of distilled water to 1 volume of Wash
Solution (70x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.

VIIl. STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

After reconstitution, controls are stable for one week at 2 to 8°C. For
longer storage periods, aliquots should be made and kept at —20°C for 3
months.

Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, tracer is stable until expiry date, if kept in the original
well-closed vial at 2 to 8°C.

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

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

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

If the test is not run within 48 hrs., storage at -20°C is recommended.
Avoid successive freezing and thawing.

Heparinized plasma provide 10% lower results than serum :

Y (hep. plasma) = 0.9 x (Serum)+0.20 r=0.92 n=20
EDTA plasma provides 10% lower results than serum :
Y (EDTA plasma)=0.9 x (Serum) + 0.18 r=0.87 n=20

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date.

Do not mix materials from different kit lots.

Bring all the reagents to room temperature prior to use.

Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
Use a clean disposable pipette tip for addition of each different reagent and
sample in order to avoid cross-contamination. High precision pipettes or
automated pipetting equipment will improve the precision.

Respect the incubation times.

Prepare a calibration curve for each run, do not use data from previous
runs.

Extraction of newborn samples (optional) - FOR SERUM SAMPLE
Label one glass tube for each sample (do not extract calibrators or
controls).

Pipette 75 ul of serum, followed by 2.25 ml of diethyl ether.

Vortex all the tubes vigorously ( 2 x 1 minute )

Let stand on the table for 5 minutes

Place the tubes at -20°C in order to freeze the aqueous phase.

Prepare a second series of glass tubes and, for each sample, transfer the
organic phase into these new tubes. Avoid contamination by the aqueous
phase.

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

Dissolve the dry ether extract with 150 pl of Reconstitution solution (not
provided, see VI.). Vortex vigorously for 1 minute.

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

Procedure

Label coated tubes in duplicate for each calibrator, sample and control. For
the determination of total counts, label 2 normal tubes

Briefly vortex calibrators, samples and controls and dispense 25ul of each
into respective tubes. For extracted newborn samples, pipette 50 pl
instead of 25 pl.

Dispense 0.5 ml of '*lodine labelled 17-OHP into each tube, including the
uncoated tubes for total counts.

Shake the tube rack gently by hand, to liberate any trapped bubbles.
Incubate for 3 hours at 37°C.

Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts). Be sure
that the plastic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in
order to remove all the liquid.

Wash tubes with 3 ml Working Wash solution (except total counts) and
aspirate (or decant). Avoid foaming during the addition of the Working
Wash solution.

Let the tubes stand upright for two minutes and aspirate the remaining
drop of liquid.

Count tubes in a gamma counter for 60 seconds.
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XII.

CALCULATION OF RESULTS

Calculate the mean of duplicate determinations.

Calculate the bound radioactivity as a percentage of the binding
determined at the zero calibrator point (0) according to the following
formula :

Counts (Calibrator or sample)
Counts (Zero Calibrator)

x100

B/B0(%)=

Using a 3 cycle semi-logarithmic or logit-log graph paper, plot the
(B/B0(%)) values for each calibrator point as a function of the 17-OHP
concentration of each calibrator point, reject obvious outliers.

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

By interpolation of the sample (B/B0(%)) values, determine the 17-OHP
concentrations of the samples from the reference curve.

The obtained concentration for extracted newborn samples (see X.B.) can
be read directly on the curve (no correction factor needed)

For each assay, the percentage of total tracer bound in the absence of
unlabelled 17-OHP (B0/T) must be checked.

TYPICAL DATA

The following data, obtained with a 6 weeks old tracer, are for illustration only
and should never be used instead of the real time calibration curve.

(17-OHP)-RIA-CT cpm B/Bo (%)

Total count 32363

Calibrator 0.00 ng/ml 12596 100.0
0.17 ng/ml 9769 77.6
0.59 ng/ml 6529 51.8
1.4 ng/ml 3752 29.8
4.3 ng/ml 1396 11.1
14.0 ng/ml 479 3.8

XIll. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

The effect of potential interfering substances on samples using the DIAsource
170HP-RIA-CT was evaluated. Different levels of Hemoglobin, Bilirubin,
Triglyceride and Bilirubin Conjugate in serum samples were tested on samples
with different 17a-hydroxyprogesterone concentrations. Our acceptance criteria
was to have interference of less than 10%. The tested substances did not affect the
performance of the DIAsource 170HP-RIA-CT test.

A. Sensitivity

The LoB (Limit of Blank) was tested by measuring 20 times the blank and

was calculated as the mean + 2 Standard Deviation of the distribution of

test values.

LoB was calculated at 0.03 ng/ml.

The LoD (Limit of Detection) was calculated as the LoB + 1.645 Standard

Deviation of a low concentration sample measured in 10 different tests.

The LoD was calculated at 0.09 ng/ml.

The LoQ (Limit of Quantification) was calculated by testing 4 low

concentration samples, in 10 different assays.

The LoQ was calculated at 0.14 ng/ml.
B. Specificity

The specificity was estimated by spiking a pool of 17-OHP samples (+ 0.5

ng/ml) with steroids which might be present in patient samples.

Compound Added amount Cross-Reactivity
(ng/ml) (%)

170-hydroxyprogesterone - 100
Progesterone 500 0.7
170-hydroxypregnenolone 1000 0.3
21-deoxycortisol 1000 1.07
Pregnenolone 500 0.02
11-deoxycortisol 500 0.21
Corticosterone 1000 0.008
11-deoxycorticosterone 500 0.24
Cortisol 5000 0.005
Testosterone 5000 0.004
Androstenedione 5000 0.01
Estradiol 1000 0.008
170-hydroxypregnenolone sulfate 5000 0.34

Concentration of
170HP
Substance interferent V::*[:;?on
(ng/ml) (mg/dl)
057 250
Hemoglobin 98.6%
18 250
) 500
0.57 50
Bilirubin Conjugated 95.1%
1.8 50
0.57 15000
Bilirubin unconjugated 50 99.2%
1.8 100
50
100
0.57 250
500
. . 1000
Triglyceride 97.0%
50
100
1.54 250
500
1000
C. Precision
INTRA-ASSAY
INTRA-ASSAY AFTER EXTRACTION
Serum N <X>=+SD Ccv Serum N <X>=+SD Cv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 | 0.73£0.05 | 6.8 C 24 0.56 + 0.06 10.7
B 20 1.94+0.09 | 4.6 D 24 1.81+0.17 9.4
SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
INTER-ASSAY
INTER-ASSAY AFTER EXTRACTION
Serum N <X>+SD Ccv Serum N <X>+SD Ccv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 12 | 0.69+0.06 | 8.7 A 8 0.72+0.13 18
B 12 | 2.08+0.16 | 7.6 B 8 2.03 +£0.39 19.2
SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
D. Accuracy
DILUTION TEST
Serum Dilution Theoretical Concent. Measured Concent.
(ng/ml) (ng/ml)
1/1 - 33
12 1.65 1.79
1/4 0.83 1.0
1/8 0.42 0.5
1/16 0.21 0.27

Samples were diluted with the zero calibrator.




RECOVERY TEST

Sample added 17-OHP Recovered Recovered
(ng/ml) 17-OHP (%)
(ng/ml)
1 6 5.7 95
3 2.99 99
1.5 1.64 109
0.75 0.81 108
2 6 5.27 87
3 2.86 95
1.5 1.49 99
0.75 0.74 98

Conversion factor :
From ng/ml to nmol/L : x3.03
From nmol/L to ng/ml : x 0.33

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

E. Time delay between last calibrator and sample dispensing
As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 40 minutes after the calibrator has been added to coated tubes.

TIME DELAY
Sample 0 10' 30 40'
(ng/ml)
Sample 1 0.63 0.65 0.73 0.74
Sample 2 2.03 2.4 2.37 22
F. Limitations for newborn samples

Very young children (< 3 months old) present high levels of 17a-
hydroxypregnenolone sulphate. Despite the fact that there is almost no
cross reaction with this molecule, we recommend to apply the extraction
procedure (X. B.)

X1V. INTERNAL QUALITY CONTROL

- The percentage of total tracer bound in the absence of unlabelled 17-OHP
(BO/T) must be > 25%.

- If the results obtained for Control 1 and/or Control 2 are not within the
range specified on the vial label, the results cannot be used unless a
satisfactory explanation for the discrepancy has been given.

- If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
which should be kept frozen in aliquots. Do not freeze-thaw more than
twice.

- Acceptance criteria for the difference between the duplicate results of the
samples should rely on Good Laboratory Practises.

XV. REFERENCE INTERVALS
These values are given only for guidance; each laboratory should establish its
own normal range of values.

Concentration range Number of subjects
(2.5t0 97.5%
percentiles)
(ng/ml)
Normal males 0.67 —-3.32 79
Normal Females
. Follicular phase 0.41-2.27 50
. Luteal phase 0.23 -3.87 28
Pregnancy
. First trimester 2.60—7.95 30
. Second trimester 1.83-9.74 30
. Third trimester 3.54-18.97 15
Newborns (after 0.34-1.96 23 (0 to 3 months)
extraction)

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

This kit contains I (half-life: 60 days) ,emitting ionizing X (28 keV) and y (35.5
keV) radiations.

This radioactive product can be transferred to and used only by authorized
persons. Purchase, storage, use and exchange of radioactive products are subject
to the legislation of the end user's country. In no case the product must be
administered to humans or animals.

All radioactive handling should be executed in a designated area, away from
regular passage. A logbook for receipt and storage of radioactive materials must
be kept in 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
radiosafety 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.

The human blood components included in this kit have been tested by European
approved and/or FDA approved methods and found negative for HBsAg, anti-
HCV, anti-HIV-1 and 2. No known method can offer complete assurance that
human blood derivatives will not transmit hepatitis, AIDS or other infections.
Therefore, handling of reagents, serum or plasma specimens should be in
accordance with local safety procedures.

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

Avoid any skin contact with reagents (sodium azide as preservative). Azide in
this kit may react with lead and copper in the plumbing and in this way form
highly explosive metal azides. During the washing step, flush the drain with a
large amount of water to prevent azide build-up.

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

TOTAL CALIBR | SAMPLE®S) | EXTRACTED
COUNTS ATORS CONTROLS SAMPLES
) (1D o)
(ub)
Calibrators (0-5) - 25 - -
Samples, controls - - 25 -
Extracted
samples - - - 50
Tracer 500 500 500 500
Incubation 3 hours at 37°C
Separation - aspirate
Working Wash 3.0ml
solution
Separation aspirate carefully
Counting Count tubes for 60 seconds

Other translations of this Instruction for Use can be downloaded from our
website: https://www.diasource-diagnostics.com/
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Lire entiérement le protocole avant utilisation.

170-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-CT

1.  BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunologique pour la mesure quantitative in vitro de la 17a-
hydroxyprogestérone (17-OHP) dans le sérum et le plasma humain.

II. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource 170-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-CT kit
B. Numéro de catalogue: KIP1409: 96 tests

C. Fabriqué par: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgique.

Pour une assistance technique ou une information sur une commande :
Tel: +32 (0) 10 84.99.11 Fax: +32 (0) 10 84.99.91

1Il. CONTEXTE CLINIQUE
A Activités biologiques de la 17a-hydroxyprogestérone

La 170-hydroxyprogestérone (17-OHP) est une hormone C-21 stéroide (poids moléculaire 330.3)
produite a partir de la 170-hydroxypregnénolone dans les glandes surrénales et aussi dans les
ovaires, les testicules et le placenta. La 17-OHP est hydroxylée aux positions 11 et 21 pour
produire du cortisol via le 11-deoxycortisol.

B. Applications cliniques de la détermination de la 17a-hydroxyprogestérone

En général, le sérum ou les doses de liquide amniotique 17-OHP sont importants pour le diagnostic
de I’hyperplasie surrénale congénitale (CAH). Cette CAH est due a une insuffisance d’enzyme
spécifique (six déficiences d’enzymes distinctes ont été¢ décrites). Par suite de ces déficiences,
I’ACTH augmente et cause I’hyperplasie surrénale et le développement de beaucoup de
précurseurs de stéroides. Mais il est aussi trés intéressant de connaitre la quantité¢ de 17-OHP
présente chez les patients atteints de variceéle (la 17-OHP et la testostérone représentent des
marqueurs de la fonction cellulaire de Leydig) et chez les patients masculins vieillissants pour
détecter I’hypertrophie prostatique bénigne (BPH) et le carcinome de la prostate (PCA) (plasma 17-
OHP est considérablement plus bas dans les groupes PCA et BPH que dans les hommes normaux).
Il'y a d’autres domaines pour I’investigation de la 17-OHP comme: I’infertilité masculine, des filles
avec une virilisation péripubérale, des enfants avec 1’adrénarche prématurée (dans ces cas les
valeurs de 17-OHP ont augmenté sans ou apres la stimulation ACTH).
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PRINCIPE DU DOSAGE

Une quantité fixe de 17-OHP marquée a 1’'>I est en compétition avec la 17-OHP
a mesurer et présente dans 1’échantillon ou dans le calibrateur pour une quantité
fixe d’anticorps immobilisés sur les parois du tube en polystyréne. Aucune
extraction ni chromatographie n’est requise a cause de la haute spécificité de
I’anticorps fixé. Aprés 3 heures d’incubation a 37°C, le liquide est aspiré pour
terminer la réaction de compétition. Les tubes sont lavés avec 3 ml de Solution
de Lavage et aspirés a nouveau. Une courbe de calibration est réalisée et la
concentration en 17-OHP des échantillons est déterminée par interpolation de la
dose sur la courbe de calibration.

V.

REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 Tests Reconstitution

2x48 Prét a ’emploi

Tubes recouverts avec
U I’anti 17-OHP

Prét a I’emploi

1 flacon
125
o

TRACEUR: 17-OHP marquée & 190 kBq
’'*Iodine (grade HPLC) dans un tampon
phosphate / acide citrique avec de la
caséine bovine et de I’azide de sodium
(<0,1%)

CAL “ 1 flacon Prét a I’emploi

1

Calibrateur zéro dans du sérum humain et 3m
de I’azide de sodium (0,5%)

CAL - 5 flacons Prét a I’emploi

. . 0,5 ml
Calibrateurs 17-OHP - N =1a 5 (cfr.
valeurs exactes sur chaque flacon) dans
du sérum humain et de I’azide de sodium
0,5%)
1 flacon Diluer 70x avec de

WASH | SOLN |CONC |

10 ml I’eau distillée (utiliser

Solution de lavage (TRIS-HCI)

un agitateur
magnétique).

Controles - N=1ou 2
dans du plasma humain et thymol

2 flacons
lyophilisés

Ajouter 0,5 ml d’eau
distillée

CONTR

Note : Utiliser le calibrateur “0” pour la dilution des échantillons.

VI

MATERIEL NON FOURNI

Le matériel mentionné ci-dessous est requis mais non fourni avec la trousse:

1.
2.
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10.

12.

VIL

Eau distillée

Pipettes pour distribuer: 25 pl, 500 pl et 3 ml (’utilisation de pipettes
précises et de pointes jetables en plastique est recommandée)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Bain d’eau a 37°C

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour les lavages

Systéme d’aspiration

Tout compteur gamma capable de mesurer 1’1251 peut étre utilisé
(rendement minimum 70%).

Incubateur a 37°C

Optionnel (pour extraction)

Diethyl ether (p.a., pureté >98%

Tubes en verres (12 x 75 mm) avec bouchons

Solution de Reconstitution pour la (170HP)-RIA-CT. DIAsource
réf :32.140.74

PREPARATION DES REACTIFS

Contrdles : Reconstituer les controles avec 0,5 ml d’eau distillée.

Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage en
ajoutant 69 volumes d’eau distillée a 1 volume de Solution de Lavage (70x).
Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la Solution de
Lavage non utilisée a la fin de la journée.

VIill. STOCKAGE ET DATE D’EXPIRATION DES REACTIFS

IX.

kR WD
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Avant I’ouverture ou la reconstitution, tous les composants de la trousse
sont stables jusqu’a la date d’expiration, indiquée sur 1’étiquette, si la
trousse est conservée entre 2 et §°C.

Apreés reconstitution, les controles sont stables pendant une semaine entre
2 et 8°C. Pour de plus longues périodes de stockage, des aliquots devront
étre réalisés et ceux-ci seront gardés a —20°C pour 3 mois.

La Solution de Lavage préparée doit étre utilisée le jour méme.

Apres la premiere utilisation, le traceur est stable jusqu’a la date
d’expiration, si celui-ci est conservé entre 2 et 8°C dans le flacon d’origine
correctement fermé.

Des altérations dans ’apparence physique des réactifs de la trousse
peuvent indiquer une instabilité ou une détérioration.

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

Les échantillons de sérum ou de plasma doivent étre gardés entre 2 et 8°C.

Si le test n’est pas réalisé dans les 48 heures, un stockage a -20°C est

recommandg.

Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

Le plasma hépariné donne des résultats de 10% inférieurs a ceux du sérum
Y (plasma hép) =0,9 x (Sérum) +0,20 r=0,92 n=20

Le plasma EDTA donne des résultats de 10% inférieurs a ceux du sérum :
Y (plasma EDTA)=0,9 x (Sérum) + 0,18 r=0,87 n=20

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants apres avoir dépassé la date
d’expiration. Ne pas mélanger de matériel provenant de trousses de lots
différents. Mettre tous les réactifs a température ambiante avant
utilisation.

Mélanger a fond tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce.
Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour I’addition de chaque réactif et échantillon.

Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’augmenter la précision. Respecter les temps d’incubation.
Préparer une courbe de calibration pour chaque nouvelle série
d’expériences, ne pas utiliser les données d’expériences précédentes.

Extraction des échantillons des nouveau-nés (optionnelle) - POUR
ECHANTILLON SERIQUE

Identifier un tube en verre pour chaque échantillon (ne pas extraire les
calibrateurs / contrdles)

Distribuer 75 pl de serum, suivi de 2.25 ml de diethyl ether.

Vortexer tous les tubes vigoureusement (2 X 1 minute).

Laisser reposer les tubes droits durant 5 minutes.

Placer les tubes a -20°C afin de congeler la phase aqueuse.

Préparer une seconde série de tubes en verre et, pour chaque échantillon,
tranférer la phase organique dans ces nouveaux tubes. Eviter la
contamination par la phase aqueuse.

Evaporer complétement la phase organique (ether) sous flux d’air continu
ou en placant les tubes a 37°C (bain-marie). Effectuer la manipulation sous
une hotte.

Dissoudre I’extrait sec avec 150 ul de solution de reconstitution (non
fourni, voir VI). Vortexer vigoureusement durant 1 minute.

Laisser reposer les tubes droit 10-15 minutes et vortexer a nouveau durant
1 minute. Ces volumes permettent d’effectuer les déterminations en
duplicat.

Mode opératoire

Identifier les tubes recouverts fournis dans la trousse en double pour
chaque calibrateur, échantillon, controle. Pour la détermination de
I’activité totale, identifier 2 tubes non recouverts.

Agiter au vortex briévement les calibrateurs, les échantillons et les
controles. Puis distribuer 25 pl de chacun d’eux dans leurs tubes respectifs.
Pour les échantillons extraits des nouveau-nés, distribuer 50 ul au lieu de
25 pl.

Distribuer 0,5 ml de 17-OHP marquée a 1’ ®lodine dans chaque tube, y
compris les tubes sans anticorps pour la détermination de 1’activité totale.
Agiter gentiment le portoir de tube pour libérer toute bulle d’air
emprisonnée.

Incuber pendant 3 heures a 37°C.

Aspirer le contenu de chaque tube (a 1’exception des tubes utilisés pour la
détermination de ’activité totale). Assurez-vous que la pointe utilisée
pour aspirer le liquide des tubes atteint le fond de chacun d’eux pour
¢éliminer toute trace de liquide.

Laver les tubes avec 3 ml de Solution de Lavage (a I’exception des tubes
utilisés pour la détermination de l’activité totale) et aspirer. Eviter la
formation de mousse pendant ’addition de la Solution de Lavage.

Laisser les tubes droits pendant 2 minutes et aspirer le reste de liquide.



9. Placer les tubes dans un compteur gamma pendant 60 secondes pour

quantifier la radioactivité. L’effet de substances susceptibles d’interférer avec les échantillons soumis au test

DIAsource 170HP-RIA-CT a été évalué. Différentes concentrations
XI.  CALCUL DES RESULTATS d’hémoglobine, de bilirubine, de triglycérides et de conjugué de bilirubine dans
les échantillons sériques ont été testées sur des échantillons contenant de la 17a-
hydroxyprogestérone a des concentrations différentes. Nos critéres d’acceptation
étaient d’avoir une interférence inférieure a 10%. Les substances testées n’ont pas
affecté les performances du test DIAsource 170HP-RIA-CT.

—

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.
2. Calculer la capacité de liaison de I’essai comme un pourcentage de liaison
déterminé au point de calibration (0) en suivant la formule ci-dessous :

B/BO(%) = moyennedes cpm (CAL ou échantillon) <100 Substance 170HP lf;ml;etnitlf;trnf)él; ednet Moyenne de
moyennedes cpm (CAL 0) (ng/ml) 2 variation
(mg/dl)
3. Utiliser un “3 cycle semi-logarithmic” ou un papier graphique “logit-log”, 0,57 ggg
porter en ordonnée les valeurs exprimées en pourcentage de liaison Hémoglobine 250 98.6%
(B/B0(%)) de chaque point de calibration et en abscisse leur concentration 1,8 500
respective en 17-OHP, écarter les valeurs aberrantes.
4. Des méthodes infqrmatiques peuvent aussi étre utilisé_es pour .construir.e la Bilirubine conjuguée 0,57 0 95.1%
courbe de calibration. Si un systéme d’analyse de traitement informatique 1,8 50
des données est utilisé, il est recommandé d’utiliser la fonction « 4 0.57 50
paramétres » du lissage de courbes. Bilirubine non ’ 100 99.2%
5. L’interpolation des valeurs de chaque échantillon (B/B0(%)) détermine les conjuguée 18 50 '
concentrations en 17-OHP a partir de la courbe de calibration. 100
6. Les concentrations obtenue pour les échantillons extraits des nouveau-nés 50
(voir X.B.) peuvent étre lues directement sur la courbe de calibration (il 100
n’y a pas de facteur de correction) 0.57 250
7. Pour chaque essai, le pourcentage total de traceur li¢ en absence de 17- 500
OHP non marquée (B0/T) doit étre vérifié. 1000
Triglycéride 50 97.0%
XII. DONNEES TYPES 100
Les données représentées ci-dessous, obtenues avec un traceur de 6 semaines, 1.54 250
sont données pour information et ne peuvent jamais étre utilisées a la place d’une 500
courbe de calibration. 1000
(17-OHP)-RIA-CT cpm B/Bo (%) C.  Précision
INTRA-ESSAI INTRA-ESSAI
Activité totale 32363 N
APRES EXTRACTION
Calibrateur 0,00 ng/ml 12596 100,0
0,17 ng/ml 9769 77,6 Sérum N <X>=SD Ccv Sérum N <X>=+SD Cv
0,59 ng/ml 6529 51,8 (ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
1,4 ng/ml 3752 29,8
4,3 ng/ml 1396 11,1 A 20 | 0,73+0,05 | 68 A 24 0,56+ 0,06 | 10,7
14.0 ng/ml 479 3.8 B 20 | 1,94+0,09 | 46 B 24 | 1,81£0,17 9,4
XIII. PERFORMANCE ET LIMITES DU DOSAGE SD : Déviation Standard ; CV : Coefficient de variation
A. Sensibilité
La LoB(Limite de Blanc) a été testée en mesurant 20 fois le blanc et a été INTER-ESSAI INTER-ESSAI
calculée comme la moyenne + 2 Déviations Standards de la distribution .
des valeurs d’essai . APRES EXTRACTION
La LoB a été calculée a 0,03 ng/ml. i ]
La LoD (Limite de Détection ) a été calculée comme étant la LoB + 1.645 Sérum | N <(}f]> :“?)D ((5 /V) Sérum | N <z§1> :n?)D (Co /V)
Déviations Standards d’un échantillon de faible concentration mesuré dans 8 ° 8 °
10 essais différents.
La LoD a été calculée a 0.09 ng/ml. A 12°1/069£0,06 | 87 A 8 0,720,13 18
L N : L, , ; . B 12 2,08+£0,16 | 7.6 B 8 2,03 £0,39 19,2
La LoQ (Limite de Quantification) a été calculée en testant 4 échantillons
de faible concentration , dans 10 essais différents .

La LoQ a été calculée a 0,14 ng/ml. SD : Déviation Standard ; CV : Coefficient de variation

D. Exactitude
B. Spécificité

La spécificité a été estimée en ajoutant les stéroides qui peuvent étre TEST DE DILUTION
[S”Iis;r(l;s (;1 2n§;/e§lle):chantlllons des patients a un pool déchantillons de 17- Echantillon Dilution Concent. Théorique Concent. Mesurée
. . (ng/ml) (ng/ml)
. PR e s . 11 - 33
Composé Quantité ajoutée Réactivité Croisée 12 1.65 1.79
(ng/ml) (%) 1/4 0.83 1.0
1/8 0,42 0,5
, 1/16 0,21 0,27
17a-hydroxyprogestérone - 100
Progestérone 500 0,7
17a-hydroxypregnénolone 1000 0,3
21-deoxycortisol 1000 1,07 L’échantillon a été dilué avec le calibrateur zéro.
Pregnénolone 500 0,02
11-deoxycortisol 500 0,21
Corticostérone 1000 0,008
11-deoxycorticostérone 500 0,24
Cortisol 5000 0,005
Testostérone 5000 0,004
Androsténédione 5000 0,01
Estradiol 1000 0,008
170-hydroxypregnenolone sulfate 5000 0,34




TEST DE RECUPERATION

XV. VALEURS ATTENDUES

Echantillen . 17_,OHP 17-OHP récupéré Recupération Les valeurs sont données a titre d’information; chaque laboratoire doit établir ses
ajouté (ng/ml) (ng/ml) (%) .
propres écarts de valeurs.
1 6 5 95
3 2:;9 99 Plage de concentrat%on Nombre de sujets
1,5 1,64 109 (2,5 2 97,5% percentiles)
0,75 0,81 108 (ng/ml)
6 5,27 87
2 3 2,86 95 Hommes normaux 0.67—-3.32 79
1,5 1,49 99
0,75 0,74 98 Femmes normales
. Phase folliculaire 0.41-2.27 50
. Phase lutéale 0.23 -3.87 28
- Grossesse
Facteur de‘ conversion. . Premier trimestre 2.60 —7.95 30
De ng/ml & f‘mOI/L : x3,03 . Second trimestre 1.83-9.74 30
De nmol/L & ng/ml : x 0,33 . Troisiéme trimestre 3.54-18.97 15
A notre connaissance, aucun matériel de référence internationale n’existe
pour ce paramétre. Nouveau-nés (apres 0.34-1.96 23 (0 a 3 mois)
extraction)

E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon
Comme montré ci-dessous, les résultats d’un essai restent précis méme
quand un échantillon est distribué 40 minutes aprées que le calibrateur a été
ajouté aux tubes avec I’anticorps.

DELAI
Echantillon 0’ 10' 30' 40'
(ng/ml)
Echantillon 1 0,63 0,65 0,73 0,74
Echantillon 2 2,03 2,4 2,37 2,2
F. Restriction pour les échantillons de nouveau-nés

Les enfants trés jeunes (< 3mois) présentent des concentrations
trés élevées de 170- hydroxyprégnénolone sulfate. Malgré le fait
qu’il n’y ait presque pas de cross-réaction avec cette molécule,
nous recommandons d’appliquer la procédure d’extraction (X.B.)

XIV. CONTROLE QUALITE INTERNE

- Le pourcentage de traceur total li¢ en 1’absence de 17-OHP non-marquée
(BO/T) doit étre > 25%.

- Si les résultats obtenus pour le(s) contrdle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans
I’intervalle spécifié¢ sur 1’étiquette du flacon, les résultats ne peuvent pas
étre utilisés a moins que 'on ait donné une explication satisfaisante de la
non-conformité.

- Chaque laboratoire est libre de faire ses propres stocks d’échantillons
contrdles, lesquels doivent étre congelés aliquotés. Ne pas congeler —
décongeler plus de deux fois.

- Les criteres d’acceptation pour les écarts des valeurs en doublet des
échantillons doivent étre basés sur les pratiques de laboratoire courantes.

XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de I’'*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 regu, acheté, possédé ou utilisé par des
personnes autorisées; ’achat, le stockage, ’utilisation et 1’échange de produits
radioactifs sont soumis a la législation du pays de l'utilisateur final. Ce produit ne
peut en aucun cas étre administré a I’homme 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

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont été évalués par des
méthodes approuvées par I’Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBsAg,
I’anti-HCV, I’anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
compléte que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d’hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des
échantillons de plasma devront étre conformes aux procédures locales de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont été collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I’ESB n'a pas été détectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animales devront étre traités
comme potentiellement infectieux.

L’azide de sodium est nocif s’il est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(’azide de sodium est utilis¢é comme agent conservateur). L’azide dans cette
trousse pouvant réagir avec le plomb et le cuivre dans les canalisations et donner
des composés explosifs, il est nécessaire de nettoyer abondamment a 1’eau le
matériel utilisé.

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.
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XVIIL. RESUME DU PROTOCOLE

ACTIVI | CALI | ECHAN ECHAN-
TE BRA- TILLON TILLONS
TOTAL TEUR ) EXTRAITS
E s (uD) (D)
(ub) (ul)
Calibrateurs (0 a 5) - 25 - -
Echantillons, - - 25 -
contrdles
Echantillons extraits - - - 50
Traceur 500 500 500 500

3 heures a 37°C

Incubation

Séparation - aspiration
Solution de Lavage 3,0 ml
Séparation aspiration
Comptage Temps de comptage des tubes : 60 secondes

(radioactivité)
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Radioimmunoassay voor de kwantitatieve bepaling in vitro van menselijk 17a-hydroxyprogesteron

Lees het hele protocol voor gebruik.

170-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-CT

BEOOGD GEBRUIK

(17-OHP) in serum en plasma.

11

111

A

ALGEMENE INFORMATIE

Gedeponeerd handelsmerk: DIAsource 170-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-

CT kit
Catalogusnummer: KIP1409: 96 testen.

Geproduceerd door: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Voor technische assistentie of voor bestelinformatie
kunt u contact opnemen met :
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

KLINISCHE ACHTERGROND

Biologische activiteiten van 17a-hydroxyprogesteron

17a-hydroxyprogesteron (17-OHP) is een C-21 steroide hormoon (moleculair gewicht 330.3 Da)
dat wordt geproduceerd van 17a-hydroxypregnenolone in de bijnieren en ook in de eierstokken,
testes en placenta. 17-OHP wordt gehydroxyleerd bij 11 en 21 posities om cortisol te produceren
via 11-deoxycortisol.

Klinische toepassingen van 17a-hydroxyprogesteron-determinatie

In de regel zijn 17 OH bepalingen in serum of amniotisch vocht, relevant voor de diagnose van
congenitale adrenale hyperplasie (CAH). Deze CAH is te wijten aan een specifiek enzymedefect
(zes verschillende enzymedeficiénties zijn beschreven). Ten gevolge deze deficiénties verhoogt
ACTH en veroorzaakt adrenale hyperplasie en de bevordering van vele steroideprecursoren. Maar
het is ook interessant de waarde van 17-OHP te kennen in patiénten met varicocele (17-OHP en
testosteron stellen merkers van de Leydig-celfunctie voor) en in ouder wordende mannelijke
patiénten om goedaardige prostaathypertrofie (BPH) en prostaatcarcinoom (PCA) te detecteren
(plasma 17-OHP is beduidend lager in PCA and BPH-groepen dan bij normale mannen).

Er zijn andere domeinen voor 17-OHP-onderzoeken zoals: mannelijke onvruchtbaarheid, meisjes
met peripuberale virilizatie, kinderen met premature adrenarche (in deze gevallen zijn de waarden
van 17-OHP verhoogd zonder of na ACTH-stimulatie).

n



1v.  BESCHRIJVING VAN DE METHODE

Een vaste hoeveelheid '*I gelabeld 17-OHP concurreert met 170H dat bepaald
moet worden en aanwezig is in het monster of in de kalibrator voor een vast
aantal plaatsen met antilichamen die geimmobiliseerd zijn aan de wand van een
buisje van polystyreen. Vanwege de hoge specificiteit van de gecoate
antilichamen is er geen extractie of chromatografie vereist. Na een
incubatieperiode van 3 uur bij 37°C wordt de concurrentiereactie be€indigd door
een aspiratiefase. Daarna worden de buisjes gewassen met 3 ml werk-
wasoplossing en opnieuw afgezogen. Een kalibratiecurve wordt uitgezet en de
concentraties van 17-OHP van de monsters worden bepaald door dosisinterpolatie
van de kalibratiecurve.

V. GELEVERDE REAGENTIA

Reagens Kit voor Reconstitutie
96 testen
Buisjes gecoat met anti 2x 48 Klaar voor gebruik
H 17-OHP
Ag 1251 1 flacon Klaar voor gebruik
55 ml
Tracer : 17-OHP gelabeld met *jood 190 kBq

(HPLC-kwaliteit) in fosfaat / citroenzuur
buffer met runder caseine en azide (< 0,1%)

CAL n 1 flacon, Klaar voor gebruik

1
Nulkalibrator : Humaan serum met azide 3m

(0,5%)

N 5 flacons, Klaar voor gebruik
0,5 ml

CAL

Kalibrators 17-OHP : N =1 tot 5
(zie de exacte waarden op de
flaconetiketten) in humaan serum met azide

(0,5%)
| WASH | SOLN | CONC | 1 flacon | 70x met gedistilleerd
10 ml water verdunnen
(gebruik een

Wasoplossing 70x : TRIS-HCI magnetische roerder)

CONTROL | N | 2 flacons, | 0,5 ml gedestilleerd
— gevries- water toevoegen
Controlles : N=1 of 2 droogd

in humaan plasma met thymol

Opmerking: Gebruik Nulkalibrator voor monsterverdunningen.
VI. NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN

De volgende materialen zijn noodzakelijk maar worden niet meegeleverd met de

kit:

1. Gedestilleerd water.

2. Pipetten voor een volume van 25 ul, 500 pl en 3 ml (het gebruik van

nauwkeurige pipetten met plastic wegwerptips wordt aanbevolen).

Vortex-mixer.

Magnetische roerder.

Waterbad op 37°C

Automatische spuit van 5 ml (type Cornwall) voor de wasfase.

Afzuigsysteem (facultatief).

Een gammateller die geschikt is voor de bepaling van '*I. Een maximale

tel-efficiéntie moet worden gegarandeerd.

Incubator op 37°C

Optioneel (voor extractie)

10.  Di-ethylether (analytische kwaliteit; zuiverheid > 98%)

11.  Glazen wegwerpbuisjes (12 x 75 mm), met stoppen.

12. DIAsource reconstitutieoplossing voor (17-OHP)-RIA-CT. ref:
32.140.74.
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VII. BEREIDING VAN HET REAGENS

Controles: Reconstitueer de controles met 0,5 ml gedestilleerd water.
Werk-wasoplossing: Bereid een voldoende hoeveelheid werk-wasoplossing
door 69 eenheden gedestilleerd water toe te voegen aan 1 eenheid
wasoplossing. Gebruik een magnetische roerder voor de homogenisering.
Op het eind van de dag moet de ongebruikte werk-wasoplossing afgevoerd
worden.

w >

VIIl. OPSLAG EN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

IX.
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Vo6or opening of reconstitutie zijn alle kitcomponenten houdbaar tot de
vervaldatum, zoals vermeld op het etiket, indien zij bewaard werden bij 2
tot 8°C.

Na reconstitutie zijn de controles gedurende één week houdbaar bij 2 tot
8°C. Voor een langere bewaartermijn moeten aliquots gemaakt worden, die
bij -20°C bewaard moeten worden gedurende maximaal 3 maanden.

Een vers bereide werk-wasoplossing moet op dezelfde dag nog gebruikt
worden.

Na het eerste gebruik is de tracer houdbaar tot de vervaldatum, indien
bewaard bij 2 tot 8°C in de oorspronkelijke, goed afgesloten flacon.
Wijzigingen in het fysieke aspect van kitreagentia kunnen wijzen op
instabiliteit of op een kwaliteitsvermindering.

MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

Serum- of plasmamonsters moeten bij 2-8°C bewaard worden.

Indien de bepaling niet binnen 48 uur uitgevoerd wordt, dan wordt
aanbevolen om ze bij -20°C te bewaren.

Vermijd herhaalde invriezing en ontdooiing.

Gehepariniseerd plasma geeft resultaten die 10% lager liggen dan die van
serum:

Y (hep. plasma) =0,9 x (Serum) + 0,20 r=0,92 n=20
EDTA-plasma geeft resultaten die 10% lager liggen dan die van serum:

Y (EDTA plasma) = 0,9 x (Serum) + 0,18 r=0,87 n=20

PROCEDURE

Opmerkingen bij de procedure

Gebruik de kit of de componenten niet langer dan de aangegeven
vervaldatum. Materialen van kits van verschillende loten mogen niet
gemengd worden. Laat alle reagentia op kamertemperatuur komen voor
gebruik.

Meng alle reagentia en monsters goed door ze voorzichtig te bewegen of
door er voorzichtig mee te draaien. Om kruisbesmetting te vermijden,
moet een propere wegwerpbare pipettip gebruikt worden voor toevoeging
van elk reagens en monster.

Pipetten met een grote precisie of geautomatiseerde pipetteerapparatuur
zullen de precisie verhogen. Respecteer de incubatietijden.

Bereid een kalibratiecurve voor elke run; men mag geen gegevens
gebruiken van voorafgaande runs.

Extractie van monsters van pasgeborenen (optioneel) — VOOR
SERUMMONSTER

Etiketteer één glazen buisje voor elk monster (pas geen extractie toe op
kalibrators of controles).

Pipetteer 75 pl serum en daarna 2,25 ml di-ethylether.

Meng alle buisjes krachtig met de vortex-mixer (2 x 1 minuut).

Laat ze 5 minuten op de tafel staan.

Plaats de buisjes in een omgeving van -20 °C om de waterige fase te laten
bevriezen.

Maak een tweede reeks glazen buisjes gereed en breng voor elk monster
de organische fase over in deze nieuwe buisjes. Voorkom verontreiniging
met de waterige fase.

Laat de organische (ether) fase volledig indampen onder een luchtstroom
of door de buisjes in een omgeving van 37 °C (waterbad) te plaatsen.
Werk in een zuurkast.

Los het droge etherextract op met 150 ul reconstituticoplossing (niet
bijgeleverd, zie V1.). Meng 1 minuut krachtig met de vortex-mixer.

Laat 10-15 minuten staan en meng nogmaals 1 minuut met de vortex-
mixer. Met deze volumes kan de bepaling twee keer worden uitgegevoerd.

Procedure

Etiketteer de gecoate buisjes in duplo voor elke kalibrator, voor elk
monster, voor elke controle. Etiketteer 2 normale buisjes voor de bepaling
van de totaaltellingen.

Vortex de kalibrators, monsters en controles gedurende korte tijd en
pipetteer 25 pl van elk in het desbetreffende buisje. Pipetteer voor
geéxtraheerde monsters van pasgeborenen 50 ul in plaats van 25 pl.
Pipetteer 0,5 ml 17-OHP dat met '*I gelabeld werd in elk buisje, inclusief
de niet gecoate buisjes voor de totaaltellingen.

Schud het rek met de buisjes voorzichtig zodat eventuele ingesloten
luchtbellen vrijkomen.

Incubeer gedurende 3 uur bij 37°C.

Zuig de inhoud van elk buisje (met uitzondering van de totaaltellingen) op
Zorg ervoor dat de plastic tip van de aspirator tot aan de bodem van het
gecoate buisje komt zodat alle vloeistof verwijderd wordt.
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Was de buisjes met 3 ml werk-wasvloeistof (met uvitzondering van de
totaaltellingen) en zuig op. Vermijd schuimvorming tijdens toevoeging van
de werk-wasvloeistof.

Na de wasfase moeten de buisjes gedurende twee minuten rechtop blijven
staan en zuig daarna de overblijvende vloeistof op.

Tel de buisjes in een gammateller gedurende 60 seconden.

BEREKENING VAN DE RESULTATEN

Bereken het gemiddelde voor de bepalingen in duplo.
Bereken het percentage binding van de gebonden radioactiviteit, bepaald op
het punt van de nulkalibrator (0), aan de hand van de volgende formule:

cpm (Kalibrator of monster) <100

B/B0(%) =
) cpm (Nulkalibrator)

Zet de (B/B0(%)) waarden uit voor elk kalibratorpunt, als een functie van de
17-OHP concentratie van elk kalibratorpunt, op 3-cyclisch semi-
logaritmisch of dubbellogaritmisch papier, verwerp hierbij de duidelijke
uitschieters.

Ook computergestuurde methoden kunnen worden gebruikt om de
kalibratiecurve te vormen. Indien de resultaten automatisch verwerkt
worden, wordt de 4 parameter logistische functie aanbevolen voor de
gepaste curve.

Bepaal de 17-OHP concentraties van de monsters uit de referentiecurve
door de monsterwaarden (B/B0(%)) te interpoleren.

De verkregen concentratie voor geéxtraheerde monsters van pasgeborenen
(zie X.B.) kan direct op de curve worden afgelezen (er is geen
correctiefactor nodig)

Voor elke bepaling moet het totaalpercentage van de tracer, gebonden in
afwezigheid van ongelabeld 17-OHP (B0/T), gecontroleerd worden.

KENMERKENDE GEGEVENS

De volgende gegevens, verkregen met een 6 weken oude tracer, dienen
enkel ter illustratie en mogen in geen geval gebruikt worden ter
vervanging van de real time kalibratiecurve.

(17-OHP)-RIA-CT cpm B/Bo (%)

Totaaltelling

32363

Kalibrator

12596
9769
6529 51,8
14 ng/ml 3752 29,8
43 ng/ml 1396 11,1
14,0 ng/ml 479 3.8

0,00 ng/ml
0,17 ng/ml
0,59 ng/ml

100,0
77,6

XIIl. EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN

A.

Gevoeligheid

De LoB (Limit of Blank) werd getest door 20 keer de blanco te meten en
werd berekend als de gemiddelde + 2 standaarddeviatie van de verdeling
van testwaarden.

LoB werd berekend op 0,03 ng/ml.

De LoD (detecticlimiet) werd berekend als de LoB =+ 1.645
standaarddeviatie van een monster met lage concentratie, gemeten in 10
verschillende tests.

De LoD werd berekend op 0,09 ng/ml.

De LoQ (Limit of Quantification) werd berekend door 4 monsters met een
lage concentratie te testen in 10 verschillende assays.

De LoQ werd berekend op 0,14 ng/ml.

B. Specificiteit

De specificiteit werd geschat door steroiden die aanwezig kunnen zijn in
monsters van patiénten toe te voegen aan een pool van 17-OHP-stalen (+

0,5 ng/ml).
Toegevoegde
Bestanddeel hoeveelheid (ng/ml) Kruisreactiviteit (%)

17a-hydroxyprogesteron - 100
Progesteron 500 0,7
17a-hydroxypregnenolone 1000 0,3
21-deoxycortisol 1000 1,07
Pregnenolone 500 0,02
11-deoxycortisol 500 0,21
Corticosteron 1000 0,008
11-deoxycorticosterone 500 0,24
Cortisol 5000 0,005
Testosteron 5000 0,004
Androstenedione 5000 0,01
Estradiol 1000 0,008
170-hydroxy-pregnenolonsulfaat 5000 0,34

Het effect van mogelijk verstorende stoffen op monsters voor DIAsource 170HP-
RIA-CT werd onderzocht. Verschillende gehaltes van hemoglobine, bilirubine,
triglyceride en geconjugeerde bilirubine in serummonsters werden getest op
monsters met verschillende concentraties van 17a-hydroxyprogesteron. Ons
criterium voor aanvaardbaarheid was een verstoring < 10%. De geteste stoffen
hadden geen invloed op de werking van de DIAsource 170HP-RIA-CT-test.

Stof

170HP
(ng/ml)

Concentratie van de
verstorende stof
(mg/dl)

Gemiddelde
variatie

250

500

Hemoglobine

250

500

98.6%

Geconjugeerd

50

bilirubine

50

95.1%

Ongeconjugeerd

50

100

bilirubine

50

100

99.2%

50

100

250

500

1000

Triglyceride

50

100

250

500

1000

97.0%

C. Precisie

PRECISIE BINNEN EEN TEST

PRECISIE BINNEN EEN TEST NA EXTRACTIE
Serum N <X>=+SD vC Serum N <X>=SD vC
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 | 0,73 +0,05 6,8 C 24 0,56 + 0,06 10,7
B 20 1,94 + 0,09 4,6 D 24 1,81 +0,17 9,4

SD: standaarddeviatie; VC: variatiecoefficiént

PRECISIE BINNEN EEN TEST

PRECISIE BINNEN EEN TEST NA EXTRACTIE
Serum N <X>=SD vC Serum N <X>+SD vVC
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 12 | 0,69 + 0,06 8,7 A 8 0,72 +0,13 18
B 12 | 2,08+0,16 7,6 B 8 2,03+0,39 19,2

SD: standaarddeviatie; VC: variatiecoéfficiént




D. Nauwkeurigheid

XV. REFERENTIE-INTERVALS

VERDUNNINGSTEST . . ..
Deze waarden worden slechts als leidraad gegeven; elk laboratorium moet zijn
Serum Verdunning Theoretische Concentratie die eigen normaal bereik van waarden uitmaken.
concentratie bepaald werd
(ng/ml) (ng/ml)
Concentratiebereik Aantal subjecten
11 - 33 (2,5 tot 97,5%
172 1,65 179 percentielen)
1/4 0,83 1,0
1/8 0,42 0,5 (ng/ml)
1/16 0,21 0,27
Monsters werden verdund met de nulkalibrator. Normale mannen 0.67-3.32 9
RECOVERY-TEST Normale vrouwen
. Folliculaire fase 041-2.27 50
Monster 17-OHP Recovery van 17- Recovery . Luteale fase 0.23—3.87 28
toegevoegd OHP (%)
(ng/mb (ng/mb) Zwangerschap
1 6 57 05 . Eerste trimester 2.60—-7.95 30
3 2.99 99 . Tweede trimester 1.83-9.74 30
1,5 1,64 109 . Derde trimester 3.54-18.97 15
0,75 0,81 108
2 6 507 87 Pasgeborenen (na 0.34-1.96 23 (0 tot 3 maanden)
3 2,86 95 extractie)
s o o XVI. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN
Veiligheid
Conversicfactor - Uitsluitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

Van ng/ml naar nmol/L : x 3,03
Van nmol/L naar ng/ml : x 0,33

Naar ons beste weten bestaat er geen internationaal referentiemateriaal voor deze
parameter.

E. Tijd tussen de laatste kalibrator en distributie van het monster
Zoals hieronder weergegeven wordt, blijven de resultaten van de bepaling
nauwkeurig, zelfs wanneer een monster 40 minuten na toevoeging van de
kalibrator in de gecoate buisjes gepipetteerd wordt.

TIJDSPANNE
Monster 0' 10' 30’ 40"
(ng/ml)
Monster 1 0,63 0,65 0,73 0,74
Monster 2 2,03 2.4 2,37 2,2
F. Beperkingen voor monsters van pasgeborenen

Heel jonge kinderen (< 3 maanden oud) hebben hoge spiegels 17a-
hydroxy-pregnenolonsulfaat. Hoewel er bijna geen kruisreactie met dit
molecuul is, raden we toch aan de extractieprocedure toe te passen (X. B.).

XIV. INTERNE KWALITEITSCONTROLE

- Het percentage totale tracer gebonden in de afwezigheid van
ongelabelde17-OHP (B0/T) moet > 25% zijn.

- Indien de resultaten, die verkregen werden voor controle 1 en/of controle 2,
niet binnen het bereik vallen zoals vermeld op het flaconetiket, dan mogen
de resultaten niet gebruikt worden tenzij een bevredigende uitleg gegeven
wordt voor de discrepantie.

- Indien gewenst, kan elk laboratorium zijn eigen pools voor
controlemonsters maken, die dan in aliquots bewaard moeten worden in de
diepvriezer. Gelieve niet meer dan twee keer in te vriezen en te ontdooien.

- Aanvaardingscriteria voor het verschil tussen de resultaten in duplo van
monsters moeten steunen op gangbare laboratoriumpraktijken.

Deze kit bevat '*° (halfwaardetijd: 60 dagen) , dat ioniserende X- (28 keV) en y-
stralen (35.5 keV) uitzendt.

Dit radioactieve product mag enkel overhandigd worden aan en gebruikt worden
door bevoegd personeel; ontvangst, opslag, gebruik en overdracht van
radioactieve producten zijn onderworpen aan de wetgeving van het land van de
eindgebruiker. In geen geval mag het product toegediend worden aan mensen of
dieren.

Alle handelingen met radioactief materiaal moeten plaatsvinden in een daartoe
bestemde ruimte, waar uitsluitend bevoegd personeel toegelaten wordt. Een
logboek met ontvangst en opslag van radioactieve materialen moet worden
bijgehouden in het laboratorium. Laboratoriumapparatuur en glaswerk, dat
eventueel gecontamineerd werd met radioactieve bestanddelen, moeten worden
gesegregeerd om kruisbesmetting van verschillende radioisotopen te vermijden.
Als radioactief materiaal gemorst werd, dan moet dat onmiddellijk gereinigd
worden in overeenstemming met de procedure voor stralingsveiligheid. Het
radioactieve afval moet worden weggegooid in overeenstemming met de
plaatselijke voorschriften en richtlijnen van de autoriteiten waaronder het
laboratorium valt. Naleving van de basisregels van stralingsveiligheid zorgt voor
een juiste bescherming.

De componenten, afkomstig van menselijk bloed, in deze kit werden getest door
in Europa goedgekeurde en/of door de Amerikaanse FDA goedgekeurde
methoden op aanwezigheid van HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 en 2 en gaven een
negatief resultaat. Geen enkele bekende methode kan echter volledige garantie
bieden dat derivaten van menselijk bloed geen hepatitis, aids of andere infecties
overdragen. Daarom moet men reagentia, serum- of plasmamonsters behandelen
in overeenstemming met de plaatselijke veiligheidsprocedures.

Alle producten en derivaten van dierlijke oorsprong zijn afkomstig van gezonde
dieren. Boviene componenten komen uit landen waar BSE niet gerapporteerd
werd. Toch moeten componenten die bestanddelen van dierlijke oorsprong
bevatten, behandeld worden als potentieel besmettelijk.

Vermijd dat de reagentia (natriumazide als conserveermiddel) in contact komen
met de huid. Azide in deze kit kan reageren met lood en koper in de
afvoerleidingen en op die manier zeer explosieve metaalaziden vormen. Tijdens
de wasfase moeten de afvoerleidingen ruimschoots met water nagespoeld worden
om ophoping van azide te vermijden.

Niet roken, drinken, eten of cosmetica aanbrengen in de werkruimte. Niet met de
mond  pipetteren. Draag  beschermende  kleding en  gebruik
wegwerphandschoenen.
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XVIII. SAMENVATTING VAN HET PROTOCOL

TOTAAL- KALIBR MONSTER(S) GEEXTR.
TELLINGEN ATORS CONTROLES MONSTERS
1 1 1
(ub) (ub) (ub) ()

Kalibrators (0-5) - 25 - -
Monsters, - - 25 -
controles
Geéxtr. monsters - - - 50
Tracer 500 500 500 500

Incubatie 3 uur bij 37°C
Scheiding - opzuigen
Werkwasoplos- 3,0ml
sing ‘
Scheiding opzuigen

Telling Tel buisjes gedurende 60 seconden
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

170-HYDROXYPROGESTERON (17-OHP)-RIA-CT

VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fiir die quantitative in vitro Bestimmung von humanem 17a-Hydroxyprogesteron (17-
OHP) in Serum und Plasma.
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ALLGEMEINE INFORMATION
Handelsbezeichnung : DIAsource 170-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-CT Kit
Katalognummer : KIP1409 : 96 Tests

Hergestellt von: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Fiir technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91
Fiir Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - Kostenfreie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasource.be

KLINISCHER HINTERGRUND

Biologische Aktivitit von 17a-Hydroxyprogesteron

17a-Hydroxyprogesteron (17-OHP) ist ein C-21 Steroidhormon (Molekulargewicht 330,3), das in den
Nebennieren sowie in den Eierstocken, Hoden und in der Plazenta aus 17a-Hydroxypregnenolon produziert
wird. 17-OHP wird an den Positionen 11 und 21 hydroxyliert, um iiber 11-Deoxycortisol Cortisol zu
produzieren.

Klinische Anwendungen der 17a-Hydroxyprogesteron-Bestimmung

17-OHP-Dosierungen in Serum oder Fruchtwasser sind in der Regel fiir die Diagnostizierung einer
kongenitalen Nebennierenhyperplasie (KNH) relevant. Diese KNH wird durch einen spezifischen
Enzymdefekt verursacht (in der Literatur sind sechs verschiedene Enzymmaéngel bekannt). Infolge dieser
Mingel steigt das ACTH und fiihrt zu einer Nebennierenhyperplasie sowie zum Anstieg vieler
Steroidvorldufer. Es ist aber auch sehr interessant, den 17-OHP-Wert von Patienten zu ermitteln, bei denen
eine Varikozele festgestellt wurde (17-OHP und Testosteron sind Marker der Leydig-Zellfunktion), sowie bei
alteren, ménnlichen Patienten, um eine benigne Prostatahypertrophie (BPH) und ein Prostatakarzinom (PKA)
festzustellen (der Wert von 17-OHP im Plasma ist in den PKA- und BPH-Gruppen signifikant niedriger als
bei gesunden Ménnern).

Weitere Bereiche fiir 17-OHP-Untersuchungen sind ménnliche Sterilitdt, Mddchen mit peripubertdrer
Virilisierung, Kinder mit praimaturer Adrenarche (in diesen Féllen sind die 17-OHP-Werte ohne oder nach
der ACTH-Stimulation erhdht).

C



Iv.

GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Eine festgesetzte Menge an 'l-markiertem 17-OHP konkurriert mit dem zu
messenden, in der Probe oder in dem Kalibrator vorhandenen, 17-OHP um eine
Menge an Antikdrperbindungsstellen, die an der Wand des Polystyren-Rohrchens
immobilisiert sind. Aufgrund der hohen Spezifitit der beschichteten Antikérper

sind

weder Extraktion noch Chromatographie erforderlich. Nach 3 Stunden

Inkubation bei 37 °C, beendet das Absaugen die Verdrangungsreaktion. Die
Rohrchen werden anschliessend mit Waschlosung gewaschen, danach wird
nochmals abgesaugt. Eine Standardkurve wird gedruckt und die 17-OHP-

Konzentrationen der Proben werden iiber Dosis-Interpolation  der
Kalibrationskurve bestimmt.
V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN
Reagenz 96 Test Kit Rekonstitution
Mit anti 17-OHP- 2x48 gebrauchsfertig
U beschichtete Réhrchen
“ 1 Gefdf3 gebrauchsfertig
55ml
Tracer : '>5Tod markiertes 17-OHP (HPLC 190 kBq
grade) in Phosphat-/Zitronenséurepuffer mit
Rinderkasein und Azid (<0,1%)
CAL n 1 Gefi3 gebrauchsfertig
3ml
Null-Kalibrator: Humanserum und Azid
(0,5%)
CAL 5 Gefile gebrauchsfertig
. . 0.5ml
Kalibratoren 17-OHP : N =1 bis 5 (genaue
Werte auf GefaB-Etiketten) in Humanserum
und Azid (0,5%)
| WASH | SOLN |CONC | 1 Gefall 70x mit df:st Wasser
10 ml (Magnetriihrer verwenden)
Waschlosung (TRIS-HCI) verdiinnen.
2 Gefafle 0,5 ml dest. Wasser zugeben
lyophilisiert
Kontrollen : N =1 oder 2
in Humanplasma und Thymol

Bemerkung: Benutzen Sie den Null-Kalibrator fiir Probenverdiinnungen.

VI

ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

Folgendes Material wird bendtigt, aber nicht mit dem Kit mitgeliefert:

1.
2.

PN N AW

e

10.
11.
12.

VIL

Dest. Wasser
Pipetten: 25 pl, 500 pl und 3 ml (Verwendung von Prézisionspipetten mit
Einwegpipettenspitzen wird empfohlen)
Vortexmixer
Magnetriihrer
Wasserbad (37 °C)
5 ml automatische Spritze (Cornwall-Typ) zum Waschen
Absaugsystem (optional)
Jeder Gamma-Counter, der '>’ messen kann, kann verwendet werden.
Maximale Messeffizienz sollte gewihrleistet sein.
Inkubator bei 37 ° C
Optional (fiir Extraktion)
Diethylether (Analysequalitit; Reinheit > 98 %)
Einweglasréhrchen (12 x 75 mm), mit Stoppern.
DIAsource-Rekonstitutionslosung fiir (17-OHP)-RIA-CT. Best.-Nr.
32.140.74.

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Kontrollen : Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 0,5 ml dest. Wasser.
Waschlosung: Zur Vorbereitung eines angemessenen Volumens
Waschloésung, mischen Sie zu einem Volumen Waschlosung (70x) 69
Volumen distilliertes Wasser. Benutzen Sie einen Magnetrithrer. Entsorgen
Sie nach jedem Arbeitstag die iiberfliissige Waschlosung.

Vill. AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

IX.

> =

~ @
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Vor dem Offnen und Rekonstituieren sind alle Kitkomponenten bei 2 bis
8 °C bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum haltbar.

Nach der Rekonstitution sind Kontrollen eine Woche bei 2 bis 8 °C stabil.
Fir eine lidngere Aufbewahrung fiir bis zu 3 Monaten sollten diese
Reagenzien aliquotiert und bei —20 °C eingefroren werden.

Die Waschlgsung sollte frisch hergestellt und am selben Tag aufgebraucht
werden.

Wenn der Tracer nach der ersten Benutzung wieder im gutverschlossenen
Originalgefal bei 2 bis 8 °C aufbewahrt wird, ist er bis zum angegebenen
Verfallsdatum haltbar.

Verdnderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen auf Instabilitéit
bzw. Zerfall hindeuten.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serum- oder Plasmaproben miissen bei 2-8 °C aufbewahrt werden.
Falls der Test nicht innerhalb von 48 Std. durchgefiihrt wird, miissen die
Proben bei —20 °C aufgehoben werden.
Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.
Heparinisiertes Plasma liefert um 10 % niedrigere Ergebnisse als Serum

Y (hep. Plasma) = 0,9 x (Serum) + 0,20 r=0,92 n=20
EDTA-Plasma liefert um 10 % niedrigere Ergebnisse als Serum :

Y (EDTA Plasma) = 0,9 x (Serum) + 0,18 r=0,87 n=20

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung

Verwenden Sie den Kit oder dessen Komponenten nicht nach dem
Ablaufdatum. Vermischen Sie nie Materialien von unterschiedlichen Kit-
Chargen. Bringen Sie alle Reagenzien vor der Verwendung auf
Raumtemperatur.

Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schiitteln
oder Rithren. Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um
Kreuzkontamination zu vermeiden.

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhohen die
Prézision. Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Erstellen Sie fiir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von fritheren Durchléufen.

Extraktion von Neugeborenenproben (optional) - FUR SERUMPROBE
Beschriften Sie ein Glasrohrchen fiir jede Probe (keinesfalls Kalibratoren
oder Kontrollen extrahieren).

Pipettieren Sie 75 pl Serum, anschlieend 2,25 ml Diethylether.

Vortexen Sie alle Rohrchen kriftig (2 x 1 Minute).

Lassen Sie die Rohrchen 5 Minuten stehen.

Kiihlen Sie die Rohrchen bei -20 °C, um die wéssrige Phase zu gefrieren.
Bereiten Sie eine zweite Reihe von Glasrohrchen vor und iibertragen Sie
die organische Phase in diese neuen Rohrchen. Vermeiden Sie eine
Kontamination durch die wissrige Phase.

Lassen Sie die organische Phase (Etherphase) unter einem Luftstrom
vollstindig verdampfen oder indem Sie die Rohrchen bei 37 °C in ein
Wasserbad stellen. Unter einer Haube arbeiten.

Losen Sie das trockene Etherextrakt in 150 pl Rekonstitutionslosung (nicht
im Lieferumfang enthalten, siehe VI.). Vortexen Sie 1 Minute lang
kréftig.

Lassen Sie es 10-15 Minuten lang stehen und vortexen Sie erneut 1 Minute
lang. Diese Volumina ermdglichen die Durchfithrung des Nachweises in
doppelter Form.

Durchfithrung

Beschriften Sie je 2 beschichtete Rohrchen fiir jeden Kalibrator, jede Probe
und jede Kontrolle. Zur Bestimmung der Gesamtaktivitit, beschriften Sie 2
normale Rohrchen.

Vortexen Sie Kalibratoren, Proben und Kontrollen kurz und geben Sie 25 pl
von jedem in ihre Rohrchen. Fiir extrahierte Neugeborenenproben 50 pl
statt 25 pl pipettieren.

Geben Sie 0,5 ml des 'I-markierten 17-OHP in jedes Rohrchen,
einschlieBlich der unbeschichteten Rohrchen fiir die Gesamtaktivitét.
Schiitteln Sie vorsichtig die Halterung mit den Roéhrchen um Blasen zu
entfernen.

Inkubieren Sie 3 Stunden bei 37 °C.

Saugen Sie den Inhalt jedes Rohrchens ab (auBer Gesamtaktivitét).
Vergewissern Sie sich, dass die Plastikspitze des Absaugers den Boden des
beschichteten Rohrchens erreicht, um die gesamte Fliissigkeit zu entfernen.
Waschen Sie die Réhrchen mit 3 ml Waschlosung (auBBer Gesamtaktivitit)
und saugen Sie ab. Vermeiden Sie Schaumbildung bei Zugabe der
Waschlosung.

Lassen Sie die Rohrchen 2 Minuten aufrecht stehen, und saugen Sie den
verbleibenden Fliissigkeitstropfen ab.

Werten Sie die Réhrchen in einem Gamma-Counter iiber 60 Sekunden aus.



XI

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.

Berechnen Sie die gebundene Radioaktivitit als Prozentsatz des am Null-

Kalibratorpunkt (0) bestimmten Wertes nach folgender Formel:

Aktivitat (Kalibrator oder Probe)
Aktivitdt (Null-Kalibrator)

Verwenden Sie semi-logarithmisches oder doppelt-logarithmisches
Millimeterpapier (iiber 3 Groenordnungen), tragen Sie die (B/B0(%))-Werte
fiir jeden Kalibratorpunkt ein als Funktion der 17-OHP-Konzentration fiir
jeden Kalibratorpunkt, schlieBen Sie offensichtliche ,,Ausreier* aus.
Computergestiitzte Methoden konnen ebenfalls zur Erstellung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Wir empfehlen die Berechnung mit
einer ,,4 Parameter“-Kurvenfunktion.

Bestimmen Sie die 17-OHP-Konzentrationen der Proben iiber Interpolation
der Probenwerte B/B0(%)) der Referenzkurve.

Die erzielte Konzentration fiir extrahierte Neugeborenenproben (siche X.B.)
kann direkt aus der Kurve abgelesen werden (kein Korrekturfaktor
erforderlich).

Bei jedem Assay muss der Prozentsatz des gesamten gebundenen Tracers
ohne unmarkiertes 17-OHP (B0/T) gepriift werden.

B/BO(%) = x100

XII. TYPISCHE WERTE

Die folgenden Daten wurden mithilfe eines 6 Wochen alten Tracers erhalten,
dienen nur zu Demonstrationszwecken und konnen nicht als Ersatz fir die
Echtzeitkalibrationskurve verwendet werden.

(17-OHP)-RIA-CT cpm B/Bo (%)

Gesamtaktivitdt 32363

Kalibrator 0,00 ng/ml 12596 100,0

0,17 ng/ml 9769 77,6

0,59 ng/ml 6529 51,8

1,4 ng/ml 3752 29,8

4,3 ng/ml 1396 11,1

14,0 ng/ml 479 3,8

XI1l. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A.

Empfindlichkeit
Der LoB (Limit of Blank) wurde durch Messung des 20-fachen Blindwerts
getestet und als Mittelwert + 2 Standardabweichung der Verteilung der
Testwerte berechnet.
LoB wurde mit 0,03 ng/ml berechnet.
Die Nachweisgrenze (LoD) wurde als LoB + 1.645 Standardabweichung
einer Probe mit niedriger Konzentration, gemessen in 10 verschiedenen
Tests, berechnet.
Der LoD wurde mit 0,09 ng/ml berechnet.

Die LoQ (Quantifizierungsgrenze) wurde durch Testen von 4 Proben
mit niedriger Konzentration in 10 verschiedenen Tests berechnet.
Der LoQ wurde mit 0,14 ng/ml berechnet.
Spezifitit

Die Spezifitit wurde bestimmt, indem Steroide, die in Patientenproben
vorkommen konnten, zu einem Pool von 17-OHP-Proben (£ 0,5 ng/ml)
hinzugefiigt wurden.

Substanz Zugeg. Menge Kreuzreaktivitit
(ng/ml) (%)
17a-Hydroxyprogesteron - 100
Progesteron 500 0,7
170-Hydroxypregnenolon 1000 0,3
21-Deoxycortisol 1000 1,07
Pregnenolon 500 0,02
11-Deoxycortisol 500 0,21
Corticosteron 1000 0,008
11-Deoxycorticosteron 500 0,24
Cortisol 5000 0,005
Testosteron 5000 0,004
Androstendion 5000 0,01
Ostradiol 1000 0,008
17a-Hydroxypregnenolonsulfate 5000 0,34

Die Wirkung potenzieller Interferenten auf Proben wurde mit dem DIAsource
170HP-RIA-CT ausgewertet. Verschiedene Konzentrationen von Hdmoglobin,

Bilirubin , Triglyzerid und Serum-Bilirubinkonjugatproben wurden an Proben mit

unterschiedlichen

170-Hydroxyprogesteron-Konzentrationen

getestet.

Unser

Akzeptanzkriterium war eine Interferenz von weniger als 10 %. Die getesteten
Substanzen beeintrichtigten nicht die Performance des DIAsource 170HP-RIA-

CT-Tests.

Konzentration des
Interferenten
(mg/dl)

170HP
(ng/ml)

Mittelwert

Substanz Streuung

250
500
250
500

0,57

Hémoglobin 98.6%

0,57 50
1,8 50

Konjugiertes Bilirubin 95.1%

Nicht konjugiertes 0,57
Bilirubin 50

99.2%

0.57 250

1000

Triglyzerid 97.0%

100

500
1000

C.

Prizision

INTRA-ASSAY

INTRA-ASSAY

NACH EXTRAKTION

<X>+SD Ccv
(ng/ml) (%)

<X>=+SD Ccv
(ng/ml) (%)

Serum N Serum N

A 20
B 20

0,73 0,05 6,8 C 24
1,94 £ 0,09 4,6 D 24

0,56+0,06 | 10,7
1,814 0,17 9,4

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

INTER-ASSAY INTER-ASSAY
NACH EXTRAKTION
Serum N <X>=SD Ccv Serum N <X>=+SD Cv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 12 | 0,69+0,06 | 8.7 A 8 0,72 +0,13 18
B 12 | 2,08+0,16 | 7.6 B 8 2,03 +0,39 19,2

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit

VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdiinnung Theoretische Gemessene

Konz. Konz.
(ng/ml) (ng/ml)

11 - 33

172 1,65 1,79

1/4 0,83 1,0

1/8 0,42 0,5

1/16 0,21 0,27

Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verdiinnt.



WIEDERFINDUNGSTEST

Probe Zugeg. 17-OHP Wiedergef. 17- Wiedergefunden
(ng/ml) OHP (%)
(ng/ml)
1 6 5,7 95
3 2,99 99
1,5 1,64 109
0,75 0,81 108
2 6 5,27 87
3 2,86 95
1,5 1,49 99
0,75 0,74 98

Umrechnungsfaktor:
Von ng/ml in nmol/L: x 3,03

Von nmol/L in ng/ml: x 0,33
Es sind uns keine internationalen Referenzen zu diesen Parametern bekannt.

E. Zeitverzogerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe
Es wird im folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
gewihrleistet ist, wenn die Probe 40 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
in die beschichteten Rohrchen zugegebent wird.

ZEITABSTAND
Probe (ng/ml) 0 10' 30 40'
Probe 1 0,63 0,65 0,73 0,74
Probe 2 2,03 2,4 2,37 2,2
F. Einschrinkungen fiir Neugeborenenproben

Sehr kleine Kinder (< 3 Monate alt) verfiigen iiber hohe Werte fiir 17a-
Hydroxypregnenolonsulfat. Trotz der Tatsache, dass es so gut wie keine
Kreuzreaktion mit diesem Molekiil gibt, empfehlen wir die Durchfithrung
des Extraktionsverfahrens (X. B.)

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

- Der Prozentsatz von insgesamt gebundenem Tracer in Abwesenheit von
nicht markiertem 17-OHP (BO/T) muss > 25 % sein.

- Entsprechen die Ist-Werte nicht den auf den Flaschchen angegebenen Soll-
Werten, koénnen diese Werte, ohne treffende Erklarung fiir die
Abweichungen, nicht weiterverarbeitet werden.

- Falls weitere Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen eigenen
Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte. Erinnern Sie
sich, dass zwei Gefrier-Auftau-Zyklen erlaubt sind.

- Akzeptanzkriterien fiir die Differenz zwischen den Resultaten der
Wiederholungstests anhand der Proben miissen auf Guter Laborpraxis
beruhen.

XV. ZUERWARTENDER BEREICH

Diese Werte sind nur Richtwerte; jedes Labor muss seinen eigenen
Normalwertbereich ermitteln.

Konzentrationsbereich Anzahl von Personen
(2,5 bis 97,5 %
Perzentile)
(ng/ml)
Gesunde Minner 0.67 —3.32 79
Gesunde Frauen
. Follikelsphase 0.41-2.27 50
. Lutealphase 0.23 -3.87 28
Schwangerschaft
. 1. Trimester 2.60-7.95 30
. 2. Trimester 1.83-9.74 30
. 3. Trimester 3.54-18.97 15
Neugeborene 0.34-1.96 23 (0 bis 3 Monate)
(nach Extraktion)

XVI. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthilt '*°T (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende X (28 keV) und
v (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 Glasbehélter, die
mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden konnen, miissen ausgesondert
werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen Radioisotopen zu
verhindern.

Verschiittete radioaktive Substanzen miissen sofort den Sicherheitsbestimmungen
entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfille miissen entsprechend den
lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fiir das Labor zustédndigen Behérden
gelagert werden. Das Einhalten der Sicherheitsbestimmungen fiir den Umgang mit
radioaktiven Substanzen gewahrleistet ausreichenden Schutz.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit européischen und
in den USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie waren negativ fiir HBsAg,
anti-HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode kann jedoch
vollkommene Sicherheit liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht Hepatitis,
AIDS oder andere Infektionen iibertragen. Deshalb sollte der Umgang mit
Reagenzien, Serum oder Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den
Sicherheitsbestimmungen erfolgen.

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern stammen aus Léndern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde. Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen
enthalten, als potentiell ansteckend behandelt werden.

Vermeiden Sie Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid als
Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder Kupfer in den
Abflufirohren reagieren und so hochexplosive Metallazide bilden. Spiilen Sie
wiahrend der Waschschritte den Abfluf} griindlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Threm Arbeitsbereich, und verwenden
Sie keine Kosmetika . Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Tragen Sie
Schutzkleidung und Wegwerthandschuhe.
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XVIII. ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

GESAMT- KALIBRATOREN PROBE(N)- Extrahierte
AKTIVITAT (ul) KONTROLLEN Proben
S) (uh)
(uD) ()
Kalibratoren - 25 - -
0as)
Proben, - - 25 -
Kontrollen
Extrahierte - - - 50
Proben
500
Tracer 500 500 500
Inkubation 3 Std. bei 37°C
Separation - absaugen
Waschlosung 3,0 ml
Separation absaugen
Auswertung Messen der Réhrchen 60 Sekunden
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per ’uso

170-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-CT

1. USO DEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro del 17a-idrossiprogesterone (17-OHP) in
siero o plasma.

1I. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource 170-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-CT Kit
B. Numero di catalogo: KIP1409: 96 test
C. Prodotto da: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Per informazioni tecniche o su come ordinare il prodotto contattare:
Tel: +32 (0) 10 84.99.11 Fax: +32 (0) 10 84.99.91

111 INFORMAZIONI CLINICHE
A Attivita biologiche del 17a-idrossiprogesterone

11 170-idrossiprogesterone (17-OHP) ¢ un ormone steroideo C-21 (peso molecolare 330,3) prodotto, a partire
dal 170-idrossipregnenolone, nelle ghiandole surrenali e anche in ovaie, testicoli e placenta. I1 17-OHP viene
sottoposto ad idrossilazione in posizione 11 e 21 al fine di produrre cortisolo attraverso 1'l 1-deossicortisolo.

B. Applicazioni cliniche del dosaggio del 17a-idrossiprogesterone

Di norma, i dosaggi di 17-OHP del liquido amniotico o del siero sono rilevanti ai fini della diagnosi di
iperplasia surrenale congenita (CAH). La CAH ¢ dovuta a un deficit di un enzima specifico (sono stati
descritti ben sei diversi deficit enzimatici). In conseguenza di dette carenze si genera un aumento di ACTH
che da luogo a iperplasia surrenale con relativo incremento di numerosi precursori steroidi. Tuttavia ¢
interessante conoscere il valore di 17-OHP nei pazienti affetti da varicocele, (Il 17-OHP e il testosterone
rappresentano gli indicatori del funzionamento delle cellule di Leydig) e in pazienti di sesso maschile in eta
avanzata indica la presenza di ipertrofia prostatica benigna (BPH) e di carcinoma della prostata (PCA) (nei
gruppi PCA e BPH il livello di 17-OHP nel plasma risulta notevolmente piu basso rispetto a quello
riscontrato in uomini in condizioni normali).

Esistono altri domini per le indagini sul 17-OHP, tra i quali figurano: infertilita maschile, ragazze con
virilizzazione prepuberale, bambini con dolore surrenale prematuro (in tali casi i valori di 17-OHP risultano
aumentati in assenza o a seguito di una stimolazione con ACTH).



1v.  PRINCIPIO DEL METODO

Una quantitd definita di 17-OHP marcata con I compete con il 17-OHP
presente in calibratore e campioni per un numero definito di siti di un anticorpo
adsorbito sulla superficie interna di provette di polistirene. Poiché 1’anticorpo ¢
altamente specifico, non ¢ necessario eseguire estrazioni o separazioni
cromatografiche. Dopo 3 ore di incubazione a 37°C, la reazione di competizione
viene interrotta per aspirazione della miscela di reazione. Le provette vengono
quindi lavate con tampone di lavaggio diluito e aspirate. La concentrazione di 17-
OHP nei campioni viene calcolata per interpolazione sulla curva calibratore.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da 96 Volume di
test ricostituzione

Provette sensibilizzate

con anticorpo anti 17- 2x48 Pronte per 'uso
OHP
Ag 1 1 flacone Pronto per I’'uso
Marcato: 17-OHP marcato con '>I (grado 1;(5) 1[331
HPLC), in tampone fosfato/acido citrico 4
con caseina bovina e azide (<0,1%)
CAL n 1 flacone Pronto per 'uso
Calibratore zero in siero umano e sodio 3ml
azoturo (0,5%)
CAL 5 flaconi Pronti per I’'uso
0,5 ml

Calibratore 1-5 di 17-OHP, (le
concentrazioni esatte degli calibratore
sono riportate sulle etichette dei flaconi),
in siero umano e sodio azoturo (0,5%)

| WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ s
1 flacone Diluire 70 x con acqua

10 ml distillata usando un
Tampone di lavaggio (TRIS-HCI) agitatore magnetico

CONTROL | N

2 flaconi Aggiungere 0,5 ml di
liofilizzati | acqua distillata

Controlli: N =1 0 2, in plasma umano e
timolo

Note : Usare lo calibratore zero per diluire i campioni.
VI. REATTIVI NON FORNITI

11 seguente materiale ¢ richiesto per il dosaggio ma non ¢ fornito nel kit.

1. Acqua distillata.

2. Pipette per dispensare 25 pl, 500 pl e 3 ml (Si raccomanda di
utilizzare pipette accurate con puntale in plastica monouso).

3 Agitatore tipo vortex.

4 Agitatore magnetico.

5. Bagno d’acqua a 37°C.

6. Pipetta a ripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.

7 Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).

8 Contatore gamma con finestra per '*°I (efficienza minima 70%).

9 Incubatore a 37 °C
Opzionali (per ’estrazione)

10. Dietil-etere (per analisi chimiche, purezza > 98%)

11. Provette di vetro monouso (12 x 75 mm) e relativi tappi.

12. Soluzione di ricostituzione DIAsource per (17-OHP)-RIA-CT. rif:
32.140.74.

VII. PREPARAZIONE DEI REATTIVI

A. Controlli: Ricostituire i controlli con 0,5 ml di acqua distillata.

B. Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 69
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(70 x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea.
La soluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

VIIl. CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

- I reattivi non utilizzati sono stabili a 2-8°C fino alla data riportata su
ciascuna etichetta.
- Dopo ricostituzione, i controlli sono stabili per 1 settimana a 2-8°C e,

IX.

—_—

XL

suddivisi in aliquote a —20°C per 3 mesi.

La soluzione di lavoro del tampone di lavaggio deve essere preparata fresca

ogni volta e usata nello stesso giorno della preparazione.

Dopo apertura del flacone, il marcato ¢ stabile fino alla data di scadenza
riportata sull’etichetta, se conservato a 2-8°C nel flacone originale ben
tappato.

Alterazioni dell’aspetto fisico dei reattivi possono indicare una loro
instabilita o deterioramento.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Conservare i campioni di siero o plasma a 2-8°C.
Se il dosaggio non viene eseguito entro 48 ore dal prelievo, i campioni
vanno conservati a —20°C.
Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.
11 plasma eparinizzato fornisce risultati inferiori del 10% rispetto al siero:
Y (Plasma epar) = 0,9 x (Siero) + 0,20 r=0,92 n=20
1l plasma in EDTA fornisce risultati inferiori del 10% rispetto al siero:
Y (Plasma in EDTA) = 0,9 x (Siero) + 0,18 r=0,87 n=20

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze generali

Non usare il kit o suoi componenti oltre la data di scadenza. Non
mescolare reattivi di lotti diversi. Prima dell’uso portare tutti i reattivi a
temperatura ambiente.

Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione. Per evitare
contaminazioni incrociate, cambiare il puntale della pipetta ogni volta che
si usa un nuovo reattivo o campione.

L’uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sistemi di pipettamento
automatici migliora la precisione del dosaggio. Rispettare i tempi di
incubazione.

Allestire una curva di taratura per ogni seduta analitica, in quanto non ¢
possibile utilizzare per un dosaggio curve di taratura di sedute analitiche
precedenti.

Estrazione di campioni di neonati (opzionale) — PER CAMPIONI DI
SIERO

Etichettare una provetta di vetro per ciascun campione (non estrarre i
calibratori o i controlli).

Pipettare 75 pul di siero quindi 2,25 ml di dietil-etere.

Vortexare tutte le provette energicamente (2 x 1 minuto).

Lasciar riposare sul banco per 5 minuti.

Riporre le provette a -20°C per congelare la fase acquosa.

Preparare una seconda serie di provette di vetro e, per ciascun campione,
trasferirvi la fase organica. Evitare di contaminare con la fase acquosa.

Far evaporare completamente la fase organica (etere) sotto un flusso d’aria
oppure ponendo le provette a 37°C (bagno d’acqua). Manipolare sotto
cappa.

Dissolvere ’estratto di dietil-etere in 150 pl di Soluzione di ricostituzione
(non fornita, si veda VI.). Vortexare energicamente per 1 minuto.

Lasciar riposare per 10-15 minute quindi vortexare nuovamente per 1
minuto. Questi volumi consentono di eseguire 1’analisi in duplicato.

Metodo del dosaggio

Numerare le provette sensibilizzate necessarie per dosare in duplicato ogni
calibratore, campione o controllo. Numerare 2 provette non sensibilizzate
per la determinazione dell’attivita totale.

Agitare brevemente su vortex calibratore, campioni e controlli. Erogare 25
pl di calibratore, campioni e controlli nelle rispettive provette. Per I
campioni di neonato estratti, pipettare 50 pl invece di 25 pl.

Erogare 500 pl di 17-OHP marcato con '*I in tutte le provette, comprese
quelle per ’attivita totale.

Scuotere gentilmente il portaprovette per liberare eventuali bolle d’aria
intrappolate nel liquido contenuto nelle provette.

Incubare 3 ore 37°C.

Aspirare il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quelle per
Iattivita totale, facendo attenzione che il puntale dell’aspiratore raggiunga
il fondo delle provette e che aspiri tutto il liquido.

Lavare tutte le provette, tranne quelle per Dattivita totale, con 3 ml di
soluzione di lavoro di tampone di lavaggio, evitando di provocare la
formazione di schiuma.

Lasciare decantare le provette in posizione verticale per due minuti circa e
aspirare eventuali gocce di liquido residue.

Contare tutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.



XII.

Calcolare il rapporto (rapporto di competizione) tra radioattivita legata
alle provette di calibratore 1-5, campioni e controlli (B) e la radioattivita
legata alle provette dello calibratore zero (B0).

cpm (Calibratore, campioni o controlli)

B/B0 (%) = x100

cpm (Zero Calibratore )

Usando carta semilogaritmica a 3 cicli o logit-log e ponendo in ordinata i
rapporti di competizione. B/BO (%) per ogni calibratore e in ascissa le
rispettive concentrazioni di 17-OHP, tracciare la curva di taratura, scartare
i valori palesemente discordanti.

E possibile utilizzare un sistema di interpolazione dati automatizzato. Con
un sistema automatico di interpolazione dati utilizzare la curva a 4
parametri.

Per interpolazione sulla curva di taratura dei rapporti di competizione di
campioni e controlli, determinare le rispettive concentrazioni di 17-OHP.
La concentrazione ottenuta per i campioni di neonato estratti (si veda
X.B.) puo essere letta direttamente sulla curva (non ¢ necessario alcun
fattore di correzione).

Per ogni dosaggio determinare la capacita legante BO/T.

CARATTERISTICHE TIPICHE

I dati sotto riportati, ottenuti con un tracciante di 6 settimane, sono forniti a titolo
di esempio e non devono essere utilizzati per calcolare le concentrazioni di 17-
OHP in campioni e controlli al posto della curva calibratore eseguita

contemporaneamente.
(17-OHP)-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Attivita totale 32363
Calibratore 0,00 ng/ml 12596 100,0
0,17 ng/ml 9769 77,6
0,59 ng/ml 6529 51,8
1,4 ng/ml 3752 29,8
4,3 ng/ml 1396 11,1
14,0 ng/ml 479 3,8

XIIl. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A.

Sensibilita
11 LoB (limite del bianco) ¢ stato testato misurando 20 volte il bianco ed ¢
stato calcolato come media + 2 deviazione standard della distribuzione dei
valori del test.
LoB ¢ stato calcolato a 0,03 ng/ml.
Il LoD (limite di rilevamento) ¢ stato calcolato come deviazione standard
LoB + 1.645 di un campione a bassa concentrazione misurato in 10 diversi
test.
11 LoD ¢ stato calcolato a 0,09 ng/ml.
11 LoQ (limite di quantificazione) ¢ stato calcolato testando 4 campioni a
bassa concentrazione, in 10 diversi dosaggi.
11 LoQ ¢ stato calcolato a 0,14 ng/ml.
Specificita

La specificita ¢ stata calcolata aggiungendo a un pool di campioni di 17-
OHP (+ 0,5 ng/ml) gli steroidi che potrebbero essere presenti nei campioni
del paziente.

di emoglobina, bilirubina, trigliceridi e bilirubina coniugata in campioni di siero a

diversa concentrazione di

170-idrossiprogesterone.

In base ai criteri di

accettazione, 1’interferenza doveva essere minore del 10%. Le sostante analizzate
non influivano sulle prestazioni del test DIAsource 170HP-RIA-CT.

170HP

Sostanza (ng/ml)

Concentrazione
dell’interferente
(mg/dl)

Variazione
media

250

500

Emoglobina

0,
250 98.6%

500

50
95.1%

Bilirubina coniugata

Bilirubina non

coniugata

99.2%

1000

Trigliceridi

1.54

97.0%
50

100

250

500

1000

C. Precisione
INTRA SAGGIO

INTER SAGGIO
DOPO L’ESTRAZIONE

Siero N <X>+SD Ccv

(ng/ml) (%)

Siero N <X>=+SD Ccv

(ng/ml) (%)

A 20
B 20

0,73 £ 0,05 6,8
1,94 + 0,09 4,6

C 24
D 24

0,56 + 0,06 10,7
1,81 +£0,17 9,4

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

INTER-SAGGIO

INTER-SAGGIO
DOPO L’ESTRAZIONE

Siero N <X>+SD Ccv Siero N <X>+£SD CvV
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 12 0,69 +0,06 | 8,7 A 8 0,72+ 0,13 18
B 12 2,08+0,16 | 7,6 B 8 2,03 +0,39 19,2

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accuratezza

Composto Quantitativo aggiunto Cross-Reattivita
(ng/ml) (%)
17a-idrossiprogesterone - 100
Progesterone 500 0,7
17a-idrossipregnenolone 1000 0,3
21-deossicortisolo 1000 1,07
Pregnenolone 500 0,02
11-deossicortisolo 500 0,21
Corticosterone 1000 0,008
11-deossicorticosterone 500 0,24
Cortisolo 5000 0,005
Testosterone 5000 0,004
Androstenedione 5000 0,01
Estradiolo 1000 0,008
17a-idrossipregnenolone solfato 5000 0,34

E stato valutato Deffetto delle potenziali sostanze interferenti sui campioni
utilizzando il test DIAsource 170HP-RIA-CT. Sono stati analizzati diversi livelli

TEST DI DILUIZIONE
Siero Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(ng/ml) (ng/ml)
1/1 - 33
1/2 1,65 1,79
1/4 0,33 1,0
1/8 0,42 0,5
1/16 0,21 0,27
I campioni sono stati diluiti con calibratore zero.
TEST DI RECUPERO
Campione 17-OHP aggiunto 17-OHP Recupero




(ng/ml) recuperato (%)
(ng/ml)
1 6 5,7 95
3 2,99 99
1,5 1,64 109
0,75 0,81 108
2 6 5,27 87
3 2,86 95
1,5 1,49 99
0,75 0,74 98

Fattore di conversione:
ng/ml in nmol/l : x 3,03
nmol/l in ng/ml : x 0,33

Al momento non risulta disponibile uno calibratore di riferimento
internazionale per questo parametro.

E. Tempo trascorso tra I’aggiunta dell’ultimo calibratore e il campione
Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio si mantiene accurato

anche quando un campione viene aggiunto nelle provette sensibilizzate 40
minuti dopo 1’aggiunta del calibratore.

TEMPO TRASCORSO
Campione 0’ 10’ 30' 40'
(ng/ml)
Campione 1 0,63 0,65 0,73 0,74
Campione 2 2,03 2,4 2,37 2,2
F. Limitazioni per i campioni di neonato

I neonati (eta < 3 mesi) presentano livelli elevati di 17a-
idrossipregnenolone solfato. Nonostante 1’assenza quasi totale di
formazione di reazioni incrociate con questa molecola, si raccomanda di
eseguire la procedura di estrazione (X.B.)

XIV. CONTROLLO DI QUALIT/i INTERNO

- La percentuale della capacita legante BO/T deve risultare > 25%.

- Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
all’interno dei limiti riportati sull’etichetta dei flaconi, non é
opportuno utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, a meno che non
si trovi una giustificazione soddisfacente.

- Ogni laboratorio puo preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote. Non congelare e scongelare
un’aliquota piu di due volte.

- I criteri di accettazione delle differenze tra i risultati in duplicato dei
campioni devono basarsi sulla buona prassi di laboratorio.

XV.INTERVALLI DI RIFERIMENTO
Questi valori sono puramente indicativi, ciascun laboratorio potra stabilire i
propri intervalli di valori normali.

Intervallo Numero di soggetti
concentrazione
(dal 2,5 al 97,5%)
(ng/ml)
Maschi normali 0.67 —3.32 79
Femmine normali
. Fase follicolare 0.41-2.27 50
. Fase luteinica 0.23 -3.87 28
Gravidanza
. Primo trimestre 2.60—-7.95 30
. Secondo trimestre 1.83-9.74 30
. Terzo trimestre 3.54-18.97 15
Neonati (dopo 0.34-1.96 23 (da 0 a 3 mesi)
I’estrazione)

XVI. PRECAUZIONI PER L’USO

Sicurezza

11 kit ¢ solo per uso diagnostico in vitro.

11 kit contiene '»°I (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) e y (35.5 keV)
ionizzanti.

L’acquisto, la detenzione, I’utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale. In nessun caso il prodotto puo 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. I rifiuti radioattivi devono essere smaltiti
secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per ’uso di sostanze radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
I reattivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o da FDA e si sono rivelati negativi per HBs
Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di
offrire la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare
epatiti, AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi o i campioni
di siero o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

Tutti i prodotti di origine animale o loro derivati provengono da animali sani. I
componenti di origine bovina provengono da paesi dove non sono stati segnalati
casi di BSE. E’ comunque necessario considerare i prodotti di origine animale
come potenziali fonti di infezioni.

Evitare ogni contatto dell’epidermide con i reattivi contenenti sodio azoturo come
conservante. Il sodio azoturo spuo reagire con piombo rame o ottone presenti
nelle tubature di scarico per formare metallo-azoturi esplosivi. Smaltire questi
reattivi facendo scorrere abbondante acqua negli scarichi.

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.
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XVIII. SCHEMA DEL DOSAGGIO



Attivita Calibr Campioni Campioni
totale atore Controlli estratti
(uh) S) ()

(ul) (ub)
Calibratore (0 a 5) - 25 - -
Campioni, controlli - - 25 -
Campioni estratti - - - 50
Marcato 500 500 500 500
Incubazione 3orea37°C
Separazione - Aspirare
Soluzione di lavoro del 3,0 ml

tampone di lavaggio
Separazione

Aspirare con cautela

Conteggio

Contare le provette per 1 minuto
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Leer el protocolo completo antes de usar.

170-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-CT

INSTRUCCIONES DE USO

Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa in vitro de la 17a-hidroxiprogesterona (17-
OHP) humana en suero y plasma.

11

111

INFORMACION GENERAL
Nombre: DIAsource 17a-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-CT Kit
Numero de Catalogo: KIP1409: 96 test

Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Para cuestiones técnicas y informacion sobre pedidos contactar:
Tel: +32 (0) 10 84.99.11 Fax: +32 (0) 10 84.99.91

INFORMACION CLINICA

Actividades biologicas de 17a-hidroxiprogesterona

17a-hidroxiprogesterona (17-OHP) es una hormona C-21 esteroide (peso molecular 330.3)
producida de 17a-hidroxipregnenolona en la glandula suprarrenal y también en los ovarios, los
testiculos y la placenta. 17-OHP es hidroxilada en las posiciones 11 y 21 para producir cortisol via
11-desoxicortisol.

Aplicaciones clinicas de la determinacion de 17a-hidroxiprogesterona

Por lo general las dosis de liquido amnidtico 17-OHP son importantes para el diagndstico de
hiperplasia suprarrenal congénita (CAH). Esta CAH es causada por un defecto de enzima
especifico (seis deficiencias distintas han sido descritas). Debido a estas deficiencias, ACTH
aumenta y causa hiperplasia suprarrenal y el desarrollo de muchos precursores esteroideos. Pero es
también interesante que se conozca el valor de 17-OHP en pacientes con varicocele (17-OHP y
testosterona marcan la funcion celular Leydig) y en pacientes masculinos envejecidos para detectar
hipertrofia prostatica benigna (BPH) y carcinoma de la prdstata (PCA) (el 17-OHP es
considerablemente mas bajo en grupos con PCA y BPH que en hombres normales).

Hay otros campos para investigaciones con 17-OHP como: esterilidad masculina, nifias con
virilizacién peripuberal, nifios con adrenarquia prematura (en estos casos, los valores de 17-OHP
estan aumentados sin o después del estimulo con ACTH).



Iv.

Una cantidad fija de 17-OHP marcada con 1'* compite con el 17-OHP a medir,

PRINCIPIOS DEL METODO

presente en la muestra 6 en el calibrador, por los puntos de union del anticuerpo

inmovilizado en las paredes de un tubo de poliestireno.
extraccion ni cromatografia debido a la alta especificidad de los anticuerpos
utilizados. Después de 3 horas de incubacion a 37°C, una aspiracion termina con
la reaccion de competicion. Los tubos se lavan con 3 ml de Soluciéon de lavado y
se aspiran otra vez. Se dibuja la curva de calibracion y las concentraciones de 17-

OHP de las muestras se determinan por interpolacion de la dosis en la curva de

calibracion.
V. REACTIVOS SUMINISTRADOS
Reactivos Kit 96 test Reconstitucion
Tubos recubiertos con 2x48 Listo para uso
anti 17-OHP
Ag 1251 1 vial Listo para uso
55 ml
190 kBq

TRAZADOR:17-OHP marcado con 1125
(grado HPLC) en tampon fosfato/acido citrico
con caseina bovina y azida (<0,1%)

Calibrador cero en suero humano y azida

Listo para uso

CAL n 1 vial
3ml

(0,5%)
CAL - 5 viales Listo para uso
0,5 ml
Calibradores 17-OHP -N=1al 5
(mirar los valores exactos en las etiquetas) en
suero humano y azida (0,5%)
1 vial Diluir 70 x con
WASH R .
| | SOLN | cone | 10 ml agua destilada
Solucién de lavado ( TRIS-HCI) (utilizar agitador
magnético)
2 viales Aiadir 0,5 ml de

Controles -N =102
en plasma humano y timol

liofilizados agua destilada

Nota: Para diluciones de muestras utilizar estandar cero

VI

MATERIAL NO SUMINISTRADO

El material mencionado a continuacion es necesario y no esta incluido en el kit

Agua destilada

Pipetas de 25ul, 500ul y 3 ml (Se recomienda el uso de pipetas precisas con
puntas desechables de pléstico)

Vortex

Agitador magnético

Baiio con agua a 37°C

Jeringa automatica 5 ml (tipo Cornwall) para el lavado

Sistema de aspiracion (opcional)

Contador de radiaciones gamma para medir I'** ( minima eficiencia 70%)

Incubadora a 37 °C

Opcional (para extraccion)

. Dietiléter (grado analitico; pureza > 98%)
. Tubos de vidrio desechables (12 x 75 mm), con tapones.
12.

Solucion de reconstitucion DIAsource para (17-OHP)-RIA-CT. ref.:
32.140.74.

VII. PREPARACION DE REACTIVOS

A.
B.

Controles: Reconstituir los controles con 0,5 ml de agua destilada.

Solucién de lavado de trabajo: Preparar el volumen necesario de Solucion
de lavado de trabajo mezclando 69 partes de agua destilada por 1 parte de
Solucion de lavado (70x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucion de lavado de trabajo no utilizada al
final del dia.

No se requiere ni

VIIl. ALMACENAJE Y CADUCIDADES DE LOS REACTIVOS

B.

Antes de abrir 6 reconstituir todos los componentes de los kits son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan a 2-8°C.
Después de su reconstitucion los controles son estables durante una
semana a 2-8°C. Para periodos mas largos, alicuotar y guardar a —20°C
durante 3 meses.

La solucion de lavado de trabajo recién preparada solo debe utilizarse en el
mismo dia.

Después del primer uso, el trazador es estable hasta la fecha de caducidad,
si se guarda en el vial original cerrado a 2-8°C.

Las alteraciones de los reactivos en el aspecto fisico pueden indicar
inestabilidad 6 deterioro.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras de suero 6 plasma deben ser guardadas a 2-8°C.
Si el ensayo no se realiza en 48 hrs., almacenar las muestras a —20°.
Evitar congelar y descongelar sucesivamente.
El plasma heparinizado da resultados 10% mas bajos que el suero:
Y (hep. plasma) = 0,9 x (Suero) +0,20 r=0,92 n=20
El plasma con EDTA da resultados 10% mas bajos que el suero:
Y (plasma EDTA)=0,9 x (Suero) + 0,18 r=0,87 n=20

PROTOCOLO

Notas de manejo

No utilizar el kit 6 componentes después de la fecha de caducidad. No
mezclar reactivos de diferente numero de lote. Llevar todos los reactivos a
temperatura ambiente antes de su uso.

Agitar minuciosamente todos los reactivos y muestras, agitandolos o
girandolos suavemente. Con el fin de evitar ninguna contaminacién
utilizar puntas de pipetas desechables y limpias para la adicion de cada
reactivo y muestra.

El uso de pipetas de precision 6 equipamiento de dispensacion automatica
mejorara la precision. Respetar los tiempos de incubacion.

Preparar la curva de calibracion en cada ensayo, no utilizar los datos de un
ensayo previo.

Extraccion de muestras de recién nacidos (opcional) — PARA

MUESTRAS DE SUERO

kWD

W

Marcar un tubo de vidrio para cada muestra (no extraer calibradores ni
controles).

Pipetear 75 pl de suero y seguidamente 2,25 ml de dietiléter.

Mezclar todos los tubos vigorosamente en el vortex ( 2 x 1 minutos).
Dejarlos reposar sobre la mesa durante 5 minutos.

Guardar los tubos a -20 °C para congelar la fase acuosa.

Preparar una segunda serie de tubos de vidrio y transferir la fase organica
de cada muestra en los nuevos tubos. Evitar la contaminacién que puede
provocar la fase acuosa.

Evaporar completamente la fase organica (éter) bajo un chorro de aire o
llevando los tubos a una temperatura de 37°C (bafio con agua). Manipular
llevando una capucha.

Disolver el extracto de éter seco con 150 ul de solucion de reconstitucion
(no se suministra, ver VI.). Mezclar vigorosamente en el vortex durante 1
minuto.

Dejar reposar durante 10-15 minutos y volver a mezclar en el vortex
durante 1 minuto. Estos volumenes permiten realizar la determinacion por
duplicado.

Protocolo

Marcar los tubos recubiertos por duplicado para cada unos de los
estandares, muestras y controles. Para la determinacion de las Cuentas
Totales, marcar 2 tubos normales.

Agitar brevemente los calibradores, muestras y controles y dispensar 25 pl
de cada uno en sus respectivos tubos. Para muestras extraidas de recién
nacidos, pipetear 50 pl en vez de 25 pl.

Dispensar 0,5 ml de 17-OHP marcado con I'* en cada tubo, incluyendo
los tubos destinados a las Cuentas Totales.

Agitar suavemente la gradilla de tubos para soltar cualquier burbuja
adherida a las paredes de los tubos.

Incubar durante 3 horas a 37°C.

Aspirar el contenido de cada tubo (excepto los de Cuentas Totales).
Asegurarse que la punta de la pipeta de aspiracion toca el fondo del tubo
con el fin de aspirar todo el liquido.



7. Lavar los tubos con 3 ml de Solucion de lavado de trabajo (excepto los de
Cuentas Totales) y aspirar. Evitar la formaciéon de espuma durante la
adicién de la Solucion de lavado

8. Dejar los tubos en posicion inversa durante 2 minutos y aspirar ¢l liquido
restante.

9. Medir la actividad de cada tubo durante 60 segundos en un Contador
Gamma.

XI. CALCULO DE RESULTADOS

—_

Calcular la media de los duplicados.
2. Calcular la radiactividad enlazada como un porcentaje de la unién con
respecto al calibrador cero (0) de acuerdo con la siguiente formula:

Cuentas (Calibrador 6 muestra)
Cuentas( Calibrador Cero)

B/B0(%) = x100

3. Utilizando papel 3 ciclo semilogaritmico 6 logit-log, representar los
valores de (B/B0%) de cada calibrador frente a las concentraciones del 17-
OHP de cada calibrador, rechazando los puntos exteriores.

4. Métodos computarizados de computacion de resultados pueden ser
utilizados para la construccion de la curva de calibracion. Si se utiliza un
sistema automatico de calculo de resultados, se recomienda usar la
representacion grafica ““ 4 parametros”.

S. Por interpolacion de los valores (B/B%) de las muestras, se determinan los
valores de las concentraciones de las mismas desde la curva de calibracion.

6. La concentracion obtenida para las muestras extraidas de recién nacidos
(ver X.B.) puede leerse directamente en la curva (no se necesita factor de
correccion).

7. El porcentaje total de enlace del trazador en ausencia de 17-OHP no

marcado (BO/T) debe ser calculado en cada ensayo.
XII. EJEMPLO DE RESULTADOS

Los datos mostrados a continuacion, fue obtenida con un trazador de 6 semanas,
sirven como ejemplo y nunca deberan ser usados como una calibracion real.

(17-OHP)-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Cuentas Totales 32363
Calibrador 0.00 ng/ml 12596 100,0
0,17 ng/ml 9769 77,6
0,59 ng/ml 6529 51,8
1,4 ng/ml 3752 29,8
4,3 ng/ml 1396 11,1
14,0 ng/ml 479 3,8

XIII. REALIZACION Y LIMITACIONES

A. Sensibilidad
El LoB (limite del blanco) se probé midiendo 20 veces el blanco y se
calculé como la desviacion estdndar media + 2 de la distribucion de los
valores de prueba.
LoB se calculo6 a 0,03 ng/ml.
El LoD (Limite de deteccion) se calculdé como el LoB + 1.645 Desviacion
estandar de una muestra de baja concentraciéon medida en 10 pruebas
diferentes.
El LoD se calcul6 en 0,09 ng/ml.
El LoQ (limite de cuantificacion) se calculd analizando 4 muestras de baja
concentracion, en 10 ensayos diferentes.
El LoQ se calcul6 en 0,14 ng/ml.

B. Especificidad

La especificidad fue estimada por la adicion de esteroides que pueden ser
presentes en las muestras de los pacientes a un pool de muestras de 17-
OHP (+ 0,5 ng/ml).

Componente Cantidad afiadida Reaccion-cruzada
(ng/ml) (%)
17a-hidroxiprogesterona - 100
Progesterona 500 0,7
17a-hidroxipregnenolona 1000 0,3
21-deoxicortisol 1000 1,07
Pregnenolona 500 0,02
11-deoxicortisol 500 0,21
Corticosterona 1000 0,008
11-deoxicorticosterona 500 0,24
Cortisol 5000 0,005
Testosterona 5000 0,004
Androstenediona 5000 0,01
Estradiol 1000 0,008
Sulfato del7a hidroxipregnenolona 5000 0,34

Se evaluo el efecto de sustancias potencialmente interferentes en las muestras
utilizando el DIAsource 170HP-RIA-CT. Se probaron muestras de suero con
diferentes niveles de Hemoglobina, Bilirrubina, Triglicéridos y Bilirrubina
Conjugada en muestras con diferentes concentraciones de 170-
hidroxiprogesterona. Nuestro criterio de aceptacion fue tener una interferencia de
menos de 10%. Las sustancias analizadas no afectaron el desempefio de la prueba
DIAsource 170HP-RIA-CT.

170HP Concentracion del
interferente
(ng/ml) (mg/dl)

Sustancia Variacién media

250
. 500
Hemoglobina 98.6%

250

500

Bilirrubina 0,57 50

0,
Conjugada 1.8 50 93.1%

50
Bilirrubina no 100
conjugada 50
100
50
100
0.57 250
500
S 1000
Triglicéridos 97.0%

50
100
1.54 250
500
1000

99.2%

C. Precision

INTRA-ENSAYO

INTRA-ENSAYO DESPUES DE LA EXTRACCION

Suero N <X>+DE Ccv Suero N <X>+DE Cv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 | 0,73 +0,05 6,8 C 24 0,56 = 0,06 10,7
B 20 1,94 + 0,09 4,6 D 24 1,81 £ 0,17 9,4

DE: Desviacion Estandar; CV: Coeficiente de variacion

ENTRE-ENSAYO

ENTRE-ENSAYO DESPUES DE LA EXTRACCION

Suero N <X>+DE Ccv Suero N <X>+DE Cv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 12 | 0,69+0,06 | 8.7 A 8 0,72 +0,13 18
B 12 | 2,08+0,16 | 7.6 B 8 2,03 +£0,39 19,2

DE: Desviacion Estandar; CV: Coeficiente de variacion



D. Exactitud

XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

Estos valores solamente sirven de pauta; cada laboratorio tiene que establecer sus
propios valores normales.

TEST DILUCION
Muestra Dilucién Concent. Concent.
Tedrica Medida
(ng/ml) (ng/ml)
1/1 - 33
12 1,65 1,79
1/4 0,33 1,0
1/8 0,42 0,5
1/16 0,21 0,27
Las muestras fueron diluidas con el calibrador cero.
TEST DE RECUPERACION
Muestra 17-OHP 17-OHP Recuperado
afnadido Recuperado (%)
(ng/ml) (ng/ml)
1 6 5,7 95
3 2,99 99
1,5 1,64 109
0,75 0,81 108
6 5,27 87
2 3 2,86 95
L5 1,49 99
0,75 0,74 98

Alcance de concentracion Numero de sujetos
(2,5 2 97,5% percentiles)
(ng/ml)

Hombres normales 0.67-3.32 79
Mujeres normales
. Fase folicular 041-2.27 50
. Fase lutea 0.23-3.87 28
Embarazo
. Primer trimestre 2.60—7.95 30
. Segundo trimestre 1.83-9.74 30
. Tercer trimestre 3.54-18.97 15
Recién nacidos 0.34-1.96 23 (0 a 3 meses)
(después de la
extraccion)

Factor de conversion:
De ng/ml a nmol/L: x 3,03
De nmol/L a ng/ml: x 0,33

De acuerdo con nuestros conocimientos, no existe ninguna preparacion de
referencia internacional de este parametro.

E. Tiempo de espera entre la dispensacion del ultimo calibrador y la de
la muestra

Como se muestra a continuacion la precision del ensayo se mantiene
incluso en el caso de dispensar la muestra 40 minutos después de haberse
adicionado el calibrador a los tubos cubiertos.

TIEMPO DE ESPERA
Muestra 0' 10’ 30' 40'
(ng/ml)
Muestra 1 0,63 0,65 0,73 0,74
Muestra 2 2,03 2,4 2,37 2,2
F. Limitaciones de las muestras de recién nacidos

Los nifios muy pequeiios (< 3 meses) presentan niveles elevados de sulfato
de 17a-hidroxipregnenolona. A pesar de que practicamente no existe
reaccion cruzada con esta molécula, se recomienda aplicar el protocolo de
extraccion (X. B.).

XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

- El porcentaje de trazador total ligado en la ausencia de 17-OHP no-
marcada (B0/T) tiene que ser > 25%.

- Si los resultados obtenidos para el Control 1 y/6 Control 2 no estan dentro
del rango especificado en la etiqueta del vial, los resultados obtenidos no
podran ser utilizados a no ser que se pueda dar una explicacion
convincente de dicha discrepancia

- Si es conveniente, - cada laboratorio puede utilizar sus propios pools de
controles, los cuales se guardan en alicuotas congeladas. No congelar y
descongelar mas de dos veces.

- Los criterios de aceptacion de la diferencia entre los duplicados de las
muestras se apoyan en las practicas de laboratorio corrientes.

XVI. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Seguridad
Para uso solo en diagnostico in vitro.

Este kit contiene I'** (vida media: 60 dias) emisor de rayos X (28 keV) y de rayos
v (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 legislacion del pais del usuario. En ningun caso el producto debera ser
suministrado a humanos y animales.

Todo el manejo de producto radiactivo se hara en una area sefalizada, 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
contaminacion con otros isotopos.

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 radiologica facilita una proteccion adecuada.

Los componentes de sangre humana utilizados en este kit han sido testados por
métodos aprobados por la CEE y/6 la FDA dando negativo a HBsAg, anti-HCV,
anti-HIV-1 y 2. No se conoce ningun método que asegure que los derivados de la
sangre humana no transmitan hepatitis, SIDA ¢ otras infecciones. Por lo tanto el
manejo de los reactivos y muestras se hara de acuerdo con los procedimientos de
seguridad locales.

Todos los productos animales y derivados han sido obtenidos a partir de animales
sanos. Componentes bovinos originales de paises donde BSE no ha sido
informado. Sin embargo, los componentes conteniendo substancias animales
deberan ser consideradas como potencialmente infecciosas.

Evitar cualquier contacto de los reactivos con la piel (azida sédica como
conservante). La azida en este kit puede reaccionar con el plomo y cobre de las
caflerias y producir azidas metalicas altamente explosivas. Durante el proceso de
lavado, hacer circular mucha cantidad de agua por el sumidero para evitar el
almacenamiento de la azida.

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

XVII. BIBLIOGRAFIA

1. ANDO S. et al (1983)
Plasma levels of 17-OH-progesterone and testosterone in patients with
varicoceles.
Acta Endocrinologica, 102,463-469.

2. BONACCORSI A. et al (1987)
Male infertility due to congenital adrenal hyperplasia: testicular
biopsy findings, hormonal evaluation, and therapeutic results in three
patients.
Fertility and Sterility, 47, 4, 664-670.

3. CACCIARE et al (1987)
Neonatal screening program for congenital adrenal hyperplasia in a
homogeneous Caucasian population.
Annals New York Academy of sciences 85-88.



DRAFTA D. et al (1982)

Plasma steroids in benign prostatic hypertrophy and carcinoma of the
prostate.

J. Steroid Biochem. 17, 689-693.

GRANOFF A. et al (1985)

17-hydroxyprogesterone responses to adrenocorticotropin in children
with premature adrenance.

Journal of Clinical Endrocrinology and Metabolism, 3, 409-415.

NEW M. et al (1983)

Genotyping steroid 21-hydroxylase deficiency hormonal reference
data.

Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism 57, 320-326.

SOLYOM J. et al (1987)

Detection of late-onset adrenal hyperplasia in girls with peripubertal
virilization.

Acta Endocrinologica (Copenh.) 115, 413-418.

XVIII. RESUMEN DEL PROTOCOLO

CUENTAS CALIBRA MUESTRA(S) MUESTRAS
TOTALES DORES CONTROL(S) EXTRAIDAS
(u) (uD) (ub) (ul)
Calibradores - 25 - R
(0-5)
Muestras, - - 25 -
controles
Muestras - - - 50
extraidas
Trazador 500 500 500 500
Incubacion 3 horas a 37°C
Separacion - aspirar
Solucién de 3,0 ml
lavado de
trabajo aspirar
Separacion
Recuento Contar los tubos durante 60 segundos
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Leia todo o protocolo antes de utilizar.

170-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-CT

UTILIZACAO PREVISTA

Radioimunoensaio para adeterminacdo quantitativa in vitro do 17a-hidroxiprogesterona (17-OHP)

humano no soro e no plasma.

11

INFORMACOES GERAIS

Nome do proprietario : DIAsource-Kit 170-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-

CT

Numero do catalogo : KIP1409 : 96 testes

Produzido por : DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Para obter informacées sobre aquisi¢do ou assisténcia técnica , contacte :
Bélgica Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91
Ou o representante local

III. SIGNIFICADO CLINICO-

A

Atividade Biologica da 17a-hidroxiprogesterona

17a-hidroxiprogesterona (17-OHP) é um hormonio esterdide C-21 (peso molecular 330.3) que ¢
produzido pela 17a-hedroxipregnenolona na adrenal e também nos ovarios, testiculos e placenta.
17-OHP ¢ hidroxilado na posi¢éo 11 e 21 para produzir cortisol via 11-deoxicortisol.

Aplicagées Clinicas da determinacdo da 17a-hidroxiprogesterona

Como regra, a dosagem de 17-OHP em soro ou fluido aminidtico sdo relevantes para o
diagnéstico da hiperplasia adrenal congénita (HAC). Esta HAC ¢ devido ao defeito especifico na
enzima ( seis diferentes deficiéncias enzimaticas tem sido descritas). Como resultado destas
deficiéncias, ha um aumento de ACTH produzindo hiperplasia adrenal e elevagdo de muitos
precursores esterdides . Mas ¢ também muito interessante para conhecer o valor de 17-OHP em
pacientes com varicocele. (17-OHP e testosterona representam marcadores da fungo das células de
Leydig ) e em pacientes homens mais velhos, para detectar Hipertrofia Prostatica Benigna (BPH) e
carcinoma de prostata (PCA) (plasma 17-OHP ¢ significantemente baixo em grupos PCA ¢ BPH
quando comparados com homens normais).

Existem outros pontos para investiga¢cdes com 17-OHP como : infertilidade masculina, mulheres
com virilizagdo peripubertal, criangas com adrenarca prematura (nestes casos, os valores de 17-
OHP sao aumentados sem ou apds ACTH estimulagao).



Iv.

Uma quantidade fixa de 17-OHP marcado com %I compete com o 17-OHP a ser

PRINCIPIO DO METODO

medido, que esteja presente na amostra ou no calibrador, para uma quantidade

fixa

de locais de anticorpo, que ¢ imobilizado nas paredes dos tubos de

poliestireno. Nem a extrac¢do nem a cromatografia sdo necessarias, devido a
elevada especificidade dos anticorpos revestidos. Apos uma incubagéo de 3 horas
a 37°C, a reac¢do de competigdo termina com a operacgdo de aspiragdo. A seguir
os tubos sdo lavados com 3ml de solugdo de lavagem de trabalho e novamente
aspirados. Traga-se uma curva de calibragdo e as concentragdes de 17-OHP nas
amostras sdo determinadas por interpolacdo da dose a partir da curva de

calibracdo.
V. REAGENTES FORNECIDOS
Reagentes Kit 96 Reconstitui¢iio
Testes
2x48 Pronto para utilizar

‘H‘ Tubos revestidos com

anti 17-OHP

Marcador: 17-OHP marcado com ']
(grau HPLC) em tampao fosfato/acido
citrico com caseina bovina e azida
(<0,1%)

Ag 1251 1 recipiente
55 ml

190 kBq

Pronto para utilizar

Calibrador Zero em soro human e azida
(0,5%)

Pronto para utilizar

3ml

CAL N S recipientes

0,5 ml

Pronto para utilizar

Calibradores 17-OHP - N = 1 para 5
(ver os valores exactos nos rotulos do
recipiente) em soro human e azida

(0,5%)

Solugdo de lavagem (TRIS-HCI)

1 recipiente
10 ml

Dilua 70 x com agua
destilada (use um agitador
magnético).

| WAS | SOLN |70x |

Controlos - N =1 ou 2
No plasma humano e timol

2 recipientes
liofilizados

Adicione 0,5 ml de agua
destilada

Note : Use o calibrador zero para dilui¢des de amostras.

VL

MATERIAL NAO FORNECIDO

O seguinte material é necessario, mas ndo fornecido com o kit:

1.
2.

PN kW

o

10.
. Tubos descartaveis de vidro (12 x 75 mm), com tampa.
12.

VII

Agua destilada

Pipetas automaticas: 25 pl, 500 pl e 3 ml (recomenda-se a utilizagdo de
pipetas precisas, com pontas descartaveis)

Misturador de vortex

Agitador magnético

Banho maria a 37°C

Pipeta automatica de 5 ml para lavagem (tipo Cornwall)

Sistema de aspirag@o (opcional)

Qualquer contador gamma capaz de medir '*’I pode ser utilizado (min
alcance de 70%).

Incubadora a 37°C

Opcional ( para extraciio)

Dietil éter (qualidade analitica; pureza > 98%)

DIAsource Solucio de Reconstituicio para (17-OHP) -RIA-CT. ref:
32.140.74.

PREPARACAO DOS REAGENTES

Controlos : Reconstitua os controlos com 0,5 ml de dgua destilada.
Solucdo de lavagem de trabalho : Prepare um volume adequado de
Solugdo de lavagem de trabalho ao adicionar 69 volumes de dgua destilada
para 1 volume de solugdo de lavagem (70x). Use um agitador magnético
para homogeneizar. Rejeite a solugdo nao utilizada no final do dia.

Vill. ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE DOS REAGENTES

SN i

=0

B

Antes de abrir e reconstituir, todos os componentes do kit sdo estaveis até
ao final do prazo de validade, indicado no rétulo desde que mantido entre
2 to 8°C.

Ap0s reconstituigdo, os controlos sdo estaveis durante 1 semana entre 2 a
8°C. Durante periodos de armazenamento mais longos, devem ser feitas
aliquotas e mantidas a —20°C por 3 meses

A solugdo de lavagem de trabalho deve ser feita e utilizada no mesmo dia.
Depois da 1* utilizagdo o marcador ¢ estavel até final do prazo de validade,
desde que mantido no recipiente original, bem fechado entre 2 to 8°C.
Alteragdes no aspecto dos reagentes do kit podem indicar instabilidade ou
degradagdo.

RECOLHA E PREPARACAO DE AMOSTRAS

Amostras de soro ou plasma devem ser mantidas entre 2-8°C.

Se a analise nio for realizada em 48 hrs,recomenda-se conservar a -20°C.
Evite ciclos de congelamento e descongelamento sucessivos.

Plasma heparinizado fornece resultados 10% mais baixos do que no soro:
Y (hep. Plasma) = 0,9 x (soro) +0,20 r=0,92 n =20

Plasma EDTA fornece resultados 10% mais baixos do que no soro:

Y (plasma com EDTA) = 0,9 x (soro) +0,18 r=0,87 n=20

PROCEDIMENTO

Notas de manipulacio

Naio utilize o kit ou qualquer componente depois da expiragdo do prazo de
validade. Nao misture componentes de diferentes lotesAntes de utilizar
todos os componentes devem estar a temperatura ambiente (TA).

Misture bem os reagentes ¢ as amostras, por agitagdo ou rotagdo suaves.
Para evitar contaminagdes cruzadas utilize uma ponta de pipeta limpa e
descartavel, para adigdo de cada componente.

Pipetas de alta precisdo ou equipamento automatico de pipetagem
melhoram a precisdo. Respeite os periodos de incubagdo.

Prepare uma curva de calibragdo para cada analise, ndo utilize dados de
analises prévias.
Extracio de amostras de recém-nascidos PARA
AMOSTRA DE SORO.

Identifique um tubo de vidro para cada amostra (nfio extrair calibradores
ou controles).

Pipetar 75 pl de soro, seguido por 2,25 ml de éter dietilico.

Vortex todos os tubos vigorosamente (2 x 1 minuto)

Deixe repousar sobre a mesa por 5 minutos

Colocar os tubos a -20 ° C, a fim de congelar a fase aquosa.

Prepara-se uma segunda série de tubos de vidro e, para cada amostra,
transferir a fase organica para estes novos tubos. Evitar contaminagéo pela
fase aquosa.

Evapora-se a fase orgénica (éter) completamente sob uma corrente de ar
ou colocando os tubos a 37 ° C (banho maria). Manipular sob fluxo.
Dissolver o extrato etéreo seco com 150 ul de solugdo de reconstitui¢do
(ndo fornecida, consulte VI.). Vortex vigorosamente durante 1 minuto.
Deixe repousar por 10-15 minutos e vortex novamente por 1 minuto. Estes
volumes permitem executar a determinagdo em duplicata.

(opcional) -

Procedimento
Rotule os tubos revestidos em duplicado, para cada calibrador, amostra,
controlo. Para a determinagdo das contagens totais, rotule 2 tubos normais.
Agite ligeiramente no vortex calibradores, amostras e controlos e dispense
25ul de cada, para os tubos respectivos Para as amostras extraidas de
recém-nascidos, pipetar 50 pl em vez de 25 pl.
Dispense 0,5 ml de 17-OHP marcado com I 125 para cada tubo, incluindo
os tubos normais para as contagens totais.
Agite suavemente o suporte dos tubos, para libertar possiveis bolhas de ar.
Incube durante 3 horas a 37°C.
Aspire o contetido de cada tubo (excepto os das contagens totais). Assegure-
se que a ponta plastica do aspirador atinge o fundo do tubo revestido, para
remover todo o liquido.
Lave os tubos com 3 ml de soluc@o de lavagem de trabalho (excepto os das
contagens totais) e aspire. Evite formagdo de espuma quando adiciona a
solugdo de lavagem.
Depois da lavagem, deixe os tubos direitos durante 2 minutos e
seguidamente aspire a ultima por¢do de liquido.
Conte os tubos num contador gamma durante 60 segundos.



XI. CALCULO DOS RESULTADOS O efeito de substancias potencialmente interferentes em amostras usando o
DIAsource 170HP RIA-CT foi avaliada. Diferentes niveis de hemoglobina,
1. Calcule a média das determinagdes em duplicata. bilirrubina, triglicerideos e amostras de soro bilirrubina conjugados foram
2. Calcule a radioactividade de ligagdo como uma percentagem da ligagdo testados em amostras com diferentes concentragdes de 17a-hidroxiprogesterona.
determinada no ponto do calibrador zero (0), de acordo com a formula Os nossos critérios de aceitagdo foi ter interferéncia inferior a 10%. As
seguinte: substancias testadas ndo afetaram o desempenho do teste DIAsource 170HP RIA-
. CT.
B/BO(%)= Conlagens(Cahbra_dor ou amos[ra)xloo
Contagens (calibrador Zero)
- 170HP Concentragao do Media
.. . . o . . Substincia interferente .
3. Utilizando um papel de grafico semi-logaritmico de 3 ciclos ou logit-log (ng/ml) (mg/dl) Variacao
trage os valores (B/B0(%)) para cada ponto de calibragdo como uma fungao 250
da concentragdo do 17-OHP em cada ponto, rejeitando os “outliers” (casos ) 0.57 500
marginais) 6bvios. Hemoglobina 250 98.6%
4. Os métodos informaticos também podem ser utilizados para construir a 18 500
curva de calibragdo. Se o processamento dos resultados for automatico, 0.57 50
ajuste na curva da fungdo logistica com 4 parametros é recomendado. Bilirrubina Conjugated 95.1%
5.  Por interpolagdo dos valores das amostras (B/B0(%)), determine as 18 50
concentragdes de 17-OHP das amostras da curva de referéncia. o 0.57 50
6. A concentragdo obtida para amostras extraidas de recem-nascidos (ver XB) Bilirrubina ndo 100 99.2%
. . ~ L. conjugada 50
podem ser lidas diretamente na curva (sem fator de corre¢do necessario).) 1.8 100
7.  Para cada andlise, a percentagem de marcador total ligado na auséncia de 50
17-OHP (B0/T) marcado, deve ser verificada. 100
XII. DADOS TIPICOS 057 250
500
i i 3 1000
Os dadps segumtes , obtido com um_r}‘larcador de 6 semanas, s0 apenas para Triglicerideos 97.0%
exemplificagdo e nunca devem ser utilizados em detrimento dos dados reais da 50
curva de calibragdo. 100
1.54 250
(17-OHP)-RIA-CT cpm B/Bo (%) 500
1000
Contagens total 32363
Calibrador 0,00 ng/ml 12596 100,0 C.  Precisdo
0,17 ng/ml 9769 77,6 TRA-ENSAI
0,59 ng/ml 6529 51,8 N S ?
1,4 ng/ml 3752 29,8 INTRA-ENSAIO APOS EXTRACAO
4,3 ng/ml 1396 11,1
140 ng/ml 47 38 Soro | N | <X>#SD | CV || Serum | N | <X>xsD cv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
XIlll. DESEMPENHO E LIMITES
A 20 0,73 £ 0,05 6,8 C 24 0,56 + 0,06 10,7
A. Sensibilidade B 20 1,94 + 0,09 4,6 D 24 1,81+ 0,17 9,4
O LoB (Limite do Bre}nco) foi te_stado n}edlndo. 2Q vezes o branco e foi DP: Desvio Padrio: CV: Coeficiente de variagio
calculado como a média + 2 Desvio Padréo da distribuigdo dos valores do
teste.
LoB foi calculado em 0,03 ng/ml. INTER-ENSAIO
O LoD (Limite de Detecgdo) foi calculado como LoB + 1.645 Desvio INTER-ENSAIO APOS EXTRACAO
Padrdo de uma amostra de baixa concentragio medida em 10 testes
diferentes. Soro | N | <x>xSD | €V || Soro | N | <X>%SD cv
O LoD foi calculado em 0,09 ng/ml. (ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
O LoQ (Limite de Quantificagdo) foi calculado testando 4 amostras de
baixa concentragdo, em 10 ensaios diferentes. A 12 | 069+0,06 | 87 A 8 0,72 0,13 18
O LoQ foi calculado em 0,14 ng/ml. B 12 | 2,08+0,16 7,6 B 8 2,03 +0,39 19,2
B. Especificidade DP: Desvio Padrao; CV: Coeficiente de variagdo
A especificidade foi estimad I d 17-OHP (& D. Exactiddo
especificidade foi estimada por um pool de amostras 17-O (*0.5 TESTE DE DILUICAO
ng/ml) reforcadas com esteroides os quais devem estar presentes em
amostras dos pacientes. Amostra Dilui¢iio Conc. teérico. Conc. medida
(ng/ml) (ng/ml)
Composto Quantidade Reactividade-cruzada 11 - 33
adicionada (%) 172 1,65 L79
(ng/ml) 1/4 0,83 1,0
1/8 0,42 0,5
1/1 21 2
100 /16 0, 0,27

170-hidroxiprogesterona -
Progesterona 500 0,7

170-hidroxipregnenolona 1000 0,3
21-deoxicortisol 1000 1,07
Pregnenolona 500 0,02
11-deoxicortisol 500 0,21
Corticosterona 1000 0,008
11-deoxicorticosterona 500 0,24
Cortisol 5000 0,005
Testosterona 5000 0,004
Androstenediona 5000 0,01
Estradiol 1000 0,008
170-hydroxypregnenolona sulfato 5000 0,34

As amostras foram diluidas com calibrador zero.




TESTE DE RECUPERACAO

Amostra 17-OHP 17-OHP Recuperacio
adicionado recuperado (%)
(ng/ml) (ng/ml)
1 6 5,7 95
3 2,99 99
1,5 1,64 109
0,75 0,81 108
2 6 5,27 87
3 2,36 95
1,5 1,49 99
0,75 0,74 98

Fator de conversdo :
De ng/ml para nmol/L :  x 3,03
De nmol/L parang/ml:  x 0,33

Nao existe material de referéncia internacional para este parametro, que
seja do nosso conhecimento

E. Intervalo de atraso de tempo entre o ultimo calibrador e a dispensa de
amostra
Conforme demonstrado a seguir, os resultados das analyses continuam
precisos, mesmo quando ¢ dispensada uma amostra 40 minutos depois da
adigdo do calibrador aos tubos revestidos.

INTERVALO DE ATRASO DE TEMPO

Amostra 0’ 10' 30' 40'
(ng/ml)
Amostra 1 0,63 0,65 0,73 0,74
Amostra 2 2,03 2.4 2,37 2,2
F. Limitacdes para amostras de recém-nascidos

Criangas muito jovens (< 3 meses de idade) apresentam altos niveis de
sulfato de 17a-hidroxipregnenolona. Apesar do fato de que ndo ha quase
nenhuma reagdo cruzada com esta molécula, recomendamos a aplicagdo
do processo de extragdo (XB)

XIV. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

- A percentagem total de marcadores ligados na auséncia de 17-OHP nao
marcados (B0/T) deve ser > 25%.

- Se os resultados obtidos para o controlo 1 e/ou controlo 2 ndo estdo dentro
do intervalo especificado no rétulo do recipiente, os resultados ndo podem
ser utilizados, a menos que seja dada uma explicag@o satisfatoria para a
discrepancia encontrada.

- Se for desejavel, cada laboratorio pode fazer os seus prorios conjuntos de
amostras de controlo, que podem ser mantidas congeladas em aliquotas.
Naio faga ciclos de congelagdo/descongelagdo mais do que 2 vezes.

- Aceitagdo do critério para a diferenga entre os resultados em duplicatas das
amostras devem ser realizadas em Boas Praticas de Laboratorio..

XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

Estes valores sdo dados apenas por seguranga; cada laboratdrio deve estabelecer
seus proprios valores normais.

Variagio de concentragao Nuameros de
2,5297,5%) individuos
(ng/ml)

Homens normais 0.67 —3.32 79
Mulheres normais
. Fase folicular 041-2.27 50
. Fase Luteal 0.23 -3.87 28
Gravidez
. Primeiro trimestre 2.60-7.95 30
. Segundo trimestre 1.83-9.74 30
. Terceiro trimestre 3.54 -18.97 15
Recem-nascido (apos 0.34 - 1.96 23 (0 a 3 meses)
extracao)

XVI. AVISOS E PRECAUCOES

Seguranca

Apenas para uso em diagnostico in vitro.

Este kit contém '*°I (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, utiliza¢@o 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 manipulagdo readioactiva deve ser efectuada em local proprio e exclusivo
para tal. Deve ser mantido no laboratério, um livro de registo para a recepgdo e
armazenamento de material radioactivo. O equipamento do laboratorio e
equipamento de vidro que possa ser contaminado com radioactividade, deve ser
segregado para evitar contamina¢@o cruzada com diferentes isotopos. 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 legislacdo vigente e as regras do laboratorio. A adesdo as regras basicas da
radioseguranga, fornece a protec¢do adequada.

Os componentes de sangue humano incluidos neste kit foram testados por
métodos aprovados pela legislacdo europeia e/ou FDA e dados como negativos
para o HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 e 2. Néao existe nenhum método, até agora
conhecido, que oferece total seguranga quanto a impossibilidade de transmissao
de hepatite, HIV ou outras infecgdes, por via do sangue humano. Por isso, deve
manipular os reagentes, o soro ou o plasma de acordo com as regras locais de
seguranga, quanto a materiais potencialmente infecciosos.

Todos os produtos de origem animal e seus derivados foram recolhidos de
animias saudaveis. Os componentes bovinos, vieram de paises sem casos
notificados de BSE. No entanto, todos estes components devem ser manipulados
como potencialmente infecciosos.

Evite o contacto da pele e mucosas com os reagentes (azida sodica como
conservante). A azida pode reagir com o chumbo e o cobre das canalizagdes e
formar compostos explosivos. Rejeitar com abundante quantidade de agua
corrente para evitar acumulagdes destes compostos.

Nao fume, coma, beba ou aplique cosméticos na area de trabalho. Nao pipette
com o auxilio da boca. Use vestuario adequado de protecgdo e luvas.
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XVIII. RESUMO DO PROTOCOLO

CONTAG CALIBRA CONTROLOS AMOSTRAS
ENS DORES DAS EXTRAIDAS
TOTAIS (u) AMOSTRAS @b
(uD) ()

Calibradores (0-5) - 25 - -
Amostras, - - 25 -
controlos
Amostras extraidas - - - 50
Marcadores 500 500 500 500
Incubagio 3 horas a 37°C
Separagdo - aspirar
Solugéo de 3,0 ml
lavagem de
trabalho )
Separagdo aspirar
Contagem Contar os tubos durante 60 segundos
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Awpdaote 0AOKANPO TO TPOTOKOALO TPV ATO TN YP1 oM.

o-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-CT

I XPHXH I'lA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Pad100voG0TpOGIOPIGHOG YIo. TV iR Vitro TOGOTIKY HETPNon g avBpdmvng 17a-vdpoumpoyectepovn (17-OHP) Gtov opd kot

TO TAGGLLL.

11 I'ENIKEXY [INHPODOPIEX

A.  Epmopwi ovopooio: Ku 170-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-CT ¢
DIAsource

B. ApOpoc kataroyov: KIP1409: 96 mpocdiopicpol

r. Koarookevaletor amo tnv: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

TN texvikn fodsio | TANPOPOPIES GYETIKG PE TAPAYYELIES EMKOIVOVIIOTE GTO:
Tnh.: +32 (0)10 84.99.11 Dog: +32 (0)10 84.99.91

1Il. KAINIKO YIIOBAGPO

Bioloyixi é¢ opagn s 17a-vopoévmpoyeotepovis

H 17a-vdpo&umpoyectepdvn (17-OHP) eivar pa C-21 otepoedng oppovn (popraxd Bapog 330,3), n onoia mapdyeton
amd v 170-vdpo&unpeyvevoldvn oto emtvePpidia Kot emiong ot oONKeS, TOVg OpYELS Kot Tov mAakovvta. H 17-
OHP vépo&uhdverat otig 0€ceis 11 kot 21 ya v mopayeyn koptilding pécw g 11-dg0&ukopTiloing.

Kiwixég epapuoyés tov mpocdiopiouot tys 17a-vépoévmpoyectepovyg

Katd xavova, o mpoodiopiopds g 17-OHP otov opd 1 10 apviokd vypd givar oxeTikodg pe m Suidyvoon g
cvyyevovg vrepriaciog Tov emveppwiov (CAH). H CAH ogeiletor omy éhhetyn evdg ewducov evidpov (€xovv
mepypaget €61 dtokprtég eviupikég avemdpkeles). Qg omotéhecpa TV avenapkeldv avtdv, 1 ACTH av&avetor kot
npokorel vIepmAacio TV ETveQPWinVY, KABMG Kot avénon ToA®OV 6TEPOEW®V TPodpduwy. AALG givan emiong TOAD
evdapépov va yvopilovpe v Tiun g 17-OHP o acBeveis pe kipooknin (n 17-OHP kot 1 testootepdvn amotelodv
deikteg g Aswtovpyiag tov kuttdpov Leydig) kot oe mlkiopévovg Gvdpeg acBeveic yio v ovigvevon g
KkahonBovg veptpopiog tov mpootdtn (BPH) kot tov kapkivepatog tov npostatn (PCA) (n 17-OHP oto midopa
givar katd ToAd yapniotepn otig opddeg pe PCA ko BPH and 611 6€ puoiohoytkods avopeg).

Ymdpyovv kot dAAot Topeig yio Epevveg oxetikd pe v 17-OHP, énwg: avdpikn otelpdtnta, kopitoia pe TeplepnPikn
appevoToinon, madid pe TpOUN dENOT TG AELTOVPYIAG TOV PAOL0D T®V ETVEPPISIMY TNV apyn TS £pnPeiag (oTig
MEPITTMOGELS OVTES, oL TG TG 1 7-OHP av&avovar xmpig diéyepon g ACTH 1 petd omd avtyv).



1V.  BAXIKEX APXEY THX ME®OAOY

Mia ctafepn mocdmTe 6TEPOELdOVG onpacpévoy pe '*I aviayoviletar pe to
o1epoeldég mov Ba petpnOei, To omoio vdpyel oto deiypa | oto Pabpovounty,
ywo. otabepn mocoMTa BEcE@V AVTIGOUAT®OV TOV €ivol OKVITOTOMUEVD GTO
tolyopo evog cwinvapiov molvotupeviov. Agv  omouteitor ekyOAon M
Kpouatoypapio Adym ™G VYNANG EBIKOTNTOG TV EMOTPOUEVOV OVTICOUATOV.
Metd and enmdoon ddpkelog 3 opodv otovg 37° C, n avtidpaocn avioy@viopon
teppatiCetan pe éva fpo avappoéenone. To coinvipio katdémy Thévovton pe 3
ml dredvpatog TAveNG Kot avappo@ovvtat. Tlapiotdvetol ypaeicd (o Kapmoin
Babpovounong kot mpoodiopifoviar ot cuykevipwoelg 17-OHP tov derypdtov
LE AVOY®YN CUYKEVIPOGE®MY amd TNV KAUmTOAn Babpovounong.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

Avtidpootipra Kt 96 Avacvotaon
eketdosm
v
ZoMvaplo emoTpOULVE 2x48 | "Etowo yuo ypfiol
U pe avtt 17-OHP Ho i xpnon
N . 1 proAido | "Etowpo yo xpron
8 55 ml
190 kBq
IXNHOETHZX: 17-OHP onpocpuévn
ue %1 (katnyopiag HPLC) oe
puOeTIKO dddvpo
POOPOPIKOV/KITPIKOV 0EEOG e
Boeia oporevkmparivny kot alidlo
(<0,1%)
CAL n 1 proAido | "Etowpo yuo xprion
Mndevikdg Bobpovountg o€ 3 ml
avBpdrvo opd kot alidio (0,5%)
CAL 5 poAidwa | "ETowpo yio gprion
Babpovountég 17-OHP 0.5 ml
N =1 ¢wg 5 (deite T1c axpiPeic Tipég
OTlg €TIKETEG TOV QuAiov) ot
avBpanvo opo kot alido (0,5%)
1 prorido | Apardete 70 X pe
| WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 10 ml AMEGTAYUEVO VEPD
(xpnopomomote
Awidvpo mAivong (TRIS-HCI) HOyVITIKO
avOodELTHPAL).
| CONTROL | N | 2 it | TpocBéote 0,5 ml
AVOQLOTIO | OEGTUYHEVOL
Opoi eréyyov muévo vepoy
N=142
og avBpdmivo mAdopo kot Bupoin

Inpeioon: Xpnowomoteite t0  pndevikd Pabpovopnty Yoo opOLOCELS
detypdtov.

VI. ANAAQXIMA I10Y AEN ITAPEXONTAI

Ta axdrlovBo VA omattodvTol 0ALE deV TAPEYOVTOL GTO KIT:

1. Ameotaypévo vepo

2. TTiméteg yo Sovopn: 25 ul, 500 pl kou 3 ml (cuvietdrot n xprion TTETOV

akpPeiog pe avoAdoLe TAUCTIKG pOYYN)

Avapeiktng otpopilicpov (thmov vortex)

MoyvnTikdg ovadeutnpog

Ydatdérovtpo otovg 37° C

Avtopam ovpryya tev 5 ml (tomov Cornwall) yio mAdon

Zoomnpa avoppoenong (Tpoatpetikd)

Mmnopei va ypnoipomombei omol0cdnmoTe HETPNTHS Y OKTIVOPOAOG pE

Sdvvaromra pétpnong tov 1251 (eddyiom anddoon 70%).

enwactpa otovg 37 °C

MpoapeTikd (yro TV ekydIon)

10.  AwnBvra@épag (o avarioeis, kabapotnta > 98%)

11.  T'vaivor cojveg piag xpions (12 x 75 mm), pe tOpATA.

12.  Awdvpo AvacVotacng DIAsource yie (17-OHP) -RIA-CT. ref:
32.140.74.

VII. ITAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

RN W

e

A. Opoi gréyyov: Avocvotiote ta VKA eléyyxov pe 0,5 ml aneotaypévov
vepoD.

VIIL

IX.

i

B

Awdlopa whdong epyaciog: Ilpoetondote emapkr Oyko SoldpoTOg
mAvong epyaciog pe mpocOnkn 69 dykwv omestaypévon vepol oe 1 dyko
Stadvpatog mAvong (70x). XpnolomooTe HayvnTikd ovodevTipo yio
TNV OpOYEVOTOINGT. ATOPPIYTE TO Un XPNCLOTONUEVO StEAVLE TAVGNG
epyaciog 6to TEAOG TG NUEPAS.

DPYAAZEH KAl HUEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ipw amd 10 dvorypa 1 ™V avooOoTaoT, OAXL TO GLUGTOTIKG TOV KIT
mapapévouy otafepd mg v nuepopnvia ANéng, n omoia avoypdeeTan
otV gTikéta, epocoV drotnpodviat oe Oepporpacio 2 £mg 8° C.

Metd ™mv avoodotacT), ot 0poi eAéyyov Topapévouy otadepol yuor pio
efdopdda oe Beppoxpacio 2 émg 8° C. TN peyoldrepeg meplodovg
@VOAoENG, mpémel vo oynuatilovion kKhaopota/docelg piog ypiong Kot vo
Swatnpovvral otoug —20° C yuo 3 prveg.

Dpécko, MAPACKEVACUEVO StdAvpo TAVONG epyaciog Ba mpémer va
yxpnoonoteitat Ty i nUEPa.

Metd v mpd™ ¥promn tov, o yvnbEmg mapapével otabepds Emg TV
nuepopnvio Anéng, epodcov dtmpeitor 6To apykd, EPUNTIKG KAEGTO
ouAido og Beppoxpacio 2 £mg 8° C.

Toyov petaBorég TG GLOIKNG ELPAVIONS TOV OVTLOPUGTNPIOV

TOV KIT EVOEYETAL VO VTTOIMADVOLV aoTdOe 1| 0ALOiwoN.

2YAAOIH KAI IIPOETOIMAXIA AEITMATQN

Ta detypoto opov M TAACUOTOS TPETEL VO, PLAAGCOVTOL

og Oeppoxpacio 2-8° C.

Edv 1 e&étaon dev mpaypatomombel eviog 48 wpdv, cuvietdtor 1
@OAaEN oTovg -20° C.

Amoelyete ™) d1000ykn KATAWLEN Kot amOyven.

To nrapwicpévo mAdopa mapéxet kotd 10% yopnidtepa amoterécuato
amo 0,11 0 0poG:

Y (nmop. mhaopa) = 0,9 x (Opdg) +0,20 r=0,92 n=20

To mhéopa pe EDTA mopéyer katd 10% youniotepa

amotelécpata amd 0,TL 0 0poG:

Y (mhéopa pe EDTA) = 0,9 x (Opdg) + 0,18 r = 0,87

n=20

AIAAIKAXTA

INNELDGELS GYETIKA IE TO YEIPIGNG

Mn xpNGHOTOLEITE TO KIT 1] TG GUGTOTIKG LETA TNV NHEPOUTVIR ANENG.
Mnv avapetyvOeTe DAIKG 0O S10pOPETIKES TAPTIOES KIT.

Dépete Oha T avTidpactipa oe Beppokpocio dopatiov Tpw and ™
xpion.

Avapeiéte kohd Olo T OvTIOPACTAPLOL KOl TO Oelypato e OmoAn
avokivinon 1 avadevon.

Xpnowonoteite £va kKoBapd avOAAGIHO pOYYOG TMETOS Yoo TNV
mpoobnkn  kGbe  dwapopetikov  aviwdpootnpiov kot deiypoTog
TPOKEWEVOL VoL omopVyeTe TV empudivvon. H axpifeia Pertidvetan pe
APNON TAETOV VYNANG OKPIPEOG 1) OVTOUATOTOMUEVOD €EOTAIGHOD
Slavoung He mTéTEG.

Trnpeite T0VG ¥POVOLS ETMUONG.

ITpoetoydote o kapmdrn Pobpovoumong vy kdbe avaivon kot pn
xpnoponoteite dedopéva amd TPoNyodUEVES AVOAVGELS.

Exyvhon derypdrov veoyvav (rpompetikd) — I'TA AEIT'MA OPOY
Inuavete éva yudhvo coAnva ywr kdabe dSetypo (umv  ekyvhilete
BaBpovopunTic 1 0povg EAEYYOV).

Ilpocbéote pe mméta 75 pl opov, axorovbovpeva omd 2,25 ml
SronBvratbépa.

Avapi&te 6Lovg Tovg coMves Lonpd (2 x 1 Aemtod).

Aonote va 6tabovv 610 Tpamélt Yo 5 Aentd.

TomoBetote Tovg cOANVEG 6TOVG -20°C TPOKEWEVOL VO TOYMCEL M
V0TI Qom.

ITpoetodote pia devtepn oEPA amd YVAAVOUG COANVES, KOt Yo KGOE
Oelypo LETOUPEPETE TNV OPYOVIKT] (PACT) GTOVG VEOUG COANVES. ATOQUYETE
™ Mym vaTIKNG PAoNG.

E&atpiote mMipog v opyavikh (obépac) ¢dom vmd pon aépa M
TonofetdVTag ToVg cwANveS otoug 37°C (vdatdrovtop). Epyaoteite oe
amaymyo.

Awlvote 10 Enpd exydhopa oépa pe 150 pl didhvpo avocvotacng
(dev mapéyetan, BA. VL.). Avapi&re Lonpd yo 1 Aentod.

Aopnote va otafolv yo 10-15 dentd kot avopi&re Eavd yo 1 Aemtd. T
OVTOVG TOVG OYKOVG EMITPENETOL O TPOGILOPIGHOG EIG SITAOVV.



—

W

XL

N —

XI1.

Awdikacio

INUAVETE EMOTPOUEVO COATVAPLO €1G SImAOVV Yo kGBe Pobpovopnt,
detypa kot opd eréyyov. I'ia Tov mpocdiopiopd Twv HeETpcE@V HOVOV pe
yvn0ém 1 (“total”), onudvete 2 Kowa(un EMGTPOUEVE, COMVEPLOL.
Avapi€ate yioo Alyo (pe  avapeiktn  otpofiiiopod TOMOL  vortex)
Babuovountés, delypata kot 0povg eléyyov kot dtaveipete 25 pl and
£k00T0 o€ avticToryo coinvapia. Ia ekyviepéve deiypata veoyvav,
npootifevton pe maéta 50 pl avri ywa 25 pl.

Awveipete 0,5 ml 17-OHP onpoopévng pe 1 oe kébe colnvépio,
cuUTEPLAUPAVOVTAS TO U1 EMGTPOUEVO COAVAPLO TOV APOPOLV TIG
peTprioelg Tov yvnoém 'ZI (“total”).

Avakwnote amold pe to x€pt T Paon otpENg TV COAVIPI®V Y10 VoL
amehevfepOGETE TVYOV TAYIOEVUEVES PLOONIOES.

Enwdote yuo 3 dpeg otovg +37° C.

Avappopnote (| petayyiote) 1o mepeyopevo kabe cwinvapiov (pe
eEaipeon exetva Tov 0POPoVV TIG peTpRGELG Tov tvnoitn P (“total”).
BePoiwbeite 611 10 MAOOTIKO pOYYOS TOL avappoenTth @OAveEl GTOV
TLOUEVE TOV EMOTPOUEVOL GCOANVAPIOV TPOKEWEVOL VoL apopedel OAN
1 TOGOTNTO TOL VYPOL.

IMvete 10 colnvapue pe 3 ml dwddpatog mAvong epyociog (pe
sfaipeon exeiva mov aQopovV TG peTpricelc Tov yvndém 'FI) Kkou
avappoonote (1] petayyiote). ATOPOYETE TO CYNUATICUO APPOV KATE T
duapkela TG TPOoH KNG ToV SAVIOTOG TAVONG EPYOCLOG.

Aopnote 10 colnvapl vo. otabovv og 6pbia Béom yo dvo Aemtd Kot
aAvOPPOPNOTE TN GTAYOGVEL VYPOV TOL ATOUEVEL.

Metpfiote t0 coAnvapl o petpnty Yy axTwvofoAiog yw 60
devtepOrenTal.

YIIOAOTIEMOX TQN AIIOTEAEXMATQN

Yroloyiote ™ péon TN TV STAGY TPOGSIOPIGUAOV.

Ymoloyiote T SGUEVUEV POSIEVEPYELD MG TTOGOGTO TNG OEGUEVGNG TOV
mpoodopiletar oto onpeio pndevikod Pabupovountn (0) cOpe@va pe tov
axdrovbo THmo:

Metprioeig(Babpovopremgn deiypa) X

B/B0(%) =
Metprioeig(undevikogfadpovounmg)

100

Me ypnon nuroyapBukov 1 logit-log yaption ypaenpoatog 3 kdkhov,
mapactote Ypagucd g Tiés (B/BO(%)) yo kdbe onpeio fabuovount
®¢ ovvaptnon g ovykévipmong g 17-OHP ywo kdbe onpeio
Babuovount kot anoppiyte TIG EPPAVELS [T ATOSEKTEG TULES.

To ™mv kotaokevn) ™G kapumoAng Babupovounong eivor dvvatd vao
xpnoomomBbovv  emiong pébodor pe T Ponbewr  mAektpovikon
VTOAOYLOTN. Eav xpnoLonoteitaL QUTOHOTN enelepyacio
OMOTEAEGUATMV, GUVIOTATOL  TPOCOPHOY]  KOUTOANG  AOYIGTIKNAG
GLVAPTNONG 4 TAPOUETPOV.

Me avayoyn tov tuev tov dsiypdtov (B/BO (%)), mpocdiopiote Tig
ocvykevipaoaoels g 17-OHP tov detypdtov amd v KopmoAn avopopdc.

H ovykévipmon mov Aapfdvetot yio to eKyuAMGHEVOL dElYLOTO VEOYVAOV
(BA. X.B.) pumopei va dwofaotei amevbeiog oy kapmvin (dev amarteiton
ouvteELeoTNG S10pBrong)

T k60 TPoGd0pIoO, TPETEL VAL ELEYXETAL TO TOGOGTO TOV GUVOALKOD
yvnbétn mov deopedeton ev T anovoia pn onpacpévng 17-OHP (BO/T).

TYITIKA AEAOMENA

Ta akéiovBo dedopéva, to omoio Exovv Anedel pe yvnbém 6 ePfdopddwv,
mpoopiloviar Hovo ®G TapEdelyo Kot OV TPEMEL VAL XPNOLULOTOLOVVTOL TOTE
avti TG KapumoAng Badpovounong Tpoypatikod xpovov.

To LoD (Opto Aviyvevong) vmoroyiotnke g 1 Tumikn Andokhion LoB +
1.645 evog detypatog yapnAng cuvykévipoong mov petpndnke oe 10
S10pOPETIKEG SOKIUES.

To LoD vrmoloyiotnke ota 0,09 ng/ml.

To LoQ (Limit of Quantification) vroloyiotnke pe dokiun 4 derypdtmv
KOUMANG cuyKEVTPOONG, o€ 10 SrapopeTiég SoKILaGiES.

To LoQ vrmoloyiotnke ota 0,14 ng/ml.

Ewwomra

H ewdwodmro vrohoyiotnke pe TOV  €UBOAMOCHO HWOG TOGOTNTOG
derypatov 17-OHP (£ 0,5 ng/ml) pe otepoedn), ta omoio evdéyeton va
vrdpyovv oe delyporta achevav.

"Evoon IIpoctebeica AweTovpodpevn
mocédTNTO avtidopaon
(ng/ml) (%)
17a-vdpo&umpoyectepovn - 100
IIpoyeotepdvn 500 0.7
170-vdpo&umpeyvevorovn 1000 0.3
21-3g0&ukopTiCOAn 1000 1.07
IIpeyvevorovn 500 0.02
11-3g0&ukopTiCOAn 500 0.21
Koptikootepovn 1000 0.008
11-8e0&ukoptikoctepdvn 500 0.24
Kopti{oin 5000 0.005
Teotootepdvn 5000 0.004
AvdpooTevodiovn 5000 0.01
O16Tpadtorn 1000 0.008
Beuxny 17a-vdpo&umpeykvevoldvn 5000 0.34

Extymbnke n enidpaon mbavodv mapepforlopevov ovcudv ota deiypa
xpnotponoidvrag 10 DIAsource 170HP-RIA-CT. Aokdomkoy d0popeTicd
enineda  Awoocearpivng, Xoiepubpivig, Tpryhvkepdiov kot Zvlevypévng
Xohepubpivng detypdtov opodh o€ deiypoto e S1popetikn cuykévipmon 17a-
VIPOELPOYEGTEPOVIG. TOUPMVO [E TO KPLTNPLOL OmOd0XNG HOG, 1) TopEUBOAN
émpene va givonr kato omd 10%. O efetaldpeveg ovoieg dev giyov kopio
emidpaon ot anddoon g dokiung pe DIAsource 170HP-RIA-CT.

Zoykévipoon
nopepfariopevng
ovoing
(mg/dl)

Ovoia 170HP Méon amdkhion

(ng/ml)

250
500

Apooparpivn 98.6%

250
500

Xvolevypévn
XokepvOpivn 1.8 50

0,57 50
95.1%

Mn Zvlevypévn
XoAepvOpivn 50

50
100

99.2%

100

(17-OHP)-RIA-CT cpm B/Bo (%)

Kpovoeig tov yynbétn '>1 (“total”) 32363

BaOpovountig 0,00 ng/ml 12596 100,0

0,17 ng/ml 9769 77,6

0,59 ng/ml 6529 51,8

1,4 ng/ml 3752 29,8

4,3 ng/ml 1396 11,1

14,0 ng/ml 479 3,8

50

100
0.57 250
500
1000

Tprylokepida 97.0%

50

100
1.54 250
500
1000

XIII. AIIOAOZXH KAI IIEPIOPIXMOI

A.

EvooOnocia

To LoB (Limit of Blank) dokiudomxke pe pétpnon 20 opég to ToeAd
Kot vroAoyiotke wg n péon £ 2 Tumkr ) ATOKMON TG KOTAVOUNG TOV
TIHAOV SOKIUNG.

To LoB vroioyiotnke ota 0,03 ng/ml.

C.
I'lA TON IAIO ITPOZAIOPIZEMO

Axpifera
I'IA TON IAIO ITPOZAIOPIZEMO
META AIIO EKXYAIZH

Opég | N <X>+ XA Opés | N

. <X>+T.A. | LA
T.A. (%) (ng/ml) (%)

(ng/ml)

20 | 073005 | 68 r 24
20 | 1,940,009 | 46 A 24

0,56+0,06 | 10,7
1,81+0,17 9,4

T.A.: Tomcr andxiion, X.A.: Zovtedeotg Stakdpavong




METAZEY TQN METAEY TQN ITPOXAIOPIEMQON
T[IPOZAIOPIZMON META ATIO EKXYAIZH
Opés | N <X>=+ T.A. Opég | N | <X>=T.A. T.A.
T.A. (%) (ng/ml) (%)
(ng/ml)
A 12 0,69 + 0,06 8,7 A 8 0,72+0,13 18
B 12 | 2,08+0,16 | 7,6 B 8 2,03£039 | 19,2

T.A.: Tomucn amoxiion, X.A.: Zoviedeotig S1oKOUAVOTG

D. OpBétnTO

OTNV ETIKETO TOV Qloddiov, Ta amoteléopata dev eivar duvatd va
xpnoomomBovy, ektdg eqv €xel dobel avomomtikn &nynomn ywo v
ACVUPOViaL.

- Edv eivar embounto, kdbe epyactiplo pmopel va dnpovpyncet ta dikd
Tov pelypota  deypdtov  eAéyyov (pools), ta omoion mpémer vo
SlaTnPovVTAL KOTEYVYHEVE G€ KAGOoHaTO. MNV KOToywOyETe-anoyOyETE
TePLGGOTEPO 0O SV0 POPES.

- Ta «kpuiple  amodoyng ywr TN Swpopd  peTaEd TOV  SmAGOV
amotelecpdtov TV detypdtov Ba mpéner va Pocilovtor oe opbig
EPYOCTNPLOKEG TPOKTIKEG.

XV. TIMEX ANA®POPAX

Ot Tipég antég mapéyovrar povov og odnyos. Kabe epyaoctipro Bo mpémet
vo. KoOLEpDGEL TO S1KO TOV TESIO PUGIOAOYIKAOV TIHAV.

AOKIMAXIA APAIQYXHE
Opog Apainc Osopnriki MetpnOsica
n oVYKEVTpOON OVYKEVTPOON
(ng/ml) (ng/ml)
171 - 33
12 1,65 1,79
1/4 0,83 1,0
1/8 0,42 0,5
116 0,21 0,27

Ta detypato opoiddnkay pe T0 undeviko Paduovount.

AOKIMAXIA ANAKTHXEHX
Asgiypa TIpoctebeioa AvaxktnOgica AvoktnOgica
17-OHP 17-OHP (%)
(ng/ml) (ng/ml)
1 6 5,7 95
3 2,99 99
1,5 1,64 109
0,75 0,81 108
2 6 5,27 87
3 2,86 95
1,5 1,49 99
0,75 0,74 98

Medio Tipcdv Ap1Opéc atépmv
CLYKEVTPOONG
(exoTooTnUOpO 2,5
£0g 97,5%)
(ng/ml)

Dvoororoyikoi avopeg 0.67-3.32 79
Duororoykés
yovaikeg 0.41-2.27 50
. Qobvhokikn don 0.23 -3.87 28
. Qypwikn edon
Kdnon 2.60-7.95 30
. Ipdro Tpipnvo 1.83-9.74 30
. Agbtepo Tpiumvo 3.54-18.97 15
. Tpito tpipnvo
Neoyva (pevd ond 0.34-1.96 23 (0 é0g 3 unvév)
eKkyvlon)

ZUVTEAECTIC UETOTPOTNG:
Amo ng/ml g nmol/1: x 3,03
Amd6 nmol/l og ng/ml: x 0,33

Amd 600 elvor dvvatd vo yvopilovpe, dev vrapxer Sebvég LAWKO
avVaPOPAS Vit TNV TOPAUETPO OVTH.

E. Mecodrdotnpo petald g owevopng teievtaiov Pabpovounty ko
dgiypatog
Onwg @aivetor 61N CLVEYEW, TO OTOTEAECUOTO TOV TPOGILOPLOHOD
Topopévouy aglomota akopa kot 0tav dwavépetal éva deiypo 40 Aemtd
HeTd TV TPOSHNKN Tov BaOOVOUNTH OTO EMCTPOUEVO COANVAPLA.

MEXZOAIAXTHMA
Opodg 0’ 10' 30’ 40'
(ng/ml)
Agiypa 1 0,63 0,65 0,73 0,74
Agtypo 2 2,03 2,4 2,37 2,2

F. Iepropropoi yua d€iypota veoyvav
Ta moAd pkpd moudd (< 3 unvov) epeaviCoov vymdd emimedo ™G
Oeukng 17a-vdpo&umpeykvevorovne. Tlapd to yeyovog Ot dev vIapyEL
Ged0V Kapio TapATAELPN OVTISPACT) [E TO LOPLO OVTO, GUVIGTOVHE TNV
gpappoyn mg ddikaciog exydiong (X. B.)

X1V. EXQTEPIKOZX IIOIOTIKOX EAETX0X

- To 060610 TOV GUVOAKOD 1YVNOETN TOV JEGUEVETAL EV TN OTOVGIOL [
onpacpuévng 17-OHP (BO/T) npénet va eivan > 25%.

- Edv ta amotedécpota mov Aapfavovrar yio Tov opd eléyyxov 1 1/kon tov
opd ehéyyov 2 d¢ Ppiokovtor evidg tov mediov TV mov kabopileTan

XVI. ITPODPYAAZEEIX KAI IPOEIAOIIOIHXELIY

Aogpdigia

Moévo Yo StayveoTikh xpnon in vitro.

To kit avtd mepiéyet 1o ' 1 (Xpdvog nuiiong: 60 nuépeg), o podievepyn
ovoia 1 onoia ekméumet oviCovoa axtivoforia X (28 keV) kary (35.5 keV).
Avtd 10 padievepyd mPoidv UmOpel Vo HETOPEPETOL KOL VO YPTCLLOTOLEITOL
pévov amd eéovoodomuéva dropa. H ayopd, OAagn, yprnon kot avtodlloyn
podlevepy®V TPOIOVIWV VIOKEWTOL Ot Vopobesio TG YdpAg TOV TEAMKOV
XPNOTN. Ze Kopio TepinTmon dev TPEMEL VoL YOPNYELTOL TO TPOIOV G avOpdTOUVG
1 {da.

Olog 0 yepopds oV podlevepyod VAKOD Oo mpémer vo exteleiton o€
KoBOPIOUEVO Y DPO, HOKPLEL OO YDPOVG TOKTIKNG SELEVOTC. XTO £PYAOTHPLO
mpémel va dwatnpeitar MUePoroyo Yoo TV mopoiafn kot TN @OAacn
padievepy®@v vAK®V. EEomiiopog kat yvdAvo okevn tov epyaotnpiov, to omoio
0o umopodoay va poruviodv e padievepyég ovaieg, Ba mpémet va puAdocovTaL
oe  Eeyopotd YOPO Yy TV TPOANYTN  EMUOAVLVONG TOV  SoPOpOV
pOSL0ICOTOTMOV.

Toyov doppoés padievepydv vypodv mpénet va Kabapilovtar auécms cOUPOVa
pe TG Swdwkacies acdiews and padevépyee. Ta padievepyd omoOPAnta
TPEMEL VO OTOPPITTOVIOL GOUQOVE [E TOVG TOMIKOVG KOVOVICLOOG KOl TIG
KoTevhuvTnpleg 0dnyieg TV apyd@v mov £yovv dikarodocio oto gpyactipo. H
TpNon TV PacKOV KAVOVOV OCQOAEWNS OO PASIEVEPYELD TUPEYEL EMAPKN
TPOCTUGIaL.

Ta cvotatikd avOpOTVOL ailoTog TOV TEPIAOUPAVOVTOL GTO KIT oTO £X0VV
eleyyBel pe pneboddovg eykekpéveg oty Evpdmn W/kar amd tov FDA Kot €xet
Swmotdel 6TL givar apvntikd g Tpog v mapovsio HBsAg, avti-HCV, avtt-
HIV-1 kot 2. Kopia yvoot pébodog dev eivar duvatd vo mapéyet mAnpn
dwopdion OTL mapdywyo TOovL avOpdmvov aipotog de Ba  peTad®OOLV
nrotitda, AIDS 1 dikeg Aodéels. Emopévac, o xeptopdg aviidpoaotnpimv,
deypdtov opod M mAdopatog 0o TPEmEL Vo YiveTol COHQOVO UE TIS TOTIKEG
Swadkacieg mepi aoQAAELRS.

‘Ol ta {owd mpoidvta ko mopdywya £xovv cLAlexBel amd vym Loa. Ta Posia
GLGTOTIKG TPOEPYOVTOL Al ¥dpeg Omov dev £xel avapepbei BSE. [Map' OA' avtd,
ovotatikd mov mepiEyovv Cmikég ovoieg Ba mpémer va avtipetoniloviol g
SVVNTIKOG LOAVGHLOTUCEL.

Amo@elyete  OMOWONTOTE  EMOPN) TOV  OEPUOTOS UE  AVTIOPOCTIPLL
(xpnoponoteiton ofidto Tov varpiov g cvvinpntikd). To alido oto KT AVTd
evdgyetal va avTidpdoet pe HOALPSO Kat YOAKO TOV VIPOAVMKOV COANVAOCEDV
KO VO GYNUOTIOEL [ TOV TPOTO oTO Wtaitepa ekpnkTikd alidio HeTdAlV.




Katd m didpkelo tov Priporog Thdons, EKTAOVETE TV OTOYETEVOT| LE UEYGAN
TOGOTNTA VEPOV, Y10 TV TPOANYN TVYOV GLGGHPEVONS aldiov.

Mnv xonvilete, unv mivete, unv TpOTE Kol [ YPNCHOTOLElTE KOAAVVTIKE GTO
xdpo epyaciag. Mnv SavéUeTe e TTETO YPNOLULOTOLDVTAS TO GTOUO GOGC.
XpNOWonOLEiTE TPOGTATEVTIKT EVOVHAGIN KO YOVTLOL LGS XPNONG.

XVII. BIBAIOTPA®PIA

1.

ANDO S. et al (1983)

Plasma levels of 17-OH-progesterone and testosterone in patients
with varicoceles.

Acta Endocrinologica, 102,463-469.

BONACCORSI A. et al (1987)

Male infertility due to congenital adrenal hyperplasia: testicular
biopsy findings, hormonal evaluation, and therapeutic results in
three patients.

Fertility and Sterility, 47, 4, 664-670.

CACCIARE et al (1987)

Neonatal screening program for congenital adrenal hyperplasia in a
homogeneous Caucasian population.

Annals New York Academy of sciences 85-88.

DRAFTA D. et al (1982)

Plasma steroids in benign prostatic hypertrophy and carcinoma of
the prostate.

J. Steroid Biochem. 17, 689-693.

GRANOFF A. et al (1985)
17-hydroxyprogesterone responses to
children with premature adrenance.
Journal of Clinical Endrocrinology and Metabolism, 3, 409-415.

adrenocorticotropin in

NEW M. et al (1983)

Genotyping steroid 21-hydroxylase deficiency hormonal reference
data.

Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism 57, 320-326.

SOLYOM J. et al (1987)

Detection of late-onset adrenal hyperplasia in girls with peripubertal
virilization.

Acta Endocrinologica (Copenh.) 115, 413-418.

XVIIIL ITEPIAHYWH TOY IIPQTOKOAAOY
KPOYZEIE | BAGMON AEITMA EKXYAIZ
“TOTAL” O-MHTEZ (TA) MENA
() OPOI AEITMATA
() EAEIXOY
) (D) ®
BaBpovop - 25 - -
Ntég (0 a
5)
Agtypara,
U}»uzz ) ) 2 )
eléyyov
Exyviop
éval - - - 50
detyporto
Tmoétne 500 500 500 500
Endaon 3 wpeg otovg 37° C
Awymplo avoppopnon
pog
AtdAvpo
hbonc 3,0ml
epyaciog
Awympio TPOGEKTIKY OvVOppOPNoN
pog
Mézpnon Métpnon coinvapiov exi 60 devteporenta
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Przed zastosowaniem nalezy przeczyta¢ caly protokél.

170-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-CT

PRZEZNACZENIE

Oznaczenie  radioimmunologiczne  do ilosciowego  pomiaru in vitro ludzkiego
17a-hydroksyprogesteron (17-OHP) w surowicy i osoczu.

11

111

A

INFORMACJE OGOLNE

Nazwa firmowa: Zestaw DIAsource 170-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-
RIA-CT

Numer katalogowy: KIP1409 : 96 oznaczen

Wyprodukowano przez: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Dzial pomocy technicznej oraz informacje dotyczace zaméwien:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

INFORMACJE KLINICZNE

Aktywnosé biologiczna 17a-hydroksyprogesteronu

17a-hydroksyprogesteron (17-OHP) jest hormonem steroidowym z grupa hydroksylowa przy
weglu C-21 (masa czasteczkowa 330,3) powstajacym z 17a-hydroksypregnenolonu w nadnerczach,
jak rowniez w jajnikach, jadrach i tozysku. 17-OHP jest hydroksylowane w pozycjach 11 i 21, co
prowadzi do powstania 11-deoksykortyzolu i ostatecznie kortyzolu.

Zastosowania kliniczne oznaczenia 17a-hydroksyprogesteronu

Nalezy przyjaé, ze stgzenie 17-OHP w surowicy badz ptynie owodniowym pozwala na postawienie
rozpoznania wrodzonego przerostu nadnerczy (CAH). Wystgpowanie CAH ma zwiagzek z defektem
swoistego enzymu (opisano niedobory szeSciu réznych enzyméw). W wyniku tych niedoborow,
dochodzi do zwigkszenia wytwarzania ACTH, powstania przerostu nadnerczy i wzrostu stgzen
wielu prekursorow steroidow. Ponadto interesujaca jest rola 17-OHP u pacjentow z zylakami
powrdzka nasiennego. (17-OHP i testosteron stuzg za markery funkcji komorek Leydiga)
i u starzejacych si¢ megzczyzn sa stosowane do wykrywania tagodnego rozrostu stercza (BPH) oraz
raka stercza (PCA) (poziom 17-OHP w osoczu jest znaczaco nizszy w grupach pacjentow z PCA
i BPH niz u zdrowych mezczyzn).

Inne obszary badan 17-OHP sg nastgpujace: nieptodnos¢ meska, dziewczeta z objawami wirylizacji
w okresie pokwitania, dzieci z przedwczesnym dojrzewaniem (w tych przypadkach, aktywnos¢
17-OHP jest podwyzszona bez, lub po stymulacji ACTH).



1v. ZAGADNIENIA DOTYCZACE METODY

W celu pomiaru substancji obecnej w probce lub w kalibratorze, odpowiednia
ilo$¢ czasteczek steroidu oznakowanych '*’1 wspétzawodniczy ze steroidem
o okreslong ilo$¢ miejsc na przeciwcialach unieruchomionych na $ciance
probowki polistyrenowej. Z powodu wysokiej swoistosci przeciwciat
oplaszczonych na $ciankach proboéwki, ekstrakcja, ani chromatografia nie sa
potrzebne. Po 3 godzinach inkubacji w temperaturze 37 °C reakcja
wspotzawodnictwa jest przerywana przez aspiracje. Nastgpnie probowki sa
ptukane przy pomocy 3 ml roztworu ptuczacego i aspirowane. Wykre$lana jest
krzywa kalibracyjna a st¢zenia 17-OHP w probkach sa okreslane na podstawie
natozenia dawki na krzywa kalibracyjna.

V. ODCZYNNIKI DOSTARCZONE

Odczynniki Zestaw 96 Rekonstytucja
oznaczen
Probowki optaszczone 2x48 Gotowe do-
przeciwciatami anty-17- zastosowania.
OHP
Ag 1251 1 fiolka Gotowe do
55 ml zastosowania.
190 kBq

ZNACZNIK IZOTOPOWY: Znakowany
jodem'?® 17-OHP (czystosci HPLC) w
buforze fosforanowym/kwaskiem
cytrynowym z kazeing bydlgca i azydkiem

(<0,1%)
CAL n 1 fiolka Gotowe do
3ml

. . . zastosowania.
Kalibrator zerowy w ludzkiej surowicy z
azydkiem (0,5%)

CAL 5 fiolek Gotowe do
. 0,5 ml zastosowania.
Kalibratory 17-OHP

N =1 do 5 (doktadne wartosci na etykietach
fiolek) w ludzkiej surowicy z azydkiem

(0,5%)
Roztwoér 1 fiolka Rozcienczy¢
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ phuczacy 10 m! 70x woda
(TRIS destylowang
HCI) (wykorzysta¢
mieszadto
magnetyczne).
2 fiolki Doda¢ 0,5 ml
| CONTROL | N | (zawarto$¢ wody

liofilizowana) | destylowanej
Kontrole - N=o0d 1 do 2
w osocze ludzkiej z tymolem

Uwaga: Do rozcienczania probek nalezy uzyc¢ kalibratora zerowego.

VI. MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

Ponizsze materialy s3 wymagane, ale nie sa dostarczone w zestawie:

1. Woda destylowana

2. Pipety do dozowania: 25 ul, 500 ul i 3 ml (zaleca si¢ korzystanie
z doktadnych pipet z jednorazowymi koncowkami plastikowymi)

3. Mieszadto wirowe

4. Mieszadto magnetyczne

5. Laznia wodna z temperaturg 37 °C

6. Strzykawka automatyczna o objgtosci 5 ml (rodzaj Cornwall) do
plukania

7. Uktad do aspiracji (opcjonalnie)

8. Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma odpowiedni do
pomiaru ' (minimalny uzysk 70%).

9. Inkubatorze w temperaturze 37 °C
Opcjonalnie (do ekstrakcji)

10.  Eter dietylowy (do analiz; czysto$¢ > 98%)

11.  Jednorazowe probowki szklane (12 x 75 mm), z zatyczkami.

12.  Roztwér do odtwarzania DIAsource (17-OHP)-RIA-CT. nr ref:
32.140.74.

VIIL.

VIIIL

IX.

>

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

Kontrole: Kontrole nalezy rekonstytuowaé¢ przy pomocy 0,5 ml wody
destylowane;j.

Roboczy roztwor pluczacy: Wiasciwa objetos¢ roboczego roztworu
pluczacego nalezy przygotowaé dodajac 69 objetosci wody destylowane;j
do 1 objetosci roztworu pluczacego (70x). Do homogenizacji nalezy
wykorzysta¢ mieszadto magnetyczne. Niewykorzystany roboczy roztwor
pluczacy nalezy wyla¢ pod koniec dnia.

PRZECHOWYWANIE I DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

Przed otwarciem lub rekonstytucja wszystkie sktadniki zestawu
zachowuja trwato$¢ do daty waznosci przedstawionej na etykiecie, jezeli
sg przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C.

Po rekonstytucji kontrole zachowuja trwalo$¢ przez jeden tydzien
w temperaturze 2 do 8°C. W razie koniecznosci przechowywania przez
dtuzszy okres czasu, nalezy przygotowaé niewielkie objetosci kontroli,
co pozwala przechowywac je w temperaturze -20 °C przez 3 miesiace.
Swiezo przygotowany roboczy roztwér phluczacy powinien byé
wykorzystany w tym samym dniu.

Po jego pierwszym zastosowaniu, znacznik izotopowy zachowuje
trwalo§¢ do podanej daty waznosci jezeli jest przechowywany
w oryginalnej, dobrze zamknigtej fiolce w temperaturze od 2 do 8°C.
Zmiany w wygladzie fizycznym odczynnikow w zestawie moga
wskazywac¢ na ich niestabilnos$¢ lub zuzycie.

POBIERANIE I PRZYGOTOWANIE MATERIALU DO BADANIA

Probki surowicy musza by¢ przechowywane w temperaturze 2-8°C.
Jezeli oznaczenie nie jest wykonywane w ciagu 48 godzin, zaleca sig¢
przechowywanie w temperaturze -20°C.

Unika¢ powtarzanych cykli zamrazania i rozmrazania.

Osocze krwi pobranej na heparyng powoduje uzyskiwanie wynikow 10%
nizszych niz uzyskiwane z surowicy:

Y (osocze krwi pobranej na heparyng¢) = 0,9 x (surowica) + 0,20 r= 0,92
n=20

Osocze krwi pobranej na EDTA powoduje uzyskiwanie wynikow o 10%
nizszych niz surowica:

Y (osocze krwi pobranej na EDTA) = 0,9 x (surowica) + 0,18 r = 0,87
n=20

PROCEDURA

Uwagi dotyczace obstugi

Nie wolno wykorzystywa¢ sktadnikow zestawu po uptynieciu podanej
daty waznosci.

Nie wolno miesza¢ materiatdw pochodzacych z roéznych serii zestawow.
Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki powinny osiagnac
temperatur¢ pokojowa.

Wszystkie odczynniki i probki nalezy doktadnie wymieszaé przez
delikatne potrzasanie lub obracanie.

Aby unikna¢  zanieczyszczenia  krzyzowego, do  dodawania
poszczegodlnych odczynnikow i probek nalezy wykorzystywaé czyste
koncowki jednorazowe pipet. Pipety wysokiej precyzji lub pipety
automatyczne poprawiaja precyzj¢ wykonania oznaczenia.

Przestrzega¢ czasow inkubacji.

Przygotowaé krzywa kalibracyjna dla kazdego cyklu pomiarowego, nie
wolno wykorzystywac danych z poprzednich oznaczen.

Ekstrakcja z prébek od noworodkéw (opcjonalnie) — PROBKI
OSOCZA

Oznaczy¢ po jednej probowce szklanej na kazda probke (nmie
przeprowadza¢ ekstrakcji kalibratoréw ani kontroli).

Pipeta pobra¢ 75 pul surowicy, a nastepnie 2,25 ml eteru dietylowego.
Energicznie wymiesza¢ wszystkie probéwki w mieszadle wirowym (2 x
1 minuta).

Pozostawi¢ do odstania na stole przez 5 minut.

Umiesci¢ probowki w temperaturze -20 °C w celu zamrozenia fazy

wodne;j.
Przygotowa¢ druga seri¢ proboéwek szklanych i — w przypadku kazdej
probki — przenies¢ fazg organiczng do nowych proboéwek. Unika¢

zanieczyszczenia fazy wodnej.

Odparowac faze¢ organiczng (eter) catkowicie w strumieniu powietrza lub
poprzez umieszczenie probowek w temperaturze 37°C (Laznia wodna).
Czynnos$ci wykonywac pod wyciagiem.

Rozpusci¢ suchy ekstrakt w 150 pl roztworu do odtwarzania
(niedostarczony, zob. V1.). Energicznie miesza¢ w mieszadle wirowym
przez 1 minute.

Pozostawi¢ do odstania przez 10-15 minut i ponownie wymieszac
w mieszadle wirowym przez 1 minutg. Uzyskane obj¢tosci pozwalaja na
dwukrotne przeprowadzenie oznaczenia.



C. Procedura

Dla kazdego kalibratora, probki i kontroli nalezy oznaczy¢ oplaszczone

probowki w badaniach podwojnych. W celu okreslenia catkowitych

zliczen nalezy oznaczy¢ 2 zwykle probowki

2. Szybko wymiesza¢ wirujac: kalibratory, probki i kontrole, i dozowa¢ po
25ul kazdej substancji do odpowiednich probowek. W przypadku
prébek od noworodkéow, uzyskanych w wyniku ekstrakcji:
odpipetowa¢ 50 pl zamiast 25 pl.

—

3. Do kazdej probowki, w tym do probowek nieoptaszczonych do
catkowitego zliczania, doda¢ po 0,5 ml 17-OHP  oznakowanego
jodem'?.

4. Delikatnie potrzasna¢ statywem w celu uwolnienia uwigzionych

pecherzykow powietrza.

Inkubowa¢ przez 3 godziny w temperaturze 37°C.

6. Aspirowa¢ (lub odla¢) zawarto$¢ kazdej probowki (z wyjatkiem
probowek do calkowitego zliczania). Aby usunaé caty plyn nalezy
upewni¢ si¢, ze plastikowa koncoéwka aspiratora osiagneta dno
oplaszczonej probowki.

7. Przeptukaé probowki przy pomocy 3 ml roboczego roztworu phuczacego
(z wyjatkiem probowek do catkowitego zliczania) i aspirowa¢ zawartos$¢
(lub odla¢ ja). W trakcie dodawania roboczego roztworu pluczacego
nalezy unika¢ wytwarzania piany.

W

8. Pozostawi¢ probowki w pozycji stojacej do gory na dwie minuty
i aspirowac pozostate krople ptynu.
9. Zliczaé probowki w liczniku gamma przez 60 sekund.

XI.  OBLICZANIE WYNIKOW

—

Obliczy¢ $rednig oznaczen podwojnych.
2. Obliczy¢ zwigzang radioaktywnos$¢ jako odsetek wigzania okreslonego
w zerowym punkcie kalibracji (0) zgodnie z ponizszym wzorem:

Liczba zliczen (dla kalibratora lub probki)

B/BO(%) = x100

Liczba zliczen (dla kalibratora zerowego)

3. Na 3 arkuszach pétlogarytmicznych lub papierze milimetrowym wykresli¢
wartosci (B/B0(%)) dla kazdego punktu kalibratora jako funkcj¢ stezenia
17-OHP kazdego punktu kalibratora. Odrzuci¢ oczywiste warto$ci
graniczne.

4. Do opracowania krzywej kalibracyjnej moga by¢ wykorzystane rowniez
metody wspomagania komputerowego. Jezeli ma by¢ zastosowane
automatyczne przetwarzanie wynikow, zaleca si¢ dopasowanie krzywej
logistycznej 4 parametrowe;j.

5. Nakladajac wartosci (B/BO (%)) probki nalezy okresli¢ stezenia 17-OHP
w probkach z krzywej kalibracyjnej.

6.  Stezenie w przypadku probek od noworodkéw uzyskanych w wyniku
ekstrakcji  (zob. X.B.) mozna odczyta¢ bezposrednio na krzywej
(wspotczynnik korekty nie jest wymagany)

7. Dla kazdego oznaczenia nalezy sprawdzi¢ odsetek catkowitego
zwigzanego znacznika izotopowego przy braku nieoznakowanego 17-OHP
(BO/T).

XIl. PRZYKEAD DANYCH TYPOWYCH

Ponizsze dane, uzyskane dzigki 6-tygodniowemu znacznikowi, sa
przedstawione wytacznie w celach przyktadowych i nie powinny by¢ nigdy
stosowane zamiast rzeczywistych krzywych kalibracyjnych.

B. Swoistosé¢

Swoisto$¢ oznaczono przez dodanie do probek zbiorczych oznaczanych
na 17-OHP znanych ilosci (+ 0,5 ng/ml) steroidow, ktére moglyby
wystgpowaé w probkach pobranych od pacjentow.

. Ilo$¢ dodana Reaktywnos¢ krzyzowa

Skladnik (ng/ml) %)
17a-hydroksyprogesteron - 100
Progesteron 500 0,7
17a-hydroksypregnenolon 1000 0,3
21-deoksykortyzol 1000 1,07
Pregnenolon 500 0,02
11-deoksykortyzol 500 0,21
Kortykosteron 1000 0,008
11-deoksykortykosteron 500 0,24
Kortyzol 5000 0,005
Testosteron 5000 0,004
Androstenedion 5000 0,01
Estradiol 1000 0,008
Siarczan 17a 5000 0,34
hydroksypregnenolonu

Oceniono wplyw potencjalnych substancji zaklocajacych na probki, stosujac
test DIAsource 170HP-RIA-CT. Badano roézne stezenia hemoglobiny,
bilirubiny, triglicerydow oraz bilirubiny skoniugowanej w probkach surowicy z
rébznym stezeniem 17a-hydroksyprogesteronu. Nasze kryteria akceptacji
obejmowaly interferencj¢ mniejsza niz 10%. Badane substancje nie wptywaty
na dziatanie testu DIAsource 170HP-RIA-CT.

(17-OHP)-RIA-CT cpm B/Bo (%)

Zliczanie catkowite 32363

Kalibrator 0,00 ng/ml 12596 100,0

0,17 ng/ml 9769 77,6

0,59 ng/ml 6529 51,8

1,4 ng/ml 3752 29,8

4,3 ng/ml 1396 11,1

14,0 ng/ml 479 3,8

XIIl. DZIALANIE I OGRANICZENIA
A. Wrazliwosé¢

LoB (limit $lepej proby) badano, mierzac 20-krotno$¢ proby Slepej i
obliczano jako $rednig + 2 odchylenia standardowe rozktadu wartosci
testowych.

LoB obliczono na 0,03 ng/ml.

LoD (granic¢ wykrywalnosci) obliczono jako odchylenie standardowe
LoB =+ 1.645 probki o niskim stezeniu zmierzonej w 10 réznych testach.
LoD obliczono na 0,09 ng/ml.

LoQ (Limit of Quantification) obliczono, badajac 4 probki o niskim
stezeniu w 10 réznych testach.

LoQ obliczono na 0,14 ng/ml.

: 170HP Stezenie interferentu & . .
Subst
ubstancja (ng/ml) (mg/dl) Srednia zmiana
057 =
Hemoglobina 98.6%
18 250
’ 500
ilirubi 0,57 50
Bl!lrublna 95.1%
skoniugowana 1,8 50
50
Bilirubin 0,57 100
. . 99.2%
nieskoniugowana 18 50
’ 100
50
100
0.57 250
500
. 1000
Triglicerydy 97.0%
50
100
1.54 250
500
1000
C. Precyzja
W SERII
W SERII PO EKSTRAKCIJI
Surowi | N <X>+SD Ccv Surowi N <X>+SD Ccv
ca (ng/ml) (%) ca (ng/ml) (%)
A 20 | 0,73+0,05 6,8 C 24 0,56 + 0,06 10,7
B 20 | 1,94+0,09 4,6 D 24 1,81 +0,17 9,4
SD: odchylenie standardowe; CV: wspétczynnik zmiennosci
MIEDZY SERIAMI
W SERII PO EKSTRAKCIJI
Surowi | N <X>+SD CcvV Surowi N <X>=+SD Ccv
ca (ng/ml) (%) ca (ng/ml) (%)
A 12 | 0,69+0,06 8,7 A 8 0,72+ 0,13 18
B 12 | 2,08+0,16 7,6 B 8 2,03 +0,39 19,2

SD: odchylenie standardowe; CV: wspotczynnik zmiennosci




D. Dokladnosé

XV. ZAKRESY REFERENCYJNE

BADANIE ROZCIENCZENIA . , , , )
Warto$ci sa przedstawione wytacznie w celach orientacyjnych, kazde
Surowica Rozcienc Stezenie teoretyczne Stezenie zmierzone laboratorium powinno opracowa¢ wlasne warto$ci referencyjne.
zenie (ng/ml) (ng/ml)
171 - 3.3 Zakres stezen Liczba osobnikéw
172 1,65 1,79 o,
(od 2,5 do 97,5%
1/4 0,83 1,0
18 0.42 05 percentyla) (ng/ml)
1/16 0,21 0,27
Zdrowi mezezyZni 0.67-3.32 79
Probki rozcienczono kalibratorem zerowym.
Zdrowe kobiety
BADANIE ODZYSKU . Faza folikularna 0.41-2.27 50
- . Faza lutealna 023 -3.87 28
Préobka Dodany 17-OHP Odzysk Odzysk
(ng/ml) 17-OHP (%) ..
(ng/ml) Claé_za
. Pierwszy trymestr 2.60 —7.95 30
1 6 5.7 95 . Drugi trymestr 1.83 -9.74 30
3 2,99 99 . Trzeci trymest 3.54-18.97 15
1,5 1,64 109
0,75 0,81 108 o
Noworodki (po 0.34-1.96 23 (od 0 do 3 miesigcy)
2 6 5,27 87 ekstrakeji)
3 2,86 95
1,5 1,49 99
0,75 0,74 98

Wspotczynnik przeliczeniowy:
Z ng/ml na nmol/I: x 3,03

Z nmol/l na ng/ml: x 0,33

Zgodnie z nasza najlepsza wiedza, dla tego parametru nie istnieje
mi¢dzynarodowy odczynnik referencyjny.

E. Opoznienie  pomiedzy oznaczeniem ostatniego  Kkalibratora
i dozowaniem probki
Jak wykazano, wyniki pomiaru pozostaja doktadne nawet wowczas, gdy
od momentu dodania kalibratora do optaszczonych probéwek mingto 40

minut. o
OPOZNIENIE
Probka 0' 10' 30 40"
(ng/ml)
Probka 1 0,63 0,65 0,73 0,74
Probka 2 2,03 2,4 2,37 22
F. Ograniczenia w przypadku prébek od noworodkoéw

U bardzo matych dzieci (< 3 miesigce) st¢zenia siarczanu 17a-
hydroksypregnenolonu osiagaja bardzo wysokie wartosci. Reakcja
krzyzowa z niniejsza czasteczka niemal nie wystgpuje, jednak zalecamy
przeprowadzenie procedury ekstrakcji (X. B.).

XIV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

- Procentowy odsetek catkowitego, zwigzanego znacznika izotopowego
przy braku nieoznakowanego 17-OHP (B0/T) musi by¢ > 25%.

- Jezeli wyniki uzyskane dla kontroli 1 i/lub 2 nie znajduja si¢ w zakresie
okreslonym na etykiecie fiolki, wyniki nie moga zosta¢ wykorzystane
dopoki nie uda si¢ znalez¢ whasciwego wyjasnienia tego odchylenia.

- Jezeli to konieczne, kazde laboratorium moze wykona¢ wtasne probki
zbiorcze w celach kontrolnych, ktdre powinny by¢ zamrozone w matych
objetosciach. Nie wolno zamrazaé i rozmrazaé wigcej niz dwukrotnie.

- Dopuszczalne kryteria dotyczace roéznicy pomigdzy wynikami oznaczen
podwojnych probek powinny by¢ zgodne z zasadami prawidlowej pracy
w laboratorium.

XVI. SRODKI OSTROZNOSCI I OSTRZEZENIA

Bezpieczernstwo

Tylko do diagnostyki in vitro.

Zestaw zawiera '*1 (Okres polowicznego rozpadu: 60 dni), emitujacy
promieniowanie jonizujace X (28 keV) iy (35,5 keV).

Ten produkt radioaktywny moze by¢ transportowany i wykorzystany wytaczne
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
zwierzgtom.

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

Wszelkie plamy z substancji radioaktywnych musza by¢ natychmiast
oczyszczone  zgodnie z  procedurami  dotyczacymi  bezpieczenstwa
radiologicznego. Odpady radioaktywne muszag by¢é usuwane zgodnie
z miejscowymi przepisami i ogélnie przyjetymi wytycznymi obowigzujacymi
w laboratorium. Przestrzeganie podstawowych zasad bezpieczenstwa
radiologicznego zapewnia wystarczajace zabezpieczenie.

Sktadniki zawierajace ludzka krew, dostarczone w zestawie, zostaty przebadane
metodami  zaaprobowanymi przez instytucje europejskie i/lub FDA.
Stwierdzono, ze nie zawieraja one HbsAg, przeciwciat anty-HCV, anty-HIV-1 i
2. Zadna ze znanych metod nie moze daé catkowitej pewnosci, ze materiaty
pochodzenia ludzkiego nie przeniosa czynnikéw zakaznych wirusowego
zapalenia watroby, AIDS i innych. Dlatego postgpowanie z odczynnikami i
probkami surowicy lub osocza powinno by¢ zgodne z miejscowymi
procedurami dotyczacymi bezpieczenstwa.

Produkty pochodzenia zwierzgcego byly pobierane od zdrowych zwierzat.
Sktadniki bydlece pochodza z krajow, w ktorych nie odnotowano wystgpowania
BSE. Pomimo to, skladniki zawierajace substancje pochodzenia zwierzgcego
powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.

Unika¢ kontaktu skory z odczynnikami (zawieraja azydek sodowy jako §rodek
konserwujacy). Azydek znajdujacy si¢ w zestawie moze reagowaé z miedzia
i olowiem w ukladzie kanalizacyjnym tworzac zwiazki o wiasciwosciach
wybuchowych. W czasie ptukania odprowadzany ptyn nalezy ptuka¢ duzymi
objetosciami wody, aby zapobiec kumulacji azydkow.

Nie wolno pali¢, spozywaé napojow ani pokarméw, badz uzywaé kosmetykoéw
w miejscu pracy. Nie pipetowa¢ ustami. Zaktada¢ ubranie ochronne i rekawiczki
jednorazowe.
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XVIll. PODSUMOWANIE PROTOKOLU
CALKOWITA KALIBR PROBKA(I) PROBKI PO
LICZBA ATORY KONTROLE EKSTRAKCJI
ZLICZEN (D) (u
)
(ul) @b
Kalibratory - 25 - -
(0-5)
Probki, - - 25 -
kontrole
Probki po - - - 50
ekstrakcji
Znacznik 500 500 500 500
1Zotopowy
Inkubacja 3 godziny w 37°C
Rozdzielenie - aspiracja
Roboczy 3,0 ml
roztwor
pluczacy aspirowac z ostrozno$cia
Rozdzielenie
Zliczanie Zliczanie probowek przez 60 sekund
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Hasznalat el6tt olvassa el a teljes hasznalati utasitast.

170-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-CT

VIZSGALAT CELJA

Immunradiometrids eljards emberi vérsavd vagy vérplazma 17a-hidroxiprogeszteron (17-OHP)
tartalmanak in vitro mennyiségi meghatarozasara.
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111.

ALTALANOS INFORMACIOK

Bejegyzett név: DIAsource 170-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-CT
Reagenskészlet

Katalégusszam: KIP1409 : 96 vizsgalat

Gyarté : DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Gyakorlati jellegii vagy rendeléssel kapcsolatos kérdésekkel hivja a kovetkezé szamot:
Tel: +32 (0) 10 84.99.11 Fax: +32 (0) 10 84.99.91

KLINIKAI HATTER

A 17a-hidroxiprogeszteron élettani szerepe

17a-hidroxiprogeszteron (17-OHP) egy 21 szénatomot tartalmaz6 szteroid hormon (molekulatémege
330,3), melyet a mellékvesék, a petefészkek, a herék, és a méhlepény allitanak el6 170-
hidroxipregnenolonb6l. A 17-OHP 11. és 21. szénatomja hidroxilalodik, és igy 11-dezoxikortizol, majd
kortizol keletkezik.

A 17a-hidroxiprogeszteron mérésének klinikai felhaszndldsa

A vérsavo, illetve az amnionfolyadék 17-OHP szintjének meghatarozasa alkalmas a velesziiletett
mellékvese hyperplasia (CAH) diagnosztizalasara. A CAH kialakulasanak hatterében bizonyos enzimek
(hat kiilonb6z6 enzim) funkcidzavara all. Az enzimek hianyos miikodése miatt az ACTH-szint
megemelkedik, igy mellékvese hyperplasia alakul ki, illetve szamos szteroid prekurzoranak szintje is
megnd. A 17-OHP szint mérésének fontos szerepe lehet mas betegségek felderitésében is, példaul
varicocele (here-visszértagulat) esetén (a 17-OHP és a tesztoszteron szint mérésével a Leydig-sejtek
miikodésérdl kaphatunk informaciot), illetve a prosztata idosebb paciensekben eléforduld joindulath
hypertrophidjanak (BPH) és karcinoméjanak (PCA) diagnosztizalasakor is (az ezekben a betegségekben
szenvedo férfiak vérplazmajanak 17-OHP szintje szignifikansan alacsonyabb, mint egészséges tarsaiké).
A 17-OHP szint mérésének indikécidja lehet még: férfiak nemzésképtelensége, kislanyok peripubertalis
virilizacidja, korai adrenarche (ezekben az esetekben a 17-OHP szintje emelkedett, ACTH stimulacio6
nélkiil, vagy a stimulaci6 utan).



Iv.

A MODSZER ELVE

Ismert mennyiségli '*I-dal jeldlt szteroid verseng a mintdban vagy a
kalibratorban talalhatd szteroiddal a polisztirén csovek faldhoz rogzitett ismert
mennyiségl ellenanyag kotohelyeiért. A csovek falahoz kotott ellenanyagok nagy
mértékl specifikussaga miatt nincs sziikség sem tisztitasra, sem kromatografiara.
A csoveket 3 oran at 37°C-on kell inkubalni, majd a folyadékot el kell tavolitani.
Ekkor a kompetitiv reakcio leall. A csdveket ezutan at kell mosni 3 ml higitott
mosooldattal, majd a folyadékot ismét el kell tavolitani. A Kkalibratorok
segitségével felrajzolhatdo egy kalibracios gorbe, amir6l a mintak 17-OHP-
koncentracioi interpolacidval olvashatok le.

V. A REAGENSKESZLET TARTALMA
Reagens Mennyiség 96 Feloldas

mintihoz

Anti-17-OHP boritott 2x48 Hasznalatra kész
U csovek
Ag 1257 1 ampulla Hasznalatra kész
55 ml
190 kBq
TRACER: '%I-dal jeldlt 17-OHP (HPLC

tisztasagu), szarvasmarha kazein és natrium-
azid  (<0,1%)
pufferben

tartalma  foszfor/citromsav

Nulla kalibrator natrium-azid (0,5%) tartalmu
emberi vérsavoban

Hasznalatra kész

3ml

CAL 5 ampulla Hasznalatra kész
. 0,5 ml
Kalibratorok 17-OHP
N =1 -5 (a pontos értékeket 1. az ampullak
cimkéin) natrium-azid (0,5%) tartalmu emberi
vérsavoban
1 ampulla Higitsa 70 x
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ Mosoolda 10 ml desztillalt vizzel
t (TRIS- (hasznaljon
HCI) magneses keverdt).
CONTROL | N | 2 ampulla Adjon hozza 0,5
liofilizalt ml desztillalt vizet

Kontrollok - N = 1 vagy 2
thymolt tartalmaz6 human plazma

Megjegyzés :

Mintak higitasahoz hasznalja a nulla kalibratort

VI. A FELHASZNALO ALTAL BIZTOSITOTT ESZKOZOK

A kovetkezd eszkozoket a készlet nem tartalmazza, de sziikségesek a vizsgalat
elvégzéséhez:

1.

34

PN N AW

e

10.
11.
12.

VIL

Desztillalt viz

Pipettak: 25 pl, 500 pl és 3 ml beméréséhez (ajanlott pontos pipettak és
eldobhaté miianyag pipettahegyek hasznalata)

Vortex

Magneses keverd

37°C-os vizfiirdd

6. 5 ml automata fecskend6 (Cornwall) a mosashoz

7. Vizlégszivattyu (valaszthatd)

8. Barmely, ' mérésére alkalmas gamma-sugarzdsmérd (minimalis
hozam 70%).

37°C-os inkkubatorban

Opcionalis (tisztitashoz)

Dietil-éter (analitikai minéség; tisztasag > 98%)

Eldobhaté iivegesovek (12 x 75 mm), dugéval

DIAsource feloldé oldat a (17-OHP)-RIA-CT-hez. hiv. sz.: 32.140.74.

REAGENSEK ELOKESZITESE

Kontrollok: Oldja fel a kontrollokat 0,5 ml desztillalt vizben.

Higitott moséoldat: Készitsen megfeleld mennyiségii higitott moséoldatot
ugy, hogy 69 rész desztillalt vizhez 1 rész mosooldatot (70x) kever.
Homogenizalja magneses keverd segitségével. A napi vizsgalatok
végeztével ontse ki a megmaradt higitott mosdoldatot.

VIII. A REAGENSEK TAROLASA ES ELTARTHATOSAGA

SO

Felnyitas és feloldas nélkiil a reagensek 2-8°C-on tarolva a cimkén
feltlintetett id6pontig eltarthatok.

Feloldas utan a kontrollok 2-8°C-on egy hétig, tobb csébe szétosztva -
20°C-on lefagyasztva legfeljebb 3 honapig eltarthatok.

A frissen késziilt higitott mosooldatot még aznap fel kell hasznalni.
Amennyiben felnyitds utan a tracert az eredeti, jol lezart ampullaban 2-
8°C-on tarolja, akkor a cimkén feltiintetett idGpontig eltarthato.

A reagensek fizikai tulajdonsagainak megvaltozasa valdszinileg azt jelzi,
hogy megromlottak.

MINTAVETEL ES ELOKESZITES

Térolja a vérsavo vagy vérplazma mintakat 2-8°C-on.

Amennyiben nem végzi el a vizsgalatot 48 oran beliil, ajanlott a mintakat
-20°C-on szétosztva tarolni.

Keriilje a mintak tobbszori lefagyasztasat és felolvasztasat.

A heparinos plazma 10%-kal alacsonyabb eredményt ad, mint a szérum:
Y (hep. plazma) = 0,9 x (szérum) + 0,20 r=0,92 n=20

Az EDTA-s plazma 10%-kal alacsonyabb eredményt ad, mint a szérum:

Y (EDTA-s plazma) = 0,9 x (szérum) + 0,18 r=0,87 n=20
ELJARAS

Tudnivalok

Ne hasznalja a reagenseket a lejarati idejiikon tal. Ne keverjen Ossze eltérd
gyartasi szamua reagenskészletekbdl szarmazd anyagokat. Hasznalat el6tt
varja meg, amig a reagensek szobahdmérsékletre melegednek.

Ovatos mozgatissal vagy keveréssel alaposan homogenizalja a
reagenseket. Minden reagens és minta beméréséhez hasznaljon tiszta
eldobhato pipettahegyet, hogy elkeriilje az anyagok beszennyezddését.
Nagypontossagu pipettak, vagy automata pipettazo késziilék hasznalata
javitja a vizsgalat pontossagat. Tartsa be a megadott inkubacios idoket.

Minden vizsgalathoz készitsen 0j kalibracios gorbét, ne hasznalja korabbi
mérések adatait.

Ujsziilottektdl  szarmazé mintak  tisztitisa  (opcionalis) —
SAVOMINTAHOZ

Mindegyik mintahoz feliratozzon egy iivegcsovet (ne tisztitsa a
kalibratorokat vagy a kontrollokat).

Pipettazzon 75 pl savot, utana pedig 2,25 ml dietil-étert.

Erételjesen vortexeljen minden csovet (2x1 perc)

Hagyja az asztalon allni 5 percig

A vizes fazis lefagyasztasa érdekében helyezze el -20 °C-on a csoveket.
Készitsen elé egy masodik sorozatot az iivegcsovekbdl, majd minden
minta esetében helyezze at a szerves fazist ezekbe az 01j csovekbe. Keriilje
a vizes fazis révén torténd szennyezodést.

Légaram vagy annak segitségével, hogy a cséveket 37 °C-on (vizfiird6)
helyezi el, parologtassa el teljesen a szerves (éter) fazist. Elszivo alatt
dolgozzon.

Oldja fel a szaraz éterkivonatot 150 pl feloldooldattal (a felhasznalé
biztositja, lasd a V1. pontot). Erételjesen vortexelje 1 perc.

Hagyja allni 10-15 percig, majd ismét vortexelje 1 percig. E mennyiségek
segitségével parhuzamos mérés végezhetd.

A vizsgalat menete

Feliratozzon 2-2 csovet a kalibratorok, a mintak és a kontrollok szamara.
A teljes radioaktivitds méréséhez haszndljon 2 reagens nélkiili csovet
(totalok).

Rovid vortexelés utdn mérjen 25 pl-t a kalibratorokbol, kontrollokbol és
mintdkbol a megfeleld csdvekbe. Az ujsziilottektél szairmazo tisztitott
mintak esetében 25 pl helyett 50 pl-t pipettazzon.

Mérjen 0,5 ml '»I-dal jelslt 17-OHP minden csébe (a totalokba is).
Kézzel ovatosan razza meg a kémcséallvanyt, hogy a csévekben maradt
levegébuborékok eltavozzanak.

Inkubalja a cséveket 37°C-on 3 6ran at.

Szivja le (vagy ontse le) a csévek tartalmat (kivéve a totalok). Ugyeljen,
hogy a vizlégszivatty milanyag hegye leérjen a csovek aljaig, és igy az
Osszes folyadékot eltavolitsa.

Mossa a csdveket 3 ml higitott mosooldattal (kivéve a totalokat), majd
tavolitsa el a folyadékot. Vigydzzon, hogy a mosodoldat beméréskor ne
habosodjon.

Hagyja allni a csoveket 2 percig, majd tavolitsa el a megmaradt
folyadékceseppet.

Mérje a radioaktivitast gamma-sugarzasmérével 60 masodpercig.

EREDMENYEK KISZAMITASA

Szamolja ki a parhuzamos mérések atlagat.
Szamitsa ki a megkotott radioaktivitds szazalékos értékét a nulla
kalibratorra kapott eredmény felhasznalasaval az alabbi képlet alapjan:



kontroll vagy minta cpm

B/BO(%)= _ x100
BO (nulla kalibrator) cpm 170HP Interferens Atlagos os
Anyag koncentracidja ltg p
3. Féllogaritmikus vagy logit-log milliméterpapiron abrazolja a kalibratorok (ng/ml) (mg/dl) elteres
B/B0(%) értékeit a hozzajuk tartozé 17-OHP -koncentraciok fliggvényében. 250
Hagyja figyelmen kivill a nyilvanvaloan kies6 értékeket. H lobi 057 500 08.6%
4. Szamitogép segitségével is felrajzolhaté a kalibraciés gorbe. Ez esetben cmoglobim I8 250 o7
hasznaljon 4-paraméteres logisztikus gorbeillesztést. ? 500
5. A kalibracios gorbe alapjan hatarozza meg a mintak 17-OHP- Konjugalt 0,57 50
s cioiA oY értkeik i 2cioia T 95.1%
koncentraciojat B/B0(%) értékeik interpolaciojaval. bilirubin 18 50
6. Az ujsziilottektdl szarmazo, tisztitott mintdk esetében kapott koncentracid > 20
(lasd a X.B. pontot) kozvetleniil leolvashato a gorbérdl (nincs sziikség S 0,57
. L, Y Konjugalatlan 100 o
semmilyen korrekcids tényezore) bilirubind 50 99.2%
7. Minden vizsgalat soran hatarozza meg a jel6letlen 17-OHP nélkiil bek6t6do 1.8 100
tracer szazalékos mennyiségét (BO/T). 50
XII. JELLEMZO MERESI EREDMENYEK os igg
A kovetkez$ adatok, amelyeket 6 hetes tracer segitségével kapnak, csak 500
példaként szolgalnak, soha ne hasznalja 6ket a valos idejii kalibracié helyett. 1000
Triglicerid 97.0%
50
(17-OHP)-RIA-CT cpm B/Bo (%) 100
1.54 250
Teljes radioaktivitas 32363 500
Kalibrétor 0.00 ng/ml 12596 100,0 — 100
0,17 ng/ml 9769 77,6 C.  Reprodukalhatésag
0,59 ng/ml 6529 51,8 . e
14 ng/ml 3752 208 VIZSGALATOK KOZOTTI,
43 ng/ml 1396 11,1 VIZSGALATON BELULI EXTRAHALAS UTAN
14,0 ng/ml 479 3,8
Szérum N <X>=SD Ccv Széru N <X>=SD Ccv
XIIl. A VIZSGALAT JELLEMZOI ES KORLATAI (gml) | ) m (ng/ml) %)
A. Erzékenység A 20 0,73 £ 0,05 6,8 C 24 0,56 + 0,06 10,7
B 20 1,94 £ 0,09 4,6 D 24 1,81 £ 0,17 9,4
A LoB-értéket (Limit of Blank) a vakproba 20-szorosanak mérésével

szamitottuk ki.
A LoB-t 0,03 ng/ml-re szamitottuk.
minta LoB =+ 1.645 szorasértékeként szamitottuk ki 10 kiilonb6zo
tesztben.
Az LoD-t 0,09 ng/ml-re szamitottuk.
tesztelésével szamitottuk ki, 10 kiilonboz6 vizsgalati eljarasban.
Az LoQ értéke 0,14 ng/ml volt.
B. Specificitas

A specificitast ugy vizsgaltak, hogy 17-OHP-tartalmu (+ 0,5 ng/ml)
mintakhoz olyan szteoidokat adtak, amelyek jelen lehetnek a betegekben.

SD: standard deviacio; CV: variacios koefficiens

VIZSGALATON BELULI

VIZSGALATOK KOZOTTI,
EXTRAHALAS UTAN

Szérum N

<X>=+SD CvV
(ng/ml) (%)

A 12
B 12

0,69 = 0,06 8,7
2,08 +0,16 7,6

Szérum N <X>+£SD Ccv
(ng/ml) (%)
A 8 0,72+0,13 18
B 8 2,03 +0,39 19,2

SD: standard deviacio; CV: variacios koefficiens

. Hozziadott mennyiség Keresztreaktivitas
Vegyiilet (ng/ml) (%) D.  Pontossag
HIGITASI VIZSGALAT
17a-hidroxiprogeszteron - 100 Savé Higitas Elméleti Meért
Progeszteron 500 0,7 koncentracié koncentracié
17a-hidroxipregnenolon 1000 0,3 (ng/ml) (ng/ml)
21-deoxikortizol 1000 1,07
Pregnenolon 500 0,02 1/1 - 33
11-deoxikortizol 500 0,21 12 1,65 1,79
Kortikoszteron 1000 0,008 1/4 0,83 1,0
11-deoxikortikoszteron 500 0,24 1/8 0,42 0,5
Kortizol 5000 0,005 1/16 0,21 0,27
Tesztoszteron 5000 0,004 U toin - P
Androsdendion 5000 001 A mintak higitasa a nulla kalibratorral tortént.
Osztradiol 1000 0,008
170-hidroxi-pregnenolon-szulfat 5000 0,34 VISSZANYERES
Potencialisan beavatkozé anyagoknak a DIAsource 170HP-RIA-CT-t alkalmazo Minta Hozzdadott 17- Visszanyert Vlsszﬁ"yeres
s g e Vrs . . e s B OHP (ng/ml) 17-OHP (ng/ml) (%)
mintdkra gyakorolt hatdsat kiértékeltiik. A hemoglobin, bilirubin, triglicerid és
konjugalt bilirubin a szérummintakban tapasztalhaté kiilonb6zé szintjeit 1 6 57 95
vizsgaltuk olyan mintdkon, ahol mas volt a 17o-hidroxi-progeszteron 3 2,99 99
koncentracioja. Elfogadhatosagi kritériumunk gy szolt, hogy az interferencianak 1,5 1,64 109
10%-nal kisebbnek kell lennie. A vizsgalt anyagoknak nem volt hatdsa a 0,75 0,81 108
DIAsource 170HP-RIA-CT vizsgalat teljesitményére.
P 6 5,27 87
3 2,86 95
1,5 1,49 99
0,75 0,74 98




Meértékegységek atvaltasa:
ng/ml-r6l nmol/l-re: x 3,03
nmol/l-r6l ng/ml-re: x 0,33

Ismereteink szerint jelenleg nem létezik nemzetk6zi referencia anyag
ennek a paraméternek a vizsgalatara.

E. Az utols6 kalibrator és a mintak bemérése kozott eltelt ido
Ahogy ezt az alabbi adatok is mutatjak, a vizsgalat eredményeit nem

befolyasolja, ha egy minta bemérése akar 40 perccel az utolso kalibrator
utan torténik.

ELTELT IDO
Minta , , ,
(ng/ml) 0 10 30 40
Minta 1 0,63 0,65 0,73 0,74
Minta 2 2,03 2,04 2,37 22
F. Az ujsziilottekt6]l szairmazo mintakra érvényes korlatozasok

Nagyon fiatal (<3 honapos) gyermekeknél magas a 17a-hidroxi-
pregnenolon-szulfat szintje. Annak ellenére, hogy szinte egyaltalan nincs
keresztreakcio ezzel a molekulaval, azt javasoljuk, alkalmazza a tisztitasi
eljarast (X. B.)

XIV. BELSO MINOSEGELLENORZES

- Jeloletlen 17-OHP hianyaban a teljes megkotott tracer mennyiségének
(BO/T) >25%-nak kell lennie.

- Ha a kontroll 1-re és 2-re kapott eredmények kiviil esnek az ampullak
cimkéin feltiintetett tartomanyon, a vizsgalat eredményei nem
hasznalhatok fel, kivéve, ha ismert az eltérés pontos oka.

- Igény esetén barmely laboratorium készithet egy sajat, kontrollként
szolgald savo-poolt, amit azutan szétosztva, lefagyasztva kell tarolni. Ne
fagyassza le és olvassza fel 6ket kettonél tobbszor.

- A parhuzamos vizsgalatok eredményei kozotti eltérés elfogadhato
mértékét a GLP (Good Laboratory Practises) alapjan kell meghatarozni.

XV. REFERENCIATARTOMANY

Az alabbi értékek csak iranyado jellegliek, minden laboratoriumnak meg kell
hataroznia sajat referenciatartomanyat.

Koncentraciétartomany Mintik szaima
(2,5 to 97,5% percentilis)
(ng/ml)

Atlag férfipopulacié 0.67 -3.32 79
Atlag néi populacié
. Follicularis fazis 0.41-2.27 50
. Lutealis fazis 0.23 -3.87 28
Terhesség
. Els6 trimeszter 2.60—-7.95 30
. Masodik trimeszter 1.83-9.74 30
. Harmadik trimeszter 3.54-18.97 15
Ujsziilottek (tisztitas 23 (0 és 3 honap
utén) 0.34-1.96 kozotti koraak)

XVI. MUNKAVEDELEM

Biztonsagi eldirdsok

Csak in vitro diagnosztikai felhasznalasra.

A kit réntgen (28 keV) és gamma (35,5 keV) sugarzo '»I izotopot (felezési idé:
60 nap) tartalmaz.

A reagenskészletben talalhatd radioaktiv anyagot csak arra jogosult személyek
vehetik at és hasznalhatjak fel. Radioaktiv termékek beszerzésére, taroldsara,
hasznalatara, és cseréjére az adott orszag torvényei érvényesek. A reagensek
alkalmazasa embereken és allatokon is minden koriilmények kozott tilos.
Minden, radioaktiv reagenssel végzett miveletet egy arra kijeldlt, elkiilonitett
helyen kell elvégezni. A laboratoriumba érkezett radioaktiv anyagok atvételérdl
¢s tarolasarol vezetett jegyzOkonyvet a laboratorium teriiletén kell tartani. Azokat
a laboratoriumi eszk6zoket és iivegedényeket, amelyek radioaktiv anyaggal
szennyezddhettek, kiilonitse el, hogy elkerilje a kiilonb6zé radioizotopokkal
torténd keresztszennyezodést.

Amennyiben barmilyen radioaktiv anyag kiomlik, azonnal takaritsa fel az erre
vonatkozo el6irasoknak megfelelé modon. A keletkezé radioaktiv hulladékot a
helyi szabalyoknak és az illetékes hatosagok erre vonatkozd utmutatasanak
megfelelden kell kidobni. Ha betartja a radioaktiv anyagok kezelésére vonatkozo
alapvet6 szabalyokat, megfelelden védett lesz a sugarfert6zéstol.

A készlet emberi vérbol késziilt reagenseit eurdpai szabvanyok szerinti és/vagy
az FDA altal mindsitett modszerrel HBsAg-t6l, valamint anti-HCV, és anti-HIV-
1 és 2 ellenanyagoktol mentesnek talaltak. Azonban egyetlen ma ismert modszer
alapjan sem allithato biztosan, hogy az emberi vérbdl késziilt anyagok nem
okozhatnak hepatitist, AIDS-et vagy mas fert6z6 betegséget. Ezért minden ilyen
reagenst és minden savo-, illetve plazmamintat a fert6z6 anyagokra vonatkozo
helyi biztonsagi eldirasoknak megfelelen kell kezelni.

Minden éllati eredetii reagens és termék egészséges allatokbol szarmazik. A
szarvasmarha eredetli reagensek olyan orszagokbol szarmaznak, ahonnan eddig
nem jelentettek BSE esetet. Ennek ellenére minden 4&llati eredetii anyagot
tartalmazo6 reagenst potencialisan fert6zésveszélyesként kell kezelni.

Vigyazzon, hogy a reagensek borre ne keriiljenek (tartositoszer: natrium-azid). A
reagensekben talalhatd natrium-azid robbanasveszélyes fém-azidokat képezhet
olom és réz csOvezetékek anyagaval. A csovek mosasakor nagy mennyiségii
vizzel egyiitt Ontse ki ezeket az anyagokat, hogy megelézze az azid
felgyiilemlését.

Ne dohanyozzon, ne fogyasszon ételt vagy italt, illetve ne hasznaljon
kozmetikumokat a laboratériumban. Ne pipettazzon szajjal. Munka kozben
viseljen laborkdpenyt és egyszer hasznalatos kesztyiit.
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AZ ELJARAS OSSZEFOGLALASA

TOTALOK
()]

KALIBRA
TOROK
(uD)

MINTAK,
KONTROLLOK

(uh

TISZTITOT
T MINTAK
(ul)

Kalibratorok
(0-5)
Minték,
kontrollok
Tisztitott
mintak
Tracer

500

25

500

25

500

50

500

Inkubacid

3 6ran keresztiil 37°C-on

Folyadék
eltavolitasa
Higitott
mosdoldat
Folyadék
eltavolitasa

Aspirer

3,0ml

aspirar

Meérés

Radioaktivitds mérése 60 masodpercig
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TuiateJbHO 03HAKOMHUTHCS nepex moJib30BaHueM.

170-T'NAPOKCHUITIPOI'ECTEPOH (17-OHP)-RL

1.  IIPEJJIIOJIATAEMOE HCIIO/IB30OBAHHUE

PagnonmmyHonornueckuii - aHanu3  in vitro IS KOJIMYECTBEHHOTO — ompexaeneHus  17a-
runpokcunporectepona (17-OHP) B oOpasmax 4enoBedecKkoil CBIBOPOTKHU M TTa3MEI.

I1I. OBILIAA HHDOPMALIUA

A. TIlatenTtoBanHoe Ha3zBanue: DIAsource 170-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-
CT Kit (170-THJPOKCUIIPOTECTEPOH (17-OHP)-RIA-CT
npousBoicTBa DIAsource B KOMIUIEKTE)

B. Howmep no karanory: KIP1409: 96 tectoB

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

3a TexHMYeCcKOH KOHCYJIbTalUel WU 10 0(opMIIeHHIO 3aKa3a 00paIATHCsI:
Tea: +32 (0) 10 84.99.11 ®axkc: +32 (0) 10 84.99.91

1I1. KIIHHHUYECKAA KAPTHHA
A buonozuueckaa akmugnocms 17-2udpoxcunpozecmepona

170-ruppoxcunporectepoH (17-OHP) sBnsiercs crepounasiM ropmonoM C-21(MoNeKyIsSIpHEBIN Bec
330.3), BelpabareiBaeMbIM U3 170-THIPOKCHIIPOTECTEPOHA B HAMIOUCYHUKAX, 4 TAKIKE B IMYHHUKAX,
smukax u TotaneHte. 17-OHP ruppoxcmmupyercs B mosmmmu 11 w 21 mis BeipaGaThiBaHHS
KopTu3oja yepes 11-1e0KCuKopTU30IL.

B. Ananuz Knunuyeckux npumenenuii 17a-zudpokcunpozecmepona

Kax npasumio, xonudectBo 17-OHP chIBOPOTKM MM OKOJIOMJIOJHOM >KUIKOCTH COOTHOCHTCS C
JMarHOCTHKOIN BpOKAEHHON runepruiazuu HaanouyeyHukoB (BI'H). Taxoit BI'H Bo3Hukaer u3
cnerduueckoil GepmeHTOnaTHM (OMMCAHO IIECTh SIBHBIX cilydaeB aeduunta depmenta). Kax
pesynbrar HemoctaTodHocTH ypoBeHb AKTI'A  yBenmuuuBaeTcs, BO3HUKAET THIEPILIA3HUA
HaJIIOYCUYHUKOB U NOBBIIIEHHE MHOXECTBA CTEPOMIHBIX NMPEKYypcopoB. Tarke MHTEPECHO OBLIO
061 BbIACHUTH ypoBeHb |7-OHP y mnaunmentoB c Bapukouene (17-OHP u Tecrocrepon
MPECTABISIOT MapKepbl QYHKIMHA TPaHIYJIOUTA SUYKA) M Y TMOXWIBIX MYXKYUH JUIS BBISBICHHS
noOpokauecTBeHHOH rumneprpodun npencratensHoil sxkene3sl (JI'TDK) n kapuuHOMBI mpocTaTs
(KITXK) (17-OHP nnasmsl 3nauntensHo Huke B KITK u JITTIXK, yem y 00bIMHOTO MY>KYHHBI).
CymecTByloT JApyrue AoMeHbl Juit aHamusa 17-OHP: Oecrionue y MyX4uH, JEBOYKH C
NepunyOepTaIbHOM aHAPOTeHU3AlMeH, JeTH C MPEXKACBPEMEHHON aKTUBU3alMed QyHKIUH
HaJMOYEeYHOH jKeJe3bl (B Takux ciydasx nokasarenu 17-OHP ysenuumBarorcs 6e3 wim mocie
AKTT -ctumynupoBaHus).



1v. HA 4YEM OCHOBAH METOJ

TouHOE KOJTHYECTBO MEUEHHOTO CTEpoMa 1 KOHKYPEHTHO B3aUMOJIEHCTBYET ¢
HM3MEpSAEMBIM CTEPOUIOM, MPHUCYTCTBYIOIIUM B o0pasue aubo B Kamubpartope.
VI3BecTHOE KOJMYECTBO AHTHUTEN JIOKAJIW30BAaHO M HMMOOWIH3HPOBAHO Ha
CTEHKaxX IIOJMCTUPOJIOBOM mpoOupku. I3-3a  BBICOKOH  crenu(puuHOCTH
OKpALICHHBIX AHTHUTEN HEOOXOAMMOCTh B 3KCTPaKUMM JIHOO Xpomatorpaduu
orcyrcTByeT. Uepes 3 waca muxybamuu npu T 37°C HacTymaeT acnHpalMOHHAs
Gdaza, W KOHKypupyollas peaKkius IpeKpalaercs. 3aTeM IpoOUpKH
NPOMBIBAIOTCS. 3 MJI MOIOIIETO PAacTBOpa M IPOLYBAIOTCS  BO3IYXOM.
CocraBisieTcst rpaJlydpoBOYHas KpUBas, U ONPENEISIOTCS KOHUEHTpauuu 17-
OHP B 00pasuax UHTEpHOIALHE 1036l HAa TPATyUPOBOYHON KPHBOM.

V. PEAI'EHTBI B KOMIIVIEKTE

Pearentsi Komnuiekt PacTtBop pas
Ha 96 pazbaBiieHust
TECTOB
IIpoGupku ¢ antu 17- 2x48 l'otoBo k
OHP nokpbITHEM HCII0JIb30BAHUIO
Ag 1251 1 ¢pnakon | T'oToBo K
55 mn HCIIONB30BAHUIO
190 xbx

WHJIUKATOP:  17-OHP  (yposens
KXBJM) ¢ iommoit wmetkoit ¥ B
docdarnom/ JIMIMOHHOKHUCJIOM
OydepHoM  pacTBOpe € OBIYBUM
Ka3eMHOM U  COJIBIO a30TOBOJOPOIHON
kucnotsl (<0.1%)

1 paxon T'otoBo k
3 M HUCIOJIb30BAHUIO

HyneBoii kanmubGpaTop B  CBIBOPOTKE
YeJloBeKa U COJM  a30TOBOIOPOJHOM
kucnotsl (0.5%)

5 ¢makonoB | T'oToBO K
0,5 M HCII0JIb30BAHUIO

Kami6paropsr 17-OHP

N =1 - 5 (cm. TouHblii 00ObeM Ha
9THKeTKe  (JIakOHAa) B CBIBOPOTKE
4eJOoBeKa M CONH  A30TOBOJOPOIHON
kucnotsl (0.5%)

1 akon PactBoputs 70 X
MPOMBI | PACTBP | KOHIIH 10 mn JUCTHITUPOBAHHON

B. . TPT. BOJIO¥1 (MCIIONB30BATh
MAarHHUTHBIH CMECHTEIb)

TTpomsiBounslii pacteop (Tpuc HCI)

2 ¢nakona | Jo6aButhb 0,5 M

KOHTPO.I | No | nHoGUIN3K | AMCTHITMPOBAHHON
pOBaHO BOJIBI
KontponbHbiii 06pazen - N = 1 wam 2
B 4eJIOBEUECKOII TIa3Me ¥ THMOJIE
Ipumevanns: Jlns  pasBenmeHus  oOpaslia  WCIONB30BaTh  HyJIEBOH

KaJTMOPOBOYHBIN MapKep.
VI. JIOIIOJTHUTE/IbHBIE MATEPUAJIbI H PEATEHTBI

HeobxoauMe! ciemyione MaTepHabl, OTCYTCTBYIOIINE B KOMIIIEKTE IOCTABKU:
1. JlycTHiuMpoBaHHast BoJia

2. Tunerkn mns ormepuBanus: 25 pl, 500 pl u 3 mn (pekomeHayercs
HCIIONIb30BaTh ~ MEPHBIC MHIETKH CO CBEMHBIMH  ILUIACTHKOBBIMH
HaKOHEYHHUKaMH)

3. Boprekc-mukcep

4. Mar=auTHbIA CMECHTENb

5. Bonsnas 6ans 37°C

6. npun-aBromar 5 M (tun "KopHyod") s HPOMBIBKH

7. AcnupanuonHas cucteMa (Jirodas)

8. JIroboif ramMMa-CYeTYMK €  YyBCTBUTENBHOCTBIO o 1251  (MuH.

NIPON3BOAUTENBHOCTE 70%).

Muky6arop 37°C

JlonoTHUTENBHO (1151 IKCTPAKIMH)

10.  Jm3THIIOBBIN 3QUp (AHATMTHYECKAs! CTeNleHb YHCTOThI > 98%)

11.  OaHopa3oBble cTeKJIsIHHBbIE MPodupkH (12 X 75 MM) ¢ podkaMu.

12.  PacrBopurteiab DIAsource Reconstitution Solution aasi (17-OHP)-
RIA-CT. nomep: 32.140.74.

o

VII. IHIOAI'OTOBKA PEAT'EHTA

A. KonTpoabHbie 06pa3upl: Pa3z0aButh KoHTponbHEIC BemiectBa B 0,5 mi
JUCTATAPOBAHHON BOJBL.
B. Pa6ora ¢ pactBopamu: IIpHroTOBHTH NOCTaTOYHBIH 00BEM pabodero

pactBopa, 1006aBUB 69 00bEMOB AMCTWILIMPOBAHHOM BOIbl K 1 00beMy
IPOMBIBOYHOTO pactBopa (70x). Vcroms3oBaTh MAarHUTHBI CMECHUTEINb
UL cMeIuBaHusL. Pabodyio MpOMBIBOUHYIO JKHIKOCTh B KOHIIE JUIS CIIUTh.

VIIl. CPOKT'OJHOCTH H XPAHEHHUA PEAT'EHTOB

- B 3aKymoOpeHHOM HCXOJHOM COCTOSIHHU BCE KOMIIOHCHTHI B KOMILICKTE
CTaOWIIBHBI 10 3aBEpIICHHUs CPOKa TOAHOCTH, YKa3aHHOTO Ha JTHUKETKe,
IIPU YCIOBUM XpaHeHus ot 2 jio 8°C.

- IMocne pa36aBieHUs KOHTPOJIBHEIE BELIECTBA COXPAHSIOT CTaOMIBHOCTD B
TEUeHHE HeNeNu INpu ycioBuu XpaHeHus mpu T ot 2 mo 8°C. ms
COXpaHeHHss Ha OoJjiee JUIMTENBHBIA IEpPHOJ CIELyeT 00ecneunuTh
aKBOTHL. XpaHuTh npu —20°C B TeueHue 3 MecsIeB.

- CBEXXEIPUTOTOBICHHBIM paboumii pacTBOp JUIt IIPOMBIBKH CIIEyeT
UCHOJIB30BATh B TOT )K€ JICH.

- ITocne mepBOro HCIOIB30BAaHUS MapKep OCTAaeTCS CTaOMIBHBEIM 0
HCTEYEHHSI CpPOKa TONHOCTH NPH YCIOBHH XPAaHEHHS B OPUTHHAIBHOM
repmeruyHoM ¢uiakoHe npu T ot 2 1o 8°C.

- ®duzpyeckre H3MEHEHUs BHEITHEr0 BHAA PEarcHTOB MOTYT yKa3bIBaTh Ha
HEeCTaOWILHOCTh WM Pa3pyIIeHHeE.

IX. CBOP U ITPHT OTOBJIEHHE OBbPA3I]OB

- OO6pas3iub! CEIBOPOTKH MM IUTa3Mbl XpaHuTh npu T 2-8°C.

- Ecmu tect B TeueHwe 48 4YacoB HE OCYIIECTBILIICS, PEKOMEHIOBAHO
xpanuthb npu T -20°C.

- H36erath NOCIEAYIOMUX IIUKJIOB Pa3MOPAKUBAHKS M 3aMOPAKHBAHUSL.

- I'enapuHusnpoBaHHas Iuia3mMa obecnieunBaeT Ha 10% Oonee HU3KHI
pe3y/IbTaT MO CPABHEHHIO C CHIBOPOTKOIL:
Y (rem. mma3ma) = 0.9 x (ceiBopotka) + 0.20  r=0.92 n=20

- ITnasma ¢ DATA obGecrnieunBaet Ha 10% Oosiee HHM3KHMH pe3ysbTaT MO
CPaBHEHUIO C CHIBOPOTKOIL:
Y (mmazma ¢ D/ITA) = 0,9 x (cpiBopotka) + 0,18 r=0,87 n=20

X.  IOPAJOK JEHCTBHH

A. Oopauenne
3amnpermiaeTcsi HCIONb30BaTh KOMIOHEHTH! B KOMIUIEKTE MOC/IC HCTCYCHHUS
CpOKa rOTHOCTH.
3amperaeTcsi CMEIINBAaTh MAaTEPUAIbl U3 Pa3HBIX KOMILUICKTOB TOCTaBKH.
Jlo Hauaja MOJIb30BAHMS IOBECTH TEMIIEPATYPy PEArcHTOB O KOMHATHOM.
TmatenpHO —IepeMernath BCE pPEareHThl M 00pasibl  yMEPEHHBIM
B30aNThIBAHHEM.
Hcnosp30BaTh YHUCTYIO MHIETKY C OJHOPAa30BBIM HAKOHEUHHKOM IS
J00aBIIeHNs JIIOOOT0 M3 peareHTOB M 00pasmoB. 130eraTs 3arpsi3HEHUS
UCXOAHBIX MaTepuaioB.  Jlus Ooujbliel TOYHOCTH PEKOMEHIYeTCs
UCHOJB30BAaTh  BBICOKOTOYHBIC IHUIECTKA HJIM  aBTOMATHU3HPOBAHHOE
KareIsHoe 000pyIOBaHHe.
Co0:0aTh HHKYOAIIMOHHBII EPHO/I.
IToaroToBUTH TIPagyHpOBOYHYIO KPHBYIO I Kaxjaoro ceadca. He
JIOIyCKAeTCsl HCIOIb30BaHUE JaHHBIX IPEIBIIYIIEro Ceanca.

B. OT100p 00pa3noB OT HOBOPOXKIEHHBIX (IOMOIHUTENBbHO) — HA

OBPA3EIL CbIBOPOTKH

1. MapKHpoBaTh CTEKJISTHHbIE TPOOUPKH MO OJHOW Ha KaXK/blil oOpasen (He
H3bIMATH KAJIMOPATOPbI HJIM KOHTPOJIbHbIE MAPKEPBI).

2. Ormeputh mamerkoit 75 pl ceiBopoTkH, a 3aTeM 2,25 M AMITHIOBOTO
a¢upa.

3. CunbHO B300nTaTh BCe podupku (2 X 1 MuHyTa)

4. OcTaBuUTH B IIOKOE HA 5 MUHYT

5. Iomectuts npodupku B xono0xa -20°C a1t 3aMOPO3KH BOAHOU (ha3bl.

6. IToArOTOBUTH CIIEIYIONIYIO CEPUIO CTEKIITHHBIX MPOOUPOK H, UL KaXKIOTO

obpa3sna, MOMECTUTh OpraHM4ecKylo a3y B 3TH HOBBIE INPOOUPKH.
W36eratb 3acopeHus BOASHOI (a3oii.

7. Beimapute opranmdeckyto (asy (3(up) MOJHOCTBIO TOJA BO3MYIIHOM
CTpyeH, JTub0 MOMeCTUB NPOOUPKH B BOJIHYIO OaHio 37°C. MaHumyIs1mMu
BBIIOJIHATD I10]] BBITSDKKOM.

8. PactBoputh cyxo#f o¢upHBIA OKCTpakT pacTtBopuTeneM 150 pul
(orcyrerByer B Kommuiektammu, cM VI). CunpHo B30anTeiBath B
TeYCHHE | MUHYTBL

9. OcraButs B mokoe Ha 10-15 MHHYT u cHOBa B30OoNTaTh B TedeHue 1
MuHYTBL. Takux OOBEMOB JOCTATOYHO JUII KOHTPOJIBHOTO MOBTOPA
aHanm3a.

C. Hopsaaox aeiicTBuii



1. IToMeTHTh OKpAILCHHBIC MPOOUPKU KOHTPOJIBHOTO TOBTOpPA IS KaXKIOTO
kanubparopa, oOpasia u KOHTPOJIbHOro Mapkepa. s obmero moacdera
MapKHpOBaTh 2 0OBIYHBIC IPOOHPKH

2. BerpsxHyTh  KanmuOpatopbl, 00paslibl M KOHTPOJIBHBIE MapKepbl, U
MOMECTUTh 25Ul KaXmoro B COOTBETCTBYIOHIyI0 HpoOupky. Jlast
0TOOPAHHBIX 00PA3OB OT HOBOPOKIEHHBIX HCIHO/IL30BATH MUIETKY

50 pl B7MecToO 25 pl.

3. Paszeectu 0,5 v 17-OHP ¢ HomueiM umcioM '2° B kaxioit npoOupKe,
BKJIIOYAsi HEOKpAILIEHHBIE, JUTs 00IIero mojcyera.

4. YMEpeHHO BCTPSAXHYTh IITATUB C NPOOMPKAMH BPYUHYIO Ul YJaleHHs
IIy3BIPHKOB BO3/yXa.

5. IMomectuts B mHKyOaTop Ha 3 waca mpu T 37°C.

6. IpoxyTs BO3MyXOoM (MM OCYIIHMTH) COACPIKHMOE KaxJ0il mpobupku (3a

HCKIIOYEHHEM CYMMApHOro Mojcyera). YOeAUThCs, YTO ILUIACTHKOBBIN
HAKOHEYHHUK acIMpaTopa JOCTUraeT JOHI[A OKPAIICHHON MPOOHPKH, U BCS
KHAKOCTD yJajeHa.

7. IpombiTh mpoOupkd 3 M1 pabovero MPOMBIBOYHOrO pacTBopa (3a
HCKIIOYEHHEM CYMMApHOrO IOACYeTa) M MPOAyTh (MO0 OCYLIHTH).
V30erath BCICHUBAHMS IpH HOOABICHUH pabOdYero IPOMBIBOYHOTO

pacTBopa.

8. OcTtaBUTh NPOOUPKH B BEPTUKAJILHOM IOJIO)KEHUU HA JIBE MUHYTBI. 3aTeM
MIPOJYTh OCTABILIYIOCS BIIATY.

9. OCyILECTBUTh TOJCYET B NPOOUPKAX raMMa-CYETYUKOM B TeueHue 60
CEeKyH/I.

XI. IHOJCYET PE3YJ/IbTATA

—

Paccuurarh cpeqHuii nokasaresib KOHTPOJILHOTO aHAIN3a.

2. Paccunrats CBS3aHHYIO PaIHOaKTUBHOCTh KaK IPOLEHTHOE COOTHOIIEHHE
CBSI3BIBAIONIETO, BBIBICHHOTO B TOUYKe HyJeBOil kamuOposku (0), 1o
crenyromieit hopmyie:

Counts (Calibrator or sample)
Counts (Zero Calibrator)

x100

B/BO(%)=

3. Hcnonp3yst 3-LUKIHYHYIO MONYTOrapuMUUYECKYI0 WIH Pa3IHHOBAHHYIO
Oymary Uil JIOTUT-MOJEIH, cOCTaBUTh mokazatenn (B/B0(%)) mms
Ka)kJI0H TOYKM KanuOpoBkW B BUAe QyHKIMM KoHieHTparuu 17-OHP B
Ka)XIOH TOUKe KaIHOPOBKH, UTHOPHPYS IIOCTOPOHHHE BETUUHHEL.

4. Jlns cocraBiieHusl TpaJyMpOBOUYHON KPUBOH JOMYCKAaeTCsl UCIOIb30BAHUE
aBTOMAaTH3MPOBAHHBIX MeTOJ0B. Ecim mcmone3yeTcs aBToMaTHUecKas
00paboTKka  pe3yJIbTaTOB,  PEKOMEHIYeTCS  BOCHONB30BaThes — 4-
MapaMeTPHIECKHUM JIOTHCTHYECKHM CII0COOOM MPHUITIACOBBIBAHMS KPUBOHL.

S. Wnreprnonsitmeit  3Hauenmid  oOpasma  (B/B0(%))  ompenmenuth
koHueHTpauu 17-OHP B 00pasue, HaunHas ¢ pedepeHTHOI KpUBOK.

6. INomy4yeHnsle 3Ha4YeHMS KOHIEHTPAUUH A HOBBIX AKCTPArMpPOBaHHBIX
obpasnoB (cM. X.B.) MOXKHO CUMTBIBaTH HEMOCPEICTBEHHO C KpPHBOIT
(HE00XOJMMOCTD B MONIPABOYHOM KO (PUIIMEHTE OTCYTCTBYET).

7. o xaxaoMy aHaIM3y HEOOXOIHMO IIPOBEPUTH MPOILIEHTHOE COOTHONIEHHE
o0miero Mapkepa, CBSI3aHHOTO HMPH OTCYTCTBHH HEMapKHpOBaHHOTO 17-
OHP (BO/T).

XIl. THIIOBBIE JAHHBIE

Crenyrtonye JaHHbIE, TTOIyYCHHbIE ¢ IIOMOIIBIO MapKepa 6-HeleIbHOH JaBHOCTH,
MpEJCTaBIEeHbl HMCKIIOUMTENBHO JUI  WumocTpauuu. He pomyckaercs ux
HCIOJIb30BaHUE KOTJa-IMO0 BMECTO I'paJyMpPOBOYHON KPHBOM, OTOOpa)karomei
peanbHOe BpeMs.

(17-OHP)-RIA-CT I/MHH. B/Bo (%)
OOwwwmii cyer 32363
Kanu6parop 0,00 12596 100,0
HD/MJT 9769 77,6
0,17 wur/mn 6529 51,8
0,59 wur/mn 3752 29,8
1,4 wur/mn 1396 11,1
4,3 wur/min 479 3,8
14,0 wr/mn

XIIl. XAPAKTEPUCTHKH H O PAHHYEHHA
A. YyBCTBUTEJIBHOCTH

LoB (mpemen O6iaHka) TECTHpOBalIM MyTeM H3MepeHus: 20-KpaTHOro
3HAa4YCHHUs ONaHKa ¥ pacCUMTHIBAIM KaK CpefHee 3HaueHue =+ 2
CTaHAAPTHOTO OTKJIOHEHHS PACIIPE/IC/ICHNS TECTOBBIX 3HAYCHHI.

LoB 6b11 paccuuran kak 0,03 Hr/mor.

LoD (npenen oOHapy>Xe€HUS) PACCUUTHIBAIIM KaK CTAHIAPTHOE OTKJIOHEHHE
LoB + 1.645 nnsa obpasna ¢ HH3KOM KOHIIEHTpamueil, usmMepenHoe B 10
Pa3IMYHBIX TECTaX.
LoD 6511 paccunTad Ha ypoBHe 0,09 Hr/miL.
LoQ (mpemen KOJIMYECTBEHHOTO OIPENCICHHS) PACCUUTHIBAIH ITyTEM
TecTHpoBaHUS 4 00pasoB ¢ HU3KOW KoHIEeHTparueil B 10 pasmmdaHBIX
aHaJIM3ax.
LoQ 6511 paccuntan Ha yposHe 0,14 Hr/miL.

B. CnenuduyHocTh

Crenu$uIHOCTS ONpeAesIach MO MUKOBOH BBIOOpKE M3 00pasmos 17-
OHP (+ 0,5 Hr/™Mi) co cTepouaamu, KOTOPbIE JOJDKHBI IPUCYTCTBOBAThH B
ManUEeHTCKHUX 00pa3iax.

CoennHenne JlobaBiienHoe IepexpecTHas
KOJIHYeCTBO PeaKTHBHOCTb
(ur/mu) (%)
170-TuapOKCHIIPOTreCTEPOH - 100
IIporecrepon 500 0,7
170~ THIPOKCUIIPETHEHOIOH 1000 0,3
21 -1e30KCHKOPTH30JI 1000 1,07
IIpernexonon 500 0,02
11-1e30KCHKOPTH30T 500 0,21
Koprtuxocrepon 1000 0,008
11 -1e30KCUKOPTHKOCTEPOH 500 0,24
Koptuson 5000 0,005
TecrocTepon 5000 0,004
AHIIPOCTEHINOH 5000 0,01
DcTpanuon 1000 0,008
170~ THAPOKCHIIPETHEHOJIOHA CYIIb(haT 5000 0,34

HccnenoBanoch BO3JCHCTBHE NOTEHIMAIBHO HHTEP(EPUPYIOUIHX BEIICCTB B
obpasnax ¢ nomonisio DIAsource 170HP-RIA-CT. TectupoBanuch pa3jindHbe
YPOBHU reMoriobrHa, OnimpyOuHOB, TpUrIMLEepuIa U OMIMpyOrHa KOHbIOTaTa B
00pa3uax ChIBOPOTKHU C PA3IMYHON KOHIEHTpauuen 170-ruIpoKCUnporecTepoHa.
IlpuemneMblM  KpuTepHeM  cunTasack  HHTepepeHumus Menee  10%.
TecTHpoBaHHBIC BEIECTBA HHKAK HE BIMSIM Ha XapakTepucTuku DIAsource
170HP-RIA-CT.

170HP Konuenrpanus
uHTepdepenTa
(ar/ma) (Mr/p1)

Cpennnit
OTKJIOHEHHsI

BemecrBo

zzg
T'emorno6un 98.6%
18 250

500

CBs3aHHbIIH 0,57 50

0,
Ounnpyoun 1.8 50 95.1%

N 0,57
He cBsi3annb1i

Ounnpyoun 50

99.2%

0,57 250

1000
Tpurauiepus 50 97.0%
100
1,54 250
500

1000

C. TounocTh
BHYTPUAHAJIMTUYECKAS

BHYTPUAHAJIMTUYECKAA TIOCJIE DKCTPAKIINI

CouiBOp | Ne <X>+ K.B. CruiBOp | Ne <X>* Cr.0. K.B.
oTKa Cr.0. (%) O0TKa (ur/mui) (%)
(ur/mon)

A 20 | 0.73+0.05 6,8 C 24
B 20 1.94 +0.09 4,6 D 24

0.56+0.06 | 10,7
1.8140.17 9,4

C.0O.: CrannmaptHoe otkionenue; K.B.: Koadduuent Bapuannu




MEXAHAJIUTUYECKA S
MEXAHAJIMTUYECKAS TTIOCJIE DKCTPAKIINN
CoiBop | Ne <X>= K.B. CoiBop | Ne <X> =+ C1.0. K.B.
0TKa Cr.0. (%) 0TKa (ur/mur) (%)
(ar/ma)
A 12 | 0.69+0.06 8,7 A 8 0.72+0.13 18
B 12 | 2.08+0.16 7,6 B 8 2.03+0.39 19,2

C.O.: Crangapraoe otkionenue; K.B.: Koadduunent Bapuanun

YJIOBJIETBOPHTEIBHOE OOBACHCHHE, TAKHE PE3yJbTaThl HCIIONb30BaTh HE
JIOITyCKaeTCsl.

- Kaxxmas  mabGopatopust MOXET CO34aTh  COOCTBEHHBIH  KOMILIEKT
KOHTDPOJIBHBIX 00pa3loB, KOTOpbIE ClEIyeT XpaHHUTh B aJIUKBOTAX
3aMOpokeHHBEIMH. He 1omyckaeTcss 3aMopo3ka € IOCIEYIOIIUMU
IUKJIAMH Pa3MOPO3KHU U 3aMOPO3KH.

- Kpurepyem  mpuemsiemMoro Ha  Cilyyail — pacXOXIEHMH — MEXIy
KOHTPOJIBHBIMH ~ pe3ylbTaTaMH IO o0pasliaM CleqyeT CUHTaTh
YCpEIHEHHYIO 1a00paTOPHYIO MPAKTHKY.

XV. PE®EPEHTHBIE HHTEPBAJIbI
INoka3zatenun mnpenaralOTCs HCKIIOYUTENBHO B BHAE pyKoBoicTBa. Kaxmas

naboparopusi JOJDKHA CaMOCTOSITEJIBHO YCTAHOBHUTH CBOW COOCTBEHHBIH DS
ToKa3aTelel.

D. TouHoCTH
ITPOFA HA PA3FABJIEHUE
CaIBOpOT Pa3zbaBie Teoperuy. KOHUTP. M3mepenHasi KOHITP.
Ka HHe (ar/mon) (ar/ma)
171 - 33
12 1,65 1,79
1/4 0,83 1,0
1/8 0,42 0,5
1/16 0,21 0,27
O0pasiibl pa3BOAMINCH HYJIEBBIM KaIMOPaTOPOM.
TECT HA BOCCTAHOBJIEHUE
Oopazen 100aBIeHHBIH BoccranoBienn BoccraHoBieHH
17-OHP bl blii
(ar/mu) 17-OHP (%)
(Hr/mu1)
1 6 5,7 95
3 2,99 99
1,5 1,64 109
0,75 0,81 108
2 6 5,27 87
3 2,86 95
L5 1,49 99
0,75 0,74 98

HuTepBai KoaunuectBo
KOHUEHTpaluu cy0beKTOB
2,5-97,5%
NpoueHTHIIeH)
(ur/m)
OO0bIYHbIE MYKYHHBI
Y 0.67 —3.32 79
OObIYHBIE KEHIITHHBI
. o
JUTUKYJIIpHAsA 041-227 50
tbaza
LD
roTerHoBas (asa 023 —3.87 28
BepemenHocTh
. IlepBsIii TpUMeECTp o
. Bropoii tpumectp ?gg ;22 30
T o 09— 7 30
. Tperuii TpumecTp 3.54_18.97 15
Munaaenusbl (mocJjie 0.34-1.96
DKCTpaKIMH) : : 23 (0 - 3 mecsna)

Koaddununent npeobpazosanusi:
W3 Hr/MJ1 B HMOJIB/IT: x 3.03
W3 HMOJIB/JT B HI/MIT: x 0.33

Hackosibko H3BECTHO, KakHe-THO0 pe(epeHTHbIe MaTepualibl ISl 3TOTO
rapaMeTpa OTCyTCTBYIOT.

E. 3agep:kka  MeKIy BpeMEeHeM  MOCJeJHero  Kaaubparopa u
pa3bdaBieHneM o0pa3ua
Kak moxaszaHO HIKE, Pe3yJIbTaThl HCCIENOBAHUS OCTAIOTCS TOYHBIMU,
naxe Korja obpasen pas6asisiicst depe3 40 MUHYT mocne J0OaBICHUS
Kanubparopa B OKpalIeHHbIC TIPOOHPKH.

3AJEPXKKA
O6pa3zen 0' 10' 30 40"
(Hr/mun)
Ob6paszer | 0,63 0,65 0,73 0,74
Obpasen 2 2,03 2,4 2,37 2,2
F. Orpannyenus 1o 06pa3naM OT HOBOPOKIEHHOTO

VY wmnanenueB (< 3 MecsueB) oOHapy)XeHbI BBHICOKHE YPOBHH Cyib(dara
17a-ruapokcunperseHonona. Hepsupas Ha To, 4TO € 3TOH MOJEKYJIOH
Kakue-In00 IEPEeKPecTHhIE PEaKIUH OTCYTCTBYIOT, MBI DPEKOMEHIyeM
MIPUMEHUTS MpoLeaypy dKkcTpakiuuu (X. B.)

XIV. BHYTPEHHHH KOHTPOJIb KAYECTBA

- IIpoLIeHTHOE ~ COOTHOLIGHHE OOMero MapKepa, CBS3aHHOIO  HpU
oTcyTcTBHM HemapkupoBanHoro 17-OHP (BO/T) momxHo 6bITe > 25%.

- Ecnu pesyibTathbl, MOJy4eHHbIE 10 KOHTPOJbHOMY oOpasiuy 1 w/umu 2
HaXOJATCs 3a TpeIeaMil YKa3aHHi Ha STUKETKE, TOTAA, €CIIM OTCYTCTBYET

XVI. INPEJAYHPEXJEHHUA H MEPBI IIPE/IOCTOPOKHOCTH

Mepul 6e3onacnocmu

TobKo ISl AMATHOCTHKH in Vitro.

B onsom kommiekte 21 (mepumon momypacmama: 60 nHeif), akTHBHas
noumsupyiomas X (28 keV) u y (35.5 keV) paguars.

K ofpameHuio ¢ 5THM paJlOaKTHBHEIM HPOAYKTOM JOMYCKAIOTCS TOJBKO
ynonHoMoueHHble nuna. IlpuoOpereHue, XpaHeHHe, NOJb30BaHHE U OOMEH
PagHOaKTUBHBIX TIPOLYKTOB OCYIIECTBIACTCS B paMKax 3aKOHOJATeIbCTBA
CTpaHBI NOJIb30BaTeNs. [IpOIyKT 3ampenieHo MPIMEHITh Ha JTIOASIX U )KHBOTHBIX.
OOpamienre ¢ pagMOaKTHUBHBIM IPOJYKTOM OCYIIECTBISIETCS TONBKO B
CIEIMAIbHO MOATOTOBICHHBIX MECTaX B CTOPOHE OT OXKMBIICHHBIX YYacTKOB
nesTensHocTH. JlaGopatopust 00si3aHa BECTH JKypHal PETHCTPAldH BBITAYH U
XpaHEeHHs paJUOAKTUBHBIX MAaTepHaloB.  3arps3HEHHOE PagHOAKTHBHBIMHU
BelllecTBaMU J1abopaTopHOe O0OpyJOBaHME H CTEKISHHYIO IIOCYHy CleLyeT
coIepkaTh OTACNIBHO BO M30EkKaHHE IEPEKPECTHOrO 3arps3HEHHs Pa3IndHBIMU
PagHon30TONaMH.

JI100bIe yTeUKH PafHOAKTHBHBIX BEIIECTB JOJDKHBI ObITh HEMEJICHHO yCTPAHEHBI
COTJIACHO MepaM 0e30MacHOCTH 110 0OPAIEHHIO ¢ paJHOAKTUBHBIMHU BEIIECTBAMHU.
VTunuzaims pagHoaKTHBHBIX OTXOJOB OCYIIECTBISIETCS COTJIACHO MECTHBIM
MPEINUCAHUSAM U yKa3aHHUsM JIHL, OTBEYaromuX 3a jadoparoputo. CobnroneHue
OCHOBHBIX TNpaBHJI 0E30MacHOCTH IO OOpamieHHI0 C  PagnOaKTHBHBIMHU
BEI[eCTBAMHU 00ECIIeUNBACT JOJDKHBINH YPOBEHD 3aLIUTEL.

KoMmoHeHTBI 4enoBeuecKoil KpOBH, BKIIOYEHHBIE B KOMIUIEKT, TECTHPOBAHEI
COTJIACHO YTBEP)KICHHBIM €BPONEHCKMM METOAaM /WM METOJIVKE YIIPaBICHUS
0 KOHTPOJIFO 3a TNpoiykTamu M JekapctBamu FDA. OHu npusHaHb
HeraTuBHbIMU 101 HbsAg, antu-HCV, antu-HIV-1 u 2. Hu oaus U3 M3BECTHBIX
METOZIOB HE MOXKET TapaHTHPOBATh, YTO MPOM3BOJHBIC YEIOBEUECKON KPOBH HE
nepenocaT renatut, CITA/] niu vHble napeknnn. Takum obpaszom, ¢ oOpasnaMu
pearenra, ChIBOPOTKH HIM IDIa3MbI CllefyeT oOpamaThcsi COrTacHO MECTHBIM
MpaBHJIaM TEXHUKH 0€30II1aCHOCTH.

Bce mpomyKTHI JKMBOTHOTO HMPOHMCXOXKICHHS OTOMPANIHCh TOJNBKO OT 30POBBIX
JKMBOTHBIX. BBIYbM KOMITOHEHTBI OTOMPAIOTCS B cTpaHax, rae TI'D He 3amedeHa.
OnHaKO KOMIIOHGHTBI C COJCP)KaHHEM JKMBOTHBIX OOpaslOB  CleayeT
paccMaTpuBaTh Kak MOTEHIMAIbHO KOHTarHO3HBIE.

W3berath KOHTAaKTa y4aCTKOB OTOJEHHOH KOXH C peareHTaMH (a3 HaTpHs B
Ka4yecTBE aHTHCENTHKA). A3H] B KOMIUIEKTE MOXET PEarupoBaTh CO CBUHIIOM H
MEZIbI0 Ha IUIOMOMPOBKE M, TAKUM 00pa3oM, CO3/1aBaTh B3PHIBOONACHBIC a3HIbI
MeTaioB. Ha oTame mpoMBIBKEM pakoBHHY CIEAyeT OOMIBHO IIPOMBIBATH
OOJIBIIMM KOJIMYECTBOM BOJBI BO H30€KaHHUE OTIOKEHHS a3UI0B Ha CTCHKAX.



3anperaercst Kypurh, MUTh, IPUHUMATh MUY WIK HAKJIAAbIBaTh KOCMETHKY Ha
pabodeMm mecTe. 3amperaeTcsi OCyIEeCTBIATh JO3UPOBKY pToM. Ilonb3oBaThes
3aLIUTHOM 0JICKI0M U OHOPA30BBIMHU MEPUYATKAMH.
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XVIIL CBO/IKA I10 ITPOTOKOJ1Y
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Pred pouzitim si precitajte cely protokol.

17a-HYDROXYPROGESTERON (17-OHP)-RIA-CT

ZAMYSEANE POUZITIE

Réadioimunoanalyza pre kvantitativne zmeranie in vitro humanneho 17a-hydroxyprogesteronu (17-
OHP) v sére a plazme.

11

111

VSEOBECNE INFORMACIE
Obchodny nazov: DIAsource 17a-HYDROXYPROGESTERONE (17-OHP)-RIA-CT Kit
Katalogové Cislo: KIP1409: 96 testov

Vyrobca: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

V pripade potreby technickej pomoci alebo informacii pre objednavku sa obrat’te na:
Tel.: +32 (0) 10 84.99.11 Fax: +32 (0) 10 84.99.91

KLINICKE POZADIE

Biologické cinnosti 17-hydroxyprogesteronu

17a-hydroxyprogesteron (17-OHP) je C-21 steroidny hormén (molekuldrna hmotnost’ 330,3), ktory
sa produkuje z 170-hydroxypregnenoléonu v nadoblickach avo vaje¢nikoch, semennikoch
aplacente. 17-OHP je hydroxylovany na poziciach 11 a2l scielom produkovat kortizol
prostrednictvom 11-deoxykortizolu.

Klinické aplikdcie stanovenia 17a-hydroxyprogesteronu

Hladiny 17-OHP v séru alebo plodovej vode st spravidla relevantné pre diagnostiku kongenitalne;j
adrenalnej hyperplazie (CAH). Tato CAH sposobuje porucha S$pecifického enzymu (bolo
opisanych Sest' roznych enzymatickych portach). V dosledku tychto porach ACTH narasta
a spOsobuje adrenalnu hyperplaziu a narast mnohych steroidnych prekurzorov. Je vSak velmi
zaujimavé poznat’ hodnotu 17-OHP u pacientov s varikokélou. (17-OHP a testosteron predstavuji
markery funkcie Laydigovych buniek) au star§ich muzskych pacientov na detekciu benignej
hypertrofie prostaty (BPH) a karcindmu prostaty (PCA) (plazma 17-OHP je vyrazne nizSia
v skupindch PCA a BPH ako u normélnych muZzov).

Existuji aj iné¢ oblasti vyskumu 17-OHP, ako napriklad: muzska neplodnost, dievcata
s peripubertalnou virilizaciou, deti s pred¢asnou pubertou (v takychto pripadoch sa hodnoty 17-
OHP zvysuju bez alebo po stimulacii ACTH).

S



Iv.

PRINCIP METODY

Stanovené mnozstvo steroidu s oznaCenim 1251 konkuruje steroidu, ktorého
pritomnost’ sa ma merat’ vo vzorke alebo v kalibratore pre stanovené mnozstvo
protilatok imobilizovanych na stenu polystyrénovej skimavky. Nevyzaduje sa ani
extrakcia, ani chromatografia z dovodu vysokej Specifickosti potiahnutych
protilatok. Po 3 hodinach inkubécie pri teplote 37 °C sa konkurenéna reakcia
ukonéi aspiraciou. Skumavky sa potom premyju 3 ml premyvacim roztokom
a odsaji. Zostroji sa kalibracna krivka a stanovia sa koncentracie 17-OHP vo
vzorkach interpolaciou davky z kalibra¢nej krivky.

V.  DODAVANE CINIDLA
Cinidla Sada Obnova
96 testov
Skamavky znacené s anti 2x48 Pripravené na
17-OHP pouzitie
Ag 1251 1 ampulka Pripravené na
55 ml pouzitie
190 kBq

STOPOVACIA LATKA: 17-OHP s oznadenim
jodu-'% (stupei HPLC) vpufri s hovidzim
kazeinom a azidom (< 0,1 %)

Nulovaci kalibrator v humannom sére a azide

Pripravené na
pouzitie

CAL n 1 ampulka
3ml

(0,5 %)
5 ampuliek | Pripravené na
o 0,5 ml pouzitie
Kalibratory 17-OHP
N =1 az 5 (pozri presné hodnoty na Stitkoch
ampuliek) v humannom sére a azide (0,5 %)
Premyvaci 1 ampulka | Rozried’te 70 x
‘ WASH ‘ SOLN I CONC ‘ roztok 10 ml destilovanou vodou
(TRIS-HCI) (pouzitie magnetické
miesadlo).
2 ampulky | Pridajte 0,5 ml
CONTROL | N lyofilizovan | destilovanej vody
¥

Kontrolné séra — N = 1 alebo 2
v huménnej plazme a tymole

Pozn.

VI

: Na riedenie vzoriek pouZite nulovaci kalibrator.

NEDODAVANY MATERIAL

Tento material je potrebny, avSak nedodava sa so sadou:

1.
2.

XN AW

e

Destilovana voda

Pipety na davkovanie: 25 pl, 500 pl a 3 ml (odportca sa pouzivat presné
pipety s jednorazovymi plastovymi Spickami)

Odstredivka

Magnetické miesadlo

Vodny kupel’ s teplotou 37°C

5 ml automaticka striekacka (typu Cornwall) na premyvanie

Odsavaci systém (volitel'né)

Moze sa pouzit akykol'vek mera¢ Ziarenia gama schopny merat’ 1251
(minimalny vynos 70 %).

Inkubator s teplotou 37°C

Volitel'né (na extrakciu)

Dietyléter (analyticky cisty; Cistota > 98 %)

Jednorazové sklené skimavky (12 x 75 mm), so zatkami.

Roztok na obnovu DIAsource pre (17-OHP)-RIA-CT. ref.: 32.140.74.

PRIPRAVA CINIDLA

Kontrolné séra: Rozpustite kontrolné séra s 0,5 ml destilovanej vody.
Pracovny premyvaci roztok: Pripravte primerané mnozstvo pracovného
premyvacieho roztoku pridanim 69 dielov destilovanej vody do 1 dielu
premyvacieho roztoku (70x). Na premieSanie pouzite magnetické
miesadlo. Na zaver dia nepouzity pracovny premyvaci roztok zlikvidujte.

VIII. SKLADOVANIE A DATUM EXSPIRACIE CINIDIEL

IX.

kR WD

Pred otvorenim alebo obnovou su vsetky komponenty sady stabilné az do
datumu exspiracie uvedeného na Stitku pod podmienkou uskladnenia pri
teplote 2 az 8 °C.

Po rozpusteni budu kontrolné séra stabilné este tyzden pri teplote 2 az
8 °C. V pripade dlhodobejsieho skladovania by sa mali urobit’ alikvotné
podiely a uchovavat pri teplote -20 °C najviac pocas 3 mesiacov.

Cerstvo pripraveny pracovny premyvaci roztok by sa mal spotrebovat
v ten isty defi.

Po prvom pouziti zostane stopovacia latka stabilnd az do datumu
exspiracie, ak sa uskladni v povodnej dobre uzavretej ampulke pri teplote
2az8°C.

Zmeny vo fyzickom vzhlade cinidiel zo sady modzu poukazovat na
nestabilitu alebo skazenie.

ODBER VZORIEK A PRIPRAVA

Sérové alebo plazmové vzorky sa musia uskladiiovat’ pri teplote 2-8 °C.
Ak sa skuska nevykona do 48 hodin, odportca sa uskladnenie pri teplote
-20 °C.

Vyhybajte sa opakovanému zmrazovaniu a rozmrazovaniu.
Heparinizovana plazma poskytuje o 10 % nizsie vysledky ako sérum:

Y (hep. plazma) = 0,9 x (sérum) + 0,20 r=0,92 n=20

EDTA plazma poskytuje o 10 % nizsie vysledky ako sérum:

Y (EDTA plazma) = 0,9 x (sérum) + 0,18 r=0,87 n=20

posTUP

PoznamKky Kk spracovaniu

Sadu ani jej Casti po uplynuti datumu exspiracie nepouzivajte.

Nemiesajte material z roznych Sarzi sad.

Pred pouzitim zahrejte vSetky ¢inidla na izbovu teplotu.

Vsetky cCinidla a vzorky riadne zamieSajte jemnym potrepanim alebo
krazenim.

Na priadnie jednotlivych ¢inidiel a vzoriek pouzite Cistd jednorazova
$picku pipety, aby sa predi§lo krizovej kontaminacii. Vysoko presné pipety
alebo automatizované vybavenie zvysi presnost’.

Dodrziavajte ¢asy inkubacie.

Pre kazdy pokus pripravte kalibracna krivku, nepouzivajte udaje
z predchadzajicich pokusov.

Ziskavanie vzoriek novorodencov (volitelné) — NA SEROVU VZORKU
Pre kazdi vzorku oznacte jednu sklemi skumavku (neodoberajte
kalibratory alebo kontrolné vzorky).

Pipetou nadavkujte 75 pl séra, potom 2,25 ml dietyléteru.

Dokladne odstred’te vSetky skimavky (2 x 1 minttu)

Nechajte 5 miniit stat’ na stole

Sktmavky schlad’te na -20 °C s cielom zmrazit’ vodnt fazu.

Pripravte druhu sériu sklenych skimaviek a preneste do nich organicku
fazu pre kazdu vzorku. Predid’te kontaminacii vodnou fazou.

Nechajte tplne odparit’ organickl (éterovil) fazu pod pradom vzduchu
alebo zahriatim skiimaviek na teplotu 37°C (vodny kupel’). Manipulujte
pod krytom.

Rozpustte suchy éterovy extrakt so 150 pl obnovovacieho roztoku
(nedodava sa, pozri V1.). Dokladne odstred'ujte poc¢as 1 minuty.

Nechajte odstat’ poc¢as 10 — 15 mintt a odstred’ujte znova pocas 1 minuty.
Tieto objemy umoziuju vykonat’ duplicitné stanovenie.

Postup

Oznacte potreté duplicitné skumavky pre kazdy kalibrator, vzorku a
kontrolné sérum. Na stanovenie celkového mnozstva oznacte 2 normalne
skimavky.

Kréatko odstred’te kalibratory, vzorky a kontrolné séra a nadavkujte 25 pl
z kazdého do prislusnych skiimaviek. Pre ziskanie vzoriek novorodencov
napipetujte 50 pl namiesto 25 pl.

Do kazdej skimavky nadavkujte 0,5 ml 17-OHP s oznacenim
vratane neznacenych skumaviek pre celkové mnozstvo.

Rukou jemne poklepte na stojan so skumavkami s cielom uvolnit
pripadné bublinky.

IZSjédu

Inkubujte po¢as 3 hodin pri teplote 37 °C.

Odsajte (alebo dekantujte) obsah z jednotlivych skumaviek (okrem
celkového mnozstva). Dbajte, aby sa $picka odsavacky dostala az na dno
znacenej skimavky s ciel'om odsat’ vSetku kvapalinu.

Premyte skumavky 3 ml pracovného premyvacieho roztoku (okrem
celkového mnozstva) a odsajte (alebo dekantujte). Pocas pridavania
pracovného premyvacieho roztoku sa vyhybajte peneniu.

Skumavky nechajte stat’ zvislo poCas dvoch minut a odsajte zostavajiicu
kvapalinu.

Sktmavky zmerajte v meraci ziarenia gama pocas 60 sektnd.
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XII.

VYPOCET VYSLEDKOV

Vypocitajte priemer duplikatnych stanoveni.
Vypoéitajte viazani radioaktivitu ako percentudlny podiel vézby
stanovenej pri nulovacom bode kalibratora (0) podl'a tohto vzorca:

Counts (Calibrator or sample)
Counts (Zero Calibrator)

B/B0(%) = x100

Pomocou 3 cyklového semi-logaritmického alebo logit-logového papiera,
zostavte graf (B/B0(%)) hodnét pre kazdy bod kalibratora ako funkciu
koncentracie 17-OHP kazdého bodu , kalibratora, vylucte zjavné anomalie.
Pocitatom podporované metody sa mozu zaroven pouzit' na zostavenie
kalibracnej krivky. V pripade vyuzitia automatického spracovania
vysledku sa odportica zostrojenie krivky 4 parametrovej logistickej
funkcie.

Interpolaciou hodnét vzorky (B/BO (%)) stanovte koncentracie 17-OHP
vzoriek z referen¢ne;j krivky.

Ziskana koncentracia pre ziskané vzorky novorodencov (pozri X.B.) sa da
odcitat’ priamo na krivke (nevyzaduje sa ziadny korek¢ény faktor)

Pri kazdom rozbore sa musi skontrolovat’ percentualny podiel stopovace;j
latky viazanej v absencii neoznaceného 17-OHP (BO/T).

TYPICKE UDAJE

Nasledujice tidaje ziskané pomocou 6 tyzdiov starej stopovacej latky sluzia len
na ilustraciu a nesmu sa nikdy pouzit’ namiesto kalibracnej krivky v realnom case.

(17-OHP)-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Celkové mnozstvo 32363
Kalibrator 0,00 ng/ml 12596 100,0
0,17 ng/ml 9769 77,6
0,59 ng/ml 6529 51,8
1,4 ng/ml 3752 29,8
4,3 ng/ml 1396 11,1
14,0 ng/ml 479 3,8

XIII. VYKONNOST A OBMEDZENIA

A.

Citlivost’

LoB (Limit of Blank) bol testovany meranim 20-nasobku slepého pokusu
a bol vypocitany ako priemer + 2 Standardna odchylka distribticie
testovanych hodnot.

LoB bola vypocitana na 0,03 ng/ml.

LoD (Limit of Detection) sa vypocital ako LoB + 1.645 standardna
odchylka vzorky s nizkou koncentraciou meranej v 10 roznych testoch.
LoD bola vypo¢itana na 0,09 ng/ml.

LoQ (Limit of Quantification) sa vypocital testovanim 4 vzoriek s nizkou
koncentraciou v 10 rdznych testoch.

LoQ bola vypo¢itana pri 0,14 ng/ml.

Speciﬁckost’

Specifickost sa odhadla obohatenim vzorick 17-OHP (+ 0,5 ng/ml)
o steroidy, ktoré moézu byt pritomné vo vzorkach pacientov.

hydroxyprogesteronu boli testované rozne hladiny hemoglobinu, bilirubinu,
triglyceridu a konjugovaného bilirubinu v sére. Nasim kritériom pripustnosti bola
interferencia mensia ako 10 %. Testované latky neovplyvnili vykonnost' testu

DIAsource 170HP-RIA-CT.

Latka

170HP
(ng/ml)

Koncentracia rusivej

latky
(mg/dl)

Priemer
Variabilita

Hemoglobin

0,57

250

500

1,8

250

500

98.6%

Konjugovany bilirubin

0,57

50

1,8

95.1%

Nekonjugovany

bilirubin

0,57

99.2%

Triglycerid

1000

1,54

1000

97.0%

C. Presnost’

V RAMCI ROZBORU

V RAMCI ROZBORU
PO EXTRAKCII

Sérum N

<X>+SD
(ng/ml)

Ccv
(%)

Sérum N

<X>+SD
(ng/ml)

Ccv
(%)

A 20
B 20

0,73 + 0,05
1,94 + 0,09

6,8
4,6

C 24
D 24

0,56 + 0,06
1,81 +0,17

10,7
9,4

SD: Standardna odchylka; CV: varia¢ny koeficient

MEDZI-ROZBORMI

MEDZI-ROZBORMI PO EXTRAKCII
Sérum N <X>=+SD Ccv Sérum N <X>=+SD Cv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 12 | 0,69 +0,06 8,7 A 8 0,72 +0,13 18
B 12 | 2,08+0,16 7,6 B 8 2,03 +0,39 19,2

SD: Standardna odchylka; CV: variaény koeficient

D. Spravnost’

Zhi¢enina Pridané mnoZstvo KriZova reaktivita
(ng/ml) (%)
170-hydroxyprogesteron - 100
Progesteron 500 0,7
170-hydroxypregnenolon 1000 0,3
21-deoxykortizol 1000 1,07
Pregnenolon 500 0,02
11-deoxykortizol 500 0,21
Kortikosteron 1000 0,008
11-deoxykortikosteron 500 0,24
Kortizol 5000 0,005
Testosteron 5000 0,004
Androstendion 5000 0,01
Estradiol 1000 0,008
170-hydroxypregnenolon sulfat 5000 0,34

Bol vyhodnoteny ucinok potencialne rusivych latok na vzorky pri pouziti
DIAsource 170HP-RIA-CT. Na vzorkdch sroznymi koncentraciami 17a-

SKUSKA RIEDENIA
Sérum Riedenie Teoreticka koncent. Merana koncent.
(ng/ml) (ng/ml)
1/1 - 33
12 1,65 1,79
1/4 0,83 1,0
1/8 0,42 0,5
1/16 0,21 0,27

Vzorky boli zriedené s nulovacim kalibratorom.




REGENERACNY TEST

Vzorka pridana 17- Zregenerovany Zregenerovany
OHP 17-OHP (%)
(ng/ml) (ng/ml)

1 6 5,7 95
3 2,99 99

1.5 1,64 109

0,75 0,81 108

2 6 5,27 87
3 2,86 95

1,5 1,49 99

0,75 0,74 98

Konverzny faktor:
Od ng/ml do nmol/L: x 3,03

Od nmol/L do ng/ml: x 0,33

Pokial’ je nam zname, pre tento parameter neexistuje ziadny medzinarodny
referen¢ny material.

E. Oneskorenie medzi poslednym kalibritorom a diavkovanim vzorky
Ako sa dalej uvadza, vysledky rozboru zostavajii spravne aj po
nadavkovani vzorky 40 minut po pridani kalibratora do znacenych

skamaviek.
ONESKORENIE
Vzorka 0' 10’ 30' 40'
(ng/ml)
Vzorka 1 0,63 0,65 0,73 0,74
Vzorka 2 2,03 2,4 2,37 22
F. Obmedzenia pre vzorky novorodencov

Velmi malé deti (< 3 mesiace) vykazuju velmi vysoké hladiny 17a-
hydroxypregnenolon sulfatu. Napriek skutoCnosti, ze neexistuje takmer
ziadna krizova reakcia s touto molekulou, odporicame dodrziavat’ postup
pre extrakciu (X. B.)

XIV. INTERNA KONTROLA KVALITY

- Percentualny podiel stopovacej latky viazanej v absencii neoznaceného
17-OHP (B0/T) musi byt > 25 %.

- Ak vysledky ziskané pre kontrolné sérum 1 a/alebo kontrolné sérum 2 nie
st vrozsahu stanovenom na §titku ampulky, nesmu sa pouzit, ak sa
neuvedie uspokojivé vysvetlenie takejto nezrovnalosti.

- Ak je to vhodné, kazdé laboratérium méze vytvorit’ svoju vlastné skupiny
kontrolnych sér, ktoré by sa mali udrziavat zmrazené v alikvotnych
podieloch. Nezmrazujte a nerozmrazujte viac ako dvakrat.

- Kritéria pripustnosti pre rozdiel medzi duplicitnymi vysledkami vzoriek
musia vychadzat’ zo spravnej laboratornej praxe.

XV. REFERENCNE INTERVALY
Tieto hodnoty sa uvadzaju len orientacne; kazdé laboratérium by malo zostavit’
svoj vlastny normalny rozsah hodnot.

Rozsah koncentracie Pocet subjektov
2,5a297,5 %
percentilu)
(ng/ml)
Normalni muzi 0.67—-3.32 79
Normalne Zeny
. Folikularna faza 0.41-2.27 50
. Luteélna faza 0.23-3.87 28
Tehotenstvo
. Prvy trimester 2.60—7.95 30
. Druhy trimester 1.83-9.74 30
. Treti trimester 3.54-18.97 15
Novorodenci (po 0.34—1.96 23 (0 az 3 mesiace)
extrakeii) ’ ’

XVI. OPATRENIA A UPOZORNENIA

Bezpecnost’

Len na diagnostické ucely in vitro.

Tato sada obsahuje '*I (polgas: 60 dni), emitujuce ionizujuce X (28 keV) ay
(35,5 keV) ziarenia.

Tento radioaktivny produkt sa mdze odovzdat’ len opravnenym osobam, ktoré
s nim moézu narabat. Nakup, skladovanie, pouzivanie a vymenu radioaktivnych
produktov upravuji pravne predpisy krajiny koncového pouzivatela. Produkt sa
v ziadnom pripade nesmie podavat’ l'ud’om ani zvieratam.

Akakol'vek manipuldcia s radioaktivnymi latkami sa musi vykonavat’ v uréenych
priestoroch, mimo bezne vykonavanej prace. V laboratoriu musi byt kniha
zaznamov o prijati a skladovani radioaktivnych materidlov. Laboratérne
vybavenie a sklo, ktoré by sa mohli kontaminovat’ radioaktivnymi latkami, musia
byt oddelené, aby nedoslo ku krizovej kontaminacii r6znymi radioizotopmi.
Pripadné radioaktivne uniky sa musia ihned’ vycistit' v stilade s postupmi pre
radiacni bezpecnost. Radioaktivny odpad sa musi zlikvidovat v stlade
s miestnymi predpismi organov prislusnych pre dané laboratérium. Dodrziavanie
zakladnych pravidiel pre radiacnu bezpecnost’ poskytuje primeranti ochranu.
Zlozky Tudskej krvi vtejto sade boli odskuSané eurdpskymi a/alebo FDA
schvalenymi metodami a si negativne na HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 a 2.
Ziadna znima metoda nie je schopna zabezpegit' Uplnu istotu, Ze v derivatoch
ludskej krvi sa neprenesie hepatitida, AIDS alebo iné infekcie. Z toho dévodu
musi byt manipulacia s ¢inidlami, vzorkami séra alebo plazmy v stlade
s miestnymi bezpecnostnymi postupmi.

Vsetky zvieracie produkty a derivaty boli zozbierané zo zdravych zvierat. Zlozky
z hoviddzieho dobytka pochadzaji z krajin bez hlaseného vyskytu BSE. Napriek
tomu sa so zlozkami obsahujicimi zvieracie latky sa musi zaobchadzat ako
s potencialne infekénymi.

Predchadzajte akémukol'vek kontaktu s ¢inidlami (azid sodny ako konzervaéna
latka). Azid v tejto sade moze reagovat’ s olovom a med’ou v potrubi a moze tak
vytvarat’ vysoko vybusné kovové azidy. Pocas premyvania preplachnite odtok
velkym mnozstvom vody s cielom zabranit’ hromadeniu azidu.

V pracovnych priestoroch nefajéte, nepite, nejedzte a nepouzivajte kozmetiku.
Nepipetujte ustami. Pouzivajte ochranné odevy a jednorazové rukavice.
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XVIIl. ZHRNUTIE PROTOKOLU

CELKOV | KALIBR | VZORKA(Y) | EXTRAHOVA
E ATORY KONTROLN | NE VZORKY
MNOZST (ul) E SERA
VO I (ub)
(ub
Kalibratory (0 — - 25 - -
5) - - 25 -
Vzorky,
kontrolné séra - - - 50
Extrahované
vzorky 500 500 500 500
Stopovacia latka
Inkubécia 3 hodiny pri teplote 37 °C
Separacia - odsavanie
Pracovny 3,0 ml
premyvaci roztok
Separacia Odsavajte obozretne
Meranie Sktimavky merajte pocas 60 sektiind

Dalsie preklady tohto navodu na pouZitie si k dispozicii na stiahnutie na
nasej webovej stranke: https://www.diasource-diagnostics.com/



https://www.diasource-diagnostics.com/
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