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RIA 17 a - Hydroxyprogesterone
IM1452

RADIOIMMUNOASSAY FOR THE IN VITRO
DETERMINATION OF 17a-HYDROXYPROGESTERONE
IN HUMAN SERUM AND PLASMA

For in vitro diagnostic use.

PRINCIPLE

The radioimmunoassay of 17a-Hydroxyprogesterone (17 OH-P) is a
competition assay. The same kit may be employed for the measurement of
17 OH-P:

either directly in serum or EDTA plasma,

or after the extraction of the sample with ether and evaporation of the solvent,
followed by re-suspension in the zero calibrator.

Serum or plasma samples, extracts, controls and calibrators are incubated
with 125l-labeled 17 OH-P as a tracer, in antibody-coated tubes. After
incubation, the contents of the tubes are rinsed so as to remove unbound
125l-labelled 17 OH-P. The bound radioactivity is then determined in a
gamma counter. A calibration curve is established and unknown values are
determined by interpolation from the standard curve.

WARNING AND PRECAUTIONS
General remarks:

»  The vials with calibrators and controls should be opened as shortly as
possible to avoid excessive evaporation.

* Do not mix the reagents from kits of different lots.
* A standard curve must be established with each assay.
. It is recommended to perform the immunoassay in duplicate.
*  Each tube must be used only once.
Basic rules of radiation safety

The purchase, possession, utilization, and transfer of radioactive material is
subject to the regulations of the country of use. Adherence to the basic rules
of radiation safety should provide adequate protection:

* No eating, drinking, smoking or application of cosmetics should be
carried out in the presence of radioactive materials.

*  No pipeting of radioactive solutions by mouth.

* Avoid all contact with radioactive materials by using gloves and
laboratory overalls.

« All manipulation of radioactive substances should be done in an
appropriate place, distant from corridors and other busy places.

. Radioactive materials should be stored in the container provided in a
designated area.

* A record of receipt and storage of all radioactive products should be
kept up to date.

. Laboratory equipment and glassware which are subject to
contamination should be segregated to prevent cross-contamination
of different radioisotopes.

. Each case of radioactive contamination or loss of radioactive material
should be resolved according to established procedures.

* Radioactive waste should be handled according to the rules
established in the country of use.

Sodium azide

Some reagents contain sodium azide as a preservative. Sodium azide may
react with lead, copper or brass to form explosive metal azides. Dispose of
the reagents by flushing with large amounts of water through the plumbing
system.

Materials of human origin

The materials of human origin, contained in this kit, were found negative
for the presence of antibodies to HIV 1 and HIV 2, antibodies to HCV, as
well as of Hepatitis B surface antigen (HBsAg). However, they should be
handled as if capable of transmitting disease. No known test method can
offer total assurance that no virus is present. Handle this kit with all necessary
precautions.
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All serum and plasma samples should be handled as if capable of transmitting
hepatitis or AIDS and waste should be discarded according to the country
rules.

Ethyl ether
Ethyl ether is a volatile and highly flammable organic solvent. Extraction and

evaporation must be done in a ventilated hood. Avoid any contact with a
flame and do not pipette reagents by mouth.

GHS HAZARD CLASSIFICATION

Wash Solution (20X) DANGER

H360 May damage fertility or the
unborn child.

P201 Obtain special instructions
before use.

P280 Wear protective gloves,
protective clothing and
eye/face protection.

P308+P313 IF exposed or concerned:

Get medical advice/attention.
Boric Acid 0.1 - 0.3%
Sodium Borate Decahydrate
0.1-0.3%

Safety Data Sheet is available at techdocs.beckmancoulter.com

SPECIMEN COLLECTION, PROCESSING,
STORAGE AND DILUTION

Collect blood in dry tubes or in tubes with EDTA.
*  Separate serum or plasma from cells by centrifugation.

*  Serum and plasma samples may be stored at 2-8°C, if the assay is
to be performed within 24 hours. For longer storage keep frozen (at
< -18°C, 1 year maximum) after aliquoting so as to avoid repeated
freezing and thawing. Thawing of sample should be performed at room
temperature.

+ If samples have concentrations greater than the highest calibrator,
they must be diluted into the zero calibrator.

Serum and EDTA plasma values for 30 samples (serum values ranging from
0.24 to 1.88 ng/mL) were compared using the 17 OH-P RIA kit. Results are
as follows:

[EDTA-plasma] =
R =0.9747

MATERIALS PROVIDED

All reagents in the kit are stable until the expiration date indicated on the kit
label, when stored at 2-8°C. Expiry dates printed on vial labels apply to the
long-term storage of components by the manufacturer only, prior to assembly
of the kit. Do not take into account.

0.9026[serum] + 0.0283,

Storage conditions for reagents after reconstitution or dilution are indicated
in paragraph Procedure.

Anti-17 OH-P antibody-coated tubes: 2 x 50 tubes (ready-to-use)
125I-labeled 17a-Hydroxyprogesterone: one vial (45 mL) (ready-to-use)

The vial contains <640 kBq, at the date of manufacture, of 125I-labeled 17
OH-P in buffer containing proteins and a dye.

Note: Occasional presence of clotted particles in the tracer does not affect
assay performance.

Calibrators: one 2 mL vial, five 0.5 mL vials (ready-to-use)

The calibrator vials contain from O to approximately 50 ng/mL (0 to
approximately 151 nmol/L) of 17 OH-P in human serum with sodium azide
(<0.1%). The exact concentration is indicated on each vial label. Calibrators
are verified to an internal reference standard.

The zero calibrator (5 mL) may be ordered separately, too (cat. #823373).
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Control samples: two vials (lyophilized)

The control vial contains 17 OH-P in human serum with sodium azide
(<0.1%). The volume for reconstitution is indicated on the vial label. The
expected values are in the concentration range indicated on a supplement.

Wash solution (20x): one 50 mL vial

Concentrated solution has to be diluted before use.

MATERIALS REQUIRED, BUT NOT PROVIDED
In addition to standard laboratory equipment, the following items are required:
For the assay:

» Precision micropipet (25 pL and 400 pL).
» Semi-automatic pipets (25 pL, 400 pL and 2 mL).
» Vortex type mixer.
» Horizontal or orbital shaker.
» Aspiration system.
+ Gamma counter set for "%
For the extraction step (optional):

» Precision micropipette (200 L)
* Glass pipets (2.5 mL, 5 mL, 10 mL).
* Glass vials (from 6 mL to 15 mL).
» Glass tubes for recovery of ether phase.
» Evaporator (speedvac type) or 37°C water bath.
» Analytical grade ethyl ether.
PROCEDURE
Preparation of reagents
Let all the reagents come to room temperature.
Reconstitution of control samples
The content of the vials is reconstituted with the volume of distilled water
indicated on the label. Wait for 10 min following reconstitution and mix gently

to avoid foaming before dispensing. Store the reconstituted solutions at 2-8°C
until the expiry date of the kit.

Preparation of wash solution

Pour the content of the vial into 950 mL of distilled water and homogenize.
The diluted solution may be stored at 2-8°C until the expiry date of the kit.

Extraction of samples (optional; see § Limitations)

Note: The extraction must be done in clean glass vials or tubes, pre-rinsed
with ethyl ether.

Samples only are extracted before assay; do not extract calibrators.

» Bring samples to room temperature and mix well before starting
extraction.

* Number one vial for each sample.

» Place 200 pL of each sample into corresponding vial.
» Add 5 mL of ethyl ether to vials. Stopper carefully.

» Vortex vials vigorously (2 x 1 minute).

» Let stay vials on the table for minimum 5 minutes.

» Take off carefully 2.5 mL of organic phase without contaminating with
aqueous phase and place it into numbered glass tubes.

» Evaporate ether phase completely with either evaporator (e.g. speedvac
type) or by placing tubes into 37°C water bath.

Note 1: The tubes must be firmly attached to test tubes rack, since after
evaporation of the ether; they will be lighter and tend to float off.

At this stage it is possible to stopper the tubes containing the dry extracts and
to store them for up to 7 days in the cold (2-8°C) prior to continuing the assay.

» Re-dissolve dry ether extracts in 200 L of the zero calibrator. Vortex
vigorously (30 sec, 2000 rpm), wait for 15 minutes, vortex again.

Note 2: If a larger volume is necessary, instead of taking off 2.5 mL of organic
phase, keep vials at <-18°C until aqueous phase freezes, take off carefully 5
mL of organic phase without contaminating with aqueous phase, evaporate
it and re-dissolve it in 400 pL of the zero calibrator.
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Immunoassay procedure

Bring all reagents to room temperature before pipeting.

Step 1
Additions

To antibody coated
tubes add successively:

Step 2
Incubation

Step 3
Counting
Aspirate carefully
the content of tubes
(except the 2 tubes
«total cpmy).
Incubate 120 minutes at|Wash twice with 2 mL of
18 - 25°C with shaking |wash solution. Aspirate.

25 pL of calibrator,
control, sample or 50

uL of extract and (=280 rpm).
400 pL of tracer.”
Mix. Count bound cpm
(B) and total cpm (T)
for 1 min.
*Add 400 pL of tracer to 2 additional tubes to obtain total cpm.
RESULTS

Results are obtained from the standard curve by interpolation. The curve
serves for the determination of 17 OH-P concentrations in samples measured
at the same time as the calibrator.

Standard curve

The results in the quality control department were calculated using spline
curve fit with B/T or B/B, on the logit vertical axis and analyte concentration
of the calibrators on the logarithmic horizontal axis (ng/mL).

Other data reduction methods may give slightly different results.

Total activity: 179,362 cpm
Calibrators 170H-P cpm (n=3) [ BIT (%) B/B, (%)
(ng/mL)
0 0 55,975 31.21 100.0
1 0.12 44,882 25.02 80.18
2 0.40 31,190 17.39 55.72
3 1.90 12,557 7.00 22.43
4 12,5 2,515 1.40 4.49
5 50.0 895 0.50 1.60

(Example of standard curve, do not use for calculation)

Samples

For each sample, locate the B/T or B/B, on the vertical axis and read off the
corresponding 17 OH-P concentration on the horizontal axis.

To convert ng/mL into nmol/L, multiply results by 3.026.

EXPECTED VALUES

It is suggested that each laboratory establishes its own normal values. The
following values obtained with healthy subjects are indicative only.

Adults N [ Median [ Min. Max. 2.5 97.5™ |

Percentile| Percentile
(ng/mL)

Men 55 0.93 0.53 2.22 0.55 1.99

Women

Follicular Phase | 111 0.48 0.13 1.67 0.21 1.45

Luteal Phase 112] 1.52 0.42 3.20 0.61 2.88

Preovulatory 22 1.39 0.54 2.04 0.55 2.01

Peak

Contraception 30 0.37 0.17 1.48 0.18 1.47

Women after 38 0.38 0.13 0.92 0.16 0.79

menopause

Pregnancy 1% 45| 2.03 0.78 5.75 0.93 3.82

trimester

Pregnancy 2™ 44 2.23 0.60 6.86 1.23 3.70

trimester

Detail information about expected values for children (sorted according
to age and sex) can be found in the data sheet "APPENDIX".

QUALITY CONTROL

Good laboratory practices imply that control samples must be used
regularly to ensure the quality of the results obtained. These samples
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must be processed exactly the same way as the assay samples, and it is
recommended to analyze their results using appropriate statistical methods.

In case of packaging deterioration or if data obtained show some performance
alteration, please contact your local distributor or use the following e-mail
address: imunochem@beckman.com

PERFORMANCE CHARACTERISTICS
(For more details, see the data sheet “APPENDIX”)

Representative data are provided for illustration only. Performance obtained
in individual laboratories may vary.

Sensitivity
Limit of detection (LoD): 0.07 ng/mL

The LoD for 17 OH-P is 0.07 ng/mL, determined consistent with guidelines in
CLSI document EP17-A2 [1] based on the proportions of false positives (a)
less than 5% and false negatives (B) less than 5%; using determinations, with
120 blank and 120 low level samples; and Limit of Blank (LoB) of 0.04 ng/mL.

Specificity

The antibody used in the
17-a-hydroxyprogesterone.

immunoassay is specific for

Precision
Repeatability and within-laboratory precision

The precision of the assay was determined consistent with guidelines in CLSI
document EP05-A3 [2]. For repeatability the coefficients of variation were
found below or equal to 10.5% for serum samples. For within laboratory
precision the coefficients of variation were found below or equal to 12.8%
for serum samples.

Accuracy
Linearity

The assay demonstrated to be linear from 0.12 to 50.88 ng/mL using serum
samples (determined consistent with guidelines in CLSI document EP06-A

[3D-
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Dilution test

High-concentration serum samples were serially diluted with zero calibrator.
The recovery percentages ranged from 95.7% to 119%.

Recovery test

Serum samples were spiked with known quantities of 17 OH-P. The recovery
percentages ranged from 100% to 119%.

Measurement range (from LoD to the highest calibrator):
0.07 ng/mL to approximately 50 ng/mL

LIMITATIONS

The non-respect of the instructions in this package insert may affect results
significantly.

Results should be interpreted in the light of the total clinical presentation
of the patient, including clinical history, data from additional tests and other
appropriate information.

For more details, see the data sheet "APPENDIX".

Very young infants (particularly less than 6 months old) have very high levels
of 170H-pregnenolone sulfate. In that particular case, extraction with ether
prior to the 17 OH-P assay is recommended.

In spite of low cross reactivity, one can observe falsely high levels of 17 OH-P
after regular administration of spironolactone. Spironolactone therapy must
therefore be interrupted at least three weeks prior to the assay to ensure
absence of interference.

For assays employing antibodies, the possibility exists for interference
by heterophile antibodies in the patient sample. Patients who have been
regularly exposed to animals or have received immunotherapy or diagnostic
procedures utilizing immunoglobulins or immunoglobulin fragments may
produce antibodies, e.g. HAMA, that interfere with immunoassays.

Such interfering antibodies may cause erroneous results. Carefully evaluate
the results of patients suspected of having these antibodies.
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RIA 17 a - Hydroxyprogesterone
IM1452

DOSAGE RADIOIMMUNOLOGIQUE POUR LE DOSAGE
IN VITRO DE LA 17a-HYDROXYPROGESTERONE DANS
LE SERUM ET LE PLASMA HUMAIN

Utilisation comme test de diagnostic in vitro.

PRINCIPE

Le dosage radioimmunologique de la 17a-hydroxyprogesterone (17 OH-P)
est un dosage par compétition. Cette méme trousse permet de doser :

soit directement sur sérum ou plasma EDTA,

soit aprés extraction des échantillons a I'éther et évaporation du solvant, sur
des extraits remis en solution dans le calibrateur zéro.

Les échantillons a doser et les calibrateurs sont incubés dans des tubes
recouverts d’anticorps avec un traceur 17 OH-P marqué a l'iode 125. Apres
'incubation, le contenu des tubes est rincé afin d’éliminer 17 OH-P marqué a
'iode 125 non lié. La radioactivité liée est alors mesurée dans un compteur
gamma. Une courbe d’étalonnage est établie. Les valeurs inconnues sont
déterminées par interpolation a I'aide de cette courbe.

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

Précautions générales

. Les flacons de calibrateurs et de contrdles doivent étre ouverts des
temps aussi courts que possible afin d’éviter une évaporation trop
importante.

* Ne pas mélanger des réactifs de lots différents.

«  Effectuer simultanément la courbe standard et le dosage des
échantillons.

* |l estrecommandé de réaliser les dosages en double.
*  Chaque tube ne doit étre utilisé qu'une seule fois.
Les régles de bases de la radio protection

L'achat, la possession, l'utilisation et I'échange de matiéres radioactives
sont soumis aux réglementations en vigueur dans le pays de I'utilisateur.
L'application des régles de base de protection contre les rayonnements
ionisants assure une protection adéquate. Certaines d'entre elles sont
rappelées ci-apres :

* Ne pas manger, ni boire, ni fumer, ni appliquer de cosmétiques dans
les laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés.

* Ne pas pipeter des solutions radioactives avec la bouche.

»  Eviter le contact direct avec tout produit radioactif en utilisant des
blouses et des gants de protection.

*  Toute manipulation de matiéres radioactives se fera dans un local
approprié, éloigné de tout passage.

. Les produits radioactifs seront stockés dans leur conditionnement
d'origine dans un local approprié.

. Un cahier de réception et de stockage de produits radioactifs sera tenu
a jour.

*  Le matériel de laboratoire et la verrerie qui ont été contaminés doivent
étre éliminés au fur et a mesure afin d'éviter une contamination croisée
de plusieurs isotopes.

*  Chaque cas de contamination ou perte de substance radioactive devra
étre résolu selon les procédures établies.

»  Toute mise aux déchets de matiére radioactive se fera en accord avec
les réglements en vigueur.

Azide de sodium

Certains réactifs contiennent de l'azide de sodium comme agent
conservateur. L'azide de sodium peut réagir avec le plomb, le cuivre et
le laiton, et former des azides métalliques explosifs. Lors du rejet de
telles solutions a I'évier, laisser couler un volume important d’eau dans les

canalisations.
Les produits d’origine humaine

Les produits d'origine humaine contenus dans les réactifs de cette trousse
ont subi un dépistage négatif, concernant les anticorps anti-VIH 1, et VIH 2,
les anticorps VHC, et I'antigéne de surface HBs, mais doivent cependant étre
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manipulés comme des produits infectieux. En effet, aucune méthode connue
ne peut assurer |'absence compléte de virus, c'est pourquoi il est nécessaire
de prendre des précautions lors de leur manipulation.

Tous les échantillons de sérum ou de plasma doivent étre manipulés comme
étant susceptibles de contenir les virus de I'hépatite ou du SIDA et les déchets
doivent éliminés selon les réglementations nationales en vigueur.

Ether éthylique
L'éther éthylique est un solvant organique volatil et trés inflammable.

Effectuer I'extraction et I'évaporation sous une hotte ventilée. Eviter tout
contact avec une flamme et ne pas pipeter les réactifs avec la bouche.

CLASSIFICATION DES RISQUES SGH

Solution de lavage DANGER
(20 X)

H360 Peut nuire a la fertilité ou au
foetus.

P201 Se procurer les instructions
avant utilisation.

P280 Porter des gants de
protection, des vétements de
protection et un équipement
de protection des yeux/du
visage.

P308+P313 EN CAS d’exposition

prouvée ou suspectée :
demander un avis
médical/consulter un
médecin.

Acide borique 0,1 - 0,3 %
Borate de sodium
décahydraté 0,1 - 0,3

%

La fiche technique santé-sécurité est disponible a I'adresse
techdocs.beckmancoulter.com

PRELEVEMENT, PREPARATION,
CONSERVATION ET DILUTION DES
ECHANTILLONS

Recueillir le sang dans des tubes avec ou sans additifs, ou contenant
de 'EDTA.

*  Séparer le sérum ou le plasma des cellules par centrifugation.

. Les échantillons sériques ou plasmatiques peuvent étre conservés
a 2-8 °C si le dosage est réalisé dans les 24 heures. Sinon, il est
préférable de les conserver congelés (< -18 °C, 1 an maximum) et de
préférence aliquotés, afin d’éviter les congélations et décongélations
successives. La décongélation des échantillons doit étre effectuée a
température ambiante.

* Si les échantillons analysés ont une concentration supérieure au
calibrateur le plus élevé de la gamme, ils doivent étre dilués dans le
calibrateur zéro.

Les valeurs pour le sérum et le plasma EDTA de 30 échantillons (les valeurs
sériques s’échelonnant entre 0,24 et 1,88 ng/mL) ont été comparées en
utilisant le kit 17 OH-P RIA. Les résultats sont les suivants :

[EDTA-plasma] = 0,9026 [sérum] + 0,0283,
R =0,9747

MATERIEL FOURNI

Tous les réactifs de la trousse conservés a 2-8 °C sont stables, jusqu’a la date
de péremption mentionnée sur la trousse. Les dates d'expiration imprimées
sur les étiquettes des flacons concernent uniquement le stockage a long
terme des réactifs par le fabricant, avant 'assemblage de la trousse. Ne
pas en tenir compte.

Les conditions de conservation des réactifs apres reconstitution ou dilution
sont indiquées dans le paragraphe Procédure.
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Tubes revétus d’anticorps anti-17 OH-P : 2 x 50 tubes (préts a I'emploi)
17a-hydroxyprogesterone marquée a I'iode 125 : 1 flacon de 45 mL (prét
a I'emploi)

Le flacon contient <640 kBq, en début de lot, de17 OH-P marquée a l'iode
125 dans un tampon contenant des protéines et un colorant.

Remarque : La présence occasionnelle de particules dans le traceur n'affecte
pas les performances du dosage.

Calibrateurs : 1 flacon de 2 mL et 5 flacons de 0,5 mL (préts a I'emploi)

Les flacons de calibrateur contiennent entre 0 a environ 50 ng/mL (0 a environ
151 nmol/L) de 17 OH-P dans un sérum humain en présence d’azide de
sodium (< 0,1 %). La concentration exacte est indiquée sur chaque étiquette
de flacon. Les calibrateurs sont validés selon un étalon interne de référence.

Le calibrateur zéro (5 mL) peut étre aussi commandé séparément (réf.
#B23373).

Sérums de controéle : 2 flacons (lyophilisés)

Les flacons de contrdle contiennent de la 17 OH-P dans du sérum humain
en présence d’azide de sodium (<0,1 %). Les volumes de reconstitution sont
indiqués sur les étiquettes des flacons. Les valeurs attendues sont dans la
gamme de concentration indiquée sur le supplément.

Solution de lavage (20x) : un flacon de 50 mL
Solution concentrée, a diluer avant usage.

MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI

En plus de I'équipement de laboratoire usuel, il est nécessaire d'utiliser le
matériel suivant :

Pour le dosage:

» Micropipette de précision (25 uL et 400 pL).
» Pipettes semi-automatique (25 pL, 400 pL et 2 mL).
» Mélangeur de type vortex.
» Agitateur a mouvement de va et vient horizontal ou a plateau oscillant.
» Systéme d'aspiration.
« compteur gamma calibré pour 'iode 125.
Pour I'étape d’extraction (facultatif):

* micropipette de précision (200 pL).
» Pipettes en verre (2,5 mL, 5 mL, 10 mL).
* Flacons en verre (de 6 mL a 15 mL).
« Tubes en verre pour la récupération de la phase organique.
» Evaporateur (type speedvac) ou bain-marie a 37 °C.
» Ether éthylique (qualité purex, pour analyse).
PROCEDURE
Preparation des réactifs
Equilibrer les réactifs a la température du laboratoire.
Préparation des sérums de controle
Reconstituer le contenu des flacons avec le volume d’eau distillée indiqué sur
I'étiquette. Attendre 10 min aprés reconstitution et mélanger délicatement

pour éviter la formation de mousse pendant la distribution. Conserver les
solutions reconstituées a 2-8 °C jusqu'a la date de péremption de la trousse.

Préparation de la solution de lavage

Verser le contenu du flacon dans 950 mL d'eau distillée. Homogénéiser. La
solution diluée peut étre conservée a 2-8 °C jusqu'a la date de péremption
de la trousse.

Extraction des echantillons biologiques (facultatif; voir § Limites)
NB : L'extraction doit étre réalisée dans des tubes (ou des fioles) en verre
propres, rincés a I'éther avant I'emploi.

Réaliser I'extraction uniquement sur les échantillons biologiques ; ne pas
extraire les calibrateurs.

* Amener les réactifs a température ambiante. Homogénéiser avant de
commencer |'extraction.

* Numéroter un tube pour chaque patient.
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* Mettre 200 pL de chaque échantillon dans les tubes ainsi numérotés.

* Ajouter 5 mL d'éther éthylique dans chaque fiole. Boucher

soigneusement.
 Agiter vigoureusement chaque tube a I'aide d’un vortex (2x 1 minute).
» Laisser les tubes sur la table pendant 5 minutes minimum.

* Récupérer délicatement 2,5 mL de la phase organique, (phase
supérieure) sans entrainer la phase aqueuse, dans des tubes en verre
numérotés.

« Evaporer complétement la phase éthérée avec un évaporateur (par ex.,
de type SpeedVac) ou en plagant les tubes d’échantillon dans un bac
d’eau a 37 °C.

Note 1: Les tubes placés dans le bain-marie a 37 °C doivent étre
soigneusement fixés sur le portoir, car a la fin de I'évaporation de I'éther
éthylique, les tubes étant plus légers peuvent se retrouver dans I'eau du
bain-marie.

A ce stade, il est possible de boucher les tubes contenant les extraits secs,
de les garder jusqu’ a 7 jours a 2-8 °C avant de poursuivre le dosage.

* Remettre en solution I'extrait biologique, en ajoutant 200 pL de
calibrateur zéro. Agiter vigoureusement a l'aide d'un vortex (30
secondes, 2000 tr/min). Attendre 15 minutes puis vortexer a nouveau.

Note 2 : Siun volume plus grand est nécessaire, au lieu de prendre 2,5 mL de
phase organique, placer les tubes a <-18 °C jusqu’a congélation de la phase
acqueuse. Récupérer délicatement 5 mL de la phase organique, (phase
supérieure) sans entrainer la phase aqueuse. Evaporer complétement
la phase organique puis remettre en suspension I'extrait avec 400 pL de
calibrateur zéro.

Mode opératoire de 'immunodosage

Equilibrer les réactifs a la température du laboratoire avant utilisation.

Etape 1 Etape 2 Etape 3
Répartition Incubation Comptage
Dans les tubes Aspirer soigneusement
recouverts le contenu de chaque

d’anticorps, distribuer
successivement :
25 pL de calibrateur, de
controle, d’échantillon
ou 50 pL d'extrait et
400 pL de traceur,”
Agiter.

tube (sauf les 2 tubes
"cpm totaux").
Laver 2 fois avec 2
mL de solution de
lavage. Aspirer.

Incuber 120 minutes a
18-25 °C avec agitation
(=280 rpm).

Compter les cpm liés
(B) et cpm totaux (T)
pendant 1 min.

*Ajouter 400 uL de traceur dans 2 tubes supplémentaires pour obtenir les
cpm totaux.

RESULTATS

Les résultats sont déduits de la courbe standard par interpolation. La courbe
sert a déterminer les taux 17 OH-P de tous les échantillons mesurés en méme
temps que les calibrateurs.

Courbe standard

Les résultats obtenus par le service chargé du contréle de qualité ont été
calculés en utilisant un ajustement de courbe spline avec B/T ou B/B, sur
I'axe vertical logit et la concentration en analyte des calibrateurs sur I'axe
horizontal logarithmique (ng/mL).

L'utilisation d’'un autre mode de calcul peut conduire a des résultats
lIégérement différents.

Activité totale : 179 362 cpm
Calibrateurs 170H-P cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)
(ng/mL)
0 0 55 975 31,21 100,0
1 0,12 44 882 25,02 80,18
2 0,40 31 190 17,39 55,72
3 1,90 12 557 7,00 22,43
4 12,5 2 515 1,40 4,49
5 50,0 895 0,50 1,60

(Exemple de courbe standard, ne pas utiliser pour les calculs)
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Echantillons

Pour chaque échantillon, repérer le rapport B/T ou B/B, sur 'axe vertical,
puis le point correspondant de la courbe standard et en déduire par lecture
sur I'axe horizontal la concentration en 17 OH-P de I'échantillon.

Pour convertir des concentrations de ng/mL en nmol/L, multipliez les résultats
par 3,026.

VALEURS ATTENDUES

Il est recommandé a chaque laboratoire d'établir ses propres valeurs
normales. Les valeurs suivantes déterminées chez des sujets sains sont
données a titre indicatif.

Adults N |Médiane| Min. Max. 2.5éme L:W.Séme
PercentilegPercentilep

(ng/mL)

Hommes 55 0,93 0,53 2,22 0,55 1,99

Femmes

Phase folliculaire | 111 0,48 0,13 1,67 0,21 1,45

Phase lutéale 112] 1,52 0,42 3,20 0,61 2,88

Phase 22 1,39 0,54 2,04 0,55 2,01

périovulatoire

Sous 30 0,37 0,17 1,48 0,18 1,47

contraceptif:

Femmes aprés | 38 0,38 0,13 0,92 0,16 0,79

ménopause

1°" trimestre de | 45 2,03 0,78 5,75 0,93 3,82

grossesse

2° trimestre de | 44 2,23 0,60 6,86 1,23 3,70

grossesse

Les renseignement détail de value attendue pour les enfants (diviser
par I’age et I’'sexe) est dans la feuille « APPENDIX».

CONTROLE DE QUALITE

Les bonnes pratiques de laboratoire impliquent que des échantillons de
contréle soient utilisés dans chaque série de dosage pour s’assurer de
la qualité des résultats obtenus. Ces échantillons devront étre traités de
la méme fagon que les prélevements a doser et il est recommandé d’en
analyser les résultats a 'aide de méthodes statistiques appropriées.

En cas de détérioration de I'emballage ou si les résultats obtenus montrent

une perte de performance du produit, veuillez contacter notre service Support
Technique. E-mail : imunochem@beckman.com

PERFORMANCES DU DOSAGE

(Voir la feuille “APPENDIX” pour plus de détails)

Les données représentatives ne sont fournies qu'a titre d'illustration. Les
performances obtenues dans les laboratoires individuels peuvent varier.

Sensibilité

Limite de détection (LoD) : 0,07 ng/mL

La LoD pour le 17 OH-P est de 0,07 ng/mL, ce qui a été déterminé conforme
aux consignes du document du CLSI EP17-A2 [1] sur la base de proportions
de faux positifs (a) inférieures a 5 % et de faux négatifs (B) inférieures
a 5 % ; en utilisant les déterminations de 120 échantillons a blanc et de
120 échantillons de faible concentration ; et une limite du blanc (LoB) de
0,04 ng/mL.

Spécificité

L'anticorps  utilisé  dans
17-a-hydroxyprogestérone.

limmunodosage est spécifique au

PI-IM1452-07

Précision
Répétabilité et précision intra-laboratoire

La précision du dosage a été déterminée conformément aux lignes directrices
du document du CLSI EP05-A3 [2]. Pour ce qui est de la répétabilité, les
coefficients de variation déterminés se sont avérés inférieurs ou égaux a
10,5 % pour les échantillons de sérum. Pour ce qui est de la précision
intra-laboratoire, les coefficients de variation déterminés se sont avérés
inférieurs ou égaux a 12,8 % pour les échantillons de sérum.

Exactitude
Linéarité
Le dosage s’est montré linéaire de 0,12 a 50,88 ng/mL a I'aide d’échantillons

de sérum (ce qui a été jugé conforme aux consignes du document du CLSI
EPO06-A [3]).

Epreuve de dilutions

Les échantillons de sérum fortement concentrés ont été dilués en série avec
le calibrateur de concentration zéro. Les pourcentages de récupération
étaient compris entre 95,7 % et 119 %.

Epreuve de surcharge

Les échantillons sériques ont été dopés avec des quantités connues de 17
OH-P. Les pourcentages de récupération étaient compris entre 100 % et
119 %.

Plage de mesure (de LoD au calibrateur le plus élevé) :
De 0,07 ng/mL a environ 50 ng/mL

LIMITES

Le non-respect des recommandations indiquées dans cette notice peut avoir
un impact significatif sur les résultats.

Les résultats doivent étre interprétés a la lumiére du dossier clinique complet
du patient, incluant I'historique clinique et les données de tests additionnels
et toute autre information appropriée.

Voir la feuille "APPENDIX" pour plus de détails.

Les trés jeunes enfants (en particulier jusqu’a 6 mois de vie) ont des taux de
sulfate de 17 OH-prégnénolone trés élevés. Dans ce cas, il est recommandé
de pratiquer le dosage de 17 OH-P aprés extraction a I'éther.

Malgré une réactivité croisée faible, on peut observer des taux faussement
élevés de 17 OH-P lors de la prise réguliére de spironolactone. Il faut donc
un arrét thérapeutique d’au moins 3 semaines pour étre sdr que I'on s’est
affranchi de cette interférence.

Pour les tests employant des anticorps, il existe la possibilit¢é d’une
interférence par des anticorps hétérophiles présents dans I'échantillon du
patient. Les patients qui ont été régulierement exposés a des animaux ou qui
ont recu une immunothérapie ou qui ont subi des procédures diagnostiques
utilisant des immunoglobulines ou des fragments d’immunoglobulines
peuvent produire des anticorps, par exemple des anticorps HAMA (anticorps
humains anti-souris), qui interferent avec les tests immunologiques.

Ces anticorps qui interferent peuvent étre la cause de résultats erronés.
Evaluer avec précaution les résultats de patients suspectés de posséder
ces anticorps.
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RIA 17 a - Hydroxyprogesterone
IM1452

RADIOIMMUNOASSAY FUR DIE IN-VITRO BESTIMMUNG
VON 17a-HYDROXYPROGESTERON IN HUMANEM
SERUM UND PLASMA

In-vitro-Diagnostikum.

PRINZIP

Der Radioimmunoassay 17a-Hydroxyprogesteron (17 OH-P) ist ein
kompetitiver Bindungsassay. Derselbe Test kann verwendet werden zur
Bestimmung von 17 OH-P

entweder direkt im Serum oder EDTA Plasma

oder nach Extraktion der Probe mit Ether und Evaporation des
Lésungsmittels und nachfolgender Resuspension mit Nullstandard.

Serum- oder Plasmaproben, Extrakte, Kontrollen und Kalibratoren werden
in mit Antikérpern beschichteten Réhrchen mit einem 125I-markierten 17
OH-P-Tracer inkubiert. Nach der Inkubation wird die Fllssigkeit abgesaugt,
und die Roéhrchen gewaschen um die ungebundenen 125I-markierten
17 OH-P zu entfernen. Die gebundene Radioaktivitat wird in einem
Gamma-Counter gemessen Eine Kalibrationskurve wird erstellt und
unbekannte Probenwerte werden mittels Interpolation aus der Standardkurve
bestimmt.

WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN
Allgemeinhinweise:

. Die Kalibrator- und Kontrollflaschchen sollten so kurz wie mdglich
geoffnet werden, um eine UbermaRige Verdunstung zu vernmeiden.

* Reagenzien aus Kits von verschiedenen Produktionsserien sollten
nicht miteinander vermischt werden.

«  Eine Standardkurve ist fir jeden Assay notwendig.

. Der Assay sollte in Doppelbestimmung durchgefiihrt werden.

» Jedes Rohrchen darf nur einmal verwendet werden.
Grundregeln der Handhabung von Radioaktivitét

Annahme, Besitz und Verwendung, Lagerung, Transport und Beseitigung
unterliegen den Vorschriften der Atomenergie- bzw. der jeweiligen
staatlichen Behorde. Die Einhaltung der Grundregeln beim Umgang mit
Radioaktivitat sollte eine ausreichende Sicherheit gewahrleisten:

* In Raumen, in denen mit radioaktiven Materialien gearbeitet wird,
sollte Essen, Trinken, Rauchen und das Auftragen von Kosmetika
vermieden werden.

»  Keine Mundpipette verwenden.

» Direkter Kontakt mit radioaktiven Materialien sollte durch Tragen
entsprechender Schutzkleidung (Laborkittel, Handschuhe) vermieden
werden.

+ Das Arbeiten mit radioaktiven Stoffen mufy in dafiir speziell
gekennzeichneten Bereichen, die vom normalen Laborbetrieb
abgetrennt sind, erfolgen.

* Radioaktive Materialien sollten in einem speziell gekennzeichneten
Bereich gelagert werden.

«  Ein Register der Eingange und Lagerung aller radioaktiven Produkte
sollte standig aktualisiert werden.

»  Kontaminierte Labor- und Glasgeréate sollten isoliert werden, um eine
Kreuzkontamination von verschiedenen Radioisotopen zu verhindern.

» Kontaminationen des Arbeitsplatzes missen unverzuglich sorgfaltig
nach den ublichen Verfahren entfernt werden.

* Radioaktiver Abfall muss entsprechend den Richtlinien jedes
Einsatzortes entsorgt werden.

Natriumazid

Zur Vermeidung mikrobieller Kontamination enthalten einige Reagenzien
Natriumazid. Natriumazid kann mit Blei, Kupfer oder Messing zu explosiven
Metallaziden reagieren. Um dies zu vermeiden, sollte bei einer Entsorgung
Uber Rohrleitungen mit viel Wasser nachgespdult werden.

Bestandteile menschlichen Ursprungs

Bestandteile menschlichen Ursprungs, die fiir diesen Kit verwendet wurden,
sind auf HIV-1 und HIV-2 Antikérper, HCV Antikdrper und Hepatitis B surface
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Antigen (HbsAg) getestet und als nicht reaktiv befunden wurden. Es ist
so vorzugehen, als ob eine tatséchliche Ansteckungsgefahr bestlinde.
Keine Testmethode kann véllige Sicherheit bieten. Der Kit sollte mit allen
notwendigen Sicherheitsvorkehrungen behandelt werden.

Alle Serum- und Plasmaproben sollten als potentielle Ubertréager von
Hepatitis und AIDS behandelt und Abfélle entsprechend den jeweiligen
Landerbestimmungen entsorgt werden.

Diethylether
Ethylether ist

Lésungsmittel.
Abzug stattfinden.

ein flichtiges und hoch entzindliches organisches
Extraktion und Evaporation miissen in einem gut beliifteten
Von offenem Feuer fernhalten. Keine Mundpipette

verwenden.
GHS-GEFAHRSTOFFKLASSIFIZIERUNG
Waschlésung (20X) GEFAHR

H360 Kann die Fruchtbarkeit
beeintrachtigen oder
das Kind im Mutterleib
schadigen.

P201 Vor dem Gebrauch
besondere Anweisungen
einholen.

P280 Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

P308+P313 BEI Exposition oder falls

betroffen: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Borsaure 0,1 - 0,3 %
di-Natriumtetraborat-Decahydrat
0,1-0,3%

Das Sicherheitsdatenblatt ist auf techdocs.beckmancoulter.com
verfiigbar.

PROBENENTNAHME, -BEHANDLUNG,
-LAGERUNG UND VERDUNNUNG

Das Blut sollte in Réhrchen gesammelt werden, die entweder keine
Zusatze oder EDTA enthalten.

*  Trennen Sie Die Zellen vom Serum oder Plasma durch Zentrifugation.

*  Serum- und Plasmaproben kénnen bei 2-8 °C gelagert werden, wenn
der Assay innerhalb von 24h durchgefihrt wird. Fur eine langere
Lagerung sollte die Probe aliquotiert und eingefroren werden (< -18
°C, maximum 1 Jahr). Das Auftauen sollte bei Raumtemperatur
erfolgen.

*  Wenn die Proben Konzentrationen iber dem hochsten Kalibratorwert
haben, missen sie mit Nullkalibrator verdiinnt werden.

Die Serum- und EDTA-Plasmawerte wurden unter Verwendung des
17-OH-P-RIA-Kits bei 30 Proben (mit Serumwerten im Bereich von
0,24-1,88 ng/mL) verglichen. Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

[EDTA-Plasma] = 0,9026 [Serum] + 0,0283,
R =0,9747
MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Die Reagenzien sind bis zum Verfallsdatum verwendbar, wenn sie bei 2-8 °C
gelagert werden. Auf die Flaschchen gedruckte Verfallsdaten betreffen nur
die Langzeitlagerung beim Hersteller, vor der Zusammensetzung des Kits.
Bitte nicht beachten.

Lagerungsbedingungen fiir Reagenzien nach der Rekonstitution oder
Verdlinnung werden im Abschnitt ,Durchfiihrung” angegeben.
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Rohrchen mit anti-17 OH-P Antikorpern beschichtet : 2 x 50 Rohrchen
(gebrauchsfertig)

125l-markiertes 17a -Hydroxyprogesteron: ein 45 mL Flaschchen

(gebrauchsfertig)

Das Flaschchen enthalt <640 kBq (am Tag der Herstellung) 125l-markiertes
17 OH-P in Puffer mit Proteinen und einem Farbstoff.

Bemerkung: Gelegentlich kann eine leichte Ausfallung des 1-125 Tracers
auftreten, die jedoch keinen Einfluf3 auf die Testbestimmung hat.

Kalibratoren: 1 Flaschchen mit 2 mL, 5 Flaschchen mit 0,5 mL
(gebrauchsfertig)

Die Kalibrator-Flaschchen enthalten 0 bis circa 50 ng/mL (0 bis circa
151 nmol/L) 17-OH-P in einem humanen Serum mit Natriumazid (< 0,1 %).
Die exakte Konzentration steht auf jedem Flaschchen-Etikett. Die
Kalibratoren sind gemaf einem internen Referenzstandard verifiziert.

Der Nullkalibrator (5 mL) kann separat bestellt werden (Nr. #B23373).
Serumkontrolle: 2 Flaschchen (lyophilisiert)

Die Kontrollen enthalten 17 OH-P in humanem Serum und Natriumazid (<0,1
%). Das Volumen zum Auflésen ist auf dem Etikett vermerkt. Die erwarteten
Werte finden Sie auf einem Beipackzettel.

Waschlésung (20x): eine Flasche 50 mL
Die konzentrierte Lésung muss vor Gebrauch verdiinnt werden.

ERFORDERLICHE, JEDOCH NICHT
MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Zusatzlich zu der Standardlaborausstattung,
Materialien bendtigt:

werden die folgenden

Fir den Assay

» Prazisionspipette (25 uL und 400 pL).

» Halbautomatische Pipetten (25 uL, 400 pL und 2 mL).
» Vortex-Mixer.

» Horizontal- oder Orbitalschuttler.

» Absaugsystem.

+ Gamma-Counter fiir "2

Fir den Extraktions-Schritt (optional)

» Prazisionspipette (200 pL).
» Glaspipetten (2,5 mL, 5 mL und 10 mL).
» Glasfréhrchen (von 6 mL bis 15 mL).
» Glasohrchen fiir die Wiederaufnahme der Etherphase.
« Evaporator (Speedvac) oder 37 °C Wasserbad.
« Athyl-Ather analytischer Qualitit
DURCHFUHRUNG
Reagenzienvorbereitung
Die Reagenzien sollten Raumtemperatur haben.
Wiederaufnahme der Serumkontrollen
Den Inhalt der Kontrollflaschchen mit der Menge destilliertem Wasser
auflésen, die auf den Etiketten vermerkt ist. 10 Min. stehen lassen und

vor dem Pipettieren ohne Schaumbildung vorsichtig mischen. Aufgeldste
Kontrollen bei 2-8 °C bis zum Verfallsdatum des Kits lagern.

Praparation der Waschlésung

Den Inhalt der Flasche in 950 mL distilliertes Wasser schitten und
homogeneisieren. Die verdiinnte L6sung ist bei 2-8 °C bis zum Verfallsdatum
haltbar.

Extraktion der Proben (optional; siehe § Einschrankungen)
Anmerkung: Die Extraktion muss in sauberen GlasgefaRen durchgefiihrt
werden, die vorher mit Ether gespult wurden.

Die Extraktion vor dem Versuch erfolgt nur fir Proben; es erfolgt keine
Extraktion fur Kalibratoren.

» Vor der Extraktion miissen die Proben auf Raumtemperatur gebracht und
gut geschittelt werden

* Nummerieren Sie ein Réhrchen fiir jede Probe.
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» Flgen Sie 200 pL jeder Probe in die entsprechenden Rdéhrchen hinzu.
* 5 mL Ethylether in die Fl&dschchen hinzugeben. Vorsichtig zustopfen.
» Die Réhrchen grindlich vortexen (2x 1 Minute).

» Roéhrchchen fir mindestens 5 Minuten stehen lassen.

« Vorsichtig 2,5 mL der organischen Phase abnehmen, ohne die wéassrige
Phase zu kontaminieren und in ein entsprechend beschriftetes Réhrchen

Uberfuihren.
+ Die Etherphase entweder mit einem Verdampfer (z. B. vom
Speedvac-Typ) oder durch Platzieren der Rohrchen in einem

Wasserbad bei 37 °C verdampfen.

Anmerkung 1: die R6hrchen miissen gut an dem Testréhrchen-Rack befestigt
werden, da sie nach der Evaporation des Ethers leichter sind und ansonsten
an der Oberflasche schwimmen kénnen.

Hier kénnen die Réhrchen mit den eingetrockneten Extrakte mit einem
Stopfen verschlossen werden und bis zu sieben Tage lang bei 2-8 °C
gelagert werden, vor Durchfiihrung der Bestimmung.

» Die trockenen Ether-Extrakte mit 200 pL Nullstandard aufnehmen.
Rohrchen kraftig vortexen (30 s, 2000 rpm), 15 Minuten stehen lassen
und erneut vortexen.

Anmerkung 2: Falls ein groReres Volumen benétigt wird kann, anstelle der
Abnahme von 2,5 mL von der organischen Phase, das Rohrchen bei -18
°C gelagert werden, bis die wassrige Phase tiefgeroren ist. Dann vorsichtig
5 mL von der organischen Phase abnehmen, ohne die wassrige Phase zu
kontaminieren, eindampfen und in 400 uL Nullstandard aufnehmen.

Testdurchfiihrung

Die Reagenzien sollten Raumtemperatur haben vor dem Pipettieren.

Schritt 3
Messung
Roéhrchen absaugen
(aulRer den zwei
Roéhrchen fur die
Totalaktivitat).
Zweimal mit 2 mL
Waschlésung waschen.
Absaugen.

Schritt 1
Zugabe
Zugabe zu den
beschichteten
Réhrchen (in dieser
Reihenfolge):

25 pL Kalibrator,
Kontrolle, Probe oder
50 pL Extrakt und
400 pL Tracer,”
Mischen.

Schritt 2
Inkubation

120 Minuten bei 18-25
°C auf einem Schuttler
inkubieren (=280 rpm).

Gebundene cpm (B)
und Totalaktivitat (T)
bestimmen (1 min)

*Pipettieren Sie 400 uL Tracer in 2 zusatzliche Réhrchen, um die Totalaktivitat
zu erhalten.

ERGEBNISSE

Die Ergebnisse werden aus der Standardkurve mittels Interpolation ermittelt.
Die Kurve dient zur Bestimmung der 17 OH-P-Konzentration in den Proben,
die zur gleichen Zeit wie die Standardkurve gemessen wurden.

Standardkurve

Die Ergebnisse wurden in der Abteilung fir Qualitadtskontrolle anhand einer
Spline-Kurvenanpassung mit B/T oder B/B, auf der vertikalen Logit-Achse
und der Analytkonzentration der Kalibratoren auf der logarithmischen
horizontalen Achse (ng/mL) berechnet.

Andere Datenreduktions-Methoden kénnen zu leicht abweichenden

Ergebnissen fiihren.

Gesamtaktivitdt: 179 362 cpm
Kalibratoren 170H-P cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)
(ng/mL)
0 0 55 975 31,21 100,0
1 0,12 44 882 25,02 80,18
2 0,40 31 190 17,39 55,72
3 1,90 12 557 7,00 22,43
4 12,5 2 515 1,40 4,49
5 50,0 895 0,50 1,60

(Beispiel einer Standardkurve, nicht zur Berechnung verwenden)

Proben

Fir jede Probe wird der B/T oder B/B, -Wert auf der y-Achse bestimmt und
die entsprechende 17 OH-P-Konzentration auf der x-Achse abgelesen.

9 of 56



Um die Werte von ng/mL in nmol/L umzurechnen, missen sie mit 3,026
multipliziert werden.

ERWARTETE WERTE

Jedes Labor sollte seinen eigenen Normalbereich in Gruppen von gesunden
Testpersonen festlegen. Die hier angegebenen Werte dienen nur als

Richtlinie.

Adults N | Median Min. Max. 2.5 97.5
Perzentil | Perzentil

(ng/mL)

Manner 55 0,93 0,53 2,22 0,55 1,99

Frauen

Follikelphase 111 0,48 0,13 1,67 0,21 1,45

Lutealphase 12| 1,52 0,42 3,20 0,61 2,88

Praovulatorischer| 22 1,39 0,54 2,04 0,55 2,01

Peak

Kontrazeption 30 0,37 0,17 1,48 0,18 1,47

Frauen 38 0,38 0,13 0,92 0,16 0,79

(Menopause)

1. Trimester der | 45 2,03 0,78 5,75 0,93 3,82

Schwangerschaft

2. Trimester der | 44 2,23 0,60 6,86 1,23 3,70

Schwangerschaft

Detaillierte Information liber die erwarteten Kinderwerte

(aufgeschliisselt nach Alter und Geschlecht) sind im Datenblatt
“APPENDIX* aufgefiihrt.

QUALITATSKONTROLLE

Zur Einhaltung der Laborgrundregeln sollten regelmaRig Kontrollproben
benutzt werden, um die Qualitat der Ergebnisse zu sichern. Diese Proben
mussen in genau derselben Weise wie die Assay Proben getestet werden,
und die Analyse der Ergebnisse sollte mit angebrachten statistischen
Methoden stattfinden.

Im Falle von Verpackungsschaden oder einer Leistungbeeintrachtigung des
Produkts, kontaktieren Sie bitte Ihren lokalen Vertreiber oder benutzen Sie
die folgende e-mail: imunochem@beckman.com

SPEZIFISCHE LEISTUNGSMERKMALE

(Fiir mehr Details, siehe die Beilage “APPENDIX”).

Reprasentative Daten dienen nur der Veranschaulichung. Die in einzelnen
Labors erzielten Leistungen kénnen anders ausfallen.

Empfindlichkeit
Nachweisgrenze (LoD): 0,07 ng/mL

Die Nachweisgrenze (LoD) fir 17-OH-P betragt 0,07 ng/mL und wurde
im Einklang mit den Richtlinien im CLSI-Dokument EP17-A2 [1] bestimmt,
basierend auf den Proportionen falsch-positiver Ergebnisse (a) kleiner
als 5 % und falsch-negativer Ergebnisse (B) kleiner als 5 %, wobei
Bestimmungen mit 120 Leerwertproben und 120 Proben mit geringem
Volumen und ein Grenzwert fir den Leerwert von 0,04 ng/mL verwendet
wurden.

Spezifitat

Der im Immunassay verwendete

17-a-Hydroxyprogesteron.

Antikorper ist spezifisch  fir
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Prazision
Wiederholbarkeit und Prazision innerhalb eines Labors

Die Prazision des Assays wurde im Einklang mit den Richtlinien im
CLSI-Dokument EP05-A3 [2] bestimmt. Hinsichtlich der Wiederholbarkeit
ergaben die Variationskoeffizienten einen Wert von weniger oder gleich
10,5 % bei Serumproben. Hinsichtlich der Prazision innerhalb eines Labors
ergaben die Variationskoeffizienten einen Wert von weniger oder gleich
12,8 % bei Serumproben.

Genauigkeit
Linearitat

Der Assay erwies sich unter Verwendung von Serumproben als linear von
0,12-50,88 ng/mL (wurde im Einklang mit den Richtlinien im CLSI-Dokument
EPO06-A [3] bestimmt).

Verdiinnungstest

Serumproben mit hohen Konzentrationen wurden seriell mit dem
Nullkalibrator verdiinnt.  Der Wiederfindungsprozentsatz lag zwischen
95,7 % und 119 %.

Wiederfindungstest

Die Serumproben wurden mit bekannten Mengen 17-OH-P versetzt. Der
Wiederfindungsprozentsatz lag bei 100-119 %.

MeRbereich (von LoD bis zum hochsten Kalibrator):
0,07 ng/mL bis etwa 50 ng/mL

EINSCHRANKUNGEN

Die Nichtbeachtung der Anweisungen in dieser Packungsbeilage kann die
Ergebnisse signifikant beeinflussen.

Die erhaltenen Ergebnisse sind vor dem Hintergrund der gesamten
klinischen Situation des Patienten unter Beriicksichtigung seiner klinischen
Vorgeschichte, den Ergebnissen anderer Testergebnisse sowie weiteren
vorliegenden Informationen zu interpretieren.

Fir mehr Details vgl. den Anhang "APPENDIX".

Sehr junge Kinder (insbesondere jiinger als 6 Monate) haben sehr hohe
17 OH-Pregnenolon-Sulfat-Werte. In diesem besonderen Fall wird zu einer
Ether-Extraktion vor der Durchfiihrung des 17 OH-P- Assays geraten.

Trotz niedriger Kreuzreaktion kdénnen falsch erhoéhte 17-OH-P Werte
nach regelmassiger Verabreichung von Spironolacton beobachtet werden.
Um diese Interferenz zu vermeiden, sollte eine Spironolacton-Therapie
mindestens drei Wochen vor dem Assay unterbrochen werden.

Bei Assays, die Antikdrper nutzen, besteht die Mdglichkeit einer Stérung
durch in der Patientenprobe enthaltene heterophile Antikérper. Patienten, die
regelmafig mit Tieren in Kontakt kommen oder sich immuntherapeutischen
oder -diagnostischen Verfahren unter Einsatz von Immunglobulinen oder
Immunglobulin-Fragmenten unterzogen haben, kénnen Antikdrper bilden
(wie bspw. HAMA), welche die Immunoassays storen.

Derartige stérende Antikérper kdnnen zu fehlerhaften Ergebnissen fuhren.
Die Ergebnisse von Patienten, bei denen das Vorliegen derartiger Antikorper
zu vermuten ist, sind sorgfaltig zu untersuchen.
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RIA 17 a - Hydroxyprogesterone
IM1452

KIT RADIOIMMUNOLOGICO PER LA DETERMINAZIONE
IN VITRO DEL 17 a-IDROSSIPROGESTERONE IN SIERO
E PLASMA UMANI

Per uso diagnostico in vitro.

PRINCIPIO

Il dosaggio immunoradiometrico del 17a-ldrossiprogesterone (17 OH-P) &
un test competitivo. Il kit pud essere utilizzato per la determinazione del 17
OH-P:

direttamente nel siero o plasma-EDTA

oppure dopo estrazione dei campioni con etere ed evaporazione del solvente,
seguita dalla risospensione dell'estratto con il calibratore zero.

| campioni di siero o plasma, gli estratti, i controlli ed i calibratori vengono
incubati con 17 OH-P marcato con 125l in provette sensibilizzate con
anticorpo. Al termine dell'incubazione le provette vengono lavate per
rimuovere 17 OH-P marcato con 125| non legato. La radioattivita legata
viene quindi misurata con un contatore gamma. Viene stabilita una curva
standard e la concentrazione di 17 OH-P dei campioni viene ricavata per
interpolazione da tale curva.

AVVERTENZE E PRECAUZIONI
Considerazioni generali:

«  Aprire i flaconi dei calibratori e controlli nel piu breve tempo possible
per evitarne I'eccessiva evaporazione.

*  Non utilizzare reattivi di lotti diversi.
* Inserire la curva standard in ogni esperimento.
»  Eseguire il dosaggio in duplicato.
* Le provette sono monouso.
Norme di radioprotezione

L'acquisto, la detenzione, I'utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale. Lo scrupoloso rispetto delle norme per
I'uso di sostanze radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.

* Nei luoghi dove si usano sostanze radioattive non € consentito
consumare cibi o bevande, fumare o usare cosmetici.

*  Non pipettare materiale radioattivo con pipette a bocca.

* Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando si manipola
materiale radioattivo.

*  Tutte le manipolazioni di sostanze radioattive devono essere fatte in
posti appropriati, lontano da corridoi ed altri posti affollati.

. Le sostanze radioattive devono essere conservate in propri contenitori
in appositi locali che devono essere interdetti alle persone non

autorizzate.

» Deve essere tenuto un registro di carico e scarico del materiale
radioattivo.

. Il materiale di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all'uso di

isotopi specifici per evitare cross-contaminazioni.

. In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare
riferimento alle norme locali di radioprotezione.

. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti secondo le norme locali di
radioprotezione.

Sodio azide

Alcuni reattivi contengono sodio azide come conservante, che pud reagire
con piombo, rame o ottone presenti nelle tubature di scarico per formare
metallo-azidi esplosive. Smaltire questi reattivi facendo scorrere abbondante
acqua negli scarichi.

Materiale di origine umana

Alcuni reattivi presenti nel kit sono di origine umana e si sono rivelati negativi
per anticorpi anti HIV1 e HIV2, anticorpi anti HCV e antigene di superficie
dell'epatite B (HbsAg). Questi reattivi devono essere manipolati come in
grado di trasmettere malattie infettive. Non sono disponibili metodi in grado
di offrire la certezza assoluta che questi o altri agenti infettivi siano assenti.
Manipolare questi reattivi come potenziali fonti di infezioni.
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Manipolare tutti i campioni di sangue come potenziali fonti di infezioni. (Ad
es. epatite o AIDS). | rifiuti devono essere smaltiti secondo le disposizioni
legislative e la regolamentazione vigente in ciascun Paese.

Etere etilico
L'etere etilico € un solvente organico volatile altamente infiammabile.

Eseguire I'estrazione e I'evaporazione sotto cappa ventilata. Evitare ogni
contatto con fiamme libere e non pipettare i reattivi con pipette a bocca.

CLASSIFICAZIONE PERICOLI GHS

Soluzione di PERICOLO
lavaggio (20X)
H360 Puo nuocere alla fertilita o al
feto.
P201 Procurarsi istruzioni
specifiche prima dell'uso.
P280 Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhilil viso.
P308+P313 IN CASO di esposizione

o di possibile esposizione,
consultare un medico.
Acido borico 0,1 - 0,3%
Decaidrato borato di sodio
0,1-0,3%

La scheda tecnica sulla sicurezza & disponibile su
techdocs.beckmancoulter.com

RACCOLTA, MANIPOLAZIONE, DILUIZIONE E
CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI

Raccogliere i campioni in provette senza anticoagulante o con EDTA.

+ Separare per centrifugazione il siero o il plasma dalla parte
corpuscolata.

* Il campioni possono essere conservati fino a 24 ore a 2-8
°C o0, suddivisi in aliquote, a —18 °C (fino ad un anno) o a
temperature inferiori per periodi piu lunghi. Evitare ripetuti cicli di
congelamento-scongelamento dei campioni. Scongelare i campioni a
temperatura ambiente.

. Diluire i campioni a concentrazione superiore alla concentrazione del
calibratore piu elevato con il calibratore zero.

| valori di siero e plasma EDTA per 30 campioni (valori di siero compresi tra
0,24 e 1,88 ng/mL) sono stati messi a confronto utilizzando il kit RIA 17 OH-P.
| risultati sono i seguenti:

[plasma EDTA] = 0,9026[siero] + 0,0283,
R =0,9747

MATERIALI FORNITI

| reattivi, conservati a 2-8 °C, sono stabili fino alla data di scadenza riportata
sul kit. Le date di scadenza riportate sulle etichette di ciascun flacone si
riferiscono alla conservazione dei reattivi stabilita in produzione, prima del
loro inserimento nel kit.

Le modalita di conservazione dei reagenti dopo la ricostituzione o la diluizione
sono riportate nel paragrafo Procedura.

Provette sensibilizzate con anticorpo anti-17 OH-P: 2 x 50 provette
(pronte per I'uso)

17 a-ldrossiprogesterone marcato con 125I: Un flacone (45 mL) (pronto
per I'uso)

Il flacone contiene meno di 640 kBq (alla data di marcatura) di 17 OH-P 125l
in tampone contenente proteine e colorante.

Annotazione: L'eventuale presenza della coagulazione nel radioindicatore
non ha alcun effetto sulla qualita della determinazione.

Calibratori: un flacone da 2 mL, cinque flaconi da 0,5 mL (pronti per 'uso)

Le fiale del calibratore contengono da 0 a circa 50 ng/mL (da O a circa
151 nmol/L) di 17 OH-P in siero umano con sodio azide (< 0,1%). La
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concentrazione esatta € indicata su ciascuna etichetta della fiala. | calibratori
vengono verificati sulla base di uno standard di riferimento interno.

E' possibile ordinare separatamente il calibratore zero aggiuntivo (5 mL) (cat.
#B23373).

Controllo: Due flaconi (liofilizzati)

| flaconi dei controlli contengono 17 OH-P in siero umano con sodio azide
(<0,1%). Sull'etichetta di ciascun flacone sono riportati Il volume richiesto
per la ricostituzione e l'intervallo di concentrazione atteso.

Soluzione di lavaggio (20x): Un flacone 50 mL
Soluzione concentrata da diluire prima dell'uso.

MATERIALI RICHIESTI MA NON FORNITI

Oltre alla normale attrezzatura da laboratorio, & richiesto il materiale
seguente:

Per il dosaggio:

» Micropipetta di precisione (25 uL e 400 pL).

» Pipetta semiautomatica (25 pL, 400 yL e 2 mL).
« Agitatore tipo vortex.

» Agitatore oscillante per provette.

» Sistema di aspirazione.

+ contatore gamma programmato per leggere '2°I.

Per la fase di estrazione (facoltativa):

* micropipette di precisione (200 pL).
» Pipette in vetro (2,5 mL, 5 mL, 10 mL).
» Flaconi in vetro (da 6 mL a 15 mL).
» Provette di vetro per il recupero della fase organica.
» Evaporatore (tipo “speedvac”) o bagno termostatato a 37 °C.
 Etere etilico (qualita purex, per analisi).
PROCEDURA
Preparazione dei reattivi
Portare i reattivi a temperatura ambiente.
Ricostituzione dei sieri di controllo
Ricostituire il contenuto dei flaconi con il volume di acqua distillata riportato
sull'etichetta.  Attendere 10 min ed agitare delicatamente evitando la

formazione di schiuma prima di dispensare. Conservare le soluzioni
ricostituite a 2-8 °C fino alla data di scadenza del kit.

Preparazione della soluzione di lavaggio

Diluire il contenuto del flacone con 950 mL e agitare con cura. La soluzione
diluita & stabile a 2-8 °C fine alla scadenza del kit.

Estrazione dei campioni (opzionale: vedere § Limitazioni)

NB: Utilizzare flaconi o provette di vetro puliti, precedentemente risciacquati
con etere.

Estrarre soltanto i campioni; non estrarre i calibratori.

« Portare i campioni a Temperatura Ambiente e miscealre bene i campioni
prima di procedere all'estrazione.

» Numerare una provetta per ciascun campione.
* Mettere 200 pL di ciascun campione nelle provette corrispondenti.
» Aggiungere 5 mL di etere etilico a ciascun flacone. Tappare con cura.

« Agitare energicamente ciascun flacone con l'agitatore vortex (2 x 1
minuto).

» Lasciare a riposo i flaconi sul bancone per un minimo di 5 minuti.

» Trasferire con cura 2,5 mL di fase organica priva di fase acquosa in
provette di vetro numerate.

« Far completamente evaporare la fase eterea con un evaporatore (ad es.
tipo speedvac) o mettendo le provette in un bagno d’acqua a 37 °C.
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Nota 1: Fissare le provette al portaprovette con cura, poiché, terminata
'evaporazione dell’etere, diventano piu leggere tendendo a galleggiare
nell’acqua del bagno termostatato.

Ad evaporazione completa € possibile tappare le provette e conservarle fino
a 7 giorni a 2-8 °C.

« Ridisciogliere gli estratti secchi con 200 pL di calibratore zero. Agitare
energicamente con agitatore vortex (30 sec, 2000 rpm), attendere 15
minuti e agitare di nuovo con l'agitatore vortex.

Nota 2: Se si rendesse necessario utilizzare un maggiore volume di etere,
mantenere i flaconi a <-18 °C fino a congelamento della fase acquosa,
trasferire con cura 5 mL di fase organica priva di fase acquosa, evaporare e
ridisciogliere in 400 uL di calibratore zero.

Metodo dellimmunodosaggio

Prima dell'uso lasciare equilibrare i reattivi a temperatura ambiente.

Fase 3
Conteggio
Aspirare con cura il
contenuto delle provette
(eccetto le 2 provette
per l'attivita totale).
Lavare 2 volte con
2mL di soluzione di
lavaggio. Aspirare.

Fase 2
Incubazione

Fase 1
Dispensazione
Aggiungere in
successione alle

provette sensibilizzate:

25 pL di calibratore,
controllo, campione o
50 pL di estratto e
400 pL di marcato’
Mescolare.

Incubare per 120
minuti a 18 - 25 °C in
agitazione (= 280 rpm)

Contare la radioattivita
legata (B) e I'attivita
totale (T) per 1 min.

*Aggiungere 400 pL di marcato a 2 provette non sensibilizzate per la

determinazione dell'attivita totale.

RISULTATI

Le concentrazioni di 17 OH-P dei campioni e controlli vengono calcolate per
interpolazione sulla curva standard. Dosare campioni e controlli assieme ai
calibratori.

Curva standard

| risultati registrati dal reparto responsabile del controllo di qualita sono stati
calcolati utilizzando I'adattamento della curva con metodo spline con B/T
0 B/B, sull'asse verticale logit e la concentrazione di analiti dei calibratori
sull’asse orizzontale logaritmico (ng/mL).

Altri metodi di interpolazione dati possono dare risultati leggermente
differenti.

Totale attivita: 179.362 cpm
Calibratori 170H-P cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)
(ng/mL)
0 0 55.975 31,21 100,0
1 0,12 44.882 25,02 80,18
2 0,40 31.190 17,39 55,72
3 1,90 12.557 7,00 22,43
4 12,5 2.515 1,40 4,49
5 50,0 895 0,50 1,60

(Esempio di curva standard. Non usare per calcolare il valore dei propri
campioni)

Campioni

Calcolare B/T o B/B, per ogni campione, riportarlo sull’asse delle ordinate e
leggere le concentrazioni corrispondenti sull’asse delle ascisse.

Fattore di conversione per passare da ng/mL a nmol/L: Moltiplicare i risultati
per 3,026.

VALORI ATTESI

Ogni laboratorio deve stabilire i propri limiti di riferimento in campioni
provenienti da soggetti caratterizzati clinicamente. Si prega di considerare
solo come guida i valori sotto riportati.
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Adults N | Media Min. Max. 2.5% 97.5%
percentil| percentil

(ng/mL)

Uomini 55 0,93 0,53 2,22 0,55 1,99

Donne

Fase follicolare | 111 0,48 0,13 1,67 0,21 1,45

Fase luteale 12| 1,52 0,42 3,20 0,61 2,88

Picco 22 1,39 0,54 2,04 0,55 2,01

preovulatorio

Contraccezione | 30 0,37 0,17 1,48 0,18 1,47

Donne in post 38 0,38 0,13 0,92 0,16 0,79

menopausa

1° trimestre di 45 2,03 0,78 5,75 0,93 3,82

gravidanza

2° trimestre di 44 2,23 0,60 6,86 1,23 3,70

gravidanza

Informazioni dettagliate sui valori attesi per i bambini (ordinati per eta
e sesso) si possono trovare in “APPENDIX”).

CONTROLLO DI QUALITA

Si consiglia ad ogni laboratorio di dosare regolarmente campioni di controllo
per verificare la qualita dei risultati ottenuti. Questi campioni devono essere
manipolati esattamente come i campioni in esame; i risultati devono essere
analizzati con metodi statistici appropriati.

In caso il kit fosse danneggiato o i dati ottenuti mostrino un alterazione della
performance, si prega di contattare il distributore locale o di scrivere al indizzo
e-mail seguente: imunochem@beckman.com

CARATTERISTICHE DELLE PRESTAZIONI
(Ulteriori dati sono riportati in “APPENDIX”)

Vengono forniti dati rappresentativi a mero scopo illustrativo.
possono variare da laboratorio a laboratorio.

| risultati

Sensibilita

Limite di rilevazione (LoD): 0,07 ng/mL

Il limite di rilevazione (LoD) per 17 OH-P & 0,07 ng/mL ed é stata dichiarata
coerente con le linee guida del documento CLSI EP17-A2 [1] in base alle
proporzioni di falsi positivi (a) inferiori al 5% e falsi negativi (B) inferiori al 5%.
E stata stabilita utilizzando le determinazioni, con 120 campioni vuoti e 120
campioni con livello basso. Il limite del bianco (LoB) € 0,04 ng/mL.
Specificita

L'anticorpo utilizzato nel
17-a-idrossiprogesterone.

dosaggio immunometrico € specifico per

Precisione
Ripetibilita e precisione intra-laboratorio

La precisione del dosaggio € stata stabilita in conformita alle linee guida del
documento CLSI EP05-A3 [2]. Per la ripetibilita i coefficienti di variazione
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erano minori o uguali al 10,5% per i campioni di siero. Per la precisione
intra-laboratorio i coefficienti di variazione erano minori o uguali al 12,8% per
i campioni di siero.

Accuratezza
Linearita

Il dosaggio ha dimostrato di rimanere lineare da 0,12 a 50,88 ng/mL
utilizzando campioni di siero (stabilito in conformita alle linee guida del
documento CLSI EP06-A [3]).

Test di diluizione

| campioni di siero ad alta concentrazione sono stati diluiti in serie con il
calibratore zero. Le percentuali di recupero vanno dal 95,7% al 119%.

Test di recupero

| campioni di siero sono stati corretti con quantitativi noti di 17 OH-P. Le
percentuali di recupero vanno dal 100% al 119%.

Intervallo di misurazione (dal limite di rilevazione al calibratore piu elevato):
Da 0,07 ng/mL a circa 50 ng/mL

LIMITAZIONI

Rispettare accuratamente le istruzioni d'uso per evitare risultati aberranti.

| risultati devono essere interpretati in base alla valutazione clinica
complessiva della paziente, che comprende la storia clinica, i dati ottenuti
con altri test diagnostici o strumentali ed altre informazioni appropriate.

Ulteriori dati sono riportati in Appendice.

| bambini molto piccoli (in particolare con meno di 6 mesi) hanno un livello
di 17 OH-pregnenolone solfato molto elevato. In questo particolare caso, si
raccomanda di eseguire I'estrazione con etere prima del test di 17 OH-P.

Malgrado cross-reazioni ridotte, si possono osservare valori falsamente
elevatidi 17 OH-P in seguito alla regolare somministrazione di spironolattone.
La terapia a base di spironolattone deve quindi essere interrota almeno
tre settimane prima di realizzare il test per assicurarsi che non ci siano
interferenze.

Nei test anticorpali, esiste la possibilita di interferenza degli anticorpi eterofili
presenti nei campioni dei pazienti. | pazienti regolarmente a contatto con
animali o sottoposti a immunoterapia o a procedure diagnostiche a base
di immunoglobuline o frammenti di immunoglobuline possono produrre
anticorpi, p.e. HAMA, che interferiscono con gli immunodosaggi.

Tali anticorpi interferenti possono portare a risultati errati.  Valutare
attentamente i risultati di pazienti che potrebbero presentare questi anticorpi.
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RIA 17 a - Hydroxyprogesterone
IM1452

RADIOINMUNOENSAYO PARA LA DETERMINACION
IN VITRO DE LA 17 a-HIDROXIPROGESTERONA EN
SUERO HUMANO Y PLASMA

Para uso en diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO

El radioinmunoensayo de 17 a-Hidroxiprogesterona (17 OH-P) es un ensayo
competitivo. El mismo equipo puede ser empleado para la medicion de 17
OH-P:

directamente en suero o plasma con EDTA o,

indirectamente, después de la extraccion de la muestra con éter y
evaporacion del solvente, seguido de la resuspension con el calibrador cero.

Las muestras de suero o plasma, los extractos, el control y los calibradores se
incuban con et trazaor 1251 17 OH-P en tubos recubiertos con el anticuerpo.
Después de la incubacion se aspira el contenido de los tubos y estos se lavan
para retirar el 17 OH-P marcado con 125l pero no enlazado. Se determina la
actividad enlazada mediante un contador gamma. Los valores desconocidos
se determinan mediante interpolacion con la curva estandar.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
Precauciones generales

* Los viales de los calibradores y controles deben ser abiertos durante
el menor tiempo posible, para asi evitar evaporaciones excesivas.

. No mezclar los reactivos de lotes diferentes.

* Incluir una curva estandar en cada ensayo.

. Es recomendado realizar el ensayo por duplicado.

*  Cada tubo debe estar utilizado solamente una vez.
Reglas basicas de seguridad radiolégica

La compra, posesion, uso y transferencia de material radiactivo estan sujetos
de las disposiciones legales del pais en el que se utiliza. El cumplimiento
de las normas basicas de seguridad radiolégica proporciona una proteccion
adecuada.

*  No se debe comer, beber, fumar o aplicarse cosméticos en presencia
de materiales radiactivos.

*  No pipetear las soluciones radiactivas con la boca.

«  Evitar cualquier contacto con materiales radiactivos mediante el uso
de guantes y bata de laboratorio.

*  Toda manipulacién de material radiactivo debe realizarse en el lugar
adecuado, alejado de corredores y espacios ocupados.

. Los materiales radiactivos deben almacenarse en el contenedor
aprobado en una zona especializada.

»  Se debe llevar y conservar actualizado un registro de las entradas y
almacenamiento de todos los productos radiactivos.

* El equipo y material de vidrio de laboratorio que son objeto de
contaminacién se deben separar para evitar la contaminacién con
otros radioisétopos.

+  Cada caso de contaminacion radiactiva, o de pérdida de materiales
radiactivos se debe resolver de acuerdo con los procedimientos
establecidos.

» El desecho radiactivo debe manipularse de acuerdo a las reglas
establecidas por el pais donde se utiliza.

Azida sédica

Algunos reactivos contienen azida sédica como conservador. La azida
sédica puede reaccionar con el plomo, el cobre y el bronce para formar
azidas metalicas explosivas. Deseche los reactivos a través del sistema de
drenaje mediante lavado con grandes cantidades de agua.

Material de origen humano

Los reactivos de este equipo son de origen humano y fueron negativos a
las pruebas de HIV 1, de HIV 2; de HCV, asi como de hepatitis B (Hbs
Ag). Sin embargo, deben manejarse como si fueran capaces de transmitir
enfermedad. Ninguna prueba conocida puede ofrecer la seguridad completa
de la ausencia de agentes virulentos. Maneje estos reactivos con todas las
precauciones necesarias.
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Todas las muestras de suero y plasma deben manejarse como si fueran
capaces de transmitir enfermedades (ej. hepatitis o SIDA). Por lo tanto los
residuos se deberan eliminar de acuerdo con las reglamentaciones de las
agencias autorizadas que tengan jurisdiccion sobre el laboratorio, y con las
normativas de cada pais.

Etil éter
El etil éter es un solvente organico volatil y muy inflamable. La extraccion
y evaporacion de este deben realizarse bajo una campana de extraccion.

Evitar cualquier contacto con una llama y no pipetear los reactivos con la
boca.

CLASIFICACION DE MATERIAL PELIGROSO
SEGUN EL SGA

Solucién de lavado (20 PELIGRO

unidades)

H360 Puede perjudicar a la
fertilidad o dafar al feto.

P201 Procurarse las instrucciones
antes del uso.

P280 Use guantes, ropa y equipo
de proteccion para los ojos y
la cara.

P308+P313 EN CASO DE exposicién

confirmada o supuesta:
consultar a un médico.

Acido bérico 0,1-0,3 %
Sodio tetraborato
decahidrato 0,1 - 0,3 %

La hoja de datos de seguridad esta disponible en
techdocs.beckmancoulter.com

RECOLECCION, PROCESAMIENTO,
ALMACENAMIENTO Y DILUCION DE LAS
MUESTRAS

Recoga la sangre en tubos secos 6 con EDTA.

*  Separar el suero o el plasma de las células mediante centrifugacion.

* Las muestras séricas o plasmaticas pueden ser conservadas a 2-8
°C si el ensayo se realiza dentro de las 24 horas. Si se requiere
almacenar las muestras durante un periodo mayor, preparar alicuotas
para evitar repetidas descongelaciones y congelaciones y almacenar
las muestras a < -18 °C, 1 afio maximo. El descongelamiento de las
muestras debe ser realizado a temperatura ambiente.

«  Silas muestras tienen concentraciones mas altas que el mayor de los
calibradores, éstas deben ser diluidas con el calibrador cero.

Los valores de plasma con EDTA y suero para 30 muestras (valores de suero
que van de 0,24 a 1,88 ng/mL) se compararon mediante el kit 17 OH-P RIA.
Los resultados son los siguientes:

[Plasma con EDTA] = 0,9026[suero] + 0,0283,
R =0,9747

MATERIALES PROPORCIONADOS

Todos los reactivos provistos-sin abrir- son estables entre 2 y 8 °C hasta la
fecha de caducidad del equipo, la cual se indica en la etiqueta externa. Las
fechas de caducidad impresas sobre las etiquetas de los frascos son validas
sélo para el fabricante, durante su almacenamiento a largo plazo hasta antes
del ensamblaje del equipo. No tener en cuenta.

Las condiciones de almacenamiento de los reactivos después de la
reconstitucién o dilucién se indican en el parrafo Procedimiento.

Tubos recubiertos con anticuerpo Anti-17 OH-P: 2 x 50 tubos (listos para
usar)

Trazador de 17a-Hidroxiprogesterona marcado con 125I: 1 frasco de 45
mL (listo para usar)

El frasco contiene <640 kBq, el dia de su elaboracion de 17 OH-P marcado
con 125l en buffer con proteinas y un colorante.
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Nota: La presencia eventual de precipitado en el trazador no tiene influencia
sobre la calidad de la determinacion.

Calibradores: 1 vial x 2 mL, 5 viales x 0,5 mL (listos para usar)

Los viales de calibrador contienen de 0 a alrededor de 50 ng/mL (de 0 a unos
151 nmol/L) de 17 OH-P en suero humano con azida sédica (< 0,1 %). La
concentracion exacta se indica en la etiqueta de cada vial. Los calibradores
se verifican con un estandar de referencia interno.

El calibrador cero (5 mL) puede ser también pedido por separado, cod #
B23373.

Muestras de control: 2 frascos (liofilizados)

Los viales controles contienen 17 OH-P en suero humano con azida sédica
(<0,1 %). El volumen de reconstitucion se indica en la etiqueta de cada vial.
Los valores esperados se encuentran en el rango de concentracion indicado
en la hoja suplemento.

Solucién de lavado (20x): un frasco de 50 mL
La solucién concentrada debe diluirse antes de su uso.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO
INCLUIDOS

Ademas del equipo normal de laboratorio se requiere lo siguiente:
Para el ensayo:

» Micropipeta de precision (25 pL y 400 pL).
» Pipeta semiautomatica (25 uL, 400 Ly 2 mL).
» Agitador tipo vortex.
» Agitador con movimiento de vaivén horizontal y orbital
« Sistema de aspiracion.
+ Contador gamma calibrado para I'%.
Para el paso de extraccion (opcional):

» Micropipetas de precision (200 pL).

* Pipetas de vidrio (2,5 mL, 5mL y 10 mL).

 Viales de vidrio ( desde 6 mL hasta 15 mL).

» Tubos de vidrio para recuperar la fase organica.

» Evaporador (tipo speedvac) o bafio maria a 37 °C.

+ Eter etilico de grado analitico
PROCEDIMIENTO
Preparacion de los reactivos
Permita que todos los reactivos alcancen la temperatura ambiente.
Reconstitucion de las muestras Controles.
El contenido de los viales se reconstituye con el volumen de agua destilada
indicada en la etiqueta. Una vez reconstituido, espere 10 minutos y mezcle
suavemente para evitar la formacion de espuma antes de dispensar. La

solucién reconstituida se almacena entre 2-8 °C hasta el vencimiento del
kit.

Preparacion de la solucion de lavado

Verter el contenido de un frasco en 950 mL de agua destilada y
homogeneizar. La solucién diluida se puede almacenar entre 2y 8 °C hasta
la fecha de caducidad del equipo.

Extraccion de las muestras (opcional; ver § Limitaciones)
Nota: La extracciéon debe realizarse en frascos de vidrio limpios o en tubos
previamente prelavados con éter

Las muestras deben extraerse solo antes del ensayo. No extraer los

calibradores.

» Llevar las muestras a temperatura ambiente y mesclar bien antes de
comenzar la extraccion

* Numerar un frasco por cada muestra.

» Poner 200 yL de cada muestra en el frasco correspondiente.

» Adicionar 5 mL de etil éter a cada frasco. Tapar cuidadosamente.

» Mezclar vigorosamente los frascos con ayuda del vértex (2 x 1 minuto).
» Deje los viales en la mesada por un minimo de 5 minutos.
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* Remueva cuidadosamente 2,5 mL de la fase organica sin contaminarla
con la fase acuosa, en tubos de vidrio, previamente numerados.

» Evapore la fase etérea completamente con el evaporador (p. e€j., tipo
speedvac) o colocando los tubos en el bafio Maria a 37 °C.

Nota 1: Los tubos deben estar bien fijados a su soporte porque pesan menos
al evaporarse el éter y corren el riesgo de flotar.

En esta etapa, tapar los tubos que contengan los extractos secos y
almacenarlos de 2 a 8 °C como maximo 7 dias antes de continuar con el
analisis.

» Re-disolver los extractos de éter secos en 200 uL del calibrador cero.

Agite vigorosamente (30 segundos, 2000 rpm), espere 15 minutos, y
vortexee nuevamente.

Nota 2: Si se necesita un volume mayor, en vez de remover 2,5 mL de las
fase organica, conserve los viales a <-182C hasta que la fase acuosa se
congele, remueva cuidadosamente 5 mL de la fase organica sin contaminar
con la fase acuosa, evapore y re-disuelva en 400 uL del calibrador cero.

Procedimiento del inmunoanalisis

Permitir que los reactivos alcancen la temperatura ambiente antes de su uso.

Paso 1 Paso 2 Paso 3
Adiciones Incubacion Contaje
En los tubos recubiertos Aspirar

cuidadosamente el
contenido de los tubo
(excepto el de los dos
tubos de cpm total).
Lavar dos veces con
2 mL de solucién de
lavado. Aspirar.

de anticuerpos, afadir
sucesivamente:

Incube 120 minutos
entre 182C-252C con
agitacion (= 280 rpm).

25 pL de calibrator,
control, muestra o 50
uL del extracto y
400 pL de trazador,

Mezclar. Cuentas incorporadas
cpm (B) y las cpm
totales (T) por 1 min.
*Adiccionar 400 uL de trazador a 2 tubos adicionales para obtener las cpm

totales

RESULTADOS

Los resultados se obtienen por interpolacion con la curva estandar. La
curva sirve para la determinacion de las concentraciones de 17 OH-P en las
muestras medidas al mismo tiempo que los calibradores.

Curva estandar

Los resultados del departamento de control de calidad se calcularon
usando el ajuste de curva spline con B/T o B/B, en el eje logit vertical y la
concentracion de analitos de los calibradores en el eje logaritmico horizontal
(ng/mL).

Otros métodos de reduccion de datos pueden dar resultados ligeramente
diferentes.

Actividad total: 179 362 cpm
Calibradores 170H-P cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)
(ng/mL)
0 0 55 975 31,21 100,0
1 0,12 44 882 25,02 80,18
2 0,40 31 190 17,39 55,72
3 1,90 12 557 7,00 22,43
4 12,5 2515 1,40 4,49
5 50,0 895 0,50 1,60

(Ejemplo de curva estandar, no utilizar para realizar los célculos)

Muestras

Para cada muestra marcar sobre el eje vertical el B/T o el B/B, y sobre el eje
horizontal marcar la concentracion correspondiente de la 17 OH-P.

Para convertir ng/mL en nmol/L, multiplicar los resultados por 3,026.

VALORES ESPERADOS

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios valores de
referencia. Los valores que se muestran a continuacion fueron obtenidos de
sujetos sanos y deben de considerarse solo como orientativos.

15 of 56



Adults N |Mediana| Min. Max. 25 97.5
Percentil| Percentil

(ng/mL)

Hombres 55 0,93 0,53 2,22 0,55 1,99

Mujeres

Fase Folicular 111 0,48 0,13 1,67 0,21 1,45

Fase Lutea 112] 1,52 0,42 3,20 0,61 2,88

Pico 22 1,39 0,54 2,04 0,55 2,01

preovulatorio

Concepcion 30 0,37 0,17 1,48 0,18 1,47

Mujeres 38 0,38 0,13 0,92 0,16 0,79

despues la

menopausia

1. trimestre de | 45 2,03 0,78 5,75 0,93 3,82

embarazo

2.° trimestre de | 44 2,23 0,60 6,86 1,23 3,70

embarazo

Informacion detallada acerca de los valores esperados para nifos
clasificada de acuerdo a la edad y al sexo) puede ser encontrada en la
hoja de datos "APPENDICES".

CONTROL DE CALIDAD

La obtencion de optimos resultados implica que las muestras testigo sean
usadas en cada serie de experimentos para asegurar la calidad de los
resultados obtenidos. Dichas muestras testigo deben ser procesadas de
la misma manera que las muestras a analizar. Es recomendado que los
resultados sean analizados utilizando los métodos estadisticos apropiados.

En caso de detectar un deterioro en el embasado del producto 6 que
los resultados expresen una alteracion en las caracteristicas del mismo,
contactar con el Distribuidor local é notificar a la direccion de e-mail:
imunochem@beckman.com

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO
(Ver la hoja “APPENDIX” para mas detalles)

Se facilitan datos representativos solo a modo de ejemplo. El rendimiento
obtenido en los distintos laboratorios puede variar.

Sensibilidad
Limite de deteccion (LD): 0,07 ng/mL

El LD para la 17 OH-P es de 0,07 ng/mL, considerado como coherente
con las directrices del documento EP17-A2 [1] del CLSI en funcién de las
proporciones de falsos positivos (a) inferiores al 5 % y falsos negativos (B)
inferiores al 5 %; usando determinaciones, con 120 muestras en blanco y
120 muestras de bajo nivel; y con limite de blanco (LB) de 0,04 ng/mL.

Especificidad

El anticuerpo que se usa en el inmunoanalisis es especifico para
17a-hidroxiprogesterona.

Precisién
Repetibilidad y precision intralaboratorio

Se ha considerado que la precision del ensayo se ajusta a las directrices
del documento EP05-A3 [2] del CLSI. En cuanto a la repetibilidad, los
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coeficientes de variacion fueron inferiores o iguales al 10,5 % para las
muestras de suero. En cuanto a la precision intralaboratorio, los coeficientes
de variacion fueron inferiores o iguales al 12,8 % para las muestras de suero.

Precision
Linealidad

Se ha puesto de manifiesto que el ensayo es lineal de 0,12 a 50,88 ng/mL
usando muestras de suero (considerado como coherente con las directrices
del documento EP06-A [3] del CLSI).

Prueba de dilucion

Las muestras de suero de alta concentracion se diluyeron en serie con el
calibrador cero. Los porcentajes de recuperacion fueron del 95,7 % al 119 %.

Prueba de recuperacion

Las muestras de suero se enriquecieron con cantidades conocidas de
17 OH-P. Los porcentajes de recuperacion fueron del 100 % al 119 %.

Rango de medida (desde LD hasta el calibrador mas alto):
De 0,07 ng/mL a unos 50 ng/mL

LIMITACIONES

El no respetar las instrucciones de uso puede afectar significativamente a los
resultados.

Los resultados deberan ser interpretados como una ayuda dentro de la
situacion clinica del paciente, incluyendo la historia clinica, asi como los
datos provenientes de otras testas adicionales.

Para mayores detalles ver la pagina de "APENDICES".

El suero de los nifios muy jévenes (particularmente los de menos de 6
meses) tienen valores elelvados de la sulfato de 17 OH-Pregnenolona. Se
recomienda en este caso particular, la extraccion con éter previo al ensayo
de la 170H-P.

A pesar de tener una baja reactividad cruzada, uno puede observar
resultados falsamente elevados de la 17 OH-P durante la toma regular
de spironolactona. La terapia con Spirono lactona debe ser interrumpida
al menos 3 semanas previas al ensayo para asegurarse la ausencia de
interferencias.

En los ensayos en los que se utilizan anticuerpos existe la posibilidad
de que se produzcan interferencias debido a la presencia de anticuerpos
heterdfilos en la muestra del paciente. Los pacientes que hayan estado
en contacto regularmente con animales o hayan recibido inmunoterapia
o procedimientos diagnosticos con inmunoglobulinas o fragmentos de
inmunoglobulinas pueden producir anticuerpos, p.ej. HAMA, que interfieren
con los inmunoensayos.

Esos anticuerpos que crean interferencias pueden causar resultados
erréneos. Evaluar cuidadosamente los resultados de los pacientes que se
sospeche que puedan tener esos anticuerpos.
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RIA 17 a - Hydroxyprogesterone
IM1452

RADIOIMUNOENSAIO PARA A DETERMINAGAO IN
VITRO DE 17a-HIDROXIPROGESTERONA NO SORO E
PLASMA HUMANA

Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO

O radioimunoensaio de 17 a-hidroxiprogesterona (17 OH-P) € um ensaio
competitivo. O mesmo kit pode ser utilizado para a medigao de 17 OH-P:

quer directamente no soro ou plasma EDTA,

ou, apos a extracgdo da amostra com éter e a evaporacdo do solvente,
seguida de re-suspenséo com o calibrador zero.

As amostras de soro ou plasma, os extractos, os controlos e os calibradores
s&o incubados com 17 OH-P marcada com 1125, em tubos revestidos com
anticorpo. Apés o periodo de incubacgéo segue-se a lavagem e consequente
remogado do 17 OH-P marcado, com iodo 125, nado ligado. De seguida,
procede-se a leitura da ligacdo radioactiva no contador gamma. A curva
de calibragdo é criada e os valores desconhecidos sdo determinados por
interpolagéo a partir da curva padréao.

AVISOS E PRECAUGOES

Orientagdes Gerais:

»  Os frascos dos calibradores e controlos devem estar abertos durante
0 menor tempo possivel, de forma a evitar evaporagao excessiva.

«  Nao misture os reagentes de kits de diferentes lotes.
*  Deve ser estabelecida uma curva padrdo em cada ensaio.
. Recomenda-se a realizar o imunoensaio em duplicado.
*  Cada tubo deve ser utilizado uma vez.
Regras basicas de seguranga para radiagao

A compra, uso e transferéncia de material radioactivo estdo sujeitos a
regulamentacdo de cada pais. A adesdo as regras basicas de seguranga
para a radiagao fornecem a protec¢do adequada:

. Nao comer, beber, fumar ou aplicar cosméticos na presenga de
materiais radioativos.

*  Na&o pipetar o material radioativo com a boca.

. Evite qualquer contato com o material radioativo utilizando-se luvas e
EPI's de laboratério.

* Toda a manipulagdo de material radioativo deve ser feita em local
apropriado, distante de corredores e locais muito utilizados.

. Materiais radioativos devem ser armazenados no frasco fornecido e
em area designada.

* O registro de recepgao e armazenamento de produtos radioativos
devem ser mantidos atualizados.

. Equipamentos laboratoriais e vidrarias que estdo sujeitas a
contaminagdo devem ser separados para prevenir a contaminagao
cruzada de radioisétopos diferentes.

*  Cada caso de contaminagéo ou perda de material radioativo deve ser
efetuada de acordo com os procedimentos estabelecidos.

« Descarte dos reagentes e materiais deve ser de acordo com a
regulamentagao aplicavel.

Azida Saédica

Alguns dos reagentes contém azida sédica como conservante. Azida Sédica
reage com chumbo, cobre e mistura de metais formando material de azida
explosivo. Descarte os reagentes com uma grande quantidade de agua no
sistema sanitério.

Soro Humano

Os materiais de origem humana, contidos neste kit, foram considerados
negativos para a presenca de anticorpos para VIH 1 e VIH 2, anticorpos
anti-HCV, bem como para o antigénio de superficie da hepatite B (HBsAg).
No entanto, devem ser tratados como potencialmente infectantes. Nenhum
método de teste conhecido pode oferecer total garantia de que nenhum virus
esta presente. Lidar com esse kit com todas as precaugdes necessarias.

Todas as amostras de soro e plasma devem ser manuseados como capazes
de transmitir hepatite ou HIV, e os residuos devem ser descartados de acordo
com as regras estabelecidas por cada pais.
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Eter etilico

Eter etilico é um solvente organico volatil e muito inflaméavel. A extracgdo e
evaporagao deve ser feita numa hotte ventilada. Evite qualquer contato com
chama e ndo pipete os reagentes com a boca.

CLASSIFICAGAO DE PERIGO GHS

Solugéo de lavagem PERIGO
(20x)
H360 Pode afetar a fertilidade ou
0 nascituro.
P201 Pedir instrugdes especificas
antes da utilizago.
P280 Use luvas de protecéo,
vestuario de protegéo e
protegado ocular/protecéo
facial.
P308+P313 EM CASO DE exposigédo

ou suspeita de exposigao:
consulte um médico.
Acido bérico 0,1 - 0,3%
Borato de sédio
decahidratado 0,1 - 0,3%

A Ficha de dados de seguranca esta disponivel em
techdocs.beckmancoulter.com

COLHEITA, PROCESSAMENTO,
ARMAZENAMENTO, E DILUICAO DAS
AMOSTRAS

Colher em tubo seco, ou tubos contendo EDTA.
*  Separe o0 soro ou plasma das células por centrifugagao.

*+ As amostras podem ser armazenadas de 2-8 °C, se 0 ensaio
for realizado dentro de 24 horas. Para longos periodos de
armazenamento mantenha congelado a < -18 °C (maximo de 1 ano),
depois de preparar as aliquotas a fim de evitae ciclos repetidos
de descongelamento. O descongelamento das amostras deve ser
efectuado a temperatura ambiente.

*  Qualquer amostra com valor superior ao calibrador mais alto deve ser
diluida com o calibrador zero.

Os valores de soro e plasma EDTA para 30 amostras (amostras de soro de
0,24 a 1,88 ng/mL) foram comparados utilizando o kit de RIA de 17 OH-P. Os
resultados s&@o os seguintes:

[Plasma EDTA] = 0,9026[soro] + 0,0283,
R =0,9747
MATERIAIS FORNECIDOS

Todos os reagentes fechados do kit sdo estaveis até a data de validade
apontada no rétulo do kit, quando armazenado de 2-8 °C. As datas de
validade impressa nos rétulos séo validas, somente, para armazenamento
dos componentes em longo prazo pelo fabricante.

As condigbes de armazenamento dos reagentes apds reconstituicdo ou
diluicdo sado indicadas no paragrafo Procedimento.

Tubos revestidos com anticorpo Anti- 170H-P: 2 x 50 tubos (pronto a
usar)

Marcador de 125l ligado 17a-Hidroxiprogesterona: um frasco 45 mL
(pronto a usar)

O frasco contém <640 kBq, na data de fabricagdo, de 125I-ligado a 17-OH-P
num tampao com proteinas e corante.

Nota: A presenga ocasional de particulas no marcador ndo afeta o
desempenho do ensaio.

Calibradores: um frasco de 2 mL, cinco frascos de 0,5 mL (pronto a usar)

Os frascos do calibrador contém entre 0 e aproximadamente 50 ng/mL (0
e aproximadamente 151 nmol/L) de 17 OH-P em soro humano com azida
sadica (<0,1%). A concentracéo exata esta indicada no rétulo de cada frasco.
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Os calibradores séo verificados relativamente a um padrado de referéncia
interno.

O calibrador zero (5 mL) pode ser adquirido separadamente (cat. # B23373).
Amostras de controlo: dois frascos (liofilizados)

O frasco de controlo contém 17 OH-P em soro humano com azida sédica
(<0,1%). O volume para a reconstituicdo é indicada no rétulo do frasco. Os
valores esperados sdo na gama de concentragao indicada num suplemento.

Solucao de Lavagem (20x): um frasco de 50 mL
Solugéo concentrada, deve ser diluida antes do uso.

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO
FORNECIDOS

Em adicdo ao material usual de laboratério, é ainda necessario:
Para o ensaio:

* Micropipeta de precisdo (25 pL e 400 pL).
» Pipetas Semi-automaticas (25 pL, 400 pL e 2 mL).
» Agitador tipo Vortex
« Agitador capaz.
» Sistema de Aspiragao.
» Contador gama ajustado para 125l.
Para a etapa de extragao (opcional):

» Micropipeta de precisdo (200 uL)

» Pipetas de vidro (2,5 mL, 5 mL, 10 mL).

» Frascos de vidro (a partir de 6 mL a 15 mL).

» Os tubos de vidro para a recuperagao da fase éter.

» Evaporador (tipo SpeedVac) ou Banho de agua a 37 °C.

+ Eter etilico (grau analitico).
PROCEDIMENTO
Preparagao dos Reagentes
Deixe todos os reagentes atingirem a temperature ambiente.
Reconstituicdo das amostras de controlo
O conteudo dos frascos é reconstituido com o volume de agua destilada
indicada no rétulo. Aguarde 10 minutos ap6s a reconstituigdo e misture com

cuidado para evitar a formagao de espuma antes de pipetar. Armazenar as
solugdes reconstituidas a 2-8 °C até a data de validade do kit.

Preparagao de solugao de lavagem

Misture o conteudo do frasco em 950 mL de agua destilada e homogenize.
A solugéo diluida deve ser armazenada entre 2-8 °C até a data validade do
kit.

Extragdo de amostras (opcional, ver § Limitagoes)
Nota: A extracgdo deve ser feita em frascos ou tubos de vidro limpos,
pré-lavados com éter.

As amostras devem sdo extraidas apenas antes do ensaio, ndo extrair
calibradores.

» Colocar as amostras a temperatura ambiente e misturar bem antes de
comegar a extracgao.

* Numerar um tubo para cada amostra.

» Colocar 200 yL de cada amostra no tubo correspondente.

» Adicionar 5 mL de éter etilico a cada frasco. Selar o tubo com cuidado.
» Passar os tubos no Vortex vigorosamente (2 x 1 minuto).

» Deixar os tubos em repouso pelo menos 5 minutos.

» Retirar cuidadosamente 2,5 mL da fase organica, sem contaminar a fase
aquosa e colocar nos tubos de vidro numerados.

» Evapore totalmente a fase etérea através de um evaporador (por
exemplo, do tipo speedvac) ou colocando tubos de amostra em banho
de agua a uma temperatura de 37 °C.
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Nota 1: Os tubos devem ser fixados firmemente no suporte, uma vez que
apos a evaporagao do éter, eles serdo mais leves e tendem a flutuar.

Nesta fase, é possivel tapar os tubos que contém os extractos secos e
armazena-los durante um periodo maximo de 7 dias no frio (2-8 ° C), antes
de continuar o ensaio.

« Dissolver éter seco extraido com 200 pL do calibrador zero. Colocar no
vortex vigorosamente (30 sec, 2000 rpm), aguardar 15 minutos e voltar
a colocar no vortex.

Nota 2: Se um volume maior é necessario, em vez de retirar 2,5 mL de fase
organica, manter os frascos a <-18° C, até congelar fases aquosa; retirar
cuidadosamente 5 mL da fase organica, sem contaminar a fase aquosa;
evaporar e re-dissolver em 400 pL de calibrador zero.

Procedimento do Imunoensaio

Deixe todos os reagentes atigir a temperatura ambiente antes da pipetagem.

Passo 1 Passo 2 Passo 3
Pipetagens Incubacéo Contagem
Nos tubos Aspire cuidadosamente

o conteudo dos tubos
(exceto os 2 tubos
contagem total «total
cpmy).

Lavar duas vezes com
2 mL de solugdo de
lavagem. Aspirar.

revestidos, adicione
sucessivamente:

25 pL do calibrador,
controlo, amostra, ou
50 pL do extracto e

400 pL do marcador.”
Homogeneize.

Incube 120 minutos a
18-25 °C com agitacado
(=280 rpm).

Proceder a contagem
de todos os tubos,
durante 1 minuto.

*Adicione 400 pL do marcador a 2 tubos adicionais para obter “cpm total”.

RESULTADOS

Os resultados séo obtidos a partir da curva padrao por interpolagdo. A curva
é utilizada para a determinacéo da 17 OH-P nas amostras doseadas ao
mesmo tempo que os calibradores.

Curva Padrao

Os resultados do departamento de controlo de qualidade foram calculados
utilizando um ajuste de curva polinomial com B/T ou B/B, no eixo vertical
logaritmico e concentragdo de analito dos calibradores no eixo horizontal
logaritmico (ng/mL).

Outros métodos de reducdo de dados podem dar resultados ligeiramente
diferentes.

Atividade total: 179 362 cpm
Calibradores 170H-P cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)
(ng/mL)
0 0 55 975 31,21 100,0
1 0,12 44 882 25,02 80,18
2 0,40 31190 17,39 55,72
3 1,90 12 557 7,00 22,43
4 12,5 2515 1,40 4,49
5 50,0 895 0,50 1,60

(Exemplo de curva padréo, néo utilize para célculo)

Amostras

Para cada amostra, estabelega a relagdo B/T ou B/Bg no eixo vertical da curva
padrao e leia a concentragéo correspondente de 17 OH-P nas amostras no
eixo horizontal.

Para converter ng/mL em nmol/L, multiplcar pelo factor 3.026.

VALORES ESPERADOS

E sugerido que cada laboratério estabelega seus préprios valores normais.
Os seguintes valores obtidos com sujeitos saudaveis sdo somente
indicativos:
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Adults N [Mediana| Min. Max. 2.5% 97.5%
percentil| percentil

(ng/mL)

Homens 55 0,93 0,53 2,22 0,55 1,99

Mulheres

Fase Folicular 11| 0,48 0,13 1,67 0,21 1,45

Fase Lutea 12| 1,52 0,42 3,20 0,61 2,88

Pico 22 1,39 0,54 2,04 0,55 2,01

pré-ovulatério

Contracepgéo 30 0,37 0,17 1,48 0,18 1,47

Mulheres apos a| 38 0,38 0,13 0,92 0,16 0,79

Menopausa:

1.° trimestre de | 45 2,03 0,78 5,75 0,93 3,82

gravidez

2.° trimestre de | 44 2,23 0,60 6,86 1,23 3,70

gravidez

Pode encontrar informacao detalhada sobre os valores esperados nas
criangas (de acordo com idade e género) no “APPENDIX”.

CONTROLO DE QUALIDADE

As boas praticas de laboratério recomendam que os controlos sejam feitos
regularmente para assegurar a qualidade dos resultados obtidos. As
amostras devem ser processadas em simultdneo com os controlos, e os
resultados analisados com métodos estatisticos apropriados.

Em caso de deterioragdo da embalagem ou se o dado obtido mostrar alguma
alteragao de performance, por favor contacte o distribuidor local ou utilize o
seguinte enderecgo de e-mail: imunochem@beckman.com.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

(Para mais detalhes, veja a data sheet “APPENDIX”)

Sao fornecidos dados representativos apenas para fins ilustrativos. O
desempenho pode variar de um laboratério para outro.

Sensibilidade
Limite de detegao (LD): 0,07 ng/mL

O LD para 17 OH-P é de 0,07 ng/mL, determinado como sendo consistente
com as diretrizes no documento EP17-A2 do CLSI [1] com base nas
proporgdes de falsos-positivos (a) inferiores a 5% e falsos-negativos (f3)
inferiores a 5%; utilizando determinagbes, com 120 amostras em branco e
120 amostras de nivel baixo e Limite do Branco (LB) de 0,04 ng/mL.

Especificidade

O anticorpo  utilizado no imunoensaio é

17-a-Hidroxiprogesterona.

especifico  para

Precisao
Repetibilidade e precisdao no laboratério

A precisdo do ensaio foi determinada como sendo consistente com as
diretrizes no documento EP05-A3 do CLSI [2]. Para repetibilidade, foram
encontrados coeficientes de variagao inferiores ou iguais a 10,5% para
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amostras de soro. Para precisdo no laboratério, foram encontrados
coeficientes de variagao inferiores ou iguais a 12,8% para amostras de soro.

Exactidao
Linearidade

O ensaio demonstrou ser linear de 0,12 a 50,88 ng/mL utilizando amostras de
soro (determinado como sendo consistente com as diretrizes no documento
EPO06-A do CLSI [3]).

Teste de Diluigao

As amostras de soro altamente concentradas foram diluidas em série com
o calibrador zero. As percentagens de recuperagao variaram entre 95,7% e
119%.

Teste de Recuperagao

As amostras de soro foram misturadas com quantidades conhecidas de 17
OH-P. As percentagens de recuperagao variaram entre 100% e 119%.

Intervalo de medigao (de LD ao calibrador mais alto):
0,07 ng/mL e aproximadamente 50 ng/mL

LIMITAGOES

O nédo cumprimento das instrugbes deste protocolo pode afectar,
significativamente, os resultados.

Os resultados devem ser interpretados conjuntamente com a clinica do
doente, incluindo histéria clinica, dados de testes adicionais e outras
informagdes apropriadas.

Para obter mais informagdes, consulte a ficha de dados «ANEXO».

Criangas muito jovens (em particular com menos de 6 meses de idade)
apresentam niveis muito elevados de de 17-OH pregnenolona sulfato.
Neste caso particular, a extracgdo com éter antes do ensaio 170H-P, é
recomendado.

Apesar de reactividade cruzada baixa, pode-se observar niveis falsamente
elevados de 17 OH-P apds a administragdo regular de espironolactona. A
terapia com espironolactona deve, portanto, ser interrompida, pelo menos,
trés semanas antes do ensaio para assegurar a auséncia de interferéncia.

Em ensaios que usam anticorpos, ha possibilidade de interferéncia por
anticorpos heterdéfilos nas amostras de doentes. Os doentes expostos
regularmente a animais, que receberam imunoterapia ou procedimentos
diagnésticos utilizando imunoglobulinas ou fragmentos de imunoglobulinas
podem produzir anticorpos, ex. HAMA, que interferem com os imunoensaios.

Tais anticorpos interferentes podem produzir resultados errados. Os
resultados de doentes suspeitos de ter estes anticorpos devem ser avaliados
com cuidado.
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RIA 17 a - Hydroxyprogesterone
IM1452

PAAIOANOZOE=ETAZH I'lA TON IN VITRO NMOZOTIKO
MPOZAIOPIZMO THZ 17a-YAPO=YTMPOIEZTEPONH ZE
ANPOQIINO OPO KAI MAAZMA
MNa diayvwoTiKA XpAoN in vitro.

APXH THZ AIAAIKAZIAZ

H avoooegétaon tng 17a-udpogutrpoyeatepdvn (17 OH-P) eivai e&€taon
avtaywviopou. To idio kit ytropei va xpnoiyotroindei yia tn yétpnon g 17
OH-P:

€iTe ameubeiag aTov opd ) To TTAdoua,

eite €merta amd TNV ekXUAION Tou OgiypaTog pe aiBépa Kal £6GTUION TOU
SlaAuTIKOU pETOU.

Ta deiypata opoU i TAGoPaTog, Ta ekXUAioPaTa, Ta deiypata eAéyxou Kal
Ta BaBpovountég emwadlovtal pe 17 OH-P emonuaopévo pe lwdio-125 wg
IXVNOETN, O owAnvdpla emoTpwuéva Pe avTiowua. MeTd Tnv emwacn
Ta owAnvapia EeTTAévovTal, WOTE VO OATTOJOKPUVOEI TO pn OeopEUPEVO
emonuaopévo pe 1251 17 OH-P. Ztn guvéxeia n deopeupévn padievépyeia
peTpaTal 0 gamma counter. Karaokeuddetal TTPOTUTIN KAPTTUAN Kal Ol
AyvwoTeg TINEG TTPoadiopifovTal Ye TTAPERPBOAR OTNV KAPTTUAN auTH.

MPOEIAOMNOIHZH KAI MPO®YAAZEIZ

Fevikég TTapATNPAOEIG:

*  Ta @iaAidia Twv opwv BaBuovopnong Kal Twv 0pwyv EAEYXOU TTPETTEI va
avoiyovTal 600 1o duvaTov AlyOTEPO, TTPOG ATTOPUYNV EEATHICEWG TOU
TTEPIEXOMEVOU.

*  Mnv avakaTeUeTe avTidpacTAPIa aTTO SIAPOPETIKEG TTAPTIOEG.

. Kdvete Toutdxpova Tnv TIPOTUTIN KAPTIUAN KOl TOV  TTOOOTIKO

TTPOCBIOPITUS TWV OEIYUATWV.

* Zdag OuoThveTal KaOe

TTPOCBIOPIOUO.

va TIpaygarotroleite U0  @QOpéG  Tov

*  KdBe cwAnvapio TTPETTEN va XpNoIYoTToiNBei uévo pia gpopa.
MpooTtacia amwd Tnv 1ovijouoa akTivofoAia
H ayopd, n katoxr, n XpAon kai n PETa@opd Tou padievepyoU UAIKOU
UTTOKEIVTAI OTOUG KAVOVIOUOUG TnG XWPag OTnv oToia To UAIKG auTd

xpnoiyotrolgital. H cupudpewon Pe Toug BaciKoUug KaVOVEG Ao@AAEING aTTO
TNV aKTIVOBOAIa TTAPEXEI ETTAPKK TTPOCTACIA.

* Y16 TNV TTApouasia padIievePYWY UAIKWY, UNV KATAVAAWVETE TPOPIUA I
TTOTA, PNV KATTVICETE KAl UN XPNOIMOTIOIEITE KAAAUVTIKA.
*  Mn XpnOIYOTIOIEITE TO OTOMA YIA VA TTITTETAPETE TA PadIEVEPYA UAIKG.

*  Amo@uyete KAGBe dAueon emagn Pe Ta  padievepyd UAIKE, Kal
XPNOIKOTIOIEITE YAVTIA KAl £pyacTnpIakh TTodId.

*  Kdabe xeipiopdg padievepyol UAIKOU TTPETTEI va yiveTal o€ KOTAAANAO
XWPO, HOKPIG aTrd d1adpduoug Kal GAAa TTOAucUXvaoTa PEPN.

*  To apyeio TapaAaBng kal atroBrKeuong PadIEVEPYWYV UAIKWV TTPETTEI
va €ival TTvTa EVNPEPWHEVO.

*  To apxeio mapaAaBrig Kal amoBrKeuong PadIEVEPYWY UAIKWY TTPETTEI
va €ival TTAVTa EVNPEPWHEVO.

* O epyaatnplakog €£0TTAIONAG 1 Ta YUGAIVa OKeUN TTOU £XOUV HOAUVOET
ammé padievepyd UAIKE TTPETTEI VO OTTOMOVWVOVTQI, TTPOKEINEVOU va
amro@euxBei pOAuvon atréd dla@opeTIKG padioigdToTra.

. KdaBe mepitrrwon padievepyrg HOAUvONG 1 atwAElag padievepyou
UAIKOU Ba TrpéTTel va emmIAUETal e BAon TIG I0XU0OUCEG DIadIKATIEG.

* O xeIpIopdg Twv padievepywyv atmoBARTWY TTPETTEl va akoAouBei Toug
KQVOVIOPOUG TNG XWPAG OTnV OTIoia XPNOIUOTIOIEITAI TO PadIEVEPYO
UAIKO.

Alidio Tou Nartpiou

Kamoia avmidpacTripia TrepiExouv agidio Ttou Nartpiou wg ouvinpnTiko.
To agidio Tou NaTtpiou ptopei va avtidpdoel he TO XaAkd ) 1o péAuBdo
TTPOG TO OXNMUOTIOPO EKPNKTIKWV adidiwv Twv PeTGAMwyv. H améppiyn
TWV avTIOPACTNPIWY TTPETTEI va YiveTal péoa ammd 1o UdPAUAIKG cUaTnua,
XPNOIMOTTIOIVTAG PEYAAEG TTOOOTNTESG VEPOU.

YAIk6é avBpwTriving TpoéAeuong

Ta avBpwTTivng TTPoéAeUaNG UAIKG TTOU TTEPIEXOVTAI OTA AVTIOPACTAPIA TOU
kit Bp€Bnkav apvnTikd, ge 611 apopd ota avTiowpata avti-HIV 1 kar HIV 2,
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ata avTiowpata HCV kai 1o emmigavelaks avtiyévo Tng Hmmatindag B (HbsAg).
MapoAa autd, o XeIPIONOG TOug TIPETTEl va YivETal gav va ATav IKava va
peTadwoouv TIG aobéveieg. Agv UTTAPYEl KATTOIO YvwoTrH PéB0SOG eAéyxou
Tou va dlac@alifel pe amoAutn BeBaidtnta 611 dev UTTAPXEl TTAPAYOVTAG
poAuvong, yi' autdv Tov AGyo gival atrapaitnTo va Aapavovtal TTPoQUAAEEIG
KOTA TN SIAPKEIQ TOU XEIPIOHOU.

‘OAa 1a deiypata opol Kal TTAGCHATOG TTPETTEI VO Ta XEIPICETTE WG IKAVE va
petadwoouv nrratinida 1 AIDS. KaBe ocwAnvapio TTpéTTel va XpnoiyoTroindei
MOVO pia gopd.

A1BulaiBépag
O aiBulaiBépag eivalr €vag TTNTIKOG Kal 11AITEPWG EUAEKTOG OPYAVIKOG
O1I0AUTNG. H ekxUANIoN Kal n €EGTUION TTPETTEI Va yivovTal o€ £EaePICOUEVO

amoppoPnTApa. ATIOQUYETE KABE £TTOPA ME GAOYQ KAl PNV TIITTETAPETE TA
avTIdPAOTHPIO YE TO OTOUQ.

TAZINOMHZH ENIKINAYNOTHTAZ KATA MNEZ

Aidhupa TAUong (20X)  KINAYNOZ

H360 Mrropei va BAdwer Tn
yoviuétnTta A 10 £€upuo.

P201 E@odiaoTeite pe TIG €I0IKEG
odnyieg TpIv atré Tn XpAon.

P280 Na @opdTe TTPOCTATEUTIKA
YAvTIQ, TTPOCTATEUTIKA
evdUpOTa Kal HECA ATOPIKAG
TTPOCTACIAG VIO TO PATIO/TO
TTPOOWTTO.

P308+P313 e mepimTwon €kBeong N

mlavéTnTag ékBeang:
oupBouAeuBeiTe/eTTIOKEPOEITE
yIaTPO.

Bopikd o&u 0,1 - 0,3%
Aekaévudpo Bopikd vaTpio
0,1-0,3%

To AeAtio dedopévwy ao@aAeiag gival diaBéoiyo otn dilbuvon
techdocs.beckmancoulter.com

2YANOTH, ENMEZEPIAZIA, AlTOOHKEYZH KAI
APAIQZH TQN AEIrMATQN

ZUMEETE TO aipa og owAnvdapla gite Xwpig TTPoaBeTIKAG gite pe EDTA.

«  AloywpioTe Tov 0pd fi To TTAGOHQ OTTO Ta KUTTOPO E QUYOKEVTPNGN.

*  Ta deiypyara opol i TAdouaTtog ytropouyv va diatnpndouv oToug 2-8
°C, av n €&étaon TpokelTal va yivel péoa o€ 24 wpes. MNa peyaAlTepo
XPOVIKO 81d0Tnua, diaTnpACTE Ta KaTeWuyuéva (< -18 °C, yia 1 xpdévo
10 TTOAU). H amméyuén Twv delyydtwy TTPETTEl va Yivel g€ Beppokpaaia
dwyaTiou.

* Ta v ameubeiag diadikacia, av Ta deiyyata €xouv PeYaAUTEPEG
OUYKEVTPWOEIG amd To Babuovountig HeE TNV uwnAdTeEPn
OUYKEVTPWOT, TTIPETTEI va ApaiwBoUv e Tov Undeviké BabuovounTn.

O1 Tipég opou kal TAdopatog EDTA yia 30 deiypata (Tigég opoU atré 0,24 £wg
1,88 ng/mL) ouykpiBnkav pe xprion Tou KIT RIA 17 OH-P. Ta ammoreAéopata
€Xouv wg €ENG:
[TTAdopa EDTA] =
R =0,9747

NMAPEXOMENA YAIKA

OAa 10 avTIdpaoThpia gival OTaBepd PéEXPl TNV nuepopnvia ARgng TTou
avaypa@etal otnv €TIKETA Tou Kit, Otav atmodnkevovTtal oe Beppokpaaia
2-8 °C. O1 nuepounvieg AAENG TTOU avaypd@ovTal OTIG ETIKETEG TWV
@IaMIdiwy a@opouv OTTOKAEIOTIKG OTn HAKPOTTPOBEOUN aATTOBrKEUON TWV
avTidpaoTnpiwv amd Tov KATOOKEUAQOTH, TIPIV aTTO Tn OUVAPPOAdGYNan Tou
kit. Na pyn Aappavovrtal utroyn.

0,9026 [op6¢] + 0,0283,

O1 ouvBnkeg ammoBrkeuong Twv avTIOPACTNPiwWv PETA ammd avacloTaon A
apaiwon ava@épovTal oTNV TTapAypaPo «Aiadikaaoia».
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ZwAnvdpla emoTpwHéva e avTiowpa katd tng 17 OH-P: 2 x 50
owAnvdpia (£Tolpa TTPog xpAon)

17a-udpogutTpoyecTePOVN eTIoNUaopéVN Je 1251: 1 @iaAidio Twv 45 mL
(€toio TTpOg Xprion).

To @ioAidlo Trepiéxel, TNV nuépa Tou Trapackeuddetar <640 kBq

emonuaopévng pe [wdio 125 17 OH-P og puBpIoTIKG SIGAUPQ TTOU TTEPIEXEI
TTPWTEIVEG Kal hia XPWOTIKA.

Mapatipnon: H Tuxov Tmapouciacn ICAPATOG EVTOG padloavixveuong Oev
€TTNPEAEl TNV TTOIOTNTA TNG AvVAAUONG.

BaBpovopuntég: 1 @uaAido 2 mL, 5 @iaAidia Twv 0,5 mL (étoiyo pog
Xprion)

Ta @iahidia BaBuovounti Trepiéxouv 0 €wg mepimmou 50 ng/mL (0 €wg
mepiou 151 nmol/L) 17 OH-P og avBpwivo opd pe agidio Tou varpiou
(<0,1%). H akpiBng ouykEVTpwOon avaypa@eTal OTNV ETIKETA KABE @IaAIBiou.
O1 BaBuovounTég emaAnBeuTnkav Bacel E6wWTEPIKOU TTPOTUTTIOU AVAPOPAG.

O undevikég BaduovounTng (5 mL) ytropei va TrapayyeABei kai EexwpioTd (cat
#B23373)

Aciypata eAéyxou: 2 @iaAidia (Auo@iAnuuéva)

Mepigxer 170H-Poe avBpwtrivo opd pe alidio Tou Natpiou (< 0,1%). O
OyKOG yia TNV avacuoTaan avaypd@etal 6To QuaAidio. Or avauevOPEVES
TINEG KupaivovTal PETOEU TwV OCUYKEVIPWOEWV TIOU avaypd@ovtal o€
CUPTTANPWUATIKO QUAAGDIO.

AidAupa TAUONG (20x): €éva @laAidio Twv 50 mL
To GUPTTUKVWHEVO BIGAUPO TTPETTEI va apalwBei TTpIv aTtrd Tn xpron.

AMNAITOYMENA YAIKA MNMOY AEN NMAPEXONTAI

O atraItouuevog epyacTnPIakog £E0TTAICUGG, ETTITTAéOV TOU ouvhBoug, gival o
€gng:
MNa Tnv ggéraon:

* Mikpomméreg akpifeiag (25 pL ka1 400 pL).

* yuaAivn mimréTa (25 pL, 400 pL, 2 mL).

* Migep TUTTOU VOrtex.

« shaker pe opifovmia TTAATEOPUO TTOAIVOPOUNONG R HE TTAGTQOpUA
TaAGVTWONG.

* JUO0TNUO aTTOXUONG.
* gamma counter o€T yia lwdio 125
Ma 1o BApa ekxUAIONG (TTPOAIPETIKS):

* pikpoTTiTTéTa akpiBeiag (200 pL).

* TudAiveg mimréTeg (2,5 pL, 5 mL, 10 mL).

* TudAiva @ioAidia pe Trwpata (atmdé 6 mL péxpr 15 mL).

* TudAhiva cwAnvapia Twv 6 mL yia TN @Aaon avakTnong Tou aibépa.

» E&atpiotipag (Tuttou speedvac) fj udatéAoutpo 37 °C.

* avoAuTIKG BaBuovounuévog alBulikog aiBépag
AIAAIKAZIA
MposToipacia avTidSpaonTpiwv

Aopriote 6Aa Ta avTiIdpacTrpla va @Bdoouv Ot IGopPOoTTia o€ BepUokpaadia
dwpyarTiou.

MpoeToipacia TwWv opwv eAéyxou

To TrepiexOueVo Twv QUANIBiWY SIGAUETAI UE TOV OYKO QTTECTAYUEVOU VEPOU
TTOU avaypa@eTal Tavw oTn eTkETA. [Mepipévete 10 Aemrtd perd améd v
avooUoTaon Kal avokaTéWTe PE TTPOCOXN Xwpig va dnuioupynbei agpdg,
TTPIV TN Siavour| Tou avTidpaaTnpiou oTa cwAnvdpia. Ta apaiwpéva euaidia
ptropoUv va diatnpnBoulv péxpl TNV nuepounvia ARENG Tou avTidpacTnpiou
oToug 2-8 °C.

MposToipacia Tou SiIdAupa TTAGONG

MpooBéaTte 1o TrepiEXdUEVO Tou PIaAidiou o€ 950 mL atreaTayuévou vepoU Kai
opoyevoTroifoTte. To apaiwpévo didAupa PTTopei va atroBnkeubei atoug 2-8
°C péxp! TNV nuepounvia ARgng Tou Kkit.

EkxUAuon deiypdrwyv (Tpoepaitikd, BAérre § MEPIOPIZMOI)

2nueiwon: H exxOAnon mpémel va yivel og kaBapd yudAiva @uaAidia A
owAnvdpia.
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Ta deiypara ekxUAioovtal TIpiv TNV €KTEAEON;
BaBuovountég

Mnv ekxuAioetal Toug

* ApAote Ta Oeiypata va @TACOUV Of Beppokpacia  dwuaTiou Kal
avaKaTEWTE KaAG TTPIV apXioETE TNV EKXUAION

* ApiBuAoTe éva owAnvdaplo yia KGBe deiyua.

» TomoBetAaTe 200 UL Kkd&Be deiypaTog o€ avTioToIXo QIaAIDIO

* pocoBéoTe 5 mL aiBuAaiBépa ae kABe @IaAidIo. KAEIOTE TTPOTEKTIKA.
* Avakatéwte Ta owAnvapia duvatd oTo vortex. (2x1 AeTTTo)

* A@AoTE Ta deiypaTa GTO TTAYKO YIA TO AIlyOTEPO 5 AETITA

* AgaipéoTe TTPOCEKTIKA 2,5 mL a1mmd TNV opyavik @Aacn Xwpig vatnv
JOAUvVETE pe uypry @Aon Kal TOTTOBETAOTE O aplBunuéva yudAhiva
owAnvapia.

« E&aTpiote evieAWg Tn @dAon Tou aiBépa pE OTTOIOVONTIOTE €EATMIOTH
(mm.x. TUTTOU speedvac) i TOTTOBETWVTAG CwWANVApIa o€ udaTdAoUTPO
Bepuokpaciag 37 °C.

Znueiwon 1: Ta cwAnvapia TTPETTEN va gival OQIKTA depéva o€ UTTodoXEa
SOKIMAGTIKWY CwANvapiwy, yiati HeT@ atd TNV £E4THION Tou aIBépa, Ba eival
eAa@pUTEPO KOl Ba TEiVOUV va ETTITTAEUCOUV.

2 auTn TN @don gival duvaTd va TTWHATIOTE Ta CWANVAPIA TTOU TTEPIEXOUV TA
&Npa ekxUAiopaTa Kal va Ta atroBnkeUoTe HEXPI 7 NUEPES OTnV Wugn (2-8 °C)
TIPIV OUVEXioETE TNV €EETADN.

« EmavadioAuoTe Ta oTeyva ekxUAiopata aibépa o€ 200 pL Tou undevikou
BaBuovounth. AvakatéwTte duvatd oto vortex (30 sec, 2000 rpm).
Mepipévete 15 AeTITd Kal EavoavokaTéEWTE GTO vortex.

Znueiwon 2: edv geyaAuTepog OYKOG XpeEIGdeTal, avTi va TapeTe 2,5 mL g
opyavikAg @aong, KpathaTe Ta @uaAidia <-18 °C péxpl n uypn @don va
Taywael, TapTte 5 mL TNG opyavikng @Aong Xwpig va TNV PJOAUVETE PE TNV
uypn @don, kai eTavaduaAioeTe Tnv o€ 400 UL Tou pndevikou BabuovounTh.

Aiadikagia avoooegétaong

AopnoTe Ta avmidpacTripla va @QTACOUV Of€ I00PPOTTia Of Bepuokpacia
dwpartiou TTpIvV a1t TN XPRON.

BApa 1
MpooBnkeg

BApa 2
Emrwaon

BApa 3
Métpnon

210 EMOTPWUEVA
owAnvapia TPooBEéoTe
SI1ad0oXIKA:

ATTOXUOTE TTPOCEKTIKG
TO TTEPIEXOUEVO TWV
owAnvapiwv (ekT0G

até Ta 2 cwAnvapia
«ONIKEG KPOUTEIGY).
MAOVTE 2 Qopég e 2
mL dioAUpaTog TTAUGNG.
ATtroxUOTE.

EmmwdoTe 120 Aetrtd
oTtoug 18-25 °C o¢
avakivnan (=280 rpm)

25 L BaBuovounrég,
opoU eAéyxou,
O¢eiypatog i 50 pL
EKXUANiopaTOG KOl
400 uL ixvnestn’
AvakaTéyrTe. MeTprioTe Tn
POdIEVEPYEID TWV
deopeupévwy (B) kai
oAikwv (T) kpouoewv
Ma 1 AemtTo.
*Npocbéate 400 PL 1xvnBETN 0€ 2 eTmITAéov owANVApIa yia va UTTOAOYIOETE

TIG ONIKEG KPOUOEIG.

ATMOTEAEZMATA

Ta amoTteAéopata Twv OelypdTwy uTtoloyifovtal Pe TTOpePPOA oTnv
TPOTUTIN KAUTTUAN. H KaptrOAn XpnoiyoTIolEiTal yia TOV TTPOGBIOPITHS TwV
OuyKevTpwoewv 17 OH-P og¢ deiypata TTOU PETPWVTAI TAUTOXPOVA HE T
BaBuovountég.

MpoTuTrn KAPTTUAN

Ta atroTEAéOUATA OTO TUAMA TTOIOTIKOU €AEyXOU UTTOAOYIOTNKAV PE TN XPAON
NG KAUTTUANG TTpocapuoyng Hovtéhou spline pe tov Adyo B/T 1 B/B,
oTov KaBeTo Ggova logit Kal T CuykEVTpWON TNG avaAudueEVNG ouaiag Twv
BaBuovounTwv aTov opifévTio AoyapiBuIké agova (ng/mL).

AMeG péBodol avaywyng Twv OedOPEVWV UTTOPE VO SWOOUV EAAPPWG
OIaPOPETIKA aTroTeEAETUATA.
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TuvoAikn dpaoTnpiétnTa: 179.362 cpm
BaBuovountég 170H-P cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)
(ng/mL)
0 0 55.975 31,21 100,0
1 0,12 44.882 25,02 80,18
2 0,40 31.190 17,39 55,72
3 1,90 12.557 7,00 22,43
4 12,5 2.515 1,40 4,49
5 50,0 895 0,50 1,60

(Mapdderyua TUTTIKAS KAUTTUANG, NV TNV XPNOILOTIOIEITE yIa UTTOAOYIOLOUG)

Agiypara

lMa kGO deiypa, aonueiwoTe Tov Adyo B/T f B/B, aTov kGBeTo dgova, émTeita 1o
QVTIOTOIXO ONMEIO OTNV TTPATUTIN KAUTTUAN Kai diaBAacTe aTov 0pIfovTio dfova
TNV avtioTolxn ouykévipwan TG 17 OH-P Tou deiypatog.

Mo va HETATPEWETE TIG CUYKEVTPWOEIG aTTO ng/mL o€ nmol/L, TToAAaTTAacIdoTE
Ta amoteAéopara pe 1o 3,026.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

Mporteivoupe To KGBE EpyaaTrpIo va KaBiEpWoEl TIG SIKEG TOUG TINEG AVAPOPAG.
O1 TIyég TToU aKOAOUBOUV Kal TTOU TTPOEKUWAV aTTé uyIf ATopa gival atmAwg
EVOEIKTIKEG.

Adults N |AiGpecog|  Min. Max. 2.5% 97.5%
TMOCO0TY TTOCOOTY

(ng/mL)

Avdpeg 55 0,93 0,53 2,22 0,55 1,99

[uvaikeg

Buhakiwdng 111 0,48 0,13 1,67 0,21 1,45

¢aon

Qxpivik @don  [112] 1,52 0,42 3,20 0,61 2,88

QoBuAakioppnéia | 22 1,39 0,54 2,04 0,55 2,01

AvTICUANYN 30 0,37 0,17 1,48 0,18 1,47

lNuvaikeg 38 0,38 0,13 0,92 0,16 0,79

METG TNV

€UPNVOTTOUCNH

1° Tpipnvo 45 2,03 0,78 5,75 0,93 3,82

gyKkupoouvng

2° 1piynvo 44 2,23 0,60 6,86 1,23 3,70

£YKUPOOUVNG

AeTrTOPEPAG TTEPIYPAPH TTANPOPOPIWV OXETIKA HE TIG OVAUEVOUEVEG
TINEG yia Taidid (avd nAikia kar @UAo), TrapoaBérovral oTo @UAAO
"APPENDIX".

EAEMXOZ NOIOTHTAZ

H owoTh £pyaaTnpIoKn TTPAKTIKA TTPOUTTOBETEI TNV TAKTIKA XPAoN OelypdTwy
eAéyxou, TTpoKeIyévou va OlIac@aAifeTal n TToIOTNTA TWV QATTOTEAETUATWY.
H emeCepyaoia Twv SEIYUATWY QUTWYV TTPETTEI VA YiveTal YE TOV iBIO TPOTTO
ME TOV OTTOiO YiveTal N emegepyacnia Twy AyvwoTwy delyudtwy. ETmmTAéoy,
ouoTAveTal N av@Auon Twv amoTeAeOPdTWY Toug va yivetal pe Tn Bondeia
TWV KATAAANAWY OTATIOTIKWY PEBOOWV.

e mepimTwon emdeivwong OuoKeuaoiag r €dv Ta aTroTeEAéOpaATA TTOU
TTPOEKUYAV €XOUV TPOTTOTTOINGCN atrddoong, TTOPAKAAW €AATE O€ ETTAQN
ME TOV TOTTIKO BIOVOPED OAG | XPNOIYOTTOINCTE TNV akOAoubn dielBuvon
nAekTpoVIKoU Tayxudpopeiou: imunochem@beckman.com

XAPAKTHPIZTIKA AMNMOAOZHX
(BAémre Tn ocAida “APPENDIX” yia mepioooTepeS ASTTTOUEPEIES)

Ta avTITTPOCWTTEUTIKA dedopéva TTapEXOVTal HOVO WG TTAPAdEIYUa.
H am6do0n TTou eTITUYXAVETAI OE KABE EPYAOTHPIO UTTOPET VA SIAPEPEL.

Evaiolnoia
‘Opio Avixveuong (OA): 0,07 ng/mL

To OA yia 10 17 OH-P givar 0,07 ng/mL, iy mou Bpébnke cUPPWVN HE
TIG KaTEUBUVTPIEG 0dnyieg Tou gyypdpou EP17-A2 [1] Tou CLSI Bdoel Twv

PI-IM1452-07

avaAoyIwV Yeudwg BETIKWY (a) KATW Tou 5% Kal yeudwg apvnTIKWY (B) KaTw
ToU 5%. 'EX€l TEKUNPIwBE pe xprion TTpoadiopiouwy he 120 TuAd deiyuara,
120 deiypata xapnAou emimrédou. To Opio TugAou (OT) eivan 0,04 ng/mL.

Ege1dikeuon

To avTiowpa TToU XPNOIPOTIOIEITAlI GTOV AVOGOTTPOCdIOPIoUO gival €1I8IKO yia
N 17-0-UdPOEUTTPOYEDTEPO V.

AkpiBeia
EmavaAnyipotnTa kai eviogpyaoTnpiakn akpipeia

H akpiBeia TNg avaAuong Bpébnke cUP@wvN PE TIG KATEUBUVTHPIEG 0dnyieg
Tou eyypdgpou EP05-A3 [2] Tou CLSI. Qg mpog Tnv emavaAnyiuornra,
ol ouvTeEAEOTEG PETABANTOTNTAG Bpédnkav va eival XapnAdTepol 1 icol he
10,5% yia Ta deiypata opol. Qg TTpog TNV £vOOEPYATTNPIOKN akpifela, ol
guvTeAEOTEG HETARBANTOTNTAG BpéBnkav va gival XapnAdtepol A icol ye 12,8%
yla Ta deiyparta opou.

AxpiBeia
FpappIkOTNTA

H avadAuon atmodeixbnke ypauuik amd 0,12 éwg 50,88 ng/mL pe xprion
SelypdTwy 0pou (TIHA ocUPPWVN PE TIG KATEUBUVTHPIEG 0dNnYieg TOu £yypdpou
EPO06-A [3] Tou CLSI).

AoKIgnR apaiwong

Ta deiypaTta opol UPNAAG CUYKEVTPWONG apalwBnkav S1ad0XIKG PE PNOEVIKO
BaBuovountr. Ta TooooTd avakTNoNng Kupdvenkav atoé 95,7% éwg 119%.

AOKIUA avdkTnong

Ta deiypata opou evioxubnkav pe yvwoTég ToadtnTeg 17 OH-P. Ta TTocooTd
avakTnong kupavenkav atmé 100% éwg 119%.

EUpog pérpnong (amd 1o OA £€wg Tov uwnAdTeEPO BaduovounTn):
0,07 ng/mL éwg Tepitrou 50 ng/mL

MNEPIOPIZMOI

H ui Tpnon Twv odnyiwy TToU TTEPIEXOVTAI OTO EVTUTTIO UTTOPEI VO ETTNPEACE!
onuavTikd Ta atroTeAéopaTa.

Ta amoteAégpara TPETTEI va epunNveUBOUV AauBAvovTag uTréywn Tn GUVOAIK
KAIVIK) TTapouciacn Tng acBevoug, cuptrepIAauBavopévwy TG KAIVIKAG
10TOpiag, Twv OedOPEVWY ATIO CUMTTANPWUATIKEG €EETAOEIG KAl GAAWV
KOTAGAANAWV TTANPOGOPIWV.

BAémre TN oeAida APPENDIX yia TepicodTePEG AETITOUEPEIEG.

MoAl pikpd TTaIdId (1ID1IITEPWG 60a €ival PIKPOTEPA Twv 6 pnvwy) éxouv
oAU uywnAd emmimeda 17 OH-BelkAg TTpeyvevoAdvNG. Z€ auTr Tnv 1I81AITEPN
TIEPITITWOTN, CUVICTATAI N EKXUAIoN pe aiBépa Trpiv atrd 17 OH-P e&étaon.

Mapd xaunAfi dlooctaupwTh avTidpacTIKOTNTA, WTTOPEi va TrapatnpenOei
weudws uywnAwv emimedwv 17 OH-P  petd Ttnv kavovikr xopriynon
oTrelpovoAakTovng.  H Bepatreia OTTEIPOVOAAKTOVNG TTPETTEI ETTOUEVWG
va JloKoTTEl TOUAAXIOTOV TpeElG eBOoUGdeg TTpIv atTd TNV €€éTtaon yia va
eCao@alioTei n amoucia TTaPePPBOANG.

Ma Tpoadiopiouolg TToU XPNOIUOTTOIOUV aVTICWHATA, UTTAPXEl TIBavoTnTa
TOPEUPOAAG atré eTEPOPIAG avTiowpaTa oTo Oeiypa Tou aoBevoug. Ol
agbBeveig Tou ApBav oe cuxvh €TaenR pe {Wa R ékavav avoooBepaTreia
n OIayVWOTIKEG €TTEPRACEIG PE Tn PorBeiId AvoCOCPAIPIVWV 1) TUAMATA
avoooa@aipivng lavov va Trapaydyouv avTiowuara, m.X. HAMA, TTou
TTapePBAAAOUV OTOUG AVOCOTTPOCSIOPICHOUG.

Ta ev Aoyw TrapeyfdAdovia avTiowpata TmOavév va  TTPOKAAEGOUV
eo@oAuéva amroteAéopata. Na agloloyeite TTPOOEKTIKG Ta aATrOTEAéTATA
aoBevWV TTOU UTTOTITEUEDTE OTI PEPOUV AUTA TA AVTICWUATA.
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RIA 17 a - Hydroxyprogesterone
[REF] IM1452

fE A A SE RS AN ACMARMIRA17A-2 2R
A9 R B 33t 1T 46 S
AT &AL W

B RE
170-B 28 (17RPM) AN KBS TR —BES S IT%. MRKQH
ETAFI7aRZMHONE :

EEEMBEREDTAMNRE,
Eﬁiﬁ#ﬁﬁZ?ﬁEE&ﬂ;ﬁnﬂﬂR*F BEESHERENREE.

AR MR, RE, T‘“%Jﬁt#%ﬂ&/ﬁﬁﬁ#%ﬁiﬁﬁ125I$T\1EE’J170¥1$
Eﬂfﬁﬂjmh?ﬂﬁ?‘ﬁk#%ﬂ’]ﬁmmj&{ﬂnﬁo EETHE  RHERNARH
NELEHSE. BURMEML , RAEED AR 5 00 T (R

BEMEESmM
Big .

c SENRERNHRAEBRITAARBEER,

o THREFTEH#HINHANZAHRTESE —E.
BIRNED e HERZ AR L,
BUMARRENE,
BXREMNA R

HSAERLHEXRRN

NHAENRNEE, BE, EANEKBERREARRNN E.
SEANNNREHEBHRE

. EE&%‘I&%EE’\JEFHE@FP, TAIZRE, BHKE. HMEREAL
=[]

o TE A RER SRR

o HERHMYREMN  EfAFENIRETER.

PR £33 B A M BT Y 3R AE 8D Y 2 7E 8 S VS Pt 4T
MEEAZHHES.

BAMNRNIEFEEENRRE , HEEBFFH.
RGP i B 32 WA 4 77 10 % 1 Bl B BE A

AR HSRANXRERZFRFERLMAUMAD T , BRERTE
i ER A CEVES )b S P N

P Bk 53 1 75 R U M M B o Sk R 10 R IR IR BE E T2 RAL 2
REEEF YRR ER AT EE R/ XN B EEARITLE,
BELR

BEEANPEEENPBERNEBRE LS. BRAURNTES, AREAR
FERENEREBANMY. HEFNERLEEZEESDEEERAEARE
B KO o

ARHH

A SN ARBEIRN , REAMEAHIVL, HIV2HLE , HCVHLE
MR ZIFREHR (HBsAg ) » RMELEXLIHFIN , BEREAKRE
RRFENMERT. RAERNEBFREBBREAFTSEMBE  IAERE
ARXLEHFNERNSLENREHERE,

FRA A A RN CAAL B BARS E IF R B RURHEE , MEERFN AT B
BERBERNAEMFLE,

.

CRRE—MEEMNSRENAN. SEHRBAXELAEETERNEN
T, BRENGEM , TEABERIET.

GHS el F & 43k

BH=E

, BEEER

P308+P313 Ill]?%ﬁi%l RERE  RE/H
19 o
Hi® 0.1 - 0.3%
+kE mEAEE 0.1 -0.3%
{tFRELZLFEARHBEPF A techdocs.beckmancoulter.com

HARE, 48, FRARE

T R B2 AEDTAR R B RF LM,
5 A B0 SRR M 5 i 48 B 59 B T 3R

0 10 57 A 3R R O B AE 24/ B U TERR , B AT BAFE2-8°CIR
ESCEM#ITEF, MERKPLF , ME<-18°C (15, ) WE E&M
THeAEEF. A TEREREFRR , BUAR/LOSFORF. i}
HERBRBNNZEERTHT,

NRAKNRESTRERAAKRE , FEXRESHERBITR

£/ 17 OH-P RIA # 7 & L& 30 387 ( I/EESEE 5 0.24-1.88 ng/mL )
FmEM EDTA M¥KBE., £F0OTF :

[EDTA-M 3] = 0.9026 [ff&] + 0.0283 ,

R = 0.9747

R4/ HH

ZRNERNFFERT K IREE2-8CEEBELE , FRFERE LENE

MRS Moal , AMREBEREN, MENERHER T HEHX R
FWKEEE , S BRz2h

BXRFNEZERDFRENFEERYE  BSARRBE.
P70 Z2MHUGAENRE : 2 , 88508 (%H)
12514RiEM170-R 2 : 1/ME , 45mL (B )

ZRFEETHR | SFRS M N640kBqH1251FR1EM 1702 228 , A
NEEARM—FRHE.

EECRICYPEREIMNEEFN AN IRN SN HRERTE RS,
BERE : 1E2mL , 5RFMO5mL (FH )

RERNMESERMNEAIBSE 0 2L 50 ng/mL (0 F£ 151 nmol/L )
# 17 OH-P MIBAEILE (< 0.1%) B MAFEIRL L&A T HBAVURE
RAERZLBRIEAEANTFSERE,

EStRMER (5mLE ) TS FFITH ,
HRME : 2ROPEZER)

RERPMAPEF170R2MHANE  E2EBANLM (<0.1% ). B
MBRBEAREN RN REERLATR ENRE. RERNTHBETE
REREFHNXHEHRER,

BEAE (20x ) :1/ME, FES0EH
IRABBECATSARRE.
mEAREHNHE
BRTFENZREREN , ATYRRHLAN :
BTFNEDH :

- EHHMEBERE (25 uLF400uL )
- MEFHRE (25Ul , 400 ul F2 mL )
- SREERZER.
« ¥ERSHEF (1 2280rpm )
* ?EE"&%,;L
- BAZINMIEFEES
ATRIER (&ERE)

- BEHNMERE (200Ul )

W 4= B23373

20 HE SRR breA
o WH®E (25mL, 5mL, 10mL )
@ o HEIAE ( M6mLEI15mL )
- MAREE , ATEK B,
H360 B3 A FEAE S JLIE R
X EIRAE AR ILER - BRE (HEEORLOREE ) RITCHAGA,
P201 ERBERES T AiRA. s SMRTE
P280 BHPFE. ZHPR. B
BHFIRE/MEE,
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ARSI EREE,

REAENERRRE

BRE ERANGRINARBRERAETEES, SH100HERE

REEHE , WBRFEIAR. EFBHEENRETAE2-8CHRMN T #
FEAERHEA.

RABOBE

BN AREFAGOEANREAFELREHT, EERAESHNENR
HEMH , EBBRARTHE2-8°CHREERE AT,

REER (4, L BREIRGEY )
AEERRBRESTET 2NRBASERHT. EHBIUER.
BWERENEFRE ; FTERIRAIRHE,
o FHREWE, LR¥EAEERHKES RS,

s BMIREER—ME.

o BREABI2008H |, B AR,

s AENEAFEMASEFH B, M BE FEG,

- AJREERFE (12948, 2K) .

s HAFBUEESTF LSS

o NOEHE25 mLAEHAE , BRAKESE , RARSNHEEEH,

. ;Héﬁk%ﬁ ( B30 speedvac 5 ) FEMA 37°C KAh LR A

5?E?§;_:g%*z MRREMRERERL , 2BELXE , eNEBSERABS
Eﬁ E ’0
AEFEFESETHREIMNRE
°C) 7K

- FA200AMESHhESERRT ZRERY. AORE (308,
2000rpm ) &EF150 8 , BIRHE— X,

EE2 MRFEFSHHAR , TUAFARALENAE , FAEE-18C &
HTmE , EREKE, INOEHSML AR GG LKA, &
F400uL B SAR M EH B

RBEMERF
EMFALEFFARETIRE 2 =B

, EMENE 2B A SO EARIEE (2-8

B £=F%: £=%:
& in ®E it ®
B ARBENHERN NI ERBR
ERERIMM A (BRT2XREES
HE T )
25uLMI bR, & £18-25°CINET  |EA2mLERBRE K2R
BERNEEER , R | BEBF1200 4IRS
S0uL WY R EVRE A< F0 ( 2280rpm )
400uL 7R BR 5 o
D RE. oot BNEsHE
T, T o
*F400uL RERFUR MBI S AM2XRE R , UREUE S #2118

B R E R E LRV ES R B P 1752 2B E RN E i A 28 i
%5 EREERER BT

LY 3 E 3

RERHBINNELREBENBLRAM LS B/T 5 B/B, MEH #R
Bh £ AR XY B B E B R BV D AT DR E (ng/ml) T EB

FAEM EREBRNRE A AN ERTHEERHTRE.

PI-IM1452-07

EH B : 179,362 cpm
BfER 17828 (| cpm (3R) BIT (%) B/B, (%)
R=IZFH)
0 0 55,975 31.21 100.0
1 0.12 44,882 25.02 80.18
2 0.40 31,190 17.39 55.72
3 1.90 12,557 7.00 22.43
4 12.5 2,515 1.40 4.49
5 50.0 895 0.50 1.60
(FEEHREH , BOAUETFE)
e

TEFRAE H R I EIRENE RS AYB/T [EB/B, {8 , F MM L ik sl
HMER172 Z2EREE,

ZRFng/mLEBRBEnmol/LE L , R

mitE
BUSASWESAYASNFEREE, ATRBNN REANNE

Ef¥ng/mLEY B {E T A3.026B1 7,

RBMWER , NS E,
Adults N f{g Min. Max. |2.5% B (97.5% A
b s 4 b s 4
(ng/mL)

B 55 0.93 0.53 2.22 0.55 1.99

z

5N HA 111 048 0.13 1.67 0.21 1.45

Bk 12| 1.52 0.42 3.20 0.61 2.88

Preovulatory 22 1.39 0.54 2.04 0.55 2.01

peak

i 2 30 0.37 0.17 1.48 0.18 1.47

BREN LM 38 0.38 0.13 0.92 0.16 0.79

a8 45 2.03 0.78 5.75 0.93 3.82

3 IR B 44 2.23 0.60 6.86 1.23 3.70

élljgﬁmﬁﬂgi#ﬂﬂﬁ% ( RERAESS%E ) AN HFRHBIERTE

RS

Ei{i§EﬁE B ﬂ”“%]ﬁt#%éﬁi%ﬂﬁﬁ DBRRDEFRES
ﬁbﬂ#m%ﬁﬂf'&‘zrg’é)ﬂlmﬁ#m% , BUUEAEENS Gt

EHRERADD
MBBDRBMAT RN BEE REME L FETL
F =% & BB #Fimunochem@beckman.comBt & o
HEBE4SAE

(BBiklE, R HR —KkFK)

HANBRERNEN —MIERBEAAR, ENMXBRENESHEERN
ErpeEION

RBE
MR (LoD) : 0.07 ng/mL

17 OH-P # LoD 3 0.07 ng/mL , {RIBM T &4 , MBS CLSI 4% EP17-A2
[]13E™—3K : BRPAY (o) DT 5% MERFAME (B) N TF 5% KIS ; 62/ 120 17
ZHM 120 HEAR AN NEE ; 2% 0.04 ng/mL Bz B4 PR (LoB).

HRE

RESHPEANREN 17-«-RR2WMEFRERL,
maM

ESHNIRENERE

MNENBWES CLSI X EPO5-A3 2] ER—H. XTFEEM , mEEL
NERRBETHET 10.5%. Xﬂ?%?ﬁﬁmﬁﬁﬁf‘? mERANERR
BETRET 12.8%.

Y1213
BME

£ F &R AUE SR IZ M REFE 0.12-50.88 ng/mL SEE A 244 ( 5 CLSI X4
EPO6-A [3] BB —% )

BRER
RAERAERE
Bl A
HEAEN 17 OH-P BAMBHA. B LAUEEN 100%-119%.

BEELYHLHHER

ERBEREMBHEA, BOLNEEN 95.7%-119%.
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ABBEE (MLD IBEERER) :
0.07 ng/mL £4£J 50 ng/mL

R
MEFRRUSRHEBBENHBART , XFUENERFEERS B,

ERBENBLERS , NYEEBERBENRRRI , SBBHFL , 5
WHENRNREIRECELHER.

BEZRBEESAEARGEAB MR,

B (REHRTENARNGE ) ARNEFREREN17 OH-2HEM 5
the EXTERT , EMI7TRZWNEZE , BIER ZBEE.

REXXRAEMRE , EEMBAREEHE (BN ) 5, ATUNER17

REONRERERS. BRENEZS , RETBT ELARD R =

MEMUBRZE TH.

PI-IM1452-07

RNENERTE , BARGEARSFEFESRET®R. RALEZ
EEMPYIEIIEERLT MXERERNSITALT TR~ EHE
Eﬁl%gﬁﬁﬁﬁi%ﬁﬁﬁﬁﬁﬁ (& :HIPBHRE)  XFRAERENE
™ Lo

LEREATHERNNATRESIREARNE R EXREEFHLELE
MANGERETFANKE,
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RIA 17 a - Hydroxyprogesterone
IM1452

RINKINYS RADIOIMUNINIAM 17a-OH-P NUSTATYMUI IN
VITRO ZMOGAUS KRAUJO SERUME IR PLAZMOJE
Diagnostikai in vitro.

PRINCIPAS

Radioimuninis  17alfa-hidroksiprogesterono (17 OH-P) nustatymas
priskiriamas prie konkurenciniy tyrimy tipy. Rinkinys gali bati naudojamas
17 OH-P nustatyti dviem bidais:

tiesiogiai kraujo serumo ar etilendiamintetraacto (EDTA) plazmoje, arba

po meéginiy ekstrahavimo eteriu, tirpiklio iSgaravimo ir sausy ekstrakty
iStirpinimo nuliniame kalbratoriuje.

Tiriami kraujo serumo ar plazmos pavyzdZiai, iStirpinti eteriniai ekstraktai,
kontroliniai ir kalibravimo méginiai inkubuojami su 125l-17 OH-P
mégintuvéliuose, padengtuose antikdniais. Inkubavimui pasibaigus
mégintuvéliuose esantis skystis nukoSiamas, praplaunami nesuristi pazymeti
17 OH-P ir matuojamas 125 | suriStas radioaktyvumas. Nubraizoma
kalibravimo kreivé, o nezinomi dydziai yra nustatomi interpoliuojant
pagrinding kreive.

JSPEJIMAI IR ATSARGUMO PRIEMONES
Bendros pastabos:

. Buteliukus su kalibravimo ir kontroliniais méginiais laikyti atidarytus
minimaly laiko tarpg, kad neiSgaruoty skystis.

*  NemaiSyk skirtingy rinkiniy partijy reagentus.

«  Standartiné kreivé turi bati nustatyta kiekvienam tyrimui.

*  Tyrimg sitloma atlikti naudojant dublikatus.

*  Kiekvienas mégintuvélis turi bati panaudotas tik vieng karta.
Pagrindinés radiacinés saugos taisyklés

Isigyjant, naudojant ir gabenant radioaktyvias medziagas batina laikytis
toje Salyje nustatyty radiacinio saugumo normy ir darbo su radioaktyviomis
medziagomis sanitariniy taisykliy. Laboratorijose draudziama valgyti, gerti,
rakyti, naudoti kosmetika.

+  Salia radioaktyviyjy medziagy negalima valgyti, gerti, rakyti ar taikyti
kosmetikos priemones

*  Negalima pipetuoti radioaktyviujy tirpaly burna.

*  Venkite bet kokio kontakto su radioaktyviomis medziagomis,
mavédami pirstinémis ir vilkédami laboratorinius chalatus.

* Visos manipuliacijos su radioaktyviomis medziagomis turi bdati

vykdomos tinkamoje vietoje, toli nuo koridoriy ir kity judriy viety.

* Radioaktyvios medziagos turi bati saugomos konteineryje tam skirtoje
vietoje.

* Turi bdti vedama savalaiké visy radioaktyviy produkty gavimo ir
saugojimo registracija.

»  Laboratoriné jranga ir stikliniai indai, kurie gali bati uztersti, turéty bati
atskirti, siekiant iSvengti kryZminio uztersimo skirtingais radioizotopais.

» Kiekvienas radioaktyvaus uzter§Simo ar radioaktyvios medziagos
praradimo atvejis turi bati tvarkomas pagal nustatytas procedaras.

* Radioaktyvios atliekos turi bdti tvarkomos pagal Salyje nustatytas
taisykles.

Natrio azidas

Kai kuriuose rinkinio komponentuose yra natrio azido, atliekancio
konservanto vaidmenj. Reaguodamas su Svinu, variu arba Zalvariu, natrio
azidas sudaro sprogstamus metaly azidus. Apdorotus reagentus reikia
atskiesti dideliu vandentiekio vandens kiekiu, po to juos galima nupilti j
kanalizacijg.

Zmogaus kilmés medziagos

Zmogaus kilmés medziagos, kuriy yra rinkinio komponenty sudétyje, neturi
HIV 1, HIV 2, HCV antikiniy ir hepatito B (HBsAg) pavirSinio antigeno
antikdnio. TaCiau neé vienas Siuolaikinés analizés metodas negali garantuoti,
kad tiriamojoje medziagoje néra infekciniy agenty. Todél dirbant su rinkinio
komponentais batina laikytis saugumo priemoniy.

Su visais serumo ir plazmos méginiais elgités kaip su galinciais perduoti
hepatita ar AIDS atliekos turi badti paSalinamos, vadovaujantis valstybés
nustatyta tvarka.
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Etilo eteris

Etilo eteris labai lakus ir degus. Eterio ekstrakcijg ir garinimg batina atlikti
traukos spintoje. Vengti atviros ugnies. Netraukti reagenty burna.

VISUOTINAI SUDERINTOS SISTEMOS (GHS)
PAVOJINGUMO KLASIFIKACIJA

Ploviklis (20X) PAVOJINGA

H360 Gali pakenkti vaisingumui
arba negimusiam vaikui.

P201 PrieS naudojima gauti
specialias instrukcijas.

P280 Mavéti apsaugines pirstines,
vilkéti apsaugine apranga
ir naudoti akiy (veido)
apsaugos priemones.

P308+P313 ESANT salyciui arba jeigu

numanomas salytis: kreiptis
| gydytoja.

Boro riigstis 0,1 - 0,3 %
Natrio borato dekahidratas
0,1-0,3 %

Saugos duomeny lapg galima gauti interneto svetainéje
techdocs.beckmancoulter.com

MEGINIY EMIMAS, PARUOSIMAS, LAIKYMAS
IR PRASKIEDIMAS

Surinkti kraujg | Svarius sausus mégintuvélius ar mégintuvélius,
kuriuose yra EDTA.

»  Atskirkite serumg ar plazma nuo forminiy elementy centrifuguojant.

+  Serumo ir plazmos méginius galima laikyti 2-8 °C temperatiroje 24
valandy bégyje. llgesniam laikymui juos reikia suskirstyti j alikvotus
ir uzSaldyti < -18 °C temperataroje (iki 1 mety). Vengti pakartotino
meéginiy uzSaldymo ir atitirpinimo.  Méginiai turi bati atitirpinami
kambario temperatdroje.

» Jeigu méginiy koncentracija didesné nei didziausia kalibratoriaus
koncentracija, méginiai turi bati skiedziami nuliniu kalibratoriumi.

30 meéginiy (serumo koncentracijos nuo 0,24 iki 1,88 ng/ml) serumo ir EDTA
plazmos reik§més palygintos naudojant 17 OH-P radioimuninio tyrimo (RIA)
rinkinj. Gauti tokie rezultatai:

[EDTA plazma] = 0,9026[serumas] + 0,0283;
R =0,9747

PATEIKIAMOS MEDZIAGOS

Laikant 2-8°C temperatlroje, visi rinkinio reagentai iSlieka stabilds iki
etiketéje nurodyto rinkinio tinkamumo naudojimui laiko pabaigos. Galiojimo
terminai, nurodyti buteliuky su reagentais etiketése, taikomi tik jy laikymui
gamybinémis salygomis iki rinkinio komplektavimo momento ir netaikomi
uzsakovo gautai produkcijai.

Reagenty laikymo saglygos po jy istirpinimo ar praskiedimo nurodytos skyriuje
LProcedira“.

Mégintuvéliai, padengti 17 OH-P antikdniais: 2 x 50 vnt.
naudojimui).

(paruosti

Zymuo, 1251-17 OH-P tirpalas: 1 buteliukas, 45 ml (paruo$tas naudojimui).
Pagaminimo dieng buteliuke yra <640 kBk 125I-17 OH-P buferyje su baltymu
ir dazikliu.

Pastaba: kartais Zenklinimo tirpale pasitaikantys sutirtéje gumuléliai jtakos
atliekamo tyrimo kokybei neturi.

Kalibravimo méginiai: vienas 2 ml buteliukas ir penki buteliukai po 0,5
ml (paruosti naudojimui)

Kalibratoriy buteliukuose yra nuo 0 iki mazdaug 50 ng/ml (nuo 0 iki mazdaug
151 nmol/l) koncentracijos 17 OH-P Zmogaus serume su natrio azidu
(< 0,1 %). Tiksli koncentracija nurodyta kiekvieno buteliuko etiketéje.
Kalibratoriai patikrinti pagal vidinj etaloninj standartg.

Nulinj kalibratoriy (5 ml) galima uzsisakyti ir atskirai (kat. nr. B23373).
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Kontrolinis serumas: 2 buteliukai (liofilizuoti preparatai).

Kontroliniuose buteliukuose yra 17 OH-P Zmogaus serume su natrio azidu
(<0,1 %). Skiedimui reikalingas skyscio kiekis yra nurodytas ant buteliuko
etiketés. Numatomas koncentracijy diapazonas nurodytas informaciniame
lapelyje.

Praplovimo tirpalas (20x): 1 buteliukas, 50 ml.
Koncentruota tirpalg prie$ naudojimag reikia praskiesti.

REIKALINGOS, BET NEPATEIKIAMOS
MEDZIAGOS

Be standartinés laboratorinés jrangos, reikalingi:
Tiesioginiam nustatymui:

» mikropipetés (25 pl ir 400 pl)

» pusiau automatinés pipetés (25 pl, 400 pl ir 2 ml)

* Siurbimo sistemos

» horizontalaus ar orbitinio kratytuvo;

» Horizontalaus ar orbitalinio purtytuvo

+ gama skaigiuotuvas "%l aktyvumui skaigiuoti.
Ekstrakcijos procedirai (esant reikalui):

» mikropipeté (200 pl);
« stiklinés pipetés (2,5 ml, 5 ml ir 10 ml)
« stikliniai buteliukai nuo 6 ml iki 15 ml talpos
« stikliniai mégintuvéliai eterinei fazei atskirti
« eterio garintuvas (Speed Vac tipo) arba vandens vonia (37 °C)
» tyrimams skirtas etilo eteris.
PROCEDURA
Reagenty paruosimas
Palaikykite visus reagentus j kambario temperatira.
Kontroliniy méginiy skiedimas
| buteliukus jpilamas ant etiketés nurodytas distiliuoto vandens kiekis.
Palaukti deSimt minuciy, po to Svelniai sumaisyti, kad nesusidaryty putos

prie$ iSpilant. Paruosti tirpalai laikomi 2-8 °C temperatiroje iki rinkinio
galiojimo pabaigos.

Praplaunamojo tirpalo paruosimas

Supilkite buteliuko turinj j 950 ml distiliuoto vandens ir iSmaisykite. Praskiestg
tirpalg galima sugoti 2-8 °C temperatiroje, kol nesibaigs rinkinio galiojimo
laikas.

Bandiniy ekstrakcija (esant reikalui, zr. Ribojimai)
Démesio: Ekstrakcija atliekama i§ anksto eteriu apiplautuose Svariuose
stikliniuose buteliukuose arba mégintuvéliuose.

Ekstrakcijos procedira butina tik kraujo plazmos arba serumo bandiniams.
Neekstrahuoti kalibravimo méginiy.

* Prie§ pradedant ekstrakcijg, kambario

temperatiros ir gerai iSmaisSyti.

suSildyti meginius  iki

« PazZyméti po vieng stiklinj buteliuka kiekvienam méginiui.

« ] atitinkamus buteliukus jlasinti po 200 pl analizuojamy méginiy.

« ] kiekvieng buteliukg jlasinti po 5 ml etilo eterio ir kruops&iai uzdaryti juo
mégintuvéliais.

* Intensyviai sumaiSyti buteliuky turinj sikuriniame maiSytuve (2x1 min).

» Palikite buteliukus pastovéti ant stalo ne maziau 5 min.

 Atsargiai, neuztre§dami vandens fazés, paimkite 2,5 ml organinés fazés
ir perpilkite j sunumeruotus stiklinius meégintuvélius.

» Garintuve (pavyzdziui, sparCiojo vakuumo tipo) arba sudéje
meégintuvélius j 37 °C temperatlros vandens vonele visiSkai iSgarinkite
eterio faze.
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1 pastaba. Mégintuvéliai turi bati tvirtai pritvirtinti prie stovo, nes iSgaravus
eteriui jie gali iSplaukti.

Sioje stadijoje tyrimag galima sustabdyti. UZdarytus mégintuvélius su sausu
ekstraktu galima laikyti iki 7 dieny 2-8 °C temperataroje.

* ] mégintuvélius su sausu ekstraktu jlasinti po 200 pl nulinio kalibratoriaus.
Kruop$&¢iai maiSyti mégintuvéliy turinj sikuriniame maisytuve (30 s, 2000
aps/min), palaukti 15 min ir vél maisyti.

2 pastaba. Jei reikalingas didesnis kiekis, nenupyle 2,5 ml organinés fazés
mégintuvélius laikykite <-18 °C temperatlroje, kol uzSals vandens fazé,

atsargiai nupilkite 5 ml organinés fazés, stengdamiesi neuztersti vandens
fazés, iSgarinkite ir iStirpinkite, naudodami 400 pl nulinio kalibratoriaus.

Radioimuninis tyrimas

Prie$ pipetavimg padék visus reagentus j kambario temperatira.

| zingsnis
Reagenty papildymas
| antikGinais padengtus

Il Zingsnis
Inkubacija

Il Zingsnis
Rezultaty matavimas
Kruop$¢iai iSpilk

mégintuvélius
nuosekliai jpilti:
25 pl kalibravimo,
kontroliniy ir
analizuojamy meéginiy
arba 50 pl ekstrakto ir

UzZdaryti mégintuvélius.

Inkubuoti 120 minuciy

18-25°C temperataroje
purtant (ne maziau

mégintuvéliy turinius
(iSskyrus " T ").
Du kartus perplauti 2 ml
plovimo tirpalo. 13pilti.

280 aps./min)
400 pl zyméto atomo’
Sumaisyk. ISmatuok (B) ir bendrg
125 aktyvumg (T)
(sk&./min.) 1 min.
*| du papildomus mégintuvélius jlasinti po 400 pl Zymens bendram 1251 (“T*
méginio) aktyvumui jvertinti.

REZULTATAI

Rezultatai skai€iuojami interpoliacijos metodu pagal kalibravimo kreive, gautg
kartu su nezinomy méginiy analize.

Kalibravimo kreivé

Kokybés kontrolés skyriuje pateikti rezultatai apskai€iuoti naudojant
glodziosios kreivés pritaikymg, logistinéje vertikaliojoje asSyje nurodant B/T
arba B/B, , o logaritminéje horizontaliojoje asyje — kalibratoriy analités
koncentracijg (ng/ml).

Naudojant kitus duomeny redukcijos metodus, rezultatai gali Siek tiek skirtis.

Bendrasis aktyvumas: 179 362 ské./min.
Kalibratoriai 170H-P ské./min. BIT (%) B/B, (%)
(ng/ml) (n=3)
0 0 55 975 31,21 100,0
1 0,12 44 882 25,02 80,18
2 0,40 31 190 17,39 55,72
3 1,90 12 557 7,00 22,43
4 12,5 2 515 1,40 4,49
5 50,0 895 0,50 1,60

(Tipinés kalibravimo kreivés pavyzdys. Nesinaudoti skaic¢iuojant rezultatus).
Eminiai

Kiekvienam méginiui kalibravimo grafiko vertikalioje asyje rasti reik§me B/T
arba B/By, o horizontalioje asyje atitinkama 17 OH-P koncentracija.

Koncentracijy pervedimui i$ ng/ml j nmol/l, batina padauginti gautg rezultatg
i$ 3.026.

TIKETINOS VERTES

Rekomenduojama kiekvienai laboratorijai nusistatyti savo normos dydzius.
Zemiau pateikti i§ sveiky asmeny gauti dydziai yra tik indikatyvas.
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Adults N |Mediana| Min. Max. 25% | 97,5 %
percentilgpercentilg

(ng/ml)

Vyrai 55 0,93 0,53 2,22 0,55 1,99

Motery

Folikuly fazé 11| 0,48 0,13 1,67 0,21 1,45

Geltonkanio faze[ 112 1,52 0,42 3,20 0,61 2,88

prieSovuliacinio | 22 1,39 0,54 2,04 0,55 2,01

piko periodu

Kontracepcija 30 0,37 0,17 1,48 0,18 1,47

Moterys po 38 0,38 0,13 0,92 0,16 0,79

menopauzés

Néstumas, 45 2,03 0,78 5,75 0,93 3,82

1-asis trimestras

Néstumas, 44 2,23 0,60 6,86 1,23 3,70

2—asis trimestras

Detali informacija apie numatomy verciy vaikams (surasiuotas pagal
amziy ir lytj ) galima rasti duomeny lapo priede " APPENDIX "

KOKYBES KONTROLE

Vadovaujantis ,Good laboratory practices* (geri laboratoriniai jgudZiai)
metodais atliekamy tyrimy kokybei patikrinti, bdtina reguliariai naudotis
kontroliniais pavyzdZiais, kuriy tyrimo etapai tokie patys kaip ir tiriamujy
méginiy. Kokybés tikrinimo rezultatus patartina apdoroti taikant specialius
statistinius metodus.

Tuo atveju, kai pakuoté rimtai pazeista arba gauti rezultatai nesutampa su

tyrimy charakteristikomis, praSome kreiptis j misy specialistus: Elektroninis
pastas: imunochem@beckman.com

ANALITINES CHARAKTERISTIKOS
(detalesné informacija pateikiama skyriuje ,,APPENDIX")

Tipingi duomenys pateikiami tik kaip iliustracija. Atskirose laboratorijose gauti
efektyvumo duomenys gali skirtis.

Jautris

Aptikimo riba (LoD) 0,07 ng/ml

17 OH-P aptikimo riba (LoD) yra 0,07 ng/ml, nustatyta pagal CLSI| dokumento
EP17-A2 [1] rekomendacijas, pagrijstas mazesne nei 5 % klaidingai teigiamy
rezultaty (a) ir mazesne nei 5 % klaidingai neigiamy rezultaty (8) proporcija,

naudojant 120 tusciyjy ir 120 mazos koncentracijos meginiy tyrimy rezultatus;
ruosinio riba (LoB) yra 0,04 ng/ml.

SpecifiSkumas

Imunoanalizei naudojamas antikinas

17-a-hidroksiprogesteronui.

yra specifiSkas

PreciziSkumas
Pakartojamumas ir laboratorijos glaudumas

Nustatyta, kad tyrimo glaudumas atitinka CLSI dokumento EP05-A3 [2]
rekomendacijas. Tiriant pakartojamuma nustatyti serumo méginiy pokycio

PI-IM1452-07

koeficientai mazesni arba lygds 10,5 %. Tiriant laboratorijos glauduma
nustatyti serumo méginiy pokycio koeficientai mazesni arba lygis 12,8 %

Tikslumas
TiesiSkumas

Naudojant serumo méginius parodyta, kad tyrimas yra tiesinis nuo 0,12
iki 50,88 ng/ml (nustatyta, kad tai atitinka CLSI dokumento EP06-A [3]
rekomendacijas).

Praskiedimo testas

Didelés koncentracijos serumo méginiai i eilés atskiesti nulinés
koncentracijos kalibratoriumi. Atkdrimo procentinés reikSmés buvo nuo
95,7 % iki 119 %.

»Atsidarymo“ testas

Serumo meéginiai buvo papildyti Zinomais 17 OH-P kiekiais. Atkdrimo

procentinés reikSmés buvo nuo 100 % iki 119 %.

Matavimo diapazonas (aptikimo ribos (LoD) iki didZiausiosios

koncentracijos kalibratoriaus):
Nuo 0,07 ng/ml iki mazdaug 50 ng/ml.

RIBOJIMAI

Tyrimo metodikos nepaisymas gali iSkraipyti tyrimo rezultatus.

Tyrimo rezultatai turi bdti interpretuojami bendrame paciento klinikinio
vaizdo kontekste, jskaitant anamneze, kity testy duomenis ir kitokig tinkama
informacija.

Daugiau informacijos zr. duomeny lapo dalyje ,PRIEDAS".

Pas labai mazus vaikus (ypa¢ 6 ménesiy amziuje) pastebimas labai aukstas
17 OH-pregnenolono-sulfato lygis. Tokiais atvejais rekomenduojama atlikti
tyrima su iSankstine 17 OH-P ekstrakcija eterio pagalba.

Nezidrint | Zema kryZzmine reakcija, pas pacientus, reguliariai gaunancius
spironolaktong, gali bati pastebimas klaidingai padidintas 17 OH-P lygis.
Siuo atveju gydymg spironolaktonu bitina nutraukti ne maziau kaip prie$ 3
savaites prie$ atliekant tyrima.

Tyrimams, kuriuose naudojami antiktnai, gali trukdyti paciento meéginyje
esantys heterofiliniai antikinai.  Pacientai, nuolat kontaktuojantys su
gyvinais arba tie, kuriems taikyta imunoterapija arba diagnostinés
procediros naudojant imunoglobulinus ar imunoglobuliny fragmentus, gali
sintetinti antiknus, pvz., HAMA, trukdancius atlikti imuninius tyrimus.

Tokie trukdantys antiknai gali lemti klaidingus rezultatus. Pacienty, kurie
itariami turintys Siy antikdiny, rezultatus reikia vertinti atsargiai.
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RIA 17 a - Hydroxyprogesterone
IM1452

RADIOIMMUNOASSAY A 17
a-HYDROXYPROGESTERONE IN VITRO
MEGHATAROZASARAHUMAN SZERUMBOL ES
PLAZMABOL

In vitro diagnosztikai hasznalatra

MUKODESI ELV

A 17 a-Hydroxyprogesterone (17 OH-P) radioimmunoassay egy kompetitiv
assay. Ugyanazon készlet alkalmas a 17-OHP merésére:

kozvetleniil szérumbdl, vagy plazmabol

vagy éteres extrakciot majd olddszer elpéarologtatast kdvetéen zéro
kalibratorban térténé reszuszpenziéval.

A szérum, vagy plazma mintak, kontroll es kalibratorok I-'% jelélt 17-OHP
tracerrel egyltt inkubalédnak a bevonatos csdvekben. Az inkubaciot
kovetden a csovek tartalmat kioblitjilk a nem kétédott ?°l-jelzett 17 OH-P
eltavolitasara. A kotott radioaktivitast gamma-szamlaléban mérjik. A
létrehozott kalibracios gérbe alapjan az ismeretlen mintak értékét a standard
gorbdrdl interpolaciéval hatarozzuk meg.

FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK
Altalanos megjegyzések:

A Kkalibratorokat és kontrollokat tartalmazé Uvegeket a lehetd
legrévidebb ideig tartsak nyitva a nagymeértéki parolgas elkerilése
érdekében.

*  Ne keverjen 6ssze kuloénb6zé gyartasi szamu reagenseket.
*  Minden vizsgalathoz készitsen standardgorbét.
*  Ajanlatos két-két parhuzamossal dolgoznunk a mérések soran.
. Minden csovet csak egyszer hasznaljunk.
Alapvet6 sugarzasbiztonsagi szabalyok

Radioaktiv anyagok beszerzését, felhasznalasat és szallitasat kulon
jogszabalyok irjak elé. Az alabbi alapveté szabalyok betartasa megfelelé
védelmet biztosithat:

* Radioaktiv anyagok jelenlétében ne fogyasszon ételt, italt, ne

dohanyozzon és ne hasznaljon kozmetikumokat.
*  Ne pipettdzzon szajjal radioaktiv oldatokat.

»  Kerllje a radioaktiv anyagokkal torténé érintkezést: munka kdzben
viseljen egyszer hasznalatos keszty(it és laboratériumi képenyt.

*  Minden radioaktiv anyagokkal végzett miveletet egy erre megfeleld,
folyosoktol és mas forgalmas részektél tavol es6 helyen kell elvégezni.

* Avradioaktiv reagenseket egy erre kijel6lt helyen tartott edényben kell
tarolni.

A laboratériumba érkezett radioaktiv anyagok atvételérdl és
tarolasardl vezessen jegyz&konyvet.

* Azokat a laboratériumi eszkdzoket és (ivegedényeket, amelyek
radioaktiv anyaggal szennyez&dhettek, kulénitse el, hogy elkerilje a
kildnbdzd radioizotopokkal torténd keresztszennyez6dést.

«  Sugarszennyez&dés vagy radioaktiv anyag kidmlése esetén tartsa be
az erre vonatkozo elbirasokat.

A radioaktiv hulladékot kezelie az adott orszagban érvényes
szabalyoknak megfeleléen.

Natrium azid

Néhany reagens tartésitoszerként natrium-azidot tartalmaz. A natrium azid
reakciéja olommal, rézzel, vagy sargarézzel robbanékony fémazidokat
eredményezhet. Ezért a natrium azid tartalmi reagenseket a lefolydba
torténd kiontés utan nagy mennyiségi folyo vizzel oblitsik le.

Emberi eredetii anyagot

Az ebben a kitben talalhaté emberi eredetli komponenseket is tartalmazoé
reagensek mindegyike negativ HIV 1, HIV 2, HCV ellenanyagokra, tovabba
Hepatitis B felszini antigénre (HBsAg). Mindazonaltal ugy kell 6ket kezelni,
mintha képesek lennének e betegségek atvitelére. Jelenleg nincs olyan
modszer, mellyel e virusok megléte teljes bizonyossaggal kizarhato lenne.
Ezért a kiteket az 6sszes sziikséges biztonsagi el6iras betartasaval kezeljik.
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Minden szérum, és plazmamintat AIDS vagy hepatitis-fert6zést okozni képes
anyagkeént kell kezelni. Minden potencialisan fert6zésveszélyes anyagot az
adott orszagban érvényes eléirasoknak megfeleléen kell kidobni.

Etil-éter

Az etil-éter tlzveszélyes és illékony szerves oldoszer. Az extrakcionak
elszivofiilkében kell torténnie. Kerdlje el, hogy langgal érintkezzen, és ne
pipettdzza a reagenst szajjal.

GHS SZERINTI VESZELYESSEGI BESOROLAS

20-szoros toménységli VESZELY!

mosooldat

H360 Karosithatja a
termékenységet és a
szliletendd gyermeket.
Hasznalat el6tt ismerje meg
a vizsgalatra vonatkozé
kildnleges utasitasokat.
Védbkesztyl, védbéruha

és szemvédd/arcvédd
hasznélata kotelezé.
Expozicié vagy annak
gyanuja esetén: orvosi
ellatast kell kérni.

Bérsav 0,1 - 0,3%
Natrium-borat dekahidrat 0,1
-0,3%

P201
P280

P308+P313

A biztonsagi adatlap megtalalhato a kdvetkezd internetes
helyen: techdocs.beckmancoulter.com

MINTAVETEL, FELDOLGOZAS, TAROLAS ES
HIGITAS

A vért nativ, vagy EDTA-s csdvekbe vehetjik le.

* A szérumot, vagy plazmat centrifugalassal kilonitsik el a sejtektol.

*  Aszérum és plazma mintakat 2-8 °C kdz6tt tarolhatjuk, ha a vizsgalatot
24 6ran belll elvégezziik. Hosszabb idejl tarolas esetén — aliquotokra
torténd szétosztast kdvetéen — a mintakat < -18 °C-on taroljuk, kerdljik
a tobbszori fagyasztast-olvasztast.

. Ha a minta koncentracioja nagyobb, mint a legmagasabb kalibrator
értéke, akkor a minta zér¢ kalibratorral higitandé.

30 szérum- és EDTA-s plazmaminta (a szérummintak koncentracioja
0,24-1,88 ng/mL) Osszehasonlitasa tortént a 17-OH-P radioimmunassay
(RIA) kittel. Az eredmények a kovetkezdk:

[EDTA-s plazma] = 0,9026 [szérum] + 0,0283
R =0,9747

SZALLITOTT ANYAGOK

A kitben talalhaté 6sszes reagens - a kit 2-8 °C-on torténd tarolasa esetén —
a cimkén jelzett lejarati ideig megdrzi stabilitasat. A csdvek cimkéjén jelzett
lejarati id6k a gyarto részére szogaltatnak informaciét az adott komponens
hosszu tavu eltarthatésagaval kapcsolatban. Kérjik ezt az adatot ne vegyék
figyelembe!

Areagensek feloldas vagy higitas utani tarolasi feltételeit lasd az Eljaras cimi
fejezetben.

Anti-17 OH-P antitest bevonatu cs6: 2 x 50 cs6 (hasznalatra kész)
12].jeldlt 17 a-Hydroxyprogesterone: egy iiveg (45 mL) (hasznalatra
kész)

Az lveg <640 kBg, '®l-labeled 17 OH-P-t tartalmaz a gyartds napjan
fehérjéket és festékeket tartalmazé pufferben.

Megjegyzés: Alkalmi jelenléte alvadt részecskék a tracer nem befolyasolja
assay teljesitményét.

Kalibratorok: 5 x 0,5 mL ampulla + 1 x 2 mL ampulla “zero” kalibrator
(hasznalatra kész)

A kalibratorfiolak 0 és kordlbellil 50 ng/mL (0 és korilbelil 151 nmol/L) kdzotti
mennyiségli 17-OH-P-t tartalmaznak natrium-azidot (< 0,1%) tartalmazoé
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human szérumban. A pontos koncentraci6 mindegyik fiola cimkéjén
van feltintetve. A kalibratorok hitelesitése egy belsé referenciastandard
segitségével torténik.

A zér¢ kalibrator (5 mL) kulon is rendelhetd (katalégus # B23373)
Kontroll mintak: 2 fiola (liofolezett)

A kontroll Uvegek 17 OH-P tartalmaznak natrium-aziddal (<0.1%)
tartdsitott human szérumban. A rekonstrukciéhoz sziikséges térfogat az
Uvegeken olvashat6. A koncentraciétartomanyban megadott vart értékek a
mellékletben talalhatok.

Mosé oldat (20x): 1 x 50 mL-es cs6

Koncentralt oldat, melyet hasznalat elétt higitani kell.

SZUKSEGES, DE NEM SZALLITOTT ANYAGOK
A standard laboratériumi felszerelésen kivil az alabbiak sziikségesek:

Az assayhez:

» Preciziés mikropipetta (25 yL és 400 pL).

» Félautomata pipetta (25 pL, 400 pL és 2 mL).
» Vortex tipusu keveré

» Vizszintes vagy korkords razogép

* Leszivérendszer

+ 2] mérésére alkalmas gamma szamlalo

Az extrakcios lepeshez (optionalis):

* Preciziés mikropipetta (200 pL).
+ Uveg pipetta (2.5 mL, 5 mL, 10 mL).
+ Uvegek (6 mL-15 mL).
+ Uvegcsdvek az éteres fazis visszanyerésére.
» Evaporator (gyorsvakum tipusu) vagy 37°C-os vizfiirdé.
» Analitikai tisztasagu etil-éter.
ELJARAS
A reagensek el6készitése
Hagyjuk, hogy az 0sszes reagens felvegye a szobahémérsékletet!
A kontrol mintak beoldasa
Oldja fel az ampullak tartalmat a cimkén megadott mennyiségl desztillalt
vizben. Ezutan varjon 10 percig, majd keverje meg az ampullakat 6vatosan,

hogy ne habosodjanak a bemérés elétt. Tarolja a feloldott reagenseket 2-8
°C-on a reagenskészlet lejarati idejéig.

A mosooldat elkészitése

Ontsiik az lveg tartalmat 950 mL of desztillalt vizbe és jol keverjik 6ssze. A
higitott oldat 2-8 °C-on tartva a kit lejarati idejéig hasznalhaté.

Minta extrakcio (optionalis; Isd. § Korlatozasok)

Megjegyzes: az extrakciot tiszta ivegben, vagy liveg csében kell elvégezni,
éteres el6oblitéssel.

meghatarozas el6tt csak a mintakat extrahalja; a kalibratorokat ne!

* Az extrakcio el6tt a mintat hozza szobahémérsékletre és alaposan
keverje Ossze.

» Szamozzunk be egy-egy Uvegcsdvet minden egyes mintanak.
» Meérjen 200 pL mintat a megfelelé cstvekbe.

* Adjunk 5 mL etil-étert az lUvegekhez.
alaposan.

Dugasoljuk le az Uvegeket

» Erételjesen vortexelje az lvegeket (2x1 percig).
* Hagyja allni az vegeket az asztalon 5 percig.

» Szivjon le 6vatosan 2.5 mL organikus fazist ugy, hogy a vizes fazissal
ne szennyez6djén, majd mérje az oldatot szamozott tivegcsébe.

* Az éter fazist teljesen parologtassa el evaporatorban (pl. speedvac
tipusu vakuum centrifugaban), vagy helyezze a mintacséveket 37 °C-os
vizfirdébe.
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1. megjegyzés: A csbdveket szoros mintatartoba helyezze, mivel az éter
elparolgasat kovetéen kdnnylvé valnak és elisznak.

A beszaritas utan a csovek ledugdzva 7 napig tarolhatok 2-8°C-on.

» Oldja vissza az éteres extraktumot 200 uL zéré standarban. Vortexeljen
alaposan (30 s, 2000 rpm), varjon 15 percet, majd vortexeljen ismét.

2. megjegyzés: Ha nagyobb mennyiségre lenne szikség, a 2.5 mL éteres
fazis leszivas helyett helyezze az Uvegeket fagyasztéba, <18 C-ra, mig a
vizes fazis kifagy, majd évatosan szivja le az 5mL-es organikus fazist ugy,
hogy a vizes fazissal ne szennyez8djon, parologtasson, majd oldja vissza a
szaraz extraktumot 400 uL zér6 kalibratorban.

A vizsgalat menete

Bemérés el6tt varja meg, amig a reagensek felmelegednek
szoba-hémérsékletre.
1. lépés 2. lépés 3. lépés
Bemérések Inkubacio Aktivitasmérés

Az ellenanyagal bevont
csovekhez adtuk:

Szivja le 6vatosan a
csOvek tartalmat (a 2
«total esemény/perc»
cs6 kivételével).
Mossa kétszer 2 mL
mosooldattal. Szivja ki
a csdvek tartalmét.

25 pL kalibrator,
kontroll, minta vagy
50 L extraktum és

400 pL tracer’
Keverje Ossze.

Inkubdljon razoén (=280
rpm) 120 percig 18
- 25 °C-on.

Mérje a kotott (B)
és total (T) aktivitast
(esemény/perc) 1
percig.
*mérjen 400 pL tracert 2 kuldn cs6hdz a total esemény/perc

meghatarozasahoz.

EREDMENYEK

Az eredmények a standard gorbe alapjan interpolacioval szamithatok. A
mintakkal egy idében mert kalibratorok adataibél szarmazé standard gorbe
hasznalhat6 a koncentracié szamolashoz.

Standard gorbe

A mindségbiztositasi osztalyon az eredmények szamitasa illesztett gorbe
mentén tortént, ahol a B/T vagy a B/B, értéke a logit fliggéleges tengelyen,
a kalibratorok analitkoncentracidja pedig a logaritmikus vizszintes tengelyen
(ng/mL) talélhato.

Mas adat redukcios eljarasok kissé eltéré eredményeket adhatnak.

Teljes aktivitas: 179 362 esemény/perc
Kalibratorok 170H-P esemény/ BIT (%) B/B, (%)
(ng/mL) perc (n=3)
0 0 55 975 31,21 100,0
1 0,12 44 882 25,02 80,18
2 0,40 31190 17,39 55,72
3 1,90 12 557 7,00 22,43
4 12,5 2515 1,40 4,49
5 50,0 895 0,50 1,60

(A megadott standard gérbe csak minta, ne hasznaljuk szamitasokhoz.)
Mintak
A fliggbleges tengelyen a minta B/T vagy B/B, értéket megkeresve, s azt a

gOrbe alapjan a vizszintes tengelyre vetitve, a minta 17-OH-P koncentracioja
leolvashato.

A ng/mL nmol/L-re tortend atvaltasahoz szorozzuk meg az eredmenyt 3.026-
tal.

VARHATO ERTEKEK

Javasolt, hogy minden laboratérium sajat maga allapitsa meg referencia
tartomanyat. Az alabbi, egészségesek vizsgalata soran kapott adatok csak
tajékoztato jelleglek.
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Adults N Kozé- Min. Max. 2.5 97.5

pérték percentilig percentilig
(ng/mL)

Férfiak 55 0,93 0,53 2,22 0,55 1,99

N6k

Follicularis fazis | 111 0,48 0,13 1,67 0,21 1,45

Lutealis fazis 112] 1,52 0,42 3,20 0,61 2,88

Preovulacios 22 1,39 0,54 2,04 0,55 2,01

csucs

Kontraceptivum | 30 0,37 0,17 1,48 0,18 1,47

N&k menopauza | 38 0,38 0,13 0,92 0,16 0,79

utan

Terhesség 1. 45 2,03 0,78 5,75 0,93 3,82

trimeszter

Terhesség 2. 44 2,23 0,60 6,86 1,23 3,70

trimeszter

A gyermekkori (életkor és nem szeribnti) vart értékekre vonatkozé
részletes informacié a metodikai leiras ,,APPENDIX” fejezetében
talalhato.

MINOSEG-ELLENORZES

A megfelel6 laboratériumi eljarasokat (GLP) szabalyoz6 kdévetelmények
szerint id6rél idére kontrol mintakkal kell ellenérizni, hogy az eredmények
megfeleléek-e. A kontrol mintakat pontosan a vizsgalati mintdknak megfeleld
madon kell elékésziteni és lemérni. Ajanlatos az eredményeket megfelelé
statisztikai modszerekkel kiértékelni.

Amennyiben a csomagolas sérllt, vagy az adatok a kit teljesitéképességének
romlasara utalnak, kérjuk, hogy Iépjen kapcsolatba orszaganak
Immunotech képvisel6jével, vagy irjon a kovetkezd e-mail cimre:
imunochem@beckman.com

MINOSEGI JELLEMZOK
(Tovabbi résziletek a Mellékletben)

A reprezentativ adatok kizarélag szemléltetd jellegbek.
laboratériumok eredményei ettél eltérhetnek.

A kllonallé

Erzékenység
Kimutathatésagi hatarérték (LoD): 0,07 ng/mL

A 17-OH-P LoD értéke 0,07 ng/mL, ami a CLSI EP17-A2 [1] dokumentumnak
megfeleléen keriilt meghatarozasra; az alpozitiv eredmények aranya (a)
kevesebb volt, mint 5%, az alnegativ eredmények aranya (f3) kevesebb volt,
mint 5%; 120 17-OH-P-t nem tartalmazé és 120 alacsony koncentraciot
tartalmazé mintat vizsgaltak, és a vak hatarérték (LoB) 0,04 ng/mL volt.

Specificitas

Az immunassayben hasznalt antitestek

17-a-hidroxiprogeszteronra.

specifikusak a

Pontossag
Megismételhetéség és laboratériumon beliili pontossag

A vizsgalat pontossagat a CLSI altal kiadott EP05-A3 [2] dokumentum
alapjan hataroztak meg. A megismételhet6ségre vonatkozd variaciés
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koefficiens legfeljebb 10,5% volt szérummintak esetében. A laboratériumon
belili pontossagra vonatkozé variacios koefficiens legfeljebb 12,8% volt
szérummintak esetében.

Valéssag
Linearitas

Kimutattdk, hogy szérummintdk esetében a vizsgalat linearis a
0,12-50,88 ng/mL tartomanyban (ezt a CLSI altal kiadott EP06-A [3]
dokumentumnak megfeleléen hataroztak meg).

Higitasi teszt
Magas koncentraciét tartalmazé szérummintakat sorozatosan higitottak zéré

kalibratorral. A visszanyerési arany a 95,7% és 119% koz6tti tartomanyban
volt.

Visszanyerési teszt

A szérummintakhoz ismert mennyiségben 17-OH-P-t adtak. A visszanyerési
arany 100—119% koz6tt volt.

értéke kozott):
0,07 ng/mL-tél kb. 50 ng/mL-ig

KORLATOZASOK

A jelen leirasban foglalt el6irdsok be nem tartasa jelent6s mértékben
befolyasolhatja az eredményeket.

Az eredmények a beteg teljes klinikai képének (klinikai anamnézis, egyéb
vizsgalatok eredményei, mas relevans informaciok) tukrében értelmezheték.

Tovabbi részletekért lasd a ,FUGGELEK” adatlapot.

Nagyon fiatal (féként 6 hénapos kor alatti) csecsem6nek nagyon magas a
17 OH-pregnenolon szulfat szintje. Ebben a kiildnleges esetben az assay-t
megel6zéen éteres extrakciés modszer javasolt.

Az alacsony keresztreaktivitds ellenére fals magas 17-OH-P értekek
észlelhet6k spironolacton kezelést kovetéen. Emiatt a spironolactone
terapiat a vizsgalat el6tt legalabb 3 héttel meg kell szakitani, hogy az
interferencia elkerilhetd legyen.

Antitesteket tartalmazé tesztek esetén fennall a paciens mintaban esetleg
meglévé heterofil antitestek interferenciajanak lehetésége. Azok a
paciensek, akik rendszeresen allatokkal érintkeznek vagy kezelés vagy
diagnosztikus eljaras soran immunglobulinokat vagy immunglobulin
fragmenteket kaptak, antitestek (pl. HAMA) termel6déssel reagalhatnak,
melyek az immunoassay-vel interferalnak.

Ezek okozhatnak hibas eredményeket. Fokozott koriiltekintéssel értékelje az
olyan paciensektdl szarmazoé mintakat, akiknél valdszinusithetd, hogy ilyen
antitestek vannak jelen.
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RIA 17 a - Hydroxyprogesterone
IM1452

RADIOIMMUNOLOGICZNA METODA DO OZNACZANIA
IN VITRO 17a-HYDROKSYPROGESTERONU W
LUDZKIEJ SUROWICY | OSOCZU

Do uzytku diagnostycznego in vitro.

ZASADA

Zestaw radioimmunologiczny do oznaczania 17a-hydroksyprogesteronu
(170H-P) jest zestawem kompetycyjnym. Ten sam zestaw moze by¢ uzyty
do mierzenia 170H-P:

bezposrednio w surowicy lub EDTA-osoczu

lub po ekstrakcji prébek eterem i odparowaniu rozpuszczalnika, a nastepnie
rozpuszczenie ich w kalibratorze zero.

Probki surowicy lub osocza, ekstrakty, kontrole i kalibratory sg inkubowane
z 17 OH-P znakowanym 125I, jako znacznikiem, w probéwkach pokrytych
przeciwciatem. Po inkubacji zawarto$¢ probéwek jest wyptukiwana, az
do usuniecia 17 OH-P znakowanego 125l. Zwigzana radioaktywnos¢ jest
oznaczana w liczniku gamma. Zawartos¢ hormonu w danej probie jest
odczytywana z krzywej standardowe;.

OSTRZEZENIE | SRODKI OSTROZNOSCI
Uwagi ogdlne:

. Fiolki z kalibratorami i kontrolami nie powinny pozostawa¢ otwarte
przez czas dtuzszy niz jest to konieczne aby unikng¢ nadmiernego
odparowania zawartosci fiolki.

*  Nie nalezy miesza¢ odczynnikéw z réznych serii produkcyjnych.

« Krzywa standardowa musi
oznaczania.

by¢ wykonana podczas kazdego

*  Zalecane jest wykonywanie oznaczen w duplikatach.
*  Kazda proboéwka moze by¢ uzyta tylko raz.

Podstawowe zasady bezpieczenstwa podczas postepowania z
promieniowaniem

Wejscie w posiadanie, uzywanie, utylizacja i transfer materiatow
radioaktywnych powinno by¢ zgodne z prawem obowigzujgcym w
danym kraju. Przestrzeganie podstawowych zasad bezpieczenstwa przy
stosowaniu materiatéw radioaktywnych powinno zapewni¢ odpowiednig
ochrone:

* Nie jes¢, nie pi¢, nie pali¢ wyroboéw tytoniowych, nie aplikowaé
kosmetykow w obecnosci materiatéw radioaktywnych.

* Nie pipetowac¢ radioaktywnych roztworéw przy uzyciu ust.

*  Unika¢ wszelkiego kontaktu z materiatami radioaktywnymi poprzez
stosowa-nie rekawic i ubran ochronnych.

*  Wszystkie czynnosci przy uzyciu materiatdw radioaktywnych
powinny by¢é wykonywane w przeznaczonym do tego celu miejscu,
znajdujgcym sie¢ w odpowiedniej odlegtosci od korytarzy i innych
pomieszczen.

* Materialy radioaktywne
zabezpieczonym pojemniku.

powinny by¢é przechowywane w

* Nalezy zapisa¢ date przyjecia radioaktywnych produktéw, a czas ich
przechowywania powinien by¢ zgodny z odpowiednim terminem.

»  Sprzet laboratoryjny i naczynia, ktére ulegty kontaminacji powinny
by¢ oddzielone od pozostatych, aby nie spowodowa¢ kontaminaciji
krzyzowej réznymi radioizotopami

« W sytuacji zanieczyszczenia radioizotopami i/lub zgubieniu
radioaktywnego materiatu powinno by¢é powziete postgpowanie
zgodne z prawem obowigzujgcym w kraju uzytkownika.

* Radioaktywne odpady powinny by¢ przechowywane zgodnie z
przepisami obowigzujacymi w kraju uzytkownika.
Azydek sodu
Niektére odczynniki zawierajg azydek sodu jako $rodek konserwujacy.
Azydek sodu wchodzi w reakcje z olowiem, miedzig lub mosigdzem, tworzgc
zwigzki wybuchowe. W zwigzku z tym odczynniki zawierajagce azydek

sodu powinny by¢ rozcienczane duzg iloscig wody przed wylaniem ich do
kanalizacji.
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Materiaty pochodzace od cztowieka

Materiaty pochodzgce od cztowieka uzyte w tym zestawie majg wynik
negatywny po badaniach na obecnos$¢ przeciwciat HIV1 i HIV2, przeciwciat
przeciw HCV, powierzchniowego antygenu Hepatitis B (HBsAg). Mimo to
powinny by¢ traktowane jak materiat zakazny. Nie ma testu dajgcego petng
gwarancje nieobecnosci wirusa. Nalezy obchodzi¢ sie z tym zestawem z
zachowaniem wszelkich $rodkéw ostroznosci.

Wszystkie surowice i osocza nalezy tak traktowac jakby byly materiatem
do zakazenia hepatitis lub AIDS, a niszczenie odpaddéw powinno byé¢
przeprowadzo-ne zgodnie z przepisami obowigzujgcymi w danym kraju.

Eter etylowy

Eter etylowy jest wysoce tatwopalnym rozpuszczalnikiem organicznym.
Ekstrakcja i odparowywanie muszg by¢ przeprowadzane pod wyciggiem.
Unika¢ kontaktu z otwartym ptomieniem. Nie pipetowa¢ odczynnikéw ustami.

KLASYFIKACJA ZAGROZEN WG GHS

Roztwor ptuczacy (20X) NIEBEZPIECZENSTWO

&

H360 Moze dziata¢ szkodliwie na
ptodnosc¢ lub na dziecko

w fonie matki.

Przed uzyciem zapoznac¢
sie ze specjalnymi srodkami
ostroznosci.

Stosowac rekawice
ochronne, odziez ochronng
i ochrone oczu/ochrone
twarzy.

W przypadku narazenia

lub styczno$ci: Zasiegna¢
porady/zgtosi¢ sie pod
opieke lekarza.

Kwas borowy 0,1 - 0,3%
Dziesieciowodny boran sodu
0,1-0,3%

P201

P280

P308+P313

Karta charakterystyki jest dostepna w witrynie
techdocs.beckmancoulter.com

ZBIERANIE PROB, PRZYGOTOWYWANIE,
ROZCIENCZANIE | PRZECHOWYWANIE

Pobiera¢ krew do suchych probéwek lub zawierajgcych EDTA.
+  Oddzieli¢ surowce lub osocze od komérek poprzez wirowanie.

*  Prébki surowicy i osocza powinny byé przechowywane w 2-8°C,
jezeli oznaczanie zostanie przeprowadzone w ciggu 24 godzin. Jezeli
oznaczanie bedzie przeprowadzone pdzniej, to nalezy odpowiednio
rozdozowane probki zamrozi¢ (< -18°C, najdtuzej 1 rok), aby nie
powtarza¢ zamrazania i rozmrazania tej samej prébki. Rozmrazanie
probki powinno byé przeprowadzane w temperaturze pokojowe;j.

«  Jezeli stezenia prébek sa wigksze niz najwyzszy kalibrator, to musza
by¢ one rozcienczone w kalibratorze zero.

Wartosci w surowicy i osoczu EDTA dla 30 prébek (wartosci w surowicy od
0,24 do 1,88 ng/mL) poréwnano wykorzystujgc zestaw testu RIA 17 OH-P.
Wyniki sa nastepujgce:

[Osocze EDTA] = 0,9026[surowica] + 0,0283,
R =0,9747

MATERIALY DOSTARCZONE

Wszystkie nienaruszone odczynniki zestawu sg stabilne zgodnie z ich
datg waznos$ci umieszczong na etykiecie zestawu, pod warunkiem
przechowywania ich w temperaturze 2-8°C. Daty waznosci sg wydrukowane
tylko na etykietach fiolek z przedtuzonym okresem sktadowania sktadnikow
przez producenta. Nie nalezy bra¢ ich pod uwage.

Warunki przechowywania odczynnikéw po uptywie czasu rekonstytucji lub
rozcienczeniu sg podane w akapicie Procedura.
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Probéwki pokryte przeciwciatem przeciw 17 OH-P: 2 x 50 probéwek
(gotowy do uzycia)

Znacznik 17 OH-P znakowany 125I: jedna fiolka 45 mL (gotowy do uzycia)

Fiolka zawiera <640 kBq, w dniu produkcji, 17 OH-P znakowanego 1251 w
buforze z biatkami i z barwnikiem.

Uwaga: Ewentualna obecnos$é osadéw w znaczniku nie ma zadnego wptywu
na jakos¢ pracy zestawu.

Kalibratory: jedna fiolka 2 mL, pie¢ fiolek po 0,5 mL (gotowy do uzycia)

Fiolki kalibratora zawierajg od 0 do okoto 50 ng/mL (od 0 do okoto 151 nmol/L)
17 OH-P w surowicy ludzkiej z azydkiem sodu (< 0,1%). Doktadne stezenie
jest wskazane na etykiecie kazdej fiolki. Kalibratory sa zweryfikowane do
wewnetrznego wzorca referencyjnego.

Kalibrator zero (5 mL) moze by¢ takze zamoéwiony oddzielnie (kod: #B823373).
Surowica kontrolna: 2 fiolki (zliofilizowana)

Fiolki zawierajg 17 OH-P w surowicy ludzkiej z azydkiem sodu (<0,1%).
Objetos$¢ do rozcienczenia jest wskazana na etykiecie fiolki. Oczekiwane
wartosci sg w zakresie stezen podanym w suplemencie.

Ptyn do ptukania (20x): jedna 50 mL fiolka
Koncentrat musi by¢ rozcienczony przed uzyciem.

MATERIALY WYMAGANE, ALE
NIEDOSTARCZANE

Poza standardowym wyposazeniem laboratorium wymagane sag nastepujgce
urzgdzenia:

Do oznaczania

» Doktadna pipeta (25 pL i 400 pL).

» Poétautomatyczna pipeta (25 L, 400 yL i 2 mL).
* Mieszadto wirowe (,vortex®).

» Pozioma lub orbitalna wytrzasarka.

» System odciggajacy.

+ licznik gamma do "% J.

Do etapu ekstrakcji (do wyboru)

» Doktadna pipeta (200 pL).

» Szklana pipeta (2,5 mL, 5 mL 10 mL).

» Szklane fiolki (od 6 mL do 15 mL)

» Szklane probéwki do odzyskania fazy eterowej.

» Parownica (typu szybka préznia) lub faznia wodna na 37°C.

» Eter etylowy czysty do analiz.
PROCEDURA
Przygotowanie odczynnikow
Wszystkie odczynniki nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.
Odtworzenie préb kontrolnych
Zawartos¢ fiolek jest rozcienczana wodg destylowang o objetosci jaka
jest wskazana na etykiecie. Odczeka¢ 10 minut po ropuszczeniu i
delikatnie wymiesza¢ w celu uniknigcia spienienia przed rozdozowaniem.

Rozcienczone roztwory przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C do konca
okresu waznosci zestawu.

Przygotowanie roztworu do ptukania

Umiesci¢ zawartos¢ fiolki w 950 mL wody destylowanej i zamiesza¢. Ptyn
moze by¢ przechowywany w 2-8°C, zgodnie z datg waznosci zestawu.

Ekstrakcja probek (opcjonalnie; patrz § Ograniczenia)
Uwaga: Ekstrakcja musi by¢ przeprowadzona w czystych szklanych fiolkach

lub probéwkach, przeptukanych eterem etylowym i zakrytych teflonowym lub
szklanym korkiem.

Tylko probki sg ekstrahowane przed oznaczaniem; nie ekstrahowac

kalibratorow.
» Przed ekstrakcjg prébki doprowadzi¢ do temperatury pokojowej.
» Ponumerowac jedng fiolke dla kazdej probki.
» Doda¢ 200 pL probki do odpowiadajace;j jej fiolki.
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» Dodaé 5 mL eteru etylowego do kazdej fiolki. Zakorkowa¢ dokfadnie.
» Energicznie zamiesza¢ wirowo (Vortex: 2 x 1 minuta)
* Pozostawic¢ fiolki na stole przez minimum 5 minut.

» Pobra¢ ostroznie 2,5 mL fazy organicznej bez zanieczyszczania fazg
wodng i umiesci¢ w ponumerowanej szklanej probowce.

» Odparowac¢ catkowicie faze eteru przy uzyciu wyparki (np. typu
speedvac) lub umieszczajgc probéwki z probka w tazni wodnej 37°C.

Uwaga 1: Probowki muszg by¢é mocno umocowane w statywie, poniewaz
po odparowaniu eteru etylowego stang sie Izejsze i bedg miaty tendencje do
zmiany potozenia.

Na tym etapie procedura moze by¢ przerwana. Zakorkowane probdwki
z suchym ekstraktem mozna przechowywa¢ w 2-8°C do 7 dni, przed
kontynuowaniem oznaczenia.

» Ponownie rozpusci¢ suchy eterowy ekstrakt w 200 uL kalibratora zero
Zamieszac intensywnie wirowo (Vortex: 30 sekund, 2000 obrotéw/min.),
odczekaé 15 minut i ponowi¢ mieszanie wirowe.

Uwaga 2: Jezeli konieczna jest wigksza objeto$¢, zamiast pobierania 2,5
mL fazy organicznej, umiesci¢ fiolki w <-18°C do zamarzniecia fazy wodnej,
pobra¢ ostroznie 5 mL fazy organicznej bez zanieczyszczenia fazg wodna,
odparowac i ponownie rozpusci¢ w 400 yL kalibratora zero.

Procedura oznaczane immunologicznego

Wszystkie odczynnik przed pipetowaniem
temperatury pokojowe;j.

nalezy doprowadzi¢ do

Etap 1
Dodawanie
Do pokrytych
przeciwciatem
probéwek dodac
kolejno:
25 pL kalibratora,
kontroli, probki lub 50
WL ekstraktu i

Etap 2
Inkubacja

Etap 3
Zliczanie
Odciggna¢ doktadnie
zawartos¢ probowek (z
wyjgtkiem 2 ,catkowite
cpm’)
Przeptukaé dwukrotnie
2 mL ptynu do ptukania.
Odessac.

Inkubowa¢ 120
minut w 18 - 25°C z
wytrzgsaniem (=280

obr/min)
400 L znacznika®
Zamieszac. Zlicza¢ zwigzane cpm
(B) i catkowite cpm
(T) 1 min.
*Dodac 400 pL znacznika do 2 dodatkowych probdéwek, aby otrzymaé
catkowite cpm

WYNIKI

Wyniki nalezy odczyta¢ z krzywej standardowej. Krzywa standardowa stuzy
do oznaczania stezenia 17 OH-P w prébkach mierzonych w tym samym
czasie co kalibratory.

Krzywa standardowa

Wyniki w dziale kontroli jakosci obliczano przy uzyciu krzywej skfadanej
dopasowania z B/T lub B/B, na osi pionowej w skali logit i stezeniem analitu
w kalibratorach na logarytmicznej osi poziomej (ng/mL).

Zastosowanie innych metod do opracowania danych moze dac nieco inne
wyniki.

taczna aktywnosé: 179 362 cpm
Kalibratory 170H-P cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)
(ng/mL)
0 0 55 975 31,21 100,0
1 0,12 44 882 25,02 80,18
2 0,40 31190 17,39 55,72
3 1,90 12 557 7,00 22,43
4 12,5 2515 1,40 4,49
5 50,0 895 0,50 1,60

(Przyktadowe warto$ci do krzywej wzorcoweyj, nie do zastosowania)

Prébki

Dla kazdej prébki odnajdz B/T lub B/By na osi pionowej i odczytaj
odpowiadajgce tej wartosci stezenie 17 OH-P, znajdujgce sie na osi
poziome;.

Aby przeliczy¢ ng/mL na nmol/L (nM) pomndz wynik przez 3.026.
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OCZEKIWANE WARTOSCI

Sugeruje sie, aby w kazdym laboratorium ustalono wifasne wartosci
normalne. Ponizsze wartosci otrzymano tylko od oséb zdrowych i sg one
jedynie wskazowka:

Adults N [Mediana| Min. Maks. 2.5% 97.5%
percenty|percenty!

(ng/mL)

Mezczyzni 55 0,93 0,53 2,22 0,55 1,99

Kobiety

Faza folikularna |111| 0,48 0,13 1,67 0,21 1,45

Faza lutealna 112 1,52 0,42 3,20 0,61 2,88

Szczyt 22 1,39 0,54 2,04 0,55 2,01

przedowulacyjny

Antykoncepcja 30 0,37 0,17 1,48 0,18 1,47

Kobiety po 38 0,38 0,13 0,92 0,16 0,79

menopauzie

1. trymestr cigzy | 45 2,03 0,78 5,75 0,93 3,82

2. trymestr cigzy | 44 2,23 0,60 6,86 1,23 3,70

Szczegotowe informacje dotyczace oczekiwanych wartosci u dzieci (wg
wieku i ptci) mozna znalezé w dodatku z danymi "APPENDIX".

KONTROLA JAKOSCI

Dobrze funkcjonujgce laboratorium dla swej wiarygodnosci stosuje regularnie
wewnetrzng kontrole jakosci otrzymanych wynikéw. Te probki musza by¢
przygotowywane i oznaczane zgodnie z procedurg. Ich przydatnos¢ do
oceny kazdego zestawu bedzie wiasciwa przy zastosowaniu odpowiedniej
analizy statystyczne;j.

W przypadku uszkodzenia paczki lub jezeli opracowanie otrzymanych
wynikow sprawia trudnosci prosze sie kontaktowaé z miejscowym
dystrybutorem lub pod adresem E-mail: imunochem@beckman.com

CHARAKTERYSTYKA TESTU
(Po wiecej wiadomosci zajrzyj do zestawu danych w “DODATKU”)

Reprezentatywne dane sg przedstawiane tylko do celéw ilustracyjnych.
Uzyskiwane parametry moga sie rozni¢ w zaleznosci od laboratoridw.

Czutos¢
Granica wykrywalnosci (LoD): 0,07 ng/mL

Wartosé LoD 17 OH-P wynosi 0,07 ng/mL, okreslona zgodnie z dokumentem
EP17-A2 CLSI [1] na podstawie proporcji wynikéw fatszywie dodatnich
(a) mniej niz 5% i fatszywie ujemnych (B) mniej niz 5%; wykorzystujgc
oznaczenia 120 prébek slepych i 120 prébek o niskim stezeniu; wartosc
granicy préby Slepej (LoB) wynosi 0,04 ng/mL.

Specyficznos¢

Przeciwciato zastosowane w oznaczeniu immunochemicznym jest swoiste
wobec 17-a-hydroksyprogesteronu.

Precyzja
Powtarzalnos$¢ i precyzja wewnatrzlaboratoryjna

Precyzja oznaczenia zostata okreslona zgodnie z wytycznymi w dokumencie
EP05-A3 CLSI [2]. W przypadku powtarzalnosci, wspoétczynniki zmiennosci
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byty réwne lub nizsze od 10,5% dla prébek surowicy. W przypadku precyzji
wewnatrzlaboratoryjnej, wspoétczynniki zmiennosci byly réwne lub nizsze od
12,8% dla prébek surowicy.

Kontrola doktadnosci
Liniowos¢
Wykazano, ze oznaczenie jest liniowe w zakresie od 0,12 do 50,88 ng/mL

przy uzyciu prébek surowicy (zgodnie z wytycznymi w dokumencie
EPO06-A CLSI [3]).

Test rozcienczania

Probki surowicy o wysokim stezeniu zostaly rozcienczone wielokrotnie
w kalibratorze zerowym. Odsetki odzysku wahaty sie od 95,7% do 119%.

Test odzysku

Do probek surowicy dodano znane ilosci 17 OH-P. Odsetki odzysku wynosity
od 100% do 119%.

Zakres pomiarowy (od LoD do najwyzszego kalibratora):
od 0,07 ng/mL do okoto 50 ng/mL

OGRANICZENIA

Niestosowanie sig¢ do instrukcji zatagczonej do zestawu moze znacznie
wptywaé na wyniki.

Wyniki powinny by¢ interpretowane w swietle catkowitego obrazu klinicznego
pacjenta, wtaczajgc historie choroby, dane z innych testéw i inne stosowne
informacje.

Po wiecej wiadomosci zajrzyj do zestawu danych w “DODATKU”.

Bardzo mate dzieci (szczegdlnie w wieku ponizej 6 miesiecy) maja bardzo
wysokie stezenie siarczanu 17 OH-pregnenolonu. Z tego szczegdlnego
powodu zalecana jest ekstrakcja 17 OH-P przed jego oznaczaniem.

Mozna zaobserwowaé fatszywie wysokie stezenie 17 OH-P w prébkach
od pacjentéw regularnie przyjmujgcych spironolakton. Aby wykluczy¢ tego
rodzaju interferencje, pacjent przed oznaczanie 17 OH-P musi przerwacé
terapie spironolaktonem na trzy tygodnie.

W przypadku oznaczeh z wykorzystaniem przeciwciat istnieje mozliwosé
zaklécen spowodowanych przez obce przeciwciata w prébce pacjenta.
Pacjenci, ktorzy byli regularnie wystawieni na kontakt ze zwierzetami
lub byli poddawani immunoterapii lub zabiegom diagnostycznym z
uzyciem immunoglobulin lub fragmentéw immunoglobulin, mogg wytworzy¢
przeciwciata (np. HAMA) zaktdcajace wyniki oznaczen immunologicznych.

Takie przeciwciata zaktécajgce moga prowadzi¢ do uzyskania btednych
wynikow. Nalezy starannie przeanalizowa¢ wyniki u pacjentéw z
podejrzeniem obecnosci tych przeciwciat.
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RIA 17 a - Hydroxyprogesterone
[REF] IM1452

IN VITRO RADIOIMUNOANALYTICKE STANOVENi
17a-HYDROXYPROGESTERONU V LIDSKEM SERU A
PLAZME

Pro diagnostické uéely in vitro.

PRINCIP

Radioimunoanalytické stanoveni 17a-Hydroxyprogesteronu (17 OH-P) je
kompetitivni stanoveni. Tato souprava mlze byt pouzita bud pro stanoveni
17 OH-P

pfimo v séru nebo EDTA-plazmé

nebo po extrakci vzorku éterem, odpareni rozpoustédla a po nasledném
rozpusténi suchych extraktll v nulovém kalibratoru.

Vzorky séra nebo plazmy, extrakty, kontrolni vzorky a kalibratory se inkubuji
s radioindikatorem 125| -znaenym 17 OH-P ve zkumavkach potazenych
protilatkou. Po inkubaci se obsah zkumavek vymyje, aby se odstranil
nenavazany znaceny 17 OH-P. Vazana aktivita 1251 se poté méfi na
gama-Citaci. Sestroji se kalibracni kfivka a z ni se odectou koncentrace 17
OH-P v neznamych vzorcich.

VAROVANI A OPATRENI
Obecné poznamky:

. Lahvicky s kalibratory a kontrolnimi vzorky by mély byt oteviené co
nejkratsi dobu, aby nedoS$lo k nezadoucimu odpafeni roztoku.

*  Nemichejte substance ze souprav rdznych Sarzi.
*  Pro kazdou novou sérii analyz je nutné provést novou kalibraci.
. Doporucuje se imunoanalytické stanoveni provadét v duplikatech.
*  Kazda zkumavka mlze byt pouzita jen jednou.
Zakladni pravidla radiacni bezpeénosti

Tento radioaktivni material mohou pfijimat, skladovat a pouzivat pouze
pracovisté, ktera splnuji platné zakonné predpisy upravujici podminky
pro bezpe¢né nakladani s otevienymi radionuklidovymi zafi¢i. PFi praci s
radioaktivnimi latkami dodrzujte nasledujici pravidla:

*  VSechny radioaktivni latky musi byt skladovany v pavodnim baleni a
jen na mistech k tomu uréenych.

«  Pfijem a spotfeba radioaktivnich latek musi byt evidovana.

* Prace s radioaktivnimi latkami musi byt provadény pouze ve
vyhrazenych prostorach.

*  Pipetovani nesmi byt provadéno usty.

* V laboratofich uréenych k praci s radioaktivnimi latkami je zakazano
jist, pit, kouifit, li¢it se a pod.

*  Obalovy material, ktery neni kontaminovan, je mozno odlozit do
bézného odpadu pouze po odstranéni varovnych napist a znacek.

*  Povrch pracovnich stolt, ktery by mohl byt kontaminovan, je tfeba
pravidelné kontrolovat. V$echno laboratorni sklo, které bylo pouzito
pro praci s radioaktivnimi latkami, musi byt Fadné dekontaminovano a
proméfeno pred dal§im pouzitim.

« V pfipadé kontaminace nebo Uniku radioaktivniho materialu

postupujte podle stanovenych predpist.
» Radioaktivni odpad likvidujte v souladu s platnymi zakony a predpisy.
Azid sodny
Nékteré substance jsou konzervovany azidem sodnym. Azid sodny mize

reagovat s olovem, médi nebo mosazi za vzniku pfislusnych vybusnych
azidu. Proto likvidované reagencie splachuijte velkym mnoZzstvim vody.

Material lidského ptivodu

Material lidského plavodu obsazeny v reagenciich této soupravy mél
negativni test na pfitomnost protilatek proti viru HIV 1 a 2, viru hepatitidy C
a proti povrchovému antigenu hepatitidy B (HBsAg). Zadna z dostupnych
metod nemuize dat stoprocentni jistotu neinfek¢nosti. Je tedy nutné pracovat
s témito reagenciemi jako s potencialné infekénimi.

Se vSemi vzorky séra a plazmy musi byt manipulovano jako s potencialné
infekénimi (hepatitis nebo AIDS). Veskery vznikly odpad je tfeba likvidovat
podle platnych predpisu.

Etyléter
PI-IM1452-07

Etyléter je vysoce tékavé a hoflavé rozpoustédlo. Extrakce a odpareni musi
byt provedeny v digestofi. Zabrarite styku s otevienym ohném. Nepipetujte
Usty.

KLASIFIKACE NEBEZPECi PODLE GHS

Promyvaci roztok (20X) NEBEZPECI

&

H360 MuUze poskodit reprodukéni
schopnost nebo plod v téle
matky.

Pfed pouzitim si obstarejte
specialni instrukce.
Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

PRI expozici nebo podezieni
na ni: Vyhledejte Iékafskou
pomoc/oSetreni.

Kyselina borita 0,1 - 0,3 %
Boritan sodny, dekahydrat
0,1-0,3%

P201

P280

P308+P313

Bezpecnostni list je k dispozici na adrese
techdocs.beckmancoulter.com

SBER A PRIPRAVA, SKLADOVANi A REDEN
VZORKU

Odebirejte vzorky krve do zkumavek bez aditiv nebo s EDTA.
*  Centrifugaci oddélte od bunék frakci séra nebo plazmy.

*  Vzorky séra a plazmy Ize uchovavat pfi 2-8 °C, jestlize bude stanoveni
provedeno do 24 hodin. P¥i delSim uchovavani je nutno vzorky
zamrazit pfi (< -18 °C, maximalné 1 rok), nejlépe v alikvotech, aby se
predeslo opakovanému rozmrazovani a zmrazovani. Rozmrazovani
provadeéjte pfi laboratorni teploté.

» Je-likoncentrace ve vzorku vy$si nez v nejvysSim kalibratoru, je nutno
vzorky fedit nulovym kalibratorem.

Hodnoty 30 vzork(l séra a plazmy s EDTA (hodnoty v séru byly v rozsahu
od 0,24 do 1,88 ng/ml) byly porovnany pomoci soupravy 17 OH-P RIA. Byly
ziskany nasleduijici vysledky:

[plazma s EDTA] = 0,9026[sérum] + 0,0283,

R =0,9747

POSKYTNUTE MATERIALY

VS8echny reagencie v soupravé jsou stabilni do data exspirace, uvedeného
na Stitku krabice, jestlize jsou skladovany pfi 2-8 °C. Data exspiraci uvedené
na $titcich jednotlivych sloZek se vztahuji pouze k dlouhodobému skladovani
u vyrobce pfed kompletaci souprav. Neberte na né tedy, prosim, ohled.

Skladovaci podminky pro zfedéné nebo rekonstituované reagencie jsou
uvedeny v odstavci Postup.

Zkumavky potazené polyklonalni protilatkou proti 17 OH-P: 2 x 50
zkumavek (pfipraveny k pouziti)

17a-Hydroxyprogesteron, zna¢eny 125I: 1 lahvicka (45 ml); pfipravena k
pouziti.

Lahvicka obsahuje ke dni vyroby <640 kBq 1251 zna¢eného 17 OH-P v
tlumivém roztoku s hovézim sérovym albuminem a barvivem.

Poznamka: Pfipadny vyskyt srazeniny v radioindikatoru nema vliv na kvalitu
stanoveni.
Kalibratory: 1 lahvicka (2 ml), 5 lahvicek (po 0,5 ml); pfipravené k pouziti.

Lahvi¢ky s kalibratory obsahuji 0 az pfiblizné 50 ng/ml (0 az pfiblizné
151 nmol/l) 17 OH-P v lidském séru s azidem sodnym (< 0,1 %). Pfesna
koncentrace je uvedena na $titku kazdé lahvicky. Kalibratory jsou ovéfovany
podle interniho referenéniho standardu.

Nulovy kalibrator (5 ml) je mozno objednat samostatné (kat.¢. B23373).
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Kontrolni vzorky: 2 lahvicky (lyofilizované).

Lahvi€ky obsahuji lyofilizovany 17 OH-P v lidském séru s azidem sodnym
(<0,1 %). Obsah lahvicek se rozpusti v destilované vodé, jeji objem je uveden
na §titku lahvi¢ky. Koncentraéni rozmezi o¢ekavanych hodnot jsou uvedena
v pfiloze navodu.

Promyvaci roztok 20x: 1 lahvi¢ka 50 ml
Koncentrovany roztok musi byt pfed pouzitim zfedén.

VYZADOVANE, ALE NEPOSKYTNUTE
MATERIALY

Kromé obvyklého laboratorniho zafizeni je pro analyzu potfebné nasledujici
vybaveni:

Pro stanoveni:

» presna mikropipeta (25 pl a 400 pl),

» nastavitelny opakovaci davkovac (25 pl, 400 pl; 2 ml),
» Vibra¢ni michadlo.

» Horizontalni nebo orbitalni tfepacka.

* Vyvéva.

+ gama-&itag, kalibrovany na '%|
Pro extrakéni krok (volitelné):

» presna mikropipeta (200 pl),
» Sklenéné pipety (2,5 ml, 5 ml, 10 ml).
+ Sklenéné lahvicky (6 ml-15 ml).
» Sklenéné zkumavky na éterovou fazi.
» Odparka (typu Speed Vac) nebo 37 °C vodni lazen.
« etyléter p.a.
POSTUP
Priprava a skladovani reagencii
Vytemperujte vSechny reagencie na laboratorni teplotu.
Priprava kontrolnich vzorku
Obsah lahvi¢ek se rozpusti v destilované vodé, jeji objem je uveden na
Stitku lahvi€ky. Po pfidani vody nechejte kontrolni vzorky volné rozpoustét

10 minut a potom lehce bez napénéni promichejte. Rozpusténé kontrolni
vzorky skladujte ve 2-8 °C do data exspirace soupravy.

Priprava promyvaciho roztoku

Obsah lahvicky pfidejte k 950 ml destilované vody a promichejte. Zfedény
roztok muze byt skladovan pfi 2-8 °C do data exspirace soupravy.

Extrakce vzorku (volitelna; viz § Omezeni)

Poznamka: Extrakce musi byt provedena v Cistych sklenénych lahvi¢kach
nebo zkumavkach, pfedem vyplachnutych éterem.

Pred stanovenim se extrahuji pouze vzorky; neextrahujte kalibratory.

» PrFed extrakci nechejte vzorky vytemperovat na lab. teplotu a fadné je
promichejte.

» Ocislujte pro kazdy vzorek jednu lahvicku.

» Napipetujte do odpovidajicich lahvi¢ek po 200 pl vzorku

» Pridejte 5 ml etyléteru do kazdé lahvi¢ky, dukladné uzavrete.

+ Lahvicky energicky promichejte na michadle typu Vortex (2 x 1 minutu).
» Ponechte lahvi¢ky pfi laboratorni teploté minimalné 5 minut.

* Opatrné odeberte 2,5 ml organické faze, aby nedoS$lo ke kontaminaci
vodnou fazi a pfeneste ji do oCislovanych sklenénych zkumavek.

+ Eterovou fazi zcela odpafte bud v odpafovadi (napf. typu speedvac)
nebo zkumavky umistéte do vodni lazné o teploté 37 °C.

Pozor: Zkumavky musi byt pevné pfipevnény ke stojanku, protoze po
odpareni éteru se stanou lehéimi a maji tendenci uplavat.

V tomto stadiu je mozno zkumavky obsahujici suchy extrakt uzavfit a
skladovat je az 7 dni v chladu (2-8 °C) pfed dalSi analyzou.

» Suché éterové extrakty rozpustte ve 200 ul kalibratoru 0. Dudkladné
promichejte na michadle (30 s, 2000 rpm), nechte 15 minut rozpoustét
a znovu promichejte na vibraénim michadle.
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Poznamka: Pokud je potfebny vétSi objem vzorku, misto odebrani 2,5 mi
éteru, zamrazte lahvi¢ky pfi <-18 °C dokud vodna faze nezmrzne, poté
opatrné slejte organickou fazi (5 ml) aby nedoslo ke kontaminaci vodnou
fazi, odparte a rozpustte ve 400 pl kalibratoru 0.

Schéma postupu imunoanalytického stanoveni

Nechte reagencie pfed pipetaci vytemperovat na laboratorni teplotu.

Krok 1
Pipetace

Krok 2
Inkubace

Krok 3
Méreni

Do potazenych
zkumavek postupné
pridejte:

25 pl kalibratoru,
kontrolniho vzorku,
neznamého vzorku

Inkubujte 2 h pfi 18-25
°C za stalého trepani
(=280 kmitG/min.)

Opatrné odsajte obsah
kazdé zkumavky (s
vyjimkou 2 zkumavek
pro T).

2 x promyjte 2 ml
promyvaciho roztoku
a odsajte.

nebo 50 pl extraktu a
400 pl radioindikatoru”

Promichejte. Méfte po dobu 1 min.
vazanou aktivitu (B) a

celkovou aktivitu (T).

*Napipetujte po 400 pl radioindikatoru do 2 nepotazenych zkumavek pro
ZjiSteni celkové aktivity (T).

VYSLEDKY

Vysledky se ziskaji interpolaci z kalibracni kfivky, ktera slouzi pouze pro
analyzu téch vzork, které byly inkubovany spole¢né s kalibratory.

Kalibraéni kFivka

Vysledky v sekci kontroly kvality byly vypoc&teny za pouziti aproximacni kfivky
spline s parametrem B/T nebo B/B, na svislé ose logit a koncentraci analytu
v kalibratorech na vodorovné log ose (ng/ml).

Jiné metody zpracovani mohou davat mirné rozdilné vysledky.

Celkova aktivita: 179 362 cpm
Kalibratory 170H-P cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)
(ng/ml)
0 0 55 975 31,21 100,0
1 0,12 44 882 25,02 80,18
2 0,40 31 190 17,39 55,72
3 1,90 12 557 7,00 22,43
4 12,5 2 515 1,40 4,49
5 50,0 895 0,50 1,60

(Priklad typického stanoveni, nepouZivejte pro vypocet.)

Vzorky

Na vertikalni ose lokalizujte pro kazdy vzorek hodnoty B/T nebo B/B, a na
horizontalni ose odectéte odpovidajici koncentrace 17 OH-P v ng/ml.

PFfepocet koncentraci z ng/ml na nmol/l se provede vynasobenim vysledku
faktorem 3,026.

OCEKAVANE HODNOTY

Kazda laboratof by si méla stanovit vlastni rozmezi referenénich hodnot.
Nasledujici hodnoty byly ziskany u zdravych jedincu a jsou zde uvedeny pro
informaci.

Adults N | Median Min. Max. 25 % 97,5 %

percentil | percentil
(ng/ml)

Muzi 55 0,93 0,53 2,22 0,55 1,99

Zeny

Folikularni faze | 111 0,48 0,13 1,67 0,21 1,45

Lutealni faze 112] 1,52 0,42 3,20 0,61 2,88

Preovulaéni pik | 22 1,39 0,54 2,04 0,55 2,01

Antikoncepce 30 0,37 0,17 1,48 0,18 1,47

Zeny po 38 0,38 0,13 0,92 0,16 0,79

menopause

1. trimestr 45 2,03 0,78 5,75 0,93 3,82

téhotenstvi

2. trimestr 44 2,23 0,60 6,86 1,23 3,70

téhotenstvi
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Detailni informace o oéekavanych hodnotach détskych vzorku
(sefazenych podle véku a pohlavi) jsou uvedeny v priloze "APPENDIX“

KONTROLA KVALITY

Spravna laboratorni praxe predpoklada fadné a pravidelné pouzivani
kontrolnich vzorkud, aby mohla byt zajisténa kontrola kvality stanovenych
vysledkd. Kontrolni vzorky musi byt stanoveny naprosto stejnym zplisobem
jako neznamé vzorky a k vyhodnoceni vysledkll se maji pouzit vhodné
statistické metody.

V pfipadé zavazného poSkozeni obalu, nebo jestlize ziskané vysledky
nejsou ve shodé s analytickymi parametry stanoveni, kontaktujte prosim
nase odborné pracovniky. E-mail: imunochem@beckman.com

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY
(Podrobnosti jsou uvedeny v priloze "APPENDIX")

Vzorova data slouzi pouze k ilustrativnim ucelim. Vysledky ziskané v
jednotlivych laboratofich se mohou liSit.

Citlivost
Mez méfitelnosti (LoD): 0,07 ng/ml

Hodnota LoD pro 17 OH-P je 0,07 ng/ml a byla stanovena v souladu
s pokyny uvedenymi v dokumentu CLSI EP17-A2 [1] na zakladé podilu
faleSné pozitivnich vysledkl (a), ktery byl mensi nez 5 %, a podilu faleSné
negativnich vysledkl (B), ktery byl mensi nez 5 %. Hodnota byla stanovena
testovanim 120 prazdnych vzork(l a 120 vzorkl s nizkou hladinou. Mez
prazdného vzorku (LoB) je 0,04 ng/ml.

Specifita

Protilatka pouzita v
17-a-hydroxyprogesteron.

imunochemické analyze je specifickd pro

Presnost
Opakovatelnost a laboratorni presnost

Preciznost tohoto rozboru byla uréena v souladu se smérnicemi uvedenymi
v dokumentu CLSI EP05-A3 [2]. Co se tyka opakovatelnosti, jsou zjisténé
variacni koeficienty pro vzorky séra mens$i nez nebo rovny 10,5 %. Varia¢ni
koeficienty preciznosti v ramci laboratofe byly u vzork(l séra stanoveny jako
mensi nez nebo rovny 12,8 %.

Spravnost
Linearita

Rozbor ukazal linearni priibéh od 0,12 do 50,88 ng/ml s pouzitim vzork( séra
(stanoveno v souladu s pokyny uvedenymi v dokumentu CLSI EP06-A [3]).
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Test fedéni

Vzorky séra s vysokou koncentraci byly sériové zfedény nulovym
kalibratorem. Procenta vytéZnosti byla v rozsahu 95,7 % az 119 %.

Test ,,recovery“

Ke vzorkim séra byla pfidana znama mnozstvi 17 OH-P. Procenta vytéZnosti
byla v rozsahu 100 % az 119 %.

Rozsah stanoveni (od LoD do nejvy$siho kalibratoru):
0,07 ng/ml az pfiblizné 50 ng/ml

OMEZENI

NedodrzZeni instrukci uvedenych v tomto navodu muze vést k nespravnym
vysledkdm.

Vysledky stanoveni by mély byt interpretovany ve svétle celkového klinického
obrazu pacienta v€etné anamnézy, udaja z dalSich testl a jinych vhodnych
informaci.

Podrobnosti jsou uvedeny v pfiloze "APPENDIX".

Velmi malé déti (mlad$i nez 6 mésice) maji velmi vysoké hodnoty
170H-pregnenolonu sulfatu. V tomto pfipadé doporucujeme extrakci vzorku
éterem pred vlastnim stanovenim 17 OH-P.

| kdyz byla zjisténa velmi nizka zkfizena reakce, mohou se naméfit vysoké
hodnoty 17-OHP u pacientl s pravidelnymi davkami spironolaktonu. Terapie
spironolaktonem by proto méla byt pferuSena nejméné 3 tydny pred
stanovenim, aby se zabranilo interferenci.

U stanoveni vyuzivajicich protilatky existuje moznost interference
heterofilnich protilatek pfitomnych v pacientském vzorku. Pacienti,
ktefi byli pravidelné ve styku se zvifaty nebo podstoupili imunoterapii
nebo diagnostické procedury vyuzivajici imunoglobuliny nebo fragmenty
imunoglobulind, mohou produkovat protilatky jako napfiklad HAMA (Human
Anti-Mouse Antibodies - lidské protilatky proti mySim proteinim), které
interferuji pfi imunologickych stanovenich.

Takové interferujici protilatky mohou vést k chybnym vysledkim. Vysledky
pacientll, u nichz existuje podezfeni na pfitomnost takovychto protilatek,
posuzujte s opatrnosti.
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RIA 17 a - Hydroxyprogesterone
IM1452

IN VITRO RADIOIMUNOANAI,_YTICKI'E STANOVENIE
17a-HYDROXYPROGESTERONU V LUDSKOM SERE A
PLAZME

Na in vitro diagnostické pouzitie.

PRINCIP

Radioimunoanalytické stanovenie 17a-Hydroxyprogesterénu (17 OH-P) je
kompetitivne stanovenie. Tato sUprava sa mdze pouzit na stanovenie 17
OH-P

priamo v sére alebo EDTA plazme,

alebo na jeho stanovenie po extrakcii vzorky éterom, odpareni rozpustadla a
po naslednom rozpusteni suchych extraktov v nulovom kalibratore.

Vzorky séra alebo plazmy, extrakty, kontrolné vzorky a kalibratory sa inkubuju
s radioindikatorom 125l-oznatenym 17 OH-P v skimavkach potiahnutych
protilatkou. Po inkubacii sa obsah skumaviek vymyje, aby sa odstranil
nenaviazany oznaceny 17 OH-P. Viazana aktivita 125| sa potom meria na
gama-meraci. Zostroji sa kalibrana krivka a z nej sa odg¢itaju koncentracie
17 OH-P v neznamych vzorkach.

VYSTRAHA A OPATRENIA
Obecné poznamky:

*  Flasticky s kalibratormi a kontrolnymi vzorkami mézu byt otvorené ¢o
najkratSiu dobu, aby nedoSlo k neziaducemu odpareni roztoku.

* NemieSajte substancie zo suprav réznych Sarzi.

*  Ku kazdému radu stanoveni je treba vzdy stanovit novu kalibraénu
zavislost.

*  Doporucuje sa robit imunoanalytické stanovenie v duplikatoch.
»  Skumavky su iba na jedno pouZzitie.
Zakladné pravidla radiaénej bezpecnosti

Tato suprava obsahuje radioaktivny material, ktory mozu prijimat, skladovat
a pouzivat iba pracoviska, ktoré splfiaju platné zakonné predpisy upravujice
podmienky pre bezpecné nakladanie s otvorenymi radionuklidovymi ziariémi.
Pri praci s radioaktivnymi latkami dodrzujte nasledujuce pravidla:

*  V8etky radioaktivne latky sa musia skladovat' v pévodnom baleni a iba
na miestach k tomu uréenych.

. Nesmie sa pipetovat’ Ustami.

*  Prijem a spotreba radioaktivnych latok musia byt evidované.

*  Préace s radioaktivnymi latkami sa musia robit iba vo vyhradenych
priestoroch.

eV laboratériach uréenych na pracu s radioaktivnymi latkami je
zakazané jest, pit, fajcit, li¢it sa a pod.

*  Obalovy material, ktory nie je kontaminovany, mozno odlozit do
bezného odpadu az po odstraneni vystraznych napisov a znaciek.

»  Povrch pracovnych stolov, ktory by mohol byt kontaminovany, treba
pravidelne kontrolovat'.

« V pripade kontaminacie alebo uniku radioaktivneho materialu

postupujte podla stanovenych predpisov.
* Radioaktivny odpad likvidujte v sulade s platnymi zakonmi a
predpismi.
Azid sodny
Niektoré substancie su konzervované azidom sodnym. Azid sodny méze

reagovat' s olovom, medou alebo mosadzou za vzniku prislusnych vybusnych
azidov. Preto likvidované reagencie splachujte velkym mnozstvom vody.

Material l'udského pévodu

Material fudského pdvodu obsiahnuty v reagenciach tejto supravy mal
negativny test na pritomnost protilatok proti virusu HIV 1 a 2, virusu
hepatitidy C a proti povrchovému antigénu hepatitidy B (HBsAg). Ziadna z
dostupnych metod nedava stopercentnu istotu neinfekénosti. Je teda nutné
pracovat s tymito reagenciami ako s potencialne infek&nymi.

So vSetkymi vzorkami séra a plazmy musi byt manipulované ako s
potencialne infekénymi (hepatitis, alebo AIDS). VSetok vzniknuty odpad
treba likvidovat podfa platnych predpisov.

Etyléter
PI-IM1452-07

Etyléter je vysoko prchavé a horlavé rozpustadlo. Extrakcia a odparenie sa
musia robit' v digestoriu. Zabrarite styku s otvorenym ohriom. Nepipetujte
ustami.

KLASIFIKACIA RIZIK PODLA GHS

Premyvaci roztok (20x) NEBEZPECENSTVO

H360 Mo6Ze poskodit plodnost
alebo nenarodené dieta.

P201 Pred pouzitim sa oboznamte
s osobitnymi pokynmi.

P280 Noste ochranné rukavice,
ochranny odev a ochranné
okuliare/ochranu tvare.

P308+P313 Po expozicii alebo podozreni

z nej: Vyhladajte lekarsku
pomoc/starostlivost.
Kyselina borita 0,1 - 0,3 %
Dekahydrat boritanu
sodného 0,1 - 0,3 %

Bezpecnostny list je k dispozicii na strankach
techdocs.beckmancoulter.com

ZBER A PRIPRAVA, SKLADOVANIE A
RIEDENIE VZORIEK

Odoberajte vzorky krvi do skimaviek bez aditiv, alebo s EDTA.

*  Centrifugaciou oddelte od buniek frakciu séra alebo plazmy.

*  Vzorky séra a plazmy sa m6zu skladovat pri 2-8 °C, ak sa stanovenie
urobi do 24 hodin. Pri dlh§om skladovani treba vzorky zmrazit' pri
< -18 °C (maximalne 1 rok) najlepSie v alikvétoch, aby sa zabranilo
opakovanému zmrazovaniu a rozmrazovaniu. Rozmrazenie vzorky sa
vykonava pri izbovej teplote.

Ak maju vzorky vysSiu koncentraciu ako ma najvyssi kalibrator je
potrebné ich zriedit nulovym kalibratorom.

Hodnoty v sére a EDTA plazme pre 30 vzoriek (hodnoty v sére od 0,24 do
1,88 ng/ml) boli porovnané s vyuzitim supravy 17 OH-P RIA. Vysledky su
takéto:

[EDTA plazma] = 0,9026[sérum] + 0,0283,
R = 0,9747

POSKYTOVANY MATERIAL

Vsetky reagencie v suprave su stabilné do datumu exspiracie, uvedeného
na Stitku krabice, ak su skladované pri 2-8 °C. Datumy exspiracii uvedené
na Stitkoch jednotlivych zlozZiek sa vztahuju iba na dlhodobé skladovanie u
vyrobcu pred kompletizaciou suprav. Neberte na ne, prosim, ohlad.

Skladovacie podmienky pre €inidla po rekonstittcii alebo zriedeni su uvedené
v odseku Postup.

Skumavky potiahnuté protilatkou proti 17 OH-P: 2 x 50 skumaviek
(pripravené na pouZzitie)

17a-Hydroxyprogesterén oznaéeny 125I: 1 ffasticka 45 ml (pripravena na
pouzitie)

Frasti¢ka obsahuje ku driu vyroby menej ako 640 kBq 125| ozna¢eného 17
OH-P v timivom roztoku s proteinmi a farbivom.

Poznamka: Pripadny vyskyt zrazeniny v radioindikatore nema vplyv na
kvalitu stanovenia.

Kalibratory: 1 flasticka 2 ml, 5 ffasticiek 0,5 ml (pripravené na pouzitie)

Frasticky s kalibratorom obsahuju 0 az priblizne 50 ng/ml (0 az priblizne
151 nmol/l) 17 OH-P v ludskom sére s azidom sodnym (< 0,1 %). Presna
koncentracia je uvedena na Stitku kazdej flasticky. Kalibratory boli overené
voci internému referenénému Standardu.

Nulovy kalibrator (5 ml) je mozné objednat zvlast (cat. B23373).
Kontrolné vzorky: 2 flasticky; lyofilizaty.

Kontrolné vzorky obsahuju 17 OHP v ludskom sére s azidom sodnym (<0,1
%). Koncentraény rozsah o€akavanych hodnét je uvedeny na Stitku flasticky.
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Premyvaci roztok (20x): 1 ffasticka (50 ml).
Koncentrovany roztok sa musi pred pouzitim zriedit.

POTREBNY MATERIAL, KTORY SA
NEPOSKYTUJE

Okrem obvyklého laboratérneho =zariadenia je pre analyzu potrebné
nasledujice vybavenie:

Pre stanovenie:

* Presna mikropipeta (25 pl a 400 pl).

» Poloautomaticka pipeta (25 pl, 400 pl a 2 ml).
» Vibra¢né mieSadlo.

» horizontalna alebo orbitalna trepacka

* Vyveva.

+ gama-mera¢ kalibrovany na |

Pre extrakény krok (volitelné):

» presna mikropipeta (200 pl),
» Sklenené pipety (2,5 ml, 5 ml, 10 ml).
» Sklenené flasticky (od 6 ml do 15 ml).
» Sklenené skumavky na éterovu fazu.
» Odparka (typu Speed Vac) alebo 37 °C vodny kupel.
» Etyléter p.a.
POSTUP
Priprava reagencii
Vytemperujte vSetky reagencie na laboratornu teplotu.
Priprava kontrolnych vzoriek
Obsah flastiCiek sa rozpusti v objeme destilovanej vody uvedenej na etikete.
Pockajte 10 min a po rozpusteni jemne premieSajte, aby ste zabranili

peneniu pred pipetovanim. Uchovavajte rozpustené pri 2-8 °C az do
expiracie supravy.

Priprava premyvacieho roztoku

Obsah flasticky pridajte k 950 ml destilovanej vody a premieSajte. Zriedeny
roztok sa mdze skladovat pri 2-8 °C do datumu exspiracie supravy.

Extrakcia vzoriek (volitelna; vid' § Obmedzenia)

Poznamka: Extrakcia sa musi urobit v Cistych sklenenych flastickach alebo
skumavkéach vopred vyplachnutych éterom.

Pred stanovenim sa extrahuju iba vzorky; neextrahujte kalibratory.

» Pred extrakciou nechajte vzorky vytemperovat na lab. teplotu a riadne
ich premiesajte.

» Ocislujte pre kazdu vzorku jednu frasti¢ku.

» Napipetujte do odpovedajucich flasti¢iek po 200 pul vzorky.

» Pridajte 5 ml etyléteru do kazdej flasticky a dokladne uzavrite.

» Flasticky energicky premieSajte na miesSadle typu Vortex (2x po 1
minute).

» Nechaijte flastiCky na stole najmenej 5 min.

» Opatrne odoberte 2,5 ml organickej fazi tak, aby nedo$lo ku kontaminacii
vodnou fazou, a preneste ju do ocislovanych sklenenych skimaviek.

« Eterovt fazu nechajte Gplne odparit bud pomocou odparovada (napr.
typu speedvac), alebo viozenim skumaviek do vodného kupela
s teplotou 37 °C.

Poznamka 1: skumavky musia byt pevne pripevnené k stojanceku, pretoze
po odpareni éteru budu l'ah$ie a mézu odplavat.

V tomto $tadiu mozno skumavky so suchym extraktom uzavriet a skladovat
7 dni v chlade (2-8 °C) pred dalSou analyzou.

» Suché éterové extrakty rozpustite v 200 uyl. Doékladne premiesajte na
mieSadle (30 sek, 2000 rpm.) a nechajte stat 15 min a opat dékladne
premieSajte.

Poznamka 2: Ak je potrebny vacsi objem vzorky, miesto odobratie 2,5 ml
éteru zamrazte flasticky pri <-18 °C az kym vodna faza nezmrzne. Potom
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opatrne zlejte organicku fazu (5 ml) tak, aby nedos$lo ku kontaminacii vodnou
fazou. Odparte a rozpustite v 400 pl kalibratora 0.

Schéma postupu imunoanalytického stanovenia

Nechajte reagencie pred pipetovanim vytemperovat na laboratérnu teplotu.

Krok 1
Pipetacia
Do potiahnutych
skumaviek postupne
pridajte:

Krok 2
Inkubacia

Krok 3
Meranie
Pozorne odsajte obsah
kazdej skumavky (s
vynimkou 2 skumaviek
T).

2 x premyte 2 ml
premyvacieho roztoku
a odsajte.

25 yl kalibratora,
kontrolnej
vzorky,neznamej vzorky
Alebo 50 pl extraktu a
400 pl radioindikatora a’
PremieSaijte.

Inkubujte 120 minut
pri 18- 25 °C za
staleho trepania (=
280 kmitov/min).

Merajte 1 minatu
viazanu aktivitu (B)
a celkovu aktivitu (T)

*Napipetujte po 400 pl radioindikatora do 2 nepotiahnutych skimaviek na
zistenie celkovej aktivity (T)

VYSLEDKY

Vysledky sa ziskaju interpolaciou z kalibracnej krivky, ktora sa pouziva iba
pre analyzu tych vzoriek, ktoré sa inkubovali spolu s kalibratormi.

Kalibra¢na krivka

Vysledky boli na oddeleni kontroly kvality vypocitané prelozenim krivky
metddou spline. Na logit vertikélnu os sa vyniesli hodnoty B/T alebo B/B,
a na logaritmicku horizontalnu os koncentracie analytu v kalibratoroch
(ng/ml).

Iné metddy spracovania mézu davat mierne rozdielne vysledky.

Celkova aktivita: 179 362 cpm
Kalibratory 170H-P cpm (n=3) | BIT (%) B/B, (%)
(ng/ml)
0 0 55 975 31,21 100,0
1 0,12 44 882 25,02 80,18
2 0,40 31 190 17,39 55,72
3 1,90 12 557 7,00 22,43
4 12,5 2515 1,40 4,49
5 50,0 895 0,50 1,60

(Priklad typického stanovenia, nepouZivajte pre vypocet.)
Vzorky

Na vertikdlnu os naneste pre kazdu vzorku hodnoty B/T alebo B/B, a na
horizontalnej osi od¢itajte odpovedajuce koncentracie 17a-OH-progesteronu
v ng/mL.

Pri prepocte koncentracii z ng/ml na nM (nmol/l) vynasobte vysledky faktorom
3,026.

OCAKAVANE HODNOTY

Kazdé laboratérium by si malo stanovit' vlastny rozsah referenénych hodnét.
Uvadzané hodnoty sa ziskali od zdravych jedincov a su iba informacné.

Adults N | Median Min. Max. 25 % 97.5 %

percentil | percentil
(ng/ml)

Muzi 55 0,93 0,53 2,22 0,55 1,99

Zeny

Folikularna faza | 111 0,48 0,13 1,67 0,21 1,45

Lutealna faza 112 1,52 0,42 3,20 0,61 2,88

Preovulac¢ny pik | 22 1,39 0,54 2,04 0,55 2,01

Antikoncepcia 30 0,37 0,17 1,48 0,18 1,47

Zeny po 38 0,38 0,13 0,92 0,16 0,79

menopauze:

Tehotenstvo 1. 45 2,03 0,78 5,75 0,93 3,82

trimester

Tehotenstvo 2. 44 2,23 0,60 6,86 1,23 3,70

trimester

Detailné informacie o ocakavanych hodnotach detskych vzoriek
(zoradenych podrla veku a pohlavia) si uvedené v prilohe " APPENDIX*
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KONTROLA KVALITY

Spravna laboratérna prax predpoklada riadne a pravidelné pouzivanie
kontrolnych vzoriek, aby mohla byt zaistena kontrola kvality stanovenych
vysledkov. Kontrolné vzorky sa musia stanovovat Uplne rovhakym spdsobom
ako nezname vzorky a na vyhodnotenie vysledkov sa maju pouzit vhodné
Statistické metody.

V pripade zavazného poSkodenia obalu, alebo ak ziskané vysledky nie su
v zhode s analytickymi parametrami stanovenia, kontaktujte prosim nasich
odbornych pracovnikov. E-mail: imunochem@beckman.com

VYKONNOSTNE CHARAKTERISTIKY
(podrobnosti st uvedené v prilohe “APPENDIX”)

Vzorové data sluzia iba k informacnym ucelom.
jednotlivych laboratériach sa mozu lisit.
Citlivost’

Medza meratel'nosti (LoD): 0,07 ng/ml

Vysledky ziskané v

LoD pre 17 OH-P je 0,07 ng/ml, stanovena v sulade s odporuc¢aniami
v dokumente CLSI EP17-A2 [1] na zaklade podielu faloSne pozitivnych
vysledkov (a) menej ako 5 % a faloSne negativnych vysledkov (8) menej
ako 5 %; s vyuzitim stanoveni so 120 prazdnymi vzorkami a 120 vzorkami
s nizkou hladinou; medza prazdnej vzorky (LoB) je 0,04 ng/ml.

Specifita
Protilatka pouzivana pri
17-a-hydroxyprogesterdn.

tejto imunoanalyze je Specificka pre
Presnost’
Opakovatelnost’ a presnost’ v ramci laboratéria

Presnost analytického testu bola stanovena v sulade s odporu¢aniami
v dokumente CLSI EP05-A3 [2]. Pokial ide o opakovatelnost, pri vzorkach
séra boli zistené hodnoty variaéného koeficientu nizSie alebo rovné 10,5 %.
Pokial ide o presnost v rdmci laboratéria, pri vzorkach séra boli zistené
hodnoty variaéného koeficientu nizSie alebo rovné 12,8 %.

Spravnost’

Linearita

Analyticky test vykazoval linearnost od 0,12 do 50,88 ng/ml pri pouziti vzoriek
séra (stanovené v sulade s odporu¢aniami v dokumente CLSI EP06-A [3]).

PI-IM1452-07

Test riedenia

Vzorky séra s vysokou koncentraciou boli sériovo nariedené nulovym
kalibratorom. Percentualna vytaznost sa pohybovala v rozsahu od 95,7 %
do 119 %.

Test ,,recovery“

Do vzoriek séra boli pridané zname mnozstva 17 OH-P. Percentualna
vytaznost sa pohybovala v rozsahu od 100 % do 119 %.

Rozsah stanovenia (od LoD do najvyssSieho kalibratoru):
0,07 ng/ml az priblizne 50 ng/ml

OBMEDZENIA

NedodrzZanie indtrukcii uvedenych v tomto navode mdzZe viest k nespravnym
vysledkom.

Vysledky stanoveni by mali byt interpretované v sulade s celkovym klinickym
obrazom pacienta vratane anamnézy, udajov z dalSich testov a inych
vhodnych informacii.

Podrobnosti su uvedené v prilohe "APPENDIX".

Velmi malé deti (mladSie ako 6 mesiace) maju velmi vysoké hodnoty
170H-pregnenoloénsulfatu. V tomto pripade doporucujeme extrakciu vzorky
éterom pred vlastnym stanovenim 17 OH-P.

Aj ked bola zistena velmi nizka skrizena reakcia, mézu sa namerat’ vysoké
hodnoty 17-OHP u pacientov s pravidelnymi davkami spironolakténu. Terapia
spironolaktdbnom sa preto musi prerusit najmenej 3 tyzdne pred stanovenim,
aby sa zabranilo interferencii.

Pri stanoveniach vyuzivajucich protilatky existuje moznost interferencie
heterofilnych protilatok pritomnych v pacientskej vzorke. Pacienti, ktori
pravidelne prichadzali do kontaktu so zvieratami alebo uzivali imunoterapiu,
pripadne podstupili diagnostické procedury vyuzivajuce imunoglobuliny
alebo fragmenty imunoglobulinov, mézu produkovat protilatky, napriklad
fudské protilatky proti mysim proteinom (HAMA), ktoré interferuju pri
imunologickych stanoveniach.

Také interferujuce protilatky mézu mat za nasledok chybné vysledky.
Vysledky pacientov, u ktorych existuje podozrenie na pritomnost takychto
protilatok, posudzujte s opatrnostou.

40 of 56



RIA 17 a - Hydroxyprogesterone
IM1452

iNSAN SERUM VEYA PLAZMASINDA 17 o
a-HIDROKSIPROGESTERON’UN IN VITRO TESPITI IGIN
RADIOIMMUNOASSAY TESTTIR

in vitro diagnostik kullanim igindir.

PRENSIP

17 a-Hydroxyprogesterone (17 OH-P) radioimmunoassay kiti, bir yarisma
deneyidir. Ayni kit, 17 OH-P 6lgimi igin de kullanilabilir.

Ya dogrudan serum veya EDTAlI plazmada

Veya numune eter ve ¢6zlcl ile buharlastiriidiktan sonra ekstraksiyon
yapilarak ve sonra sifir kalibratorde tekrar ¢ézelti hazirlanarak

Serum veya plazma numuneleri, ekstrakte numuneler, kontrol ve kalibratorler,
antikor-kaplanmig tlplerde, tracer olarak 125l-isaretlenmis 17 OH-P ile
birlikte inkiibe edilirler. Inkiibasyon sonrasinda, tiip sivi icerigi yikanir.
Baglanmis radyoaktivite bir gamma sayacinda 6lgilir. Bir kalibrasyon egrisi
olusturulur ve bilinmeyen degerler interpolasyon yéntemiyle tespit edilirler.

UYARILAR VE ONLEMLER
Genel yorumlar:

+ Kalibratér ve kontrol siseleri, buharlagsmayi
mumkin oldugunca kisa sureli agik kalmahdir.

onlemek amaciyla

«  Farkh lotlardan kit reaktiflerini karigtirmayiniz.

*  Her deney igin bir standard egrisi dahil edilmelidir.

»  Testi duplike olarak calismak 6nerilmektedir.

. Her tlip sadece bir kez kullaniimahdir.
Radyasyon giivenligi i¢in temel kurallar

Satinalma, sahip olma, kullanma ve radyoaktif materyalin tasinmasi,
kullanilan Ulkenin ydnetmeligine tabidir. Radyasyon guvenliginin temel
kurallarina bagli kalinmasi, yeterli korumayi saglayacaktir.

*  Radyoaktif materyallerin bulundugu ortamda yeme, icme, sigara icme,
kozmetik uygulamas: gibi faaliyetler gergeklestiriimemelidir.

* Radyoaktif materyallerin pipetlemesi agizla yapiimamaldir.

+ Eldiven ve laboratuvar kiyafetleri giyerek, radyoaktif materyallerle
temasi onleyiniz.

. Radyoaktif malzemelerle ilgili butin islemler, kalabalik ortamlar ve
koridorlardan uzakta uygun bir ortamda gerceklestiriimelidir.

. Radyoaktif materyaller, bu malzemeler igin ayrilmis bir bolimde ve
kapall bir dolapta saklanmalidir.

*  Radyoaktif GrGnlerin girisi ve saklanmasi ile ilgili bir kayit glincel olarak
tutulmalidir.

. Kontaminasyona ugramis laboratuvar ekipmanlari ve tlpler, farkli
radyoizotoplarin ¢apraz kontaminasyonunu O&nlemek igin ayr
tutulmalidir.

*  Her bir radyoaktif kontaminasyon veya radyoaktif malzeme kayip
vakasi, belirlenen prosedurler izlenerek ¢ézilmelidir.

* Radyoaktif atiklar, tUlkenin kurallarina uyularak ele alinmali ve yok
edilmelidir.

Sodyum asit

Bazi reaktifler koruyucu olarak sodyum asit icermektedir. Sodyum asit,
kursun, bakir veya pirin¢ ile reaksiyona girebilir ve patlayici metal asitler
olusturabilir.  Reaktiflerin, lavabo ve boru sisteminden bol su akitilarak
giderilmesi gerekmektedir.

Insan kaynakli materyal

Bu kit icindeki insan kaynakh materyaller, HIV 1 ve HIV 2 antikorlar,
HCV antikorlari ve Hepatit B ylzey antijenleri (HbsAg) yoninden
negatif bulunmustur. Ancak, hastalik gegirebilecek materyal gibi islem
uygulanmalidir. Virts yoklugunu garanti edecek bir metod bulunmamaktadir.
Bu kiti, butiin gerekli 6nlemleri alarak kullaniniz.

Butliin serum ve plazmalara, hepatitler ve AIDS'’i gegirebilecek gibi islem
yapilmalidir. Atiklar, Glkenin kurallarina gore yok edilmelidir.

Etil eter
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Etil eter, cok ugucu ve tutusabilir organik bir ¢dézicudar.
evaporasyon, havalandirma gatisi (aspirator) altinda yapilmalidir.
temastan kagininiz ve agizla pipetleme yapmayiniz.

GHS TEHLIKE SINIFLANDIRMASI

Ekstraksiyon ve
Alevle

Yikama Cozeltisi (20X) TEHLIKE

H360 Dogmamis gocukta hasara
yol agabilir veya uremeye
zarar verebilir.

P201 Kullanmadan 6nce 6zel
talimatlar okuyun.

P280 Koruyucu eldiven, koruyucu
kiyafet ve g6z koruyucu/ylz
koruyucu kullanin.

P308+P313 Maruz kalma veya

bu durumdan endise
edilmesi HALINDE: Tibbi
yardim/bakim alin.

Borik Asit 0,1 - %0,3
Sodyum Borat Dekahidrat
0,1 - %0,3

Guvenlik Bilgi Formuna techdocs.beckmancoulter.com
adresinden ulasilabilir

NUMUNE TOPLANMASI, SAKLANMASI VE
DILUSYONU

Kani, kuru tiiplere veya EDTA igeren tuplere aliniz.

+  Serum veya plazmayi hiicrelerden santrifiijle ayiriniz.

. Eger test 24 saat icinde gerceklestirilecekse, serum ve plazma
numuneleri 2-8°C’de saklanabilir. Daha uzun siire saklanacaksa,
tekrar ¢6ziip dondurma islemini 6énlemek igin boéliiniiz ve dondurarak
(< -18°C, maksimum 1 yil) saklayiniz. Numune-lerin ¢ozdirilme
islemi oda isisinda gerceklestiriimelidir.

*  Eger numuneler en ylksek kalibratorden daha yiksek yodunluga
sahipse, sifir kalibrator ile seyreltiimelidir.

30 6rnegin (0,24 ile 1,88 ng/mL arasinda serum degerleri) serum ve EDTA'lI
plazma degerleri, 17 OH-P RIA kiti kullanilarak karsilastinimistir. Sonuglar
asagida verilmektedir:

[EDTA-plazma]=0,9026[serum] + 0,0283,
R=0,9747
SAGLANAN MALZEMELER

2-8°C’'de saklandiginda butiin reaktifler, kit etiketindeki son kullanma
tarihine kadar stabildir. Sise Gizerindeki son kullanma tarihleri sadece Uretici
tarafindan igeriklerin uzun sireli saklanmalari durumunda gegcerlidir.

Sulandirma veya seyreltme sonrasinda reaktif saklama kosullari Prosedir
paragrafinda belirtilmigtir.

Anti-17 OH-P antikor-kaplanmis tiipler: 2 x 50 tubes (kullanima hazir)

125l-igaretlenmis 17 a-Hidroksiprogesteron: 45 mL bir sigse (kullanima
hazir)

Sise Uretim tarihinde, proteinler ve boya
125l-isaretlenmis 17 OH-P’den, 640 kBq igerir.

Not: Tracer iginde olabilecek partikiller testin performansini etkilemez.

iceren tampon igindeki

Kalibratorler: 2 mL bir sige, 0,5 mL bes sise (kullanima hazir)

Kalibrator siseleri, sodyum azidli (<%0,1) insan serumunda 0 ila yaklasik
50 ng/mL (0 ila yaklasik 151 nmol/L) 17 OH-P igerir. Kesin konsantrasyon
her bir sise etiketinde belirtilmigtir. Kalibratérler, kurum ici referans standardi
ile dogrulanir.

Ayrica 0 kalibratdr (5 mL) siparis edilebilir (Kat.No B23373)

Kontrol serumu: iki sise (liyofilize)

Sise, insan serumu ve sodyum asit (<%0,1) igcinde 17 OH-P icerir. Beklenen
degerler, sise Uzerindeki etiketteki konsantrasyon araliginda belirtilmistir.

Sise igeriginin cozilmesi igin gereken volim etiketinde belirtiimistir. Beklenen
konsantrasyon araligi kit igcinde ayrica not olarak eklenmistir.
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Yikama soliisyonu (20x): 50 mL bir sise
Konsantre solusyon kullanmadan énce dilie edilmelidir.

GEREKLIi OLAN ANCAK SAGLANMAYAN
MALZEMELER

Standard laboratuvar ekipmanlarina ek olarak asagidaki
gerekmektedir:

malzemeler

Test igin:

» Hassas mikropipet (25 pL ve 400 pL).
* Yari-otomatik pipetler (25 pL, 400 pL ve 2 mL).
» Vorteks tipi mikser.
* Horizontal veya orbital shaker.
* Aspirasyon sistemi.
» 125 iyot icin gamma counter seti.
Ekstraksiyon asamasi igin (istege bagh):

» Hassas mikropipet (200 pL).
» Cam pipetler (2,5 mL, 5 mL, 10 mL).
+ Cam siseser (6 mL ile 15 mL).
» Eter dizeltme fazi icin cam tipler.
» Bubharlastirici (speedvac tipi) veya 37°C su banyosu.
+ Analitik sinif etil eter.
PROSEDUR
Reaktiflerin hazirlanmasi
Reaktifleri oda i1sisina getiriniz.
Kontrol serumlarinin hazirlanmasi
Siselerin igerigi etiketlerinde belirtilen miktarda distile su ile ¢ozilmelidir.
Distile su eklendikten sonra 10 dakika bekleyiniz ve kullanmadan &énce

kopliklendirmeden yavasca kanistirniz.  Cozilmis olan siseyi kitin son
kullanma tarihine kadar 2-8°C’de saklayinniz.

Yikama soliisyonunun hazirlanmasi

Sise igerigini 950 mL distile su igine bosaltiniz ve homojenize ediniz. Dilie
edilmis sollisyon, 2-8°C’de etiket Uzerindeki son kullanma tarihine kadar
stabildir.

Ekstraksiyon numuneleri (istege bagli; bakiniz § Sinirlamalar)

Not: Ekstraksiyon, eterle yilkanmig, temiz cam sise veya tlplerde yapiimalidir.

Testten dnce, sadece numuneler ekstrakte edilmelidir, kalibratorler ektrakte
edilmemelidir.

» Ekstraksiyona baglamadan 6nce, numuneleri oda isisina getiriniz.
* Her numune igin bir sise numaralandiriniz.

+ llgili tiiplere 200 pL numune pipetleyiniz.

* Her bir siseye 5 mL etil eter ekleyiniz. Dikkatlice kapatiniz.

» Siseleri iyice vorteksleyiniz (2x1 dakika).

» Siseleri 5 dakika bekletiniz.

» Akudz faz ile kontamine etmeden, organik fazdan 2,5 mL aliniz ve
numaralandirilmis cam tlplere aktariniz.

» Eter fazini evaporatoér (6r. speedvac tipi) ile veya tupleri 37°C su
banyosuna yerlestirerek tamamen buharlastirin.

Not 1: Tupler, test tip rack’ina iyice tutturulmus olmalidir. Cinkd, eterin
ucurulmasindan sonra tiipler hafifleserek yerinden ¢ikma riski vardir.

Bu asamada, kuru ektrakt iceren tiipleri kapatarak sogukta (2-8°C’de) 7 glin
saklamak ve teste ara vermek mimkinddir.

+ Kuru ekstraktlar 200 pL srfir kalibratér ile ¢dziiniz. lyice vorteksleyiniz
(30 saniye 2000 rpm), 15 dakika bekleyiniz, tekrar vorteksleyiniz.

Not 2: Eger daha fazla volim gerekiyorsa, organik fazdan 2,5 mL almak
yerine, akudz fazi <-18°C’de dondurarak 5 mL organik fazi akudz fazla
kontamine etmeden aliniz, buharlastiriniz ve 400 pL sifir kalibrator ile tekrar
¢ozlnuz.

Immunoassay prosediirii

PI-IM1452-07

Pipetlemeden 6nce biitlin reaktifleri oda i1sisina getiriniz.

Asama 1
Eklemeler
Antikor kaplanmig
tuplere dikkatlice
ekleyiniz:

Asama 2
Inkiibasyon

Asama 3
Sayim
Tuplerin igerigini
aspire ediniz (2 «total
sayim/dak» tlpleri
haric).
iki kez 2 mL yikama

sollsyonu ile yikayiniz.
Aspire ediniz.

120 dakika inklibe
ediniz 18 - 25°C
shakerda (=280 rpm).

25 L kalibratér, kontrol,
numune veya 50 pL
ektrakte ve
400 L tracer’

Karigtiriniz. Bagli sayim/dak (B) ve
total sayim/dak (T)yi
1 dakika sayiniz.

*Total sayim/dak’yi elde etmek igin 2 ek tlipe 400 pL tracer ekleyiniz.

SONUGLAR

Sonuglar, standard egrisinden interpolasyon yoluyla alinir. Egri,
kalibratorlerle ayni anda o6lgilen numunedeki 17 OH-P konsantrasyonunu
belirlemede hizmet eder.

Standard egrisi

Kalite kontrol bolimindeki sonuglar, logit dikey eksende B/T veya B/B, ve
logaritmik yatay eksende kalibratorlerin analit konsantrasyonu (ng/mL) ile
spline egri uydurma kullanilarak hesaplanmistir.

Diger veri indirgeme metodlari biraz farkli sonuglar verebilir.

Toplam etkinlik: 179.362 sayim/dak
Kalibratorler 170H-P sayim/dak BIT (%) B/B, (%)
(ng/mL) (n=3)
0 0 55.975 31,21 100,0
1 0,12 44.882 25,02 80,18
2 0,40 31.190 17,39 55,72
3 1,90 12.557 7,00 22,43
4 12,5 2.515 1,40 4,49
5 50,0 895 0,50 1,60

(Standard egrisi érnegi, hesaplamada kullanmayiniz)

Numuneler

Her bir numune igin, dikey eksende B/T veya B/B, yerini belirleyiniz ve
yatay eksende ona karsilik gelen 17 OH-P konsantrasyonunu ng/mL olarak
okuyunuz.

ng/mL’yi nmol/L’e (nM) dénistiurmek igin sonuglari 3.026 ile carpiniz.

BEKLENEN DEGERLER

Her laboratuvarin kendi normal degerlerini olusturmasi 6nerilmektedir.
Asagidaki degerler saglikli bireylerden alinmistir ve sadece yol gostericidir.

Adults N | Medyan| Min. Max. %2.5 %97.5
percentil| percentil

(ng/mL)

Erkekler 55 0,93 0,53 2,22 0,55 1,99

Kadinlar

Folikuler faz 111 0,48 0,13 1,67 0,21 1,45

Luteal faz 112] 1,52 0,42 3,20 0,61 2,88

Ovlilasyon 22 1,39 0,54 2,04 0,55 2,01

oncesi pik

Kontrasepsiyon | 30 0,37 0,17 1,48 0,18 1,47

Menopoz 38 0,38 0,13 0,92 0,16 0,79

sonrasi kadinlar

Hamileligin 1. 45 2,03 0,78 5,75 0,93 3,82

trimesteri

Hamileligin 2. 44 2,23 0,60 6,86 1,23 3,70

trimesteri

Cocuklar igin beklenen degerler (yas ve cinsiyete gore belirlenmis),
kullanma kilavuzunun “APPENDIX-EK” boliimiinde bulunabilir.

KALITE KONTROL

lyi laboratuvar uygulamalari, alinan sonuclarin kalitesini garanti altina
almak igin kontrol numunelerinin dizenli olarak kullaniimasini gerektirir. Bu
numuneler, aynen test numuneleri gibi kullaniimalidir ve sonuglarinin uygun
istatiksel metodlarla analiz edilmesi 6nerilmektedir.
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Paketteki bozulma veya alinan verilerde degisiklik oldugu durumlarda litfen
yerel distrib(itdriinizi arayiniz veya asagidaki e-mail adresini kullaniniz.
imunochem@beckman.com

PERFORMANS OZELLIKLERI
(daha fazla bilgi icin ekteki “APPENDIX-EK” veri formuna bakiniz)

Temsili veriler yalnizca 6rnek olarak verilmistir. Her bir laboratuarda elde

edilen performans farklilik gosterebilir.
Duyarlilik
Tespit limiti (LoD): 0,07 ng/mL

17 OH-P LoD’si 0,07 ng/mL'dir; bu deger 120 koér ve 120 dusik seviyede
ornekle tayinler yapilarak, %5’ten az yanlis pozitif (a) ve %5ten az yanhs
negatif (8) oranlarina dayanilarak CLSI belgesi EP17-A2'deki [1] kilavuz
ilkelerle tutarli bir sekilde belirlenmistir ve Kor Limiti (LoB) 0,04 ng/mL
degerindedir.

Ozgiilliik

immiinoanalizde kullanilan antikor 17-a-hidroksiprogesterona ézgidiir.
Kesinlik

Tekrarlanabilirlik ve laboratuvar i¢i kesinlik

Testin kesinligi, CLSI belgesi EP05-A3'teki [2] kilavuz ilkelerle tutarl sekilde
belirlenmistir. Tekrarlanabilirlik igin, varyasyon katsayilari serum érnekleri igin
%10,5 veya bu degerin altinda bulunmustur. Laboratuvar ici kesinlik igin,
varyasyon katsayilari serum ornekleri icin %12,8 veya bu degerin altinda
bulunmustur.

Dogruluk

Linearite

Serum 6rnekleri kullanildiginda testin 0,12 ile 50,88 ng/mL arasinda dogrusal
oldugu gosterilmistir (CLSI belgesi EP06-A'daki [3] kilavuz ilkeler ile tutarl
sekilde belirlenmistir).

Diltisyon testi

Yiksek konsantrasyonlu serum o&rnekleri sifir kalibratérle seri olarak
seyreltiimistir. Geri kazanim yiizdeleri %95,7 ile %119 arasinda olmustur.
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Diizeltme testi

Serum o6rneklerine bilinen miktarlarda 17 OH-P eklenmistir. Geri kazanim
yuzdeleri %100 ile %119 arasinda deg@ismistir.

Olgiim araligi (LoD’den en yiiksek kalibratore):
0,07 ng/mL ila yaklasik 50 ng/mL

SINIRLAMALAR

Bu kullanim kilavuzuna uyulmamasi, sonuglari belirgin olarak etkileyebilir.

Sonuglar, klinik hikaye, ek testlerden alinan veriler ve diger bilgilerin de
yeraldidi hastanin toplam klinik durumu 15131 altinda degerlendirilmelidir.

Daha fazla bilgi i¢in ekteki “APPENDIX-EK” veri formuna bakiniz.

Cok kigilk gcocuklarda (6zellikle 6 aydan kiiglik bebeklerde) ¢ok yiksek 17
OH Pregnenolone Siilfat seviyesine rastlanir. Bu durumda, 17 OH P testi
oncesinde ekstraksiyon onerilmektedir.

Spironolakton uygulamasindan sonra, ¢ok disiik gapraz reaksiyon ihtimaline
ragmen, hatali ylksek 17 OH-P seviyesine rastlanabilir. Bu sebeple,
interferans olmamasi igin, testten en az 3 hafta 6ncesinde spironolaktan
tedavisi kesilmelidir.

Antikor iceren testlerde, hasta serumu igindeki heterofil antikorlar tarafindan
interferans olasiligi bulunmaktadir. Hayvanlarla strekli etkilesimde bulunan
hastalar veya immunoterapi géren veya 6r. HAMA gibi immunoassay ile
etkilesim gdsteren immunoglobulinler veya immunoglobulin fragmanlarinin
kullanildigi tedavi géren hastalarda antikor olusturabilir.

Bu antikorlara
dikkatle

Etkilesime giren bu tur antikorlar hatali sonuglar uUretebilir.
sahip oldugundan siphe duyulan hastalarin sonuglarini
degerlendirin.

43 of 56



RIA 17 a - Hydroxyprogesterone
IM1452

HABOP OnA PAODUOUMMYHOJTOMTMYECKOI'O

IN VITRO ONPEOENEHUA 17
AJlbOA-TMOPOKCUNMPOIECTEPOHA B CbIBOPOTKE U
MNMA3ME KPOBU YEJIOBEKA

Ons gnarHocTukm in vitro.

nPAHUUN

PagnovmmmMyHonornyeckoe onpegeneHene 17
anbda-ruapokcunporectepoH (17 OH-P) OTHOCUTCS K KOHKYPEHTHbIM
BMAaM aHanusa. C nomowpblo AaHHOro Habopa MOXHO NPOBOAUTL
onpegenenve 17 OH-P

NS NpsSIMOTo onpefenexHus B cbiBopoTke unu nnasme (3ATA) kposu,

WM Ons aHanusa o6pasuoB Mnocne 3KCTpakuum adupom,
pacTBOpuUTENs M PacTBOPEHUS  CyXWUX  SKCTPAKTOB
KanuépaTopom.

ncnapeHua
«HyneBbIM»

AHanuavpyemMble 06pasLibl CbIBOPOTKM UMW Ma3Mbl KPOBU, PaCcTBOPEHHbIE
3hMpHbIe 3KCTPaKTbI, KanMbpPOBOYHbIE N KOHTPOSbHBIE MPOOLI UHKYGUPYIOT
¢ 1251 -17 OH-P B npobupkax, NOKpbITbIX aHTUTENamu. locne oKoH4YaHus
MHKYbaLmn copepxumoe MPOBMPOK yAansioT, OTMbIBAlOT HeCBA3aHHbIE
MeyeHble 17 OH-P 1 n3mepsioT cBA3aHHy0 akTMBHOCTb 125l. Pesynbrarthl
paccunTbIBaOTCA METOAOM MHTEPMNONALMM MO KannbpoBOYHOW KPUBOM.

NPEAYNPEXAEHUA U MEPbDI
NMPEAOCTOPOXHOCTHU

O6wue 3ameyaHus:

e ®nakoHbl C KanuBpaTopamMuM M KOHTPOMAMWU CrieqyeT OTKpbIBaTb
HEMOCPEACTBEHHO Mepes  WCMonb3oBaHueM, BO  usbexaHue
YPE3MEPHOro UCTIapeHUst.

*  He cmewmBaTb peareHTbl 3 HA6OPOB pa3HbIX CEPUN.

*  AHanus kKanubpoBOYHLIX M MCCriedyeMbIX NMPo6 J0MKeH NPOBOANTLCS
O[IHOBPEMEHHO.

*  AHanus pekomeHayeTcs NpoBoAnTL B Aybnmkarax.
*  TMpobupkK TONbKO AN OAHOPA30BOr0 NPUMEHEHNS.
OcHoBHbIe NpaBuia pagualunMoHHOM 6e3onacHoOCTU

MomyyeHne, WCMONb3OBaHWE W TPaHCMOPTUPOBKA  PaAMOaKTUBHBIX
mMaTepuanoB AOMKHbI MPOUCXOAUTb B COOTBETCTBUM C NMPUHSTLIMU B JAHHON
CTpaHe HopMamu paguaunoHHoO 6e30MacHOCTM Y CaHUTaPHLIMU NpaBunamu
paboTbl C paAnoaKTUBHLIMK BELLECTBAMY.

- B na6opatopusix 3anpeliaercs
Nomnb30BaTbCH KOCMETUKON.

npuHUMaTb

nuwy,  KypuTb,

* He nunetuposaTb pacTBOpbl PaANOaKTUBHBLIX BELLECTB PTOM.

* [ns orpaHuWYeHus KOHTaKTa C pagvoakTUBHbIMKM MaTtepuanamu
pekoMeHOyeTCAa UCNoNb30BaTh Pa3oBble nepdyaTku U na6opaTopHyro

cneuogexay.
* Bce ManunynsuMM C pagvoakTUBHLIMK - BellecTBamu  cregyet

nposoauTb B cneumanbHO 060py,D,OBaHHbIX Ana 3Toro noMeLleHunsXx,
yAarneHHbIX OT MeCT NOCTOAHHOIo I'Ipe6bIBaHI/I$| nogen.

. PagunoakTnBHble BellecTBa cneayetr XpaHuTb C UCNOJNb30OBaHMEM
KOHTBVIHepOB B cneunanbHO OTBEAEHHbIX ONd 3TOro MecTax.

*  Heobxognmo pernctpmposaTb
pafuoakTUBHBIX MaTepuanos.

nocrtynneHune n pacxoq

*  INabopatopHoe obopyaoBaHue 1 Nocyay criedyeT XpaHUTb OTAEMbHO,
YTOGbI NPEAOTBPaTUTL MX 3arpsi3HEHVE PaAMOaKTUBHLIMI N30TONaMM.

* TTro6on cnyqaﬁ PaanoakTUBHONO 3arpA3HeHna unn ucHesHoBeHUA
pagnoakTuBHOIro Marepuana AOIXeH paccMaTpuBaTbCca B
COOTBETCTBMN C 3aKOHOAOATENbCTBOM.

*  YTunusauus pagvoakTUBHbLIX OTXOAOB AOMMKHA OCYLLECTBMSTLCS B
COOTBETCTBUM C 3aKOHOAATENbCTBOM.

A3ua HaTpua

HekoTopble KOMMOHEHTHI Habopa copepaT as3ui HaTpus B KavyecTBe
KOHcepBaHTa. BcTynasi B peakumio o CBMHLIOM, MEAbO W NaTyHblo, asung

MaTtepuan 4yenoBe4YecKkoro NPOUCXOXAEHUA

Matepnan 4enoBe4yeckoro MPOUCXOXOEHMS, BXOASALWMAW B  COCTaB
KOMMOHEHTOB Habopa, He comepxuT aHtuten k HIV 1, HIV 2, HCV u k
NOBEPXHOCTHOMY aHTureHy Bupyca renatuta B (HBsAg). Tem He meHee,
HW OOWH U3 CyLLEeCTBYIOLNX METOAO0B aHanusa He MOXeT rapaHTMpoBaTb
NOSTHOro0 OTCYTCTBUS MHEKLMOHHBIX areHTOB B UCCreayeMoM martepuane.
Moatomy npu pabote c KoMnoHeHTamu Habopa crnepyeT cobniogaTtb
Heobxoaumble Mepbl NPegOCTOPOXKHOCTU.

C wuccnenyembiMyi obpasuamy CbIBOPOTKM WM Mna3mbl KPOBW crienyet
obpalartbest Kak ¢ NoTeHUManbHO MHAEKUNOHHBIM MaTeprarnom, MoryLmum
cogepxatb Bupycbl CIMWI n renatuta.  YTunusaumsi OTXOOOB AOSHKHA
OCYLLECTBMAATLCS B COOTBETCTBMMU C 3aKOHOAATENbCTBOM.

3tunoBbIN achup

OTVNoBbIN 3hUp KpariHe NMEeTyY U OrHeomnaceH. JKCTPaKUMI0 U ucnapeHue
admpa cneayeT NpoBOAUTL B BbITSHKHOM LUKadyy. M3beraTb OTKPBITOrO OrHs.
He nunetupoBaTb peareHTbl pTOM.

KNACCU®UKALINA ONMACHOCTEWU NO
CUCTEME CIC

MpombiBo4HbIN pacTBop OMNACHO!

(KOHLEHTPUPOBaHHbIV B

20 pas)
H360

MoxeT npusecTn

K HapyLleHuo
pPenpoayKTUBHON PYHKLUN
MNn HaHecTu Bpea pebeHky
B yTpobe martepu.

Mepen ncnonb3oBaHvemM
nonyynTb cneumarnbHble
WHCTPYKLMN.

HapeBatb 3alUMTHbIE
nepyaTku, 3aluTHY
odexnay, CpeacTsa 3aluThbl
opraHoB 3peHust / nuua.
MPW Bo3pencTeumn

WINN NOJ03PEHUN HA
BO3AeNCTBMNE: 0bpaTUThLEA
32 MEAVLUMHCKOW NMOMOLLbIO.
Bopras kucnora 0,1 - 0,3%
HaTtpus 6opart, gekarngpart
0,1-0,3%

P201

P280

P308+P313

MacnopT Ge3onacHOCTU JOCTYyMNeH Ha caiite
techdocs.beckmancoulter.com

NONYYEHUE, OBPABOTKA, XPAHEHUE U
PA3BED,EHI/IE OBPA3LIOB

CobpaTb KpoBb B YMCTbIe Cyxue Npobupkm nnm npobupku ¢ SATA.

* OTnenutb Cbl BOpOTKy/I'IJ'IaSMy oT KNeToK KpoBu

LeHTPUdYrMpoBaHUEM.

+  O6pa3subl CbIBOPOTKM 1 Nria3Mbl MOXHO XpaHuUTb npu 2-8°C B TeveHne
24 vacoB. [na Gonee ANUTENbHOTO XPaHEHWs MX HeobXoaMMo
pasgenuTb Ha anuKBoOTbl M 3aMOPO3nUTb Npu Temnepatype < -18°C,
o 1 roga. MN3beraTb NOBTOPHOIO 3aMOpPaXuBaHUS-pa3MOpaXmBaHus
npob. PasmopaxuBatb o06pasupl cnegyeT npuv  KOMHaTHOM
Temneparype.

«  Ecnu koHueHTpaums B o6pasLe NpesbiaeT 3Ha4eH!e KOHLEHTPaLmm
MaKcKUMmaribHoW KannBpoBoyHol npobbl, obpaseL, crieqyet pasesectut
HyneBbIM KanubpaTopom.

3HayeHUs1 KOHLEeHTpauuii B cbiBopoTke M B nna3me ¢ EDTA gnsa 30 npo6
(onana3oH KoHueHTpauuin B cbiBOpoTke — oT 0,24 po 1,88 Hr/mn)
cpaBHMBaNM co 3HayeHusmu Ans Habopa 17 OH-P RIA. TMonyyeHbl
cnepyoLme pesynbsrarTbl.

[Mna3sma ¢ EDTA] = 0,9026[cbiBopoTka] + 0,0283,

HaTpusi 0BpasyeT B3pblBOONacHble asuabl Metannos.  OTpaboTaHHble R = 0,9747
peareHTbl criefyet pa3daBnsTb GOMbLUMM KOMWYECTBOM BOAOMNPOBOAHOM

BOZbI, MOCIE YEro 1X MOXHO CMMBaTb B KaHanM3aumio.
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NPEAOCTABJIAEMbIE MATEPUATDbI

Bce peareHTbl cTabunbHbl npn 2-8°C 40 OKOHYaHWS Cpoka rogHoOCTM Habopa.
Cpokn rogHOCTH, YyKa3aHHble Ha 3TukeTkax (pnakoHOB C peareHTamu,
OTHOCATCS TOMBKO K MX XPaHEHMIO B MPON3BOACTBEHHBIX YCIIOBUSAX BNNOTb A0
MOMEHTa KOMMMekTauum Habopa 1 He pacnpoCTPaHSAOTCS Hanony4eHHyo
3aKa34MKOM MPOAYKLMIO.

YcnoBus XpaHeHNs peareHToB Nocre UX BOCCTAHOBNEHWS UMW pa3BedeHus
ykasaHbl B pasgene «[lpoueaypa».

Mpo6upkKn, nokpbiTble aHTUTenamm kK 17 OH-P: 2 x 50 wr.
MCMONb30BaHWUI0)

(roToBbI K

17a-M'mppokcunporecTepoH, meyeHblin 1251: oguH donakoH (45 mn) (roto
K MCMonb30BaHuio)

Ha paty nsrotoBneHus cpnakoH cogepxut <640 kbk 1251 meveHoro-17 OH-P
B Bycbepe ¢ 6enkom n kpacutenem.

Mpumeyanue: Hannune CryCTKOB B pacTBOp€e METKN He BITUAET Ha pe3dynbraTt
aHanuaa.

Kann6poBo4Hble Npobbl: oauH driakoH 2 Mn, NATbL dnakoHoB no 0,5
Mn (rOTOBbI K UCMOMb30BaHMIO)

®dnakoHbl ¢ kanubpatopom coaepxaT or 0 oo npubnuantensHo 50 Hr/mn
(ot 0 go npubnuautensbHo 151 HMonb/n) 17 OH-P B cbiBOpoTKE YenoBeka
c HaTtpus asngom (<0,1%). ToyHas KOHLUEHTpauus yka3aHa Ha ITUKeTKe
kaxgoro cpnakoHa. Kanubpatopbl NpoBepeHbl OTHOCUTENBHO BHYTPEHHErO
cTaHgapTHoro obpasua.

Hyneson kanubpatop (5 mMn) MoxeT ObiTb 3aka3aH otdenbHo (kaT. Ne
B23373).

KoHTponbHas cbiBopoTka: 2 ¢nakoHa (IModunnM3oBaHHble npenapartbl)

dnakoHbl cogepxat 17 OH-P B cbiBOpoTke 4enoBeka C asvgom HaTpus
(<0,1%). Obbem pasbaBuTens ykasaH Ha aTUKeTke drakoHa. Oxuagaemble
[AvanasoHbl KOHLEHTPaUui yKasdaHbl Ha BKnagbllwe.

MpombiBOYHbLIN pacTBOp (20x): 1 donakoH, 50 mn

KOHLeHTpMpOBaHHBIi 6bITh

Mcnonb3oBaHMEM.

HEOBXOAUMBIE, HO HE
NMPEAOCTABNAEMbBIE MATEPUAITDbI

Momumo ctangapTHOro na6opaTopHoro oGopy,qosava Heobxoaumo nMeTb
cnegywuiee:

pacTeop LOOIMKEeH pasBeneH nepen

Onsa npaMoro onpeaeneHunsa

* MuKporuneTku (25 mkn n 400 mkn).

* nonyaBTOMaTu4eckue nunetku (25 mkn, 400 Mkn v 2 mn).
* BWXPEBOW CMecuTEenNb Tuna vortex

* TOPW3OHTanbHbIN UNW opbuTanbHbIA BCTPsIXMBATESNb

* BOOOCTPYWMHbIA Hacoc

* raMMa-cHeTYnK Ans U3MepeHns akTueHocT 2

[ns akcTpakumm (Npu HeoBXoQNMOCTH) :

* Mukponunetku (200 mkr)
* CrteknsaHHble nuneTku (2,5 mn, 5 mn n 10 mn).
» CTteknsHHble dnakoHbl (0T 6 o 15 mn).
* CTeknsHHble NPOGUPKN AN OTAENEHUs OpraHNYeckoi gasbl.
* Wcnaputens gnsa admpa (Tvna Speed Vac) nnu sBogsHas 6aHs Ha 37°C.
* 3TMNOBBIV admp (4.4.a.)
NMPOLUEAOYPA
I'Ionro-rI;lBKﬂ)eareHToe
[loBecTn BCe peareHTbl 0 KOMHATHON TeMnepaTypsbl.
PacTBopeHMe KOHTPONbHbIX CbIBOPOTOK
Bo hnakoHbl BHECTU AUCTUNNMPOBaHHYIO Body B ob6bemMe, ykasaHHOM Ha
aTukeTke dnakoHa. Yepe3 10 MUHYT akKypaTHO nepemellarb, u3beras

obpasoBaHusl NeHbl. XpaHUTb BOCCTaAHOBIEHHble obpasupl npu 2-8°C o
OKOHYaHWSA cpoka rogHocTn Habopa.

PI-IM1452-07

MpuroTtoBneHne NPOMbIBOYHOr0 pacTBopa

TwartenbHO cMellaTb CoaepXuMmoe rakoHa C KoHueHTpatoMm u 950 mn
OUCTUNNUPOBaHHOM BoAbl.  [OArOTOBMEHHBIN K paboTe MPOMbIBOYHbLIN
pacTBOP MOXHO XpaHWTb Npu 2-8°C 0O OKOHYaHWSA CpoKa roaHOCTM Habopa.

AkcTpakumsa obpasuoB (Mpu Heo6xoaMMOCTH, cM. N. OrpaHnyYeHus)

BHuMaHue: SKCTpakuuio NPOBOASAT B YUCTbIX CTEKMSHHBIX (priakoHax wmim
npobGupkax, NpeaBapuTENbHO OMONMOCHYTbIX 3UPOM.

Mpouenypa aKcTpakumm HeobxoamMma TONbKO Ans 06pasuoB Mnasmbl UAv
CbIBOPOTKM KpoBUW. He akcTparnpoBaTtb kannbpoBoYHble Npobbl.

» MNepen akcTpakumen noBecTy o6pasubl 4O KOMHATHON TeMnepaTypbl U
XOPOLLO nepemeLlaThb.

» MpomapkupoBaTb MO OZHOMY CTEKNsSIHHOMY hnakoHy ANns Kadoro
obpasua.

* B cootBetcTBYIOWME riakoHbl BHeCTH no 200 MKN aHanusmpyembix
o6pa3uos.

» Bo Bce chnakoHbl 406aBUTbL MO 5 Mn 3TUNOBOro aghmpa M TwaTenbHO
3aKpbITb UX NpoGKkamMm.

* VIHTEHCMBHO nepemellaTb COAEPXUMOE rakoHOB Ha BMXPEBOM
cmecuTene (2 x 1 MuHyTe).

* OcTaBuTb (NakoHbl Ha CToMe Ha 5 MUHYT.

* AkkypaTHO oTobpatb 2,5 MNn opraHuyeckow gpakuumn 6e3 3arpsa3HeHus
BOAHOW (hpakumuein N NOoMecTUTb B NMPOMAPKMPOBAHHbIE CTEKMNSHHbIE
npooupKy.

» [MonHocTblo ncnapuTe ¢asdy acmpa nMbo ucnaputenem (Hanpumep,
ucnaputenem tuna speedvac), nubo nomectTus Npobupku B BOASHYHO
6aHto 37°C.

BHumaHue: I'IpOﬁVIpKM [OIMKHbI BbITh HAAEXHO 3aKpensneHbl B WTatuee, T.K.
nocne ncnapeHusa 3cb|/|pa OHW CTaHyT nerye U Ha4HyT BCNIbiBaTb.

Ha aToin cTagmn BbINOMHEHME aHanmMa3a MOXHO MPUOCTaHOBUTL. 3aKpbiTble
npobkamu NpPoBUPKU C CyXMMU IKCTPAKTaMU MOXHO XpaHuTb npu 2-8°C B
TeyeHne 7 OHen.

* B npobupku c cyxumm askctpaktamu BHecTu no 200 MKM HyneBoro
kanubpatopa. TwartensHoO nepemMellaTb COAEPXUMOE NpPOGUPOK
Ha BuxpeBoM cmecutene (30 cek., 2000 o6/mMuH), uyepe3 15 cek.
MepemelunBaHne NOBTOPUTL.

Mpumeyvanne: Ecnn Heobxoanm o6bemM opraHuyeckor dpakumm bonble 2,5
M, BblAepxatb donakoHbl npu <-18°C fo 3amep3aHus BOAHOW bpakumm,
akKypaTHO oTobpaThb 5 M opraHuyeckon dpakumm 6e3 3arpsi3HeHnst BOAHON
dpakumen, Boinaputb 1 4obasuTb 400 MK Hynesoro kanubpaTopa.

PaﬂMOMMMyHOJ‘IOI’M‘-IeCKVIﬁ aHanus

Mepen ncnons3oBaHneM JOBECTU peareHTbl 4O KOMHaTHOW Temnepartypbl.

Cragusa 1 Cragusa 2 Cragusa 3
BHeceHue peareHTOB WHkyb6aums U3mepeHune
pe3ynbTaToB

B nokpbiTble
aHTUTEenaMu Npobupku

TwarensHO yganutb
cogepXkmmoe npobupok

rnocnegosarernbHO (kpome npob T).

BHECTU:

25 mkn WHky6uposaTb 120 MpoMbITe Npobupkm
KanubpoBOYHbIX, MUHYT npu 18-25°C 2 pa3a no 2 mn
KOHTPOIbHBIX U W nocTtostHHOM NMPOMbIBOYHOIO
aHanuanpyembix BCTpsixvBaHum (=280 pacTtBopa. Yaanutb

npo6, unu 50 mkn 06/MuH). XNOKOCTb.

3KCTPaKTOB U
400 MKn MeTKU U’
Mepemeluarts. M3mepuTb CBA3aHHYIO
(B) n obuwyto (T)
aKTMBHOCTL "2
(vmn./MWH.) B TeYeHue
1 MUHYTHI.

*B ABe pononHutenbHble NPobupkn Ansa onpegeneHus obwero cuyeta (T)
BHecTM no 400 MKN MeTKWN.

PE3YJIbTATbI

PesynbtaThl paccynTbiBalOT METOAOM WHTEPMONALMKU MO KannbpoBO4HOWM
KPVBOW, NOMYyYEHHOW OAHOBPEMEHHO C aHanM30M HEM3BECTHbIX 06pas3LoB.
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Kanu6poBouHasi KpuBas

Pesynbtatbl B OTOENEHWM  KOHTPOMs  KadyecTBa  paccuutaHbl €
ucrnonb3oBaHnem nopbopa kpueoW «cradH» ¢ B/T unu B/B, no
NOrMCTUYECKON  BEpPTUKaNbHOW OCM U KOHUEHTpauuen aHanuta

KanmbpaTopoB no fnorapmMnYeCcKon ropu3oHTanbHON ocu (Hr/mn).

,EI,pere meToapl obcyeTa MOryT [OaBaTb HECKOJIbKO oOTnnyarowmeca

pesynbrarhl.
O6wasa aktTuBHocTb: 179 362 umn/mMuH
Kann6patopei 170H-P Nmn./muH. BIT (%) B/B, (%)
(Hr/mn) (n=3)
0 0 55 975 31,21 100,0
1 0,12 44 882 25,02 80,18
2 0,40 31 190 17,39 55,72
3 1,90 12 557 7,00 22,43
4 12,5 2 515 1,40 4,49
5 50,0 895 0,50 1,60

(Mpumep munuyHoU kanubposoyHoU Kpueoul. He ucronb3oeame 0ns
obcuema pesynbmamos.)

O6pa3ubl

[na kaxporo obpasua HanWTM Ha BepTUKanbHOW OCKU KanMbpoBOYHOrO
rpadmka 3HadeHne B/T wnm B/By,, a Ha ropusoHTanbHOW ocu
COOTBETCTBYIOLLYIO KOHUeHTpauuo 17 OH-P.

[ns nepeBoaa KOHUEHTPaLUMWiA M3 HI/MI B HMOSb/M, HYXHO YMHOXWTb
nonyYeHHbIi pesynerart Ha 3,026.

OXWAOAEMbIE 3HAYEHUA

B kaxgoi nabopatopun pekoMeHayeTcs YyCTaHOBUTb COOCTBEHHbIE YPOBHMU,
COOTBETCTBYIOLLME HOPMaSbHLIM. TPUBEAEHHbIE HIXKE 3HAYEHUS SBRSIIOTCS
OPVEHTUPOBOYHBIMU.

Adults N |[Cpeansisi MuH. Makc. 2.5% 97.5%
nepceHTUNH nepceHTuny

(Hr/mn)

My>XYMHbI 55 0,93 0,53 2,22 0,55 1,99

YKeHLWmnHbI

donnukynsapHas | 111 0,48 0,13 1,67 0,21 1,45

dasa

JTloTenHoBas 112 1,52 0,42 3,20 0,61 2,88

dasa

MpeoBynsiTOpHbIV | 22 1,39 0,54 2,04 0,55 2,01

nuK

Mpu 30 0,37 0,17 1,48 0,18 1,47

KOHTpauenumu

YKeHwuHbl B 38 0,38 0,13 0,92 0,16 0,79

MeHonayse

1 TpumecTp 45 2,03 0,78 5,75 0,93 3,82

6epemMeHHOCTH

2 TpumecTp 44 2,23 0,60 6,86 1,23 3,70

6epeMeHHOCTH

MoppobHasa uHdopmMauusa O OXMAaeMbIX 3HAYeHUW neguaTpUyecKux
o6pa3uoB (OTCOPTUPOBaHHbLIX MO BO3pacTy WM nony) nNpuBeAeHbl B
pasnene APPENDIX.

KOHTPOJIb KAHECTBA

B cootBetcTBUM C TpeboBaHusmu Good laboratory practices ans KoHTpons
KayecTBa MPOBOAMMBIX WCCIIEAOBaHWI CrEeAyeT PerynsipHo MCronb3oBaTh
KOHTpOmnbHble 00pa3ubl, KOTOpble [OMKHbI MNPOXOAUTL TE Xe CTaauu
aHanu3a, 4YTo ¥ aHanusupyemble NpoGbl. PesynbTaTbl KOHTPONs KadecTsa
pekomeHayeTcst o6pabaTbiBaTh C NOMOLLBIO CreLnanbHbIX CTaTUCTUHECKUX
MeTOof0B.

B Cllydae Cepbe3HOro noBpexaeHnsa YnakoBKWU, mnn B cnydvae
HeCoOoTBEeTCTBUA nony4yeHHbIX pesynbraTtoB aHanuTun4yecknum
XapakTtepuctukam 06paTI/ITer, nox(any|7|CTa, K Hawum cneuynanucram.

E-mail: imunochem@beckman.com unu beckman.ru@beckman.com
TEXHUYECKUE XAPAKTEPUCTUKU
(Bonee nodpobHas uHgopmayusi npueedeHa e pasdene “APPENDIX”)

Perlpe3eHTaTI/IBHble OaHHble  npeaocTaBlieHbl UCKNKO4YUTENbHO  ONA
nosicHeHui. Nokasatenu, nony4eHHble B KOHKpeTHOMn na60paTopvw|, MoryT
oTnn4yaTbCs.
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YyBCcTBUTENBLHOCTb
Mpepen yysctBuTEenbHocTU: 0,07 Hr/mn

Mpepen o6Hapyxenus 17 OH-P, 0,07 Hr/mn, onpegeneH cornacHo
pekoMeHpaumsm pokymeHta EP17-A2, nogrotoBneHHoro CLSI [1], Ha
OCHOBaHWWN COOTHOLLIEHUI FTOXHOMOMOXUTENbBHBIX pe3ynsTaTtoB (a) MeHee
5% un noxHooTpuuatenbHbIX pe3ynbTaTtoB () MeHee 5%; Ans onpegenexHus
ncronb3oBaHo 120 xonocTeix Mpob 1 120 Npo6 ¢ HM3KON KOHLEHTpauunen;
npenen 6naHka (LoB) coctasun 0,04 Hr/mn.

CneuuduyHoCcTb

AHTUTENO, ncnonb3yemoe B WMMYHONOrM4eCKOM aHanuse, 4dBndeTcda

cneundunyHbiM ansa 17-a-rugpokcunporectepoHa.
BocnpousBogMmocTb
CxoAMMOCTb U BHyTpunabopaTtopHas NpeLun3noHHOCTb

To4HOCTb UCcneoBaHWs ONpeaensieTcs B COOTBETCTBUN C peKOMeHAaLUsaMm
nokymeHTa EP05-A3, n3gaHHoro MIHCTUTYTOM KNMHUYECKMX 1 NabopaTopHbIX
ctangaptoB (CLSI) [2]. KoadhdmumeHTsl Bapuauum npu oLeHKe CXOANMOCTH
pesynbsratoB Ans npob cbiBOpoTkM He npeBbiwatoT 10,5%. KoadduumeHTs
Bapvauun npu oueHke BHyTpunabopaTopHOW Npeuu3voHHOCTU Ans Npob
CbIBOPOTKM He npesbiwatoT 12,8%.

To4HOCTb
JInHenHoCTbL

JInHerHOCTb pe3ynbTaToB aHanusa coxpaHsnacb B gvanasoHe ot 0,12 go
50,88 Hr/mn ¢ ncnonb3oBaHWeM Npob CbIBOPOTKM (ONpeaeneHne npoBogunm
cornacHo pekomeHgaumam gokymenta EP06-A, nogrotosnenHoro CLSI [3]).

TecT Ha pa3BeaeHue

MpoGbl CbIBOPOTKM C BbICOKOM KOHLEHTpaLIMEN NocrieqoBaTenbHO passoamnu
HyneBbIM kanubpaTopoM. [MpoLEeHT BOCCTaHOBNEHUSI HAXOAMIICS B Npeaenax
oT 95,7% po 119%.

TecT Ha OTKpbITUE CTaHAAPTHON f06aBKM

B npo6ebl cbiBopoTkM fobaBunu nssectHoe konuyectso 17 OH-P. MpoueHT
BOCCTaHOBIeHUs Haxoguncs B npegenax ot 100% o 119%.

Ouana3oH wu3amepeHun (OoT npegena obGHapyxeHa [0 HauBbICLLEN
KOHLeHTpaummn kannbpaTopa):

oT 0,07 Hr/mn go npubnuantenbHo 50 Hr/mn

OrPAHUYEHUSA

HapyLueHMe MEeTOANKN NpoBeAeHNA aHanmn3a MOXeT NPUBECTU K UCKaXKeHUo
pe3ynbraTtoB UccrnenoBaHuA.

PesynbraTthl onpegeneHuns 4omkHbl 6biTb MHTEPNPETMPOBaHLI B cBETE 06LLEi
KIMUHNYECKON KapTVHbI NauueHTa, BKIoYas aHaMHes, AaHHbIe ApYyrviX TECTOB
1 NOAXOAALLYIO UHYIO MHGOPMaLMIO.

Bonee nogpobHas nHdopmauus npueegeHa B pasgene APPENDIX.

Y o4eHb ManeHbkMx AeTen (B 4YaCTHOCTM, B BO3pacTe A0 6 mecsues)
HabntogaeTcst oveHb Bbicokui ypoBeHb 17 OH-nperHeHonoH-cynbdarta. B
TaKUx Cryyasix peKoOMeHAyeTCcsi MPOBOAWUTb aHanu3 C npeaBapuUTENbHON
akcTpakumen 17 OH-P acbupom.

HecMOTpsi Ha HU3KYI0 MPEKPECTHYI peakuuio, y MNauueHTOB, PerynsipHo
nonyy4arLLnx CNMPOHONAKTOH, MOryT HabMioAaTbCA NOXHO 3aBblLEHHbIE
ypoBHun 17 OH-P. B 3TOM CBS3W ne4veHuMe CnMPOHONAKTOHOM HYXXHO
npekpaTuTb He MeHee YeM 3a TPU Hedenu 4O NPoBeAeHUs aHanmsa.

Mpu BbLINONMHEHWM aHanU3oB C WCMOMb30BAHWEM aHTUTEN BO3MOXHA
MHTepdepeHUns reTepodunbHbIMM aHTUTenamm B npobe nauveHTa. Y
NaLMeHTOB, MMEIOLLMX NMOCTOSIHHBINA KOHTAKT C XKMBOTHBIMW U NMPOXOANBLLNX
MMMyHOTEpanuio UNu AuarHocTuyeckne npoueaypbl C UCMONb30BaHWEM
MMMYHOrMoBYnNMHOB UNK 1x oparMeHToB, MOryT BbipabaTbiBaTbCA aHTUTENA
(r.e. HAMA), koTopble BNUSOT Ha pe3ynbTaTbl UMMYHHOTO aHanuaa.

MHTepCbepeHLl,Mﬂ CO CTOPOHbI 3TUX aHTUTENT MOXET NPUBECTU K NONy4YEeHUo
OLLUMBOYHBIX pe3ynbraToB. TwarensHo I'IpOBepFlI?ITe pe3ynbraTtbl aHanm3oB
nauyneHToB C NoAo3peHnemM Ha Hann4vne aTux aHTuTen.
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RIA 17 a - Hydroxyprogesterone
IM1452

RADIOIMUNOTEST ZA IN VITRO ODREDIVANJE 17 alfa
— HIDROKSIPROGESTERONA U HUMANOM SERUMU

| PLAZMI

Za in vitro dijagnosti¢ku upotrebu.

PRINCIP

Imunoradiometrijski test za odredivanje 17 alfa—Hidroksiprogesterona je
kompetitivni test. Isti test moZe da se koristi i za merenje 17 OH-P:

direktno iz seruma ili EDTA plazme,

ili posle ekstrakcije uzorka etrom i evaporacije rastvaraa, praceno

resuspenzijom u nultom kalibratoru.

Uzorci seruma, plazme, ekstrakti, kontrole i kalibratori se inkubiraju sa
17 OH-P, obeleZenim sa '®| u epruvetama obloZenim antitelom. Nakon
inkubacije, sadrzaji epruveta se ispiriraju da bi se uklonio nevezani 17
OH-P obelezen sa '®|. Nakon toga se svakoj epruveti dodaje rastvor koji
sadrzi drugo monoklonalno antitelo obeleZeno sa '®I. Vezana radioaktivnost
se onda odreduje pomoc¢u gama broja¢a. Dobija se kalibraciona kriva a
nepoznate vrednosti se odreduju interpolacijom standardne krive.

UPOZORENJE | MERE OPREZA
Opste napomene:

*  Bocice sa kalibratorima i kontrolama treba da budu otvorene sto je
krace moguce da bi se izbeglo prekomerno isparavanje.

* Ne mesati reagense iz kitova razli¢itih lotova.

»  Standardna kriva mora biti obuhvac¢ena sa svakim testom.

. Preporuceno je da se imunotest izvodi u duplikatu.

*  Svaka epruveta mora da se upotrebi samo jedanput.
Osnovna pravila bezbednosti od radijacije

Kupovina, posedovanje, upotreba i prenos radioaktivnog materijala je
predmet regulative zemlje korisnika. Pridrzavanje osnovnih pravila
bezbednosti od radijacije treba da obezbedi adekvatnu zastitu:

. Ne treba jesti, piti, pusiti ili nanositi kozmetiku u prisustvu radioaktivnih
materijala.

. Ne pipetirati radioaktivni rastvor ustima.

* lzbegavati svaki kontakt sa radioaktivnim materijalom upotrbom
rukavica i laboratorijskog kombinezona.

» Sva manipulacija radioaktivnim supstancama treba da se obavi u
odgovarajuc¢em prostoru, udaljenom od hodnika i drugih prometnih
mesta.

* Radioaktivni materijali treba da se Cuvaju u kontejnerima koji su
obezbedeni u ozna¢enom prostoru.

»  Zapis o prijemu i skladiStenju svih radioaktivnih proizvoda treba da se
vodi azurno.

*  Laboratorijska oprema i stakleno posude koje je podlozno
kontaminaciji treba da budu razdvojeni da bi se izbegla unakrsna
kontaminacija razli¢tim radioizotopima.

+ Svaki sluc¢aj radioaktivne kontaminacije ili gubitka radioaktivnog
materijala treba da bude reSen u skladu sa ustanovljenim
procedurama.

* Postupanje sa radioaktivnim otpadom treba da bude u skladu sa
pravilima utvrdenim u zemlji korisnika.

Natrijum azid

Neki reagensi sadrze natrijum azid kao konzervans. Natrijum azid moze da
reaguje sa olovom, bakrom ili mesingom i da formira eksplozivne metalne
azide. Odbacivati reagense ispiranjem sa velikom koli¢inom vode kroz
odvodni sistem.

Materijali humanog porekla

Materijal humanog porekla, sadrzanog u ovom kitu, je negativan na prisustvo
antitela na HIV 1 i HIV 2, antitela na HCV, kao i na Hepatitis B povrsinski
antigen (HBsAg). StaviSe, sa njima treba rukovati kao da su moguci
prenosnici bolesti. Ni jedna poznata metoda testiranja ne moze u potpunosti
potvrditi da virus nije prisutan. Rukujte sa ovim kitom sa svom neophodnom
predostroznoséu.
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Sa svim uzorcima seruma i plazme treba postupati kao da su sposobni za
prenos hepatitisa ili AIDS-a tako da otpad treba odlagati u skladu sa propisima
drzave.

Etil-etar
Etil etar je opasan i veoma zapaljiv organski rastvarac. Ekstrakcija i

evaporacija moraju da se obavljaju u ventiliranom prostoru. I1zbegavati svaki
kontakt sa plamenom i ne pipetirati reagense ustima.

GHS KLASIFIKACIJA OPASNOSTI

Rastvor za ispiranje OPASNOST
(20X)
H360 Moze da osSteti plodnost ili
nerodeno dete.
P201 Potrebna su posebna
uputstva pre upotrebe.
P280 Nositi zastitne rukavice,
zastitnu odecu i zastitna
sredstva za ocillice.
P308+P313 AKO ste izlozeni ili zabrinuti:

Potrazite medicinski
savet/misljenje.

Borna kiselina 0,1 - 0,3%
Natrijum-borat dekahidrat
0,1-0,3%

Bezbednosni list je dostupan na internet adresi
techdocs.beckmancoulter.com

PRIKUPLJANJE UZORAKA, OBRADA,
SKLADISTENJE | RAZBLAZIVANJE

Krv sakupljati u suvim epruvetama sa EDTA.
»  Odvojite serum ili plazmu od ¢elija centrifugiranjem.

*  Uzorci seruma i plazme se mogu ¢uvati na 2-8°C, ako se test izvodi u
okviru 24 sata. Za duze skladiStenje drzite ih zamrznutim (na < -18°C
najvise godinu dana) nakon alikvotiranja kako bi se izbeglo ponovljeno
zamrzavanje i odmrzavanje. Odmrzavanje uzorka se treba izvoditi na
sobnoj temperaturi.

«  Ako uzorci imaju koncentraciju vec¢u od najveéeg kalibratora onda se
oni moraju razblaziti nultim kalibratorom.

Vrednosti za serum i EDTA plazmu za 30 uzoraka (vrednosti za serum u
opsegu od 0,24 do 1,88 ng/ml) uporedene su pomocu 17 OH-P RIA kompleta.
Rezultati su slededi:

[EDTA-plazma] = 0,9026[serum] + 0,0283,

R = 0,9747
ISPORUCENI MATERIJALI

Svi reagensi kita su stabilni do isteka roka oznacenog na etiketi kita, pod
uslovom da se €uvaju na 2-8°C. Rokovi odStampani na etiketama bocica
vaze za dugoro¢no skladistenje komponenti samo od strane proizvodaca,
pre sastavljanja kita. Ovo ne uzimajte u obzir.

Uslovi skladiStenja za reagense nakon rekonstitucije ili razblazivanja
navedeni su u proceduri u odeljku.

Epruvete oblozene Anti-17 OH-P antitelima: 2 x 50 epruveta (spremnih
za upotrebu)

125 obelezen anti-17 OH-P: jedna boéica (45 ml) (spremna za upotrebu)

Bogica sadrzi <640 kBq, na dan proizvodnje, od '®l-obelezenog 17 OH-P u
formi te€nosti koja sadrzi proteine i boju.

Napomena: Povremeno prisustvo grudvica u obelezivacu ne utiCe na
performansu testa.

Kalibratori: jedna boéica 2 ml, pet boc¢ica 0,5 ml (spremno za upotrebu)

Bocice kalibratora sadrze od 0 do oko 50 ng/ml (0 do oko 151 nmol/l) 17 OH-P
u humanom serumu sa natrijum azidom (<0,1%). Tacna koncentracija je
navedena na nalepnici svake bocice. Kalibratori su potvrdeni prema internom
referentom standardu.

Nulti kalibrator (5 ml) se moze takode posebno poruciti ( kat.br. #823373)
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Kontrolni uzorci: dve bocice (liofilizovane)

Bocice sadrze 17 OH-P u humanom serumu sa natrijum azidom (<0,1%).
Zapremina za rekonstituciju je navedena na etiketi na bocici. Ocekivane
vrednosti su u opsegu koncentracije navedenim na dodatku.

Rastvor za pranje (20x): jedna bocica od 50 ml
Koncentrovani rastvor mora da se razblazi pre upotrebe.

POTREBNI MATERIJALI KOJI NISU
OBEZBEDENI

Pored standardne laboratorijske opreme, potrebne su sledece stavke:
Za test:

* Precizne mikropipete (25 pl and 400 pl).
» Poluautomatske pipete (25 pl, 400 pl i 2 ml).
» Vorteks tip miksera.
» Horizontalna ili kruzna mesalica.
« Aspiracioni sistem.
+ Gama brojag za '%I
Za korak ekstrakcije (opcionalno):

* Precizna mikropipeta (200 pl).
+ Staklene pipete (2,5 ml, 5 mli 10 ml).
» Staklene bogice (od 6 ml do 15 ml).
» Staklene epruvete za uspostavljanje etarske faze.
» Evaporator (tip Speedvac) ili vodeno kupatilo na 37°C.
» Analiticki graduisan etiletar.
POSTUPAK
Priprema reagenasa
Neka svi reagensi dostignu sobnu temperaturu.
Rekonstitucija kontrolnih uzoraka
Sadrzaj bocica se rekonstituiSe sa zapreminom destilovane vode navedenoj
na etiketi. Sacekati najmanje 10 minuta i blago mesati da se izbegne

penusanje pre nanoSenja. Cuvati rekonstituisane alikvotirane kalibratore na
temperaturi 2-8°C sve do roka upotrebe kita.

Priprema rastvora za pranje

Sipati sadrzaj bocCice u 950 ml destilovane vode i homogenizirajte ga.
Razblazen rastvor se moze Cuvati na 2-8°C do isteka roka upotrebe.

Ekstrakcija uzoraka (opcionalno, videti Ograni¢enja)
Napomena: ekstrakcija se radi u Cistim staklenim bocicama ili epruvetama,
prethodno ispranim etil-alkoholom.

Ekstrakcija uzoraka se radi pre testiranja,
kalibratora.

nemojte raditi ekstrakciju

* Neka svi uzorci distignu sobnu temperaturu i dbor ih promeS$ati pre
ekstrakcije.

» Po jedan broj na bocici za svaki uzorak.

« Staviti po 200 pl svakog uzorka u odgovoarajuéu bogicu.
» Dodati po 5 ml etil etra u bocice. Pazljivo zatvoriti.

« Intenzivno voretksirati bo€ice (2 x 1 min).

» Ostaviti bocice da stoje na stolu minimum 5 min.

» Skinuti pazljivo 2,5 ml organske faze bez kontaminacije vodene faze i
staviti u obelezene staklene epruvete.

» Potpuno isparite etersku fazu ili isparivaem (npr. tipom speedvac) ili
stavljanjem epruveta za uzorak u vodenu kupku na 37°C.

Napomena 1: Epruvete moraju biti ¢vrsto priljubljene u reku, posto posle
evaporacije etra postaju lakSe i mogu da otplutaju.

U ovoj fazi je moguce prekinuti postpak. Zatvoriti epruvete koje sadrze suvi
ekstrakt i Guvati 1 do 7 dana n 2-8°C.

» Rastvoriti suve ekstrakte etra u 200 pl nultog kalibratora. Intenzivno
vorteksirati (30 sekundi, 2000 rpm), sa¢ekati 15 minuta pa vorteksirati
ponovo.
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Napomena 2: Ako je potrebna veca zapremina, umesto uzimanja 2,5 ml
organske faze, ostaviti bocCice na temperaturi nizoj od -18°C dok se vodena
faza ne smrzne, paZljivo skinuti 5 mL organske faze bez kontaminacije
vodene faze, evaporirati i rastvoriti u 400 uL nultog kalibratora.

Procedura imunotesta

Neka svi reagensi dostignu sobnu temperaturu.

Korak 1
Dodaci

Oblozenim epruvetama,
sukcesivno dodavati :

Korak 2
Inkubacija

Korak 3
Brojanje
Pazljivo aspirirati
sadrzaj epruveta
(izuzev 2 epruvete
«ukupan cpmy).
Dva puta operite sa 2
ml rastvora za pranje.

25 pl kalibratora,
kontrole, uzorka ili

Inkubirajte 120 minuta
na 18-25°C uz mesanje

50 pl ekstrakta i (=280 rpm). Aspirrati.
400 pl obelezivada.”
Promesati. Brojati skok cpm (B)
i ukupan cpm (T)
za 1 min.
*Dodati 400 pl obelezivaca u 2 dodatne epruvete da se dobije ukupni cpm.
REZULTATI

Rezultati su dobijeni interpolacijom sa standardne krive. Kriva sluZi za
odredivanje koncentracije 17 OH-P u uzorcima izmerene u isto vreme kad
i kalibratori.

Standardna kriva

Rezultati u odeljenju za kontrolu kvaliteta izracunati su upotrebom splajn
(eng. spline) krive koja ima vrednosti B/T ili B/B, na logistickoj vertikalnoj osi
i koncentraciju analita kalibratora na logaritamskoj horizontalnoj osi (ng/ml).

Druge metode redukcije podataka mogu dati neznatno razlicite rezultate.

Ukupna aktivnost: 179.362 cpm
Kalibratori 170H-P cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)
(ng/ml)
0 0 55.975 31,21 100,0
1 0,12 44.882 25,02 80,18
2 0,40 31.190 17,39 55,72
3 1,90 12.557 7,00 22,43
4 12,5 2.515 1,40 4,49
5 50,0 895 0,50 1,60

(Primer standardne krive, ne koristiti za proracun)

Uzorci

Za svaki uzorak locirati odnos B/T ili B/B, na vertikalnoj osi standardne krive,
ocitati odgovorarajuéu koncentraciju 17 OH-P na horizontalnoj osi.

Za pretvaranje ng/ml u nmol/l pomnoziti rezultate sa 3,026.

OCEKIVANE VREDNOSTI

Laboratorije trebaju da uspostave svoje vlastite referentne vrednosti.
Sledece vrednosti dobijene kod zdravih osoba su samo indikativne.

Adults N | Srednji Min. Max. 2,5 97,5
Percentil | Percentil

(ng/ml)

Muskarci 55 0,93 0,53 2,22 0,55 1,99

Zene

Folikularna faza | 111 0,48 0,13 1,67 0,21 1,45

Lutealna faza 112 1,52 0,42 3,20 0,61 2,88

Preovulatorni pik | 22 1,39 0,54 2,04 0,55 2,01

Kontracepcija 30 0,37 0,17 1,48 0,18 1,47

Zene posle 38 0,38 0,13 0,92 0,16 0,79

menopauze

1. trimestar 45 2,03 0,78 5,75 0,93 3,82

trudnoée

2. trimestar 44 2,23 0,60 6,86 1,23 3,70

trudnocée

Detaljne informacije o ocekivanim vrednostima za decu (sortirane
prema starosti i polu) mogu se naéi u listi podataka."APPENDIX".
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KONTROLA KVALITETA

Dobra laboratorijska praksa nalaze da se kontrolni uzorci moraju redovno
koristiti da bi se osigurao kvalitet dobijenih rezultata. Ti uzorci se moraju
obraditi na potpuno isti nacin kao i testirani uzorci, i preporu¢eno je da se
njihovi rezultati analiziraju upotrebom odgovarajucih statistickih metoda.

U slu€aju osteéenja pakovanja ili ako dobijeni podaci pokazuju neku promenu
performansi, molimo da kontaktirate vaseg lokalnog distributera ili upotrebite
slede¢u e-mail adresu: imunochem@beckman.com

KARAKTERISTIKE PERFORMANSI
(za vide detalja, videti “DODATAK”)

Reprezentativni podaci su obezbedeni u svrhu ilustracije.
dobijene u pojedinaénim laboratorijama mogu da variraju.

Perfomanse

Osetljivost
Limit detekcije (LoD): 0,07 ng/ml

Limit detekcije (LoD) za 17 OH-P iznosi 0,07 ng/ml, a odreden je u skladu
sa smernicama u CLSI dokumentu EP17-A2 [1] na osnovu proporcija lazno
pozitivnih vrednosti (a) manjih od 5% i lazno negativnih vrednosti (8) manjih
od 5%; kori§¢enjem odredivanja, sa 120 uzoraka bez analita i 120 uzoraka
niskog nivoa; i limita slepe probe (LoB) od 0,04 ng/ml.

Specificnost

Antitelo  koje se  koristi u
17-a-hidroksiprogesteron.

imunotestu  je  specificno  za

Preciznost
Ponovljivost i preciznost u laboratoriji

Preciznost testa je odredena u skladu sa smernicama u CLSI dokumentu
EPO05-A3 [2]. Za ponovljivost, utvrdene vrednosti koeficijenata varijacije bile
su manje od ili jednake 10,5% za uzorke seruma. Za preciznost u laboratoriji,
utvrdene vrednosti koeficijenata varijacije bile su manje od ili jednake 12,8%
za uzorke seruma.

Taénost
Linearnost

Test je pokazao linearnost od 0,12 do 50,88 ng/ml pri kori§éenju uzoraka
seruma (odredeno u skladu sa smernicama u CLSI dokumentu EP06-A [3]).
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Test razblazivanja

Visoke koncentracije uzoraka seruma serijski su razblazene nultim
kalibratorom. Procenti iskori§¢enja kretali su se u opsegu od 95,7% do
119%.

Recovery test

U uzorke seruma dodate su poznate koli¢ine 17 OH-P. Procenti iskori§éenja
kretali su se u opsegu od 100% do 119%.

Merni opseg (od LoD do najviSeg kalibratora):
0,07 ng/ml do oko 50 ng/ml

OGRANICENJA

Ne pridrzavanje instrukcija u ovom uputstvu pakovanja moze znacajno da
utie na rezultate.

Rezultate treba interpretirati u skladu sa celokupnom klinickom slikom
pacijenta, uklju€ujuci i klini€ku istoriju, podatke iz dodatnih testova i drugim
odgovaraju¢im informacijama.

Za vise detalja, videti “DODATAK”.

Veoma mala odoj¢ad (posebno mlada od 6 meseci) imaju veoma visoke
nivoa 170H- pregnenolon sulfata. U ovakvim slu¢ajevima preporuéuje se
ekstrakcija etrom pre izvodenja 17 OH-P testa.

| pored male verovatnoce pojave ukrstenih reakcije, lazno visoke vrednosti 17
OH-P mogu se naci posle primene spironolaktona. Terapija spironolaktonom
mora zbog toga biti prekinuta bar tri nedelje pre testiranja da bi se osiguralo
odsustvo intereferencije.

Za testove koji upotrebljavaju antitela, postoji moguénost mesanja od strane
heterofilnih antitela u uzorku pacijenta. Pacijenti koji su bili redovno izloZeni
Zivotinjama ili su primili imunoterapiju ili dijagnosti¢ke procedure koje koriste
imunoglobuline ili imunoglobulinske fragmente mogu proizvesti antitela, npr.
HAMA, koji utiu na imunotestove.

Takva interferiraju¢a antitela mogu uzrokovati pogre$ne rezultate. PaZljivo
procenite rezultate pacijenata za koje se sumnja da imaju ova antitela.
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RIA 17 a-hidroxiprogesterona
IM1452

RADIOIMUNOENSAIO PARA A DETERMINAGAO IN
VITRO DE 17a-HIDROXIPROGESTERONA NO SORO E
NO PLASMA HUMANOS

Para uso em diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO

O radioimunoensaio de 17a-hidroxiprogesterona (17 OH-P) é um ensaio
competitivo. O mesmo kit pode ser usado para a medi¢édo de 17 OH-P:

quer diretamente no soro ou no plasma EDTA,

ou apos a extragdo da amostra com éter e a evaporagao do solvente, seguida
de ressuspensao no calibrador zero.

As amostras de soro ou plasma, os extratos, os controles e os calibradores
s&o incubados com 17 OH-P marcada com 125| como rastreador, em tubos
revestidos de anticorpos. A incubagdo o conteudo dos tubos e enxaguado
para se remover a 17 OH-P marcada com 125| ndo ligada. A radioatividade
ligada é em seguida determinada em um contador gama. E estabelecida
uma curva de calibragdo, e os valores desconhecidos s&o determinados por
interpolagdo a partir da curva padréao.

AVISOS E PRECAUCOES
Observagoes gerais:

*  Os frascos com calibradores e controles devem permanecer abertos
0 menor tempo possivel para evitar evaporacédo excessiva.

. Nao misture os reagentes de kits de lotes diferentes.
. Deve ser estabelecida uma curva padrédo em cada ensaio.
* Recomenda-se realizar o imunoensaio em duplicata.
» Cada tubo s6 deve ser usado uma vez.
Regas basicas de seguranga para radiagcao

A compra, a posse, 0 uso e a transferéncia de materiais radioativos estéo
sujeitos as regulamentagbes do pais em que eles forem utilizados. O
cumprimento das regras basicas de seguranga radioldgica deve fornecer
uma protecdo adequada:

. Nao se deve comer, beber, fumar nem aplicar cosméticos na presenca
de materiais radioativos.

*  Nao pipetar solugdes radioativas com a boca.

. Utilize luvas e jaleco de laboratério para evitar qualquer contato com
materiais radioativos.

» Toda manipulagdo de substancias radioativas deve ser efetuada
em local apropriado e longe de corredores e outras areas muito
frequentadas.

*+ Os materiais radioativos devem ser armazenados no recipiente
fornecido e numa area designada.

. E necessario manter atualizado um registro de recebimento e
armazenamento de todos os produtos radioativos.

*  Os equipamentos e os objetos de vidro de laboratério que estejam
sujeitos a contaminagdo devem ser segregados para se evitar a
contaminagao cruzada de diferentes radioisétopos.

+  Cadacaso de contaminacéo radioativa ou perda de material radioativo
deve ser resolvido de acordo com os procedimentos estabelecidos.

*  Osresiduos radioativos devem ser tratados de acordo com as regras
estabelecidas por cada pais.

Azida sédica

Alguns reagentes contém azida soédica como conservante. A azida sédica
pode reagir com chumbo, cobre ou latdo, formando azidas metalicas
explosivas. Descarte os reagentes através de lavagem com grandes
quantidades de agua no sistema de encanamento.

Materiais de origem humana

Os materiais de origem humana incluidos neste kit apresentaram resultados
negativos quanto a presenca de anticorpos de HIV 1 e de HIV 2, anticorpos de
HCV e antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg). No entanto, eles devem
ser manuseados como sendo suscetiveis de transmitir doengas. Nenhum
método de teste conhecido oferece total garantia quanto a auséncia de virus.
Manuseie este kit com todas as precaugdes necessarias.
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Todas as amostras de soro e plasma devem ser tratadas como suscetiveis de
transmitir hepatite ou AIDS, e os residuos devem ser descartados de acordo
com as regras estabelecidas por cada pais.

Eter etilico
O éter etilico € um solvente organico volatil e altamente inflamavel. A

extragdo e a evaporagao devem ser feitas em uma coifa ventilada. Evite
qualquer contato com chamas e nao pipete os reagentes com a boca.

CLASSIFICAGAO DE PERIGO DO GHS

Solugéo de lavagem PERIGO
(20X)
H360 Pode afetar a fertilidade ou
0 nascituro.
P201 Obtenha instrugdes
especificas antes do uso.
P280 Use luvas de protegao, roupa
de protegao e protegao
ocular/facial.
P308+P313 Em caso de exposigédo

ou suspeita de exposigao:
consulte um médico.

Acido bérico 0,1 - 0,3%
Borato de sodio
deca-hidratado 0,1 - 0,3%

A Folha de dados de seguranga esta disponivel em
techdocs.beckmancoulter.com

COLHEITA, PROCESSAMENTO,
ARMAZENAGEM E DILUIGAO DA AMOSTRA

Colete o sangue em tubos secos ou em tubos com EDTA.
*  Separe o0 soro ou plasma das células por centrifugagao.

*  As amostras de soro e plasma podem ser armazenadas a 2—8°C se o
teste for realizado no espaco de 24 horas. Para um armazenamento
mais longo, mantenha-as congeladas (a < —18°C, durante 1 ano no
maximo) apos té-las dividido em aliquotas para evitar o congelamento
e o descongelamento repetidos. O descongelamento de amostras
deve ser efetuado a temperatura ambiente.

*  Se houver amostras com concentragdes superiores a do calibrador
mais alto, elas deverao ser diluidas com o calibrador zero.

Os valores de 30 amostras de soro e plasma EDTA (valores séricos que
variam de 0,24 a 1,88 ng/mL) foram comparados utilizando o kit de RIA de
17 OH-P. Os resultados foram os seguintes:

[Plasma-EDTA] = 0,9026 [soro] + 0,0283,
R =0,9747

MATERIAIS FORNECIDOS

Todos os reagentes do kit permanecem estaveis até a data de validade
indicada no rétulo do kit, quando armazenados a 2—8°C. As datas de validade
impressas nos roétulos dos frascos se aplicam somente ao armazenamento
de longo prazo dos componentes pelo fabricante, antes da montagem do
kit. Nao levar em consideragao.

As condigbes de armazenamento dos reagentes apos a reconstituicdo ou
diluicdo estdo indicadas no paragrafo Procedimento.

Tubos revestidos de anticorpo anti-17 OH-P: 2 x 50 tubos (prontos para
uso)

17a-hidroxiprogesterona marcada com 125l: um frasco (45 mL) (pronto
para uso)

Na data de fabricagéo, o frasco contém <640 kBq de 17 OH-P marcada com
125] em tampéo contendo proteinas e um corante.

Nota: A presenca ocasional de particulas coaguladas no rastreador ndo afeta
o desempenho do ensaio.
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Calibradores: um frasco de 2 mL, cinco frascos de 0,5 mL (prontos para
uso)

Os frascos do calibrador contém entre 0 e aproximadamente 50 ng/mL (entre
0 e aproximadamente 151 nmol/L) de 17 OH-P em soro humano com azida
sadica (<0,1%). A concentracéo exata esta indicada no rétulo de cada frasco.
Os calibradores séo verificados relativamente a um padrédo de referéncia
interno.

O calibrador zero (5 mL) também pode ser encomendado separadamente
(n° de cat. B23373).

Amostras de controle: dois frascos (liofilizadas)

O frasco de controle contém 17 OH-P em soro humano com azida sodica
(<0,1%). O volume para reconstituicdo esta indicado no rétulo do frasco. Os
valores esperados estdo dentro do intervalo de concentragao indicado num
suplemento.

Solugao de lavagem (20x): um frasco de 50 mL
A solugdo concentrada tem de ser diluida antes do uso.

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO
FORNECIDOS

Além de equipamentos de laboratério padréo, s&o necessarios os seguintes
itens:

Para o ensaio:

* Micropipeta de precisdo (25 pL e 400 pL).

» Pipetas semiautomaticas (25 pL, 400 yL e 2 mL).
» Misturador do tipo vortex.

» Agitador horizontal ou orbital.

» Sistema de aspiragao.
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» Contador gama ajustado para
Para a etapa de extragdo (opcional):

» Micropipeta de precisdo (200 uL)

* Pipetas de vidro (2,5 mL, 5 mL, 10 mL).

» Frascos de vidro (de 6 mL a 15 mL).

» Tubos de vidro para a recuperagéo da fase éter.

» Evaporador (tipo SpeedVac) ou banho-maria a 37°C.

+ Eter etilico (grau analitico).
PROCEDIMENTO
Preparacéo dos reagentes
Deixe todos os reagentes atingirem a temperatura ambiente.
Reconstituicdo das amostras de controle
O conteudo dos frascos é reconstituido com o volume de &gua destilada
indicado no rétulo. Espere 10 minutos apds a reconstituicdo e misture com

cuidado para evitar a formagéo de espuma antes de dispensar. Armazene
as solugdes reconstituidas a 2—-8°C até a data de validade do kit.

Preparagao da solugao de lavagem

Despeje o conteudo do frasco em 950 mL de agua destilada e homogeneize.
A solugéao diluida pode ser armazenada a 2—8°C até a data de validade do
kit.

Extragdo de amostras (opcional; consulte § Limitagoes)
Nota: A extragdo deve ser feita em frascos ou tubos de vidro limpos,
pré-enxaguados com éter etilico.

Somente as amostras sdo extraidas antes do ensaio; ndo extraia os
calibradores.

» Faga as amostras atingirem a temperatura ambiente e misture bem
antes de comegar a extragao.

* Numere um frasco para cada amostra.

» Coloque 200 yL de cada amostra no frasco correspondente.

» Adicione 5 mL de éter etilico aos frascos. Vede os frascos com cuidado.

» Agite os frascos em vértex vigorosamente (2 x 1 minuto).

» Deixe os frascos em repouso sobre a mesa durante 5 minutos no
minimo.
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* Retire cuidadosamente 2,5 mL da fase organica, sem contamina-los
com a fase aquosa, e coloque-os em tubos de vidro numerados.

» Faga evaporar completamente a fase do éter com evaporador (por
exemplo, tipo speedvac) ou colocando os tubos em banho-maria a
37°C.

Nota 1: Os tubos devem ser fixados firmemente no suporte de tubos de teste,
uma vez que apos a evaporacao do éter eles ficam mais leves e tendem a
flutuar.

Nessa fase, é possivel vedar os tubos que contém os extratos secos e
armazena-los durante um periodo maximo de 7 dias no frio (2-8°C), antes
de continuar o ensaio.

» Dissolva novamente os extratos de éter secos em 200 uL do calibrador
zero. Agite em vortex vigorosamente (30 s, 2.000 rpm), aguarde
15 minutos e agite em vértex novamente.

Nota 2: Se for necessario um volume maior, em vez de retirar 2,5 mL de
fase organica, mantenha os frascos a <—18°C até a fase aquosa congelar,
retire cuidadosamente 5 mL da fase organica sem contaminar a fase aquosa,
evapore-a e dissolva-a novamente em 400 pL do calibrador zero.

Procedimento de imunoensaio

Deixe que todos os reagentes atinjam a temperatura ambiente antes de
pipetar.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Adicoes Incubacéao Contagem
Nos tubos Aspire cuidadosamente

o conteudo dos tubos
(exceto os 2 tubos “total
cpm” [cpm total]).
Lave duas vezes com
2 mL de solugdo de
lavagem. Aspire.

revestidos com
anticorpos, adicione
sucessivamente:
25 uL de calibrador,
controle, amostra ou
50 pL do extrato e
400 pL de rastreador.”
Misture.

Incube durante 120
minutos a 18-25°C com
agitagdo (2280 rpm).

Proceda a contagem da
cpm ligada (B) e da cpm
total (T) durante 1 min.

*Adicione 400 pL do rastreador a 2 tubos adicionais para obter a cpm total.

RESULTADOS

Os resultados séo obtidos a partir da curva padrao por interpolagdo. A curva
serve para a determinacdo das concentragbes de 17 OH-P em amostras
medidas ao mesmo tempo que o calibrador.

Curva padrao

Os resultados no departamento de controle de qualidade foram calculados
usando o ajuste da curva spline com B/T ou B/B, no eixo vertical logit e
a concentragdo de analito dos calibradores no eixo horizontal logaritmico
(ng/mL).

Outros métodos de
ligeiramente diferentes.

redugdo de dados podem produzir resultados

Atividade total: 179.362 cpm
Calibradores 170H-P cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)
(ng/mL)
0 0 55.975 31,21 100,0
1 0,12 44.882 25,02 80,18
2 0,40 31.190 17,39 55,72
3 1,90 12.557 7,00 22,43
4 12,5 2.515 1,40 4,49
5 50,0 895 0,50 1,60

(Exemplo de curva padréo, ndo usar para célculo)

Amostras

Para cada amostra, localize a relagédo B/T ou B/B, no eixo vertical e leia a
concentragao correspondente de 17 OH-P no eixo horizontal.

Para converter ng/mL em nmol/L, multiplique os resultados por 3,026.

VALORES ESPERADOS

Sugere-se que cada laboratério estabeleca seus préprios valores normais.
Os valores a seguir, obtidos com individuos saudaveis, sdo apenas
indicativos.
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Adults N [Mediana| Min. Max. 2,5° 97,5°
percentil | percentil

(ng/mL)

Homens 55 0,93 0,53 2,22 0,55 1,99

Mulheres

Fase folicular 111 0,48 0,13 1,67 0,21 1,45

Fase Lutea 12| 1,52 0,42 3,20 0,61 2,88

Pico 22 1,39 0,54 2,04 0,55 2,01

pré-ovulatério

Contracepgao 30 0,37 0,17 1,48 0,18 1,47

Mulheres apés a| 38 0,38 0,13 0,92 0,16 0,79

menopausa

1° trimestre da 45 2,03 0,78 5,75 0,93 3,82

gravidez

2’ trimestre da 44 2,23 0,60 6,86 1,23 3,70

gravidez

Para obter informag6es mais detalhadas sobre os valores esperados
nas criangas (classificados por idade e sexo), consulte a folha de dados
“APPENDIX” (“ANEXO”).

CONTROLE DE QUALIDADE

As boas praticas de laboratério implicam o uso regular de amostras de
controle para garantir a qualidade dos resultados obtidos. Essas amostras
devem ser processadas exatamente da mesma forma que as amostras
em ensaio, e é recomendavel analisar os resultados utilizando métodos
estatisticos adequados.

Em caso de deterioracdo da embalagem ou se os dados obtidos mostrarem
alguma alteragdo do desempenho, entre em contato com seu revendedor
local ou utilize o seguinte enderego de e-mail: imunochem@beckman.com

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
(Para obter mais detalhes, consulte o “APPENDIX” [“ANEXO”] de folhas
de dados)

Os dados representativos sao proporcionados apenas para fins ilustrativos.
O desempenho obtido em laboratérios individuais pode variar.

Sensibilidade
Limite de detecgao (LoD): 0,07 ng/mL

O LoD para 17 OH-P é de 0,07 ng/mL, determinado de acordo com as
diretrizes do documento EP17-A2 do CLSI [1] com base nas proporg¢des de
falsos positivos (a) inferiores a 5% e falsos negativos (B) inferiores a 5%;
usando determinagdes, com 120 brancos e 120 amostras de baixo nivel; e
limite de branco (LoB) de 0,04 ng/mL.

Especificidade

O anticorpo  usado no  imunoensaio €&

17-a-hidroxiprogesterona.

especifico  para

Precisao
Repetibilidade e precisao intralaboratorial

A precisdo do ensaio foi determinada de acordo com as diretrizes do
documento EP05-A3 do CLSI [2]. Para repetibilidade, os coeficientes de
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variagdo observados foram inferiores ou iguais a 10,5% para amostras
de soro. Para a precisdo entra laboratérios, os coeficientes de variagdo
observados foram inferiores ou iguais a 12,8% para amostras de soro.

Exatidao
Linearidade

O ensaio demonstrou ser linear de 0,12 a 50,88 ng/mL usando amostras de
soro (determinado de acordo com as diretrizes do documento EP06-A do
CLSI [3]).

Teste de diluigao

Amostras de soro de alta concentragdo foram diluidas em série com o
calibrador zero. As porcentagens de recuperagao variaram entre 95,7% e
119%.

Teste de recuperagao

Amostras de soro foram aditivadas com quantidades conhecidas de 17 OH-P.
As porcentagens de recuperacéo variaram entre 100% e 119%.

Intervalo das medigdes (do LoD ao calibrador mais alto):
0,07 ng/mL a aproximadamente 50 ng/mL

LIMITAGOES

O nao cumprimento das instrugdes contidas neste folheto informativo pode
afetar os resultados de forma significativa.

Os resultados devem ser interpretados conjuntamente com o quadro clinico
do paciente, incluindo historico clinico, dados de testes adicionais e outras
informagdes pertinentes.

Para obter mais detalhes, consulte o “APPENDIX” (ANEXO) da folha de
dados.

Lactentes muito jovens (especialmente aqueles com menos de 6 meses
de idade) apresentam niveis muito altos de sulfato de 170H-pregnenolona.
Nesse caso particular, recomenda-se a extragdo com éter antes do ensaio
de 17 OH-P.

Apesar da baixa reatividade cruzada, observam-se niveis altos falsos de
17 OH-P ap6s a administragao regular de espironolactona. A terapia com
espironolactona deve, portanto, ser interrompida no minimo trés semanas
antes do ensaio, para garantir a auséncia de interferéncia.

Nos ensaios que utilizam anticorpos, existe a possibilidade de interferéncia
dos anticorpos heterdfilos contidos na amostra do paciente. Os pacientes
expostos regularmente ao contato com animais ou que tenham sido
submetidos a imunoterapia ou a procedimentos diagnodsticos que utilizam
imunoglobulinas ou fragmentos de imunoglobulinas podem produzir
anticorpos, por exemplo HAMA, que interferem com os imunoensaios.

Tais anticorpos interferentes podem produzir resultados erréneos. Os
resultados de pacientes suspeitos de terem esses anticorpos devem ser
avaliados com cuidado.
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APPENDIX Serum | Mean Repeatability Within laboratory
(ng/mL) precision
PERFORMANCE CHARACTERISTICS SD C.V. (%) SD C.V. (%)
Representative data are provided for illustration only. Performance obtained (ng/mL) (ng/mL)
in individual laboratories may vary. S1 29.03 3.05 10.50 3.73 12.84
Interference S2 15.88 1.19 7.50 1.44 9.05
. ) S3 11.06 0.60 5.41 0.84 7.58
Serum samples containing 17-a-hydroxyprogesterone concetrations of app. S4 1.00 0.04 4.08 0.07 713
0.5 and 3 ng/mL were spiked with multiple concentrations of the substances S5 0'20 0'02 8.38 0'02 16 30
below and assayed using 17 OH-P RIA kit. Values were calculated as - - - - -
described in CLSI EP07, 3rd ed. [4] and EP37, 1st ed. [5]. Interference — —
was determined by testing controls (no interfering substance added) and EDTA- [ Mean Repeatability Within laboratory
matched test samples (with interfering substance added). No interference (ng/mL) precision
(defined as a shift in dose >15%) was found for addition of interferent up to plasma SD C.V. (%) SD C.V. (%)
concentration stated in the table below. (ng/mL) (ng/mL)
P1 26.02 3.36 12.91 4.41 16.94
Interferent Test concentration P2 19.49 1.54 7.91 2.74 14.05
Hemoglobin 10,191 pg/mL P3 8.80 0.59 6.69 0.85 9.64
Conjugated bilirubin 435.9 pg/mL P4 0.69 0.05 7.35 0.07 9.98
Unconjugated bilirubin 130.6 pg/mL P5 0.25 0.02 7.54 0.03 11.19
Biotin 1,705 ng/mL
Ascorbic acid 65.67 ug/mL Extract | Mean Repeatability Within laboratory
Acetylsalicylic acid 64.48 pg/mL (ng/mL) precision
Ibuprofen 211.5 pg/mL SD C.V. (%) SD C.V. (%)
Cholesterol 8.13 mg/mL (ng/mL) (ng/mL)
Heparin 6,227 ng/mL E1 30.49 2.63 8.62 5.83 19.13
Prednisone 282.6 ng/mL E2 16.52 1.15 6.96 2.59 15.70
Prednisolone 1,282 ng/mL E3 | 1073 | 064 5.93 145 13.54
Protein (y-globulin) 136.8 mg/mL E4 0.74 0.04 5.65 0.08 10.18
; E5 0.26 0.02 7.1 0.03 11.45
Rheumatoid factor 19.76 IU/mL
TAG 12.32 mg/mL Accuracy
SpeCIflmty Linearity

Data on cross-reactivity with several hormones are presented in the following
table:

17 OH-P concentration
Compound concentration

Cross-reactivity
(%) =

x 100 at 50% binding of the
zero calibrator

COMPOUND % CROSS-REACTIVITY
17-a-hydroxyprogesterone 100.0
11-deoxycortisol 2.24
17-a-hydroxypregnenolone sulfate 1.78
17-a-hydroxypregnenolone 1.00
Progesterone 0.28
11-deoxycorticosterone ND
Aldosterone ND
Androstenedione ND
Corticosterone ND
Cortisone ND
DHEA ND
Estradiol ND
Estriol ND
Estrone ND
Etiocholanolone ND
Pregnenolone ND
Spironolactone ND
Testosterone ND

ND = Non-Detectable (< 0.1%)
Repeatability and within-laboratory precision

Five serum samples, five EDTA-plasma samples and five extracts were
assayed for 20 days, 2 runs per day, triplicates per run. Assays were
performed by two lab technicians, by two reagent lots. There were 120
individual measurements per sample with no invalid results.
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The assay demonstrated to be linear from 0.12 to 50.88 ng/mL using serum
samples (determined consistent with guidelines in CLSI document EP06-A
[3D).

The assay demonstrated to be linear from 0.15 to 62.04 ng/mL using
EDTA-plasma samples (determined consistent with guidelines in CLSI
document EP06-A [3]).

The assay demonstrated to be linear from 0.16 to 64.39 ng/mL using extracts
(determined consistent with guidelines in CLSI document EP06-A [3]).

Dilution test

Three serum / EDTA-plasma samples / extracts were diluted into the zero
calibrator and assayed according to assay procedure.

Serum Dilution 17 Ratio (%)
a-hydroxyprogesterone
(ng/mL)
factor Measured | Expected | Measured/
Expected
S1 - 30.00 - -
1:2 14.36 15.00 95.73
1:4 7.45 7.50 99.33
1:8 4.45 3.75 118.7
1:16 2.22 1.88 118.4
S2 - 10.78 - -
1:2 5.91 5.39 109.6
1:4 3.00 2.70 111.3
1:8 1.48 1.35 109.8
1:16 0.68 0.67 100.9
S3 - 5.83 - -
1:2 3.03 2.92 103.9
1:4 1.61 1.46 110.5
1:8 0.74 0.73 101.5
1:16 0.36 0.36 98.80
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EDTA- Dilution 17 Ratio (%)
a-hydroxyprogesterone
(ng/mL)
plasma factor Measured Expected | Measured/
Expected
P1 - 14.73 - -
1:2 7.57 7.37 102.8
1:4 3.93 3.68 106.7
1:8 2.08 1.84 113.0
1:16 0.99 0.92 107.5
P2 - 15.04 - -
1:2 8.64 7.52 114.9
1:4 4.29 3.76 114.1
1:8 2.20 1.88 117.0
1:16 1.08 0.94 114.9
P3 - 9.02 - -
1:2 5.01 4.51 111.1
1:4 2.59 2.26 114.9
1:8 1.29 1.13 114.4
1:16 0.61 0.56 108.2
Extract Dilution 17 Ratio (%)
a-hydroxyprogesterone
(ng/mL)
factor Measured | Expected | Measured/
Expected
E1 - 22.50 - -
1:2 10.86 11.25 96.53
1:4 6.16 5.63 109.5
1:8 3.01 2.81 107.0
1:16 1.44 1.41 102.4
E2 - 15.26 - -
1:2 7.33 7.63 96.07
1:4 3.75 3.82 98.30
1:8 1.82 1.91 95.41
1:16 0.88 0.95 92.27
E3 - 10.11 - -
1:2 4.88 5.06 96.54
1:4 2.54 2.53 100.5
1:8 1.29 1.26 1021
1:16 0.64 0.63 101.3

Recovery test Children N | Median | Min. Max. 25" 97.5"
percentile | percentile
Three serum / EDTA-plasma samples were spiked by calibrator with higher (ng/mL)
concentration. Volume of added calibrator was up to 10% of volume of 0-2 months 40 141 0.23 3.08 0.42 291
samples. Samples were then assayed. (after extraction)
3-5 months 20 0.67 0.33 1.69 0.33 1.68
- (after extraction)
Serum E(’:‘g:ge"- Added | Expected |Measured Ratio (%) 6-23months | 26 | 072 | 0413 | 251 | 014 | 235
(ng/mL)| (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) Expected Bgys 2-11 years | 38 0.31 0.09 2.21 0.14 1.41
X 0.76 0.36 112 113 1008 Girls 2-9 years | 32 0.50 0.16 2.41 0.19 1.63
0.74 0.60 134 138 103.1 Boys 12-15 17 0.67 0.30 2.18 0.32 2.10
’ ' ' ' ’ years
5o (1);‘21 Sgg ?;g ggg 182471 Girls 10-15 years| 25 | 0.86 0.33 3.21 0.42 2.64
1.34 1.92 3.26 343 105.2
S [0 | e [ ser [ Hsgs | L Characteristics
3 . . . . .
188 | 1.92 3.80 4.44 116.9 T1/2 (%) = 1443 h = 60.14 d
1.77 4.55 6.32 7.06 111.7
125 E (MeV) %
Y 0.035
X 0.027 114
0.032 25
PI-IM1452-07 54 of 56

EDTA- |Endogen. Added Expected |Measureq Ratio (%)
plasma | conc. conc. conc. conc. Measured/
(ng/mL)| (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) Expected

P1 0.45 0.25 0.70 0.78 112.1

0.44 0.48 0.92 1.10 119.2

0.44 1.92 2.37 2.53 107.0

P2 0.58 0.36 0.95 1.03 108.8

0.57 0.71 1.27 1.51 118.6

0.57 2.38 2.95 3.39 114.8

P3 1.80 0.93 2.72 2.72 99.92

1.87 1.92 3.79 3.75 98.98

1.76 4.55 6.31 5.57 88.29

Three samples were spiked by calibrator with higher concentration. Volume
of added calibrator was up to 10% of volume of samples. Samples were

extracted and assayed according to the procedure of the kit.

Extract [Endogen. Added Expected |Measureq Ratio (%)
conc. conc. conc. conc. Measured/
(ng/mL)| (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) Expected

E1 1.13 0.66 1.78 1.75 98.15

1.10 1.61 2.72 3.09 113.8

1.07 3.13 4.19 4.90 116.8

E2 0.76 0.66 1.42 1.54 108.6

0.75 1.30 2.05 2.29 111.8

0.73 2.83 3.56 4.21 118.4

E3 0.38 0.29 0.67 0.74 111.1

0.38 0.82 1.20 1.28 106.4

0.38 1.92 2.30 2.57 111.8

Comparison of direct and indirect procedure

30 serum samples were assayed by direct and indirect procedure (sample
values in direct procedure ranging from 0.23 to 2.22 ng/mL) using the 17
OH-P RIA kit. Results are as follows:

[indirect procedure] = 0.8448[direct procedure] + 0.0088,

R =0.9633

Expected data for children

Results are sorted according to the age and sex.
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