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Pro in vitro diagnostické pouZiti
Produktovy letdk

ELISA pro kvantitativni stanoveni progesteronu v lidském séru nebo plazmé

Mikrotitraéni metoda — 96 jamkova
(12 x 8 jamkovych antigenem potazenych prouzk)

Jednotlivé zlomitelné




Progesteron

OBECNE INFORMACE

o Metoda
Kompetitivni imunoenzymatickd kolorimetrickd metoda
o Vinova délka

Méfici filtr: 450 nm
o Doba inkubace

75 minut (60 min pfi 37°C/15 min pfi pokojové teploté)
o Enzymovy konjugat

HRP (kfenova peroxidaza)
o Substrat

TMB (3,3’,5,5’- Tetrametyl-benzidin)
o Vzorek

Sérum nebo plazma
o Kalibracni rozsah

0—40 ng/mL
o Citlivost

0.05 ng/mL
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1. REAGENCIE, MATERIAL A PRISTROJOVE VYBAVENI

1.1 Reagencie a material dodavany v kitu

Kalibrator (Ca-Cs-Cc-Cp-Ce): 5x1.0 mL/vialka
Kalibratory progesteronu maji nasledujici koncentrace:

CA CB Cc CD CE
ng/mL 0 0.2 1.0 8.0 40.0
Jsou stabilni do data exspirace kitu. Po otevreni vialky jsou kalibratory stabilni po dobu 6 mésict pfi
2-8 °C.

Kontrola progesteronu: 1x 1 L, koncentrace kontroly je zdvisld na SarZi a je uvedena na zdznamu

kontroly kvality.

Konjugat: 1x 22 mL/vialku konjugatu progesteron -HRP

PotaZend mikrotitracni desticka: Nabsorbovana IgG protilatka proti progesteronu

Roztok substratu: 1x 15 m L/vialku H,0,-TMB 0.26g/L (zabrarite jakémukoli styku s pokozkou)

Zastavovaci roztok: 1x 15 mL/vialku kyseliny sirové 0.15 mol/L (zabrante jakémukoli styku

s pokozkou)
Promyvaci pufr: 1x 50 mL, fosfatovy pufr 0.2 M, 10x konc.

1.2 Potiebné reagencie, které nejsou dodavany s kitem
. Destilovana voda
1.3 Potiebny materidl a pfistrojové vybaveni
. Automaticky davkovac
Reader mikrotitracnich desticek
1.4 Poznamky

Vsechny reagencie skladujte pfi 2 — 8 °C ve tmé. Sacek s mikrotitracni destickou otevirejte, pouze
kdyZ je ohFata na pokojovou teplotu a okamzité po pouzZiti uzaviete. Po otevreni je kit stabilni do data
exspirace.

2.  KLINICKY VYZNAM

Progesteron je C-21 steroidni hormon zapojen v Zenském menstruacnim cyklu, téhotenstvi
(podporuje téhotenstvi) a embryogenezi u lidi a jinych druhl. Progesteron je hlavnim pfirizené se
vyskytujicim progestogenem.

Progesteron je dlleZity pro syntézy aldosteronu (mineralokortikoid), jako i 17-hydroxyprogesteron
pro kortizol (glukokortikoid).

Hladiny progesteronu jsou relativné nizké u déti a u Zen po menstruaci. Dospéli muzi maji hladiny
podobné tim u Zen béhem folikularni faze menstruacniho cyklu.

U Zen jsou hladiny progesteronu relativné nizké béhem predovulacni faze menstruaéniho cyklu,
stoupaji po ovulaci, a jsou zvySeny béhem lutedlni faze. Pokud dojde k téhotenstvi, jsou hladiny
progesteronu ze zac¢atku udrZovany na lutedlni Urovni. Po vzniku placenty a béhem tvorby mléka jsou
hladiny progesteronu velice nizké. Pokles hladin progesteronu po porodu je jednim ze spoustécu
tvorby mléka. Progesteron je tvofen v nadledvinach, v pohlavnich Zlazach (specificky po ovulaci
v Zlutém télisku), mozku a béhem téhotenstvi v placenté.
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Progesteron proménuje endometrium do jejiho sekrec¢niho stavu pro pfipraveni délohy k nidaci.
Pokud nedojde k téhotenstvi, hladiny progesteronu poklesnou, co vede u lidi k menstruaci.
Progesteron patfi do skupiny neurosteroidl, které se nalézaji ve vysokych koncentracich v jistych
oblastech mozku a jsou tam tvofeny. Neurosteroidy ovliviiuji fungovani synapsi, jsou
neuroprotektivni a ovliviuji myelinizaci.

Progesteron ma mnoho uc¢ink mimo reprodukéniho systému. Progesteron je termogenni, snizuje
krece a uvolnuje hladké svalstvo. Déle rozsifuje pradusky a reguluje sliznici. Progesteron pusobi jako
protizanétlivy Cinitel a reguluje imunitni odpovéd. Progesteron také pomaha pfi thyroidnich funkcich
a prfi tvorbé kosti osteoblasty. Méreni sérové koncentrace progesteronu se pouziva pfi
vyhodnocovani funkce vajecnikd.

3. PRINCIP

Progesteron (antigen) ve vzorku soutéZi santigennim progesteronem znacenym kifenovou
peroxiddzou (HRP) o omezené mnoZstvi vazebnych mist protilatek proti progesteronu potazenych na
destickach (pevna faze).

Po inkubaci se vykonava separace navazanych a volnych molekul jednoduchym promytim pevné faze.
Potom enzym HRP v navazané frakci reaguje se substratem (H,0) a roztokem substratu a vytvari
modrou barvu, ktera se méni na Zlutou po pfidani zastavovaciho roztoku (H,SO.).

Intenzita barvy je nepfimo Umérna koncentraci progesteronu ve vzorku.

Koncentrace progesteronu ve vzorku je vypoctena pomoci kalibracni ktivky.

4. VAROVANI

e Tento kit je uréen pro profesionalni in vitro pouZiti. Ne pro vnitini nebo vnéjsi uZiti u lidi nebo
zvitat.

e  Pfipraci s dodanymi reagenciemi pouzivejte vhodné osobni ochranné vybaveni.

e  Béhem manipulace s krevnimi produkty dodrzujte spravnou laboratorni praxi (GLP).

e Neékteré reagencie obsahuji malé mnoiZstvi Proclin300% jako konzervantu. Zabrarite styku
s pokoZkou a sliznicemi.

e  Substrat TMB obsahuje drazdivou latku, kterd mlze byt nebezpecna po vdechnuti, poziti nebo
po absorpci pokozkou. Pro predchazeni poranéni zabrante vdechnuti, pozZiti nebo styku
s pokoZkou a oCima.

e  Zastavovaci roztok pozlstava z roztoku ziedéné kyseliny sirové. Kyselina sirova je jedovata a
korozivni a mliZze byt toxickd po poziti. Pro pfedchazeni chemickym poleptanim zabrante styku
s pokoZkou a oCima.

e Vyhnéte se vystaveni substrdtu TMB/H,0, pfimému svétlu, kovim a oxidantim. Roztok
nezamrazujte.

e  Tato metoda umozZiiuje stanoveni progesteronu od 0.2 ng/mL do 40.0 ng/mL.

e  Pro vyssi hodnoty, napfiklad v téhotenstvi, vzorek zredte; faktor redéni pouZijte pfi vypoctu
konecnych vysledkd.

e Klinicky vyznam stanoveni progesteronu muZe byt zneplatnén, pokud byl pacient Iécen
kortizonem nebo pfirodnimi nebo syntetickymi steroidy.

5. BEZPECNOSTNi OPATRENI

e  DodrZujte prosim presné postupnost pipetovacich krokli uvedenych v tomto protokolu.
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Zde uvedené Udaje Cinnosti byly ziskany s pouzitim specifickych reagencii uvedenych v téchto
pokynech k pouziti.

Vsechny reagencie musi byt skladovany v chladu pfi teploté 2 - 8 °C v jejich pivodnich nadobach.
Jakékoli vyjimky jsou jasné uvedeny. Reagencie jsou stabilni do data exspirace, pokud jsou
skladovany a je s nimi manipulovano podle pokynd.

Pred testovanim nechte vSechny soucasti kitu a vzorky dosahnout pokojovou teplotu (22-28 °C)
a dobre je promichejte.

Nezaménujte soucasti kitu z rznych Sarzi. Datum exspirace vytisknuty na oznacenich krabice a
vialek je nutné dodrzovat. Nepouzivejte zddné soucasti kitu po datu exspirace.

Pokud pouzivate automatizované vybaveni je vasi zodpovédnosti ujistit se, Ze kit byl vhodné
otestovan.

Neulplné nebo nepfesné odstranéni kapaliny z jamek mdze ovlivnit pfesnost analyzy a/nebo
zvysit pozadi.

Je dllezité, aby byla ve vSech jamkach udrZena konstantni doba reakce, kvlli opakovatelnosti
vysledk(. Pipetovani vzork(l by nemélo trvat déle nez 10 minut, aby se zamezilo driftu analyzy.
Pokud je potfebnych vic jako 10 minut, dodrZujte stejné poradi davkovani. Pokud se pouziva vice
neZ jedna desticka, doporucuje se zopakovat kalibraéni kfivku odezvy v kazdé desticce.

Pridani roztoku substratu spousti kinetickou reakci, ktera je ukoncena pfidanim zastavovaciho
roztoku. Proto musi byt TMB substrat a zastavovaci roztok pridavany v stejné sekvenci, aby se
zamezilo jakymkoli éasovym zménam v pribéhu reakce.

Dodrzujte smérnice pro vykonavani kontroly kvality v zdravotnickych laboratofich mérfenim
kontrol nebo spoolovanych (spojenych) sér.

Pro rozpousténi a ddvkovani reagencii je potfebna maximalni presnost.

V analyze by se nemély pouzivat mikrobiologicky kontaminované vzorky. Stejné by se nemély
pouzivat vysoce lipemické nebo hemolyzované vzorky.

Readery desti¢ek méfi vertikdlné. Nedotykejte se spodni strany desticky.

6.

POSTUP TESTU

6.1

Priprava kalibratora

Kalibratory jsou ptipraveny k poutziti a maji nasledujici koncentrace progesteronu:

C G G G G

ng/mL 0 0.2 10 80 400

Pred

pouZitim nechte 5 minut na rotacnim shakeru.

Kalibratory jsou stabilni do data exspirace uvedeného na oznaceni. Po otevreni jsou stabilni po dobu

Sesti

6.2

mésicl pfri 2 - 8°C.

P¥iprava vzorku

Stanoveni progesteronu je mozné vykonat jak v plazmé, tak i v séru. Pokud stanoveni neprobiha
v den odbéru vzorku, skladujte vzorky pfi - 20 °C. Vyhnéte se opakovanému zamrazovani a
rozmrazovani vzorka.

Kontrola je pfipravena k poutziti.

6.3

P¥iprava promyvaciho roztoku

Obsah kazdé vialky koncentratu pufrovaného promyvaciho roztoku (10x) zfedte pred pouZitim
destilovanou vodou na celkovy objem 500 mL. Pro mensi objemy dodrZujte pomér fedéni 1:10.
Zfedény promyvaci roztok je stabilni 30 dni pfi 2-8 °C.
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V koncentrovaném promyvacim roztoku je mozné pozorovat pfitomnost krystalQ. V tomto pfipadé jej
michejte pfi pokojové teploté az do Uplného rozpusténi krystalG. Pro vétsi presnost ziedte celou
lahev koncentrovaného promyvaciho roztoku na 500 mL, dbejte na to, abyste krystaly kompletné
presunuli vyplachnutim [ahve, a potom michejte do jejich uplného rozpusténi.

6.4 Postup
Vsechny reagencie nechte dosahnout pokojové teploty (22 — 28 °C)

Nepouzité potazené mikrotitracni prouzky je tfeba bezpecné uzavfit ve viecku s desikantem a
uskladnit pfi 2-8 °C.

Pro zabrdnéni potencionalni mikrobialni nebo chemické kontaminace se nepouZité reagencie nesmi
prenaset zpatky do plvodnich nadob.

ProtoZe je nezbytné vykondvat stanoveni v duplikdtech kvili zvySeni presnosti vysledkl testu,
pfipravte si dvé jamky pro kazdy z péti bodl kalibracni kfivky (Co — C4), dvé pro kazdou kontrolu, dvé
pro kazdy vzorek, a jednu pro blank.

Pipetujte:

Kalibrator Vzorek/Kontrola Blank
Vzorek/Kontrola -—- 20 uL -
Kalibrator Co— Cs 20 uL
Konjugat 200 puL 200 puL

Inkubujte pfi 37 °C po dobu 1 hodiny.

Odstrante obsah kazdé jamky; jamky promyjte tfikrat 300 plL zfedéného promyvaciho roztoku.
DuleZita poznamka: béhem kazdého promyvaciho kroku destickou 5 sekund jemné zatfeste a
odstrante nadbytecny roztok oklepanim obracené desticky o absorpéni papirovy ubrousek.
Automaticka promyvacka: v ptipadé Ze pouZivate automatickou promyvacku, promyjte jamky
alespon 5 krat.

Pipetujte:

Kalibrator Vzorek/Kontrola Blank
Roztok substratu 100 pL 100 pL 100 pL

Inkubujte pfi pokojové teploté (22 — 28 °C) po dobu 15 minut ve tmé.

Pipetujte:

Kalibrator Vzorek/Kontrola Blank
Zastavovaci roztok 100 pL 100 pL 100 pL

Destickou jemné treste.
Zmérte absorbanci pti 450 nm oproti referen¢ni vinové délce 620 — 630 nm nebo oproti blanku v
pribéhu 5 minut.

7. KONTROLA KVALITY

Kazda laboratof musi méfit kontroly pfi normalni, vysoké a nizké hladiné rozsahu progesteronu pro
sledovani cinnosti metody. Stémito kontroly je tfeba zachazet jako s neznamymi a v kazdém
provedeném testovacim béhu pro né stanovit hodnoty. Je potfebné udrzovat tabulky kontroly kvality
kvili sledovani cinnosti dodavanych reagencii. Pro zjisténi trend(l je potfebné pouzit vhodné
statistické metody. Jednotliva laboratof si musi urcit pfijatelné limity cinnosti metody. Dalsi
parametry, které je potfebné sledovat, jsou 80, 50 a 20 % prlseciky kalibracni krivky pro
opakovatelnost od béhu k béhu. Dale musi byt maximalni absorbance konsistentni s dfivéjSimi
mérenimi. Znacna odchylka od urcené cinnosti mliZze znacit nepostifehnutou zménu
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v experimentalnich podminkach nebo degradaci reagencii kitu. Pro urceni divodu zmén je potiebné
pouzit Cerstvé reagencie.

8. VYSLEDKY

8.1 Primérna absorbance
Vypoctete primérnou absorbanci kazdého bodu kalibracni kfivky a pro kazdy vzorek.

8.2 Kalibracni kfivka
Vyneste priimérnou hodnotu absorbance kalibratorl oproti jejich koncentraci. PfeloZte nejlépe se
prekryvajici kfivku pres vynesené body. (4 parametrickd logistickd)

8.3 Vypocet vysledk
Interpolujte hodnoty vzork( z kalibraéni kfivky, abyste ziskali pfislusné hodnoty koncentrace uvedené
v ng/mL.

9. REFERENCNi ROZSAH

Muzi: <1.0 ng/mL Téhotenstvi: | Tydny: ng/mL
Zeny: Folikularni faze: 0.1-1.4ng/mL 18-21 53-76
Stred lutealni faze 4.0-25.0 ng/mL 22-25 60-86
menopauza <1.0 ng/mL 26-29 71-133
30-33 86-142
34-37 104-175
38-41 117-187

Vénujte prosim pozornost faktu, Ze stanoveni rozsahu ocekdvanych hodnot pro ,,normalni“ populaci
v dané metodé je zavislé na mnoha faktorech, jako jsou specificita a citlivost pouzité metody a druh
vySetfované populace. Proto by mala kazda laboratof posuzovat vyrobcem udany rozsah jako obecny
priklad a vytvofit vlastni rozsah ocekdvanych hodnot zaloZeny na populaci vyskytujici se v misté jeji
plsobnosti.

10. CHARAKTERISTIKY CINNOSTI

10.1 Preciznost

10.1.1 Rozptyl v ramci analyzy

Rozptyl v rdmci analyzy byl uréen opakovanym méfenim (20x) dvou raznych kontrolnich sér v jedné
analyze. Rozptyl v ramci analyzy je < 4 %.

10.1.2 Rozptyl mezi analyzami
Rozptyl mezi analyzami byl uréen opakovanym (10x) méfenim trech rlznych kontrolnich sér
v rGznych sarzich. Rozptyl mezi analyzami je <9 %.

10.2 Specificita
KFiZové reakce protilatky vypocteny pfi 50 % podle Abrahama jsou uvedeny v tabulce:
Progesteron 100 %
Testosteron 037 %
17 a-OH Progesteron 0.29 %
17 Estradiol 0.0013 %
Estron 0.00053 %
Estriol <0.0001 %
Kortizol <0.0001 %
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10.3 Pfesnost
Vytéznost 1.0 — 2.0 — 4.0 — 8.0 ng/mL progesteronu pridaného ke vzorku poskytla priimérnou
hodnotu (+SD) 100.88 % + 8.29 % vzhledem k plvodni koncentraci.

10.4 Citlivost

cvvs

0.05 ng/mL pfi 95 % konfiden¢ni hranici.

10.5 Korelace s RIA

DIALAB progesteron ELISA byla porovnana s komercné dostupnym Adaltis Progesteron EIAGen kitem.
Bylo zméreno 31 vzorku séra v obou testovanych systémech. Byla vypoctena kfivka linearni regresni
krivka

y=0.97 x + 0.04

r=0.887

11. NAKLADANI S ODPADEM

Reagencie musi byt likvidovany podle mistnich nafizeni.
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