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OBECNE INFORMACE

o Vlnova délka
Méf¥ici filtr: 450 nm
Referencni filtr: 620-630 nm
o Doba inkubace
150 minut (120 min pfi 37°C/30 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 Kalibraéni rozsah
0—2000 pg/mL
o Citlivost
8.68 pg/mL
o Zivotnost a stabilita sougasti kitu
Kit: 15 mésicl od data vyroby

Soucasti kitu: viz datum exspirace na oznaceni
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1. REAGENCIE, MATERIAL A PRISTROJOVE VYBAVENi

1.1 Reagencie a material dodavany v kitu
Kalibrator (Ca, Cs, Cc, Cp,Ce, Cr): Ca 1.0 mL/vialka, Cg— C¢ 0.5 mL/vialka
Kalibratory 17-B-Estradiolu maji nasledujici koncentrace:

CA CB Cc CD CE CF
pg/mL 0 20 120 300 600 2000

Kontrola 17-B-Estradiolu: 0.5 mL, koncentrace kontroly je zavisla na Sarzi, jak je uvedeno na oznaceni

vialky a je uvedena na zaznamu kontroly kvality.

Enzymovy konjugat: 22 mL k pfimému pouZiti. Konjugat 17-B-Estradiol-HRP.

10x konc. promyvaci roztok: 50 mL, fosfatovy pufr 0.2 M.

Mikrotitracni desticka: 1gG protilatka proti 17-B-Estradiolu absorbovana na desticce.

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

Zastavovaci roztok: 1x 15 mL kyseliny sirové 0.15 M (zabrarite jakémukoli styku s pokozkou)

1.2 Potfebné reagencie, které nejsou dodavany s kitem
e Destilovana voda
1.3 Dopliikovy materidl a ptistrojové vybaveni
e Automaticky davkovac
e Reader mikrotitracnich desti¢ek (450 nm, 620-630 nm).

1.4 Poznamky

Vsechny reagencie skladujte pfi 2 — 8 °C ve tmé. Sacek s mikrotitraéni destickou otevirejte, pouze kdyz
je ohtrata na pokojovou teplotu a okamZité po pouZiti uzaviete. Po otevieni je stabilni do data
exspirace.

2.  KLINICKY VYZNAM

17-B-Estradiol je sexualni hormon predstavujici hlavni estrogen u lidi. Estradiol ma nejen kriticky vliv
na reprodukéni a sexualni funkce, ale ovliviiuje také jiné organy véetné struktury kosti. V prabéhu
reprodukcnich let je vétsina estradiolu u Zen produkovéna vajecniky, mensi mnozstvi estradiolu jsou
produkovana také kdrou nadledvin. U muz( produkuji estradiol varlata. V plazmé je estradiol prevazné
vazan na sexualni hormony vazajici globulin, také na albumin, a pouze zlomek je volny a biologicky
aktivni. Méreni estradiolu v séru odrazi u Zen primarné aktivitu vajecnikd. V prlbéhu téhotenstvi
hladiny estrogen, véetné estradiolu, plynule stoupaji smérem k terminu porodu. Estradiol se zvysuje
kvilli jeho produkci placentou. U dospélych Zen pfed menopauzou je produkce estradiolu vajeéniky
stimulovéana interakci luteinizaéniho hormonu (LH) a folikuly stimulujiciho hormonu (FSH) v pribéhu
menstruacniho cyklu. U dospélych Zen jsou hladiny estradiolu méreny pro vyhodnoceni plodnosti a
nepravidelnosti menstruacniho cyklu, nebo pro monitorovani funkce folikul vajecnik(i v prabéhu
vyvolani ovulace. Estradiol plisobi u Zeny jako ristovy hormon pro tkané reprodukcnich organa. Vyvoj
sekundarnich pohlavnich znakl u Zen je také fizen estradiolem. Estradiol je také zapojen v muzské
plodnosti. Estradiol reguluje Gdrzbu kosti. Zeny po menopauze zazivaji zrychlenou ztratu kostni hmoty
kvili relativni deficienci estrogenu. Estradiol ovliviiuje produkci mnoha proteinl véetné lipoproteind,
vazebnich proteind, protein odpovédnych za srazlivost krve. Zjistilo se také, Ze estrogeny maji
neuroprotektivni ucinky.

Estrogen se povaZuje za onkogen, protoze podporuje jisté rakoviny, hlavné rakovinu prsu a rakovinu
délohy. Dale existuje mnoho benignich gynekologickych stav(i zavislych na estrogenu jako
endometridza, leiomyomy délohy, a déloZni krvaceni.
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3. PRINCIP

17-B-Estradiol (antigen) ve vzorku soutézi se 17-B-Estradiolem znacenym kienovou peroxidazou
(enzymem znaceny antigen) o vazbu na omezené mnozstvi vazebnych mist protilatek proti 17-B-
Estradiolu potazenych na destickach (pevna faze). Po inkubaci se vykonava separace navazanych a
volnych molekul jednoduchym promytim pevné faze. Dale jsou pridany substrat (H,0,) a TMB-substrat
(TMB). Po uplynuti pfislusné doby pro maximalni vyvoj barvy je enzymaticka reakce zastavena a urci
se absorbance. Koncentrace 17-B-Estradiolu ve vzorku se vypocte na zakladé sady kalibrator(. Intenzita
barvy je nepfimo umérna koncentraci 17-B-Estradiol ve vzorku.

4. VAROVANI

e  Tento kit je uréen pouze pro profesionalni in vitro pouZiti.

e  Pfipraci s dodanymi reagenciemi pouzivejte vhodné osobni ochranné vybaveni.

o  Neékteré reagencie obsahuji malé mnoZstvi Proclin300® jako konzervantu. Zabrante styku
s pokoZkou a sliznicemi.

e  Substrat TMB obsahuje drazdivou latku, kterd mize byt nebezpecna po vdechnuti, poZiti nebo po
absorpci pokozkou. Pro pfedchdazeni poranéni zabrarite vdechnuti, poZiti nebo styku s pokozkou a
oCima.

e  Zastavovaci roztok pozlstavd z roztoku ziedéné kyseliny sirové. Kyselina sirovd je jedovatd a
korozivni a mlZe byt toxickd po poziti. Pro pfedchazeni chemickym poleptanim zabrante styku
s pokoZkou a oCima.

e Vyhnéte se vystaveni substratu TMB/H,0, pfimému svétlu, kovim a oxidantim.

e  Tato metoda umozZriuje stanoveni 17-B-Estradiolu od 20 pg/mL do 2000 pg/mL.

e  Klinicky vyznam stanoveni koncentrace 17-B-Estradiolu mlze byt zneplatnén, pokud byl pacient
|éCen kortizonem nebo prirodnimi nebo pfirodnimi nebo syntetickymi steroidy.

5. BEZPECNOSTNi OPATRENI

e  DodrZujte prosim presné postupnost pipetovacich krok( uvedenych v tomto protokolu.

e Vsechny reagencie musi byt skladovany v chladu pfi teploté 2 - 8 °C v jejich plvodnich nadobach.
Jakékoli vyjimky jsou jasné uvedeny.

e  Pfed pouZitim nechte vSechny soucasti kitu a vzorky dosdhnout pokojovou teplotu (22-28 °C) a
dobfre je promichejte.

o Nezaménujte soucasti kitu z rGznych Sarzi. Datum exspirace vytisknuty na oznacenich krabice a
vialek je nutné dodrZovat. NepouzZivejte zadné soucasti kitu po datu exspirace.

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

e Neuplné nebo nepresné odstranéni kapaliny z jamek mUzZe ovlivnit pfesnost analyzy a/nebo zvysit
pozadi. Pro zlepSeni Cinnosti kitu s automatizovanymi systémy se doporucuje zvysit pocet
promyti.

e e dlleZité, aby byla ve vSech jamkach udrzena konstantni doba reakce kvili opakovatelnosti
vysledk(l. Pipetovani vzorkd by nemélo trvat déle nez 10 minut, aby se zamezilo driftu analyzy.
Pokud je pottebnych vic jako 10 minut, dodrZujte stejné poradi davkovani. Pokud se pouZziva vice
neZ jedna desticka, doporucuje se zopakovat kalibracni kfivku odezvy v kazdé desticce.

e  Pridani roztoku substratu spousti kinetickou reakci, kterad je ukoncena pfidanim zastavovaciho
roztoku. Proto musi byt TMB substrat a zastavovaci roztok pridavany ve stejné sekvenci, aby se
zamezilo jakymkoli ¢asovym odchylkdm v pribéhu reakce.

e  Dodriujte smérnice pro vykondvani kontroly kvality v zdravotnickych laboratofich méfenim
kontrol nebo spoolovanych (spojenych) sér.

e  Prorozpousténi a davkovani reagencii je potfebnd maximalni pfesnost.

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

e  Readery desticek méfri vertikalné. Nedotykejte se spodkl jamek.
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6. POSTUP TESTU

6.1 Priprava kalibratoru

Kalibratory maji nasledujici koncentrace 17-B-Estradiolu:
CA CB Cc CD CE CF
pg/mL 0 20 120 300 600 2000

Stabilita: do data exspirace vytisknutého na kitu.
Po otevreni jsou stabilni po dobu Sesti mésicl pri +4 °C.

6.2 Priprava konjugatu
Konjugat je uréen k pfimému pouziti. Jemné promichejte po dobu 5 minut pomoci rotacniho mixéru.
Po otevreni je stabilni po dobu Sesti mésicl pfi 2-8 °C.

6.3 Priprava promyvaciho roztoku

Obsah vialky ,, 10x konc. promyvaciho roztoku” zfedte pred pouZitim destilovanou vodou na konecény
objem 500 mL. Pro mensi objemy dodrZujte pomér fedéni 1:10. Zfedény promyvaci roztok je stabilni
30 dni pfi 2-8 °C. V koncentrovaném promyvacim roztoku je mozné pozorovat pfitomnost krystald.
V tomto pfipadé michejte pfi pokojové teploté do rozpusténi krystalQ. Pro vyssi presnost zfedte celou
nadobku koncentrovaného promyvaciho roztoku do 500 mL. Dbejte o to, abyste prenesli také krystaly
vyplachnutim Idhve, potom michejte do Uplného rozpusténi krystald.

6.4 Priprava vzorku

Stanoveni 17-B-Estradiolu je mozné vykonat v lidském séru nebo plazmé. Pokud stanoveni neprobéhne
v den odbéru vzorku, skladujte vzorky pfi - 20 °C. Vyhnéte se opakovanému zamrazovani a
rozmrazovani vzorka.

Pfed pouzitim jemné promichejte po dobu 5 minut pomoci rota¢niho mixéru.

6.5 Postup

e VsSechny reagencie nechte dosahnout pokojové teploty (22 — 28 °C) po dobu alespor 30 minut. Po
ukonceni analyzy okamzité uskladnéte pfi 2-8 °C; vyhnéte se delSimu vystaveni pokojové teploté.

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

e Pro zabranéni potenciondlni mikrobidlni nebo chemické kontaminace se nepouzité reagencie
nesmi prenaset zpatky do plivodnich nadob.

e ProtoZe je nezbytné vykonavat stanoveni v duplikatech kvili zvySeni presnosti vysledkd testu,
pripravte si dvé jamky pro kazdy z péti bod0 kalibraéni kfivky (Ca — C¢), dvé pro kazdy vzorek, dvé
pro kazdou kontrolu, a jednu pro blank.

Pipetujte:
Kalibrator Vzorek/Kontrola Blank
Vzorek/Kontrola - 25 pL -
Kalibrator Ca— C¢ 25 uL --- ---
Konjugat 200 pL 200 pL ---

Inkubujte pfi +37 °C po dobu 2 hodin.

Odstrante obsah kazdé jamky; jamky. Promyijte tfikrat 300 pL zfedéného promyvaciho roztoku.
DuleZita poznamka: béhem kaidého promyvaciho kroku destickou 5 sekund jemné zatfeste a
odstrante nadbytecny roztok oklepanim obracené desticky o absorpéni papirovy ubrousek.
Automaticka promyvacka: v pfipadé 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 30 minut ve tmé.
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Pipetujte:

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

Desti¢kou jemné tfeste. Zmérte absorbanci pfi 450 nm oproti referencni vinové délce 620 — 630 nm
nebo oproti blanku v pribéhu 5 minut.

7. KONTROLA KVALITY

Kazda laboratof musi méfit kontroly v rozsahu normalni, vysoké a nizké hladiny estradiolu pro
sledovani cinnosti metody. Stémito kontroly je tfeba zachazet jako s nezndmymi a v kazdém
provedeném testovacim béhu pro né stanovit hodnoty. Je potfebné udrzovat tabulky kontroly kvality
kvuli sledovani ¢innosti dodavanych reagencii. Pro zjisténi trend( je potfebné pouZit vhodné statistické
metody. Jednotliva laborator si musi urcit pfijatelné limity ¢innosti metody. Dalsi parametry, které je
potfebné sledovat, jsou 80, 50 a 20 % pruseciky kalibraéni kfivky pro opakovatelnost od béhu k béhu.
Dale musi byt maximalni absorbance konsistentni s dfivéjSimi mérenimi. Znacna odchylka od uréené
¢innosti mGze znadit nepostifehnutou zménu v experimentdlnich podminkach nebo degradaci reagencii
kitu. Pro uréeni divodu odchylek je potfebné pouZzit Cerstvé reagencie.

8. VYSLEDKY

8.1 Primérna absorbance
Vypoctete prdmérnou absorbanci (Em) pro kazdy bod kalibraéni kfivky (Ca-Ce) a pro kazdy vzorek.

8.2 Kalibracni kfivka
Vyneste primérnou hodnotu absorbance (Em) kalibrator( (Ca-Ce) oproti jejich koncentraci. Prelozte
nejlépe se prekryvajici kfivku pres vynesené body. (r: 4 parametricka logisticka)

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

9. REFERENCNi HODNOTY

Hodnoty 17-B-Estradiolu v séru nebo plazmé jsou shrnuty v nasledujici tabulce:

ZENY Folikularni faze: 30-100 pg/mL
Pik ovulace 130 — 350 pg/mL
luteinizaéni faze 50— 180 pg/mL
menopauza < 60 pg/mL

DETI < 40 pg/mL

MUZI < 60 pg/mL

Vénujte prosim pozornost faktu, Ze stanoveni rozsahu ocekavanych 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 ocekavanych hodnot zaloZzeny na populaci vyskytujici se v misté jeji
plUsobnosti.

10. CHARAKTERISTIKY CINNOSTI

10.1 Preciznost

10.1.1 Rozptyl v rdmci analyzy

Rozptyl v rdmci analyzy byl uréen opakovanym mérenim (10x) tfech rliznych lidskych sér v jedné
analyze. Rozptyl v ramci analyzy je <9 %.
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10.1.2 Rozptyl mezi analyzami

Rozptyl mezi analyzami byl uréen opakovanym mérenim trech rlznych lidskych sér v riznych sarzich.

Rozptyl mezi analyzami je < 10 %.

10.2 Pfesnost

Test fedéni vykonany s vysoce koncentrovanym vzorkem 17-B-Estradiolu poskytl primérnou hodnotu
vytéznosti (+SD) 95.69% + 7.74% ve vztahu k plvodnim koncentracim.
VytéZinost 120 — 240 — 480 — 960 pg/mL 17-B-Estradiolu pfidaného ke vzorkdm poskytl priimérnou

hodnotu (+SD) 101.09% * 5.42% ve vztahu k plvodnim koncentracim

10.3 Citlivost

svvs

replikatd, kterou je mozné odlisit od nulového kalibratoru, je 8.68 pg/mL.

10.4 Specificita
KFiZové reakce protilatky vypocteny pfi 50 % podle Abrahama jsou uvedeny v tabulce:
17 Estradiol 100 %
Estron 2 %
Estriol 039 %
Testosteron 0.02 %
Fulvestrant 0.09 %
Kortizol <7x10% %
Progesteron <3x10* %
DHEA-S <1x10* %

DuleZita poznamka: Fulvestrant je chemicka sloucenina nalézajici se ve sloZeni nékterych Iéku
pouzivanych k lé¢bé nékterych druhi rakoviny u Zen po menopauze.; kvili své chemické podobnosti
estradiolem miiZze molekula fulvestrantu interferovat sanalyzou a vést k nadhodnoceni hladin

estradiolu ve vzorku.

V pfipadé pacientl podstupujicich |é¢bu léky s fulvestrantem se doporucuje zkontrolovat klinické
Udaje ziskané stimto kitem sjinymi Udaji kvantifikace estradiolu kvili ovéreni interference

fulvestrantu.

10.5 Korelace s komercnim kitem

DIALAB 17-B-Estradiol ELISA byla porovnana s jinou komercné dostupnou metodou 17-B-Estradiolu.
Bylo zméreno 16 vzorkl séra v obou testovanych systémech. Byla vypoctena linearni regresni kfivka:

DIALAB 17-B-Estradiol = 1.09 * (17-B-Estradiol Ref) - 12.96
R%= 0.996

11. NAKLADANIi S ODPADEM

Reagencie musi byt likvidovany podle mistnich nafizeni.
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