RK-3CTMCEO070501
Nem-konjugalt Osztriol

(121 RIA Kkészlet
(REF: RK-3CT)

A nem-konjugdlt Osztriol [125I] RIA készlet
human szérum nem konjugdlt Osztriol
tartalménak in vitro direkt meghatarozaséra
szolgdl, a 0120 nmol/l (0- 34 ng/ml) mérési

tartomanyban.

Bevezetés

Az Osztriol, az Osztron és Osztradiol mellett, az

egyik legfontosabb noi szteroid hormon. Termelése
csaknem kizérolag a terhesség alatt torténik olyan
prekurzorbdl, amely a magzat mellékvesekérgében
keletkezik és a magzati m§j, illetve a méhlepény

ataakit osztriolla. Az anyai méban a hormon nagy
része konjugaddik (szulfdok és glukoronidok
formgjdban), ezt kdvetoen kitrll avizeletben kb. 20
perces felezés idovel. Az anya vérkeringéseben a
»Szabad” (nem konjugdlt) dsztriol a total dsztriol

kb. 10%két képezi. Koncentracija a terhesség
elorehaladdsdvad  emelkedik é az utolsd
harmadaban lesz 23 nagysagrenddel magasabb.

Ebben az idoszakban, az Osztriol koncentrécio
csokkenése a magzat rosszullétére utalhat.

Széamos tanulmany  bizonyitia hogy més
paraméterek figyelembevételével egyitt (szabad
BhCG, AFP, anyai életkor) az dszriol meghatérozés
hasznélhat6 a Down koér kockazat megdllapitésaraa
terhesség masodik  trimeszterében. Ezek a
tanulmanyok dtaldban a 0,7 MOM (multiple of

median) alatti értékeket kérosnak tekintik, de a
nem-konjugat Osztriol eredmény egymagaban nem
diagnosztik ai értéku A szuréshez egy megfelelo

szédmitogépes  (sllyozott) kiértékelés és a
felhaszndlo laboratérium sgad MOM  értékek
meghatérozasa sziikséges.

A mérés elve

A kéxzlet mukddése a  kompetitiv
radioimmunoassay elvén alapul. A '*|-dal
jelzett dlandd mennyiségu Osztriol vetélkedik
a mintdban jelenlevo (mérendo) jelzetlen
Osztriollal  a  korlédtozott szami  antitest
kotohelyekért. A reakcid lejatszodasa aatt a
reaktiv kémcso az antitesthez kotott antigént
megkdti. A bevont cso fellletén 1évo jelzett
antigén radioaktivitasa, amely forditottan
ardnyos a minta nem-konjugdlt Osztriol
koncentracigjaval, gammar-szamla éval
mérheto.

A standardok relativ  kotésértékei  és
koncentrécidi ismeretében szerkesztett méro-
(standard) gorbérol, a mint&k relativ
kotésértékel  aapjan, azok nem-konjugdt
Osztriol koncentréciGja meghatérozhato.

A készlet tartalma

1. 1 Uveg TRACER (55 ml), ®|-Osztriol
pufferes oldat, radioaktivitdsa < 220 kBq, 0,1
% nétrium-azidot tartalmaz.

2.1 iiveg ANTISZERUM (5 ml), pufferes
oldat, 0,1 % nétrium-azid tartositéval.

3. 6 (iveg STANDARD (6 x 0,5 ml), humén
szérumban, 0,1 % nétrium-azid tartésitéval,
koncentrécidjuk (S1 - S6): 0; 1,5; 4,5; 14; 40;
120 nmoal/l.

4.1 iveg ELLENORZO SZERUM, liofilizAlt,
0,1 % nétrium-azid tartésitéval, feloldandd
0,5 ml desztilldt vizzel. Koncentrécigjat a

kiséro minoségellenorzési
tartalmazza.

5. 2 doboz BEVONT CSO, 2x50 db, 12x75
mm-es szabvany RIA kémcso, zart muanyag
dobozban.

bizonylat

1 db Minoségellenorzési bizonylat
1 db Haszndlati utasitas

A készlet felhasznalasahoz
sziikséges anyagok és eszktzok

Kémcsotarto, rugamas  kémcsordgzito
kiképzéshen; pipették (50 és 500 pl térfogatra,
eldobhaté muanyag hegyekkel); razdgép;
kémcsozaré muanyag félia; papirvatta vagy
itatbspapir; gamma-széamlélé

Ajanlott:

Sorozat-adagol 6 (ismétlo) pipetta

A mérendo mintédk gyujtése és
térolasa

Amennyiben a nem-konjugdt Osztriol
meghatarozés a mintavételt kdveto 1-2 ngpon
belil megtorténik, a mintékat 2-8°C-on,
késobbi felhaszndlés esetén —-20°C  alatt
tartjuk. A méyhutétt mintékat hagyjuk
felolvadni, és felhaszndés elott aaposan
homogenizaljuk.

A reagensek elokészitése, tarolasa

A nem-konjugdlt Osztriol RIA készletet 2-
8°C-on téroljuk felhasznalésig.

A TRACER és ANTISZERUM oldatok az
elso felnyitést kdvetoen 2-8°C-on térolhatdak
akészlet |gjérati idején belll.

A STANDARD oldatok felbontés utan -20°C-
on térolhatak a készlet Igjarataig.

A liofilizdt ELLENORZO SZERUMOT
oldiuk fel 500 pl desztilldt vizzd,
orvénykeverovel homogenizdljuk, (gyelve a
habzas elkeriilésére. Az oldatot 20 percig még
ne haszndljuk fel. A visszaoldott elenorzo
szérum -20°C-on a készlet |ej&rataig tarol hato.

FIGYELEM!

A mérés megkezdése elott a reagens
oldatokat, és a mérendo mintdkat is enged;juk
szobahomérsékletre melegedni majd alaposan
homogenizaljuk oket, de keriiljik € a habzast.

A meghatédrozas menete
(Id. Folyamatabra, 1. Tablazat)

hosszabb. Ez célszeruen sorozat-adagolé
pipettaval biztosithato.

5. Helyezzik a csoveket rogzitos
kémcsotarto dllvanyba, fedjik le oket
léegmentesen  muanyag  fdliaval.
Allitsuk be a razas sebességét Ugy,
hogy a folyadék vaamennyi
kémcsoben  mozgashan  legyen.
Kevertessiik 2 oran a
szobahomérsékleten (800 rpm
ajanlott).

6. A csotatét fejel lefeé forditva,
egyetlen hatérozott, gyors mozdulattal
ontsiik le a csbvek tartaimét, majd a

tartot vétozatlan helyzetben
(visszaforditas ~ nélkul!) tegyuk
papirvattara 2 percig.

7. Mérjiik meg a csbvek radioaktivitasat

gammaszamlaléval és szamitsuk ki
az eredményt az aldbbiak szerint.

1. Téblazat Folyamatdbra, pipettdzés kaauz
(térfogatok mikroliterben)

T S-S5 C M
Standard 50
Ell. szérum 50
Minta 50
Tracer 500 500 500 | 500
Antiszé&um 500 500 [ 500

Kevertetés, 2 6ra szobahomérsékleten

Folyadék ledntése, szaritésitatds papiron

Radioaktivitas mérés (min. 60 sec/cso)

Adatfeldolgozés

1 Jeldljink meg két —két csdvet: Bsszes
beltésszam (T), standard (S1-S6),
ellenorzo szérum (C); vizsgdando
mintak (M).

2. Mérjiink 50 pl STANDARDat, ill.
ELLENORZO SZERUMOT, és
szérummintét a megfelelo csdvekbe.

3. Mérjunk minden csobe 500 pl
TRACER oldatot.

4. Mérjink minden csobe 500 pl
ANTISZERUM oldatot, kivéve a T
jelu csbveket.

A kinetikus  effektus  kikiiszobolése
érdekében az utolso reagens (antiszérum)
hozzdadasanak idotartaméat a lehetséges
minimunra kel szoritani.  Altalanos
szabéalyként ez a |épés ne legyen 5 percnél

Az olyan RIA automataknal, ahol 1 ml a
maximalis bemérési térfogat, a reagensek
90%-at mérjik be (45l ST/C/M és 450 pl
TR és AS)

Az eredmények szamitasa

Szamitsuk ki a csovek

parhuzamos
Szamitsuk ki astandardok, az ellenorzo szérum ésa
minték kotés szézalékét az aldbbi egyenlettel:

S/ C/ My (cpm)

B/Bo(%) = x 100

Si(cpm)

Abrézoljuk a standardokra mért belitésszamokbdl

szamitott B/Bo  étékeket a  standard
koncentracigjanak fuggvényében. Az igy kapott
standard gdrbérol olvassuk le a vizsgdlt minta B/Bo
érték ethez tartozo koncentraciot (1. dbra)

A korszeru mérokészilékek lehetové teszik a
radioaktivitasmérést kdveto azonnai (“on-ling")
szamitogépes adatfeldolgozast is.

Egy jellegzetes mérési adatsort foglal Ossze a 2.

Téblazat.

1. &bra
Jellemzo standardgorbe

(Mintamér ésre nem hasznal hat6!)
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2. Tablazat Jellemzo mérési eredmények




Csovek Atlag B/T% | B/BO
cpm %

T

66391
St

34364 51,8
52

31701 47,7 92,2
3

28477 42,9 82,9
A

21406 32,2 62,3
$

12997 19,6 37,8
S

6729 10,1 19,6
C

17934 27,0 52,2

Minoségi jellemzok
Erzékenység

Az anditikal érzékenység az a legkisebb
anyagmennyiség, amelye a véahaté vélasz
szignifikansan kilénbézik a 0 dézisra kapott
értéktol. Ertéke egyenlo a 0-standard + 2*SD
kotési értékhez tartozd koncentracival. Az
assay kimutatéas hatdra 04 nmoal/l, 15

parhuzamossal végzett meéréshol
meghatérozva.

Specificitds

K er esztr eakciok:

L ehetséges Hozzdadott | Mért nM
keresztreagddk | nM Osztriol
terhesség aatt szteroid

Osztriol-3- 100 3,0
glukoronid

Osztriol-3- 1000 26,8
szulfét

1713 Osztradiol | 1000 15,7
Kortizol 1600 ND
Osztron 7000 9
Progeszteron 10000 2,2
DHEA-0O, 30000 ND
Pontosséag

Az intra-assay pontossagot 15 parhuzamossal

egy mérési sorozatban, az inter-assay
pontossagot meghatérozasonkeént 2
parhuzamosban, 10 fiiggetlen mérésben
hatéroztuk meg.

Intra-assay Inter-assay

alag CV% alag CV%
nmol/| nmol/l

3,9 6,4 35 6,3
9,3 39 8,7 5,6
12,0 2,6 11,3 2,1
21,4 39 20,6 54
55,2 3,6 51,7 4,1
80,7 41 76,8 38
97,6 4,2 89,5 38

Addicios teszt

A mérés soran 6 db egyedi humén szérum
mintéba ismert mennyiségu standard antigént
vittink be kulénbdzo koncentrécidban és
vizsgéltuk a kiinduldsi és a megemelkedett
koncentraci6 szinteket. Az étlag visszanyerés
101,7% volt (92% — 112%).

Varhato értékek a terhesség masodik
harmadaban

Terhes. | Mintaszdm | 1MOM
Hé& (nmol/l)
15 79 9,7

16 121 10,3

17 99 11,3

18 61 12,9

19 21 14,8

A  megadott értékek csak  t§ékoztatd

jelleguek, és nem helyettesithetik a készletet
felhasznd 6 laboratériumok sgjat tertletiikre
jellemzo vérhato értékek megéllapitésat!

Nem terhes nok esetén (n = 40) amintak étlag
koncentréciéja0,74 £ 0,75 nM.

Atszamitas az S| mértékegységrol
1 nmol/l = 0,2884 ng/ml
1 ng/ml = 3,467 nmol/I

Az assay korlatai

e A készlethen taldhatdé komponensek
szérumban tOrténo nem-konjugdlt &sztriol
mérésre optimalizaltak.

» Kertljuk a minték ismételt visszafagyaszta
sét!

e Lipémias, hemolizdlt, vagy més
szempontbdl  rendellenes  szérumot ne
haszndljunk mérésre!

* A mérések eredményét més ide vonatkozo
klinikai eredményekkel egyditt hasznéljuk fel!

* A megfelelo, validdt szoftver nélkil, ezen
készlet nem akamas a triszémia 21
kockézatanak meghatérozaséral

Megjegyzések, tanacsok

1) Figyelem, hibaforrasl A  bevont
kémcstvek nem tartalmaznak kilon feliratot.
K 6zonséges kémcsovekkel vao

Osszetévesztésik komoly mérési  hibékhoz
vezethet!

2) Figyelem, hibaforras! Kevertetésre csak
olyan kémcsotartd hasznahat6, amelyben a
csovek  rogzitve  vannak.  "Lotyégos'
dlvanyban a kémcsbvek tartalma egydltdan
nem, vagy egyenetlentl keveredik, annak
ellenére, hogy maga az dlvany és a kémcso
mozgashan van. Egyenetlen, illetve tokéletlen
keverés teljesen hamis mérési eredményekhez
vezethet!

3) Figyelem, hibaforras! Kevertetésre dyan
rézogépet haszndljunk, amelynek haszndlata
soran nem melegszik az aljalkdzepe. Kerlljik
a huzatot is (ablak, légkondiciondd, futés
kozvetlen kozelében ne inkubdjunk!) A
csvek kozotti homérséklet kuldnbségkomoly
mérési hibakhoz vezethet.

4) Figyelem, hibaforras! Ha nem ledntéssd,
hanem leszivéssal torténik a  reakcio
befejezése ezt kdvetoen ganlott egy mosasi
Iépést végezni (2 ml fiziologiés so oldattal) az

esetleges egyenetlen leszivashdl eredo szérés
elkeril ése érdekében.

Egyéb tudnivalok

Felhivjuk a figyelmet arra, hogy a kildnbdzo
gyartési szamu készletek egyes komponensel
nem helyettesithetok sem egymassal, sem més
gyartd nem-konjugdlt Osztriol készletének
komponenseivel.

Biztonsagi 6vorendszabélyok

Radioaktivitas

A készlet radioaktiv anyagot tartalmaz. A
felhasznd 6 laboratériumok felelossége, hogy
munkgjuk soran ill. a védocsomagolas
esetleges sériilése esetén a radioaktiv anyagok
térolas&ra, felhaszndldséra, és kezelésére
vonatkozd torvényi szabdlyozas és hatdsagi
eloirésok szerint jarjanak el.

Fertozésveszély
A készletben Iévo human szérumot tartalmazd
komponensek  elodllitdsdhoz  felhaszndlt

szérum HIV-Ab és HBsAg vizsgadlatra negativ
eredményt adott. Ennek ellenére a human
szérumot tartalmazo komponenseket
potencidlisan fertozoként kell kezelni, és az
erre  vonatkoz6 dtaldnos  laboratdriumi
higiénés szabdlyokat be kell tartani.

Mérgezo anyagok

A készlet komponensei tartésitoszerként
natrium-azidot tartalmaznak. A készlet dsszes
natrium-azid tartalma 115 mg. A nétrium-azid
nemcsak mérgezo anyag, de belole rézzdl,
vagy olommal érintkezve robbanésveszélyes
azidok is keletkezhetnek. A mérgezés a
laboratoriumi  munkdk altaldnos biztonségi
eloirdsainak betartdsdval kerllheto . A
nehézfém-azidok kel etkezésének
megakaddlyozésara a nem-radioaktiv hulladék
reagenseket nagy mennyiségu vizzel oblitve

juttassuk a csatornahd 6zatbha.
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