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Szabad RhCG [F2°1] IRMA

készlet
(REF: RK-820CT)

A szabad BhCG [1251] IRMA készlet humén
szérum koriongonadotrop hormon szabad 13
alegység (free BhCG) tartalménak in vitro
direkt meghatérozésara szolgdl, a 0 - 100
miU/ml mérési tartomanyban.

Bevezetés

A human koriongonadotrép hormon (hCG) egy kb.
38000 molekulatbmegu glikoprotein, amelyet
normélis esetben a placenta trofoblaszt sejtje
termelnek.

Az intakt hormon két alegységbol, a glikoprotein
hormonok kozs a-aegységébol és a biologiai -
immunolégiai specificitaséért felelos b-alegységhol
alnak. A keringésben mind a két alegység szabad
formgjaisjelen van.

Egészséges terhesség soran az anyai
szérum  szabad  b-degysfg  koncentrécidgja
exponencialisan novekszik egészen a terhesség 10.
hetéig, majd fokozatosan csokken. A maximalis
koncentréacié a100 mlU/mi-t is elérheti.

Az anya szérum szabad b-degysig
tartamanak novekedése specifikus és érzékeny
markere  lehet a  terhességi  trofoblaszt
neoplézidknak, igy a mola hydatidosanak (mind az
invaziv, mind anoninvaziv), koriokarcinémanak.

A 21-eskromoszOmatriszomigjaval jard
Down-szindrémét ugyancsek magas b-adegység
koncentrécio kiséri. Igy ennek monitorozésa
kiléndsen fontos lehet a Down-szindrdmés
magzatok €lso trimeszteri szurésében.

A mérés elve

A  készlet mukodése a szilad fézisd
immunoradiometrikus assay (IRMA) elvén
alapul. Ehhez két olyan monoklondlis antitest
sziikséges, amelyek a molekula két killonbdzo
epitopjat ismerik fel. A két antitest egyike
radiojéddal jelzett (jelzo antitest), a masikuk
jeloletlen (Gn. "capture" antitest).

Jelen készletben az immunometrikus assay
azon vdétozatat akamazzuk, amelyben a
standardokban, illetve a mintékban [évo
hormon  koncentracigjat  két  Iépésben
hatarozzuk meg. Az elso Iépés sordn az
antigén a specifikus capture antitesttel
immunokomplexet hoz |étre, mely a reaktiv
kémcso fellletén kotodik meg. A reakcio
lgjdtszédasa utan a csoveket kimossuk, ezzel
eltavolitva a folos reagenseket, valamint a
minta keresztreakcora képes molekulait. Ezt

kévetoen ®| jelzett tracert adunk a
csovekhez, melynek jelzo antitestiel a
mésodik inkubdlasi |épés sorén

hozzakétodnek az antigén szabadon maradt
epitépjdhoz, igy kialakitva a szendvicsnek
nevezett immunokomplexet. A masodik
inkubdlasi 1épést kdveto mosas utan gamma
szamlaéval mérjik a radioaktivitast.

A kémcsdvekben mért  radioaktivités
egyenesen aranyos a rendszerben lévo
hormon  koncentrécigjaval. Az ismert
koncentrécidju  standardok  kotési  értékel
alapjan szerkesztett kalibracios gorbérol az
ismeretlen minték  koncentréciGit  kotés
értékeik alapjan visszaolvassuk.

A készlet tartalma

1. 1 flakon ?°I-TRACER (32 ml), pufferes
oldat radioaktivitdsa <740kBg, 0,1 %
nétrium-azidot tartalmaz.

2. 1 flakon ANTISZERUM (21 ml), pufferes
oldat, 0,1 % nétrium-azidot tartalmaz.

3. 6 liveg STANDARD (6 x 0,5 ml), 0,1 %
Kathon CG tartésitoval. Koncentrécidjuk (S1
- S6): 0, 01, 05 2, 10, 100 miU/ml.
Kalibrdlva az IRP 75/551 (NIBSC/WHO)
standardra.

4. 1 iveg ELLENORZO SZERUM (1 ml), 0,1
% Kathon CG tartdsitoval. Koncentrécidjat a
kiséro minoségellenorzési bizonylat
tartalmazza.

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

6. 2 flakon MOSOPUFFER KONCENTRATUM,
(2 x 20 ml), 0,1 % natrium-azid tartésitéval,
700 ml desztilldt vizzel higitando

1 db Minoségellenorzési bizonylat

1 db Haszndlati utasités

A készlet felhasznalasahoz
sziikséges anyagok és eszk6zok

K émcsotarto, rugalmas  kémcsordgzito
kiképzéshen; pipették (50, 200, 300 és 2000
pl térfogatra, eldobhaté muanyag hegyekkel);
rézégép; kémcsozaré muanyag  folia
papirvatta vagy itatospapir; gammaszamlad o
Ajanlott:

Sorozat -adagol 6 (ismétlo) pipetta;
folyadékiiveges leosztd (diszpenzer), 1,5
literes folyadékedénnyel, 2 ml adagolési
térfogatra

A mérendo mintédk gyujtése és
térolasa

Amennyiben a free BhCG meghatarozas a
mintavételt kéveto 1-2 napon  bell
megtorténik, a mintékat 28°C -on, késobbi
felhasznadlds esetén —20°C -on mélyhutve
tartjuk. A fagyasztott mintékat hagyjuk
felolvadni, és felhaszndlds elott alaposan
homogenizaljuk.  Kertljuk az  ismételt
visszaf agyasztast.

Lipémias, hemolizdlt, vagy mas szempontbdl
rendellenes szérumot ne haszndljunk mérésre.

A reagensek elokészitése, tarolasa

A mosooldat koncentratumot ontsiik hozza
700 ml deszilldt vizhez. A higitott
mosdoldatot 2-8°C -on té&roljuk a készlet
lejératéig.

A készlet tobbi komponense az elso felnyitast
kdvetoen 2—-8°C -on tarolhat6 a készlet |gjarati
idején belll. A pontos Igjéarati ido a kiséro
bizonylaton és a doboz cimkén van feltlintetve.

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

egyetlen hatérozott, gyors mozdulattal
ontsik le a felllszét, mad a tartot
vétozatlan helyzetben (visszafordités
nélkil!) tegylik papirvattara2 percig.

6. lanéejik meg a mosas |épést az
5.pontnak megfeleloen.

7. Mérjink minden csobe 300 ul TRACER
oldatot.

8. Helyezzilk a csoveket rogzitos kémesotarto

dlvanyba. Allitsuk be a sebességet Ugy,
hogy a folyadék vaamennyi kémcsoben
mozgésban legyen. Kevertessik 1 érén &
szobahomérsékleten.

9. Adjunk minden csohéz 2 ml mosopuffert,
mad a csotartét fejjel lefelé forditva,
egyetlen hatérozott, gyors mozdulattal
ontsik le a fellluszét, mad a tartot
vétozatlan helyzetben (visszafordités
nélkil!) tegyUk papirvattéra2 percig.

10 Ismételjilk meg a mosés lépést a

9.pontnak megfeleloen.

11. Mérjik meg a csdvek radioaktivitasat
gamma-szamldéva és szamitsuk ki az

eredményeket az aldbbiak szerint.

1Téblazat Folyamatdbra, pipettazas kalauz
(térfogatok mikroliterben)

T S-S5 Ell. | Minta

szerum

Standard 50
Ell. szérum 50
Minta 50
Antiszérum [ 200 200 200 200

Kevertetés, 1 6ra szobahomérsékleten

Mosopuffer | | 2000 | 2000 | 2000

Folyadék ledntése, szaritésitatds papiron

Mosopuffer | [ 2000 | 2000 | 2000

Folyadék |ebntése, széritas itatds papiron

Tracer | 300 | 300 | 300 | 300

Kevertetés, 1 6ra szobahomérsékleten

Mosc')puffer| | 2000 | 2000 | 2000

Folyadék ledntése, széritésitatds papiron

Mosdpuffer | [ 2000 | 2000 | 2000

Folyadék ledntése, széritas itatds papiron

Radi oaktivitas mérés (min. 60 sec/cso)

Adatfeldolgozés

1. Jeldljink meg két —ké csivet: Osszes
beltésszdam  (T), standad  (S1-6),
ellenorzo szérum (C); vizsgdandd minték

(M).
2. Mérink 50 ul  STANDARDo, ill.
ELLENORZO  SZERUMOT, &

szérummintat amegfelelo csdvekbe.

3. Mérjink ~ minden csobe 200 ul
ANTISZERUM oldatot.

4, Helyezzik a csiveket rogzitos kémcsotartd
dlvényba. Allitsuk be a sebességet Ugy,
hogy a folyadék valamennyi kémcsoben
mozgashan legyen. Kevertessik 1 oran &
szobahomérsékleten.

5. Adjunk minden csohéz 2 ml mosdpuffert,
majd a csotartét fejjel lefelé forditva,

Az eredmények szdmitasa
A szamitas menetét jellemzo mérési adatokkal
szemlétetjik. A kapott szamadatoknak, és a
kalibracios gorbének hasonlitaniuk kell a 2.
téblazathoz, illetve az 1. dbréhoz.

Szémitsuk ki a parhuzamos csovek

Log-log papiron é&brézoljuk a
standard koncentracidkhoz tartozd étlag cpm
értékeket.

Olvassuk le a mérendo minték
koncentrécidit a standard gorbérol az étlag
cpm értékek alapjan.

Egyes adat-kiértékelésekhez, rendszerint
minoségellenorzési cdbdl, szilkség lehet a
specifikus kotési értékekre. Erre a B/T értékek
hasznalhatok, amelyek szamitaséhoz a
standardok, illetve minték NSB-vel (azaz az
S1 beiitésszamaval) korrigalt értékeit osztjuk
atotal aktivitassal az aldbbi egyenlet szerint:
X-6/C/Mx/ (cpm) -S1(cpm)
B/T (%) = x 100

T (cpm)
Egy jellegzetes mérési adatsort foglal Ossze a
2. téblazat, mig az 1. dbra egy jellemzo
standard gorbét mutat.




A korszeru mérokészillékek lehetové teszik a
radioaktivitas-mérést koveto azonnali ("on-
ling") szamitégépes adatfel dolgozast is. A
sokféle feldolgozd program kozll jelen
készitményhez specidlisan immunometrikus
assay-re kifejlesztett spline illeszto program
hasznélatét javasoljuk. Ugyeljiink arra, hogy
vannak olyan kiértékelo programok, amelyek
a O-standard és az elso standard kozott is
interpoldnak, de a szamitott koncentréaciok
kozll csak azok tekinthetok valdsnak,
amelyek értéke magasabb, mint a mérés
statisztikailag meghatarozott kimutatasi hatéara
(Id. érzékenység).

2.Téblazat Jellemzo mérési eredmények
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free BhCG koncentracié (mIU/ml)

1. dbra
Tipikus standard gdrbe,
(Minta-meghatéarozasra nem hasznalhato!)

Minoségi jellemzok

Az assay jellemzo paraméterei

NSB/T <0,3%

Specificitds

A készletben akalmazott monoklonalis
antitestekkel nem tapasztalhat6 keresztreakcio
normal fiziol6gids koncentracidban [évo
hTSH, hFSH és hLH hormonokkal.

Erzékenység

Jelen készlettel az andlitikai érzékenység a O-
standarddal 15 péarhuzamos  méréshol
meghatérozva 0,02 mlU/ml. Ertéke egyenlo a
O-standard BO+2* SD koétési értékéhez tartozo
koncentrécidval .

Ismert mennyiség visszanyerése
("recovery")

Egyéni szérummintakhoz ismert mennyiségu
free BhCG-t adva, a visszanyerés (recovery)
99,2 £ 5,5 % (kzépérték + SD, n=10).

Higitasi teszt (linearity)

Egyedi szé&rumminték S1 standarddal végzett
sorozat-higitasakor a vart (x) és a mért (y)
koncentréciGértékek kozott az aldbbi lineéris
Osszefliggés adddott:

Y =1015x -0,0316 R=0,9995 n=20

Nagy-dézisu Hook effektus
Az effektus 2500 miU/ml
jelentkezik.

Pontossaqg

Az intra-assay pontossagot 15 parhuzamossal
egy sorozaton belldl, az inter-assay
pontossagot 2 parhuzamossal, 15 fliggetien
méréshen étékelve, 4 mintdra az aabbi
adatokat kaptuk.

aatt nem

Intra-assay Inter-assay
atlag Ccv | élag cv
(mlU/ml) % (mlU/ml) %

4,93 1.8 4,69 4,1
9,02 1,1 8,63 3,6
14,33 34 12,8 54
41,38 1,1 38,0 9,0

Varhat6 referens tartomany
Egészséges felnottek: < 0,1mIU/ml
16. hetes terhes szérum:

14 mlU/ml (1 MoM)

A megadott referens tartomany csak
tgékoztatd adatnak tekintendo, és nem
helyettesitheti a készletet felhaszndd
laboratériumok sgjat teriletikre jellemzo
normél értékének megdllapitésat.
Megjegyzések, tanacsok

1) Figyelem, hibaforrasl A  bevont
kémcsovek rem tartalmaznak kiilén feliratot.
K 6zonséges kémcsovekkel vao

Osszetévesztésik komoly mérési  hibakhoz

vezethet! Ennek elkerllésére a muanyag
dobozbdl soha ne vegylnk ki tobbet a
szikséges ~ mennyiségnél, illetve a

felhaszndlatlan kémcsoveket azonna tegyik
vissza eredeti tartddobozukba. Ha az
Osszekeverés veszélye a feldolgozas alatt is
fenndll, célszeru a bevont csdveket més
maodon is megjeldlni (pl. Gvegre ird tollal

“meggyuruzni”).

2) Figyelem, hibaforras! Kevertetésre csak
olyan kémcsotartd hasznadhaté, amelyben a
csovek  rogzitve  vannak.  "Lotybgos'
alvanyban a kémcsdvek tartalma egydtalan
nem, vagy egyenetlentl keveredik, annak
ellenére, hogy maga az dlvéany, és a kémcso
mozgéashban van. Egyenetlen, illetve tokéletlen
keverés teljesen hamis (fals alacsony!) mérés
eredményekhez vezethet!

3) A mosopuffer adagolasa. A mosdpuffer
legcélszerubben hajlékony kivezeto csovel
felszerelt diszpenzerbol adagolhatd, amelyhez
legaldbb 1,5 +es folyadék-edény csatlakozik.
A hajlékony csovéggel az asztalon fekvo
kémcsodllvany  folott  végighaladva a
mosopuffer hozzéadésa gyors és hibamentes.
Diszpenzer hianydban kelloen nagy térfogatd
fecskendovel  elatott  ismétlo  pipetta
hasznélhat6.

Egyéb tudnivaldk

Felhivjuk a figyelmet arra, hogy a kiilonbdzo
gyartds szami készletek egyes komponensei

nem helyettesithetok sem egyméassal, sem més
gyarto fre BhCG készletének komponenseivel.
Biztonsagi 6vorendszabéalyok
Radioaktivitas

A készlet radioaktiv anyagot tartalmaz. A
felhaszndl 6 laborat6ériumok felelossége, hogy
munkgjuk soran ill. a védocsomagoléas
esetleges sérillése esetén a radioaktiv anyagok
tarolédséra, felhaszndldsara, és kezelésére
vonatkoz6 torvényi szabdyozés és hatdsagi
eloirasok szerint jarjanak el.

Fertozésveszély
A készletben |évo human szérumot tartalmazoé
komponensek  eodlitasdhoz  felhasznalt

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

M ér gezo anyagok

A készlet egyes komponensei
tartositoszerként nétrium-azidot tartalmaznak.
A készlet bsszes nétrium-azid tartalma 93 mg.
A nétrium-azid nemcsak mérgezo anyag, de
belole rézzel, vagy Olomma érintkezve
robbanasveszélyes azidok is keletkezhetnek.
A mérgezés alaboratoriumi munkak ltaldnos
biztonsagi eloirésainak betartdsaval kertilheto
e. A nehézfém-azidok keletkezésének
megakaddlyozésara a nem-radioaktiv hulladék
reagenseket nagy mennyiségu vizzel oblitve
juttassuk a csatornahd 6zatbha.

A standardok és az ellenorzo szérum
tartésitasdra Kathon CG-t akalmazunk. A
készlet 6sszes Kathon CG tartalma 4 mg. A
Kathon CG erosen toxikus anyag. A mérgezés
a  laboratériumi munkdk  biztonségi
eloirdsainak betartésaval elkerilheto.
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