PATHOZYME® OESTRADIOL

OoD477

Immunoenzymatyczny test (EIA) do ilosciowego oznaczania
estradiolu w surowicy lub osoczu. o
Przechowywaé w temp. 2°C - 8°C. NIE ZAMRAZAC.

Do diagnostyki “in vitro”.

WPROWADZENIE
Estradiol (E2) jest 18-weglowym ludzkim hormonem steroidowym
zawierajacym fenolowy pierscient “A”. Ten steroidowy hormon ma
ciezar czasteczkowy 272,4 daltonéw. Estradiol jest najsilniejszym,
naturalnym estrogenem, produkowanym gtéwnie przez jajniki,
fozysko, a w mniejszej ilosci przez kore nadnerczy i meskie
jadra.***
Estradiol jest wydzielany do obiegu krwi, gdzie 98% krazy w postaci
zwigzanej z globuling wiazaca hormony piciowe (SHBG). Aby
zmniejszy¢ ilos¢ wolnego estradiolu czasteczki hormonu sg
przytaczane do innych biatek surowicy takich jak albuminy. Tylko
niewielka frakcia krazy jako wolny hormon lub jako forma
skoniugowana.*
Aktywne oddzialywanie estrogenne odbywa sig poprzez receptory
estradiolowe, ktére wyzwalaja odpowiednia reakcje na poziomie
jadra w miejscu docelowym. Do tych miejsc naleza pecherzyki
jajnika, macica, sutek, pochwa, cewka moczowa, podwzgorze,
przysadka mézgowa i w mniejszym stopniu watroba i skéra.
U kobiet nie bedacych w cigzy, z prawidlowym cyklem
miesigczkowym, sekrecja estradiolu odbywa sie cyklicznie,
dwufazowo z najwyzszym stezeniem obecnym tuz przed
owulacja.®’ Przyjmuje sie, ze wzrastajace stezenie estradiolu
wywotuje dodatnie sprzezenie zwrotne wykazujace dziatanie na
poziomie przysadki moézgowej, gdzie wplywa na sekrecje
gonadotropin, hormon folikulotropowy (FSH) i hormon luteotropowy
(LH), ktére sa chrakterystyczne odpowiednio dla dojrzewania
pecherzyka jajowego i owulacji®® Tuz po owulacji, poziom
estradiolu szybko spada, a komorki lutealne stajg sie aktywne,
czego efektem jest wtérne, delikatne podniesienie i plato estradiolu
w fazie lutealnej. W czasie cigzy, poziom estradiolu w surowicy
ciezarnej znaczaco wzrasta, duzo powyzej poziomu piku
przedt])ﬂwulacyjnego i wysoki poziom utrzymuje sig przez caty okres
cigzy.
Oznaczanie estradiolu w surowicy jest cennym wskaznikiem w
ocenie réznych zaburzen  miesigczkowania, takich jak
przedwczesne i opoznione dojrzewanie dziewczynek', pierwotny
lub wtérny brak miesiaczki czy menopauza.””” Zaobserwowano
wzrost poziomu estradiolu u pacjentéw z objawami feminizacji*,
ginekomastii*® i nowotworami jadra.'®
W przypadkach nieptodnosci, oznaczanie estradiolu w surowicy jest
wykorzystywane do monitorowania indukcji owulacji w efekcie
zastosowanego leczenia takimi lekami jak: klomifen, hormon
uwalniajacy LH (LH-RH) lub egzogenne gonadotropiny.'"** Podczas
hiperstymulacji  jajnikéw przy zaplodnieniu in vitro (IVF),
monitorowanie stgzenia estradiolu w surowicy prowadzone jest
codziennie w celu uchwycenia optymalnego czasu podawania
ludzkiej choriogonadotropiny i nagromadzenie komérek jajowych. '

PRZEZNACZENIE
PATHOZYME OESTRADIOL (E2) jest testem, w ktérym
wykorzystano metode immunoenzymatyczng (EIA) do ilosciowego
oznaczania estradiolu w ludzkiej surowicy lub osoczu.
Do uzytku w laboratorium.

ZASADA

PATHOZYME OESTRADIOL (E2) jest testem, w ktérym
wykorzystano metode kompetycyjnego taczenia sie pomiedzy (E2)
w badanej prébce i (E2)-HRP koniugatu ze statg iloscig krdliczych
przeciwciat anty-estradiolowych. W czasie inkubacji, kozie anty-
krolicze przeciwciata IgG opfaszczone na kubeczkach sg
inkubowane ze standardami, kontrolami i badanymi prébkami
zawierajagcymi  (E2), koniugatem HRP-E2 i odczynnikiem
zawierajacym krolicze przeciwciata anty-estradiolowe. W czasie
inkubacji, okreslona ilo$¢ (E2) znakowanego peroksydaza
chrzanowa, wspéizawodniczy z endogennym (E2) obecnym w
standardach, badanych prébkach lub surowicach kontrolnych o
miejsce wigzace na specyficznych przeciwciatach (E2).
W ten sposéb, ilos¢ (E2) znakowanego peroksydaza chrzanowa,
ktéra moze ulec przyltaczeniu do kubeczka progresywnie spada
jezeli stezenie (E2) w badanej probce wzrasta.
Nadmiar  niezwigzanego (E2) znakowanego peroksydaza
chrzanowg (koniugat) zostaje usuniety, a kubeczki poddane
procesowi ptukania. Dodanie substratu (TMB) inicjuje reakcje
barwng, efektem czego jest pojawienie sig¢ niebieskiego koloru.
Zatrzymanie  reakcji nastepuje po dodaniu  odczynnika
zatrzymujacego reakcje, a pomiar absorbancji dokonywany jest
spektrofotometrycznie przy diugosci fali 450 nm. Intensywnos¢
zabarwienia jest proporcjonalna do ilosci obecnego enzymu i
odwrotnie zalezna od ilosci nieoznakowanego (E2) w badanej
prébce.
Krzywa kalibracyjng uzyskuje sie przez wykreslenie w ukfadzie
wspoirzednych stezenia standardéw w odniesieniu do ich
absorbancji. Stezenie estradiolu w badanych probkach i surowicach
kontrolnych nastawionych réwnolegle ze standardami moze by¢
wyliczone z wykreslonej krzywej kalibracyjne;j.
Test wykalibrowano wzgledem wewnetrznego standardu. Nie ma
miedzynarodowego wzorca dla tego testu.

SKLAD ZESTAWU

0D477

12 8 wells x 1
Dzielona mikroptytka z kubeczkami optaszczonymi
kozimi anty-kréliczymi przeciwciatami w klasie 1gG,
umieszczona w foliowej torebce ze srodkiem
pochtaniajgcym wilgo¢.
Cal [ A ] 0pg/ml ] 0.5ml

Standard referencyjny: ludzka surowica pozbawiona
estradiolu. Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)
Cal [B T 10 pg /ml ] 0.5ml
Standard referencyjny: estradiol rozciericzony w
ludzkiej surowicy. Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)
[ca T c ] 30 pg / ml | 0.5ml

Standard referencyjny: estradiol rozciericzony w

ludzkiej surowicy. Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)

[ ca ] D [ 100pg/ml__] 0.5ml
Standard referencyjny: estradiol rozciericzony
w ludzkiej surowicy. Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)
Cal | E [ 300pg/ml__] 0.5ml
Standard referencyjny: estradiol rozciericzony w
ludzkiej surowicy. Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)
Cal | F [ 1000pg/ml_] 0.5ml
Standard referencyjny: estradiol rozcienczony w
ludzkiej surowicy. Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)
Control | 1 [ Level as stated on vial | 0.5ml
Surowica zawierajaca rozpuszczony estradiol o
znanym mianie. Gotowa do uzycia. (Bezbarwna)
Control | 2 [ Level as stated on vial | 0.5ml
Surowica zawierajaca rozpuszczony estradiol o
znanym mianie. Gotowa do uzycia. (Bezbarwna)
Ab [ REAG [ Oestradiol | 7ml
Odczynnik zawierajacy krélicze przeciwciata anty-
estradiolowe. Gotowy do uzycia. (R6zowy)
1ml
Estradiol znakowany peroksydaza chrzanowa.
Gotowy do uzycia. (Niebieski)
1ml
Roztwor substratu: 3,3, 5,5’ tetrametylobenzydyna
w buforze octanowym. Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)
Soln [ Stop [ HCl [ 1M | 11ml
Odczynnik zatrzymujacy reakcje: kwas solny
rozcieficzony w czystej wodzie. Gotowy do uzycia.
(Bezbarwny)
Instrukcja i druk protokotu. 1+1

MATERIALY WYMAGANE DO WYKONANIA OZNACZENIA, NIE
ZALACZONE DO ZESTAWU

Pipety: 100ul, 200 i1000pl.

Koncoéwki do pipet.

Papier absorbcyjny.

Czytnik mikroptytek z filtrem 450 nm.

Papier milimetrowy.

Doktadnie umyte szkio laboratoryjne.

SRODKI OSTROZNOSCI

Zestaw PATHOZYME OESTRADIOL zawiera materiat pochodzenia
ludzkiego. Wykonano badania na obecnos$¢ przeciwciat HCV, HIV | i
Il — wynik negatywny oraz HBsAg zgodnie z zatwierdzonymi przez
FDA procedurami. Poniewaz zadne znane procedury nie dajg
catkowitej pewnosci, iz pozyskany materiat pochodzenia ludzkiego
nie zawiera innych czynnikéw zakaznych, produkt nalezy traktowac
jako potencjalnie zakazny i zaleca sie obchodzi¢ z nim ze
szczegolng ostroznoscia i uwaga. Zaleca sie réwniez zachowanie
$rodkéw ostroznosci przy wykonywaniu oznaczenia traktujac
wszystkie odczynniki jako potencjalnie zakazne. Nie spozywac.

Zestaw PATHOZYME OESTRADIOL nie zawiera substancji
niebezpiecznych sklasyfikowanych przez aktualne, brytyjskie
regulacje dotyczace substancji chemicznych. Jednakze zaleca sie
aby wszystkie odczynniki traktowa¢ jako potencjalny materiat
niebezpieczny. Wszystkie zalecenia musza by¢ zgodne z lokalnymi
rozporzadzeniami.

Zestaw PATHOZYME OESTRADIOL zawiera rozcieficzony kwas
solny jako odczynnik zatrzymujacy reakcje — $rodek zracy. Uzywacé
z zachowaniem $rodkéw ostroznosci. W przypadku kontaktu
sptukac¢ obficie woda.

Odczynniki  wchodzace w sktad zestawu PATHOZYME
OESTRADIOL zawierajg 1% Proclin™ 300* jako konserwant, kt6ry
moze by¢ srodkiem toksycznym jesli zostanie spozyty. W przypadku
kontaktu sptuka¢ obficie wodg i udac sie po pomoc medyczna.

*Proclin™ 300 jest chroniony znakiem towarowym firmy ROHM &
HAAS Limited.

PRZECHOWYWANIE X
Odczynniki muszg by¢ przechowywane w temperaturze 2c-8c.

Test bedzie spetniat standardy jakosci podane w specyfikacji do
korica daty waznosdci, ktéra jest podana na zestawie i
poszczegdlnych sktadnikach. Data waznosci to ostatni dzien
miesigca podany na buteleczce i etykiecie zestawu. Nie uzywacé
odczynnikéw przeterminowanych.

Nie poddawaé¢ odczynnikéw dziataniu zbyt wysokiej temperatury.
Unika¢ wystawiania na bezposrednie dziatanie $wiatta stonecznego.

NIE ZAMRAZAC ODCZYNNIKOW - zamrozenie powoduje
nieodwracalny rozktad.

PRZYGOTOWANIE | PRZECHOWYWANIE PROBKI

Surowica: Pobra¢ probke krwi zylnej, odstawi¢ do wykrzepnigcia i
oddzielenia surowicy. Odwirowa¢ wykrzepiong krew i odciggna¢
surowicg. Zaleca sie uzywac $wiezg surowice.

Osocze: Pobra¢ probke krwi zylnej do probéwki zawierajacej EDTA.
Odwirowac¢ prébke i odciagna¢ osocze. Zaleca sig¢ uzywac $wieze
osocze.

Nie uzywa¢ do badania prébek zhemolizowanych, metnych lub
lipemicznych, powyzsze moze fatszowaé wyniki.

Surowica lub osocze moga by¢ przechowywane do 48 godzin w
temperaturze 2'C - 8°C. W przypadku duzszego przechowywania,
probke zamrozi¢ w temp. - 20°C (mozliwo$¢ przechowywania do 1
roku). Rozmrozong prébke wymieszaé przed wykonaniem
oznaczenia.

Nie uzywa¢ azydku sodowego jako konserwantu, moze hamowaé
aktywno$¢ enzymu peroksydazy.

Unika¢ wielokrotnego zamrazania i rozmrazania probek, powyzsze
moze fatszowac wyniki.



PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW
Przed uzyciem wszystkie odczynniki doprowadzi¢ do temperatury pokojowej (ZOEC - 25°C) i delikatnie
wymiesza¢. Unikac spienienia.
OGRANICZENIA

Test jest niewazny jezeli do badania uzyto innego materiatu niz surowica lub osocze pobrane na EDTA.
Zadna modyfikacja procedury nie jest dozwolona. Interpretacja uzyskanych wynikéw powinna by¢
przeprowadzona w oparciu 0 wywiad lekarski. Diagnoza nie moze by¢ oparta wylacznie o jedno badanie
kliniczne.

PROCEDURA
1. Przed wykonaniem oznaczenia wszystkie odczynniki i probki badane doprowadzi¢ do
temperatury pokojowej (ZO”C - 25°C).
2. Do kazdej serii badan nalezy nastawi¢ nowa krzywa kalibracyjna. Umiesci¢ odpowiednig ilos¢

kubeczkéw w ramce mikroptytki. Zanotowa¢ pozycje standardéw i prébek badanych na druku
protokotu zatgczonym do zestawu.

3. Nie uzywane kubeczki umiesci¢ w szczelnie zamknietej foliowej torebce ze srodkiem
pochtaniajacym wilgo¢ i ponownie wiozy¢ do lodéwki (2'C — 8°C).

4. Do odpowiednich kubeczkéw odpipetowa¢ po 25pl standardéw i probek badanych.

5. Do kazdego kubeczka doda¢ po 100pl roztworu koniugatu.

6. Do kazdego kubeczka doda¢ po 50ul odczynnika zawierajacego krolicze przeciwciata anty-
estradiolowe. Miesza¢ delikatnie przez 30 sekund. Ten punkt jest wazny dla procedury.

7. Inkubowa¢ 90 minut w temperaturze pokojowej (20 C - 25°C).

8. Reczne plukanie: Po zakonczeniu inkubacji wyla¢ zawarto$¢ z kubeczkéw do pojemnika na

odpady. Osuszy¢ kubeczki ktadac je do géry dnem na papierze absorbcyjnym. Upewni¢ sie czy w
pojemniku na zlewki znajduje sie odpowiedni $rodek odkazajacy.

9. Napetni¢ kubeczki woda destylowana, do kazdego kubeczka nala¢ minimum 300pl. Wytrzasnaé
zawarto$¢ z kubeczkéw do pojemnika na odpady. Osuszy¢ kubeczki ktadac je do géry dnem na
papierze absorbcyjnym. Przemy¢ puste kubeczki 5-krotnie.

10. Energicznie uderza¢ kubeczkami na papierze absorbcyjnym lub papierowym reczniku, tak aby
usunag resztki wody.
11. Plukanie przy uzyciu ptuczki automatycznej: upewnic sig, ze ptuczka dozuje 300pl ptynu na kazdy

kubeczek oraz czy do pojemnika na zlewki zostal dodany odpowiedni $rodek odkazajacy.
Przemy¢ puste kubeczki 5-krotnie wodag destylowana. Po zakoriczeniu ptukania usunaé resztki
ptynu poprzez energiczne uderzanie kubeczkami na papierze absorbcyjnym lub papierowym

reczniku.

12. Do wszystkich kubeczkéw doda¢ po 100 pl roztworu substratu. Miesza¢ delikatnie przez 5
sekund.

13. Inkubowa¢ 20 minut w ciemnym miejscu w temperaturze pokojowej (20'C - 25'C).

14. Zatrzymac reakcje przez dodanie do kazdego kubeczka po 100ul odczynnika zatrzymujacego
reakcje.

15. Delikatnie miesza¢ przez 30 sekund. Upewnic sig, ze barwa niebieska catkowicie ulegta zmianie
na barwe z6ita.

16. Natychmiast odczyta¢ wartosci absorbancji (w czasie nie diuzszym niz 10 minut) na czytniku

mikroptytek przy diugosci fali 450 nm.

WYKRYWANIE | USUWANIE BLEDOW
Test jest przeznaczony do uzycia przez laboranta z minimum do$wiadczenia analitycznego.

Nie uzywac roztozonych lub zanieczyszczonych odczynnikéw .

Do pipetowania surowic uzywa¢ jednorazowych koncéwek w celu unikniecia wzajemnego
zanieczyszczenia probek.

Zalecane jest nastawianie kalibratoréw i prébek badanych w dubletach, chociaz nie koniecznie
wymagane.

Probki badane i kalibratory powinny by¢ pipetowane z zachowaniem jednakowych warunkéw
przeprowadzenia analizy.

Zaleca sig nastawianie jednorazowo nie wigcej niz 32 kubeczkéw w przypadku reczego pipetowania,
pipetowanie standardéw i prébek badanych powinno by¢ zakonczone w ciagu 3 minut. Nastawienie catej
mikroplytki (96 kubeczkéw) jest mozliwe w przypadku automatycznego pipetowania.

Po uzyciu kazdego odczynnika natychmiast zamknag¢ buteleczke odpowiedniag nakretka.

Unika¢ wielokrotnego pipetowania (wielokrotnego otwierania) odczynnikéw pobranych z magazynu —
moze to by¢ przyczyna ich zanieczyszczenia.

Nie miesza¢ odczynnikéw lub optaszczonych kubeczkéw mikroptytki z réznych zestawéw. Zachowaé
szczegolng uwage aby nie dotykac $cian kubeczkéw w trakcie ich rozdzielania.

Nie dopuscic aby odczynniki podczas pipetowania splywaly po Sciankach kubeczkéw. Przed wykonaniem
oznaczenia przenies¢ wszystkie odczynniki do temperatury pokojowej (20 C - 25°C). Delikatnie
wymiesza¢ wszystkie odczynniki poprzez delikatne odwracanie lub obracanie.

Raz rozpoczeta procedura powinna by¢ kontynuowana tak, aby podczas wykonywania oznaczenia
kubeczki nie zostaly wysuszone.

Nie zanieczyszczaé roztworu substratu, moze to spowodowac, ze caly zestaw nie bedzie aktywny.

Sprawdzi¢ precyzje i doktadno$¢ sprzetu laboratoryjnego uzywanego podczas procedury wykonania
oznaczenia tak, aby by¢ pewnym odtwarzalnosci wynikow.

Nie uzywane paski, przed ponownym wiozeniem do lodéwki (temp. 2c - 8°C), powinny by¢ szczelnie
zamkniete (zamkniecie typu zip-lock) w foliowej torebce ze srodkiem pochtaniajacym wilgoé

OBLICZANIE WYNIKOW

Obliczy¢ $rednig warto$¢ absorbanciji (Asso) dla kazdego kalibratora i prébek badanych. Wykresli¢ krzywa
kalibracyjng na papierze milimetrowym odktadajac na osi X: stezenia poszczegdlnych kalibratorow
wyrazone w jednostkach pg/ml, a na osi Y: odpowiadajace im wartosci absorbancji. Z wykresu krzywej
kalibracyjnej odczyta¢ wartosci estradiolu w pg/ml dla probek badanych. Do odczytu uzy¢ wyliczone
wartosci $rednie. Jezeli wyniki kontroli lub znanych probek badanych nie dajg oczekiwanych wartosci test
nalezy uznaé za niewazny.

Jesli do obliczen uzywamy aparatury z oprogramowaniem woéwczas krzywa kalibracyjng obliczyé w
oparciu o réwnanie poligonalne z ekstrapolacja krzywe;.

WARTOSCI OCZEKIWANE | CZULOSC

Uzyskana krzywa kalibracyjna powinna mie¢ ksztalt hiperboliczny odwrotnie proporcjonalny od
uzyskanych wartosci absorbancji w stosunku do odpowiednich wartoéci stezen kalibratoréw. Test mozna
uzna¢ za wazny jezeli warto$¢ absorbancji kalibratora A jest wieksza niz 1,5 , a warto$¢ absorbancji
kalibratora F jest mniejsza niz 0,75.

Zalecane jest aby kazde laboratorium ustalito wiasne zakresy wartosci prawidiowych w oparciu o dang
populacje pacjentéw. Zakresy wartosci prawidtowych testem PATHOZYME OESTRADIOL uzyskano w
losowo wybranych surowicach pozyskanych z laboratoriéw klinicznych dziatajgcych w lecznictwie
otwartym.

Uzyskane warto$ci przedstawiono ponizej:

Mezczyzni: Dorosli <60 pg/ml

Kobiety: Po menopauzie <18 pg/ml
Owulacja, wezesna faza folikularna 30-100 pg/ml
Pézna faza folikularna 100-400 pg/ml
Faza lutealna 60-150 pg/ml
Kobiety cigzarne, zdrowe do 35,000pg/ml
Dzieci przed okresem dojrzewania <10 pg/ml

CczuLose
Minimalny wykrywany powyzszym testem poziom estradiolu wynosi 1 pg/ml.

SPECYFICZNOSC
Sprawdzono interferencje dla ponizszych substancji. Wartosci procentowe wskazuja na interferencie w
50% przesunigcia w odniesieniu do estradiolu (E2).
Whyniki interferencji dla kilku endogennych farmaceutycznych steroidéw przedstawiono w tabeli ponizej:

Interferencja (%) = wykryte stezenie estradiolu x 100

stezenie steroidu

Steroid Interferencja
Estradiol 100%
Estron 2.10%
Estriol 1.50%
17a Estriol 0.30%
Kortyzol <0.01%
Kortyzon <0.01%
Progesteron <0.01%
Testosteron <0.01%
Siarczan DHEA <0.01%
5a Dihydrotestosteron <0.01%

OCENA WYNIKOW
Test kalibrowano wzgledem innych uznanych testow konkurencyjnych oraz wzgledem wewnetrznych standardow.

Wspdtczynnik zmiennosci testu PATHOZYME OESTRADIOL jest mniejszy lub réwny 10%.

Do poréwnania testéw Omega Pathozyme Oestradiol kit i DRG Oestradiol Kit uzyto probek o wartosciach
estradiolu pomiedzy 17 a 1351 pg/ml i uzyskano nastepujace wyniki.

Liczba prébek badanych 174
Wspétczynnik korelacji 0.98
Wartosé nachylenia krzywej 1.05
Punkt przecigcia z osig OY - 3.67
Wartos¢ srednia testem Omega 367 pg/ml
Wartos¢ srednia testem DRG 279 pg/ml

Testy wykazuja dobra korelacje.
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Biosafety in

SKROCONA WERSJA WYKONANIA OZNACZENIA
1. Do odpowiednich kubeczkéw odpipetowa¢ po 25ul standardéw, prébek badanych i surowic
kontrolnych.

2. Do kazdego kubeczka dodaé¢ po 100pl HRP koniugatu.

3. Do kazdego kubeczka doda¢ po 50ul kréliczych przeciwciat anty-estradiolowych. Delikatnie
mieszaé przez 30 sekund.

4. Inkubowa¢ 90 minut w temperaturze pokojowej (20 C - 25°C).

5. Wyla¢ zawartos$¢ z kubeczkéw i przeptukac 5-krotnie wodg destylowana.

6. Do kazdego kubeczka doda¢ po 100ul roztworu substratu i delikatnie miesza¢ przez 5 sekund.

7. Inkubowac 20 minut w ciemnym miejscu w temperaturze pokojowej (20'C - 25°C).

8. Do kazdego kubeczka doda¢ po 100ul odczynnika zatrzymujacego reakcje i delikatnie miesza¢
przez 30 sekund.

9. Natychmiast odczyta¢ warto$¢ absorbancji (w czasie nie diuzszym niz 10 minut) przy uzyciu

czytnika ptytek przy ditugosci fali 450 nm.
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