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Immunoenzymatyczny test do iloSciowego
oznaczania FSH w ludzkiej surowicy. o
Przechowywac¢ w temp. 2°C - 8°C. NIE ZAMRAZAC.

Do diagnostyki “in vitro”.

WPROWADZENIE

Hormon folikulotropowy (FSH) i hormon lutenizujacy (LH) naleza do
czynnikdw biorgcych udziat w kontroli wzrostu i aktywnosci
reprodukcyjnej gonad i sg odpowiedzialne za synteze i sekrecje zenskich
i meskich hormonéw piciowych. Poziom krazacego FSH i LH jest
kontrolowany przez hormony piciowe poprzez mechanizm ujemnego
sprzezenia zwrotnego.

FSH jest glikoproteing wydzielang z przedniego ptata przysadki. Hormon
uwalniajacy gonadotropiny (GnRH), produkowany przez podwzgorze,
kontroluje uwalnianie FSH z przedniego pfata przysadki. Jak inne
glikoproteiny, takie jak LH, TSH, hCG, FSH zbudowane jest z
podjednostki alfa i beta. Budowa podjednostki alfa jest u wszystkich
glikoprotein taka sama. Wiasciwosci biologiczne i immunologiczne zalezg
od indywidualnej budowy podjednostki beta. U kobiet, FSH stymuluje
wzrost i dojrzewanie pecherzyka jajnika, poprzez bezposrednie
oddziatlywanie na receptory zlokalizowane w komérkach ziarnistych
pecherzyka Graffa. Wzrasta steroidogeneza w jajnikach i pobudzana jest
produkcja LH. Nastepnie wytworzone LH przytacza si¢ do komorek i
pobudza steroidogenezg. Wzrost wewnatrzjajnikowego estradiolu
objawia sie jako przyspieszone dojrzewanie pecherzykow. Efektem jest
stymulacja wzrostu aktywnosci receptorowej na FSH i przytaczanie FSH
do pecherzykéw. Dlatego FS LH i estradiol odpowiadaja za
podtrzymywanie dojrzewania jajnikéw u kobiet.

Wzrost poziomu FSH obserwuje sie po menopauzie, kastracji i w
przedwczesnym wygasnieciu funkgji jajnikéw. Poziom FSH moze by¢
unormowany poprzez podawanie estrogenéw, efektem czego jest
wigczenie sie mechanizmu ujemnego sprzezenia zwrotnego. Zaburzenia
pomigdzy FSH i LH oraz FSH i estrogenami moga wystapi¢ w
jadiowstrecie psychicznym i w zespole policystycznych jajnikow.

Sa wyjatki, do ktdrych nalezg zaburzenia jajnikéw zwykle wystepujace,
kiedy stezenie FSH losowo przekracza warto$¢ 40 mlU/ml.

FSH ma regulujacy wptyw na wzrost przewodéw nasiennych i utrzymanie
spermatogenezy u mezczyzn. Chociaz, androgeny, inne niz estrogeny,
nie wplywajg na obnizenie poziomu FSH. Mechanizm sprzezenia
zwrotnego dotyczy tylko LH surowicy.

Procesem nie do konca zrozumiatym jest wzrost poziomu FSH u
mezczyzn z azospermig i oligospermia. Nowotwory jader zwykle obnizajg
stezenie FSH. Wysoki poziom zaobserwowano w pierwotnym zaburzeniu
jader i w zespole Klinefeltera. Wzrost stezenia FSH wystepuje rowniez w
przypadkach gltodzenia, zaburzenia funkcji nerek, nadczynnosci tarczycy
i marskosci watroby.

Nie stwierdzono reakgji krzyzowych (wynik negatywny) dla nastepujacych
parametréw: HCG ( WHO 1st IRP 75/539 ) do poziomu 100,000 mIU/ml,
TSH (WHO 2nd IRP ( 80/558 ) do poziomu 100mIU/ml, LH ( WHO 1%
IRP 68/40 ) do poziomu 500 mIU/ml, prolaktyny ( WHO 1st IRP 75/504 )
do poziomu 500ng/ml i HGH ( WHO 1% IRP 65/217 ) do poziomu
200ng/ml.

PRZEZNACZENIE

PATHOZYME FSH jest testem, w ktorym wykorzystano metode
immunoenzymatyczna (EIA) do ilociowego oznaczania hormonu FSH w
ludzkiej surowicy.

Do uzytku w laboratorium.

ZASADA TESTU

Kubeczki mikroptytki optaszczone sg monoklonalnymi, oczyszczonymi
przeciwciatami anty-FSH. Do testu nalezy uzy¢ surowicy. Nastgpnie
dodawane sg inne, monoklonalne przeciwciata anty-FSH znakowane
peroksydaza chrzanowg (koniugat enzymatyczny). FSH obecne w
surowicy badanego pacjenta wiaze sig z przeciwciaimi optaszczonymi na
$ciankach kubeczka. Dodany do kubeczka koniugat enzymatyczny,
réwniez ulega przytaczeniu, tworzac tzw. kanapke. Po inkubacji, nadmiar
koniugatu zostaje odptukany. Dodanie substratu (TMB) inicjuje reakcje
barwna, ktéra pojawia si¢ w tych kubeczkach, w ktérych obecny jest
zwigzany koniugat enzymatyczny, wskazujacy na obecno$¢ FSH w
badanej probce. Zatrzymanie reakcji enzymatycznej nastepuje po
dodaniu rozcieficzonego kwasu solnego, a pomiar absorbancji
dokonywany jest przy diugosci fali 450 nm. Stezenie FSH jest
proporcjonalne do intensywnosci powstatego zabarwienia.

Test zostat wykalibrowany wzgledem standardu WHO, 2" IRP, 78/549.

SKLAD ZESTAWU

0OD337

12xBwells x 1
Dzielona mikroptytka z kubeczkami o

ptaszczonymi specyficznymi przeciwciatami,
umieszczona w foliowej torebce ze $rodkiem
pochtaniajacym wilgoé.

Cal [ A] omiuml | 1

Standard referencyjny: ludzka surowica
pozbawiona FSH. Liofilizat.

Cal [ B 5muml_] 1

Standard referencyjny: FSH rozpuszczone
w ludzkiej surowicy. Liofilizat.

Cal | C [ 15miuml_| 1

Standard referencyjny: FSH rozpuszczone
w ludzkiej surowicy. Liofilizat.

Ca_ | D 50 mIU/ml | 1

Standard referencyjny: FSH rozpuszczone
w ludzkiej surowicy. Liofilizat.

Ca | E 100 mIU/ml | 1

Standard referencyjny: FSH rozpuszczone
w ludzkiej surowicy. Liofilizat.

Ca | F 200 mIU/ml | 1

Standard referencyjny: FSH rozpuszczone
w ludzkiej surowicy. Liofilizat.

Conj
Anty-FSH HRP koniugat: koniugat anty-
FSH znakowany HRP.
Gotowy do u R

11iml

T™MB

Roztwor substratu: 3,3, 5,5’
tetrametylobenzydyna w buforze octanowym.
Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)

11iml

Soln | Stop [ HCI [ 1M | 11ml

Odczynnik zatrzymujacy reakcje: kwas solny

rozciefnczony w czystej wodzie.

Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)

Instrukcja i druk protokotu. 1+1

MATERIALY WYMAGANE DO WYKONANIA OZNACZENIA, NIE
ZALACZONE DO ZESTAWU

Pipety: 100ul, 200ul i 1000ul .
Koncéwki do pipet.

Papier absorbcyjny.

Czytnik mikroptytek z filtrem 450 nm.
Papier milimetrowy.

Dokfadnie umyte szkfo laboratoryjne.

SRODKI OSTROZNOSCI

Zestaw PATHOZYME FSH zawiera material pochodzenia ludzkiego.
Wykonano badania na obecno$¢ przeciwciat HCV, HIV | i Il — wynik
negatywny oraz HBsAg zgodnie z zatwierdzonymi przez FDA
procedurami. Poniewaz Zzadne znane procedury nie dajg catkowitej
pewnosci, iz pozyskany materiatl pochodzenia ludzkiego nie zawiera
innych czynnikéw zakaznych, produkt nalezy traktowaé jako potencjalnie
zakazny i zaleca sig obchodzi¢ z nim ze szczegdlng ostroznoscig i
uwaga. Zaleca si¢ réwniez zachowanie $rodkéw ostroznosci przy
wykonywaniu  oznaczenia traktujac wszystkie odczynniki jako
potencjalnie zakazne. Nie spozywac.

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

Zestaw PATHOZYME FSH zawiera rozcienczony kwas solny jako
odczynnik zatrzymujacy reakcje — $rodek zracy. Uzywac z zachowaniem
$rodkow ostroznosci. W przypadku kontaktu sptukac obficie woda.

Odczynniki wchodzace w sktad zestawu PATHOZYME FSH zawierajg
1% Proclin™ 300" jako konserwant, ktéry moze byé $rodkiem
toksycznym jesli zostanie spozyty. W przypadku kontaktu sptukac obficie
woda i uda¢ sig¢ po pomoc medyczna.

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

PRZECHOWYWANIE

Odczynniki musza by¢ przechowywane w temperaturze
2'c-8cC.

Test bedzie spetniat standardy jakosci podane w specyfikacji do konca
daty waznosci, ktéra jest podana na zestawie i poszczegélnych
sktadnikach. Data waznoéci to ostatni dzien miesigca podany na
buteleczce i etykiecie zestawu. Nie uzywa¢ odczynnikéw
przeterminowanych.

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

NIE ZAMRAZAC ODCZYNNIKOW (z wyjatkiem standardéw) -
zamrozenie powoduje nieodwracalny rozkfad.



PRZYGOTOWANIE | PRZECHOWYWANIE PROBKI

Pobra¢ probke krwi zylnej, odstawi¢ do wykrzepnigcia i oddzielenia surowicy.
Odwirowa¢ wykrzepiong krew i odciagna¢ surowice. Zaleca sig¢ uzywac $wiezg
surowice.

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

Probki moga byé przechowywane do 48 godzin w temperaturze 2'C - 8°C. W
przypadku diuzszego przechowywania, probke zamrozi¢ w temp. - 20°C (mozliwosé
przechowywania do 1 roku). Rozmrozong probke wymiesza¢ przed wykonaniem
oznaczenia.

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

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

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

Przed uzyciem wszystkie odczynniki doprowadzi¢ do temperatury pokojowej (20°C -
25°C) i delikatnie wymieszac. Unikac spienienia.

Standardy: do kazdej fiolki doda¢ po 1 ml wody destylowanej w celu rozpuszczenia
liofilizatéw. Odstawi¢ na przynajmniej 20 minut przed uzyciem. Rozpuszczone
standardy sa trwate przez 30 dni jesli s przechowywane w temp. 2'C - 8°C. W celu
diuzszego przechowywania szczelnie zamknigte standardy zamrozi¢ w temp. - 20°C.
Przed uzyciem rozmrozone standardy musza by¢ delikatnie wymieszane.

OGRANICZENIA

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

PROCEDURA
1. Przed wykonaniem oznaczenia wszystkie odczynniki i probki badane
doprowadzi¢ do temperatury pokojowej (20 C - 25°C).
2. Do kazdej serii badan nalezy nastawi¢ nowa krzywa kalibracyjng. Umiesci¢

odpowiednig ilos¢ kubeczkéw w ramce mikroplytki. Zanotowa¢ pozycje
standardéw i prébek badanych na druku protokotu zatagczonym do zestawu.

3. Nie uzywane kubeczki umiesci¢ w szczelnie zamknietej foliowej torebce ze
$rodkiem pochtaniajacym wilgoé i ponownie wiozyé do lodéwki (2 C — 8°C).

4. Do odpowiednich kubeczkéw odpipetowa¢ po 50ul standardéw i probek

badanych.

Do kazdego kubeczka doda¢ po 100ul koniugatu.

Miesza¢ delikatnie przez 30 sekund. Ten etap jest wazny dla procedury.

Inkubowa¢ 45 minut w temperaturze pokojowej (20°C - 25°C).

Po zakonczeniu inkubacji wyla¢ zawarto$¢ z kubeczkéw do pojemnika na

odpady. Osuszy¢ kubeczki ktadac je do gory dnem na papierze

absorbcyjnym. Upewni¢ sie czy w pojemniku na zlewki znajduje sig
odpowiedni $rodek odkazajacy.

9. Reczne plukanie: napeini¢ kubeczki wodg destylowana, do kazdego
kubeczka nala¢ minimum 300ul. Wytrzasna¢ zawarto$¢ z kubeczkéw do
pojemnika na odpady. Osuszy¢ kubeczki ktadac je do géry dnem na papierze
absorbcyjnym. Przemy¢ puste kubeczki 5-krotnie woda destylowana.

oNOGa

10. Energicznie uderza¢ kubeczkami na papierze absorbcyjnym lub papierowym
reczniku, tak aby usunaé resztki wody.
11. Plukanie przy uzyciu pluczki automatycznej: upewnic¢ sie, ze ptuczka dozuje

300u! ptynu na kazdy kubeczek oraz czy do pojemnika na zlewki zostat
dodany odpowiedni $rodek odkazajacy. Przemy¢ puste kubeczki 5-krotnie
wodg destylowana. Po zakonczeniu piukania usuna¢ resztki ptynu poprzez
energiczne uderzanie kubeczkami na papierze absorbcyjnym lub papierowym

reczniku.

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

13. Inkubowaé 20 minut w ciemnym miejscu w temperaturze pokojowej (20°C -
25°C).

14. Zatrzyma¢ reakcje¢ przez dodanie do kazdego kubeczka po 100 pl
odczynnika zatrzymujacego reakcje.

15. Delikatnie miesza¢ przez 30 sekund. Upewni¢ sig, ze barwa niebieska
catkowicie ulegta zmianie na barwe Z6tta.
16. Natychmiast odczyta¢ wartosci absorbancji (w czasie nie diuzszym niz 10

minut) na czytniku mikroptytek przy dtugosci fali 450 nm.
WYKRYWANIE | USUWANIE BLEDOW

Test jest przeznaczony do uzycia przez laboranta z minimum doswiadczenia
analitycznego.

Nie uzywac roztozonych lub zanieczyszczonych odczynnikéw .

Do pipetowania surowic uzywa¢ jednorazowych koncéwek w celu uniknigcia
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 byé
zakonczone w ciagu 3 minut. Nastawienie catej mikroplytki (96 kubeczkéw) jest
mozliwe w przypadku automatycznego pipetowania.

Po uzyciu kazdego odczynnika natychmiast zamkna¢ buteleczke odpowiednig
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
zestawow. Zachowaé szczegolng uwage aby nie dotykac $cian kubeczkéw w trakcie
ich rozdzielania.

Nie dopusci¢ aby odczynniki podczas pipetowania sptywaty po $ciankach kubeczkow.
Przed wykonaniem oznaczenia przenie$¢ wszystkie odczynniki do temperatury
pokojowej (20C - 25°C). Delikatnie wymiesza¢ wszystkie odczynniki poprzez
delikatne odwracanie lub obracanie.

Raz rozpoczeta procedura powinna byé kontynuowana tak, aby podczas
wykonywania oznaczenia kubeczki nie zostaty 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 wynikéw.

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

OBLICZANIE WYNIKOW

Obliczy¢ érednig warto$¢ absorbancji (Asso) dla kazdego kalibratora i prébek
badanych. Wykresli¢ krzywa kalibracyjng na papierze milimetrowym odktadajac na
osi X: stezenia poszczegolnych kalibratoréw wyrazone w jednostkach mIU/ml, a na
osi Y: odpowiadajace im wartosci absorbancji. Z wykresu krzywej kalibracyjnej
odczyta¢ wartosci FSH dla probek badanych. Do odczytu uzy¢ wyliczone wartosci
$rednie.

Jezeli wyniki kontroli lub znanych prébek badanych nie dajg oczekiwanych wartosci
test nalezy uznac za niewazny.

Jesli do obliczen uzywamy aparatury z oprogramowaniem woéwczas krzywa
kalibracyjng obliczy¢ w oparciu o krzywa regresji.

WARTOSCI OCZEKIWANE | CZULOSC

Uzyskana krzywa kalibracyjna powinna mie¢ ksztatt hiperboliczny zalezny
proporcjonalnie od uzyskanych warto$ci absorbancji w stosunku do odpowiednich
wartos$ci stezen kalibratoréw. Test mozna uzna¢ za wazny jezeli warto$¢ absorbancji
kalibratora A jest mniejsza niz 0,75, a warto$¢ absorbancji kalibratora F jest wigksza
niz 1,5. W oparciu o okreélong ilos¢ losowo wybranych prébek badanych
pozyskanych z laboratoriéw klinicznych dziatajacych w lecznictwie otwartym, $rednie
stezenie FSH dla mezczyzn (N=100) i kobiet (N=150) wynosi odpowiednio 11 i 12
miU/ml.

Minimalne wykrywane testem PATHOZYME FSH stezenie catkowitego FSH wynosi
1.5 mlU/ml.

Nie stwierdzono wptywu innych czynnikéw na wynik oznaczenia wykonanego
powyzszym testem do poziomu 1,500 mIU/ml.

OCENA WYNIKOW

Test kalibrowano wzgledem innych uznanych testéw konkurencyjnych oraz
wzgledem wewnetrznych standardow.
Wspdtczynnik zmiennosci dla testu PATHOZYME FSH jest mniejszy lub réwny 10%.

Dla poréwnania testéw Omega PATHOZYME FSH kit i SeronoSerozyme FSH kit
uzyto prébek o wartosciach FSH pomiedzy 0,1 a 143 mlU/ml i uzyskano nastepujace
wyniki.

Liczba prébek badanych 136
Wspotczynnik korelacji 0.99
Wartos¢é nachylenia krzywej 1.05
Punkt przecigcia z osig OY 0.55
Wartos¢ srednia testem Omega 18.8 mIU/ml
Warto$¢ srednia testem Serono 18.4 mIU/ml

Testy wykazuja dobra korelacje.
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SKROCONA WERSJA WYKONANIA OZNACZENIA

1. Do odp lich kubeczkéw ¢ ¢ po 50ul standardéw i probek
badanych, a nastepnie do kazdego kubeczka doda¢ po 100ul koniugatu anty-
FSH. Delikatnie mieszac¢ przez 30 sekund.

2. Inkubowaé 45 minut w temperaturze pokojowej (20 C - 25°C).

3. Wylaé zawarto$¢ z kubeczkéw i przemy¢ 5-krotnie woda destylowana.

4. Do kazdego kubeczka doda¢ po 100yl substratu. Delikatnie mieszac¢ przez 5
sekund.

5. Inkubowa¢ 20 minut w ciemnym miejscu w temperaturze pokojowej (20°C -
25°C).

6. Do kazdego kubeczka doda¢ po 100ul odczynnika zatrzymujacego reakcje i

delikatnie miesza¢ przez 30 sekund.

7. Natychmiast odczyta¢ wartos$¢ absorbancji (w czasie nie diuzszym niz 10
minut) przy uzyciu czytnika ptytek przy dtugosci fali 450 nm.
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