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Read entire protocol before use.

170H-RIA-CT

INTENDED USE

Radioimmunoassay for the in vitro quantitative measurement of human 17-a-hydroxyprogesterone
(170H) in serum and plasma.

GENERAL INFORMATION

Proprietary name: DIAsource 170H-RIA-CT Kit
Catalog number : KIP1409: 96 tests
Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

For technical assistance or ordering information contact :
Tel: +32 (0) 1084.99.11 Fax: +32 (0) 10 84.99.91

CLINICAL BACKGROUND
Biological activities of 17-a-hydroxyprogesterone

17-a-hydroxyprogesterone (170H) is a C-21 steroid hormone (molecular weight 330.3) which is
produced from 17-a-hydroxy pregnenolone in the adrenals and also in the ovaries, testes and
placenta. 170H is hydroxylated at 11 and 21 positions to produce cortisol via 11-deoxycortisol.

Clinical applications of 17-a-hydroxyprogesterone determination

As a rule, serum or amniotic fluid 170H dosages are relevant to diagnose congenital adrenal
hyperplasia (CAH). This CAH is due to a specific enzyme defect (six distinct enzyme deficiencies
have been described). As a result of these deficiencies, ACTH increases and produces adrenal
hyperplasia and the raise of many steroid precursors. But it is also very interesting to know the
value of 170H in patients with varicocele. (170H and testosterone represent markers of Leydig
cdl function) and in ageing male patients to detect Benign Prostatic Hypertrophy (BPH) and
carcinoma of the prostate (PCA) (plasma 170H is significantly lower in PCA and BPH groups than
in normal men).

There are other domains for 170H investigations as : male infertility, girls with peripubertal
virilization, children with premature adrenache (in these cases, the values of 170H are increased
without or after ACTH stimulation).
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V.

PRINCIPLES OF THE METHOD

A fixed amount of | |abelled steroid competes with the steroid to be measured
present in the sample or in the calibrator for a fixed amount of antibody sites
immobilized on the wall of a polystyrene tube. Neither extraction nor
chromatography is required because of the high specificity of the coated
antibodies. After 3 hours incubation at 37°C, an aspiration step terminates the
competition reaction. The tubes are then washed with 3 ml of washing solution
and aspirated. A calibration curve is plotted and the 170H concentrations of the

samples are determined by doseinterpolation from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents 96 Test Kit | Colour Recongtitution
Code
Tubes coated with anti 2x48 purple | Ready for use
H 17-a-OH-progesterone
Ag 125) 1via Red Ready for use
55 ml
190 kBq
TRACER: ®lodine labelled 17-a-
OH-progesterone (HPLC grade) in
phosphate/citric acid buffer with
bovine serum abumin and azide
(<0.1%)
CAL n 1via yellow | Ready for use
3ml
Zero cdibrator in human serum
and azide (0.5%)
CAL Svids yellow | Ready for use
. 0.5ml
Cdibrators 17-a-OH-progesterone
N =1to 5 (see exact va ues on vid
labels) in human serum and azide
(0.5%)
1via brown | Dilute 70 x with
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10 mi distilled water (use @
magnetic stirrer).
Wash solution (TRIS-HCI)
2vids silver | Add 0.5 ml distilled
| CONTROL | N | lyophilized water
Controls-N =1or 2
in human serum and thymol

Note:

VI.

Usethe zero calibrator for sasmpledilutions.

SUPPLIESNOT PROVIDED

The following material isrequired but not provided in thekit:

1.
2.
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VII.

VIII.

Distilled water

Pipettes for ddlivery of: 25 ul, 500 pl and 3 ml (the use of accurate pipettes
with disposabl e plastic tips is recommended)

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Water bath at 37°C

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

Aspiration system (optional)

Any gamma counter capable of measuring 1251 may be used (minimal
yield 70%).

REAGENT PREPARATION

Controls: Reconstitute the controls with 0.5 ml ditilled water.

Wor king Wash solution : Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 69 volumes of distilled water to 1 volume of Wash
Solution (70x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

Before opening or reconstitution, all kit components are stable until the
expiry date, indicated on thelabel, if kept at 2 to 8°C.

After recongtitution, controls are stable for one week at 2 to 8°C. For
longer storage periods, aliquots should be made and kept at —20°C for 3
months.

Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, tracer is stable until expiry date, if kept in the original
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XI.

well-closed vial at 2 to 8°C.
Alterations in physical appearance of kit reagents may indicate instability
or deterioration.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum or plasma samples must be kept at 2-8°C.

If the test is not run within 48 hrs., storage at -20°C isrecommended.
Avoid success ve freezing and thawing.

Serum and heparinized plasma provide smilar results (avoid citrate
samples) : Y (Serum) =0.92 x (hep. plasma) +0.10 r=10 n=18
EDTA plasma provides 15% lower results than serum and heparinized
plasma:Y (Serum)=1.16 x (EDTA plasma) -0.10 r=0.99 n=18

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date.

Do not mix materias from different kit lots.

Bring all the reagents to room temperature prior to use.

Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
Use a clean disposabl e pipette tip for addition of each different reagent and
sample in order to avoid cross-contamination. High precision pipettes or
automated pi petting equipment will improve the precision.

Respect the incubation times.

Prepare a calibration curve for each run, do not use data from previous
runs.

Procedure

Label coated tubesin duplicate for each calibrator, sample and control. For
the determination of total counts, label 2 normal tubes

Briefly vortex calibrators, samples and controls and dispense 25ul of each
into respective tubes.

Dispense 0.5 ml of ***lodine labelled 17-0-OH-progesterone into each
tube, including the uncoated tubes for total counts.

Shake the tube rack gently by hand, to liberate any trapped bubbles.
Incubate for 3 hours at 37°C.

Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts). Be sure
that the plagtic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in
order toremoveall theliquid.

Wash tubes with 3 ml Working Wash solution (except total counts) and
aspirate (or decant). Avoid foaming during the addition of the Working
Wash solution.

Let the tubes stand upright for two minutes and aspirate the remaining
drop of liquid.

Count tubes in a gamma counter for 60 seconds.

CALCULATION OF RESULTS

Calculate the mean of duplicate determinations.

Calculate the bound radioactivity as a percentage of the binding
determined at the zero calibrator point (0) according to the following
formula:

Counts (Calibrator or sample)

B/BO(%) =
6 Counts (Zero Calibrator)

Using a 3 cycle semi-logarithmic or logit-log graph paper, plot the
(B/BO(%)) values for each calibrator point as a function of the 17-a-OH-
progesterone  concentration of each calibrator point, reject obvious
outliers.

Computer assisted methods can also be used to construct the calibration
curve. If automatic result processing is used, a 4 parameter logistic
function curve fitting isrecommended.

By interpolation of the sample (B/B0(%)) values, determine the 17-a-OH-
progesterone concentrations of the samples from the reference curve.

For each assay, the percentage of total tracer bound in the absence of
unlabelled 17-a-OH-progesterone (BO/T) must be checked.



XIl.  TYPICAL DATA

The following data are for illustration only and should never be used instead of

thereal time calibration curve.

RECOVERY TEST

170H-RIA-CT cpm B/Bo0 (%)

Total count 48579

Cdibraor 0.00 ng/ml 19831 100.0
0.15 ng/ml 15587 78.6
0.53 ng/ml 10398 52.4
1.02 ng/ml 7074 357
310 ng/ml 2930 14.8
11.10 ng/ml 1028 5.2

XI11. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection limit

Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators.
The detection limit, defined as the apparent concentration two standard

deviations bel ow the average counts at zero binding, was 0.02 ng/ml.

B. Specificity

The specificity was estimated by spiking a pool of 170H samples (+ 0.5

ng/ml) with steroids which might be present in patient samples.

Sample added 170H Recovered Recovered
(ng/ml) 170H %)
(ng/ml)
1 6.65 6.10 92
517 432 84
293 2.69 92
125 122 98
0.92 0.87 95
2 7.37 7.23 98
5.90 5.78 98
3.60 357 9
201 214 107
1.69 1.65 98
Conversion factor :

From ng/ml tonmol/L :  x3.03
From nmol/L tong/ml :  x 0.33

To the best of our knowledge, no international reference material exists for
this parameter.

Reference method: 50 patient serum samples (values from 0.3 ng/ml to
10.0 ng/ml) were assayed along with the tritiated reference method. The
linear regression analysisis quite good.

170H-RIA-CT = 0.99 (*H reference) + 0.06 ng/ml r=0.96

E. Time delay between last calibr ator and sample dispensing
As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 36 minutes after the calibrator has been added to coated tubes.

TIME DELAY

Serum 0} 12' 24' 36'
(ng/ml)

Serum 1 0.50 0.58 0.56 0.56
Serum 2 0.86 0.86 0.93 0.83
Serum 3 1.22 1.25 1.24 1.26
Serum 4 1.86 1.90 1.93 1.93
Serum 5 3.29 3.70 3.46 3.48
Serum 6 452 4.76 5.18 4.65

Compound Added amount Cross-Reactivity
(ng/ml) %)
170H-Progesterone - 100
Progesterone 500 07
17-a-hydroxypregnenol one 1000 03
21-deoxycortisol 1000 O. 5
Pregnenolone 500 0 02'2
11-deoxycortisol 500 05
Corticosterone 500 N'D
11-deoxycorticosterone 500
) 0.035
Cortisol 2500
0.008
Testogterone 5000 ND
Androstenedione 5000
ol 0.001
Estradio 5000 0.001
C. Precision
INTRA-ASSAY INTER-ASSAY
Serum N <X>=*SD Ccv Serum N <X>+SD CcVv
(ng/ml) %) (ng/ml) %)
A 10 | 043+003 | 6.2 A 20 0.77+ 0.07 9.2
B 10 | 235+0.13 | 56 B 20 197+ 0.10 52
C 10 | 755+038 | 51

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

D. Accur acy

DILUTION TEST

Serum Dilution Theoretical Concent. Measured Concent.
(ng/ml) (ng/ml)
1 171 - 3383
12 192 216
V4 0.96 113
/8 0.48 0.53
116 0.24 0.25
2 171 - 6.65
12 3.33 332
14 1.66 212
/8 0.83 0.88
116 042 0.39

XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL

- The percentage of total tracer bound in the absence of unlabelled 17-a-
OH-progesterone (BO/T) must be > 25%.

- If the results obtained for Control 1 and/or Control 2 are not within the
range specified on the vial label, the results cannot be used unless a
satisfactory explanation for the discrepancy has been given.

- If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
which should be kept frozen in aiquots. Do not freeze-thaw more than
twice.

- Acceptance criteria for the difference between the duplicate results of the
samples should rely on Good Laboratory Practises.

XV. REFERENCE INTERVALS

These values are given only for guidance; each laboratory should establish its
own normal range of values.

Samples were diluted with the zero calibrator.

Concentration range Number of subjects
(2.5t097.5%
per centiles)
(ng/ml)

Normal males 0.59-3.44 72
Normal Females
. Fallicular phase 0.11-1.08 48
. Luteal phase 0.95-5.00 49
Pregnancy
. First trimester 250-9.78 43
. Second trimester 3.40-8.50 31
. Third trimester 453-18.86 35




XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

Thiskit contains *®| (half-life: 60 days) ,emitting ionizing X (28 keV) and y (35.5
keV) radiations.

This radioactive product can be transferred to and used only by authorized
persons. Purchase, storage, use and exchange of radioactive products are subject
to the legidation of the end user's country. In no case the product must be
administered to humans or animals.

All radioactive handling should be executed in a designated area, away from
regular passage. A logbook for receipt and storage of radioactive materials must
be kept in the lab. Laboratory equipment and glassware, which could be
contaminated with radioactive substances, should be segregated to prevent cross
contamination of different radioi sotopes.

Any radioactive spills must be cleaned immediately in accordance with the
radiosafety procedures. The radioactive waste must be disposed of following the
local regulations and guidelines of the authorities holding jurisdiction over the
laboratory.  Adherence to the basic rules of radiation safety provides adequate
protection.

The human blood components included in this kit have been tested by European
approved and/or FDA approved methods and found negative for HBsAg, anti-
HCV, anti-HIV-1 and 2. No known method can offer complete assurance that
human blood derivatives will not transmit hepatitis, AIDS or other infections.
Therefore, handling of reagents, serum or plasma specimens should be in
accordance with local safety procedures.

All animal products and derivatives have been collected from healthy animals.
Bovine components originate from countries where BSE has not been reported.
Nevertheless, components containing animal substances should be treated as
potentially infectious.

Avoid any skin contact with reagents (sodium azide as preservative). Azide in
this kit may react with lead and copper in the plumbing and in this way form
highly explosive metal azides. During the washing step, flush the drain with a
large amount of water to prevent azide build-up.

Do not smoke, drink, eat or apply cosmeticsin the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.
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XVIII. SUMMARY OF THE PROTOCOL
TOTAL CALIBRATORS SAMPLE(S)
COUNTS CONTROLS
pl pl pl
Cdibrators (0-5) - 25 -
Samples, controls - - 25
Tracer 500 500 500
Incubation 3hoursa 37°C
Separation - aspirate
Working Wash solution 30ml
Separation aspirate carefully
Counting Count tubes for 60 seconds
DlAsource Catdogue Nr : P.I. Number : Revisionnr :
KIP1409 1700475/en 110217/1

Revision date : 2011-02-17



Lire entiérement le protocole avant utilisation.

170H-RIA-CT

. BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunologique pour la mesure quantitative in vitro de la 17-a-
hydroxyprogestérone (170H) dansle sérum et le plasma humain.

. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIlAsource 170H-RIA-CT kit
B. Numérodecatalogue: KIP1409: 96 tests

C. Fabriquépar : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgique.

Pour une assistance technique ou uneinformation sur une commande :
Tel: +32 (0) 10 84.99.11 Fax: +32 (0) 10 84.99.91

[11. CONTEXTE CLINIQUE
A Activités biologiques de la 17-a-hydroxyprogestérone

La 17-a-hydroxyprogestérone (170H) est une hormone C-21 stéroide (poids moléculaire 330.3)
produite a partir de la 17-a-hydroxypregnénolone dans les glandes surrénales et aussi dans les
ovaires, les testicules et le placenta. La 170H est hydroxylée aux positions 11 et 21 pour produire
du cortisol viale 11-deoxycortisol.

B. Applications cliniques de la détermination de la 17-a-hydroxyprogestérone

En général, le sérum ou les doses de liquide amniotique 170H sont importants pour le diagnostic
de I'hyperplasie surrénale congénitale (CAH). Cette CAH est due a une insuffisance d’ enzyme
spécifique (six déficiences d’ enzymes distinctes ont été décrites). Par suite de ces déficiences,
I’ACTH augmente et cause I'hyperplasie surrénale et le développement de beaucoup de
précurseurs de stéroides. Maisil est aussi trés intéressant de connaltre la quantité de 170H présente
chez les patients atteints de varicéle (la 170H et la testostérone représentent des marqueurs de la
fonction celulaire de Leydig) et chez les patients masculins vieillissants pour détecter
I”hypertrophie prostatique bénigne (BPH) et le carcinome de la prostate (PCA) (plasma 170H est
considérablement plus bas dans les groupes PCA et BPH que dans les hommes normaux).

II'y ad autres domaines pour I’'investigation de la 170H comme: I'infertilité masculine, des filles
avec une virilisation péripubérale, des enfants avec |’ adrénarche prématurée (dans ces cas les
valeurs de 170H ont augmenté sans ou apres la stimulation ACTH).



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

Une quantité fixe de 170H marquée & I'*?| est en compétition avec la 170H &
mesurer e présente dans I’ échantillon ou dans le calibrateur pour une quantité
fixe d'anticorps immobilisés sur les parois du tube en polystyrene. Aucune
extraction ni chromatographie n'est requise a cause de la haute spécificité de
I"anticorps fixé. Aprés 3 heures d'incubation a 37°C, le liquide est aspiré pour
terminer la réaction de compétition. Les tubes sont lavés avec 3 ml de Solution
de Lavage et aspirés a nouveau. Une courbe de calibration est rédisée et la
concentration en 170H des échantillons est déterminée par interpolation de la
dose sur la courbe de calibration.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 Tests Code Reconstitution
couleur
2x48 Pourpre | Prét al’emploi
H Tubes recouverts avec
I"anti 170H

15 1 flacon Rouge | Prét al’emploi

55 ml
190 kBq

TRACEUR: 170H marquée a
I'**odine (grade HPLC) dans un
tampon phosphate / acide citrique
avec de I’ dbumine bovine et de

| azide de sodium (<0,1%)

1 flacon Jaune Prét al’emploi

. p . 3ml
Cadlibrateur zéro dans du sérum

humain et de |’ azide de sodium
(0.5%)

N 5 flacons Jaune Prét al’emploi
05ml

CAL

Cdibrateurs170H - N = 1 a5 (cfr.
vaeurs exactes sur chaque flacon)
dans du sérum humain et de |’ azide de

sodium (0,5%)
| WASH | SOLN | CONC | 1 flacon Brun Diluer 70x avec de
10ml I’eau distillée (utiliser
. un agitateur
Solution de lavage (TRIS-HCI) magnéti que).
CONTR 2 flacons Gris Ajouter 0,5ml d'eau
. lyophilisés distillée
Controles- N =1ou 2

dans du sérum humain et thymol

Note: Utiliser le calibrateur “0” pour la dilution des échantillons.

VI. MATERIEL NON FOURNI

Le matériel mentionné ci-dessous est requis mais non fourni avec la trousse:

1. Eau digtillée

2. Pipettes pour distribuer: 25 pl, 500 ul e 3 ml (I'utilisation de pipettes
précises et de pointes jetabl es en plagtique est recommandée)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Bain d' eau a37°C

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour leslavages

Systéme d'aspiration

Tout compteur gamma capable de mesurer I'1251 peut ére utilisé
(rendement minimum 70%).

O N O~

VIl. PREPARATION DESREACTIFS

A. Controles: Recondtituer les contrélesavec 0,5 ml d’ eau distillée.

B. Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage en
ajoutant 69 volumes d’ eau distillée & 1 volume de Solution de Lavage (70x).
Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la Solution de
Lavage non utilistealafin delajournée.

VIIl. STOCKAGE ET DATE D’EXPIRATION DES REACTIFS
- Avant |’ ouverture ou la reconstitution, tous les composants de la trousse

sont stables jusqu'a la date d expiration, indiquée sur I’ &iquette, s la
trousse est conservée entre 2 et 8°C.

XI.

Apres reconstitution, les contrdles sont stables pendant une semaine entre
2 et 8°C. Pour de plus longues périodes de stockage, des aliquots devront
éreréalisés et ceux-ci seront gardésa—20°C pour 3 mois.

La Solution de Lavage préparée doit ére utilisée le jour méme.

Aprés la premiére utilisation, le traceur est stable jusqu'a la date
d expiration, s celui-ci est conservé entre 2 et 8°C dans|e flacon d' origine
correctement fermé.

Des atérations dans I'apparence physique des réactifs de la trousse
peuvent indiquer une instabilité ou une détérioration.

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

Les échantill ons de sérum ou de plasma doivent &re gardés entre 2 et 8°C.
S le test n'est pas réalisé dans les 48 heures, un stockage a -20°C est
recommandé.
Eviter des cycles de congélation et décongéation successifs.
Le plasma hépariné ou le sérum donne des résultats similaires (éviter les
échantillons contenant du citrate)

Y (Sérum) =0,92 x (hép. plasma) + 0,10 r=10 n=18
Les plasmas EDTA donnent un rendement de 15 % inférieurs aux résultats
obtenus avec le sérum:

Y (Sérum) = 1,16 x (plasma EDTA)-0,10 r=0,99 n=18

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants apres avoir dépassé la date
d expiration. Ne pas mélanger de matériel provenant de trousses de lots
différents.  Mettre tous les réactifs a température ambiante avant
utilisation.

Mélanger a fond tous les réeactifs et les échantillons sous agitation douce.
Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour |’ addition de chaque réactif et échantillon.

Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’ augmenter la précision. Respecter lestemps d'incubation.
Préparer une courbe de calibration pour chague nouvele <érie
d' expériences, ne pas utiliser les données d' expériences précédentes.

Mode opératoire

Identifier les tubes recouverts fournis dans la trousse en double pour
chaque calibrateur, échantillon, contréle. Pour la déermination de
I’ activité total e, identifier 2 tubes non recouverts.

Agiter au vortex brievement les calibrateurs, les échantillons et les
contrdles. Puisdistribuer 25 ul de chacun d' eux dans|eurstubes respectifs.
Distribuer 0,5 ml de 170H marquée a I’ lodine dans chaque tube, y
compris les tubes sans anticorps pour la détermination del’ activité totale.
Agiter gentiment le portoir de tube pour libérer toute bulle dair
emprisonnée.

Incuber pendant 3 heuresa 37°C.

Aspirer le contenu de chaque tube (a I’ exception des tubes utilisés pour la
détermination de I'activité totale). Assurez-vous que la pointe utilisée
pour aspirer le liquide des tubes atteint le fond de chacun d'eux pour
éliminer toute trace deliquide.

Laver les tubes avec 3 ml de Solution de Lavage (a I’ exception des tubes
utilisés pour la détermination de I’activité totale) et aspirer. Eviter la
formation de mousse pendant I’ addition de la Solution de Lavage.

Laisser lestubes droits pendant 2 minutes et aspirer lereste de liquide.
Placer les tubes dans un compteur gamma pendant 60 secondes pour
quantifier laradioactivité.

CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.
Calculer |a capacité de liaison de |’ essai comme un pourcentage de liaison
déterminé au point de calibration (0) en suivant la formule ci-dessous :

moyenne descpm (CAL ou échantillon) X100

B/BO(%) =
0 moyenne des cpm (CAL 0)

Utiliser un “3 cycle semi-logarithmic” ou un papier graphique “logit-log”,
porter en ordonnée les valeurs exprimées en pourcentage de liaison
(B/B0O(%)) de chaque point de calibration et en abscisse leur concentration
respective en 170H, écarter les valeurs aberrantes.

Des méthodes i nformati ques peuvent auss &re utilisées pour congruire la
courbe de calibration. Si un systéme d’ analyse de traitement informatique
des données est utilisé il est recommandé d' utiliser la fonction «4
parameétres » du lissage de courbes.

L’interpolation des valeurs de chaque échantillon (B/B0(%)) déermine les
concentrations en 170H a partir de la courbe de calibration.

Pour chaque essai, |e pourcentage total de traceur lié en absence de 170H
non marquée (BO/T) doit &tre vérifié.



XII.

DONNEES TYPES

TEST DE RECUPERATION

Les données représentées ci-dessous sont données pour information et ne peuvent Echantill 170H aiouté 170H récupéré R L
jamais &tre utilisées & la place d' une courbe de calibration. chantillon aoute rRCIpeTe ecuperation
(ng/ml) (ng/ml) (%)
170H-RIA-CT cpm B/Bo (%) 1 6,65 610 92
517 432 84
293 2,69 92
Activitétotde 48579 125 122 98
0,92 0,87 95
Cdibraeur 0,00 ng/ml 19831 100,0
0,15 ng/ml 15587 78,6 2 737 723 98
053 ng/ml 10398 52,4 590 578 %
1,02 ng/ml 7074 357 360 357 99
3,10 ng/ml 2930 14,8 2,01 214 107
11,10 ng/ml 1028 52 1,69 1,65 98

XIHI.

A.

PERFORMANCE ET LIMITESDU DOSAGE

Limite de détection

Vingt calibrateurs zéro ont éé testés en parallde avec un assortiment
d autres calibrateurs.

La limite de détection, définie comme la concentration apparente située 2
déviations standards en-dessous de la moyenne déterminée a la fixation
zéro, éait de 0,02 ng/ml.

Spécificité
La gpécificité a é&é estimée en gjoutant les stéroides qui peuvent ére

présents dans les échantillons des patients a un pool d' échantillons de
170H (+ 0.5 ng/ml).

Facteur de conversion:
Deng/ml anmol/L :
De nmol/L ang/ml :

x 3,03
x 0,33

A notre connaissance, aucun matériel de référence internationale n’ existe
pour ce parameétre.

Méthode de référence: 50 échantillons de sérum des patients (valeurs de
0,3 ng/ml &10,0 ng/ml) ont été testés avec la méthode de référence tritiée.
L’analyse de régression linéaire est assez satisfai sante.
170H-RIA-CT = 0,99 (*H référence) + 0,06 ng/ml

r=0,96

Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon

Comme montré ci-dessous, les résultats d'un restent précis méme
quand un échantillon est distribué 36 minutes apres que le calibrateur a éé
gjouté aux tubesavec I’ anticorps.

DELAI

Sérum o 12 24 36'
(ng/ml)

Sérum 1 0,50 0,58 0,56 0,56
Sérum 2 0,86 0,86 0,93 0,83
Sérum 3 1,22 1,25 1,24 1,26
Sérum 4 1,86 1,90 1,93 1,93
Sérum 5 3,29 3,70 3,46 348
Sérum 6 4,52 4,76 5,18 4,65

Composé Quantité ajoutée Réactivité Croisée
(ng/ml) (%)
170H-Progestérone - 100
Progestérone 500 0,7
17-a-hydroxypregnénol one 1000 0,3
21-deoxycortisol 1000 05
Pregnénolone 500 0,022
11-deoxycortisol 500 05
Corticostérone 500 ND
11-deoxycorticostérone 500 0,035
Cortisol 2500 0,008
Testostérone 5000 ND
Androsténédione 5000 0,001
Estradiol 5000 0,001
C. Précision
INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+3SD CcVv Sérum N <X>#*SD CcVv
(ng/ml) %) (ng/ml) %)
A 10 | 043+0,03 6,2 A 20 0,77 £ 0,07 92
B 10 | 235013 56 B 20 1,97+0,10 52
C 10 | 755+0,38 51

XIV. CONTROLE QUALITE INTERNE

Le pourcentage de traceur total lié en I"absence de 170H non-marquée
(BO/T) doit &re> 25%.

Si les résultats obtenus pour le(s) controle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans
I"intervalle spécifié sur I’ étiquette du flacon, les résultats ne peuvent pas
ére utilisés & moins que I'on ait donné une explication satisfaisante de la
non-conformité.

Chague laboratoire est libre de faire ses propres stocks d' échantillons
contrdles, lesquels doivent étre congelés aliquotés. Ne pas congder —
décongeler plus de deux fais.

Les critéres d'acceptation pour les écarts des valeurs en doublet des
échantillons doivent étre basés sur |es prati ques de |aboratoire courantes.

SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation

XIV. VALEURSATTENDUES

D. Exactitude
Les valeurs sont données atitre d information; chaque laboratoire doit &ablir ses
TEST DEDILUTION propres écarts de val eurs.
Echantillon Dilution Concent. Théorique Concent. Mesurée Portée de Nombre de sujets
(ng/ml) (ng/ml) .
concentration
1 11 - 383 (25a97,5%
12 1,92 2,16 per centiles)
14 0,96 1,13 (ng/ml)
1/8 048 0,53
116 0,24 0,25
Hommes nor maux 0,59-3,44 72
2 1 - 6,65
12 333 3,32 Femmes nor males
v4 1,66 212 . Phasefalliculaire 0,11-1,08 48
u8 083 088 . Phaselutédle 0,95-5,00 49
116 042 0,39
L’ échantillon a éé dilué avec |e calibrateur zéro. Grossesse
. Premier trimestre 2,50-9,78 43
. Second trimestre 3,40-8,50 31
. Troisiéme trimestre 4,53 -18,86 35




XV. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient del’ *°| (demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive
émettant desrayonnementsionisants X (28 keV) ety (35.5 keV).

Ce produit radioactif peut uniquement &re regu, acheté, possédé ou utilisé par des
personnes autorisées; |'achat, le stockage, I’ utilisation et I’ échange de produits
radioactifs sont soumis a la légidation du pays de I'utilisateur final. Ce produit ne
peut en aucun cas &re administré al’ homme ou aux animaux.

Toutes les manipulations radioactives doivent é&re exécutées dans un secteur
désigné, doigné de tout passage. Un journal de réception e de stockage des
matieres radioactives doit ére tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de
laboratoire et la verrerie, qui pourrait &re contaminée avec des substances
radioactives, doivent étre isolés afin d’ éviter la contamination croisée de plusieurs
isotopes.

Toute contamination ou perte de substance radioactive doit &re réglée
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs doivent
étre placés de maniére a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion auix
régles de base de sécurité concernant les radiations procure une protection
adéquate

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont &é évalués par des
méthodes approuvées par |I' Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBSAg,
I"anti-HCV, I'anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
compléte que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d' hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des
échantillons de plasma devront ére conformes aux procédures local es de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont éé collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I'ESB n'a pas éé déectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animal es devront ére traités
comme potentiellement infectieux.

L'azide de sodium est nocif Sil est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(I'azide de sodium est utilise comme agent conservateur). L'azide dans cette
trousse pouvant réagir avec le plomb et |e cuivre dans les canalisations et donner
des composés explosifs, il est nécessaire de nettoyer abondamment a I'eau le
matériel utilisé.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger, ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés. Ne pas pipeter avec la
bouche. Utiliser des vétements protecteurs et des gants a usage unique.
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XVIII.RESUME DU PROTOCOLE

ACTIVITE CALIBRA- ECHANTIL-
TOTALE TEURS LON(S)

(uh) (1) (CD]
Cdibraeurs (0 a5) - 25 -
Echantillons, contrdles - - 25
Traceur 500 500 500
Incubation 3heuresa37°C
Séparation - aspiration
Solution de Lavage 30ml
Séparation aspiration
Comptage Temps de comptage des tubes : 60 secondes
(radi oactivité)
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L ees het hele protocol vodr gebruik.

170H-RIA-CT

BEOOGD GEBRUIK

Radioimmunoassay voor de kwantitatieve bepaling in vitro van menselijk 17-a-hydroxyprogesteron
(170H) in serum en plasma.

ALGEMENE INFORMATIE
Gedeponeerd handelsmerk:  DIAsource 170H-RIA-CT kit
Catalogusnummer : KIP1409: 96 testen.

Geproduceerd door: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgié.

Voor technische assistentie of voor bestelinfor matie
kunt u contact opnemen met :
Tel: +32(0)1084.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

KLINISCHE ACHTERGROND

Biologische activiteiten van 17-a-hydroxyprogesteron

17-a-hydroxyprogesteron (170H) is een C-21 steroide hormoon (moleculair gewicht 330.3 Da) dat
wordt geproduceerd van 17-a-hydroxypregnenolone in de bijnieren en ook in de elerstokken, testes
en placenta. 170H wordt gehydroxyleerd bij 11 en 21 posities om cortisol te produceren via 11-
deoxycortisol.

Klinische toepassingen van 17-a-hydroxyprogesteron-determinatie

In de regel zijn 17 OH bepalingen in serum of amniotisch vocht, relevant voor de diagnose van
congenitale adrenale hyperplasie (CAH). Deze CAH is te wijten aan een specifiek enzymedefect
(zes verschillende enzymedeficiénties zijn beschreven). Ten gevolge deze deficiénties verhoogt
ACTH en veroorzaakt adrenale hyperplasie en de bevordering van vel e steroideprecursoren. Maar
het is ook interessant de waarde van 170H te kennen in patiénten met varicocele (170H en
testosteron stellen merkers van de Leydig-celfunctie voor) en in ouder wordende mannelijke
patiénten om goedaardige prostaathypertrofie (BPH) en prostaatcarcinoom (PCA) te detecteren
(plasma 170H is beduidend lager in PCA and BPH-groepen dan bij normale mannen).

Er zijn andere domeinen voor 170H-onderzoeken zoals: mannelijke onvruchtbaarheid, meisjes met
peripuberale virilizatie, kinderen met premature adrenarche (in deze gevallen zijn de waarden van
170H verhoogd zonder of na ACTH-stimulatie).



V.

BESCHRIJVING VAN DE METHODE

Een vaste hoeved heid '?°| gelabeld 170H concurreert met 170H dat bepaald moet
worden en aanwezig is in het monster of in de kalibrator voor een vast aantal
plaatsen met antilichamen die geimmobiliseerd zijn aan de wand van een buige
van polystyreen. Vanwege de hoge specificiteit van de gecoate antilichamen is er
geen extractie of chromatografie vereist. Na een incubatieperiode van 3 uur bij

37°C

wordt de concurrentiereactie beéindigd door een aspiratiefase. Daarna

worden de buiges gewassen met 3 ml werk-wasoplossing en opnieuw afgezogen.
Een kalibratiecurve wordt uitgezet en de concentraties van 170H van de monsters
worden bepaald door dosisinterpolatie van de kalibratiecurve.

V. GELEVERDE REAGENTIA
Reagens Kt voor Kleur- Reconstitutie
96 testen code
Buisjes gecoat met anti 2x48 paars Klaar voor gebruik
H 170H
Ag 125 1 flacon rood Klaar voor gebruik
55 ml
190 kBq

Tracer : 170H gelabeld met **5jood
(HPLC-kwadliteit) in fosfaat /
citroenzuur buffer met bovien
serum abumine en azide (< 0,1%)

Nulkalibrator : Humaan serum met

Klaar voor gebruik

3ml

azide (0,5%)
5 flacons, geel Klaar voor gebruik
05ml
Kaibrators170H: N=1tot 5
(zie de exacte waarden op de
flaconetiketten) in humaan serum
met azide (0,5%)
|WASH | SOLN | CONC | 1 flacon bruin | 70x met gedistilleerd
10ml water verdunnen
: . (gebruik een
Wasoplossing 70x : TRIS-HCI magnetische roerder)
2 flacons, zilver 0,5 ml gedestilleerd
—— gevries- water toevoegen
Controlles: N =1 of 2 droogd

in humaan serum met thymol

Opmer king: Gebruik Nulkalibrator voor monsterverdunningen.

VI.

NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN

De volgende materialen zijn noodzakelijk maar worden niet meegeleverd met de

kit:
1.
2.

O N O AW

VII.

VIII.

Gedestilleerd water.

Pipetten voor een volume van 25 pl, 500 pl en 3 ml (het gebruik van
nauwkeurige pipetten met plastic wegwerpti ps wordt aanbevolen).
Vortexmenger.

Magnetische roerder.

Waterbad op 37°C

Automatische spuit van 5 ml (type Cornwall) voor de wasfase.
Afzuigsysteem (facultatief).

Een gammateller die geschikt is voor de bepaling van '2|. Een maximale
tel-efficiéntie moet worden gegarandeerd.

BEREIDING VAN HET REAGENS

Controles: Recongtitueer de controles met 0,5 ml gedestilleerd water.

Wer k-wasoplossing: Bereid een voldoende hoeveelheid werk-wasopl ossing
door 69 eenheden gedestilleerd water toe te voegen aan 1 eenheid
wasoplossing. Gebruik een magnetische roerder voor de homogenisering.
Op het eind van de dag moet de ongebruikte werk-wasopl ossing afgevoerd
worden.

OPSLAG EN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

V6or opening of recongtitutie zijn ale kitcomponenten houdbaar tot de
vervaldatum, zoals vermeld op het etiket, indien zij bewaard werden bij 2
tot 8°C.

Na recongtitutie zijn de controles gedurende één week houdbaar bij 2 tot
8°C. Voor een langere bewaartermijn moeten ali quots gemaakt worden, die
bij -20°C bewaard moeten worden gedurende maximaal 3 maanden.

XI.

Een vers bereide werk-wasoplossing moet op dezelfde dag nog gebruikt
worden.

Na het eerste gebruik is de tracer houdbaar tot de vervaldatum, indien
bewaar d bij 2 tot 8°C in de oor spronkelij ke, goed afgesioten flacon.
Wijzigingen in het fysieke aspect van kitreagentia kunnen wijzen op
instabiliteit of op een kwaliteitsvermindering.

MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

Serum- of plasmamonsters moeten bij 2-8°C bewaard worden.
Indien de bepaling niet binnen 48 uur uitgevoerd wordt, dan wordt
aanbevolen om ze bij -20°C te bewaren.
Vermijd herhaalde invriezing en ontdooiing.
Gehepariniseerd plasma en serum leveren vergdijkbare resultaten op
(vermijd citraatstalen)

Y (Serum) =0,92 x (hep. plasma) + 0,10 r=10 n=18
EDTA-plasma geeft resultaten die 15% lager liggen dan die van serum:

Y (Serum) =1,16 x (EDTA plasma) -0,10 r=0,99 n=18

PROCEDURE

Opmer kingen bij de procedure

Gebruik de kit of de componenten niet langer dan de aangegeven
vervaldatum. Materialen van kits van verschillende loten mogen niet
gemengd worden. Laat alle reagentia op kamertemperatuur komen véér
gebruik.

Meng alle reagentia en monsters goed door ze voorzichtig te bewegen of
door er voorzichtig mee te draaien. Om kruisbesmetting te vermijden,
moet een propere wegwerpbare pipettip gebruikt worden voor toevoeging
van elk reagens en mongter.

Pipetten met een grote precisie of geautomatiseerde pipetteerapparatuur
zullen de precisie verhogen. Respecteer de incubatitijden.

Bereid een kalibratiecurve voor eke run;, men mag geen gegevens
gebruiken van voorafgaande runs.

Procedure

Etiketteer de gecoate buiges in duplo voor elke kalibrator, voor ek
monster, voor elke controle. Etiketteer 2 normale buiges voor de bepaling
van de totaaltellingen.

Vortex de kalibrators, monsters en controles gedurende korte tijd en
pipetteer 25 pl van ek in het desbetreffende buise.

Pipetteer 0,5 ml 170H dat met *®| gdlabeld werd in ek buise, inclusief de
niet gecoate buiges voor de totaaltellingen.

Schud het rek met de buiges voorzichtig zodat eventuele ingedoten
luchtbel len vrijkomen.

Incubeer gedurende 3 uur bij 37°C.

Zuig de inhoud van ek buisie (met uitzondering van de totaaltellingen) op
Zorg ervoor dat de plagtic tip van de aspirator tot aan de bodem van het
gecoate buige komt zodat alle vloe stof verwijderd wordt.

Was de buiges met 3 ml werk-wasvloeistof (met uitzondering van de
totaaltellingen) en zuig op. Vermijd schuimvorming tijdens toevoeging van
de werk-wasvl oei stof.

Na de wasfase moeten de buiges gedurende twee minuten rechtop blijven
staan en zuig daarna de overblijvende vloei stof op.

Tel de buigesin een gammateller gedurende 60 seconden.

BEREKENING VAN DE RESULTATEN

Bereken het gemiddel de voor de bepalingen in duplo.
Bereken het percentage binding van de gebonden radioactiviteit, bepaald op
het punt van de nulkalibrator (0), aan de hand van de volgende formule:

cpm (Kalibrator of monster)

B/B0O (%) =
) cpm (Nulkalibrator)

Zet de (B/BO(%)) waarden uit voor ek kalibratorpunt, als een functie van de

170H concentratie van elk kalibratorpunt, op 3-cyclisch semi-logaritmisch

of dubbellogaritmisch papier, verwerp hierbij de duidelijke uitschieters.

Ook computergestuurde methoden kunnen worden gebruikt om de
kalibratiecurve te vormen. Indien de resultaten automatisch verwerkt
worden, wordt de 4 parameter logistische functie aanbevolen voor de
gepaste curve.

Bepaal de 170H concentraties van de monsters uit de referentiecurve door

de monsterwaarden (B/B0(%)) te interpol eren.

Voor elke bepaling moet het totaal percentage van de tracer, gebonden in

afwezigheid van ongelabeld 170H (BO/T), gecontrol eerd worden.



XIl.  KENMERKENDE GEGEVENS RECOVERY -TEST

De volgende gegevens dienen enkel ter illustratie en mogen in geen geval Monster . Oelg;fl’;g ’ Recove(ﬁéyn‘:‘g 170H Reg/’;')e ry
gebruikt worden ter vervanging van de real time kalibratiecurve. (ng/ml)
170H-RIA-CT cpm B/Bo (%) 1 g’ii 2’%2 593421
. 293 2,69 92
Totadtelling 48579 1,25 1,22 98
0,92 0,87 95
Kdibrator 0,00 ng/ml 19831 100,0
015 ng/ml 15587 78,6 2 737 723 ]
0,53 ng/ml 10398 52,4 5,90 578 98
1,02 ng/ml 7074 357 3,60 3,57 929
310 ng/ml 2930 14,8 201 2,14 107
11,10 ng/ml 1028 52 1,69 1,65 98
Conversiefactor :

XI1. EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN Van ng/ml naar nmol/L : x 3,03

A Detecticlimiet Van nmol/L naar ng/ml : x 0,33

Twintig nulkalibrators werden bepaald, samen met de serie andere
kalibrators. De detectieimiet, omschreven a's de schijnbare concentratie
van twee standaarddeviaties onder de gemiddelde tellingen bij nulbinding,
bedroeg 0,02 ng/ml.

Naar ons beste weten bestaat er geen internationaal referentiemateriaal
voor deze parameter.

Referentiemethode: 50 serummonstersvan patiénten (waarden van 0,3
ng/ml tot 10,0 ng/ml) werden getest met de getritieerde referentiemethode.
Delineaire regressie analyse is behoorlijk goed.

170H-RIA-CT = 0,99 (*H referentie) + 0,06 ng/ml r=0,96

B. Specificiteit
De specificiteit werd geschat door steroiden die aanwezig kunnen zijn in

monsiers van patiénten toe te voegen aan een pool van 170H-stalen (+ 0.5 E.  Tijd tussen de laatste kalibr ator en distributie van het monster

ng/mi). Zoals hieronder weergegeven wordkt, blijven de resultaten van de bepaling
nauwkeurig, zelfs wanneer een monster 36 minuten na toevoeging van de
) o kalibrator in de gecoate bui g es gepi petteerd wordt.
Bestanddeel Toegevoegde Kruisreactiviteit
hoeveelheid %
(ng/ml) (*0) TIJIDSPANNE
170H-Progesteron - 100 Serum o 12 24 36'
Progesteron 500 07 (ng/ml)
17-a-hydroxypregnenol one 1000 0,3
21-deoxycortisol 1000 0,5 Serum 1 0,50 0,58 0,56 0,56
Pregnenolone 500 0,022 Serum 2 0,86 0,86 0,93 0,83
11-deoxycortisol 500 0,5 Serum 3 1,22 1,25 1,24 1,26
Corticosteron 500 ND Serum 4 1,86 1,90 1,93 1,93
11-deoxycorticosterone 500 0,035 Serum 5 3,29 3,70 3,46 3,48
Cortisol 2500 0,008 Serum 6 4,52 4,76 5,18 4,65
Testogteron 5000 ND
Androstenedione 5000 0,001
Estradiol 5000 0,001 XIV. INTERNE KWALITEITSCONTROLE

- Het percentage totale tracer gebonden in de afwezighed van
C. Precisie ongelabeldel7OH (BO/T) moet > 25% zijn.
- Indien de resultaten, die verkregen werden voor controle 1 en/of controle 2,

PRECISIE BINNEN EEN TEST PRECISIE TUSSEN TESTEN niet binnen het bereik vallen zoals vermeld op het flaconetiket, dan mogen
de resultaten niet gebruikt worden tenzij een bevredigende uitleg gegeven
Serum N <X>+SD VvC Serum N <X>+SD VvC wordt voor de d|g;repant|e
(ng/mi) () (ng/ml) (*0) - Indien gewenst, kan ek laboratorium zjn eigen pools voor
controlemonsters maken, die dan in aliquots bewaard moeten worden in de
A 10 | 043+003 | 62 A 20 | 077£007 | 92 diepvriezer. Gelieve niet meer dan twee keer in te vriezen en te ontdooien.
E 18 ;ggf 8’%2 2615 B 2 197£010 52 - Aanvaardingscriteria voor het verschil tussen de resultaten in duplo van
R i monsters moeten steunen op gangbare laboratoriumpraktijken.
SD: standaarddeviatie; VC: variati ecoéfficiént
D.  Nauwkeurigheid XV. REFERENTIE-INTERVALS

VERDUNNINGSTEST

Deze waarden worden dechts als leidraad gegeven; ek laboratorium moet zijn
Monster Verdunning Theoretische Concentratiedie elgen normaal bereik van waarden uitmaken.
concentratie bepaald werd
(ng/ml) (ng/ml)
Concentratiebereik Aantal subjecten
! ﬂ; 102 o (25 tot 97.5%
va 0,96 1,13 percentielen)
/8 0,48 0,53 (ng/ml)
116 0,24 0,25
2 11 - 6,65 Nor male mannen 0,59-3,44 72
12 333 332
va 1,66 2,12 Normale vrouwen
U8 0,83 0,88 . Folliculaire fase 0,11-1,08 48
v16 042 039 . Lutealefase 0,95 - 5,00 49
Monsters werden verdund met de nulkalibrator.
Zwanger schap
. Eergetrimester 2,50-9,78 43
. Tweede trimester 3,40 -8,50 31
. Derde trimester 4,53 -18,86 35




XVI. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitduitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

Deze kit bevat '®| (halfwaardetijd: 60 dagen) , dat ioniserende X- (28 keV) en y-
stralen (35.5 keV) uitzendt.

Dit radioactieve product mag enkel overhandigd worden aan en gebruikt worden
door bevoegd personed; ontvangst, opdag, gebruik en overdracht van
radioactieve producten zijn onderworpen aan de wetgeving van het land van de
eindgebruiker. In geen geval mag het product toegediend worden aan mensen of
dieren.

Alle handelingen met radioactief materiaal moeten plaatsvinden in een daartoe
bestemde ruimte, waar uitduitend bevoegd personed toegelaten wordt. Een
logboek met ontvangst en opslag van radioactieve materiallen moet worden
bijgehouden in het laboratorium. Laboratoriumapparatuur en glaswerk, dat
eventueel gecontamineerd werd met radioactieve bestanddelen, moeten worden
gesegregeerd om krui sbesmetting van verschillende radioi sotopen te vermijden.
Als radioactief materiaal gemorst werd, dan moet dat onmiddellijk gereinigd
worden in overeensemming met de procedure voor dralingsveiligheid. Het
radioactieve afval moet worden weggegooid in overeensemming met de
plaatselijke voorschriften en richtlijnen van de autoriteiten waaronder het
laboratorium valt. Naleving van de bas sregels van stralingsveiligheid zorgt voor
een juiste bescherming.

De componenten, afkomstig van mensdlijk bloed, in deze kit werden getest door
in Europa goedgekeurde en/of door de Amerikaanse FDA goedgekeurde
methoden op aanwezigheid van HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 en 2 en gaven een
negatief resultast. Geen enkele bekende methode kan echter volledige garantie
bieden dat derivaten van mensalijk bloed geen hepatitis, aids of andere infecties
overdragen. Daarom moet men reagentia, serum- of plasmamonsters behandelen
in overeenstemming met de plaatselijke veilighei dsprocedures.

Alle producten en derivaten van dierlijke oorsprong zijn afkomstig van gezonde
dieren. Boviene componenten komen uit landen waar BSE niet gerapporteerd
werd. Toch moeten componenten die bestanddelen van dierlijke oorsprong
bevatten, behandeld worden als potentied besmettelijk.

Vermijd dat de reagentia (natriumazide als conserveermiddel) in contact komen
met de huid. Azide in deze kit kan reageren met lood en koper in de
afvoerleidingen en op die manier zeer explosieve metaalaziden vormen. Tijdens
de wasfase moeten de afvoerl e dingen ruimschoots met water nagespoel d worden
om ophoping van azide te vermijden.

Niet roken, drinken, eten of cosmetica aanbrengen in de werkruimte. Niet met de
mond  pipetteren. Draag beschermende kleding en  gebruik
wegwer phandschoenen.

XVII. BIBLIOGRAFIE

1.  ANDOS. etal (1983)
Plasma levels of 17-OH-progester one and testosterone in patients with
varicoceles.
Acta Endocrinol ogica, 102,463-469.

2. BONACCORS! A. et a (1987)
Male infertility due to congenital adrena hyperplasia: testicular
biopsy findings, hormonal evaluation, and therapeutic resultsin three
patients.
Fertility and Sterility, 47, 4, 664-670.

3. CACCIARE et al (1987)
Neonatal screening program for congenital adrenal hyperplasia in a
homogeneous Caucasian population.
Annals New Y ork Academy of sciences 85-88.

4. DRAFTA D. et al (1982)
Plasma steroidsin benign prostatic hypertrophy and carcinoma of the
prostate.
J. Steroid Biochem. 17, 689-693.

5. GRANOFF A. et al (1985)
17-hydroxypr ogester one responses to adrenocorticotropin in children
with premature adrenance.
Journal of Clinical Endrocrinology and Metabolism, 3, 409-415.

6. NEW M. et al (1983)
Genotyping steroid 21-hydroxylase deficiency hormonal reference
data.
Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism 57, 320-326.

7. SOLYOM J. et a (1987)
Detection of late-onset adrenal hyperplasia in girls with peripubertal
virilization.
Acta Endocrinol ogica (Copenh.) 115, 413-418.

XVIIT.SAMENVATTING VAN HET PROTOCOL

TOTAAL- KALIBRATORS MONSTER(S)
TELLINGEN CONTROLES
()} ()} ()}
Kadibrators (0 tot 5) - 25 -
Monsters, controles - - 25
Tracer 500 500 500
Incubatie 3uur bij 37°C
Scheiding - opzuigen
Werk-wasopl ossing 30ml
Scheiding opzuigen
Telling Tel buisies gedurende 60 seconden

DIAsource cata ogusnummer: Bijs uiternummer : Revisienummer :
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Vor Gebrauch desKitslesen Se bitte diese Packungsheilage.

170H-RIA-CT

VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fur die quantitative in vitro Bestimmung von humanem 17-a-Hydroxyprogesteron
(170H) in Serum und Plasma.

A.

ALLGEMEINE INFORMATION
Handelsbezeichnung: DIAsource 170H-RIA-CT Kit
Katalognummer : KIP1409: 96 Tests

Her gestellt von: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosguet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Begien.

Fur technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

Tel : +32(0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91
Fur Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - K ostenfr eie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasour ce.be

KLINISCHER HINTERGRUND

Biologische Aktivitét von 17-a-Hydroxyprogesteron

17-a-Hydroxyprogesteron (170H) ist ein C-21 Steroidhormon (Molekulargewicht 330,3), das in den
Nebennieren sowie in den Eierstdcken, Hoden und in der Plazenta aus 17-a-Hydroxypregnenolon produziert
wird. 170H wird an den Positionen 11 und 21 hydroxyliert, um Uber 11-Deoxycortisol Cortisol zu
produzieren.

Klinische Anwendungen der 17-a-Hydroxyprogesteron-Bestimmung

170H-Dosierungen in Serum oder Fruchtwasser sind in der Regd fir die Diagnostizierung ener
kongenitalen Nebennierenhyperplasie (KNH) relevant. Diese KNH wird durch enen spezifischen
Enzymdefekt verursacht (in der Literatur sind sechs verschiedene Enzymméngel bekannt). Infolge dieser
Mangel steigt das ACTH und fuhrt zu einer Nebennierenhyperplasie sowie zum Anstieg vieler
Steroidvorlaufer. Esist aber auch sehr interessant, den 170H-Wert von Patienten zu ermitteln, bei denen eine
Varikozele festgestellt wurde (170H und Testosteron sind Marker der Leydig-Zellfunktion), sowie bel
&lteren, mannlichen Patienten, um eine benigne Prostatahypertrophie (BPH) und ein Prostatakarzinom (PKA)
festzustellen (der Wert von 170H im Plasmaiist in den PKA- und BPH-Gruppen signifikant niedriger als bel
gesunden Méannern).

Weitere Bereiche fir 170H-Untersuchungen sind maénnliche Sterilitdt, Madchen mit peripubertérer
Virilisierung, Kinder mit prématurer Adrenarche (in diesen Féllen sind die 170H-Werte ohne oder nach der
ACTH-Stimulation erhtht).
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IV. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Eine festgesetzte Menge an “*®l-markiertem 170H konkurriert mit dem zu
messenden, in der Probe oder in dem Kalibrator vorhandenen, 170H um eine
Menge an Antikorperbindungsstellen, die an der Wand des Polystyren-Rohrchens
immobilisert sind. Aufgrund der hohen Spezifitét der beschichteten Antikorper
snd weder Extraktion noch Chromatographie erforderlich. Nach 3 Stunden
Inkubation bel 37 °C, beendet das Absaugen die Verdréngungsreaktion. Die
Rohrchen werden anschliessend mit Waschlésung gewaschen, danach wird
nochmals abgesaugt. Eine Standardkurve wird gedruckt und die 170H-

Konzentrationen der Proben werden (Uber DosisInterpolation  der
Kalibrati onskurve bestimmt.
V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN
Reagenz 96 Test Kit | Farbcode Rekonstitution
Mit anti 170H- 2x48 violett |gebrauchsfertig
beschichtete Réhrchen
1 Gefdl rot gebrauchsfertig
55 ml
Tracer : *lod markiertes 170H 190 kBq
(HPLC grade) in Phosphat/
Zitronensaurepuffer mit
Rinderseruma bumin und Azid
(<0,1%)
CAL n 1GefaR gelb  |gebrauchsfertig
3ml
Null-Kdibrator: Humanserum m
und Azid (0,5%)
5 Gefalle gelb  |gebrauchsfertig
05ml
Kaibratoren 170H : N = 1 bis5
(genaue Werte auf Gefal3-
Etiketten) in Humanserum und
Azid (0,5%)
| WASH | SOLN |CONC | 1 Gefald braun | 70x mit dest. Wasser
10ml (Magnetrihrer
\Waschl 6sung (TRIS-HCI) verwenden) ver diinnen.
2Gefde | silber |05 mi dest. Wasser
lyophilisiert zugeben
Kontrollen : N = 1 oder 2
in Humanserum und Thymol

Bemer kung: Benutzen Sie den Null-Kalibrator fiir Probenverdiinnungen.

VI. ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

Folgendes Material wird bendtigt, aber nicht mit dem Kit mitgeliefert:

1. Dest. Wasser

2. Pipetten: 25 pl, 500 pl und 3 ml (Verwendung von Prézisionspipetten mit
Einwegpipettenspitzen wird empfohlen)

Vortexmixer

Magnetrihrer

Wasserbad (37 °C)

5 ml automati sche Spritze (Cornwall-Typ) zum Waschen

Absaugsystem (optional)

Jeder Gamma-Counter, der " messen kann, kann verwendet werden.
Maximale M esseffizienz sollte gewéhrleistet sein.
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VIl. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

A. Kontrollen : Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 0,5 ml dest. Wasser.

B. Waschlésung: Zur Vorbereitung eines angemessenen Volumens
Waschlésung, mischen Sie zu einem Volumen Waschlosung (70x) 69
Volumen didtilliertes Wasser. Benutzen Sie einen Magnetriihrer. Entsorgen
Sie nach jedem Arbeitstag die tiberflissige Waschl dsung.

VIll. AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

- Vor dem Offnen und Rekongtituieren sind alle Kitkomponenten bei 2 bis
8 °C bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Verfall sdatum hal thar.

- Nach der Rekonstitution sind Kontrollen eine Woche bei 2 bis 8 °C stabil.
Fur ene langere Aufbewahrung fur bis zu 3 Monaten sollten diese
Reagenzien aliquotiert und bei —20 °C eingefroren werden.

w
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XI.

Die Waschlésung sollte frisch hergestellt und am selben Tag aufgebraucht
werden.

Wenn der Tracer nach der ersten Benutzung wieder im gutverschlossenen
Originalgefal bei 2 bis 8 °C aufbewahrt wird, ist er bis zum angegebenen
Verfall sdatum haltbar.

Veranderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen auf | nstabilitét
bzw. Zerfall hindeuten.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serum- oder Plasmaproben miissen bei 2-8 °C aufbewahrt werden.
Falls der Test nicht innerhalb von 48 Std. durchgefiihrt wird, missen die
Proben be —20 °C aufgehoben werden.
Verme den Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.
Serum oder heparinisiertes Plasma liefern ahnliche Ergebnisse (vermeiden
SieZitratproben)

Y (Serum) =0,92 x (hep. Plasma) + 0,10 r=10 n=18
EDTA-Plasma liefert um 15 % niedrigere Ergebnisse al's Serum :

Y (Serum) =1,16 x (EDTA plasma) -0,10 r=0,99 n=18

DURCHFUHRUNG

Bemer kungen zur Durchfuhrung

Verwenden Sie den Kit oder dessen Komponenten nicht nach dem
Ablaufdatum. Vermischen Sie nie Materialien von unterschiedlichen Kit-
Chargen. Bringen Sie dle Reagenzien vor der Verwendung auf
Raumtemperatur.

Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schitteln
oder Ruhren. Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um
Kreuzkontamination zu vermeiden.

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhéhen die
Prézision. Achten Sieauf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Erstellen Sie fir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von fritheren Durchlé&ufen.

Dur chfiihrung

Beschriften Sie je 2 beschichtete Rohrchen fir jeden Kalibrator, jede Probe
und jede Kontrolle. Zur Bestimmung der Gesamtaktivitét, beschriften Sie
2 normal e Réhrchen.

Vortexen Sie Kalibratoren, Proben und Kontrollen kurz und geben Sie 25 pl
von jedem in ihre Réhrchen.

Geben Sie 05 ml des I-markieten 170H in jedes Rohrchen,
einschlieldlich der unbeschi chteten Rohrchen fiir die Gesamtaktivitat.

Schiitteln Sie vorsichtig die Halterung mit den Réhrchen um Blasen zu
entfernen.

Inkubieren Sie 3 Stunden bei 37 °C.

Saugen Sie den Inhalt jedes Rohrchens ab (auRBer Gesamtaktivitat).
Vergewissern Sie sich, dass die Plastikspitze des Absaugers den Boden
des beschichteten Rohrchens erreicht, um die gesamte Flissigkeit zu
entfernen.

Waschen Sie die Rohrchen mit 3 ml Waschldsung (auRer Gesamtaktivitét)
und saugen Sie ab. Vermeiden Sie Schaumbildung bei Zugabe der
Waschl ésung.

Lassen Sie die Rohrchen 2 Minuten aufrecht stehen, und saugen Sie den
verbleibenden Fliissigkeitstropfen ab.

Werten Sie die Rohrchen in einem Gamma-Counter tUiber 60 Sekunden aus.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppe bestimmungen.
Berechnen Sie die gebundene Radioaktivitat als Prozentsatz des am Null-
Kalibratorpunkt (0) bestimmten Wertes nach folgender Formel:
Aktivitét (Kalibrator oder Probe)

Aktivitdt (Null-Kalibrator)
Verwenden Sie semi-logarithmisches oder doppelt-logarithmisches
Millimeterpapier (Uber 3 GroRenordnungen), tragen Sie die (B/BO(%))-
Werte fur jeden Kalibratorpunkt ein al's Funktion der 170H-Konzentration
fur jeden Kalibratorpunkt, schlief}en Sie offensichtliche , Ausreil3er aus.
Computergestiitzte Methoden koénnen ebenfalls zur Erstellung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Wir empfehlen die Berechnung mit
einer , 4 Parameter” -Kurvenfunktion.
Bestimmen Sie die 170H-Konzentrationen der Proben Uber Interpolation
der Probenwerte B/BO(%)) der Referenzkurve.
Bei jedem Assay muss der Prozentsatz des gesamten gebundenen Tracers
ohne unmarkiertes 170H (BO/T) gepriift werden.

B/BO (%) =



XII.

Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kénnen nicht a's

TYPISCHE WERTE

Ersatz fir die Echtzeitkalibrationskurve verwendet werden.

170H-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Gesamtaktivitét 48579
Kadibrator 0,00 ng/ml 19831 100,0
0,15 ng/ml 15587 78,6
0,553 ng/ml 10398 52,4
1,02 ng/ml 7074 357
310 ng/ml 2930 14,8
11,10 ng/ml 1028 52
XII. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK
A. Nachweisgrenze
Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen.
Die Nachweisgrenze, definiert as die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabwei chungen unterhalb des gemessenen Durchschnittswerts bei
Nullbindung, entsprach 0,02 ng/ml.
B. Spezifitat

Die Spezifitédt wurde bestimmt, indem Steroide, die in Patientenproben
vorkommen koénnten, zu einem Pool von 170H-Proben (+ 0,5 ng/ml)
hinzugefiigt wurden.

WIEDERFINDUNGSTEST

Probe Zugeg. 170H Wiedergef. 170H Wiedergefunden
(ng/ml) (ng/ml) %)
1 6,65 6,10 92
517 432 84
2,93 2,69 92
1,25 1,22 98
0,92 0,87 95
2 7,37 7,23 98
5,90 5,78 98
3,60 3,57 9
2,01 2,14 107
1,69 1,65 98

Umrechnungsfaktor:
Von ng/ml in nmol/L:

Von nmol/L in ng/ml:

x 3,03
x 0,33

Es snd uns keine internationalen Referenzen zu diesen Parametern
bekannt.

Referenzmethode: Der Assay an 50 Patientenserumproben (Werte von 0,3
ng/ml bis 10,0 ng/ml) wurde mit der tritiierten Referenzmethode
durchgefiihrt. Die lineare Regressionsanalyse ist recht gut.

170H-RIA-CT = 0,99 (*H Referenz) + 0,06 ng/ml r=0,96

Substanz Zugeg. Menge Kreuzreaktivitat
(ng/ml) (%)
170H-Progesteron - 100
Progesteron 500 0,7
17-a-Hydroxypregnenolon 1000 0,3
21-Deoxycortisol 1000 05
Pregnenolon 500 0,022
11-Deoxycortisol 500 05
Corticosteron 500 ND
11-Deoxycorticosteron 500 0,035
Cortisol 2500 0,008
Testosteron 5000 ND
Androstendion 5000 0,001
Ostradiol 5000 0,001

C. Préazision

INTRA-ASSAY PRAZISION

INTER-ASSAY PRAZISION

Serum N <X>=*SD Ccv Serum N <X>+8D CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 10 | 043+0,03 6,2 A 20 0,77+ 0,07 9,2
B 10 | 235+0,13 5,6 B 20 1,97+ 0,10 52
C 10 | 7,55+0,38 51

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit

VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdiinnung Theoretische Gemessene
Konz. Konz.
(ng/ml) (ng/ml)
1 1 - 383
12 1,92 2,16
V4 0,96 113
/8 0,48 0,53
116 0,24 0,25
2 1 - 6,65
12 333 332
V4 1,66 2,12
/8 0,83 0,88
116 0,42 0,39

Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verdiinnt.

E. Zeitver zdger ung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe
Es wird im folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
gewahrleistet ist, wenn die Probe 36 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
in die beschichteten Rohrchen zugegebent wird.

ZEITABSTAND

Serum o 12 24 36'
(ng/ml)

Serum 1 0,50 0,58 0,56 0,56
Serum 2 0,86 0,86 0,93 0,83
Serum 3 1,22 1,25 1,24 1,26
Serum 4 1,86 1,90 1,93 1,93
Serum5 3,29 3,70 3,46 3,48
Serum 6 452 4,76 5,18 4,65

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

- Der Prozentsatz von insgesamt gebundenem Tracer in Abwesenheit von
nicht markiertem 170H (BO/T) muss > 25 % sein.

- Entsprechen die | st-Werte nicht den auf den Fl&schchen angegebenen Soll-
Werten, konnen diese Werte, ohnetreffende Erklarung fur die
Abwei chungen, nicht weiterverarbeitet werden.

- Falls weitere Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen eigenen
Pool hergtellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte. Erinnern Sie
sich, dass zwei Gefrier-Auftau-Zyklen erlaubt sind.

- Akzeptanzkriterien fur die Differenz zwischen den Resultaten der
Wiederholungstests anhand der Proben missen auf Guter Laborpraxis
beruhen.

XV. ZUERWARTENDER BEREICH

Diese Werte sind nur Richtwerte; jedes Labor muss seinen eigenen

Normalwertbereich ermitteln.

Konzentr ationsber eich Anzahl von Per sonen
(2,5 bis 97,5 %
Per zentile)
(ng/ml)
Gesunde M énner 0,59-344 72
Gesunde Frauen
. Follikel sphase 0,11-1,08 48
. Lutealphase 0,95-5,00 49
Schwanger schaft
. 1. Trimester 2,50-9,78 43
. 2. Trimester 3,40-8,50 31
. 3. Trimester 4,53 - 18,86 35




XV. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt *°| (Halbwertzeit; 60 Tagen) , dasionisierende X (28 keV) und
v (35.5 keV) Strahlungen emittiert.

Dieses radioaktive Produkt kann nur an autorisierte Personen abgegeben und darf
nur von diesen angewendet werden; Erwerb, Lagerung, Verwendung und
Austausch radioaktiver Produkte sind Gegenstand der Gesetzgebung des Landes
des jeweiligen Endverbrauchers. In keinem Fall darf das Produkt an Menschen
oder Tieren angewendet werden.

Der Umgang mit radioaktiven Substanzen sollte fern von Durchgangsverkehr in
einem speziel ausgewiesenen Bereich attfinden. Ein Logbuch fir Protokolle
und Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausriisung und die
Glasbehdlter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden kénnen,
miissen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radi oi sotopen zu verhindern.

Verschittete radioaktive Substanzen missen sofort den Sicherheitsbestimmungen
entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfélle missen entsprechend den
lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fiir das Labor zustdndigen Behdrden
gelagert werden. Das Einhalten der Sicherheitshestimmungen fiir den Umgang
mit radioaktiven Substanzen gewahrleistet ausrei chenden Schutz.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit européi schen und
in den USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie waren negativ fiir HBsA(g,
anti-HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode kann jedoch
vollkommene Sicherheit liefern, dass menschliche Blutbestandteil e nicht
Hepatitis, AIDS oder andere I nfektionen tbertragen. Deshalb sollte der Umgang
mit Reagenzien, Serum oder Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den
Sicherheitsbestimmungen erfolgen.

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern sstammen aus Landern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde. Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen
enthalten, als potentiell ansteckend behandelt werden.

Verme den Sie Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid als
Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder Kupfer in den
AbfluRrohren reagieren und so hochexplosive Metallazide bilden. Spiilen Sie
wahrend der Waschschritte den Abflud griindlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Ihrem Arbeitsbereich, und verwenden
Sie keine Kosmetika . Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Tragen Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.
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XVIII.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

GESAMT- KALIBRA- PROBE(N)-
AKTIVITAT TOREN KONTROLLEN
(nl) (nl) (D)
Kalibratoren (0to 5) - 25 -
Proben, Kontrollen - - 25
Tracer 500 500 500
Inkubation 3 Std. bei 37°C
Separation absaugen
Waschl ésung 30ml
Separation absaugen
Auswertung Messen der Rohrchen 60 Sekunden
DI Asource Katal ognummer : Beipackzettel- Nummer der )
KIP1409 nummer : Origina ausgabe :
1700475/de 110217/2

Revisionsdatum : 2011-02-17
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Leer el protocolo completo antesde usar.

170H-RIA-CT

INSTRUCCIONES DE USO

Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa in vitro de la 17-a-hidroxiprogesterona (170H)
humana en suero y plasma.

INFORMACION GENERAL
Nombre: DIAsource 170H-RIA-CT Kit
NUmerode Catdlogo: KIP1409: 96 test

Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

Para cuestiones técnicas y infor macién sobr e pedidos contactar :
Tel: +32 (0) 10 84.99.11 Fax: +32 (0) 10 84.99.91

INFORMACION CLINICA

Actividades bioldgicas de 17-a-hidroxiprogesterona

17-a-hidroxiprogesterona (170H) es una hormona C-21 esteroide (peso molecular 330.3)
producida de 17-a-hidroxipregnenolona en la gléandula suprarrena y también en los ovarios, los
testiculos y la placenta. 170H es hidroxilada en las posiciones 11y 21 para producir cortisol via
11-deoxicortisol.

Aplicaciones clinicas de |la determinacién de 17-a-hidroxiprogesterona

Por lo general las dosis de liquido amniético 170H son importantes para e diagnéstico de
hiperplasia suprarrenal congénita (CAH). Esta CAH es causada por un defecto de enzima
especifico (seis deficiencias distintas han sido descritas). Debido a estas deficiencias, ACTH
aumenta y causa hiperplasia suprarrenal y € desarrollo de muchos precursores esteroideos. Pero es
también interesante que se conozca € valor de 170H en pacientes con varicocele (170H y
testosterona marcan lafuncion celular Leydig) y en pacientes masculinos envejecidos para detectar
hipertrofia prostatica benigna (BPH) y carcinoma de la préstaa (PCA) (e 170H es
considerablemente més bajo en grupos con PCA y BPH que en hombres normal es).

Hay otros campos para investigaciones con 170H como: esterilidad masculina, nifias con
virilizacion peripUberal, nifios con adrenarquia prematura (en estos casos, los valores de 170H
estan aumentados sin o después del estimulo con ACTH).



V.

PRINCIPIOSDEL METODO

Una cantidad fija de 170H marcada con 1"*® compite con & 170H a medir,
presente en la muestra 6 en € calibrador, por los puntos de unién del anticuerpo

inmovilizado en las paredes de un tubo de poliestireno.

No se requiere ni

extraccion ni cromatografia debido a la ata especificidad de los anticuerpos
utilizados. Después de 3 horas de incubacion a 37°C, una aspiracion termina con
la reaccion de competicion. Los tubos se lavan con 3 ml de Solucién de lavado y
se aspiran otra vez. Se dibuja la curva de calibracién y las concentraciones de
170H de las muestras se determinan por interpolacion de la dosis en la curva de

calibracion.
V. REACTIVOS SUMINISTRADOS
Reactivos Kit 96 test Cdédigo | Reconstitucion
de Color
Tubos recubiertos con 2x48 plrpura | Listo parauso
anti 170H
Ag 125) 1via rojo Listo parauso
55 ml
190 kBq
TRAZADOR:170H marcado con 1125
(grado HPLC) en tampdn fosfato / &cido
citrico con adbumina bovina y azida
(<0,1%)
CAL n lvid amaillo | Listo parauso
3ml
Cadlibrador cero en suero humano y azida
(0,5%)
CAL Sviales amaillo | Listo parauso
0,5ml
Cdibradores170H-N=14d 5
(mirar los valores exactos en las
etiquetas) en suero humano y azida
(0,5%)
1via marrén Diluir 70 x con
| WASH | SOLN | CONC | 10ml agua destilada
Solucién delavado ( TRIS-HCI) g':;z‘r
magnéti co)
2vides plaeado | Afiadir 0,5ml
liofilizados de agua
destilada
Controles-N =102
en suero humano y timol

Nota: Para diluciones de muestras utilizar estandar cero

VI.

MATERIAL NO SUMINISTRADO

El material mencionado a continuacion es necesario y no estaincluido en el kit

1.
2.

ONOOAW

VII.

Aguadestilada

Pipetas de 25m, 500m y 3 ml (Se recomienda el uso de pipetas precisas
con puntas desechabl es de plastico)

Vortex

Agitador magnético

Bafio con aguaa 37°C

Jeringa automética 5 ml (tipo Cornwall) para e lavado

Sistema de aspiraci 6n (opcional)

Contador de radiaciones gamma para medir 1"® ( minima eficiencia 70%)

PREPARACION DE REACTIVOS

Controles: Recondtituir los controles con 0,5 ml de agua destilada.

Solucién de lavado de trabajo: Preparar € volumen necesario de Solucién
de lavado de trabajo mezclando 69 partes de agua destilada por 1 parte de
Solucion de lavado (70x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucion de lavado de trabajo no utilizada al
final del dia.

VIII.

[ullve)

XI.

ALMACENAJE Y CADUCIDADESDE LOS REACTIVOS

Antes de abrir 6 recongtituir todos |os componentes de los kits son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan a 2-8°C.
Después de su reconditucion los controles son estables durante una
semana a 2-8°C. Para periodos més largos, alicuotar y guardar a —20°C
durante 3 meses.

La solucién de lavado de trabajo recién preparada solo debe utilizarse en el
mismo dia.

Después del primer uso, el trazador es estable hasta la fecha de caducidad,
s seguardaen el via origina cerrado a2-8°C.

Las alteraciones de los reactivos en € aspecto fisico pueden indicar
inestabilidad 6 deterioro.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras de suero 6 plasma deben ser guardadas a 2-8°C.
Si @ ensayo no seredliza en 48 hrs., amacenar las muestras a—20°.
Evitar congelar y descongelar sucesivamente.
Suero y muestras heparinizadas dan resultados similares (evitar muestras
de citrato)
Y (Suero) =0,92 x (hep. plasma) + 0,10 r=10 n=18
El uso de plasma en EDTA produce resultados un 15% més bajos que en
suero:

Y (Suero) =1,16 x (EDTA plasma) -0,10 r=0,99 n=18

PROTOCOLO

Notas de manejo

No utilizar & kit 6 componentes después de la fecha de caducidad. No
mezclar reactivos de diferente numero de lote. Llevar todos los reactivos a
temperatura ambiente antes de su uso.

Agitar minuciosamente todos los reactivos y muestras, agitandolos o
girandolos suavemente. Con € fin de evitar ninguna contaminacion
utilizar puntas de pipetas desechables y limpias para la adicion de cada
reactivo y muestra.

El uso de pipetas de precision 6 equipamiento de dispensacion automética
meorarala precision. Respetar | ostiempos de incubacién.

Preparar la curva de calibracion en cada ensayo, no utilizar los datos de un
ensayo previo.

Protocolo

Marcar los tubos recubiertos por duplicado para cada unos de los
estdndares, muestras y controles. Para la determinacion de las Cuentas
Totales, marcar 2 tubos normales.

Agitar brevemente los calibradores, muestras y controlesy dispensar 25 i
de cada uno en susrespectivos tubos.

Dispensar 0,5 ml de 170H marcado con 1*® en cada tubo, incluyendo los
tubos destinados alas Cuentas Totales.

Agitar suavemente la gradilla de tubos para soltar cuaquier burbuja
adheridaa las paredes de lostubos.

Incubar durante 3 horasa 37°C.

Aspirar @ contenido de cada tubo (excepto los de Cuentas Totales).
Asegurarse que la punta de la pipeta de aspiracion toca € fondo del tubo
con el fin de aspirar todo el liquido.

Lavar lostubos con 3 ml de Solucién de lavado de trabajo (excepto los de
Cuentas Totales) y aspirar. Evitar la formacion de espuma durante la
adicion dela Solucion delavado

Dear los tubos en posicion inversa durante 2 minutos y aspirar é liquido
restante.

Medir la actividad de cada tubo durante 60 segundos en un Contador
Gamma

CALCULO DE RESULTADOS
Calcular la media de los duplicados.

Calcular la radiactividad enlazada como un porcentgje de la union con
respecto a calibrador cero (0) de acuerdo con la siguiente formula

Cuentas (Caibrador 6 muestra) t
Cuentas ( Calibrador Cero)
Utilizando papel 3 ciclo semilogaritmico 6 logit-log, representar los
valores de (B/BO%) de cada calibrador frente a las concentraciones del
170H de cada calibrador, rechazando |os puntos exteriores.
Métodos computarizados de computacién de resultados pueden ser
utilizados para la construccion de la curva de calibracion. S se utiliza un
sstema automatico de calculo de resultados, se recomienda usar la
representacion gréfica“ 4 parametros’.
Por interpolacién de los valores (B/B%) de las muestras, se determinan los
valores de las concentraciones de las mismas desde la curva de calibracion.
El porcentaje total de enlace del trazador en ausencia de 170H no marcado
(BO/T) debe ser calculado en cada ensayo.

B/BO(%) = 00



XII.

EJEMPLO DE RESULTADOS

Los datos mostrados a continuacion sirven como ejemplo y nunca deberdn ser
usados como una calibracién real .

170H-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Cuentas Totaes 48579
Cdlibrador 0,00 ng/ml 19831 100,0
0,15 ng/ml 15587 78,6
0,53 ng/ml 10398 52,4
1,02 ng/ml 7074 357
3,10 ng/ml 2930 14,8
11,10 ng/ml 1028 52

TEST DE RECUPERACION

Muestra 170H 170H Recuperado
afladido Recuperado %)
(ng/ml) (ng/ml)
1 6,65 6,10 92
517 4,32 84
2,93 2,69 92
1,25 1,22 98
0,92 0,87 95
2 737 7,23 98
5,90 578 98
3,60 357 9
2,01 2,14 107
1,69 1,65 98

Factor de conversion:
Deng/ml anmol/L :
De nmol/L ang/ml :

x 3,03
x 0,33

De acuerdo con nuestros conoci mientos, no existe ninguna preparacion de
referenciainternacional de este pardmetro.

Método de referencia: 50 muestras de suero de pacientes (valores de 0,3
ng/ml hasta 10,0 ng/ml) fueron testadas con € méodo de referencia
tritiado. El andlisis deregresion linear es bastante satisfactorio.
170H-RIA-CT = 0,99 (*H reference) + 0,06 ng/ml r=0,96

XIll. REALIZACION Y LIMITACIONES
A. Limite de deteccion
Vente calibradores cero fueron medidos en una curva con otros
calibradores.
El limite de deteccion, definido como la concentraci 6n aparente resultante
de dos desviaciones estandares debajo de la media de enlace del calibrador
cero, fue de 0,02 ng/ml.
B. Especificidad
La especificidad fue estimada por la adicién de esteroides que pueden ser
presentes en las muestras de los pacientes a un pool de muestras de 170H
(£ 0.5 ng/ml).
Componente Cantidad afiadida Reaccién-cruzada
(ng/ml) (%)
170H-Progesterona - 100
Progesterona 500 0,7
17-a-hidroxipregnenolona 1000 0,3
21-deoxicortisol 1000 0,5
Pregnenolona 500 0,022
11-deoxicortisol 500 05
Corticosterona 500 ND
11-deoxicorticosterona 500 0,035
Cortisol 2500 0,008
Testogterona 5000 ND
Androstenediona 5000 0,001
Estradiol 5000 0,001
C. Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO

PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>+SD CcVv Suero N <X>+SD CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 10 | 043+003 | 62 A 20 | 077£007 | 92
B 10 | 235:013 | 56 B 20 197£010 | 52
c 10 | 755+038 | 51
SD : Desviacion Esténdar; CV: Coeficiente de Variacion
D. Exactitud
TEST DILUCION
Muestra Dilucién Concent. Concent.
Tedrica Medida
(ng/ml) (ng/ml)
1 1/1 - 3,83
1/2 1,92 2,16
14 0,96 1,13
1/8 048 053
116 0,24 0,25
2 1/1 - 6,65
12 333 332
14 1,66 2,12
1/8 0,83 0,88
116 042 0,39

Las muestras fueron diluidas con € calibrador cero.

E. Tiempo de esperaentrela dispensacion del Gltimo calibrador y lade
lamuestra
Como s muestra a continuacién la precison del ensayo se mantiene
incluso en el caso de dispensar la muestra 36 minutos después de haberse
adicionado el calibrador alos tubos cubiertos.

TIEMPO DE ESPERA

Suero 0} 12' 24' 36'
(ng/ml)

Suero 1 0,50 0,58 0,56 0,56
Suero 2 0,86 0,86 0,93 0,83
Suero 3 1,22 1,25 1,24 1,26
Suero 4 1,86 1,90 1,93 1,93
Suero 5 3,29 3,70 3,46 3,48
Suero 6 452 4,76 5,18 4,65

XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

- El porcentaje de trazador total ligado en la ausenciade 170H no-marcada
(BO/T) tiene que ser > 25%.

- Si losresultados obtenidos para el Control | y/6 Control 2 no estan dentro
del rango especificado en la etiqueta del vial, |os resultados obtenidos no
podran ser utilizados a no ser que se pueda dar una explicacion
convincente de dicha discrepancia

- Si es conveniente, - cada laboratorio puede utilizar sus propios pools de
controles, los cuales se guardan en alicuotas congeladas. No congelar y
descongelar més de dos veces.

- Los criterios de aceptacion de la diferencia entre los duplicados de las
muestras se apoyan en las précticas de laboratorio corrientes.

XV. [INTERVALOS DE REFERENCIA

Estos val ores solamente sirven de pauta; cada laboratorio tiene que establecer sus

ropios val ores normal es.

Alcance de NUdmer o de sujetos

concentracion
(25a97.5%
per centiles)
(ng/ml)

Hombr es nor males 0,59 3,44 72
Mujeresnormales
. Fasefolicular 0,11-1,08 48
. Faselltea 0,95-5,00 49
Embar azo
. Primer trimestre 2,50-9,78 43
. Segundo trimestre 3,40-8,50 31
. Tercer trimestre 4,53 -18,86 35




XVI. PRECAUCIONESY ADVERTENCIAS

Sequridad

Para uso solo en diagnéstico in vitro.

Este kit contiene I'® (vida media: 60 dias) emisor derayos X (28 keV) y derayos
v (35.5 keV) ionizantes.

Este producto radiactivo solo puede ser mangado y utilizado por personas
autorizadas; la compra, almacenaje, uso y cambio de productos radiactivos estan
sujetos alalegislacion del pais de usuario. En ningin caso € producto debera ser
suministrado a humanos'y animal es.

Todo & manejo de producto radiactivo se hard en una é&rea sefializada, diferente
de la de paso regular. Deberd de utilizarse un libro de registros de productos
radiactivos utilizados. El material de laboratorio, vidrio que podria estar
contaminado radiactivamente debera de descontaminarse para evitar la
contaminacién con otrosisétopos.

Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de acuerdo
con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios radiactivos deberan ser
amacenados de acuerdo con las regulaciones y normativas vigentes de la
legidacion alacual pertenezca el laboratorio. El gjustarse a las normas basicas de
seguridad radiolégica facilita una proteccién adecuada.

Los componentes de sangre humana utilizados en este kit han sido testados por
métodos aprobados por la CEE y/6 la FDA dando negativo a HBsAg, anti-HCV,
anti-HIV-1y 2. No se conoce ninglin método que asegure que los derivados de la
sangre humana no transmitan hepetitis, SIDA 6 otras infecciones. Por |0 tanto el
manejo de los reactivos y muestras se hara de acuerdo con los procedimientos de
seguridad locales.

Todos los productos animales y derivados han sido obtenidos a partir de animales
sanos. Componentes bovinos originales de paises donde BSE no ha sido
informado. Sin embargo, los componentes conteniendo substancias animales
deberan ser cons deradas como potencia mente infecciosas.

Evitar cualquier contacto de los reactivos con la pid (azida sddica como
conservante). La azida en este kit puede reaccionar con € plomo y cobre de las
caferias y producir azidas metélicas altamente explosivas. Durante € proceso de
lavado, hacer circular mucha cantidad de agua por € sumidero para evitar el
almacenamiento de laazida.

No fumar, beber, comer 6 utilizar cosméticos en @ éarea de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes.
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XVIII.RESUMOEN DEL PROTOCOLO

CUENTAS CALIBRADO MUESTRA(S)
TOTALES RES CONTROL(S)
(nl) (nl) (nl)
Cdibradores (0 d 5) - 25 -
Muestras, controles - - 25
Trazador 500 500 500
Incubaci6n 3horasa37°C
Separacion - aspirar
Solucién de lavado de - 3,0ml
trabajo )
Separacion - aspirar
Contge Contar los tubos durante 60 segundos
DlAsource Cataogo Nr : P.I. Numero : Revisionnr :
KIP1409 1700475/es 110217/1

Fechadelarevison : 2011-02-17



Primadi utilizzareil kit legger e attentamente leistruzioni per I'uso

170H-RIA-CT

. USODEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro del 17-o-idrossiprogesterone (170H) in
siero o plasma.

1. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource 170H-RIA-CT Kit
B. Numero di catalogo: KIP1409: 96 test
C. Prodotto da: DI Asour ce ImmunoAssays SA.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 L ouvain-la-Neuve, Belgio.

Per informazioni tecniche o su come ordinareil prodotto contattare:
Tel: +32 (0) 1084.99.11 Fax: +32 (0) 10 84.99.91

i, INFORMAZIONI CLINICHE
A Attivita biologiche del 17-a-idrossiprogesterone

[l 17-a-idrossiprogesterone (170H) € un ormone steroideo C-21 (peso molecolare 330,3) prodotto, a partire
dal 17 -o-idrossi pregnenolone, nelle ghiandole surrenali e anche in ovaie, testicoli e placenta. 11 170H viene
sottoposto ad idrossilazionein posizione 11 e 21 & fine di produrre cortisol o attraverso I'11-deossi cortisol .

B. Applicazioni cliniche del dosaggio del 17-a-idrossiprogesterone

Di norma, i dosaggi di 170H del liquido amniotico o del siero sono rilevanti a fini della diagnosi di
iperplasia surrenale congenita (CAH). La CAH & dovuta a un deficit di un enzima specifico (sono stati
descritti ben sei diversi deficit enzimatici). In conseguenza di dette carenze si genera un aumento di ACTH
che da luogo a iperplasia surrenale con relativo incremento di numerosi precursori steroidi. Tuttavia é
interessante conoscere il valore di 170H nel pazienti affetti da varicocele, (Il 170H e il testosterone
rappresentano gli indicatori del funzionamento delle cdllule di Leydig) ein pazienti di sesso maschilein eta
avanzata indica la presenza di ipertrofia prostatica benigna (BPH) e di carcinoma della prostata (PCA) (nel
gruppi PCA eBPH il livello di 170H nel plasma risulta notevolmente pitl basso rispetto a quello riscontrato
in uomini in condizioni normali).

Esistono atri domini per le indagini sul 170H, tra i quali figurano: infertilitd maschile, ragazze con
virilizzazione prepuberale, bambini con dolore surrenale prematuro (in tali casi i valori di 170H risultano
aumentati in assenza o a seguito di una stimolazione con ACTH).



V.

PRINCIPIO DEL METODO

Una quantita definita di 170H marcata con 2| compete con il 170H presentein
calibratore e campioni per un numero definito di sti di un anticorpo adsorbito

sulla

superficie interna di provette di polistirene. Poiché I’ anticorpo € altamente

specifico, non & necessario eseguire estrazioni 0 separazioni cromatografiche.
Dopo 3 ore di incubazione a 37°C, la reazione di competizione viene interrotta
per aspirazione della miscela di reazione. Le provette vengono quindi lavate con
tampone di lavaggio diluito e aspirate. La concentrazione di 170H nei campioni
viene calcolata per interpolazione sulla curva calibratore.

V. REATTIVI FORNITI
Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricogtituzione
Provette sensibilizzate . ,
]] con anticorpo anti 170H 2x48 viola Pronte per |I'uso
Ag | ™ 1 flacone rosso | Pronte per|’uso
Marcato: T70H marcao con 2| 1953 Ir(nqu
(grado HPLC), in tampone di
fosfato/acido citrico con BSA e
sodio azide (<0,1%)
CAL n 1 flacone gidlo | Pronte per I'uso
Cdibraore zero in siero umano e 3ml
sodio azide (0,5%)
CAL 5 flaconi gidlo | Pronte perI'uso
cdibraore 1-5 di 170H, (le| O™
concentrazi oni esate  degli
cdibratore sono riportate sulle
etichette dei flaconi), in sero
umano e sodio azide (0,5%)
WASH SOLN CONC -
‘ N ‘ ‘ ‘ 1 flacone bruno Diluire 70 x con acqua
10ml distillata usando un
Tampone di lavaggio (TRIS-HCI) agitatore magnetico
| CONTROL | N | 2 flaconi argento | Aggiungere 0,5 ml di
Controli- N =102, in sero liofilizzati acquadistillata
umano e timolo

Note:

VI.

Usarelo calibratore zero per diluirei campioni.

REATTIVI NON FORNITI

Il seguente materiale érichiesto per il dosaggio ma non & fornito ne kit.

1.
2.

O N0~

VII.

VIII.

Acquadistillata

Pipette per dispensare 25 m, 500 ml e 3 ml (S raccomanda di
utilizzare pipette accurate con puntale in plastica monouso).
Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

Bagno d’' acquaa 37°C.

Pipetta aripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.

Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).

Contatore gamma con finestra per 2| (efficienza minima 70%)

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Controlli: Ricostituirei controlli con 0,5 ml di acqua distillata.

Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 69
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(70 x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea.
Lasoluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

| reattivi non utilizzati sono stabili a 2-8°C fino alla data riportata su
ciascuna etichetta.

Dopo ricostituzione, i controlli sono stabili per 1 settimana a 2-8°C e,

suddivis in aliquote a—20°C per 3 mesi.

La soluzione di lavoro del tampone di lavaggio deve essere preparata fresca

ogni volta e usata nello stesso giorno della preparazione.

Dopo apertura del flacone, il marcato € stabile fino alla data di scadenza
riportata sull’ etichetta, se conservato a 2-8°C nel flacone originale ben

tappato.

X.

XI.

Alterazioni dell’aspetto fisico dei reattivi possono indicare una loro
instabilita o deterioramento.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Conservarei campioni di siero o plasmaa2-8°C.
Se non § desidera eseguire il dosaggio entro 48 ore dal préeievo, s
raccomanda di conservarei campioni a—20°C.
Evitareripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.
Il sSero eil plasma da eparina forniscono gli stressi valori (evitare campioni
di citrato)

Y (siero) =0,92 x (plasmadaeparina) +0,10 r=10 n=18
Il plasma da EDTA fornisce val ori mediamente pitl bass del 15% rispetto al
sero

Y (siero) = 1,16 x (plasmadaEDTA)-0,10 r=0,99 n=18
METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze gener ali

Non usare il kit o suoi componenti oltre la data di scadenza. Non
mescolare reattivi di lotti divers. Prima dell’uso portare tutti i reattivi a
temperatura ambiente.

Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione. Per evitare
cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni volta che si
usi un NUOVO reattivo o campione.

L'uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sistemi di pipettamento
automatici migliora la precisone del dosaggio. Rispettare i tempi di
incubazione.

Allestire una curva di taratura per ogni seduta andlitica, in quanto non &
possibile utilizzare per un dosaggio curve di taratura di sedute analitiche
precedenti.

Metodo del dosaggio

Numerare le provette sensibilizzate necessarie per dosare in duplicato ogni
calibratore, campione o controllo. Numerare 2 provette non sensibilizzate
per la determinazione dell’ attivitatotale.

Agitare brevemente su vortex calibratore, campioni e controlli. Dispensare
25 di calibratore, campioni e controlli nelle rispettive provette.
Dispensare 500 ml di 170H marcato con 'l in tutte le provette,
comprese quelle per I attivita totale.

Scuotere gentilmente il portaprovette per liberare eventuali bolle d'aria
intrappolate nel liquido contenuto nelle provette.

Incubare 3 ore 37°C.

Aspirare il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quelle per
|’ attivita totale, facendo attenzione che il puntale ddll’ aspiratore raggiunga
il fondo delle provette e che aspiri tuttoil liquido.

Lavare tutte le provette, tranne quelle per I'attivita totale, con 3 ml di
soluzione di lavoro di tampone di lavaggio, evitando di provocare la
formazione di schiuma.

Lasciare decantare le provette in posizione verticale per due minuti circae
aspirare eventuali gocce di liquido residue.

Contaretutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolarela media delle determinazioni in duplicato.

Calcolare il rapporto (rapporto di competizione) tra radioattivita legata
alle provette di calibratore 1-5, campioni e contralli (B) e la radioattivita
legata alle provette dello calibratore zero (BO).

cpm (Calibratore, campioni o controlli) <1
cpm (Zero Cdibratore)

00

B/BO (%) =

Usando carta semilogaritmica a 3 cicli o logit-log e ponendo in ordinata i
rapporti di competizione. B/BO (%) per ogni calibratore e in ascissa le
rispettive concentrazioni di 170H, tracciare la curva di taratura, scartare i
valori palesemente discordanti.

E possibile utilizzare un sistema di interpolazione dati automatizzato. Con
un sissema automatico di interpolazione dati utilizzare la curva a 4
parametri.

Per interpolazione sulla curva di taratura dei rapporti di competizione di
campioni e controlli, determinare le rispettive concentrazioni di 170H.
Per ogni dosaggio determinare la capacita legante BO/T.



XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE

| sotto riportati sono forniti atitolo di esempio e non devono essere utilizzati per
calcolare le concentrazioni di 170H in campioni e controlli a posto della curva

calibratore eseguita contemporaneamente.

TEST DI RECUPERO

170H-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Attivitatotale 48579

Cdibraore 0,00 ng/ml 19831 100,0

0,15 ng/ml 15587 78,6

0,53 ng/ml 10398 52,4

1,02 ng/ml 7074 357

3,10 ng/ml 2930 14,8

11,10 ng/ml 1028 52

Campione 170H aggiunto 170H recuperato Recupero
(ng/ml) (ng/ml) %)
1 6,65 6,10 92
517 4,32 84
293 2,69 92
1,25 1,22 98
0,92 0,87 95
2 7,37 723 98
5,90 578 98
3,60 357 9
2,01 2,14 107
1,69 1,65 98

XIHI.

A.  Sensibilita

La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione
con cpm pari alla media meno 2 deviazioni calibratore di 20 replicati dello

CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

calibratore zero, érisultata essere 0,02 ng/ml.

B.  Specificita

La specificita & stata calcolata aggiungendo a un pool di campioni di
170H (= 0,5 ng/ml) gli seroidi che potrebbero essere presenti nei

campioni del paziente.

Fattore di conversione:
ng/ml in nmol/l :
nmol/l in ng/ml :

x 3,03
x 0,33

Al momento non risulta disponibile uno calibratore di riferimento
internazionale per questo parametro.

Metodo di riferimento: 50 campioni di sero del paziente (valori compres
tra 0,3 ng/ml e 10,0 ng/ml) sono stati dosati insieme al metodo di
riferimento con trizio. L’'analis della regressione lineare risulta piuttosto
soddi sfacente.

170H-RIA-CT = 0,99 (*H riferimento) + 0,06 ng/ml

r=0,96

Composto Quantitativo aggiunto Cross-Reattivita
(ng/ml) (%)
170H-progesterone - 100
Progesterone 500 0,7
17-0-idrossi pregnenolone 1000 0,3
21-deossicortisolo 1000 0,5
Pregnenolone 500 0,022
11-deossicortisolo 500 0,5
Corticosterone 500 ND
11-deossi corticosterone 500 0,035
Cortisolo 2500 0,008
Testogterone 5000 ND
Androstenedione 5000 0,001
Estradiolo 5000 0,001
C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD CcVv Siero N <X>+SD CcVv
(ng/ml) %) (ng/ml) %)

A 10 0,43+ 0,03 6,2 A 20 0,77+ 0,07 9,2

B 10 2,35+ 0,13 56 B 20 1,97+ 0,10 52

C 10 7,55+ 0,38 51

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accuratezza

E. Tempo trascorso tral’aggiunta dell’ultimo calibr atore e il campione
Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio s mantiene accurato
anche quando un campione viene aggiunto nelle provette sensibilizzate 36
minuti dopo I’ aggiuntadel calibratore.

TEMPO TRASCORSO

Siero 0} 12' 24' 36'
(ng/ml)
Seol 0,50 0,58 0,56 0,56
Sero2 0,86 0,86 0,93 0,83
Sero3 1,22 1,25 1,24 1,26
Sero4 1,86 1,90 1,93 1,93
Sero5 3,29 3,70 3,46 3,48
Sero6 452 4,76 5,18 4,65

XIV. CONTROLLODI QUALITA INTERNO

Lapercentuale della capacitalegante BO/T deve risultare > 25%.

Sei risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
al'interno dei limiti riportati  sull’etichetta dei flaconi, non &
opportuno utilizzarei risultati ottenuti per i campioni, a meno che non
si trovi una giustificazione soddisfacente.

Ogni laboratorio puo preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote. Non congelare e scongelare
un'aliquota piu di due volte.

| criteri di accettazione delle differenze tra i risultati in duplicato dei
campioni devono basars sulla buona prass di laboratorio.

TEST DI DILUIZIONE XV.INTERVALLI DI RIFERIMENTO
Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione Questi valori sono puramente indicativi, ciascun laboratorio potra stabilire i
teorica misurata propri intervalli di valori normali.
(ng/ml) (ng/ml)
1 1 - 383 f f
14 0,96 1,13
1/16 0,24 0,25 (ng/ml)
2 1 - 6,65 . .
12 333 332 Maschi nor mali 0,59 - 3,44 72
14 1,66 2,12
18 0,83 0,88 Femmine nor mali
116 0,42 0,39 . Fasefollicolare 0,11-1,08 48
| campioni sono stati diluiti con calibratore zero. - Fese|uteinica 0,95-5,00 49
Gravidanza
. Primo trimestre 2,50-9,78 43
. Secondo trimestre 3,40-8,50 31
. Terzotrimestre 4,53 -18,86 35




XVI. PRECAUZIONI PER L'USO

Sicurezza

I1 kit € solo per uso diagnostico in vitro.

Il kit contiene *°| (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) ey (35.5 keV)
ionizzanti.

L’acquisto, la detenzione, I'utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale. In nessun caso il prodotto pud essere
somministrato ad esseri umani o0 animali.

Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando s manipola materiale
radioattivo. L e sostanze radioattive devono essere conservate in propri contenitori
in appositi locali che devono essere interdetti alle persone non autorizzate. Deve
essere tenuto un registro di carico e scarico del material e radioattivo. Il materiale
di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all’uso di isotopi specifici per
evitare cross-contaminazioni.

In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare riferimento
ale norme locali di radioprotezione. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti
secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per I’uso di sostanze radi oattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
| reettivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o da FDA e s sono rivelati negativi per HBs
Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di
offrire la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare
epatiti, AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi 0 i campioni
di siero o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

Tutti i prodotti di origine animale o loro derivati provengono da animali sani. |
componenti di origine bovina provengono da paesi dove non sono stati segnalati
cas di BSE. E' comunque necessario considerare i prodotti di origine animale
come potenziali fonti di infezioni.

Evitare ogni contatto dell’epidermide con i reattivi contenenti sodio azide come
conservante. La sodio azide puo reagire con piombo rame o ottone presenti nelle
tubature di scarico per formare metallo-azidi esplosive. Smaltire questi resttivi
facendo scorrere abbondante acqua negli scarichi.

Nei luoghi dove s usano sostanze radioattive non & consentito consumare cibi o
bevande, fumare o usare cosmetici. Non pipettarei reattivi con pipette a bocca.
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XVIII. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Attivitatotale Calibratore Campioni
Controlli
m m m
Cdibratore (0 - 5) - 25 -
Campioni, controlli - - 25
Marcato 500 500 500
Incubazione 3orea37°C
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro del 3ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Conteggio Contare le provette per 1 minuto

Numero di cataogo di DI Asource : P.l. numero: Revisione numero :
KIP1409 1700475/t 110217/1

Datadi revisione: 2011-02-17



Awpacte 0L0KANPO TO TPOTOKOALO TPV €O TN YP1iON.

170H-RIA-CT

I XPHXH I'IA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Pad100voc0mpocdioptopds yio Ty in Vitro mocotikn pétpnon mg avipdnivng 17-a-vdpo&urpoyeotepovng (L70H) otov opd kat

70 TAGGOL.

1. T'ENIKEXY INHPO®OPIEX

A. Epmopuci} ovopacia: Kur 170H-RIA-CT g DIAsource
B. Ap1Opog KoTardyov: K1P14009: 96 mpocdiopiopol
r. Koataokevaletar amwd tnv: DIAsource ImmunoAssays SA.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Begium.

TN teyvikn Bo)0g1a | TANPOPOPIES GYETIKA IE TAP AYYEMES EMIKOLVOVI|GTE GTA:
TnA.: +32 (0)10 84.99.11 ®a: +32(0)10 84.99.91

111, KAINIKO YIIOBA®PO

Bioioyiky és opagn s L7-a-vopoévmpoysotepovis

H 17-a-vdpo&umpoyeotepovn (L70H) sivon pio C-21 otepoeidng opudvn (nopakd Bapog 330,3), n onoia mopdystat
amd v 17-0-03po&v TPeYVEVOLOVY GTO. EMveQpidia Kot emiong oTig ®oBNKeS, TOVg Opyelg kot Tov TAakovvTa. H
170H vdpo&viidveran otig Oéoeig 11 kon 21 yio Ty Topaywyn KopTiloing péow g 11-de0&vkoptiloing.

Klwvikés epapuoyés tov mpoooiopiouod tis 17-a-vopolvnpoyectepovyg

Katd kavova, o npocdiopiopdg tg 170H otov 0pd 1 10 apviakd vypd givon oyetikdg pe m didyvoon g ovyyevoig
vrepnhaciog tov enveppdiov (CAH). H CAH ogsiletor omv éMetyn evog e1dtkon eviduov (€xovv meprypagel €1
Swakprtég evlopikég avempkeieg). Q¢ amotéleopa tov avemopkelidv avtdv, 1 ACTH avEGvetar kar mpokodel
vrepnhacio Tov enveppdiov, kobmg kot avénon mOAAGV oTEPOEW®V TPOdPOU®Y. AALG eivar emiong moAD
evdapépov va yvopilovpe v tun ™m¢ 170H og acbeveic pe kipooknin (n 170H kot 1 1€6106TEPOVY ALOTELODY
deikteg g Aerrovpyiag twv kvttdpov Leydig) ko oe mlkiouévovg Gvdpeg acheveic yo tmv aviyvevon g
koAoffovg vreptpoeiag Tov mpootdtn (BPH) kat Tov kapkivdpatog Tov tpostdtn (PCA) (n 170H oto nhdopa sivar
KOTq TOA yapunAotepn otig ouddeg pe PCA kot BPH and 011 o€ puoioloyikovg Gvd pec).

Yrdpyoov kou GAAOL Topeig Yo épevveg oxetikd pe v 170H, 0nwg: avdpikn otelpdtTa, Kopitolo pe meple@nPikn
appevonoinom, Tadld pe Tpdun avénon mg Asttovpyiag Tov ELooL TV entveepdiav otnv apyn g eenpPeiag (otig
MEPITTMOOELS AVTEG, oL TIRSS TS 170H avEdavovtot xopic d1€yepon g ACTH 1 petd and avty).



IV.  BAZIKEX APXEX THX MEOOAOY

Mia 6Tafepl] TOGOTNTA OTEPOEISOVC oTUacHéVoy pe 21 avtayeviletal pe o
o1ep0oedég mov Ba petpndei, 1o omoio vdpyel oto deiypa | oto Paduovountn,
v otafepn T0oOTNTO OECEMY AVTICOUATOV OV €Vl OKIVNTOTOMUEVE GTO
Tolyope  evog coANvapiov TOAVOTLPEVIOL. Agv  amotteitor  €KyOAMON M
APOUATOYPAPic AOY® TS VYNANG EWIKOTITOG TV ETCTPOUEVOV AVTICOUATOV.
Metd and endoon dapkelas 3 wpmdv otovg 37° C, 1 avtidpaocn aviay®vicHoy
teppatifeton pe éva Pruna avappoenong. Ta coinvapio katdmy TAévovtor pe 3
ml SwAvpatog TAdong kar avappo@odvtat. ITopiotdvetal ypugikd pia Koapumdin
Babpovounong kat Tpoodiopilovtar ot cvykevipdoelg 170H twv detypdtov pe
VoY ®YT CUYKEVTIPOGE®V 0rd TNV KopmOAn Pabpovounong.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvtidpacTiipro Kt 96 Xpopot AvacvoTtao)
e€eTaoe® KOG
v KOOKOG
ZoMvépuo emoTpopéva 2x48 nopeupd | "Etopo yia ypron
H ue avtt 17-0-OH-
TPOYESTEPOVN
1 gradido | kokkwo | ‘Etowo yio xpfion
Ag | 55 ml
190 kBq
IXNHOETHZX: 17-a-OH-
TPOYESTEPOV] ONUACUEVT UE
3| (kamyopioc HPLC) o
pLOoTIKO d1dAvpa
POGOOPIKMOV/KITPIKOD 0EE0C
pe Boeto 0oporevKOUATIVI Kot
alidio (<0,1%)
CAL n 1 puwAido | «itpwvo | "Etowpoe yio xprion
Mndevikog Pobuovountg oe sml
avOpdnvo opd ko alidio
(0,5%)
CAL 5 poAidwr | «itpwvo | "Etowpo yu xprion
0,5ml

BaBpovountég 17-a-OH-
mpoyeotepovny N = 1 €wg 5
(Seite g axpiPeic Tég oTIg
eTIKETEC TOV  QLoAdiov) of
avOpdnvo opd ko alidio

(0,5%)
1 prorido Kopé Apardote 70 X pe
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10 ml OmESTOYUEVO VEPD
(xpnoiporomote
Al(i)\,‘l)}l(l TE)\,'l’)(ST]Q (TR| S—HCI) Hayvnruc(’)
avadevTApaL).

2 plokidio aonui | Mpocdéote 0,5 ml

| CONTROL | N |

Avopiroro OTECTOYLEVOL
muévo vePOL
Opoi eléyyov
N=1%2

g avOpdnvo opd kat Bupdin

Inueioon: Xpnowonoteite 10 undeviko BabOHovounTh Yo opudcELS

detypdtmy.

VI.  ANAAQXIMA IIOY AEN ITAPEXONTAI

Ta akdAovBo VAKE arwartovvTon aAAG dev TapEyovToL 6TOo KIT:

1. Ameotaypévo vepod

2. IMiméteg yio Sravoun: 25 pl, 500 pl kot 3 ml (cvvictdtar  xprion TmeTdV
axpipeiog pe avardoipo Thactikd poyyn)

Avopeikmg otpofihicpov (tomov vortex)

MoyvnTikog avadenTipog

Ydatorovtpo otovg 37° C

Avtéporn ovpryye tov 5 ml (torov Cornwall) yio mivon

ZooTnuo avoppoenong (TpoaipeTikd)

Mmnopei va ypnoyonomBei onolocdfimote petpntg v oktvoforiog pe
duvardtnra pétpnong tov 2l (eAdyiom amddoon 70%).

O N O W

VII. IIAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

A. Opoi gréyyov: Avacvotfiote ta vk gléyyxov pe 0,5 ml aneotayuévov
vEPOUL.

VIII.

Awdopa whdong epyosiog: Ilpostodote emopkn Oyko StoAdpaTog
mAvong epyaciog pe mpoodnkn 69 dykwv ameotaypévon vepov og 1 dyko
Srahvpotog mhdong (70x). Xpnolponomote payvntikd avadsvthipa yio
TV OpOYEVOTOINoT. ATOPPIYTE TO [N YPNOILOTOMUEVO SLEAVUA TAVGNG
£PYOOL0G 0TO TENOG TNG NUEPAC.

DPYAAEH KAI HMEPOMHNIA AHEHX TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ilpwv and 10 Gvorypa M Vv avacvotact, OA T0. GLOTOTIKG TOL KIT
TaPopEVOLY oTadepd £m¢ TNV nuepounvio. ARENG, N omoia avorypaeeTat
oV eTkéTa, £pdoov dwutnpovviat og Oeppokpacio 2 Emg 8° C.

Metd Vv avachotact, ot 0poi eAEyyov mapapuévouy otabepoi yuo pio
efdopdda oe Beppokpacio 2 éwg 8° C. Ta peyaridtepeg mePLOS0VG
QOLAENS, Tpémel va. oynuatiCovion kKAdopata/ddoelg piag xpriiong Kot vo.
Sratnpodvrar otovg —20° C yia 3 pnvec.

Dpéoko, TapacKeELOOUEVO ddhvpa TAbong epyaciog Oo mpémer vo
xpnoyLomoteitol Ty idio uéPaL.

Metd v mpdT™ XpHon Tov, o yvnoEmg Topapével 6tabepdc Emg v
nuepounvia. ARENG, epdoov dampeitar 6To0 apy KO, EPUNTIKE KAEGTO
@uoAidio og Beppokpaocio 2 émog 8° C.

Toxov petaPorés ™G PUOIKNG EUEAVIONS TOV AVTIIPACTNPImY

TOL K1T EVOEYETAL VOL VTOSNADVOLY 0oTdOE10 1 ahhoiwon.

2YAAOT'H KAI IIPOETOIMAZIA AEITMAT2N

Ta detypato opod 1 TAACHOTOC TPETEL VO, PLAACGOVTOL

o¢ Beppokpacio 2-8° C.

Eav n e&étoon dev mpaypatorombei evidg 48 wpdv, cvviotdtor m
@OAEN otovg -20° C.

Amopeghyete T d1080)1KN KOTAWVEN Kot amdyvén.

O 0pdg KoL TO NTOPWIGHEVO TAAGO TOPEXOVY TOPOLOLN, OTTOTELEGLLOTOL
(amogevyete deiypota kirpikav): Y (Opdg) = 0,92 X (mmap. midopa) +
010 r=10 n=18

To mhdopo pe EDTA mapéxer 15% younidtepa

amoteléopato omd 0Tl 0 0pdG KOl TO MTOPWVICUEVO

mAdopa: Y (Opdc) = 1,16 x (mhaope pe EDTA) - 0,10

r=099 n=18

ATAAIKAZIA

INUEIDCELS CYETIKA PUE TO YEPLGUO

Mn %PNOYLOTTOLEITE TO KIT 1} TO. GLGTATIKG HETA TV NUEPOUN Vi ARENG.
Mnv ovoperyviete VAKE and d10popeTIKEG TaPTIOES KIT.

Dépete oM Ta ovTdpacTiple o Beppokpacio dwpatiov Tpwv omd ™
xpfiom.

Avapei&te koAd Olo To avTIdpaoThiplo. Kot To deiypoto pe omaAn
avokivion 1 avadevon.

Xpnowonoteite éva kaboupd avodAdoyo pOYYOG TUMETOG YioL TNV
wpoobnkn k4B  dlopopetikod  avtidpactnpiov Kot - Seiypotog
TPOKELWEVOL VO, amo@VYETe TV emtporvvon. H akpifelo Bektidveton pe
xPNoN TmETOV VYNANAG oKkpifelag 1 ovTOpoTOTOmUEVOD EEOTAGHLOD
S10VOUNG HE TUTETEG,

Tnpeite TOVG XPOVOLS EXDACTC.

Ipoetopdote o kaumoAn PBabuovounone yuwr kébe avdivon kot pn
XPNOYLoToLEiTe dedopéva amd TPonyoOrEVES avaADCELG.

Awdikaoio

ENUOAVETE EMOTPOUEVO, COAVAPLL €1 dITAOOV Yo KGBe Pabpovounty,
delypa kat opd eléyyov. ' Tov Tpocdloplopd Tmv PETPHoE®Y LOVOV pE
yndém 21 (“total”), onuévete 2 kowd(un emoTpOUEVE COANVEPLAL.
Avopitote yioo AMyo (ue avaueiktn otpoPfihicpod tHmOL vortex)
Babpovountég, deiypota kot opolg edéyyov kar daveipete 25 pl oamd
£KOOTO O€ AVTIOTOL(O COANVAPLOL.

Awveipete 0,5 ml 17-0-OH-npoyeotepdvng onpacpévng pe 2| oe ke
COAMVAPL0, CLUTEPIAOUPAVOVTOG TO U1 EMGTPOUEVE COANVAPLL TOL
ApOPOvY TIC PETPOELS TOL tvn0éT *2T (“total”).

Avokwviote anold pe o xEpL T Baon otpEng TV cOANVapioV Yo vo.
ameAeVOEPDOETE TVYOV TAYIOEVUEVEG PLOAAIDEG.

Enwdote yio 3 dpeg otovg +37° C.

Avoppopfiote (| petayyiote) 1o mepieyduevo kabe cwinvapiov (ue
eEaipeon ekeiva TOV aPopody TIG HETPOE Tov ryvnoém 1 (“total”).
Befawmbeite 011 10 TAOGTIKO pOYYOG TOL avappoenty OBAvEL GTOV
TUOUEVA TOV EMOTPOUEVOD COANVOPIOV TPOKEIHEVOL Vo, aporpedel OAn
1 oG HTNTA TOV VY PO.

IM\ovete 1o coinvéple pe 3 ml SwAdpatog mAvong epyaciog (ue
ekaipeon ekeiva OV aQopodv TG peTpRoElg Tov rvnoémn ) ko
avappogriote (| petoyyiote). ATo@vyete 10 oYNUOTIcUO 0QPod Kot ™
duapketa ™G TpocOnkng Tov SLHAVHATOG TAVGNG EPYACIOG.

Agnote ta convapla va otafodv og opbia Oéon yio 300 Aemtd Ko
OVOPPOPTOTE TN GTOLYOVO VYPOL TOV ATOUEVEL.

Metpfiote to coAnvapwe o€ petpnthy Y aktwvoPoriog yioo 60
devtepdrenta.



XI.

XII.

YIIOAOTIEMOZX TQN AIIOTEAEZMAT2N

Ynohoyiote T péon TN TOV SITADV TPOGIOPIGUDV.

Ynohoyiote 1 dECUEVUEVT] PASIEVEPYELD MG TOGOGTO TG OEGLEVONG TTOV
npocdiopiletal oto onueio undevikov Baduovount (0) cOpewve pe Tov
akoAovho Tomo:

Metprioeig (Babpovopuntig 1 deiypo)

B/BO (%) =
0 Metprioeig (undevikog Babuovountic)

x100

Mg ypron nuiroyapiduikod 1 logit-log xoptiov ypaehuatog 3 kKokAmv,
TaPAGTHGTE YPUPIKG Tig TéG (B/BO(%)) yio kGOe onpeio Babuovounth
®G oLVVAPTNON ™G oLYKEVTpWONGS TS 17-a-OH-mpoyeotepdvng yio kébe
onueio Babpovount Kot amoppiyTe TIG ERPAVELS [T 0mOdEKTEG TUES.
lNo mv xotaokevn ™G KopumbAng Pobpovounong eivor dvvatd va
xpnowomomBovv  emiong pébodor pe M Pordeid  MAEKTPOVIKOD
VIOLOYLOTH. Eév XPNOLomoteiTon ovtopa emelepyacio
amotelecpdtmv, ouvioTdtol  TPOCAPHOYN  KOUTOANG  AOYIGTIKNG
GUVAPTNONG 4 TAPAUETPMV.

Me avayoyn tov Tipndv tov dsrypdtov (B/BO (%)), npocdiopiote Tig
ovykevipooelg g 17-a-OH-mpoyeotepovng twv detypdtov omd v
KOUTTOAT 0vVapopag.

T kGBe TPoodLoplopd, TPEMEL VO ELEYXETOL TO TTOGOGTO TOV GUVOALKOD
yvnoém mov deopeveTon €v T amovcio pn onuacpévng 17-a-OH-
npoyeotepdvng (BO/T).

TYIIIKA AEAOMENA

Ta akérovBa dedopéva Tpoopiloviar HOVo ®G TOPAdEYHO Kol OV TPETEL VO
APNOYLOTOLOVVTOL TTOTE AVTE THG KAUTOANG Bafpovounong mpary Hatikov xpovov.

r. Axpipea
T'TA TON IAIO ITPOZAIOPIZEMO METAZEY AIAOOPETIKQN
[TPOZAIOPIZMQN
Opog | N <X>* XA Opog | N | <X>£T.A. XA
T.A. (%) (ng/ml) (%)
(ng/ml)
A 10 | 043+0,03 6,2 A 20 0,77+ 0,07 92
B 10 | 235013 56 B 20 1,97+ 0,10 52
r 10 | 755+0,38 51

T.A.: Tomikn amokAion, X.A.: ZuvteheoThg dtakdpovong

170H-RIA-CT cpm B/Bo (%)

Kpovoeig tov yyyndém 1 (“total”) 48579

BoOpovountrg 0,00 ng/ml 19831 100,0

0,15 ng/ml 15587 78,6

0,53 ng/ml 10398 52,4

1,02 ng/ml 7074 357

3,10 ng/ml 2930 14,8

11,10 ng/ml 1028 52

XIHI.

A.

AIIOAOXZH KAI IIEPIOPIZMOI
‘Opro aviyvevong

Metprifnkav gikoot undevikoi abpovountég poli pe éva ohvoro dAlwv
Boabuovountav.

To Oplo aviyvevong, opiloHevo MG N GUIVOUEVIKY OLYKEVTIP®OON 600
TUTKOV  omOKAICE®OV KOT® omd TG MEcEC UETPNOEG O€ WUNOEVIKN
déopevon, firav 0,02 ng/ml.

Ewwémra
H edwomra vroloyiomke pe tov gufolMocpd MG TocOTTOG

detypdtov 170H (= 0,5 ng/ml) pe otepoeidn, ta omoio evdéyetar vo.
VAP oLV o€ deiypato achevdv.

"Evoon IIpootebeica AwoTtavpovpevn
moGoTNT avtidpaon
(ng/ml) (%)

170H-mpoyeotepovn - 100
Ipoyeotepdvn 500 07
17-a-v3 po&umpeyvevolovn 1000 O' 3
21-3e0&vkopTilOAN 1000 O' 5
Ipeyvevolovn 500 O' 022
11-3e0&vkopTilOAN 500 O' 5
Koptikootepovn 500 N D'
11-3e0&vkopTIKOGTEPOVN 500 0035
Koptiloan 2500 O' 008
TeotootEpdVN 5000 N D'
Av3pocTteVOdLOVN 5000 0001
Ootpadioin 5000 O' 001

A. OpBoTTO
AOKIMAXIA APAIQXHX
Opég Apoinc QzopnTIKi MetpnOsica
n CLVYKEVTPOON GVYKEVTPOON
(ng/ml) (ng/ml)
1 1 - 383
12 1,92 2,16
V4 0,96 1,13
/8 0,48 053
116 0,24 0,25
2 1 - 6,65
12 333 332
V4 1,66 2,12
/8 0,83 0,88
116 042 0,39
Ta deiypora apardOnkay pe to undeviko Badupovounty.
AOKIMAXIA ANAKTHXIHX
Agiypa Ipootebeica AvoxtnOsica AvoktnOsica
170H 170H (%)
(ng/ml) (ng/ml)
1 6,65 6,10 92
517 4,32 84
293 2,69 92
1,25 1,22 98
0,92 0,87 95
2 7,37 7,23 98
5,90 578 98
3,60 3,57 99
2,01 2,14 107
1,69 1,65 98
ZUVTEAEOTIG UETATPOTNC:
And ng/ml o nmol/l: x 3,03
And nmol/l oe ng/ml: x 0,33
And 600 egivaw dvuvatd va yvopiCovpe, dev vmdpyet S1ebvég VAKO
AVOPOPAS Y10 TNV TOPAUETPO OVTN.
Mébodoc avapopdc: 50 deiypata opod acbevav (tiuég omd 0,3 ng/ml mg
10,0 ng/ml) vofAnOnkay ce TPocdiopiopd ek TapaAiniov pe ™ uébodo
avaeopds tprttopévon vdpoyovou.  H ovykpion (linear regresson
analysis) sivar apketd KoAm.
170H-RIA-CT = 0,99 (avagpopé °H) + 0,06 ng/ml r=0,96
E. Msoodwaotnpa petold g dwavoung teievtaiov Padpovounti) ko

dsiypotog

Onwg @oivetar ot CLVEYELR, TO OTOTEAEGHOTO TOV TPOGOLOPIGHOD
mapopévouy a&ldmiota akopa ko otav dtavépetat éva deiypo 36 Aemtd
UETA TNV TPOSHNKN TOV PaBUOVOUNTH GTO ETGTPOUEVE COAVAPLO.

MEXOAIAZTHMA

Opég o 12' 24 36'
(ng/ml)

Opéc 1 050 058 056 056
Opéc 2 0,86 0,86 093 083
Opog 3 1,22 1,25 1,24 1,26
Opog 4 1,86 1,90 1,93 1,93
Opog 5 3,29 3,70 3,46 348
Opéc 6 452 476 5,18 465




XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

- To 10606TO TOL GUVOMKOD LYVNOETN OV SEGHEVETAL EV TN OTOVGIO Un
onuoocpévng 17-a-OH-rpoyeotepdvng (BO/T) mpémer va eivar > 25%.

- Edv ta anoteléopota mov AauPdvoviar yio tov opd edéyyov 1 n/kar tov
0pd eléyyov 2 dg Ppiokovtal evidg Tov TEdiov TiHdY Tov Kabopileton
oV €TkéTa. Tov Ploldiov, to amoteléopato dgv eivar duvoTd Vo
xpnoworomBovv, exktog edv €xel dobel wwavomomtikn e€fynon yuw Ty
ACVUP®VICL.

- Eav givon embounto, kébe epyactpro pmopei va dnpovpynost ta Stk
To0v  peiypora  dsiypdrov  eréyyov (pools), ta omoio mpémer va
Satnpodvtar Kateyuypéva og KAGopoto. Mnv katonyOxeTe-omoyvyeTe
TEPLEGOTEPO O SVO POPES.

- Ta kpurfiple  amodoyfic yw ™ JSwpopd petald TV  SmAdOV
amoteleopdtov Tov derypdtav Oo mpénel vo Pacilovior og opbig
EPYAOTNPLOKES TPOUKTIKES.

XV. TIMEX ANA®POPAX

O Tipég avtég Topéyovtar povov og 0dnyoc. Kabe epyaotipilo Ha npémnet
Vo, KaB1epMGEL TO S1KO TOL TEGIO PVGIOAOYIK®OV TILDV.

Iedio Tipdv AprOpég atopmv
GLUYKEVTPOONG
(exotosTnuépra 2,5
£wg 97,5%)
(ng/ml)

DvooloyLKoi avopeg 0,59-3,44 72
Dyo10hoyIKég
YOVOIKEG 0,11-1,08 48
. Qobviaxikn edon 0,95-5,00 49
. Qypwvikn edaon
Kionon 2,50-9,78 43
. Ipdro tpipnvo 3,40-8,50 31
. Agbtepo tpipnvo 4,53-18,86 35
. Tpito tpipunvo

XVI. IIPODPYAAZEIY KAI IPOEIAOIIOIHXEIY

Acopdieia

Movo yia Stoyveotiky ypfion in vitro.

To kit avtd mepiéyel 10 2 | (Xpévog nuimnc: 60 nuépec), ma podievepyn
ovcia N onoio ekméunet oviCovoa aktivoforio X (28 keV) kar y (35.5 keV).
Avtd 10 podievepyd mpoidv pmopel vo PETUPEPETOL KOL VO XPTCLLOTOLEITOL
povov and e€ovorodotnuéve dropa. H ayopd, @Oraén, xprion kot avioiloyn
padlevepydv TPoiovVTOV LIOKEWTOL 6TN Vopobesia ™G X®PUG TOL TEMKOD
xpnotn. Te kapio nepintwon dev npénel va yopnyeiton To TPoidv g avOpdTOVG
1 {doa.

Olog 0 xepopdg TOL Padlevepyod VAoV Oo mpémel va ekteleitar o€
KaBoplopévo YdPo, HOKPLE amd XOPOLG TOKTIKNG O1ELEVONG. XTO EPYACTIPLO
mpémeL v dotnpeitar MUEPOLOYO Yoo TNV TaporaPn Kot T @OAAEN
padievepydv VAKGV. EEonMopdg kot yodAva oKeDT TOV £pYacTNpion, T0 OTTOi0
0o pmopovoay vo polvuvBoiv e padievepyég ovoieg, Ha mpénel va LAGCGOVTOL
oe  Eeyopotd ydpo Yoo MV wPOANYN  empoOlvvong  TOV  Slpdpwv
pad10IGOTOTMV.

Toyov duappoég padievepydv vypmv mpémet va kKabapiloviar apécms cHUEOV
pe TG ddikaoieg ao@irelog omd padievépyewn. Ta podievepyd amdfinta
TPEMEL VO OMOPPITTOVTOL GOUPOVO. UE TOVG TOMIKOVG KOUVOVIGHODG KOl TIG
Kkatevhuvinpileg odnyieg Tav apydv mov £xovv dikaodocio 610 epyactiplo. H
THpNoN TOV POCIKOV KOVOVOV OCQUAENG Omd PASIEVEPYELD. TAPEXEL EMAPKT
TPOGTAGIOL.

Ta ovotatikd avOpdTVoL aitatog Tov TePAapPavovTol 6To Kit avTtd EX0ouV
eheyyOei pe pebddoug eykekpuéveg otnv Evpamn Bk amd tov FDA kot €xet
Swmiotmbel 6L givon apvnTikd wg Tpog v Topovoio HBSAQ, avti-HCV, avri-
HIV-1 kou 2. Kaopio yvooti pébodog dev givar duvatd va mopéyet mAnpn
dwopdiion Ot mapdywyo Tov avBpdmvov aipatog 6 Oa petad®ooLY
nrotitda, AIDS 1 dAdeg Aopméelg. Emopévag, o xepiopdg avtidpaotnpiov,
detypdtov opod 1 mAdopotog Bo mpénel vo yivetar cOUQ®VO HE TIG TOTIKES
Swadikaciec tepi ao@AAELOG.

‘Oha tor Cokd TpoidvTa Kot Topdymya £xovv cVAAeyBel amd vy Cda. Ta Bosio
GLOTATIKG TPOEPYOVTUL OO YDPES 0oL dev Exel avapepbei BSE. IMap' OL' avtd,
ovotatikd Tov mepiExovy (wikég ovoieg Ba mpémer va avtuetonifoviol g
SVVNTIKAOG LOAVGHOTIKG.

Amopehyete  omowdNmoOTE  EMAPT)  TOL  JEPUOTOC  HE  AVTIOPACTHPLO.
(xpnopomoteitor alidio Tov varpiov wg cvvinpntikd). To alido 6to kit avTd
evdéyeton va ovtidpdoet pe HOALPSO Kat YoOAKO TV VIPUVAKOYV COANVOCEDV
KO VoL OXTUOTIOEL LE TOV TPOTO 0VTO 1810iTEPO. EKPNKTIKA alidior peTdAA®V.

Katd ) dudpkeia tov Prpatog Thdong, ekaAOVETE TV amoyETELOT e HEYOAN
ToodTNTA VEPOD, Y10 TV TPOANYT TVYOV GLGGMPELENS al1diov.

Mnyv kanvilete, unv Tivete, unv TPOTE Kol U1 XPNOLOTOLEITE KOAAVVTIKG 6TO
AOpo epyaciog. Mnv dlovépete e TETO YPNOLOTOLOVIONG TO GTOUN GOG.
X PNOLOTOLEITE TTPOGTATEVTIKT] EVOLHOGT0 Kot YEVTIO PG xpiongs.
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XVIII. IIEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY
KPOYXEIX BAGMON AEI'MA
“TOTAL” OMHTEX (TA)
ul 0OPOI
wl EAEI'X0Y
wl
Babpovountég (0-5) - 25 -
Agiypora, VAKE - - 25
eLéyyov 500 500 500
Iymbémg
Endaon 3 peg otoVg 37° C
Awoyopiopdg - avoppopnomn
AGlopo TAOoTG 30ml
epyaciog TPOGEKTIKY avoppOeNomn
Awoyopiopdg
Métpnon Métpnon colnvapiov eni 60 devtepdrenta

Ap. katardyov DIAsource: ApBuog P.l.: Ap. avobedpnong:
K1P1409 1700475/€ 110217/1

nuepopnvia avabswpnong : 2011-02-17
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Hasznalat elétt olvassa el ateljes haszndlati utasitast.

170H-RIA-CT

VIZSGALAT CELJA

Immunradiometrias djardés emberi vérsavd vagy vérplazma 17-o-hidroxiprogeszteron (170H)
tartalmanak in vitro mennyiségi meghatérozasara.

ALTALANOSINFORMACIOK

Bej egyzett név: DIAsource 170H-RIA-CT Reagenskészlet
K atal 6gusszam: KIP1409: 96 vizsgda
Gyarto: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

Gyakorlati jellegii vagy rendeléssel kapcsolatos kér désekkel hivja a kdvetkezé szamot:
Tel: +32 (0) 1084.99.11 Fax: +32 (0) 10 84.99.91

KLINIKAI HATTER

A 17-a-hidroxiprogeszteron élettani szerepe

17-a-hidroxiprogeszteron (170H) egy 21 szénatomot tartalmazd szteroid hormon (molekulatémege
330,3), melyet a mellékvesek, a petefészkek, a herék, és a méhlepény alitanak €é 17- a-hidroxi-
pregnenolonbdl. A 170H 11. és 21. szénatomja hidroxildodik, és igy 11-dezoxikortizol, majd kortizol
keletkezik.

A 17-a-hidroxiprogeszteron mérésenek klinikai felhasznéldsa

A vérsavd, illetve az amnionfolyadék 170H szintjének meghatérozédsa alkdmas a velesziiletett
mellékvese hyperplasia (CAH) diagnosztizaldsara A CAH kialakulasanak hétterében bizonyos enzimek
(hat kilonbdz6 enzim) funkciézavara al. Az enzimek hidnyos miikddése miatt az ACTH-szint
megemelkedik, igy mellékvese hyperplasia alakul ki, illetve szdmos szteroid prekurzoranak szintje is
megnd. A 170H szint mérésének fontos szerepe lehet més betegségek felderitésében is, példaul
varicocele (here-visszértagulat) esetén (a 170H és a tesztoszteron szint mérésével a Leydig-sejtek
mitkodésérsl kaphatunk informaciot), illetve a prosztata idésebb paciensekben el6fordulé jéindulatt
hypertrophiganak (BPH) és karcindmdjanak (PCA) diagnosztizal asakor is (az ezekben a betegségekben
szenvedd férfiak vérplazmgjanak 170H szintje szignifikansan a acsonyabb, mint egészséges tarsaiké).

A 170H szint mérésének indikacidja lehet még: férfiak nemzésképtelensége, kidanyok peripubertdlis
virilizacigja, korai adrenarche (ezekben az esetekben a 170H wzintje emekedett, ACTH stimulécio
nélkil, vagy a stimul&cié utan).



IV. AMODSZERELVE

Ismert mennyiségi °l-dal jelolt szteroid verseng a mintdban vagy a
kalibrétorban taldlhaté szteroiddal a polisztirén csovek faldhoz rogzitett ismert
mennyiségii ellenanyag kotéhelyeiért. A csdvek faldhoz kotott e lenanyagok nagy
mértékii specifikussdga miatt nincs szilkség sem tisztitdsra, sem kromatografiara
A csoveket 3 oran & 37°C-on kell inkubalni, majd a folyadékot € kell tavolitani.
Ekkor a kompetitiv reakcio ledll. A csoveket ezutén & kell mosni 3 ml higitott
mosooldattal, majd a folyadékot ismét d kel tavolitani. A kalibratorok
segitségével felrajzolhatd egy kalibracios gorbe, amirél a mintdk 170H-
koncentréaci6i interpolaciéval olvashatok le.

V. A REAGENSKESZLET TARTALMA

Reagens Mennyiség 96 Szin Feloldas
mintahoz
2x48 lila Haszndatrakész

Anti-17-a-OH-progesz-
teronnal boritott csovek

1 ampulla piros Haszndatrakész
55 ml

190 kBq

Ag 125)

TRACER: ®I-dal jeldlt 17-a-OH-
progeszteron (HPLC tisztasagu),
bovin szérum abumin és nérium-
azid (<0,1%) tartalmu
foszfor/citromsav pufferben

n 1 ampulla sarga Hasznd atrakész

- . . 3ml
Nulla  kdibr&or  nérium-azid
(0,5%) tatdmd  emberi
vérsavoban
5ampulla sarga Hasznd arakész
.- 0,5ml
Kalibréatorok 17-0-OH-
progeszteron N =1-5 (apontos
értékeket |. az ampull &k cimkéin)
nétrium-azid (0,5%) tartamu
emberi vérsavoban
1 ampulla barna Higitsa 70 x
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10ml desztill At vizzel
(haszndjon
mégneses keverét).
Mosdoldat (TRIS-HCI)
2 ampulla ezlist Adjon hozz4 0,5
ml desztill 8t vizet

| CONTROL | N | liofilizat

Kontrollok - N = 1 vagy 2
thymolt tartal mazé emberi vérsavo

M egjegyzés : Minték higitasahoz haszndlja a nullakalibratort

VI. AFELHASZNALO ALTAL BIZTOSITOTT ESZKOZOK

A kovetkezé eszkozoket a készlet nem tartalmazza, de szilkségesek a vizsgdlat
evégzéséhez:

Desziilldlt viz

Pipették: 25 pl, 500 pl és 3 ml beméréséhez (gjanlott pontos pipették és
eldobhaté miianyag pi pettahegyek haszndlata)

Vortex

Mégneses keverd

37°C-os vizflrds

5 ml automata fecskendé (Cornwall) a mosashoz

Vizlégszivattyl (vdaszthatd)

Barmely, *°I mérésére alkal mas gamma-sugérzasméré (minimalis hozam
70%).

NP

ONOOOAW

VIl. REAGENSEK ELOKESZITESE

A. Kontrollok: Oldjafel akontrollokat 0,5 ml desztilldlt vizben.

B. Higitott mosooldat: Készitsen megfelel6 mennyiségii higitott mosdoldatot
ugy, hogy 69 rész desziilldlt vizhez 1 rész mosooldatot (70x) kever.
Homogenizdlja mégneses keverd segitségével. A napi  vizsgaatok
végeztével ontseki a megmaradt higitott mosool datot.

VIIl. A REAGENSEK TAROLASA ES ELTARTHATOSAGA

- Felnyitas és feoldas nékil a reagensek 2-8°C-on térolva a cimkén
feltlntetett idépontig eltarthatok.

- Feloldas utan a kontrollok 2-8°C-on egy hétig, tobb csdbe szé&osztva -
20°C-on lefagyasztva legfeljebb 3 hénapig etarthatok.

- A frissen késziilt higitott mosdoldatot még aznap fel kel hasznalni.

- Amennyiben felnyitas utan a tracert az eredeti, jol lezart ampulldban 2-
8°C-ontaralja, akkor a cimkén feltiintetett idépontig e tarthato.

- A reagensek fizikai tulajdonsagainak megvéltozésa val 6szintileg azt jelzi,
hogy megromlottak.

IX. MINTAVETEL ESELOKESZITES

- Taroljaavérsavo vagy vérplazma mintakat 2-8°C-on.

- Amennyiben nem végzi el a vizsgdatot 48 érén belil, gjanlott a mintékat
-20°C-on szétosztvatérolni.

- Kerliljea minték tobbszori |efagyasztasat és felolvasztasat.
Sav6 és heparinos plazma minték hasonlé eredményt adnak (ne
haszndljon citratos mintékat): Y (sav6) = 0,92 x (hep. plazma) + 0,10
r=1,0 n=18
EDTA-s plazma a savéndl, és a heprinos plazmanal 15%-kal alacsonyabb
eredményt ad: Y (sav6) =1, 16 x (EDTA-s plazma) — 0,10
r=099 n=18

X. ELJARAS

A. Tudnival6k

Ne hasznédlja areagenseket algarati idejikon tul. Ne keverjen Ossze etérd
gyartas szamu reagenskészletekbdl szarmazé anyagokat. Haszndlat elétt
véarja meg, amig a reagensek szobahémérsékl etre melegednek.

Ovatos mozgatéssal vagy Kkeveréssd alaposan homogenizdlja a
reagenseket. Minden reagens és minta beméréséhez haszndjon tiszta
eldobhat6 pipettahegyet, hogy elkerilje az anyagok beszennyezbdését.
Nagypontossagu pipettak, vagy automata pipettazd készilék haszndlata
javitja avizsgdlat pontossagat. Tartsa be a megadott i nkubéaci6s idoket.
Minden vizsgélathoz készitsen Uj kalibrécios gorbét, ne hasznélja korabbi

mérések adatait.

B. A vizsgalat menete

1. Feliratozzon 2-2 csbvet a kalibratorok, a minték és a kontrollok szaméra.
A téjes radioaktivitas méréséhez haszndljon 2 reagens nélkili csovet
(total ok).

2. Roévid vortexelés utan mérjen 25 ni-t a kalibratorokbdl, kontrollokbdl és

mintékbdl a megfelelé csdvekbe.
3. Mérjen 05 ml '®l-dal jel6lt 17-0-OH-progeszteront minden cssbe (a

totélokbais).

4, Kézzel Gvatosan rézza meg a kémcsbdllvanyt, hogy a csdvekben maradt
levegébuborékok eltavozzanak.

5. Inkubdlja a csbveket 37°C-on 3 6ran at.

6. Szivjale (vagy ontse le) a csivek tartalmét (kivéve a totalok). Ugyeljen,
hogy a vizlégszivattyl miianyag hegye leérjen a csbvek ajaig, és igy az
Oszes folyadékot dtavalitsa

7. Mossa a csiveket 3 ml higitott mosboldattal (kivéve a totalokat), majd
tavolitsa € a folyadékot. Vigyazzon, hogy a mosooldat beméréskor ne
habosodjon.

8. Hagyja dlIni a csiveket 2 percig, majd tavolitsa € a megmaradt
folyadékcseppet.

9. Mérje aradioaktivitast gamma-sugarzasmérével 60 masodpercig.

XI.  EREDMENYEK KISZAMITASA

=

Szamoljaki a parhuzamos mérések atlagét.
2. Szamitsa ki a megkotott radioaktivitas szazalékos értékét a nulla
kalibrétorra kapott eredmény felhaszndlasaval az aldbbi képlet alapjan:

B/BO%) = kontroll vagy minta cpm .
BO (nulla kaibrédor )cpm

3. Féllogaritmikus vagy logit-log milliméterpapiron &brézolja a kalibrétorok
B/B0(%) értékeit a hozzgjuk tartozé 17-0-OH-progeszteron -koncentraci 6k
fliggvényében. Hagyja figyel men kivil a nyilvanval 6an kiess értékeket.

4.  Szamitogép segitségéve is felrgjzolhatd a kalibraciés gérbe. Ez esetben
hasznaljon 4-paraméteres|ogisztikus gorbelll esztést.

5. Akalibréaci6s gorbe alapjan hatarozza meg a minték 17-a-OH-progeszteron-
koncentréci 6jat B/B0O(%) értékeik interpolécidjaval.

6. Minden vizsgdlat soran hatérozza meg a jeldletlen 17-a-OH-progeszteron
nélkiil bekotods tracer szazal ékos mennyiségét (BO/T).

XIl. JELLEMZO MERESI EREDMENYEK

A kovetkezé adatok csak pédaként szolgadlnak, soha ne haszndlja 6ket a valés
idejti kalibrécio helyett.



170H-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Teljes radioaktivités 48579
Kadibréator 0,00 ng/ml 19831 100,0
0,15 ng/ml 15587 78,6
0,53 ng/ml 10398 52,4
1,02 ng/ml 7074 357
3,10 ng/ml 2930 14,8
11,10 ng/ml 1028 52

X1, A VIZSGALAT JELLEMZO!I ES KORLATAI

A. A kimutathatésag also hatéara
Hisz nulla kalibratort vizsgaltak meg mas kalibratorokkal egyditt.
A kimutathatésdg alsd hatdra 0,02 ng/mi-nek bizonyult, ami a nulla
kalibrétor cpm értékeinek &tlagdbdl szdmolhaté ki a standard deviécio
kétszeresének levonasaval.

B. Specificitas

A specificitést Ugy vizsgatédk, hogy 170H-tartamd (z 0,5 ng/ml)
mintékhoz olyan szteoidokat adtak, amelyek jelen |ehetnek a betegekben.

2 7,37 7,23 %8
5,90 5,78 %8
3,60 357 9
2,01 2,14 107
1,69 165 %8
Meértékegysegek atvaltasa:

ng/ml-rél nmol/l-re: x 3,03
nmol/I-rél ng/ml-re: x 0,33

Ismereteink szerint jelenleg nem |éezik nemzetkozi referencia anyag
ennek a paraméternek a vizsgdatara.

Referencia djaréds: 50 beteg vérsavgjiat (amelyek a 0.3-10 ng/ml
tartomanyba estek) vizsgdlték meg a parhuzamosan a 170H-RIA-CT-vel
és a triciumos referencia djérassal. A linedris regresszios elemzés
meglehetésen j6 eredményt adott.

170H-RIA-CT=0,99 (®*H referencia eljarés) + 0,06 ng/ml  r=096
Az utolso kalibrator ésa mintak bemér ése kozott eltelt idé

Ahogy ezt az alabbi adatok is mutatjék, a vizsgdlat eredményeit nem
befolyasolja, ha egy minta bemérése akar 36 perccel az utolso kalibrator
utan torténik.

ELTELT IDO
Vegyiilet Hozzaadott mennyiség K eresztreaktivitas Vérsavo 0 12 24 36'
(ng/ml) (%) (ng/ml)

Vérsavo 1 0,50 0,58 0,56 0,56
170H-Pr - 100 : ' ' '
oot " 500 07 Vérsav6 2 0,86 0,86 093 0,83
17-0-hidroxi pregnenolon 1000 0,3 xqsavc,) 3 iég isg isg isg
21-deoxikortizol 1000 05 esavo4 ' ' ' '
Pregnenolon 500 0,022 Vqsavg 5 3,29 3,70 3,46 3,48
11-deoxikortizol 500 05 Véaswbe 452 4,76 518 4,65
Kortikoszteron 500 ND
11-deoxikortikoszteron 500 0,035
Kortizol 2500 0,008 . . —

Tesztoszteron 5000 ND XIV. BELSO MINOSEGELLENORZES

Androsztendion 5000 0,001 L . L

Osztradiol 5000 0,001 - Jeloletlen 17-a-OH-progeszteron hianydban a teljes megkotott tracer
mennyiségének (BO/T) >25%-nak kell lennie.

C. Reprodukdhatésag

VIZSGALATON BELULI VIZSGALATOK KOZOTTI

Savé6 | N | <X>*SD cv Savé6 | N <X>=+SD cv
(ng/mi) (%) (ng/mi) (%)
A 10 | 043+003 | 62 A 20 | 077007 | 92
B 10 | 235+0,13 | 56 B 20 | 197%010 | 52
c 10 | 755+038 | 51

SD:

Qa

andard deviéci6; CV: variacios koefficiens

D. Pontossag o )
HIGITASI VIZSGALAT

Savé Higitas Elméleti Mért
koncentracié koncentrécio
(ng/ml) (ng/ml)
1 U1 - 3,83
12 1,92 2,16
v4 0,96 113
8 0,48 0,53
116 0,24 0,25
P U1 - 6,65
12 3,33 3,32
14 1,66 2,12
8 0,83 0,88
116 0,42 0,39
A minték higitasaa nullakalibratorral tortént.
VISSZANYERES
Minta Hozzéadott Visszanyert Visszanyerés
170H (ng/ml) 170H (ng/ml) %)
1 6,65 6,10 92
517 432 84
2,93 2,69 92
1,25 1,22 98
0,92 0,87 95

XV.

Ha a kontroll 1-re és 2-re kapott eredmények kivil esnek az ampullék
cimkéin fetlntetett tartomanyon, a vizsgdat eredménye nem
hasznalhatok fel, kivéve, haismert az etérés pontos oka.

Igény esetén béarmely laboratérium készithet egy sqjat, kontrollként
szolgdl 6 sav6-poolt, amit azutan szétosztva, lefagyasztva kell tarolni. Ne
fagyasszale és olvassza fel 6ket ketténél tobbszor.

A p&huzamos vizsgdlatok eredménye kozotti eltérés elfogadhato
mértékét a GLP (Good Laboratory Practises) alapjan kell meghatarozni.

REFERENCIATARTOMANY

Az aébbi értékek csak iranyadd jellegiiek, minden laboratériumnak meg kel
hatéroznia sgjét referenciatartomanyat.

K oncentréciétartomany Mintdk szama
(2,5t097,5% percentilis)
(ng/ml)

Atlag férfipopulécié 0,59-3,44 72
Atlag néi populécié
. Folliculaisfézis 0,11-1,08 48
. Lutedisfézis 0,95-5,00 49
Terhesség
. Els6 trimeszter 2,50-9,78 43
. Mésodik trimeszter 3,40-8,50 31
. Harmadik trimeszter 4,53-18,86 35

XVI.

MUNKAVEDELEM

Biztonsagi eldirasok

Csak in vitro diagnosztikai felhasznélasra.

A kit réntgen (28 keV) és gamma (35,5 keV) sugarzé | izotépot (feezési ids:
60 nap) tartalmaz.

A reagenskészletben taldlhat6 radioaktiv anyagot csak arra jogosult személyek
vehetik & és haszndlhatjak fel. Radioaktiv termékek beszerzésére, téroléasira,
haszndlatéra, és cseréjére az adott orszag torvényei évényesek. A reagensek
alkalmazasa embereken és dllatokon is minden korilmények kozott tilos.



Minden, radioaktiv reagenssel végzett miiveletet egy arra kijelolt, elkulonitett
helyen kell elvégezni. A laboratériumba érkezett radioaktiv anyagok éatvétel érol
éstarolasarol vezetett jegyzokonyvet a laboratérium teriiletén kell tartani. Azokat
a laboratoriumi eszkdzoket és Uivegedényeket, amelyek radioaktiv anyaggal
szennyezédhettek, kildnitse e, hogy elkeriilje a kiilonbdzé radioizotépokkal
torténd keresztszennyezédést.

Amennyiben barmilyen radioaktiv anyag kiémlik, azonnal tekaritsa fel az erre
vonatkoz6 e dirasoknak megfelel6 modon. A keletkezé radioaktiv hulladékot a
helyi szabdlyoknak és az illetékes hatésagok erre vonatkozd Utmutatasanak
megfeleléen kell kidobni. Ha betartja a radioaktiv anyagok keze ésére vonatkozo
aapvetsé szabdlyokat, megfeleléen védett lesz a sugarfertézéstol.

A készlet emberi vérbdl késziilt reagenseit eurdpai szabvanyok szerinti ésivagy
az FDA atal mindsitett médszerrel HBsAg-tol, valamint anti-HCV, és anti-HIV-
1 és 2 dlenanyagoktdl mentesnek talédlték. Azonban egyetlen maismert modszer
dapjan sem dlithatd biztosan, hogy az emberi vérbsl készilt anyagok nem
okozhatnak hepatitist, AIDS-et vagy mas fert6z6 betegséget. Ezért minden ilyen
reagenst és minden savé-, illetve plazmamintat a fert6zé anyagokra vonatkozo
helyi biztonsagi e 6irasoknak megfele 6en kell kezelni.

Minden dlati eredetii reagens és termék egészséges dlatokbdl szarmazik. A
szarvasmarha eredetli reagensek olyan orszagokbdl szarmaznak, ahonnan eddig
nem jelentettek BSE esetet. Ennek ellenére minden dlati eredetii anyagot
tartalmazo reagenst potencidlisan fertézésveszélyesként kell kezelni.

Vigyazzon, hogy a reagensek bérre ne kertlljenek (tartésitoszer: natrium-azid). A
reagensekben taldhaté néatrium-azid robbanasveszélyes fém-azidokat képezhet
dlom és réz csdvezetékek anyagaval. A csovek mosasakor nagy mennyiségii
vizzel egyltt ontse ki ezeket az anyagokat, hogy megelézze az azid
felgytleml ését.

Ne dohanyozzon, ne fogyasszon éet vagy itat, illetve ne haszndjon
kozmetikumokat a laboratériumban. Ne pipettazzon szgjjal. Munka kozben
viseljen laborkdpenyt és egyszer hasznélatos kesztyiit.
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XVIIl.  AZ ELJARAS OSSZEFOGLALASA
Totél ok K alibrétorok Minték,
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pl pl pl
Kadibréatorok (0-5) 25 -
Mint&k, kontrollok - - 25
Tracer 500 500 500

Inkubéci6

3 6rén keresztil 37°C-on

Folyadék eltévolitasa
Higitott mosooldat
Folyadék eltéavolitasa

Szivjaki
30ml
Szivjaki évaosan
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Przed zastosowaniem nalezy pr zeczyta¢ caly protokol.

170H-RIA-CT

PRZEZNACZENIE

Oznaczenie  radioimmunologiczne  do  ilosciowego  pomiaru  in  vitro  ludzkiego

17-a-hydroksyprogesteronu (170H) w surowicy i osoczu.

I[l. INFORMACJE OGOLNE
A. Nazwa firmowa: Zestaw DIAsource 170H-RIA-CT
B. Numer katalogowy: KIP1409: 96 oznaczen

C. Wyprodukowano przez: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgia

Dzial pomocy technicznej oraz informacje dotyczace zamowiei:
Tel: +32(0)1084.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

INFORMACJE KLINICZNE

Aktywnos¢é biologiczna 17-a-hydroksyprogesteronu

17-a-hydroksyprogesteron (170H) jest hormonem steroidowym z grupa hydroksylowa przy weglu
C-21 (masa czasteczkowa 330,3) powstajacym z 17-a-hydroksy pregnenolonu w nadnerczach, jak
rowniez w jajnikach, jadrach i tozysku. 170H jest hydroksylowane w pozycjach 11 i 21, co
prowadzi do powstania 11-deoksykortyzolu i ostatecznie kortyzolu.

Zastosowania kliniczne oznaczenia 17-a-hydr oksyprogesteronu

Naezy przyjac, ze stezenie 170H w surowicy badz ptynie owodniowym pozwala na postawienie
rozpoznania wrodzonego przerostu nadnerczy (CAH). Wystegpowanie CAH ma zwiazek z defektem
swoistego enzymu (opisano niedobory szesciu roznych enzymoéw). W wyniku tych niedoboréw,
dochodzi do zwigkszenia wytwarzania ACTH, powstania przerostu nadnerczy i wzrostu stezen
wielu prekursoréw steroidéw. Ponadto interesujaca jest rola 170H u pacjentdw z zylakami
powrdzka nasiennego. (170H i testosteron stuza za markery funkcji komorek Leydiga) i u
starzegjacych sie mezczyzn sa stosowane do wykrywania tagodnego rozrostu stercza (BPH) oraz
raka stercza (PCA) (poziom 170H w 0soczu jest znaczaco nizszy w grupach pacjentéw z PCA i
BPH niz u zdrowych mezczyzn).

Inne obszary badan 170H sa nastepujace: nieptodnos¢ meska, dziewczeta z objawami wirylizacji w
okresie pokwitania, dzieci z przedwczesnym dojrzewaniem (w tych przypadkach, aktywnos¢ 170H
jest podwyzszona bez, [ub po stymulacji ACTH).



V.

ZAGADNIENIA DOTYCZ4CE METODY

W celu pomiaru substancji obecngl w prébce lub w kalibratorze, odpowiednia
ilos¢ czasteczek steroidu oznakowanych **°I wspélzawodniczy ze steroidem o
okreslona ilos¢ migsc na przeciwciatach unieruchomionych na §ciance probowki
polistyrenowe. Z powodu wysokig swoistosci przeciwcial optaszczonych na
$ciankach proboéwki, ekstrakcja, ani chromatografia nie s3 potrzebne. Po 3
godzinach inkubacji w temperaturze 37 °C reakcja wspdlzawodnictwa jest
przerywana przez aspiracjg. Nastgpnie probéwki sa ptukane przy pomocy 3 ml
roztworu ptuczacego i aspirowane. Wykreslana jest krzywa kalibracyjna a
stezenia 170H w probkach sa okreslane na podstawi e natozenia dawki na krzywa

kalibracyjna.
V. ODCZYNNIKI DOSTARCZONE
Odczynniki Zestaw 96 Kolor Rekonstytucja
oznaczen
Probéwki optaszczone 2x48 purpurow | Gotowe dol
przeciwciatami anty-17- y zastosowania.

o-OH-progesteronu

Ag 125 1fioka czerwony | Gotowe do
55ml zastosowania.
190 kBq
ZNACZNIK IZOTOPOWY:

Znakowany jodem'®  17-a-OH-
progesteron (czystosci HPLC) w
kwasnym buforze
fosforanowym/cytrynianowym  z
dbuminag z surowicy bydigcej i

azydkiem (<0,1%)
CAL n 1fiolka z0lty Gotowe do
X . 3ml zastosowania.
Kdibrator zerowy w ludzkiej
surowicy z azydkiem (0,5%)
CAL 5 fiolek 70lty Gotowe do
. 05ml zastosowania
Kadibratory 17-a-OH-progesteronu
N = 1 do 5 (doktadne wartosci na
etykietach fiolek) w ludzkig
surowicy z azydkiem (0,5%)
1fiolka brazowy | Rozcienczyé¢ 70x
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10ml woda destyl owana
(wykorzystaé
Roztwor ptuczacy (TRIS HCI) mieszadto
magnetyczne).
2 fiolki srebrny | Dodaé 0,5 ml
| CONTROL | N | (zawartosé wody destylowanej
liofilizowana)

Kontrole-N =od 1do2
w ludzkigj surowicy z tymolem

Uwaga: Do rozcienczania probek nalezy uzy¢ kalibratora zerowego.

VI.

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

Ponizsze materiaty sa wymagane, ale nie s dostarczone w zestawie:

1
2.

O N0 AW

VII.

Woda destylowana

Pipety do dozowania: 25 pl, 500 pl i 3 ml (zaleca si¢ korzystanie z
doktadnych pipet z jednorazowymi koncdwkami plastikowymi)
Mieszadto wirowe

Mieszadto magnetyczne

Lazniawodna z temperatura 37 °C

Strzykawka automatyczna o objetosci 5 ml (rodzaj Cornwall) do ptukania
Uktad do aspiracji (opcjonalnie)

Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma odpowiedni do
pomiaru 2| (minimal ny uzysk 70%).

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

Kontrole: Kontrole nalezy rekonstytuowa¢ przy pomocy 0,5 ml wody
destylowangj.

Roboczy roztwér pluczacy: Wiasciwa objgtosé roboczego roztworu
ptuczacego nalezy przygotowa¢ dodajac 69 objetosci wody destylowane)
do 1 objetosci roztworu ptuczacego (70x). Do homogenizacji nalezy
wykorzysta¢ mieszadto magnetyczne. Niewykorzystany roboczy roztwor
ptuczacy nalezy wyla¢ pod koniec dnia.

VIII. PRZECHOWYWANI E | DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

- Przed otwarciem Ilub rekonstytucja wszyskie sktadniki zestawu
zachowuja trwatos¢ do daty waznosci przedstawionej na etykiecie, jezdli
3 przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C.

- Po rekonstytucji kontrole zachowuja trwatos¢ przez jeden tydzien w
temperaturze 2 do 8°C. W razie koniecznosci przechowywania przez
diuzszy okres czasu, nalezy przygotowaé niewielkie objgtosci kontroli, co
pozwala przechowywaé je w temperaturze -20 °C przez 3 miesiace.

- Swiezo przygotowany roboczy roztwér pluczacy powinien byé
wykorzystany w tym samym dniu.

- Po jego pierwszym zastosowaniu, znacznik izotopowy zachowuje
trwatos¢ do podang daty waznosci jezeli jest przechowywany w
oryginalngj, dobrze zamknigtej fiolce w temperaturze od 2 do 8°C.

- Zmiany w wygdladzie fizycznym odczynnikow w zestawie moga
wskazywac naich niestabilnos¢ lub zuzycie.

IX. POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE MATERIAZU DO BADANIA

- Probki surowicy musza by¢ przechowywane w temperaturze 2-8°C.

- Jezeli oznaczenie nie jest wykonywane w ciagu 48 godzin, zaleca Si¢
przechowywanie w temperaturze -20°C.

- Unika¢ powtarzanych cykli zamrazaniai rozmrazania.
Surowicai osocze krwi pobrang na heparyng zapewniaja podobne wyniki
(nalezy unika¢ probek pobranych na cytrynian):
Y (surowica) = 0,92 x (osocze krwi pobrangj na heparyng) + 0,10
r=10 n=18
Osocze krwi pobrang na EDTA powoduje uzyskiwanie wynikéw o 15%
nizszych, niz uzyskiwane z osocza krwi pobranej na heparyng:
Y (surowica) = 1,16 x (osocze krwi pobrang naEDTA) - 0,10
r=099 n=18

X. PROCEDURA

A. Uwagi dotyczace obstugi
Nie wolno wykorzystywa¢ sktadnikéw zestawu po uplynieciu podanej
daty waznosci.
Nie wolno miesza¢ materialéw pochodzacych z réznych serii zestawdw.
Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki powinny osagnaé
temperature pokojowa.
Wszystkie odczynniki i prébki nalezy dokladnie wymieszaé przez
delikatne potrzasanie lub obracanie.
Aby  unikna¢  zanieczyszczenia  krzyzowego, do  dodawania
poszczegdlnych odczynnikéw i prébek nalezy wykorzystywaé czyste
koncowki jednorazowe pipet. Pipety wysokiej precyzji lub pipety
automatyczne poprawiaja precyzje wykonania oznaczenia.
Przestrzega¢ czasow inkubacji.
Przygotowa¢ krzywa kalibracyjna dla kazdego cyklu pomiarowego, nie
wolno wykorzystywa¢ danych z poprzednich oznaczen.

Procedura

Dla kazdego kalibratora, probki i kontroli nalezy oznaczyé¢ optaszczone
probéwki w badaniach podwdjnych. W celu okreslenia catkowitych
zliczen nalezy oznaczy¢ 2 zwykte probowki

2. Szybko wymiesza¢ wirujac: kalibratory, probki i kontrole, i dozowaé po

25ul kazdej substancji do odpowiednich probowek.

3. Do kazdg probowki, w tym do probéwek nieoptaszczonych do
catkowitego zliczania, doda¢ po 05 ml 17-a-OH-progesteronu

oznakowanego jodem'?,

= @

4., Ddikatnie potrzasna¢ statywem w celu uwolnienia uwiezionych
pecherzyk 6w powietrza.
5. Inkubowa¢ przez 3 godziny w temperaturze 37°C.

6. Aspirowa¢ (lub odlac) zawartosé¢ kazdej probowki (z wyjatkiem probowek
do calkowitego zliczania). Aby usuna¢ caty ptyn nalezy upewni¢ sig, ze
plastikowa koncoéwka aspiratora osiagneta dno optaszczonej probowki.

7. Przeptuka¢ probowki przy pomocy 3 ml roboczego roztworu ptuczacego
(z wyjatkiem probéwek do catkowitego zliczania) i aspirowaé zawartosé
(lub odlaé ja). W trakcie dodawania roboczego roztworu ptuczacego
nalezy unika¢ wytwarzania piany.

8. Pozostawi¢ probowki w pozycji stojacg do géry na dwie minuty i
aspirowa¢ pozostate krople ptynu.

9. Zlicza¢ probéwki w liczniku gamma przez 60 sekund.

Xl.  OBLICZANIE WYNIKOW

1. Obliczy¢ érednia oznaczen podwdjnych.
2. Obliczy¢ zwiazang radioaktywnos¢ jako odsetek wigzania okreslonego w
zerowym punkcie kalibracji (0) zgodnie z ponizszym wzorem:

Liczbazliczen (dla kalibratoralub probki) .,

B/BO(%) =
/BOC%) Liczba zliczen (dla kalibratora zerowego)

100




3. Na 3 arkuszach pétlogarytmicznych lub papierze milimetrowym wykresli¢ D. Dokladnosé
wartosci (B/B0(%)) dla kazdego punktu kalibratora jako funkcje stezenia BADANIE ROZCIENCZENIA
17-0-OH-progesteronu kazdego punktu kalibratora. Odrzuci¢ oczywiste - . - T
wartosdi graniczne. Surowica Rozqenc Stez. teoretyczne Stez. zmierzone
X . . . , L 1) (ng/ml)
4. Do opracowania krzywej kalibracyjnej moga by¢ wykorzystane réwniez zene (ng/m
metody wspomagania komputerowego. Jezeli ma by¢ zastosowane 1 U1 : 283
automatyczne przetwarzanie wynikow, zaleca S¢ dopasowanie krzywej 12 1.92 216
logistycznej 4 parametrowe. 14 0.96 113
5. Naktadajac wartosci (B/BO (%)) probki nalezy okresli¢ stgzenia 17-a-OH- 18 0.48 053
progesteronu w prébkach z krzywej kalibracyjne. 116 024 025
6. Dlakazdego oznaczenia nalezy sprawdzi¢ odsetek catkowitego zwiazanego
znacznika izotopowego przy braku nieoznakowanego 17-a-OH- 2 n . 6.65
12 333 332
progesteronu (BO/T). a4 166 212
/8 0.83 0.88
116 0.42 0.39
XIl. PRZYKLAD DANYCH TYPOWYCH Prébki rozcienczono kalibratorem zerowym.
Ponizsze dane s3 przedstawione wylacznie w celach przyktadowych i nie
powinny by¢ nigdy stosowane zamiast rzeczywistych krzywych kalibracyjnych. BADANIE ODZYSKU
Probka Dodany 170H Odzysk Odzysk
(ng/ml) 170H %)
170H-RIA-CT cpm B/Bo (%) (ng/ml)
Zliczanie catkowite 48579 1 6.65 6.10 92
517 432 84
Kadibrator 0,00 ng/ml 19831 100.0 293 2.69 92
015 ng/ml 15587 78.6 1.25 1.22 98
053 ng/ml 10398 524 0.92 0.87 95
1.02 ng/ml 7074 357
310 ng/ml 2930 14.8 2 7.37 7.23 98
1110 ng/ml 1028 52 5.90 578 98
3.60 357 929
2.01 214 107
XIII. DZIAEANIE | OGRANICZENIA 169 165 %
A. Granicawykrywania Wspdtczynnik przeliczeniowy:
Z ng/ml na nmol/I: x 3,03
Dwadziescia kalibratoréw zerowych oznaczano wraz z zestawem innych Z nmoal/l nang/ml: x 0.33
kalibratoréw.
Granica wykrywania, zdefiniowana jako odmienne sezenie dwoch Zgodnie z nasza najlepsza wiedza, dla tego parametru nie istnige
odchylen standardowych powyzg przecictnegj wartosci zliczania przy migdzynarodowy odczynnik referencyjny.
wiazaniu zerowym ksztattowata si¢ na poziomie 0,02 ng/ml.
Metoda referencyjna Oznaczono 50 probek surowicy uzyskanych od
B. Swoistosé pacjentéw (wartosci z zakresu od 0,3 ng/ml do 10,0 ng/ml), réwnolegle
przeprowadzajac oznaczenie referencyjna metoda ®H.  Whyniki analizy
Swoistos¢ oznaczono przez dodanie do probek zbiorczych oznaczanych regresii liniowej s catkiem dobre.
na 170H znanych ilosci (+ 0,5 ng/ml) steroidéw, ktére mogtyby 170H-RIA-CT = 0,99 (referencyjna met. *H) + 0,06 ng/ml r = 0.96
wystepowaé w prébkach pobranych od pacjentow.
E. Opoznienie pomigdzy oznaczeniem ostatniego kalibratora i
dozowaniem pr 6bki
Sktadnik Il0$¢ dodana Reaktywnosé krzyzowa Jak wykazano, wyniki pomiaru pozostaja doktadne nawet wéwczas, gdy
(ng/ml) (%) od momentu dodania kalibratora do optaszczonych probéwek mineto 36
minut.
170H-progesteron - 100 OPOZNIENIE
Progesteron 500 . , , . .
17-a-hydroksypregnenolon 1000 8; Sur 0W|Ica 0 12 24 36
21-deoksykortyzol 1000 e (ng/mi)
Pregnenolon 500 0.022 ]
11-deoksykortyzol 500 ' 05 Surow!cal 0.50 0.58 0.56 0.56
Kortykogeron 500 N D SJTOW! ca2 0.86 0.86 0.93 0.83
11-deoksykortykosteron 500 0.035 Surow!ca3 1.22 1.25 1.24 1.26
Kortyzol 2500 O. 008 Surowica4 1.86 1.90 1.93 1.93
Testosteron 5000 ’ ND Surowica5 3.29 3.70 3.46 348
Androstenedion 5000 0.001 Surowica 6 452 4,76 5.18 4.65
Estradiol 5000 0:001
. XIV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI
C. Precyzja
W SERII POMIEDZY SERIAMI - Procentowy odsetek catkowitego, zwiazanego znacznika izotopowego
przy braku nieoznakowanego 17-a-OH-progesteronu (BO/T) mus by¢ >
Surowi N <X>=*SD Ccv Surowi N <X>+ 8D Ccv 25%.
ca (ng/ml) (%) ca (ng/ml) (%) - Jezeli wyniki uzyskane dla kontroli 1 i/lub 2 nie znajduja si¢ w zakresie
okreslonym na etykiecie fiolki, wyniki nie moga zosta¢ wykorzystane
A 10 | 043003 | 62 A 20 077+£007 |92 dopdki nieuda sig¢ znal ez¢ wiasciwego wyjasnieniatego odchylenia
B 10 | 235£013 | 56 B 20 197+£010 |52 - Jezeli to konieczne, kazde laboratorium moze wykona¢ wiasne prébki
c 10 | 755038 | 51 zbiorcze w celach kontrolnych, ktére powinny by¢ zamrozone w matych

SD : Odchylenie standardowe; CV: Wspdtczynnik zmiennosci

objetosciach. Nie wolno zamraza¢ i rozmraza¢ wiecegj niz dwukrotnie.
Dopuszczalne kryteria dotyczace réznicy pomigdzy wynikami oznaczen
podwajnych probek powinny byé zgodne z zasadami prawidtowe pracy
w laboratorium.



XV. ZAKRESY REFERENCYJNE

Wartosci sa  przedsawione wytacznie w ceach orientacyjnych, kazde
laboratorium powinno opracowaé wiasne wartosci referencyjne.

Zakres stezen Liczba osobnikow
(2,5d097,5%
per centyla)
(ng/ml)

Zdrowi mezczyzni 0.59-3.44 72
Zdrowe kobiety
. Fazafolikularna 0.11-1.08 48
. Fazalutealna 0.95-5.00 49
Cigza
. Pierwszy trymestr 250-9.78 43
. Drugi trymestr 3.40-8.50 31
. Trzeci trymestr 4.53 -18.86 35

XVI. SRODKI OSTROZNOSCI | OSTRZEZENIA

Bezpieczeristwo

Tylko do diagnostyki in vitro.

Zestaw zawiera '®| (Okres potowicznego rozpadu:
promieniowaniejonizujace X (28 keV) i y (35,5 keV).
Ten produkt radioaktywny moze by¢ transportowany i wykorzystany wytaczne
przez osoby autoryzowane; zakup, przechowywanie, stosowanie i wymiana
produktéw radioaktywnych podlega regulaciom prawnym kraju uzytkownika
koncowego. W zadnym wypadku produkt nie moze by¢ podawany ludziom lub
Zwierzetom.

Obstuga materiatéw radioaktywnych powinno by¢ przeprowadzana w migscach
do tego przeznaczonych, z dala od migjsc ogoélng uzytecznosci. W laboratorium
mus by¢é przechowywany reesr przyje¢ i przechowywania materialow
radioaktywnych. Wyposazenie laboratorium oraz szkto, ktére moze by¢ skazone
substancjami  radioaktywnymi powinno by¢ oddzielone w celu uniknigcia
krzyzowego zanieczyszczeniaréznych radioizotopow.

Wszelkie plamy z substancji radioaktywnych musza by¢ natychmiast
oczyszczone  zgodnie z  procedurami  dotyczacymi  bezpieczenstwa
radiologicznego. Odpady radioaktywne musza by¢ usuwane zgodnie z
miejscowymi przepisami i ogolnie przyjgtymi wytycznymi obowiazujacymi w
laboratorium. Przestrzeganie  podstawowych  zasad  bezpieczenstwa
radiol ogi cznego zapewnia wystarczajace zabezpi eczenie.

Skiadniki zawierajace ludzka krew, dostarczone w zestawie, zostaly przebadane
metodami zaaprobowanymi przez instytucje europejskiei/lub FDA. Stwierdzono,
ze nie zawieraja one HbsAg, przeciwciat anty-HCV, anty-HIV-1 i 2. Zadna ze
znanych metod nie moze da¢ calkowitg pewnosci ze materiaty pochodzenia
ludzkiego nie przeniosa czynnikéw zakaznych wirusowego zapalenia watroby,
AIDSii innych. Dlatego postgpowanie z odczynnikami i probkami surowicy lub
osocza powinno by¢ zgodne z migscowymi procedurami  dotyczacymi
bezpieczenstwa

Produkty pochodzenia zwierzecego byly pobierane od zdrowych zwierzat.
Skiadniki bydlece pochodza z krajow, w ktorych nie odnotowano wystepowania
BSE. Pomimo to, sktadniki zawiergjace substancje pochodzenia zwierzecego
powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.

Unika¢ kontaktu skory z odczynnikami (zawieraja azydek sodowy jako srodek
konserwujacy). Azydek znajdujacy S¢ w zestawie moze reagowat z miedzia i
otfowiem w ukladzie kanaizacyjnym tworzac zwiazki o wiasciwosciach
wybuchowych. W czasie ptukania odprowadzany ptyn nalezy plukaé duzymi
objetosciami wody, aby zapobiec kumulacji azydkéw.

Nie wolno pali¢, spozywat napojéw ani pokarmow, badz uzywaé kosmetykow w
migjscu pracy. Nie pipetowac¢ ustami. Zaklada¢ ubranie ochronne i rekawiczki
jednorazowe.

60 dni), emitujacy
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XVIII. PODSUMOWANIE PROTOKOLU
CALKOWITA | KALIBRATORY PROBK A(l)
LICZBA KONTROLE
ZLICZEN m m
pl
Kdibratory (0-5) - 25 -
Probki, kontrole - - 25
Znacznik izotopowy 500 500 500
Inkubacja 3 godziny w 37°C
Rozdzielenie aspiracja
Roboczy roztwoér 30ml
ptuczacy
Rozdzielenie aspirowac z ostroznoscia
Zliczanie Zliczanie probéwek przez 60 sekund

P.I. Number :
1700475/pl

Nr katalogowy DI Asource:
KI1P1409

Nr aktudizagji :
110217/1

Datawydania : 2011-02-17
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Leiatodo o protocolo antes de utilizar.

170H-RIA-CT

UTILIZACAO PREVISTA

Radioimunoensaio para adeterminagdo quantitativa in vitro do 17-a-hidroxiprogesterona (170H)
humano no soro e no plasma.

A.

B.

C.

A

INFORMACOES GERAIS
Nome do proprietério: DIAsource-Kit 170H-RIA-CT
NUmerodo catdlogo: KIP1409: 96 testes

Produzido por : DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Bégica.

Para obter informagdes sobr e aquisi¢do ou assisténciatécnica, contacte :

BélgicaTel : +32(0)1084.99.11  Fax: +32(0)1084.99.91
Ou orepresentante local

SIGNIFICADO CLINICO-

Atividade Biol6gica da 17-a-hidroxiprogesterona

17-a-hidroxiprogesterona (170H) é um hormdnio esterdide C-21 (peso molecular 330.3) que é
produzido pela 17-a-hedroxi pregnenolona na adrena e também nos ovarios, testiculos e placenta.
170H é hidroxilado na posicéo 11 e 21 para produzir cortisol via 11-deoxicortisol.

Aplicagdes Clinicas da determinac&o da 17-a-hidroxiprogesterona

Como regra, a dosagem de 170H em soro ou fluido aminiético sdo relevantes para o diagndstico
da hiperplasia adrenal congénita (HAC). Esta HAC é devido ao defeito especifico na enzima (
seis diferentes  deficiéncias enziméticas tem sido descritas). Como resultado destas deficiéncias,
h&a um aumento de ACTH produzindo hiperplasia adrenal e elevagdo de muitos precursores
esterdides. Mas € também muito interessante para conhecer o valor de 170H em pacientes com
varicocele. (170H e testosterona representam marcadores da fungdo das células de Leydig ) e em
pacientes homens mais velhos, para detectar Hipertrofia Prostética Benigna (BPH) e carcinoma de
prostata (PCA) (plasma 170H é significantemente baixo em grupos PCA e BPH quando
comparados com homens normais).

Existem outros pontos para investigagdes com 170H como : infertilidade masculina, mulheres
com virilizag&o peripubertal, criangas com adrenarca prematura (nestes casos, os valores de 170H
s8o aumentados sem ou apds ACTH estimulag&o).



V.

PRINCIPIO DO METODO

Uma quantidade fixa de 170H marcado com *®I compete com o 170H a ser
medido, que estgja presente na amostra ou no calibrador, para uma quantidade

fixa

de locais de anticorpo, que é imobilizado nas paredes dos tubos de

poliestireno. Nem a extracgdo nem a cromatografia sdo necessarias, devido a
el evada especificidade dos anticorpos revestidos. Apds uma incubagéo de 3 horas
a 37°C, a reacgdo de competicao termina com a operacdo de aspiragdo. A seguir
0s tubos sdo lavados com 3ml de solucdo de lavagem de trabalho e novamente
aspirados. Traga-se uma curva de calibragdo e as concentragdes de 170H nas
amostras sdo determinadas por interpolagdo da dose a partir da curva de

calibragdo.
V. REAGENTES FORNECIDOS
Reagentes Kit 96 Cadigo Reconstitui¢io
Testes de cor
Tubos revestidos com 2x48 roxo Pronto para utilizar
anti 170H
Ag 125) 1recipiente | vermelho | Pronto para utilizar
55 ml
190 kBq
Marcador: 170H marcado com
| (grau HPLC) em tampdo
fosfato / &cido citrico com soro
bovina dbumina e azida(<0,1%)
CAL 1recipiente | amarelo | Pronto para utilizar
Cadlibrador Zero em soro human e smi
azida (0,5%)
CAL N 5 amaelo | Prontopara utilizar
. recipientes
Caibradores 170H - N = 1 para5 05ml
(ver os va ores exactos nos rétul os
do recipiente) em soro human e
azida (0,5%)
| WAS | SOLN | 70x | Lrecipiente | castanho | Dilua 70 x com &gua
10ml destilada (use um
Soluczo delavagem (TRIS-HC) agitador magnetico).
CONTR 2 prateado | Adicione 0,5 ml de &gua
recipientes destilada
Controlos-N =1o0u2 liofilizados
No soro humano e timol

Note : Use o calibrador zero para dilui¢oes de amostras.

VI.

MATERIAL NAO FORNECIDO

O seguinte material é necessario, mas néo fornecido com o kit:

1. Agua destilada

2. Pipetas autométicas: 25 pl, 500 ul e 3 ml (recomenda-se a utilizagdo
de pipetas precisas, com pontas descartaveis)

Misturador de vortex

Agitador magnético

Banho mariaa 37°C

Pipeta automética de 5 ml paralavagem (tipo Cornwall)

Sistema de aspiracado (opcional)

Qualquer contador gamma capaz de medir **°| pode ser utilizado
(min al cance de 70%).

O N0~

Controlos : Recongtitua os controlos com 0,5 ml de agua destilada.

Prepare um volume adequado de
Solugdo de lavagem de trabalho ao adicionar 69 volumes de dgua destilada
para 1 volume de solugdo de lavagem (70x). Use um agitador magnético
para homogeneizar. Rg eite a solugdo ndo utilizadano final do dia.

VII. PREPARACAO DOS REAGENTES
A.

B. Solucdo de lavagem de trabalho :
VIII.

ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE DOS REAGENTES

Antes de abrir e recongtituir, todos os componentes do kit sdo estaveis até
ao final do prazo de validade, indicado no rétulo desde que mantido entre
2t08°C.

Apobs reconstituicao, os controlos so estaveis durante 1 semana entre 2 a
8°C. Durante periodos de armazenamento mais longos, devem ser feitas
aiquotas e mantidas a—20°C por 3 meses

A solucéo de lavagem de trabal ho deve ser feita e utilizada no mesmo dia.
Depois da 12 utilizaco o marcador é estavel até final do prazo de validade,

o u

XI.

desde que mantido no recipiente original, bem fechado entre 2 to 8°C.
Alteragdes no aspecto dos reagentes do kit podem indicar instabilidade ou
degradacao.

RECOLHA E PREPARAGCAO DE AMOSTRAS

Amostras de soro ou plasma devem ser mantidas entre 2-8°C.
Se aandlise ndo for realizada em 48 hrs,recomenda-se conservar a -20°C.
Evite ciclos de congelamento e descongelamento sucessivos.
Plasma heparinizado o soro da resultados similares (permite amostras
citrato)

Y (Soro) =0,92 x (plasmahep.) + 0,10 r=10 n=18
O plasma com EDTA tem resultados 15 % mais baixos do que o soro:

Y (Serum) = 1,16 x (plasma com EDTA) - 0,10 r=099 n=18

PROCEDIMENTO

Notas de manipulagao

N&o utilize o kit ou qualquer componente depois da expiracéo do prazo de
validade. N&o misture componentes de diferentes lotesAntes de utilizar
todos os componentes devem estar a temperatura ambiente (TA).

Misture bem os reagentes e as amostras, por agitacdo ou rotacdo suaves.
Para evitar contaminacgdes cruzadas utilize uma ponta de pipeta limpa e
descartave, para adicéo de cada componente.

Pipetas de ata precisio ou equipamento automatico de pipetagem
mel horam a precisdo. Respeite os periodos de incubagéo.

Prepare uma curva de calibracdo para cada andlise, ndo utilize dados de
andlises prévias.

Procedimento
Rotule os tubos revestidos em duplicado, para cada calibrador, amostra,
controlo. Para a determinagéo das contagens totais, rotule 2 tubos normais.
Agite ligeiramente no vortex calibradores, amostras e controlos e dispense
25ul de cada, para os tubos respectivos.
Dispense 0,5 ml de 170H marcado com | 125 para cada tubo, incluindo os
tubos normais para as contagens totais.
Agite suavemente o suporte dostubos, paralibertar possiveis bolhas dear.
Incube durante 3 horas a 37°C.
Aspire o contelido de cada tubo (excepto os das contagens totais). Assegure-
se que a ponta pléstica do aspirador atinge o fundo do tubo revestido, para
remover todo o liquido.
Lave os tubos com 3 ml de solugéo de lavagem de trabal ho (excepto os das
contagens totais) e aspire. Evite formacdo de espuma quando adiciona a
solucéo de lavagem.
Depois da lavagem, deixe os tubos direitos durante 2 minutos e
seguidamente aspire a Ultima porcao de liquido.
Conte os tubos num contador gamma durante 60 segundos.

CALCULO DOSRESULTADOS

Calcule a média das determinactes em duplicata.

Calcule a radioactividade de ligagdo como uma percentagem da ligagdo
determinada no ponto do calibrador zero (0), de acordo com a férmula
seguinte:

Contagens (Calibrador ou amostra)

B/BO(%) =
6 Contagens (calibrador Zero)

Utilizando um papel de grafico semi-logaritmico de 3 ciclos ou logit-log
trage osvalores (B/BO(%)) para cada ponto de calibragdo como uma fungéo
da concentragdo do 170H em cada ponto, regeitando os “outliers’ (casos
marginais) 6bvios.

Os métodos informéticos também podem ser utilizados para construir a
curva de calibracdo. Se o processamento dos resultados for automético,
gjuste na curva da fungo | ogi stica com 4 parametros é recomendado.

Por interpolagdo dos valores das amostras (B/B0(%)), determine as
concentragdes de 170H das amostras da curva de referéncia.

Para cada andlise, a percentagem de marcador total ligado na auséncia de
170H (BO/T) marcado, deve ser verificada



Xll. DADOSTIPICOS -
TESTE DE RECUPERACAO
Os dados seguintes sdo apenas para exemplificagdo e nunca devem ser utilizados . ~
em detrimento dos dados reais da curva de calibragio Amostra 170H adicionado 170H recuperado Recuper agéo
’ (ng/ml) (ng/ml) %)
170H-RIA-CT cpm B/Bo (%) 1 6,65 610 92
517 4,32 84
2,93 2,69 92
Contagens tota 48579 1.25 122 o8
0,92 0,87 95
Cdlibrador 0,00 ng/ml 19831 100,0
0,15 nglml 15587 78,6 2 7’37 7’23 o8
0,53 ng/ml 10398 52,4 5,90 578 08
1,02 nglml 7074 35,7 3.60 3’57 99
310 ng/ml 2930 14,8 201 214 107
11, 10 nglml 1028 5,2 1,69 1,65 o8

XI1l. DESEMPENHO E LIMITES

A.

Limite de deteccdo

Foram analisados 20 calibradores zero , juntamente com um conjunto de
outros calibradores.

O limite de detecgdo, definido como a concentragéo aparente, 2 DP abaixo
das contagens médias com zero ligages, foi de 0,02 ng/ml.

Especificidade
A especificidade foi estimada por um pool de amostras 170H (+ 0.5

ng/ml) reforcadas com esteroides os quais devem estar presentes em
amostras dos paci entes.

Composto Quantidade Reactividade-cruzada
adicionada (%)
(ng/ml)
170H-Progesterona - 100
Progesterona 500 0,7
17-a-hidroxipregnenolona 1000 0,3
21-deoxicortisol 1000 0,5
Pregnenolona 500 0,022
11-deoxicortisol 500 0,5
Corticosterona 500 ND
11-deoxicorticosterona 500 0,035
Cortisol 2500 0,008
Testogterona 5000 ND
Androstenediona 5000 0,001
Estradiol 5000 0,001
C. Precisdo
PRECISAO INTRA-ENSAIO PRECISAO INTER-ENSAIO
Soro N <X>+DP CcVv Soro N <X>+DP CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 10 0,43+ 0,03 6,2 A 20 0,77+ 0,07 9,2
B 10 2,35+ 0,13 56 B 20 1,97+ 0,10 52
C 10 7,55+ 0,38 51
DP: Desvio Padréo; CV: Coeficiente de variagdo
D. Exactiddo -
TESTE DE DILUICAO
Amostra Diluicéo Conc. tedrico. Conc. medida
(ng/ml) (ng/ml)
1 1 - 383
12 1,92 2,16
14 0,96 1,13
1/8 048 0,53
116 0,24 0,25
2 1 - 6,65
12 333 332
U4 1,66 2,12
1/8 0,83 0,88
116 042 0,39

Asamostras foram diluidas com calibrador zero.

Fator de conversdo :
De ng/ml paranmol/L :  x 3,03
Denmol/L parang/ml : x 0,33

N&o exise material de referéncia internacional para este parametro, que
sgja do nosso conhecimento

Método de referéncia: 50 amostras de soro de pacientes (valores de 0,3
ng/ml a 10,0 ng/ml) foram analisados junto com o método comum de
referéncia. A andlise deregressio linear € quase boa.

170H-RIA-CT = 0,99 (3H referencia) + 0,06 ng/ml r=0,96
E. Intervalo de atr aso de tempo entre o ultimo calibrador e a dispensa de
amostra

Conforme demonstrado a seguir, os resultados das analyses continuam
precisos, mesmo quando é dispensada uma amostra 36 minutos depois da
adicdo do calibrador aos tubos revestidos.

INTERVALO DE ATRASO DE TEMPO

Soro 0} 12' 24' 36'
(ng/ml)
Serum 1 0,50 0,58 0,56 0,56
Serum 2 0,86 0,86 0,93 0,83
Serum 3 1,22 1,25 1,24 1,26
Serum 4 1,86 1,90 1,93 1,93
Serum 5 3,29 3,70 3,46 3,48
Serum 6 4,52 4,76 5,18 4,65

XIV. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

- A percentagem total de marcadores ligados na auséncia de 170H ndo
marcados (BO/T) deve ser > 25%.

- Se os resultados obtidos para o controlo 1 €/ou controlo 2 ndo estéo dentro
do intervalo especificado no rétulo do recipiente, os resultados ndo podem
ser utilizados, a menos que sgja dada uma explicacdo satisfatéria para a
discrepancia encontrada.

- Se for desgjavel, cada laboratério pode fazer os seus prérios conjuntos de
amostras de controlo, que podem ser mantidas congeladas em aliquotas.
Nao faga ciclos de congelacio/descongelagdo mais do que 2 vezes.

- Aceitacgo do critério para a diferenca entre os resultados em duplicatas das
amostras devem ser realizadas em Boas Préticas de Laboratério..

XV. INTERVALOSDE REFERENCIA

Estes valores sdo dados apenas por seguranca; cada laboratério deve estabe ecer
Seus proprios val ores normais.

Variagéo de NUmer osde
concentr agao individuos
(25a97.5%)
(ng/ml)
Homens normais 0,59 3,44 72
M ulheres normais
. Fasefolicular 0,11-1,08 48
. Fase Luteal 0,95-5,00 49
Gravidez
. Primeiro trimestre 2,50-9,78 43
. Segundo trimestre 3,40-8,50 31
. Terceiro trimestre 4,53 -18,86 35




XVI. AVISOSE PRECAUCOES

Seguranca

Apenas para uso em diagnéstico in vitro.

Este kit contém *®| (meia-vida: 60 dias), emitindo radiagées X (28 keV) ey (35.5
keV) ionizantes.

Este produto radioactivo pode apenas ser transportado e utilizado por pessoal
autorizado: a compra, armazenamento, utilizagdo e troca de produtos radioactivos
estdo sujeitas a legidacdo nacional vigente. Em nenhum caso, este produto pode
ser administrados a seres humanos ou aanimais.

Toda a mani pulagdo readioactiva deve ser efectuada em local proprio e exclusivo
paratal. Deve ser mantido no laboratério, um livro de registo para a recepgéo e
armazenamento de material radioactivo. O equipamento do laboratério e
equipamento de vidro que possa ser contaminado com radioactividade, deve ser
segregado para evitar contaminagdo cruzada com diferentes isétopos. Qualquer
derrame de material radioactivo deve ser imediatamente limpo, de acordo com os
procedi mentos de radioproteccdo. O lixo radioactivo deve ser regjeitado de acordo
com alegidacéo vigente e asregras do laboratdrio. A adesdo asregras basicas da
radioseguranga, fornece a protecgéo adequada.

Os componentes de sangue humano incluidos neste kit foram testados por
métodos aprovados pela legidacéo europeia e/lou FDA e dados como negativos
para 0 HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 e 2. N&o existe nenhum método, até agora
conhecido, que oferece total seguranga quanto a impossibilidade de transmissdo
de hepatite, HIV ou outras infecgOes, por via do sangue humano. Por isso, deve
manipular os reagentes, 0 soro ou o plasma de acordo com as regras locais de
seguranga, quanto a materiai s potencial mente infecci 0sos.

Todos os produtos de origem animal e seus derivados foram recolhidos de
animias saudaveis. Os componentes bovinos, vieram de paises sem casos
notificados de BSE. No entanto, todos estes components devem ser manipulados
como potencial mente infecciosos.

Evite 0 contacto da pele e mucosas com o0s reagentes (azida sodica como
conservante). A azida pode reagir com o chumbo e o cobre das canalizagtes e
formar compostos explosvos. Rejeitar com abundante quantidade de é&gua
corrente para evitar acumulagdes destes compostos.

N&o fume, coma, beba ou aplique cosméticos na area de trabalho. N&o pipette
com o auxilio da boca. Use vestuario adequado de proteccéo e luvas.
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XVIIT.RESUMO DO PROTOCOLO

CONTAGENS CALIBRA- CONTROLO
TOTAIS DORES SDAS
AMOSTRAS
(n) (nl) (nl)
Cadibradores (0to 5) - 25 -
Amostras, controlose - - 25
marcadores 500 500 500
Incubagéo 3horasa37°C
Separagdo - aspirar
Solugdo de lavagem de 30ml
trabaho
Separagdo aspirar
Contagem Contar os tubos durante 60 segundos

N° do catdogo DI Asource : NedeP.l.: N° de revisdo :
KIP1409 1700475/pt 110217/1

Datadarevisio : 2011-02-17



P.I. Number : 1701000

Used symbols

bt

=

Consult instructions for use

Storage temperature

Use by

Batch code

Catalogue number

Control

In vitro diagnostic medical device

Manufacturer

N

Contains sufficient for <n> tests

l

OLN [ cone

Wash solution concentrated

Zero calibrator

Calibrator #
Contl#
Tracer
[ [ ] Teacer

Tracer concentrated

Tracer concentrated

Tubes

Incubation buffer

ACETONITRILE

Acetonitrile

Serum

Specimen diluent

Dilution buffer

Immunoadsorbent

Calibrator diluent

Reconstitution solution

Polyethylene glycol

Extraction solution

Elution solution

Bond Elut Silica cartridges

Pre-treatment solution

Neutralization solution

Tracer buffer

Microtiterplate

HRP Conjugate

HRP Conjugate

HRP Conjugate concentrate

HRP Conjugate concentrate

Conjugate buffer

Chromogenic TMB concentrate

Chromogenic TMB solution

Substrate buffer

Stop solution

Incubation serum

Buffer

AP Conjugate

Substrate PNPP

Biotin conjugate concentrate

Avidine HRP concentrate

ASS | BUF

Assay buffer

Ab | BIOT

Biotin conjugate

Specific Antibody

SAV | HRP | CONC Streptavidin HRP concentrate
NSB Non-specific binding
20d Ab 2nd Antibody
Acidification Buffer
Distributor

Incubation trays

PMSEF solution

Protect from light

Dot Strip

Substrate

Extraction Buffer Concentrate

Cartridge
‘ sAv | HRP ‘ Streptavidin HRP
WASH | SOLN Wash buffer
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Symboles utilisés

Consulter les instructions d’utilisation

Température de conservation

Utiliser jusque

Numéro de lot

Référence de catalogue

Controle

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Fabricant

N

Contenu suffisant pour <n> tests

OLN | CONC

Solution de lavage concentrée

Calibrateur zéro

Calibrateur #

Controle #

Traceur

Traceur

Traceur concentré

Traceur concentré

Tubes

Tampon d'incubation

ACETONITRILE

Acétonitrile

Sérum

Diluant du spécimen

DI
DI

Tampon de dilution

Antisérum
Immunoadsorbant

L S|
1L BU
ANTISERUM
N .

Diluant de calibrateur

UF
DIl CAL

Solution de reconstitution

Glycol Polyéthyléne

i

EXTR | SOLN

Solution d’extraction

Solution d’elution

Cartouches Bond Elut Silica

Solution de pré-traitement

Solution de neutralisation

Tampon traceur

Microplaque de titration

Al HRP

HRP Conjugué

A HRP

HRP Conjugué

HRP Conjugué concentré

b
2
Ag HRP CONC

HRP Conjugué concentré

Tampon conjugué

UF
CHROM CONC

Chromogéne TMB concentré

Solution chromogéne TMB

Tampon substrat

Solution d’arrét

Sérum d'incubation

Tampon

AP Conjugué

Tampon PNPP

Biotine conjugué concentré

Avidine HRP concentré

Tampon de test

Biotine conjugué

Anticorps spécifique

SAV | HRP | CONC Concentré streptavidine HRP
NSB Liant non spécifique
20d Ab Second anticorps

Tampon d'acidification

Distributeur

Plaque d'incubation

Solution PMSF

Conserver a l'abri de la lumiére

Bandelette de dots

Substrat

EXTR | SOLN |CONC

Tampon d'extraction concentré

| CART |

Cartouche

‘ SAV ‘ HRP ‘

Streptavidine-peroxydase de raifort

WASH | SOLN

Tampon de lavage
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Gebruikte symbolen

bt

=

Raadpleeg de gebruiksaanwijzing

NS

Bewaartemperatuur

Houdbaar tot

Lotnummer
[REF] Catalogusnummer
CONTROL Controle

Medisch hulpmiddel voor in-vitro diagnostiek

Fabrikant

N

Inhoud voldoende voor <n> testen

l

Wasoplossing, geconcentreerd

Nulkalibrator

Kalibrator #

Controle #

Tracer

Ab 1251

Tracer

Tracer geconcentreerd

= o]

Tracer geconcentreerd

T

Buisjes

Incubatiebuffer

ACETONITRILE

Acetonitrile

Serum

Specimen diluent

Verdunningsbuffer
Antiserum
Immunoadsorbent

Kalibratorverdunner

Reconstitutieoplossing

Polyethyleen glycol

Extractieoplossing

Elutieoplossing

Bond Elut Silica kolom

Pre-behandelingsoplossing

Neutralisatieoplossing

Tracerbuffer

Microtiterplaat

HRP Conjugaat

HRP Conjugaat

HRP Conjugaat geconcentreerd

HRP Conjugaat geconcentreerd

Conjugaat buffer

Chromogene TMB geconcentreerd

Chromogene Oplossing TMB

Substraatbuffer

Stopoplossing

Incubatieserum

Buffer

AP Conjugaat

Substraat PNPP

Geconcentreerd Biotine conjugaat

Geconcentreerd Avidine-HRP conjugaat

Assay buffer

Biotine conjugaat

Specifiek antilichaam

SAV | HRP | CONC Streptavidine-HRP concentraat
NSB Aspecifieke binding
20d Ab 2de antilichaam
Verzuringsbuffer
Distributeur

Incubatievlootje

PMSF oplossing

Beschermen tegen licht

Strip met dots

Substraat

Extractiebuffer concentraat

Cassette
‘ sAv | HRP ‘ Streptavidine - HRP
WASH | SOLN Wasbuffer
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Benutzte Symbole

Gebrauchsanweisung beachten

Lagern bei

IJ -\? i

Verwendbar bis

Chargenbezeichnung
Bestellnummer
Kontrolle

In Vitro Diagnostikum

Hersteller

Ausreichend fiir <n> Ansitze

Waschlosung-Konzentrat

Null kalibrator

Kalibrator #

Kontrolle #

ONTROL

INTR(

Tracer

Ab 1251 Tracer
Tracer Konzentrat
Tracer Konzentrat

T Rohrchen
Inkubationspuffer
Azetonitril
Humanserum

Probenverdiinner
Verdiinnungspuffer
Antiserum
Immunadsorbens
Kalibratorverdiinnung

R

Rekonstitutionslosung

Polyethylenglykol
Extraktionslosung
Eluierungslosung

Bond Elut Silikakartuschen

Vorbehandlungslosung

Neutralisierungslosung

Tracer-Puffer

Mikrotiterplatte

HRP Konjugat

HRP Konjugat

HRP Konjugat Konzentrat

HRP Konjugat Konzentrat

Konjugatpuffer

CHROM - CONC

Chromogenes TMB Konzentrat

U

TMB
Farblosung TMB
Substratpuffer
Stopplosung
Inkubationsserum

Puffer

AP Konjugat
Substrat PNPP

Biotin-Konjugat-Konzentrat

Avidin-HRP-Konzentrat

Assaypuffer

Biotin-Konjugat

Spezifischer Antikorper

SAV | HRP | CONC

HRP Streptavidinkonzentrat

Unspezifische Bindung

20d Ab

Sekundérer Antikdrper

Anséduerungspuffer

Vertreiber

Inkubationsschale

PMSF Losung

Vor Licht schiitzen

Tipfelstreifen

Substrat

EXTR | SOLN |CONC

Konzentrat Extraktionspuffer

|CART | Kassette
‘ sav ‘ HRP ‘ Streptavidin HRP
WASH | SOLN Waschpuffer
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Simbolos utilisados

Consultar las instrucciones de uso

Limitacion de temperatura

Fecha de caducidad

Codigo de lote

Numero de catalogo

Control

Producto sanitario para diagnostico in vitro

Fabricante

N

Contenido suficiente para <n> ensayos

WASH | SOLN -

Solucion de lavado concentrada

Calibrador cero

AL
AL

Calibrador #

Control #

-- Trazador
Trazador

Ab 1251
o [ o]

Trazador concentrada

N
Ag 1251
g
b

A
Al

o lw

Trazador concentrada

I

Tubos

IN BUI

Tampo6n de incubacion

ACETONITRILE

Acetonitrilo

Suero

Diluyente de Muestra

DI
DI

Tampon de dilucion

PE
AL

Diluyente de calibrador

Solucion de Reconstitucion

Glicol Polietileno

Solucion de extraccion

Solucion de elucion

Cartuchos Bond Elut Silica

Solucion de Pre-tratamiento

Solucion de Neutralizacion

Tampon de trazador

Placa de microvaloracion

HRP Conjugado

HRP Conjugado

HRP Conjugado concentrada

HRP Conjugado concentrada

Tampo6n de Conjugado

o [ [

Cromoégena TMB concentrada

B
B

CHROM -

Solucién Cromoégena TMB

Tampon de sustrato

STOP | SOLN

Solucion de Parada

Suero de Incubacioén

P

Tampon
AP Conjugado
Sustrato PNPP

Concentrado de conjugado de biotina

Concentrado avidina-HRP

Tampon de ensayo

Conjugado de biotina

Anticuerpo especifico

SAV | HRP | CONC Estreptavidina-HRP Concentrado
NSB Unién no especifica
2nd Ab Segundo anticuerpo

Tampon de Acidificacion

Distribuidor

Bandejas de incubacion

Solucion de PMSF

Proteger de la luz

Tries Dot

Sustrato

EXTR | SOLN |CONC

Concentrado de tampon de extraccion

| CART |

Cartucho

‘ SAV ‘ HRP ‘

Estreptavidina HRP

WASH | SOLN

Tampon de lavado
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Simboli utilizzati

Consultare le istruzioni per I'uso

Limitazioni di temperatura

Utilizzare entro

Numero di lotto

Numero di catalogo

Controllo

Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Fabbricante

Contenuto sufficiente per <n> saggi

ud
N

Tampone di lavaggio concentrato

Calibratore zero

Standard #

SH | SOl
L
ONTROL

Controllo #

[ oo [ooe]

Ab 1251 M arcato

Marcato concentrato

Marcato concentrato

I

Provette

iC

BUF

Tampone incubazione

ACETONITRILE

Acetonitrile

Siero

Diluente campione

DI
DI

Tampone diluizione

ANTISERUM

Antisiero

L
L

Immunoassorbente

E
IMMUNOADSORBENT

Diluente calibratore

RE

OLN

Soluzione di ricostituzione

Polietilenglicole

Soluzione di estrazione

Soluzione di eluizione

Cartucce di silice bond elut

Soluzione di pretrattamento

Soluzione di neutralizzazione

Tracer Buffer

Piastra di microtitolazione

HRP Coniugato

HRP Coniugato

HRP Coniugato concentrato

N
N

HRP Coniugato concentrato

b
2
2
e

Buffer coniugato

Cromogena TMB concentrato

U
TMB

o [ |

Soluzione cromogena TMB

Tampone substrato

i}
U

Soluzione di arresto

Incubazione con siero

Buffer

N

AP Coniugato

Substrato PNPP

N
N

BIOT NI

Concentrato coniugato con biotina

Concentrato avidina HRP

Soluzione tampone per test

Coniugato con biotina

Anticorpo Specifico

SAV | HRP | CONC Streptavidina-HRP concentrata
NSB Legame non-specifico
2nd AD 2° Anticorpo

Tampone Acidificante

Ditributore

TRAY

Vassoi di incubazione

Soluzione di PMSF

Proteggere dalla luce

STRIP

Dot strip

Substrato

EXTR | SOLN |CONC

Concentrato del tampone di estrazione

| CART |

Cartuccia

‘ SAV ‘ HRP ‘

HRP coniugata a streptavidina

WASH | SOLN

Tampone di lavaggio
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Xpnowonowvueve coppora

bt

=

TvopPovievteite TG 0dnyieg ypiong

Ogppokpasio amobikevong

RIS

Huepopmvio Aéng

Ap1Opog maptidog

Ap10pog katardyov

TIpdtono gréyyov

In Vitro Awoyveotikd Iatpoteyvoityikd mpotov

Kotackevaotig

Tlepieydpevo eMapKES yia «v» eEETAGELG

WASH | SOLN | CONC

ZUUTUKVOUEVO Stdhvpa kmAvong

Mndevikog Badpovopntig

BaOpovountg #

Opag eréyyov #

Iyvn0étng

Al 1251

Iyvn0étng

Xpwpoyovog Iyvndémg

b
1251 CONC

Xpwpoyovog Iyvndémg

T

Zoinvapto

PuOpiotikd Sidhopa endoong

ACETONITRILE

Axetovitpikio

Opdg

Awhopa apaioong detypdtov

PoOoticd Sidhopa apaioong

ANTISERUM

Avtiopog

IMMUNOADSORBENT

AvoGOTPOGPOPNTIKO

Apuiotiké fadpovountdv

Addopa avacdotoong

TTohvaifvrevoyivukdin

Adhopa exydriong

Addopa ékhovong

Dvotyyeg nopiriov Bond Elut

Adhopa Tpoemesepyaciog

Ahopa e&ovdetépmaong

PoOoticd didhopa

TTAdka pkpoTithoddtong

HRP Zolevypa

HRP Zvlevypa

Xpopoydvog HRP Zolevypa

Xpopoyovog HRP Zolevypa

PuBpiotiké didhopo culevypotog

Xpopoydvog TMB

Adhopa xpopoydévov TMB

PuOptotikd SidAvpa vIOGTPMOUATOG

Avooyetikd avTidpactiplo

Opég emdaong

PuOpiotiko didivpo

AP Z0Cevypa

PNPP vrootpdpatog

BIOT NI

SUUTUKVOUEVO avTIdpacTiplo culevypévo e Protivn

AVID | HRP

Toprokvopévo dtdhopa afdivng-HRP

ASS | BUF

PuOpiotikd didhopa tpocdoptopod

Ab | BIOT

avTdpactipto cvlevypévo pe Brotivy

Edik6 Avticopa

SAV | HRP | CONC Svpmokvepévn otpentapdivi cuvegevypévn pe HRP
NSB pun-educry déopevon
2nd Ab 20 Avticopo

PuOpiotikd Awdiopa 6Etvo

Awovopéag

Aiokol endaong

Awhopa PMSF

TIpoctatevete omd 10 mg

STRIP

Touvia kovkkidov

Ynootpopua

EXTR | SOLN [CONC

Topmokvopa puop. Steddpatog ekyviiong

Dooryya

‘ SAV | HRP ‘

Trpentofidivy HRP

WASH | SOLN

PuOptotikd didAvpa mvong
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Hasznalt szimbélumok

bt

=

Olvassa el a hasznalati utmutatot

NS

Tarolasi hémérséklet

Lejarati id6

Gyartasi kod

Katalogus szam

Kontrol

In vitro diagnosztikai eszkdz

Gyarto

N

Tartalma <n> teszt elvégzésére elegendd

l

Moso folyadék koncentratum

Zero kalibrator

Kalibrator #

Kontrol #

Nyomjelz6 izotop

Ab 1251

Nyomjelzd izotop

Nyomjelz6 izotop koncentratum

= o]

Nyomjelz6 izotop koncentratum

T

Csovek

Inkubél6 puffer

Acetonitril
Szérum
Mintahigito
Higité puffer

Antiszérum

Immunadszorbens
Kalibrator higito

Mintael6készito oldat

Polietilén glikol

Extrakciés oldat

Elualé oldat

Bond Elut Silica szilikagél patronok

Elékezel6 oldat

Semlegesit6 oldat

Nyomijelz6 izotop higito puffer

Mikrotiter lemez

HRP konjugatum

HRP konjugitum

HRP konjugitum koncentratum

HRP konjugitum koncentratum

Konjugatum puffer

Kromogén TMB koncentratum

Kromogén TMB oldat

Szubsztrat puffer

Stop oldat

Inkubacios szérum

Puffer

AP konjugitum

Szubsztrat PNPP

Biotin konjugatum koncentratum

Avidin HRP koncentratum

Vizsgalati puffer

Biotin konjugatum

Specifikus ellenanyag

SAV | HRP | CONC Sztreptavidin HRP koncentratum
NSB Nem-specifikus kotédés
2nd Ab Masodlagos ellenanyag

Savas puffer

Eloszté

Inkubéciés talcak

PMSF-oldat

Fényt6l védendd

Pontesik

Szubsztrat

Extrakciospuffer-koncentratum

Kazetta

‘ SAV | HRP ‘

Sztreptavidin torma peroxidaz (HRP)

WASH | SOLN

Mosopuffer
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Uzywane symbole

Przed zastosowaniem zapozna¢ si¢ z instrukcja

Temperatura przechowywania

Zuzy¢ przed

Kod serii

Numer katalogowy

Kontrola

Urzadzenie medyczne do diagnostyki in vitro

Producent

Zawarto$¢ wystarczajaca do <n> testow

Roztwér pluczacy stgzony

Kalibrator zerowy

Kalibrator nr

CONTROL -

Kontrola nr

Znacznik izotopowy

Ab 1251

Znacznik izotopowy

Ag 1251 | CONC

Znacznik izotopowy stgzony

Znacznik izotopowy stgzony

0

Probowki

Wymagana inkubacja buforu

ACETONITRILE

Acetonitryl

Surowica

Rozcienczalnik probki

DIL BUF

Bufor do rozcieficzania

DIL CAL

Rozcienczalnik kalibratora

Roztwoér do rozciefczania

Glikol poli(oksy)etylenowy

Roztwor ekstrakcyjny

Roztwor elucyjny

Kolumny krzemionkowe Bond Elut

Roztwoér do przygotowania wstgpnego

Roztwor neutralizujacy

TRACEUR

Bufor znacznika

mikroplytka

Koniugat peroksydazy chrzanowe;j

Koniugat peroksydazy chrzanowe;j

Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowe;j

Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowe;j

Bufor do koniugacji

Koncentrat chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Roztwor chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Bufor substratu

Roztwoér zatrzymujacy reakcje

‘Wymagana inkubacja surowicy

Bufor

Koniugat AP (fosfatazy alkalicznej)

p-nitrofenylofosforan substratowy

Koncentrat koniugatu biotyny

Koncentrat peroksydazy chrzanowej z awidyna

Bufor do oznaczania

Koniugatu biotyny

Przeciwcialo swoiste

SAV | HRP | CONC Koncentrat streptawidyny HRP
NSB Wigzanie nieswoiste
2nd Ab Drugie przeciwcialo

Bufor zakwaszajacy

Dystrybutor

Tacki do inkubacji

Roztwor fluorku fenylometylosulfonylu
(PMSF - z ang. phenylmethylsulfonyl fluoride)

Chroni¢ przed $wiatlem

Pasek testowy z antygenami - ,,Dot Strip”

Substrat

EXTR | SOLN |CONC

Stezony bufor do ekstrakeji

| CART |

Kaseta

Streptawidyna sprz¢zona z peroksydaza chrzanowa

(HRP - z ang. horseradish peroxidase)

WASH | SOLN

Bufor do ptukania

Revision nr 130319



P.I. Number : 1701000

Simbolos utilizados

bt

=

Consulte instrugdes de utilizagdo

Temperatura de conservagao

Utilizar antes de

Cddigo de lote

Numero de catalogo

Controlo

Dispositivo médico de diagndstico in vitro

Fabricante

N

Conteudo suficiente para <n> testes

l

OLN [ cone

Solugdo de lavagem concentrada

Calibrador zero

Calibrador #

CONTROL

Controlo #

Marcador

Ab 1251

Marcador

Marcador concentrada

1251 ON

Marcador concentrada

Tubos

Tampéo de incubagio

ACETONITRILE

Acetonitrilo

Soro

Diluidor de espécimes

Tampao de diluigao

Diluente do calibrador

Solugdo de Reconstituigao

Polietileno-glicol

Solugdo de Extrac¢do

Solugdo de Eluigao

Cartuchos de silica Bond Elut

Solugdo de pré-tratamento

Solugdo de neutralizagao

Tampao Marcador

Placa de micro titulagdo

HRP Conjugagio

HRP Conjugagio

HRP Conjugagio concentrada

HRP Conjugagio concentrada

Conjugue o tampao

Cromogénica TMB concentrada

Solugdo Cromogénica TMB

Tampao de substrato

Solugdo de Paragem

Soro de incubagio

Tampao

AP Conjugacdo

Substrato PNPP

Concentrado conjugado de biotina

Concentrado HRP de avidina

ASS | BUF

Tampao de ensaio

Ab | BIOT

Conjugado de biotina

Anticorpo especifico

SAV | HRp | conc Estreptavidina HRP concentrado
NSB Ligagdes ndo especificas
2od Ab Anticorpo secundario

Tampao de acidificagao

Distribuidor

Bandeja de incubagio

Solugdo PMSF

Proteger da luz

Tira " Dot"

Substrato

Tampao de extragdo concentrado

Cartucho

‘ SAV | HRP ‘

Estreptavidina HRP

WASH | SOLN

Tampao de lavagem
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