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INTENDED USE

Radioimmunoassay for the in vitro quantitative measurement of human Estradiol (E2) in serum.

GENERAL INFORMATION

Proprietary name : DIAsource E2-RIA-CT Kit
Catalog number : KIP0629 : 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)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

CLINICAL BACKGROUND

Biological activity

17-beta-estradiol (E2) is a C-18 steroid hormone (molecular weight 272.4 Da) produced mainly by the ovary
and placenta, and in small amounts by adrenals and testes. Estradiol is in equilibrium with estrone, which
can be converted to estriol by the liver and placenta.

Clinical applications

Like for LH-FSH-progesterone, measurement of estradiol concentration in serum, peritoneal fluid and
follicular fluid is an essential biochemical tool for the investigation of fertility, tumor and sexual diseases,
and disorders of hypothalamic/pituitary/gonadal axis, for example :

To detect the follicular phase;

To check the effectiveness of the induction of ovulation (with ultrasound) and the level of E2 in follicular
fluid makes it possible to detect normal or dysfunctional ovulation induction (the empty follicle syndrome
may reflect a dysfunctional ovulation induction);

To diagnose the luteinized unruptured follicle (LUF) syndrome (by the estimation of 17 beta-estradiol and
progesterone levels in peritoneal fluid);

To aid in the diagnosis of breast tumors (total estrogens - E1-E2 - and 17 beta-hydroxysteroid
dehydrogenase activity are significantly higher in malignant than in non malignant breast tissues);

With LH-FSH and E2 levels, it is possible to suspect a Stein Cohen-Leventhal syndrome;

Other areas of investigation are : premature adrenarche, gynecomastie and menopausal period.
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V.

PRINCIPLES OF THE METHOD

A fixed amount of *| labelled 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 E2 concentrations of the
samples are determined by dose interpolation from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED
Reagents 96 Test Kit | Colour Reconstitution
Code
Tubes coated with anti 2x48 brown | Ready for use
E2
| Ag | 125, | CONG | 1 vial red Transfer
1ml quantitatively the
142 kBq ethanol solution in
TRACER: #lodine labelled E2 the tracer buffer
(HPLC grade) in ethanol solution
| TRACER | BUF | 1 vial black Ready for use
53 ml
Tracer Buffer with bovine gelatin
and azide (<0.1%)
CAL “ 1 vial yellow Ready for use
5ml
Zero calibrator in human serum and
azide (0.5%)
CAL 6 vials yellow Ready for use
1ml
Calibrators E2 N =1 to 6 (see exact
values on vial labels) in human
serum and azide (0.5%)
1 vial brown Dilute 70 x with
| WASH | SOLN ‘ CONC I 10 ml distilled water (use a
magnetic stirrer).
Wash solution (TRIS-HCI)
2 vials silver Add 0.5 ml distilled
| CONTROL | N | lyophilized water
Controls - N =1 or 2
in human serum and thymol

Note : Use the zero calibrator for sample dilutions.

VI

SUPPLIES NOT PROVIDED

The following material is required but not provided in the kit:

1.
2.

O N AW

VIL.

Distilled water

Pipettes for delivery of: 50ul and 500uL (the use of accurate pipettes with
disposable 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 **I may be used (minimal yield
70%).

REAGENT PREPARATION

Tracer : Transfer quantitavely the ethanol solution into the tracer buffer and
mix.

Controls: Reconstitute the controls with 0.5 ml distilled water.

Working 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.
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STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

After reconstitution, 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
maximum 3 months. Avoid successive freezing and thawing.

Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
The tracer is stable until expiry date, if kept in the original 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 samples must be kept at 2-8°C.

If the test is not run within 24 hrs, storage in aliquots at -20°C is
recommended.

Avoid successive freezing and thawing.

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date. Do not mix
materials 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.

In order to avoid cross-contamination, use a clean disposable pipette tip
for the addition of each reagent and sample.

High precision pipettes or automated pipetting 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 tubes in duplicate for each calibrator, control and sample. For
the determination of total counts, label 2 normal tubes.
Briefly vortex calibrators, controls and samples and dispense 50ul of each
into respective tubes.
Dispense 500pl of ®lodine labelled E2 into each tube, including the
uncoated tubes for total counts.
Shake the tube rack gently by hand to liberate any trapped air bubbles.
Incubate for 3 hours at 37°C in a water bath.
Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts). Be sure
that the plastic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in
order to remove all the liquid.
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)
Counts (Zero Calibrator)

B/BO (%) =

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 E2
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 is recommended.

By interpolation of the sample (B/BO (%)) values, determine the E2
concentrations of the samples from the calibration curve.

For each assay, the percentage of total tracer bound in the absence of
unlabelled E2 (BO/T) must be checked.



XIl.  TYPICAL DATA

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

the real time calibration curve.

RECOVERY TEST

E2-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Total count 47330
Calibrator 0 pg/ml 19724 100.0
18 pg/ml 17947 91.0
35 pg/ml 14990 76.0
152 pg/ml 10995 55.7
433 pg/ml 6012 30.5
1818 pg/ml 2439 12.4
3604 pg/ml 1630 8.3

XI1l. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A Detection limit
Twenty two zero calibrators were assayed along with a set
calibrators.

of other

The detection limit, defined as the apparent concentration two standard
deviations below the average counts at zero binding, was 6.4 pg/ml.

B. Specificity

The percentages of cross-reaction estimated by comparison of the concentration

yielding a 50% inhibition are respectively:

Compound Cross-Reactivity (%)

Estrone 1.0
Estriol 0.6
Ethynylestradiol 0.2
Progesterone <0.0002
Testosterone <0.001
Androstenedione <0.001
DHEA-sulphate <0.0002
Estradiol-17-glucuronide <0.2
Cortisol <0.001
Equilin <0.1
Estradiol-17-Valerate <0.1
Norgestrel <0.0004
Androstendiol 0.001

Sample Added E2 Theoretical Measured Recovered
(pg/ml) E2 E2 (%)
(pg/ml) (pg/ml)
1 0 NA 13 NA
10 23 18 78
50 63 52 83
200 213 178 84
500 513 565 110
1000 1013 947 93
2000 2013 2052 102
3000 3013 2912 97
2 0 NA 8 NA
10 18 23 128
50 58 58 99
200 208 201 97
500 508 509 100
1000 1008 934 93
2000 2008 1851 92
3000 3008 2807 93

Measured and theoretical concentrations were consistent:
- Samples 1: Y (measured) = 0.98X (theoretical) + 0.9, R? = 0.998
- Samples 2: Y (measured) = 0.93X (theoretical) + 10.2, R? = 1.000

Conversion factor :

x 3.68
x0.272

From ng/ml to nmol/L :
From nmol/L to ng/ml :

The concentrations of the calibrators are determined with the ID-GC/MS
reference method.

C. Precision
INTRA-ASSAY PRECISION

INTER-ASSAY PRECISION

Serum N <X>*SD CcVv Serum N <X>+SD Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 80+6.4 8.0 A 23 79+11 13.9
B 20 141+79 5.6 B 23 249 + 26 10.4
C 20 | 249+11.7 4.7

SD: Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

D. Accuracy
DILUTION TEST

E. Time delay between last calibrator and sample dispensing
As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 40 minutes after the calibrator has been added to coated tubes.
TIME DELAY
Serum 0 10 20" 30 40
(pg/ml)
C1 63 58 79 69 75
C2 217 229 274 235 237
XI1V. INTERNAL QUALITY CONTROL
- 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 aliquots.
- 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.

Dilution Theoretical Measured
Concent. Concent. Recovered (%)
(pg/ml) (pg/ml)
171 1877.0 1877.0 100
12 938.5 801.4 85
1/4 469.3 412.7 88
1/8 234.6 180.8 7
1/16 117.3 96.7 82
1/32 58.7 58.7 100
1/64 29.3 255 87
1/128 14.7 15.4 105

Samples were diluted with the zero calibrator.

Measured and theoretical concentrations were consistent:

Y (measured) = 0.99X (theoretical) — 27.0, R? = 0.995

Concentration Median Number
range (2.5 to concentration of
97.5% percentiles) (pg/ml) subjects
(pg/mi)
Normal males 15 - 47 27 59
Normal Females
. Follicular phase 50 — 482 137 35
(day —-10 to -3)
. Preovulatory phase 66 — 488 176 33
(day -1 & 0)
. Luteal phase 51376 119 40
(day 3 to 10)
. Postmenopausal 6-53 16 72
Pregnancy
. First trimester 510 - 6300 20
. Second trimester 2400 - 18900 26
. Third trimester 11900 - 37100 20




XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

This kit contains *#I (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 legislation 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 radioisotopes.

Any radioactive spills must be cleaned immediately in accordance with the
radiation safety 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 cosmetics in 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 ul pl
Calibrators (0-6) - 50 -
Samples, controls - - 50
Tracer 500 500 500
Incubation 3 hours at 37°C in a water bath
Separation - aspirate
Working Wash solution 3.0ml
Separation aspirate carefully

Counting Count tubes for 60 seconds

DIAsource Catalogue Nr : P.I. Number : Revision nr:
K1P0629 1700461/en 150324/1

Revision date : 2015-03-24
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Lire entierement le protocole avant utilisation.

E2-RIA-CT

I.  BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunologique pour la mesure quantitative in vitro de I’Oestradiol (E2) dans
le sérum humain.

Il. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource E2-RIA-CT kit
B. Numéro de catalogue: KIP0629: 96 tests

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

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

I11. CONTEXTE CLINIQUE

A.  Activités biologiques
Le 17-beta-oestradiol (E2) est une hormone stéroide a 18 carbones (poids moléculaire 272,4 Da) produite
principalement par les ovaires et le placenta, et en petites quantités par les surrénales et le testicule.
L’oestradiol est en équilibre avec 1’oestrone, qui peut étre converti en oestriol par le foie et le placenta.

B.  Application clinique
Comme pour la progestérone LH-FSH, la mesure de la concentration en oestradiol dans le sérum, le fluide
péritonéale et le fluide folliculaire est un moyen biochimique essentiel pour I’investigation de la fertilité, des
tumeurs et des maladies sexuelles, et des disfonctionnements de 1’axe hypothalamique/pituitaire/gonadique,
par exemple:
Détecter la phase folliculaire;
Vérification de I’efficacité de 1’induction de 1’ovulation (avec ultrason) et du taux en E2 dans le fluide
folliculaire rend possible la détection d’induction de 1’ovulation normale ou anormale (le syndrome du
follicule vide peut indiquer une induction de I’ovulation anormale);
Pour le diagnostic du syndrome du follicule non rompu lutéinisé¢ (LUF) (par 1’évaluation des taux en 17
beta-oestradiol et en progestérone dans le fluide péritonéale);
Comme moyen de diagnostic pour les tumeurs du sein (le total des oestrogénes - E1-E2 — et I’activité 17
beta-hydroxystéroide déhydrogénase sont plus hauts dans les tissus malins que dans les tissus non-malins du
sein);
Avec les taux en LH-FSH et en E2, il est possible de vérifier un syndrome de Stein Cohen-Leventhal;
D’autres domaines d’investigation sont: 1’adrénarche prématurée, la gynécomastie et la période
ménopausique



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

Une quantité fixe d’E2 marquée a 1?1 est en compétition avec la E2 & mesurer et
présente dans 1’échantillon ou dans le calibrateur pour une quantité fixe
d’anticorps immobilisés sur les parois du tube en polystyréne. Aucune extraction
ni chromatographie n’est requise a cause de la haute spécificité de 1’anticorps
fixé. Apres 3 heures d’incubation & 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 réalisée et la concentration en E2
des échantillons est déterminée par interpolation de la dose sur la courbe de
calibration.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 Tests Code Reconstitution
couleur
2x48 brun Prét a ’emploi

U Tubes recouverts avec ’anti E2

1 flacon Rouge Transférer
125
| A | : | CONC | 1ml quantitativement
142 kBq la solution
TRACEUR: E2 marquée & I"*®lodine d’éthanol dans le
(grade HPLC) dans une solution Tampon Traceur.
ethanol.
1 flacon noir Prét a I’emploi
TRACEUR BUF 53 ml
Tampon Traceur avec de la gélatine
bovine et de I’azide.(<0,1%)
CAL n 1 flacon Jaune Prét a ’emploi
5ml

Calibrateur zéro dans du sérum humain
et de I’azide. (0,5%)

6 flacons Jaune Prét a ’emploi
1ml

Calibrateurs E2 N =1 a 6 (cfr. valeurs
exactes sur chaque flacon) dans du
sérum humain et de I’azide (0,5%)

| WASH | SOLN | CONC | 1 flacon Brun Diluer 7Qx avec
10 mi de I’eau distillée
. ) (utiliser un
Solution de lavage (TRIS-HCI) agitateur

magnétique).

| 2 flacons Gris Ajouter 0.5 ml

CONTROL | N Y L
| lyophilisés d’eau distillée

Controles-N=1ou2
dans du sérum humain et du thymol

Note : Utiliser le calibrateur zéro pour la dilution des échantillons

VL. MATERIEL NON FOURNI

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

1. Eau distillée

2. Pipettes pour distribuer: 50 pl et 500 ul (I’utilisation de pipettes précises et
de pointes jetables en plastique est recommandée)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Bain d’eau a 37°C

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour les lavages

Systéme d’aspiration

Tout compteur gamma capable de mesurer
(rendement minimum 70%).

O N OAW

"] peut étre utilisé

VII.

VIIL.

=W

PREPARATION DES REACTIFS

Traceur : Transférer quantitativement la solution d’éthanol dans le
tampon traceur et mélanger.

Contrdles : Reconstituer les contrdles avec 0.5 ml d’eau distillée.

Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage
en ajoutant 69 volumes d’eau distillée a 1 volume de Solution de Lavage
(70x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la
Solution de Lavage non utilisée a la fin de la journée.

STOCKAGE ET DATE D’EXPIRATION DES REACTIFS

Avant I’ouverture ou la reconstitution, tous les composants de la trousse
sont stables jusqu’a la date d’expiration, indiquée sur 1’étiquette, si la
trousse est conservée entre 2 et 8°C.

Apreés reconstitution, les calibrateurs et les contrdles sont stables pendant
une semaine entre 2 et 8°C. Pour de plus longues périodes de stockage, des
aliquots devront étre réalisés et ceux-ci seront gardés a —20°C. Eviter des
cycles de congélation et décongélation successifs.

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

Apreés dilution, le traceur est stable jusqu’a la date d’expiration, si celui-Ci
est conservé entre 2 et 8°C dans le flacon d’origine correctement fermé.
Des altérations dans 1’apparence physique des réactifs de la trousse
peuvent indiquer une instabilité ou une détérioration.

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

Les échantillons de sérum doivent étre gardés entre 2 et 8°C.

Si le test n’est pas réalisé dans les 24 heures, un stockage a -20°C est
recommandé.

Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

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

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

Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’augmenter la précision. Respecter les temps d’incubation.
Préparer une courbe de calibration pour chaque nouvelle série
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, contréle, échantillon. Pour la détermination de
I’activité totale, identifier 2 tubes non recouverts.

Agiter au vortex briévement les calibrateurs, les contréles et les
échantillons. Puis distribuer 50 pul de chacun d’eux dans leurs tubes
respectifs.

Distribuer 500 pl d’E2 marquée a 1’125 dans chaque tube, y compris les
tubes sans anticorps pour la détermination de I’activité totale.

Agiter gentiment le portoir de tube pour libérer toute bulle d’air
emprisonnée.

Incuber pendant 3 heures a 37°C au bain-marie.

Aspirer le contenu de chaque tube (a I’exception des tubes utilisés pour la
détermination de ’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 de liquide.

Laver les tubes avec 3 ml de Solution de Lavage (a ’exception des tubes
utilisés pour la détermination de I’activité totale) et aspirer. Eviter la
formation de mousse pendant ’addition de la Solution de Lavage.
Laisser les tubes droits pendant 2 minutes et aspirer le reste de liquide.
Placer les tubes dans un compteur gamma pendant 60 secondes pour
quantifier la radioactivité.
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XII.

CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.
Calculer la capacité de liaison de 1’essai comme un pourcentage de liaison
déterminé au point de calibration (0) en suivant la formule ci-dessous :

moyennedescpm (CAL ou échantillon) 100

B/BO (%) =
) moyennedescpm (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/B0(%)) de chaque point de calibration et en abscisse leur concentration
respective en E2, écarter les valeurs aberrantes.

Des méthodes informatiques peuvent aussi étre utilisées pour construire 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(%)) détermine les
concentrations en E2 a partir de la courbe de calibration.

Pour chaque essai, le pourcentage total de traceur lié en absence de E2 non
marquée (BO/T) doit étre vérifié.

DONNEES TYPES

Les données représentées ci-dessous sont données pour information et ne peuvent
jamais étre utilisées a la place d’une courbe de calibration.

C. Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD Ccv Sérum N <X>+SD Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 80+6,4 8,0 A 23 79+11 13,9
B 20 141+79 5,6 B 23 249 + 26 10,4
C 20 249 £ 11,7 4,7

SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation

D. Exactitude

TEST DE DILUTION

Dilution Concent. Concent. Recupération
Théorique Mesurée (%)
(pg/ml) (pg/ml)

1/1 1877,0 1877,0 100
1/2 938,5 801,4 85
1/4 469,3 412,7 88
1/8 234,6 180,8 77
1/16 117,3 96,7 82
1/32 58,7 58,7 100
1/64 29,3 25,5 87
1/128 14,7 15,4 105

L’échantillon a été dilué avec le Calibrateur zéro.

Les concentrations mesurées et théoriques étaient cohérentes:
Y (mesurées) = 0,99X (théoriques) — 27,0, R* = 0,995

TEST DE RECUPERATION

E2 cpm B/Bo (%)
Activité totale 47330
Calibrateur 0 pg/ml 19724 100,0
18 pg/ml 17947 91,0
35 pg/ml 14990 76,0
152 pg/ml 10995 55,7
433 pg/ml 6012 30,5
1818 pg/ml 2439 12,4
3604 pg/ml 1630 8,3

X111. PERFORMANCE ET LIMITES DU DOSAGE

A. Limite de détection
Vingt-deux calibrateurs zéro ont été testés en paralléle 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, était de 6,4 pg/ml.

B. Spécificité

Le pourcentage de réaction croisée estimé par la comparaison de la concentration
(indiquant une inhibition de 50 %) est respectivement :

Echantillon E2 ajouté E2 théorique E2 mesurée Recupération
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
1 0 NA 13 NA
10 23 18 78
50 63 52 83
200 213 178 84
500 513 565 110
1000 1013 947 93
2000 2013 2052 102
3000 3013 2912 97
2 0 NA 8 NA
10 18 23 128
50 58 58 99
200 208 201 97
500 508 509 100
1000 1008 934 93
2000 2008 1851 92
3000 3008 2807 93

Les concentrations mesurées et théoriques étaient cohérentes:
- Echantillons 1 : Y (mesurées) = 0,98X (théoriques) + 0,9, R?=0,998
- Echantillons 2 : Y (mesurées) = 0,93X (théoriques) + 10,2, R? = 1,000

Facteur de conversion :
Composé Réactivité Croisée De ng/ml & nmol/L : X 3,68
(%) De nmol/L & ng/ml : x 0,272
Estrone 10 Les concentrations des calibrateurs sont déterminées avec la méthode de référence
Estriol _ 0.6 ID-GC/MS.
Ethynylestradiol 0’2
.T.;g?g:tfrrg:: <0,0002 E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
Androstenedione <0001 Péchantillon
DHEA-sulphate :006%0012 Comme montré ci-dessous, les résultats d’un essai restent précis méme
Estradiol-17-glucuronide <0.2 quand un échantillon est distribué 40 minutes aprés que le calibrateur ait
Cortisol <0.001 été ajouté aux tubes avec I’anticorps.
Equilin <b 1
Estradiol-17-Valerate <0’1 DELAI
Ancrostendio <0.0004 sérum
! 0,001 pg/ml o 10° 20° 30° 40
C1 63 58 79 69 75
C2 217 229 274 235 237




XIV. CONTROLE QUALITE INTERNE

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

- Chaque laboratoire est libre de faire ses propres stocks d’échantillons
contrdles, lesquels doivent étre congelés aliquotés.

- Les critéres d’acceptation pour les écarts des valeurs en duplicat des
échantillons doivent étre basés sur les pratiques de laboratoire courantes.

XIV. VALEURS ATTENDUES

Les valeurs sont données a titre d’information; chaque laboratoire doit établir ses
propres écarts de valeurs.

Portée de la Concentrations Nombre
concentration moyennes de sujets
(2,5297,5% (pg/ml)
percentiles)
(pg/ml)
Hommes normaux 15 - 47 27 59
Femmes normales
. Phase folliculaire 50 — 482 137 35
(jour-10a-3)
. Phase préovulatoire 66 — 488 176 33
(jour -1 & 0)
. Phase lutéale 51 - 376 119 40
(jour 32 10)
. Postménopausique 6-53 16 72
Grossesse
. Premier trimestre 510 - 6300 20
. Second trimestre 2400 - 18900 26
. Troisiéme trimestre 11900 - 37100 20

XV. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de I’**I (demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive
émettant des rayonnements ionisants X (28 keV) et y (35.5 keV).

Ce produit radioactif peut uniquement étre regu, acheté, possédé ou utilisé par des
personnes autorisées; 1’achat, le stockage, I’utilisation et 1’échange de produits
radioactifs sont soumis a la Iégislation du pays de l'utilisateur final. Ce produit ne
peut en aucun cas étre administré a I’homme ou aux animaux.

Toutes les manipulations radioactives doivent étre exécutées dans un secteur
désigné, éloigné de tout passage. Un journal de réception et de stockage des
matieres radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de
laboratoire et la verrerie, qui pourrait étre 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 étre réglée
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs doivent
étre placés de maniére a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion aux
régles de base de sécurité concernant les radiations procure une protection
adéquate

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont été 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
complete 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 étre conformes aux procédures locales de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont été collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I’ESB n'a pas été détectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animales devront étre traités
comme potentiellement infectieux.

L’azide de sodium est nocif s’il est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(’azide de sodium est utilisé comme agent conservateur). L’azide dans cette
trousse pouvant réagir avec le plomb et le cuivre dans les canalisations et donner
des composés explosifs, il est nécessaire de nettoyer abondamment a ’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 | ECHANTILLON(S)
TOTALE -TEURS CONTROLES

(u) (u) M
Calibrateurs (0 & 6) - 50 -
Echantillons, contréles - - 50
Traceur 500 500 500

Incubation 3 heures & 37°C au bain-marie

Séparation - aspirer
Solution de Lavage 3,0ml
Séparation aspirer avec précaution
Comptage Compter les tubes pendant 60 secondes
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.
E2-RIA-CT

VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fiir die quantitative in vitro Bestimmung von humanem Ostradiol (E2) in Serum.

A

ALLGEMEINE INFORMATION
Handelsbezeichnung :  DIAsource E2-RIA-CT Kit
Katalognummer : KIP0629 : 96 Tests

Hergestellt von: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgien.

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 - Kostenfreie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasource.be

KLINISCHER HINTERGRUND

Biologische Aktivitét

17-beta-Ostradiol (E2) ist ein C-18 Steroidhormon (Molekulargewicht: 272,4 Da), das vor allem von
Eierstdcken und Plazenta und in geringen Mengen auch von Nebennieren und Hoden produziert wird.
Ostradiol befindet sich im Gleichgewicht mit Ostron, das durch Leber und Plazenta in Ostriol konvertiert
werden kann.

Klinische Anwendungen )

Wie fir LH-FSH-Progesteron ist die Messung der Ostradiolkonzentration in Serum, Peritonealfliissigkeit und
Follikelflussigkeit ein wichtiges biochemisches Instrument zur Untersuchung von Fruchtbarkeit, Tumoren und
sexuellen Fehlfunktionen sowie Stérungen der Hypothalamus/Hypophyse/Gonaden-Achse, zum Beispiel:
Feststellung der Follikelphase;

Kontrolle der Wirksamkeit der Ovulationsinduktion (mit Ultraschall) und des E2-Spiegels in der
Follikelflussigkeit. Dadurch ist es moglich eine normale oder gesttérte Ovulationsinduktion festzustellen (das
Empty Follicle Syndrome kann auf eine gestdrte Ovulationsinduktion hinweisen);

Diagnostizierung des Luteinisierter unrupturierter Follikel (LUF)-Syndroms (durch die Messung der 17-beta-
Ostradiol- und Progesteronspiegel in der Peritonealfliissigkeit;

Unterstiitzung bei der Diagnose von Brusttumoren (die Aktivitat des Gesamtdstrogens - E1-E2 - und der 17-
beta-Hydroxysteroiddehydrogenase ist in bdsartigen Brustgeweben viel hoher als in Gutartigen);

Bei LH-FSH- und E2-Werten ist der Verdacht auf ein Stein Cohen-Leventhal Syndrom gegeben;

Weitere Untersuchungsbereiche sind: pramature Adrenarche, Gynakomastie und Menopause.

€



V.

Eine

GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

festgesetzte Menge an *®I markiertem E2 konkurriert mit dem zu

messenden, in der Probe oder in dem Kalibrator vorhandenen E2 um eine Menge
an Antikorperbindungsstellen, die an der Wand des Polystyren Réhrchens fixiert

sind.

Nach einer dreistiindigen Inkubation bei 37°C, beendet das Absaugen die

Verdrangungsreaktion. Die Roéhrchen werden anschliessend mit Waschlésung
gewaschen, danach wird nochmals abgesaugt. Eine Kalibrationskurve wird
gedruckt und die E2-Konzentrationen der Proben werden Gber Dosis Interpolation
der Kalibrationskurve bestimmt.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN
Reagenz 96 Test Kit | Farbcode Rekonstitution
Mit anti E2- beschichtete 2x48 braun  |Gebrauchsfertig
U Réhrchen
| Ag | 125, | CONG | 1 Gefal rot Ubertragen Sie
1ml quantitativ die
Tracer : ***lod markiertes E2 142 kBq Athanollgsung in den
(HPLC grade) in Athanolldsung Tracer-Puffer
| | | 1 Gefal schwarz |Gebrauchsfertig
TRACER BUF
53 ml
Tracer-Puffer mit Rindergelatin
und Azide (<0.1%)
CAL “ 1 Gefa gelb Gebrauchsfertig
5ml

Null-Kalibrator in Humanserum
und Azid (0,5%)

Kalibratoren E2 : N = 1 bis 6
(genaue Werte auf Gefa-
Etiketten) in Humanserum und
Azid (0,5%)

Gebrauchsfertig

1mi

| WASH | SOLN | CONG | 1 GefaB braun |70 mit dest. Wasser
10 mi (Magnetrihrer
\Waschlosung (TRIS-HCI) verwenden) verdiinnen.
m 2 GefaRe silber  [0.5 ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben

Kontrollen : N = 1 oder 2
in Humanserum und Thymol

Bemerkung : Benutzen Sie den Null-Kalibrator zur Probenverdiinnung.

VI

ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1.
2.

O N OAW

VIL.

VIII.

Dest. Wasser

Pipetten: 50 pl und 500 pl (Verwendung von Prézisionspipetten mit
Einwegpipettenspitzen wird empfohlen)

Vortexmixer

Magnetrihrer

Wasserbad (37°C)

5 ml automatische Spritze (Cornwall-Typ) zum Waschen

Absaugsystem (optional)

Jeder Gamma-Counter, der *°1 messen kann, kann verwendet werden.
Maximale Messeffizienz sollte gewahrleistet sein.

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Tracer: Ubertragen Sie quantitativ die Athanolldsung in den Tracer-Puffer
und mischen Sie.

Kontrollen: Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 0.5 ml dest. Wasser.
Waschlésung: Zur Vorbereitung eines angemessenen Volumens nutzbarer
Waschldsung, mischen Sie zu einem Volumen Waschlésung (70x) 69
Volumen distilliertes Wasser. Benutzen Sie einen Magnetrihrer.
Entsorgen Sie nach jedem Arbeitstag die tiberfliissige Waschlésung.

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen und Rekonstituieren sind alle Kitkomponenten bei 2 bis
8°C bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum haltbar.

XI.

=

Nach der Rekonstitution sind die Kontrollen bei 2-8°C 7 Tage stabil.
Aliquots mussen bei langerer Aufbewahrung bei —20°C eingefroren
werden, dann sind sie 3 Monate haltbar. Vermeiden Sie wiederholtes
Einfrieren und Auftauen.

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

Der Tracer ist bei Lagerung in der gut verschlossenen Originalflaschchen
bei 2 bis 8°C bis zum Verfallsdatum haltbar.

Verénderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen auf Instabilitat
bzw. Zerfall hindeuten.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serumproben miissen bei 2-8 °C aufbewahrt werden.

Falls der Test nicht innerhalb von 24 Std. durchgefiihrt wird, missen die
Porben bei —20°C aufgehoben werden.

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung

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

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

Prazisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhéhen die
Prazision. Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Erstellen Sie fiir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von friiheren Durchlaufen.

Durchfuhrung

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

Vortexen Sie Kalibratoren, Kontrollen und Proben kurz und geben Sie

50 pl von jedem in ihre Rohrchen.

Geben Sie 500 pl des 125lod markierten E2 in jedes Rd&hrchen,
einschlieBlich der unbeschichteten Réhrchen fiir die Gesamtaktivitét.
Schitteln Sie vorsichtig die Halterung mit den Réhrchen um Blasen zu
entfernen.

Inkubieren Sie 3 Stunden bei 37°C im Wasserbad.

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

Waschen Sie die Roéhrchen mit 3 ml Waschlésung (auRer
Gesamtaktivitdt) und saugen Sie ab. Vermeiden Sie Schaumbildung bei
Zugabe der Waschlésung.

Lassen Sie die Réhrchen 2 Minuten aufrecht stehen, und saugen Sie den
verbleibenden Flussigkeitstropfen ab.

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

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.
Berechnen Sie die gebundene Radioaktivitdt als Prozentsatz des am Null-
Kalibratorpunkt (0) bestimmten Wertes nach folgender Formel:
Verwenden Sie semi-logarithmisches oder doppelt-logarithmisches

Aktivitat (Kalibrator oderProbe)

Aktivitat (Null-Kalibrator)

Millimeterpapier (Uber 3 GroRenordnungen) drucken Sie die (B/B0(%))
Werte fiir jeden Kalibratorpunkt als Funktion der E2-Konzentration fir
jeden Kalibratorpunkt, schlieBen Sie offensichtliche ,,Ausreiler aus.
Computergestiitzte  Methoden konnen ebenfalls zur Erstellung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit
dem Computer durchgefihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit einer
,,4 Parameter“-Kurvenfunktion.

Bestimmen Sie die E2-Konzentrationen der Proben Uber Interpolation der
Probenwerte B/B0(%)) der Referenzkurve.

Bei jedem Assay muss der Prozentsatz des gesamten gebundenen Tracers
ohne unmarkiertes E2 (BO/T) gepruft werden.

B/BO (%) =



XII.

TYPISCHE WERTE

Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kénnen nicht als
Ersatz fur die Echtzeitkalibrationekurve verwendet werden.

WIEDERFINDUNGSTEST

E2-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Gesamtaktivitét 47330

Kalibrator 0 pg/ml 19724 100,0

18 pg/ml 17947 91,0

35 pg/ml 14990 76,0

152 pg/ml 10995 55,7

433 pg/ml 6012 30,5

1818 pg/ml 2439 12,4

3604 pg/ml 1630 8,3

X1,

A

B.

LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

Nachweisgrenze

Zweiundzwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz
anderer Kalibratoren gemessen.

Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabweichungen unterhalb des gemessenen Durchschnittswerts bei
Nullbindung, entsprach 6,4 pg/ml.

Spezifitat

Der Prozentsatz der Kreuzreaktion, der im Vergleich der Konzentration geschétzt

Probe Zugeg. E2 Theoretische Wiedergef. Wiedergefun
(pg/ml) E2 E2 den
(pg/ml) (pg/ml) (%)
0 NA 13 NA
10 23 18 78
50 63 52 83
200 213 178 84
500 513 565 110
1000 1013 947 93
2000 2013 2052 102
3000 3013 2912 97
0 NA 8 NA
10 18 23 128
50 58 58 99
200 208 201 97
500 508 509 100
1000 1008 934 93
2000 2008 1851 92
3000 3008 2807 93

wurde, welche eine 50%ige Inhibition ergibt, betragt respektive:

Substanz Kreuz-Reaktivitat
(%)
Ostron 1,0
Ostriol 0,6
Ethinyléstradiol 0,2
Progesteron <0,0002
Testosteron <0,001
Androstendion <0,001
DHEA-Sulphat <0,0002
Ostradiol-17-Glucuronide <0,2
Cortisol <0,001
Equilin <0,1
Ostradiol-17-Valerat <0,1
Norgestrel <0,0004
Androstendiol 0,001

Gemessene und theoretische Konzentrationen waren konsistent:
Proben 1: Y (gemessene) = 0,98X (theoretische) + 0,9, R? = 0,998
Proben 2: Y (gemessene) = 0,93X (theoretische) + 10,2, R? = 1,000

Umrechnungsfaktor:

Von ng/ml in nmol/L: x 3,68
Von nmol/L in ng/ml: x 0,272

Die Konzentrationen der Kalibratoren werden mit der ID-GC/MS-
Referenzmethode bestimmt.

Zeitverzogerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe

Es wird im folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
erhalten bleibt, wenn die Probe 40 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
in die beschichteten R6hrchen zugefligt wird.

ZEITABSTAND

Serum 0 10 20" 30" 40"
(pg/ml)
C1l 63 58 79 69 75
C2 217 229 274 235 237

C. Préazision

INTRA-ASSAY PRAZISION

INTER-ASSAY PRAZISION

Serum N <X>+SD Ccv Serum N <X>#*SD cv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 80+6,4 8,0 A 23 7911 13,9
B 20 141+£79 5,6 B 23 249 + 26 10,4
C 20 249+ 117 4,7
SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient
D. Genauigkeit )
VERDUNNUNGSTEST
Verdinnung Theoretische Wiedergefunden Gemessene
Konzent. (%) Konzent.
(pg/ml) (pg/ml)
171 1877,0 1877,0 100
12 938,5 801,4 85
1/4 469,3 412,7 88
1/8 234,6 180,8 77
1/16 117,3 96,7 82
1/32 58,7 58,7 100
1/64 29,3 25,5 87
1/128 14,7 15,4 105

Die Proben wurden mit Null Kalibrator verdiinnt.

Gemessene und theoretische Konzentrationen waren konsistent:
Y (gemessene) = 0,99X (theoretische) + 27,0, R® = 0,995

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

Entsprechen die Ist-Werte nicht den auf den Flaschchen angegebenen Soll-
Werten, konnen die Werte, ohne treffende Erklarung der Abweichungen,
nicht weiterverarbeitet werden.

Falls Extra-Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen eigenen
Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte.
Akzeptanzkriterien fir die Differenz zwischen den Resultaten der
Wiederholungstests anhand der Proben miissen auf Guter Laborpraxis
beruhen.




XV. ZU ERWARTENDER BEREICH

Diese Werte sind nur Richtwerte; jedes Labor

Normalwertbereich ermitteln.

muss seinen eigenen

Konzentrationsbereich Median Anzahl
(2,5 bis 97,5% (pg/ml) von
Perzentile) Personen
(pg/ml)

Gesunde Manner 15-47 27 59

Gesunde Frauen

. Follikelsphase 50 — 482 137 35
(Tag —10 bis -3)

. Préovulationsphase 66 — 488 176 33
(Tag-1 & 0)

. Lutealphase 51376 119 40
(Tag 3 bis 10)

. Postmenopausal 6-53 16 72

Schwangerschaft

. 1. Trimester 510 - 6300 20

. 2. Trimester 2400 - 18900 26

. 3. Trimester 11900 - 37100 20

XVI. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt *°1 (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende 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 speziell ausgewiesenen Bereich stattfinden. Ein Logbuch fiir Protokolle
und Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausriistung und die
Glasbehalter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden konnen,
mussen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radioisotopen zu verhindern.

Verschittete radioaktive Substanzen missen sofort den Sicherheitsbestimmungen
entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfélle mussen entsprechend den
lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fiir das Labor zustandigen Behorden
gelagert werden. Das Einhalten der Sicherheitsbestimmungen fir den Umgang
mit radioaktiven Substanzen gewahrleistet ausreichenden Schutz.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit europaischen und
in USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie waren negativ fir HBsAg, anti-
HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode kann jedoch vollkommene
Sicherheit liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht Hepatitis, AIDS oder
andere Infektionen dbertragen. Deshalb sollte der Umgang mit Reagenzien,
Serum oder Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den Sicherheitshestimmungen
erfolgen.

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

Vermeiden 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 AbfluR griindlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen oder wenden Sie Kosmetika nicht in Ihrem
Arbeitsbereich an. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund.  Tragen Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.
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XVI11.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

GESAMT- KALIBRA- PROBE(N)-
AKTIVITAT TOREN KONTROLLEN

(M) (ul) (D]
Kalibratoren (0 to 6) - 50 -
Proben, Kontrollen - - 50
Tracer 500 500 500
Inkubation 3 Std. bei 37°C im Wasserbad
Separation - absaugen
Waschldsung - 3,0ml
Separation - absaugen
Auswertung Messen der Réhrchen 60 Sekunden
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per ’uso

E2-RIA-CT

USO DEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro dell’estradiolo umano (E2) in siero.

. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

Nome commerciale: DIlAsource E2-RIA-CT Kit
Numero di catalogo: KIP0629: 96 test
Prodotto da: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Per informazioni tecniche o su come ordinare il prodotto contattare:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

INFORMAZIONI CLINICHE

Attivita biologica

Il 17 beta estradiolo (E2) € un ormone steroideo C-18 (peso molecolare di 272,4 Da) sintetizzato principalmente
dall’ovaio e dalla placenta e in piccole quantita dalla corteccia surrenalica e dai testicoli. L’estradiolo ¢ in equilibrio
con ’estrone che puo essere convertito in estradiolo dal fegato e dalla placenta.

Applicazioni cliniche

Come per il progesterone LH-FSH, la misurazione della concentrazione dell’estradiolo nel siero, nel fluido
peritoneale e nel fluido follicolare rappresenta uno strumento biochimico fondamentale nell’analisi della fertilita, di
neoplasie e patologie sessuali e a carico dell’asse ipotalamico/pituitario/gonadico, ad esempio:

Per rilevare la fase follicolare;

Per verificare 1’efficacia dell’induzione dell’ovulazione (con gli ultrasuoni) e il livello di E2 nel fluido follicolare
rende possibile il rilevamento dell’induzione dell’ovulazione normale o disfunzionale (la sindrome del follicolo vuoto
puo riflettere un’induzione dell’ovulazione disfuzionale),

Per diagnosticare la LUF syndrome (sindrome del follicolo luteinizzato e non rotto) (tramite valutazione dei livelli di
17 beta estradiolo e progesterone nel fluido peritoneale);

Per supportare la diagnosi di tumori al seno (estrogeni totali — attivita E1-E2 - e 17 beta-idrossisteroide deidrogenasi
sono significativamente piu elevati nei tessuti mammari maligni piuttosto che in quelli non maligni);

Attraverso i livelli LH-FSH ed E2 € possibile sospettare una sindrome di Stein-Leventhal;

Altre aree di analisi sono: adrenarca prematuro, ginecomastia e menopausa.



V.

PRINCIPIO DEL METODO

Una quantita definita di E2 marcata con ‘I compete con il E2 presente in
calibratore e campioni per un numero definito di siti di un anticorpo adsorbito
sulla superficie interna di provette di polistirene. Dopo un’incubazione protrattasi
per 3 ore 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 E2 nei campioni viene calcolata per
interpolazione sulla curva calibratore.

V. REATTIVI FORNITI
Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Provett.e sen5|b|I|_zzate 2x48 bruno Pronte per I’uso
con anticorpo anti E2
Trasfer imento
| Ag | =1 | CONC | 1 flacolne rosS0 | quantitativo della
1412r|1(18 soluzione di etanolo nel
Marcato: E2 marcato con | 4 tracer buffer
(grado HPLC), in soluzione di
etanolo
| TRACER | BUF | 1 flacone nero Pronte per I’uso
Tracer Buffer con gelatina bovina 53 ml
e sodio azida (<0,1%)
CAL n 1 flacone giallo Pronte per 1’'uso
. L 5ml
Calibratore zero in siero umano e
sodio azide (0,5%)
CAL - 6 flaconi giallo Pronte per ’uso
Calibratore 1-6 di E2, (le Lmi
concentrazioni esatte degli
calibratore sono riportate sulle
etichette dei flaconi), in siero
umano e sodio azide (0,5%)
| WASH | SOLN | CONC | 1 flacone bruno Diluire 70 x con acqua
10 ml distillata usando un
Tampone di lavaggio (TRIS-HCI) agitatore magnetico
| CONTROL | N | 2 flaconi argento | Aggiungere 0.5 ml di
Controlli: N= 102, in siero liofilizzati acqua distillata
umano e timolo

Note :

VI

Usare lo calibratore zero per diluire i campioni.

REATTIVI NON FORNITI

1l seguente materiale é richiesto per il dosaggio ma non é fornito nel Kit.

1.
2.

©® N0~ W

VIL.

VIIL

Acqua distillata.

Pipette per dispensare 50 pl e 500 ul (Si raccomanda di utilizzare
pipette accurate con puntale in plastica monouso).

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

Bagno in acqua a 37°C

Pipetta a ripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.

Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).

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

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Tracer : Trasferimento quantitativo della soluzione di etanolo nel tracer
buffer e mescolamento.

Controlli: Ricostituire i 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
(70x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea.
La soluzione 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.

=

XI.

Dopo recostituzione, controlli sono stabili 1 settimana a 2-8°C e, suddivisi
in aliquote a —20°C per 3 mesi. Evitare ripetuti cicli di congelamento-
scongelamento dei campioni.

La soluzione di lavoro del tampone di lavaggio deve essere preparata fresca
ogni volta e usata nello stesso giorno della preparazione.

Il marcato ¢ stabile fino alla data di scadenza riportata sull’etichetta, se
conservato a 2-8°C nel flacone originale ben tappato.

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

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Conservare i campioni di siero a 2-8°C.

Se non si desidera eseguire il dosaggio entro 24 ore dal prelievo, si
raccomanda di conservare i campioni a —20°C.

Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze generali

Non usare il kit o suoi componenti oltre la data di scadenza. Non
mescolare reattivi di lotti diversi. 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 precisione del dosaggio. Rispettare i tempi di
incubazione.

Allestire una curva di taratura per ogni seduta analitica, 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, controllo o campione. Numerare 2 provette non sensibilizzate
per la determinazione dell’attivita totale.

Agitare brevemente su vortex calibratore, campioni e controlli. Dispensare
50 pl di calibratore, controlli e campioni nelle rispettive provette.
Dispensare 500 ul di E2 marcato con I in tutte le provette, comprese
quelle per ’attivita totale.

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

Incubare 3 ore 37°C a bagnomaria.

Aspirare il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quelle per
Iattivita totale, facendo attenzione che il puntale dell’aspiratore raggiunga
il fondo delle provette e che aspiri tutto il 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 circa e
aspirare eventuali gocce di liquido residue.

Contare tutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

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

cpm (Calibratore, campioni o controlli) "

B/B0 (%) =
06) cpm (Zero Calibratore)

100

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 E2, tracciare la curva di taratura, scartare i
valori palesemente discordanti.

E possibile utilizzare un sistema di interpolazione dati automatizzato. Con
un sistema 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 E2.

Per ogni dosaggio determinare la capacita legante BO/T.



XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE

| sotto riportati sono forniti a titolo di esempio e non devono essere utilizzati per

TEST DI RECUPERO

calcolare le concentrazioni di E2 in campioni e controlli al posto della curva - - - -
calibratore esequita contemporaneamente. Campione E2 aggiunto E2 teorica E2 misurata Rec;;pero
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
E2-RIA-CT cpm B/Bo (%) ! 0 NA 13 A
10 23 18 78
— 50 63 52 83
Attivita totale 47330 200 213 178 84
: 500 513 565 110
Calibratore 0 pg/ml 19724 100,0 1000 1013 947 93
18 pg/ml 17947 91,0 2000 2013 2052 102
35 pg/ml 14990 76,0 3000 3013 2912 97
152 pg/ml 10995 55,7
433 pg/ml 6012 30,5 2 0 NA 8 NA
1818 pg/ml 2439 12,4 10 18 23 128
3604 pg/ml 1630 83 50 58 58 99
200 208 201 97
500 508 509 100
1000 1008 934 93
2000 2008 1851 92
XIIl. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO 3000 3008 2807 03

A. Sensibilita

Venti due a zero calibratori sono stati analizzati insieme a una serie di altri
calibratori.

La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con cpm
pari alla media meno 2 deviazioni calibratore di 20 replicati dello calibratore zero,
e risultata essere 6,4 pg/ml.

B. Specificita

Le percentuali di cross-reattivita stimata rispetto alla concentrazione in grado di
produrre un’inibizione al 50% sono rispettivamente:

Concentrazioni misurate e teoriche sono stati coerenti:
Campioni 1: Y (misurate) = 0,98X (teoriche) + 0,9, R? = 0,998
Campioni 2: Y (misurate) = 0,93X (teoriche) + 10,2, R* = 1,000

Fattore di conversione:
Da ng/ml a nmol/l: x 3,68
Da nmol/l ang/ml : x 0,272

Le concentrazioni dei calibratori sono definite con il metodo di riferimento
ID-GC/MS.

E. Tempo trascorso tra I’aggiunta dell’ultimo calibratore e il campione
Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio si mantiene accurato

anche quando un campione viene aggiunto nelle provette sensibilizzate 40
minuti dopo I’aggiunta del calibratore.

TEMPO TRASCORSO
Siero o 10 20 30" 40
(pg/ml)
c1 63 58 79 69 75
c2 217 229 274 235 237

Composto Cross-Reattivita
(%)
Estrone 1,0
Estriolo 0,6
Etinilestradiolo 0,2
Progesterone <0,0002
Testosterone <0,001
Androstenedione <0,001
DHEA sofato <0,0002
Estradiol-17-glucuronide <0,2
Cortisolo <0,001
Equilino <0,1
Estradiol 17 Valerato <01
Norgestrel <0,0004
Androstenedione 0,001
C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD cv Siero N <X>+SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 80+6,4 8,0 A 23 79+11 13,9
B 20 141+79 5,6 B 23 249 + 26 10,4
C 20 249 + 117 4,7
SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione
D. Accuratezza
TEST DI DILUIZIONE
Diluizione Concentrazione Concentrazione R
" : ecupero
teorica misurata %)
(pg/ml) (pg/ml)
11 1877,0 1877,0 100
12 938,5 801,4 85
1/4 469,3 412,7 88
1/8 234,6 180,8 77
1/16 117,3 96,7 82
1/32 58,7 58,7 100
1/64 29,3 25,5 87
1/128 14,7 15,4 105

| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.

Concentrazioni misurate e teoriche sono stati coerenti:
Y (misurate) = 0,99X (teoriche) + 27,0, R? = 0,995

XIV. CONTROLLO DI QUALITA INTERNO

- Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
all’interno dei limiti riportati sull’etichetta dei flaconi, non ¢ opportuno
utilizzare i 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.

- | criteri di accettazione delle differenze tra i risultati in duplicato dei
campioni devono basarsi sulla buona prassi di laboratorio.




XV. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

Questi valori sono puramente indicativi, ciascun laboratorio potra stabilire i
propri intervalli normali.

Intervallo di Mediana Numero
concentrazione (pg/ml) di
(2,5-97,5% soggetti
percentili)
(pg/ml)
Maschi normali 15-47 27 59
Femmine normali
. Fase follicolare 50 — 482 137 35
(giorno da—10 a-3)
. Fase preovulatoria 66 — 488 176 33
(giorno -1 & 0)
. Fase luteale 51-376 119 40
(giorno da 3 a 10)
. Postmenopausa 6-53 16 72
Gravidanza
. Primo trimestre 510 - 6300 20
. Secondo trimestre 2400 - 18900 26
. Terzo trimestre 11900 - 37100 20

XVI. PRECAUZIONI PER L’USO

Sicurezza

I kit ¢ solo per uso diagnostico in vitro.

Il kit contiene *°I (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) e v (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 o animali. Usare sempre guanti e camici da
laboratorio quando si manipola materiale radioattivo. Le 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 materiale 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
alle 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 radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
| reattivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o da FDA e si 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 o 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 casi di BSE. E’
comungue 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 reattivi facendo scorrere abbondante acqua negli scarichi. Nei
luoghi dove si usano sostanze radioattive non € consentito consumare cibi o
bevande, fumare o usare cosmetici. Non pipettare i reattivi con pipette a bocca.
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XVIII. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Attivita totale Calibratore Campioni
Controlli
pl pl pl
Calibratore (0 - 6) - 50 -
Campioni, controlli - - 50
diluiti 500 500 500
Marcato
Incubazione 3 ore a 37°C a bagnomaria
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro del 3ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Conteggio Contare le provette per 1 minuto

Numero di catalogo di DIAsource : P.I. numero : Revisione numero :
K1P0629 1700461/it 150324/1

Data di revisione: 2015-03-24
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Leer el protocolo completo antes de usar.

E2-RIA-CT

I.  INSTRUCCIONES DE USO

Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa in vitro de Estradiol humano (E2) en suero.

Il.  INFORMACION GENERAL

A.  Nombre: DIAsource E2-RIA-CT Kit

B. NOmero de Catédlogo: KIP0629: 96 tests

C. Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Para cuestiones técnicas y informacion sobre pedidos contactar :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

111. INFORMACION CLINICA

A.  Actividad biol6gica

17-beta-estradiol (E2) es una hormona esteroide C-18 (peso molecular 272.4 Da) producida principalmente
por los ovarios y la placenta y en pequefias cantidades por las suprarrenales y los testiculos. El estradiol esta

en equilibrio con la estrona, que puede convertirse en estriol en el higado y la placenta.

B.  Aplicaciones clinicas

Tal como para HL-FSH-progesterona, la medicién de la concentracion de estradiol sérico, en liquido
peritoneal y liquido folicular es una herramienta bioquimica esencial para la investigacion de la fertilidad,
enfermedades por tumores, enfermedades sexuales y desordenes hipotalamico/pituitaria/eje gonadales, por

ejemplo:
Para detectar la fase folicular;

Para comprobar cuén efectiva es la induccidén de la ovulacion (con ultrasonido) y el nivel de E2 en liquido
folicular hace posible detectar induccién de ovulacion normal o disfuncional. (El sindrome de foliculo vacio

puede reflejar una induccion disfuncional de la ovulacién);

Para diagnosticar sindrome de foliculo luteinizado sin ruptura (LUF) (estimando los niveles de 17 -estradiol

y progesterona en el liquido peritoneal);

Para asistir al diagndstico de tumores de mama (estrogenos totales - E1-E2 - y actividad de 17 beta-
hidroxiesteroide deshidrogenasa estan significativamente aumentados en tejido mamario maligno en

comparacion con el no maligno);
Con niveles HL-HEF y E2, es posible sospechar la presencia de un sindrome de Stein Cohen-Leventhal;
Otras areas de investigacion son: adrenarquia prematura, ginecomastia y periodo menopausico.



V.

Una cantidad fija de esteroide marcada con
presente en la muestra 6 en el calibrador, por los puntos de unién del anticuerpo

PRINCIPIOS DEL METODO

1" compite con el esteroide a medir,

inmovilizado en las paredes de un tubo de poliestireno. No se necesita ni
extraccion ni cromatografia debido a la alta especificidad de los anticuerpos que
recubren Después de 3 horas de incubacion a 37°C en bafio de agua, una
aspiracion termina con la reaccién de competicion. Los tubos se lavan con 3 ml
de Solucién de lavado y se aspiran otra vez. Se dibuja la curva de calibracion y
las concentraciones de E2 de las muestras se determinan por interpolacion de la
dosis en la curva de calibracion

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS
Reactivos Kit 96 test | Cddigo Reconstitucion
de
Color
Tubos recubiertos con 2x48 marrén | Listo para uso
anti E2
| Ag | 125 | CONC | 1 vial rojo Transfiera
1ml cuantitativamente la
142 kBq solucion de etanol al
TRAZADOR: E2 marcado con I'® tampon trazador
(grado HPLC) en solucién de etanol
| TRACER | BUF | 1 vial negro | Listo para uso
53 ml
Tampén trazador con gelatina
bovina y azida (<0.1%)
CAL “ 1 vial amarillo | Listo para uso
5ml
Calibrador cero en suero humano y
azida (0.5%)
CAL 6 viales amarillo | Listo para uso
1ml
Calibradores E2-N=1al 6
(mirar los valores exactos en las
etiquetas) en suero humano y azida
(0.5%)
1 vial marrén | Diluir 70 x con agua
| WASH | SOLN ‘ CONC I 10 ml destilada (utilizar
agitador magnético)
Solucién de lavado ( TRIS-HCI)
| CONTROL | N | 2 viales plateado | Afiadir 0.5 ml de
liofilizados agua destilada
Controles-N=102
en suero humano y thymol

Nota: Para diluciones de muestras utilizar calibrador cero.

VLI

MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

1.
2.

O N OAW

VIL.

Agua destilada

Pipetas de 50pl y 500ul (Se recomienda el uso de pipetas precisas con
puntas desechables de plastico)

Vortex

Agitador magnético

Bafio de agua a 37°C

Jeringa automatica 5 ml (tipo Cornwall) para el lavado

Sistema de aspiracion (opcional)

Contador de radiaciones gamma para medir I'®® ( minima eficiencia 70%)

PREPARACION REACTIVOS

Trazador : Transfiera cuantitativamente la solucién de etanol al tampén
trazador y mezcle.

Controles: Reconstituir los controles con 0.5 ml de agua destilada.

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

VIIIL

XI.

N

ALMACENAJE Y CADUCIDADES DE LOS REACTIVOS

Antes de abrir 6 reconstituir todos los 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 reconstitucion los calibradores y controles son estables
durante una semana a 2-8°C. Para periodos mas largos, alicuotar y guardar
a—20°C. Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

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

El trazador es estable hasta la fecha de caducidad, si se guarda en el vial
original cerrado a 2-8°C.

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

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras de suero deben ser guardadas a 2-8°C.
Si el ensayo no se realiza en 24 hrs., almacenar las muestras a —20°.
Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

PROTOCOLO

Notas de manejo

No utilizar el kit 6 componentes después de la fecha de caducidad. No
mezclar reactivos de diferente nimero 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 el fin de evitar contaminacion utilizar puntas
de pipetas desechables y limpias para la adicion de cada reactivo y
muestra.

El uso de pipetas de precisién 6 equipamiento de dispensacion automatica
mejorara la precision. Respetar los tiempos de incubacion.

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 estandares,
muestras y controles. Para la determinacion de las Cuentas Totales, marcar 2
tubos normales.
Agitar brevemente los calibradores, muestras y controles y dispensar 50 nl
de cada uno en sus respectivos tubos.
Dispensar 500 pl de E2 marcado con I en cada tubo, incluyendo los tubos
no recubiertos a las Cuentas Totales.
Agitar suavemente la gradilla de tubos para soltar cualquier burbuja cautiva
en las paredes de los tubos.
Incubar durante 3 horas a 37°C en bafio de agua.
Aspirar el contenido de cada tubo (excepto los de Cuentas Totales).
Asegurarse que la punta de la pipeta de aspiracion toca el fondo del tubo
con el fin de aspirar todo el liquido.
Lavar los tubos con 3 ml de Solucion de lavado de trabajo (excepto los de
Cuentas Totales) y aspirar. Evitar la formacién de espuma durante la adicion
de la Solucién de lavado
Dejar los tubos en posicion inversa durante 2 minutos y aspirar el 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 porcentaje de la unién con
respecto al calibrador cero (0) de acuerdo con la siguiente férmula:

Cuentas (Calibrador 6 muestra)
Cuentas( Calibrador Cero)
Utilizando papel 3 ciclo semilogaritmico 6 logit-log, representar los valores
de (B/B0%) de cada calibrador frente a las concentraciones del E2 de cada

calibrador, rechazando los extremos claros.

Métodos computarizados de computacion de resultados pueden ser
utilizados para la construccion de la curva de calibracion. Si se utiliza un
sistema automatico de célculo de resultados, se recomienda usar la
representacion grafica “ 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 E2 no marcado
(BO/T) debe ser calculado en cada ensayo.

B/BO (%) = X100




XIl.  EJEMPLO DE RESULTADOS )
TEST DE RECUPERACION

Los datos mostrados a continuacion sirven como ejemplo y nunca deberan ser
usados como una calibracion real. Muestra _E2 E2 E2 Recuperado
afiadido Tedbrica Medida (%)
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
E2-RIA-CT cpm B/Bo (%)
1 0 NA 13 NA
10 23 18 78
Cuentas Totales 47330 50 63 52 83
Calibrador 0 pg/ml 19724 100,0 ggg éig égg 1%
18 pg/ml 17947 91,0 1000 1013 047 93
35 pg/ml 14990 760 2000 2013 2052 102
152 pg/ml 10995 557 3000 3013 2012 97
433 pg/ml 6012 30,5
1818 pg/ml 2439 12,4 ’ 0
NA 8 NA
3604 pg/ml 1630 83 10 18 23 128
50 58 58 99
200 208 201 97
500 508 509 100
XIIl. REALIZACIONY LIMITACIONES 1000 1008 934 93
2000 2008 1851 92
A Limite de deteccion 3000 3008 2807 %

Veinte dos calibradores cero fueron medidos en una curva con otros calibradores.
El limite de deteccion, definido como la concentracién aparente resultante de dos
desviaciones estandares debajo de la media de enlace del calibrador cero, fue de
6,4 pg/ml.

Concentraciones medidas y tedricos fueron consistentes:
Muestras 1: Y (medidas) = 0,98X (tedricos) + 0,9, R? = 0,998
Muestras 2: Y (medidas) = 0,93X (tedricos) + 10,2, R* = 1.000

B. Especificidad

El porcentaje de reaccion cruzada estimada en relacién a la concentracion
que produce 50% de inhibicion es respectivamente:

Factor de conversion:
De ng/ml a nmol/L :
De nmol/L a ng/ml :

X 3,68
x 0,272

Las concentraciones de los calibradores se determinan con el método de

Componente Reaccion-cruzada (%)
Estrona 1,0
Estriol 0,6
Etinilestradiol 0,2
Progesterona <0,0002
Testosterona <0,001
Androstenediona <0,001
DHEA-sulfato <0,0002
Estradiol-17-glucuronida <0,2
Cortisol <0,001
Equilin <0,1
Estradiol-17-Valerate <0,1
Norgestrel <0,0004
Androstendiol 0,001

referencia ID-GC/MS.

E. Tiempo de espera entre la dispensacion del Ultimo calibrador y la de

la muestra

Como se muestra a continuacion la precision del ensayo se mantiene incluso en el
caso de dispensar la muestra 40 minutos después de haberse adicionado el

calibrador a los tubos cubiertos.

TIEMPO DE ESPERA

C. Precision

INTRA-ASSAY PRECISION

INTER-ASSAY PRECISION

Suero N <X>*SD CcVv Suero N <X>+SD Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 80+6,4 8,0 A 23 79+11 13,9
B 20 141+£79 5,6 B 23 249 + 26 10,4
C 20 249 £ 117 4,7
SD : Desviacion Estandar; CV: Coeficiente de Variacion
D.  Exactitud i
TEST DILUCION
Dilucion Concent. Concent. Recuperado
Teodrica Medida (%)
(pg/ml) (pg/ml)
11 1877,0 1877,0 100
12 938,5 801,4 85
1/4 469,3 412,7 88
1/8 234,6 180,8 7
1/16 117,3 96,7 82
1/32 58,7 58,7 100
1/64 29,3 255 87
1/128 14,7 15,4 105

Las muestras fueron diluidas con el Calibrador cero.

Concentraciones medidas y tedricos fueron consistentes:

Y (medidas) = 0,99X (teéricos) + 27,0, R* = 0,995

Suero 0 10 20" 30" 40'
(pg/ml)
C1l 63 58 79 69 75
C2 217 229 274 235 237
XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

- Si los resultados obtenidos para el Control 1 y/6 Control 2 no estan dentro
del rango especificado en la etiqueta del vial, los 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, lo cuales se guardan en alicuotas congeladas.

- Los criterios de aceptacion de la diferencia entre los resultados in duplo de
las muestras se apoyan en las practicas de laboratorio corrientes.




XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

Estos valores solamente sirven de pauta; cada laboratorio tiene que establecer sus
propios valores normales.

Rango de Concentracion NUmero
concentracion (2.5 a promedio de sujetos
97.5% percentiles) (pg/ml)
(pg/ml)
Hombres Normales 15 - 47 27 59
Mujeres Normales
. Fase folicular 50 — 482 137 35
(dia-10a3)
. Fase pre ovulatoria 66 — 488 176 33
(dia-1 &0)
. Fase lutea 51 - 376 119 40
(dia3a10)
. Post menopéausica 6-53 16 72
Embarazo
. Primer trimestre 510 - 6300 20
. Segundo trimestre 2400 - 18900 26
. Tercer trimestre 11900 - 37100 20

XVI. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Seguridad

Para uso solo en diagndstico in vitro.

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

Este producto radiactivo solo puede ser manejado y utilizado por personas
autorizadas; la compra, almacenaje, uso y cambio de productos radiactivos estan
sujetos a la legislacion del pais del usuario. En ningln caso el producto debera ser
suministrado a humanos y animales.

Todo el manejo de producto radiactivo se hara en un area 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 deberd de descontaminarse para evitar la
contaminacién con otros isétopos.

Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de acuerdo
con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios radiactivos deberan ser
almacenados de acuerdo con las regulaciones y normativas vigentes de la
legislacion a la cual pertenezca el laboratorio. El ajustarse 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 ningin método que asegure que los derivados de la
sangre humana no transmitan hepatitis, SIDA u otras infecciones. Por lo 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 considerados como potencialmente infecciosos.

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

No fumar, beber, comer ¢ utilizar cosméticos en el area de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes.
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XVIII. RESUMEN DEL PROTOCOLO
CUENTAS CALIBRADORES MUESTRA(S)
TOTALES (n) CONTROL(S)
(ub) M)
Calibradores (0 al 6) - 50 -
Muestras, controles - - 50
Trazador 500 500 500
Incubacion 3 horas a 37°C en bafio de agua
Separacion - aspirar
Solucién de lavado de 3,0ml
trabajo
Separacion aspirar cuidadosamente
Contaje Contar los tubos durante 60 segundos
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Awpdaote 0AOKANPO TO TPOTOKOALO TPV ATO TN YP1 oM.

E2-RIA-CT

XPHXH I'lA THN OIIOIA ITPOOPIZETAI

Pod100voG0ompocdlopiopdg yio Ty in vitro Tocotiky HETpnon ¢ avlpamivng ototpadioing (E2) oe

opo.

T'ENIKEXY INHPO®POPIEX
Epmopucn ovopacia:  Kit E2-RIA-CT g DIAsource
ApOpog xkotoroyov: KIP0629: 96 npocdiopiopoi

Kataokevaleror amo Tqv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

INa teyvikn Pondsia | TANpo@opicg 6YETIKA PE TAPAYYELIES ETIKOIVAOVI|GTE OTA:
Tni.: +32 (0)10 84.99.11 Dag: +32 (0)10 84.99.91

KAINIKO YIIOBAOPO

Buoroywki] dpaon

H 17-B-owotpadiodn (E2) eivar o C-18 otepoetdng opudvn (noplokd Bépoc 272.4 Da), ) onolo mapdyeton
Kupilmg amd TG woBNKEG Kot TOV TAAKOVVTA KOl € UIKPES TOGOTNTEG OO T EMVEPPidiaL kot Tovg Opyels. H
010TpadIOA givan og woppomia e TNV 016TPOVN, N omola pmopel va petatpanel oe 016TPLOAN 0o TO NP
KOl TOV TAOKOUVTOL.

Klvikéc epappoyéc

‘Onwg wydet kot yro. tnv LH-FSH-tpoyeostepdvn, n pétpnon mg cuyKEVIpmong TG 010TPadIoAng 6Tov 0po,
TO TEPITOVOIKO VYPO Kol TO ®OOVLAAKIKO VYPO omoteAel éva onuovtikd Poynuicd epyaieio yio
diepedvnon G yovipotntag, Oykov Kot ogfovolkdv  voowov kot dlatapoydv  tov  GEova
VIOOGAAUOC/ VTOPVOT/YOVAIES, Y10l TUPAOELYLLOL:

INa aviyvevon g eaong wobviaxioppnéios.

T éleyyo g amotelecpATIKOTNTOS TG EMAY®YNG TNG woppn&lag (pe vtépnyo) kot o eninedo g E2 oto
®0OVAOKIKO VYPO KAVEL SLVOTA TNV AVIXVELOT TNG PLGLOAOYIKNG 1 SLVGAELTOVPYIKNG EMAY®YNG woppn&iog
(to oHvdpopo tov Kevoy wobvrakiov propel va VTTOINADVEL SUGAELITOVPYIKY EXOYOYN ®OPPNEIRS).

T dibyvwon tov cuvdpdpov Tov wypvomotmpévov dvev piéems mobviakiov (LUF) (ne tov vmoroyiond
TV emmES@V TG 17 B-016TpadioAng Kot TG TPOYESTEPOVIG GTO TEPLTOVAIKO VYPO).

Q¢ Bondnua o d1dyveoon 6yKmv Tov Hactod (Ta ohkd oetpoydve - EL-E2 - ko n dpactucdmra g 17 B-
VOPo&LEGTEPOEIBONG deDOPOYOVACNS Eival KATA TOAD VYNAITEPO GE 1GTOVG TOV HOGTOV e KakonOgw omd
071 6 16T00G Y®PIig Kakoneta).

Me ta enineda tov LH-FSH kot E2, eivor dvvotdv va vroyiootei koveig to oovdpopo Stein Cohen-
Leventhal.

Ao edia Stepevvnong eivar: Tpd@pN adpeEVaPYN, YOVOIKOUOGTIO KOt TEPI0SG0G EUUNVOTAVONC.



V.

BAXIKEY APXEXY THX MEOOAOY

Mia otafepli mocdTTa oTEPostdoic onpacuévon pe I aviayoviletar pe o
otepoeldég mov Ba petpndei, To omoio vrapyel oto deiypa | 6To Pabpovount,
ywo. otofepn mocoTNTO BECEMV OVTICOUAT®V TTOV €ivol OKIVNTOTOUWHEVO GTO

Tolyopo  €v0g GOAVEPIOL  TOAVGTLPEVIOV.

Aev  amotteitor  ekydhon M

APOUOTOYPaQic AOY® TG VYNANIG E0IKOTNTOS TOV ETCTPOUEVAV OVTICOUATMV.
Metd omd endoon ddpkewas 3 opdv otovg 37° C, n avtidpaon avioy@viopov
teppatiCetan pe éva Prpa avoppoenons. Ta coinvipia kKotoémy TAévovton pe 3
ml dreAdpatog TAdong kot avappo@ovvtatl. [apiotdverol ypopikd pio Kopmdin
Bobpovoumong kot mpocdropiloviar ot cuykevipdoelg g E2 tov derypdrov pe
AVOY®OYN GUYKEVIPOCEW®V OO TNV KAUTOAN Pabpovopunong.

V. IIAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA
AvtidpooTipra Kt 96 Xpopa- AvacioToon
TPOGIL0 TIKOG
propav KOIKOG
ZoOMVApLO ETGTPOUEVEL 2x48 KaQE "Etopo yw yprion
pe avtt E2
1 KOKKLVO Mocotikn petopopd
125
| A | : | CONC | Qroido ToV SV NOTOG
1ml afovoing oto
IXNHOETHE: E2 onpacuévn pe | 142 kBq PLOULGTIKO SdAvpa TOL
2PIwdivy  (tbmov  HPLC) oe yvnoém
StAvpa abavorng
| TRACER | BUF | 1 navpo | "Etowpo yia xpfion
PLIAidI0
PuBpiotikd  Siddvpa yvnbém pe 53 ml
Boera Cerativn ko alido (<0,1%)
1 Kitpwvo "Etowo yio ypnon
- i Qroido
Mndevikdég  Pabpovountig  oe 5ml
avOpdmvo opd kot alidwo (0,5%)
6 Kitpwvo "Etowpo yw xpnon
- i QLoAidio
Babpovountég E2 N = 1 éwg 6 1ml
(deite T akpPelc Tpég oTig
eTikéteg  Tov  QuAwdiov)  oe
avOpdmvo opd ko alidwo (0,5%)
1 Kopé Apordote 70 X pe
| WASH | SOLN ‘ CONC ‘ Qroido OmESTAYUEVO VEPD
10 ml (XpnoyLomomote
Awdhopa tivong (TRIS-HCI) LOYVNTIKO aVOSELTAPQ).
2 aonpui MpocOéote 0.5 ml
| CONTROL | N | QLIAidLOL OTECTAYIEVOD VEPOD
Avogiro-
Opoi eréyyov-N=112 Tom-
og avOpdmvo opod Kot Bupoin Hévo

Inpe

VL.

ioon: Xpnoylomoleite To uNdevikd BabLovounTi yio apoidcelg
detypdtov.

ANAAQXIMA I10Y AEN IIAPEXONTAI

Ta akdrovBo VAKE amaitovvTol oALd dev TAPEYOVTAL GTO KIT:

N =

® N OAW

VIL.

Ameotaypévo vepo

IMéteg yuo Swavopr: 50 pl ko 500 pl (ovvictdrtor n xpron muetdv
axpiPeiog pe avoAOGLLa TAACTIKA pOYYN)

Avapeikmg otpopfiiicpon

Mayvntikdg avadevtpag

Ydatérovtpo ctovg 37° C

Avtdpotn ovpryya tov 5 ml (tomov Cornwall) yio mivon

ZHoTpa ovappoPnong (TPOatpeTIKd)

Mmopet va ypnoylomomnbel omotocdnmote peTpnmg ¥ axtvoPforiog pe
duvaromta pétpnong e 21 (Aot anddoon 70%).

IIAPAYXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

IyvBémg: Metagépete mocoTikd 0 dtdAvpo abovoing oto puOIeTIKG
Stdhopo Tov YyynBé Kot avapeiEte.

Opoi gréyyov: Avacvotiote toug opovg eléyyov pe 0.5 ml ameotaypévov
VEPOL.

Awdlopa mhoong epyaciog: Ilpostolpdote emapkr] Oyko SoAdUOTOG
mong epyaciog pe Tpoohnkn 69 Oykmv amectaypévov vepov oe 1 dyko
Sravpoatog Tvong (70x). Xpnowomomote pHayvnTikd avodentnpa yio T
opoygvomoinon. Amoppiyte TO un  YPNOLUOTOMUEVO StdAvpe TAVONG
epyaoiog 6to TEAOG TG NUEPOGC.

VIIL.

=

XL

N =

DPYAAEH KAl HUEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

IIpwv amd 10 Gvorypa 1 TNV avVAGOCTOOY, OAC TG GUCTOTIKG TOL KIT
mopapévouy otabepd Ewg v mpepopnvio ANEng, m omoia avaypdeetat
otV gTikéta, epocoV dratnpodvtar oe Heppokpacio 2 £mg 8° C.

Metd TV avacvoTact, ol 0poi EAEYXOL Topapévouy otabepoi yio pio
efdopdda oe Oeppokpacio 2 €wg 8° C. T peyolvtepeg meptodovg
@VhaéNg, mpémet va oxnpatilovrol KAAopata/d06ELS Hag ¥pnong Kot vo
Swatnpovvral otovg —20° C yo 3 pveg 10 pPéYIoTO. ATOQEVYETE TN
Sradoy KT KaTAywvEn Kot amoyven.

Dpéoko, mopackevocuévo StdAivpa TAdong epyoaciog o mpémer vo
xpNopomoteitol Ty idto nuépa.

O yvnbémg mapapével otabepdc wg v muepounvie ANéng, £pdcov
Swatnpeiton 6o apyikod, epUNTIKG KAEWGTO QLaAido og Oeppokpacia 2 £mg
8°C.

Toxov peTaforéG TG PUOIKNG EUPAVIONG TV OVTIOPACTNPIOV TOV KIT
£voEyetol va VTOdNAGVOLY a6TdOE 1) aAAOI®ON).

2YAAOI'H KAI IPOETOIMAXIA AEITMATQN

Ta deiypato opovd Tpémel va puAdocoviat o€ Oeppokpacio 2-8° C.

Edv n e&étaon dev mpaypotorombel eviog 24 mpdv, cuviotdror 1 OANEN
€ KAMIoPoTo/d0GELg pag ypnong otovg -20° C.

Amopevyete T Stadoy KN KaTdyvEn Kot amdyuén.

ATAAIKAXIA

LN HELDOCELS GYETIKA PE TO YEPLONO

Mn XPNOWOTOIEITE TO KIT 1) TOL CLCTUTIKA UETA TNV Nuepopnvio AEnG.
Mnv avopetyviete VAKG and dtapopetikés moptideg kit. Pépete Ol Ta
avtidpactipla o€ Beppokpacio dwpatiov Tpv amd T xpnon.

Avapeiéte KoAd Ola To avVTIOPOOTAPLO KOU TO SEiypoTo HE OmoAn
avakivnon N avadevon.

Xpnowonoteite éva kabopd avarldopo phyyxog TUTETASG Yo TNV TPOGHNKN
KGOe  S0POPETIKOD  aVTIOPOCTNPIOV KoL  OEYHOTOG TPOKEWEVOL Vo
OTOPVYETE TNV EMUOALVO).

H oaxpifeion Pertidvetor pe ypion mwmetd@v vynAng oxpifeag M
avTopatomomuévoy  eEomAopol  davopng pe mmétec. Tmpeite tovg
APOVOLG EMDACTC.

Ipogtodote o KopumdoAn Pabpovounong yw kabe ovaivon kot pn
xpNoponoteite dedopéva amd TPONyoOUEVES UVOAVGELS.

Awdikacio
ENUAVETE ETOTPOUEVE GOANVAPLY €1G JITAOVV Yo kGOe Pabpovountn, 0(2)(')
eléyyov Kot detypa. o TOV TPOGSopiopd TV PETPNIGEMV TOL 1vnoét 125
("total"), onudvete 2 Kowvd ([N ETOTPOUEVA) COANVEAPLOL.
Avopeiéte yoo Ayo (ue  ovopeiktn  otpofihicpod  TOmOL - vortex)
BoBpovountéc, opolg eléyxov kar defypato kon Swaveipere 50 pl omd
£K0OTO G OVTIOTOLY0 COANVAPLOL.
Awveipete 500 pl E2 onuoopévng pe I oe kdbe coinvipio,
GUUTEPLAUPAVOVTAG TO [N EMGTPOUEVO GOANVAPLY TOL OPOPODV TIG
uetpricelg Tov yvndém 21 (“total™) .
Avoaxwnote anold pe o xEpt ™ Pdon ompiEng Tov coinvapiov yio vo
AmeAEVOEPDCETE TVYOV TAYOEVUEVES PUCAAMIES QEPQL.
Enodote yio 3 dpeg otovg 37° C og Aovtpd vepov.
Avappogrote (1] petayyiote) To meplexopevo ke coAnvapiov (ue
sEaipson exeiva OV aYopolY TIC peTpricslg Tov vndém 21 [“total"]).
Bepawwbeite 611 10 MAooTIKG pOyY0G TOV OvappoenT POEVEL GTOV TLOUEVOL
TOV EMOTPOUEVOL GOANVOpiov Tpokelévoy vo, apatpebei OAN 1 TocoTNTO
TOV VYPOV.
[MAovete o coknvapio, pe 3 ml droddpartog mvong epyaciog (ne eEaipeon
gkeive mov agopodv Tig petphoelg tov vndém Pl [total']) xa
avapponote (| petoyyiote). AmoQUYETE TO GYNUATIOUO 0PPOD KaTd T
duapketa TG TPoohikng Tov SteddpoTog TAoNG epyaciog.
Agnote 10 coAnvape vo otaBodv ce Opbua Béon Yoo dVvo Aemtd Ko
avoppPOPNGTE TN GTOYGVEL VYPOD TOL UTOUEVEL.
Metpriote To GOANVAPLO 6€ HETPNTN ¥ akTvoPfoliog ya 60 devtepdrenta.

YIIOAOT'IEMOZX TN AIIOTEAEXMATQN

Ymoloyiote T péon Ty TOV SITAGV TPOGIOPIGUADV.

Ymoloyiote T Seopevpévn padilevépyeld MG TOGOGTO TG SEGUEVGNG TOV
npocdiopiletar oto onueio undevikov Pabpovount (0) cvpeova pe tov
ako6Aiovo Tomo:

B/ BO(%) = Kpovoeig (BBub povorngn deiypa)

Kpovoeg (MMndevikBod povountg)

x100

Me ypnon nuroyoapfpkod yaptiod YPUENUATOS 1| XOPTIOD YPOPNLLOTOS
logit-log 3 xOxAwv, mapoactote ypopwd tig Tég (B/BO(%)) yur xdbe



XII.

onueto Pobpovopnt) g cvvaptnon g cvykévipoonsg mg E2 yu kabe
onueio fabpovount. ATopplyte TIg ELPAVEIS UN ATOSEKTES TUYLEC.

To mv kotaokevy g KapumoAng Pabuovouncng eivor dvvotd va
yxpnoponomBovv emiong pébodot pe ™ Porbeta nhekTpovikoh VTOAOYIGTY.
Edav ypnowonoteiton avtdporn enelepyacio anotelespdtov, cuvietdrtol
TPOGOPUOYN KOUTVANG AOYIGTIKNG GUVAPTNONG 4 TOPOUETPOV.

Me avayoyq tov tipdv tov deypdtav (B/BO (%)), mpocdopiote tig
ovykevipaacelg E2 tov detypdtov and v kapmdin Babuovounonc.

T k6Be Tpocdiopiopd, mpémel v EAEYYETAL TO TOGOGTO TOL GLVOALKOD
tvnBétn mov deopevetan ev T amovoia pun onpacpévng E2 (BO/T).

TYIIIKA AEAOMENA

Ta akéiovBa dedopéva mpoopilovial HOVO WG TAPASEYHO KOl OV TPEMEL VoL
YPNOOTOLOVVTOL TOTE VTl TG KOUTOANG Pafpovounong mpaypratikod xpovov.

E2-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Kpobogic tov yryndém 21 (“total") 47330
Babpovountg 0 pg/ml 19724 100,0
18 pg/ml 17947 91,0
35 pg/ml 14990 76,0
152 pg/ml 10995 55,7
433 pg/ml 6012 30,5
1818 pg/ml 2439 12,4
3604 pg/ml 1630 8,3
X1, AIIOAOZH KAI IIEPIOPIXMOI
A ‘Opro aviyvevong

B.

MetpnOnkav Eikoot 800 Poabpovountés pali pe éva odvoro GAA@V
Babpovountmv.

To Opo aviyvevong, opwloHEVO MG 1 QOLVOUEVIKY GLYKEVIp®GN 800
TUTKOV  OTOKAMOEDV KATO® amd TG pEcES METPNOES O UNdevikn
déopevon, frov 6,4 pg/ml.

Ewwomra

To 1060010 SracTavpoduevng avtidpacng, mov vroloyiletar pe cOyKpon g
GLYKEVTPOONS Tov amodidet avaotol] 50%, givor avtictoyya:

A. OpBétTa
AOKIMAXIA APAIQXHY
Apaioen OcopnTikn Metpovpevn AvoktnOsica
oVYKEVTPpOON GUYKEVTPpOON (%)
(pg/ml) (pg/ml)
11 1877,0 1877,0 100
1/2 938,5 801,4 85
1/4 469,3 4127 88
1/8 234,6 180,8 77
1/16 117,3 96,7 82
1/32 58,7 58,7 100
1/64 29,3 25,5 87
1/128 14,7 15,4 105
Metpnpévn Kot Be@pnTKéG GUYKEVTPOGELS NTAV GLUVETNG:
Y (Hetpnuévn) = 0,99X (Bsmpntiéc) + 27,0, R? = 0,995
Ta detypoato apoiddnkay pe 1o undeviko Pabpovount.
AOKIMAZIA ANAKTHZHX
Agiypa Ipoctedeica OcopnTikn Metpodpevn AvoktnOsica
E2 E2 E2 (%)
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
1 0 NA 13 NA
10 23 18 78
50 63 52 83
200 213 178 84
500 513 565 110
1000 1013 947 93
2000 2013 2052 102
3000 3013 2912 97
2 0 NA 8 NA
10 18 23 128
50 58 58 99
200 208 201 97
500 508 509 100
1000 1008 934 93
2000 2008 1851 92
3000 3008 2807 93

Metpnpévn Kot Oe@pnTIKEG GUYKEVTPOGEL NTAV CLUVETNG:
Asiypato 1:Y (petpnuévn) = 0,98X (Bewpntikéc) + 0,9, R? = 0,998
Asiypato 2:Y (Hetpnuévn) = 0,93X (Beopntikéc) + 10,2, R?* = 1,000

ZUVTEAEGTIG UETOTPOTNG:
Amn6 ng/ml o nmol/l:
Az nmol/l e ng/ml:

x 3,68
x 0,272

Ov ovykevipaoelg tov Pabpovopntdv mpocdopilovrar pe ™ péBodo

avagopdg ID-GC/MS.

E. Mecodwdotnue petald Tng owovopng teievtaiov Pabpovopnty ko

deiyparog

Onwg @oivetor ot CLVEYEW, TO OTOTEAEGUATO TOV TPOGOLOPIGHOV
mopapévouv agomota okopo Kot otav Swavépeton éva detypa 40 Aemtd
UETA TNV TPOGONKT TOL PaOLOVOUNTH GTO ETCTPOUEVO COANVAPLOL.

"Evoon Awotovpodpevn avtidpaocn
(%)
Owotpovn 1,0
Ototptodn 0,6
Awvvorototpadioin 0,2
[poyeotepdvn <0,0002
TeoT00TEPOVN <0,001
AvdpooTevodiovn <0,001
DHEA-fcukd <0,0002
17-yAvukovpovidikn o16Tpadiorn <0,2
Koptlloin <0,001
Equilin <0,1
17-Borepraviki 016TPadIOAN <0,1
Nopyeotpéin <0,0004
AvdpooTevaioan 0,001
T. Axpipewo
AKPIBEIA I'TA TON IAIO AKPIBEIA METAEY
[MPOXAIOPIZMO ATAOOPETIKQN
TTPOZAIOPIZEMON
Opog N <X>=T.A. LA, Opog N <X>=T.A. Z.A.
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 80+6,4 8,0 A 23 79+11 13,9
B 20 14179 5,6 B 23 249 + 26 10,4
C 20 | 249+117 4,7

T.A.:

Tomkn andihion, Z.A.: Zovieheotng SloKOHOvVeNg

MEZOAIAXTHMA
Opég 0 10' 20" 30" 40"
(pg/ml)
c1 63 58 79 69 75
c2 217 229 274 235 237
XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOY EAETrXox

Edav ta amoteléopata mov Aappdavovrot yi Tov opd gréyyov 1 f/kon tov
opd eréyyov 2 de Ppiokovtat eviog Tov mediov Tdv mov kabopiletatl oty
ETIKETO. TOL  Qloddiov, To  omoteAéopato dev  givar  Suvatd  va
xpnotpomomn oy, extog ehv €xel dobel wavomomtiky e&nynon yo v
OCVUP®ViaL.

Edv eivon embopunto, kdbe epyactiplo pmopei vo dnpovpynoet ta Sikd
oV petyporta derypdtmv eléyyov (pools), ta omoia Tpémet va dratnpovvtat
KATEYVYHEVO € KAAOULOTO/OO0ELG piag Xpong.

To kprripro. 0mwodoyng yio ™ dopopd LeTaé&d TV STADV 0mOTEAEGUATMOV
tov deypdtov Ba mpémer va Paciloviar oe opBig epyaoTnplakég
TPOKTIKEG.



TIMEX ANA®POPAX

O Tipés avtég mapéyovrar pévov ¢ odnyds. Kabe epyactipro Oa
TPEMEL VO KAOIEPADGEL TO OIKO TOV TTEGI0 PUGLOLOYIKAV TIPDYV.

IIedio Tipdv Awapecog ApOpog
CUYKEVTPOONG (pg/ml) aTopOV
(T06006Ta £Ti TOWG
ekato 2,5 £og
97,5%)
(pg/ml)

Dyooroykoi avopeg 15-47 27 59
Dyoororoyikég
Yovaikeg
. Qobviakikn pdon 50 — 482 137 35

(Muépa.—10 £mg —3)
. [Ipowoppné&raxn 66 — 488 176 33
Qaon:

(nuépa—1 & 0)
. Qypwvikn edon 51-376 119 40

(muépa 3 éwg 10)
Meteppunvoravolokeg 6-53 16 72
Konon
. IIpdto Tpiumvo 510 - 6300 20
. Agbtepo tpipumvo 2400 - 18900 26
. Tpito tpipmvo 11900 - 37100 20

XVI. ITPODPYAAZEIX KAI IIPOEIAOIIOIHXEIY

Aopaleiag

Moévo yio Srayveotikh xprion in vitro.

To Kt avtd mepiéyet 1o 2 T (Xpdvog nulmng: 60 nuépec), pio. padievepyr ovoia
n onoia gkméunel wviCovoo aktvoPforio X (28 keV) kot y (35.5 keV).

AvT0 10 padievepyd mpoidv eivar duvatd va petopepdei kot va ypnoyomombet
novo amd e€ovorodotnpéve dtopa. H ayopd, @OAagn, yprion kot avtodloyn
pPOSIEVEPY®V TPOTOVTIOV VIOKEWTOL OTN Vopobesio TG yMpoG TOv TEAMKOD
xpNoT. e Kapio tepintmon dev mpénet va xopnyeitat To TPoidv o€ avOpdITOVG
Cwa.

Ohog 0 yepopds ToL padievepyod VAWKOL Bo Tpémel vo  ekteAgiTOl OF
KOOOPIGUEVO YDPO, HOKPLE O YDPOVG TOKTIKNAG OEAELONG. LTO €PYOCTNPLO
TPEMEL VL ST peitol NUEPOAOYLO Yl TNV TaPaAfn Kot T GOAUEN padievepydv
vAk®v. EEomhopndg kat yuvditva okedmn Tov epyaotnpiov, ta onoia o pmopovcav
vo. poAvvBovv pe padievepyég ovoieg, Oo mpénel va. puAdccovTal 6e EEXWPLOTO
DO Yo TV TPOANYN EMUOAVVONG TOV SOPOPOV PaSIOIGOTOT®OV.

Toyov Suappoég padievepydv vypav npénet va kKabapilovtatl apuécms cOUEOVL e
TG dradkaoieg acpaielog amd padevépyela. Ta padievepyd amopAnta npémet va
AmOPPINTOVTOL GOUPMVO HE TOVG TOTIKOVS KOVOVIGHOVS KOl TIG KaTeLhuvtnpleg
odnyleg TV apydv mov €yovv dikatodocio oto gpyaotipo. H tipnon tov
Bacikdv KavOVOV 0GOAAELNG OO PASIEVEPYELL TOPEYEL ETAPKT TPOCTAGIOL.

To ovototied ovOpdOTIVOL CifoTOC TOV TEPLAUBAVOVTOL GTO KIT aVTd €(OVV
eleyyBel pe pebodovg eykexpiéveg oty Evpdnn i/kor amd tov FDA kot éxet
Sumotodel 6T givan apvntikd og mpog v nopovsio HBSAg, avti-HCV, avri-
HIV-1 ko 2. Kopio yvootm pébodog dev eivar dvvatd va mapéyst mAnpn
Sc@aiion 61t Tapdymya Tov avOpdIvoL aipatog d¢ Ba LeTaddcovy nratitida,
AIDS 7 dAAeg Aowpmées. Emopévag, o yeplopnds avtidpaotpiov, detypdtov
0pov N TAACHOTOG B TPETEL VoL YIVETUL GOUPOVA [LE TIS TOTIKEG JLUdIKAGIES TEPL
AGPAAELOGC.

Oha ta {okd Tpoidvta kot Topdymya xovv cvileyBel and vym {wa. Ta Bosio
GLGTOTIKG TPOEpYovTaL and yMpeg 0mov dev Exet avapepBei BSE. Tlap' OA' avtd,
ovotatikd mov meplEyovy (wikég ovoieg Ba mpémer vo avtyetomilovior g
SVVNTIKOG LOAVGHATIKA.

Amopedyete  OmOWONTOTE  EMOPY)  TOL  OEPUOTOG  HE  OVTOPOCTNPLO
(xpnowomoteiton alido Tov vatpiov g cuvinpntikd). To alido oto kit AWVTO
evoExeTaL vaL avTOpacet pe LOAVPSO Kol YOAKO TV VIPAVAIKOY COANVAOCEDY Ko
vo. oynpatiost pe tov tpdmo avtd Wioitepa expnitikd alidw petddiov. Katd m
Subpkela Tov PRoTog TAOONG, EKTAVVETE TNV AMOXETEVON UE HEYEAN TOGOTNTO
VEPOD, Y10l TNV TTPOANYT] TVYOV GLGGMPEVONG alidiov.

Mnv kamvilete, unv mivete, UV TPMOTE KOL U1 XPNCUYLOTOEITE KOAAVVTIKE GTO
xoOpo epyoacioc. Mnv Swavépete pe mmETO YPNOLUOTOIDOVTOS TO OTOUO GOG.
XpNOoWOonOLEiTE TPOSTATEVTIKO POVYIGHO KOL YOVTLOL LLKLG YPNONG.
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XVIIl.  HEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY
OATKEE BAGMONO AEITMA(TA)
KPOYZELZ MHTEX OoPOI
I EAETCXOY
n
nl nl
BaOpovountég (0-6) - 50 -
Agiypara, opoi eréyyov - - 50
IywnBéng 500 500 500
Endaon 3 dpeg otovg 37° C 6 AovTpd vepol
Aoy piopog - avappdenon
Adhopa mAvong 3,0ml
gpyociog TPOGEKTIKY avappdenomn
Aoy piopog
Métpnon Métpnon coinvapiov eni 60 devtepdienta

KIP0629

Ap. kotardyov DIAsource:

ApOuog P.1.:
1700461/el

150324/1

nuepounvia avabedpnong: 2015-03-24

Ap. avofedpnong:
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Przed zastosowaniem nalezy przeczytac caly protokét.

E2-RIA-CT

PRZEZNACZENIE

Oznaczenie radioimmunologiczne do ilosciowego pomiaru in vitro ludzkiego Estradiol (E2) w ludzkiej

surowicy.
Il.  INFORMACJE OGOLNE
A. Nazwa firmowa: DIAsource E2-RIA-CT
B. Numer katalogowy: KIP0629 : 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 zamoéwien:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91
I11. INFORMACJE KLINICZNE
A.  Aktywnos¢ biologiczna
17-beta-estradiol (E2) jest 18-weglowym hormonem sterydowym (masa czasteczkowa 2724 Da) wytwarzanym
glownie przez jajnik i tozysko, oraz w niewielkich iloéciach w nadnerczach i jadrach. Estradiol znajduje sie¢
w rownowadze z estronem, ktory moze by¢ przeksztatcany do estriolu w watrobie i tozysku.
B.  Zastosowania kliniczne

Podobnie jak LH, FSH i progesteron, pomiar st¢zenia estradiolu w surowicy, plynie otrzewnowym i plynie
owodniowym jest podstawowym narze¢dziem biochemicznym w diagnostyce nieptodnosci, chorob nowotworowych
i seksualnych i zaburzen osi podwzgdrzowo-przysadkowo-gonadalnej, na przyktad:

Wykrywanie fazy folikularnej;

Kontrola skutecznosci indukcji owulacji (za pomoca badania ultradzwigkowego) oraz poziomu E2 w plynie
owodniowym, co pozwala ma wykrywanie prawidlowej lub nieprawidlowej indukcji owulacji (zespdt pustego
pecherzyka moze odzwierciedla¢ indukcje nieprawidtowej owulacji);

Rozpoznawanie zespotu luteinowanego, niepgknigtego pecherzyka (luteinized unruptured follicle (LUF)) (poprzez
oceng poziomow 17-beta-estradiolu i progesteronu w ptynie otrzewnowym);

Pomoc w rozpoznawaniu guzéw sutka (poziomy estrogendw catkowitych - E1-E2 - oraz aktywno$¢ dehydrogenazy
17-beta-hydroksysterydowej sa znaczaco wyzsze w zto$liwych niz nieztosliwych tkankach sutka);

Wraz z poziomami LH-FSH i E2, istnieje mozliwos¢ utatwienia rozpoznania zespotu Stein’a-Cohen’a-Leventhal’a;
Innymi obszarami, ktorych dotyczy pomiar estradiolu s3: przedwczesne dojrzewanie plciowe, ginekomastia i okres
menopauzalny.



V.

ZAGADNIENIA DOTYCZACE METODY

W celu pomiaru substancji obecnej w probce lub w kalibratorze, odpowiednia

ilos¢
ilos¢

czasteczek steryd oznakowanych I wspotzawodniczy z steryd o okreslong
miejsc na przeciwciatach unieruchomionych na $ciance probowki

polistyrenowej. Ze wzgledu na wysoka swoisto$¢ oplaszczonych przeciwciat nie
jest wymagane zastosowanie ani ekstrakcji, ani chromatografii. Po trzygodzinnej

inkubacji

w temperaturze 37°C, wykonanie aspiracji przerywa reakcje

kompetycyjng. Nastgpnie probowki sa plukane przy pomocy 3 ml roztworu
pluczacego i aspirowane. Wykreslana jest krzywa kalibracyjna a stezenia E2
W probkach sa okres$lane na podstawie natozenia dawki na krzywa kalibracyjna.

V. ODCZYNNIKI DOSTARCZONE
Odczynniki Zestaw 96 Kolor Rekonstytucja
oznaczen
'U Probowki oplaszczone 2x48 brazowy | Gotowe do zastosowania.
anty-E2
1 fiolka czerwony | Przenie$¢ ilosciowo
Ag 125 CONC 1ml roztwor etanolu do buforu
142 kBq znacznikowego
ZNACZNIK 1IZOTOPOWY:
E2 oznakowany jodem'? (poziom
HPLC) w roztworze etanolu
1 fiolka czarny Gotowe do zastosowania
TRACER BUF
53 ml
Bufor znacznikowy =z zelatyng
bydleca i azydkiem (<0.1%)
CAL “ 1 fiolka 70lty Gotowe do zastosowania
5ml
Kalibrator  zerowy w ludzkiej
surowicy z dodatkiem azydku
(0,5%)
CAL 6 fiolek 701ty Gotowe do zastosowania
1ml
Kalibratory E2 N = od 1 do 6
(dokfadne warto$ci na etykietach
fiolek w  ludzkiej  surowicy
z dodatkiem azydku (0,5%)
1 fiolka brazowy | Rezcienczyé 70x woda
WASH CONC
SOLN 10 ml destylowang (wykorzysta¢
mieszadto magnetyczne).
Roztwor ptuczacy (TRIS HCI)
2 fiolki srebrny | Dodaé 0.5 ml wody
CONTROL | N | material destylowanej
liofilizowa
- ny
Kontrole - N =od 1 do 2
w surowicy ludzkiej z tymolem

Uwaga:

VI

Do rozcienczen probek nalezy stosowaé kalibrator zerowy.

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

Ponizsze materialy s3 wymagane, ale nie s3 dostarczone w zestawie:

1.
2.

O N OA W

VIL.

Woda destylowana

Pipety do dozowania: 50 pl i 500 pl (zaleca si¢ korzystanie z doktadnych
pipet z jednorazowymi koncéwkami plastikowymi)

Mieszadlo wirowe

Mieszadlo magnetyczne

Laznia wodna w 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 21 (minimalny uzysk 70%)

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

Znacznik : Przenie$¢ ilo§ciowo roztwor etanolu do buforu znacznikowego
i wymieszac.

Kontrole: Kontrole nalezy rekonstytuowaé przy pomocy 0.5 ml wody
destylowanej.

Roboczy roztwér pluczacy: Wiasciwa objgtos¢ roboczego roztworu
pluczacego nalezy przygotowaé dodajac 69 objgtosci wody destylowanej
do 1 objetosci roztworu pluczacego (70x). Do homogenizacji nalezy
wykorzysta¢ mieszadto magnetyczne. Niewykorzystany roboczy roztwor
pluczacy nalezy wyla¢ pod koniec dnia.

VIIl. PRZECHOWYWANIE I DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW
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Przed otwarciem lub rekonstytucja wszystkie sktadniki zestawu zachowuja
trwato§¢ do daty waznoSci przedstawionej na etykiecie, jezeli sa
przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C.

Po rekonstytucji, kontrole zachowuja trwato$¢ przez 1 tydzien, pod
warunkiem przechowywania w temperaturze od 2 do 8°C. W razie
koniecznosci przechowywania przez dluzszy okres czasu, nalezy
przygotowaé niewielkie objetosci kontroli, co pozwala przechowywac je
w temperaturze -20 °C przez 3 miesigce. Unika¢ powtarzanych cykli
zamrazania-odmrazania

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

Znacznik zachowuje stabilno§¢ do daty waznosci, jezeli jest
przechowywany w oryginalnej, dobrze zamknigtej fiolce w temperaturze
od 2 do 8°C.

Zmiany w wygladzie fizycznym odczynnikow w zestawie moga
wskazywa¢ na ich niestabilnos¢ lub zuzycie.

POBIERANIE I PRZYGOTOWANIE MATERIALU DO BADANIA

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

Jezeli oznaczenie nie jest wykonywane w ciagu 24 godzin, zaleca si¢
przechowywanie w niewielkich ilo$ciach w temperaturze - 20°C.

Unika¢ powtarzanych cykli zamrazania-odmrazania.

PROCEDURA

Uwagi dotyczace obstugi

Nie wolno wykorzystywa¢ sktadnikow zestawu po uptynigciu podanej

daty waznosci.

Nie wolno miesza¢ materialow pochodzacych z réznych serii zestawow.
Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki powinny osiggnaé
temperaturg pokojowa.

Wszystkie odczynniki i probki nalezy dokladnie wymieszaé przez
delikatne potrzasanie lub obracanie.

Aby  unikng¢  zanieczyszczenia  krzyzowego, do  dodawania
poszczegolnych odczynnikow i probek nalezy wykorzystywaé czyste
koncoéwki jednorazowe pipet. Pipety wysokiej precyzji lub pipety
automatyczne poprawiaja precyzj¢ wykonania oznaczenia.

Przestrzega¢ czasow inkubacji.

Przygotowa¢ krzywa kalibracyjna dla kazdego cyklu pomiarowego, nie
wolno wykorzystywaé¢ danych z poprzednich oznaczen.

Procedura

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

Szybko wymieszaé¢ wirujac: kalibratory, probki i kontrole, i dozowa¢ po 50
ul kazdej substancji do odpowiednich probéwek.

Do kazdej probowki, w tym do probowek nieoplaszczonych do
catkowitego zliczania, doda¢ po 500 pl E2 oznakowanego jodem125.
Delikatnie potrzasnaé statywem w celu uwolnienia uwigzionych
pecherzykow powietrza.

Inkubowa¢ przez 3 godziny w temperaturze 37°C w tazni wodne;j.
Aspirowac (lub odla¢) zawartos¢ kazdej probowki (z wyjatkiem probowek
do catkowitego zliczania). Aby usuna¢ caty plyn nalezy upewnic sig, ze
plastykowa koncowka aspiratora osiagneta dno optaszczonej probowki.
Przeptuka¢ probowki przy pomocy 3 ml roboczego roztworu phluczacego
(z wyjatkiem probdéwek do catkowitego zliczania) i aspirowaé zawarto$¢
(lub odla¢ ja). W trakcie dodawania roboczego roztworu ptuczacego nalezy
unika¢ wytwarzania piany.

Pozostawi¢ probowki w pozycji stojacej do goéry na dwie minuty
i aspirowac pozostate krople ptynu.

Zlicza¢ probowki w liczniku gamma przez 60 sekund.

OBLICZANIE WYNIKOW

Obliczy¢ srednig oznaczen podwojnych.
Obliczy¢ zwigzana radioaktywnos$¢ jako odsetek wigzania okreslonego
w zerowym punkcie kalibracji (0) zgodnie z ponizszym wzorem:

Liczbazliczen(dla kalibratora lub probki) 1

B/BO(%) = 00

Liczbazliczen(dla kalibratora zerowego)

Na 3 arkuszach potlogarytmicznych lub papierze milimetrowym wykresli¢
wartosci (B/B0(%)) dla kazdego punktu kalibratora jako funkcj¢ stezenia E2
kazdego punktu kalibratora. Odrzuci¢ oczywiste warto$ci graniczne.

Do opracowania krzywej kalibracyjnej moga by¢ wykorzystane réwniez
metody wspomagania komputerowego. Jezeli ma by¢ zastosowane



automatyczne przetwarzanie wynikow, zaleca si¢ dopasowanie krzywej

D. Dokladno$¢

logistycznej 4 parametrowej. BADANIE ROZCIENCZENIA
5. Nakladajac wartosci (B/BO (%)) probki nalezy okreslic stgzenia E2
w prébkach z krzywej kalibracyjnej. Rozciefczenie Stez. teoretyczne Stez. mierzone Odzysk
6. Dla kazdego oznaczenia nalezy sprawdzi¢ odsetek calkowitego zwigzanego (pg/mi) (pg/mi) (%)
znacznika izotopowego przy braku nieoznakowanego E2 (BO/T). " 18770 1877.0 100
12 938,5 801,4 85
1/4 469,3 412,7 88
XIl.  PRZYKEAD DANYCH TYPOWYCH 1/8 234,6 180,8 77
1/16 117,3 96,7 82
Ponizsze dane sa przedstawione wylacznie w celach przykladowych i nie i;gi gg; ggg 100
i & ni i i i i , , 87
powinny by¢ nigdy stosowane zamiast rzeczywistych krzywych kalibracyjnych. 1128 7 o 105
E2-RIA-CT cpm B/Bo (%) Probki zostaly rozcienczone przy pomocy kalibrator zerowy.
Zliczanie catkowite 47330 Mierzone i teoretyczne stezenia byty zgodne: ,
Kalibrator 0 pg/ml 19724 100,0 Y (mierzone) = 0,99X (teoretyczne) + 27,0, R = 0,995
18 pg/ml 17947 91,0
35 pg/ml 14990 76,0
152 pg/ml 10995 55,7 BADANIE ODZYSKU
433 pg/ml 6012 30,5 - -
1818 pg/ml 2439 12,4 Prébka Dodano E2 Teoretyczne Mierzone E2 Odzysk
3604 pg/ml 1630 83 (pg/mi) E2 (pg/mi) (%)
(pg/ml)
1 0 NA 13 NA
10 23 18 78
X, DZIALANIE I OGRANICZENIA 50 63 52 83
200 213 178 84
A. Granica wykrywania 500 513 565 110
Dwadziescia dwa Kkalibratorow zerowych oznaczano wraz z zestawem innych 1000 1013 947 93
kalibratorow. 2000 2013 50?2 103
Granica wykrywania, zdefiniowana jako odmienne st¢zenie dwoch odchylen 3000 3013 9 9
standardowych ponizej przecigtnej wartosci zliczania przy wigzaniu zerowym 2 0 NA 8 NA
ksztattowata si¢ na poziomie 6,4 pg/ml. 10 18 23 128
50 58 58 99
B. Swoistos¢ 200 208 201 97
500 508 509 100
Odsetek reaktywnosci krzyzowej, oceniany przez poréwnanie stgzenia ;838 ;833 lggéll gg
prowadzacego do 50% zahamowania, przedstawia si¢ nastgpujaco: 3000 3008 2807 93

Mierzone i teoretyczne stezenia byty zgodne:
Prébki 1:Y (mierzone) = 0,98X (teoretyczne) + 0,9, R? = 0,998
Prébki 2: Y (mierzone) = 0,93X (teoretyczne) + 10,2, R? = 1,000

Wspétczynnik konwersji:
Z ng/ml na nmol/l : x 3,68
Z nmol/l na ng/ml : x 0,272

Stezenia kalibratorow sg oznaczone za pomocg metody referencyjne ID-GC/MS

E. Opoznienie  pomiedzy  oznaczeniem  ostatniego  kalibratora
i dozowaniem probki

Jak wykazano, wyniki pomiaru pozostaja doktadne nawet woéwczas, gdy od

momentu dodania kalibratora do oplaszczonych probéwek mineto 40 minut.

OPOZNIENIE
Surowica 0" 10° 20" 30° 40
(pg/mi)
Cl 63 58 79 69 75
C2 217 229 274 235 237

Zwiazek Reaktywnosé krzyzowa (%)
Estron 1,0
Estriol 0,6
Etynylestradiol 0,2
Progesteron <0,0002
Testosteron <0,001
Androstenodion <0,001
Siarczan DHEA <0,0002
Glukuronid 17-estradiolu <0,2
Kortyzol <0,001
Ekwilina <0,1
Walerian 17-estradiolu <01
Norgestrel <0,0004
Androstenodiol 0,001
C. Precyzja
PRECYZJA W SERII PRECYZJA MIEDZY SERIAMI
Surowica | N | <X>+SD cv Surowica N <X>+SD cv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 80+6,4 8,0 A 23 7911 13,9
B 20 141+£79 5,6 B 23 249 + 26 10,4

C 20 | 249+117 4,7

SD: Odchylenie standardowe; CV: Wspotezynnik zmienno$ci

XIV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

- Jezeli wyniki uzyskane dla kontroli 1 i 2 nie znajdujg si¢ w zakresie
okreslonym na etykiecie fiolki, wyniki nie moga zosta¢ wykorzystane
dopdki nie uda si¢ znalez¢ whasciwego wyjasnienia tego odchylenia.

- Jezeli to konieczne, kazde laboratorium moze wykona¢ wilasne probki
zbiorcze w celach kontrolnych, ktore powinny by¢ zamrozone w matych
objetosciach.

- Dopuszczalne kryteria dotyczace roznicy pomiedzy wynikami oznaczen
podwdjnych probek powinny by¢ zgodne z zasadami prawidtowej pracy w
laboratorium.




XV. ZAKRESY REFERENCYJNE

Wartosci sa przedstawione wylacznie w celach orientacyjnych, kazde
laboratorium powinno opracowa¢ wlasne wartosci referencyjne.

3. HENNY A.B. et al (1986)
Diagnosis of luteinized unruptured follicle by ultrasound and steroid
hormone assays in peritoneal fluid: a comparative study.
Fertil. and Steril. 46, 5, 823-827

4. METHA R.R. (1987)
Subcellular concentrations of estrone, estradiol, androstenedione and
17-p-hydroxysteroid dehydrogenose (17BOH-SOH) Activity in
malignant and non malignant human breast tissues.
Int. J. Cancer 40, 305-308

5. PELLICER A. et al (1987)
Outcome of in vitro fertilization in women with low response to
ovarian stimulation.

Fertil. and Steril. 47, 5, 812-815.

SELBY et al (1986)
Dose dependent response of symptoms, pituitary, and bone to
transferma oestrogen in postmenopausal women.
Br.Med. 293, 1337-1339.

ZaKres stezenia Mediana Liczba
(percentylach od stezenie osobnikéw
2,5% do 97,5%.)
(pg/ml) (pg/ml)
Zdrowi mezczyzni 15-47 27 59
Zdrowe kobiety
. Faza follikularna 50 — 482 137 35
(dzien cyklu od —10 do —3)
. Faza przedowulacyjna 66 — 488 176 33
(dzien cyklu -1 0)
. Faza lutealna 51-376 119 40
(dzien od 3 do 10)
. Okres pomenopauzalny 6-53 16 72
Ciazy
. Pierwszy trymestr 510 - 6300 20
. Drugi trymestr 2400 - 18900 26
. Trzeci trymestr 11900 - 37100 20

7. WRONSLY H. et al (1987)
Pregnancy rate in relation to number of cleaved eggs replaced after in
vitro fertilization in stimulated cycles monitored by serum levels of

XVI. SRODKI OSTROZNOSCI I OSTRZEZENIA

Bezpieczenstwo

Tylko do diagnostyki in vitro.

Zestaw zawiera '®| (Okres polowicznego rozpadu: 60 dni), emitujacy
promieniowanie jonizujace 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 regulacjom prawnym kraju uzytkownika
koncowego. W zadnym wypadku produkt nie moze by¢ podawany ludziom lub
zwierzgtom.

Obstuga materiatow radioaktywnych powinno by¢ przeprowadzana w miejscach
do tego przeznaczonych, z dala od miejsc ogolnej uzytecznosci. W laboratorium
musi by¢ przechowywany rejestr przyje¢ i przechowywania materialow
radioaktywnych. Wyposazenie laboratorium oraz szkto, ktore moze by¢ skazone
substancjami radioaktywnymi powinno by¢ oddzielone w celu uniknigcia
krzyzowego zanieczyszczenia roznych radioizotopow.

Wszelkie plamy =z substancji radioaktywnych musza by¢ natychmiast
oczyszczone  zgodnie z  procedurami  dotyczacymi  bezpieczenstwa
radiologicznego. Odpady radioaktywne musza by¢é usuwane zgodnie
z miejscowymi przepisami i ogolnie przyjetymi wytycznymi obowigzujacymi
w laboratorium.  Przestrzeganie = podstawowych  zasad  bezpieczenstwa
radiologicznego zapewnia wystarczajace zabezpieczenie.

Sktadniki zawierajace ludzka krew, dostarczone w zestawie, zostaly przebadane
metodami zaaprobowanymi przez instytucje europejskie i/lub FDA. Stwierdzono,
7e nie zawieraja one HbsAg, przeciwciat anty-HCV, anty-HIV-1 i 2. Zadna ze
znanych metod nie moze da¢ catkowitej pewnosci ze materialty pochodzenia
ludzkiego nie przeniosa czynnikow zakaznych wirusowego zapalenia watroby,
AIDS i innych. Dlatego postgpowanie z odczynnikami i probkami surowicy lub
osocza powinno by¢ zgodne z miejscowymi procedurami dotyczacymi
bezpieczenstwa.

Produkty pochodzenia zwierzecego byly pobierane od zdrowych zwierzat.
Sktadniki bydlgce pochodza z krajow, w ktorych nie odnotowano wystgpowania
BSE. Pomimo to, skfadniki zawierajace substancje pochodzenia zwierzgcego
powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.

Unika¢ kontaktu skory z odczynnikami (zawieraja azydek sodowy jako $rodek
konserwujacy). Azydek znajdujacy si¢ w zestawie moze reagowac z miedzig
i olowiem w ukladzie kanalizacyjnym tworzac zwiazki o wlasciwosciach
wybuchowych. W czasie plukania odprowadzany ptyn nalezy ptuka¢ duzymi
objetosciami wody, aby zapobiec kumulacji azydkow.

Nie wolno pali¢, spozywac napojow ani pokarmow, badz uzywac kosmetykoéw w
miejscu pracy. Nie pipetowaé ustami. Zaktada¢ ubranie ochronne i rekawiczki
jednorazowe.
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XVIII. PODSUMOWANIE PROTOKOLU
CALKOWITA KALIBRATORY PROBKI
LICZBA KONTROLE
ZLICZEN

pl ul ul
Kalibratory (0 - 6) - 50 -
Probki, kontrole - - 50
Znacznik izotopowy 500 500 500

Inkubacja 3 godziny w temperaturze 37°C w tazni wodnej
Rozdzielenie - Aspiracja
Roboczy roztwoér - 3,0ml
pluczacy

Rozdzielenie - Aspiracja ostrozna
Zliczanie Zliczanie probowek przez 60 sekund

Nr katalogowy DIAsource
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Numer P.1.
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IIpouereTe Heus NPOTOKOJ Mpeau yHOoTpeda
E2-RIA-CT

|. YIIOTPEBA

HmyHOpaanoMeTpruueH Habop 3a KOJMYECTBEHH mM3MepBaHus in Vitro Ha wosemku Ectpaanon (E2) B
cepyM.

Il. OBLIA HH®OPMALIUA

A. TlaTeHTOBaHO UMe: DIAsource E2-RIA-CT Kit

B. Karanoxen Homep: KIP0629: 96 Tecra

C. IpousBeneHO OT: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

33 TEXHUYECKA IMOMOILI UJIHU noquKa:
Tea.: +32 (0)1084.99.11  dake: +32 (0)10 84.99.91

. KTHHHUYEH ITIPETJIE]]

A. bBuonozuuna akmusenocm

17-6era ecrpanuon (E2) e C-18 crepouneH XopMoH (C MOJIEKYITHO Tersio 272.4 Da), mpou3BeXAaH TIIaBHO OT
SIHYHUIUTE U TUIALICHTATa, KAKTO M B MAJIKU KOJIMYECTBA OT HAIOBOPEUHHTE JKIIe3H U TecTHcHTe. EcTpaauonst e B
PaBHOBECHE C eCTPOHA, KOHTO Moxe 1a Obae mpeodpa3yBaH B €CTPHOI B YepHUS AP0l U IUTalCHTaTa.

B. KiauHW4YHO npuiokeHue
Kakro npu LH-FSH-nmporectepona, u3MepBaHETO Ha KOHIICHTPAI[MHUTE HA €CTPAIUON B cepyMa, IepUTOHEaTHATA
TEYHOCT M (ONMKyIapHATa TEYHOCT € OCHOBEH OMOXMMHYEH MHCTPYMEHT 3a M3CJICBAHETO Ha (EepTHIHOCTTA,
HaJMYHETO Ha TYMOPHH 3a00JIIBaHMS M TaKMBa Ha MOJIOBUTE OPraHH, KAKTO U Ha HAPYLICHUS B CHCTEMATa MOJIOBH
KITE3U-XUIOPHU3a-XUNOTATAMYC, HAIPHMED:
3a merexums Ha (oNHKyNapHaTa (da3a;
3a mpoBepka e(hEeKTHBHOCTTA Ha OBYJATOpHaTa HHAYKIHA (C YITpa3ByK) W HHBOTO Ha E2 BBB
GbonuKyIapHaTa TEYHOCT, KOETO JaBa BB3MOXKHOCT 3a JETEKIMs Ha HOpPMajHa WM AUCHYHKIHOHAIHA
OBYyJIaATOpHA MHIYKUMS (CHHIPOMBT Ha mpasHus (OJMKyn MoXke Ja oOTpassiBa JUC(YHKIHMOHATHA
OBYJIATOPHA MH/IYKIIHs);
3a AMAarHOCTHKa Ha CHHApPOMa Ha JyrenHu3upaH Hepyntypupan ¢omukyn (LUF) (upe3 msmepBane Ha
HuBaTa Ha 17 GeTa ecTpaanoi U MPOreCTEPOH B MEPUTOHEATHATA TEUHOCT);
3a mojAnoMarane JMarHOCTHKATa Ha TYMOPH Ha I'bpjiata (aKTHBHOCTTA Ha obuuTe ecrporenu - E1-E2 - u 17
OeTa-XUIPOKCUCTEPOU I IaXHIPOreHas3ara € 3HAUUTEIHO MT0-BHCOKa MPH 3JI0KaYeCTBEHUTE, OTKOJIKOTO MPU
JN0OpOKaYeCTBEHUTE THKAaHU Ha I'bpJara);
ITpu n3mepBane Ha HuBaTa Ha LH-FSH n E2 e Bp3mMoxHO nma ce oTtkpue cuniapomst Ha llaitn Koxen
JleBenTan (MOJMKUCTO3HH SHYHHIIN);
Jpyru oGiiacTd Ha M3CIEABaHE ca: MPEKICBPEMEHHO MOJIOBO Ch3psBaHE, T'MHEKOMACTHS W IEPUOJ Ha
MeHomay3a.



\V. ITPHHIIUIIH HA METO/]A

Onpe/iesieHo KOMHUECTBO CTEPOHT, HATOBAPEH ¢ 2|, ce KOHKYPHpA ChC CTEPOHIIA,
KOlTO TpsiOBa 1a ce M3MepH B mpobaTa WM B KaluOpaTopa, 3a ONpPEICICHO
KONMYECTBO AHTHTENa, KOHTO Ca HMOOWIM3MpaHH KbM CTEHaTa Ha
MOJIMCTHPEHOBATa enpyBeTka. He ce M3UCKBAT HHUTO €KCTPAKUUS, HHUTO
xpomarorpadus opaau BUCOKaTa CEUPUIHOCT HA MOKpUTUTE aHTHTeNna. Ciex
3 vaca nHKyOamus npu Temreparypa 37°C KOHKypeHTHaTa peaKIus IPUKII0YBa C
acrnpaust. Criest ToBa enpyBerkuTe ce u3muBar ¢ 3 ml pasrBop 3a u3MuBaHe U
ce acnupupar HaHOBO. IIpaBum ce KkanmOpalMOHHa KpHBa M CE€ OINpPEIEINAT
KOHIIEHTpanuuTe Ha E2 upe3 mHTepmonamus Ha Jo3aTa OT KaluOpalHOHHATa
KpHUBa.

V. HU3IO0/I3BAHHU PEATEHTH

Pearentn KonuuectBo LBeTeH IIpurorssine
96 TecTa KOJL
EnpyBeTKH, HOKPHUTH C
H anTu-E2 2x48 Kadsis ToroB 32
ynotpeba
| Ag 125) |CONC | 1 pnaxon 4EpBEH Ipenecere
1ml Konuuecmeeno
TTPOCJIEASIBAILIO 142 kBq €TaHOJIOBHS
BEIECTBO: E2 HatoBapeH pas3TBOp B
¢'%| (HPLC) B pasrBop Ha TpeichpHus Oydep
STHIIOB AIKOXOJ
| TRACER | BUF | 1 dnaxon uepeH TorToB 3a
TpeiicbpeH Oydep ¢ Boacku 53 ml ynotpeba

xenarud 1 asux (<0,1%)

1 dnaxon JKBIT TorToB 3a

5ml ynorpe6a
Hynes Kambpatop B
YOBEIIKH CEPyM M a3uj
(0.5%)
CAL N 6 ¢nakona JKBIT Toros 32
Kamu6parop - N = 1 0 6 1ml ynotpeba
(BMK TOYHHUTE CTOMHOCTH Ha
eTHKeTa Ha (pJIaKOHHUTE) B
YOBEIIKH CEPyM U a3uj
(0.5%)
‘ WASH | SOLN ‘ CONG ‘ 1 dakon kadsB Paspenere 70X ¢
10 ml JIECTHIINPaHa BoJa
Usmusam pasteop (TRIS- (u3non3zBaiite
HCI) MarHuTeH
cenaparop)
| CONTROL N 2 ¢nakona cpeObpen Jlo6aBete 0.5 ml
IMoGUIM3UPaHI JeCTHIINPaHa BOJa

Kontponu 1 u 2 B yoBeuku

cepyM € THMOI

3abenexka: M3non3paiite HyleBHs KaTHOPaTOp 32 CEPYMHUTE Pa3pekaaHms.

VI. CPE/ICTBA, KOUTO HE CE OCUT'YPABAT
CreHHUTE MaTepHali ca HeoOX0IMMHM, HO HE CE OCHTYpSIBAT B HaOopa:

1. [ecrunupana Boja

2. Twunern ot: 50 pl u 500 pl (mperoppuBa ce W3MON3BAHETO HA MPELM3HA
MUIETH C HaKpaiHUIIM 32 eTHOKpaTHA yroTrpeda ).

3. 3aBHXpSII CMECHTENT

4.  MarHuTeH cernaparop

5. Bogna 6aus npu 37°C

6. 5 ml aBromarnyna cnpunroska (tun Cornwall) 3a usmusane

7.  AcnwmparmoHHa cucteMa (1o u360op).

8.  Bcskakbs rama 6posid, KOHTO MOXeE Ja H3MEPH YIOTPEOCHOTO KOJIMYECTBO

1%5] (MunnManeH kanaruter ot 70%)

VIl. IIPUIOTBAHE HA PEATEHTA

A. Tpeiicbp: IlpeHeceTe KOIMYECTBEHO pPAa3TBOpPa HA ETUJIOB alIKOXON B
TpelickpHus Oydep u paszkiarere

B. Konrposn: Pexoncruryupaiite kontposure ¢ 0.5 ml gecrunupana Boga.

B. Pagoren m3mmBamy pasrBop: [loarorBere amexBateH o0eM OT pabOTHUS
M3MUBAL pa3TBOp 4pe3 n00aBsHeTo Ha 69 obema aecTuiMpaHa Boja KbM 1 o0em
or m3muBamms pasrBop (70X). l3monspaiiTte MarHuTeH cemapatop, 3a Ja
XOMoreHusupare. I3xBbpieTe HEymoTpeOEHOTO KOIMYECTBO OT pPabOTHHS
M3MHUBAII Pa3TBOP B Kpast Ha JICHS.

VIIl. CbXPAHEHHUE H CPOK HA I'O/JHOCT HA PEATEHTHTE

- Bcuuky KOMIIOHEHTH Ha KHMTa ca CTaOMITHH IO JaTaTa Ha CpoKa Ha TOJHOCT,
IIOCOYCH Ha ONAKOBKAaTa, IIPU TeMIleparypa Ha cbxpanenue ot 2 °C mo 8°C
MIPEIN OTBapsIHE HIIM PEKOHCTUTYHPAHE.

- Creli peKOHCTUTYHpaHe, KaluOpaTOpUTe W KOHTPOJIUTE ca CTaOWIIHHU 3a
cpok oT 7 pmuum mpu Temmepatrypu 2-8°C. 3a HO-IBITH CPOKOBE Ha
CbhXpaHEHHE, Ce OIPE/IEIIsl KPaTHO U ce ChXpaHsBa Ipu temmneparypa -20 °C
3a MakcuMyM 3 mecena. V30arBaiiTe mocieasamy UMKIM Ha 3aMpa3sBaHe-
pa3mpassiBaHe.

- Ipsicho mnpurotBenusi PaboteH wu3MuBail pa3TBop TpsiOBa na Obae
M3II0JI3BaH CHIIUS JICH.

- TpeiichpbT € cTabuileH O N3THYaHEe CPOKa Ha TOJHOCT, aKO CE ChXPaHsBa B
OpHTHHAIHKS J00pe 3aTBOpeH (iakoH mpu temneparypu 2 go 8°C.

- IMpomMenn BBB (HU3MYECKUs BHJ HA pEarcHTHTE HAa KUTa WHIULUPAT
HECTaOMIHOCT MM HETOTHOCT.

IX. CbBUPAHE HA ITPOBUTE H ObPABOTKA

. CepyMbT TpsiOBa J1a ce ChbXpaHsBaT IpH TeMuepaTtypu 2-8°C.

e  AKO TeCTBT HE Ce HampaBU B paMKuTe Ha 24 daca, ce IpernopbuBa
CBXpaHIBaHETO B anukBoTH npu -20°C.

e  l36srBaiiTe mociueABaI NUKIN HA 3aMpa3sBaHe-pa3MpassiBaHe.

X. IPOLEJYPA

A. O0um OesieRKH

He n3non3BaiiTe kKMTa WM KOMIIOHSHTHTE My CIIe]| JaTaTa Ha M3THYaHe CPOKa Ha
rogHocT. He cMmecBaiite MmarepunanM OT pasiW4HU [ApTUIM KutoBe. IIpemu
ynorpeda ocTaBeTe BCHUKU PEareHTH Ha CTaliHa TeMIeparypa.

BHuMaTtenHO cMecBaliTe BCHUKHM PEareHTH C IMPOOUTE 4Ype3 HEXHO pakialaHe
WIN BBPTEIUBO pa3MecBaHe. 3a Ja H30erHeTe KPBCTOCaHA KOHTAMHHAIIHS,
M3MOJI3BANTE YKUCT MUIETEH HAKpaiHUK 3a €HOKpaTHa ynorpeda 3a 100aBsHETO
Ha BCEKH peareHT KbM ChOTBETHATA Ipoda.

Bucoko mpenusupaHuTe MHUIETH WIM aBTOMATHYHHTE IMHIETH OHMXa I0J00pUIIN
ToyHocTTa. ChoOpassiBaiiTe ce ¢ BpeMETO 3a UHKyOalusl.

IMoxrorere KanmMOpaIMOHHA KPHBA 32 BCSIKO H3MEPBAaHE M HE M3II0I3BaliTe TaHHU
OT NPEeUIIHY H3MEPBaHHU.

B. Ipouenypa

1.  Osnauere aBe IO JBE TOKPUTHTE ENMPYBETKM 3a BCEKH KaluOpaTop,
KOHTpoJIa 1 po0a. 3a onpeensHe Ha oouus Opoi uMmyiicu, o6o3Hadere 2
HOPMAJIHH CIPYBETKH.

2. Pasknatere 3a KpaTKoO BpeMe KanuOpaTopHTe, KOHTPOIUTE U NPOOHTE U
pasnpeznesere mo 50 pl OT BCSIKO B ChOTBETHHUTE EMPYBETKH.

3. Pasmpemenere 500 pl E2, matoBapen ¢ ‘P#ion BbB BCAKAa empyBeTKa,
BKIJIFOUNTEITHO B HETIOKPHTHTE ETIPYBETKH 3a 00IIOTO IpebposiBaHe.

4.  PaskiateTe HEXHO C pbKa KOHTEHHeEpa C CHpPYBETKHTE, 3a jJa OcBOOOIHUTE
BCSIKO OCTAHAJIO BB3/YIIHO MEXypye.

5. HMakyOwupaiire 3a 3 uaca npu Temneparypa 37°C BbB BogHa OaHs.

6.  Acnupupaiite (Wi mpeseiiTe) ChIbPKAHUETO Ha BCSKA ENPYBETKa (OCBEH
ENpyBETKHUTE 3a OMNpeAeNsiHe Ha oOmus Opol MMIyscH). YBepere ce, ue
IUIACTMACOBMAT Kpaif Ha acmupaTropa JOCTHTa JBHOTO Ha IOKPHUTAaTa
eMpyBETKa, 3a Ja MOXeE 1a OTCTPAHH IIs1aTa TEYHOCT.

7. Wsmwmiite enpyserkure ¢ 3 ml PaGoren Pastop 3a wusmuBane (c
M3KIIOYeHHE Ha 001us Opoit) 1 acupupaiite (wm npeneiite). M30srsaiite
pasmeHBaHe 110 BpeMe Ha fobaBsiHeTo Ha PabotHus PastBop 3a m3MuBaHe.

8. OcraBere eHpPYBETKUTE B H3MPABEHO IONOXCHHE 3a ABE MUHYTH H
acIMpHpaiiTe OCTaHATNTE KaIlKK TEYHOCT.

9.  Oruerere enpyBeTKuTe B rama 6postd 3a 60 ceKyHau.

Xl. H3YHCIABAHE HA PE3YIITATHTE

1.  H3umcnere CpeAHOTO apUTMETHYHO Ha PE3YJITATHTE, TIOyYEHH OT J(BE I10
JIBE CMIPYBETKUTE.

2. W3umcnere cBbp3BaliaTa pajHOAKTHBHOCT KaTO IPOLEHT OT CBBP3BAHETO,
ompeJeNieH NpH HyneBata KanuOpaiuonHa Touka (0) cropex ciegHara

¢dopmyna :

B/BO0 (%) = 6poii (Kaimbparop u npoba) X 100
opoii (Hyne Kanubparo)

3. U3snomsBaiiku 3 HuKIMYHA ceMu-orapuTMudHa wiu logit-log rpaduuna
xaptus, HaHecere (B/B0(%)) cToliHOCTUTE 32 Besika KaTHOPAIMOHHA TOUKA
kato ¢yHkus Ha E2 KOHIEHTpanusTa Ha BCsAKA KaTHOPAIIMOHHA TOYKA.
OTXBBpJIETE OUCBHIAHUTE OTKIOHCHUSL..

4.  KoMOIOTBPHO aCHCTHpPAHM METOJH CHIO MOTaT Jia ObAaT M3MOJIBAHH, 33 1a
ce MOCTPOM KaInOpaImoHHaTa KpHBa. AKO CE H3II0I3Ba aBTOMATHYCH METOJ



Ha 00pabOoTKa Ha Pe3yNTaTHTe, Ce MPEernopbyuBa MOAXOsIINA 4-TapaMeTpoBa
JIOTHCTHYHA KPHBA.

5. Upes untepnonamus Ha (B/BO (%)) croitHocTHTe OT mpobara ce onpeaesnsT
E2 xoHUIeHTpanuuTe Ha IPOOKUTE OT KATHOPALOHHATA KPHBA.

6. IIpoueHTHT Ha OOLIOTO MPOCIEIBAIIO BELIECTBO, CBBP3AHO IIPH JIMIICA HA
HenaroBapen E2 (BO/T), tpsi6Ba 1a ce mpoBepH 3a BCSIKO M3CIIE/BAHE.

XIl. XAPAKTEPHH TAHHH

I[aHHI/ITe, H3JIOKEHU MTO-A0J1y €a CaMO 3a WIKOCTpalus U HUKOra HE OuBa Ja ce
H3I10JI3BaT BMECTO HCTHHCKAaTa Kanu6paunouﬂa KpuBa.

E2-RIA-CT cpm B/Bo (%)
O6u1 6poit 47330
Kanubparop
0 pgmi 19724 100,0
17947 91,0
18 pg/ml
14990 76,0
35 pg/ml
10995 55,7
152 pg/ml
6012 30,5
433 pg/ml
2439 12,4
1818 pg/ml 1630 83
3604 pg/ml '

XU U3ITB/THEHHE H OT'PAHUYEHHUA

A. OmnpenesieH JUMHUT

JIBaJIECET U BTOpA HYJIEBU KauuOparopa ca OMIM M3MUTAHU 3a€IHO C KOMIUIEKT OT
npyra  kammOparopu. OnpepeneHus JHMHT, JAepUHHpaH Karo sBHarta
KOHILIEHTpAIMs Ha JIBE CTAHAAPTHU OTKJIOHEHHUS HaJ CpeAHUst Opol IpH HyJEBO
cBbp3Bane, e 6un 6,4 pg/ml.

B. Cnenuduunocr
IlpoueHTBT Ha KPBCTOCAHA PpeaKLUs, I[PELEHEH
KOHIeHTpanusTa 1pu 50% MOTHCKaHe, € ChOTBETHO:

4Ype3 CpaBHSBaHE C

D. Tounoct
TECT C PA3SPEX/IAHE
Pa3pexnane TeopeTnuna Hsmepenara Bn3cTranoBeH
KOHLEHTpaNus KOHLEHTPAaHs (%)
(pg/ml) (pg/ml)
11 1877,0 1877,0 100
1/2 938,5 8014 85
1/4 469,3 412,7 88
1/8 234,6 180,8 77
1/16 117,3 96,7 82
1/32 58,7 58,7 100
1/64 29,3 25,5 87
1/128 14,7 15,4 105
TIpobute Gsixa pa3peneHu ¢ HyJeB KaHOpaTop
W3mepenuTe 1 TEOPETUYHU KOHIIEHTPALMH Ca B CbOTBETCTBUE:
Y (m3mepenute) = 0,99X (teopernunn) + 27,0, R?=0,995
BBH3CTAHOBUTEJIEH TECT
IIpoda nob6aBen E2 Teoperuyna H3mepenara Bn3cranose
(pg/ml) E2 E2 H
(pg/ml) (pg/ml) (%)
1 0 NA 13 NA
10 23 18 78
50 63 52 83
200 213 178 84
500 513 565 110
1000 1013 947 93
2000 2013 2052 102
3000 3013 2912 97
2 0 NA 8 NA
10 18 23 128
50 58 58 99
200 208 201 97
500 508 509 100
1000 1008 934 93
2000 2008 1851 92
3000 3008 2807 93

VI3MepeHuTE U TEOPETHYHN KOHIIEHTPALUH Ca B ChOTBETCTBHE:
Tpobu 1: Y (u3mepennte) = 0,98X (teopernunu) + 0,9, R? = 0,998
pobu 1: Y (u3mepenure) = 0,93X (teopernunu) + 10,2, R? = 1,000

Konsepcuonen dakrop:
Ot ng/ml mo nmol/L :
Or nmol/L o ng/ml :

x 3,68
x 0,272

Konuentparuute Ha kaaubparopute ca ompenenenu nocpenctsom ID-GC/MS
pedepeHTeH METOA.

1. BakbcHenune

KakTo e mokaszaHo Io-J0JIy, pe3yiITaTHTe OT M3IHTBAHETO OCTaBaT TOYHH IOPH
Korato mpobara e pasmpezneneHa 40 MHHYTH clie[] KaTo KaluOpaTopbT € Oui
no0aBeH KbM ITOKPUTATA eIpyBETKa.

CobeauHeHne KpbcTocana peakTHBHOCT
(%)
Ecrtpon 1,0
Ectpuon 0,6
ErtnsuInecTpaguon 0,2
[IPOreCTePOH <0,0002
TECTOCTEPOH <0,001
AHZIPOCTEHIHOH <0,001
DHEA-cyadar <0,0002
Ectpaanon-17- rioKypoHu <0,2
Kopruson <0,001
Exyunun <0,1
Ecrpaauon -17-anepar <0,1
Hoprectpen <0,0004
AHAPOCTEHANOI 0,001
I'. lIpenusnoct
10 BPEME HA M3IIUTBAHETO MEX]TY USIIUTBAHETO
CepyM N <X>*SD cv CepyM N <X>+SD CVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 80+6,4 8,0 A 23 79+11 13,9
B 20 141+£7,9 5,6 B 23 249 + 26 10,4
C 20 249 £ 117 4,7

SD : Crannmaprro otknonenne; CV: KoepunueHT Ha Bapuanus

3akbCcHeHHE
Cepym 0 10 20 30 40
(pg/ml)
C1 63 58 79 69 75
C2 217 229 274 235 237

XIV. BBTPEIIIEH KAYECTBEH KOHTPOJI

- Axo pesynrarute, nomydenn 3a Konrtpona 1 w/mim Kontpona 2 me ca B
paMKNTe Ha HUBOTO, YKAa3aHO Ha €THKETa Ha (pIaKOHa, TO PE3yNTaTHTE He
Morar a ObJaT M3MON3BaHH, OCBEH aKO HE Ce MPEJOCTaBU 33J10BOJIHTEIHO
00sICHEHHE Ha TOBA HEChOTBETCTBHE.

- ITo xenanue, BesKa JTaOOPaTOPHs MOXKE J1a CH HATIPaBM COOCTBEH KOMILIEKT
OT KOHTPOJIHU HPOOH, KOUTO TPAOBA [a ce ChbXPaHsBAT 3aMPA3eHH B KPaTHH
CHOTHOIICHHUS.

- Kpurepunte 3a mnpuemaHe Ha pasinmKaTa OT JIBOMHHTE PpE3yNTaTH Ha
npobute TpsOBa na ce onupar Ha JJoOparta JlabopatopHa I[IpakTuxka.




XV. PE®@EPEHTHH HHTEPBA/IH

CroifHoCTUTE, OKA3aHU I10-70J1y, ca MPEIOCTaBEeHU caMO 3a HAIIbTCTBUE; BCSKA
nabopatopuss TpsiOBa [a YCTaHOBM CBOM COOCTBEH HOpMaleH OOXBaT Ha
CTOMHOCTH.

HWHTepBan Ha Cpenna Bpoii
KOHIEHTPaIHUsATA KOHUEHTpauusi | cy0ekTH
(2,5 no 97,5%) (pg/ml)
(pg/ml)
Hopmannu Mbike 15-47 27 59
Hopmannu xeHu
. ®omukynapHa ¢aza 50 — 482 137 35
(men —10 mo —3)
. IlpenoBynaropen 66 — 488 176 33
TIepHo.
(mer -1 & 0) 51 -376 119 40
. Jlyreanna daza
(men 3 mo 10) 6-53 16 72
. Cnien MmeHomay3a
BpemenHoct
. IIepBU TpuUMECTBP 510 - 6300 20
. Bropu tpumecTsp 2400 - 18900 26
. Tperu TpumecTsp 11900 - 37100 20

XVI. IIPEJITA3HH MEPKH U ITPE/IYIIPEK/ITEHHA

BesonacHoct

Camo 3a in Vitro guarsHocTuka.

Tosu HaGop chabpxka 2| (momyxuBotr: 60 aHu), emuTHpal Honusupamu X (28
keV) u y (35,5 keV) ipuenus.

Tos3u paguoakTHBEH IPOLYKT MOXE Ja Ce NpeHacs W Ja ce M3IO0JI3Ba CaMO OT
OTOPHU3MpPAHU JIHIA; IOKYNKAaTa, CbXPaHEHHETO, yHmoTpebaTa H pa3MsHAaTa Ha
paJMOaKTUBHY MPOMYKTH ca MpeaMeT Ha 3aKOHOIATEICTBOTO Ha JbpikaBaTa, Ha
Kpaitaust notpeduren. To3u NpoxyKT He OMBa B HHKAaKbB CIIydal Jla ce Ipuiara
Ha XOpa WU KUBOTHH.

Bopasenero ¢ paguakTUBHUS NPOIYKT TPsIOBa Ja ce M3BBPIIBA B ONpeelieHa 3a
LeNTa TepUTOpPHS, Jajied OT PeryJsIpHH 30HU Ha IpeMuHaBaHe. B mabGoparopusta
TpsiOBa Ja ce IMOAAbpXKA [HEBHHK 3a IIOMyYaBaHETO H CBXPAaHEHHETO Ha
paguoaKTUBHU Martepuand. JlaGopaTopHaTa EKHITUPOBKA U CTHKJIApHs, KOUTO
Morat Ja 0bJaT KOHTAMHHHUPAHU C PAIHOAKTHBHH CYyOCTaHIMH, TpsIOBa 1a ObaaT
OTHeNIeHH C Ien Ja ce u30erHe KPbCTOCAHA KOHTAMUHAIMS C Pa3IUYHU
PaIHOU30TOIH.

BesikakBi  paJMOakTHBHM IIPBCKH TpsOBa Ja ce IIOYMCTBAT HE3a0aBHO B
CBOTBETCTBHE C NPOLEIYPUTE 3a paJuallioHHa Oe30macHOCT. PagmoakTHBHHTE
OTIaAbLIM TPsiOBa Ja ce W3XBBPILIT, CIIEABAaKH MECTHHTE HapelIOH W
PBKOBOJCTBA Ha BJIACTHTE, YNPAXKHSBSALIM IOPUCANKINATA, HAJ J1a0OpaTOPHHUTE.
IIpunbpxaneTo KbM OCHOBHMTE MpaBUIa 33 paJUIHOHHAa 0E30MacHOCT
OCHTYpsIBaT a/IeKBaTHA 3alllUTA.

YoBemkuTe KPEBHH KOMIIOHSHTH, BKJIFOUEHH B KHTa, ca OWJIM TECTYBaHH dpe3
onobpenu ot EBponeiicku u/unn FDA (AMepukaHcka areHIUs MO XpaHUTE M
JIeKapcTBaTa) METOJM W ca Jaiau orpuuarerneH pesynrat 3a HbsAg, antu-HCV,
antu-HIV-1 n 2. Hsama u3BecTen MeTon, KoOiTo fa 1aBa IIbJIHA TapaHIUS 32 TOBa,
Yye YOBEIIKUTE KPBBHM JepuBaTH He mpeHacar xemarut, CIIMH wmm npyru
nHdexnun. Eto 3amo, 60opaBeHeTo ChC peareHTUTe, CEpYMHHUTE MU IIIa3MEHHTE
npoOu TpsiOBa 1a ObJIe B CHOTBETCBHE C MECTHHTE IIPOLEAYPH 110 OE30ITacCHOCT.
Benuky KUBOTUHCKH TNPOAYKTH M IEPUBATH ca OHIM CHOMpPaHH OT 3APaBH
JKHBOTHH. BOJICKHTE KOMITOHEHTH ca ¢ IPOM3X0J OT cTpaHu, Kbaero BSE (Boncka
cepyMHa eHuedanonaTusi) He e Omiaa ycraHoBsiBaHa. HeszaBHCHMO OT TOBa,
KOMIIOHEHTHTE, ChIbPIKAIH )KUBOTHHCKM CyOCTaHIUM TpsOBa Ja ce TPeTHpaT
KaTO MOTEHIHAITHO HH()EKIIHO3HH.

W30srBaiite KakbBTO M Ja OWJIO KOXKEH KOHTAKT C peareHTUTe (ChIBpXKAT
HATPUEB a3WJ KaTO KOHCEPBAHT). ABHIBT B TO3U KHUT MOXeE J]a pearupa ¢ 0I0BOTO
¥ MeATa BHB BOJOIPOBOAHHUTE MHCTAJALMK KaTO MO TO3HM HAYHMH CE IOIydaBaT
CHJIHO eKCIUIO3MBHU MeTanHH asund. Ilo BpeMe Ha W3MUBHUSI eTall, IIPOMUHTE
ChC CHJIHAa M OOWJIHA CTPYys BOJa KaHAIHM3alMATa, 3a Ja u3bernere GpopmMupaHero
Ha a3u[IH.

He mymrere, He muiite, He sDKTe M HE CH cllaraiiTe Ko3MeTHKa B paboTHaTa
teputopus. He munerupaiite ¢ ycra. M3mon3Baiite 3allUTHO OOJIEKIO U PBKABUIH
3a eHOKpaTHa ynorpeoa.

XVII.
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XVIII. OBOBLIEHUE HA ITPOTOKOJIA
OBIIA TMPOBA (1)
AKTUBHOCT | KAMBPATOPH |y hyrpoin
ul
pl ul
Kanu6paropu (0-6) - 50 -
[po6u, KoHTpOIN - - 50
Tpeiicsp 500 500 500
Hukyb6arms 3 waca npu Temneparypa 37°C BbB BoJHa OaHs
Cenapanus - acrnupupaite
M3muBaIi pa3rBop - 3,0ml
Cenapaum{ - acnnpnpaﬁ're BHUMATEIHO
Bbpoene Oruerere enpyBeTkuTe 3a 60 CEKyHIH

DIAsource karanor HOMep:
KIP0629
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P.I. Number : 1701000

Used symbols

Consult instructions for use

Storage temperature

Use by

Batch code

Catalogue number

Control

In vitro diagnostic medical device

Manufacturer

4

Contains sufficient for <n> tests

OLN | CONC

Wash solution concentrated

Zero calibrator

Calibrator #

Control #

Tracer

Tracer

Tracer concentrated

Tracer concentrated

Tubes

Incubation buffer

ACETONITRILE

Acetonitrile

Serum

Specimen diluent

DI
DI

Dilution buffer

Antserum

L S
L

Calibrator diluent

PE
UF
DIl CAL

Reconstitution solution

Polyethylene glycol

Extraction solution

Elution solution

Bond Elut Silica cartridges

Pre-treatment solution

Neutralization solution

Tracer buffer

Microtiterplate
HRP Conjugate
[[a [ e | HRP Conjugate

HRP Conjugate concentrate

b
Ag HRP
b
Ag HRP | CONC

HRP Conjugate concentrate

Conjugate buffer

F
CHROM CONC

Chromogenic TMB concentrate

B
B

Chromogenic TMB solution

Substrate buffer

Stop solution

Incubation serum

Buffer

AP Conjugate

Substrate PNPP

Biotin conjugate concentrate

Precipitating Agent

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentrate

Assay buffer

ASS BUF
Ab BIOT

Biotin conjugate

Specific Antibody

SAV | HRP | CONC

Streptavidin HRP concentrate

NSB

Non-specific binding

2nd Ab

2nd Antibody

EE

Acidification Buffer

Distributor

TRAY

Incubation trays

PMSF solution

Protect from light

Dot Strip

Substrate

EXTR | SOLN |CONC

Extraction Buffer Concentrate

| CART | Cartridge
sav ‘ HRP ‘ Streptavidin HRP
PIPETTE | Pipette

WASH | SOLN Wash buffer
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P.I. Number : 1701000

Symboles util

Consulter les instructions d’utilisation

Température de conservation

Utiliser jusque

Numéro de lot

Référence de catalogue

Controle

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Fabricant

Contenu suffisant pour <n> tests

Solution de lavage concentrée

Calibrateur zéro

Calibrateur #

CONTROL

Controle #

Traceur

Ag 1251
1251

Ab 2

Traceur

Traceur concentré

Traceur concentré

Tubes

Tampon d'incubation

Acétonitrile

Sérum

Diluant du spécimen

DI
DI

Tampon de dilution

L S
L

Diluant de calibrateur

PE
UF
DIl CAL

Solution de reconstitution

Glycol Polyéthyléne

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

b
Ag HRP

HRP Conjugué

HRP Conjugué concentré

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

RO T™I
BUF
Ab AP

Tampon
AP Conjugué
Tampon PNPP

BIOT CONC

Biotine conjugué concentré

PR

AGENT

Agent de précipitation

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentré

Tampon de test

ASS BUF
Ab BIOT

Biotine conjugué

Anticorps spécifique

SAV | HRP | CONC Concentré streptavidine HRP
NSB Liant non spécifique
2nd Ab Second anticorps

(oo [or ]

Tampon d'acidification

Distributeur

TRAY

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
PIPETTE H Pipette

OLN

Tampon de lavage
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P.I. Number : 1701000

Benutzte Symbole

Gebrauchsanweisung beachten

Lagern bei

Verwendbar bis

Chargenbezeichnung

Bestellnummer

Kontrolle

In Vitro Diagnostikum

Hersteller

Ausreichend fiir <n> Ansitze

Waschlosung-Konzentrat

Null kalibrator

Kalibrator #

Kontrolle #

)
Ab 1251

Tracer
Tracer
Tracer Konzentrat
Tracer Konzentrat
i Réhrchen
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
™
™
U

MB
Farblésung TMB
Substratpuffer
Stopplosung
Inkubationsserum
Puffer
AP Konjugat
Substrat PNPP

Biotin-Konjugat-Konzentrat

Fallungsreagenz

Avidin-HRP-Konzentrat

Assaypuffer

Biotin-Konjugat

Spezifischer Antikorper

SAV | HRP | CONC HRP Streptavidinkonzentrat
NSB Unspezifische Bindung
2nd Ab Sekundérer Antikorper
Ansduerungspuffer
Vertreiber
Inkubationsschale
PMSF Losung

Vor Licht schiitzen

Tupfelstreifen

Substrat

EXTR | SOLN |CONC

Konzentrat Extraktionspuffer

|CART | Kassette

sav | e | Streptavidin HRP
PIPETTE | Pipet

WASH | SOLN Waschpuffer
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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

Tampone di lavaggio concentrato

Calibratore zero

Standard #

SH | SOl
L
ONTROL

Controllo #

Ab 1251 Marcato

Marcato concentrato

1251 | CONC

Marcato concentrato

Provette

7

IN

BUF

Tampone incubazione

ACETONITRILE

Acetonitrile

Siero

Diluente campione

DI
DI

Tampone diluizione

ANTISERUM

Antisiero

L
L

Immunoassorbente

E
IMMUNOADSORBENT

Diluente calibratore

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

Ag HRP
N
g N

HRP Coniugato concentrato

b
g
2
[ Lo |

Buffer coniugato

Cromogena TMB concentrato

U
TMB

o |

Soluzione cromogena TMB

Tampone substrato

Soluzione di arresto

[~ ]

Incubazione con siero

3
M
M
L
TOP | SOLN
R
P

Buffer
AP Coniugato
Substrato PNPP

N
N

BIOT NI

Concentrato coniugato con biotina

Agente precipitante

Concentrato avidina HRP

Soluzione tampone per test

Coniugato con biotina

Anticorpo Specifico

SAV | HRP | CONC Streptavidina-HRP concentrata
NSB Legame non-specifico
2nd Ab 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
PIPETTE | Pipetta

WASH | SOLN

Tampone di lavaggio
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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

54

Contenido suficiente para <n> ensayos

WASH | SOLN -

Solucion de lavado concentrada

Calibrador cero

AL
AL

Calibrador #

CONTROL -

Control #

Ag 1251

Trazador

Ab 1251

Trazador

Trazador concentrada

b IC

Trazador concentrada

7

Tubos

IN BUI

Tampon de incubacion

ACETONITRILE

Acetonitrilo

Suero

Diluyente de Muestra

DI
DI

Tampon de dilucion

PE
AL

Diluyente de calibrador

Solucion de Reconstitucion

Glicol Polietileno

Solucién de extraccion

Solucién de elucion

Cartuchos Bond Elut Silica

Solucién de Pre-tratamiento

Solucién de Neutralizacion

Tampon de trazador

Placa de microvaloracion

HRP Conjugado

HRP Conjugado

HRP Conjugado concentrada

HRP Conjugado concentrada

Tampon de Conjugado

Cromoégena TMB concentrada

Solucion Cromdgena TMB

Tampon de sustrato

Solucion de Parada

Suero de Incubacion

Tampon

AP Conjugado

Sustrato PNPP

Concentrado de conjugado de biotina

Agente de precipitacion

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

EDET

Tampon de Acidificacion

Distribuidor

TRAY

Bandejas de incubacion

Solucion de PMSF

Proteger de la luz

STRIP

:

Tries Dot

Sustrato

EXTR | SOLN |CONC

Concentrado de tampon de extraccion

|CART | Cartucho
sav | e | Estreptavidina HRP
PIPETTE | Pipeta

WASH | SOLN

Tampon de lavado
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Xpnowonowvueve coupfoira

Svppovievteite Tig 0dnyieg xpriong

Ogppokpaocio awodnkevong

Hpepopnvia Anéng

ApOuog maptidog

ApOpog Katordyon

IIpdtumo réyyov

In Vitro Awyvootiké latpoteyvolryikd mpodov

Koaraokevaotg

Tepeyopevo emapkég yia «v» e€etdoelg

ZUUTVKVOEEVO StdAvpa EKTAvong

Mndevikodg Pabpovountmg

AL BoOpovopmtig #
Opdg eréyyov #
Az Lpmoémg
Ab 1251 IywmBémg
Xpwpoyovog Iyvnbéng
Xpwpoyovog Iyvnbéng
Solnvapio,

Pubpuoticd didhopa endaong

ACETONITRILE

Axetovitpikio

Opdg

[on [ o ]

AGdopo apaioong detypdtov

DIL
DIL

Pubpuotikd didhopa apainong

ANTISERUM

Avtiopdg

AvocompocpopnTikd

IMMUNOADSORBENT

Apowticd Padpovountadv

AGdopa avacvotoong

TToAvabvievoyhokdin

Adhopo xydhong

Adhopo Exhovong

Dooryyeg moprriov Bond Elut

Adhopo tposmeéepyaoiog

Addopa eEovdetépmong

Pubpuoticd didhopa

TIAéxa pukpotithodotong
HRP X0levypa
HRP ZiCeoypa

HRP | CONC

Xpwpoyovog HRP Zolevypo

Xpwpoyovog HRP Zolevypo

Pubpuoticd didhvpa culedypatog

CHROM CONC

Xpwpoyovog TMB

Addopo ypopoyovov TMB

Pubpuoticd didhopa vrootpdpoTog

Avaoyetikd avuidpaotiplo

Opdg endaong

Pubpuoticd didhopa

AP Z0levypa

PNPP vrootpdpatog

BIOT | CONJ | CONC

ZUUTVKVOUEVO avTIdpacTiPLo cLievypévo e Plotivy

PREC | AGENT

Topdyovtag kabilnong

AVID | HRP

Sopnvkvopévo dtivpa apfdivng-HRP

ASS BUF

Pubpuotikd diéhvpa mpocdiopiopod

Ab BIOT

avtdpaotiplo cvievypévo pe Protivn

Ewwd Avticopa

SAV | HRP | CONC

Svpmokvouivn otpentafidivn covegevypévn pe HRP

NSB

pn-edikn déopevon

2nd Ab

20 Avticoua

Pubpioticd Ardhopa 6&vo

Awvopéag

Aiokot endoong

Aéidopa PMSF

IIpootatevete omd 10 Qog

Touvio Kovkkidwv

Yrootpopa

EXTR | SOLN |CONC

Sopmikvepa pubu. dteddpatog exyviiong

|CART | Doocryya
sav ‘ HRP ‘ Stpentafdivn HRP
PIPETTE | TéTo

Pubpuoticd didhvpa mhdong
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Uzywane symbole

Przed zastosowaniem zapoznac si¢ z instrukcja

Temperatura przechowywania

Zuzy¢ przed

Kod serii

Numer katalogowy

Kontrola

Urzadzenie medyczne do diagnostyki in vitro

Producent

Zawarto$¢ wystarczajaca do <n> testow

Roztwor pluczacy stezony

Kalibrator zerowy

Kalibrator nr

Kontrola nr

Znacznik izotopowy

Ab 1251

Znacznik izotopowy

Znacznik izotopowy stgzony

Znacznik izotopowy stgzony

7

Probowki

Wymagana inkubacja buforu

ACETONITRILE

Acetonitryl

Surowica

Rozcienczalnik probki

Bufor do rozcienczania

Anysrovica
Immunoadsorbent

Rozcieficzalnik kalibratora

Roztwor do rozcienczania

Glikol poli(oksy)etylenowy

Roztwor ekstrakeyjny

Roztwor elucyjny

Kolumny krzemionkowe Bond Elut

Roztwor do przygotowania wstgpnego

Roztwor neutralizujacy

TRACEUR

Bufor znacznika

mikroplytka

Koniugat peroksydazy chrzanowej

Koniugat peroksydazy chrzanowej

Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej

Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej

Bufor do koniugacji

Koncentrat chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Roztwor chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Bufor substratu

Roztwor zatrzymujacy reakcje

Wymagana inkubacja surowicy

Bufor

Koniugat AP (fosfatazy alkalicznej)

p-nitrofenylofosforan substratowy

Koncentrat koniugatu biotyny

Srodek stracajacy

Koncentrat peroksydazy chrzanowej z awidyna

Bufor do oznaczania

Koniugatu biotyny

Przeciwciato swoiste

SAV | HRP | CONC Koncentrat streptawidyny HRP
NSB Wiazanie nieswoiste
20d Ab Drugie przeciwcialo

Bufor zakwaszajacy

Dystrybutor

Tacki do inkubacji

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

Chroni¢ przed $wiatlem

Pasck testowy z antygenami - ,,Dot Strip”

Substrat

Stezony bufor do ekstrakcji

Kaseta

Streptawidyna sprz¢zona z peroksydaza chrzanowa
(HRP - z ang. horseradish peroxidase)

| PIPETTE |

Pipeta

WASH | SOLN

Bufor do plukania
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H3no,13BaHu CHMBOJIH

Binxre nHcTpyKumsita 3a pabora

Temrneparypa Ha CbXpaHCHHE

W3nonssaiite ¢

Tapruznen xox

Karanoxen Homep

Kontpon

VIH BUTPO AMATHOCTHYHO MEIHIMHCKO U3/IeIHe

TIpousBoauten

C'b,[l”l:p)i((’il-ll/lé JIOCTaThYHO 3a <n> Tecra

Kouuentpupan nsmusaii pa3srsop

Hynes xanmmbparop

Kamubparop #

[on [~ ]
!

Kountpon #
Tpeiicep
M Tpeiicnp
Ag

Kounentpupan mapkep

Kounentpupan mapkep

7

Enpyserku

L
L
ONTROL
c

[ o]

Nuky6aunonen 6y dep

ACETONITRILE

AneroHuTpHI

Cepym

Paspenuren 3a npobure

DI
DI

Bydep 3a pazpexnane

L
[ Lo ]

Paspenuren 3a xanubparopa

RE

E
U
L
OLN

IIpecs3nasang paztBop

Tlonuerunen rmuxon

Excrpakros pasrsop

PasrtBop 3a emonpane

CHIMKareHU TbITHUTEIH

Tpen-neueden pasrsop

Heyrtpamusupau patsop

Mapxkepen 6ydep

MHUKPOTUTBPHA [UTACTHHA

HRP kontorar / KoHrorar Ha XpsiHOBa IIepOKCHJIa3a

HRP kontorar / KoHrorar Ha XpsiHOBa IIepOKCH/Ia3a

A
Al

HRP koHrorupas KOHIEHTpAT

b N
g N

HRP koHrorupas KOHIEHTpAT

b
N.

Bydep 3a xonrorara

CHROM - CONC

Xpomorerner TMB koHueHTpar

Xpomorerner TMB pasrsop

Cy6ctparen Oydep

U
TMB

Cromn pazrBop

Mukybanuonen cepym

Bydgep

AP xoHtorar / KOHIOrat Ha ankainxa ¢pocgarasa

Cy6crpar PNPP / napa Hurpodenun pocdar

buHoTHH KOHIOrMpaH KOHIEHTpPAT

Tpenunurupario BemecTso

ON
PREC | AGENT

Asupuz HRP konueHnTpar

v
ASS BUF

Bydep 3a npobute

Ab BIOT

buotun xoniorar

crenu(pUIHO AHTUTSIIO

SAV | HRP | CONC

crpenraBuaud HRP konuentpar

NSB

He crenu(pUIHO CBBP3BAHE

2nd Ab

BTOPO aHTUTSJIO

kucenuuusupan 6y dep

JHuctpubyrop

Tannuku 3a uHKyOams

PasrBop na DMCD

Jla ce nasu OT CBETJIMHA

Tect neHTa ¢ MapKEPHH TOYKH

Cy6crpar

EXTR | SOLN |CONC

Kouientpupan eKcTpakToB pa3rBop

| CART |

Kacera

SAV ‘ HRP ‘

CrpenpaBuaun HRP

PIPETTE |

Tunern

WASH | SOLN

W3muBan pazreop

Revision nr 140723





