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1. INTENDED USE
This product is intended FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY.
Immunoassay for the in vitro quantitative determination of S100 in human serum. S100

is intended for use as an aid in the management of patients suffering from malignant
melanoma.

2. PRINCIPLE OF THE TEST

The S100 ELISA is a two-site, one-step, enzyme linked immunosorbent assay. In the
assay calibrators, controls and unknown samples react simultaneously with 2 solid
phase capture antibodies and a detector antibody conjugated with horseradish
peroxidase (HRP) during the incubation in the microtiter wells. After a washing step a
TMB chromogen (Tetramethylbenzidine) is added and the reaction is allowed to
proceed for 15 minutes. The enzyme reaction is stopped by adding a Stop Solution and
the absorbance is measured at 450 nm.

3. KIT CONTENTS
The kit contains reagents for 96 determinations.
3.1 Anti-S100B - coated strips: ready to use reagent
1 x 96 microtiter wells coated with 2 monoclonal mouse anti-S100B antibodies.
Contains BSA. Allow strips and holder to equilibrate to room temperature (20-25°C) in
the foil pouch to protect wells from condensation. Once opened, reseal to assure
proper closure in a desiccated environment.

NOTE: When the pouch containing strips is first opened, the desiccant indicator MUST
be blue. If indication is not blue, do not use the strips.

3.2 HRP- conjugate: ready to use reagent

1 x 21 mL, blue-green liquid. Contains a monoclonal mouse anti-S100B antibody
conjugated with HRP, BSA and 0.5% ProClin 300 as preservative.

3.3 Calibrators: lyophilized reagent

2 vials of each 6 calibrators. Reconstitute in 1.0 mL purified water. Calibrators consist
of S100 bovine antigen. Calibrator S100 value is listed on the vial labels.

3.4 Controls: lyophilized reagent

2 vials of each 2 controls, Reconstitute in 1.0 mL purified water. Controls consist of
S100 bovine antigen. The range of concentrations of each control is reported on the
certificate of analysis and indicates the limits established by DiaSorin for control values
that can be obtained in reliable assay runs.

3.5 Sample Diluent: ready to use reagent

1 x 10 mL, ready for use, colorless liquid. Contains 0.5% ProClin 300 as preservative.
3.6  Wash Buffer 10X: liquid solution

2 x 50 mL, a PBS-Tween concentrate. The 1X Wash Buffer is stable when stored at
room temperature (20-25°C) for 5 days. NOTE: Do not use if buffer is turbid.

3.7 TMB Solution: ready to use reagent

1 x 16 mL, Buffered substrate and chromogen, colorless, 0.05% TMB (3,3,
5,5’ Tetramethylbenzidine). Protect from light. NOTE: Do not use if blue precipitate is
present.

3.8 Stop Solution: ready to use reagent

1 x 20 mL, colorless liquid. Contains 0.4N Sulfuric Acid. See Warnings and Precautions
section.

4. SHELF LIFE AND STORAGE OF THE KIT
The kit is stable at 2-8°C until expiry date on the label. After opening, store all reagents
at 2-8°C until expiration date on the label, except for calibrators and controls that can
be frozen at -20°C, thawed and reused once. Do not use the kit after the expiry date.



5. WARNINGS AND PRECAUTIONS
This product is intended FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY.
Reagents Containing 3,3',5,5' Tetramethylbenzidine
Chromogen: This product contains 3,3'5,5' Tetramethylbenzidine (TMB) (0.05%)
which has shown possible mutagenic effects in laboratory experiments.
6. TRACEABILITY OF STANDARDS AND CONTROLS

The calibrators and controls of the kit consist of S100B protein. This S100B protein
originates from purified and well-characterized bovine brain material. Calibrators and
Controls are calibrated against in-house reference S100B material.

7. MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

Precision pipettes for 50, 100 and 150 pL.

Vortex mixer.

Purified water.

Plate Shaker: 800 rpm, amplitude 1.5 mm.
Microplate washing device.

Microplate ELISA Reader 450 nm reading capability.
Calculation of results: Cubic Spline algorithm.

8. SPECIMEN COLLECTION, PREPARATION AND STORAGE

Serum is recommended. Do not use EDTA- or sodium citrate plasma.

Collect samples using standard procedures.

During blood collection ensure that the sample is not contaminated with EDTA
or sodium citrate. The blood should be processed and serum/plasma collected
within 2—4 hr.

Storage of serum samples at 2-8°C: 24 hours. For longer storage freeze to
below —20°C. Samples are stable at —20°C for 6 months. Frozen sera must be
gently but thoroughly mixed after thawing. Avoid repeated freeze-thaw cycles.
Do not use samples, which are grossly lipemic or contaminated. Samples
containing precipitates must be centrifuged before testing. Do not use heat-
inactivated samples.

High S100B samples (>5 pg/L) can be diluted. S100 ELISA diluent should be
used for dilution.

9. PREPARATION OF REAGENTS BEFORE USE

Allow unopened reagents and samples to reach room temperature (20-25°C)
before use.

Calibrators: Reconstitute in 1.0 mL purified water. Let stand 20 minutes. Mix
carefully.

Controls: Reconstitute in 1.0 mL purified water. Let stand 20 minutes.
Mix carefully.

10x Wash Buffer: Dilute 1:10 (1x Wash Buffer) with purified water.



10. STORAGE OF REAGENTS AFTER USE

Reconstituted calibrators and controls are stable for 90 min at room
temperature. If all of the calibrators and controls are not used immediately, they
can be frozen at — 20°C, thawed and reused once.

All the other opened components should be stored at 2 — 8°C in the original
containers.

The TMB substrate and stop solution, which are taken out of the original vials,
must be discarded.

Fresh 1x Wash Buffer should be prepared at least once every 5 days.

11. ASSAY PROCEDURE

111

11.2
11.3
1.4

11.6
1.7

11.8

11.9

Prepare all the reagents as described in the previous section. Mix the samples
on a Vortex before pipetting. Note: The test must be started within 90 minutes
of the reconstitution of the calibrators and controls.

Pipette 50 uL of calibrators, controls and unknown samples into the wells.
Add 150 pL conjugate to all wells.

Cover the plate and incubate for 2 hours on a plate shaker (800 rpm) at room
temperature (RT).

Wash 3 times with 300 pL of 1x Wash Buffer. Note: It may be necessary to
decant sample and conjugate from plate manually prior to wash step if an
automated plate washing system is used.

Add 100 pL TMB substrate to all wells.

Cover the plate and incubate 15 + 2 minutes on a plate shaker (800 rpm) at
room temperature.

Stop the reaction by adding 100 pL Stop Solution. Add the Stop Solution in the
same order and speed, which was used for the TMB substrate.

Read the absorbance at 450 nm using a microplate reader within 15 minutes.

12. FLOW DIAGRAM OF ASSAY

Add 50 yL sample, calibrator or control + 150 pL tracer

v
Cover; Incubate 2 hours, RT, on plate shaker 800 rpm
v
3 x Wash with 300 pL 1x Wash Buffer

Vv

Add 100 pyL TMB substrate
Vv

Cover; Incubate 15 minutes, RT, on plate shaker 800 rpm

v

Add 100 pL Stop Solution
v

Read at 450 nm



13. QUALITY CONTROL

Each laboratory must include at least one high and one low control in every assay to
monitor assay performance. The controls provided with the kit may be utilized for this
purpose. The kit controls contain S100B protein at both high and low concentrations
and have been assayed using the DiaSorin S100B kit to establish expected ranges.
The range of concentrations of each control is reported on the certificate of analysis
and indicates the limits established by DiaSorin for control values that can be obtained
in reliable assay runs. The controls should be treated as unknown samples and
assayed in duplicate. Assays should be considered valid only if results meet the
laboratories criteria for acceptability.

14. CALCULATION OF RESULTS

Interpretation of Results

The Cubic Spline algorithm should be used for calculation of results. When using a
Microplate Reader with automatic data calculation refer to the users manual of the
instrument.

This is an example only and should not be used in calculations.

Sample ABS 450 nm ug/L
CALA 0.087 0.00
CALB 0.154 0.12
CALC 0.221 0.25
CALD 0.339 0.49
CALE 1.516 249
CALF 2.692 4.46
CONTROL L 0.420 0.62
CONTROL H 1.113 1.65
Sample 1 0.109 0.40
Sample 2 0.389 0.59
Sample 3 1.223 2.03

Standard Curve
This is an example only and should not be used in calculations.

3.0 ¢

Abs 450 nm

S100B ug/L



15. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS
Reference Range

Cut-off was determined to 0.15 pg/L (the 95%-ile of 100 blood donor samples). Each
laboratory should, however, establish its own upper reference limit.

Accuracy

The accuracy of the results of this assay is directly related to the degree of care
excersized during pipetting, vortexing, aspiration, and adherence to methodology and
temperature requirements.

Measuring Range

The measuring range is up to 5 pg/L. Concentrations for high samples can be obtained
by diluting with S100 ELISA Diluent and repeating the assay.

Precision

Serum samples at different concentration levels were evaluated running one assay per
day over ten operating days. Intra-assay and Inter-Assay precision was estimated by
analysis of variance (ANOVA). Within the range of concentrations from 0.18 to 4 pgl/L,
the within run impresicion is < 10% and the total imprecision is < 15%.

Sample Intra-assay Inter-assay
ug/L variation (CV%) variation (CV%)
0.18 9.4 7.2
0.27 6.6 124
0.61 3.8 4.7
1.9 4.4 3.1
22 1.9 43
4.1 2.9 35
Sensitivity (LDL)

The detection limit is 0.03 pg/L (BO+ 3SD).

Dilution Linearity

Dilution linearity was assessed by diluting three clinical samples with S100B Sample
Diluent and assaying. Dilution linearity demonstrates a functional assay range from
0.2 pg/L to 4.5 pg/L.

Sample Dilution Ca'c‘zféfl_\)/a'“e Rec;:’ery
1 1:1 2.94 100
1:2 3.03 103
15 3.68 125
1:10 3.29 112
2 1:1 3.08 100
1:2 3.49 113
15 3.80 123
1:10 4.16 135
3 1:1 3.77 100
1:2 3.76 100
15 3.81 101
1:10 3.74 99




Compounds and Cross-Reactivity

There were no significant differences observed in S100B concentration levels after the
addition of heparin, heparin/protamine or propofol compared to the control at the
concentrations tested.

Compounds Tested for Potential Interference

Drug Tested Conc. Tested
Heparin 5 1U/mL
Heparin/Protamine 100 IU/mL/10 mg/mL
Propofol 80 pg/mL

Gao, F, Harris, DNF, Sapsed-Byrne, S. Publication Perfusion 1997; 12:163-165

Potential interfering endogenous substances were added at the following final
concentrations: bilirubin, 0.125 pg/mL; triglycerides, 12.5 mg/mL; hemoglobin 1,
2.5 and 5 mg/mL. Each test samples was assayed in duplicate. Elevated hemoglobin
may affect sample results.

Interference by Endogenous Substances

rn?:frglrzlnt Conc. Tested Mea\;]a%c;ntrol Me\?:lJeeSt Difference % Error
Bilirubin 125 pg/mL 0.083 0.090 0.007 8%
Triglycerides 12.5 mg/mL 0.084 0.083 0.001 2%
Hemoglobin 1 mg/mL 0.087 0.091 0.004 5%
2.5 mg/mL 0.087 0.097 0.010 11%
5 mg/mL 0.087 0.092 0.005 6%

16. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE
High-Dose Hook
No high-dose hook effect is seen up to 3000 pg/L.



1. INDICATION
Ce produit est a USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO.

Immunoessai pour la détermination quantitative in vitro de I'antigene S100 dans le
sérum humain. S100 est destiné a étre utilisé pour contribuer a la prise en charge des
patients atteints de mélanome malin.

2. PRINCIPE DU DOSAGE

La trousse S100 ELISA est un dosage immuno-absorbant a deux sites, une seule étape
et qui est lié a un enzyme. Dans ce dosage, les étalons, les controles et les échantillons a
doser réagissent simultanément avec 2 anticorps de capture en phase solide et un
anticorps de détection conjugué a de la peroxydase de raifort (HRP) au cours de
l'incubation dans les puits micro-titrés. Aprés la phase de lavage, un chromogéene TMB
(Tétraméthylbenzidine) est ajouté et la réaction peut alors se poursuivre pendant
15 minutes. La réaction enzymatique est bloquée par I'ajout de solution d'arrét et
I'absorbance est mesurée a 450 nm.

3. CONTENU DE LA TROUSSE
La trousse contient des réactifs suffisants pour 96 déterminations.

3.1 Bandes coatées a I’'anti-S100B : réactif prét a I'emploi

1 x 96 puits micro-titrés coatés aux 2 anticorps monoclonaux anti-S100B de souris.
Contient de la BSA. Laisser les bandes et leur support s'adapter a la température
ambiante (20 a 25°C) dans le sachet en aluminium afin de protéger les puits de la
condensation. Une fois ouvert, refermer hermétiquement le sachet pour garantir une
fermeture adéquate dans un environnement déshydraté.

REMARQUE : lors de la premiére ouverture du sachet contenant les bandes, l'indicateur
du déshydratant DOIT étre bleu. Si l'indication n'est pas bleue, ne pas utiliser les bandes.
3.2 Conjugué HRP : réactif prét a I'emploi

1 x 21 mL, liquide bleu-vert. Contient un anticorps monoclonal anti-S100B de souris
conjugué a de la HRP, de la BSA et 0,5% de ProClin 300 comme conservateur.

3.3 Etalons : réactif lyophilisé

2 flacons de chacun des 6 étalons. Reconstituer dans 1,0 mL d'eau purifiée. Les étalons
sont constitués d'antigéne bovin S100. La valeur de I'étalon S100 est indiquée sur les
étiquettes des flacons.

3.4 Controles : réactif lyophilisé

2 flacons de chacun des 2 contrles. Reconstituer avec 1,0 mL d'eau purifiée. Les
contréles sont constitués d’antigéne bovin S100. L'intervalle des concentrations pour
chaque controle est imprimé sur le certificat d’analyses et indique les limites définies
par DiaSorin pour les valeurs des contrdles obtenues par des tests fiables.

3.5 Diluant d'échantillon : réactif prét a I'emploi

1 x 10 mL, prét a I'emploi, liquide incolore. Contient 0,5% de ProClin 300 comme
conservateur.

3.6 Tampon de lavage (10X) : solution liquide

2 x 50 mL, concentré PBS-Tween. Le tampon de lavage 1X est stable quand il est
conservé a température ambiante (20-25°C) pendant 5 jours. REMARQUE : ne pas
utiliser le tampon s'il est trouble.

3.7 Solution TMB : réactif prét a I'emploi

1 x 16 mL, substrat tamponné et chromogéne, incolore, 0,05% TMB (3,3,
5,5 Tétraméthylbenzidine). Le protéger de la lumiére. REMARQUE : ne pas l'utiliser en
cas de précipité bleu.

3.8 Solution d'arrét : réactif prét a I'emploi

1 x 20 mL, liquide incolore. Contient de l'acide sulfurique 0,4N. Voir la section
Avertissements et précautions.



4. DUREE DE CONSERVATION ET CONSERVATION DE LA TROUSSE

La trousse est stable a 2-8°C jusqu'a la date de péremption indiquée sur I'étiquette. Aprés
l'ouverture, conserver tous les réactifs a 2-8°C jusqu'a la date de péremption indiquée
sur ['étiquette, hormis les étalons et contrOles qui peuvent étre congelés a
-20°C, décongelés et réutilisés une fois. Ne pas utiliser la trousse au-dela de la date de
péremption.

5. AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS
Ce produit est a USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO.

Réactifs contenant du Tétraméthylbenzidine 3,3',5,5'

Chromogeéne : ce produit contient du Tétraméthylbenzidine 3,3',5,5' (TMB) (0,05%) qui
peut avoir un effet mutagene dans les essais en laboratoire.

6. TRACABILITE DES ETALONS ET CONTROLES

Les étalons et controles de la trousse sont constitués de protéine S100B. Cette
protéine S100B est tirée de substance de cerveau bovin purifiée et bien caractérisée.
Les étalons et les contréles ont été étalonnés en utilisant le produit S100B de
référence de notre laboratoire.

7. MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI
» Pipettes de précision pour 50, 100 et 150 pL.
« Agitateur-mélangeur vortex.
+ Eau purifiée.
» Agitateur de plaques : 800 tr/min, amplitude 1,5 mm.
+ Systéme de lavage des micro-plaques.
« Lecteur de micro-plaques ELISA d'une capacité de lecture a 450 nm.
+ Calcul des résultats : algorithme spline cubique.

8. PRELEVEMENT, PREPARATION ET CONSERVATION

* Le sérum est recommandé. Ne pas utiliser de plasma sur EDTA ou de plasma
sur citrate de sodium.

» Prélevez les échantillons conformément aux procédures standards.

* Lors du prélévement du sang, s'assurer que I'échantillon n'est pas contaminé
par de I'EDTA ou du citrate de sodium. Le sang doit étre traité et le
sérum/plasma prélevé dans les 2—4 heures.

» Conservation des échantillons de sérum a 2-8°C : 24 heures. Pour une période
de conservation plus longue, congeler a —20°C. Les échantillons sont stables
pendant 6 mois a —20°C. Les sérums congelés doivent étre soigneusement
mélangés apres la décongélation. Eviter de répéter les cycles de congélation et
décongélation.

* Ne pas utiliser d'échantillons fortement lipémiques ou contaminés. Les
échantillons contenant des précipités doivent étre centrifugés avant le dosage.
Ne pas utiliser d'échantillons inactivés par la chaleur.

* Les échantillons a teneur élevée en S100B (>5 pg/L) peuvent étre dilués.
Utiliser le diluant S100 ELISA pour la dilution.



10.

1.

PREPARATION DES REACTIFS AVANT L'UTILISATION
» Avant l'utilisation, laisser les réactifs et les échantillons atteindre la température
ambiante (20-25°C) dans le flacon fermé.
» Etalons : reconstituer dans 1,0 mL d'eau purifiée. Laisser reposer pendant
20 minutes. Mélanger soigneusement.
+ Controles : reconstituer dans 1,0 mL d'eau purifiée. Laisser reposer pendant
20 minutes. Mélanger soigneusement.
* 10x tampon de lavage : diluer au 1:10 (1xtampon de lavage) avec de I'eau
purifiée.
CONSERVATION DES REACTIFS APRES L'UTILISATION

* Les étalons et les contréles reconstitués sont stables pendant 90 min a
température ambiante. Si tous les étalons et contrbles ne sont pas utilisés
immédiatement, ils peuvent étre congelés a — 20°C, décongelés puis utilisés
une fois.

* Tous les autres composants ouverts doivent étre conservés a 2 — 8°C dans
leur emballage d'origine.

* Le substrat TMB et la solution d'arrét qui ont été retirés de leur flacon d'origine
doivent étre éliminés. e 1x frais doit étre préparé au moins tous les 5 jours.

PROCEDURE DU DOSAGE

111 Préparer tous les réactifs selon les instructions données au paragraphe
précédent. Agiter les échantillons sur le Vortex avant de les pipeter.
Remarque : le dosage doit étre commencé dans les 90 minutes qui suivent la
reconstitution des étalons et des contrdles.

11.2  Pipeter 50 pL des étalons, des contrbles et des échantillons a doser dans les
puits.

11.3  Ajouter 150 pL de conjugué dans tous les puits.

11.4  Couvrir la plaque et laisser incuber pendant 2 heures sur un agitateur de
plaques (800 tr/min) a température ambiante.

11.5 Laver 3 fois avec 300 pL de tampon de lavage 1x. Remarque : si I'on utilise un
systéme de lavage automatique de la plaque, il peut s'avérer nécessaire de
décanter manuellement I'échantillon et le conjugué de la plaque avant
d'entamer la phase de lavage.

11.6  Ajouter 100 pL de substrat TMB dans chaque puits.

11.7  Couvrir la plaque et incuber pendant 15 + 2 minutes sur un agitateur de
plaques (800 tr/min) a température ambiante.

11.8  Bloquer la réaction en ajoutant 100 pL de solution d'arrét. Ajouter la solution
d'arrét dans le méme ordre et a la méme vitesse que le substrat TMB.

119 Lire I'absorbance a 450 nm a l'aide d'un lecteur de micro-plaques dans les
15 minutes qui suivent.



12. ORGANIGRAMME

Ajouter 50 L d'échantillon, d'étalon ou de contréle et 150 uL de traceur
v
Couvrir. Incuber pendant 2 heures a température ambiante sur un agitateur de plaques
800 tr/min
v
Laver 3 x avec 300 uL de tampon de lavage 1x
Vv
Ajouter 100 pL de substrat TMB
v
Couvrir. Incuber pendant 15 minutes a température ambiante sur un agitateur de plaques
800 tr/min
Vv
Ajouter 100 pL de solution d'arrét

7
Lire a 450 nm

13. CONTROLE DE QUALITE

Chaque laboratoire doit inclure au moins un contréle de haut niveau et un contréle de
bas niveau a chaque dosage pour surveiller la précision du dosage. Les controles
fournis avec la trousse peuvent étre utilisés a cette fin. Les contrdles de la trousse
contiennent de la protéine S100B a des concentrations élevées et des concentrations
faibles et ont été dosés en utilisant la trousse DiaSorin S100B pour définir la plage de
valeurs attendues. L'intervalle des concentrations pour chaque contréle est imprimé
sur le certificat d’analyses et indique les limites définies par DiaSorin pour les valeurs

des controles obtenues par des tests fiables. Les contrbles doivent étre traités comme
des échantillons inconnus et dosés en doublet. Les dosages doivent étre considérés
valables uniquement si les résultats satisfont les criteres d'acceptabilité des
laboratoires.

14. CALCUL DES RESULTATS

Interprétation des résultats

Utiliser I'algorithme spline cubique pour le calcul des résultats. Si I'on utilise un lecteur
de micro-plagues qui prévoit le calcul automatique des données, consulter le guide de
I'utilisateur de l'instrument.

Ceci n'est qu'un exemple et ne doit pas étre utilisé dans les calculs.

Echantillon ABS 450 nm pg/L
ETAA 0,087 0,00
ETAB 0,154 0,12
ETAC 0,221 0,25
ETAD 0,339 0,49
ETAE 1,516 2,49
ETAF 2,692 4,46
CONTROLE L 0,420 0,62
CONTROLE H 1,113 1,65
ECHANTILLON 1 0,109 0,40
ECHANTILLON 2 0,389 0,59
ECHANTILLON 3 1,223 2,03

10



Courbe standard
Ceci n'est qu'un exemple et ne doit pas étre utilisé dans les calculs.

3,0
2,5 4

2,0 1

Abs 450 nm

0 1 2 3 4 5
S1008 ug/L

15. CARACTERISTIQUES SPECIFIQUES DE PERFORMANCE
Intervalle de référence
Le seuil a été déterminé a 0,15 pg/L (95 percentile dans 100 échantillons de donneurs
de sang). Chaque laboratoire doit toutefois établir sa propre limite supérieure de
référence.

Exactitude

L'exactitude des résultats de ce dosage est directement liée au degré de soin apporté au
cours du pipetage, du passage dans le vortex, de l'aspiration et au respect de la
méthodologie et de la température.

Plage de mesure

La plage de mesure atteint 5 pg/L. Les concentrations pour les échantillons élevés
peuvent étre obtenues par dilution avec le diluant S100 ELISA et en répétant le dosage.

Précision

Les échantillons de sérum a différents niveaux de concentration ont été évalués en
exécutant un dosage par jour pendant dix jours de travail. La précision intra-essai et inter
essai a été estimée par une analyse de variance (ANOVA). Dans une plage de
concentration de 0,18 & 4 pg/L, limprécision dans le dosage est < 10% et limprécision
totale est < 15%.

Echantillon Variation intra-essai Variation interessai
ug/L (CV%) (CV%)
0,18 9,4 7,2
0,27 6,6 12,4
0,61 3,8 4,7
1,9 4.4 3,1
2,2 1,9 4,3
4,1 2,9 3,5

Sensibilité (LDL)
La limite de détection est de 0,03 pg/L (BO+ 3SD).

11



Linéarité de la dilution

La linéarité de la dilution a été évaluée en diluant trois échantillons cliniques a I'aide du
diluant d'échantillon S100B et en effectuant le dosage. La linéarité de la dilution montre
une plage de dosage fonctionnelle allant de 0,2 pg/L a 4,5 pg/L.

Echantillon Dilution Calculer la valeur Récupération

(Hg/L) %

1 1:1 2,94 100
1:2 3,03 103

1:5 3,68 125

1:10 3,29 112

2 1:1 3,08 100
1:2 3,49 113

1:5 3,80 123

1:10 4,16 135

3 1:1 3,77 100
1:2 3,76 100

1:5 3,81 101

1:10 3,74 99

Composants et réactivité croisée

Aucune différence significative n'a été observée dans le taux de concentration de
S100B aprés I'ajout d'héparine, d'héparine/protamine ou de propofol par rapport au
contréle a la concentration testée.

Composants testés afin de déterminer les interférences potentielles

Produit testé Concentration testée
Héparine 5 1U/mL
Héparine/Protamine 100 1U/mL/10 mg/mL
Propofol 80 pg/mL

Gao, F, Harris, DNF, Sapsed-Byrne, S. Publication Perfusion 1997; 12:163-165

Les substances endogénes présentant une interférence potentielle ont été ajoutées
aux concentrations finales suivantes : bilirubine, 0,125 pg/mL ; triglycérides,
12,5 mg/mL ; hémoglobine 1, 2,5 et 5 mg/mL. Chaque échantillon a été dosé en
double. De fortes concentrations d'hémoglobine sont susceptibles d'affecter les
résultats de I'échantillon.

Interférences des substances endogénes

'Subst’ance Conc. Valeu[de Valeur de . %

mter'fe_rente testée controle test Différence Erreur

potentielle moyenne moyenne

Bilirubine 125 pg/mL 0,083 0,090 0,007 8%

Triglycérides 125 pg./mL 0,084 0,083 0,001 2%

Hémoglobine 1 mg/mL 0,087 0,091 0,004 5%
2,5 mg/mL 0,087 0,097 0,010 11%
5 mg/mL 0,087 0,092 0005 6%

16. LIMITES DU DOSAGE
Infléchissement pour des doses élevées
Aucun effet d'infléchissement n'est observé jusqu'a 3000 pg/L.
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1. VERWENDUNGSZWECK
Dieses Produkt ist NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK BESTIMMT.

Immunassay zur quantitativen In-vitro-Bestimmung von S100 in Humanserum. S100 ist
zur Versorgung von Patienten mit malignen Melanomen vorgesehen.

2. TESTPRINZIP

Der S100 ELISA ist ein einstufiger, enzymgekoppelter Two-site-lmmunosorbens-Assay
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). In dem Assay reagieren Kalibratoren, Kontrollen
und unbekannte Proben wahrend der Inkubation in den Mikrotiter-Wells gleichzeitig
mit 2 Festphasen-Beschichtungsantikdrpern und einem mit Meerettich-Peroxidase
(Horseradish peroxidase, HRP) konjugierten Detektorantikrper. Nach einem Spiilschritt
wird ein TMB-Chromogen (Tetramethylbenzidin) hinzugegeben, und die Reaktion wird
15 Minuten lang fortgesetzt. Die Enzymreaktion wird durch Zugabe einer Stopplésung
gestoppt, und der Absorptionswert wird bei 450 nm gemessen.

3. KIT-INHALT
Das Kit enthalt Reagenzien fiir 96 Bestimmungen.
3.1  Anti-S100B-beschichtete Streifen: gebrauchsfertiges Reagenz
1 x 96 mit 2 monoklonalen Maus-anti-S-100B-Antikérpern beschichtete Mikrotiter-
Wells. Enthalt BSA. Alle Mikrotiterstreifen und den Halter im Folienbeutel auf
Raumtemperatur (20-25°C) bringen, um die Wells vor Kondensation zu schitzen.
Gedffnete Beutel wieder versiegeln, um einen richtigen Verschluss in einer dehydrierten
Umgebung sicherzustellen.
HINWEIS: Beim ersten Offnen des Beutels mit den Mikrotiterstreifen MUSS der
Dehydrierungsindikator blau sein. Wenn der Indikator nicht blau ist, die Streifen nicht
verwenden.
3.2 HRP-Konjugat: gebrauchsfertiges Reagenz
1 x 21 mL, blau-griine Flussigkeit. Enthalt einen monoklonalen, mit HRP, BSA und 0,5%
ProClin 300 als Konservierungsmittel konjugierten Maus-anti-S-100B-Antikorper.
3.3 Kalibratoren: lyophilisiertes Reagenz
2 Flaschchen mit jeweils 6 Kalibratoren. In 1,0 mL destilliertem Wasser rekonstituieren.
Die Kalibratoren bestehen aus bovinem S100-Antigen. Der S100-Wert des Kalibrators ist
auf den Flaschchenetiketten aufgefiihrt.
3.4 Kontrollen: lyophilisiertes Reagenz
2 Flaschchen mit jeweils 2 Kontrollen. In 1,0 mL destilliertem Wasser rekonstituieren.
Die Kontrollen bestehen aus bovinem S100-Antigen. Der Konzentrationsbereich jeder
Kontrolle ist auf dem Analysezertifikat aufgedruckt und zeigt die von DiaSorin
festgestellten Grenzen flr Kontrollwerte, die mit zuverlassigen Tests erhalten werden.
3.5 Proben-Diluent: gebrauchsfertiges Reagenz
1 x 10 mL, gebrauchsfertige, farblose Flissigkeit. Enthalt 0,5% ProClin 300 als
Konservierungsmittel.
3.6 Waschpuffer (10X): fliissige Lésung
2 x 50 mL, PBS-Tween-Konzentrat. Der 1X Waschpuffer ist bei Raumtemperatur
(20-25°C) 5 Tage lang stabil. HINWEIS: Nicht verwenden, wenn der Puffer triibe ist.
3.7 TMB-L6sung: gebrauchsfertiges Reagenz
1 x 16 mL, gepuffertes Substrat und Chromogen, farblos, 0,05% TMB (3,3,
5,5-Tetramethylbenzidin). Vor Licht schitzen. HINWEIS: Nicht verwenden, wenn ein
blauer Niederschlag vorhanden ist.
3.8 Stopplosung: gebrauchsfertiges Reagenz
1 x 20 mL, farblose Flussigkeit. Enthalt 0,4N Schwefelsdure. Siehe den Abschnitt
“Warnhinweise und Vorsichtsmaflnahmen”.
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4. HALTBARKEIT UND LAGERUNG DES KITS

Das Kit ist bei 2-8°C bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum stabil. Nach
dem Offnen alle Reagenzien bei 2-8°C nicht langer als bis zu dem auf dem Etikett
angegebenen Verfallsdatum lagern, mit Ausnahme der Kalibratoren und Kontrollen, die
bei -20°C eingefroren, aufgetaut und einmal wieder verwendet werden kénnen. Das Kit
nicht nach Ablauf des Verfallsdatums verwenden.

5. WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN
Dieses Produkt ist NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK BESTIMMT.

Reagenzien mit 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin

Chromogen: Dieses Produkt enthalt 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) (0,05%), das
bei Laborexperimenten mdégliche mutagene Wirkungen gezeigt hat.

6. VERFOLGBARKEIT VON STANDARDS UND KONTROLLEN

Die Kalibratoren und Kontrollen des Kits bestehen aus S100B-Protein. Dieses
S100B-Protein stammt aus gereinigtem und gut charakterisietem bovinem
Hirnmaterial. Die Kalibratoren und Kontrollen werden gegen unternehmenseigenes
Referenz-S100B-Material kalibriert.

7. ZUSATZLICH BENOTIGTE MATERIALIEN
» Prazisionspipetten fiir 50, 100 und 150 pL
* Vortex-Mixer
+ Destilliertes Wasser
» Plattenschittler: 800 U/min, Amplitude 1,5 mm
» Mikroplatten-Spllvorrichtung
* Mikroplatten-ELISA-Leser mit einer Lesefahigkeit von 450 nm
» Ergebnisberechnung: Cubic Spline-Algorithmus

8. PROBENGEWINNUNG, -VORBEREITUNG UND -LAGERUNG

» Serum wird empfohlen. Kein EDTA- oder Natriumcitrat-Plasma verwenden.

» Proben mittels Standardverfahren gewinnen.

» Wahrend der Blutgewinnung sicherstellen, dass die Probe nicht mit EDTA oder
Natriumcitrat kontaminiert ist. Die Blutverarbeitung und die Serum- bzw.
Plasmagewinnung sollten innerhalb von 2-4 Stunden erfolgen.

+ Lagerung der Serumproben bei 2-8°C: 24 Stunden. Zur langeren Lagerung die
Proben auf Temperaturen von unter -20°C einfrieren. Die Proben sind bei
-20°C 6 Monate lang stabil. Gefrorene Seren missen nach dem Auftauen
vorsichtig, jedoch griindlich gemischt werden. Wiederholte Gefrier-Auftau-
Zyklen vermeiden.

» Keine stark lipamischen oder kontaminierten Proben verwenden. Proben, die
Prazipitate enthalten, missen vor dem Test zentrifugiert werden. Keine durch
Hitze deaktivierten Proben verwenden.

* Proben mit einem hohen S100B-Gehalt (>5 pg/L) kénnen verdinnt werden. Zur
Verdiinnung sollte das S100 ELISA-Diluent verwendet werden.
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9. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN VOR GEBRAUCH

.

Ungedffnete Reagenzien und Proben vor Gebrauch auf Raumtemperatur (20-25°C)
bringen

Kalibratoren: In 1,0 mL destilliertem Wasser rekonstituieren, 20 Minuten stehen lassen
und vorsichtig mischen

Kontrollen: In 1,0 mL destilliertem Wasser rekonstituieren, 20 Minuten stehen lassen
und vorsichtig mischen

10x Waschpuffer: 1:10 (1x Waschpuffer) mit destilliertem Wasser verdiinnen

10. LAGERUNG DER REAGENZIEN VOR GEBRAUCH

.

Rekonstituierte Kalibratoren und Kontrollen sind bei Raumtemperatur
90 Minuten lang stabil. Wenn nicht alle Kalibratoren und Kontrollen sofort
verwendet werden, kdnnen sie bei -20°C eingefroren, aufgetaut und einmal
wieder verwendet werden.

Alle anderen geodffneten Komponenten sollten bei 2-8°C in ihren Original-
behaltern gelagert werden.

Das TMB-Substrat und die Stopplésung, die aus den Originalflaschchen ent-
nommen werden, miissen entsorgt werden.

Frischer 1x Waschpuffer sollte mindestens alle 5 Tage zubereitet werden.

11. TESTVERFAHREN

1.1

1.3
1.4

11.6
1.7

Alle Reagenzien zubereiten, wie im vorigen Abschnitt beschrieben. Die Proben
vor dem Pipettieren auf einem Vortexer mischen. Hinweis: Der Test muss
innerhalb von 90 Minuten nach der Rekonstitution der Kalibratoren und
Kontrollen gestartet werden.

50 pL der Kalibratoren, Kontrollen und unbekannten Proben in die Wells
pipettieren.

150 pL Konjugat in alle Wells geben.

Die Platte abdecken und 2 Stunden auf einem Plattenschittler (800 U/min) bei
Raumtemperatur (RT) inkubieren.

Dreimal mit 300 pL 1x Waschpuffer spiilen. Hinweis: Wenn ein automatisches
Plattenspulsystem verwendet wird, mussen Probe und Konjugat
moglicherweise vor dem Spllschritt manuell von der Platte dekantiert werden.
100 pL TMB-Substrat in alle Wells geben.

Die Platte abdecken und 15 * 2 Minuten auf einem Plattenschittler
(800 U/min) bei Raumtemperatur inkubieren.

Die Reaktion durch Zugabe von 100 pL Stopplésung stoppen. Die
Stoppldsung in derselben Reihenfolge und genauso schnell hinzugeben wie
das TMB-Substrat.

Den Absorptionswert innerhalb von 15 Minuten mit einem Mikroplattenleser
bei 450 nm ablesen.
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12. FLUSSDIAGRAMM DES TESTS

50 pL Probe, Kalibrator bzw. Kontrolle + 150 pL Tracer hinzugeben
Vv

Abdecken und 2 Stunden bei Raumtemperatur auf einem Plattenschuttler (800 U/min)
inkubieren

v
Dreimal mit 300 pL 1x Waschpuffer spllen

v
100 pL TMB-Substrat hinzugeben

v
Abdecken und 15 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Plattenschuttler (800 U/min)
inkubieren

v
100 pL Stopplésung hinzugeben

7

Bei 450 nm ablesen

13. QUALITATSKONTROLLE

Jedes Labor muss in jedem Test mindestens eine hohe und eine niedrige Kontrolle
einsetzen, um die Leistung des Kits zu Uberwachen. Dazu koénnen die im Kit
enthaltenen Kontrollen verwendet werden. Die Kontrollen dieses Kits enthalten
S100B-Protein in hoher und niedriger Konzentration und wurden mit dem S100B-Kit
von DiaSorin getestet, um die Sollbereiche zu bestimmen. Der Konzentrationsbereich
jeder Kontrolle ist auf dem Analysezertifikat aufgedruckt und zeigt die von DiaSorin
festgestellten Grenzen fir Kontrollwerte, die mit zuverlassigen Tests erhalten werden.
Die Kontrollen sollten als unbekannte Proben behandelt und doppelt getestet werden.
Die Testergebnisse konnen erst als gultig betrachtet werden, wenn sie den
Akzeptibilitatskriterien des Labors entsprechen.

14. ERGEBNISBERECHNUNG

Interpretation der Ergebnisse

Zur Ergebnisberechnung sollte der Cubic Spline-Algorithmus verwendet werden. Bei
Verwendung eines Mikroplattenlesers mit automatischer Datenberechnung ist das
Bedienungshandbuch des jeweiligen Instruments zu beachten.

Dies ist nur ein Beispiel, das nicht fir Berechnungen verwendet werden darf.

Probe ABS 450 nm ug/L
KAL. A 0,087 0,00
KAL. B 0,154 0,12
KAL.C 0,221 0,25
KAL. D 0,339 0,49
KAL. E 1,516 2,49
KAL. F 2,692 4,46
KONTROLLE L 0,420 0,62
KONTROLLE H 1,113 1,65
PROBE 1 0,109 0,40
PROBE 2 0,389 0,59
PROBE 3 1,223 2,03
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Standardkurve
Dies ist nur ein Beispiel, das nicht fur Berechnungen verwendet werden darf.

3,0
2,5 4
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Abs 450 nm
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0 1 2 3 4 5
S1008 ug/L

15. TESTCHARAKTERISTIKA
Referenzbereich

Als Cut-off-Wert wurde ein Wert von 0,15 pg/L bestimmt (die 95%-ile von 100 Blutspender-
proben). Jedes Labor sollte jedoch seinen eigenen oberen Referenzgrenzwert ermitteln.

Genauigkeit

Die Genauigkeit der Ergebnisse dieses Assays hangt direkt von dem Ausmal} der beim
Pipettieren, Vortexen und Aspirieren angewendeten Sorgfalt sowie der Einhaltung von
Verfahrens- und Temperaturanforderungen ab.

Messbereich

Der Messbereich betragt bis zu 5 pg/L. Konzentrationen fiir Proben mit hohen Werten
kénnen durch Verdinnung mit S100 ELISA-Diluent und Wiederholung des Tests erhalten
werden.

Genauigkeit

Die Serumproben bei verschiedenen Konzentrationsspiegeln wurden ermittelt, indem zehn
Tage lang ein Test pro Tag durchgefiihrt wurde. Die Intra-Assay- und die Inter-Assay-
Prazision wurden durch Varianzanalyse (ANOVA) geschatzt. Bei Konzentrationen zwischen
0,18 und 4 pg/L ergab sich beim Durchlauf eine Abweichung von < 10% und ein
Gesamtfehler von < 15%.

Probe Intra-Testvarianz Inter-Testvarianz
Hg/L (VK %) (VK %)
0,18 9,4 7,2

0,27 6,6 12,4

0,61 3,8 4,7

1,9 4.4 3,1

2,2 1,9 4,3

4.1 2,9 3,5

Empfindlichkeit (LDL)
Die Nachweisgrenze betragt 0,03 pg/L (BO + 3SD).
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Verdiinnungslinearitt

Die Verdinnungslinearitdt wurde durch Verdinnung von drei klinischen Proben mit
S100B-Probendiluent und anschlieRender Analyse gepruft. Aufgrund der Verdinnungs-
linearitat ergibt sich fur den Test ein Funktionsbereich zwischen 0,2 pg/L und 4,5 ug/L.

Probe Verdiinnung Berec?“ngu/rljg);swert Wlede(r)‘/ilndung
1:1 2,94 100
1:2 3,03 103
1:5 3,68 125
1:10 3,29 112
2 1:1 3,08 100
1:2 3,49 113
1:5 3,80 123
1:10 4,16 135
3 1:1 3,77 100
1:2 3,76 100
1:5 3781 101
1:10 3,74 99

Verbindungen und Kreuzreaktivitat

Nach Zugabe von Heparin, Heparin/Protamin oder Propofol wurden fir die S100B-
Konzentrationsspiegel keine bedeutenden Unterschiede gegenuber der Kontrolle bei
den getesteten Konzentrationen beobachtet.

Auf mégliche Stérungseigenschaften untersuchte Verbindungen

Getestetes Medikament Getestete Konz.
Heparin 5 1U/mL
Heparin/Protamin 100 1U/mL/10 mg/mL
Propofol 80 pg/mL

Gao, F., Harris, DNF, Sapsed-Byrne, S., Publication Perfusion (1997); 12:163-165.
Potenzielle Stérung endogener Substanzen, die mit folgenden Endkonzentrationen
zugesetzt wurden: Bilirubin, 0,125 pg/mL; Triglyceride, 12,5 mg/mL; Hamoglobin, 1, 2,5
und 5 mg/mL. Jede Testprobe wurde in doppelter Ausfiihrung analysiert. Hohere
Hamoglobinanteile kénnen die Probenergebnisse verfalschen.

Storungen durch endogene Substanzen

Po"tenzielle Getestete Mittlerer Mittlerer Differenz %
Stoérsubstanz Konz. Kontrollwert Testwert Fehler
Bilirubin 125 pg/mL 0,083 0,090 0,007 8%
Triglyceride 125 pg/mL 0,084 0,083 0,001 2%
Hamoglobin 1 mg/mL 0,087 0,091 0,004 5%
2,5 mg/mL 0,087 0,097 0,010 11%
5 mg/mL 0,087 0,092 0,005 6%

16. GRENZEN DES VERFAHRENS
High-dose-hook-Effekt
Fir Konzentrationen von bis zu 3000 pg/L wird kein High-dose-hook-Effekt beobachtet.
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1. USO INDICADO
Este producto esté indicado UNICAMENTE PARA SU USO EN DIAGNOSTICOS IN VITRO.

Inmunoanlisis para la determinacin cuantitiva in vitro de S100 en suero humano. S100
debe utilizarse como una ayuda para tratar a los pacientes con melanoma maligno.

2. PRINCIPIOS DEL ENSAYO

El equipo S100 para ELISA es un ensayo inmunoabsorbente ligado a la enzima, de dos
variaciones sitio especificas y un solo paso. En los calibradores de ensayo, los
controles y las muestras desconocidas reaccionan simultaneamente con 2 anticuerpos
de captura de la fase sélida y un anticuerpo detector conjugado con peroxidasa de
rabano silvestre (HRP) durante la incubacion en los pocillos microtiter. Tras el paso de
lavado se afiade un cromogeno TMB (Tetrametilbencidina) dejandose actuar la reaccion
durante 15 minutos. Se detiene la reaccion de la enzima afiadiendo una solucién de paro y
se mide la absorbancia a 450 nm.

3. CONTENIDO DEL EQUIPO
El equipo contiene reactivos para 96 determinaciones.

3.1 Tiras recubiertas de Anti-S100B: reactivo listo para su uso

1 x 96 pocillos microtiter recubiertos de 2 anticuerpos monoclonales anti-S100B de raton.
Contiene BSA. Deje que las tiras y el soporte se equilibren a temperatura ambiente
(20-25 °C) dentro de la bolsa de papel de aluminio para proteger los pocillos de la
condensacion. Una vez abierta la bolsa vuelva a sellarla en un ambiente desecado para
garantizar un cierre correcto.

NOTA: La primera vez que se abre la bolsa que contiene las tiras, el indicador de
desecado DEBE estar azul. Si el indicador no esta azul, no utilice las tiras.

3.2 Conjugado HRP: reactivo listo para su uso
1 x 21 mL, liquido azul-verde. Contiene un anticuerpo monoclonal anti-S100B de raton
conjugado con HRP, BSA y 0,5% de ProClin 300 como conservante.

3.3 Calibradores: reactivo liofilizado

2 viales de 6 calibradores cada uno. Reconstituya con 1,0 mL de agua purificada. Los
calibradores contienen antigeno de bovino S100. El valor del calibrador S100 se indica
en la etiqueta del vial.

3.4 Controles: reactivo liofilizado

2 viales de cada 2 controles. Reconstituya con 1,0 mL de agua purificada. Los
controles contienen antigeno de bovino S100. El intervalo de las concentraciones para
cada control esta impreso en el certificado de analisis e indica los limites definidos por
DiaSorin para los valores de los controles obtenidos con test fiables.

3.5 Diluyente de muestras: reactivo listo para su uso

1 x 10 mL, liquido incoloro, listo para su uso. Contiene 0,5% de ProClin 300 como
conservante.

3.6 Tampon de lavado 10X: solucion liquida

2 x 50 mL, concentrado de PBS-Tween. El tampén de lavado 1X se mantiene estable
durante 5 dias si se almacena a temperatura ambiente (20-25 °C). NOTA: No lo utilice
si el tampon esta turbio.

3.7 Solucién TMB: reactivo listo para su uso

1 x 16 mL, sustrato tamponado y cromogeno, incoloro, 0,05% TMB (Tetrametil-
bencidina 3,3',5,5’). Protéjase de la luz. NOTA: No utilice el cromdgeno si presenta
precipitado azul.

3.8 Solucién de paro: reactivo listo para su uso

1 x 20 mL, liquido incoloro. Contiene &acido sulfurico 0,4N. Consulte la seccién
Advertencias y precauciones.
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4. VIDA UTIL Y ALMACENAMIENTO DEL EQUIPO

El equipo es estable a 2-8 °C hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta. Una vez
abierto, almacene todos los reactivos a 2-8 °C hasta la fecha de caducidad impresa en la
etiqueta, con excepcién de los calibradores y controles que pueden ser congelados a
-20 °C, sometidos a descongelacién y reutilizados una vez. No utilice el equipo con
posterioridad a su fecha de caducidad.

5. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
Este producto esta indicado UNICAMENTE PARA SU USO EN DIAGNOSTICOS IN
VITRO.
Reactivos con contenido de Tetrametilbencidina 3,3',5,5'

Cromégeno: Este producto contiene Tetrametilbencidina (TMB) 3,3',5,5' (0,05%) que
ha demostrado posibles efectos mutagénicos en experimentos de laboratorio.

6. TRAZABILIDAD DE ESTANDARES Y CONTROLES

Los calibradores y controles del equipo contienen proteina S100B. Esta proteina
S100B procede de material de cerebro de bovino purificado y bien caracterizado. Los
calibradores y controles han sido calibrados mediante material S100B de referencia
propio.

7. MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS
» Pipetas de precision para 50, 100 y 150 pL.
* Mezclador vortex.
» Agua purificada.
» Agitador de placas: 800 rpm, amplitud 1,5 mm.
» Dispositivo lavador de microplacas.
» Lector ELISA de microplacas capaz de leer a 450 nm.
» Calculo de resultados: Algoritmo de spline cubica.

8. RECOGIDA, PREPARACION Y ALMACENAMIENTO DE LA MUESTRA

» Se recomienda utilizar suero. No utilice plasma con EDTA ni citrato de sodio.

» Las muestras deben obtenerse con procedimientos estandar.

« Durante la recogida de sangre, aseguUrese de que la muestra no resulte
contaminada con EDTA ni citrato de sodio. El proceso de la sangre y la
recogida de suero/plasma deben realizarse en un espacio de 2—4 horas.

* Almacenamiento de las muestras de suero a 2 — 8 °C: 24 horas. Para periodos
de almacenamiento mas prolongados, congele las muestras por debajo de
—20 °C. Las muestras son estables a —20 °C durante 6 meses. Los sueros
congelados deben mezclarse a fondo con suavidad tras la descongelacion.
Evite ciclos repetidos de congelacién-descongelacion.

» Evite el uso de muestras excesivamente lipémicas o contaminadas. Las
muestras que contengan precipitados deben centrifugarse antes de ser
sometidas a ensayo. Evite el uso de muestras tratadas con calor.

» Las muestras que contienen S100B alto (>5 ug/L) pueden diluirse. Para la
dilucién, debe utilizarse el diluyente S100 para ELISA.
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10.

1.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS ANTES DE SU USO

.

.

1.1

1.3
1.4

1.5

11.6
1.7

Antes de utilizarlos, deje que todos los reactivos no abiertos y las muestras alcancen
la temperatura ambiente (20 - 25 °C).

Calibradores: Reconstituya con 1,0 mL de agua purificada. Déjelos reposar durante
20 minutos. Mezcle cuidadosamente.

Controles: Reconstituya con 1,0 mL de agua purificada. Déjelos reposar durante
20 minutos. Mezcle cuidadosamente.

Tampon de lavado 10x: Diluya 1:10 (tampén de lavado 1x) con agua purificada.

ALMACENAMIENTO DE LOS REACTIVOS TRAS SU UTILIZACION

Los calibradores y controles reconstituidos son estables durante 90 minutos a
temperatura ambiente. Si no se utilizan todos los calibradores y controles de
inmediato pueden congelarse a —20 °C, descongelarse y reutilizarse una vez.
Todos los demas componentes deben almacenarse en sus recipientes originales a
2-8°C.

Evite el uso del sustrato TMB y la solucién de paro que no estén en sus viales
originales.

Prepare un tampén de lavado 1x fresco una vez cada 5 dias como minimo.

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

Prepare todos los reactivos del modo indicado en la seccién anterior. Mezcle
las muestras en vortex antes de dosificar con pipeta. Nota: El ensayo debe
iniciarse en los 90 minutos siguientes a la reconstituciéon de los calibradores y
controles.

Dosifique con pipeta 50 pL de calibradores, controles y muestras
desconocidas en los pocillos.

Agregue 150 uL de conjugado a todos los pocillos.

Cubra la placa e incube durante 2 horas en un agitador de placas (800 rpm) a
temperatura ambiente (RT).

Lave 3 veces con 300 pL de tampédn de lavado 1x. Nota: Cuando se utiliza un
sistema de lavado de placas automatico puede ser necesario decantar
manualmente la muestra y el conjugado de la placa antes del paso de lavado.

Agregue 100 pL de sustrato TMB a todos los pocillos.

Cubra la placa e incube durante 15 + 2 minutos en un agitador de placas
(800 rpm) a temperatura ambiente.

Detenga la reacciéon de la enzima agregando 100 pL de solucién de paro.
Agregue la solucion de paro en el mismo orden y a la misma velocidad que ha
utilizado para el sustrato TMB.

Lea la absorbancia a 450 nm utilizando un lector de microplacas durante
15 minutos.
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12. DIAGRAMA DE FLUJO DEL ENSAYO

Agregue 50 pL de muestra, calibrador o control + 150 L de trazador

v
Cubra. Incube durante 2 horas, RT, en un agitador de placas a 800 rpm
v
Lave 3 veces con 300 pL de tampon de lavado 1x
v
Agregue 100 uL de sustrato TMB
v
Cubra. Incube durante 15 minutos, RT, en un agitador de placas a 800 rpm
v
Agregue 100 uL de solucién de paro
v

Tome la lectura a 450 nm

13. CONTROL DE CALIDAD

Para supervisar los resultados, cada laboratorio debe incluir al menos un control de
nivel alto y otro de nivel bajo en cada ensayo. Con este fin pueden utilizarse los
controles que se suministran con el equipo. Los controles del equipo contienen
proteina S100B, en concentraciones tanto altas como bajas, y se han analizado con el
equipo S100B de DiaSorin para establecer los valores previstos. El intervalo de las
concentraciones para cada control esta impreso en el certificado de analisis e indica
los limites definidos por DiaSorin para los valores de los controles obtenidos con test
fiables. Los controles deben tratarse como muestras desconocidas y analizarse por
duplicado. Los ensayos deben considerarse validos sdlo si los resultados cumplen los
criterios de aceptabilidad del laboratorio.

14. CALCULO DE RESULTADOS

Interpretacion de los resultados

Para calcular los resultados debe utilizarse el algoritmo de spline cubica. Si se utiliza
un lector de microplacas con calculo de datos automatico, consulte el manual del
usuario del instrumento.

Esto es solo un ejemplo y no debe utilizarse para los calculos.

Muestra ABS 450 nm ug/L
CAL A 0,087 0,00
CALB 0,154 0,12
CALC 0,221 0,25
CALD 0,339 0,49
CALE 1,516 2,49
CALF 2,692 4,46
CONTROL L 0,420 0,62
CONTROL H 1,113 1,65
Muestra 1 0,109 0,40
Muestra 2 0,389 0,59
Muestra 3 1,223 2,03
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Curva estandar
Esto es s6lo un ejemplo y no debe utilizarse para los calculos.

3,0+

Abs 450 nm

$100B ug/L

15. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DEL RESULTADO

Rango de referencia

El punto de corte se determiné a 0,15 pg/L (el 95% de 100 muestras de sangre de
donantes). No obstante, cada laboratorio debe establecer su propio limite de
referencia superior.

Exactitud

La exactitud de los resultados de este ensayo esta directamente relacionada con el
cuidado que se presta a la dosificaciéon con pipeta, la mezcla en vértex, la aspiracion y
el seguimiento exacto de los requisitos metodoldgicos y de temperatura.

Rango de medicién

El rango de medicion alcanza hasta 5 pg/L. Las concentraciones para muestras de alto
nivel pueden obtenerse mediante dilucién con diluyente S100 para ELISA y repitiendo
el ensayo.

Precisién

Para la evaluacion de las muestras de suero a distintos niveles de concentracion se ha
realizado una serie por dia sobre un periodo de 10 dias de proceso. La estimacion de
la precision intraserie e interserie se ha realizado mediante un analisis de varianza
(ANOVA). En el rango de concentraciones de 0,18 a 4 ng/L, la imprecision intraserie
es del < 10%, siendo la imprecision total del < 15%.

Muestra Variacion intraensayo Variacion interensayo
yg/L (CV%) (CV%)
0,18 9,4 7,2
0,27 6,6 12,4
0,61 3,8 47
1,9 4.4 3,1
2,2 1,9 4,3
4,1 29 3,5

Sensibilidad (LDL)
El limite de deteccion es de 0,03 pg/L (BO+ 3SD).
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Linealidad de la dilucion

La linealidad de la dilucion se obtuvo diluyendo tres muestras clinicas con diluyente de
muestras S100B y sometiéndolas a ensayo. La linealidad de la dilucion demuestra un
rango de ensayo funcional de 0,2 ug/L a 4,5 pg/L.

Muestra Dilucion Valor calculado Recuperacion %
(uglL)
1 1:1 2,94 100
1:2 3,03 103
1:5 3,68 125
1:10 3,29 112
2 1:1 3,08 100
1:2 3,49 113
1:5 3,80 123
1:10 4,16 135
3 1:1 3,77 100
1:2 3,76 100
1:5 3,81 101
1:10 3,74 99

Componentes y reactividad cruzada

No se han observado diferencias significativas en los niveles de concentracion de
S100B tras la adicion de heparina, heparina-protamina o propofol en comparacién con
el control a las concentraciones ensayadas.

Ensayo de los componentes para determinar posibles interferencias

Farmaco ensayado Conc. medida
Heparina 5 1U/mL
Heparina-Protamina 100 1U/mL/10 mg/mL
Propofol 80 pg/mL

Gao, F, Harris, DNF, Sapsed-Byrne, S. Publication Perfusion 1997; 12:163-165

Se afiadieron las potenciales sustancias interferentes enddgenas a las concen-
traciones finales siguientes: bilirrubina, 0,125 pg/mL; triglicéridos, 12,5 mg/mL;
hemoglobina 1, 2,5 y 5 mg/mL. Todas las muestras se han ensayado por duplicado. La
hemoglobina elevada puede afectar a los resultados de las muestras.

Interferencia por sustancias endégenas

Interferencia Conc. Valor de \;?:s; doe Diferencia %

potencial medida control medio Y Error
medio

Bilirrubina 125 pg/mL 0,083 0,090 0,007 8%
Triglicéridos 125 pg/mL 0,084 0,083 0,001 2%
Hemoglobina 1 mg/mL 0,087 0,091 0,004 5%
2,5 mg/mL 0,087 0,097 0,010 11%

5 mg/mL 0,087 0,092 0,005 6%

16. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Efecto de gancho a concentraciones altas
No se ha observado efecto de gancho para concentraciones de hasta 3.000 pg/L.

24



1. USO PREVISTO
Questo prodotto € destinato esclusivamente ALL'USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

Analisi immunologiche per la determinazione quantitativa dell'S100 nel siero umano in
vitro. S100 indicato per l'uso quale coadiuvante nella gestione di pazienti affetti da
melanoma maligno.

2. PRINCIPIO DEL TEST

S100 ELISA & un saggio di immunoassorbimento enzimatico a due siti, monofase. |
calibratori, i controlli e i campioni non noti reagiscono simultaneamente in fase solida
con due anticorpi di captazione e un anticorpo rivelatore coniugato con perossidasi di
rafano (HRP) durante l'incubazione nei pozzetti per microtitolazione. Dopo la fase di
lavaggio, viene aggiunto un cromogeno TMB (tetrametilbenzidina) e lasciato reagire
per 15 minuti. La reazione enzimatica viene arrestata mediante aggiunta di una
soluzione bloccante e I'assorbimento viene misurato a 450 nm.

3. CONTENUTO DEL KIT
Il kit contiene reagenti per 96 determinazioni.
3.1 Strisce rivestite Anti-S100B: reagente pronto all'uso
1 x 96 pozzetti per microtitolazione rivestiti con due anticorpi anti-S100B monoclonali di
topo. Contiene BSA. Far stabilizzare strisce e portaprovette a temperatura ambiente
(20-25°C) nel sacchetto di pellicola metallica per proteggere i pozzetti da
condensazione. Una volta aperta la confezione, sigillarla nuovamente per garantire una
chiusura adeguata in ambiente asciutto.
NOTA: Quando il sacchetto contenente le strisce viene aperto la prima volta,
I'indicatore dell'essiccante DEVE essere blu. Se non & blu, non usare le strisce.
3.2 Coniugato HRP: reagente pronto all'uso
1 x 21 mL, liquido di colore blu-verde. Contiene un anticorpo monoclonale di topo anti-
S100B coniugato con HRP, BSA e 0,5% ProClin 300 come conservante.
3.3 Calibratori: reagente liofilizzato
2 fiale per ognuno dei 6 calibratori. Ricostituire in 1,0 mL di acqua purificata. |
calibratori sono composti da antigene bovino S100. Il valore del calibratore S100 &
riportato sull'etichetta della fiala.
3.4 Controlli: reagente liofilizzato
2 fiale per ognuno dei 2 controlli. Ricostituire in 1,0 mL di acqua purificata. | controlli
sono composti da antigene bovino S100. L’intervallo delle concentrazioni di ogni
controllo & stampato sul certificato di analisi e indica i limiti stabiliti da DiaSorin per i
valori dei controlli ottenuti con dosaggi affidabili.
3.5 Diluente per campione: reagente pronto all'uso
1 x 10 mL, liquido incolore pronto all'uso. Contiene 0,5% ProClin 300 come
conservante.
3.6  Wash Buffer (Tampone di lavaggio) (10X): soluzione liquida
2 x 50 mL, concentrato PBS-Tween. L'1X Wash Buffer & stabile se conservato a
temperatura ambiente (20-25°C) per 5 giorni. NOTA: Non usare se il tampone &
torbido.
3.7 Soluzione TMB: reagente pronto all'uso
1 x 16 mL, substrato tamponato e cromogeno, incolore, 0,05% TMB (3,3,
5,5' tetrametilbenzidina). Proteggere dalla luce. NOTA: Non usare in presenza di
precipitato blu.
3.8 Soluzione bloccante: reagente pronto per l'uso
1 x 20 mL, liquido incolore. Contiene acido solforico 0,4N. Vedere il paragrafo
Avvertenze e Precauzioni.

4. DURATA E CONSERVAZIONE DEL KIT
Il kit & stabile alla temperatura di 2-8°C fino alla data di scadenza indicata sull'etichetta.
Dopo I'apertura, conservare tutti i reagenti a 2-8°C fino alla data di scadenza indicata

sull'etichetta, eccetto per i calibratori e i controlli che possono essere congelati a -20°C,
scongelati e riutilizzati una volta. Non usare il kit dopo la data di scadenza.
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5. AVVERTENZE E PRECAUZIONI
Questo prodotto é destinato esclusivamente ALL'USO DIAGNOSTICO IN VITRO.
Reagenti contenenti 3,3',5,5' tetrametilbenzidina
Cromogeno: Questo prodotto contiene 3,3',5,5' tetrametilbenzidina (TMB) 0,05%) che,
secondo esperimenti condotti in laboratorio, pud essere causa di effetti mutageni.

6. TRACCIABILITA' DEGLI STANDARD E DEI CONTROLLI

| calibratori e i controlli del kit consistono di proteina S100B. La proteina S100B deriva
da cervello bovino purificato e ben caratterizzato. | calibratori e i controlli sono calibrati
in base a materiale S100B di riferimento interno.

7. MATERIALI NECESSARI, NON FORNITI IN DOTAZIONE

Pipette di precisione per 50, 100 e 150 L.

Mixer Vortex.

Acqua purificata.

Agitatore piastra: 800 rpm, ampiezza 1,5 mm.

Dispositivo per lavaggio micropiastra.

Lettore micropiastra ELISA con capacita di rilevazione di 450 nm.
Calcolo dei risultati: algoritmo spline cubica.

8. RACCOLTA DEI CAMPIONI, PREPARAZIONE E CONSERVAZIONE

Si consiglia I'uso di siero. Non usare plasma EDTA o sodio citrato.

Raccogliere i campioni mediante procedure standard.

Durante il prelievo del sangue, fare attenzione che il campione non venga
contaminato con EDTA o sodio citrato. Il sangue dovra essere lavorato e il
siero/plasma raccolto entro 2-4 ore.

Conservazione dei campioni di siero a 2-8°C: 24 ore. Per tempi di
conservazione piu lunghi, congelare a -20°C. | campioni sono stabili a -20°C
per 6 mesi. | sieri congelati dovranno essere mescolati delicatamente, ma
accuratamente, dopo lo scongelamento. Evitare cicli di congelamento-
scongelamento ripetuti.

Non usare campioni fortemente lipemici o contaminati. | campioni che
presentano precipitati dovranno essere centrifugati prima dell'analisi. Non
usare campioni inattivati dal calore.

| campioni con elevato S100B (>5 ug/L) possono essere diluiti. Per la
diluizione, usare il diluente S100 ELISA.

9. PREPARAZIONE DEI REAGENTI PRIMA DELL'USO

Lasciare che tutti i reagenti, nella loro confezione originale, e i campioni
raggiungano temperatura ambiente (20-25°C) prima dell'uso.

Calibratori: ricostituire in 1,0 mL di acqua purificata. Lasciar riposare per
20 minuti. Mescolare accuratamente.

Controlli: ricostituire in 1,0 mL di acqua purificata. Lasciar riposare per 20 minuti.
Mescolare accuratamente.

10x Wash Buffer: diluire a 1:10 (1x Wash Buffer) con acqua purificata.
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10. CONSERVAZIONE DEI REAGENTI DOPO L'USO
» | calibratori e i controlli ricostituiti sono stabili per 90 minuti a temperatura

ambiente. Se i calibratori e i controlli non vengono tutti utilizzati
immediatamente, possono essere congelati a - 20°C, scongelati e riutilizzati
una volta.

« Tutti gli altri componenti aperti dovranno essere conservati a 2-8°C nei loro
contenitori originali.

» |l substratro TMB e la soluzione bloccante, che sono stati prelevati dalle fiale
originali, dovranno essere scartati.

+ Si consiglia di preparare nuovo tampone di lavaggio (1x) almeno una volta ogni
5 giorni.

11. PROCEDURA DI ANALISI

11.1  Preparare tutti i reagenti come descritto alla sezione precedente. Mescolare i
campioni con un Vortex prima di dispensare con pipetta. Nota: Avviare I'analisi
entro 90 minuti dalla ricostituzione dei calibratori e dei controlli.

11.2  Versare con pipetta 50 pL di calibratori, controlli e campioni non noti nei
pozzetti.

11.3  Aggiungere 150 pL di coniugato in tutti i pozzetti.

11.4  Coprire la piastra e lasciare in incubazione per 2 ore su un agitatore (800 rpm)
a temperatura ambiente (RT).

11.5 Lavare 3 volte con 300 pL di 1x Wash Buffer. Nota: Se si utilizza un sistema
automatizzato di lavaggio, il campione e il coniugato dovranno essere fatti
decantare manualmente dalla piastra prima del lavaggio.

11.6  Aggiungere 100 pL di substrato TMB in tutti i pozzetti.

11.7  Coprire la piastra e lasciare in incubazione per 15 + 2 minuti su un agitatore di
piastra (800 rpm) a temperatura ambiente.

11.8  Bloccare la reazione mediante aggiunta di 100 pL di soluzione bloccante.
Aggiungere la soluzione bloccante nello stesso ordine e velocita impiegate per
il substrato TMB.

119 Leggere l'assorbanza a 450 nm utilizzando un lettore micropiastra entro
15 minuti.

12. DIAGRAMMA DELL'ANALISI

Aggiungere 50 L di campione, calibratore o controllo + 150 uL di tracciante

v
Coprire; lasciare in incubazione per 2 ore, a temperatura ambiente, su un agitatore di piastra a
800 rpm
v
Lavare 3 volte con 300 pL di 1x Wash Buffer
v
Aggiungere 100 pL di substrato TMB
v
Coprire; lasciare in incubazione per 15 minuti, a temperatura ambiente, su un agitatore di piastra
a 800 rpm
v
Aggiungere 100 pL di soluzione bloccante
v

Leggere a 450 nm
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13. CONTROLLO DI QUALITA

Ogni laboratorio deve includere almeno un controllo a livello basso e un controllo a
livello alto in ogni analisi per monitorare le prestazioni. A tale fine possono essere
utilizzati i controlli forniti con il kit. L'intervallo delle concentrazioni di ogni controllo &
stampato sul certificato di analisi e indica i limiti stabiliti da DiaSorin per i valori dei
controlli ottenuti con dosaggi affidabili. |1 controlli devono essere considerati come
campioni non noti e analizzati in duplice copia. Le analisi sono da ritenersi valide solo
se i risultati corrispondono ai criteri del laboratorio per quanto concerne l'accettabilita.

14. CALCOLO DEI RISULTATI

Interpretazione dei risultati

Per il calcolo dei risultati utilizzare I'algoritmo spline cubica. Se si impiega un lettore
micropiastra in grado di calcolare automaticamente i dati, fare riferimento alle istruzioni
per l'uso dello strumento.

Quanto segue & solamente un esempio e non deve essere usato per i calcoli.

Campione ABS 450 nm ug/L
CAL A 0,087 0,00
CALB 0,154 0,12
CALC 0,221 0,25
CALD 0,339 0,49
CALE 1,516 2,49
CALF 2,692 4,46
CONTROLLO L 0,420 0,62
CONTROLLO H 1,113 1,65
Campione 1 0,109 0,40
Campione 2 0,389 0,59
Campione 3 1,223 2,03
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Curva standard
Quanto segue & solamente un esempio e non deve essere usato per i calcoli.

3,0 §
2,5 1

2,0 4

Abs 450 nm
P

0 1 2 3 4 5
$100B ug/L

15. CARATTERISTICHE SPECIFICHE DELLE PERFORMANCE
Range di riferimento
Il punto di cut-off & stato stabilito a 0,15 pg/L (il 95%-ile di 100 campioni di donatori di
sangue). Ogni laboratorio, tuttavia, dovra stabilire un proprio limite massimo di
riferimento.

Precisione

L'attendibilita dei risultati di questa analisi & direttamente correlata al grado di
attenzione esercitata durante le operazioni con pipetta, Vortex, aspirazione e
all'osservanza ai requisiti metodologici e alla temperatura.

Range di misurazione

Il range di misurazione & fino a 5 pg/L. Concentrazioni superiori in campioni possono
essere ottenute mediante diluizione con il diluente S100 ELISA e ripetizione
dell'analisi.

Precisione

Sono stati valutati campioni di siero a livelli di concentrazione diversi eseguendo
un'analisi al giorno per dieci giorni operativi. La precisione intra-analisi e fra cicli di
analisi & stata stimata mediante I'analisi della varianza (ANOVA). Nell'ambito del range
delle concentrazioni comprese fra 0,18 e 4 pg/L, l'imprecisione intra-analisi € risultata
pari al < 10%, mentre I'imprecisione complessiva é risultata pari al < 15%.

Campione Variazione intra-analisi ~ Variazione inter-analisi
yg/L (CV%) (CV%)
0,18 9,4 7,2
0,27 6,6 12,4
0,61 3,8 47
1,9 4.4 3,1
2,2 1,9 4,3
4,1 29 3,5

Sensibilita (LDL)
Il limite di rilevazione & 0,03 pg/L (BO+ 3SD).
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Linearita della diluizione

La linearita della diluizione & stata valutata mediante diluizione di tre campioni clinici
con diluente per campioni S100B e procedendo all'analisi. La linearita della diluizione
dimostra un range funzionale da 0,2 pg/L a 4,5 ug/L.

Campione Diluizione Valore calcolato Recupero
(HglL) %
1 1:1 2,94 100
1:2 3,03 103
1:5 3,68 125
1:10 3,29 112
2 11 3,08 100
1:2 3,49 113
1:5 3,80 123
1:10 4,16 135
3 1:1 3,77 100
1:2 3,76 100
1:5 3,81 101
1:10 3,74 99

Composti e reattivita incrociata

Non sono state osservate differenze significative nei livelli di concentrazione di S100B
dopo l'aggiunta di eparina, eparina/protamina o propofol rispetto al controllo alle
concentrazioni testate.

Composti analizzati per potenziali interferenze

Farmaco testato Conc. testata
Eparina 5 1U/mL
Eparina/Protamina 100 1U/mL/10 mg/mL
Propofol 80ug/mL

Gao, F, Harris, DNF, Sapsed-Byrne, S. Publication Perfusion 1997; 12:163-165
Sostanze endogene potenzialmente interferenti sono state aggiunte alle seguenti
concentrazioni finali: bilirubina, 0,125 pg/mL; trigliceridi, 12,5 mg/mL; emoglobina 1, 2,5
and 5 mg/mL. Ciascun campione per il test & stato analizzato in duplicato. Livelli elevati
di emoglobina possono influire sui risultati dei campioni.

Interferenza da parte di sostanze endogene

Potenziale Conc. Valore medio Vallore Differenza %
interferente testata controllo medio test Errore

Bilirubina 125 pg/mL 0,083 0,090 0,007 8%

Trigliceridi 125 pg./mL 0,084 0,083 0,001 2%

Emoglobina 1 mg/mL 0,087 0,091 0,004 5%
2,5 mg/mL 0,087 0,097 0,010 11%

5 mg/mL 0,087 0,092 0,005 6%

16. Limiti della procedura
Effetto gancio
Nessun effetto gancio € stato osservato fino a 3000 ug/L.
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1.

APLICAGAO DIAGNOSTICA

Este produto destina-se SOMENTE PARA A UTILIZAGAO EM DIAGNOSTICO IN
VITRO. Imunoensaio para a determinagdo quantitativa in vitro da proteina S100 no
soro humano. O dispositivo S100 deve ser utilizado como auxilio no tratamento de
doentes afectados por melanoma maligno.

2. PRINCIPIO DO ENSAIO

O S100 é um teste baseado na técnica ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay), com apenas um passo. No ensaio os calibradores, controlos e amostras
reagem simultaneamente com 2 anticorpos de captura na fase sélida e um anticorpo
detector, conjugado com peroxidase de rabano (HRP), durante a incubag&o nos pogos
da microplaca. Apds lavagem é adicionado o Cromogéneo TMB (Tetrametilbenzidina)
e a reaccdo prossegue durante 15 minutos. A reacgcdo enzimatica é parada pela
adigcao de Solugao de Paragem e a absorvancia é medida a 450 nm.

3. REAGENTES E ACESSORIOS
O dispositivo contém reagentes para 96 determinagdes.

3.1 Anti-S100B - tiras sensibilizadas: pronto a usar

1 x 96 pogos da microplaca revestidos com 2 anticorpos anti-S100B monoclonais de
ratinho. Contém BSA. Deixar as tiras e o suporte a temperatura ambiente (20-25°C)
antes de abrir a embalagem para evitar condensagao de agua nos pogos. Coloque as
tiras ndo utilizadas na embalagem, feche hermeticamente e mantenha a 2-8°C.

NOTA: Quando abrir pela primeira vez a embalagem da microplaca, o indicador
dessecante TEM de estar azul. Se néo estiver azul, ndo use as tiras.

3.2 HRP- conjugado: pronto a usar
1 x 21 mL, liquido azul-esverdeado. Contém anticorpos anti-S100B monoclonais de
ratinho, conjugado com HRP, BSA e 0,5% ProClin 300 como conservante.

3.3 Calibradores: reagente liofilizado

6 calibradores - 2 frascos de cada. Reconstituir com 1,0 mL de agua destilada. Os
Calibradores contém antigénio S100 de bovino. O valor dos Calibradores S100 esta
indicado nos rétulos dos frascos.

3.4 Controlos: reagente liofilizado

2 controlos - 2 frascos de cada. Reconstituir com 1,0 mL de agua destilada. Os
Controlos contém antigénio S100 de bovino. O intervalo das concentragbes para cada
controlo esta imprimido no certificado de analise e indica os limites definidos pela
DiaSorin para os valores dos controlos obtidos com ensaios fiaveis.

3.5 Diluente da Amostra: pronto a usar

1 x 10 mL, pronto a usar, incolor. Contém 0.5% ProClin 300 como conservante.

3.6 Tampao de Lavagem 10X: solugao

2 x 50 mL, PBS-Tween concentrado. O Tamp&o de Lavagem é estavel durante
5 dias, quando conservado a temperatura ambiente (20-25°C). NOTA: Nao utilizar se o
tampéao estiver turvo.

3.7 Solugao TMB: pronto a usar

1 x 16 mL, Tampdo substrato e cromogénio, incolor, 0,05% TMB (3,355
Tetrametilbenzidina). Proteger ao abrigo da luz NOTA: N&o utilizar se estiver presente
um precipitado azul.

3.8 Solugao de Paragem: pronto a usar

1 x 20 mL, incolor. Contém acido sulfurico 0,4 N. Consultar a secgdo Adverténcias e
Precaugdes.

31



4. PRAZO DE VALIDADE E CONSERVAGAO DO DISPOSITIVO

O dispositivo é estavel a 2-8°C até a data de validade indicada no rétulo. Apds a
abertura, armazene todos os reagentes a 2-8°C até a data de validade indicada no
rétulo, excepto para os calibradores e controlos que podem ser congelados a —20°C,
descongelados e reutilizados uma vez. Nao utilizar os reagentes fora do prazo de
validade.

5. ADVERTENCIAS E PRECAU(}()ES
APENAS PARA AVALIAGAO DO DESEMPENHO.
Reagentes com 0,4 N H2SO4
ADVERTENCIA - IRRITANTE
Este produto contém 0,4 N HoSO4 (Solugéo de Paragem)
“European Communities Hazardous Substance Risk Phrases” (Directiva 1999/45 EC)
R34 — Causa queimaduras.

S26 — Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com agua
e consultar um médico.

S30 — Nunca adicionar agua a este produto.
S37/39 — usar luvas e proteccao para olhos/face apropriadas.
Reagentes com 3,3',5,5' Tetrametilbenzidina

Cromogéneo: Este produto contém 3,3'5,5' Tetrametilbenzidina (TMB) (0.05%) que
apresentou em experiéncias laboratoriais, possiveis efeitos mutagénicos.

6. CALIBRADORES E CONTROLOS
Os calibradores e controlos do dispositivo contém proteina S100B. Esta proteina
S100B tem origem em material cerebral de bovino purificado, bem caracterizado. Os
Calibradores e Controlos sdo calibrados contra material S100B de referéncia préprios
(in-house).
7. MATERIAL NECESSARIO, MAS NAO FORNECIDO
. Pipetas de Preciséo para 50, 100 e 150 pL.
o  Vortex.
e Agua destilada.
. Agitador para placa: 800 rpm, amplitude 1.5 mm.
. Lavador de Microplacas.
. Leitor ELISA de Microplacas, com capacidade de leitura de 450 nm.
e  Calculo dos resultados: algoritmo cubico Spline.

8. COLHEITA DA AMOSTRA, PREPARAGAO E CONSERVAGAO

. Recomenda-se a utilizagdo de soro. Nao utilizar plasma EDTA -
ou citrato de sédio.

. Recolha as amostras utilizando procedimentos padréao.

. Durante a colheita garantir que a amostra ndo é contaminada com EDTA
ou citrato de sédio. O sangue deve ser processado dentro de 2-4 horas

. Conservar as amostras de soro a 2-8°C: 24 horas. Para periodos mais

longos congelar a —20°C. As amostras sdo estaveis a —20°C durante
6 meses. O soro congelado, depois de descongelar deve ser bem
misturado. Evitar a repetigao de ciclos congelar/descongelar.

. Nao utilizar amostras fortemente lipémicas ou contaminadas. Amostras
com precipitados devem ser centrifugadas antes de testadas. Nao utilizar
amostras inactivadas termicamente.

. Amostras de S100B elevadas (>5 pg/L) podem ser diluidas. Deve ser
utilizado para a dilui¢cédo, Diluente S100 ELISA.
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9. PREPARAGAO DOS REAGENTES ANTES DE USAR

Deixar os reagentes fechados e as amostras a temperatura ambiente
(20-25°C) antes de usar.

Calibradores: Reconstituir em 1,0 mL de agua destilada. Deixar em repouso
durante 20 minutos. Misturar bem.

Controlos: Reconstituir em 1,0 mL de agua destilada. Deixar em repouso
durante 20 minutos. Misturar bem.

10x Tampao de Lavagem: Diluir 1:10 (1x tampao de lavagem) com agua
destilada.

10. ARMAZENAMENTO DOS REAGENTES DEPOIS DE USAR

Os calibradores e controlos reconstituidos sdo estaveis durante 90 minutos a
temperatura ambiente. Se os calibradores e controlos ndo forem utilizados
imediatamente na totalidade, podem ser congelados a —20°C,
descongelados e reutilizados apenas uma vez.

Todos os outros componentes, depois de abertos, devem ser conservados a
2 — 8°C na embalagem original.

O substrato TMB e a Solugdo de Paragem, depois de retirados dos frascos,
devem ser descartados.

Deve ser preparado Tampao de Lavagem fresco pelo menos de 5 em
5 dias.

11. PROCEDIMENTO DE TESTE

111

11.3
1.4

11.6
11.7

Prepare todos os reagentes como descrito anteriormente. Misturar as
amostras em vortex antes de pipetar. Nota: O teste tem de ser iniciado nos
90 minutos apods reconstituicdo dos calibradores e controlos.

Pipete 50 uL dos calibradores, controlos e amostras para os respectivos
pogos.

Adicione 150 pL de conjugado a todos os pogos.

Cubra a placa e incube durante 2 horas num agitador (800 rpm) a temperatura
ambiente (TA).

Lave os pogos 3 vezes com 300 pyL de Tampéao de Lavagem. Nota: Pode ser
necessario decantar a amostra e o conjugado da placa manualmente, antes
da lavagem, se for utilizado um lavador automatico.

Adicione 100 pL de Substrato TMB a todos os pogos.

Cubra a placa e incube 15 + 2 minutos num agitador (800 rpm) a temperatura
ambiente.

Pare a reacgdo adicionando 100 yL de Solucdo de Paragem. Adicione a
Solugdo de Paragem na mesma ordem e velocidade, usada para dispensar o
substrato TMB.

Ler a absorvancia a 450 nm utilizando um leitor de microplacas dentro de
15 minutos.
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12. FLUXOGRAMA DO TESTE

Adicionar 50 pyL amostra, calibrador e controlo + 150 yL conjugado
v

Tapar; Incubar 2 horas, EA, num agitador 800 rpm

3 x lavar com 300 pL 1x Tampé&o de lavagem
v
Adicionar 100 uL Substrato TMB
Vv

Tapar; Incubar 15 minutos, TA,$um agitador 800 rpm

Adicionar 100 pL Solugéo de Paragem
v
Ler a 450 nm

13. CONTROLO DE QUALIDADE

Cada laboratério deve incluir no minimo um controlo alto e um controlo baixo em
todos os ensaios, para monitorizar o desempenho do teste. Os controlos fornecidos
com o dispositivo podem ser utilizados com esse objectivo. Os controlos do dispositivo
contém proteina S100B em concentragdes alta e baixa, e foram testados utilizando o
dispositivo DiaSorin S100B para estabelecer os limites esperados. O intervalo das
concentragbes para cada controlo esta imprimido no certificado de analise e indica os
limites definidos pela DiaSorin para os valores dos controlos obtidos com ensaios
fiaveis. Os controlos devem ser tratados como amostras desconhecidas e testados em
duplicado. O ensaio deve ser considerado valido apenas se os resultados cumprirem
os critérios de validagao do laboratério.

14. CALCULO DOS RESULTADOS

Interpretacao dos Resultados

O algoritmo cubico Spline deve ser utilizado para calcular os resultados. Se utilizar um
Leitor de Microplacas com calculo automatico dos resultados, consultar o manual de
instrugdes do equipamento.

Estes dados sdo apenas um exemplo e ndo devem ser utilizados para os

célculos.
Amostra ABS 450 nm ug/L
CAL A 0.087 0.00
CALB 0.154 0.12
CALC 0.221 0.25
CALD 0.339 0.49
CALE 1.516 2.49
CALF 2.692 4.46
CONTROLO L 0.420 0.62
CONTROLOH 1.113 1.65
Amostra 1 0.109 0.40
Amostra 2 0.389 0.59
Amostra 3 1.223 2.03
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Curva Padrao
Esta curva é apenas um exemplo e ndo deve ser utilizada para os calculos.

3.0

ar0oT>

$100B ug/L

15. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO

Valores de Referéncia

O Cut-off foi determinado em 0,15 pg/L (95% de 100 dadores de sangue). Cada
laboratério deve estabelecer o seu valor de referéncia para a populagéo considerada.

Exactidao

A exactidao dos resultados do ensaio esta directamente relacionada com o grau de
cuidado aplicado durante as pipetagens, homogenizagéo, aspiracdo e aderéncia aos
requisitos da metodologia e temperatura.

Limite de Medigao
O limite de medigdo é 5 pg/L. As concentragdes para amostras elevadas podem ser
obtidas por diluigdo com Diluente S100 ELISA e repetindo o ensaio.

Precisao

Diferentes amostras, com diferentes niveis de concentragdes foram avaliadas,
efectuando um ensaio por dia, durante 10 dias. A preciséo Intra-ensaio e Inter-ensaio
foi determinada pela analise da variagdo (ANOVA). Dentro do intervalo de
concentragdes de 0,18 a 4 ug/L, a impreciséo intra-ensaio € < 10% e a imprecisao
total & < 15%.

Amostra Variacéo Intra- Variacgao Inter-
ug/L ensaio (CV%) ensaio (CV%)
0.18 9.4 7.2
0.27 6.6 124
0.61 3.8 4.7

1.9 4.4 3.1
2.2 1.9 43
4.1 2.9 3.5

Sensibilidade (LDL)
O limite de detecgéo é 0,03 pg/L (BO+ 3SD).
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Linearidade da Diluigdao

A Linearidade da diluigdo foi testada utilizando trés amostras clinicas diluidas com
Diluente da amostra S100B. A Linearidade da diluicdo demonstra uma variagdo
funcional do ensaio de 0,2 ng/L a 4.5 pg/L.

Amostra Diluicio Vanr(E;t:;Jlado Recupl))zragao
1 1:1 2.94 100
1:2 3.03 103
1:5 3.68 125
1:10 3.29 112
2 11 3.08 100
1:2 3.49 113
1:5 3.80 123
1:10 4.16 135
3 1:1 3.77 100
1:2 3.76 100
1:5 3.81 101
1:10 3.74 99

Compostos Interferentes e Reactividade-Cruzada

Nao foram observadas diferencas significativas nos niveis de concentragdo no S100B
apods adicdo de heparina, heparina/protamina ou proprofol quando comparado com o
controlo, nas concentragdes testadas.

Compostos Testados para Potencial Interferéncia

Composto Testado Conc. Testada
Heparina 5 1U/mL
Heparina/Protamina 100 1U/mL/10 mg/mL
Propofol 80 pg/mL

Gao, F, Harris, DNF, Sapsed-Byrne, S. Publication Perfusion 1997; 12:163-165
Foram adicionadas substancias endogenas, potencialmente interferentes, nas
concentragdes seguintes: bilirrubina, 0,125 pg/mL; triglicéridos, 12,5 mg/mL;
hemoglobina 1, 2,5 e 5 mg/mL. Cada amostra foi testada em duplicado. Hemoglobina
elevada pode afectar os resultados das amostras.

Interferéncia por Substancias Endégenas

Potencialnterf Conc. Valor Médio Valor Médio .
erente Testada Controlo Teste Diferenca % Erro
Bilirrubina 125 pg/mL 0.083 0.090 0.007 8%
Triglicéridos 12.5 mg/mL 0.084 0.083 0.001 2%
Hemoglobina 1 mg/mL 0.087 0.091 0.004 5%
2.5 mg/mL 0.087 0.097 0.010 11%
5 mg/mL 0.087 0.092 0.005 6%

16. Limitagcoes do Teste
Efeito de saturagao a altas concentragoes
Nao se verifica um efeito de saturagdo a altas concentragbes até 3000 pg/L.
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1. ANVENDELSESFORMAL
Dette produkt er KUN beregnet til IN VITRO DIAGNOSTIK.
Immunoassay voor de kwantitatieve in vitro bepaling van S100 in menselijk serum.

S100 is bedoeld als hulpmiddel voor het beheer van patinten die lijden aan maligne
melanomen.

2. ANALYSEPRINCIP

S100 ELISA er et tosidet, et-trins enzym-forbundet immunassay. Ved analysen
reagerer kalibratorer, kontroller og ukendte prgver samtidig med 2 fast-fase capture-
antigener og et detektor-antigen konjugeret med HRP (peberrodsperoxidase) under
inkubering i mikrotiterbrende. Efter et vasketrin tilseettes et TMB-kromogen
(tetrametylbenzidin), og pr@ven henstar i til reaktion i 15 minutter. Enzymreaktionen
stoppes ved at tilseette en stopreagens, og absorbansen males ved 450 nm.

3. KITTETS INDHOLD
Kittet indeholder reagenser til 96 bestemmelser.
3.1 Anti-S100B-coatede strips: brugsklar reagens
1 x 96 mikrotiterbrgnde coatet med 2 monoklonale anti-S100B-antigener fra mus.
Indeholder BSA. Lad strips og holder akklimatisere sig til rumtemperaturen (20-25°C) i
folieposen for at forebygge kondensdannelse i brgndene. Nar posen har vaeret abnet,
skal den altid forsegles igen for at sikre, at den forbliver et fugtfrit milja.
BEMARK: Nar posen med strips abnes ferste gang, SKAL indikatoren pa
affugtningsmidlet veere bla. Hvis indikatoren ikke er bla, ma stripsene ikke bruges.
3.2 HRP-konjugat: brugsklar reagens
1 x 21 mL blagren veeske. Indeholder et monoklonalt anti-S100B-antigen fra mus
konjugeret med HRP, BSA og 0,5% ProClin 300 som konserveringsmiddel.
3.3 Kalibratorer: lyofiliseret reagens
2 heetteglas a 6 kalibratorer. Rekonstitueres i 1,0 mL renset vand. Kalibratorerne bestar
af S100 bovint antigen. Kalibratorens S100 veerdi fremgar af meerkaterne pa
heetteglassene.
3.4 Kontroller: lyofiliseret reagens
2 heetteglas af hver af de 2 kontroller; rekonstitueres i 1,0 mL renset vand. Kontrollerne
bestar af S100 bovint antigen. Det forventede reference interval for hver kontrol star i
analyse certifikatet og viser de greenser, der er fastsat af DiaSorin for de mulige
kontrolvaerdier, fundet ved analysering pa palidelig vis.
3.5 Fortyndingsbuffer til pravemateriale: brugsklar reagens
1 x 10 mL brugsklar, farvelgs veeske. Indeholder 0,5% ProClin 300 som
konserveringsmiddel.
3.6 Vaskebuffer 10X: flydende form
2 x 50 mL, et PBS-Tween-koncentrat. 1X vaskebufferen er stabil, nar den opbevares
ved rumtemperatur (20-25°C) i 5 dage. BEMAERK: Bufferen ma ikke bruges, hvis den
er uklar.
3.7 TMB-oplesning: brugsklar reagens
1 x 16 mL buffet substrat og kromogen; farvelgst, 0,05% TMB (3,3',5,5" tetrametyl-
benzidin). Ma ikke udsaettes for lys. BEMARK: Bufferen ma ikke bruges, hvis der er
blat bundfald.
3.8 Stopreagens: brugsklar reagens
1 x 20 mL farvelgs veeske. Indeholder 0,4N svovisyre. Se afsnittet Advarsler og
forholdsregler.

4. KITTETS HOLDBARHED OG OPBEVARING

Kittet er stabilt ved 2-8°C indtil udlgbsdatoen pa etiketten. Efter abning skal alle
reagenser opbevares ved 2-8°C indtil udigbsdatoen pa etiketten, dog undtagen
kalibratorer og kontroller, der kan nedfryses til -20°C, optgs og genbruges én gang.
Kittet ma ikke bruges efter udlgbsdatoen.
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5. ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER
Dette produkt er KUN beregnet til IN VITRO DIAGNOSTIK.
Reagenserne indeholder 3,3',5,5' tetrametylbenzidin.
Kromogen: Dette produkt indeholder 3,3',5,5' tetrametylbenzidin (TMB) 0,05%), for
hvilket mulig mutagenicitet er pavist ved laboratorieeksperimenter.
6. SPORBARHED AF STANDARDER OG KONTROLLER

Seettets kalibratorer og kontroller bestar af S100B protein. Dette S100B protein hidrerer
fra oprenset og velkarakteriseret bovint hjernemateriale. Kalibratorer og kontroller
kalibreres i forhold til internt S100B-referencemateriale.

7. NODVENDIGT MATERIALE, DER IKKE MEDF@LGER

Preecisionspipetter til 50, 100 og 150 pL.

Hvirvelmikser.

Renset vand.

Rystebord: 800 o/min, amplitude 1,5 mm.
Skylleanordning til mikroplader.

Leeser til ELISA mikroplader med 450 nm laesekapacitet.
Beregning af resultater: Cubic spline-algoritme.

8. OPSAMLING, PRAPARERING OG OPBEVARING AF PRGVER

Det anbefales at bruge serum. Brug ikke plasma stabiliseret med EDTA eller
natriumcitrat.

Brug standardprocedurer ved prgveudtagning.

Ved blodpregvetagning skal man sgrge for, at praven ikke forurenes med EDTA
eller natriumcitrat. Blodet bgr behandles og serum/plasma opsamles inden for
2—4 timer.

Opbevaring af serumprgver ved 2-8°C: 24 timer. Ved laengere tids opbevaring
nedfryses de til under —20°C. Prgver er stabile ved —20°C i 6 méaneder. Frosne
sera skal blandes forsigtigt, men grundigt efter optening. Undgé gentagen
nedfrysning og optening.

Brug ikke prever med udpraeget lipsemi, eller som er forurenede. Prgver, der
indeholder bundfald, skal centrifugeres inden testen. Brug ikke pravemateriale,
der er stabiliseret med varme.

Prgver med hgjt S100B (>5 pg/L) kan fortyndes. | sa fald ber der bruges S100
ELISA fortyndingsbuffer.

9. KLARGQRING AF REAGENSER

Lad udbnede reagenser og prever std og akklimatisere sig til rumtemperatur
(20-25°C), inden de bruges.

Kalibratorer: Rekonstitueres i 1,0 mL renset vand. Lad dem st& i 20 minutter.
Bland omhyggeligt.

Kontroller: Rekonstitueres i 1,0 mL renset vand. Lad dem sta i 20 minutter.
Bland omhyggeligt.

Vaskebuffer 10x: Fortyndes 1:10 (1x vaskebuffer) med renset vand.
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10. OPBEVARING AF REAGENSER EFTER BRUG

* Rekonstituerede kalibratorer og kontroller er stabile i 90 minutter ved

rumtemperatur. Hvis ikke alle kalibratorer og kontroller bruges med det samme,
kan de nedfryses til — 20°C, optgs og genbruges én gang.

+ Alle andre abnede komponenter ber opbevares i de originale beholdere ved

2-8°C.
TMB-substrat og stopreagens, der er haeldt ud af de originale heetteglas, skal
kasseres.

» Der bgr blandes frisk 1x vaskebuffer mindst hver 5. dag.

11. PROCEDURE FOR ASSAY

111

11.2
11.3
1.4

Klarger alle reagenserne som beskrevet i forrige afsnit. Bland prgverne med
en hvirvelmikser inden pipettering. BEMARK: Testen skal startes senest
90 minutter efter rekonstituering af kalibratorer og kontroller.

Pipettér 50 pL kalibratorer, kontroller og ukendte prgver i brendene.

Tilsaet 150 pL konjugat i alle brgnde.

Deek pladen og inkuber i 2 timer pa et rystebord (800 o/min) ved
stuetemperatur (RT).

Vask 3 gange med 300 pL 1x vaskebuffer. Bemaerk: Det kan vaere ngdvendigt
at dekantere prgven og konjugere den manuelt fra pladen inden vasketrinnet,
hvis der bruges et automatisk vaskesystem.

Tilsaet 100 pL TMB-substrat til alle brende.

Deek pladen og inkuber i 15 + 2 minutter pa et rystebord (800 o/min) ved
stuetemperatur.

Stop reaktionen ved at tilseette 100 yL stopreagens. Tilsaet stopreagensen i
samme raekkefglge og tempo som TMB-substratet.

Afles inden 15 minutter absorbansen ved 450 nm ved hjelp af en
mikropladelaeser.

12. ARBEJDSGANG FOR ASSAY

Tilsaet 50 pL prevemateriale, kalibrator eller kontrol + 150 pL tracer

Vv
Leeg lag pa, inkuber i 2 timer, RT, pa rystebord ved 800 o/min
Vv
Vask 3 gange med 300 pl 1x vaskebuffer.

v

Tilseet 100 uL TMB-substrat
v

Leeg lag pa, inkuber i 15 minutter, RT, pa rystebord ved 800 o/min

v

Tilseet 100 uL stopreagens
v

Aflees ved 450 nm
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13. KVALITETSKONTROL

Alle laboratorier skal medtage mindst én hgj og én lav kontrol i hvert assay for at
overvage assayets performance. Til det formal kan man bruge de kontroller, der
medfolger i kittet. Kittets kontroller indeholder S100B protein ved bade hgje og lave
koncentrationer, og der er udfert assay pa dem med DiaSorin S100B-kittet for at fastsla
de forventelige intervaller. Det forventede reference interval for hver kontrol star i
analyse certifikatet og viser de graenser, der er fastsat af DiaSorin for de mulige
kontrolvaerdier, fundet ved analysering pa palidelig vis. Kontrollerne bgr behandles som
ukendte prever og dobbeltbestemmes. Assayene begr kun anses for gyldige, hvis
resultaterne overholder laboratoriets godkendelseskriterier.

14. BEREGNING AF RESULTATER

Tolkning af resultater

Cubic Spline-algoritmen ber bruges til beregning af resultater. Nar der bruges en
mikropladelezeser med automatisk databeregning: Se brugervejledningen til det
pagaldende instrument.

Dette er kun et eksempel og ma ikke bruges i beregningerne.

Prave ABS 450 nm ug/L
KAL A 0,087 0,00
KAL B 0,154 0,12
KAL C 0,221 0,25
KAL D 0,339 0,49
KAL E 1,516 2,49
KAL F 2,692 4,46
KONTROL L 0,420 0,62
KONTROL H 1,113 1,65
Prave nr. 1 0,109 0,40
Prgve nr. 2 0,389 0,59
Prgve nr. 3 1,223 2,03
Standardkurve

Dette er kun et eksempel og ma ikke bruges i beregningerne.

3,0 5
2,5 4

2,0 1

Abs 450 nm

0 1 2 3 4 5
$100B ug/L
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15. SPECIFIKKE BRUGSEGENSKABER - PERFORMANCE
Referenceinterval

Cutoff blev fastsat til 0,15 pg/L (en procentandel pa 95 af 100 pregver af donorblod).
Dog bgr hvert laboratorium fastsaette sin egen gvre referencegraense.

Ngjagtighed

Ngjagtigheden af denne analyses resultater er afhaengig af den omhu, der udvises
under pipettering, centrifugering, afpipettering og overholdelse af metode- og
temperaturkrav.

Maleomrade

Maleomradet er op til 5 pg/L. Koncentrationer for hgje prover fas ved at fortynde med
S100 ELISA fortyndingsbuffer og gentage analysen.

Praecision

Serumprgver med forskellig koncentration blev evalueret ved at kgre en analyse om
dagen over ti arbejdsdage. Intra- og inter-assay-preecision blev bedgmt med
variansanalyse (ANOVA). Inden for koncentrationsomradet 0,18 til 4 pg/L er den
intraserielle impreecision < 10% og den samlede impreecision er < 15%.

Prove Intraseriel variation Interseriel variation
ug/L (CV%) (CV%)
0,18 9,4 7,2
0,27 6,6 12,4
0,61 3,8 47
1,9 4.4 3.1
2,2 1,9 4,3
41 29 3,5
Sensitivitet (LDL)

Detektionsgreensen er 0,03 pg/l (BO+ 3SD).
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Linearitet ved fortynding

Linearitet ved fortynding blev bedgmt ved at fortynde tre kliniske prever med S100B-
fortyndingsbufferen og analysere dem. Lineariteten ved fortynding udviser et funktionelt

analyseomrade fra 0,2 pg/L til 4,5 pg/L

Prave Fortynding Beretz:]:ge/tl_ \)/aerdl Recg/)overy
1 1:1 2,94 100
1:2 3,03 103
1:5 3,68 125
1:10 3,29 112
2 11 3,08 100
1:2 3,49 113
1:5 3,80 123
1:10 4,16 135
3 11 3,77 100
1:2 3,76 100
1:5 3,81 101
1:10 3,74 99

Indholdsstoffer og krydsreaktivitet

Der fandtes ingen signifikante forskelle i S100B-koncentrationerne efter tilsaetning af
heparin, heparin/protamin eller Propofol sammenlignet med kontrollerne ved de testede

koncentrationer.

Indholdsstoffer testet for potentiel interferens

Testet lsegemiddel

Konc. Testet

Heparin 5 1U/mL
Heparin/Protamin 100 IU/mL/10 mg/mL
Propofol 80 pg/mL

Gao, F, Harris, DNF, Sapsed-Byrne, S. Publication Perfusion 1997; 12:163-165

Potentielt interfererende endogene stoffer blev tilsat med falgende slutkoncentrationer:
bilirubin: 0,125 pg/mL; triglycerider: 12,5 mg/mL; haemoglobin 1: 2,5 og 5 mg/mL. For
hver test udfgrtes der dobbeltbestemmelse. Forhgjet hzemoglobin kan pavirke

analyseresultaterne.

Interferens fra endogene stoffer

Potentielt Konc.

Middelveerdi i

Middelveerdi i

interfererende stof Testet kontroller test Difference % fejl
Bilirubin 125 pg/mL 0,083 0,090 0,007 8%
Triglycerider 125 pg/mL 0,084 0,083 0,001 2%
Haemoglobin 1 mg/mL 0,087 0,091 0,004 5%
2,5 mg/mL 0,087 0,097 0,010 11%
5 mg/mL 0,087 0,092 0,005 6%

16. Begransninger i proceduren
Hojdosis Hook-effekt

Op til 3000 pg/L ses der ingen hgjdosis hook-effekt.
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1. AVSEDD ANVANDNING
Denna produkt ar endast avsedd fér FOR IN VITRO-DIAGNOSTIK.
Immunoassay fr kvantitativ bestmning in vitro av S100 i humant serum. S100 r avsett

att anvndas som ett hjlpmedel vid behandling av patienter som lider av malignt
melanom.

2. TESTPRINCIP

S100 ELISA ar en tvastdlles, enstegs enzymlankad immunsorbent assay.
| denna assay reagerar kalibratorer, kontroller och okanda prover samtidigt med
2 capture-antikroppar i fast tillstind och en detektorantikropp konjugerad med HRP
(horseradish peroxidase) under inkuberingen i mikrotiterbrunnarna. Efter tvattsteget
tillsatts en TMB-kromogen (tetrametylbensidin) och reaktionen tillats fortsatta i
15 minuter. Enzymreaktionen stoppas genom tillsats av en stopplésning och absorbans
mats vid 450 nm.

3. SATSENS INNEHALL
Satsen innehaller reagenser for 96 bestdmningar.

3.1 Anti-S100B - belagda remsor: reagens klart att anvandas

1 x 96 mikrotiterbrunnar belagda med 2 monoklonala mus-anti-S-100B antikroppar.
Innehaller BSA. Lat remsor och hallare anta rumstemperatur (20-25°C) i foliepasen, for
att skydda brunnar fran kondens. Efter de 6ppnats, forsegla pa nytt sa att de ar ratt
tillslutna i en omgivning med torkmedel.

OBS: Néar pasen med remsor forst dppnas MASTE torkmedelsindikatorn vara bla. Om
indikatorn inte ar bla ska remsorna inte anvandas.

3.2 HRP- konjugat: reageans klart att anvandas

1 x 21 mL, blagron vatska. Innehaller en monoklonal mus-anti-S100B antikropp
konjugerad med HRP, BSA och 0,5 % ProClin 300 som konserveringsmedel.

3.3 Kalibratorer: frystorkat reagens

2 flaskor med vardera 6 kalibratorer. Rekonstituera i 1,0 mL renat vatten. Kalibratorer
bestar av S100 bovin antigen. Kalibrator S100 vardet anges pa flaskans etiketter.

3.4 Kontroller: frystorkat reagens

2 flaskor med vardera 2 kontroller. Rekonstituera i 1,0 mL renat vatten. Kontroller
bestar av S100 bovin antigen. Referensomradet avseende resp kontrolls koncentration
visas pa analyscertifikatet och visar de grénser som faststéllts av DiaSorin for de
kontrollvarden som erhallits med tillforlitliga test.

3.5 Provspadningsmedel: reagens klart att anvéndas

1 x 10 mL, farglés vatska, klar att anvéndas. Innehaller 0,5 % ProClin 300 som
konserveringsmedel.

3.6 Tvattbuffert 10X: vatskeldsning

2 x 50 mL, ett PBS-Tween koncentrat. 1X tvattbuffert ar hallbar i férvaring vid
rumstemperatur (20-25°C), i 5 dagar. OBS: Far ej anvandas om bufferten ar grumlig.
3.7 TMB lésning: reagens klar att anvandas

1 x 16 mL, Buffrat substrat och kromogen, farglés, 0,05 % TMB (3,3,
5,5 tetrametylbensidin). Far ej utsattas for ljus. OBS: Far ej anvdndas om det
férekommer blatt precipitat.

3.8 Stopplosning: reagens klart at anvandas

1 x 20 mL, farglés vatska. Innehaller 0,4 N svavelsyra. Se avsnittet Varningar och
forsiktighetsatgarder.

4. SATSENS HALLBARHETSTID OCH FORVARING

Satsen ar hallbar i 2-8°C tills utgdngsdatum pa etiketten. Efter de 6ppnats, forvara alla
reagenser vid 2-8°C tills utgangsdatum pa etiketten, utom for kalibratorer och kontroller
som kan frysas vid -20°C, tinas upp och ateranvandas en gang. Anvand inte satsen
efter utgangsdatum.
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5. VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER
Denna produkt dr endast avsedd for FOR IN VITRO-DIAGNOSTIK.
Reagens som innehaller 3,3',5,5' tetrametylbensidin
Kromogen: Denna product innehaller 3,3',5,5' tetrametylbensidin (TMB) (0,05 %) som
har konstaterats ge majlig mutagen inverkan i laboratorieexperiment.
6. SPARBARHET FOR STANDARDER OCH KONTROLLER

Kalibratorerna och kontrollerna i satsen bestar av S100B protein. Detta S100B protein
kommer fran renat och valkarakteriserat bovint hjarnmaterial. Kalibratorer och
kontroller kalibreras mot féretagsinternt S100B referensmaterial.

7. MATERIAL SOM KRAVS, MEN EJ TILLHANDAHALLS

Precisionspipetter for 50, 100 och 150 pL.
Vortex-blandare.

Renat vatten.

Plattskakare: 800 varv/min, amplitud 1,5 mm.

Tvattenhet for mikroplattor.

Méjlighet till ELISA-avlasning av mikroplattor vid 450 nm.
Resultatberakning: Cubic Spline-algoritm.

8. PROVTAGNING, PROVHANTERING OCH FORVARING

Serum rekommenderas. Anvand ej EDTA- eller natriumcitratplasma.
Provtagning ska goras enligt standardrutiner.

Nar blodprov tas, se till att provet inte kontamineras med EDTA eller
natriumcitrat. Blodet ska behandlas och serum/plasma tas inom 2—4 tim.
Forvaring av serumprover vid 2—-8 °C: 24 timmar. For langre tids forvaring, frys
till under —20 °C. Proverna ar hallbara i —20 °C i 6 manader. Fruset serum ska
blandas forsiktigt, men ordentligt, efter upptining. Undvik upprepade frysnings-
upptiningscykler.

Anvand inte prover som ar kraftigt lipemiska eller kontaminerade. Prover med
utfalining maste centrifugeras fore testning. Anvand inte prover som ar
varmeinaktiverade.

Hoga S100B prover (>5 pg/L) kan spadas. S100 ELISA spadningsmedel ska
anvandas for spadning.

9. FORBEREDA REAGENSER FORE ANVANDNING

Ooppnade reagenser och prover maste anta rumstemperatur (20-25 °C) fére
anvandning.

Kalibratorer: Rekonstituera i 1,0 mL renat vatten. Lat stat i 20 minuter. Blanda
forsiktigt.

Kontroller: Rekonstituera i 1,0 mL renat vatten. Lat std i 20 minuter.
Blanda forsiktigt.

10x tvattbuffert: Spad 1:10 (1x tvattbuffert) med renat vatten.
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10. FORVARING AV REAGENSER EFTER ANVANDNING
* Rekonstituerade kalibratorer och kontroller ar hallbara i 90 min. vid
rumstemperatur. Om alla kalibratorer och kontroller inte anvands direkt kan de
frysas vid — 20 °C, tinas upp och ateranvandas en gang.
+ Alla 6vriga 6ppnade komponenter ska forvaras vid 2 — 8 °C i originalbehallare.
+ TMB substrat och stopplésning, som tas ur originalflaskor, maste kasseras.
» Ny 1x tvattbuffert ska beredas minst en gang var 5:e dag.

11. TESTPROCEDUR

111  Forebered alla reagenser enligt vad som anges i foregaende avsnitt. Blanda
proverna i en Vortex-blandare fore pipettering. OBS: Testet maste startas
inom 90 minuter efter rekonstituering av kalibratorer och kontroller.

11.2  Pipettera 50 pL kalibratorer, kontroller och okanda prover i brunnar.

11.3  Tillsatt 150 pL konjugat i alla brunnar.

11.4  Tack plattan och imkubera i 2 timmar pa en plattskakare (800 varv/min) vid
rumstemperatur (RT).

11.5 Tvatta 3 ganger med 300 pL 1x tvattbuffert. OBS: Det kan bli nédvandigt att
dekantera prov och konjugat manuellt fran plattan fore tvattsteget om ett
automatiskt platttvattsystem anvands.

11.6  Tillsatt 100 yL TMB substrat i alla brunnar.

11.7  Téck plattan och inkubera 15 + 2 minuter pa en plattskakare (800 varv/min) vid
rumstemperatur.

11.8 Stoppa reaktionen genom att tillsatta 100 pL stopplosning. Tillsatt
stopplésningen i samma ordningsfoljd och med samma hastighet som
anvandes for TMB substrat.

11.9  Avlas absorbans vid 450 nm med avléasare fér mikroplattor inom 15 minuter.

12. FLODESSCHEMA FOR TEST

Tillsatt 50 uL prov, kalibrator eller kontroll + 150 uL sparamne

v
Téack 6ver. Inkubera i 2 timmar, RT, pa plattskakare 800 varv/min
v
3 x tvatt med 300 pL 1x tvattbuffert
v
Tillsatt 100 uL TMB substrat
v
Tack dver. Inkubera i 15 minuter, RT, pa plattskakare 800 varv/min
v
Tillsatt 100 yL stopplésning
v

Avlas vid 450 nm
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13. KVALITETSKONTROLL

Varje laboratorium bor ta med minst en hdg och en lag kontroll i varje test for att
Overvaka testprestanda. Kontrollerna i satsen kan anvandas for detta andamal.
Satsens kontroller innehaller S100B protein vid bade héga och laga koncentrationer
och har testats med DiaSorin S100B satsen for att faststélla de forvantade halterna.
Referensomradet avseende resp kontrolls koncentration visas pa analyscertifikatet och
visar de granser som faststallts av DiaSorin for de kontrollvarden som erhallits med
tillférlitiga test. Kontrollerna skall behandlas som okanda prover och testas i
dubbelprov. For att testresultaten skall betraktas som giltiga maste kontrollresultaten
uppfylla laboratoriets kriterier for godkéannande.

14. RESULTATBERAKNING

Tolkning av resultat

Algoritmen fér Cubic Spline-funktioner ska anvandas for berakning av resultat. Nar en
avldsare for mikroplattor anvdnds med automatisk databerdkning, se
instrumentmanualen.

Detta ar endast ett exempel och ska inte anvandas i berakningar.

Prov ABS 450 nm ug/L
KAL A 0,087 0,00
KAL B 0,154 0,12
KAL C 0,221 0,25
KAL D 0,339 0,49
KAL E 1,516 2,49
KAL F 2,692 4,46
KONTROLL L 0,420 0,62
KONTROLL H 1,113 1,65
Prov 1 0,109 0,40
Prov 2 0,389 0,59
Prov 3 1,223 2,03
Standardkurva

Detta ar endast ett exempel och ska inte anvandas i berakningar.

3,0
2,5

2,0 1

Abs 450 nm
&

0 1 2 3 4 5
S1008 ug/L
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15. SPECIFIKA PRESTANDA
Referensomrade

Gransvardet bestamdes till 0,15 ug/L (95 %-kvantilen av 100 blodgivarprover). Varje
laboratorium bor dock uppratta en egen dvre referensgrans.

Noggrannhet

Noggrannheten pa resultaten fran denna assay ar direkt beroende av noggrannheten
vid pipettering, vortexblandning och aspiration samt att krav pa metodologi och
temperatur foljs.

Matomrade

Matomradet ar upp till 5 pg/L. Koncentrationer for héga prover kan bestdmmas efter
spadning med S100 ELISA spadningsmedfel och upprepning av testet.

Precision

Serumprover med olika koncentrationsnivaer utvarderades genom att testa med en
assay per dag Over tio driftsdagar. Intraseriell och interseriell precision bestamdes med
variansanalys (ANOVA). Inom koncentrationsomradet fran 0,18 till 4 pg/L, ar
imprecisionen inom serien < 10 % och total imprecision < 15 %.

Prov Intraseriell variation Interseriell variation
ug/L (CV%) (CV%)

0,18 9,4 7,2

0,27 6,6 12,4

0,61 3,8 4,7

1,9 4.4 3,1

2,2 1,9 4,3

41 2,9 3,5

Kaénslighet (LDL)
Detektionsgransen ar 0,03 pg/L (BO+ 3SD).

Spadningslinearitet

Spéadningslinearitet bestdamdes genom att tre kliniska prover spaddes med S100B
provspadningsmedel och testades. Spadningslinearitet pavisar funktionstestomrade
fran 0,2 pg/L till 4,5 pg/L.

Prov Spadning Bera}(:;tl_\)/arde UtE}z/te

1 1:1 2,94 100
1:2 3,03 103

1:5 3,68 125

1:10 3,29 112

2 11 3,08 100
1:2 3,49 113

1:5 3,80 123

1:10 4,16 135

3 1:1 3,77 100
1:2 3,76 100

1:5 3,81 101

1:10 3,74 99

47



Foreningar och korsreaktivitet

Inga signifikanta skillnader uppmattes i S100B koncentrationsnivaer efter tillsats av
heparin, heparin/protamin eller propofol, jamfért med kontrollen vid de koncentrationer
som testades.

Foreningar som testats for majlig interferens

Testad drog/ldkemedel Konc. Testad
Heparin 5 1U/mL
Heparin/Protamin 100 1U/mL/10 mg/mL
Propofol 80 pg/mL

Gao, F, Harris, DNF, Sapsed-Byrne, S. Publication Perfusion 1997; 12:163-165

Mojliga interfererande endogena substanser tillsattes med foljande slutkoncentrationer:
bilirubin, 0,125 pug/mL; triglycerider, 12,5 mg/mL; hemoglobin 1, 2,5 och 5 mg/mL. Alla
testprover testades i duplikatprov. Férhéjt hemoglobin kan paverka provresultaten.

Interferens fran endogena substanser

Mojligt Konc. Medelkontroll Medeltest- . %
interfereran- .. . Skillnad
= Testad varde varde Fel
dedmne
Bilirubin 125 pg/mL 0,083 0,090 0,007 8%
Triglycerider 125 pg/mL 0,084 0,083 0,001 2%
Hemoglobin 1 mg/mL 0,087 0,091 0,00 5%
2,5 mg/mL 0,087 0,097 0,010 11%
5 mg/mL 0,087 0,092 0,005 6%

16. Metodbegransningar
Hog dos hook-effekt
Ingen hog dos hook-effekt konstateras upp till 3000 pg/L.
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1. XPHZH FIA THN OMOIA NMPOOPIZETAI
To mpoidv autd Tpoopidetal MONO A AIATNQETIKH XPHZH IN VITRO.

AvoooAoyiky dokipaagia yia Tov in vitro TToooTiké TTpoadiopiopyd Tou S100 ot opd
avBpwtou. To S100 TpoopideTal yia Xpron wg Borenua atn diaxeipion aoBevwy TTou
UTTOQEPOUV aTTO KAKONBEG pEAdvVwWA.

2. APXH AOKIMHZ

To S100 ELISA e€ival pia gvuuikr) dOKIUr avoooTrpoopoenong dUo Bécewv Kal evog
BrAupartog. ZTov TTPocdIopIoud, KATA TNV €TTWACN OTA TTNYaddKia PIKPOTITAOOATNONG, Ol
BaBuovounTtég, Ta UAIKA eAéyxou Kal Ta GyvwoTa deiypata avTidpolv TauToxpova JE
2 avmiowpara cUANWNG oTeEPEAg @AoNG Kal PE éva avTiowPa avixveuong culeuypévo
pe utrepogeiddon xpévou (HRP). Metd amd éva Brijpa TAUGONG, TTPOCTIBETAI XpwHOYOVO
TMB (1eTpapeBuhoBevqidivn) kal €MTPETTETAI OTNV  QVTIOPOCN va OCuvexioel yia
15 AemrTd. H avTidpaon evfUpou dIakOTITETAI PE TNV TTPOCTBNKN SIGAUPOTOG TEPUATIOUOU
Kal JETPIETAI N aTTOPPOPNON oTa 450 nm.

3. MEPIEXOMENA KIT
To kIT TTepIEXEI avTIOPATTAPIA Yia 96 TTPoadIopIGHOUG.
3.1 Zeapég amod mnyaddkia emKaAuppéveg pe avri-S100B: AvTidpaoTrplo éToiuo
yia xprion.
1 x 96 Tnyaddkia PIKPOTITAOBOTNONG ETTIKOAUPMEVA PE 2 POVOKAWVIKA avTIowuaTta
TrovTikoU évavti S100B. lMepiéxel BSA. TNa va mpooTareutodv T1a TNyaddkia amé Tn
OUPTTUKVWOT, AQAOTE TIG OEIPEG AT TTNYAdAKIa Kal TNV UTTOO0XH VO ICOPPOTTACOUV HE
TN Beppokpacia dwpaTtiou (20 éwg 25°C) péoa oTnv oAoupivévia CUOKEUACia.
>ppayioTe avd TIG avolyuEVEG OUOKEUOOIEG TTPOKEIPNEVOU VO eEQOPANICETE TN OWOTH
@UAagN autwyv o€ ENPo TrepIBAAAoV.
THMEIQZXZH: Otav avoifete yia TTPWTN @QOpa Tn CucoKeuacoia, o OeikTng §npodtnTag
MPETEI va ival utrAe. Av 0 8eikTng Oev gival PTTAE, UN XPNOIMOTTOIACETE TIG OEIPEG ATTO
TTnYyadaxia.
3.2 Xuluyég HRP: AvTidpaaTrpio €T0IhO Yia Xpron.
1 x 21 mL, pmAe-rpdoivo uypod. MepiEXel HOVOKAWVIKG avTiOWUa TTOVTIKOU £VavTI TOU
S100B ouleuypévo pe HRP, BSA kai 0,5% ProClin 300 wg ouvtnpnTiko.

3.3 BaBpovountég: AudgiAa avTidpaaTipia.

2 @iaAidia amd kaBéva atd Toug 6 BabuovounTtés. EkteAéoTte avaouoTaon ag 1,0 mL
kekaBapuévou vepou. O1 BaBuovountég armotedouvial amd Boeio avriyovo S100.
H 1iyi S100 Tou BaBuovounTth avaypa@eTal OTIG ETIKETEG TWV QIAAIDIWV.

3.4  YAIKG gAéyxou: Aud@IAa avTIdpaoTrpIa.

2 @ioAidia atmé kaBéva attd Ta 2 UAIKG eAéyxou. ExTeAéote avaoloTtaon oe 1,0 mL
KekaBapuévou vepoU. Ta UAIKG eAéyxou atroteAolvtal amd Boegio avriyévo S100.
To €UpoG OUYKEVIPWOEWV KABE UAIKOU €AEyXOU QvOQEPETAl OTO TTIOTOTTOINTIKO
avaAuang kal uTtodelkvUEl Ta Opla TTou £xouv TeBei atrd Tnv DiaSorin yia TIHEG UAIKWV
eAEyXwV TTOU PTTOPET Va AngBouv o€ agIdTTIoToug KUKAOUG TTPOCBIOPICUWV.

3.5 ApaiwTik6 delypdTwyv: AvTIOPACTAPIO ETOIUO YA XPAON.

1 x 10 mL, éroipo yia xprion, dyxpwpo uypo. Mepiéxer 0,5% ProClin 300 wg
ouvTNENTIKG.

3.6 PuBpioTiko didAupa TAuong 10X: Yypod didAupa.

2 x 50 mL, ouptrokvwyua PBS-Tween. To puBuioTiké didAupa TAUong 1X gival atabepd
yia 5 nuépeg étav uAdoaoeTal og Beppokpacia dwpatiou (20 éwg 25°C). THMEIQXH:
Mn xpnoipgoTroifoete 10 puUBUICTIKG SiIGAUpa av gival BOAS.

3.7 AidAupa TMB: AvTIOpaoTrpIo £TOIUO VIO XPRON.

1 x 16 mL, puBpiopévo umdOTPpWUA Kal Xpwuoyovo, dxpwuo 0,05% TMB (3,3,
5,5 teTrpapeburofevqidivn). Tlpootarelote amé 10 @wg. XHMEIQXH: Na un
XPnoiyoTtroinBei av Trapatnpeital PTTAE i¢nua.

3.8 AidAupa TeppATIONOU: AvTIBPACTHPIO £TOIUO YIa XPron.

1 x 20 mL, axpwpo uypod. lMepigxer Benkd ofu 0,4N. BA. Tlpoeidotroinceig Kai
TTPOPUAGEEIG.
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4. AIAPKEIA ZQHX KAl ®YAA=H KIT
To kiT gival oTaBepd €wg TNV nuepopnvia AAENG TTou avaypdgeTal otV €TIKETA OTAV
@uAdooeTal oToug 2 éwg 8°C. Metd 10 dvolypa, @UAGETE OAa Ta avTI®PACTAPIO OTOUG
2 éwg 8°C éwg TNV nuepounvia ARENG TTou avaypd@etal TNV €TIKETA, €KTOG aTTO TOUG
BaBpovounTég Kal Ta UNIKG eAéyxou Ta OTToia PTTOPEITE va KaTayugete atoug -20°C, va
QATTOYUEETE KAl VA XPNOIUOTTOINCETE Yia akOun @opd. Mn XpnOIPOTIOIEITE TO KIT HETA TNV

nuepopnvia Angng.

5. MPOEIAOMOIHZEIZ KAI MTPO®YAAZEIX
To mpoiév autd poopifetar MONO IMA AIAFNQZTIKH XPHZH IN VITRO.
Ta avridpaoTtipia wepiéxouv 3,3',5,5' TeTpapeBuroBevlidivn.

Xpwpoyoévo: To mpoidv autd TepiExel 0,05% 3,3',5,5' TetpapeburoBevdidivn (TMB) yia
TNV OTT0Ia €X€I ATTOOEIXTEI TMOAVY) HETOAAOEIOYOVOG DPAONn OE EpyacTnPIOKA TTEIPAPATA.

6. IXNHAAZIMOTHTA MNPOTYMQN KAI YAIKQN EAEFXOY

O1 BaBpovountég kal Ta UAIKA eAéyxou Tou KIT atroteAolvtal ammd Tpwteivn S100B.
Aut n Tpwrteivn S100B mrpoépxeTal atmd KeKaBaApUEVO Kal KOAWG XOPAKTNPIOUEVO
UAIKO Boeiou eyke@aAou. Or BaBuovounTég kal Ta UAIKG eAéyxou €xouv BaBuovounOei
pE E0WTEPIKO UAIKO avagopdg S100B.

7. YAIKATIOY AMAITOYNTAI, OMQZX AEN NAPEXONTAI
+ Miméreg akpiBeiag yia 50, 100 kar 150 pL.
* Opyavo mepidivnong (vortex).
» KekaBapuévo vepd.
* Xuokeun avakivnong pikpotrAakwyv: 800 o.a.A., TTAGTog 1,5 mm.
*  JUOKEUA TTAUONG HIKPOTTAOKWV.

+ Zuokeunn avdyvwong pikpotrAakwyv ELISA pe duvartétnra avdyvwong ota
450nm.

* YToAoyiopog arroTeAeopdtwy: AAYopIB8uog KuBikou spline.

8. ZXYAAOrH, MPOETOIMAZIA KAI ®YAAZH AEIrMATOZ

e Xuviotatal n xpAon opolU. Mn xpnoipotroicite TMAGopa EDTA 1 KiTpikoU
vaTpiou.

* YZUMAEETE OeiypaTa XpNOIMOTTOIWVTAG TUTTIKEG OIadIKATIEG.

* Katd tnv aigyoAnyia, BePaiwbeite 611 To deiyya dev €xel poAuvbei pe EDTA 1
KITPIKG VaTpio. H emeepyaaia Tou aipatog kai n ouAhoyr) opoU/TTAdopartog Ba
TIPETTEI VA YiVEl EVTOG 2 £WG 4 WPWV.

* @UAaEN Twv OelyudTwy opou oToug 2 £wg 8°C: 24 wpeg. MNa ueyaAdTepoug
XpOvoug @uUAagng, kataywufre oe Bepuokpaaicg XaunAdtepeg amd -20°C. Ta
deiypata eival otaBepd oToug —20°C yia 6 prves. O kaTawuypévog opdg Ba
TTPETTEl VA avadiyvUeTal atraAd, aAAd KaAd, JETE TV ammOWusn Tou. ATTOQUYETE
TOUG £TTavaAauBavopeVoUG KUKAOUG Wugng-atroyuéng.

* Mn xpnolpoTroigite deiydata TTou €ival uTTEPBOAIKA AITTaIUIKG 1) poAuCouéva. Oa
TIPETTEL VO QUYOKEVTPACETE Ta OEiyyaTa TTOU TTEPIEXOUV i{nua TIpIV améd Tn
dokiyacia. Mn xpnoigotroieite  deiypata TTou  €xouv  adpavoTtroinBei  pe
BeppodTNTOa.

* Mrmopeite va apaioete Ta deiypara ye uwnAr cuykévipwon S100B (>5 pg/L).
MNa tnv apaiwon Ba mpétel va xpnoiyoTtroinBei apaiwTikd S100 ELISA.
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9. MPOETOIMAZIA ANTIAPAZTHPIQN MPIN ANO TH XPHZH

Mpiv ammd T XpAON, aProTe Ta avTIOPACTHPIO TTOU EV £XOUV QVOIXTEI KAl TA
d¢eiypata va gtdoouv o€ Bepuokpaaia dwpuartiou (20 £wg 25°C).

BaBuovountég: EkteAéoTte avaouotaon ot 1,0 mL kekaBappévou vepou.
AenoTe akivnToug yia 20 AeTTTd. Avapi€Te TTPOTEKTIKG.

YAikd eAéyxou: ExkTeAéoTe avaouoTtaon o€ 1,0 mL kekaBapuévou vepol. ApnaoTe
akivnTa yia 20 AeTrTd. Avapi€Te TTIPOTEKTIKG.

PuBuioTiké didAupa TAUong 10x: ApaiwoTe 1:10 (puBuioTiké didAupa 1X) pe
KEKABAPUEVO VEPO.

10. ®YAA=H ANTIAPAZTHPIQN META TH XPHZH

O1 avaocuoTapévol BabuovounTtég Kal Ta UAIKG €Aéyxou eivalr oTabepd yia
90 AeTTTd O¢ BepUoKPaTia dWUATIOU. Z€ TTEPITITWON TTOU OEV XPNOIMOTTIOINOETE
apéowg Toug BabuovounTég Kal Ta UANIKG EAEyXOU, UTTOPEITE va Ta KATaWUEeTe
oToug —20°C, va Ta aTToWUEETE KAl VA T XPNOIPOTTOINOETE Hidt aKOUN Popd.
Mropeite va @uAGSeTe OAa Ta uTTOAOITT OUCTATIKG TIOU Oev  €XETE
xpnaoigotroinael aToug 2 £éwg 8°C 0Toug apXIKOUG TTEPIEKTEG TOUG.

Oa Tmpémel va amoppiyere To uméoTpwHa TMB kai 1o 3idAupa
TEPHUATIOHOU TToU £XeTE BydAel atrd TO ApXIKO @PIaAidié Toug.

Oa TpETTEl va  TTPOETOINAZETE @PECKO PuBMIOTIKG BidAupa TAUong 11X
TOUAGXIOTOV pia popd KGBe 5 nuépEG.

11. AIAAIKAZIA NPOZAIOPIZMOY

111

11.3
1.4

MpoeToiydoTe OAa Ta avTidpacThpia OTTWG TTEPIYPAPETAl OTNV TTPONYOUNEVN
Tapdypago. Avapite Ta deiypaTta o€ OUOKEUN TTePIdivnong (vortex) Trpiv Tn
dlavourn Toug pe TTTETA. ZnuEiwon: Oa TTPETTEl va eKIVAOETE Tn doKIpacia
evtdg 90 AeTTTwV atmd TNV avacuoTaon Twv BaBuovounTwy Kal TwV UAIKWY
eAéyxou.

Alaveipere pe mTETa oTa TTNYadakia 50 puL fabuovounTtwy, UAIKWV AEyXOU Kal
AYVWOTWV JEIYUATWV.

MpooBéaTe 150 YL oufuyoug oe 6Aa Ta TTyaddkia.

KaAUwTe TNV TTAGKO Kal ETTWACTE YIA 2 WPEG OE CUOKEUN avaKivnong TTAOKWY
(800 o.a.A.) o€ Bepuokpacia dwpartiou (OA).

MAOvTe 3 Qopég pe 300 pL pubpioTikou diaAUpatog TTAUong 1X. Enueiwon: Z¢
TIEPITITWON TTOU &€V XPNOIYOTIOIEITE QUTOUATOTIOINMEVO CoUOTRPA TTAUONG
TTAGKWYV, €vOEXOUEVWG va gival amapaitnto va adeidoere 10 Ogiyya Kai 10
ouduyég atrd TNV TTAGKa PE To XEPI TTPIV aTrd To Bripa TTAUCNG.

MpooBéoTe 100 uL urooTpwpatog TMB o€ 6Aeg Ta TTyaddkia.

KaAUyTe TNV TTAGKQO Kal eTwAoTe yia 15 £ 2 AeTrT@ 0€ GUOKEUN avakivnong
TAakwv (800 0.a.A.) o€ Beppokpaacia dwpariou.

ZTapaTtioTe TV avtidpaon pe mpooBnkn 100 uL diaAUpatog TeEpUATIOUOU.
MpocoBéate 1O dIGAUPA TEPUATIOPOU ME TNV idla oeipd Kal TaxUTnTa Trou
Xpnaiygotroingare 6tav Tpoabécate To uTTOoTPpwWHa TMB.

Evtog 15 Aemrtwyv, S1aBaoTe Tnv amoppdenon ota 450 nm pe Xprion CUOKEURG
avAayvwong PIKPOTTAGKAG.
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12. AIAPAMMA POHZ TOY NPOZAIOPIZMOY
MpooBéoTe 50 pL deiyparog, Babuovountn r uAIkou eAéyyou + 150 pL 1xvnBETn
v

KaAUyTe. ETwaoTe yia 2 wpeg oe ©A o€ ouokeur avakivnong TAakwv ota 800 .a.A.

v
MAUvTe 3 popég pe 300 pL pubpioTikoU diaAUpaTog TTAUoNG 1X
v

MpooBéoTe 100 pL utrooTpwpatog TMB
Vv

KaAuyte. ETTwaoTe yia 15 Aemrtd oe ©A o€ ouokeun avakivnong Aakwy ota 800 o.a.A.

v
MpooBéaTe 100 UL SiaAUuaTOG TEPUATIGHOU
v

AlopdaoTe ota 450 nm

13. MOIOTIKOZ EAEIMX0OZ

¢ KABe TTPoadlopioud, KABe epyaoTipio Ba TTPéTel va TTEPIAaPBAvVEl TOUAAXIOTOV €va
UAIKO €AEyXOU UWNAAG OUYKEVTPWONG Kal £va XOUNANG GUYKEVTPWONG yIa va yiveral n
TTapakoAouBnan Tng amédoong Tou Tpoodiopioyou. [a To OKOTIO auTO, PTTOPEITE Va
XPNOIUOTTOINCETE TA UAIKA EAEYXOU TTOU TTAPEXOVTAI WE TO KIT. Ta UAIKA €AEYXOU TOU KIT
mepiExouv TTpwTeivn S100B o uwnAég Kal XAPNAEG OUYKEVTPWOEIG, EVW EXEI YiVEl
TPocdiopIouds TNG pe 1o KIT ST00B tng DiaSorin yia Tov KaBopIoud TwV AVAPEVOUEVWYV
TEPIOXWYV TIHWV. To €UPOG CUYKEVIPWOEWV KABE UAIKOU €AEyXou ava@EépeTal OTO
TNOTOTTOINTIKG avAAUCNG Kal UTTOJEIKVUEI T Opla TTou €xouv TeBei atrd Tnv DiaSorin yia
TINEG UNKWV  eAéyxwv TToU pTopei  va  An@Bolv  oe  agIdTaTOUG  KUKAOUG
TTPoadIopIouwY. O XEIPIOPOG TwV UAIKWY eAéyxou Ba TTpETTel va yivetal éwg edv ATav
dyvwoTa Ociyyata kal 0 TTpoadlopioudg Toug Ba TpéTel va yivetal dUo @opég. Ol
Tpocdlopiopoi Ba TPETTEl va BewpolvTal €yKUpol POVO C€ TTEPITITWON TIOU T
ATTOTEAETUATA IKAVOTTOIOUV TA KPITH)PIa ATTOB0XIG TOU EKACTOTE EpyacTnpiou.

14. YMNOAOIIZMOZ ANMOTEAEZMATQN
Epunveia Twv ammoTeEAECHATWV

MNa Tov uTToAOYICHO TWV aTToTEAEOPATWY, Ba TTPETTEl va XPNOIPoTToINBEi o aAyopiBuog
KUBIkoU spline. OTav XpnGCIPOTIOIEITE CUOKEUR avAyvwong MIKPOTTAGKWY PE AUTOPATO
UTTOAOYIOUO SEBOUEVWY, AVATPEETE OTO EYXEIPIDIO XPriONG TOU Opydvou.

To TopokdTw armoTeAei poOvo €va Tapddelyya kol dev Ba  TIPETTEl va
XPNOIUOTTOIEITAI IO TOUG UTTOAOYIOUOUG.

elypo oo 450 . gL
CAL A 0,087 0,00
CALB 0,154 0,12
CALC 0,221 0,25
CALD 0,339 0,49
CAL E 1,516 2,49
CALF 2,692 4,46
CONTROL L 0,420 0,62
CONTROL H 1,113 1,65
Aciypa 1 0,109 0,40
Agiypa 2 0,389 0,59
Agiypa 3 1,223 2,03
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MpoTUTIN KAPTTUAN
To TmopakdTtw atmoteAei povo éva Trapadelypya kol dev Ba  TPETTEl  va
XPNOIUOTIOIEITAI VIO TOUG UTTOAOYIOUOUG.

3,0
2,5 1

2,0 4

Abs 450 nm
P

0 1 2 3 4 5
$100B ug/L

15. EIAIKA XAPAKTHPIZTIKA AMTOAOZHZ
Meploxn TIpwWV avagpopdg
H 71y amokAeioyou umoAoyiotnke ion pe 0,15 pg/Ll (To 950 ekaTtoaTnuopio oTd
100 &¢eiypata aiyodoTwv). QoT600, KABe epyacTApio Ba TTPETTel va uttoAoyioel To BIKO
TOU Avw OpIo avaPopPdG.

OpBoTNnTA

H opB6tnTa Twv amoteAecpdTwy Tou TTPOadIopIoHoU auToU OXEeTiCeTal AUECa WPE TO
Babud Tpoooxng Tou ackeital KaTd Tn dlavou Twv avTidpaoTnpiwv YE TITETA, TNV
mepidivnon (vortex), TNV avappdé®non Kai Tnv TApnon Tng pebodoloyiag kal Twv
BEPUOKPATIAKWY ATTAITHOEWV.

Mepioxn TIHWV pETPRONG

H Trepioxn TIHWV péTpnong @Tavel Ta 5 pg/L. MTTopEiTE va PETPAOETE TIG CUYKEVTPWOEIG
Twv OelyHATWY UWNAAG GUYKEVTPWONG PE TNV apaiwaoh Toug pe apaiwTiké S100 ELISA
Kal TNV ETTAVAANYnN Tou TTPoadiopicuoU.

Axkpifeia

Ekmiunbnkav  deiypata  opol  SIOPOPETIKWIV  OUYKEVIPWOEWV ME  EKTEAEON €VOG
Tpoadiopiopol KABe nuépa yia déka epyaoiueg NUEPES. YTToAayioTnkav n akpieia yia
Tov idl0 TTpoadiopioud Kal n akpiBela yia oeipd TPOoadIopIcPWY JE avadAucn Tng
diakUpavong (ANOVA). Eviég piag TEPIOXAG OUYKEVTPWOEWY TTOU KupaivovTal oTrd
0,18 éwg 4 pg/L, n avakpifeia yia Tnv idia ektéAeon eival < 10%, evd n GUVOAIKN
avakpipela gival < 15%.

Asivua A'IGKl'JlJGVOY] yia Tov AlqKL’Juavon usmﬁl’{
id10 TTPOCdIoPICUO o€Ipdg TTPOCBIOPICUWY

HglL (Z.A. %) A %)
0,18 9,4 7,2
0,27 6,6 12,4

0,61 3,8 4,7

1,9 4.4 3,1

2,2 1,9 4,3

4.1 29 3,5

Evaio®noia (kdTw 6p1o avixveuong)
To 6pio avixveuong eivar 0,03 pg/L (BO + 3T.A.).
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FpappIkOTNTA apaiwong

H ypappIkéTNTa apaiwong UTTOAOYIOTNKE HE aApaiwon TPIWV KAIVIKWV OEIYUATWY HE
apalwTiKO delypdTwy S100B kai Tov TTpoadiopioud Toug. H ypauuikétnTa apaiwong
atmodeIkvUEl PIa AEITOUPYIKA TTEPIOXN TIMWV TTPOCdIOPICHUOU TTOU KupdivovTal atro
0,2 pg/L €éwg 4,5 pug/L.

Agiypa Apaiwon Ynvog{;c;VI_a)\/n TIUA Avas/:non
1 1:1 2,94 100
1:2 3,03 103
1:5 3,68 125
1:10 3,29 112
2 1:1 3,08 100
1:2 3,49 113
1:5 3,80 123
1:10 4,16 135
3 1:1 3,77 100
1:2 3,76 100
1:5 3,81 101
1:10 3,74 99

Ouoigg Kal 3100TAUPOUMEVN AVTISPACTIKOTNTA

Agv TTapatnpouvTal onuavTikég dla@opég oTa emiTreda auykévipwong S100B petd v
TPOCONKN nTapivng, nmapivng/mpwrapivng R propofol o€ ouUykpion pe TO UAIKO
€AEYXOU OTIG CUYKEVTPWOEIG TTOU OOKIPNAOTNKAVY.

Ouaigeg Tou dokIgAoTnKav yia TTeavA TTapeuBoAn

Pappako TTou SOKIPNAOTNKE JUyKEVTPWON TTOU
OOKIUAOTNKE
Hrmrapivn 5 1U/mL
Hrrapivn/Mpwrtapivn 100 1U/mL/10 mg/mL
Propofol 80 pg/mL

Gao, F, Harris, DNF, Sapsed-Byrne, S. Publication Perfusion 1997; 12:163-165
MpooTébnkav evdoyeveig ouaieg pe mOavOTNTa TTAPEUPOAAG OTIG AKOAOUBEG TEAIKEG
OUYKEVTPWOEIG: X0AepuBpivn, 0,125 ug/mL, TpiyAukepidia, 12,5 mg/mL, aipoogaipivn 1,
2,5 ka1 5 mg/mL. 'Eyive Tpocodiopiopdg kaBe Oeiypartog Sokipyng €ig dimmAolv. Ta
augnuéva emmiTeda aiooPaIpivng eVOEXOUEVWG VO ETTNPEGOOUV Ta aTToTEAéTUATA TOU
deiyparog.

MapeuPBoAn pe evdoyeveig ouaieg

MeavnA JuykévTpwon Méon Tiun Méon %

TTapEUBaAAAOEVN TTOU UAIKOU TIA Alagopd ZeaAua

ouaia OOKINAOTNKE eAéyxou QOKIUNG

XoAepuBpivn 125 pg/mL 0,083 0,090 0,007 8%

TpiyAukepidia 125 pg/mL 0,084 0,083 0,001 2%

Aipoogaipivn 1 mg/mL 0,087 0,091 0,004 5%
2,5 mg/mL 0,087 0,097 0,010 1%

5 mg/mL 0,087 0,092 0,005 6%

16. Neplopiopoi diadikaoiag
Paivépevo «AaykioTpou» uynAng d6ong
Aev Trapatnpeital emidpaon «aykioTpouy» uwnAig 86ong éwg Ta 3000 ug/L.
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The data presented in this instruction booklet has been carefully compiled from our
records and from the scientific literature and we believe them to be accurate and
reliable. We do not, however, give any warranties or make any representations with
respect hereto, nor is freedom from any patent to be inferred.

Die in dieser Gebrauchsinformation verwendeten Daten wurden sorgfaltig aus unseren
Unterlagen und wissenschaftlichen Publikationen zusammengestellt. Fur ihre
Genauigkeit und Zuverlassigkeit kann keine Haftung Ubernommen werden.
Verwendete Patente wurden nicht extra gekennzeichnet, auf eine Freistellung hiervon
darf jedoch nicht geschlossen werden.

Les données présentées dans ce mode d’emploi sont une compilation soigneuse de
nos observations et de la litterature scientifique et nous les considérons exactes et
fiables. Cependant, nous ne donnons aucune garantie ni interprétation a ce sujet, ni
n’excluons la possibilité que ces informations puissent faire I'objet de brevets.

| dati riportati in questo libretto di istruzioni sono stati ricavati dai nostri esperimenti e
dalla letteratura scientifica e vengono da noi considerati accurati ed affidabili. In ogni
modo non viene fornita alcuna garanzia per quanto riguarda la riproduzione dei dati.
Né escludiamo la possibilita che questi informazioni siano oggetto di brevetti.

Los datos presentados en este folleto de instrucciones han sido cuidadosamente
recopilados a partir de nuestros registros y de textos cientificos, y consideramos que
son precisos y fiables. No obstante, no ofrecemos ninguna garantia ni realizamos
ninguna aseveracion respecto a los anteriores, ni se debe inferir que estén libres de
ninguna patente.

Os dados apresentados neste livrete de instrugbes foram compilados a partir dos
nossos experimentos e da literatura cientifica e sdo por nds considerados acurados e
fiaveis. De todos os modos, ndo é fornecida nenhuma garantia no que se refere a
reprodugdo dos dados, nem excluimos a possibilidade de que estas informacdes
possam ser objecto de patentes.

Datamaterialet vist i denne instruktionsfolder er grundigt udarbejdet ud fra vores
optegnelser og videnskabelige litteratur, og vi mener, at det er ngjagtigt og palideligt. Vi
afgiver dog ingen garantier eller anbringender desangaende, og der kan ej heller
udledes nogen form for patentfrihed.

Data som beskrivs i denna bruksanvisning har omsorgsfullt sammanstallts fran egen
information och fran vetenskaplig litteratur och dess riktighet och tillforlitighet har
kontrollerats. Vi kan dock inte garantera informationens tillforlitighet och inte heller
frihet fran patentrattigheter.

Ta oToixeia ToU TTapoucIAfovTal 0€ auTtd TO QUAAGSIO 0dNYIWV CUYKEVTPWONKAV UE
TIPOCOXNA AT T APXEIQ YOG Kal TNV €TMIGTNUOVIKA BIBAIoypagia kal TioTeUoUE OTI gival
akpIfy kai agiomoTa. QoTéo0, Oev TTAPEXOUME €YYUNOEIG OUTE QVTITIPOOWTTEUCEIG
OXETIKA pE 60 ava@EéPOovTal OTO TTAPOV Kal oUTE TTPETTEl VO EKANPOEi wg dedopévn n
e€aipean atd oToIadATIOTE EUPETITEXVIA.



SYMBOLS USED WITH DEVICES

English Francais Deutsch Espariol Italiano
European Con::z)n;r:qﬁesaux CE — Konformitats- Conformidad Conformita
Conformity . kennzeichnung europea europea
européennes
- Date limite Mindesthaltbar- Fecha de Data di
Expiration Date d'utilisation keitsdatum caducidad scadenza
Manufacturer Fabricant Hersteller Fabricante Fabbricante
Consult Consulter les . Consulte las Consultare le
Ny : - Gebrauchsanwei- R 3 : L
Instructions instructions instrucciones istruzioni per
e sung beachten ,
for Use d'utilisation de uso l'uso
In vitro . A In-vitro- Diagnéstico in Diagnostica in
. . Diagnostic in vitro. . N N N
diagnostic. Diagnostikum. vitro. vitro.
Telmperlature leltqtlon de Temperaturbereich Limitacion de Limite della
limitation. température. temperatura temperatura
" . Festphase Fase sdlida Fase solida
(Csogltlg dpS::gs) (BF;?:SSE:;)&IS:S) (Beschichtete (Perlas (/Perle con
Kugelchen) recubiertas) rivestimento)
. Diluant . Diluyente de Diluente
Sample Diluent d’échantillon Proben-Diluent muestras campione
Tracer: T o T 125, Trgzador: Tracplatore:
antibody raceur ..ar_ltlcorPZg Tracer: “I- _antlcuerpo _antlcorpo
S 125 marqué a l'iode markierter Antikérper etiquetado con etichettato con
labelled with "1 125 125)
Calibrator Etalon Kalibrator Calibrador Calibratore
Suero de Siero di
Control serum Sérum de controle Kontrollserum control controllo

SYMBOLS USED WITH DEVICES CONTINUED ON NEXT PAGE.




CONTINUED FROM PREVIOUS PAGE - SYMBOLS USED WITH DEVICES

€
g

[ ]
CA

CONTROL |

C
(4]
[ sons |

=
=

!

Portugués

Dansk

Svenska

EAANvIKG

Conformidade Europeia

Europaeisk
Overensstammeise

Europeisk
Overensstammeise

EupwTraikr) Zuppdpewaon

Prazo de validade

Udlgbsdato

Utgangsdatum

Huepopnvia Angng

Fabricante

Producent

Tilverkare

KaraokeuaoTrig

Consultar as instrugdes
de utilizagdo

Se brugsanvisning

Se bruksanvisningen

ZupBouAeuTEiTE TIG
Odnyieg Xpriong

Diagnéstico in vitro

In vitro diagnostik.

Diagnostik in vitro.

In vitro diayvwoTikd
10TPOTEXVOAOYIKO TTPOIOV.

Limites de Temperatura

Temperaturgreense

Temperatur-
begransning.

Mepiopiopoi
Beppokpaciag

Fase sélida (pogos
revestidos)

Fast fase (Coatede
slanger)

Solid fas (Belagda
stréngar)

Z1epen pdon
(/ETKaAUPPEVEG XAVTPEG)

Diluente da Amostra

Fortyndingsveeske,
prave

Provutspadningsmedel

ApaiwTiké Seiypatog

Anticorpo marcado
125|

Tracer: antist% maerket

Sparelement: antikropp
betecknad med "%

Ixvnéétng: Avﬁcwya
ONUACPEVO PE 29

com
Calibrador Kalibrator Kalibrator BaBuovopntrg
Soro Controlo Kontrolserum Kontrollserum OpAdg HApTUPA
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