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INTENDED USE

This ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) kit is intended for the
quantitative determination of human chromogranin A levels in patient serum
samples. This assay exclusively measures human chromogranin A without high
dose “hook” effect up to 1,000,000 ng/ml. The test might be used as an aid for
detecting pheochromocytoma and neuroendocrine tumors in patients.

SUMMARY OF PHYSIOLOGY

Chromogranin A is a 49 kDa acidic protein that consists of 439 amino acids
encoded on chromosome 14. Chromogranin A has been identified in a number of
normal and neoplastic endocrine tissues. It was demonstrated that an elevated
circulating chromogranin A level would be a marker of tumors of neuroendocrine
origin. However, the most significant clinical use of chromogranin A is related to
the diagnostic procedure in patients of pheochromocytoma. The following is a
short summary of potential use of chromogranin A.

1. A very sensitive (83%) and highly specific (96%) marker in the evaluation of
actual or suspected pheochromocytoma. Drugs commonly used in the diagnosis
or treatment of pheochromocytoma have little effect on the plasma chromogranin
A level. This means that it is a great advantage to measure chromogranin A in
stead of catecholamines.

2. To ascertain the source of a tumor. A high chromogranin A level indicates that
the tumor arises from neuroendocrine tissues.

3. Endocrine tumors that do not produce their specific hormones, for example,
calcitonin negative but chromogranin A positive C-cell carcinoma; zero-cell
carcinoma; beta-cell carcinoma; parathyroid carcinoma.

ASSAY PRINCIPLE

This ELISA is designed, developed and produced for the quantitative
measurement of human chromogranin A in serum samples. The assay utilizes the
two-site “sandwich” technique with two selected antibodies that bind to different
epitopes of human chromogranin A.

Assay calibrators, controls and patient samples are directly added to the
microtiter wells of a microplate coated with a polyclonal anti-chromogranin A
antibody. After the first incubation period, the antibody fixed on the wall of the
microtiter well captures human chromogranin A in the sample. Remaining
unbound proteins in the microtiter wells are washed away. Then a horseradish
peroxidase (HRP) labeled monoclonal anti-human chromogranin A antibody is
added to each microtiter well and a “sandwich” of “monoclonal antibody - human
chromogranin A — polyclonal antibody” is formed. The unbound monoclonal
antibody is removed in the subsequent washing step. The well is incubated with a
substrate solution in a timed interval, the reaction is stopped and the developed
colour is measured in a spectrophotometric microplate reader. The enzymatic
activity of the immunocomplex bound to the chromogranin A on the wall of the
microtiter well is directly proportional to the amount of chromogranin A in the
sample. A calibration curve is generated by plotting the absorbance versus the
respective human chromogranin A concentration for each calibrator on point-to-
point or cubical scales or 4 parameter curve fit. The concentration of human
chromogranin A in test samples is determined directly from this calibration curve.

REAGENTS: Preparation and Storage

This test kit must be stored at 2 — 8°C upon receipt. For the expiration date of the
kit refer to the label on the kit box. All components are stable until this expiration
date.

Prior to use allow all reagents to come to room temperature. Reagents from
different kit lot numbers should not be combined or interchanged.

1. Anti-CgA Antibody Coated Microplate

One microplate with 12x8 strips (96 wells total) coated with antibody to
human chromogranin A. The plate is framed and sealed in a foil Ziploc bag
with a desiccant. This reagent should be stored at 2 — 8°C and is stable until
the expiration date on the kit box.

2.1 A Detecting Antibody

One vial containing 0.6 mL HRP labeled anti-human chromogranin A
antibody in a stabilized protein matrix. This reagent must be diluted with
dilution buffer before use. This reagent should be stored at 2 — 8°C and is
stable until the expiration date on the kit box.

!

3. DIL | BUF Dilution buffer

One vial containing 12 mL ready to use buffer. It should be only used for
detecting antibody dilution according to the assay procedures. This reagent
should be stored at 2 — 8°C and is stable until the expiration date on the kit
box.

4, INC | BUF Incubation buffer

One bottle containing 30 mL of ready to use phosphate buffered saline
based incubation buffer with bovine serum albumin. This reagent should be
stored at 2 — 8°C and is stable until the expiration date on the kit box.

SOLN Washing buffer

One bottle containing 20 mL of a 30 fold concentrate. Before use the
contents must be diluted with 580 mL of distilled water and mixed well.
Upon dilution this yields a working wash solution containing a surfactant in
phosphate buffered saline with a non-azide preservative. The diluted
solution should be stored at room temperature and is stable until the
expiration date on the kit box.

One bottle containing 12 mL of tetramethylbenzidine (TMB) with hydrogen
peroxide. This reagent should be stored at 2 — 8°C and is stable until the
expiration date on the kit box.

WASH

o

o

TMB-Substrate solution

N

STOP | SOLN Stop Solution

One bottle containing 12 mL of 0.5 M sulfuric acid. This reagent should be
stored at 2 — 8°C or room temperature and is stable until the expiration date
on the kit box.

o (o [v]

Five vials, each containing human chromogranin A in a lyophilized bovine
serum based matrix with a non-azide preservative. Refer to vial for exact
concentration for each calibrator. These reagents should be stored at 2 —
8°C and is stable until the expiration date on the kit box.

o, oo v

Two vials, each containing human chromogranin A in a lyophilized bovine
serum based matrix with a non-azide preservative. Refer to vials for exact
concentration range for each control. Both controls should be stored at 2
— 8°C and is stable until the expiration date on the kit box.

Calibrators 0 -4

Controls 1-2

SAFETY PRECAUTIONS

For in vitro diagnostic use.

Source material from which reagents of bovine serum was derived in the
contiguous 48 United States. It was obtained only from donor health animals
maintained under veterinary supervision and found free of contagious diseases.
Wear gloves while performing this assay and handle these reagents as if they are
potential infectious. Avoid contact with reagents containing TMB, hydrogen
peroxide, or sulfuric acid. TMB may cause irritation to skin and mucous
membranes and cause an allergic skin reaction. TMB is a suspected carcinogen.
Sulfuric acid may cause sever irritation on contact with skin. Do not get in eyes,
on skin, or on clothing. Do not ingest or inhale fumes. On contact, flush with
copious amounts of water for at lease 15 minutes. Use Good Laboratory
Practices.
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MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

1. Precision single channel pipettes capable of delivering 10 uL, 50 pL,
100 pL, and 1000 pL etc.
Repeating dispenser suitable for delivering 100 pL.
Disposable pipette tips suitable for above volume dispensing.
Disposable 12 x 75 mm or 13 x 100 glass tubes.
Disposable plastic 100 mL and 1000 mL bottle with caps.
Aluminum foil.
Deionized or distilled water.
Plastic microtiter well cover or polyethylene film.
ELISA multichannel wash bottle or automatic (semi-automatic)
washing system.
Spectrophotometric microplate reader capable of reading absorbance
at 450 nm.

©CONOTAWN

N
=4

SPECIMEN COLLECTION

Only 50 pL of human serum is required for human chromogranin A measurement
in duplicate. No special preparation of the individual is necessary prior to
specimen collection. Whole blood should be collected and must be allowed to clot
for minimum 30 minutes at room temperature before the serum is separated by
centrifugation (850 — 1500xg for 10 minutes). The serum should be separated
from the clot within three hours of blood collection and transferred to a clean test
tube. Serum samples should be stored at —20°C or below until measurement.
Avoid repeated (more than three times) freezing and thawing of specimen.

ASSAY PROCEDURE
1. Reagent Preparation

(1) Prior to use allow all reagents to come to room temperature. Reagents
from different kit lot numbers should not be combined or interchanged.

(2) Washing buffer must be diluted to working wash solution prior to use.
Please see REAGENTS section for details.

(3) Reconstitute all assay calibrators and controls by adding 0.5 mL of
deminerialized water to each vial. Allow the calibrators and controls to
sit undisturbed for 10 minutes, and then mix well by inversion or
gentle vortexing. One must make sure that all solid is dissolved
completely prior to use. These reconstituted calibrators and controls
must be stored at - 20°C or below. Do not exceed 3 freeze-thaw
cycles.

3. Assay Procedure
(1) Place a sufficient number of antibody coated microwell strips in a
holder to run calibrators, controls and unknown samples in duplicate.
(2) Test Configuration

ROW STRIP 1 STRIP 2 STRIP 3
A CALO CAL 4 SAMPLE 2
B CALO CAL 4 SAMPLE 2
[ CAL 1 C1 SAMPLE 3
D CAL 1 C1 SAMPLE 3
E CAL 2 c2 SAMPLE 4
F CAL 2 c2 SAMPLE 4
G CAL 3 SAMPLE 1
H CAL 3 SAMPLE 1

(3) Add 25 pL of calibrators, controls and patient samples into the
designated microwell.

(4) Add 100 pL of incubation buffer to each well

(5) Cover the plate with a plate sealer and incubate the plate with orbital
shaking (170 rpm) at room temperature for 2 hours.

(6) Prepare Detecting antibody working solution by diluting the detecting
antibody 1:21 with the dilution buffer. For each strip, 1 mL of the
dilution buffer with 50 uL of the antibody is required, in a clean test
tube or vial.

The table below shows the amount of antibody working solution that is
required for a number of strips.

Strip Dilution buffer Detecting
no. Antibody
1 1mL 50 pL

2 2mL 100 pL

3 3mL 150 pL

4 4mL 200 pL

5 5mL 250 pL

6 6 mL 300 pL

7 7 mL 350 pL

8 8mL 400 pL

9 9mL 450 pL
10 10 mL 500 pL
11 11 mL 550 L
12 12 mL 600 pL

Note: this detecting antibody working solution should be freshly prepared right
before running the assay.

(7) Remove plate sealer. Aspirate the contents of each well. Wash each
well 5 times by dispensing 350 pL of working wash solution into each
well and then completely aspirate the contents. Alternatively, an
automated microplate washer can be used.

(8) Add 100 pL of above diluted Detecting Antibody working solution to
each well.

(9) Cover the plate with the plate sealer and incubate plate with orbital
shaking (170 rpm) at room temperature for 1 hour.

(10) Remove plate sealer. Aspirate the contents of each well. Wash each
well 5 times by dispensing 350 pL of working wash solution into each
well and then completely aspirate the contents. Alternatively, an
automated microplate washer can be used.

(11) Add 100 pL of TMB-Substrate solution into each well.

(12) Cover the plate with a plate sealer and with an aluminum foil to avoid
exposure to light.

(13) Incubate plate at room temperature for 20 minutes

(14) Remove the aluminum foil and plate sealer. Add 100 pL of Stop
Solution into each well. Mix gently.

(15) Read the absorbance at 450 nm within 10 minutes in a microplate
reader
NOTE: to reduce the background, one can set the instrument to dual
wavelength measurement at 450 nm with background wavelength
correction set at 595 nm or 620 nm or 630 nm.

PROCEDURAL NOTES

1. It is recommended that all calibrators, controls and unknown samples
are assayed in duplicate. The average absorbance reading of each
duplicate should be used for data reduction and the calculation of the
results.

2. Keep light sensitive reagents in the original amber bottles.

3. Store any unused antibody coated strips in the foil Ziploc bag with
desiccant to protect from moisture.

4. Careful technique and use of properly calibrated pipetting devices are
necessary to ensure reproducibility of the test.

5. Incubation times or temperatures other than those stated in this insert
may affect the results.

6.  Avoid air bubbles in the microwell as this could result in lower binding
efficiency and higher CV% of duplicate reading

7.  All reagents should be mixed gently and thoroughly prior to use. Avoid
foaming.

INTERPRETATION OF RESULTS

1. Calculate the average absorbance for each pair of duplicate test
results.

2. Subtract the average absorbance of the CAL 0 (0 ng/mL) from the
average absorbance of all other readings to obtain the corrected
absorbance.

3. The calibration curve is generated by the corrected absorbance of all
calibrators on the ordinate against the calibrator concentration on the
abscissa using point-to-point or log-log paper. Appropriate computer
assisted data reduction programs may also be used for the calculation
of the results.

The human chromogranin A concentrations for the controls and patient samples
are read directly from the calibration curve using their respective corrected
absorbance.

REPORTING TEST RESULTS

Laboratory should report test results directly derived from the assay. For samples
showing high values, it is strongly recommended to dilute the patient sample
1:100 with assay buffer and re-assay the diluted sample for a more accurate test
result. If the 1:100 diluted sample still shows a higher value than that of the
highest assay standard, one can either report the sample value as greater than
the highest assay standard (e.g. > 56,000 ng/ml) or further measure a 1:10,000
diluted sample.
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EXAMPLE DATA AND CALIBRATION CURVE

A typical absorbance data and the resulting calibration curve from human
chromogranin A ELISA are shown below. This curve should never be used
instead of the real time calibration curve.

Well OD 450 nm Absorbance Results
I.D. ng/mL
Readings Average Corrected
0 0.078 0.076 0.000
ng/mL 0.074
31 0.242 0.240 0.164
ng/mL 0.239
93 0.757 0.748 0.672
ng/mL 0.740
280 1.840 1.802 1.726
ng/mL 1.763
830 3.139 3.059 2.983
ng/mL 2.980
Control 1 0.444 0.447 0.371 56.27
0.451 ng/mL
Control 2 1.300 1.276 1.200 186.70
1.252 ng/mL

Human Chromogranin A ELISA

OD 450 nm

0 200 400 600 800 1000
Chromogranin A Calibrators (ng/mL)

EXPECTED VALUES

Seventy-two normal adult sera were measured with this human chromogranin A
ELISA. The normal values were below 100 ng/mL. Five patients with
pheochromocytoma showed a chromogranin A level of over 100 ng/ml and one of
them reached 330,000 ng/mL. It is highly recommend that each laboratory
establishes its own normal cut off level.

Although a serum chromogranin A level above 100 ng/ml would be an aid in
clinical diagnosis, it is recommended to establish a baseline level of chromogranin
A for each patient for monitoring cancer patients after surgery. A clear surge of
chromogranin A level would indicate an increased cancer cell activity.

LIMITATION OF THE PROCEDURE

1.  Since there is no Gold Calibrator available for human chromogranin A
measurement, the values of the calibrators were established by
correlation to a highly purified chromogranin A calibrator.

2. If a sample value is higher than the highest calibrator, it is
recommended to measure a further diluted sample.

3. Bacterial or fungal contamination of serum specimens or reagents, or
cross contamination between reagents may cause erroneous results.

4.  Water deionized with polyester resins may inactivate the horseradish
peroxidase enzyme.

QUALITY CONTROL

To assure the validity of the results each assay should include adequate controls
with known chromogranin A levels. We recommend that all assays include the
laboratory’s own chromogranin A controls in addition to those provided with this
kit.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Sensitivity

The sensitivity of the human chromogranin A ELISA, as determined by the 95%
confidence limit on 20 duplicate determinations of the zero calibrator, is
approximately 5 ng/mL.

High Dose “hook” effect

This assay has showed that it did not have any high dose “hook” effect up to
1,000,000 ng/mL. This is important because some patients with
pheochromocytoma had over 300,000 ng/mL of chromogranin A level in their
serum sample.

Precision
The intra-assay precision is validated by measuring two controls samples in a
single assay with 20-replicate determinations.

Mean Chromogranin A Value (ng/mL) CV (%)
63.5 4.2
209. 3.6

The inter-assay precision is validated by measuring two control samples in
duplicate in 12 individual assays.

Mean Chromogranin A Value (ng/mL) CV (%)
61.9 6.7
213.3 5.6
Linearity

Two human serum samples were diluted with incubation buffer and assayed. The
results expressed in ng/mL are as follows:

# DILUTION OBSERVED EXPECTED RECOVERY
VALUE VALUE %
1 Neat 286 - -
1:2 138 143 96
1:4 75 72 104
1:8 37.9 36 105
1:16 195 18 108
2 Neat 61.8 - -
1:2 321 30.9 104
1:4 15.9 155 103
1:8 7.2 7.7 94
Recovery

Two patient serum samples were spiked with various amounts of human
chromogranin A (1 vol. + 1 vol. mixture) and assayed. The results expressed in
ng/mL are as follows:

# Orig. Value Amount Observed Expected Recovery
Spiked Value Value %
1 62.8 31 45.2 46.9 96
93 75.6 77.9 97
280 152.8 171.4 89
2 289 31 152.2 160 95
93 176 191 92
280 288.2 284.5 101
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Short Assay Procedure:
1. Add 25 pL of calibrators, controls and patient serum samples

into the designated microwell.
2. Add 100 pL of incubation buffer to each well.

w

. Mix, cover and incubate the plate at room temperature and shaking (170
rpm) for 2 hours.

4. Wash each well 5 times.

5. Add 100 pL of Diluted Detecting Antibody into each well

6. Incubate 1 hour at RT and shaking (170 rpm)

7. Wash each well 5 times.

8. Add 100 pL of TMB-Substrate solution into each well.

9. Cover and incubate plate at room temperature for 20 minutes.

10. Add 100 pL of Stop Solution into each well.

11. Read the absorbance at 450 nm.
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Human Chromogranin A ELI1SA Kit
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VORGESEHENER GEBRAUCH

Dieser ELISA Kit (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) dient zur quantitativen
Bestimmung von humanen Chromogranin A Spiegeln aus Patientenserum. Dieser
Test mil3t ausschlieBlich humanes Chromogranin A ohne Hochdosis- “Hook” —
Effekt bis zu 1.000.000 ng/ml. Der Test kann als Hilfe beim Auffinden von
Phaochromocytom und neuroendokrinen Patiententumoren dienen.

ZUSAMMENFASSUNG DER PHYSIOLOGISCHEN EIGENSCHAFTEN
Chromogranin A ist ein saures Protein von 49 kDa, das aus 439 Aminoséuren,
die auf dem Chromosom 14 codiert sind, besteht. Chromogranin A wurde auf
einer Anzahl von normalen und neoplastischen Geweben identifiziert.Es konnte
gezeigt werden, dass ein erhéhter zirkulierender Chromogranin A Spiegel ein
Marker fur Tumore neuroendokrinen Ursprungs sein konnte. Die signifikanteste
klinische Anwendung von Chromogranin A ist die diagnostische Prozedur bei
Patienten mit Phéaochromocytom. Nachfolgend sind mdgliche Anwendungen von
Chromogranin A aufgelistet.

1. Es ist ein sehr snsitiver (83%) und hochspezifischer (96%) Marker bei der
Evaluierung von akutem oder vermutetem Ph&ochromocytom. Medikamente, die
normalerweise bei der Diagnose oder Behandlung des Phaochromocytoms
eingesetzt werden haben nur geringen EinfluR auf den Plasmaspiegel von
Chromogranin A. Das bedeutet einen groRen Vorteil der Chromogranin A
Bestimmung gegeniiber der Benutzung von Catecholaminen.

2. Um den Ursprung eines Tumors zu ermitteln. Ein hoher Chromogranin A
Spiegel deutet darauf hin, dass der Tumor neuroendokrinen Geweben entstammt.
3. Endokrine Tumore, die nicht ihre spezifischen Hormone erzeugen, z.B.
Calcitonin negative, aber Chromogranin A positive C-Zell Karzinome; Zero-Zell
Karzinome; Beta-Zell Karzinome; Parathyroid Karzinome.

TESTPRINZIP

Dieser ELISA ist konzipiert,entwickelt und produziert zur quantitativen Messung
von humanem Chromogranin A in Serum Proben. Der Test verwendet die
Doppelbindung ,Sandwich“-Technik mit zwei ausgewahlten Antikdrpern, die an
verschiedene Epitope des humanen Chromogranins binden.

Kalibratoren, Kontrollen und Patientenproben werden direkt in die Vertiefungen
einer mit polyklonalem Anti-Chromogranin A  Antikérper beschichteten
Mikrotiterplatte gegeben. Nach der ersten Inkubationsperiode fangt der an den
Vertiefungen fixierte Antikérper das humane Chromogranin A aus der Probe.
Zuriickbleibende, ungebundene Proteine werden ausgewaschen. Danach wird
ein mit Merrettichperoxidase (HRP) markierter monoklonaler Anti-human
Chromogranin A Antikérper in jede Vertiefung gegeben und ein ,Sandwich* aus
,monoklonalem Antikérper — humanem Chromogranin A — polyklonalem
Antikérper" geformt.Der ungebundene monokionale Antikérper wird im
nachfolgenden Waschschritt entfernt.Die Vertiefung wird mit einer Substratiosung
in einem zeitlich festgelegten Intervall inkubiert, die Reaktion wird gestoppt und
die Farbung in einem spektrometrischen Mikrotiterplattenleser gemessen.Die
enzymatische Aktivitit des an die Wand der Vertiefung gebundenen
Immunkomplexes ist direkt proportional zum Gehalt an Chromogranin A in der
Probe. Es wird eine Kalibrationskurve, durch Auftragen der Absorbtion gegen die
human Chromogranin A —Konzentration jedes Kalibrators als Punkt zu Punkt,
oder kubische Skalierung ,oder 4 Parameter Kurve, erstellt.Die Konzentration von
Chromogranin A der Proben wird direkt aus der Kalibrationskurve abgelesen.

REAGENZIEN: Herstellung und Lagerung

Dieser Testkit mu nach Lieferung bei 2-8°C gelagert werden.Das Verfallsdatum
des Kits befindet sich auf dem Etikett des Testverpackung. Alle Komponenten
sind bis zum Verfallsdatum stabil.

Vor dem Gebrauch miissen die alle Reagenzien Raumtemperatur erreichen.
Reagenzien mit verschiedenen Lotnummern sollten nicht kombiniert oder
ausgetauscht werden.

1. Anti-CgA Antikérper beschichtete Mikrotiterplatte

Eine Mikrotiterplatte mit 12x8 Streifen (96 Vertiefungen total), beschichtet
mit Antikdrper gegen humanes Chromogranin A. Die Platte enthalt einen
Rahmen und ist in einem Ziploc Folienbeutel mit einem Trockenmittel
versiegelt. Dieses Reagenz sollte bei 2-8°C aufbewahrt werden und ist bis
zum Verfallsdatum auf dem Etikett der Testverpackung haltbar.

A
H

A Detektierender Antikorper

Ein Flaschchen mit 0,6 ml HRP markiertem Anti-human Chromogranin A
Antikorper in einer stabilisierten Proteinmatrix.Dieses Reagenz mufR3 vor der
Verwendung mit Verdinnungspuffer verdinnt werden. Dieses Reagenz
sollte bei 2-8°C aufbewahrt werden und ist bis zum Verfallsdatum auf dem
Etikett der Testverpackung haltbar.

3. DIL | BUF Verdiinnungspuffer

Ein Flaschchen mit 12 ml gebrauchsfertigem Puffer. Er sollte ausschlieBlich
zur Verdinnung des detektierenden Antikorpers, entsprechend der
Testprozedur verwendet werden. Dieses Reagenz sollte bei 2-8°C
aufbewahrt werden und ist bis zum Verfallsdatum auf dem Etikett der
Testverpackung haltbar.

4. INC | BUF Inkubationspuffer

Eine Flasche mit 30 ml gebrauchsfertigem, phosphatgepufferten,
salzbasierenden Inkubationspuffer mit Rinderserumalbumin. Dieses
Reagenz sollte bei 2-8°C aufbewahrt werden und ist bis zum Verfallsdatum
auf dem Etikett der Testverpackung haltbar.

SOLN Waschpuffer

Eine Flasche mit 20 ml eines 30-fach Konzentrats.Vor Gebrauch muf3 der
Inhalt mit 580 ml aqua dest. verdinnt und gut gemischt werden.Durch die
Verdlinnung wird eine gebrauchsfertige Waschlésung mit Tensiden in
phosphatgepufferter Salzlosung und einem Non-Azid Konservierungsmittel
hergestellt.Die verdunnte LOsung sollte bei Raumtemperatur gelagert
werden und ist bis zum Verfallsdatum des Kits auf dem Verpackungsetikett
stabil.

Eine Flasche mit 12 ml Tetramethylbenzidin (TMB) und Wasserstoffperoxid.
Dieses Reagenz sollte bei 2-8°C aufbewahrt werden und ist bis zum
Verfallsdatum auf dem Etikett der Testverpackung haltbar.

Eine Flasche mit 12 ml 0,5 M Schwefelsdure. Dieses Reagenz sollte bei 2-
8°C oder Raumtemperatur aufbewahrt werden wund ist bis zum
Verfallsdatum auf dem Verpackungsetikett haltbar

8. CAL -

Finf Flaschchen, jedes enthdlt humanes Chromogranin A in einer
lyophilisierten Rinderserummatrix und ein Non-Azid
Konservierungsmittel.Die  exakte Konzentration jedes Kalibrators
entnehmen Sie dem jeweiligen Etikett. Diese Reagenzien sollten bei 2-
8°C aufbewahrt werden und sind bis zum Verfallsdatum auf dem Etikett der
Testverpackung haltbar.

o, o] ]

Zwei Flaschchen, jedes enthélt humanes Chromogranin A in einer
lyophilisierten Rinderserummatrix und ein Non-Azid
Konservierungsmittel.Die  exakte  Konzentration jeder Kontrolle
entnehmen Sie dem jeweiligen Etikett. Beide Kontrollen sollten bei 2-8°C
aufbewahrt werden und sind bis zum Verfallsdatum auf dem Etikett der
Testverpackung haltbar.

5. | WASH

o

TMB-Substratldsung

N

Stoplésung

Kalibratoren 0-4

Kontrollen 1-2

SICHERHEITSVORKEHRUNGEN

Zum in vitro Gebrauch

Das Ausgangsmaterial fir Reagenzien die Rinderserum enthalten wurde in 48
zusammenhangenden US-Staaten gewonnen. Es wurde ausschliellich von
gesunden Spendertieren unter Veterinariberwachung gewonnen und ist frei von
ansteckenden Krankheiten.Tragen Sie Handschuhe bei der Testdurchfiihrung
und behandeln Sie die Reagenzien als ob sie potentiell infektids seien.Vermeiden
Sie den Kontakt mit Reagenzien die TMB, Wasserstoffperoxid oder
Schwefelséure enthalten. TMB kann Irritationen an der Haut und mucésen
Membranen hervorrufen und verursacht allergische Hautreaktionen. TMB steht
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unter dem Verdacht kanzerogen zu sein. Schwefelsdure kann schwere
Irritationen beim Hautkontakt hervorrufen.Nicht in die Augen,auf die Haut,oder die
Kleidung gelangen lassen. Nicht in den Koérper aufnehmen oder die Dampfe
einatmen. Bei Kontakt mit reichlich Wasser fir mindestens 15 Minuten
spllen.Halten Sie sich an die GLP-Regeln (Good Laboratory Practice)

ERFORDERLICHE NICHT MITGELIEFERTE MATERIALIEN

1. Prazisions-Einkanalpipetten fiir 10ul,50ul,200pl und 1000l etc..

2. Mehrfachdispenser fiir 100pl

3. Einmalpipettenspitzen fir die oben genannten Volumina

4. Einmal-Glasréhrchen 12x75 mm oder 13x 100 mm

5. Einmal-Plastikflaschen mit 200ml und 1000 ml, mit Verschlu3kappen

6. Aluminiumfolie

7. Deionisiertes oder destilliertes Wasser

8. Plasikabdeckung oder Polyathylenfilm fur Mikrotiterplatten

9. ELISA Mehrkanal-Waschflasche oder automatisches
(halbautomatisches) Waschsystem

10. Spektralphotometrischer Mikrotiterplattenleser geeignet far
Absorptionsmessungen bei 450nm

PROBENNAHME

Es werden nur 50pl humanes Serum fur die Chromogranin A Messung im
doppelten Ansatz benétigt. Es ist keine spezielle Vorbereitung des Patienten vor
der Probennahme nétig. Es sollte Vollblut entnommen werden und fiir mindestens
30 Minuten bei Raumtemperatur koagulieren, bevor das Serum durch
Zentrifugation (850-1500 xg fir 10 Minuten) separiert wird. Das Serum sollte
innerhalb von 3 Stunden nach der Entnahme vom Blutkuchen getrennt und in ein
sauberes Testrohrchen Uberfihrt werden. Serumproben sollten bei -20°C oder
niedriger bis zur Messung aufbewahrt werden.Vermeiden Sie wiederholtes
Einfrieren und Auftauen der Proben (mehr als drei Zyklen).

TESTDURCHFUHRUNG
1.Reagenzien Vorbereitung
(1) Bringen Sie alle Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur.
Reagenzien verschiedener Chargen sollten nicht kombiniert oder
ausgetauscht werden.
(2) Der Waschpuffer muf3 vor Benutzung auf Gebrauchsstéarke verdinnt
werden.Bitte beachten Sie hierzu den Abschnitt REAGENZIEN.
(3) Rekonstituieren Sie alle Testkalibratoren und Kontrollen durch Zugabe
von 0,5 ml demineralisietem Wasser zu jedem Rohrchen.Gestatten
Sie den Kalibratoren und Kontrollen 10 Minuten ungestortes
Rekonstituieren, danach gut durchmischen durch Umkehrung oder
sanftes Vortexen. Es muB sichergestellt werden,dass alle festen
Bestandteile vor der Benutzung vollstandig gelést sind. Die
rekonstituierten Kalibratoren und Kontrollen mussen bei wenigstens -
20°C gelagert werden. Uberschreiten Sie dabei nicht 3 Einfrier-und
Auftauzyklen.

2. Testprozedur
(1) Plazieren Sie eine ausreichende Anzahl Antikdrper beschichtete
Mikrostreifen in eine Halterung,um die Kalibratoren,Kontrollen und
unbekannten Proben im Duplikat zu testen.
(2) Testkonfiguration

REIHE STREIFEN 1 STREIFEN 2 | STREIFEN 3
A KAL O KAL 4 PROBE 2

B KAL 0 KAL 4 PROBE 2

C KAL 1 C1 PROBE 3

D KAL 1 C1 PROBE 3

E KAL 2 c2 PROBE 4

F KAL 2 c2 PROBE 4

G KAL 3 PROBE 1

H KAL 3 PROBE 1

(3) Fugen Sie 25ul der Kalibratoren,Kontrollen und Patienteproben in die
vorbestimmten Vertiefungen.

(4) Geben Sie 100ul Inkubationspuffer in jede Vertiefung.

(5) Versiegeln Sie die Platte und inkubieren Sie sie unter kreisformigem
Schiitteln (170 upm) fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur.

(6) Bereiten Sie die Antkorperdetektionslésung durch verdiinnen (1:21)
mit Verdunnungspuffer vor. Fir jeden Streifen wird 1ml der
Inkubationspuffers  mit 50ul  Antikérper in  einem sauberen
Testrohrchen oder Flaschen benétigt.

Die untenstehende Tabelle zeigt die fur jeden Streifen benétigte
Menge Antikdrperarbeitslésung .

Streifen | Verdunnungspuffer Detektierender
Nr. Antikdrper
1 1mL 50 pL

2 2mL 100 pL

3 3mL 150 pL

4 4 mL 200 pL

5 5mL 250 pL

6 6 mL 300 pL

7 7 mL 350 pL

8 8 mL 400 pL

9 9mL 450 pL

10 10 mL 500 pL

11 11 mL 550 pL

12 12 mL 600 pL

Achtung:Die Antkdrper Detektionslésung sollte direkt vor der Testdurchfiihrung
frisch hergestellt werden.

(7) Entfernen Sie die Plattenversiegelung. Saugen Sie den Inhalt aus
jeder Vertiefung. Waschen Sie jede Vertiefung 5 mal mit 350pl
zubereiteter Waschlosung und saugen Sie danach die Inhalte
komplett ab. Alternativ kann auch ein automatisches Mikrotiterplatten-
Waschgeréat benutzt werden.

(8) Fugen Sie 100ul der oben beschriebenen  Antikdrper
Detektionslosung zu jeder Vertiefung

(9) VerschlieBen Sie die Platte mit einer Versiegelung und inkubieren Sie
sie fir 1 Stunde unter kreisformigem Schutteln (170 upm)

(10) Entfernen Sie die Plattenversiegelung. Saugen Sie den Inhalt aus
jeder Vertiefung. Waschen Sie jede Vertiefung 5 mal mit 350pl
zubereiteter Waschlosung und saugen Sie danach die Inhalte
komplett ab. Alternativ kann auch ein automatisches Mikrotiterplatten-
Waschgerat benutzt werden

(11) Fugen Sie 100l TMB-Substratiésung in jede Vertiefung.

(12) VerschlieBen Sie die Platte mit einer Versiegelung und zusétzlich mit
einer Aluminiumfolie,um Lichtexposition zu vermeiden.

(13) Inkubieren Sie die Platte fir 20 Minuten bei Raumtemperatur.

(14) Entfernen Sie die Aluminiumfolie und die Plattenversiegelung. Fugen
Sie 100pl Stoplésung in jede Vertiefung. Mischen Sie vorsichtig durch.

(15) Lesen Sie die Absorption bei 450nm innerhalb von 10 Minuten in
einem Mikroplattenleser ab.

Achtung:Um den Hintergrund zu reduzieren,kann das Instrument auf
duale Ablesung bei 450 nm, mit den Hintergrundwellenlangen
595nm,620nm oder 630nm, eingestellt werden.

ANMERKUNGEN ZUR DURCHFUHRUNG

1. Esist notwendig, dass alle Kalibratoren,Kontrollen und unbekannten
Proben im Doppelansatz getestet werden. Der Mittelwert jedes
Doppelpaares sollte zur Datenreduktion und zur Ergebniskalkulation
benutzt werden.

2. Bewahren Sie lichtempfindliche Reagenzien in den braunen
OriginalgefaBen auf.

3. Bewahren Sie jeden unbenutzten, mit Antikdrper beschichteten
Streifen in einem Ziploc Beutel mit Trockenmittel auf, um ihn vor
Feuchtigkeit zu schiitzen.

4.  Eine sorgféltige Technik und der Gebrauch von genau kalibrierten
Pipetten sind notwendig, um die Reproduzierbarkeit des Tests
abzusichem.

5. Gegenuber dieser Anleitung geénderte Inkubationszeiten oder —
temperaturen kdnnen die Ergebnisse beeinflussen.

6. Vermeiden Sie Luftblasen in den Vertiefungen, dies kann zu einer
herabgesetzten Bindungseffektivitit und einem hoéheren CV% bei
doppelter Ablesung fuhren.

7. Alle Reagenzien sollten sanft und sorgfaltig vor der Benutzung
gemischt werden. Vermeiden Sie Schaumbildung.

ERGEBNISINTERPRETATION

1. Berechnen Sie die durchschnittliche Absorption fiir jedes Test-
Duplikatergebnis.

2. Subtrahieren Sie die Durchschnittsabsorption des Kalibrators 0 (0
ng/ml) von der Durschschnittsabsorption der anderen Ablesungen, um
die korrekte Absorption zu erhalten.

3. Die Kalibrationskurve wird mit den korrigierten Absorptionswerten aller
Kalibratoren auf der Ordinate gegen die Kalibratorkonzentrationen auf
der Abszisse als Punkt zu Punkt oder log zu log erstellt.

Die human Chromogranin A Konzentrationen werden fir die Kontrollen und die
Patientenproben direkt aus der Kalibrationskurve abgelesen,indem die
korrigierten Absorptionen benutzt werden.
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MELDUNG DER TESTERGEBNISSE

Das Labor sollte nur Testresultate, die direkt vom Test stammen, berichten. Fur
Proben, die héhere Werte als den 90% -Wert des hdchsten Teststandards
aufweisen, wird eine 1:100 Verdunnung der Patientenprobe mit Testpuffer
gefordert, ebenso ein erneuter Test mit der verdiinnten Probe, um exaktere
Ergebnisse zu erzielen.Zum Beispiel: der héchste Teststandard betrage 556
ng/ml, dann sollten alle Proben, die einen Wert, der grof3er als 500 ng/ml (90%
von 556ng/ml) aufweist, mit einer 1:100 Verdiinnung wiederholt werden.Zeigt die
1:100 verdinnte Probe immer noch einen héheren Wert als den des hdchsten
Standards, dann kann das Ergebnis entweder als ,hoher als der héchste
Standard (z.B. >56.000 ng/ml)* berichtet werden,oder es werden Messungen mit
einer 1:10.000 verdinnten Probe wiederholt

BEISPIELDATEN UND KALIBRATIONSKURVE

Typische Absorptionsdaten und die daraus resultierende Kalibrationskurve des
human Chromogranin A ELISA sind unten dargestellt. Die Kurve unten sollte
niemals anstelle einer Echtzeit -Kalibrationskurve benutzt werden.

Vertiefung Absorption bei OD 450 nm Resultate
I.D. ng/ml
Ablesung Durchschnitt Korrigiert
0 0,078 0,076 0,000
ng/mL 0,074
31 0,242 0,240 0,164
ng/mL 0,239
93 0,757 0,748 0,672
ng/mL 0,740
280 1,840 1,802 1,726
ng/mL 1,763
830 3,139 3,059 2,983
ng/mL 2,980
Kontrolle 1 0,444 0,447 0,371 56,27
0,451 ng/mL
Kontrolle 2 1,300 1,276 1,200 186,70
1,252 ng/mL

Human Chromogranin A ELISA
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Zweiundsiebzig normale Erwachsenenseren wurden mit diesem
humanChromogranin A ELISA gemessen. Die Normalwerte waren unter 100
ng/ml. Funf Patienten mit Ph&ochromocytom zeigten einen Chromogranin A
Spiegel Gber 100 ng/ml, einer erreichte 330.000 ng/ml. Es wird gefordert, dass
jedes Labor seinen eigenen Normalwert erstellt.

Obwohl ein Plasmawert des Chromogranin A,der groRer als100 ng/ml ist eine
Hilfe bei der klinischen Diagnose darstellt, wird gefordert,dass ein Chromogranin
A Basiswert fur jeden Patienten zum Monitoring der Krebspatienten nach
Operation etabliert wird. Ein klarer Anstieg des Chromogranin A Spiegels wirde
auf eine angestiegene Krebszellaktivitat hindeuten.

GRENZEN DER TESTPROZEDUR
1. Weil keine Gold Standard Konzentration fir Chromogranin A
Messungen verfugbar ist, werden die Werte der Testkalibratoren

durch Korrelation gegen einen hochgereinigten Chromogranin A
Kalibrator ermittelt.

2. Wenn das Ergebnis der Probe hoher als das des héchsten Kalibrators
ist, muf3 eine starker verdiinnte Probe gemessen werden.

3. Kontamination der Serumproben oder Reagenzien durch Bakterien
oder Pilze, oder die Kreuzkontamination von Reagenzien kann zu
fehlerhaften Ergebnissen fuhren.

4. Deionisiertes Wasser mit Polyesterriickstanden kann das
Merrettichperoxidaseenzym inaktivieren.

QUALITATSKONTROLLE

Um die Validitat der Resultate abzusichern, sollte jeder Test geeignete Kontrollen
mit bekannten Chromogranin A Spiegeln enthalten. Wir fordern,dass zusétzlich
zu allen Tests mit laboreigenen Chromogranin A Kontrollen auch die im Testkit
enthaltenen mitgefiihrt werden.

GEBRAUCHSEIGENSCHAFTEN

Sensitivitat

Die Sensitivitat des human Chromogranin A ELISA betragt 5 ng/ml, wie sie durch
das Vertrauenslimit 95% an 20 Doppelbestimmungen des Null-Kalibrators
bestéatigt wurde.

Hochdosis “hook”-Effekt

Dieser Test hat gezeigt,dass er keinen Hochdosis ,Hook"-Effekt bis zu einer
Konzentration von 1,000,000 ng/ml aufweist. Dieses ist wichtig, da einige
Patienten mit Phdochromocytom Uber 300,000 ng/ml Chromogranin A Spiegel in
ihren Serumproben aufwiesen.

Prazision
Die Intra-Assay-Prézision wird durch die Messung von zwei Kontrollproben in
einem Testansatz mit 20 wiederholten Messungen validiert.

Durchschnittswert Chromogranin A CV (%)
(ng/ml)
63,5 4,2
209 3,6

Die Inter-Assay-Prézision wird durch die Messung von zwei Kontrollproben als
Duplikat in 12 individuellen Testpackungen validiert.

Durchschnittswert Chromogranin A CV(%)
(ng/ml)
61,9 6,7
213,3 5,6
Linearitat

Zwei humane Serumproben wurden mit Inkubationspuffer verdiinnt und getestet. .
Die in ng/ml ausgedriickten Ergebnisse waren wie folgt:

# VERDUNNUNG Beobachtete ERWARTETE Ruck-
WERTE WERTE gewinnung %

1 unverdinnt 286 - -
1:2 138 143 96
1:4 75 72 104
1:8 37,9 36 105
1:16 19,5 18 108

2 unverdinnt 61,8 - -
1:2 32,1 30,9 104
1:4 15,9 155 103
1:8 7,2 7,7 94

Wiederfindung

Zwei Patienten Serumproben wurden mit verschiedenen festgelegten Mengen
humanem Chromogranin A (1+1 Volumenmischung) versetzt und getestet. Die in
ng/ml ausgedriickten Ergebnisse waren wie folgt:

#Nr.  Original Festgelegte  Beobachteter Erwarteter  Ruck-
Wert Menge Wert Wert gewinnung
%
1 62,8 31 45,2 46,9 96
93 75,6 77,9 97
280 152,8 171,4 89
2 289 31 152,2 160 95
93 176 191 92
280 288,2 284,5 101
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Testkurzprozedur
1. Geben Sie 25pl der Kalibratoren, Kontrollen und Patienten
Serumproben in die vorbestimmten Vertiefungen
Flgen Sie 100ul Inkubationspuffer in jede Vertiefung zu
Mischen Sie, decken Sie die Platte ab und inkubieren sie fir 2
Stunden unter Schutteln (170 upm) bei Raumtemperatur
Waschen Sie jede Vertiefung 5 mal
Flgen Sie 100ul verdiunnte Antikorperdetektionsldosung in jede
Vertiefung zu
6. Inkubieren Sie 1 Stunde bei Raumtemperatur unter Schitteln
(170upm)
Waschen Sie jede Vertiefung 5 mal
Flgen Sie 100ul TMB-Substratlésung in jede Vertiefung
Decken Sie die Platte ab und inkubieren Sie sie 20 Minuten bei
Raumtemperatur
10. Flgen Sie 100l Stoplésung in jede Vertiefung

11. Bestimmen Sie die Absorption bei 450 nm.
|
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C € Trousse EL I SA chromogranine A humaine I

Essai d'immuno-absor ption enzymatique (EL | SA) pour mesurer
les taux de chromogranine A humaine dans le serum

KAPEPKT812
DIAGNOSTICIN VITRO
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BUT DU DOSAGE

Cette trousse ELISA (essai dimmuno-absorption enzymatique) est destinée a la
détermination quantitative des taux en chromogranine A humaine dans des
échantillons sériques de patients. Cet essai mesure exclusivement la
chromogranine A humaine, sans effet "crochet" a haute concentration, jusqu'a
1.000.000 ng/mL. Le test peut étre utilisé comme aide dans la détection du
phéochromocytome et des tumeurs endocrines.

RESUME DE LA PHYSIOLOGIE

La chromogranine A est une protéine acide de 49 kDa constituée de 439 acides
aminés codés par le chromosome 14. La chromogranine A a été identifiée dans
un certain nombre de tissus endocrines normaux et néoplasiques. Il a été
démontré qu'un taux élevé en chromogranine A circulante est un marqueur de
tumeurs d'origine neuroendocrine. Cependant, ['application clinique la plus
significative de la chromogranine A est liée a la procédure diagnostique chez les
patients porteurs d'un phéochromocytome. La suite est un bref résumé des
utilisations potentielles de la chromogranine A.

1. Un marqueur tres sensible (83%) et hautement spécifique (96%) dans
'évaluation de phéochromocytomes avérés ou suspectés. Les médicaments
communément utilisés dans le diagnostic ou le traitement du phéochromocytome
ont peu d'effet sur le taux plasmatique de la chromogranine A. Cela signifie qu'il
est de loin préférable de mesurer la chromogranine A au lieu des catécholamines.
2. Pour établir I'origine d'une tumeur. Un taux élevé en chromogranine A indique
que la tumeur provient des tissus neuro-endocrines.

3. Les tumeurs endocrines qui ne produisent pas leurs hormones spécifiques, par
exemple les carcinomes a cellules C calcitonine négatives, mais chromogranine
A positives, les carcinomes a cellules zéro, les carcinomes a cellules béta, les
carcinomes parathyroidiens.

PRINCIPE DE L'ANALYSE
Cet ELISA est congu, développé et produit pour la mesure quantitative de la
chromogranine A humaine dans des échantillons de sérum. Cet essai utilise la

technique "sandwich" & deux sites avec deux anticorps sélectifs qui lient des
épitopes différents de la chromogranine A humaine.

Les calibrateurs de l'essai, les contrdles et les échantillons de patient sont
directement ajoutés aux puits d'une plaque de microtitration tapissés d'un
anticorps polyclonal anti-chromogranine A. Aprés la premiére période
d'incubation, l'anticorps fixé a la paroi des puits de microtitration capture la
chromogranine A humaine présente dans I'échantillon. Les protéines restantes
non liées sont éliminées des puits de microtitration par lavage. Une peroxydase
de raifort (HRP) marquée a un anticorps monoclonal anti-chromogranine A
humaine est ensuite ajoutée a chacun des puits de microtitration et il se forme un
"sandwich" "anticorps monoclonal — chromogranine A humaine — anticorps
polyclonal”. L'anticorps monoclonal non lié est éliminé dans I'étape de lavage
suivante. Le puits est incubé avec une solution de substrat pendant un certain
temps. La réaction est arrétée et la couleur développée mesurée dans un lecteur
spectrophotométrique de plaques de microtitration. L'activité enzymatique de
'immuno-complexe lié a la chromogranine A sur la paroi du puits de la plaque de
microtitration est directement proportionnelle a la quantité de chromogranine A
présente dans I'échantillon. La courbe de calibration est générée en reportant
I'absorbance en fonction de la concentration correspondante en chromogranine A
humaine de chacun des calibrateurs sur une courbe point & point ou cubique ou
une courbe a 4 parametres. La concentration en chromogranine A humaine des
échantillons analysés est directement déterminée a partir de la courbe de
calibration.

REACTIFS: Préparation et conservation

Cette trousse d'analyse doit étre conservée entre 2 et 8°C des la réception. Pour
la date d'expiration de la trousse, se référer a I'étiquette se trouvant sur la boite
d'emballage de la trousse. Tous les composants sont stables jusqu'a la date
d'expiration.

Avant utilisation, laisser les réactifs se mettre a température ambiante. Ne
pas combiner ou substituer des réactifs portant des numéros de lot différents.

g

Plaque de microtitration tapissée d'anticorps anti-CgA

Une plaque de microtitration de 12x8 barrettes (96 puits au total) tapissées
d'anticorps anti-chromogranine A humaine. La plaque se trouve dans un
support et est scellée dans un sachet d'aluminium refermable (Ziploc)
contenant un dessiccateur. Ce réactif doit étre conservé entre 2 et 8°C. Il
est stable jusqu'a la date d'expiration inscrite sur la boite d'emballage de la
trousse.

A Anticorps de détection

Une fiole contenant 0,6 mL d'anticorps anti-chromogranine A humaine
marqués a la HRP dans une matrice protéique stabilisée. Ce réactif doit
étre dilué avec le tampon de dilution avant d'étre utilisé. Ce réactif doit étre
conservé entre 2 et 8°C et est stable jusqu'a la date d'expiration inscrite sur
la boite d'emballage de la trousse.

!

DIL | BUF Tampon de dilution

Une fiole contenant 12 mL de tampon prét a I'emploi. Il doit n'étre utilisé que
pour diluer les anticorps de détection conformément aux procédures de
I'essai. Ce réactif doit étre conservé entre 2 et 8°C et est stable jusqu'a la
date d'expiration inscrite sur la boite d'emballage de la trousse.

INC | BUF Tampon d’'incubation

Un flacon contenant 30 mL de tampon d'incubation prét a I'emploi: une
solution saline tamponnée au phosphate avec de la sérum-albumine
bovine. Ce réactif doit étre conservé entre 2 et 8°C et est stable jusqu'a la
date d'expiration inscrite sur la boite d'emballage de la trousse.

WASH Tampon de lavage

Un flacon contenant 20 mL de tampon concentré trente fois. Avant
utilisation, le contenu doit étre dilué avec 580 mL d'eau distillée et bien
mélangé. Une fois dilué, on obtient une solution de lavage de travail
contenant un surfactant dans une solution saline tamponnée au phosphate
avec un agent conservateur non-azoture. La solution diluée doit étre
conservée a température ambiante et est stable jusqu'a la date d'expiration
inscrite sur la boite d'emballage de la trousse.

CHROM Solution de substrat TMB

Un flacon contenant 12 mL de tétraméthylbenzidine (TMB) avec un
peroxyde d'hydrogéne. Ce réactif doit étre conservé entre 2 et 8°C et est
stable jusqu'a la date d'expiration inscrite sur la boite d'emballage de la
trousse.

STOP Solution d'arrét

Un flacon contenant 12 mL d'acide sulfurique 0,5 M. Ce réactif doit étre
conservé entre 2 et 8°C et est stable jusqu'a la date d'expiration inscrite sur
la boite d'emballage de la trousse.

Calibrateurs 0 - 4

Cing fioles contenant chacune de la chromogranine A humaine dans une
matrice a base de sérum bovin lyophilisé avec un agent conservateur non-
azoture. Se référer aux fioles pour la concentration exacte de chacun
des calibrateurs. Ces réactifs doivent étre conservés entre 2 et 8°C et sont
stables jusqu'a la date d'expiration inscrite sur la boite d'emballage de la
trousse.
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Deux fioles contenant chacune de la chromogranine A humaine dans une
matrice a base de sérum bovin lyophilisé avec un agent conservateur non-
azoture. Se référer aux fioles pour la fourchette de concentration
exacte de chacun des contréles. Les deux controles doivent étre
conservés entre 2 et 8°C et sont stables jusqu'a la date d'expiration inscrite
sur la boite d'emballage de la trousse.

Controles 1 -2

PRECAUTIONS DE SECURITE

Pour un usage de diagnostic in vitro.

Le matériel-source des réactifs dérivés de sérum bovin provient des 48 états
contigus des Etats-Unis. Il n'a été obtenu qu'a partir de donneurs animaux sains
maintenus sous surveillance vétérinaire continue et exempts de maladie
contagieuse. Portez des gants lorsque vous réaliser cet essai et manipulez ces
réactifs comme s'ils étaient potentiellement dangereux. Evitez le contact avec les
réactifs contenant du TMB, du peroxyde d'hydrogéne ou de I'acide sulfurique. Le
TMB peut provoquer une irritation de la peau et des muqueuses et provoquer des
réactions cutanées allergiques. Le TMB est suspecté d'étre carcinogéne. L'acide
sulfurique peut provoquer des irritations séveres lors du contact avec la peau. Ne
pas en mettre dans les yeux, sur la peau ou sur les vétements. Ne pas ingérer ou
inhaler les vapeurs. En cas de contact, lavez abondamment & I'eau pendant au
moins 15 minutes. Utilisez les bonnes pratiques de laboratoire.

MATERIEL REQUIS, MAIS NON FOURNI
1. Des pipettes monocanal de précision permettant de délivrer 10 pL, 50
pL, 100 pL et 1000 pL etc.
2. Un distributeur répétitif permettant de délivrer 100pL.
3. Des pointes de pipettes permettant de délivrer les volumes
mentionnés ci-dessus.
4. Des tubes jetables 12 x 75 ou des tubes de verre 13 x 100.
5. Une bouteille en plastique jetable de 100 mL et une de 1000 mL, avec
bouchons.
Une feuille d'aluminium.
De I'eau désionisée ou distillée.
Un couvercle de plaque de microtitration en plastique ou un film
polyéthylene.
9. Un flacon de lavage multicanaux pour ELISA ou un systeme de
lavage automatique (ou semi-automatique).
10. Un lecteur spectrophotométrique de plaques de microtitration capable
de lire I'absorbance a 450 nm.

o~No

PRELEVEMENT DE I'ECHANTILLON

Il ne faut que 50 pL de sérum humain pour mesurer en double la chromogranine
A humaine. Aucune préparation particuliére du patient n'est nécessaire avant la
prise d'échantillon. Il faut prélever du sang total et celui-ci doit coaguler au moins
pendant 30 minutes a température ambiante avant de séparer le sérum par
centrifugation (850 & 1500xg pendant 10 minutes). Le sérum doit étre séparé du
caillot dans les trois heures de la prise de sang et étre transféré dans un tube
d'analyse propre. Les échantillons de sérum doivent étre conservés a -20°C ou
moins jusqu'a la mesure. Eviter les congélations et décongélations répétées de
I'échantillon (plus de trois fois).

PROCEDURE D'ANALYSE
1. Préparation des réactifs

(1) Avantutilisation, laisser les réactifs se mettre a température ambiante.
Ne pas combiner ou substituer des réactifs portant des numéros de
lots différents.

(2) Le tampon de lavage doit étre dilué en solution de lavage de travail
avant d'étre utilisé. Voir le paragraphe REACTIFS pour les détails.

(3) Reconstituer tous les calibrateurs et les contrbles de l'essai en
ajoutant 0,5 mL d'eau déminéralisée a chaque tube. Laisser les
calibrateurs et les contrdles reposer pendant 10 minutes et mélanger
les ensuite en renversant les fioles ou en les passant doucement au
vortex. |l faut étre sOr que le solide est complétement dissous avant
l'utilisation. Les calibrateurs et les contrdles reconstitués doivent étre
conservés a -20°C ou moins. Ne pas dépasser trois cycles de
congélation-décongélation.

3. Procédure d’analyse
(1) Placer dans un support un nombre suffisant de barrettes de puits de
microtitration tapissés d'anticorps pour analyser les calibrateurs, les
contrdles et les échantillons inconnus en double.
(2) Configuration de l'analyse

LIGNE BARRETTE BARRETTE 2 BARRETTE 3
1

A CALO CAL 4 ECHANTILLON 2
B CALO CAL 4 ECHANTILLON 2
C CAL1 C1 ECHANTILLON 3
D CAL1 C1 ECHANTILLON 3
E CAL 2 c2 ECHANTILLON 4
F CAL 2 c2 ECHANTILLON 4
G CAL3 ECHANTILLON 1

H CAL3 ECHANTILLON 1

(3) Ajouter 25 pL des calibrateurs, contrdles et échantillons de patient
dans les puits de microtitration désignés.

(4) Ajouter 100 pL de tampon d'incubation a chacun des puits.

(5) Couvrir la plague avec un adhésif pour plaque et lincuber sur un
agitateur orbital (170 tpm) a température ambiante pendant 2 heures.

(6) Préparer la solution de travail des anticorps de détection en diluant les
anticorps 1:21 avec le tampon de dilution. Il faut, pour chacune des
barrettes, 1 mL de tampon d'incubation avec 50 puL d'anticorps dans
un tube ou une fiole d'analyse propre.
Le tableau ci-dessous reprend la quantité de solution de travail des
anticorps nécessaire pour un certain nombre de barrettes.

n° de | Tampon de dilution Anticorps de
Barrette détection
1 1mL 50 pL

2 2mL 100 pL

3 3mL 150 pL

4 4 mL 200 pL

5 5mL 250 pL

6 6 mL 300 pL

7 7 mL 350 pL

8 8 mL 400 pL

9 9 mL 450 pL
10 10 mL 500 pL
11 11 mL 550 pL
12 12 mL 600 pL

Note: cette solution de travail des anticorps de détection doit étre préparée
fralchement juste avant la réalisation de I'essai.

(7) Enlever l'adhésif pour plaque. Aspirer le contenu de chaque puits.
Bien laver 5 fois en distribuant 350 pL de solution de lavage de travail
dans chaque puits et aspirer ensuite complétement le contenu. Ou
bien utiliser un laveur de plaques de microtitration automatique.

(8) Aijouter 100 pL de la solution de travail des anticorps de détection
dilués a chacun des puits.

(9) Couvrir la plaque avec l'adhésif pour plaque et incuber sur un
agitateur orbital (170 tpm) a température ambiante pendant 1 heure.

(10) Enlever l'adhésif pour plaque. Aspirer le contenu de chaque puits.
Bien laver 5 fois en distribuant 350 pL de solution de lavage de travail
dans chaque puits et aspirer ensuite complétement le contenu. Ou
bien utiliser un laveur de plaques de microtitration automatique.

(11) Ajouter 100 pL de solution de substrat TMB dans chacun des puits.

(12) Couvrir la plaque avec un adhésif pour plaque plus une feuille
d'aluminium pour éviter I'exposition & la lumiére.

(13) Incuber la plague a température ambiante pendant 20 minutes.

(14) Enlever la feuille d'aluminium et I'adhésif pour plaque. Ajouter 100 pL
de solution d'arrét dans chacun des puits. Mélanger doucement.

(15) Lire l'absorbance & 450 nm dans les 10 minutes dans un lecteur de
plaques de microtitration.

Note: afin de réduire le bruit de fond, on peut régler I'appareil pour
une mesure en double & 450 nm avec une correction de longueur
d'onde de bruit de fond réglée a 595 nm, 620 nm ou 630 nm.

NOTES DE PROCEDURE

1. Il est recommandé d'analyser en double tous les calibrateurs,
contréles et échantillons inconnus. Il faut utiliser la moyenne des
absorbances lues de chacun des doubles pour la réduction des
données et le calcul des résultats.

2. Conserver les réactifs sensibles a la lumiére dans leurs flacons bruns
d'origine.

3. Conserver toutes les barrettes tapissées d'anticorps non utilisées
dans le sachet d'aluminium refermable Ziploc avec un dessiccateur
pour les protéger de 'humidité.

4. Une technique soigneuse et une utilisation de dispositifs de pipetage
correctement calibrés sont nécessaires pour assurer la reproductibilité
de l'analyse.

5. Des temps d'incubation ou des températures différentes de celles
prescrites dans I'encart peuvent affecter les résultats.

6. Eviter les bulles d'air dans les puits de microtitration car elles peuvent
diminuer l'efficacité de la liaison et augmenter le % du CV de la
lecture en double.

7. Tous les réactifs doivent étre mélangés doucement et a fond avant
d'étre utilisés. Eviter la formation de mousse.
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INTERPRETATION DES RESULTATS

1. Calculer I'absorbance moyenne pour chaque paire de résultats des
analyses en double.

2. Soustraire I'absorbance moyenne du CAL 0 (0 ng/mL) de
'absorbance moyenne de toutes les lectures pour obtenir
I'absorbance corrigée.

3. La courbe de calibration est générée en portant sur un papier
millimétré ou log-log I'absorbance corrigée de tous les calibrateurs en
ordonnée en fonction de leur concentration en abscisse. Des
programmes adaptés de réduction de données assistée par
ordinateur peuvent également étre utilisés pour calculer les résultats.

Les concentrations en chromogranine A humaine des controles et des
échantillons de patients sont lues directement a partir de la courbe de calibration
en utilisant leur absorbance corrigée respective.

PROTOCOLAGE DES RESULTATS

Le laboratoire devrait protocoler les résultats directs de l'analyse. Pour les
échantillons montrant des valeurs élevées, il est fortement recommandé de diluer
'échantillon du patient a 1:100 avec le tampon d'analyse et de réanalyser
I'échantillon dilué pour obtenir un résultat d'analyse plus précis. Si I'échantillon
dilué a 1:100 continue & montrer une valeur supérieure a celle du calibrateur le
plus élevé, l'on peut soit protocoler la valeur de ['échantillon comme étant
supérieure au calibrateur le plus élevé (par ex. > 56.000 ng/mL) soit refaire une
mesure sur un échantillon dilué a 1:10.000.

EXEMPLE DE DONNEES ET DE COURBE DE CALIBRATION

Le tableau ci-dessous reprend des données typiques d'absorbance et la courbe
de calibration résultante pour un ELISA de la chromogranine A humaine. Cette
courbe ne doit jamais étre utilisée a la place de la courbe de calibration
calculée en temps réel.

1.D. Absorbance 4450 nm DO Résultats
des Puits ng/mL
Lectures Moyenne Corrigée
0 0,078 0,076 0,000
ng/mL 0,074
31 0,242 0,240 0,164
ng/mL 0,239
93 0,757 0,748 0,672
ng/mL 0,740
280 1,840 1,802 1,726
ng/mL 1,763
830 3,139 3,059 2,983
ng/mL 2,980
Contréle 1 0,444 0,447 0,371 56,27
0,451 ng/mL
Controle 2 1,300 1,276 1,200 186,70
1,252 ng/mL

ELISA chromogranine A humaine

DO 450 nm

0 200 400 600 800 1000
Calibrateurs de la chromogranine A (ng/mL)

VALEURS ATTENDUES

Le sérum de septante-deux adultes normaux a été analysé avec cet ELISA pour
la chromogranine A humaine. Les valeurs normales étaient en dessous de 100
ng/mL. Cing patients souffrant d'un phéochromocytome montraient un taux en
chromogranine A supérieur a 100 ng/mL et I'un d'eux atteignait 300.000 ng/mL. Il
est fortement recommandé que chaque laboratoire établisse son propre taux
limite normal.

Bien qu'un taux sérique en chromogranine A supérieur & 100 ng/mL soit une aide
au diagnostic clinique, il est recommandé d'établir un taux de base de
chromogranine A pour chaque patient qui sera suivi aprés la chirurgie pour un
cancer. Une montée évidente du taux en chromogranine A indiquerait une
augmentation de l'activité des cellules cancéreuses.

LIMITES DE LA PROCEDURE

1. Aucun calibrateur "d'or* n'étant disponible pour la mesure de la
chromogranine A humaine, les valeurs des calibrateurs ont été
établies par corrélation avec un calibrateur de la chromogranine A
hautement purifié.

2. Si la valeur d'un échantillon est plus élevée que le calibrateur le plus
élevé, il est recommandé de refaire la mesure sur un échantillon dilué.

3. Une contamination bactérienne ou fongique des échantillons de
sérum ou des réactifs ou une contamination croisée entre les réactifs
peuvent provoquer des résultats erronés.

4. L'eau désionisée sur des résines polyester peut inactiver I'enzyme
peroxydase de raifort.

CONTROLE DE QUALITE

Afin d'assurer la validité des résultats, chaque essai doit inclure les contrbles
adéquats avec des taux en chromogranine A connus. Nous recommandons
d'inclure dans tous les essais des controles de chromogranine A propres au
laboratoire, en plus de ceux fournis dans la trousse.

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCE

Sensibilité

La sensibilité de 'ELISA Chromogranine A humaine déterminée par un intervalle
de confiance a 95% sur 20 déterminations en double du calibrateur zéro est
approximativement de 5 ng/mL.

Effet "crochet" a haute concentration

Cet essai ne présente pas d'effet crochet a haute concentration jusqu'a 1.000.000
ng/mL. C'est important car certains patients avec un phéochromocytome ont des
taux sériques en chromogranine A qui dépassent 300.000 ng/mL.

Précision
La précision intra-essai a été validée en mesurant 20 fois deux échantillons de
contrdle dans un méme essai.

Valeur moyenne de la chromogranine A CV (%)
(ng/mL)
63,5 4,2
209 3,6

La précision inter-essai a été validée en mesurant en double deux échantillons de
contrdle dans 12 essais différents.

Valeur moyenne de la chromogranine A CV (%)
(ng/mL)
61,9 6,7
213,3 5,6
Linéarité

Deux échantillons de sérum humain ont été dilués avec le tampon d'incubation et
ont ensuite été analysés. Les résultats exprimés en ng/mL sont les suivants:

# DILUTION VALEUR VALEUR %
MESUREE ATTENDUE RECUPERATION

1 Non-dilué 286 - -
1:2 138 143 96
1:4 75 72 104
1:8 37,9 36 105
1:16 19,5 18 108

2 Non-dilué 61,8 - -
1:2 32,1 30,9 104
1:4 15,9 15,5 103
1:8 7.2 7,7 94
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Epreuve de surcharge

L'on a ajouté, a deux échantillons de patients, différentes quantités de
chromogranine A humaine (1 vol. + 1 vol. de mélange) et on les a ensuite dosés.
Les résultats exprimés en ng/mL sont les suivants:

# Valeur orig. Quantité Valeur Valeur %
ajoutée mesurée attendue Récupération

1 62,8 31 45,2 46,9 96
93 75,6 77,9 97
280 152,8 171,4 89
2 289 31 152,2 160 95
93 176 191 92
280 288,2 284,5 101
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Résumé du protocole:
1. Ajouter 25 pL des calibrateurs, contrdles et échantillons de patient dans les
puits de microtitration désignés
2. Ajouter 100 pL de tampon d'incubation a chacun des puits.
3. Mélanger, couvrir et incuber la plaque a température ambiante et agiter
(170 tpm) pendant 2 heures.
. Laver tous les puits 5 fois.
. Ajouter 100 pL d'anticorps de détection dilués a chaque puits.
. Incuber 1 heure a température ambiante et agiter (170 tpm).
. Laver tous les puits 5 fois.
. Ajouter 100 pL de solution de substrat TMB dans chacun des puits.

© 00 N o 0o b

. Couvrir et incuber la plaque a température ambiante pendant 20 minutes.
10. Ajouter 100 pL de solution d'arrét dans chacun des puits

11. Lire I'absorbance a 450 nm
I
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Used symbols

Symboles utilisés

Consult instructions for use

Consulter lesinstructions d' utilisation

f ] Storage temperature Température de conservation
: Use by Utiliser jusque

LoT] Batch code Numéro de lot

[FEF] Cata ogue number Référence de catal ogue
[BOHTROL] Control Controle

In vitro diagnostic medica device

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Manufacturer

Fabricant

Contains sufficient for <n> tests

Contenu suffisant pour <n> tests

Wash solution concentrated Solution de lavage concentrée
CAL 0 Zero calibrator Cadlibrateur zéro
CAL N Calibrator # Calibrateur #
CONTROL | N Control # Controle#
Ag | 128l Tracer Traceur
A | sl Tracer Traceur
Ag | 1251 | cone Tracer concentrated Traceur concentré
A 125 | CONC Tracer concentrated Traceur concentré
j Tubes Tubes
INC | BUF Incubation buffer Tampon dincubation
ACETONITRILE Acetonitrile Acétonitrile
SERUM Serum Sérum
DL | sPE Specimen diluent Diluant du spécimen
DL | BUF Dilution buffer Tampon de dilution
ANTISERUM Antiserum Antisérum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent Immunoadsorbant

Cadlibrator diluent

Diluant de caibrateur

Reconstitution solution

Solution de reconstitution

Polyethylene glycol

Glycol Polyéthyléne

Extraction solution

Solution d’extraction

ELU | SON Elution solution Solution d’elution
GEL Bond Elut Silica cartridges Cartouches Bond Elut Silica
PRE | SOLN Pre-treatment solution Solution de pré-traitement

Neutraization solution

Solution de neutralisation

Tracer buffer

Tampon traceur

Microtiterplate

Microplaque detitration

Conjugeate buffer

Ab | HRP HRP Conjugate HRP Conjugué

Ag | HRP HRP Conjugate HRP Conjugué

Ab | HRP | CONC HRP Conjugate concentrate HRP Conjugué concentré

Ag | HRP | CONC HRP Conjugate concentrate HRP Conjugué concentré
CONJ | BUF Tampon conjugué

Chromogenic TMB concentrate

Chromogéne TMB concentré

CHROM TMB | CONC

CHROM | TMB Chromogenic TMB solution Solution chromogéne TMB
SUB | BUF Substrate buffer Tampon substrat
STOP | SOLN Stop solution Solution d’ arrét
INC | SR Incubation serum Sérum dincubation
BUF Buffer Tampon
Ab AP AP Conjugate AP Conjugué
SuB | PNPP Substrate PNPP Tampon PNPP

Biotin conjugate concentrate

Biotine conjugué concentré

Avidine HRP concentrate

Avidine HRP concentré

Assay buffer

Tampon de test

Biotin conjugate

Biotine conjugué

Specific Antibody

Anticorps spécifique

SAV | HRP | CONC Streptavidin HRP concentrate Concentré streptavidine HRP
NS8 Non-specific binding Liant non spécifique
2nd Ab 2nd Antibody Second anticorps
ESEE Adidification Buffer Tampon dacidification
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Gebruikte symbolen

Gebrauchte Symbolen

il Raadpleeg de gebruiksaanwijzing Gebrauchsanweisung beachten

f ] Bewaartemperatuur Lagern bei

= Houdbaar tot Verwendbar bis

LoT] Lotnummer Chargenbezeichnung

REF Catal ogusnummer BestellInummer
[BOHTROL] Controle Kontrolle

owom] Medisch hulpmiddel voor in-vitro diagnostiek In Vitro Diagnostikum

| Fabrikant Hersteller

[ Inhoud vol doende voor <n> testen Ausreichend fir <n> Ansétze

Wasoplossing, geconcentreerd

Waschl6sung-Konzentrat

CAL 0 Nulkalibrator Null kalibrator
CAL N Kalibrator # Kalibrator #
CONTROL | N Controle# Kontrolle #
Ag | 128l Tracer Tracer
A | sl Tracer Tracer
Ag | 1251 | conc Tracer geconcentreerd Tracer Konzentrat
Ab | 1251 | CONC Tracer geconcentreerd Tracer Konzentrat
j Buisies Rohrchen
INC | BUF Incubatiebuffer Inkubationspuffer
ACETONITRILE Acetonitrile Azetonitril
SERUM Serum Humanserum
DL | sPE Specimen diluent Probenverdiinner
DL | BUF Verdunningsbuffer Verdunnungspuffer
ANTISERUM Antiserum Antiserum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent Immunadsorbens
DL | cAL Kalibratorverdunner Kalibratorverdiinnung
REC | SOLN Reconstitutieopl ossing Rekonstitutionsl6sung
Polyethyleen glycol Polyethylenglykol

Extractieoplossing

Extraktionsl6sung

ELU | SOLN Elutieoplossing Eluierungslsung

GEL Bond Elut Silica kolom Bond Elut Silikakartuschen
PRE | SOLN Pre-behandelingsoplossing Vorbehandlungsl 6sung
NEUTR | SOLN Neutralisatieoplossing Neutralisierungsl dsung
TRACEUR | BUF Tracerbuffer Tracer-Puffer

Microtiterplaat Mikrotiterplatte

Ab | HRP HRP Conjugaat HRP Konjugat

Ag | HRP HRP Conjugaat HRP Konjugat

Ab | HRP | CONC HRP Conjugaat geconcentreerd HRP Konjugat Konzentrat

Ag | HRP | CONC HRP Conjugaat geconcentreerd HRP Konjugat Konzentrat
CONJ | BUF Conjugaat buffer Konjugatpuffer
CHROM | TMB | CONC Chromogene TMB geconcentreerd Chromogenes TMB Konzentrat
CHROM | TMB Chromogene Oplossing TMB Farblésung TMB

SUB | BUF Substraatbuffer Substratpuffer

STOP | SOLN Stopoplossing Stoppl &sung

INC | SR Incubatieserum Inkubationsserum

BUF Buffer Puffer

Ab AP AP Conjugaat AP Konjugat

SUB | PNPP Substraat PNPP Substrat PNPP

BIOT | CONJ | CONC Geconcentreerd Biotine conjugaat Biotin-Konjugat-Konzentrat

AVID | HRP | CONC Geconcentreerd Avidine-HRP conjugaat Avidin-HRP-Konzentrat
ASS | BUF Assay buffer Assaypuffer

Ab | BIOT Biotine conjugaat Biotin-Konjugat

m Specifiek antilichaam Spezifischer Antikorper

Streptavidine-HRP concentraat

HRP Streptavidinkonzentrat

NS8 Aspecifieke binding Unspezifische Bindung
2nd Ab 2de antilichaam Sekundérer Antikdrper
| ACID | BUF | Verzuringsbuffer Ansauerungspuffer
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Simboli utilizzati

Simbolos utilisados

Consultare leistruzioni per I'uso

Consultar las instrucciones de uso

Limitazioni di temperatura

Limitacion de temperatura

: Utilizzare entro Fecha de caducidad
Lot Numero di lotto Codigo delote
[FEF] Numero di catalogo NUmero de catédl ogo
[BOHTROL] Controllo Control
owom] Dispositivo medico-diagnostico in vitro Producto sanitario paradiagndstico in vitro
ﬂ Fabbricante Fabricante

Contenuto sufficiente per <n> saggi

Contenido suficiente para<n> ensayos

£\ «at
9 .
g
z

CONC

Tampone di lavaggio concentrato

Solucion de lavado concentrada

CAL 0 Cadlibratore zero Calibrador cero

CAL N Standard # Calibrador #
CONTROL | N Controllo # Control #

Ag | 1250 Marcato Trazador

Ab | 1280 Marcato Trazador

Ag | 1251 | conc Marcato concentrato Trazador concentrada

Ab 1251 CONC

Marcato concentrato

Trazador concentrada

]

Provette

Tubos

INC | BUF Tampone incubazione Tampdn de incubacion

ACETONITRILE Acetonitrile Acetonitrilo

SERUM Siero Suero

DL | SPE Diluente campione Diluyente de Muestra
DIL | BUF Tampone diluizione Tampén dedilucion
ANTISERUM Antisiero Antisuero
IMMUNOADSORBENT Immunoassorbente Inmunoadsorbente

Diluente cdibratore

Diluyente de calibrador

RE( SOLN

Soluzione di ricostituzione

Solucion de Reconstitucion

Polietilenglicole

Glicol Polietileno

EXTR [ SOLN

Soluzione di estrazione

Solucion de extraccion

ELU SOLN

Soluzione di eluizione

Solucién de elucion

T

Cartucce di silice bond elut

Cartuchos Bond Elut Silica

PRE SOLN

Soluzionedi pretrattamento

Solucion de Pre-tratamiento

NEUTR | SOLN

:

Soluzione di neutralizzazione

Solucion de Neutralizacion

TRACEUR | BUF Tracer Buffer Tamp6n de trazador
Piastradi microtitolazione Placa de microvaloracion
Ab | HRP HRP Coniugato HRP Conjugado
Ag | HRP HRP Coniugato HRP Conjugado
Ab | HRP | CONC HRP Coniugato concentrato HRP Conjugado concentrada
Ag | HRP | CONC HRP Coniugato concentrato HRP Conjugado concentrada

Q
Q
z
&

BUF

Buffer coniugato

Tamp6n de Conjugado

CHROM ™B CONC

Cromogena TMB concentrato

Cromégena TMB concentrada

CHROM | T™MB

Soluzione cromogena TMB

Solucién Cromégena TMB

SuB | BUF Tampone substrato Tampoén de sustrato
STOP | SOLN Soluzione di arresto Solucion de Parada
INC | ser Incubazione con siero Suero de Incubacion
BUF Buffer Tampén
Ab AP AP Coniugato AP Conjugado
SUB | PNPP Substrato PNPP Sustrato PNPP

BIOT CONJ | CONC

Concentrato coniugato con biotina

Concentrado de conjugado de biotina

AVID HRP | CONC

Concentrato avidinaHRP

Concentrado avidinaHRP

ASS BUF

Soluzione tampone per test

Tampoén de ensayo

Ab BIOT

Coniugato con biotina

Conjugado de biotina

i

Al

Anticorpo Specifico

Anticuerpo especifico

SAV HRP | CONC

Streptavidina-HRP concentrata

Estreptavidina-HRP Concentrado

N8 Legame non-specifico Uni6n no especifica
2nd Ab 2° Anticorpo Segundo anticuerpo
ESEE Tampone Adidificante Tampon de Acidificacion
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Simbolos utilizados Anvanda symboler
il Consulteinstrugdes de utilizagio Lés instruktionerna fére anvandning

f ] Temperatura de conservaggo Forvaringstemperatur
= Utilizar antes de Anvénds av
LoT] Cédigo de lote Lotnummer
[FEF] NUmero de catédl ogo Katal ognummer
[BOHTROL] Controlo Kontroll
KL Dispositivo médico de diagndstico in vitro In vitro diagnostiskt kit
Fabricante Tillverkare

Contetido suficiente para<n> testes

Innehdllet racker till <n> prover

WASH | SOLN | CONC

Solucdo de lavagem concentrada

Tvéttl6sning, koncentrerad

CAL 0 Calibrador zero Nollkaibrerare
CAL N Calibrador # Kalibrator #
CONTROL | N Controlo # Kontroll #
Ag | 1251 Marcador Radioisotop, antigen
Ab 1251 Marcador Radioisotop, antikropp
Ag | 125 | conc Marcador concentrada Radioisotop, antigen koncentrerad
Ab | 1251 | CONC Marcador concentrada Radioisotop, antikropp koncentrerad
1 Tubos Ror
INC | BUF Tampéo de incubagéo Inkuberingsbuffert
ACETONITRILE Acetonitrilo Acetonitril
UM Soro Serum
L Diluidor de espécimes Spadningsbuffert for prover
Tampéo de diluicdo Spédningsbuffert
ANTISERUM Anti-soro Antiserum
Imunoadsorvente Immunoadsorberare

Diluente do calibrador

Kalibratordiluent

REC | SOLN Solucdo de Reconstitui¢éo Rekonstitutionslsning
Polietileno-glicol Polyetylenglykol

EXTR | SOLN Solucdo de Extraccéo Extraktionsl&sning

BU | SN Soluggo de Eluicio Elueringsl6sning

Cartuchos de silicaBond Elut

Silikonpatroner for elueringsbindning

Soluggo de pré-tratamento

Forbehandlingsl 6sning

Solugéo de neutralizagéo

Neutraliseringsl ésning

TRACEUR | BUF Tamp&o Marcador Tracerbuffert
Placa de micro titulagéo Microtiterplatta
A | HRP HRP Conjugagéo HRP-konjugat
Ag HRP HRP Conjugagéo HRP-konjugat
Ab | HRP | conc HRP Conjugagdo concentrada HRP-konjugat-koncentrat
Ag HRP | CoNC HRP Conjugagdo concentrada HRP-konjugat-koncentrat
cons | BUF Conjugue o tamp&o Konjugatbuffert

CHROM ™B CONC

Cromogénica TMB concentrada

Kromogeniskt TM B-koncentrat

CHROM | T™MB

Solugdo Cromogénica TMB

Kromogenisk TMB-I&sning

SUB | BUF Tampéo de substrato Substratbuffert
STOP | SOLN Solugéo de Paragem Stopldsning
INC [ SR Soro deincubaggo Inkubationsserum
BUF Tampéo Buffert
Ab AP AP Conjugagéo AP-konjugat
SUB | PNPP Substrato PNPP Substrat-PNPP

BIOT CONJ | CONC

Concentrado conjugado de biotina

Biotinkonjugat koncentrat

AVID HRP | CONC

Concentrado HRP de avidina

Avidin HRP-koncentrat

ASS BUF

Tampéo de ensaio

Provbuffert

Ab BIOT

Conjugado de biotina

Biotinkonjugat

Al

Anticorpo especifico

|1

Tampéo de acidificaggo

HRP | CONC Estreptavidina HRP concentrado -

NSB Ligagdes n&o especificas -
2ndAb Anticorpo secundério -
ESEE -
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Enrelijynon ov OV

Anvendte symboler

ZvpPovievteite Tig 0dNyieg xpriong

Laes brugsvejledningen

Oeppokpacio amobikevong

Opbevaringstemperatur

: Hypepopmvia Anéng Anvend inden
LOT Ap1Opdg Toptidog Batchkode
[FEF] ApBpdg Kataddyon Katal ognummer
ECATROL] Tpotvmo eréyyov Kontrol

In Vitro Awyvootiké lotpoteyvortytkd mpotdv

Medicinsk udstyr til in vitro-diagnosticering

Kataokevaomg

Fabrikant

Tepeyopevo emapkég yuo «» eEeTdoElg

Indeholder nok til <n> test

ZUUTUKVOUEVO SLHAVLLOL EKTAVONG

Koncentreret vaskeopl gsning

CAL 0 Mndevikog Babpovountg Nul-kalibrator

CAL N BaBpovopntig # Kalibrator nr.
CONTROL | N Opodg eréyyov # Kontrol nr.

Ag | 125l IynOétng Marker

Ab | 1280 IynOétng Marker

Ag | 1251 | CONC Xpopoyovog Iyvndémg Koncentreret marker
A 1251 | CONC Xpopoyovog Iyvndémg Koncentreret marker
'] ZoMvapla Tuber

INC | BUF Pubpiotikd didhopa endaong Inkubati onsbuffer
ACETONITRILE Axetovirpilio Acetonitril

SERUM Opog Serum

DL | SPE Awihopa apainong detypdtmv Provediluent

DL | BUF Pubpiotikd didhvpo apaioong Fortyndingsbuffer

ANTISERUM Avtiopog Antiserum
IMMUNOADSORBENT AvocompoopoenTikd Immonoadsorbent

Addopa Tpoemeepyaciog

DIL | cAL Apowtikd Babpovountédv Kalibratordiluent
REC | SOLN Awhopa ovecvoTaong Rekonstitueringsopl gsning
PEG ToAvatbvievoyAvkoin Polyetylenglykol
EXTR | SOLN Awdhopa exydiong Ekstraktionsoplgsning
ELU | SOLN Awdhopa Ekhovong Elueringsopl gsning
GEL Dvoryyeg moprtiov Bond Elut Patroner med bindingselueringssilica
PRE | SOLN Forbehandlingsopl gsning

NEUTR | SOLN Awdhopa e€0vdetépmong Neutraliseringsopl@sning
TRACEUR | BUF PuBuiotikd dddvpa Markerbuffer
TTAGKo LkpoTThodoToNg Mikrotiterplade
Ab | HRP HRP Zolevypa HRP-konjugat
Ag | HRP HRP Zolevypa HRP-konjugat
Ab | HRP | CONC Xpopoydvog HRP Zolevypo HRP-konjugat-koncentreret
Ag | HRP | CONC Xpopoydvog HRP Zolevypo HRP-konjugat-koncentreret
CONJ | BUF Pubpiotikd didhvpo ovledypatog Konjugatbuffer
CHROM | TMB | CONC Xpopoyovog TMB Kromogen TMB-koncentreret
CHROM | TMB Audhopa ypopoyovov TMB Kromogen TM B-opl gsning
SUB | BUF Pubpiotikd didAupio VTOGTPMUOTOG Substratbuffer
STOP | SOLN Avaoyetikd avtidpoaotiplo Stopopl gsning
INC | SR Opdg emdaong Inkubati onsserum
BUF PouBuiotikd dddvpa Buffer
Ab AP AP Z0levypo AP-konjugat
SUB | PNPP PNPP vrtoctpdpatog Substrat PNPP

ZUUTVKVOUEVO avTIdpactiplo cuievypévo pe Protivn

Biotin konjugat koncentrat

Zopmokvopévo dtdivpo ofdivng-HRP

Avidin HRP koncentrat

PuBiotiko stddvpo Tposdopicron

Provebuffer

avTIdPuoTHPLo GLEEVYHEVO ne Plotivn

Biotin konjugat

Ewdwo6 Avticopo

PuBiotiko Atdivpo 6&vo

SAV | HRP | CONC Topmvkvopévn otpentafidivy cuvetevypuévn pe HRP -
N8 un-edikn déopevon -
2nd Ab 20 Avticopo -

| ACID | BUF | -
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Stosowane symbole

Hasmnalt szimbélumok

Przed zastosowaniem zapoznac si¢ z instrukcja

Olvassa e ahaszndati Gtmutat6t

f ] Temperatura przechowywania Térolasi homérséklet
: Zuzy¢ przed Lejérati id6
LT Kod serii Gyértési kod
[FEF] Numer katal ogowy Katal 6gus szam
ECHTROL] Kontrola Kontrol
v o Urzadzenie medyczne do diagnostyki in vitro In vitro diagnosztikai eszkdz

Producent

Gyarto

Zawartos¢ wystarczajaca do <n> testow

Tartalma <n> teszt el végzésére el egendd

WASH | SOLN | CONC

Roztwér ptuczacy stezony

Moso folyadék koncentrétum

CAL 0 Kalibrator zerowy Zero kalibrétor
CAL N Kalibrator nr Kalibrétor #
CONTROL | N Kontrolanr Kontrol #

Ag 1251

Znacznik izotopowy

Nyomjelz6 izotop

Ab 1251

Znacznik izotopowy

Nyomjelz6 izotop

Ag 1251 | CONC

Znacznik izotopowy stezony

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

Ab 1251 CONC

Znacznik izotopowy stezony

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

1 Probowki Csbvek
INC | BUF Wymegana i nkubacja buforu Inkubd 6 puffer
ACETONITRILE Acetonitryl Acetonitril
UM Surowica Szérum
L Rozcienczalnik probki Mintahigitd
Bufor do rozcienczania Higito puffer
ANTISERUM Antysurowica Antiszérum
Immunoadsorbent Immunadszorbens

Rozcienczanik kalibratora

Kalibrétor higité

REC | SOLN Roztwor do rozcienczania Mintael 6készité ol dat
Glikol poli(oksy)etylenowy Polietilén glikol

EXTR | SOLN Roztwor ekstrakeyjny Extrakci6s ol dat

ELU | SON Roztwor eucyjny Elud 6 oldat

Kolumny krzemionkowe Bond Elut

Bond Elut Silicaszilikagél patronok

Roztwér do przygotowania wstepnego

Elékezel 6 oldat

Roztwér neutralizujacy

Semlegesité oldat

TRACEUR | BUF Bufor znacznika Nyomjelz6 izotdp higitd puffer
mikroptytka Mikrotiter lemez
Ab | HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum
Ag | HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum
Ab | HRP | CONC Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum koncentrétum
Ag | HRP | CONC Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum koncentratum
CONJ | BUF Bufor do koniugacji Konjugéatum puffer

CHROM ™B CONC

Koncentrat chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Kromogén TMB koncentrdum

CHROM | T™MB

Roztwér chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Kromogén TMB oldat

SUB | BUF Bufor substratu Szubsztrét puffer
STOP | SOLN Roztwér zatrzymujacy reakcje Stop oldat
INC | SR Wymegana i nkubacja surowicy Inkubéci 6s szérum
BUF Bufor Puffer
Koniugat AP (fosfatazy alkalicznej) AP konjugétum

p-nitrofenyl ofosforan substratowy

Szubsztrét PNPP

BIOT CONJ | CONC

Koncentrat koniugatu biotyny

Biotin konjugatum koncentrétum

AVID HRP | CONC

Koncentrat peroksydazy chrzanowej z awidyna

Avidin HRP koncentrdtum

ASS BUF

Bufor do oznaczania

Vizsgdlati puffer

Ab BIOT

Koniugatu biotyny

Biotin konjugdtum

Al

Przeciwciato swoiste

Specifikus ellenanyag

|1

HRP | CONC Koncentrat streptawidyny HRP Sztreptavidin HRP koncentrétum
NSB Wiazanie nieswoiste Nem-specifikus kétédés
2nd Ab Drugie przeciwciato Mésodlagos €llenanyag
[aco [ sur | Bufor zakwaszajacy Savas puffer
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H3n0,3BaHU CUMBOJIH

il BuskTe nHCTpyKIMATa 32 paboTa
f Temneparypa Ha CbXpaHeHHE
L o
- Hsnonsgaiite ¢
LOT IMapTunen xox

Karanosxen Homep

Konrpon

W1 BUTPO TMArHOCTHYHO MEMIIMHCKO H3/IeIHe

Ipoussoauren

Cun;p)l(aﬂne JIOCTaTh4HO 3a <N> TecTa

KonueHTprpan u3MHBal pa3sTBop

CAL 0 Hynes kanu6parop
CAL N KanuGpartop #
CONTROL | N Kontpon #

A Tpeiicsp

i i Tpeiicep

Konuenrpupan Mapkep

A 1251 | CONC KoHueHTpupan Mapkep
1 EnpyseTku
INC | BUF Hukyb6armonen Oydep
ACETONITRILE AICTOHUTPHI
SERUM Cepym
DIL | SPE Paspenuren 3a npodure
oL | BUF Bybep 3a paspexnane
AHTHCEPYM
HmyHoabcopOeHT

Paspeauten 3a kanubpatopa

Ipecn3naBany pa3Tsop

Tonuerunen rMkomn

ExcrpakToB pa3tBop

PastBop 3a emounpane

CHITHKAreTHH TBJIHUTENTN

Ipen-neueben pazTBOp

Heyrpanusupani parsop

Mapkepen Oydep

MHuKpPOTHTBPHA IIACTHHA

HRP xontorar / Konrorar Ha XpsiHOBa [IepOKCHa3a

HRP xontorar / Konrorar Ha XpsiHOBa [IepOKCHa3a

HRP KoHIOTHpaH KOHLEHTPAT

HRP KoHIOTHpaH KOHLEHTPAT

CoNJ | BUF Bydep 3a kontorara
CHROM | TMB | CONC Xpomorenen TMB konueHTpar
CHROM | TMB Xpowmorenen TMB pasteop

su | BUF Cyb6crparen Oydep

STOP | SOLN Cron pa3TBOp

INC | SR HHKy6armoHeH cepym

suF Bydep
Ab AP

AP kontorar / KoHIOraT Ha ankaiHa gocdaraza

PNPP

Cy6cerpar PNPP / mapa wutpodenun pocdar

buoTnH KOHIOTHpaH KOHLEHTpAT

AVID HRP | CONC

Lo | o ]
BIOT CONJ | CONC
[ | e Joore]

AsuanH HRP konueHTpar

Bydep 3a npobure

buotun xoHiorar

crnenupuIHO AHTHTAIIO

crpenrtasuaud HRP koHLeHTpat

NSB He crienu(uIHO CBbp3BaHe
2ndAb BTOPO aHTHTSUIO
| ACID | BUF |

KHcenuHu3upai oydep
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