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1 INTENDED USE

The DIAsource vasopressin-ria kit contains reagents and instructions for the quantitative measurement of vasopressin in plasma or urine. After
solid phase extraction (SPE) or ethanol extraction the plasma vasopressin concentrations are measured by radioimmunoassay (RIA). Urine vaso-
pressin concentrations can be measured directly.

For professional use within a laboratory.

2 CLINICAL APPLICATION

Vasopressin, or Antidiuretic Hormone (ADH) is a cyclic nanopeptide with a molecular weight of 1083. Its structure is very similar to that of oxyto-
cin, differing in only two amino acids. Endogenous ADH has antidiuretic and pressor activity, both approaching 400 units per mg, with an antidiu-
retic-to-vasopressin ratio of 1, and a biphasic plasma half-life of 2.5 and 14.5 minutes. ADH is synthesized in the hypothalamic supraoptic nu-
cleus and paraventricular nucleus of primates and transported via exonal flow to the posterior pituitary for storage and eventual release. The
clinical application of a vasopressin radioimmunoassay is in diabetes insipidus, psychogenic water intoxication, hyponatraemia, stress conditions,
ADH as a neurotransmitter and hypertension studies. ADH values can be influenced by cigarettes, tea, coffee, alcohol and some drugs.

3 PRINCIPLE OF TEST

After solid phase extraction (SPE) or ethanol extraction of the plasma samples, vasopressin is assayed by a competitive radioimmunoassay.
Urinary vasopressin can be measured directly. This assay uses a rabbit anti-vasopressin antiserum and a radioiodinated vasopressin [*°I] tracer.
Bound and free phases are separated by a second antibody bound to solid phase particles, followed by a centrifugation step. The radioactivity in
the bound fractions is measured and a typical calibration curve can be generated. The values of the extracted samples are corrected for extraction
recovery.

4 PRECAUTIONS

Materials derived from human blood and used in the preparation of this kit were tested and found negative for hepatitis B surface antigen
(HBsAg), antibodies to HCV and for antibodies to HIV-1 and HIV-2. However, handle all components as a possible source of infection.

This kit contains *%°| (half-life: 60 days), emitting ionizing X (28 keV) and y (35.5 keV) radiations.

The radioactive material included may be received, acquired, possessed and used only by physicians, clinical laboratories or hospitals for in-vitro
clinical or laboratory tests not involving internal or external administration of the material, or the radiation therefrom, to human beings or animals.
Its receipt, acquisition, possession, use and transfer are subject to the regulation of each country.

Adherence to the basic rules of radiation safety should provide adequate protection.

- Do not eat, drink, smoke or apply cosmetics where radioactive materials are used.

- Do not pipette radioactive solutions by mouth.

- Avoid direct contact with all radioactive materials by using protective articles such as lab coats and disposable gloves.

- All radiological work should be done in a designated area.

- Radioactive materials should be stored in original containers in a designated area.

- Laboratory equipment and glassware, which are subject to contamination, should be segregated to prevent cross-contamination of different
radioisotopes.

- Any radioactive spills should be taken care of immediately in accordance with established procedures.

- All radioactive materials must be disposed of in accordance with the prevailing regulations and guidelines of the agencies jurisdiction over the
laboratory.

The reagents in this kit contain sodium azide (0.05%). Contact with copper or lead drain pipes may result in the cumulative formation of highly
explosive azide deposits. On disposal of the reagents in the sewerage, always flush with copious amounts of water, which prevents metallic
azide formation. Plumbing suspected of being contaminated with these explosive deposits should be rinsed thoroughly with 10% sodium
hydroxide solution.

5 SPECIMEN COLLECTION

Careful standardization of the patient preparation and sampling conditions is recommended.

5.1 Vasopressin in plasma

- Draw blood from fasting patient into a chilled tube, containing EDTA or Heparin.
- Centrifuge at 4° C to separate the plasma.
- Freeze the sample in plastic tubes at -20° C until assayed.

NOTE: Vasopressin (ADH) in plasma is stable at -20° C only for 4 weeks, or stable up to 3 months after addition of 500 KIU Trasylol (Bayer) per
mL blood; after extraction.
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5.2 Vasopressin in urine

Vasopressin can be determined directly, in unextracted human urine.

- Collect 24 hours urine sample.

- Register urine volume.

- Measure urinary osmolarity.

- If the sample is not assayed immediately, keep an aliquot at -20° C.

- Measure urine samples undiluted and in dilutions of 1:2, 1:4 or higher.

6 MATERIALS AND EQUIPMENT REQUIRED

- Pipettes (100 ni_, 200 L, 300 i, 1.00 mL, 2.00 mL, 5.00 mL)
- Repeating dispensers (100 ni, 200 L)

- Measuring cylinder 25 mL

- Polystyrene RIA tubes (12 x 75 mm)

- Ethanol absolute (99%)

- Vortex

- Centrifuge

- lIcebath

- Vac-concentrator

- Nitrogen gas

- Polystyrene or glass tubes for extraction (16 x 100 mm)
- Sep-pak C18 (Waters Ass Inc. art. 051910)

- Acetic acid 4%

- Methanol absolute (99%)

- INHCI

- Gamma counter

7 QUALITY CONTROL

Controls should be carried out in each assay run. Two controls are included in the kit, the value (without extraction procedure) is indicated on the
Quiality Control sheet and on the label of the vials. Use also controls as recommended by the control plasma manufacturer and in accordance with
reference laboratories practice to monitor the accuracy and precision of reagents and techniques. Each laboratory should establish its own extrac-

tion recovery under their own experimental conditions.

8 SHELFLIFE AND STORAGE

This kit is stable until the stated expiry date if stored as specified.

Upon receipt of the kit, all reagents should be stored at 2-8° C.

The reconstituted reagents should be stored according to table on section 10.

The reconstituted reagents are stable according to table on section 10, but no longer than to the expiry date.

9 COMPONENTS
Contents of the Kit

1 vial, lyophilized anti-vasopressin (Rabbit) for 100 tubes.

1.
| Colour : yellow.

REAG| A | Ab |

2. |REAG| B | Ad | i | 1 vial, 28 KBq or 0.75 pCi. Lyophilized. Specific activity : 62-77 MBg/nmol
(1700-2100 pCi/nmoal).

Colour : blue.

1 vial, goat anti-rabbit IgG’s bound to solid phase.

3| REAG | C | DASP |

4_|REAG| D |ASSAY| BUF|

5-| REAG| E | CAL |

6'| REAG| F |Contro||

7'|REAG| G |Control|

11 mL suspension.

2 vials, 0.05 M phosphate buffer with 0.25 % HSA, 0.25 % EDTA disodium salt,
0.05 % NaN3, 500 KIU Trasylol/mL. 2 x 50 mL (liquid)

1 vial, 5.00 mL vasopressin calibrator, 60 pmol/L. Lyophilized in assay buffer.

1 vial, 2.00 mL lyophilized vasopressin control, low level.

1 vial, 2.00 mL lyophilized vasopressin control, high level.
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10 PREPARATION OF REAGENTS

Item Reconstitute each Stable at Special remarks
vial with
Anti-vasopressin 22 mL Mix -20° C for at least 3
(Reagent A) distilled water gently months after recon-
stitution
125I-vasopressin 25 mL Mix -20° C until expiry
(Reagent B) distilled water gently date
Double antibody solid phase Ready for use. The 2-8° C until expiry It is possible to pipette the reagent
(Reagent C) separation reagent date with a repeating dispenser
should be placed on a
magnetic stirrer for 10
minutes at room temp
Assay buffer Ready for use 2-8° C until
(Reagent D) expiry date
Vasopressin calibrator 5.00 mL Mix -20° C for at least 3 | Refer to table for calibration curve
60 pmol/L distilled water gently months after recon- | preparation
stitution
(Reagent E)
Vasopressin 2.00 mL Mix -20° C for at least 3 | The value of the control is found on
low control distilled water gently months after recon- | the label of the vial and in the QC
stitution sheet (without extraction)
(Reagent F)
Vasopressin 2.00 mL Mix -20° C for at least 3 | The value of the control is found on
high control distilled water gently months after recon- | the label of the vial and in the QC
stitution sheet (without extraction)
(Reagent G)

PREPARE ALL REAGENTS 15 MINUTES BEFORE USE!

11 SAMPLE PREPARATION

Before proceeding in the RIA procedure two different sample preparation methods can be used:

Al : Sep-pak C18 extraction
A2 : Ethanol extraction

Al: Sep-pak C18 extraction procedure
Column: Sep-pak C18 cartridge (Waters Ass. Inc. art. 051910)

Procedure: DO NOT EXTRACT CALIBRATORS AND CONTROLS.

Wash the column with 10 mL distilled water, 5 mL methanol and 10 mL distilled water, respectively.
Acidify 1.0 mL plasma sample with 150 L. 1N HCI.

Bring this acidified sample into the column.

Wash the column with 20 mL 4% acetic acid.

Elute with 4 mL methanol.

Dry the methanol under a stream of nitrogen or air.

Reconstitute the residue with 1.0 mL of assay buffer.

Proceed the RIA procedure immediately or store the extracted samples at — 20°C.

©ONoO GO, WD

To estimate recovery, add an aliquot (200 niL) **I-vasopressin tracer to a random plasma sample and submit the recovery sample for the same
extraction procedure.

Recovery calculation

1. Prepare a recovery estimation tube (R).

- Pipette 1.0 mL of a random plasma sample into the recovery tube (R). The sample used for this recovery assay should have a protein
matrix similar to the samples being tested.

- Add 200 pL **°I-vasopressin tracer into tube R and mix.

- Extract this sample along with samples in the above procedure.

2. Prepare 2 Total Recovery tubes (TR).

- Pipette 200 ni '?°l-vasopressin tracer into two TR tubes.

- Add 100 ni. assay buffer and mix.

- Cap and set aside these tubes to be counted for recovery calculation.

3. Reconstitute the dried recovery sample (R) by adding 1.0 mL assay buffer and vortex
thoroughly.
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4, Pipette 300 L of the reconstituted recovery sample tube (R) into two assay tubes.

5. Count the total recovery (TR) and recovery (R) tubes for at least two minutes in a gamma
counter.

Calculate % recovery by dividing the cpm in the recovery tubes (R) by cpm in the total recovery tubes (TR) and multiply by 3.33:

% Recovery : cpm recovery tube (R)  x 3.33 x 100%
cpm total recovery tube

Extraction recoveries should score values between 60-80%.

A2: Ethanol extraction procedure

DO NOT EXTRACT CALIBRATORS AND CONTROLS.

Place the extraction tubes and ethanol on ice.
Pipette 0.8 mL of each sample into the appropriately labelled extraction tubes (E).
Prepare a recovery estimation tube (R).

PN PE

Label one extraction tube (E) for each patient sample. Label one additional tube (R) in order to estimate the extraction recovery.

- Pipette 0.8 mL of a random plasma sample into the recovery tube (R). The sample used for this recovery assay should have a protein ma-

trix similar to the samples being tested.

- Add 200 ni *?*l-vasopressin tracer into tube R and mix.

- Extract this sample along with samples in step 6.
5. Prepare 2 Total Recovery tubes (TR).

- Pipette 200 i **I-vasopressin tracer into two TR tubes.

- Add 100 i assay buffer and mix.

- Cap and set aside these tubes to be counted for recovery calculation.
6. Add 4 mL chilled ethanol to each sample (tubes E) and Recovery Tube (R).
7. Mix and vortex for 2 minutes.
8. Centrifuge all extraction tubes (E and R) at 2000 g. for 15 min. at 2-8° C.
9. Decant supernatant from each extraction tube into previous prepared clean, appropriately labelled 16 x 100 mm tubes.

10. Evaporate the supernatants under a stream of nitrogen to dryness (at max. 37° C), or evaporate by using a Vac-concentrator.

11. Reconstitute the dried samples by adding 0.8 mL assay buffer and vortex thoroughly.

12. Proceed RIA procedure immediately or store the extracted samples at -20° C up to two weeks before using in the assay.
13. Reconstitute the dried recovery sample (R) by adding 0.8 mL assay buffer and vortex thoroughly.

14. Pipette 300 ni of the reconstituted recovery sample tube (R) into two assay tubes.

15. Count the total recovery (TR) and recovery (R) tubes for at least two minutes in a gamma counter.

Recovery calculation
Calculate % recovery by dividing the cpm in the recovery tubes (R) by cpm in the total recovery tubes (TR) and multiply by 2.67:

% Recovery : cpm recovery tube (R) X 2.67 x 100%
cpm total recovery tube (TR)

Extraction recoveries should score values between 40-50%.

12 ASSAY PROTOCOL

All tests (calibrators, controls and samples) should be performed in duplicate.

A.  Preparation of calibrator solutions

Vasopressin
Dilution Reagent E concentration
(=calibrator a) 60 pmol/L
1000 i of Reagent E Calibrator b 30 pmol/L
+ 1000 ni assay buffer
vortex
1000 i of calibrator b Calibrator ¢ 15 pmol/L
+ 1000 ni assay buffer
Vortex
1000 i of calibrator ¢ Calibrator d 7.5 pmol/L
+ 1000 ni assay buffer
Vortex
1000 i of calibrator d Calibrator e 3.8 pmol/L
+ 1000 ni assay buffer
Vortex
1000 i of calibrator e Calibrator f 1.9 pmol/L
+ 1000 ni assay buffer
vortex
assay buffer 0 pmol/L
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Assay Procedure

=

After preparation of the calibrator solutions pipette 300 nlL of each calibrator, controls, each extract from plasma, or diluted urine into the
correspondingly labelled tubes.

Add 300 ni. assay buffer (Reagent D) to the max binding (0 pmol/L binding) tubes and 500 assay buffer to the blank tubes (NSB).
Add 200 ni. vasopressin antiserum (Reagent A) to all tubes, except blank (NSB) and total counts (TC) tubes.

Vortex all tubes and incubate at 4° C for 18-24 hours.

Add 200 ni '?*|-vasopressin (Reagent B) to all tubes.

Vortex all tubes and incubate at 4° C for 18-24 hours.

While stirring continuously add 100 ni double antibody solid phase (Reagent C) to all tubes, except TC tubes.

Vortex and incubate 30-60 minutes at 4° C.

. Centrifuge all tubes for 15 min. at 1700 g at 4° C.

10. Decant or aspirate supernatant.

11. Count residue for 2-4 min.

CENPORON

Assay Calibrator Anti- 125I-Vasopressin Double antibody
buffer or Vasopressin solid phase
sample or

(D) contr. (A) (B) ©
Total Counts (TC) - - - Vortex 200 mL Vortex - Vortex Centrifuge
Blank (NSB) 500 nmL - - and 200 nmL and 100 nmL and for 15
St. 0 pmol/L 300 mL - 200 mL incubate 200 mL incubate 100 nmL incubate minutes at
St. 1.9 pmol/L - 300 mL 200 mL for 18-24 | 200 nL for 18-24 100 nmL for 30-60 1700 g at
St. 3.8 pmol/L - 300 mL 200 mL hrs 200 nmL hrs 100 nmL minutes 4° C.
St. 7.5 pmol/L - 300 mL 200 mL at +4° C. 200 nmL at+4° C 100 nmL at Aspirate or
St. 15 pmol/L - 300 mL 200 mL 200 nmL 100 nmL 4° C decant the
St. 30 pmol/L - 300 mL 200 mL 200 nmL 100 nmL supernatant.
St. 60 pmol/L - 300 mL 200 mL 200 nmL. 100 nmL Count the
Controls - 300 mL 200 mL 200 nmL 100 nmL residue for 2-4
Unknown sample - 300 mL 200 mL 200 nmL 100 nmL minutes.

C. Calculation

- Subtract the average count rate (cpm) of the NSB from the average count rate (cpm) of the replicates of calibrators, controls and patient
samples.

- A calibration curve can be generated by plotting cpm, % B/Bo or % B/T of precipitated bound fraction against the concentration of the vaso-
pressin calibrators.

- To obtain the vasopressin concentration in the extracted patient samples and controls, their com, % B/Bo or % B/T of precipitated bound
fractions are interpolated now from the generated calibration curve.

- The calibration curve can also be constructed by computer methods. For automated data reduction, both logit/log and Spline methods can be
used.

- Correct plasma and urine values for % extraction recovery.

Urine: calculate the 24 hour vasopressin excretion:

Vasopressin pmol/L x dilution x 24 hours urine volume in L.
This calculation provides vasopressin concentration in pmol/24 hours.

D. Calibration Curve Data

Average Corrected % Results
cpm cpm B/Bo (pmol/L)
Total counts 11107
NSB 555
Calibrator 0 pmol/L 4770 4215 100
Calibrator f 1.9 pmol/L 4340 3785 89.8
Calibrator e 3.8 pmol/L 3739 3184 75.5
Calibrator d 7.5 pmol/L 3135 2580 61.2
Calibrator ¢ 15 pmol/L 2199 1644 39.0
Calibrator b 30 pmol/L 1490 935 22.2
Calibrator a 60 pmol/L 1142 587 13.9
Control low 3741 3186 75.6 4.0
Control high 1769 1214 28.8 211
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13 EXAMPLE OF CALIBRATION CURVE

B/Bo %
120 1

100 -

80 -

60 -

40 -

20

VASOPRESSIN CALIBRATION
CURVE

14 ASSAY CHARACTERISTICS

14.1 Precision

Within-run Between-run
n mean SD %cC.v. n mean SD %cC.v.
pmol/L pmol/L
sample A 18 4.17 0.27 6.5 sample A 6 4.38 0.26 6.0
sample B 16 20.2 1.00 4.9 sample B 6 21.4 1.48 6.9

14.2 Calibration

This assay is calibrated against the first international

WHO calibrator 77/501

14.3 Recovery

Two different samples are spiked with different amounts of vasopressin calibrator

Sample Expected conc. Observed conc. % Recovery
(pmol/L) (pmol/L)
Al 9.2 9.8 106
A2 14.3 14.4 101
B1 9.6 10.0 104
B2 15.3 15.1 98
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14.4 Specificity

Vasopressin antiserum is raised in rabbits.
The following cross reactivities were measured at 50% binding (B/Bo)

Peptide % Crossreactivity
Arg® Vasopressin 100 %
Oxytocin <0.1%
Lys®-Vasopressin <0.1%
Desmopressin <0.1%
Arg® Vasotocin 80 %

14.5 Sensitivity
The sensitivity judged as 3 standard deviations change from zero calibrator is 0.5 pmol/L

14.6 Normal Range
Each laboratory should establish its own normal range of expected values.

Plasma: up to 13 pmol/L
Urine: 57 £ 22 pmol/24 hours urine
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1 BUT DU DOSAGE

La trousse RIA vasopressine de DIAsource contient des réactifs et les instructions pour la mesure quantitative de la vasopressine dans le plasma
ou l'urine. Aprés une extraction en phase solide (SPE) ou une extraction a I'éthanal, les concentrations en vasopressine du plasma sont mesurées
par une méthode radio-immunologique (RIA). Les concentrations en vasopressine de I'urine peuvent étre mesurées directement.

Uniquement pour un usage professionnel dans un laboratoire.

2 APPLICATION CLINIQUE

La vasopressine, ou hormone antidiurétique (ADH), est un nanopeptide cyclique d'un poids moléculaire de 1083. Sa structure est tres semblable
a celle de l'ocytocine, ne différant de celle-ci que de deux acides aminés. L'ADH endogéne posséde une activité antidiurétique et une activité sur
la tension, les deux approchant 400 unités par mg avec un rapport antidiurétique-vasopressine de 1, une demi-vie plasmatique biphasique de 2,5
et 14,5 minutes. L'ADH est synthétisée dans le noyau hypothalamique supra-optique et le noyau paraventriculaire chez les primates. Elle est
transportée par l'intermédiaire d'un flux axonal a I'hypophyse postérieure pour y étre stockée et éventuellement libérée. Les applications cliniques
de la méthode de dosage radio-immunologique de la vasopressine sont diabéte insipide, intoxication a I'eau psychogénique, hyponatrémie,
situations de stress, études de I'ADH en tant que neurotransmetteur et de I'hypertension. Les valeurs de 'ADH peuvent étre influencées par les
cigarettes, le thé, le café, l'alcool et certains médicaments.

3 PRINCIPE DE LA METHODE

Aprés une extraction en phase solide (SPE) ou une extraction a I'éthanol des échantillons de plasma, la vasopressine est analysée par méthode
radio-immunologique compétitive. La vasopressine urinaire peut étre mesurée directement. Cette méthode utilise un antisérum de lapin dirigé
contre la vasopressine et un traceur radioactif vasopressine 1'®. Les phases liées et libres sont séparées par un second anticorps lié a la phase
solide de particules. On procéde ensuite a une centrifugation. La radioactivité des fractions liées est mesurée et I'on génére une courbe de
calibration typique. Les valeurs des échantillons extraits sont corrigées pour la récupération d'extraction.

4 PRECAUTIONS

Le matériel dérivé du sang humain et utilisé dans la préparation de cette trousse a été testé et trouvé négatif pour I'antigéne de surface de
I'hépatite B (HBsAQ), les anticorps anti-HCV et les anticorps HIV-1 et HIV-2. Manipuler cependant tous les composants comme étant une source
potentielle d'infection.

Ces trousses contiennent de I''*®

(demi-vie: 60 jours) émettant des radiations ionisantes X (28 keV) et y (35,5 keV).

Le matériel radioactif inclus ne peut étre regu, acquis, possédé et utilisé que par des médecins, des laboratoires cliniques ou des hopitaux qui
réalisent des tests cliniques ou de laboratoire in vitro n'impliquant pas I'administration interne ou externe du matériel, ou de la radiation provenant
de celui-ci, a des étres humains ou a des animaux. Ces réception, acquisition, possession, utilisation et transfert sont soumis a la réglementation
de chaque pays.

Le respect des regles de base de sécurité du travail avec des produits radioactifs assure une protection adéquate.

- Ne pas manger, boire, fumer ou appliquer des produits cosmétiques dans les lieux ou du matériel radioactif est utilisé.

- Ne pas pipeter de solutions radioactives avec la bouche.

- Euviter le contact direct avec tout matériel radioactif en utilisant des protections telles que tabliers de laboratoire et gants jetables.

- Tout travail avec du matériel radioactif doit étre effectué dans des endroits désignés.

- Le matériel radioactif doit étre conservé dans les conteneurs d'origine dans un endroit désigné.

- L'éguipement de laboratoire et la verrerie sujets a contamination doivent étre isolés pour éviter la contamination croisée de différents isotopes.
- Toute éclaboussure radioactive doit étre immédiatement traitée selon les procédures établies.

- Tout matériel radioactif doit étre jeté selon les réglementations courantes et les directives des organismes compétents en matiere de
laboratoire.

Les réactifs de cette trousse contiennent de I'azoture de sodium (0,05%). Le contact avec des canalisations en cuivre ou en plomb peut provo-
quer la formation et I'accumulation de dépdts d'azoture hautement explosifs. Lors de I'évacuation des réactifs dans les canalisations d'évacuation
des eaux usées, toujours rincer abondamment a I'eau pour prévenir la formation d'azotures métalliques. Les tuyauteries contaminées ou suspec-
tées d'étre contaminées par ces dépdts explosifs doivent étre rincées a fond par une solution d'hydroxyde de sodium a 10%.

5 PRELEVEMENT DE L'ECHANTILLON

Il est recommandé de soigneusement standardiser la préparation du patient et les conditions de la prise d'échantillon.

5.1 Vasopressine dans le plasma

- Prélever du sang dans un tube réfrigéré contenant de 'EDTA ou de I'héparine, chez un patient a jeun.
- Centrifuger a 4° C pour séparer le plasma.
- Congeler I'échantillon dans des tubes en plastique a -20° C jusqu'au moment de 'analyse.
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NOTE: La vasopressine (ADH) dans le plasma n'est stable a -20° C que pendant 4 semaines, ou jusqu'a 3 mois si I'on ajoute, apres extraction,
500 KIU de Trasylol (Bayer) par mL de sang.

5.2 Vasopressine dans l'urine

La vasopressine peut étre déterminée directement, sans extraction, dans l'urine humaine.
- Collecter un échantillon d'urines de 24 heures.

- Noter le volume d'urine.

- Mesurer 'osmolarité urinaire.

- Sil'échantillon n'est pas analysé immédiatement, garder une aliquote & -20° C.

- Mesurer les échantillons d'urine non dilués et dilués a 1:2, 1:4 ou plus.

6 REACTIFS ET MATERIEL REQUIS

- Pipettes (100 mi_, 200 L, 300 i, 1.00 mL, 2.00 mL, 5.00 mL)
- Distributeurs répétitifs (100 mi, 200 L)

- Cylindre gradué de 25 mL

- Tubes RIA en polystyréne (12 x 75 mm)

- Ethanol absolu (99%)

- Agitateur vortex.

- Centrifugeuse

- Baindeglace

- Vac-concentrator

- Azote gazeux

- Tubes en polystyréne ou en verre pour I'extraction (16 x 100 mm)
- Sep-pak C18 (Waters Ass Inc. art. 051910)

- Acide acétique a 4%

- Méthanol absolu (99%)

- HCIIN

- Compteur gamma

7 CONTROLE DE QUALITE

Des contrdles doivent étre réalisés dans chaque série d'analyses. Deux contréles sont inclus dans la trousse. Leur valeur est indiquée (sans la
procédure d'extraction) sur la feuille de contrdle de qualité et sur I'étiquette du flacon. Utiliser les contréles pour vérifier I'exactitude et la précision
des réactifs et des techniques, comme il est recommandé par le fournisseur du plasma de contrle et conformément a la pratique des
laboratoires de référence. Chaque laboratoire doit établir sa propre récupération d'extraction sous ses propres conditions expérimentales.

8 DUREE DE CONSERVATION EN STOCK ET CONSERVATION

Cette trousse est stable jusqu'a la date d'expiration mentionnée si elle est conservée de la maniére spécifiée.

A laréception de la trousse, tous les réactifs doivent étre conservés entre 2 et 8° C.

Les réactifs reconstitués doivent étre conservés suivant le tableau de la section 10.

Les réactifs reconstitués sont stables comme l'indique le tableau de la section 10, mais pas apres la date d'expiration.

9 COMPOSANTS

Contenu de la trousse

1.| REAG | N | Ab | 1 flacon, anti-vasopressine lyophilisée (lapin) pour 100 tubes.
Couleur : jaune
2. |REAG| B | Ad | i | 1 flacon, 28 KBq ou 0.75 uCi. Lyophilisé. Activité spécifique : 62-77 MBg/nmol

(1700-2100 pCi/nmoal).
Couleur : bleu.

1 flacon, IgG de chévre anti-lapin liés a une phase solide.

3-| REAG| ¢} |DASP| ;
11 mL de suspension.

4. |REAG| D |ASSAY| BUF | 2 flacons, tampon phosphate 0,05 M avec 0,25 % de HSA, 0,25 % de sel dissodique d'EDTA,
0,05 % de NaNs3;, 500 KIU de Trasylol/mL. 2 x 50 mL (liquide)

5.| REAG | E | CAL | 1 flacon, 5,00 mL calibrateur vasopressine, 60 pmol/L. Lyophilisé dans un tampon de test.

6.| REAG | E |Comm|| 1 flacon, 2,00 mL contréle vasopressine bas. Lyophilisée.

7.| REAG | G |Comm|| 1 flacon, 2,00 mL contrdle vasopressine haut. Lyophilisé.
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10 PREPARATION DES REACTIFS

Réactif

Reconstituer chacun
des flacons avec

Stable a

Remarques particuliéres

Anti-vasopressine 22 mL Mélanger -20° C pendant
(Réactif A) d'eau distillée doucement | au moins 3 mois
apres la
reconstitution
Vasopressine 2’| 25 mL Mélanger -20° C jusqu'a la
(Réactif B) d'eau distillée doucement | date d'expiration
Double anticorps en phase solide | Prét al'emploi. Le entre2et8°C Si possible, pipeter le réactif avec un
(Réactif C) réactif de séparation jusqu'a la date distributeur répétitif
doit étre placé sur un d'expiration
mélangeur magnétique
pendant 10 minutes a
température ambiante
Tampon de test Prét a I'emploi entre2et8°C
(Réactif D) jusqu'a la date
d'expiration
Calibrateur Vasopressine 5,00 mL Mélanger -20° C pendant | Se référer au tableau pour la
60 pmol/L d'eau distillée doucement | au moins 3 mois | préparation de la courbe de
. apres la calibration
(Réactif E) reconstitution
Contréle vasopressine bas 2,00 mL Mélanger -20° C pendant | La valeur du contrdle se trouve sur
(Réactif F) d'eau distillée doucement | au moins 3 mois | I'étiquette du flacon et la feuille de
apres la CQ (sans extraction)
reconstitution
Contréle vasopressine élevé 2,00 mL Mélanger -20° C pendant | La valeur du contrdle se trouve sur
doucement | au moins 3 mois | I'étiquette du flacon et la feuille de

(Réactif G)

d'eau distillée

apres la
reconstitution

CQ (sans extraction)

PREPARER TOUSLESREACTIFS 15 MINUTES AVANT L'UTILISATION!

11 PREPARATION DE L'ECHANTILLON

Avant de commencer la procédure RIA, on peut utiliser deux méthodes différentes de préparation de I'échantillon:

Al : Extraction sur Sep-pak C18
A2 : Extraction a I'éthanol

Al: Procédure d'extraction sur Sep-pak C18
Colonne: cartouche Sep-pak C18 (Waters Ass. Inc. art. 051910)

Procédure: NE PAS EXTRAIRE NI LES CALIBRATEURS NI LES CONTROLES.

©NOGOA WD R

Pour estimer la récupération, ajouter une aliquote (200 pL) de traceur vasopressine I'*> & un échantillon de plasma pris au hasard et soumettre

Laver la colonne successivement avec 10 mL d'eau distillée, 5 mL de méthanol et 10 mL d'eau distillée.
Acidifier 1,0 mL d'échantillon de plasma avec 150 pL de HCL 1N.
Déposer cet échantillon acidifié dans la colonne.

Laver la colonne avec 20 mL d'acide acétique a 4%.

Eluer avec 4 mL de méthanol

Sécher le méthanol sous un courant d'azote ou d'air.
Reconstituer le résidu avec 1,0 mL du tampon de test.

Réaliser la procédure RIA immédiatement aprés ou conserver les échantillons extraits a -20°C.

I'échantillon de récupération a la méme procédure d'extraction.

Calcul de larécupération

1.

Préparer un tube d'estimation de la récupération (R).

Pipeter 1,0 mL d'un échantillon de plasma pris au hasard dans le tube de récupération (R). L'échantillon utilisé pour la récupération doit

avoir une matrice protéique semblable aux échantillons testés.
Ajouter 200 pL du traceur vasopressine 1'*® dans le tube R et mélanger.
Extraire cet échantillon en méme temps que les autres échantillons dans la procédure reprise ci-dessus.

Préparer deux tubes de récupération totale (TR).
Pipeter 200 ni du traceur vasopressine I'*® dans deux tubes TR.
Ajouter 100 ni du tampon de test et mélanger.
Fermer les tubes et les garder a part pour les compter afin de faire le calcul de récupération.
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Reconstituer I'échantillon de récupération séché (R) en ajoutant 1,0 mL de tampon de test et mélanger a fond au Vortex.

Pipeter 300 ni du tube de I'échantillon de récupération reconstitué (R) dans deux tubes a essai.

Compter la récupération totale (TR) et les tubes de récupération (R) pendant au moins deux minutes dans un compteur gamma.
Calculer le % de récupération en divisant les cpm des tubes de récupération (R) par les cpm des tubes de récupération totale (TR) et

multiplier par 3,33:

de récupération : cpm du tube de récupération (R)  x 3.33 x 100%
cpm du tube de récupération totale

Les valeurs des scores des récupérations d'extraction doivent se situer entre 60 et 80%.

A2: Procédure d'extraction a I'éthanol

NE PAS EXTRAIRE NI LES CALIBRATEURS NI LES CONTROLES.

1.

rpODN

6
7.
8
9.
10
11
12
13
14
15

Etiqueter un tube d'extraction (E) pour chacun des échantillons de patient. Etiqueter un tube (R) supplémentaire afin d'estimer la récupération
d'extraction.
Placer les tubes d'extraction et I'éthanol sur de la glace.
Pipeter 0,8 mL de chacun des échantillons dans les tubes d'extraction étiquetés correspondants (E).
Préparer un tube d'estimation de la récupération (R).
- Pipeter 0.8 mL d'un échantillon de plasma pris au hasard dans le tube de récupération (R). L'échantillon utilisé pour ce test de récupération
doit avoir une matrice protéique similaire a celle des échantillons testés.
- Ajouter 200 nL du traceur vasopressine I*** dans le tube R et mélanger.
- Extraire cet échantillon en méme temps que les autres échantillons a I'étape 6.
Préparer deux tubes de récupération totale (TR).
- Pipeter 200 ni du traceur vasopressine I'*® dans deux tubes TR.
- Ajouter 100 nml du tampon de test et mélanger.
- Fermer les tube et les garder a part pour les compter afin de faire le calcul de récupération.
Ajouter 4 mL d'éthanol réfrigéré a chacun des échantillons (tubes E) et au tube de récupération (R).
Mélanger au Vortex pendant 2 minutes.
Centrifuger tous les tubes d'extraction (E et R) a 2000 g. pendant 15 min. entre 2 et 8° C.
Décanter le surnageant de chacun des tubes d'extraction dans des tubes 16 x 100 mm déja préparés, lavés et étiquetés correctement.
. Evaporer les surnageants sous un courant d'azote jusqu'a ce qu'ils soient secs (& max. 37° C) ou évaporer en utilisant un Vac-concentrator.
. Reconstituer les échantillons séchés en ajoutant 0,8 mL de tampon de test et mélanger a fond au Vortex.
. Réaliser immédiatement la procédure RIA ou, avant de réaliser I'analyse, conserver les échantillons extraits a -20° C jusqu'a deux semaines.
. Reconstituer les échantillons de récupération séchés (R) en ajoutant 0,8 mL de tampon de test et mélanger a fond au Vortex.
. Pipeter 300 L du tube de I'échantillon de récupération reconstitué (R) dans deux tubes a essai.
. Compter les tubes de récupération totale (TR) et de récupération (R) pendant au moins deux minutes dans un compteur gamma.

Calcul de larécupération

Calculer le % de récupération en divisant les cpm des tubes de récupération (R) par les cpm des tubes de récupération totale (TR) et multiplier
par 2,67:

% de récupération: cpm du tube de récupération (R) X 2.67 x 100%

cpm du tube de récupération totale (TR)

Les valeurs des scores de récupération d'extraction doivent se situer entre 40 et 50%.

12

PROTOCOLE D'ANALYSE

Tous les tests (calibrateurs, controles et échantillons) doivent étre réalisés en double.

A.

Préparation des solutions de calibration
Concentration en
Dilution Réactif E vasopressine
(=calibrateur a) 60 pmol/L
1000 i de Réactif E Calibrateur b 30 pmol/L
+ 1000 ni. de tampon de test
vortex
1000 i of calibrateur b Calibrateur ¢ 15 pmol/L
+ 1000 ni de tampon de test
Vortex
1000 i of calibrateur ¢ Calibrateur d 7,5 pmol/L
+ 1000 ni de tampon de test
Vortex
1000 i of calibrateur d Calibrateur e 3,8 pmol/L
+ 1000 ni de tampon de test
Vortex
1000 i of calibrateur e Calibrateur f 1,9 pmol/L
+ 1000 ni de tampon de test
vortex
tampon de test 0 pmol/L
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Procédure d’analyse
Apres la préparation des solutions de calibration, pipeter 300 pL de chacun des calibrateur, contréles et extraits de plasma ou d'urine diluée
dans les tubes étiquetés correspondants.
2. Ajouter 300 pL de tampon de test (réactif D) aux tubes de liaison maximale (liaison 0 pmol/L) et 500 puL de tampon de test aux tubes des
blancs (NSB).
3. Ajouter 200 pL d'antisérum dirigé contre la vasopressine (réactif A) a tous les tubes, excepté aux tubes des blancs (NSB) et de comptage
total (TC).
Mélanger tous les tubes au Vortex et incuber a 4° C pendant 18 a 24 heures.
Ajouter 200 pL de vasopressine **® (réactif B) a tous les tubes.
Mélanger tous les tubes au Vortex et incuber a 4° C pendant 18 a 24 heures.
En agitant continuellement, ajouter 100 pL de double anticorps en phase solide (réactif C) a tous les tubes, excepté les tubes TC.
Mélanger au Vortex et incuber pendant 30 & 60 minutes & 4° C.
. Centrifuger tous les tubes pendant 15 minutes a 1700 g a 4° C.
10. Décanter ou aspirer le surnageant.
11. Compter le résidu pendant 2 & 4 minutes.

= m

© o N OA

tampon | Calibrateur Anti- Vasopressine | Double anticorps en
de test ou Vasopressine phase solide
échantillon
(D) ou contrble A) (B) (©)

Comptage Total (TC) - - - Mélanger 200 mL | Mélanger au - Mélanger au | Centrifuger
Blanc (NSB) 500 L - - au Vortex 200 mL | Vortex et 100 mL | Vortex et 15 min. a
St. 0 pmol/L 300 L - 200 nL | et incuber 200 nL | incuber 100 nL | incuber 1700 g a +4°
St. 1,9 pmol/L - 300 mL 200 L | pendant 200 mL | pendant 100 mL | pendant C.
St. 3,8 pmol/L - 300 L 200 | 18424 200nL | 18a24 100nL | 30a60 Aspirer ou
St. 7,5 pmol/L - 300 mL 200 L | heures a 200 mL | heures a 4° 100 mL | minutes a décanter le
St. 15 pmol/L - 300 L 200nL |4°C 200nmL | C 100nmL |4°C surnageant.
St. 30 pmol/L - 300 L 200 mL 200 nmL 100 nmL Compter le
St. 60 pmol/L - 300 L 200 mL 200 nmL. 100 nmL résidu pendant
Contrdles - 300 L 200 mL 200 nmL 100 nmL 2 a4 minutes.
Echantillon inconnu - 300 L 200 nmL 200 mL 100 L

C. Calculation

- Soustraire le taux de comptage moyen (CPM) des tubes NSB du taux de comptage (CPM) des calibrateurs, contréles et échantillons des
patients analysés en double.

- Générer une courbe de calibration en reportant les cpm, % B/Bo ou % B/T ou la fraction liée précipitée en fonction de la concentration des
calibrateurs vasopressine.

- Pour obtenir la concentration en vasopressine des échantillons extraits et des contrdles, interpoler leur cpm, % B/Bo ou % B/T ou fraction liée
précipitée a partir de la courbe de calibration générée.

- La courbe de calibration peut également étre construite par des méthodes informatiques. Pour une réduction des données automatisées, on
peut utiliser les deux méthodes logit/log et Spline.

- Corriger les valeurs plasmatiques et urinaires par le % de récupération d'extraction.

Urine: calculer I'excrétion de la vasopressine sur 24 heures:
Vasopressine en pmol/L x la dilution x le volume d'urine de 24 heures en L.
Ce calcul fournit la concentration en vasopressine en pmol/24 heures.

D. Données de la courbe de calibration

cpm cpm % Résultats
moyen corrigé B/Bo (pmol/L)
Comptages totaux 11107
NSB 5565
Calibrateur 0 pmol/L 4770 4215 100
Calibrateur f 1,9 pmol/L 4340 3785 89,8
Calibrateur e 3,8 pmol/L 3739 3184 75,5
Calibrateur d 7,5 pmol/L 3135 2580 61,2
Calibrateur ¢ 15 pmol/L 2199 1644 39,0
Calibrateur b 30 pmol/L 1490 935 22,2
Calibrateur a 60 pmol/L 1142 587 13,9
Controdle bas 3741 3186 75,6 4,0
Contrble élevée 1769 1214 28,8 21,1
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13 EXEMPLE DE COURBE DE CALIBRATION

B/Bo %
120 +

VASOPRESSIN

COURBE DE CALIBRATION

60
pmol/L

14 CARACTERISTIQUES DE L'ANALYSE

14.1 Précision

Intra-essai Inter-essai
n |moyenne |DS %cC.v. n moyenne [DS %cC.v.
pmol/L pmol/L
échantillon A |18 4,17 0,27 6,5 échantillon A | 6 4,38 0,26 6,0
échantillon B |16 20,2 1,00 4,9 échantillonB | 6 21,4 1,48 6,9

14.2 Calibration

Cette analyse est calibrée par rapport au premier calibrateur international de 'OMS
77/501

14.3 Récupération

Deux échantillons différents ont été enrichis par différentes quantités du calibrateur vasopressine

Echantillon Conc. attendue Conc. observée % de récupération
(pmol/L) (pmol/L)
Al 9,2 9,8 106
A2 14,3 14,4 101
B1 9,6 10,0 104
B2 15,3 15,1 98
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14.4 Spécificité

L'antisérum vasopressine est produit chez le lapin.
Les réactivités croisées suivantes ont été mesurées a 50% de liaison (B/Bo)

Peptide % de réactivité croisée
Vasopressine Arg® 100 %
Ocytocine <0,1 %
Vasopressine Lys® <0,1 %
Desmopressine <0,1%
Vasotocine Arg® 80 %

14.5 Sensibilité
La sensibilité estimée comme un changement de 3 déviations standards par rapport au calibrateur zéro est de 0,5 pmol/L.

14.6 Fourchette de valeurs normales
Chaque laboratoire doit établir ses propres fourchettes de valeurs attendues.

Plasma: en-dessous de 13 pmol/L
Urine: 57 £ 22 pmol/urines de 24 heures
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VASOPRESSIN-RIA

C€ e

KIPERB319
IN-VITRO-DIAGNOSTIKUM

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue de I'Industrie 8, B-1400 Nivelles, Belgium - Tel: +32 67 88 99 99 - Fax: +32 67 88 99 96

1 ZWECKBESTIMMUNG

The DIAsource vasopressin-ria kit contains reagents and instructions for the quantitative measurement of vasopressin in plasma or urine. After
solid phase extraction (SPE) or ethanol extraction the plasma vasopressin concentrations are measured by radioimmunoassay (RIA). Urine
vasopressin concentrations can be measured directly.

Fir den professionellen Gebrauch im medizinisch-diagnostischen Labor.

2 KLINISCHE ANWENDUNG

Vasopressin, oder Antidiuretisches Hormon (ADH), besteht aus neun Aminoséauren, die in einem Ring angeordnet sind, und hat ein
Molekulargewicht von ungefahr 1.060. Vasopressin zeigt eine sehr ahnliche Struktur zum Oxytocin, die sich in nur zwei Aminos&auren voneinander
unterscheiden. Endogenes ADH hat eine antidiuretische und Osmolaritat-regulatorische Funktion. Es zeigt eine bi-phasische
Plasmahalbwertszeit von 2,5 und 14,5 Minuten. ADH wird im Hypothalamus synthetisiert und anschlieBend zur Aufbewahrung und eventuellen
Freisetzung zum Hypophysenhinterlappen transportiert. Als klinische Indikation der Vasopressinbestimmung gelten vor allem der Diabetes
insipidus, Hyponatréemie und Strebedingungen; ADH als Neurotransmitter und bei Bluthochdruckstudien. ADH-W erte kénnen durch Zigaretten,
Tee, Koffein, Alkohol und einige Drogen beeinfluf3t werden.

3  TESTPRINZIP

Nach einem Solid-Phase (SPE) oder Ethanol-Extraktionsschritt der Plasmaproben, wird Vasopressin durch einen kompetitiven
Radioimmunoassay bestimmt. Vasopressin im Urin kann direkt gemessen werden. Dieser RIA verlauft unter Anwendung eines Kaninchen-Anti-
Vasopressin-Antiserums sowie eines Vasopression-'**|Tracers.

Gebundene und frei Phase werden durch einen zweiten Antikorper, der an eine feste Phase gebunden ist, getrennt und anschlieBend
zentrifugiert. Die Radioaktivitét in der gebundenen Fraktion wird gemessen unter Zugrundelegung einer kalibrationskurve. Die aus der extrahierten
Probe erhaltenen Werte werden durch die Extraktionswiederfindung korrigiert.

4  VORSICHTSMASSNAHMEN

Nur zum in vitro Gebrauch. Dieser Kit enthélt 2

| (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende X (28 keV) und y (35.5 keV) Strahlungen emittiert.
Es ist notwendig, dass die fiir das Labor verantwortliche Person mit den im jeweiligen Land gliltigen, gesetzlichen Bestimmungen im Umgang mit
radioaktivem Material vertraut ist.

Alle Reagenzien dieses Testbestecks, die humanes Material enthalten, ergaben bei der Priifung auf HCV, HBsAg bzw. Antikorper gegen HIV /II-
Virus ein negatives Ergebnis. Trotzdem kann das Vorhandensein solcher infektidser Erreger nicht mit absoluter Sicherheit ausgeschlossen
werden. Die Reagenzien sollten deshalb wie potentiell infektidses Material behandelt werden.

Es sollten geeignete MaRBnahmen zum sicheren Umgang mit dem radioaktiven Material ergriffen werden. Nur autorisierte Personen sollten
Zugang zu den Reagenzien haben.

Die folgenden VorsichtsmaRnahmen sollten beim Umgang mit radioaktivem Material beachtet werden:

- Radioaktives Material muR in speziell ausgewiesenen Raumen gelagert werden, die fir nicht authorisiertes Personal nicht zuganglich sind.

- Der Umgang mit radioaktivem Material darf nur in speziell gekennzeichneten Raumen erfolgen.

- Vorsicht ist geboten vor oraler oder dermaler Aufnahme von radioaktiven Stoffen oder Kontamination von Kleidung. Nicht mit dem Mund
pipettieren.

- Bei der Testdurchfiihrung darf weder gegessen, getrunken oder geraucht werden.

- Es wird empfohlen Einmalhandschuhe zu tragen. Nach Gebrauch radioaktiven Materials Hande waschen.

- Beim Umgang mit radioaktivem Material sollten die Labortische mit absorbierendem, wegwerfbarem Material abgedeckt sein.

- Verschiittetes radioaktives Material sollte sofort aufgenommen werden und kontaminiertes Material als radioaktiver Abfall entsorgt werden.
Kontaminierte Tischoberflachen sollten mit einem Detergenz gesaubert werden.

Kitkomponenten enthalten Natriumazid. Kontakt mit Kupfer- oder Bleirohren kann zur Bildung von hochexplosiven Ablagerungen fuhren. Daher
beim Einbringen in Abflisse mit reichlich Wasser nachspiilen, was die Bildung von Metallaziden verhindert. Rohre, die wahrscheinlich dies
explosiven Ablagerungen enthalten vorsichtig mit 10%iger Natronlauge spiilen.
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5 PROBENGEWINNUNG
Es wird empfohlen, bei der Vorbereitung der Patienten und bei der Probenahme sorgféltig und standardisiert vorzugehen.

5.1 Vasopressin in Plasma

- Blut von niuichternen Patienten in ein gekihltes Probengefafld unter Zusatz von EDTA oder Heparin aufnehmen.
- Bei 4 °C zentrifugieren, um das Plasma abzutrennen.

- Proben in Plastikréhrchen bei —20°C bis zur Analyse einfrieren.

HINWEIS: Vasopressin (ADH) in Plasma ist bei -20° C nur fur 4 Wochen stabil, nach Zugabe von 500 KIU Trasylol (Bayer) pro mL Blut ist es
stabil fur bis zu 3 Monate.

5.2 Vasopressin in Urin

Vasopressin kann in Urin ohne Extraktion direkt bestimmt werden.

- 24 h-Urinprobe sammeln.

- Registrieren.

- Urin-Osmalaritét messen.

- Wenn die Probe nicht sofort analysiert wird, in Aliquots bei —20°C aufbewahren.

- Urinproben kénnen unverdiinnt oder in Verdinnungen von 1:2, 1:4 oder héher gemessen werden.

6 ERFORDERLICHE LABORGERATE UND HILFSMITTEL
(NICHT IM KIT ENTHALTEN)

Pipetten mit Einmalspitzen, 100, 200, 300 pl und 1,00, 2,00 und 5,00 ml.
Eppendorf-Mulitpipette fir Volumina 100 und 200 pl
MeRzylinder 25 ml

Einmal-Testrohrchen 12 x 75 mm, Polystyrol

Ethanol absolut (99%)

Vortexmixer

Zentrifuge

Eisbad

Vakuum-Ausristung

Stickstoffgas

Polystyrol- oder Glasréhrchen fur Extraktion (16 x 100 mm)
Sep-pak C18 (Waters Ass Inc. Kat.-Nr. 051910)
Essigsaure, 4%

Methanol absolut (99%)

1N HCI

Gammazahler

7  QUALITATSKONTROLLE

Die Kontrollen sollten mit jedem Testlauf gemessen werden. Im Kit sind zwei Kontrollen enthalten. Die Werte der Kontrollen (ohne
Extraktionsverfahren) sind auf dem QC-Zertifikat sowie auf den Etiketten angegeben. Es sollten weitere Kontrollen gemafd den Empfehlungen der
Plasmahersteller und in Ubereinstimmung mit Referenzlabors mitgefiihrt werden, um die Genauigkeit und Prézision der Reagenzien und
Techniken zu Giberwachen. Jedes Labor sollte die Wiederfindung des Extraktionsverfahrens bestimmen unter den jeweiligen experimentellen
Bedingungen.

8 LAUFZEIT UND LAGERUNG

Dieser Kit ist haltbar bis zum angegebenen Verfallsdatum, wenn er unter den angegebenen Bedingungen gelagert wird. Nach dem Empfang
sollten alle Reagenzien bei 2-8 °C gelagert werden.

Die rekonstituierten Reagenzien sollten gelagert werden wie in der Tabelle auf Abschnitt 10 angegeben. Die Haltbarkeit der rekonstituierten
Reagenzien ergibt sich ebenfalls aus der Tabelle auf Abschnitt 10, Uiberschreitet aber nicht das Verfallsdatum des Kits.

9 KOMPONENTEN DES KITS

l.| REAG | N | Ab | 1 vial, lyophilisiertes Anti-vasopressin (Kaninchen) fiir Réhrchen.
Farbe : Gelb.
2. |REAG| B | Ad | i | 1 vial, 28 KBq bzw. 0.75 uCi. Lyophilisiert. Spezif. Aktivitat : 62-77 MBg/nmol
(1700-2100 pCi/nmoal).
Farbe : Blau.

1 vial, ziege anti-Kaninchen IgG gebunden an eine Festphase.

3'| REAG | c | DASP | 11 mL Suspension.

4, |REAG| D |ASSAY| BUF | 2 vials, 0.05 M phosphatpuffer mit 0.25 % HSA, 0.25 % EDTA Dinatriumsalz,
0.05 % NaNs, 500 KIU Trasylol/mL. 2 x 50 mL (flussig)
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5]
|REAG| E |CAL|

6'| REAG| F |Contro||

7'|REAG| G |Control|

1 vial, 5.00 mL Vasopressin Standard, 60 pmol/L. Lyophilisiert in Assaypuffer.

1 vial, 2.00 mL lyophilisiertes Vasopressin Kontrolle, niedrig.

1 vial, 2.00 mL lyophiliziertes Vasopressin Kontrolle, hoch.

10 VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Komponente Jedes Flaschchen Lagerung /| Spezielle Hinweise:
rekonstituieren mit: Haltbarkeit:
Anti-Vasopressin 22 mL Vorsichtig -20° C fur mind. 3
(Reagenz A) bidest. Wasser mischen Monate nach
Rekonstitution
125I-Vasopressin 25 mL Vorsichtig -20° C  bhis zum
(Reagenz B) bidest. Wasser mischen Verfallsdatum des Kits
Doppel-Antikorper-Festphase | Gebrauchsfertig. 10 min 2-8° C bis zum|Das Reagenz kann mit einer
(Reagenz C) auf einem Magnetriihrer Verfallsdatum des Kits | Mehrfachpipette pipettiert
mischen. werden.
Assaypuffer Gebrauchsfertig. 2-8° C bhis zum
(Reagent D) Verfallsdatum des Kits
Vasopressin Kalibrator 5.00 mL Vorsichtig -20° C fur mind. 3 | Kalibrationskurve siehe Tabelle
60 pmol/L bidest. Wasser mischen Monate nach
(Reagenz E) Rekonstitution
Vasopressin 2.00 mL Vorsichtig -20° C fur mind. 3| Der Wert der Kontrolle ist dem
Niedrige Kontrolle bidest. Wasser mischen Monate nach | Etikett oder dem QC-Zertifikat
(Reagenz F) Rekonstitution zZu entnehmen (ohne
Extraktion).
Vasopressin 2.00 mL Vorsichtig -20° C fur mind. 3| Der Wert der Kontrolle ist dem
Hohe Kontrolle bidest. Wasser mischen Monate nach | Etikett oder dem QC-Zertifikat
(Reagenz G) Rekonstitution zZu entnehmen (ohne

Extraktion).

Alle Reagenzien sollten 15 min vor Beginn des Assays vorbereitet werden !

11 PROBENVORBEREITUNG

Vor Durchfiihrung des RIAs kénnen zwei verschiedene Extraktionsmethoden benutzt werden:

Al: Sep-pak C 18 Extraktion

A2: Ethanol-Extraktion

Al: Protokoll zur Extraktion mittels Sep-pak C 18 Saulchen

Verwendete Saule: Sep-pak C 18 cartridge (Waters Ass. Inc. art. 051910, Classic oder 020515, C18 Plus)

Kalibratoren und Referenzkontrollen werden nicht extrahiert.

©NOGOA WD R

Um die Wiederfindung zu bestimmen, ein Aliquot (200 pl) 125 Jod Vasopressin-Tracer zu einer beliebigen Plasmaprobe geben und diese

Wiederfindungsprobe nach obigen Protokoll extrahieren.

Wiederfindung:

A. Herstellung einer Wiederfindungsprobe (R).

1 ml einer mit 150ul 1 N HCI angeséauerten Plasmaprobe in ein entsprechendes Wiederfindungsréhrchen pippetieren (R). Die verwendete
Probe sollte eine ahnliche Protein-Matrix haben wie die zu testenden Proben. 200 pl 125 Jod Vasopressin-Tracer in das Réhrchen (R) geben

und vortexen. Diese Probe analog des obigen Extraktions-Protokolls extrahieren.

B. Herstellung 2 Gesamt-Wiederfindungs-Rohrchens (TR, Doppelansatz). Je 200 pl 125 Jod Vasopressin-Tracer in 2 TR Roéhrchen

Waschen der Séaule mit 10 ml destilliertem Wasser, 5 ml Methanol und anschlieBend 10 ml destilliertem Wasser.
Ansé&uern von 1 ml Plasma mit 150 pl 1 N HCL.
Diese angeséuerte Probe auf die Saule geben.
Waschen der Saule mit 20 ml 4%iger Essigsaure.
Eluieren der Saule mit 4 ml Methanol.
Eindampfen des Methanols unter einem Stickstoff oder Sauerstoff-Strom.

Rekonstitution des getrockneten Restes in 1 ml Assaypuffer.

Die RIA-Testdurchfuhrung unmittelber danach anschlieen, oder die extrahierten Proben bei -20 °C lagern.

pipettieren, 100 pl Assay-Puffer hinzugeben und vortexen, Réhrchen verschlief3en und zur Seite stellen.

C. Die getrocknete Wiederfindungs-Probe (R) durch Zusatz von 1,0 ml Assay-Puffer rekonstituieren und griindlich vortexen.
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D. Je 300 pl der rekonstituierten Wiederfindungs-Probe (R) in 2 Assay-Réhrchen pipettieren.
E. Die totalen Wiederfindungs- (TR) und Wiederfindungs- (R) Réhrchen fir wenigstens 2 Minuten in einem Gammacounter zdhlen.

Berechnung der Wiederfindung:

Berechnung der Prozent-Wiederfindung durch Division der cpm in den Wiederfindungsrohrchen (R) durch die cpm der Total-
Wiederfindungsrohrchen (TR) und Multiplikation mit dem Faktor 3,33:
cpm Wiederfindungsrdhrchen (R)
o Wiederfindung = 3,33 1100%
cpm Totale Wiederfindungsrdhrchen (TR)

Die Extraktions-W iederfindung sollte im Bereich zwischen 60-80% liegen.
A.2: Ethanol Extraktion
KALIBRATOREN UND REFERENZKONTROLLEN WERDEN NICHT EXTRAHIERT

1. Fur jede Patientenprobe wird ein Extraktionsrohrchen beschriftet. Um die Extraktionswiederfindung zu bestimmen, wird ein zusétzliches
Réhrchen (R) gekennzeichnet.

2. Die Extraktionsrohrchen sowie den Alkohol auf Eis stellen.

3. 0,8 ml jeder Probe in die entsprechend gekennzeichneten Extraktionsréhrchen pipettieren.

4. Ein Roéhrchen zur Bestimmung der Wiederfindung (R) nach folgender Vorschrift herstellen: 0,8 ml eines Plasmas in das
Wiederfindungsrohrchen (R) pipettieren. Die fur die Wiederfindung verwendete Probe sollte eine &hnliche Proteinmatrix wie die zu testenden
Proben haben. 200 pl 125 I-Vasopressin-Tracer in das Roéhrchen (R) pipettieren und mischen. Diese Probe mit den anderen Proben in
Schritt 6 extrahieren.

5. Zwei Rohrchen zur Bestimmung der totalen Wiederfindung (TR) nach folgender Vorschrift herstellen: 200 pl 125 I-Vasopressin-Tracer in
zwei TR-Rohrchen pipettieren. 200 pl Assaypuffer hinzugeben und mischen. Dieses Roéhrchen verschlieRen und zur Berechnung der
Wiederfindung zur Seite stellen.

6. 4 ml gekuhltes Ethanol zu jeder Probe sowie Wiederfindungsréhrchen (R) pipettieren.

7. Mischen und 2 Minuten vortexen.

8.  Alle Extraktionsréhrchen bei 2.000g fir 15 Minuten bei 2-8 °C zentrifugieren.

9. Den Uberstand aus jedem Extraktionsrohrchen in ein neues sauberes, vorher gekennzeichnetes 16 x 100 mm Réhrchen tiberfiinren.

10. Die Uberstande unter einem Stickstoffstrom bei max. 37 °C zur Trockne evaporieren.

11. Die getrockneten Proben durch Zugabe von 0,8 ml Assaypuffer rekonstituieren und griindlich vortexen.

12. Die RIA-Testdurchfiihrung unmittelber danach anschlief3en, oder die extrahierten Proben bei -20 °C fiir bis zu 2 Wochen lagern.

13. Die getrocknete Wiederfindungsprobe (R) durch Zugabe von 0,8 ml Assaypuffer rekonstituieren und griindlich mischen.

14. 300 pl der rekonstituierten Wiederfindungsprobe (R) in zwei 12 x 75 mm Réhrchen pipettieren.

15. Totale Wiederfindung (TR) und Wiederfindung (R) fir wenigstens 2 Min. in einem Gamma counter messen.

Berechnung der Wiederfindung:

Die Wiederfindung in % wird durch Division der cpm in dem Wiederfindungsrohrchen (R) durch die cpm in den totalen Wiederfindungsréhrchen
(TR) und Multiplikation mit dem Quotienten 2,67 x 100% berechnet. Die Wiederfindung der Extraktion liegt im Bereich zwischen 40-50%.

12 TESTDURCHFURUNG

Alle Tests (Kalibratoren, Kontrollen und Proben) sollten in Doppelbestimmungen durchgefuihrt werden.

A. Herstellung der Kalibratorlésungen

Vasopressin
Verdiunnung Reagenz E Konzentration
(=Kalibrator a) 60 pmol/L
1000 L. Reagenz E Kalibrator b 30 pmol/L
+ 1000 i Assaypuffer
vortexen
1000 i Kalibrator b Kalibrator ¢ 15 pmol/L
+ 1000 i Assaypuffer
vortexen
1000 i Kalibrator ¢ Kalibrator d 7.5 pmol/L
+ 1000 i Assaypuffer
vortexen
1000 i Kalibrator d Kalibrator e 3.8 pmol/L
+ 1000 i Assaypuffer
vortexen
1000 i Kalibrator e Kalibrator f 1.9 pmol/L
+ 1000 i Assaypuffer
vortexen
Assaypuffer 0 pmol/L

Kata ognummer: KIPERB319 Beipackzettelnummer : 1701107/de Nummer der Originaausgabe : 090608/1



B. Assay-durchfiihrung

. Bendtigte Réhrchen (Doppelbestimmungen) fur Totalaktivitat (T), NSB, Kalibratoren, Nullkalibrator (Bo), Kontrollen und Proben vorbereiten.
2. 300 pl eines jeden Standard, Kontrolle und 300 pl jedes Plasmaextraktes oder verdiinnten Urins in die entsprechend gekennzeichneten
Réhrchen pipettieren.
3. 300 pl Puffer zu den Maximale-Bindung (0 pmol/l-Bindung)-Réhrchen und 500 pl Puffer zu den Blank-Rohrchen pipettieren.
4. 200 pl Antiserum in alle Réhrchen (auBer NSB und T) pipettieren. Mischen und Réhrchen mit Parafilm oder Alufolie abdecken.
5. Alle Réhrchen vortexen und bei 2 — 8 °C fur 18 —24 Stunden inkubieren.
6. 200 pl Vasopressin 125I-Tracer in alle Réhrchen geben.
7. Alle Réhrchen vortexen und bei 2 — 8 °C fur 18 — 24 Stunden inkubieren.
8.  Wahrend kontinuierlichen Rihrens werden 100 pl des Trennungsreagenzes in alle Rohrchen pipettiert, ausgenommen TA-Roéhrchen.
9.  Vortexen und 30 — 60 Minuten bei 2 — 8 °C inkubieren.
10. Alle Réhrchen fiir 15 Minuten bei 2 — 8 °C zentrifugieren (1700 g).
11. Den Uberstand absaugen oder dekantieren.
12. Den Riickstand fir 2 — 4 Minuten messen.

Wichtig: Alle Reagenzien sind auf den Boden der Réhrchen zu pipettieren um vollstdndiges Durchmischen zu gewéhrleisten.

Assay- | Kalibrator | Anti- HSI-Vasopressin Doppel-Antikérper-
puffer Probe oder | Vasopressin Festphase
Kontrolle

(D) (A) ®) ©
Total Counts (TC) - - - Vortexen 200 L Vortexen - Vortexen 15 min bei
Blank (NSB) 500 L - - und 200 mL und 100 L und 1700 g und
St. 0 pmol/lL 300 mL - 200 L fur 200 L fur 100 L fur 4° C zentrifu-
St. 1.9 pmol/L - 300 L 200 mL 18-24 h|200nL 18-24 h bei | 100 n_ 30-60 min | gieren.
St. 3.8 pmol/L - 300 L 200 mL bei +4° C| 200 +4° C inku- | 100 m_ bei +4° C | Dekantieren
St. 7.5 pmol/L - 300 mL 200 L inku-bieren | 200 n_ bieren 100 L inku-bieren | und Radio-
St. 15 pmol/L - 300 mL 200 L 200 nm_ 100 L aktivitat der
St. 30 pmol/L - 300 nL 200 L 200 L 100 nm_ Pellets
St. 60 pmol/L - 300 L 200 . 200 . 100 messen
Kontrollen - 300 L 200 ni 200 L 100 i (2-4 min).
Proben - 300 i 200 m_ 200 m_ 100 m_

C. Testauswertung

1. Subtraktion der mittleren Counts (cpm) der NSB von den mittleren Counts (cpm) fiir die Duplikate der Kalibratoren, Referenzkontrollen und
Patientenproben.

2. Eine Kalibrationskurve wird erstellt durch Auftragen der cpms oder % B/Bo der prazipierten gebundenen Fraktion gegen die Konzentration
der Vasopressin-Standards.

3.  Um die Vasopressin-Konzentration in den extrahierten Patientenproben und Referenzkontrollen zu erhalten, werden diese aus der
Kalibrationskurve gegeniiber den cpms oder % B/Bo der prazipierten gebundenen Fraktion abgelesen.

4. Die Kalibrationskurve kann auch durch eine Computermethode errechnet werden. Fir eine automatische Datenreduktion kénnen sowohl
logit/log- oder Spline-Methoden verwendet werden.

5. Die Plasma- und Urinwerte werden um die prozentuale Extraktions-W iederfindung korrigiert.

Urin: Die 24-Stunden-Vasopressinausscheidung wird wie folgt berechnet: ADH pmol/l x Verdiinnung x 24-Stunden-Urinvolumen in L. Diese
Berechnung ergibt eine Vasopressin-Konzentration von pmol/24 Stunden.

D. Beispiel einer Kalibrationskurve

Mittelwert Korrigierte % Ergebnis
cpm cpm B/Bo (pmol/L)

Total Counts 11107

NSB 555

Kalibrator 0 pmol/L 4770 4215 100

Kalibrator f 1.9 pmol/L 4340 3785 89.8

Kalibrator e 3.8 pmol/L 3739 3184 75.5

Kalibrator d 7.5 pmol/L 3135 2580 61.2

Kalibrator ¢ 15 pmol/L 2199 1644 39.0

Kalibrator b 30 pmol/L 1490 935 22.2

Kalibrator a 60 pmol/L 1142 587 13.9

Kontrolle, niedrig 3741 3186 75.6 4.0

Kontrolle, hoch 1769 1214 28.8 21.1
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13 TYPISCHE KALIBRATIONSKURVE

VASOPRESSIN STANDARD

CURVE
B/Bo %
100 1
90 1
80 1
70 1
60 1
50 1
40 1
30 1
20
07T
0 t t t t t i
0 10 20 30 40 50 60
pmol/L
14 TESTCHARAKTERISTIKA
14.1 Préazision
Intra-Assay Inter-Assay
n Mittel- SD % VK Mittel- SD % VK
pmol/L pmol/L
Probe A 18 14.17 0.27 [6.5 Probe A 4.38 0.26 (6.0
Probe B 16 ]20.2 1.00 4.9 Probe B 214 1.48 6.9
14.2 Kalibrierung
Dieser Assay ist kalibriert gegen den ersten internationalen Kalibrator
WHO 77/501
14.3 Wiederfindung
2 Proben wurden mit verschiedenen Mengen des
Vasopressin-kalibrator gespikt.
Probe Erwartete Konz. Gemessene Konz. % Wiederfindung
(pmol/L) (pmol/L)
Al 9.2 9.8 106
A2 14.3 14.4 101
B1 9.6 10.0 104
B2 15.3 15.1 98

14.4 Spezifitat
Kaninchen-Vasopressin

Die folgenden Kreuzreaktivitaten wurden bei 50% Bindung (B/Bo) gefunden:

Peptid

Arg® Vasopressin

Oxytocin

Lys®-Vasopressin
Desmopressin
Arg® Vasotocin

% Kreuzreaktivitat

100

<0.1

<0.1
<0.1

80
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14.5 Sensitivitat
Die Sensitivitat als die dreifache Standardabweichung des Nullstandards wurde bestimmt mit 0.5 pmol/L

14.6 Normalbereich

Jedes Labor sollte eigene Normalwertbereiche ermitteln.
Plasma: bis zu 13 pmol/L

Urin: 57 £ 22 pmol/24 h Urin
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VASOPRESSIN-RIA

C€ |

KIPERB319
DISPOSITIVO DIAGNOSTICO IN VITRO

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue de I'Industrie 8, B-1400 Nivelles, Belgium - Tel: +32 67 88 99 99 - Fax: +32 67 88 99 96

1 USO DEL KIT

Il kit Vasopressin-RIA DIAsource contiene i reattivi e le istruzioni per I'uso per la determinazione quantitativa della vasopressina in campioni di
plasma o urine. La concentrazione di vasopressina nel plasma viene determinata dopo un’estrazione in fase solida o con etanolo con un metodo
RIA; la vasopressina nelle urine viene determinata senza estrazione preliminare.

Per uso professionale in laboratorio.

2 APPLICAZIONI CLINICHE

La vasopressina, o ormone antidiuretico (ADH) € un nanopeptide ciclico con peso molecolare 1083. La sua struttura € molto simile a quella
dell'ossitocina dalla quale differisce per la sostituzione di due aminoacidi. L' ADH endogeno ha attivita antidiuretiche e vasopressorie, circa 400
unita per mg per entrambe le molecole, con un rapporto azione antidiuretica/azione vasopressoria uguale a 1, e un’emivita plasmatica bifasica
della durata di 2,5 e 14,5 minuti. L’ADH € sintetizzata nei primati nei nuclei sopraottici e paraventicolari dell'ipotalamo e viene trasportata dagli
assoni fino all'ipofisi posteriore dove viene immagazzinata e rilasciata. Le indicazioni cliniche del dosaggio RIA della vasopressina sono il diabete
insipido, l'intossicazione psicogena da eccesso d'acqua, I'iponatremia, le condizioni di stress, lo studio della molecola come neurotrasmettitore e
I'ipertensione. | valori circolanti di ADH possono essere influenzati dal consumo di sigarette, the, caffe, alcool e di alcuni farmaci.

3 PRINCIPIO DEL METODO

La concentrazione di vasopressina nel plasma viene determinata dopo un’estrazione in fase solida o con etanolo con un metodo RIA; la
vasopressina nelle urine viene determinata senza estrazione preliminare.

Il kit & un metodo radiocimmunologico competitivo che utilizza un anticorpo di coniglio diretto contro la vasopressina e vasopressina marcata con
125 Dopo Iincubazione, il marcato legato all'anticorpo viene precipitato con l'aggiunta di un secondo anticorpo legato a cellulosa. Le provette
vengono quindi centrifugate, decantate e contate con un contatore gamma; la concentrazione di vasopressina nei campioni viene calcolata per
interpolazione sulla curva calibratore. | valori finali di vasopressina nei campioni estratti vengono corretti per il fattore di recupero dell’estrazione.

4 PRECAUZIONI

'2%| (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) e y (35.5 keV) ionizzanti.

Solo per uso dianostico in vitro. Il kit contiene

1.  Alcuni reattivi presenti nel kit sono di origine umana e si sono rivelati negativi per HIV1 e HIV2, HBV e HCV. Questi reattivi devono
essere manipolati come in grado di trasmettere malattie infettive. Non sono disponibili metodi in grado di offrire la certezza assoluta che
questi o altri agenti infettivi siano assenti. Manipolare questi reattivi come potenziali fonti di infezioni. Manipolare tutti i campioni di
sangue come potenziali fonti di infezioni.

2. Alcuni reattivi contengono sodio azide come conservante, che puo reagire con piombo, rame o ottone presenti nelle tubature di scarico per
formare metallo-azidi esplosive. Smaltire questi reattivi facendo scorrere abbondante acqua negli scarichi. Le tubature eventuaimente
interessate da questi depositi esplosivi devono essere lavate con una soluzione di idrossido di sodio 10 %.

3. L'acquisto, la detenzione, I'utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono soggetti a regolamentazione locale. Le sostanze radioattive
devono essere conservate in propri contenitori in appositi locali che devono essere interdetti alle persone non autorizzate. Deve essere
tenuto un registro di carico e scarico del materiale radioattivo. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti secondo le norme locali di
radioprotezione.

Lo scrupoloso rispetto delle norme per I'uso di sostanze radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.

- Nei luoghi dove si usano sostanze radioattive non & consentito consumare cibi o bevande, fumare o usare cosmetici.

- Non pipettare materiale radioattivo con pipette a bocca.

- Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando si manipola materiale radioattivo.

- | banchi da lavoro devono essere sempre coperti con carta assorbente monouso.

- Il materiale di laboratorio e la strumentazione soggetta ad una possibile contaminazione devono essere dedicati all'uso di un singolo isotopo
per evitare cross-contaminazioni con isotopi differenti.

- Il materiale radioattivo eventualmente disperso nell'ambiente di lavoro deve essere immediatamente asportato con carta assorbente che deve
poi essere eliminata nei contenitori per rifiuti radioattivi solidi. Le superfici interessate devono essere lavate con un liquido decontaminante
adeguato.

Alcuni reattivi presenti nel kit contengono sodio azide (0,05 %), che pu0 reagire con piombo, rame o ottone presenti nelle tubature di
scarico per formare metallo-azidi esplosive. Smaltire questi reattivi facendo scorrere abbondante acqua negli scarichi. Le tubature che
dovessero dimostrarsi contaminate con depositi potenzialmente esplosivi devono essere lavate facendo scorrere abbondantemente una
soluzione al 10% di NaOH.
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5 RACCOLTA DEI CAMPIONI
E’ molto importante provvedere ad una attenta standardizzazione della preparazione dei pazienti e del condizioni di prelievo.

5.1 Vasopressinanel plasma

- Raccogliere i campioni da pazienti a digiuno in provette mantenute in bagno di acqua e ghiaccio e contenenti EDTA o eparina.
- Separare il plasma per centrifugazione a 4°C.

- Portare immediatamente il plasma a —20°C o a temperature inferiori fino al momento del dosaggio.

NOTA: La vasopressina (ADH) ¢ stabile -20° C nel plasma solo per 4 settimane, o fino a 3 mesi dopo I'aggiunta alle provette di 500 KIU di
Trasylol (Bayer) per mL di sangue intero; dopo I'estrazione.

5.2 Vasopressinanelle urine

La vasopressina puo eseere determinata direttamente in urine umane non estratte.

- Raccogliere le urine delle 24 ore.

- Registrare il volume delle urine.

- Misurare 'osmolarita delle urine.

- Se il dosaggio non viene eseguito immediatamente, conservare un’aliquota di urine a
-20° C.

- Misurare i campioni di urine senza diluizione o diluiti 1:2, 1:4 o a diluizioni maggiori.

6 MATERIALE RICHIESTO, MA NON FORNITO

Oltre alla normale attrezzatura di laboratorio, € richiesto il materiale seguente:
Acqua distillata

Micropipette di precisione con puntali monouso (100, 200, 300uL e 1 mL)
Pipetteda2 e 5 mL

Micropipette semiautomatiche 100 e 200 pL

Cilindro da 25 mL

Provette in polistirene 12 x 75 mm

Etanolo PA 99%

Agitatore tipo Vortex

Centrifuga refrigerata (min. 1700 x g)

Bagno di acqua e ghiaccio
125
Contatore gamma programmato per leggere  |.

Evaporatore centrifugo o sistema di evaporazione in corrente d'azoto
Provette in polistirene o in vetro per I'estrazione dei campioni (16 x 100 mm)
Sep-pak C18

Acido acetico 4%

Metanolo PA (99%)

HCI 1M

Contatore gamma

7 CONTROLLO DI QUALITA’

Utilizzare sempre i controlli. Con kit sono forniti 2 controlli che non devono essere estratti e i cui valori sono riportati sul foglio del controllo di
qualita e sulle etichette dei rispettivi flaconi. Utilizzare i controlli come indicato dal produttore e per verificare I'accuratezza e la precisione dei
reattivi e dell'attrezzatura di laboratorio.

E’ importante eseguire il test di recupero operando nelle stesse condizioni di estrazione dei campioni.

8 PREPARAZIONE E CONSERVAZIONE DEI REATTIVI

I kit & stabile fino alla data riportata sulla confezione se conservato come prescritto.

Conservare i reattivi prima della ricostituzione a 2-8°C. | reattivi ricostituiti sono stabili se conservati come prescritto nella tabella successiva, ma
non oltre la data riportata sull’etichetta di ciascun flacone.

9 CONTENUTO DEL KIT

1. 1 vial, anticorpo anti-vasopressina da coniglio, liofilizzato. Per 100 determinazioni.
| REAG | A | Ab | Colore : giallo.
2. |REAG| B | Aa | 25 | 1 vial, 28 KBq or 0.75 pCi. liofilizzato. Attivita specifica : 62-77 MBg/nmol
(1700-2100 pCi/nmoal).
Colore : blu.

1 vial, IgG anti coniglio da capra, legate a fase solida.

3.
| REAG | ¢ | DASP | Sospensione di 11 mL.

4.|REAG| D |ASSAY| BUF | 2 vials, tampone fosfato 0,05 M, pH 7.4 con HSA 0,25 %, EDTA-Na, 0,25 %, NaN3 0,05 %, Trasylol 500
KIU/mL 2 x50 mL (liquido).
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5]
|REAG| E |CAL|

6.
| REAG| F |Contro||

7.
|REAG| G |Control|

1 vial, calibratore di vasopressina, 5.00 mL, 60 pmol/L. Liofilizzato in tampone.

1 vial, controllo di vasopressina, livello basso, 2,0 mL.

1 vial, controllo di vasopressina, livello elevato, 2,0 mL.

10 PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Reattivo Ricostituzione Stabilita Note
Anti vasopressina 22 mL di acqua distillata | Agitare delicatamentel A —20°C, tre mesi
(Reattivo A) dopo ricostituzione

125
Vasopressina- | (Reattivo B)

25 mL di acqua distillata

Agitare delicatamente

A —20°C, fino alla
data di scadenza

Secondo anticorpo-fase solida
(Reattivo C)

Pronto per l'uso.

Il reattivo deve essere
agitato con agitatore
magnetico per 10 min a
temperatura ambiente

A 2-8°C, fino alla
data di scadenza

E’ possibile pipettare il
reattivo con una pipetta a
ripetione automatica

Tampone (Reattivo D)

Pronto per l'uso.

A 2-8°C, fino alla
data di scadenza

Calibratore di vasopressina, 60 5,0 mL di acqua distillata | Agitare A —20°C, tre mesi Fare riferimento alla tabella
pmol/L delicatamente dopo ricostituzione | per la preparazione della
(Reattivo E) curva calibratore

Controllo di vasopressina, livello
basso
(Reattivo F)

2,0 mL di acqua distillata

Agitare
delicatamente

A —20°C, tre mesi
dopo ricostituzione

La concentrazione del
controllo € riportata
sull’etichetta del flacone e
sul foglio del controllo di
qualita. Il controllo non deve
essere estratto

Controllo di vasopressina, livello
elevato
(Reattivo G)

2,0 mL di acqua distillata

Agitare
delicatamente

A —20°C, tre mesi
dopo ricostituzione

La concentrazione del
controllo € riportata
sull’etichetta del flacone e
sul foglio del controllo di
qualita. Il controllo non deve
essere estratto

RICOSTITUIRE | REATTIVI 15 MINUTI PRIMA DELL'USO

11 PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Prima del dosaggio RIA € necessario procedere all'estrazione dei campioni che pud essere eseguita secondo due diversi metodi:

Al : Estrazione con Sep-pak C18

A2 : Estrazione con etanolo

Al: Metodo per I'estrazione dei campioni di plasma con Sep-pak C18
Colonne: Cartucce Sep-pak C18 (Waters Ass. Inc. art. 051910)

Nota: NON ESTRARRE CALIBRATORE E CONTROLLI.

1.

PNOOE LN

Per stimare il recupero aggiungere 200 ni di marcato,vasopressina-

10 mL di acqua distillata.

precedenza.

Calcolo del recupero

al.

Acidificare 1.0 mL di campione con 150 ni di HCI 1M.
Applicare i campioni acidificati sulle colonne.

Lavare le colonne con 20 mL di acido acetico 4%.
Eluire con 4 mL di metanolo.

Portare a secco il metanolo in corrente di azoto.
Recostituire il residuo secco con 1.0 mL di tampone.
Eseguire immediatamente la procedura RIA, oppure conservare i campioni, previa estrazione, a -20°C.

Preparare una provetta per la stima del recupero (R).
Pipettare 1.0 mL di un campione nella provetta per il recupero (R). Il campione usato per il recupero deve avere una matrice proteica simile

a quello degli altri campioni che verranno estratti.

Lavare in successione le colonne con 10 mL di acqua distillata, 5 mL di metanolo e

125

Aggiungere 200 pL di vasopressina-'*®l nella provetta R e agitare su vortex.

Estrarre questo campione insieme agli altri come descritto in precedenza.

| ad un campione ed eseguire la procedura di estrazione come descritto in
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b/.  Preparare due provette per il controllo del recupero totale (TR).

- Pipettare 200 pL di vasopressina-">°I nelle provette TR.

- Aggiungere 100 nlL di tampone e agitare su vortex.

- Tappare e mettere da parte per il conteggio e il calcolo del recupero.

c/.  Recostituire il residuo secco del campione per la stima del recupero (R) con 1.0 mL di tampone e agitare su vortexc.

d/.  Pipettare 300 ni del campione per il recupero ricostituito (R) in due provette.

el.  Contare le provette (TR) e le provette (R) per aimeno due minuti con un contatore gamma.

Calcolare la percentuale di recupero dividendo le cpm delle provette (R) per le cpm delle provette (TR) e moltiplicare per 3.33:

Recupero % : cpm delle provette per il recupero (R) X 3.33 X 100%
cpm delle provette del recupero totale (TR)

Il recupero deve essere compreso tra 60 e 80%.

A2: Metodo per I'estrazione dei campioni di plasma con etanolo
Nota: NON ESTRARRE CALIBRATORE E CONTROLLI.

Mettere le provette e I'etanolo in bagno di acqua e ghiaccio.

Pipettare 0.8 mL di ciacun campione nelle rispettive provette (E).
Preparare una provetta per la stima del recupero (R).

PR

Numerare una provetta per I'estrazione (E) per ciascun campione. Numerare una provetta (R) per la stima del rcupero.

- Pipettare 0.8 mL di un campione nella provetta (R). |l campione usato per il recupero deve avere una matrice proteica simile a quello degli altri

campioni che verranno estratti.

- Aggiungere 200 pL di vasopressina-'?®

I nella provetta R e agitare su vortex.

- Estrarre questo campione insieme agli altri come descritto nei punti successivi.

5. Preparare due provette per il controllo del recupero totale (TR).
- Pipettare 200 pL di vasopressina-'*°| nelle provette TR.
- Aggiungere 100 L di tampone e agitare su vortex.
- Tappare e mettere da parte per il conteggio e il calcolo del recupero.

Agitare su vortex per 2 minuti.
Centrifugate tutte le provette (E e R) a 2000 g. per 15 min. a 2-8° C.

oo~

Aggiungere 4 mL di etanolo freddo a ciascuna provetta E e alla provetta R.

10. Evaporare i surnatanti in corrente di azoto (a max. 37° C) o con un evaporatore centrifugo a vuoto.

11. Ricostituire i residui secchi di ciascun campione con 0.8 mL di tampone e agitare a fondo su vortex.

Decantare il surnatante di tutte le provette per I'estrazione in nuove provette da 16 x 100 mm poortunamente numerate.

12. Procedere immediatamente con il dosaggio RIA.o conservare gli estratti a -20° C fine al momento del dosaggio. In queste condizioni gli

estratti sono stabili fino a 2 settimane.

13. Ricostituire il residuo secco del campione per il recupero (R) con 0.8 mL di tampone e agitare a fondo su vortex.
14. Pipettare 300 L del campione per il recupero ricostituito (R) in due provette.

15. Contare le provette (TR) e le provette (R) per almeno due minuti con un contatore gamma.

Calcolo del recupero

Calcolare la percentuale di recupero dividendo le cpm delle provette (R) per le cpm delle provette (TR) e moltiplicare per 2.67:

Recupero % : cpm delle provette per il recupero (R) X 2.67 x 100%
cpm delle provette del recupero totale (TR)

Il recupero deve essere compreso tra 40 e 50%.

12 METO DEL DOSAGGIO
Dosare in duplicato calibratore, controlli e campioni.

A.  Preparazione delle soluzioni di lavoro degli calibratore

Concentrazione di

Diluzione Reattivo E vasopressina
(=calibratore a) 60 pmol/L
1000 i di Reattivo E calibratore b 30 pmol/L
+ 1000 ni di tampone.
Agitare su vortex
1000 i of calibratore b calibratore ¢ 15 pmol/L
+ 1000 ni di tampone.
Agitare su vortex
1000 i of calibratore ¢ calibratore d 7.5 pmol/L
+ 1000 ni di tampone.
Agitare su vortex
1000 i of calibratore d calibratore e 3.8 pmol/L
+ 1000 ni di tampone.
Agitare su vortex
1000 i of calibratore e calibratore f 1.9 pmol/L
+ 1000 ni di tampone.
Agitare su vortex
tampone 0 pmol/L

Numero di Cataogo: KIPERB319 P.l. numero : 1701107/t

Revisione Numero : 090608/1



B. Dosaggio

1. Dopo la preparazione degli calibratore pipettare 300 ni di calibratore, controlli, Estratti ricostituiti dei campioni, o urine diluite nelle rispettive
provette

2. Aggiungere 300 nL di tampone (Reattivo D) nelle provette 0 pmol/L (capacita legante massima) e 500ni di tampone alle provette per gli
NSB.

3. Aggiungere 200 ni di anticorpo anti vasopressina (Reattivo B) in tutte le provette quelle per gli NSB e quelle per I'attivita totale.

4. Agitare su vortex e incubare 18 —24 ore a 4°C.

5. Aggiungere 200 il di vasopressina-**®| (Reattivo B) in tutte le provette

6. Agitare su vortex e incubare 18 —24 ore a 4°C.

7. Pipettare 100 pL di secondo anticorpo-fase solida (Reattivo C) mantenuto in sospensione in tutte le provette eccetto quelle per I'attivita totale.

8. Agitare su vortex e incubare 30 - 60 minuti a 4°C.

9. Centrifigare tutte le provette, eccetto quelle per I'attivita totale, 15 minuti a 1700 g a 4°C

10. Decantare con curai surnatanti.
11. Contare tutte le provette con un contatore gamma per 2-4 minuti.

Tampone | Calibratore Anti- Vasopressina-lzsl Secondo anticorpo
Campioni o Vasopressina
controlli
(D) (A) ®) ©
Att. totale (TC) - - - Agitare su | 200 m_ Agitare su - Agitare su Agitare su
NSB 500 L - - vortex e 200 mL vortex e 100 nmL vortex e vortex e
St. 0 pmol/lL 300 mL - 200 mL | incubare 200 L incubare 100 L incubare centrifugare
St. 1.9 pmol/L - 300 m_ 200 L | 18-24 ore | 200 m_ 18-24 orea | 100 nL 30-60 15 minuti a
St. 3.8 pmol/L - 300 m_ 200nL |a4°C 200nL [4°C 100 nL | minuti 1700ga
St. 7.5 pmol/L - 300 nL 200 m_ 200 L 100 mL a 4°C. 4° C,
St. 15 pmol/L - 300 L 200 L 200 L 100 ni_ Aspirare 0
St. 30 pmol/L - 300 L 200 L 200 L 100 nm_ decantare il
St. 60 pmol/L - 300 niL 200 nm_ 200 L 100 L surnatante.
Controlli - 300 nL 200 L 200 . 100 nL Contare la
Campioni - 300 L 200 nL 200 L 100 radioattivita del
precipitato per
2-4 minuti.
C. Calcolo dei risultati
1. Sottrarre la media delle cpm degli NSB degli calibratore dalle cpm dei replicati degli standard; sottrarre la media delle cpm degli NSB dei

campioni dalle cpm dei replicati dei controlli e dei campioni.

2. Generare la curva calibratore riportando in ordinata le cpm della frazione legata B o il rapporto di competizione B/T% e in ascissa le
concentrazioni degli calibratore.

3. Le concentrazioni di Gastrina in campioni e controlli vengono calcolate per interpolazione delle rispettive cpm della frazione legata B o
del rapporto di competizione B/T% sulla curva calibratore.

4. Se siusaun sistema di elaborazione computerizzato, usare il metodo di interpolazione Spline.

5. Correggere il valore ottenuto per recupero.

Urine: calcolare I'escrezione di vasopressina nelle 24 ore:
Vasopressina pmol/L x diluzione x volume in L delle urine delle 24 ore.
Questa equazione permette di calcolare la concentrazione di vasopressina in pmol/24 hours.

D. Curva Calibratore

Media delle cpm corrette B/Bo % Risultati
cpm (pmol/L)
Attivita totale 11107
NSB 555
Calibratore 0 pmol/L 4770 4215 100
Calibratore f 1.9 pmol/L 4340 3785 89.8
Calibratore e 3.8 pmol/L 3739 3184 75.5
Calibratore d 7.5 pmol/L 3135 2580 61.2
Calibratore ¢ 15 pmol/L 2199 1644 39.0
Calibratore b 30 pmol/L 1490 935 22.2
Calibratore a 60 pmol/L 1142 587 13.9
Controllo basso 3741 3186 75.6 4.0
Controallo alto 1769 1214 28.8 21.1

Numero di Cataogo: KIPERB319 P.I. numero : 1701107/it Revisione Numero : 090608/1



13 ESEMPIO CURVA CALIBRATORE

VASOPRESSIN STANDARD
CURVE

B/Bo %
100 1

90 1

80 1

70 T

60

50 1

40 1

30 1

20 1

107

0
pmol/L

14 CARATTERISTICHE DEL DOSAGGIO

14.1 Precisione

Intra saggio Inter saggio
n |media DS c.v.% n media DS c.v.%
pmol/L pmol/L
Camp. A 18 4.17 0.27 6.5 Camp. A 6 4.38 0.26 6.0
Camp. B 16 20.2 1.00 4.9 Camp. B 6 21.4 1.48 6.9

14.2 Calibrazione

WHO calibratore 77/501

Il dosaggio € calibrato contro il first international

14.3 Recupero
A due diversi compioni sono state aggiunte differenti quantita di calibratore di vasopressina
Campione Conc. attesa Conc. osservata Recupero%
(pmol/L) (pmol/L)
Al 9.2 9.8 106
A2 14.3 14.4 101
B1 9.6 10.0 104
B2 15.3 15.1 98

14.4 Specificita

L’anticorpo anti vasopressina € prodotto in coniglio.

Sono state calcolate le seguenti cross reazioni al 50% di legame (B/Bo)

Peptide

Arg® vasopressina
Ossitocina
Lys®-vasopressina

_Cross reazione %

100
<0.1
<0.1
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Desmopressina <0.1
Arg® vasotocina 80

14.5 Sensibilita
La sensibilita, calcolata come dose calcolata dalla curva calibratore della media — 3 DS delle cpm dello standard zero ¢ risultata essere 0.5
pmol/L.

14.6 Valori normali

Ogni laboratorio deve stabilire i propri intervalli normali di valori.
Plasma: fine a 13 pmol/L

Urine: 57 £ 22 pmol/24 ore
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VASOPRESSIN-RIA

KIPERB319
USO EN DIAGNOSTICO IN VITRO

C€

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue de I'Industrie 8, B-1400 Nivelles, Belgium - Tel: +32 67 88 99 99 - Fax: +32 67 88 99 96

1 APLICACION

El kit de la Vasopressin-RIA de DIAsource contiene reactivos e instrucciones para la medicién cuantitativa de la vasopresina en plasma u orina.
En las mediciones en plasma, después de una extraccion de fase solida (SPE) o de una extraccion de etanol, las concentraciones de
vasopresina se miden mediante un radioinmunoensayo (RIA). Las concentraciones de vasopresina en orina pueden medirse directamente.

Solo para uso profesional en el laboratorio.

2 APLICACION CLINICA

La vasopresina, también conocida como hormona antidiurética (ADH), es un nanopéptido ciclico con un peso molecular de 1083. Su estructura
se parece mucho a la de la oxitocina, de la que difiere solamente en dos aminoacidos. La ADH enddgena posee una actividad antidiurética y
presora, ambas aproximandose a 400 unidades por mg, con una razén antidiurética / vasopresina de 1, y una media vida bifasica en plasma de
2,5y 14,5 minutos. La ADH se sintetiza en el nicleo supradptico del hipotdlamo y en los nucleos paraventriculares de los primates y es
transportada mediante flujo axonal a la hipdfisis posterior, donde se almacena para su ulterior liberacién. La aplicacion clinica del
radioinmunoensayo de vasopresina es el diagnéstico de la diabetes insipida, la intoxicacién de agua psicogena, la hiponatremia, los trastornos de
estrés, la ADH como neurotransmisor y los estudios de hipertension. Los valores de ADH pueden verse alterados por el consumo de tabaco, té,
café, alcohol y algunos farmacos.

3 PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Después de una extraccion de fase soélida (SPE) o de una extraccion con etanol de las muestras de plasma, la vasopresina se mide mediante un
radioinmunoensayo competitivo. La vasopresina contenida en la orina se puede medir directamente. Este ensayo utiliza un antisuero de conejo
anti-vasopresina y un trazador de vasopresina radioiodada [I-'?°]. Las fases fijadas y libres se separan mediante un doble anticuerpo ligado a
particulas en fase solida, y después se centrifugan. Seguidamente se mide la radiactividad de las fracciones fijadas y se puede generar una
curva de calibracion tipica. Los valores de las muestras extraidas se corrigen para la recuperacion de extraccion.

4 PRECAUCIONES
Todos los materiales derivados de sangre humana y utilizados en la preparacion de este kit fueron probados y dieron negativo para el antigeno de

superficie de la hepatitis B (HBsAg), los anticuerpos del HCV y los anticuerpos del HIV-1 y HIV-2. Aln asi, manejar todos los componentes
como si fueran una posible fuente de infeccion.
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Este kit contiene 1" (vida media : 60 dias) emisor de rayos X (28 keV) y de rayos y (35.5 keV) ionizantes.

Los materiales radiactivos incluidos podran ser recibidos, adquiridos, poseidos y utilizados sélo por médicos, laboratorios clinicos o hospitales
para pruebas in vitro o de laboratorio sin que los materiales, ni la radiacion derivada de ellos, puedan ser administrados interna o externamente a
seres humanos o animales. Su recepcioén, posesion, uso y transferencia estan sujetos a la regulacién de cada pais.

El respeto de las reglas basicas de seguridad sobre radiactividad deberia proporcionar una proteccion adecuada.

- No comer, beber, fumar o utilizar cosméticos donde se estén utilizando materiales radiactivos.

- No pipetear soluciones radiactivas con la boca.

- Evitar el contacto directo con todos los materiales radiactivos mediante la utilizacién de articulos tales como batas de laboratorio y guantes
no reutilizables.

- Todo el trabajo radiologico debe hacerse en un area especifica.
- Los materiales radiactivos deben almacenarse en sus envases originales en un area especifica.

- El equipo del laboratorio y toda la cristaleria, que estan sujetos a contaminacion, deberian segregarse para evitar una contaminacién cruzada
de radioisotopos diferentes.

- En caso de derrame, el material radiactivo debe recogerse inmediatamente de acuerdo con los procedimientos establecidos al respecto.

- Todos los materiales radiactivos se deben eliminar de acuerdo con las regulaciones y pautas de la autoridad con jurisdiccion sobre el
laboratorio.

Los reactivos en este kit contienen azida sédica (0,05%). La azida sédica puede reaccionar con el plomo y el cobre de las tuberias formando
azidas metélicas altamente explosivas. A la hora de verter los residuos en las tuberias, utilizar un gran volumen de agua para evitar que se
forme este tipo de azidas. Asimismo, también se deberia verter ocasionalmente un 10% de hidréxido de sodio en las tuberias de metal.
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5 RECOGIDA DE LA MUESTRA
Se recomienda estandarizar con cuidado la preparacién del paciente y las condiciones de muestreo.

5.1 Vasopresinaen plasma

- Extraer sangre del paciente en ayunas y verterla en un tubo enfriado, que contenga EDTA o heparina.
- Centrifugar a 4° C para separar el plasma.

- Congelar la muestra en tubos de plastico a -20° C hasta el momento del ensayo.

NOTA: La vasopresina (ADH) en plasma es estable a -20° C so6lo durante 4 semanas, o hasta 3 meses si se le afiade 500 KIU de Trasylol
(Bayer) por ml de sangre, después de la extraccion.

5.2 Vasopresinaen laorina

La vasopresina se puede determinar directamente, en orina humana no extraida.

- Recoger una muestra de orina de 24 horas.

- Registrar el volumen de la orina.

- Medir la osmolaridad de la orina.

- Silamuestra no se analiza inmediatamente, conservar una alicuota a -20° C.

- Medir las muestras de orina no diluidas y en diluciones de 1:2, 1:4 o superiores.

6 MATERIALES Y EQUIPO NECESARIOS

Pipetas (100nL, 200 i, 300 i, 1 ml, 2 ml, 5 ml)
Dosificadores de repeticion (100 i, 200 i)
Cilindro medidor de 25 ml

Tubos RIA de polietileno (12 x 75 mm)

Etanol absoluto (99%)

Agitador

Centrifuga

Bafio de hielo

Concentrador de vacio

Gas nitrégeno

Tubos de polietileno o vidrio para la extraccion (16 x 100 mm)
Sep-pak C18 (Waters Ass Inc. art. 051910)
Acido acético al 4%

Metanol absoluto (99%)

HCI1N

Contador gamma

7 CONTROL DE CALIDAD

Los controles deben efectuarse para cada ensayo. Se incluyen dos controles en el kit, el valor (sin procedimiento de extraccion) se indica en la
hoja de Control de Calidad y en la etiqueta de los viales. Utilizar también controles recomendados por el fabricante del control de plasma y de
acuerdo con la buena préctica clinica de referencia para monitorizar la precision y la exactitud de las técnicas y los reactivos. Se recomienda que
cada laboratorio establezca su propia recuperacion de extraccion bajo sus propias condiciones experimentales.

8 CADUCIDAD Y ALMACENAMIENTO DE LOS REACTIVOS
Este kit es estable hasta la citada fecha de caducidad si se aimacena tal como se especifica.
A partir del momento de recepcion del kit, todos los reactivos deben almacenarse a 2-8° C.

Los reactivos reconstituidos deben almacenarse de acuerdo con la tabla de la parrafo 10.
Los reactivos reconstituidos son estables de acuerdo a la tabla de la parrafo 10, pero no mas alla de su fecha de caducidad.

9 COMPONENTS

1. 1 vial, anti-vasopresina liofilizada (Conejo) para 100 tubos.
| REAG | A | Ab | Color : amarillo.
2. |REAG| B | Aa | 25 | 1 vial, 28 KBq or 0.75 pCi. Liofilizada. Actividad especifica : 62-77 MBg/nmol
(1700-2100 pCi/nmoal).
Color : azul.
3. 1 vial, anti-lg de conejo de cabra unido a fase sélida.
| REAG | ¢ | DASP | Suspension de 11 mL.
4, |REAG| D | AS | BUF | 2 vials, tampo6n fosfato de 0.05 M, 0.25 % de HSA, 0.25 % de sal disédica EDTA, 0.05 %

0.05 % NaN3, 500 KIU Trasylol/mL. 2 x 50 mL (liquido)

5.| | | | 1 vial, 5.00 mL del estandar de vasopresina, 60 pmol/l. Liofilizado en tamp6n de ensayo
REAG | E CAL
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6.
| REAG| F |Contro||

7.
|REAG| G |Control|

10 PREPARACION DE LOS REACTIVOS

11 PREPARACION DE LA MUESTRA

1 vial, 2.00 mL del control de vasopresina liofilizado, nivel bajo.

1 vial, 2.00 mL de control de vasopresina liofilizado, nivel alto.

Reactivo Reconstituir cada Estable a Comentarios especiales

vial con
Anti-vasopresina 22 ml Mezclar | -20° C por lo menos
(Reactivo A) agua destilada con 3 meses después d

suavidad | la reconstitucion
Vasopresina I-'° 25 ml Mezclar |-20° C hasta la
(Reactivo B) agua destilada con fecha de caducidad
suavidad

Fase solida de doble anticuerpo Listo para el uso. El 2-8° C hasta la| Es posible pipetear el reactivo con un
(Reactivo C) reactivo de separacion fecha de caducidad | dosificador de repeticion

debe colocarse en un

agitador magnético

durante 10 minutos a

temperatura ambiente.
Tampon de ensayo Listo para el uso. 2-8° C hasta la
(Reactivo D) fecha de caducidad
Calibrador de vasopresina 5ml Mezclar | -20° C por lo menos | Consultar la tabla para la preparacion
60 pmol/L agua destilada con 3 meses después | de la curva de calibracion
(Reactivo E) suavidad | de la reconstitucion
Vasopresina, 2ml Mezclar | -20° C por lo menos | EI valor de control figura en la
control bajo agua destilada con 3 meses después | etiqueta del vial y en la hoja del
(Reactivo F) suavidad | de la reconstitucion | control de calidad (sin extraccion)
Vasopresina, 2ml Mezclar | -20° C por lo menos | EI valor de control figura en la
control alto agua destilada con 3 meses después | etiqueta del vial y en la hoja del
(Reactivo G) suavidad | de la reconstitucion | control de calidad (sin extraccion)

PREPARAR TODOS

LOS REACTIVOS 15

MINUTOS ANTES DE UTILIZARLOS!

Antes de proceder a aplicar el procedimiento RIA, se pueden utilizar dos métodos diferentes de preparacion de la muestra:

Al : Extraccion con Sep-pak C18
A2 : Extraccion con etanol

Al: Procedimiento de extraccion con Sep-pak C18
Columna: cartucho Sep-pak C18 (Waters Ass. Inc. art. 051910)

Procedimiento: NO EXTRAER LOS CALIBRADORES NI LOS CONTROLES.

©ONoOGOA WD R

Lavar la columna con 10 ml de agua destilada, 5 ml de metanol y 10 ml de agua destilada, respectivamente.

Acidificar 1 ml de la muestra de plasma con 150mL HCI 1 N

Colocar la muestra acidificada en la columna.
Lavar la columna con 20 ml de &cido acético al 4%.

Eluir con 4 ml de metanol.

Secar el metanol con un chorro de nitrégeno o aire.
Reconstituir el residuo con 1 ml de tamp6n de ensayo.
Seguir el manual estandar de RIA, si la muestra no se analiza inmediatamente, conservar una alicuota a -20° C.

Para estimar la recuperacion, afiadir una alicuota (200 ni) de trazador de vasopresina I-'** a una muestra de plasma aleatoria y someter la
muestra de recuperacion al mismo procedimiento de extraccion.

Célculo de larecuperaciéon
Preparar un tubo de estimacion de la recuperacion (R).
Pipetear 1 ml de la muestra de plasma aleatoria en el tubo de recuperacion (R). La muestra utilizada en este ensayo de recuperacion debe
tener una matriz proteica similar a las muestras que se estan analizando.
Afiadir 200 pL del trazador de vasopresina I-'*® al tubo R y mezclar.
Extraer esta muestra junto con las muestras del procedimiento arriba expuesto.

al.

Preparar dos tubos de Recuperacién Total (TR).
Pipetear 200rL del trazador de vasopresina I-'** en dos tubos TR.
Afadir 100nL de tampén de ensayo y mezclar.
Tapar y separar este tubo a fin de efectuar el contaje del calculo de la recuperacién
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c/. Reconstituir la muestra de recuperacion desecada (R) afiadiendo 1 ml de tampén de ensayo y mezclar bien
d/.  Pipetear 300 nl del tubo de la muestra de recuperacion reconstituida (R) en dos tubos de ensayo.

el. Efectuar el contaje en los tubos de recuperacion total (TR) y de recuperacion (R) durante por lo menos dos minutos con un contador
gamma.

Calcular el % de recuperacion dividiendo las CPM de los tubos de recuperacion (R) por las CPM de los tubos de recuperacion total (TR) y
multiplicando el resultado por 3,33:

% de recuperacion: CPM del tubo de recuperacion (R)  x 3,33 x 100%
CPM del tubo de recuperacion total

Las recuperaciones de extraccion deberian alcanzar valores comprendidos entre el 60 y el 80%.
A2: Procedimiento de extraccion con etanol
NO EXTRAER LOS CALIBRADORES NI LOS CONTROLES

1. Etiquetar un tubo de extracciéon (E) para cada muestra del paciente. Etiquetar un tubo adicional (R) para estimar la recuperacion de
extraccion.
2. Colocar los tubos de extraccion y etanol en hielo.
3. Pipetear 0,8 ml de cada muestra en los tubos de extraccion (E) adecuadamente etiquetados.
4. Preparar un tubo de estimacion de la recuperacion (R).
- Pipetear 0,8 ml de la muestra de plasma aleatoria en el tubo de recuperacién (R). La muestra utilizada en este ensayo de
recuperacion debe tener una matriz proteica similar a las muestras que se estan analizando.
- Afiadir 200 pL del trazador de vasopresina I-'*® al tubo R y mezclar.
- Extraer esta muestra junto con las muestras del paso 6.
5. Preparar dos tubos de Recuperacién Total (TR).
- Pipetear 200nL del trazador de vasopresina I-
- Afadir 100nL de tampén de ensayo y mezclar.
- Tapar y separar este tubo a fin de efectuar el contaje del calculo de la recuperacion

125 en dos tubos TR.

6. Afadir 4 ml de etanol enfriado a cada muestra (tubos E) y al Tubo de Recuperacion (R).

7. Mezclar y agitar durante 2 minutos.

8. Centrifugar todos los tubos de extraccion (E y R) a 2000 g. durante 15 minutos a 2-8° C.

9. Decantar el sobrenadante de cada tubo de extraccién en tubos de 16 x 100 mm, previamente preparados, limpios y adecuadamente
etiquetados.

10. Evaporar los sobrenadantes con un chorro de nitrégeno hasta que se sequen (a 37° C como maximo), o evaporar utilizando un concentrador
de vacio.

11. Reconstituir las muestras desecadas afiadiendo 0,8 ml de tampén de ensayo y mezclar bien.

12. Aplicar el procedimiento RIA inmediatamente o conservar las muestras extraidas a -20° C durante un méximo de dos semanas antes de
utilizar el ensayo.

13. Reconstituir las muestras desecadas afiadiendo 0,8 ml de tampén de ensayo y mezclar bien.

14. Pipetear 300 ni del tubo de la muestra de recuperacién reconstituida (R) en dos tubos de ensayo.

15. Efectuar el contaje en los tubos de recuperacion total (TR) y de recuperacion (R) durante por lo menos dos minutos con un contador gamma.

Célculo de larecuperaciéon

Calcular el % de recuperacion dividiendo las CPM de los tubos de recuperacion (R) por las CPM de los tubos de recuperacion total (TR) y
multiplicando el resultado por 2,67:

% de recuperacion: CPM del tubo de recuperacion (R)  x2,67 x 100%
CPM del tubo de recuperacion total

Las recuperaciones de extraccion deberian alcanzar valores comprendidos entre el 40 y el 50%.
12 PROTOCOLO DEL ENSAYO
Todas las pruebas (calibradores, controles y muestras) deben hacerse por duplicado.

A.  Preparacion de soluciones estandar

Concentracion de
Dilucion Reactivo E vasopresina 60 pmol/l
(=calibrador a)
Mezclar 1000nL de Reactivo E calibrador b 30 pmal/l
y 10001 de tamp6n de ensayo
Mezclar 1000n1i de calibrador b calibrador ¢ 15 pmol/l
y 10001 de tamp6n de ensayo
Mezclar 1000n1L de calibrador ¢ calibrador d 7,5 pmol/l
y 1000 ni. de tampdn de ensayo
Mezclar 1000n1L de calibrador d calibrador e 3,8 pmol/l
y 1000 ni. de tampdn de ensayo
Mezclar 1000n1i de calibrador e calibrador f 1,9 pmol/l
y 1000 ni. de tampdn de ensayo
Tampon de ensayo 0 pmol/l
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B. Procedimiento del ensayo

1. Después de preparar las soluciones calibrador, pipetear 300 i de cada calibrador, de los controles, de cada extracto de plasma, o de la

orina diluida en los tubos correspondientes etiquetados.
Afiadir 300 L. de tampdn de ensayo (Reactivo D) a los tubos de fijacion méaxima (fijacion de 0 pmol/L) i 500mi. de tampdn de ensayo a los

N

tubos NSB.

Nookw

TC.

8. Mezclar e incubar durante 30-60 minutos a 4° C.
9. Centrifugar todos los tubos durante 15 minutos a 1700 g y 4° C.
10. Decantar o aspirar los sobrenadantes.

11. Contar los residuos durante 2-4 minutos.

Afadir 200 L de antisuero de vasopresina (reactivo A) a todos los tubos, exceptuando los tubos NSB y los totales TC.
Mezclar todos los tubos e incubar a 4° C durante 18-24 horas.
Afiadir 200 L de vasopresina I-'?* (Reactivo B) a todos los tubos
Mezclar todos los tubos e incubar a 4° C durante 18-24 horas.
Mientras se agitan continuamente, afiadir 100 de fase solida de doble anticuerpo (Reactivo C) a todos los tubos, exceptuando los tubos

Tampo6n | Calibrador | Anti-Vasopresina Vasopresina -1 Fase solida de doble
de 0 muestra anticuerpo
Ensayo a medir
GV
(D) (B) ©
Cuentas totales (TC) - - - Agitar 200 L Agitar - Agitar Centrifugar
(NSB) 500 L - - y 200 L y 100 L e durante 15
Calib. 0 pmol/l 300 mL - 200 L incubar 200 mL incubar 100 L incubar minutos a
Calib. 1,9 pmol/ - 300 mL 200 L durante 200 L durante 100 L durante 1700g a
Calib. 3,8 pmolll - 300 L 200 mL 18-24 200 m_ 18-24 100 nmL 30-60 4° C.
Calib. 7,5 pmolll - 300 mL 200 L horas 200 L horas 100 L minutos Aspirar 0
Calib. 15 pmol/l - 300 mL 200 L a+4°C. 200 nm_ a+4°C. 100 L a decantar los
Calib. 30 pmoalll - 300 L 200 ni 200 L 100 nm_ 4° C supernadante
Calib. 60 pmol/l - 300 L 200 L 200 100 nL S.
Controles - 300 nL 200 L 200 100 L Contar los
Muestra desconocida - 300 L 200 nL 200 L 100 precipitados
durante  2-4
minutos.

C. Célculo

- Restar la media de las CPM de los tubos NSB de la media de los duplicados de los calibradores, controles y muestras del paciente.

- Se puede obtener una curva de calibracién representando las CPM, el % B/Bo o el % B/T de la fraccion fijada en funcion de la concentracion
de los calibradores de vasopresina.

- Seguidamente, para obtener la concentracién de vasopresina en las muestras extraidas del paciente y los controles, se interpolan los CPM,
% B/Bo 0 % B/T de las fracciones fijadas precipitadas derivados de la curva de calibracién generada.

- La curva de calibracion también se puede construir utilizando procedimientos informéticos. Para reducir los datos mediante métodos
automatizados, se pueden utilizar tanto métodos logit/log como Spline.

- Corregir los valores de plasma y orina teniendo en cuenta el % de recuperacién de la extraccion.

Orina: calcular la excrecion de vasopresina de 24 horas:
Vasopresina pmol/l x dilucién x volumen de orina de 24 horas en L.
Este célculo proporciona la concentracion de vasopresina en pmol/24 horas.

D. Datos de la Curva Estandar

Promedio de CPM Corregido % Resultados
CPM B/Bo (pmol/l)

Cuentas totales 11107

NSB 555

Calibrador 0 pmol/l 4770 4215 100

Calibrador f 1,9 pmol/l 4340 3785 89,8

Calibrador e 3,8 pmol/l 3739 3184 75,5

Calibrador d 7,5 pmol/l 3135 2580 61,2

Calibrador ¢ 15 pmolll 2199 1644 39,0

Calibrador b 30 pmol/l 1490 935 22,2

Calibrador a 60 pmolll 1142 587 13,9

Control bajo 3741 3186 75,6 |4,0

Control alto 1769 1214 28,8 21,1
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13 EJEMPLO DE CURVA DE CALIBRACION

B/Bo %
100 1

90 1

80 1

70 T

60

50 1

40 1

30 1

20 1

10 1

VASOPRESSIN STANDARD
CURVE

0
pmol/L

14 CARACTERISTICAS DEL ENSAYO

14.1 Precision

Intra-ensayo Inter-ensayo
n |media de|Desviacion %c.v. n media de|Desviacion %c.v.
pmol/l Estandar pmol/l Estandar
muestra A 18 [4,17 0,27 6,5 muestra A 6 4,38 0,26 6,0
muestra B 16 (20,2 1 4,9 muestra B 6 21,4 1,48 6,9

14.2 Calibracién

Este ensayo esté calibrado en base al primer calibrador internacional de la OMS 77/501

Dos muestras diferentes estan mezcladas con diferentes cantidades del calibrador de vasopresina

14.3 Recuperacién

Muestra Concentracion Concentracion % de recuperacion
esperada obtenida
(pmol/l) (pmol/l)
Al 9,2 9,8 106
A2 14,3 14,4 101
B1 9,6 10,0 104
B2 15,3 15,1 98
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14.4 Especificidad

El antisuero de vasopresina se obtiene del conejo.
Al 50% de fijacion (B/Bo), se obtuvieron las siguientes reacciones cruzadas.

Péptido % de Reaccion cruzada
Vasopresina Arg8 100

Oxitocina <0,1
Vasopresina Lys® <0,1
Desmopresina <0,1
Vasotocina Arg® 80

14.5 Sensibilidad
La sensibilidad, evaluada considerando 3 desviaciones estandares con respecto al calibrador cero, es de 0,5 pmol/l.

14.6 Amplitud Normal

Cada laboratorio debe establecer su propio rango normal de valores esperados.
Plasma: hasta 13 pmoal/l

Orina: 57 + 22 pmol/orina de 24 horas.
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VASOPRESSIN-RIA

KIPERB319
IN VITRO AIAFNQZTIKH XPHZH

C€

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue de I'Industrie 8, B-1400 Nivelles, Belgium - Tel: +32 67 88 99 99 - Fax: +32 67 88 99 96

1 TMPOOPIZOMENH XPHZH

To kiIT padioavoootrpoadiopiouou BadotTpeaaivng DIAsource TrepIEXEl avTIOPATTAPIA KOl 0dNYiES yIa TNV TTOOOTIKA PETPNON TN BadoTTpeoaivng
oTo TTAdopa i ota oupa. Metd atrd ekxUAIon oTepeds @aang (SPE) 1 ekXUAIoN pe aiBavoAn ol GUYKEVTPWOEIG TNG BadoTTpecaivng Tou
TAdOPaTOg YETPWVTaI e padloavoootTpoadiopiond (RIA). O cuykevIpwoelg TNG BadoTTpecaivng oTa oupa UTTopoUV va PeTpnBolv atreubeiag.
MNa eTayyeAPaTIKA Xprion o€ EpyacTrpIo.

2 KAINIKH EQAPMOIrH

H Bagomrpeaaivn A AvridioupnTikr) Oppévn (ADH) gival éva KUKAIKO vavoTTeTTTiOIo pe popiakd Bapog 1083. H dopr Tou gival TToAU Gpola Pe eKeivn
TNG WKUTOKIVNG, dlagépovtag pévo ae duo apivotéa. H evdoyevrigc ADH éxel avTidioupnTika Kal ayyelodpaoTIKG aTTOTEAETUATA, ETTITUYXAVOVTOG KAl
yla Ta 800 400 povdadeg ava mg. O Adyog avtidioupnTikhg dpdang/Badotrpeoaivng ival 1 Kal To @APUAKO TTapousiddel dIPATIKd XPOvo NUICWAG
ota 2,5 kal 14,5 Aemrtd. H ADH ouvTtiBeTal oTov UTTEPOTITIKG Kal TTAPAKOIAIOKO TTUPAVA TOU UTTOBAAGHOU TWV TTPWTEUOVTWY KAl UETAQEPETAI HECW
agovorhaopatikAg  porig  otnv  omioBia  utrépuaon OtTou  atrobnkeUsTal  Kal  TEAIKG  atreAeuBepwivetal H  KAIVIK  epapuoyry  evog
padioavocoTrpoadIopIcUoU  Badotrpecaivng yiveTal oTov atrolo dIafATn, OTnv Wuxoyevr OnAnTtnpiacn pe vepd, OTNV UTTOVATPIAIYIA, OF
KOATOOTAOEIG OTPEG, O€ UeAETEG TNG ADH wg veupodiaBiBaaTh kai o peAéteg uttéptaong. O1 TipéG Tng ADH uTtTopei va €mmnpeacToldv améd tnv
KatavaAwaon Katrvou, Toaylou, KagE, aAKOOA Kal atrd opIouéva @APUOKA.

3 APXH THX AOKIMHZ

Metd améd ekxUAion oTtepeds @dong (SPE) 1 ekxUAIon pe aiBavoAn Twy delyudTwy TTAGouaTtog, n BadotTpecaivn TTPoCdIoPICETaAl IE AVTAYWVIOTIKO
padioavocotrpoadiopioud. OI GUYKEVIPWOEIS TNG Bafotrpedcivng oTa oUpa UTTopoUv va HETPnBoUv aTtreubeiag. Autdg O TTPOOdIoPIoHOG
Xpnoiyotrolei avriopd avtl-Bagotrpeacivng KouveAloU Kai IXxvneETn Badotrpeaaoivng anuacuévo pe padievepyd 1dIo [HSI]. H deopeupévn Kai n
eAelBepn @daon diaxwpifovtal ammd éva deUTEPO AVTIOWUA TTou JeoUEUETAI OTA CWUATIOIA OTEPEAG PAONG Kal akoAouBeitalr atrd éva aTddio
@uyokévipnong Metpdral n padievépyela oTa OeOPEUPEVO KAGOUOTO Kal UTTOPET va dnuioupynBei pia TUTTIKA KaptruAn Baduovounong. Or Tipég
TWV EKXUAIoPEVWY BElyPATWV dlopBwvovTal yia avaktnon eKkxUAIong.

4 MNPO®YAAZEIZ

YAIK& TTpogpXOUEVa ATTO avBPWITIVO aila TTOU XPNCIKOTTOIRBNKaV oTnV TTPOETOINACIO TOU TTAPAVTOG KIT EAEyXONKav Kal SIOTTICTWONKE TTWG €ival
apvnTiIka wg TTPOg To €miQavelakd aviiyovo Tng nmatindag B (HBsAg), avriowparta évavii HCV kai avriowpata évavrl HIV-1 kar HIV-2.
Xelpi¢eoTe, woT600, OAQ Ta CUCTATIKA WG TTIBavr TTNYA HOAuvong.

To mapdv KIT TrepIAapBavel 125

I (xpdévog NuICwNAG: 60 NUéPEG), ekTTéUTTOV IovTi(ouoa akTivoBoAia X (28 keV) kai y (35,5 keV).

H AAwn, atmréktnon, Katoxn Kal xprion Tou padievepyoU UAIKOU ETTITPETTETAI HOVO G€ 1ATPOUG, KAIVIKA EPYQCTAPIA I VOGOKOUEIQ YIa in Vitro KAIVIKEG
f EPYOOTNPIAKEG EEETATEIG, Ol OTTOIEG DEV EVEXOUV ECWTEPIKA i ESWTEPIKK XOPrlynon Tou UAIKOU ) TnG akTivoBoAiag Tou og avBpwTroug A {wa. H
AN, atréKTNON, KOTOXM, XPrON KAl HETAPOPA TOU UTTOKEITAI OTOUG KAVOVIOUOUG TNG EKACTOTE XWPAG.

H mpnon Twv Bacikwy Kavovwy ao@aigiag atrd padievépyela Ba TTPETTEN va TTAPEXEI ETTAPKI TTPOOTATIA.

- Mnv Tpwre, TTIVETE, KOTTVICETE ] EPAPUOLETE KAAAUVTIKG O€ XWPOUG OTTOU XPNOIKOTTOIoUVTal padlevepyd UAIKA.

- Mn diavépete pe TITTETA padievepyd SIGAUPATA XPNOIMOTTOIWVTAG TO OTOUA OG.

- ATTOQUYETE QUEDCN ETTOQI YE OTTOIOBNTTOTE PABIEVEPYO UAIKO, XPNOIKOTTOIWVTAG TTPOIOVTA TTPOCTACIAG OTTWG TTODIEG EpYATTNPIOU Kal
yavria piag xpnong.

- O xepiopds Twyv padievepywv UAIKWY Ba TTpéTrel va AauBdavel xwpa pévo o€ €181KoUg yia TO GKOTTO auTo XWPOUG.

- Ta padievepyd UAIKG Ba TTpéTTel va @UAGOOOVTAl OTOUG apXIKOUG TTEPIEKTEG O€ €IDIKM YI'AUTO TO OKOTTO TTEPIOXH.

- E&omAiopdg kal yudAiva okeln Tou epyaaTnpiou, Ta otroia Ba putropoloav va oAuvBolv, Ba TTpéTTel va QUAGOOOVTal O EEXWPIOTO
XWPO yIa TNV TTPOANYN €TTIMOAUVONG TWV d1a@Opwy padIoicOTOTTWV.

- Tuxov SI0pPoEG PadIEVEPYWV UYPWY Ba TTPETTEI VO AVTILETWTTICOVTAI APEoWG, CUPQWVA HE TIG KaBiEpwéveS OIadIKATIES.

- OAa 1a padievepyd UAIKG Ba TTPETTEN VO ATTOPPITITOVTIOI CUP@WVA E TOUG ITXUOVTEG KAVOVIGUOUG Kl TIG KOTEUBUVTHPIEG 0dnYieg Tou
apuodIou yia TO EPYACTHPIO GOPEQl.

Ta avTidpacTApIa TOU TTAPOVTOG KIT TTEPIEXOUV alidio Tou vaTtpiou (0,05%). Tuxov eTTa@r Pe USPAUAIKEG CWANVWOEIG XOAKOU 1) HOAUBOOU PTTOopEi
va 00NyNoeEl G€ CWPEUTIKO OXNUATIOUS IDIAITEPA EKPNKTIKWY aTroBécEWY adidiou. MeTd Tnv atréppiyn TWV avTidpaoTNPIWY GTO ATTOXETEUTIKO
oUoTNMA, EKTTAEVETE TTAVTOTE UE APOOVEG TTOOTNTEG VEPOU, VIO TNV ATTOPUYT) OXNUOTICUOU PETAAAIKOU adidiou. YOPAUAIKEG EYKATATTATEIG, OTIG
OTTOIEG UTTAPXE! UTTOWIa TTWG €XOUV OXNUATIOTE AUTEG Ol EKPNKTIKEG ATTOBE0EIG B TTPETTEN VO EKTTAEVOVTAI OXOAQOTIKA pE didAupa 10%
udpogeIdiou Tou varpiou

5 AEIFMATOAHWIA

ZUVIOTATAI TIPOTEKTIKI TUTTOTTOINON TWV GUVONKWY TTPOETOINACIag Tou acBevoug Kal SelyuaToAnyiag.

Ap. katardyov: KIPERB319 ApBuog P.1: 1701107/el Ap. Avabedpnong: 090608/1



5.1 Bafompeoagivn oTo TAGOHA

- NAdBete aipa atmd vnoTikd agBevr) Kal TOTTOBETAOTE TO 0€ WUYHEVO owAnvdplo Trou Trepiéxel EDTA ) Hrrapivn.
- ®uyokevrprioTe aToug 4° C yia To dlayXwpIoTUd Tou TTAAOUATOG.
- Karawugte 10 deiypa o€ TAAOTIKG owAnvdpia Kal o€ Bgpuokpaaia -20° C péxpl Tov TTpoadIopIGUO.

ZHMEIQZH: H Badompeoaivn (ADH) oto TTAdoua Trapauével atabepr) atoug -20° C pévo yia 4 £BOouades i €wg Kal 3 pAveG €av TTpooTeBoUvV
500 KIU Trasylol (Bayer) avd mL aigarog - uetd@ Tnv ekXUAION.

5.2 Bafompeoagivn oTa oupa

H Bagotrpeaoivn ptropei va TpoodiopioTei atreubeiag o avBpwTTiva oupa Xwpig eKXUAION.

- ZUAAEETE Beiypa olpwy 24 wpwv.

- ZNUEIWOTE TOV OYKO TWV OUPWV.

- MeTprioTe TNV OOHWHOPIOKOTNTA TWV OUPWV.

- Edv o d¢eiypa dev rpoadiopioTei apéowg, @UAGETE pia déon oToug -20° C.

- MerproTe Ta deiypaTa oUpwv XWwpig apaiwan Kal apaiwpéva o avaAoyieg Twy 1:2, 1:4 1) upnAoTepeG.

6 AMNAITOYMENA YAIKA KAl EZEONAIZMOX

- Miréreg (100 mi, 200 i, 300 ni, 1.00 mL, 2.00 mL, 5.00 mL)
- EmavaAnTrmikoi diavepntég (100 L, 200 i)

- KuAivdpikdg petpntig 25 mL

- ZwAnvapia RIA a1 ToAuaTupévio (12 x 75 mm)

- AmoAuTn aiBavoAn (99%)

- Avapeiktng aTpofIAiopou (TUTTou vortex)

- ®uyodkevrpog

- Noutpd TTéyou

- ZUPTTUKVWTAG KEVoU

- Aépio afwrto

- ZwAnvdpia TToAucTupeviou i yuaAioU yia ekxUAion (16 x 100 mm)
- Sep-pak C18 (Waters Ass Inc. kwd. 051910)

- OCIké ogu 4%

- AmoAuTn peBavoAn (99%)

- INHCI

- MerpntAg y akTivoBoAiag

7 TMOIOTIKOZ EAEMX0OZ

2 KaBe exTeAOUMEVO TTPOCBIOPITUOU Ba TTPETTEN Vo eKTEAOUVTAI OpOoi EAEYXOU. AUo opoi eAEyxou TrepIAauBdvovTal oTo KIT, N TIUA (Xwpig diadikaaia
ekXUAIONG) avaypdeetal aTo @UAAO [MoioTikoU EAEyxou Kal aTnv €TIKETA TwV QIOAIBIWY. XpNOIPOTTOIEITE £TTIONG 0poUG EAEYXOU CUPPWVA WE TIG
OUOTAOEIG TOU KOTAOKEUOOTH TOU TTAGOPATOG EAEYXOU Kal CUPPWVA PE TNV TTPOKTIK TWV EPYAOTNPiWV avapopdg yia Tnv TTapakoAolBnon kai
TNV akpifeia avnidpacTtnpiwy kar TExVikwy. KaBe epyaaTtripio Ba TrpETrel va KaBiepwaoel Tnv SIKF Tou avaktnon ekXUAIoNG KATw atro TIG SIKEG TOu
TIEIPAUATIKEG GUVONKEG.

8 AIAPKEIA ZQHX KAl ®YAA=H

To Tapov KIT ival oTaBEPO WG TNV AVAPEPOUEVN NUEPONVIa ARENG, €AV OTTOBNKEUTE E TOV TPOTTO TTOU UTTODEIKVUETAI.

Me tnv TTapaAaBr Tou KIT, OAa Ta avTidpacTrpia Ba TTPETTEl va QUAGOGOVTAI JETaEU 2 kal 8° C.

Ta avaocuoTtaBévra avTidpaoTrpia Ba TTPETTEl va QUAGTTOVTAI GUK@UVA UE TOV TTivaKa Tng evotntag 10.

Ta avaouaTabévra avidpaoTripia gival oTabepd cUPPWva PE Tov TTivaka TnG evotnTag 10, 6X1 WG PETA TNV TTAPOBO TNG NUEPOPNVIAg ARENG.

9 ZYZITATIKA

MepiexOpeva Tou KIT

1.| REAG | N | Ab | 1 @IoAidIo, Auogihotroinuévn avTi-Bacotrpeaaivn (KouvéAr yia 100 cwAnvdpia.
Xpwua: KiTpIvo.
2. |REAG| B | Ad | i | 1 @iaAidio, 28 KBq 1 0,75 HCi AuogiAotroinuévo. Eidikr dpaaTnpiotnta: 62-77 MBg/nmol
(1700-2100 pCi/nmoal).
Xpwua: PTTAE.
3.| REAG | c | DASP | 1 @iaAidIo, IgG aiyag avTi-kovikAou SaUEUpéVo O OTEPEG Paon.
Evaiwpnua 11 mL.
4, |REAG| D |ASSAY| BUF | 2 @IoAidia, 0,05 M puBUICTIKO SIGAUMA QWOPOPIKWY WE 0,25 % HSA, 0,25 % EDTA SIvaTpio GAag,

0,05 % NaN3, 500 KIU Trasylol/mL. 2 x 50 mL (uypo)

1 @iaAidio, 5,00 mL BabuovounTrg Bagotpeaaivng, 60 pmol/L. Auo@iAoTroinuévo o€ pUBUIOTIKG SIGAUNQ

REA E CAL .
¢ TTPOCdIOPICHOU.

Ap. katardyov: KIPERB319 ApBuog P.1: 1701107/el Ap. Avabedpnong: 090608/1



6.
| REAG| F |Contro||

7

'|REAG| G |Control|

10 NAPAZKEYH ANTIAPAZTHPIOY

1

1 @ioAidio, 2,00 mL Auo@iAoTroinuévog opdg eAéyxou BadoTTpeaaivng, XapNARG GUYKEVTPWONG.

1 @ioAidio, 2,00 mL Auo@iAoTroinuévog opdg eAéyxou BadoTTpeaaivng, UWNANG CUYKEVTPWONG.

Tolxeio AvaouoTAOTE KABE 2100gp6 OTOUG Ei181kég TTapaTNPROEIg
@1aAidio pe
Avti-Balotrpeaaivn 22 mL AvadeuorT | -20° C yia TouA. 3
(AvTiSpacTApio A) QATTEGTAYHEVO VEPO € HRVEG peTa v
ATTIal avaouoTaaon
25| _Bagompeaaivn 25 mL AvadeUoT | -20° C éwg TNV
(AvTidpaoTrpio B) ATTEOTAYHEVO VEPD € nuepopnvia ARENg
Amma
21eped @don dITAou avtiowuatog | ‘EToiyo yia xpAon. To 2-8° C éwg TNV To avTIdpacTAPIO UTTOPET Va
(AvmidpaoTrpio C) avTidpaaTApIO nuepopnvia ARENg SlaveunBei ye xpAon €avaAnTITikou
Siaywpiopou Ba dlaveunTnh
TIPETTEI VO TOTTOBETN Okl
O€ hHayvnTIKO
avadeuTrpa yia 10
AETTTA o€ Bepuokpacia
dwuaTiou
PuBuioTiké didAupa ‘ETOIO yIa xprion. 2-8° C £€wg
TTPOCBIOPITUOU ™V nuEpopNVia
(AvridpaoTrpio D) ARgNg
Babuovountrg Badotrpeoaivng 5,00 mL Avadeuo | -20° C yia TouA. 3 AvaTpEETE OTOV TTiVOKA VIO TNV
60 pmol/L QTTECTAYPEVO VEPD are MAVEG PETA TNV TTPOETOINATI TNG KAUTTUANG
- avaouoTaot abuovépno
(AvTidpaaTrpio E) nma f PaBpovounong
Balotrpeoaivn 2,00 mL Avadeuo | -20° C yia TouA. 3 H TiuA Tou opou eAEyyou
0pAC EAEYXOU XAHNAAS QTTECTAYPEVO VEPD are MAVEG PETA TNV avaypa@eTal OTnV ETIKETA TOU
GUYKEVTPWONG Ama avaouaTaon @I0AIBioU KOl OTO QUAAO TTOIOTIKOU
i eAéyxou (xwpig ekxUAION)
(AvmidpaoTrpio F)
Baootpeoaivn 2,00 mL Avadeuo | -20° C yia TouA. 3 H TiuA Tou opou eAEyyou
0pOC EAEYXOU UWNARC QTTECTAYPEVO VEPD are MAVEG PET TNV avaypageTal oTnV ETIKETA TOU
GUYKEVTPWONG Ama avaouaTaon @IaAIBioU KOl OTO QUAAO TTOIOTIKOU
i eAéyxou (xwpig ekxUAION)
(AvTidpaoTrpio G)

NPOETOIMAZTE OAA TA ANTIAPAXTHPIA 15 AENTA MNPIN AMO TH XPHXH TOYZ!

1 MPOETOIMAZIA AEITMATQN

Mpotou TrpoxwpenoeTe oTn dladikacia RIA UTTOPEITE Vo XPNOIUOTTOINCOETE SUO JIAPOPETIKEG UEBSGDOUG TTPOETOILATIOG OElYUATOG:

Al : EkxUAion Sep-pak C18
A2 : EkxUAIon pe aiBavoAn

Al: Aladikacia ekxUAIong Sep-pak C18
21An: Kaoéta Sep-pak C18 (Waters Ass. Inc.kwd. 051910)

Aiadikaaia: MHN EKXYAIZETE TOYZ BAOMONOMHTEZ KAI TOYZ OPOYZ EAEMXOY.

©ONoOGOR LN E

Ma Tov utToAoyIoUOd TNG AVAKTNONG, TTPOCBEDTE Wia ddon (200 L) 1xvnbéTn

10 deiypa avaktnong otnv idia diadikaacia ekXUAIoNG.

125

I-Bagotrpeaaoivng o€ éva Tuxaio deiyua TTAGOUATOG Kal UTTOBAAAETE

EktrAUveTe TN 0TAAN pe 10 mL atreoTaypévou vepod, 5 mL peBavoAng kar 10 mL atreoTaypévou vepou, avTioToIxa.
AkoAoubei ogivion 1,0 mL deiyparog TAdopatog pe 150 ml 1N HCI.
Eiodyete 10 0§ IvoTTOINUEéVO dEiypa eviag TNG GTAANG.
EktrAUveTe TN O0TAAN pe 20 mL o§iko ogu 4%.
AkoAoubei ékAouan pe 4 mL peBavoAng.

=npdvete TN PEBavOAn uTTé por) adwTou ) aépa.
AvacuoTroTe To KatdAoitro pe 1,0 mL puBpioTikoU SiaAUpaTog TTpoodiopiouoU.
MpoxwpnioTe auéowg otn diadikaaia RIA ) QUAGETE Ta ekxUAIopéva deiyuata atoug — 20°C.

Ap. katardyov: KIPERB319

ApBpog P.I: 1701107/l

Ap. Avabedpnong: 090608/1




Y1roAoyiopog avdakTnong

1. MpoeToiudaTe éva owAnvapio ekTipnong avaktnong (R).

- Alaveipete pe iméta 1,0 mL evog Tuxaiou deiyuaTog TTAGoPaTog 6To dwAnvdpio avdktnong (R). To deiypa Tou XpnoIUoTToIETal YIa
QAUTOV TOV TTPOCDIOPIoHS AVAKTNONG Ba TTPETTEN Val EXEI éva TTPWTEIVIKO OTPWHA, TTAPOHOIO HE AUTO TWV ECETACOUEVWYV DEIYUATWV.

- MpoaBéaTe 200 pL 1xvnOETn *°I-Balotrpeaaivig 0To CWANVAPIO R KOl GVOpIETE.

- EkyxuAioTe autd 1o deiypa padi pe Ta deiypota NG avwTépw dladikaaoiag.

2. MpoetoipdoTe 2 owAnvdpia OAIkAg Avaktnong (TR).

- Alaveipete e TiTméTa 200 il ixvnBéTn 2°1-Balompeoaivng oTa Suo cwAnvépia TR.

- MpooBéoTte 100 L pubuIoTIKS SIGAUKa TTPOGBIOPICHOU Kal AVOMIETE.

- KAgioTe Kal a@roTe KaTd H€POG auTd Ta CWANVAPIA WOTE va PETPNBOUY yIa UTTOAOYIOHG avAKTNoNG.

3. AvaouoThaTe To atmognpauévo deiyua avaktnong (R) poobétovrag 1,0 mL pubuioTIKoU SIaAUUaTOG TTPOCSIOPIGUOU KAl AVAUIETE PE
avapeikTn oTPoRIAICUOU TUTTOU vortex OXOAQOTIKA.

4. Alaveipete pe mriméta 300 L atd To cwAnvaplio avacuoTtapévou deiyuatog avaktnong (R) og dUo cwAnvapia Tou TTpoodIiopIguoU.

5. MeTprioTe Ta cwAnvdpia oAikrg avaktnong (TR) kai avaktnong (R) yia TOUAGXIOTOV SUO AETTTA O€ PETPNTH
akTIvoBoAiag y.
Y1roAoyioTe T0 TTO000TO % avaKTNONG dIAIPWVTAG TO HECO apIBPd KpoUoewy (Cpm) aTa cwAnvdpia avaktnong (R) pe To cpm oTa
owAnvapia oAikng avaktnong (TR) kai TToAAaTTAaaidoTe eTmi 3,33:

% Avaktnon : cpm owAnvapio avaktnang (R)  x 3,33 x 100%
cpm owANVApPIo OAIKNG avaKTNoNg

Ta TT0000TA TWV AVAKTATEWY EKXUAIONG Ba TTpéTTel va KupaivovTal uetagu 60 kai 80%.

A2: Alodikacia eKXUAIONG e aiBavoAn

MHN EKXYAIZETE TOYZ BAOMONOMHTEZ KAI TOYZ OPOYZ EAEIXOY.

1. Emonudverte éva cwAnvapio ekxUAiong (E) yia kaBe deiypa aaBevoug. Emonudvere éva Tpdobeto cwAnvdpio (R) yia Tnv ekTiunan tng
avAKTNONG EKXUNIONG.
TomoBeTriaTe Ta CWANVAPIO AvaKTNoNG Kai TNV aiBavoAn o€ TTayo.
Aiaveipete pe miTéTa 0,8 ML KGBe deiypatog oTa KATGAANAG onuacuéva cwAnvapia ekxUAiong (E).
MpoeToipdaTe éva cwAnvdpio ekTipnong avaktnong (R).
- Alaveipete pe miméta 0,8 mL evog Tuxaiou deiyuaTog TTAGoPaTog 6To GwANVApIo avaktnong (R). To deiypa Tou XpnoIUOoTTOIETAl VIO auTOV
TOV TTPOCBIOPIoKS AVAKTNONG Ba TTPETTEN VA EXEN éva TTPWTEIVIKO GTPWHA, TTAPOHOIO HE AUTO TWV ECETACOUEVWYV DEIYUATWV.
- MpooBéaTe 200 UL 1xvnBETN *2°1-Balomrpeaaivnc oTo GwANVAPIO R Kal GVOpIETE.
- EkxuAioTe autd 10 deiypa padi pe Ta deiyyata Tou BriuaTog 6.
5. MpoetoiydoTe 2 owAnvapia OAIkAg Avaktnong (TR).
- AiaveipeTe e TiTTéTa 200 il xvnBéTn 2°I1-Badompeaaivng ata Sto owAnvépia TR.
- NpooBéaTe 100 i pubpIoTIKG SIGAUNA TTPOCDIOPICHOU KAl AVAIETE.
- KAgioTe Kal a@AoTE KAt PEPOG AUTA TA CWANVAPIA WOTE va PHETPNBOUV yia UTTOAOYIOUS avaKTnonG.
MpooBéoTte 4 mL wuypévng aiBavoAng o kabe deiyua (cwAnvapia E) kai ato ZwAnvdpio Avaktnong (R).
Avapigte kar aTpofIAioTe g€ avapeikTn oTPORIAICHOU yia 2 AETTTA.
®duyokevtprioTe 6Aa Ta cwAnvdpia ekxUAiong (E kai R) ata 2000 g. yia 15 min. otoug 2-8° C.
MetayyioTe Ta uTTEpKEipEVa aTrd KABE CWANVAPIO EKXUAIGNG O€ TTPONYOUUEVWG ETOINATHEVA, KaBapd Kal KATOAAAAWG anuacuéva owAnvapia
16 x 100 mm.
10. E€arpioTe Ta utrepkeipeva UTrd péov AdwTo £wg 6Tou atTognpavBolyv (aToug 37° C pey.) f eEOTUIOTE PE XPrON CUPTTUKVWTHA Kevou.
11. AvacuoTioTe Ta atrognpapéva deiyuata avaktnong poaBétovrag 0,8 mL puBuIoTIKOU SIaAUUATOG TTPOGOIOPICUOU Kal Avaui§Te OXOAAOTIKG
ME avaueikTn oTPOBIAIGUOU TUTTOU Vortex.
12. MpoxwpnoTe apéowg otn diadikacia RIA | QUAGETE Ta ekxUAIoPEva deiypaTa oToug -20° C £wg Kal dUo eBOOPASES TTPIV TA XPNOIUOTTOINCETE
oTOV TTPOCBIOPICHO.
13. AvacuoTioTe To atrognpapévo deiypa avaktnong (R) rpooBétovrag 0,8 mL puBuIoTIKOU SIGAUPATOG TTPOCBIOPIoUOU Kal avapiTe
OXOAQOTIKG e avapeikTn aTpoBIAIoPoU TUTTOU vortex.
14. Aiaveipete pe mimréra 300 mi Tou cwAnvapiou avacuaTtauévou Seiypartog avaktnong (R) o€ dUo cwAnvdpia Tou TTpoadiopiouoU.
15. MeTprioTe Ta cwAnvapia oAikAg avakTnong (TR) kar avaktnong (R) yia TouAdyioTov dUo AETTTA o€ PETPNTH Y OKTIVOBOAIAG.

rpOWN

CoNoe

Y1roAoyiopog avdakTnong

Y1rohoyioTe T0 TT0000TO % avAKTNONG dIAIPWVTAG TO HECO apIBPS KpoUaewy (Cpm) aTa cwAnvapia avaktnong (R) pe To cpm oTa cwAnvapia
OAIKAG avakTnong (TR) kai TToAAaTTAacidoTe €11i 2,67:

% AvakTtnon : cpm owAnvapio avaktnong (R) X 2,67 x 100%
cpm owAnvapio oAikAg avaktnong (TR)

Ta TT0000TA TWV AVAKTATEWY EKXUAIONG Ba TrpéTTel va Kupaivovtal getagu 40 kai 50%.

12 MPQTOKOAAO MNPOZAIOPIZMOY

‘OAeg o1 dokipaaies (BabuovounTég, opoi eAéyxou kail deiyuaTta) Ba TTPETTel va eKTEAOUVTAI €IG DITTAOUV.

Ap. xotardyov: KIPERB319 ApBpog P.I: 1701107/l Ap. Avabedpnong: 090608/1



A. TMpoeToipacia SiaAuUpdTWY BadpovounTwy

Apaiwon

AvTiSpacTtipio
(=BaBpovopnTig a)

TuykévTpwon
Bafomrpecaivng
60 pmol/L

1000 ni Tou avtidpacTtnpio E

BaBuovountrig b

30 pmol/L

= @

+ 1000 i PuBpioTiko didAupa
TTPOCBIOPITUOU
Avopeitte o€ vortex
1000 . Tou BaBuovounTA b
+ 1000 i PuBpioTikoé didAupa
TTPOCBIOPITUOU
Avopeitte o€ vortex
1000 i Tou BaBuovounTh
+ 1000 i PuBpioTiko didAupa
TTPOCBIOPITUOU
Avopeitte o€ vortex
1000 i Tou BaBuovounTh d
+ 1000 i PuBpioTiko didAupa
TTPOCBIOPITUOU
Avopeifte o€ vortex
1000 . Tou BaBuovounTn e
+ 1000 i PuBpIoTikO didAupa
TTPOCBIOPITUOU
Avopeitte o€ vortex

BaBuovountig ¢ 15 pmol/L

BaBuovountig d 7,5 pmol/L

BaBuovountig e 3,8 pmol/L

BaBuovountig f 1,9 pmol/L

PuBuioTiké didAupa
TTPOCdIOPITUOU

0 pmol/L

Ailadikacia rpoodiopicuoU
Metd Tnv TrpoeToiyacia Twv dIaAupdTwy BabuovounTwy, diaveiyete pe iTéTa 300 UL k&Be BabuovounTr, opwy eAEyXoU, KGBE EKXUAITUATOG
atd TAGoUA 1) apaIwPEVWY OUPWY OTA AVTIOTOIXWG ONUACTHEVA CWANVApPIA.
MpooBéoTte 300 ML pubuIoTIKOU SIoAUpaTog TTpoadiopiouol (AvtidpaoTrpio D) oTa cwAnvdpia péyioTng déopeuong (déoueuon 0 pmol/L) kai
500nL puBpIoTIKOU SIGAUMATOG TTPOCdIOPIoUOU OTa «TUPAG» cwAnvdpia (NSB).

3. MpooBéoTte 200 ni avtiopou Badotrpeoaivng (AvridpacThipio A) g€ 6Aa Ta cwAnvdapia, €kTOg atmd Ta TUPAG cwAnvdpia (NSB) kai Ta
ogwAnvapia oAikwv petprioewv (TC).
4. Avapeigte OAa Ta cwAnvdpia o€ avapeikTn oTpoBIAIoPoU TUTTOU vortex Kal eTTwaoTe aToug 4° C yia 18-24 Wpeg.
5. MpooBéaTe 200 i **°I-Bagotrpeaaivig (AVIIBPaaTrpIo B) 0t 6Ad Ta GWANVAPIQ.
6. Avapeigte 6Aa Ta cwAnvdpia o€ avaueiktn oTPoRIAICHOU TUTTOU vortex Kail emwdoTe oToug 4° C yia 18-24 wpeg.
7. Evw avadelete dlapkwg, TpooBéote 100 uL oteped @dong dimmAou avriowuatog (AvtidpacTripio C) oe OAa Ta cwAnvdpia, €KTOG aTTd TA
owAnvdapia TC.
8. Avopeite o€ avayeikTn oTpoBIAIgpoU TUTToU vortex Kai eTwdaoTe yia 30-60 AeTrTd oToug 4° C.
9. Quyokevrpriote 6Aa Ta cwAnvdpia yia 15 min., ota 1700 g kai oToug 4° C.
10. MetayyioTe A avappoPrOTE TA UTTEPKEIPEVA.
11. MeTPAOTE TO KATAAOITTO VIO 2-4 AETTTA.
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PuBuioTik | Agiypa Avri- I-Bagomrpeaaivn 21eped @don diTAou

6 BaBuovou Badotrpeoaivn QVTICWHATOG

didAupa [ nongn

TP00dIop | 0pdg (A (8) ©

I0HOU eAéyxou

(D)
OAikég MeTprioeig - - - Avapeigte | 200 ni Avapeigte - Avapeigte DduyokevrproT
(TC) g€ vortex g€ vortex g€ vortex gemi
TupAd (NSB) 500 L - - Kal 200 L Kal 100 L Kal 15 Aemrtd o€
Bab/trg 0 pmol/L | 300 L - 200 L emwaoTe | 200 L ETTWAOCTE 100 L ETTWAOCTE 1700 x g kai
Bab/mg 1,9 pmol/L |- 300 m_ 200 L yla 18-24 | 200 L yla 18-24 100 L yla 30-60 aToug
Bab/mg 3,8 pmol/L |- 300 m_ 200 L WPES 200 L WPES 100 L AETITG 4° C.
Bab/mg 7,5 pmol/lL |- 300 m_ 200 L aToug 200 L oToug +4°C | 100 L aToug AvoppoeroTe
Bab/mg 15 pmoal/L |- 300 L 200 mL +4°C. 200 nmL 100 nmL 4°C f YeTayyioTe
Bab/mg 30 pmol/L |- 300 m_ 200 mL 200 L 100 L Ta
Bab/mg 60 pmol/L |- 300 m_ 200 L 200 L 100 L UTTEPKEIUEVO.
Opoi eAéyxou - 300 L 200 mL 200 mL 100 nmL MeTprioTe Ta
AyvwoTo deiypa - 300 mL 200 mL 200 mL 100 L UTTOAEIppaTa

yla 2-4 AeTTTd.
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C. YmoAoyiopoi

- AgaipéoTe To péco aplBud kpouoewv (cpm) Twv NSB a1md 10 péco apibud KpoUoewv (Cpm) Twv avTlypd@wy Twv BabBuovounTwy, opwv
€AEYXOU KaI OEIYUATWY QOBEVWDV.

- H kaptuAn Babuovéunong utropei va dnuioupynBei pe atrotiTrwaon Twv cpm, % B/Bo 1 % B/T Tou I¢ANaTog SeCuEUPEVOU KAATUATOG EvavTl
TNG CUYKEVTPWONG TwV BabuovounTwy Bagotrpeoaivng.

- Na ™ Aqyn Tng ouykévipwaong Badotrpeaaoivng oTa ekxUAIoPéva deiyuata acBevolg kal opwv eAéyxou, Ta cpm, % B/Bo | % B/T twv
ICNUATWY OECUEUPEVWY KAAOUATWY TTapePBAaAAovTal atrd Tn KapTruAn Babuovounong mou dnuioupyRonke.

- H kaptuAn BaBuovéunaong UTTopei €1miong va oxnuaTioTei pe Tn BorBeia uttoAoyioTh. MNa autopaToTroinuévn avaywyn 0edouévwy, uTTopolv
va xpnoiyotroinBouyv 1éoo ol pébodol logit/log 600 kai n péBodog MoAuwvupou.

- AlopBwaTe TIG TIUEG TITAGOUATOG Kal OUPWY WG TTPOG TO % TT0C00TS TNG AVAKTNONG EKXUAIONG.

Oupa: YTroloyioTe Tnv atrékkpion BadoTrpeaaivng 24 wpwv:

Badotrpeoaivn pmol/L x apaiwon x éykog oUpwv 24 wpwv ot L.
Me autrjv Tnv €€iocwaon utroAoyideTal n ouykévipwaon Balotrpecaivng o€ pmol/24 WpeEG.

D. Aegdopéva KaptruAng Baduovépnong

Méoo AlopOwpévo % AtroteAéopar
cpm cpm B/Bo a
(pmol/L)

OAIKéG peTprioelg 11107

NSB 5565

BaBpovountng 0 pmol/L 4770 4215 100

BaBpovountig f 1,9 pmol/L 4340 3785 89,8

BaBpovountig e 3,8 pmol/L 3739 3184 75,5

BaBuovountig d 7,5 pmol/L 3135 2580 61,2

BaBpovountng ¢ 15 pmol/lL 2199 1644 39,0

BaBuovountrig b 30 pmol/L 1490 935 22,2

BaBpovountrg a 60 pmol/L 1142 587 13,9

Opdg eAéyxou XaunAng ouyk. 3741 3186 75,6 4,0

Opdg eAéyxou UWNAAG GUYK. 1769 1214 28,8 21,1

13 MAPAAEIrMA KAMNYAHZ BAOGMONOMHZHZ

B/Bo %
120 +

KAMMYAH BAOMONOMHZHZ
BAZOIMPEXXINHZ

20 30 40 50

60
pmol/L
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14 XAPAKTHPIZTIKA TOY NMPOZAIOPIZMOY

14.1 AkpiBela
EvT6g ekTéAEONG MeTag0 ekTeAéoEWV
n |péoo SD %c.v. n |péoo SD %c.v.
pmol/L pmol/L
Acgiypa A 18 4,17 0,27 6,5 Acgiypa A 6 4,38 0,26 6,0
Aciypa B 16 20,2 1,00 4,9 Aciypa B 6 21,4 1,48 6,9

14.2 BaBuovopnon

O mrapdv TpoadiopIouodg £xel BabuovopunBei évavrl Tou TTpwTou dieBvolg
BaBuovountrA Tou M.0.Y. 77/501

14.3 AvakTtnon
AUo SiagopeTikd deiypaTta eUBOAIGOTNKAV PE SIAPOPETIKEG TTOOOTNTEG BaBuovopunTh Badotrpecaivng
Aciypa Avapev. OUYK. Mapartnp. cuyk. Avaktnon %
(pmol/L) (pmol/L)

Al 9,2 9,8 106

A2 14,3 14,4 101

B1 9,6 10,0 104

B2 15,3 15,1 98

14.4 ExdIk6TNTA

O avtiopdg Bagotrpeaaivng avaTrTUOETAI O KOUVEAIQ.
Z¢ 0éopeuan 50% (B/Bo) petpriBnkav ol akOAouBeg SIoTAUPOUNEVESG DPATEIG

MemTidio AlaoTaupoupuevn dpdon %
Arg® Bagompeaaivn 100 %
QkuTokivn <0,1 %
Lys®-Bagompeaaivn <0,1 %
Aeopotrpeaaivn <0,1%
Arg8 Badotokivn 80 %

14.5 EvaioBnoia
H euaioBnoia, kaBopiopévn wg PETABOAN 3 TUTTIKWY aTTOKAioEWY aTTd To Pndeviké BabuovounTn gival 0,5 pmol/L

14.6 ®uoioAoyiké Eupog
Kdbe epyaaTtripio Ba TTpéTTel va Kabiepwael To JIKO TOU PUCIOAOYIKO EUPOG OVAUEVOUEVWIV TILWV.

MAGopa: éwg kai 13 pmol/L
Oupa: 57 + 22 pmol/otpa 24 wpwv
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VASOPRESSIN-RIA

C€ SV

KIPERB319
IN VITRO DIAGNOSTISK ANVANDNING

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue de I'Industrie 8, B-1400 Nivelles, Belgium - Tel: +32 67 88 99 99 - Fax: +32 67 88 99 96

1 ANVANDNINGSOMRADE

DIAsource Vasopressin-ria kit innehdller reagens och anvisningar for kvantitativ bestamning av vasopressin i plasma eller urin. Efter fast fas-
extraktion (FFE) eller etanol- extraktion bestdms halterna av vasopressin i plasma genom radioimmunoanalys (RIA). Vasopressinkoncentrationen i
urin kan bestdmmas direkt.

Reagenssatsen ar avsedd for yrkesmassigt bruk vid ett analyslaboratorium.

2 KLINISK TILLAMPNING

Vasopressin eller antidiuretiskt hormon (ADH) ar en cyklisk nanopeptid med en molekylvikt av 1083. Strukturen ar mycket lik den for oxytocin och
skiljer sig endast i 2 aminosyror. Kroppseget ADH har anti-diuretisk och blodtryckshéjande egenskaper. Vid en hormon-

koncentration av cirka 400 enheter per mg ar forhallandet mellan den antidiuretiska och blodtryckshojande aktiviteten 1:1. Hormonet bryts ned pa
ett sddant satt att 50% av anti-

diuretiska aktiviteten kvarstar efter 2.5 minuter medan motsvarande tid fér den blodtrycks-

hojande aktiviteten &r 14.5 minuter. ADH bildas i hypothalamus i karnorna N. Supraopticus och N. Paraventricularis och nar hypofysens baklob
via axonal transport. Den kliniska tillampningen av en vasopressin radioimmunoanalys ar vid diabetes incipidus, psykogent 6verintag av vétska,
hyponatraemia, stressférhallanden, ADH som neurotransmitter och studier angaende forhojt blodtryck. ADH-vardena kan influeras av cigarretter,
te, kaffe, alkohol och vissa droger.

3  PRINCIP

Efter extraktion av plasmaprovet genom FFE eller etanol-extraktion bestdms halten av vasopressin genom kompetitiv radioimmunoanalys.
Vasopressinkoncentrationen i urin kan bestammas direkt. Analysen utnyttjar antiserum mot vasopressin fran kanin och vasopressin som ar méarkt
med radioaktivt jod [**®I] Den bundna och den fria fasen separeras med hjélp av en andra antikropp som ar bunden vid en partikular fast fas.

Radioaktiviteten i den bundna fraktionen mats, och en typisk kalibreringskurva kan avsattas. Véardena foér extraherade prov korrigeras for
extraktionsutbytet.

4  VARNING
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Endast for in vitro diagnostik. Detta kit innehaller ~~I (halveringstid: 60 dagar), avger rontgen (X: 28 keV) och gamma (y: 35.5 keV) strélar.

Eftersom foreskrifter varierar fran land till land, &r det av vikt att den person som &r ansvarig for laboratoriet kanner till gallande foreskrifter
avseende radioaktivt material av den typ och mangd som anvands i denna analys.

Kitet innehaller komponenter med humant ursprung. Dessa har testats for hepatit B antigen samt antikroppar mot HCV, HIV-1 och HIV-2 och
befunnits negativa. Komponenterna ska trots detta hanteras som mgjlig smittrisk.

Vidta atgarder enligt lokala och/eller landets foreskrifter avseende handhavande av radioaktivt material. Endast bemyndigad personal ska ha
tillgang till reagenserna.

Foljande sakerhetsatgarder ska iakttas vid handhavande av radioaktivt material:

- Radioaktivt material ska forvaras i harfor avsedda utrymmen, normalt gj tillgangliga fér ej bemyndigad personal.

- Hantering av radioaktivt material ska ske i for andamalet avsedda utrymmen.

- Forsiktighet ska iakttas for att forhindra intag och kontakt med huden och kladerna. Pipettera inte radioaktivt material med munnen.
- Att ata, dricka eller roka ska vara forbjudet i utrymmen dar radioaktivt material hanteras.

- Handskar ska anvéndas och handerna ska tvattas efter hantering av radioaktivt material.

- Hantering ska ske pa yta tackt med absorberande material.

- Utspillt radioaktivt material ska torkas upp omedelbart och allt kontaminerat material ska kasseras som radioaktivt avfall. Kontaminerade
ytor ska torkas av med rengoringsmedel.

Reagensen i kitet innehaller natriumazid. Kontakt med avioppsrér av koppar eller bly kan resultera i ackumulerad bildning av mycket explosiva
azidavlagringar.

Vid utspolning av reagens i avioppet ska rikliga mangder vatten spolas med for att undvika uppkomst av metallisk azid. R6r som misstanks vara
kontaminerade av explosiva avlagringar ska spolas/skdljas noggrant med 10% natriumhydroxidlésning.

Kadog Nr: KIPERB319 P.I. Nummer : 1701107/sv Revisionsnr : 090608/1



5 PROVTAGNING
Noggrann kalibrering rekommenderas for forberedelser av patient och provtagning.

5.1 Vasopressin i plasma

- Tag blod fran en fastande patient i ett kylt ror med EDTA eller heparin.
- Centrifugera provet omedelbart vid 4° C for att separera plasma.

- Frys plasman i plastror vid -20° C fram till analystillfallet.

OBS! Vasopressin (ADH) i plasma ar stabilt vid -20° C i upp till 4 veckor, eller i upp till 3 manader efter tillsats av 500 KIU Trasolyl® (Bayer) per

mL blod; efter extraktion.

5.2 Vasopressin i urin

Vasopressin kan bestdammas direkt, i icke extraherad humanurin.

- Tag ett dygnsurinprov.

- Registrera urinvolymen.

- Mat urinens osmolaritet.

- Om provet inte analyseras direkt tas ett delprov ut, som férvaras vid -20° C.
- Analysera urinprovet outspatt och efter spadning 1:2, 1:4 eller mer.

6 MATERIAL OCH UTRUSTNING SOM BEHOVS

- Pipetter (100 ni, 200 ni, 300 i, 1.00 mL, 2.00 mL, 5.00 mL)
- Repeterande pipetter (100 pL, 200 pL)

- Matglas 25 mL

- RIA-rér av polystyren (12x75 mm)

- Etanol absolut (99%)

- Vortexomblandare

- Centrifug

- Isbad

- Vakuumindunstare

- Kvavgas

- Prowror av polystyren eller glas for extraktion (16x100 mm)
- Sep-pak C18 (Waters Ass Inc. art. 051910)

- Attiksyra 4%

- Metanol absolut (99%)

- 1MHCI

- Gammaréknare

7 KVALITETSKONTROLL

Vid varje analysomgang bor kontrollprov analyseras. Tva kontrollprov ingdr i satsen, och analysvérdet (utan extraktionsprocedur) anges pd QC-
bladet och p& ampullerna. Anvand kontrollprov enligt tillverkarens rekommendationer och enligt god laboratoriesed for att kontrollera noggrannhet
och precision hos reagens och metoder. Varje laboratorium bor fastlagga egna varden pa utbytet vid extraktion under de egna betingelserna.

8 HALLBARHET OCH FORVARING

Kitet ar stabilt fram till utgdngsdatum vid forvaring enligt anvisningarna.

Nar kitet tagits emot ska alla reagens lagras vid 2-8 °C.

Nar reagens rekonstituerats ska de lagras enligt anvisningarna i tabellen under punkt 10.

De rekonstituerade reagensen har den stabilitet som anges under punkt 10, dock aldrig langre &n till angivet utgdngsdatum.

9 KITETS INNEHALL

1. 1 vial, frystorkat anti-vasopressin (fran kanin) till 100 ror.
| REAG | A | Ab | Farg : gult.
2. |REAG| B | Aq | 125 | 1 vial, 28 KBq eller 0.75 pCi. Frystorkat. Specifik aktivitet : 62-77 MBg/nmol
(1700-2100 pCi/nmoal).
Farg: blatt.

1 vial, anti-kanin- 1gG fran get, bundet vid fast fas.

3.
| REAG | ¢ | DASP | 11 mL suspension.

4, |REAG| D | AS | BUF | 2 vials, 0.05 M fosfatbuffert med 0.25 % HAS, 0.25 % EDTA dinatriumsalt, 0.05 % NaNs,
500 KIU Trasylol/mL. 2 x 50 mL (vétska).

5.| | | | 1 vial, 5.00 mL vasopressin kalibrator, 60 pmol/L, frystorkat i analysbuffert.
REAG | E CAL
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6. 1 vial, 2.00 mL frystorkad vasopressin-kontroll, 1ag niva
| REAG| F |Contro||

7. 1 vial, 2.00 mL frystorkad vasopressin-kontroll, hdg niva
| REAG | G |Control|

10 BEREDNING AV REAGENS

Komponent Rekonstituera Stabil vid Sérskild anmarkning
ampullen med
Anti-vasopressin (reagens A) 22 mL destillerat Blanda -20 °C under minst 3
vatten forsiktigt méanader efter
rekonstituering
25| markt vasopressin (reagens | 25 mL destillerat Blanda -20 °C fram till
B) vatten forsiktigt utgangsdatum
Dubbel antikropp i fast fas Klart for anvandning. 2-8 °C fram till Det ar mgjligt att pipettera
(reagens C) Separations-reagenset utgangsdatum reagenset med en repeterande
bor omroras i 10 pipett.
minuter med
magnetom-rérare vid
rumstemperatur
Analysbuffert Klart fér anvandning. 2-8 °C framtill
(reagens D) utgangsdatum
Vasopressin-kalibrator 60 pmol/L | 5.00 mL destillerat Blanda -20 °C under minst 3 | Se tabellen géllande
(reagens E) vatten forsiktigt méanader efter kalibreringskurva
rekonstituering
Vasopressin, lag kontroll 2.00 mL destillerat Blanda -20 °C under minst 3 [ Kontrollens koncentration
(reagens F) vatten forsiktigt méanader efter anges pa ampullen och pa QC-
rekonstituering bladet (utan extraktion)
Vasopressin, hog kontroll 2.00 mL destillerat Blanda -20 °C under minst 3 [ Kontrollens koncentration
(reagens G) vatten forsiktigt méanader efter anges pa ampullen och p& QC-
rekonsti-tuering bladet (utan extraktion)

BERED ALLA REAGENS 15 MINUTER FORE ANVANDNING!

11 PROVBEREDNING

Fore RIA-analys kan provberedning ske pa tva olika satt:

Al : Sep-pak C18-extraktion
A2 : Etanolextraktion

Al: Sep-pak C18-extraktion
Kolonn: Sep-pak C18-patron (Waters Ass Inc. art. 051910)

Genomférande: KALIBRATOR OCH KONTROLLER SKA INTE EXTRAHERAS.

©NOGOA WD R

Tvéatta kolonnen med 10 mL destillerat vatten, 5 mL metanol samt 10 mL destillerat vatten.
Surg6r 1.0 mL plasmaprov med 150 puL 1 M HCI.
Tillsétt detta surgjorda prov till kolonnen.

Tvatta kolonnen med 20 mL 4-procentig attiksyra.

Eluera med 4 mL metanol.

Torka metanolen under strommande kvévgas eller luft.
Rekonstituera aterstoden med 1.0 mL analysbuffert.
Genomfér RIA proceduren omedelbart, eller férvara de extraherade proverna vid -20°C under upp till tva veckor fore analys.
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For bestdmning av utbytet tillsétts en liten méngd (200 pL)
utsatts for samma extraktionsprocedur.

I-markt vasopressin till ett slumpmassigt valt plasmaprov och detta utbytesprov

Berékning av utbyte

al Gor i ordning ett ror (R-ror) for bestamning av extraktionsutbytet.

- Pipettera 1.0 mL av ett slumpma&ssigt valt plasmaprov i R-roret. Det prov som anvénds for utbytesbestdmningen boér ha samma
proteinmatris som de prov som analyseras.

- Tillsatt 200 pL *?°l-vasopressin till R-réret och blanda.

- Extrahera detta prov samtidigt med de 6vriga proven enligt ovan.

b/ Goriordning tva ror for matning av total radioaktivitet (TR-ror):

- Pipettera 200 pL '?*I-vasopressin i tvd TR-ror.

- Tillsatt 100 pL analysbuffert och blanda.

- Satt lock pa dessa ror och satt dem &t sidan for senare matning och berakning.
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c/ Rekonstituera det torkade utbytesprovet (R-roret) genom att tillsétta 1.0 mL analysbuffert och vortexblanda noggrant.
d/ Pipettera 300 L av det rekonstituerade utbytesprovet i tva provror.

e/ Rakna sonderfallen i TR-roren och R-réren under minst tva minuter i gammaraknaren.

Berakna procent utbyte genom att dividera CPM-vardet for R-réren med CPM-vardet for TR-réren och multiplicera med 3,33:

% utbyte = (CPM i R-rér / CPM i TR-ror) x 3.33 x 100

Utbytet av extraktionen bér ligga i intervallet 60-80%.

A2: Etanolextraktion

KALIBRATOR OCH KONTROLLER SKA INTE EXTRAHERAS.

Marl ett extraktionsror (E-ror) for varje patientprov. Mark ett extra R-ror for att bestdémma extraktionsutbytet.
Placera extraktionsréren samt etanol pa is.
Pipettera 0.8 mL av varje prov i de markta E-roren.
Gor iordning ett R-ror for bestamning av extraktionsutbytet.
Pipettera 0.8 mL av ett slumpmassigt valt plasmaprov i R-roret. Det prov som anvands for utbytesbestamningen boér ha samma
proteinmatris som de prov som analyseras.
Tillsatt 200 pL **°l-vasopressin till R-réret och blanda.
Extrahera detta prov samtidigt med proven enligt steget 6.
5. Goriordning tva ror for bestamning av total radioaktivitet (TR-ror):
Pipettera 200 pL *?*I-vasopressin i tvd TR-ror.
Tillsatt 100 pL analysbuffert och blanda.
Satt lock pé& dessa rér och satt dem &t sidan for senare métning av totalradioaktiviteten.
6. Tillsatt 4 mL kyld etanoal till varje rér med prov (E-réren) och R-ror.
7. Vortexblanda under 2 minuter.
8. Centrifugera alla E- och R-ror vid 2000 x g under 15 minuter vid 2-8° C.
9. Dekantera supernatanten fran dessa ror, till rengjorda och markta provrér 16x100 mm.
10. Indunsta supernatanten under strommande kvéavgas till torrhet (vid hogst 37° C), eller i en vakuumindunstare.
11. Rekonstituera de torkade proven genom att tillsatta 0.8 mL analysbuffert och blanda noggrant med vortexblandare.
12. Genomfor RIA-proceduren omedelbart, eller forvara de extraherade proven vid -20° C under upp till tva veckor fore analys.
13. Rekonstituera det torkade utbytesprovet (R-roret) genom att tillsatta 0.8 mL analysbuffert och blanda noggrant med vortexblandaren.
14. Pipettera 300 pL av det rekonstituerade utbytesprovet i tva provror.
15. Réakna sonderfallen i TR-réren och R-réren under minst tvd minuter i gammaraknaren.

e

Berékning av utbyte

Berakna procent utbyte genom att dividera CPM-vardet for R-réren med CPM-vardet for
TR-réren och multiplicera med 2.67:

% utbyte = (CPM i R-rér / CPM i TR-rr) x 2.67 x 100
Utbytet av extraktionen bér ligga i intervallet 40-50%.

12 ANALYSPROTOKOLL

Samtliga tester (kalibrator, kontroller, prover) utfors i duplikat.

A. Beredning av kalibrator

Koncentration

Spédning Reagens E vasopressin

(=kalibrator A) 60 pmol/L
1000 i av reagens E + 1000 ni analysbuffert kalibrator B 30 pmol/L
vortexblandning
1000 i av kalibrator B + 1000 nL analysbuffert kalibrator C 15 pmol/L
Vortexblandning
1000 i av kalibrator C + 1000 ni analysbuffert kalibrator D 7.5 pmol/L
vortexblandning
1000 i av kalibrator D + 1000 ni analysbuffert kalibrator E 3.8 pmol/L
vortexblandning
1000 i av kalibrator E + 1000 L analysbuffert kalibrator F 1.9 pmol/L
vortexblandning

analysbuffert 0 pmol/L
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Analysprocedur

11. Rékna sonderfall i centrifugpelleten under 2-4 minuter.

Efter preparation av kalibrator pipetteras 300 pL av varje kalibrator och kontroll samt plasmaextrakt eller utspadd urin i méarkta ror.
Tillsatt 300 pL analysbuffert (reagens D) till réren for maximal bindning (O pmol/L) och 500 pL analysbuffert till blank-réren (OSB-ror).
Tillsatt 200 pL vasopressinantiserum (reagens A) till alla rér utom OSB-réren och TC-réren.
Vortexblanda samtliga rér och inkubera vid 4° C under 18-24 timmar.
Pipettera 200 pL '?*I-vasopressin (reagens B) i samtliga ror.
Vortexblanda samtliga rér och inkubera vid 4° C under 18-24 timmar.
Under kontinuerlig omrérning tillsatts 100 pL dubbel antikropp fast fas (reagens C) till alla rér utom TC-réren.
Vortexblanda och inkubera under 30-60 minuter vid 4° C.

. Centrifugera samtliga rér under 15 minuter vid 1700 x g och 4° C.
10. Dekantera eller aspirera supernatanten.

Analys- Kalibrator, Anti-vasopressin 12_Sl-vasopressin Dubbel antikropp fast
buffert analys-prov, fas
kontroll

(D) A) (B) c)
Total aktivitet - - - Vortex- 200 mL Vortex- - Vortex- Centrifugera under
(TC) 500 L - - blandaoch | 200 m blanda och | 100 m_ blanda och | 15 minuter 1700
Blank (OSB) 300 mL - 200 L inkubera 200 mi inkubera 100 L inkubera g
Kalib. 0 pmol/L - 300 mL 200 L under 200 mi under 100 L under vid 4° C. Sug upp
Kalib. 1.9 pmol/L | - 300 L 200 m_ 18-24 200 m 18-24 100 mL 30-60 eller hall av
Kalib. 3.8 pmol/L | - 300 L 200 m_ timmar vid 200 m timmar vid 100 mL minuter vid | supernatanten.
Kalib. 7.5 pmol/L | - 300 mL 200 L 4° C. 200 mi 4° C. 100 L 4° C. Rékna sonderfall i
Kalib. 15 pmol/L | - 300 L 200 L 200 m 100 nm_ aterstoden under
Kalib. 30 pmol/L | - 300 L 200 ni 200 m 100 nm_ 2-4 minuter.
Kalib. 60 pmol/L | - 300 n 200 . 200 m 100 i
Kontroller - 300 L 200 i 200 100 i
Oként prov

C. Berékning

- Subtrahera medelvardet for raknade sénderfall (CPM) i OSB-roren fran medelvardet for CPM i kalibratoren, kontroller och patientprover.
- Rita en kalibreringskurva genom att avsatta CPM, %B/B eller %B/T for precipiterad bunden fraktion mot koncentrationen i vasopressin

kalibratorerna.

- For att berékna halten av vasopressin i extraherade patientprov och kontroller interpoleras CPM, %B/B0 eller %B/T fér proverna med hjalp

av kalibreringskurvan.
- Kalibreringskurvan kan ocksa genereras med datorstod. For datastédd kurvritning kan bade logit/log- och spline-metoden anvandas.
- Korrigera plasmavardena utgdende fran erhallet utbyte i procent.

Urin: berékna 24-timmars utséndring av vasopressin:
Vasopressin pmol/L x spadning x dygnsurinvolym i L.
Denna berékning ger vasopressinkoncentrationen i pmol/dygn. .

D. Kalibreringskurvdata

Medel Korrigerad % Resultat
cpm cpm B/Bo (pmol/L)

Total counts 11107

OSB 5565

Kalibrator 0 pmol/L 4770 4215 100

Kalibrator f 1.9 pmol/L 4340 3785 89.8

Kalibrator e 3.8 pmol/L 3739 3184 75.5

Kalibrator d 7.5 pmol/L 3135 2580 61.2

Kalibrator ¢ 15 pmol/L 2199 1644 39.0

Kalibrator b 30 pmol/L 1490 935 22.2

Kalibrator a 60 pmol/L 1142 587 13.9

Kontroll lag 3741 3186 75.6 4.0

Kontrol hdg 1769 1214 28.8 211
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13 EXAMPEL PA KALIBRERINGSKURV
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B/Bo % VASOPRESSIN CALIBRATION
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14 PRESTANDA

14.1 Precision

Inom samma analysomgang Mellan olika analysomgangar
n |Medel- SD % V.K. n |Medel- SD %
vérde varde V.K.
pmol/L pmol/L
prov A 18 4.17 0.27 6.5 prov A 6 4.38 0.26 6.0
prov B 16 20.2 1.00 4.9 prov B 6 21.4 1.48 6.9

14.2 Kalibrering

Analysen har kalibrerats mot den forsta internationella WHO-kalibrator 77/501.

14.3 Utbyte
Tva olika prov forsattes med olika méangder vasopressinkalibrator:
Prov Forvantad konc. Avlast konc. (pmol/L) % utbyte
(pmol/L)

Al 9.2 9.8 106
A2 14.3 14.4 101
B1 9.6 10.0 104
B2 15.3 15.1 98
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14.4 Specificitet

Antiserum mot vasopressin erhélls fran kanin.
Foljande korsreaktivitet uppmattes vid 50 % bindning (B/By).

Peptid % korsreaktivitet
Args-vasopressin 100
Oxytocin <0.1
Lys®-vasopressin <0.1
Desmopressin <0.1
Arg®-vasotocin 80

14.5 Kanslighet
Kéansligheten &r 0.5 pmol/L, vilket motsvarar en andring i bindning av 3 ganger standardawvikelsen for nollkalibratorn.

14.6 Normalomrade

Varje laboratorium bér bestamma sitt eget normalomrade for forvantade varden.
Plasma: upp till 13 pmol/L.

Urin: 57 + 22 pmol/dygnsurin
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VASOPRESSIN-RIA

KIPERB319
UTILIZAGAO EM DIAGNOSTICO IN VITRO

C€

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue de I'Industrie 8, B-1400 Nivelles, Belgium - Tel: +32 67 88 99 99 - Fax: +32 67 88 99 96

1 INTENGCAO DE USO

O kit de radioimunoensaio (Ria) — Vasopressina da DIAsource contém reagentes e instrugfes para medigdo quantitativa de vasopressina no
plasma ou urina. Apés a extragdo da fase solida (SPE) ou extragcao com etanol as concentrag8es de vasopressina no plasma sao medidas por
radioimunoensaio (RIA). A concentragdo de vasopressina na urina pode ser medida diretamente.

Para uso profissional dentro do laboratério.

2 APLICAGAO CLINICA

Vasopressina ou Horménio antidiurético € um nanopeptideo ciclico com peso molecular de 1083. Sua estrutura € muito similar a da ocitocina,
diferindo em apenas dois aminoacidos. HAD enddgeno tem atividade antidiurética e pressora, ambos com aproximadamente 400 unidades por
mg, com a proporcéo antidiurético-vasopressina de 1 para 1, e uma meia vida plasmatica bifasica de 2,5 e 14,5 minutos. HAD é sintetizado no
nucleo supra 6tico hipotalamico e nudcleo paraventricular de primatas e transportado via exégena através da pituitaria para posterior estocagem e
eventual liberagdo. A aplicagéo clinica do radioimunoensaio de vasopressina é na diabetes insipidus, intoxicacdo psicogénica da agua,
hiponatraemia, condicdes de stress, HAD como neurotransmissor e estudos de hipertensdo. Valores de HAD podem ser influenciados por
cigarros, chas, cafés, alcool e algumas drogas.

3 PRINCIPO DO TESTE

Apobs a extracéo da fase sdlida (SPE) ou extracdo com etanol de amostras de plasma, a vasopressina € analisada por um radioimunoensaio
competitivo. Vasopressina urinaria pode ser medida diretamente. Este ensaio usa anti-soro antivasopressina de coelho e vasopressina marcada
com iodo radiativo [*°l]. Fases ligadas e livres s&o separadas por um segundo anticorpo ligado a particulas na fase sdélida, seguido por um passo
de centrifugacdo. A radioatividade nas fragdes ligadas € medida e uma curva de calibragdo tipica pode ser gerada. Os valores das amostras
extraidas sdo corrigidos para corregdo da extragéo recuperada.

4 PRECAUCOES

Materiais derivados de sangue humano e usados na preparagéo deste kit foram testados e sdo negativos para antigeno de superficie de hepatite
B (HBsAg), anticorpos para HCV e anticorpos para HIV-1 e HIV-2. Entretanto manuseie todos os componentes como possiveis fontes de
infeccgéo.

Este kit contém **°

I (meia vida: 60 dias), emitindo radiacdes ionizantes X (28 keV) ey (35,5 keV).

O material radioativo incluido pode ser recebido, adquirido, processado e usado somente por médicos, laboratorios clinicos ou hospitais para
testes in vitro clinicos ou laboratoriais ndo envolvendo risco da administracéo interna ou externa do material, ou da radiacéo deste, para a
existéncia humana ou animal. Seu recebimento, aquisigdo, posse, uso e transferéncia estao sujeitos a regulamentacao de cada pais.

Aderéncia as regras basicas de seguranca a radiagéo deve fornecer prote¢éo adequada.

- Nao coma, beba, fume ou aplique cosméticos quando materiais radioativos estéo sendo usados.

- Nao pipete solugdes radioativas com a boca.

- Evite contato direto com todos os materiais radioativos com o uso de aventais e luvas descartaveis..

- Todo trabalho radioativo deve ser feito em area designada.

- Materiais radioativos devem ser estocados em containers originais em area designada.

- Equipamentos laboratoriais e vidrarias, os quais estéo sujeitos a contaminagdes, devem ser segregados para prevenir contaminacéo
cruzada de diferentes radiois6topos.

- Qualquer derramamento radioativo deve ser cuidado imediatamente de acordo com os procedimentos estabelecidos.

- Todo material radioativo deve ser descartado de acordo com as regulamentacdes prevalecentes nos laboratorios e diretrizes das  agéncias

que tem jurisdicao sob o laboratério.

Os reagentes neste kit contem azida sodica (0,05%). Contato com cobre ou canos de esgoto, pode resultar na formacao cumulativa de
depésitos de azida altamente explosivos. O descarte destes reagentes na rede de esgoto, deve ser feito com grandes quantidades de agua,
que previne a formagado de azida metalica. Encanamentos suspeitos de estarem contaminados com estes depdsitos explosivos devem ser
enxaguados vigorosamente com solugédo de hidréxido de s6dio 10%.

5 COLETA DA AMOSTRA

Padronizacdes cuidadosas da preparacéo do paciente e das condi¢cdes de amostragem sdo recomendadas.

5.1 Vasopressinano plasma

- Aspire 0 sangue do paciente rapidamente para dentro de um tubo gelado contendo EDTA ou Heparina.
- Centrifugue a 4° C para separar o plasma.
- Congele a amostra em tubos plasticos a -20° C até o ensaio.
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NOTA: Vasopressina (ADH) no plasma é estavel a -20° C somente por 4 semanas, ou estavel por mais de 3 meses ap6s adi¢do de 500 KIU
Trasylol (Bayer) por mL de sangue; ap6s extragéo.

5.2 Vasopressinanaurina

Vasopressina pode ser determinada diretamente em urina humana nao extraida.

- Colete amostra de urina por 24 horas.

- Registre o volume de urina.

- Mega a osmolaridade urinaria.

- Se aamostra néo for analisada imediatamente, mantenha a aliquota a -20° C.
- Mega amostras de urina sem diluir, e nas diluicdes 1:2, 1:4 ou maiores.

6 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS REQUERIDOS

- Pipetas (100 ni; 200 ni; 300 ni; 1,00 mL; 2,00 mL; 5,00 mL)
- Multidispensadores (100 ni, 200 nl.)

- Cilindro de medicao 25 mL

- Tubos RIA de Poliestireno (12 x 75 mm)

- Etanol absoluto (99%)

- Vortex

- Centrifuga

- Banhode gelo

- Concentrador a vacuo

- Gés Nitrogénio

- Tubos de poliestireno ou de vidro para extracdo (16 x 100 mm)
- Sep-pak C18 (Waters Ass Inc. art. 051910)

- Acido Acético 4%

- Metanol absoluto (99%)

- INHCI

- Contador Gama

7 CONTROLE DE QUALIDADE

Controles devem ser colocados em cada ensaio. Dois controles sdo incluidos no kit, o valor (sem o procedimento de extracao) é indicado na bula
e nas etiquetas dos tubos. Use também controles como recomendados pelo fabricante de controle de plasma e em acordo com as préticas dos
laboratérios de referéncia para monitorar a acuracia,preciséo de reagentes e técnicas. Cada laboratério deve estabelecer sua préprias condigGes
experimentais de extracéo de recuperagéo.

8 VIDA DE PRATELEIRA E ESTOCAGEM

Este kit € estavel até data de validade se estocado como especificado.

Sobre o recebimento do kit, todos os reagentes devem ser guardados a 2-8° C.

Os reagentes reconstituidos devem ser estocados de acordo com a tabela na se¢éo 10.

Os reagentes séo estaveis de acordo com a tabela na se¢ao 10, mas nao mais que a data de validade.

9 COMPONENTES
Contetdo do Kit

1.| REAG| N | Ab | 1 frasco, liofilizado de anti-vasopressina (coelho) para 100 tubos.
Cor: amarelo.
2. |REAG| B | Ad | B | 1 frasco, 28 KBq ou 0,75 uCi. Liofilizado. Atividade especifica : 62-77 MBg/nmol
(1700-2100 pCi/nmoal).
Cor: azul.

1 frasco, IgG produzido em caprino anti-coelho ligado a fase sélida.

3-| REAG| ¢ |DASP| -
11 mL suspenséo.

4, |REAG| D |ASSAY| BUF | 2 frascos, 0,05 M tampéo fosfato com 0,25 % HSA, 0,25 % EDTA , 0,05 % NaN3, 500 KIU Trasylol/mL.
2 x 50 mL (liquido)

5.| REAG | E | CAL | 1 frasco, 5,00 mL calibrador vasopressina, 60 pmol/L. Tamp&o de ensaio liofilizado.

6.| REAG | F |Comm|| 1 frasco, 2,00 mL de controle liofilizado de vasopressina, nivel baixo.

7.| REAG | G |Comm|| 1 frasco, 2,00 mL de controle liofilizado de vasopessina, nivel alto.
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10 PREPARACAO DE REAGENTES

Item Cada tubo Estavel a AnotagOes Especiais
reconstituido com
Anti-vasopressina 22 mL Misture -20° C por pelo
(Reagente A) 4gua destilada gentilmen | menos 3 meses
te apds reconstituicéo
25| _vasopressina 25 mL Misture [ -20° C até a data de
(Reagente B) agua destilada gentilmen | expirag&o
te
Anticorpo duplo na fase sélida Pronto para uso.O 2-8° C até adata de | E possivel pipetar o reagente com o
(Reagente C) reagente de separacéo expiracao. multidispensador.
deve ser colocado sob
agitacéo magnética
por 10 minutos a
temp.ambiente
Tampao de Ensaio Pronto para uso 2-8° C até adatade
(Reagente D) expiracao
Calibrador Vasopressina 5,00 mL Misture -20° C por pelo Consulte a tabela para preparacdo da
60 pmol/L agua destilada gentilmen | menos 3 meses curva de calibracao.
te apos reconstituicéo
(Reagente E)
Vasopressina 2,00 mL Misture -20° C por pelo O valor do controle é encontrado na
p . .
controle baixo agua destilada gentilmen | menos 3 meses etiqueta do frasco e na bula QC (sem
te apos reconstituicao | extracao)
(Reagente F)
Vasopressina 2,00 mL Misture -20° C por pelo O valor do controle é encontrado na
p . .
controle alto agua destilada gentilmen | menos 3 meses etiqueta do frasco e na bula QC (sem
te apos reconstituicao | extracao)
(Reagente G)

PREPARE TODOSOS REAGENTES 15 MINUTOS ANTESDOUSO!

11 PREPARAGCAO DA AMOSTRA

Antes de continuar o procedimento de RIA dois diferentes métodos de preparacao da amostra podem ser usados:

Al : Extracdo Sep-pak C18
A2 : Extracdo com Etanol

Al: Procedimento da extracdo Sep-pak C18
Coluna: Cartucho Sep-pak C18 (Waters Ass. Inc. art. 051910)

Procedimento: NAO EXTRAIA OS CALIBRADORES E CONTROLES

Lave a coluna com 10 mL de dgua destilada, 5 mL de metanol e 10 mL de agua destilada, respectivamente.
Acidificar 1,0 mL de amostra de plasma com 150 nL. 1N HCI.

Coloque esta amostra acidificada dentro da coluna.

Lave a coluna com 20 mL de &cido acético 4%.

Elua com 4mL de metanol.

Seque o0 metanol sob fluxo de nitrogénio ou ar.

Reconstitua o residuo com 1,0 mL do tampé&o de ensaio.

Proceda o ensaio RIA imediatamente ou estoque a amostra extraida a — 20°C.

©ONOGOA WD E

Para estimar a recuperacdo, adicione uma aliquota (200 ni) de marcador ***|-vasopressina a uma amostra aleatéria de plasma e submeta a

amostra de recuperagdo ao mesmo procedimento de extragao.

Célculo darecuperagédo

1. Prepare o tubo de recuperagéo estimada (R).

- Pipete 1,0 mL de amostra de plasma, ao acaso, dentro do tubo de recuperagado (R). A amostra usada para este ensaio de
recuperacao dever ter a proteina semelhante as amostras a serem testadas.

- Adicione 200 pL de marcador '*®|-vasopressina no tubo R e misture.

- Extraia esta amostra juntamente com as amostras do procedimento acima.

2. Prepare dois tubos de Recuperacao Total (TR).

- Pipete 200 rr_ do marcador **|-vasopressin dentro de dois tubos TR.

- Adicione 100 ni. de tampéo de ensaio e misture.

- Cubra e coloque este tubo de lado para ser contado para o calculo da recuperacao.

3. Reconstitua a amostra de recuperagédo seca (R) adicionando 1.0 mL de tamp&o de ensaio e vortex vigorosamente.
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4, Pipete 300 ni. da amostra de recuperagao reconstituida do tubo (R) dentro de dois tubos de ensaio.

5. Conte a recuperacao total (TR) e os tubos de recuperagéo (R) por pelo menos dois minutos no contador gama.
Calcule % de recuperacao dividindo a cpm dos tubos de recuperagéo (R) pela cpm dos tubos de recuperacao total (TR) e multiplique por
3,33

% Recuperag&o : cpm_tubo recuperagdo(R)  x 3,33 x 100%
cpm tubo recuperacao total

Extracdes recuperadas devem ter valores entre 60-80%.

A2: Procedimento de extracdo por Etanol

Na&o extrair os calibradores e os controles..

Marque um tubo de extragdo (E) para cada amostra do paciente. Marque um tubo adicional (R) para estimar a recuperacao de extragao.
Coloque os tubos de extragédo e o etanol no gelo.
Pipete 0,8 mLde cada amostra dentro dos tubos de extracéo apropriadamente marcados (E).
Prepare o tubo para estimar a recuperacao (R).
- Pipete 0,8 mL de amostra de plasma ao acaso dentro do tubo de recuperagédo (R). A amostra usada para este ensaio de recuperacao dever
ter a proteina semelhante as amostras a serem testadas.
- Adicione 200 ni *?*|-vasopressina marcada dentro do tubo R e misture.
- Extraia esta amostra juntamente com as amostras no passo 6
5. Prepare dois tubos de Recuperagdo Total (TR).
- Pipete 200 i **®|-vasopressina marcada dentro de dois tubosTR .
- Adicione 100 mide tempéo de ensaio e misture.
- Cubra e cologue este tubo de lado para ser contado para o calculo da recuperagéo.
6. Adicione 4 mL de etanol gelado para cada amostra (tubos E) e no tubo de Recuperacgéo (R).
7. Misture e vortex por 2 minutos.
8. Centrifuge todos os tubos de extragdo (E e R) a 2000 g. por 15 min. a 2-8° C.
Despreze o sobrenadante para dentro de cada tubo de extragdo 16 x 100 mm, previamente preparado, limpo e marcado apropriadamente.
10. Evapore os sobrenadante sob fluxo de nitrogénio para secagem (no max. 37° C), ou evapore usando o concentrador & vacuo.
11. Reconstitua as amostras secas adicionando 0,8 mL de tampéao de ensaio e vortex vigorosamente.
12. Realize o procedimento de RIA imediatamente ou estoque as amostras extraidas a -20° C por até 2 semanas antes do uso no ensaio.
13. Reconstitua as amostras recuperadas secas (R) adicionando 0,8 mL de tamp&o de ensaio e vortex vigorosamente.
14. Pipete 300 mL de amostra de recuperagéo reconstituida (R) dentro de dois tubos de ensaio.
15. Conte a recuperagao total (TR) e os tubos de recuperagéo (R) por pelo menos dois minutos no contador gama.

PN PE

© ¢

Célculo da Recuperacao
Calcule a % de recuperacao dividindo a cpm dos tubos recuperados (R) pela cpm dos tubos de recuperagéo total (TR) e multiplique por 2,67:

% Recuperagdo : cpm tubo de recuperacédo (R) X 2,67 x 100%
cpm tubo recuperacao total (TR)

Extracdes recuperadas devem ter valores entre 40-50%.

12 PROTOCOLO DE ENSAIO

Todos os testes (calibradores, controles e amostras) devem ser realizados em duplicata

A. Preparagéo das solugdes do calibrador

Concentragao
Diluicao Reagente E Vasopressina
(=calibrador a)
60 pmol/L
1000 i de Reagente E Calibrador b 30 pmol/L
+ 1000 ni tampao de ensaio vortex
1000 L de calibrador b Calibrador ¢ 15 pmol/L
+ 1000 ni. Tampéo de ensaio
Vortex
1000 i of calibrador ¢ Calibrador d 7,5 pmol/L
+ 1000 ni. Tampéo de ensaio
Vortex
1000 i of calibrador d Calibrador e 3,8 pmol/L
+ 1000 ni. Tampéo de ensaio
Vortex
1000 i of calibrador e Calibrador f 1,9 pmol/L
+ 1000 ni. Tampéo de ensaio
vortex
Tampa&o de ensaio 0 pmol/L

N° de catal ogo: KIPERB319 N°de P.I.: 1701107/pt Ne de reviséo: 090608/1
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. Procedimento de Ensaio

Apos preparacéo das solugdes do calibrador pipete 300 L de cada calibrador, controles, cada plasma extraido, ou urina diluida dentro dos
tubos correspondentes etiquetados.

Adicione 300 L. de Tampé&o de ensaio (Reagente D) aos tubos para maximizar a ligagao (0 pmol/L binding) e 500 de tampéao de ensaio ao
tubos brancos (NSB).

Adicione 200 ni. de anti-soro vasopressina (Reagente A) a todos os tubos, exceto o branco (NSB) e o tubo de contagem total (TC).

Vortex todos os tubos e incube a 4° C por 18-24 horas.

Adicione 200 ni de **®|-vasopressina (Reagente B) a todos os tubos.

Vortex todos os tubos e incube a 4° C por 18-24 horas.

Enquanto stirring continuamente,adicione 100 nL de anticorpo duplo na fase sélida (Reagente C) para todos os tubos, exceto tubos TC.
Vortex e incube 30-60 minutos a 4° C.

. Centrifuge todos os tubos por 15 min. a1700 g a 4° C.

10. Despreze ou aspire o sobrenadante.

11. Conte o residuo por 2-4 min.

N

CEOND O AW

Tampéao | Calibrador Anti- 125I-Vasopressina Anticorpo duplo fase

de ou Vasopressina sélida

Ensaio amostra

ou (A (B ©

(D) controle.
ContagemTotal (TC) |- - - Vortex 200 mL Vortex - Vortex Centrifuge
Branco (NSB) 500 nmL - - e incube 200 nmL e 100 nL | eincube por 15
St. 0 pmol/lL 300 m_ - 200 mL por 18-24 | 200 L incube 100 L | por 30-60 minutos a
St. 1,9 pmol/L - 300 m_ 200 mL hrs a 200 L por 18-24 hrs | 100 niL | minutos 1700g a
St. 3,8 pmol/L - 300 L 200 mL +4° C. 200 mL a+4°C 100 [a4°C 4° C.
St. 7,5 pmol/L - 300 mL 200 mL 200 nmL 100 nmL Aspire ou
St. 15 pmol/L - 300 mL 200 mL 200 nmL 100 nmL decante o
St. 30 pmol/L - 300 m_ 200 mL 200 L 100 L sobrenadante.
St. 60 pmol/L - 300 mL 200 mL 200 nmL. 100 nmL Conte o
Controles - 300 mL 200 mL 200 nmL 100 nmL residuo por 2-
Amostras - 300 mL 200 mL 200 nmL 100 nmL 4 minutos.
desconhecidas

C. Célculo

- Subtraia a média da contagem (cpm) dos brancos (NSB) da média das contagens (cpm) das replicatas dos calibradores, controles e
amostras de pacientes.

- A curva de calibracdo pode ser gerada plotando a cpm, % B/Bo ou % B/T da fracdo precipitada ligada contra a concentracéo dos
calibradores de vasopressina.

- Para obter a concentragdo de vasopressina em amostras extraidas de pacientes e controles, suas cpm, % B/Bo ou % B/T das fragdes
precipitadas ligadas sao interpeladas agora com a curva de calibragéo gerada.

- A curva de calibragdo também pode ser construida por computador. Para redugdo de dados automatizados, ambos logit/log e métodos
“Spline” podem ser usados.

- Corrija os valores de plasma e urina para % de extrag&o de recuperag&o.

Urina: calcule a excregdo durante 24 horas de vasopressina:

Vasopressina pmol/L x diluicdo x volume em 24 horas em L.
Este célculo fornece a concentragéo de vasopressina em pmol/24 horas.

D. Dados da Curva de Calibragdo

Média cpm CPM corrigida % Resultados
B/Bo (pmol/L)
Total counts 11107
NSB 555
Calibrador 0 pmol/L 4770 4215 100
Calibrador f 1,9 pmol/L 4340 3785 89,8
Calibrador e 3,8 pmol/L 3739 3184 75,5
Calibrador d 7,5 pmol/L 3135 2580 61,2
Calibrador ¢ 15 pmol/L 2199 1644 39,0
Calibrador b 30 pmol/L 1490 935 22,2
Calibrador a 60 pmol/L 1142 587 13,9
Controle baixo 3741 3186 75,6 4,0
Controle alto 1769 1214 28,8 21,1
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13 EXEMPLO DE CURVA DE CALIBRAGAO

B/Bo %
120 1

100 -

80 -

60 -

40 -

20

VASOPRESSIN CALIBRATION
CURVE

14 CARACTERISTICAS DO ENSAIO

14.1 Preciséao

Dentro da corrida

Entre corridas

n média SD %c.v. n média SD %c.v.

pmol/L pmol/L
amostra A 18 4,17 0,27 6,5 amostra A 6 4,38 0,26 6,0
amostra B 16 20,2 1,00 49 amostra B 6 214 1,48 6,9

14.2 Calibragéo

Este ensaio é calibrado comparado ao primeiro calibrador internacional WHO 77/501

14.3 Recuperacéo
Duas amostras diferentes séo adicionadas com diferentes quantidades de calibrador de vasopressina
Amostra Conc. Esperada. Conc. Observada. % Recuperagédo
(pmol/L) (pmol/L)

Al 9,2 9,8 106

A2 14,3 14,4 101

B1 9,6 10,0 104

B2 15,3 15,1 98

Ne de catalogo: KIPERB319
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14.4 Especificidade

Vasopressina anti-soro é produzido em coelhos.
As reagdes cruzadas a seguir séo medidas a 50% de ligag&o (B/Bo)

Peptideo % Reacéo Cruzada
Arg® Vasopressina 100 %
Ocitocina <0,1%
Lys®-Vasopressina <0,1%
Desmopressina <0,1%
Arg® Vasotocina 80 %

14.5 Sensibilidade
A sensibilidade, considerada como 3 mudangas no desvio padréo do calibrador 0, é 0,5 pmol/L

14.6 Média Normal
Cada laboratério deve estabelecer sua média normal para valores esperados.

Plasma: menos que 13 pmol/L
Urina: 57 £ 22 pmol/24 horas urina
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Revision nr 070716

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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