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CT-U.S.-ELISA

INTENDED USE

Immunoenzymetric assay for the in vitro quantitative measurement of human Calcitonin (CT) in serum

GENERAL INFORMATION
Proprietary name : DIAsource CT-U.S.-ELISA Kit
Catalogue number : KAP0421 : 96 tests

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

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

CLINICAL BACKGROUND

Biological activities

Calcitonin(CT) is a 32 amino acid peptide hormone secreted by the para-follicular C-cells of the thyroid
gland under serum calcium control. After acute administration, this peptide acts as a potent hypocalcemic
and hypophosphatemic hormone by increasing renal calcium clearance and reducing bone resorption.
However, its precise physiological role in bone metabolism is not yet fully understood.

Various forms of CT may be detected in blood samples, including a CT monomer, an oxidized monomer,
a dimer, higher molecular weight forms, and possibly precursor of CT. The concentrations of these
peptides vary with clinical status, renal function and tissular origin of CT (normal or ectopic production).
Medullar thyroid carcinoma (MTC) is a malignant tumor, developed from the C-cells, secreting calcitonin
in large excess. This disease occurs either as a sporadic (80%) or a familial (20%) form, which is
transmitted as an autosomal dominant gene or as a component of multiple endocrine neoplasia (11b).
Moderate hypercalcitoninemia is also observed in pregnancy, pernicious anaemia, renal failure and during
the neonatal period. Preferably, monomer form of CT is detected in this assay.

Clinical Application

The measurement of CT is used for :

- Diagnosis of medullary thyroid carcinoma (MTC),

- Follow up of malignant tumors, to check the success of surgery and to monitor for recurrence,

- Diagnosis of the preclinical cases of the familial forms of MTC (MEN 11 or Sipple syndrome) by the
use of stimulation tests (calcium or pentagastrin),

- Study of the pathophysiology of the calcium-phosphate and bone metabolism.



Iv.

PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource CT-U.S.-ELISA is a solid phase Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay performed on microtiterplate. Calibrators and samples react with
the capture monoclonal antibody (MAb 1) coated on microtiter well and with a
monoclonal antibody (MAb 2) labelled with horseradish peroxidase (HRP). After
an incubation period allowing the formation of a sandwich: coated MAb 1 —
human CT — MAb 2 — HRP, the microtiterplate is washed to remove unbound
enzyme labelled antibody. Bound enzyme-labelled antibody is measured through
a chromogenic reaction. Chromogenic solution (TMB ready for use) is added and
incubated. The reaction is stopped with the addition of Stop Solution and the
microtiterplate is then read at the appropriate wavelength. The amount of
substrate turnover is determined colourimetrically by measuring the absorbance,
which is proportional to the Calcitonin concentration.

A calibration curve is plotted and Calcitonin concentration in samples is
determined by interpolation from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED
Reagents 96 tests Color Reconstitution
Kit Code
-I T Microtiterplate with 96 anti
CT (monoclonal antibodies) Ready for use
96 wells blue
coated breakable wells
| Ab | HRP | CONC |
- - 1 vial Dilute 50 x with
Conjugate: HRP labelled anti-CT yellow -
(monoclonal antibodies) in Stabilizing | °-+2> ™ conjugate buffer
Buffer
Conjugate buffer: TRIS-Maleate 1 vial red Ready for use
. _ . 6 mi
buffer with bovine serum albumin,
EDTA and thymol
cAL vl
oonil | vellow | Add 0.5 mi distilled
Calibrator N=0t05 yopntt water
(see exact values on vial labels) in CT-
Free human serum
Add buffer (see
1 vial black reconstitution volume
CT free human serum (to be used for lyophil. on the label)
samples dilution) with thymol
BUF 1 vial black
sml Ready for use
Buffer (serum free): borate buffer
1 vial brown Dilute 200 x with
|WASH | SOLN |CONC | 10 ml distilled water (use a
Wash Solution (Tris-HCI) magnetic stirrer).
Ivoohil silver Add 0.5 ml distilled
Controls - N = 1 or 2 yophil. water
in human serum with gentamycin
1 vial Ready for use
} ) 12 ml brown
Chromogenic TMB solution
(Tetramethylbenzydine)
.
1 vial . Ready for use
] 2 ml white
Stop Solution: HCI: 1N

Note: 1. CT free human serum is to be used for samples dilution.

2. 1 pg of our reference preparation is equivalent to 0.19 plU NIBSC

89/620.

VI.

SUPPLIES NOT PROVIDED

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

VIIL.

High quality distilled water

Pipettes for delivery of: 50 pl, 100 pl,, 500 pl and 1 ml (the use of accurate
pipettes with disposable plastic tips is recommended)

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Washer for microtiterplate

Microtiterplate reader capable of reading at 450 nm nm and 650 nm
(bichromatic reading).

REAGENT PREPARATION

Calibrators : Reconstitute the calibrators with 0.5 ml distilled water.
Controls : Reconstitute the controls with 0.5 ml distilled water.

Working Wash solution : Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 199 volumes of distilled water to 1 volume of Wash
Solution (200x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.

CT Free Serum: Reconstitute the CT Free Serum with the amount of
Buffer as indicated on the vial label. Allow it to remain undisturbed until
completely dissolved, and then mix well by gentle inversion.

Working anti-CT-HRP conjugate: Prepare an adequate volume of
conjugate solution by adding for example :40 pl of the 50 x concentrated
anti-CT-HRP conjugate to 2 ml of conjugate buffer. Use a vortex to
homogenize. Extemporaneous preparation is recommended.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

Unused wells must be stored, at 2-8°C, in a sealed bag containing a
desiccant until expiration date.

After reconstitution, calibrators, controls and CT free serum are very
unstable and should be frozen immediately after use and kept at —20°C for
3 months. Only one freeze thawing cycle is allowed, discard the
calibrators, controls and CT free serum after the second use.

The concentrated Wash Solution is stable at 18-25°C until expiration date.
Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, the concentrated conjugate (50x) is stable until expiry
date, if kept in the original well-closed vial at 2 to 8°C.

The Working anti-CT-HRP conjugate is stable for 1 week at 4°C.

The chromogenic TMB solution and the Stop Solution are stable at 2°C to
8°C until the expiry date.

Alterations in physical appearance of kit reagents may indicate instability
or deterioration.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum must be kept at 2 - 8°C.

If the test is not run within 24 hours, storage in aliquots at -20°C is
recommended. Avoid subsequent freeze thaw cycles.

Prior to use, all samples should be at 18-25°C. It is recommended to
vortex the samples before use.

Do not use haemolysed samples.

Do not use lipemic samples.

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date.

Do not mix materials from different kit lots.

Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
Perform calibrators, controls and samples in duplicate. Vertical alignment
is recommended.

Use a clean plastic container to prepare the Wash Solution.

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

For the dispensing of the Chromogenic Solution and the Stop Solution
avoid pipettes with metal parts.

High precision pipettes or automated pipetting equipment will improve the
precision.

Respect the incubation times.

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

The chromogenic solution should be colourless. If a dark blue colour
develops within a few minutes after preparation, this indicates that the
preparation is unusable and must be discarded.

Dispense the Chromogenic Solution within 15 minutes following the
washing of the microtiterplate.



During incubation with Chromogenic Solution, avoid direct sunlight on
the microtiterplate.

B. Procedure

1. Select the required number of wells for the run. The unused wells should
be resealed in the bag with a desiccant and stored at 2-8°C.

2. Secure the wells into the holding frame.

3. Pipette 100 pl of each Calibrator, Control and Sample into the appropriate
wells.

4. Pipette 50 pl of Working anti-CT-HRP conjugate into all the wells.

5. Incubate for 18 + 1 hour at 2-8°C.

6. Aspirate the liquid from each well.

7. Wash the plate 3 times by:

= Dispensing 0.4 ml of Wash Solution into each well
= Aspirating the content of each well

8. Pipette 100 pl of the Chromogenic solution into each well within 15
minutes following the washing step.

9. Incubate the microtiterplate for 30 minutes at 18-25°C avoiding direct
sunlight.

10.  Pipette 100 pl of Stop Solution into each well.

11.  Read the absorbances at 450 nm (reference filter 630 nm or 650 nm)
within 1 hour and calculate the results as described in section XI.

Xl.  CALCULATION OF RESULTS

1. Read the plate at 450 nm against a reference filter set at 650 nm (or 630
nm).

2. Calculate the mean of duplicate determinations.

3. Plot the OD values (ordinate) for each calibrator against the corresponding

concentration of Calcitonin (abscissa) and draw a calibration curve
through the calibrator points.

4. Read the concentration for each control and sample by interpolation on the
calibration curve.
5. Computer assisted data reduction will simplify these calculations. If

automatic result processing is used, a 4 parameter logistic function curve
fitting is recommended.

XIl.  TYPICAL DATA

The following data are for illustration only and should never be used instead of
the real time calibration curve.

CT-U.S.-ELISA Bichromatic model
(OD)
Calibrator 0 pg/mi 0.009
10 pg/ml 0.029
50 pg/ml 0.127
100 pg/ml 0.447
200 pg/ml 0.919
400 pg/ml 1.87

XIll. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A Detection Limit
Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators.
The detection limit, defined as the apparent concentration two standard
deviations above the average OD at zero binding, was 0.7 pg/ml.

B. Specificity
Some potentially interfering hormones have been tested in this assay. At
concentrations up to 100 ng/ml, none of the following hormones showed
significant interference :
- CGRP
- Salmon-calcitonin
- PDN21
- Procalcitonin N terminal.

C. Precision

D. Accuracy
RECOVERY TEST

Added CT Recovered CT Recovery
(pg/mi) (pg/mi) (%)
327.7 340.6 104
160.7 159.3 99
80.5 80.4 99
48.3 50.8 105
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Concent. Measured Concent.
(pg/ml) (pg/ml)
Serum 1 11 - 300.6
12 150.3 157.9
1/4 75.1 75.5
1/8 37.6 45.7
1/16 18.8 25.2
1/32 9.4 121
1/64 4.7 5

INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>=*SD cv Serum N <X>*SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 19 43.0+0.75 17 A 8 446121 4.9
B 19 133.7+5.2 3.9 B 8 136.3+8.1 6

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

Samples were diluted with CT Free Serum.

E. Hook effect
A sample spiked with CT up to 480000 pg/ml gives higher OD’s than the
last calibrator point.

XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL

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

. If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
which should be kept frozen in aliquots. Controls that contain azide will
interfere with the enzymatic reaction and cannot be used.

L] Acceptance criteria for the difference between the duplicate results of the
samples should rely on Good Laboratory Practises
. It is recommended that Controls be routinely assayed as unknown samples

to measure assay variability. The performance of the assay should be
monitored with quality control charts of the controls.
. It is good practise to check visually the curve fit selected by the computer.

XV. REFERENCE INTERVALS

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

Normal values
84 samples from normal subjects obtained values below 11 pg/ml.

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

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

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

Avoid any skin contact with all reagents, Stop Solution contains HCI, the
chromogenic solution contains TMB and H,O,. In case of contact, wash
thoroughly with water.

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.
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CT-U.S.-ELISA

I.  BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage immunoenzymatique pour la mesure quantitative in vitro de la Calcitonine humaine
(CT) dans le sérum.

I1.  INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource CT-U.S.-ELISA kit
B. Numéro de catalogue : KAP0421: 96 tests

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

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

I1l. CONTEXTE CLINIQUE
A. Activités biologiques

La Calcitonine (CT) est une hormone peptidique 32 acides aminés secrétée par les cellules C
parafolliculaires de la glande thyroide sous contrble de calcium sérique. Aprés une administration
aiguée ce peptide se comporte comme une hormone hypocalcémiante et hypophosphatémique puissante
en augmentant I’¢limination rénale de calcium et en réduisant la résorption osseuse. Cependant, son
role physiologique exact dans le métabolisme osseux n’est pas encore compris entierement. Différentes
formes de CT peuvent apparaitre dans les échantillons sanguins, y compris un monomére CT, un
monomere oxydé, un dimere, des formes avec un poids moléculaire plus élevé, et précurseur de CT
possible. Les concentrations de ces peptides varient avec la situation clinique, la fonction rénale et
I’origine tissulaire de CT (production normale ou ectopique). Le carcinome thyroide médullaire (MTC)
est une tumeur maligne, développé a partir des cellules C, sécrétant excessivement de la calcitonine.
Cette maladie apparait comme forme sporadique (80%) ou familiale (20%), qui est transmise comme
un gene autosomique dominant ou comme un composant du néoplasme endocrine multiple (I1b). La
hypercalcitoninémie modérée apparait aussi pendant la grossesse, 1’anémie pernicieuse, le
dysfonctionnement rénal et la période néonatale. De préférence, la forme monomeére de CT est analysée
dans ce test.

B. Application clinique

La mesure de CT est utilisée pour :

- diagnostic de carcinome thyroide médullaire (MTC)

- suivi de tumeurs malignes, pour vérifier le succes de la chirurgie et la possibilité de rechute.

- diagnostic des cas précliniques des formes familiales de MTC (MEN 11 ou syndrome de Sipple) par
I’utilisation de tests de stimulation.

- Etude de la pathophysiologie du métabolisme phosphocalcique et osseux.



IV.  PRINCIPES DU DOSAGE

Le kit DIAsource CT-U.S.-ELISA est un «Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay » en phase solide effectué sur des microplaques. Les calibrateurs et
les échantillons réagissent avec 1’anticorps de capture monoclonal (MAb 1)
recouvrant les puits et avec un anticorps monoclonal (MAb 2) marqué avec la
peroxydase (HRP). Aprés une période d’incubation permettant la formation d’un
sandwich: MAb 1 recouvert — CT — MAb 2 — HRP, la microplaque est lavée afin
d’enlever I’anticorps libre marqué enzymatiquement. L’anticorps li¢é marqué
enzymatiquement est mesuré avec une réaction chromogénique. Une solution
chromogénique (TMB — Prét a I’emploi) est ajoutée et incubée. La réaction est
arrétée avec 1’addition de Solution d’arrét et la microplaque est alors lue a la
longueur d’onde appropriée. La quantité de remplacement de substrat est
déterminée colorimétriquement par la mesure de [’absorbance, qui est
proportionnelle & la concentration en CT.

Une courbe de calibration est dessinée et la concentration en CT dans les
échantillons est déterminée par interpolation de la courbe de calibration.

V. REACTIFS FOURNIS

Reactifs 96 tests Code Reconstitution
Kit Couleur
Microplaque de titration
cassable avec 96 puits 96 puits bleu Prét a emploi

tapissés d'anti-CT
(anticorps monoclonal)

Ab | HRP | CONC | .
| 1 flacon iaun Diluer 50 x avec le
0,125 ml Jaune tampon du conjugué

Conjugué: anti-CT marqué avec de
I’HRP (anticorps monoclonal) dans
un tampon stabilisant

CONJ BUF

Tampon du conjugué: un tampon 1 flacon Rouge Prét a I’emploi
TRIS-Maléate avec de I'albumine 6 ml
bovine, EDTA et du thymol

o v

Jaune Ajouter 0,5 ml d’eau

Calibrateur N=0a5 6 flacons distillée
(cf. Valeurs exactes sur chaque lyophilisés
flacon) dans du sérum humain libre
de CT
acon noir Ajouter le tampon (cf.
Sérum humain libre de CT (a utiliser lyophilise volume exact sur
pour la dilution des échantillons) avec chaque flacon)
du thymol
1 flacon
BUF PO .
8ml Noir Prét a I’emploi
Tampon (sans sérum): tampon borate
| WASH | SOLN |CONC | Diluer 200 x avec de
1 flacon Brun I’eau distillée (utiliser
Solution de Lavage 10ml un agitateur
(Tris-HCI) magnétique).
[eomor ] v |
|2 ﬂ?ﬁf.”? Gris Ajouter 0,5 ml d’eau
Contrles - N = 1 ou 2 dans du sérum | 'YOPNIIISES distillée
humain et de la gentamycine
CHROM T™MB Brun Prét a I’'emploi
1 flacon u
12ml

Solution Chromogénique
(Tétraméthylbenzydine)

sToP 1 flacon Prét a I'emploi

Noir
Solution d’arrét: HC1 1N 12ml

Note: 1. Utiliser le sérum humain libre de CT pour la dilution des échantillons.
2. 1 pg de la préparation du calibrateur est équivalent a 0.19 pIU NIBSC
89/620.

VI.

MATERIEL NON FOURNI

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

1.
2.

I

VIII.

Eau distillée d’une haute qualité

Pipettes pour distribuer: 50 ul, 100 pl, 500 pl et 1 ml (1’utilisation de
pipettes précises et de pointes en plastique est recommandée)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Laveur de microplaques

Lecteur de microplaques capable de lire a 450 nm et 650 nm (lecture
bichromatique)

PREPARATION DES REACTIFS

Calibrateurs : Reconstituer les calibrateurs avec 0,5 ml d’eau distillée..
Controles : Reconstituer les contrdles avec 0,5 ml d’eau distillée.

Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage
en ajoutant 199 volumes d’eau distillée a 1 volume de Solution de Lavage
(200x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la
Solution de Lavage non utilisée a la fin de la journée.

Sérum sans CT: Reconstituer le sérum sans CT avec la quantité de tampon
indiquée sur I'étiquette du flacon. Laisser reposer jusqu'a dissolution
compléte, mélanger ensuite en retournant doucement le flacon.

Conjugué anti-CT-HRP de travail: Préparer un volume adéquat de
solution de conjugué en ajoutant, par exemple, 40 pl du conjugué anti-
CT-HRP 50 x concentré a 2 ml de tampon du conjugué. Il est
recommandé de faire une dilution extemporanée.

STOCKAGE ET DATE D’EXPIRATION DES REACTIFS

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

Des puits inutilisés doivent étre gardés, a 2-8°C, dans un sachet cacheté
contenant un dessiccant jusqu’a la date d’expiration.

Aprés la reconstitution, les calibrateurs, les controles et le sérum libre de
CT doivent étre congelés immédiatement aprés ’usage et gardés —20°C
pendant 3 mois car ils sont instables. Un seul cycle de congélation et
décongélation est permis, jeter les calibrateurs, les contrbles et le sérum
libre de CT apres le deuxiéme usage.

La Solution de Lavage concentrée est stable & 18-25°C jusqu’a la date
d’expiration.

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

Apreés la premiere utilisation, le conjugué concentré (50x) est stable jusqu’a
la date d’expiration, si celui-Ci est conservé entre 2 et 8°C dans le flacon
d’origine correctement fermé.

Le conjugué anti-CT-HRP de travail est stable une semaine a 4°C.

La solution chromogénique TMB et la solution d'arrét sont stables entre 2°C
et 8°C jusqu'a la date de péremption.

Des altérations dans 1’apparence physique des réactifs de la trousse peuvent
indiquer une instabilité ou une détérioration.

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

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

Si le test n’est pas réalisé dans les 24 heures, un stockage en aliquots a
-20°C est recommandé. Eviter des cycles de congélation et décongélation
successifs.

Avant I’utilisation des échantillons, ceux-ci doivent étre amenés a 18-25°C.
On recommande de vortexer les échantillons avant de les utiliser.

Ne pas utiliser d’échantillons hémolysés

Ne pas utiliser des échantillons lipémiques.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants aprés avoir dépassé la date
d’expiration.

Ne pas mélanger du matériel provenant de trousses de lots différents.
Mélangez tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce.

Tester les calibrateurs, les contrdles et les échantillons en double. Un
alignement vertical est recommandé.

Utiliser un récipient en plastique propre pour préparer la Solution de
Lavage.

Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour I’addition de chaque réactif et échantillon.

Pour la distribution de la Solution Chromogénique et de la Solution
d’arrét, éviter des pipettes avec des parties en métal.
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Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’augmenter la précision.

Respecter les temps d’incubation.

Préparer une courbe d’étalonnage pour chaque nouvelle
d’expériences, ne pas utiliser les données d’expériences précédentes.
Distribuer la Solution Chromogénique dans les 15 minutes apres le lavage
de la microplaque de titration.

Eviter I'exposition a la lumiére du soleil lors de I’incubation avec la
Solution Chromogénique

série

Mode opératoire

Sélectionner le nombre de puits nécessaires pour le test. Les puits
inutilisés doivent étre cachetés de nouveau dans le sachet avec un
dessiccant et gardés a 2-8°C.

Placer les puits dans le support.

Pipeter 100 pl de chaque Calibrateur, Controle et Echantillon dans les
puits appropriés.

Pipeter 50 pl du conjugué anti-CT-HRP de travail dans tous les puits.
Incuber pendant 18 + 1 heures a 2-8°C

Aspirer le liquide de chaque puits.

Laver la plaque 3 fois en:

. distribuant 0.4 ml de la Solution de Lavage dans chaque puits

. aspirant le contenu de chaque puits

Pipeter 100 pl de la Solution Chromogénique dans chaque puits dans les
15 minutes apres la phase de lavage.

Incuber la microplaque pendant 30 minutes a 18-25°C, éviter I'exposition
a la lumiére du soleil.

Pipeter 100 pl de la Solution d’arrét dans chaque puits.

Lire les absorbances a 450 nm (filtre de référence 630 nm ou 650 nm)
endéans 1 heure et calculer les résultats comme décrits dans la section XI.

CALCUL DES RESULTATS

Lire la plaque a 450 nm contre un filtre de référence mis a 650 nm (ou 630
nm).

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.

Dessiner les DO (densité optique) pour chaque calibrateur contre la
concentration correspondante en CT et dessiner une courbe de calibration
a I’aide des points de calibration.

Lire la concentration pour chaque contrdle et échantillon par interpolation
sur la courbe de calibration.

L’analyse informatique des données simplifiera les calculs. Si un systeme
d’analyse de traitement informatique des données est utilisé, il est
recommandé d’ utiliser la fonction « 4 paramétres » du lissage de courbes.

DONNEES TYPES

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

XIHI.

CT-U.S.-ELISA Unités DO
modele bichromatique
Calibrateur 0 pg/mi 0,009
10 pg/ml 0,029
50 pg/ml 0,127
100 pg/ml 0,447
200 pg/mi 0,919
400 pg/ml 1,87

PERFORMANCE ET LIMITES

Sensibilité

Vingt calibrateurs zéro ont été testés en paralléle avec un assortiment
d’autres calibrateurs. La limite de détection, définie comme la
concentration apparente située 2 déviations standards au-dessus de la
moyenne DO déterminée a la fixation zéro, était de 0,7 pg/ml.

Spécificité

Certaines hormones pouvant potentiellement interférer avec I'analyse ont
été testées dans cet essai. A des concentrations jusqu'a 100 ng/ml, aucune
des hormones suivantes ne montre une interférence significative :

- CGRP

- Calcitonine de saumon

- PDN21

- Procalcitonine N terminale.

C. Précision
INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD cv Sérum N <X>+SD Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 19 43,0+0,75 1,7 A 8 446 +2,1 49
B 19 133,7+£5,.2 39 B 8 136,3+8,1 6

SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation

D. Exactitude

TEST DE RECUPERATION

CT ajoutée CT récupérée Récupération

(pg/mi) (pg/mi) %)

327,7 340,6 104

160,7 159,3 99

80,5 80,4 99

48,3 50,8 105

TEST DE DILUTION
Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(pg/ml) (pg/ml)
Sérum 1 11 - 300,6
1/2 150,3 157,9
1/4 75,1 75,5
1/8 37,6 45,7
1/16 18,8 25,2
1/32 9,4 12,1
1/64 4,7 5

Les échantillons ont été dilués avec le sérum humain libre de CT.

E.

Effet crochet
Un échantillon dopé avec de la CT jusqu’a 480000 pg/ml donne des DO
supérieures au dernier point de calibration.

XIV. CONTROLE DE QUALITE INTERNE

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

Chaque laboratoire est libre de faire ses propres stocks d’échantillons
contrdles, lesquels doivent étre congelés aliquotés. Des controles qui
contiennent de 1’azide influenceront la réaction enzymatique et ne peuvent
pas étre utilisés.

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

On recommande que les contrdles soient testés de fagon routiniére comme
des échantillons inconnus pour mesurer la variabilité du test. La réalisation
du test doit étre suivie avec des fichiers de contrdles de qualité des
contrdles.

On recommande de vérifier visuellement le lissage de la courbe sélectionné
par I’ordinateur.

XV. VALEURS ATTENDUES

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

Valeurs normales
84 échantillons de sujets normaux ont donné des valeurs inférieures a 11 pg/ml.



XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont été évalués par des
méthodes approuvées par I’Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBsAg,
I’anti-HCV, anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
complete que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d’hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum devront étre
conformes aux procédures locales de sécurité.

Tous les produits animaux et leurs dérivés ont été collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I’ESB n'a pas été détectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animales devront étre
traités comme potentiellement infectieux.

Eviter le contact de la peau avec tous les réactifs. La Solution d’arrét contient de
I’HCI, la Solution Chromogénique contient de la TMB et de I’H,O,. En cas de
contact, laver avec beaucoup d’eau.

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

CALIBRATEURS ECHANTILLON(S)
(1) CONTROLES
(u1)
Calibrateurs (0-5) 100 R
Echantillons , Controles - 100
Conjugué Anti-CT-HRP de 50 50
travail

Incuber pendant 18 + 1 heures a 2 — 8°C
Aspirer le contenu de chaque puits.
Laver 3 fois avec 400 pl de la Solution de Lavage et aspirer.

Solution Chromogénique 100 100

Incuber pendant 30 min a 18-25°C.

Solution d’arrét 100 100

Lire sur un lecteur de microplaques et enregistrer 1’absorbance de chaque puits a 450
nm (contre 630 ou 650 nm)
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Lees het hele protocol voor gebruik.

CT-U.S.-ELISA

BEOOGD GEBRUIK

Immunoenzymetrische testkit voor de in vitro kwantitatieve bepaling van humaan Calcitonine (CT) in
serum.

ALGEMENE INFORMATIE
Gedeponeerd handelsmerk: DIAsource CT-U.S.-ELISA Kit
Catalogusnummer: KAP0421: 96 tests

Geproduceerd door: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgié.

Voor technische assistentie of voor bestelinformatie kunt u contact opnemen met:
Tel.: +32 (0)10 84 99 11 - Fax: +32 (0)10 84 99 91

KLINISCHE ACHTERGROND

Biologische activiteiten

Calcitonine (CT) is een 32 aminozuur peptide hormoon afgescheiden door de para-folliculaire C-cellen van de
schildklier onder de controle van serumcalcium. Na acute toediening gedraagt deze peptide zich als een krachtig
hypocalciémisch en hypofosfatemisch hormoon door het verhogen van de calciumopruiming in de nieren en het
verlagen van de beenderresorptie. Nochtans is zijn precieze fysiologische rol in het beendermetabolisme nog niet
volledig doorgrond. Verschillende vormen van CT kunnen gedetecteerd worden in bloedstalen, waaronder een CT-
monomeer, een gedxideerd monomeer, een dimeer, vormen met een hoger moleculair gewicht, en mogelijk precursor
voor CT. De concentraties van deze peptiden variéren met de klinische status, de nierfunctie en de weefseloorsprong
van CT (normale of ectopische produktie). Medulair schildkliercarcinoom (MTC) is een kwaadaardige tumor,
ontwikkeld vanuit de C-cellen, dat in grote overdaad calcitonine afscheidt. Deze ziekte komt hetzij onder een
sporadische (80%) hetzij als een familiale (20%) vorm voor, die wordt doorgegeven als een autosomaal dominant gen
of als een component van multipel endocrien neoplasma (Ilb). Gematigde hypercalcitoninemie komt ook voor bij
zwangerschap, pernicieuze anemie, disfunctie van de nier en tijdens de neonatale periode. Bij voorkeur wordt de
monomere vorm van CT gedetecteerd in deze test.

Klinische toepassing

De meting van CT door de huidige IRMA wordt gebruikt voor:

- diagnose van medulair schildkliercarcinoom (MTC).

- opvolging van kwaadaardige tumoren, om het succes van chirurgie en hervalling na te gaan.

- diagnose van medulair schildkliercarcinoom (MTC).

- diagnose van de pre-klinische gevallen van de familiale vormen van MTC (MEN II of Sipple syndroom) door
het gebruik van stimulatietesten (calcium of pentagastrine)

- studie van de patofysiologie van het calcium-fosfaat- en beendermetabolisme.



IV.  BESCHRIJVING VAN DE METHODE

De DIAsource CT-U.S.-ELISA is een “Solid Phase Enzyme Amplified
Sensitivity Immunoassay” uitgevoerd op microtiterplaten. De kalibrators en de
monsters reageren met het monoklonale vangantilichaam (MAb 1) gecoat op de
microtiterputje en met een monoklonaal antilichaam (MAb 2) gelabelled met
mierikswortelperoxidase (HRP). Na een incubatieperiode die de vorming toelaat
van een sandwich: gecoate MAb 1 — humaan CT — MAb 2 — HRP, wordt de
microtiterplaat gewassen om het ongebonden antilichaam dat gelabelled is met
een enzyme te verwijderen. Het gebonden antilichaam dat gelabelled is met een
enzyme wordt gemeten door een chromogene reactie. Een chromogene oplossing
(gebruiksklare TMB) wordt toegevoegd en geincubeerd. De reactie wordt
beéindigd door toevoeging van de Stopoplossing en de microtiterplaat wordt dan
gelezen op de gepaste golflengte. De hoeveelheid substraatturnover wordt
colorimetrisch bepaald door de meting van de absorbantie, die proportioneel is
met de Calcitonine concentratie.

Een kalibratiecurve wordt uitgezet en de Calcitonineconcentratie in de monsters
wordt bepaald door interpolatie van de kalibratiecurve.

V. GELEVERDE REAGENTIA

Reagentia Kitmet | Kleur- Reconstitutie
96 testen code

Microtiterplaat met 96

anti CT (monoklonale Klaar voor gebruik
antilichamen) gecoate | 96 wells | blauw

breekbare putjes

Ab | HRP |CONC|

1 flacon
Conjugaat: Anti-CT 0,125 ml
(monoklonale antilichamen)
gelabeld met HRP in
stabilizerende buffer

geel | 50 x met conjugaat buffer
verdunnen.

CONJ BUF

Conjugaat buffer: TRIS-Maleate 1 flacon rood Klaar voor gebruik
buffer met bovien 6 ml
serumalbumine, EDTA en
thymol

6 flacons .
Kalibrator - N = 0 tot 5 gevries- geel 0,5 ml gedestilleerd water
(raadpleeg de flaconetiketten droogd toevoegen

voor de exacte waarden) in
calcitonine-vrij humaan serum

SERUM

CT-vrij humaan serum (te 1flacon | zyart | Voeg buffer toe (zie volume

lyophil. :
gebruiken voor verdunning van yop op het etiket)
de stalen) met thymol

BUF 1 flacon zwart .
8ml Klaar voor gebruik

Buffer (serum vrij): boraat buffer

|WA5H | SOLN |CONC | 200 x met gedestilleerd water
1 flacon . verdunnen (gebruik een
: ; 10 ml bruin magnetische roerder)
Wasoplossing (Tris-HCI) g :
21l . .
acons, zilver | 0,5 ml gedestilleerd water
_ gevries-
Controles - N =1 of 2 toevoegen
) droogd
in humaan serum en
gentamycine
1 flacon brui Klaar voor gebruik
Chromogene Oplossing TMB 12 ml ruin
(Tetramethylbenzydine)
1 flacon wit Klaar voor gebruik

Stopoplossing: HCI 1N 12 ml

Opmerking: 1.  Gebruik CT-vrij humaan serum voor monsterverdunningen.
2. 1pg van de kalibratorbereiding is gelijk aan 0.19 plU NIBSC
89/620.

VI.

NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN

De volgende materialen zijn noodzakelijk maar worden niet meegeleverd met de

kit:
1.
2.

S

VIIL.
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Gedestilleerd water.

Pipetten voor een volume van 50 pl, 100 pl, 500 pl en 1 ml (het gebruik
van nauwkeurige pipetten met plastic wegwerptips wordt aanbevolen).
Vortexmenger.

Magnetische roerder.

Wasser voor de Microtiterplaten

Microtiterplaatlezer in staat tot lezen bij 450 nm en 650 nm
(bichromatische lezing)

BEREIDING VAN HET REAGENS

Kalibrators: Reconstitueer de kalibrators met 0,5 ml gedestilleerd water.
Controles: Reconstitueer de controles met 0,5 ml gedestilleerd water.
CT-vrij serum : Reconstitueer het CT-vrije serum met buffer (zie het
volume op het etiket). Zorg ervoor dat het onverstoord blijft tot het
volledig is opgelost en meng dan goed door voorzichtig om te keren.
Werk-wasoplossing: Bereid een voldoende hoeveelheid werk-
wasoplossing door 199 eenheden gedestilleerd water toe te voegen aan 1
eenheid wasoplossing (200 x).

Gebruik een magnetische roerder voor de homogenisering. Op het eind
van de dag moet de ongebruikte werk-wasoplossing afgevoerd worden.
Werkend Anti-CT-HRP conjugaat: Bereid een voldoende hoeveelheid
conjugaat oplossing door bijvoorbeeld 40 pl van het geconcentreerde
conjugaat (50x) toe te voegen aan 2 ml conjugaat buffer.

Verdunning op het ogenblik zelf wordt aanbevolen.

OPSLAG EN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

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

Ongebruikte putjes moeten bewaard worden bij 2-8°C, in een verzegelde
zak met een droogmiddel tot de vervaldatum.

Na reconstitutie moeten kalibrators, controles en CT-vrij serum
onmiddellijk worden ingevroren na gebruik omdat ze instabiel zijn en
max. gedurende 3 maanden kunnen bewaard worden bij —20°C. Slechts
één vries- en ontdooicyclus is toegestaan. Voer kalibrators, controles en
CT-vrij serum na het tweede gebruik af.

De geconcentreerde Wasoplossing is stabiel bij 18-25°C tot de
vervaldatum.

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

Na het eerste gebruik is het geconcentreerde conjugaat (50x) houdbaar tot
de vervaldatum, indien bewaard bij 2 tot 8°C in de oorspronkelijke, goed
afgesloten flacon.

Het Werkend anti-CT-HRP conjugaat is stabiel gedurende 1 week bij 4°C.
De chromogene TMB oplossing en de Stopoplossing zijn stabiel bij 2°C
tot 8°C tot de vervaldatum.

Wijzigingen in het fysieke aspect van kitreagentia kunnen wijzen op
instabiliteit of op een kwaliteitsvermindering.

MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

Serummonsters moeten bij 2 — 8°C bewaard worden.

Als monsters niet dezelfde dag gekeurd worden als de bloedafname, is het
aan te raden ze te bevriezen tot de bepaling. Monsters kunnen slechts
eenmaal ontdooid worden

Gebruik geen gehemolyseerde monsters.

Gebruik geen lipemische monsters.

PROCEDURE

Opmerkingen bij de procedure

Gebruik de kit of de componenten niet langer dan de aangegeven
vervaldatum. Materialen van kits van verschillende loten mogen niet
gemengd worden. Laat alle reagentia op 18-25°C komen voor gebruik.
Meng alle reagentia en monsters goed door ze voorzichtig te bewegen of
door er voorzichtig mee te draaien.

Voer Kkalibrators, controles en monsters in dubbel uit. Een verticale
opstelling wordt aanbevolen.

Gebruik een proper plastic recipiént om de Wasoplossing in te bereiden.
Om kruisbesmetting te vermijden, moet een propere wegwerpbare pipettip
gebruikt worden voor toevoeging van elk reagens en monster.

Vermijd voor het toevoegen van de Chromogene Oplossing en de
Stopoplossing pipetten met onderdelen van metaal.
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Pipetten met een grote precisie of geautomatiseerde pipetteerapparatuur
zullen de precisie verhogen. Respecteer de incubatietijden.

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

De chromogene oplossing moet kleurloos zijn. Als een donkerblauwe
kleur zich ontwikkeld binnen enkele minuten na de bereiding geeft dit aan
dat de bereiding onbruikbaar is en moet worden weggegooid.

Breng de Chromogene Oplossing aan binnen de 15 minuten na het wassen
van de microtiterplaat.

Tijdens de incubatie met de Chromogene Oplossing moet direct contact
met zonlicht vermeden worden.

Procedure

Selecteer het vereiste aantal putjes voor de test. De ongebruikte
putjesmoeten opnieuw verzegeld worden in een zak met droogmiddel en
bewaard bij 2-8°C.

Bevestig de putjes in het rek.

Pipetteer 100 pl van elke Kalibrator, Controle en Monster in de gepaste
putjes.

Pipetteer 50 pl van het Werkende anti-CT-HRP conjugaat in al de putjes.
Incubeer gedurende 18 + 1 uur bij 2-8°C.

Aspireer de vloeistof van elk putje.

Was de plat 3 maal door:

= 0.4 ml Wasoplossing te verspreiden in elk putje

= deinhoud van elk putje te aspireren

Pipetteer 100 pl van de Chromogene TMB oplossing in elk putje binnen
de 15 minuten na de wasfase.

Incubeer de microtiterplaat gedurende 30 minuten bij 18-25°C, vermijd
direct zonlicht.

Pipetteer 100 pl van de Stopoplossing in elk putje.

Lees de absorbanties bij 450 nm (referentiefilter 630 nm of 650 nm)
binnen 1 uur en bereken de resultaten zoals beschreven in sectie XI.

BEREKENING VAN DE RESULTATEN

Lees de plaat op 450 nm tegen een referentiefilter gezet op 650 nm (of 630
nm).

Bereken het gemiddelde van de dubbele bepalingen.

Zet de OD waarden voor elke kalibrator tegen de overeenkomstige CT
concentratie en teken de kalibratiecurve door de kalibratorpunten.

Lees de concentratie voor elke controle en monster door interpolatie van
de kalibratiecurve.

Computer geassisteerde datareductie vergemakkelijkt deze berekeningen.
Als een automatische verwerking van de resultaten gebruikt wordt, wordt
een logistische curveopbouw met 4 parameters aanbevolen.

KENMERKENDE GEGEVENS

De volgende gegevens dienen enkel ter illustratie en mogen in geen geval
gebruikt worden ter vervanging van de real time kalibratiecurve.

CT-U.S.-ELISA Bichromatisch model

(OD)

Kalibrator 0 pg/ml 0,009
10 pg/ml 0,029

50 pg/ml 0,127

100 pg/ml 0,447

200 pg/mli 0,919

400 pg/ml 1,87

XML

A.

EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN

Detectielimiet

Twintig nulkalibrators werden bepaald, samen met een reeks andere kalibrators.

De

detectielimiet,

gedefinieerd als de blijkbare concentratie twee

standaarddeviaties boven de gemiddelde OD bij nul binding, was 0,7 pg/ml.

B.

Specificiteit

Sommige mogelijk interfererende hormonen zijn getest in deze test. Bij
concentraties tot 100 ng/ml, toonde geen van de volgende hormonen een
significante interferentie:

- CGRP

- Zalm-calcitonine

- PDN21

- Procalcitonine N terminaal.

C. Precisie

BINNEN EEN TEST TUSSEN TESTEN
Serum N <X>*SD CcVv Serum N <X>=*SD Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 19 43,0+0,75 1,7 A 8 446+21 4,9
B 19 133,7+5,2 39 B 8 136,3+ 8,1 6
SD: standaarddeviatie; VVC: variatiecoéfficiént
D. Nauwkeurigheid
RECOVERY —-TEST
Monster Toegevoegd Recovery van Recovery
CT (pg/ml) cT (%0)
(pg/ml)
Serum 327,7 340,6 104
160,7 159,3 99
80,5 80,4 99
48,3 50,8 105
VERDUNNINGSTEST
Monster Verdunning Theoretische Concentratie die
concentratie bepaald werd
(pg/ml) (pg/ml)
Serum 1 171 - 300,6
1/2 150,3 157,9
1/4 75,1 75,5
1/8 37,6 45,7
1/16 18,8 252
1/32 9,4 12,1
1/64 4,7 5

De stalen zijn verdund met CT-vrij human serum.

E. ""Hook""-effect
Een monster, dat met CT gespiket werd tot 480000 pg/ml, levert hogere
OD metingen op dan het laatste kalibratiepunt.

XIV. INTERNE KWALITEITSCONTROLE

- Indien de resultaten, die verkregen werden voor controle 1 en/of controle
2, niet binnen het bereik vallen zoals vermeld op het flaconetiket, dan
mogen de resultaten niet gebruikt worden tenzij een bevredigende uitleg
gegeven wordt voor de discrepantie.

- Indien gewenst, kan elk laboratorium zijn eigen pools voor
controlemonsters maken, die dan in aliquots bewaard moeten worden in de
diepvriezer. Controles die azide bevatten zullen de enzymatische reactie
beinvlioeden en mogen niet worden gebruikt.

- Aanvaardingscriteria voor het verschil tussen de resultaten in duplo van
monsters moeten steunen op gangbare laboratoriumpraktijken.

- Het wordt aanbevolen dat de Controles standaard getest worden als
onbekende stalen om de variabiliteit van de test te meten. De prestaties van
de test moeten gevolgd worden met kwaliteitscontrolefiches van de
controles.

- Het wordt aanbevolen de curve geselecteerd door de computer visueel na
te Kijken.

XV. REFERENTIE-INTERVALS

Deze waarden worden slechts als leidraad gegeven; elk laboratorium moet zijn
eigen normaal bereik van waarden uitmaken.

Normale waarden
Stalen van 84 normale individuen hadden waarden onder 11 pg/ml

XVI. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN
Veiligheid

Uitsluitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

De componenten, afkomstig van menselijk bloed, in deze kit werden getest door
in Europa goedgekeurde en/of door de Amerikaanse FDA goedgekeurde
methoden op aanwezigheid van HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 en 2 en gaven een



negatief resultaat. Geen enkele bekende methode kan echter volledige garantie XVIIL.SAMENVATTING VAN HET PROTOCOL
bieden dat derivaten van menselijk bloed geen hepatitis, aids of andere infecties

overdragen. Daarom moet men reagentia, serummonsters behandelen in
overeenstemming met de plaatselijke veiligheidsprocedures. KAL'BRIATORS g"g's‘f;gfgs)
Alle producten en derivaten van dierlijke oorsprong zijn afkomstig van gezonde | ()
dieren. Boviene componenten komen uit landen waar BSE niet gerapporteerd
werd. Toch moeten componenten die bestanddelen van dierlijke oorsprong
bevatten, behandeld worden als potentieel infectieus materiaal. Kalibrators (0 -5) 100
.. . . . . Monsters, Controles - 100

Vermijd enig contact van de huid met alle reagentia. De Stopoplossing bevat HCI, Werkend anti-CT-HRP 50 50
de chromogene oplossing bevat TMB en H,0O,. in geval van contact, grondig conjugaat
wassen met water.
Niet roken, drinken, eten of cosmetica aanbrengen in de werkruimte. Niet met de Incubeer gedurende 18 = 1 uur bij 2-8°C.
mond pipetteren. Draag beschermende kleding en gebruik Aspireer de inhoud van elk putje.
wegwerphandschoenen. Was 3 maal met 400 pl van de Wasoplossing en aspireer.
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

CT-U.S.-ELISA

I.  VERWENDUNGSZWECK

Ein immunenzymetrisches Assay flir die quantitative in vitro Bestimmung von humanem Calcitonin (CT)
in Serum.

Il. ALLGEMEINE INFORMATION
A. Handelsbezeichnung : DIAsource CT-U.S.-ELISA Kit
B. Katalognummer : KAPO421 : 96 Tests

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

Fur technische Unterstitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91
Fir Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - Kostenfreie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasource.be

I11.  KLINISCHER HINTERGRUND

A. Biologische Aktivitat

Calcitonin (CT) ist ein aus 32 Aminosduren bestehendes Peptidhormon, das unter Serum-Kalzium-Kontrolle von den
parafollikulédren Zellen (C-Zellen) der Schilddrise gebildet wird. Nach akuter Administration agiert dieses Peptid als
potentes hypocalcdmisches und hypophosphatdmisches Hormon, indem es die renale Kalzium-Clearance steigert und die
Knochenresorption senkt. Seine genaue physiologische Rolle im Knochenstoffwechsel ist jedoch noch nicht vollig gesichert.
In Blutproben kénnen verschiedene Formen von CT gefunden werden, d. h. ein CT-Monomer, eine oxidierte Monomer-
Form, ein Dimer sowie ein Vorlauferhormon mit héherer Molekiilmasse. Die Konzentrationen dieser Peptide variieren je
nach Kklinischem Status, Nierenfunktion und Gewebsherkunft des Calcitonins (normale oder ektopische Herkunft).

Das medulldre Schilddriisenkarzinom (MSK) ist ein bdsartiger Tumor, der aus den C-Zellen gebildet wird und Calcitonin in
grofRen Mengen freisetzt. Diese Erkrankung tritt als eine sporadische (80 %) oder als eine familiare (20 %) Form auf, die
durch autosomal dominante Vererbung oder als Bestandteil einer multiplen endokrinen Neoplasie (I11b) entstehen kann.

Eine moderate Hypercalcitonindmie kann auch wahrend der Schwangerschaft, bei einer pernizitsen Anémie, einer
Nierenfehlfunktion und wéhrend der neonatalen Phase auftreten. In diesem Assay wird vor allem die Monomer-

Form von CT festgestellt.

B. Klinische Anwendung

Indikationen fiir die Anwendung dieses CT-ELISA sind:

- die Diagnose des medulldren Schilddrisenkarzinoms (MSK);

- die Erfolgskontrolle einer Operation sowie die Uberwachung des Wiederauftretens eines MSK;

- die Diagnose von préklinischen familidren Formen von MSK (MEN 11 oder Sipple Syndrom) unter Verwendung
von Stimulierungstestungen (Kalzium oder Pentagastrin);

- die Studie der Pathophysiologie des Kalziumphosphat- und Knochenstoffwechsels.

€



IV. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Der DIAsource CT-U.S.-ELISA ist ein solid phase-Enzyme Amplified Sensitive
Immunoassay (ELISA) im Mikrotiterplattenformat. Kalibratoren und Proben
reagieren mit dem primaren monoklonalen Antikdrper (MAK 1), mit dem die
Wells der Mikrotiterplatte beschichtet sind, und mit einem monoklonalen
Antikorper (MAKk 2), der mit Meerrettich-Peroxidase (MRP) markiert ist. Nach
einer Inkubationsphase bildet sich ein Sandwich-Komplex: MAK 1 — humanes
Calcitonin - MAK 2 - MRP; nicht gebundene enzymbeschriftete Antikorper
werden durch Waschen der Mikrotiterplatte entfernt. ~ Gebundene
enzymbeschriftete Antikorper werden durch eine Farbreaktion gemessen.
Farblosung (gebrauchsfertiges TMB) wird hinzugefiigt und inkubiert. Die
Reaktion wird durch Hinzufiigen einer Stopplésung beendet und die
Mikrotiterplatte wird bei addquater Wellenldnge ausgewertet. Die Menge an
Substratumsatz wird kolorimetrisch durch Messung der Absorption bestimmt, die
proportional zur Calcitoninkonzentration ist.

Es wird eine Kalibrationskurve erstellt und die CT-Konzentration in den Proben
wird durch Interpolation von der Kalibrationskurve bestimmt.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenzien 96 Tests Farb- Rekonstitution
Kit code
Mikrotiterplatte mit 96 .
Anti-CT beschichteten 96 Wells Blau gebrauchsfertig
brechbaren Wells
(monoklonale Antikérper)
| Ab | HRP | CONC |
Konjugat: MRP (Meerrettich- 1 Gefild 50 x mit
Peroxidase) markierte Anti-CT 0.125 ml Gelb Konjugatpuffer
(monoklonale Antikdrper) in ! € verdiinnen
stabilisierendem Puffer.
Konjugatpuffer: TRIS-Maleate ! ((53::?[3 Rot gebrauchsfertig
Puffer mit Rinderserumalbumin,
EDTA und Thymol
o | o]
Kalibrator - N =0 bis 5 6 GeféaRe Gelb 0,5 ml dest. Wasser
(genaue Werte auf GefaR-Etiketten) | lyophilisiert zugeben
in CT-freiem Humanserum
SERUM Schwarz Puffer zugeben
frei 1 GefaR (Rekonstitutions-
CT-freies Humanserum (zur Iyophilisiert volumen siehe Etikett)
Verdiinnung der Proben zu
verwenden) mit thymol
BUF 1 Gefa Schwarz gebrauchsfertig
Puffer (serumfrei): Boratpuffer g ml
|WASH | SOLN |CONC | 200 x mit dest. Wasser
1 Geféall Braun verdunnen
Waschlésung (Tris-HCI) 1o0mi (Magnetriihrer
benutzen).
2 Gefale Silber 0,5 ml dest. Wasser
Kontrollen - N = 1 oder 2 lyophilisiert zugeben
Humanserum mit Gentamycin
1 Gefal gebrauchsfertig
12 ml Braun
Farblésung TMB
(Tetramethylbenzydin)
11(;er;alr3 WeiR gebrauchsfertig
Stoppl6sung: HCL 1N

Bemerkung: 1. Benutzen Sie das CT-freie Humanserum zur Probenverdinnung.
2. 1 pg der Kalibratorzubereitung ist dquivalent zu 0.19 pIU NIBSC
89/620.

VI

ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1.
2.

S

VII.

VIII.

Hochwertiges destilliertes Wasser

Pipetten: 50 ul, 100 ul, 500 pl und 1 ml (Verwendung von
Prézisionspipetten mit Einwegplastikspitzen wird empfohlen)

Vortex Mixer

Magnetriihrer

Waschgerét fiir Mikrotiterplatten

Mikrotiterplatten-Lesegerat zur Auswertung bei 450 nm und 650 nm
(bichromatische Auswertung)

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

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

Kontrollen: Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 0,5 ml dest. Wasser.
Waschlésung: Bereiten Sie ein angemessenes Volumen Waschlsung aus
einem Anteil Waschlosung (200 x) mit 199 Anteilen dest. Wasser zu.
Verwenden Sie einen Magnetriihrer zum gleichmégBigen Durchmischen.
Werfen Sie die nicht benutzte Waschldsung am Ende des Tages weg.
CT-freies Serum: Rekonstituieren Sie das CT-freie Serum mit der
Puffermenge, die auf dem GeféRetikett angegeben ist. Bis zum Auflésen
ruhig stehen lassen, danach durch sanfte Inversion griindlich mischen.
Gebrauchsfertiges  Anti-CT-MRP-Konjugat: ~ Bereiten  Sie  ein
entsprechendes VVolumen an Konjugat zu, indem Sie zum Beispiel 40ul des
50 fach konzentrierten Anti-CT-MRP Konjugats zu 2 ml Konjugatpuffer
geben. Es wird empfohlen, die Lsung frisch zuzubereiten.

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN
Vor dem Offnen oder der Rekonstitution sind die Reagenzien des Kits bis
zum Ablaufdatum (Angaben auf Etikett) bei Lagerung bei 2°C bis 8°C
stabil.
Nicht verwendete Wells sollten bis zum Verfallsdatum dicht in der Folie
verschlossen mit Trockenmittel bei 2° bis 8°C gelagert werden.
Kalibratoren und Kontrollen rekonstituiert und Serum ohne CT sind
instabil und sollten sofort verwendet werden. Aliquotiert kdnnen sie bei —
20°C 3 Monate lang gelagert werden. Die Kalibratoren und Kontrollen
sollten nur einmal eingefroren werden, nach der zweiten VVerwendung sind
die Kalibratoren, Kontrollen und CT-freies Serum zu entsorgen.
Die konzentrierte Waschldsung ist bei 18-25°C bis zum Verfallsdatum
haltbar.
Frisch zubereitete Waschl@sung sollte am selben Tag benutzt werden.
Nach der ersten Benutzung ist das konzentrierte Konjugat (50x) bei
Aufbewahrung im OriginalgefaR und bei 2° bis 8°C bis zum Ablaufdatum
stabil.
Das gebrauchsfertige Anti-CT-MRP-Konjugat ist bei 4°C 1 Woche haltbar.
Die TMB-Farblosung und die Stoppldsung sind bei 2°C bis 8°C bis zum
Verfallsdatum haltbar.
Veranderungen im Aussehen der Kitkomponenten konnen ein Anzeichen
fur Instabilitét oder Zerfall sein.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG
Serumproben mussen bei 2-8°C aufbewahrt werden.
Falls der Test nicht innerhalb von 24 Std. durchgefiihrt wird, ist die
Aufbewahrung bei -20°C erforderlich. Vermeiden Sie wiederholtes
Einfrieren und Auftauen.
Vor Gebrauch mussen alle Proben 18-25°C erreichen. Vortexmischen der
Proben wird vor Gebrauch empfohlen.
Keine hdmolytischen Proben benutzen.
Keine lipdmischen Proben benutzen.

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung
Verwenden Sie den Kit oder
Ablaufdatum.

Vermischen Sie Materialien von unterschiedlichen Kit-Chargen nicht.
Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schiitteln
oder Ruhren.

Fuhren Sie Kalibratoren, Kontrollen und Proben doppelt aus. Vertikale
Ausrichtung wird empfohlen.

Verwenden Sie zur  Zubereitung  der
Kunststoffbehélter.

Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um Kreuzkontamination
zu vermeiden.

Verwenden Sie zur Pipettierung der Farblésung und der Stoppldsung keine
Pipetten mit Metallteilen.

dessen Komponenten nicht nach

Waschlésung  reinen



10.
11.

XI.

XIL

XML

Prazisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhéhen die
Préazision.

Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Erstellen Sie fiir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von friheren Durchldufen.

Pipettieren Sie die Farblosung innerhalb von 15 Minuten nach dem
Waschen der Mikrotiterplatte.

Wéhrend der Inkubation mit der Farbldsung ist die Mikrotiterplatte vor
direktem Sonnenlicht zu schiitzen.

Durchfuhrung

Wabhlen Sie die erforderliche Anzahl der Wells fir den Lauf aus. Nicht
verwendete Wells sollten wieder dicht in der Folie verschlossen mit
Trockenmittel bei 2° bis 8°C gelagert werden.

Befestigen Sie die Wells im Halterahmen.

Pipettieren Sie jeweils 100 pl Kalibrator, Kontrolle und Probe in die
entsprechenden Wells.

Pipettieren Sie 50 pl des gebrauchsfertigen Anti-CT-MRP Konjugat in alle
Wells.

Inkubieren Sie 18 + 1 Stunde bei 2 — 8°C.

Saugen Sie die Flissigkeit aus jedem Well ab.

Waschen Sie die Platte 3 mal:

. pipettieren Sie 0,4 ml Waschldsung in jeden Well

= saugen Sie der Inhalt jedes Wells ab

Pipettieren Sie 100 pl der Farblésung innerhalb von 15 Minuten nach dem
Waschvorgang in jeden Well.

Inkubieren Sie die Mikrotiterplatte 30 Minuten bei 18-25°C; vermeiden
Sie direktes Sonnenlicht.

Pipettieren Sie 100 pl der Stoppldsung in jeden Well.

Werten Sie die Absorptionen bei 450 nm (Referenzfilter 630 nm oder 650
nm) innerhalb von 1 Stunde aus und berechnen Sie die Resultate wie in
Abschnitt XI beschrieben.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Werten Sie die Platte bei 450 nm gegen einen Referenzfilter auf 650 nm
(oder 630 nm) aus.

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.

Tragen Sie den c.p.m. fir jeden Kalibrator gegen die entsprechende
Konzentration CT (Abszisse) ein und zeichnen Sie eine Kalibrationskurve
durch die Kalibrationspunkte.

Berechnen Sie die Konzentration fiir jede Kontrolle und Probe durch
Interpolation aus der Kalibrationskurve.

Computergestiitzte Methoden kénnen ebenfalls zur Erstellung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit
dem Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit
einer “4 Parameter”’-Kurvenfunktion.

TYPISCHE WERTE
Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kénnen
nicht als Ersatz fiir die Echtzeitstandardkurve verwendet werden.

CT-U.S.-ELISA Bichromatisches Modell
(OD)
Kalibrator 0 pg/mi 0,009
10 pg/ml 0,029
50 pg/ml 0,127
100 pg/ml 0,447
200 pg/ml 0,919
400 pg/ml 1,87

LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK
Nachweisgrenze

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

Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabweichungen Uber dem gemessenen Durchschnittswert bei
Nullbindung, entsprach 0,7 pg/ml.

Spezifitat

Einige potenziell interferierende Hormone wurden in diesem Assay
getestet. Bei Konzentrationen bis zu 100 ng/ml zeigte keines der folgenden
Hormone eine signifikante Interferenz:

- cGRP

- Lachs-Calcitonin

- PDN21

- Procalcitonin N-terminal.

C. Préazision

INTRA ASSAY INTER ASSAY

<X>+SD | CV
(pg/ml) (%)

<X>+SD cv
(pg/ml) (%)

Serum N Serum N

A 19
B 19

43,0+0,75 17 A 8
133,7+5,2 39 B 8

446£21 4,9
136,3+£8,1 6

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit
WIEDERFINDUNGSTEST

Probe Zugeg. CT Wiedergef. CT Wiedergefunden
(pg/ml) (pg/ml) (%)
Serum 327,7 340,6 104
160,7 159,3 99
80,5 80,4 99
48,3 50,8 105
VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdinn. Theoret. Konzent. Gemess. Konzent.
(pg/ml) (pg/ml)
Serum 1 171 - 300,6
12 150,3 157,9
1/4 75,1 75,5
1/8 37,6 45,7
1/16 18,8 25,2
1/32 9,4 12,1
1/64 47 5

Die Proben wurden mit CT-freiem Humanserum verdinnt.

F. Hook-Effekt
Eine Probe mit CT bis zu 480000 pg/ml liefert hdhere Messwerte als der
letzte Kalibratormesswert.

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

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

Ll Falls zusatzliche Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen
eigenen Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte.
Kontrollen mit erhéhten Azidkonzentrationen storen die Enzymreaktion und
kdnnen nicht verwendet werden.

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

. Es wird empfohlen, Kontrollen im Assay routinemaRig wie unbekannte
Proben zu behandeln, um die Assayvarianz zu messen. Die Leistung des
Assay muss mit den Qualitatskontrollkarten der Kontrollen uberprift
werden.

. Es hat sich bewahrt, die durch den Computer ausgewahlte Kurvenanpassung
visuell zu berprifen.

XV. REFERENZ INTERVALLE
Diese Werte sind nur Richtwerte; jedes Labor muss seinen eigenen
Normalwertbereich ermitteln.

Normalwerte
84 Proben von gesunden Personen ergaben Werte unter 11 pg/ml.

XVI. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit europdischen und
in den USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie waren negativ fur HBSAG,
anti-HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode kann jedoch
vollkommene Sicherheit dartiber liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht



Hepatitis, AIDS oder andere Infektionen Ubertragen. Deshalb sollte der Umgang
mit  Reagenzien, Serumproben in Ubereinstimmung ~ mit  den
Sicherheitsbestimmungen erfolgen.

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern stammen aus L&ndern, in denen BSE
nicht nachgewiesen wurde.

Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen enthalten, als potenziell
infektios betrachtet werden.

Vermeiden Sie Hautkontakt mit allen Reagenzien; Stoppldsung enthalt HCI,
Farblosung enthélt TMB und H,O,. Bei Kontakt griindlich mit Wasser spilen.
Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in lhrem Arbeitsbereich, und verwenden
Sie keine Kosmetika. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Verwenden Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.

XVII. LITERATUR

1. GRAZE K., SPILER IJ., TASHIUAN AH., MELVIN K.EW., CERVI-
SKINNER S., GAGEL R.F., MILLER H.H., WOLFE H.J., DELELLIS
R.A., LEAPE L., FELDMAN Z.T. and REICHLIN S. (1978)
Natural history of familial medullary thyroid carcinoma; Effect of a
program for early diagnosis.
Engl. J. Med., 299,18;980-985.

2. HENNESSY J.F., WELLS S.A., ONTJES D.A. and COOPER C.W.
(1974) A comparison of pentagastrin injection and calcium infusion as
provocative agents for the detection of medullary carcinoma of the
thyroid.

J. Clin. Endocrinol. Metab., 39:487-495.

3. ROUGIER Ph., CALMETTES C., LAPLANCHE A., TRAVAGLI J.P.,
LEFEVRE M., PARMENTIER C., MILHAUD G. and TUBIANA M.
(1983)
the values of calcitonin and carcinoembryonic antigen in the
treatment and management of nonfamilial medullary thyroid
carcinoma.

Cancer, 51,5:856-862.

4. WALLACH S.R., ROYSTON I, TAETLE R., WOHL H. and DEFTOS
L. (1981)
Plasma calcitonin as a marker of disease activity in patients with small
cell carcinoma of the lung.
J. Clin. Endocrinol. Metab., 53,3:602-606.

5. WELLS S.A., BAYLIN S.B., LINEHAN W.M., FARRELL R.E., COX
E.B. and COOPER C.W. (1978)
Provocative agents and the diagnosis of medullary carcinoma of the
thyroid gland.
Ann. Surg., 188,2:139-141.

6. AURBACH G.D., MARX S.J. and SPIEGEL A.M. (1985)
Parathyroid hormone, calcitonin, and the calciferols.
In: williams Textbook of endocrinology (7th edition; Wilson J.D. and
foster D.W. eds) W.B. Saunders Company, Philadelphia, 1137-1217.

7. BODY J.J. etal. (1987)
SCC antigen and other tumor markers in lung cancer: preliminary
results.
Excerpta Medica, 162-170.

8. NICOLI P. etal. (1995)
Abnormal calcitonin basal levels and pentagastrin response in patients
with chronic renal failure on maintenance hemodialysis.
Eur. J. Endocrinol. 132, 1, 75-81.

9. PACINI F. etal. (1994)
Routine measurement of serum calcitonin in modular disease allows
the preoperative diagnosis of unsuspected sporadic medullary thyroid
carcinoma.
J. Clin. Endocrinol. Metab. Excerpta Medica, 78, 4, 824-9.

10. QUESADA J. M. et al. (1994)
Calcitriol corrects deficient calcitonin secretion in the Vit. D deficient
elderly.
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XVI.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

KALIBRATOREN PROBE(N)
(ur) KONTROLLEN
(u1)
Kalibratoren (0-5) 100 R
Proben, Kontrollen - 100
Gebrauchsfertiges Anti-CT- 50 50
MRP-Konjugat

18 £ 1 Stunde bei 2 — 8°C inkubieren.
Inhalt jedes Wells absaugen.
3 mal mit 400 pl Waschlésung waschen und absaugen.

Farblésung 100 100

30 min. bei 18-25°C inkubieren.

Stopplésung 100 100

Auf einem Mikrotiterplatten-Lesegerdt auswerten und Absorption jedes Wells bei 450
nm (gg. 630 oder 650 nm) vermerken.
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per I’'uso

CT-U.S.-ELISA

l. USO DELKIT

Kit immunoenzimetrico per la determinazione quantitativa in vitro della calcitonina umana (CT) in
siero.

I1. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource CT-U.S.-ELISA Kit
B. Numero di catalogo: KAP0421: 96 test
C. Prodotto da: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

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

1. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Attivita biologiche

La calcitonina (CT) & un ormone polipeptidico a 32 amminoacidi secreto dalle cellule C parafollicolari della
ghiandola tiroide sotto il controllo del calcio del siero. A seguito di una somministrazione acuta, tale peptide
agisce come un potente ormone ipolcalcemico e ipofosfatemico aumentando la capacita di clearance del calcio
renale e riducendo il riassorbimento osseo. Tuttavia non & stato ancora pienamente compreso il preciso ruolo
fisiologico da essa svolto nel metabolismo osseo.

Nei campioni di sangue & stato possibile riscontrare diverse forme di CT, incluso un monomero CT, un
monomero ossidato, un dimero, forme ad elevato peso molecolare e possibili precursori della CT. La
concentrazione di questi peptidi varia a seconda dello stato clinico, della funzione renale e dell’origine tissulare
di CT (produzione normale o ectopica).

Il carcinoma tiroideo midollare (MTC) e un tumore maligno sviluppato dalle cellule C che comporta la
secrezione di un notevole eccesso di calcitonina. Tale patologia si presenta in forma sporadica (80%) o
familiare (20%) trasmessa come gene dominante autosomico o come componente di una neoplasia endocrina
multipla (11b).

Una moderata ipercalcitoninemia si riscontra inoltre in gravidanza, in caso di anemia perniciosa, disfunzione
renale e durante il periodo neonatale. In questo dosaggio é stata preferibilmente rilevata la forma monomerica
di CT.

B.  Applicazioni cliniche
La misurazione di CT tramite il presente ELISA viene utilizzata per:
- la diagnosi del carcinoma tiroideo midollare (MTC)
- il follow-up dei tumori maligni, al fine di verificare il successo dell’intervento chirurgico oppure per
monitorare una recidiva
- la diagnosi dei casi preclinici di forme familiari di MTC (MEN 11 o sindrome di Sipple) utilizzando i
test di stimolazione (calcio o pentagastrina)
- lo studio della fisiopatologia del fosfato di calcio e del metabolismo osseo.



IV.  PRINCIPIO DEL METODO

DIAsource CT-U.S.-ELISA é un immunosaggio a sensibilita amplificata a fase
solida eseguito su piastre di microtitolazione. | calibratori e i campioni
reagiscono con la cattura dell’anticorpo monoclonale (MAb 1) che riveste il
pozzetto di microtitolazione e con un anticorpo monoclinale (MAb 2) marcato
con horseradish perossidasi (HRP). Dopo un periodo di incubazione che consenta
la formazione di un sandwich: MADb 1 di rivestimento — CT umana — MAb 2 —
HRP, la piastra di microtitolazione viene lavata per rimuovere I’anticorpo
marcato con enzima non legato. L’anticorpo marcato con enzima non legato
viene misurato attraverso una reazione cromogenica La soluzione cromogenica
(TMB pronta all’uso) viene aggiunta e incubata. La reazione viene interrotta con
I’aggiunta di Stop Solution; quindi la piastra di microtitolazione viene letta alla
lunghezza d’onda adeguata. La quantita di turnover del substrato viene
determinata colorimetricamente misurando 1’assorbanza che ¢ proporzionale alla
concentrazione di CT.

Viene tracciata una curva di calibrazione e la concentrazione CT nei campioni
viene determinata per interpolazione dalla curva di calibrazione.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da Codice Volume di
96 test colore ricostituzione

Piastra di microtitolazione

con 96 pozzetti separabili,
rivestiti anti-CT (anticorpi 96 Blu Pronte per 1’uso
monoclonali) pozzetti
Diluire 50 x con
Ab | HRP | CONC | .
| 1 flacone Rosso buffer coniugato
Coniugato:  marcato HRP  anti-CT
IO S 0,125 ml
(Anticorpi  monoclonali) in tampone
stabilizzante
o
6ar$10Ine Rosso Pronte per 1’uso
Buffer coniugato: tampone TRIS-
Maleate con BSA, EDTA e timolo
o o]
6 flaconi Aggiungere 0,5 ml
Calibratore 0-5 (le concentrazioni esatte |, aii; | Giallo | di acqua distillata
degli calibratore sono riportate sulle
etichette dei flaconi), in siero umano
privo di CT
Aggiungere buffer
1 flacone nero (per il volume si
. . - lyophil. da Detichett:
Siero umano privo di CT (da utilizzare yop veda Deticheita)
per la diluizione dei campioni)
contenente thymol
BUF
1 fgacolne nero Pronte per I’uso
L m
Buffer (privo di siero): buffer borato
|WASH | SOLN |CONC | Diluire 200 x con
1 flacone Bruno acqua distillata
Tampone di lavaggio (TRIS HCI) 10ml usando un agitatore
magnetico

CONTROL Aggiungere 0,5 ml

2 flaconi | Argento di acqua distillata
Controlli: N =1 0 2, in siero umano

o liofiliz.
contenente gentamicina

CHROM 1 flacone

12 ml Bruno Pronte per I’uso
Soluzione cromogena TMB
(Tetrametilbenzidina)
STOP SOLN 1 flacone
12 ml bianco Pronte per I’uso

Soluzione di arresto: HCI 1IN

Note: 1. Usare siero umano privo di calcitonina per diluire i campioni.
2.1 pg della preparazione standard & equivalente a 0.19 plU NIBSC
89/620.

VI.

REATTIVI NON FORNITI

Il seguente materiale é richiesto per il dosaggio ma non é fornito nel kit.

1.
2.

e

0w >

VIIL.

Acqua distillata di qualita elevata

Pipette per dispensare 50 pl, 100 pl, 500 pl e 1 ml (Si raccomanda di
utilizzare pipette accurate con puntale in plastica monouso).

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

lavatrice per piastra di microtitolazione

Lettore piastra di microtitolazione con una potenza di 450 nm e 650 nm
(lettura bicromatica)

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratore: Ricostituire i calibratore con 0,5 ml di acqua distillata.
Controlli: Ricostituire i controlli con 0,5 ml di acqua distillata.

Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 199
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(200 x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea.
La soluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

Siero privo di CT: Ricostituire il Siero privo di CT con la quantita di
Buffer indicata sull'etichetta della fiala. Non manipolare il prodotto fino
alla completa dissoluzione, quindi miscelare bene capovolgendolo
delicatamente.

Coniugato anti-CT-HRP attivo: Preparare la quantita necessari a di
soluzione del coniugato aggiungendo per esempio: 40 upl di anti-CT
coniugato con HRP (concentrato x 50) a 2 ml di tampone del coniugato
(buffer coniugato). Si raccomanda una diluizione estemporanea.

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

| pozzetti inutilizzati devono essere conservati a 2-8°C, in un contenitore
sigillato che contenga un essiccante fino alla data di scadenza.

Una volta eseguita la ricostituzione & necessario congelare i calibratori, i
controlli e il siero privo di calcitonina subito dopo I’uso e conservarli a —20°
C per 3 mesi poiché sono instabili. E consentito un solo ciclo di
congelamento-scongelamento, dopo il secondo utilizzo smaltire i calibratori,
i controlli e il siero privo di calcitonina.

La soluzione di lavaggio concentrata € stabile a 18-25°C fino alla data di
scadenza.

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

Dopo apertura del flacone, il coniugato concentrato (50x) € stabile fino alla
data di scadenza riportata sull’etichetta, se conservato a 2-8°C nel flacone
originale ben tappato.

Il coniugato anti-CT-HRP attivo e stabile per 1 settimana a 4°C.

La soluzione cromogena TMB e la Soluzione di arresto sono stabili a 2°C -
8°C fino alla data di scadenza.

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

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI
Conservare i campioni di siero a 2-8°C.
Se non si desidera eseguire il dosaggio entro 24 ore dal prelievo, si
raccomanda di conservare i campioni a —20°C. Evitare ripetuti cicli di
congelamento-scongelamento dei campioni.
Non usare campioni emolizzati.
Non utilizzare campioni lipemici.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze generali

Non usare il kit o suoi componenti oltre la data di scadenza.

Non mescolare reattivi di lotti diversi.

Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione.

Eseguire calibratori, controlli e campioni in doppio. Si raccomanda
I’allineamento verticale.

Utilizzare un contenitore di plastica pulito per preparare la soluzione di
lavaggio.

Per evitare cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni
volta che si usi un nuovo reattivo o campione.

Per la distribuzione della Soluzione cromogena e la Soluzione di arresto
evitare pipette con parti metalliche.

L’uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sistemi di pipettamento



automatici migliora la precisione del dosaggio.

Rispettare i tempi di incubazione.

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

Distribuzione della Soluzione cromogena entro 15 minuti dopo il lavaggio
della piastra di microtitolazione.

Durante 1’incubazione con la Soluzione cromogena evitare la luce diretta
del sole sulla piastra di microtitolazione.

B. Metodo del dosaggio

1. Selezionare il numero di pozzetti necessario per il test. | pozzetti
inutilizzati devono essere risigillati nel contenitore con un essiccante e
conservati a 2-8°C.

2. Assicurare le i pozzetti nel telaio di supporto.

3. Pipettare 100 pl di ogni calibratore, controllo e campione nei pozzetti
adeguati.

4. Pipettare 50 pl di coniugato anti-CT-HRP attivo in tutti i pozzetti.

5. Incubare per 18 + 1 ore a 2-8°C.

6. Aspirare il liquido da ogni pozzetto.

7. Lavare la piastra 3 volte :
= versando 0,4 ml di soluzione di lavaggio in ogni pozzetto
. aspirando il contenuto di ogni pozzetto

8. Pipettare in ogni pozzetto 100 pl di Soluzione Cromogena entro 15 minuti
dal termine della fase di lavaggio.

9. Incubare la piastra di microtitolazione per 30 minuti a 18-25°C; evitare la

luce diretta del sole.

10.  Pipettare 100 pl di Soluzione di arresto in ogni pozzetto.

11.  Leggere le assorbanze a 450 nm (filtro di riferimento a 630 nm o 650 nm)
entro 1 ora e calcolare i risultati come descritto nella sezione XI.

Xl.  CALCOLO DEI RISULTATI

1. Leggere la piastra a 450 nm rispetto a un filtro di riferimento regolato a
650 nm (0 630 nm).

2. Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

3. Costruire la curva di calibrazione ponendo in ordinata le medie dei OD dei
replicati degli standard e in ascissa le rispettive concentrazioni di CT.

4. Determinare le concentrazioni e controlli per interpolazione sulla curva di
taratura.

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

XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE

| sotto riportati sono forniti a titolo di esempio e non devono essere utilizzati per
calcolare le concentrazioni di insulina in campioni e controlli al posto della curva
standard, che va eseguita per ogni dosaggio.

Unita OD modello
CT-U.S.-ELISA Bicromatico
Calibratore 0 pg/ml 0,009
10 pg/ml 0,029
50 pg/ml 0,127
100 pg/ml 0,447
200 pg/mi 0,919
400 pg/ml 1,87

XIIl. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A. Sensibilita

Venti replicati dello standard zero sono stati dosati insieme agli altri standard.

La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con OD
pari alla media piu 2 deviazioni standard di 20 replicati dello standard zero, &
risultata essere 0,7 pg/ml.

B. Specificita
In questo dosaggio sono stati testati alcuni ormoni potenzialmente
interferenti. A concentrazioni fino a 100 ng/ml, nessuno dei seguenti
ormoni ha dimostrato di esercitare un’interferenza degna di nota:
- CGRP
- Calcitonina di salmone
- PDN21
- Procalcitonina N terminale.

C. Precisione

INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>*SD CcVv Siero N <X>=*SD cv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 19 | 43,0+0,75 1,7 A 8 446+21 49
B 19 | 133,7%5,2 3,9 B 8 136,3 +8,1 6

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione
D. Accuratezza

TEST DI DILUIZIONE

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(pg/ml) (pg/ml)
Siero 171 - 300,6
1/2 150,3 157,9
1/4 75,1 75,5
1/8 37,6 457
1/16 18,8 252
1/32 9,4 12,1
1/64 47 5

| campioni sono stati diluiti con siero umano privo di calcitonina

TEST DI RECUPERO

Campione CT aggiunta CT recuperata Recupero
(pg/ml) (pg/ml) (%)
Siero 3277 340,6 104
160,7 159,3 99
80,5 80,4 99
48,3 50,8 105

E. Effetto hook
Un campione ha cui € stata aggiunta insulina fino a 480000 pg/ml ha OD
superiori a quello dello standard piu concentrato.

XIV. CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO

= Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
all’interno dei limiti riportati sull’etichetta dei flaconi, non ¢ opportuno
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, a meno che non si trovi una
giustificazione soddisfacente.

. Ogni laboratorio pud preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote. | controlli che contengono
azide interferiscono con la reazione enzimatica e quindi non possono essere
utilizzati.

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

"  Si raccomanda di saggiare i controlli con regolarita come campioni
sconosciuti per misurare la variabilita del saggio. La resa del saggio deve
essere monitorata con tabelle di controllo qualita dei controlli.

. E buona pratica verificare visivamente il modello di curva selezionato dal
computer.

XV. INTERVALLI DI RIFERIMENTO
Questi valori sono puramente indicativi, per cui ciascun laboratorio potra stabilire
i propri intervalli normali.

Valori normali
84 campioni dagli oggetti normali hanno ottenuto i valori inferiore a 11 pg/ml.



XVI. PRECAUZIONI PER L’USO

Sicurezza

11 kit & solo per uso diagnostico in vitro.

| reattivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o da FDA e si sono rivelati negativi per HBs
Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di
offrire la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare
epatiti, AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi o i campioni
di siero secondo le procedure di sicurezza vigenti.

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

Evitare qualsiasi contatto della cute con tutti i reagenti. La Stop solution contiene
HCI, il cromogeno contiene TMB e H0,. In caso di contatto, lavare
abbondamentemente con acqua.

Non fumare, bere, mangiare o applicare cosmetici nell’area di lavoro. Non
pipettare i reattivi con pipette a bocca. Utilizzare indumenti protettivi e guanti
monouso.
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XVI1l. SCHEMA DEL DOSAGGIO

CALIBRATORE CAMPIONI
(un CONTROLLI

(1)
Calibratore (0 - 5) 100 R
Campioni, controlli - 100
Coniugato anti-CT-HRP
attivo 50 50
Incubare per 18 + 1 ore a 2-8°C.
Aspirare il contenuto di ogni pozzetto.
Lavare 3 volte con 400 pl di soluzione di lavaggio e aspirare.
Soluzione cromogena 100 100
Incubare per 30 minuti a 18-25°C.
Soluzione di arresto 100 100
Leggere su un lettore per piastra da microtitolazione e registrare 1’assorbanza di ogni
pozzetto a 450 nm (rispetto a 630 0 650 nm)
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Lea todo el protocolo antes de usar.

CT-U.S.-ELISA

INDICACIONES

Ensayo inmunoenzimométrico para la determinacién cuantitativa in vitro de la calcitonina (CT)
humana en suero

INFORMACION GENERAL
Nombre comercial: DIAsource CT-U.S.-ELISA Kit
Numero de catdlogo:  KAP0421: 96 pruebas

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

Para recibir asistencia técnica o informacion sobre pedidos péngase en contacto con:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

ANTECEDENTES CLIiNICOS

Actividades biol6gicas

La calcitonina (CT) es una hormona peptidica de 32 aminoacidos secretada por las células C
parafoliculares de la glandula tiroides bajo el control del calcio sérico. Después de la administracion
aguda, este péptido acta como una potente hormona hipocalcémica e hipofosfatémica aumentando el
aclaramiento renal de calcio y reduciendo la resorcion dsea. Sin embargo, su papel fisiologico preciso en
el metabolismo déseo adn no se comprende completamente.

Se pueden detectar varias formas de CT en muestras de sangre, incluido un monémero de CT, un
mondmero oxidado, un dimero, formas de mayor peso molecular y posiblemente un precursor de la CT.
Las concentraciones de estos péptidos varian con el estado clinico, la funcién renal y el origen tisular de la
CT (produccién normal o ectépica).

El carcinoma medular de tiroides (CMT) es un tumor maligno, desarrollado a partir de las células C, que
secreta calcitonina en grandes cantidades. Esta enfermedad se presenta de forma esporadica (80 %) o
habitual (20 %), que se transmite como un gen autosomico dominante 0 como componente de una
neoplasia endocrina multiple (I1b).

También se observa hipercalcitoninemia moderada en el embarazo, anemia perniciosa, insuficiencia renal
y durante el periodo neonatal. Preferiblemente, en este ensayo se detecta la forma monomérica de CT.

Aplicacién clinica

La determinacion de CT se utiliza para:

- Diagnostico del carcinoma medular de tiroides (CMT),

- Seguimiento de tumores malignos, para comprobar el éxito de la cirugia y controlar la recidiva,

- Diagnéstico de los casos preclinicos de las formas familiares de CMT (NEM 11 o sindrome de Sipple)
mediante el uso de pruebas de estimulacién (calcio o pentagastrina),

- Estudio de la fisiopatologia del fosfato de calcio y del metabolismo 6seo.



IV.  PRINCIPIOS DEL METODO

El DIAsource CT-U.S.-ELISA es un inmunoensayo enziméatico de sensibilidad
amplificada en fase solida que se realiza en placa de microvaloracién. Los
calibradores y las muestras reaccionan con el anticuerpo monoclonal de captura
(AcM 1) que recubre el pocillo de microvaloracién y con un anticuerpo
monoclonal (AcM 2) marcado con peroxidasa de rabano picante (HRP). Tras un
periodo de incubacién que permite la formacién de un sandwich: AcM 1
recubierto — CT humana — AcM 2 — HRP, se lava la placa de microvaloracion
para eliminar el anticuerpo marcado con enzimas no unidas. El anticuerpo
marcado con enzimas unidas se mide a través de una reaccién cromogénica. Se
afiade la solucién cromogénica (TMB lista para usar) y se incuba. Se detiene la
reaccion afiadiendo solucién de parada y a continuacion se lee la placa de
microvaloraciéon a la longitud de onda adecuada. La cantidad de sustrato
transformado se determina colorimétricamente midiendo la absorbancia, que es
proporcional a la concentracion de calcitonina.

Se representa una curva de calibracién y se determina la concentracién de
calcitonina de las muestras mediante interpolacién en la curva de calibracion.

V. REACTIVOS PROPORCIONADOS

Reactivos Kit de Cadigo Reconstitucion
96 de color
pruebas
Placa de microvaloracion de
96 pocillos recubiertos con % azul Listo para usar
anti- CT (anticuerpos pocillos
| Ab | HRP | CONC |
- - - 1 vial . Diluir 50 x con tampén
Con_]ugado. HRP marcado anti CT ) 0,125 ml amarillo de conjugado
(anticuerpos monoclonales) en tampén
estabilizador
Tampdn del conjugado: Tampén de lGVr:ﬁI rojo Listo para usar
maleato-TRIS con albdmina de suero
bovino, EDTA y timol
o | v |
I;/Ol?iles amarillo | Afadir 0,5 ml de agua
Calibrador N=0a5 ’ destilada
(véanse los valores exactos en las
etiquetas del vial) en suero humano
libre de CT
Afiada tampon (véase el
1 vial negro volumen de
Suero humano libre de CT (para ser liofil. reconstitucion en la
utilizado para la dilucién de muestras) etiqueta)
con timol
TAM 1 vial negro .
sml Listo para usar
Tampdn (libre de suero): tamp6n de
borato
|WASH | SOLN |CONC | 1 vial marrén D|Iu|r_200 X con agua
10 ml destilada (usar un
Solucién de lavado (Tris-HCI) agitador magnético).
liofil plata Afadir 0,5 ml de agua
Controles-N=102 forl. destilada
en suero humano con gentamicina
1 vial . Listo para usar
- ) 12 ml marrén
Solucién TMB cromogénica
(tetrametilbencidina)
. .
1 vial Listo para usar
] 12 ml blanco
Solucién de parada: HCI: 1N

Nota: 1. Se utilizara suero humano libre de CT para la dilucién de muestras.
2. 1pg de nuestra preparacion de referencia es equivalente a 0,19 pIU del
estandar internacional 89/620 del NIBSC.

VI.

SUMINISTROS NO PROPORCIONADOS

El material siguiente es necesario pero no se proporciona en el kit:

ow»

VIIL.

Agua destilada de alta calidad

Pipetas para dispensacion de: 50 ul, 100 pl, 500 pl y 1 ml (se recomienda
usar pipetas de precision con puntas de plastico desechables)

Agitador tipo vortex

Agitador magnético

Lavador de placas de microvaloracién

Lector de placas de microvaloracion con capacidad para leer a 450 nmy a
650 nm (lectura bicromatica)

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Calibradores: reconstituya los calibradores con 0,5 ml de agua destilada.
Controles: reconstituya los controles con 0,5 de agua destilada.

Solucién de lavado de trabajo: prepare un volumen adecuado de solucién
de lavado de trabajo afiadiendo 199 volimenes de agua destilada a 1
volumen de solucion de lavado (200 x). Use un agitador magnético para
homogeneizar. Deseche la solucién de lavado de trabajo no utilizada al final
de la jornada.

Suero libre de CT: Reconstituya el suero libre de CT con la cantidad de
tampon que se indica en la etiqueta del vial. Deje que permanezca en
reposo hasta que se disuelva por completo, y después mézclelo bien
invirtiéndolo suavemente.

Conjugado anti-CT-HRP de trabajo Prepare un volumen adecuado de
solucién de conjugado afiadiendo, por ejemplo, 40 pl del conjugado anti-
CT-HRP concentrado 50 x a 2 ml de tampon de conjugado. Use un vortex
para homogeneizar. Se recomienda preparar en el momento de usar.

CONSERVACION Y FECHA DE CADUCIDAD DE LOS REACTIVOS

Antes de abrir o de la reconstitucion, todos los componentes del kit son
estables hasta la fecha de caducidad, indicada en la etiqueta del vial, si se
conservan entre 2y 8 °C.

Los pocillos sin usar deben conservarse a entre 2 y 8 °C en una bolsa
sellada que contenga desecante hasta la fecha de caducidad.

Tras la reconstitucion, los calibradores, controles y el suero libre de CT
son muy inestable y deben congelarse de inmediato después de usar y
conservarse a -20 °C durante 3 meses. Solo se permite un ciclo de
congelacidn/descongelacion, deseche los calibradores, controles y el suero
libre de CT después del segundo uso.

La solucién de lavado concentrada es estable a temperatura ambiente hasta
la fecha de caducidad.

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

Después del primer uso, el conjugado concentrado (50 x) se mantiene
estable hasta la fecha de caducidad si se conserva en el vial original bien
cerrado entre 2y 8 °C.

El conjugado de trabajo anti-CT-HRP es estable durante 1 semana a 4 °C.
La solucion cromogénica de TMB y la solucion de parada son estables
entre 2 °C y 8 °C hasta la fecha de caducidad.

Las alteraciones del aspecto fisico de los reactivos del kit pueden indicar
inestabilidad o deterioro.

RECOGIDA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

El suero debe conservarse entre 2y 8 °C.

Si la prueba no se realiza antes de 24 horas se recomienda conservar en
partes alicuotas a -20 °C. Evite ciclos posteriores de congelacion y
descongelacion.

Antes de su uso, todas las muestras de estar a 18-25 °C. Se recomienda
agitar las muestras en un vdrtex antes de su uso.

No utilice muestras hemolizadas.

No utilice muestras lipémicas.

PROCEDIMIENTO

Notas sobre la manipulacion

No utilice el kit 0 sus componentes pasada la fecha de caducidad.

No mezcle materiales de distintos lotes de kit.

Mezcle bien todos los reactivos y muestras agitandolos o revolviéndolos
suavemente.

Realice los calibradores, los controles y las muestras por duplicado. Se
recomienda alinear verticalmente.

Utilice un recipiente de plastico limpio para preparar la solucion de
lavado.

Para evitar la contaminacion cruzada, utilice una punta de pipeta
desechable al afiadir cada reactivo y muestra.

No utilice pipetas con partes metalicas para dispensar la solucién
cromogénica y la solucion de parada.
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XIl.

Las pipetas de alta precision o un equipo de pipeteo automatizado
mejoraran la precision.

Respete los tiempos de incubacion.

Prepare una curva de calibracion para cada andlisis, no utilice datos de
analisis anteriores.

La solucién cromogénica debe ser incolora.  Si unos minutos después de
la preparacion se vuelve azul oscuro, indica que la preparacion no se puede
usar y se debe desechar.

Dispense la solucién cromogénica antes de transcurridos 15 minutos desde
el lavado de la placa de microvaloracion.

Durante la incubacién con solucién cromogénica, evite la luz solar directa
en la placa de microvaloracion.

Procedimiento

Seleccione el nimero necesario de pocillos para el andlisis. Los pocillos
no utilizados deberian volverse a guardar herméticamente en la bolsa con
un desecante y conservarse entre 2y 8 °C.

Fije los pocillos en el marco de soporte.

Pipetee 100 pl de cada calibrador, control y muestra en los pocillos
adecuados.

Pipetee 50 pl del conjugado anti-CT-HRP de trabajo en todos los pocillos.
Incube durante 18 + 1 h a 2-8 °C.

Aspire el liquido de cada pocillo.

Lave la placa 3 veces:

= Dispensando 0,4 ml de solucion de lavado en cada pocillo

= Aspirando el contenido de cada pocillo

Pipetee 100 pl de la solucién cromogénica en cada pocillo en los
15 minutos siguientes al paso de lavado.

Incube la placa de microvaloracion durante 30 minutos a 18-25°C
evitando la luz solar directa.

Pipetee 100 pl de solucion de parada en cada pocillo.

Lea las absorbancias a 450 nm (filtro de referencia a 630 0 650 nm) antes
de 1 horay calcule los resultados conforme se describe en el apartado XI.

CALCULO DE LOS RESULTADOS

Lea la placa a 450 nm con respecto a un filtro de referencia configurado a
650 nm (0 630 nm).

Calcule la media de las determinaciones por duplicado.

Represente los valores de DO (en las ordenadas) para cada calibrador en
funcién de la concentracion correspondiente de calcitonina (abscisas) y
trace una curva de calibracion por los puntos de los calibradores.

Lea la concentracion de cada control y muestra mediante interpolacion en
la curva de calibracion.

La reduccién de datos con programas informaticos simplificara estos
célculos. Si se emplea un procesamiento automatico de los resultados, se
recomienda un ajuste de la curva mediante funcién logistica de 4
parametros.

DATOS TiPICOS

Los datos siguientes son solo a efectos ilustrativos y no deben utilizarse nunca en
lugar de la curva de calibracién generada en tiempo real.

CT-U.S.-ELISA Modelo bicromatico
(DO)
Calibrador 0 pg/ml 0,009
10 pg/ml 0,029
50 pg/ml 0,127
100 pg/ml 0,447
200 pg/ml 0,919
400 pg/ml 1,87

XML

EFICACIAY LIMITACIONES

Limite de deteccion

Se analizaron veinte calibradores cero junto con un conjunto de otros
calibradores. El limite de deteccién, definido como la concentracion
aparente dos desviaciones estandar por encima del promedio de DO en la
unién cero, fue de 0,7 pg/ml.

Especificidad

En este ensayo se han probado algunas hormonas potencialmente
interferentes. En concentraciones de hasta 100 ng/ml, ninguna de las
siguientes hormonas mostr6 una interferencia significativa:

- CGRP

- Calcitonina de salmén

- PDN21

- Procalcitonina N terminal.

C. Precision
INTRAENSAYO INTERENSAYO
Suero N <X>z*SE CcVv Suero N <X>z*SE Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 19 43,0+0,75 1,7 A 8 49
SED : 446121 .
B 19 133,752 3,9 B 8 ' ' 6
136,31+ 8,1
DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion
D. Exactitud
PRUEBA DE RECUPERACION
CT afiadida CT recuperado Recuperacion
(pg/ml) (pg/ml) (%)
327,7 340,6 104
160,7 159,3 99
80,5 80,4 99
48,3 50,8 105
PRUEBA DE DILUCION
Muestra Dilucion Concent. tedrica Concent. medida
(pg/ml) (pg/ml)
Suero 1 1/1 - 300,6
1/2 150,3 157,9
1/4 75,1 75,5
1/8 37,6 45,7
1/16 18,8 25,2
1/32 9,4 12,1
1/64 4,7 5

Las muestras se diluyeron con el suero libre de CT.

E.

XIV.

XV.

Efecto gancho
Una muestra a la que se afiadieron 480000 pg/ml de CT arroja una DO
mas alta que el punto del dltimo calibrador.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Si los resultados obtenidos para el control 1 o el control 2 no se encuentran
dentro del intervalo especificado en la etiqueta del vial, no se pueden
utilizar dichos resultados, salvo que se proporcione una explicacion
satisfactoria sobre la discrepancia.

Cada laboratorio puede, si lo desea, realizar sus propias mezclas de
muestras control, que deberian conservarse congeladas en alicuotas. Los
controles que contienen azida interferiran con la reaccion enzimatica por lo
que no se pueden utilizar.

Los criterios de aceptacion de la diferencia entre los resultados duplicados
de las muestras deben basarse en las Buenas Practicas de Laboratorio.

Se recomienda analizar los controles de forma rutinaria como muestras
desconocidas para medir la variabilidad del ensayo. La eficacia del ensayo
debe monitorizarse con gréficas de control de calidad de los controles.

Es una buena practica comprobar visualmente el ajuste de la curva
seleccionada por el ordenador.

INTERVALOS DE REFERENCIA

Estos valores se proporcionan solo como guia; cada laboratorio deberia establecer
su propio intervalo de valores normales.

Valores normales
En 84 muestras de sujetos normales se obtuvieron valores inferiores a 11 pg/ml.

XVI.

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Seguridad

Solo para uso diagnéstico in vitro.

Los componentes de la sangre humana incluidos en este kit se han analizado
mediante métodos europeos aprobados y/o métodos aprobados por la FDA,



siendo negativos para HBsAg, anti-VHC y anti-VIH-1 y 2. Ningin método
conocido puede ofrecer una garantia total de que los hemoderivados humanos no
transmitan hepatitis, SIDA u otras infecciones. Por tanto, la manipulacion de
reactivos y las muestras de suero debe realizarse de conformidad con los
procedimientos de seguridad locales.

Todos los productos y derivados de animales se han obtenido de animales sanos.
Los componentes bovinos son originarios de paises en los que no se ha notificado
EEB. Sin embargo, los componentes que contengan sustancias animales deben
tratarse como potencialmente infecciosos.

Evite el contacto con la piel de los reactivos; la solucién de parada contiene HCI,
la solucién cromogénica contiene TMB y H,0,. En caso de contacto, lavese bien
con agua.

No fume, beba, coma ni use cosméticos en la zona de trabajo. No pipetee con la
boca. Lleve ropa protectora y guantes desechables.
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XVIII. RESUMEN DEL PROTOCOLO
MUESTRA(S)
CALIBRADORES CONTROLES
(k) (1)
Calibradores (0-5) 100 R
Controles, muestras - 100
Conjugado anti-CT-HRP de
trabajo 50 50
Incube durante 18 + 1 horasa 2 — 8 °C.
Aspire el contenido de cada pocillo.
Lave 3 veces con 400 pl de solucién de lavado y aspire.
Soluciéon de TMB 100 100
cromogeénica
Incube durante 30 min a 18-25 °C.
Solucién de parada 100 100

Lea en un lector de placas de microvaloracion y registre la absorbancia de cada pocillo
a 450 nm (frente a 630 0 650 nm).
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Leia todo o protocolo antes de utilizar.

CT-U.S.-ELISA

I.  UTILIZACAO PREVISTA

Ensaio imunoenzimétrico para determinacdo quantitativa in vitro da Calcitonina humana (CT) no soro.

Il.  INFORMACAO GERAL
A. Nome do proprietario DIAsource CT-U.S.-ELISA Kit
B. N°de catélogo : KAP0421 : 96 testes

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

Para assisténcia técnica ou encomendas, contacte:
Tel : +32 (0)1084 99 11 - Fax: +32(0)1084 99 91

I1l. FUNDAMENTACAO CLINICA

A Actividades bioldgicas
A calcitonina (CT) € um polipeptideo de 32 aminoacidos segregado pelas células parafoliculares (células C) da tirGide,
sob o controlo dos niveis séricos de calcio. Ap6s uma administragdo aguda, este peptideo actua como uma potente
hormona hipocalcémica e hipofosfatémica, aumentando a excrecéo de célcio renal e reduzindo a reabsorcéo 6ssea. No
entanto, o seu papel fisioldgico preciso no metabolismo ésseo ainda ndo é completamente conhecido.
Podem ser detectadas varias formas de CT em amostras de sangue, incluindo um monémero de CT, um mondmero
oxidante, um dimero, formas de elevado peso molecular e, possivelmente, precursoras da CT. As concentra¢des destes
peptideos variam consoante o estado clinico, a fungdo renal e a origem tecidual da CT (producdo normal ou ectdpica).
O carcinoma modular da tiréide (MTC) é um tumor maligno, desenvolvido a partir das células C, segregando
calcitonina em grande excesso. Esta doenga ocorre, quer de forma esporadica (80%), quer familiar (20%), sendo
transmitida como um gene autosémico dominante ou como um componente de neoplasia endocrina multipla (11b).
E, também, observada hipercalcitoninemia moderada na gravidez, anemia perniciosa, insuficiéncia renal e durante o
periodo neonatal. Preferencialmente, a forma monomérica da CT é detectada neste ensaio.

B. Aplicagdo clinica
A determinagdo da CT pelo presente ELISA é utilizada:
- no diagnostico do carcinoma medular da tirdide (MTC)
- no acompanhamento de tumores malignos, para verificar o éxito da cirurgia e para controlar a recorréncia
- no diagnostico de casos pré-clinicos de familiares de MTC (MEN Il ou sindroma de Sipple) através da
utilizagdo de testes de estimulag&o (calcio ou pentagastrina)
- no estudo da patofisiologia do metabolismo do célcio-fosfato e do metabolismo 6sseo.



IV.  PRINCIPIOS DO METODO

O DIAsource CT-U.S.-ELISA é um Imunoensaio de Sensibilidade Amplificada a
Enzimas de fase sélida, realizado em placas de micro titulagdo. Os calibradores e
amostras reagem com o anticorpo monoclonal de captura (AMb 1) revestido em
pogo de micro titulacdo e com um anticorpo monoclonal (AMb 2) rotulado com
peroxidase de armoracio (PA). Ap6s um periodo incubatério que permite a
formagdo de uma sanduiche: AMb 1 revestido — CT humano — AMb 2 — PA, a
placa de micro titulagéo é lavada para remover a parte livre do anticorpo rotulado
enzimaticamente. O anticorpo ligado rotulado enzimaticamente ¢ avaliado através
de uma reacgdo cromogénica. A solugdo cromogénica (TMB pronta a utilizar) é
adicionada e incubada. A reaccdo é interrompida com a adicdo de uma Solugdo de
Paragem e, depois, a placa de micro titulagdo é lida no comprimento de onda
apropriado. A quantidade de substrato turnover é determinada
colorimetricamente, medindo a sua absorcéo, proporcional a concentracéo de CT.
A curva de calibragdo é tracada e a concentragdo de CT nas amostras é
determinada por interpolagdo através da curva de calibragéo.

V. REAGENTES FORNECIDOS

Reagentes Kit 96 testes | Cddigo Reconstituicao
de cor
- Placa de micro tltulac_aq. Pronto a utilizar
com 96 pogos removivéis
recobertos com anti- CT 96 pogos azul
(Acs monoclonais)
Ab HRP CONC | " .
1 recipiente amarelo | Di ua 50 x com tampéo
] j ] 0.125 ml conjugado
Conjugacéo: Anti-CT rotulada com !
PA (Acs monoclonais ) num
tampéo estabilizante
recipiente | vermelho | 5 o tilizar
Conjugue o tampdo: em tampéo 6 ml
TRIS-Maleate com soro bovino
albumina, EDTA e timol
0] ’
ﬁigci:gaeg;is amarelo | Adicione 0,5 ml de
Calibrador-N=0a5 agua destilada
(ver valores exactos nos rétulos dos
recipiente) em soro humano sem
CT
r??"f’_'le” € preto | Adicione tamp3o (ver o
Soro humano sem CT (a utilizar na fotil. volume no rétulo)
dilui¢do de amostras) com timol
BUF ini Pronto a utilizar
1 reglg]llente preto
Tampao (sem soro): tamp&o borato
|WASH | SOLN |CONC | . Dilua 200 x com 4gua
1 recipiente castanho destilada (use um
Solugao de lavagem (Tris-HCI) 10 ml agitador magnético).
.
2|_refg:p|e(rj1tes prateado | Adicione 0,5 ml de
Controlos - N =1 0u 2 N lotifizados agua destilada
Em soro humano com gentamicina
1 recipiente Pronto a utilizar
- 12 ml castanho
Solugdo Cromogénica TMB
(Tetrametilbenzidina)
1 recipiente Pronto a utilizar
12 ml branco
Solugdo de Paragem: HCI 1IN

Note: 1. Use soro humano sem CT para a diluicdo das amostras.
2. 1 pg da preparagao padrao é equivalente al 0.19 uIU NIBSC 89/620.

VI.

MATERIAL NAO FORNECIDO

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

1.
2.

oA w
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VIIL.

Agua destilada de elevada qualidade

Pipetas automaticas de: 50 ul, 100 pl, 500 pl e 1 ml (recomenda-se 0 uso
de pipetas adequadas com pontas descartaveis)

Misturador vortex

Agitador magnético

Lavador de placas de micro titulacdo

Leitor de placas de micro titulacdo com capacidade de realizar leituras a
450 nm e 650 nm (em leituras bicromaticas)

PREPARACAO DOS REAGENTES

Calibradores : Reconstitua o calibradores com 0,5 ml de &gua destilada.
Controlos : Reconstitua os controlos com 0,5 ml de 4gua destilada.

Solucdo de Lavagem de Trabalho: Prepare um volume adequado de
Solugdo de Lavagem de Trabalho, adicionando 199 volumes de &gua
destilada a 1 volume de solugdo de lavagem (200x). Use um agitador
magnético para homogeneizar. Rejeite a solucdo de lavagem ndo utilizada
no final do dia.

Soro sem CT: Reconstitua 0 Soro sem CT com a quantidade de tampéo que
estiver indicada na etiqueta do pequeno frasco. Deixe que permanega
imperturbado até que se dissolva por completo. De seguida, misture bem
com invers&o cuidadosa.

Conjugado anti-CT-HP funcionante: Prepare um volume adequado de
solucéo conjugado adicionando por exemplo: 40ul de conjugado anti-CT-
HRP concentrado 50X para 2 ml de tampdo conjugado A diluicdo
extemporanea esta recomendada.

CONSERVAGAO E PRAZO DE VALIDADE DOS REAGENTES

Antes de serem abertos ou reconstituidos, todos os componentes do kit
ficam estaveis até ao final do prazo de validade, indicado no rétulo, desde
que mantidos entre 2-8°C.

Pocos ndo utilizadas devem ser guardadas a temperaturas entre 2-8°C, num
saco selado contendo um dissecante, até & sua data de validade ser
ultrapassada.

Ap0s reconstituicdo, os calibradores e controlos sdéo muito instaveis, pelo
que deverdo ser usados imediatamente ap0s a reconstituicdo. Para periodos
de conservagdo mais longa, devem ser feitas aliquotas e mantidas a —20°C
por um periodo méximo de 6 semanas. A congelagdo deverd ser
imediatamente realizada apds a utilizacdo. Néo espere para congelar até
todas as amostras estarem pipetadas.

A Solucédo de Lavagem concentrada ¢ estavel a 18-25°C até que a sua data
de validade seja ultrapassada.

A Solucdo de Lavagem de Trabalho recentemente preparada deve ser
utilizada no mesmo dia.

Apos a 12 utilizagdo, o conjugado concentrado (50x) ¢ estavel até ao final do
prazo de validade, desde que mantido no recipiente original bem fechado,
entre 2 a 8°C

O conjugado de Trabalho anti-CT-HP é estavel durante 1 semana a 4°C.

A solucdo cromogénica TMB e a Solugdo de Paragem sdo estaveis a
temperaturas entre os 2°C e os 8°C, até que a sua data de validade seja
ultrapassada.

As alteragdes na aparéncia fisica dos reagentes do kit podem indicar
instabilidade ou degradacéo.

RECOLHA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS
O soro devem ser mantidos a temperaturas entre 2 - 8°C.
Se o teste ndo for efectuado num prazo de 24 horas, é recomendado o
armazenamento dos componentes em aliquotas a uma temperatura de -20°C.
Evite realizar ciclos de congelacdo/descongelamento subsequentes..
N&o utilize amostras hemolisadas.
Nao utilize amostras lipémicas.

PROCEDIMENTO

Notas de manipulacéo

Néo utilize o kit ou os seus componentes ap6s a expiracdo do prazo de
validade..

Né&o misture componentes de lotes diferentes.

Misture completamente os reagentes e as amostras com agitacdo ou
rotagéo suaves.

Realize calibradores, controlos e amostras em duplicado. E recomendado
um alinhamento vertical.

Utilize um contentor limpo de pléastico para preparar a Solucdo de
Lavagem.
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Para evitar contaminag@es cruzadas, use uma pipeta com ponta descartavel
para a adi¢do de cada reagente e amostra.

Quando dispensar a Solugdo Cromogénica e a Solucdo de Paragem, evite
utilizar pipetas com partes em metal.

As pipetas de precisdo elevada ou a pipetagem automatica vdo aumentar a
preciséo.

Respeite 0s tempos de incubagéo.

Prepare uma curva padréao para cada analise e ndo utilize dados de analises
anteriores.

Dispense a Solugdo Cromogénica quando tiverem decorrido 15 minutos
apds a lavagem das placas de micro titulacéo.

Durante a incubagdo com a Solugdo Cromogénica, evite o contacto directo
da luz do sol com a placa de micro titulacéo.

Procedimento

Retire 0 nimero de pogos que ird necessitar para a utilizacdo que vai
realizar. Os pogos que ndo forem utilizadas deverdo ser colocadas no saco
com um dissecante e armazenadas a uma temperatura entre 2-8°C.

Guarde 0s pogos no interior do seu invélucro.

Verta com a pipeta 100 pl de cada Calibrador, Controlo e Amostra no
interior dos pogos apropriados para cada um deles.

Verta com a pipeta 50 pl de conjugado anti-CT-PA funcional em todos os
poGos.

Incube durante 18 + 1 horas a uma temperatura entre 2-8°C.

Aspire o liquido de cada um dos pogos.

Lave a placa 3 vezes do seguinte modo:

= dispense 0.4 ml de Solugdo de Lavagem no interior de cada pogo

= aspire o contetdo de cada pogo

Verta com a pipeta 100 pl de solugdo Cromogénica em cada um dos pogos
quando tiverem decorrido 15 minutos apds os procedimentos de lavagem.
Incube as placas de micro titulagdo durante 30 minutos a 18-25°C. Evite a
exposicao a luz solar directa.

Verta com a pipeta 100 pl de Solugdo de Paragem em cada pogo.

Leia as absorgbes a 450 nm (filtro de referéncia 630 nm ou 650 nm)
durante 1 hora e calcule os resultados tal com esta descrito na seccéo XI.

CALCULO DOS RESULTADOS

Leia a placa a 450 nm contra um filtro de referéncia regulado a 650 nm (ou
630 nm).

Calcule a forma de duplicar determinagdes.

Assinale os valores de OD (ordenada) para cada calibrador e as
correspondentes concentragdes de CT (abcissa) e desenhe uma curva de
calibragéo.

Leia a concentragdo de cada controlador e amostra por interpolacéo da
curva de calibragéo.

A reducéo de dados assistida por computador simplificara estes célculos.
Se for utilizado o processamento automatico dos resultados, é
recomendada a utilizagdo de um formato em curva para uma funcio
logistica de 4 parametros.

DADOS TiPICOS

Os dados seguintes servem apenas como exemplo e nunca devem ser utilizados
em vez da curva de calibracdo executada em tempo real.

CT-U.S.-ELISA Modelo bicromatico

(OD)

Calibradore 0 pg/ml 0,009
10 pg/ml 0,029

50 pg/ml 0,127

100 pg/ml 0,447

200 pg/ml 0,919

400 pg/ml 1,87

XI1l. DESEMPENHO E LIMITACOES

A.

Limite da detecgédo

Os calibradores de vinte zeros foram testados em simultaneo com um conjunto de
outros calibradores. O limite de deteccdo, definido como a concentracéo aparente,
dois desvios padrao acima do OD médio a compulséo zero, foi de 0,7 pg/ml.

B.

Especificidade

Algumas hormonas potencialmente interferentes foram testadas neste
ensaio. Em concentragdes até 100 ng/ml, nenhuma das seguintes hormonas
demonstrou uma interferéncia significativa:

- CGRP

- Calcitonina de salméo

- PDN21

- Procalcitonina N terminal.

C. Preciséo
INTRA-ENSAIO INTER-ENSAIO
Soro N <X>=+*DP CcVv Soro N <X>+DP CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 19 43,0 +0,75 1,7 A 8 44,6 +2,1 49
B 19 133,7+5,2 3,9 B 8 136,3+ 8,1 6
DP : Desvio Padréo; CV: Coeficiente de variagéo
D. Exactidéo
TESTE DE RECUPERACAO
Amostra CT Adicionado CT Recuperado Recuperacéo
(pg/ml) (pg/ml) (%)
Soro 327,7 340,6 104
160,7 159,3 99
80,5 80,4 99
48,3 50,8 105
TESTE DE DILUICAO
Amostra Diluicéo Conc. tedrico. Conc. medida
(pg/ml) (pg/ml)
1 11 - 300,6
12 150,3 157,9
1/4 75,1 75,5
1/8 37,6 45,7
1/16 18,8 25,2
1/32 9,4 12,1
1/64 4,7 5

As amostras foram diluidas com Soro humano sem CT.

E.

XIV.

XV.

Efeito”Hook”
Uma amostra com CTT até 480000 pg/ml fornece OD’s mais elevadas do
que o ultimo ponto de calibragao.

CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

Se os resultados obtidos para o Controlo 1 e/ou 2 nao se situarem dentro
do intervalo especificado no rétulo do recipiente, os resultados ndo podem
ser usados, sem que haja uma explicacdo satisfatoria para a discrepancia
verificada.

Se necessario, cada laboratério pode fazer os seus pools de amostras de
controlo, que devem ser mantidas na forma de aliquotas congeladas. Os
controladores, como contém azida, interferem directamente com as
reaccdes enzimaticas e, por isso, ndo podem ser utilizados.

Os critérios de aceitacdo para a diferenca entre os resultados duplos das
amostras devem basear-se nas Boas Préaticas Laboratoriais.

E recomendado que os Controladores sejam rotineiramente testados como
se de amostras desconhecidas se tratasse, para avaliar a variabilidade do
teste. O desempenho do teste deverd ser monitorizado com graficos de
controlo de qualidade dos controladores.

E boa pratica a verificagdo visual do formato da curva seleccionado pelo
computador.

INTERVALOS DE REFERENCIA

Estes valores sdo dados apenas a titulo de referéncia. Cada laboratério devera
estabelecer o seu proprio intervalo normal de valores.

Valores Padréo
84 amostras de sujeitos normais obtiveram valores inferiores a 11 pg/ml.



XVI. AVISOS E PRECAUGOES

Seguranca

Para utilizag&o em diagndstico in vitro.

O material de origem humana utilizado na preparagdo do reagente foi testado e
considerado néo reactivo ao antigénio de superficie da Hepatite B (HBs Ag), aos
anticorpos do virus da Hepatite C (HCV) e aos anticorpos do virus da
Imunodeficiéncia humana (HIV-1 e HIV-2). Dado que nenhum método de ensaio
conhecido pode oferecer a seguranca completa da auséncia de agentes
infecciosos, manusear o0s reagentes e as amostras dos doentes como
potencialmente infecciosos.

Todos os produtos animais e derivados foram recolhidos a partir de animais
saudaveis Os componentes bovinos sdo oriundos de paises onde ndo foram
notificados casos de BSE. No entanto, os componentes com substancias animais
devem ser tratados como potencialmente infecciosos.

Evite 0 contacto de qualquer superficie da pele com quaisquer reagentes. A
Solugéo de Paragem contém HCI, o cromogénio contém TMB e H,O,. Se ocorrer
qualquer tipo de contacto, lave abundantemente a superficie exposta com agua.
Néo fume, beba, coma ou aplique cosméticos na area de trabalho. Néo pipete pela
boca. Use vestuario de proteccéo e luvas descartaveis.

XVII. BIBLIOGRAFIA

1. GRAZE K., SPILER 1.J., TASHIJAN A.H., MELVIN K.E.W., CERVI-
SKINNER S., GAGEL R.F., MILLER H.H., WOLFE H.J., DELELLIS
R.A., LEAPE L., FELDMAN Z.T. and REICHLIN S. (1978)
Natural history of familial medullary thyroid carcinoma; Effect of a
program for early diagnosis.
Engl. J. Med., 299,18;980-985.

2. HENNESSY J.F., WELLS S.A., ONTJES D.A. and COOPER C.W.
(1974)
A comparison of pentagastrin injection and calcium infusion as
provocative agents for the detection of medullary carcinoma of the
thyroid.
J. Clin. Endocrinol. Metab., 39:487-495.

3. ROUGIER Ph., CALMETTES C., LAPLANCHE A., TRAVAGLI J.P.,
LEFEVRE M., PARMENTIER C., MILHAUD G. and TUBIANA M.
(1983)
the values of calcitonin and carcinoembryonic antigen in the
treatment and management of nonfamilial medullary thyroid
carcinoma.

Cancer, 51,5:856-862.

4, WALLACH S.R., ROYSTON I, TAETLE R., WOHL H. and DEFTOS
L. (1981)
Plasma calcitonin as a marker of disease activity in patients with small
cell carcinoma of the lung.
J. Clin. Endocrinol. Metab., 53,3:602-606.

5. WELLS S.A.,, BAYLIN S.B., LINEHAN W.M., FARRELL R.E., COX
E.B. and COOPER C.W. (1978)
Provocative agents and the diagnosis of medullary carcinoma of the
thyroid gland.
Ann. Surg., 188,2:139-141.

6. AURBACH G.D., MARX S.J. and SPIEGEL A.M. (1985)
Parathyroid hormone, calcitonin, and the calciferols.
In: williams Textbook of endocrinology (7th edition; Wilson J.D. and
foster D.W. eds) W.B. Saunders Company, Philadelphia, 1137-1217.

7. BODY J.J. etal. (1987)
SCC antigen and other tumor markers in lung cancer: preliminary
results.
Excerpta Medica, 162-170.

8. NICOLI P. et al. (1995)
Abnormal calcitonin basal levels and pentagastrin response in patients
with chronic renal failure on maintenance hemodialysis.
Eur. J. Endocrinol. 132, 1, 75-81.

9. PACINIF. etal. (1994)
Routine measurement of serum calcitonin in modular disease allows
the preoperative diagnosis of unsuspected sporadic medullary thyroid
carcinoma.
J. Clin. Endocrinol. Metab. Excerpta Medica, 78, 4, 824-9.

10. QUESADA J. M. et al. (1994)
Calcitriol corrects deficient calcitonin secretion in the Vit. D deficient
elderly.
J. Bone Miner Res. 9, 1, 53-57

XVI11.RESUMO DO PROTOCOLO

AMOSTRA(S)
CALIBRADORES CONTROLOS
(kD (ul)
Calibradores (0-5) 100 R
Amostras, Controlos - 100
Conjugado Anti-CT-PA 50 50
funcionante
Incubar durante 18 + 1 horas a temperaturas entre 2-8°C.
Aspirar o contetido de cada pogo.
Lavar 3 vezes com 400 pl de Solucéo de Lavagem e aspirar.
Solugdo Cromogénica 100 100
Incubar durante 30 min & 18-25°C.
Solugéo de Paragem 100 100

Ler no leitor de placas de micro titulacéo e registar a absorvéncia de cada poco a 450
nm (contra 630 ou 650 nm)
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Awpaocte 0hOKANPO TO TPOTOKOLLO TPV O TN YP1iON.

CT-U.S.-ELISA

XPHXH I'lA THN OIIOIA ITPOOPIZETAI

Avoc0evQUUOPETPIKOS TPOGdIopIopde Yo TV iN Vitro mocotikn pétpnon tng ovlpdmivng KaAottovivng

(CT) otov opo.

Il. T'ENIKEX INHPO®OPIEX

A. Epmopwi ovopasia:  Kit CT-U.S.-ELISA g DIAsource

B. ApwOuoc katardyov: KAP0421: 96 npocdiopiopol

I Koaraokevaleror oo Tqv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.
TN teyvikn Pon0sro 1] TAnpo@opies oYETIKA PE TOPAYYELIEG EMKOIVOVI|OTE OTA:
Tni.: +32 (0)10 84.99.11 Dag: +32 (0)10 84.99.91

I1l. KAINIKO YIIOBAOPO

A Buwohloyun dpéon
H xoAourovivn (CT) eivon puo tentidikn oppovn 32 apvolémv mov ekkpivetor and to mopodviakikd C-
KOTTOpa TOL BuPeoeldos adéva VIO EAeyy0 Tov aoPeotiov TOV opov. Metd and dueomn xopnynon, ovtd
70 TEMTIO0 Opa G TOOVY VIAGPESTIOYLKT KOl VTOPOCPATALUKT] OPULOVI] ALEAVOVTOS TV ATOBOAT TOVL
acPection HECH TOV VEQPOV KOl UEWDVOVIOG TNV 0moppdenon tov ootdv. Qotdéco, o akpiPng
PLOLOAOYIKOG TG POAOG GTO LETOPOAOUO TV 00THOV Ogv £xel Katavon el akoOun TANP®G.
Atdpopeg popeéc CT pmopodv va aviyvevbBoov oeg delypoto aipotog, CLUTEPIAAUBOVOUEVOD €VOG
povopepotc g CT, evoc o&etdmpévou Lovouepovs, evOg dePoNS, LOPPOV pe VYNAOTEPO poplakd Pdpog
kot whavotata gvog mpodpopov g CT. Ot GUYKEVIPMOELS TOV TERTIOIMV AVTOV TOKIALOVY avAAOYa [
TNV KAWVIKT KOTAGTOON, TN VEPPIKT Acttovpyia kot TV 10Tk Tpoéhevon g CT (Quololoyiki 1] EKTOTIKY
Topay®ym).
To pveloedég kapkivopa tov Bupeoctdovg (MTC) etvan €vag kakonOng dykog, Tov avaTTOCOETAL OTO TO
C-kottopa, 0 omoiog anekkpivel vepPolikég mocoTnTEG KOAGITovivng. H vocog avt) eppavileton gite og
onopadikn (80%) eite oe owoyevny (20%) popoen, M omoia petofPdletor ®G AVTOCOUATIKO KLPLOPYO
yovidio gite w¢ oTotyeio ToAhamAng evdokpvois veomiaciog (11b).
Métplo. vepKOAGITOVIVOYLiD TOPATNPEITOL EMIONG KOTA TNV €YKLHOGVVY, TNV Kokondn avauytio, T
VEQPIKN OVETAPKEW Kol KOTA TN Odpkew tng meptddov Tov apodtov efdopuddov g (ong. Katd
TPOTIUNGT), GTOV TPOGIOPIGHUS AT aviyveveTal 1| povopepns popen g CT.

B Kl spappoyi

H pérpnon g CT ypnowonoteiton yio:
Adyveon Tov HueA0gd0vg KapKIVORATOG Tov Bupeoetdodg (MTC)

- Topokorovbnon koxonbov oOykmv, Yoo €leyyo G emTvyiog YEWPOLPYIKNG eméuPacng Kot
TAPOKOAOVON O TNG TEPIMTTMONG VITOTPOTNG

- Adyvoon TpoKMVIKGOV TEPITTAOCEDY OIKOYEVOV popedv tov MTC (MEN II 7§ covdpopo Sipple) pe
mypnoneéetdoewvdEyepong(acféotionmeviayaotpiv) Merétn
NGTa00PLGIOAOYINCTOVPEMOOPOPIKOVACPESTIOVKAUITOVUETABOAMCLOVTOVOGTOV.



IV.  BAXIKEY APXEX THX MEOOAOY

O mpocdopiopdg CT-U.S.-ELISA g DIAsource egivor évag  evlopkodg

OVOGOTPOGOLOPICUOS  EVIGYVUEVNG  gvatcOnciag,

otepeng  @dong,

o omoiog

exteleiton og mAdkeg pucpotithodomone. Ot Pabupovountéc kor ta delypato
avTidpovv pe 10 povokAwvikd avticopo oOAinyng (MAb 1) mov eivar
EMOTPOUEVO  GTNV  VIOJOYN TG TAGKOG HKpOTITAOSOTNONG Kol e  éva
povokAovikd avticopo (MADb 2) onuoopévo pe poagavidikny vrepoleiddon
(HRP). Metd amd po mepiodo emdaong mov €MITPENEL TO CYNUOTIGHO €VOg
cavtovug: emotpopévo MAb 1 — avBpdmvy CT — MAb 2 — HRP, n mhdxo
HUKpOTITAOSOTONG VITOBAALETAL GE TAHOT Y10. VOL ATOaKPLVOEL TO GNHAGHEVO LE
évlopo adéopevto avticopa. To onpacpévo pe évODpo SeGUEVHEVO OVTICOUO
petpator péow oG ypopoyovov oavtidpaons. Ilpootibeton ko emwdaleton
xpoupoyoévo dwvpo (TMB érowo yw xpnon). H avtidpoon otopotd pe v
TPOGONKN avaoYETIKOD SIHADUOTOS KOl OTN) CLVEXEW YIVETOL GVAYVWOT NG
TAGKOG  WKPOTITAOSOTNONG 6T0  KaTOAANAO pikog kopatos. H mocdmra
HETUTPOTNG TOV VTOGTPMUATOG KAOOPIleTOL YPOUOTOLETPIKG UETPAOVTOG TNV
amoppdenoN, N omoia gival avaAoyn TPOG T CLYKEVIPMGT TNG KAAGLTOVIVIG.

Ioapotdvetor ypaeued o kopumOAn Pabuovouncong kot mpocdiopiletar 1
ovykévipoon g CT ota delypota pe avayoyn omd v Kaumoin pabpovopnong.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

Avtidpactiipra Kt 96 Xpopa- | Avacvotaon
TPOGOI0- | TIKOG
PLIOUAV | KOIKOG
TI\éko picpotithodoTong pe - .
96 omooTdLEVEG VTOSOXEG % Soré urhe Erowio o yprion
emotpopéveg pe avit CT VTLOOOYES
(novOKA®VIKE avTIGOpOTO)
| Ab | HRP | CONC | 1 kitpivo | Apowmorte 50 X pe
QLIAid10 puOeTIKS ddhvpa
X0levypa: Avii-CT 0125 ml ouCebypaTog
(HovoKA®VIKE avTioOpOTO)
onuacpévae pe HRP og
o1a0epOTOMTIKO dLdAV L
CONJ BUF 1 Kkokkwvo | ‘Etowpo yio xpron
QS0
PuBpotikd didivpo 6 mi
ovlevyparog: Puboticd
Siihopa TRIS-Maleate pe Bogto
oporevkopoativ, EDTA kot
Bopoin
CAL 6 kitpwvo | ITpocBéote 0,5 ml
QLSO AMESTAYUEVOL VEPOD
BoOpovountig N = 0 éwg 5 MO(PO,”O_
(deite T1g axpiPeig TIHEG AV TOMHEVO
OTIG ETIKETEG TOV QLOAI®V) G
avOpamvo opo yopig CT
SERUM 1 padpo Tpocécte pudcTIKd
Qukidlo Siopa (deite Tov
AvBpdmvog 0pog yopig CT Aol OYKO OVaGVOTOONG
(mov B ypnoonomBel yio TNV ETIKETAL)
apaicnon detypdtmv) pe Bopoin
BUF 1 Howpo "Etowo yu xprion
Qoido
PuBpuotid Sidhopa (xopig gml
0p9): pLOUIGTIKO StdAvpLoL
Bopkdv
| WASH | SOLN | CONC | 1 Kapé Aparhote 200 X pe
QUIAidI0 ATEGTAYHEVO VEPD
) ] ) 10ml (xpnoomomiote
Adropa tdvong (Tris-HCI) LOYVITIRO
AvVadELTHPOAL).
2 aonpi IpocHéote 0,5 ml
QUIALSIOL ATEGTAYLEVOD VEPOD
Opoi ehéyyov - N=172 }‘UO‘P‘)}O'
o€ avOpdmvo opd pe TOMHEVO

YEVTOHVKIVI

1 Kopé "Etowuo 1o xpion
Prarido

Adhopa ypopoyévoo TMB 12ml

(TetpapeburPeviudivn)

STOP | SOLN 1 AevKo ‘Etoyo yut xpnion
prarido

Avaoyetikd avdpaotipto: HCI | 12 ml

IN

Inueiwon: 1. Avbpdmvog opdc ywpic CT mpémer va ypnowpwomombei yio

apaicnomn derypdtov.
2. 1 pg 10V 31K0D G TUPUGKEVAGILOTOG OVAPOPAS Eival 1G0SHVUO
pe 0,19 pIU NIBSC 89/620.

VI.  ANAAQXIMA ITIOY AEN IIAPEXONTAI

Ta akdrovbo vVAKA amoutovvTat oALE dev TapEYOVTOL GTO KLT:

1. Ameotaypévo vepd VYNNG TolOTNTOG

2. MMuéteg yua Sravopny: 50 pl, 100 pl, 500 pl xor 1 ml (cuviotdtor n xprion

mIETOV aKpPeiog pe aval®@otpa TAacticd poyyn)

3. Avapeiktng otpopilicpon

4. Moyvntikdg avadevTipog

5. 2voKeLT) TADGNG Y10 TAGKES HKPOTITAOSOTHONG

6. YUoKEV]  QVAYVOONG  TAOKOV  KPOTITAOSOTNONG  HE  duvatdTnTOL

avéyvoong ota 450 nm nm kat 650 nm (Sypopatiky avéyvoon)

VIl. IHAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

A.  BoBpovountés: Avacvotiote toug Babuovountés pe 0,5 ml ameotaypévov
vePOD.

B. Opoi ghéyyov: Avacvotiote toug opodg gréyyov pe 0,5 ml aneotaypévon
vePOD.

I.  Awdhopo Tidong epyacioc: TIpoetopdote emapkn OyKo SoAOLATOG TAHONG
epyociog pe mpoobnkn 199 Oykwv ameotaypévov vepod oe 1 Oyko
Srardpatog mhvong (200X). XpnopomoioTe poyviTikd ovadeutipa yio my
opoyevomoinen. Amoppiyte TO U YPNOILOTOMUEVO  StdAvpo TAVGNG
epyaciog oTo TEAOG TG NUEPAS.

A.  Opédg ywpic CT: Avacvotiote tov opd ywpic CT pe v mocdtnToL
PLOOTIKOD SOAVUOTOS TOV OVOPEPETOL OTNV ETIKETO. TOL PLOALSIOV.
Aopnote tov akivnto péxpt vo enédBel TAnpng Sidlvon, Katomy avapeifte
KOAG [LE OTTAAT] OVALOTPOPT.

E. X0levypo epyociag avti-CT-HRP: Tlpogtopdote emapkn 6yko cvlevkTikon
Srardpartog mpocbétovtog my.: 40 pl tov 50 X cvumvkvopévov avti CT-
HRP ovulebypatog o 2 ml pubuiotikod S10A0paT0G GLLEDYHATOC.
ZVVIoTATOL 0VTOCYEIO APOLicdaT).

VIl ®YAAEH KAl HUEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ilpwv omd to Gvorypa M TNV ovocvotactn, OO TO GUCTOTIKG TOL KIT
TapopéVovy otabepd £mg v nuepounvia AEng, n omola avayplapetol otV
£TIKETAL TOV PLoldion, epdoov dlotnpovvian og Beppokpacio 2 Emg 8° C.
Ayxpnoylomointeg vmodoyés mpémer v @UAdocovtar otovg 2-8°C, oe
COPUYIOHEVT) GOKOVAN TTOV TEPLEXEL OMOENPAVTIKO TTapdyovTa, HEYXPL TNV
nuepopnvia AnEne.

Meta ™V avacvetact, faduovountés, VAKA eléyyov kat opdg yopic CT
0o mpémel va KoTonyOYovTaL OUESHOS UETE TN XPNON KOl Vo S10TnpovvToL
otovg —20° C eni 3 pves. Emutpénetor povov évag kKOKAOG Katdyuéng-
andyvéne. Metd t dedtepn ypnom, omoppiyte tovg Pabpovountés, to
VAWKG eLEyyov Kar Tov opd yopig CT.

To cvprvkvopévo didivpa Thvong givor otabepd oe 18-25°C péypt v
npepopmvia Afgne.

Dpéoko, ToPACKEVOGHEVO OtdAvpo TAdong epyociag Oa mpémer va
ypNoonoteital v idto uépa.

Metd v TpdTn Xp1oN Tov, T0 GVUTVKVOUEVO cVlevypa (50X) Tapapével
otafepd €og Vv muepounvioe ANEng, epdoov dlotnpeitor 6TO  APYIKO,
£pUNTIKE KAEOTO PLoAido oe Beppokpacia 2 £wg 8° C.

To obdlevypo epyaciog avti-CT-HRP mapapéver otabepd eni pio efdopdado
otoug 4° C.

To &wbivpa ypopoydvov TMB kot 170 0vOCKETIKO SLOALUA TOPOUEVOULY
otafepd og Beppokpocio 2° C €mg 8° C puéypt Tnv nuepounvio ARENG.

Toxov petaPorés TG QLOIKNAG EUPAVIONG TMOV OVTIOPOCTNPIOV TOL KIT
evdgyeTar vo vTodNA®VoLY aoTdfelo 1) aAloimon.




IX. XYAAOIH KAI IPOETOIMAXIA AEITMATQN CT-US-ELISA AgpouaTiKd foviéko
. O opdg Ba mpémet va Sratnpeitat oTovg 2 - 8°C. (OD)
. Eav n e&étaon dev mpaypoatomomOet evidg 24 mpdv, cuvietdtor 1 eOAEN
oe KAMIopota/docelg pag xpnong otovg -20° C. ATo@evyete TOLG BoOuovo 0 pg/ml 0,009
enakOLovBovg KHKAOVG KOTAYLENG-ATOYVENC. g 10 pg/ml 0,029
= Mnv gpnoiponoteite detypata mov &xovv VooTEl oOAVO. 50 pg/ml 0,127
. Mn ypnoonoteite Mok dely ool ;gg 2gm: 83‘;;
400 pg/ml 1:87
X. ATAAIKAXIA
A ZNUEIDGELS GYETIKA PE TO YEPLONG
Mn %pNGHOTOLEITE TO KIT 1] TG GUGTOTIKG LETA TNV MLEPOUTVIRt ANENG. XIIl. AIOAOZH KAI IEPIOPIEMOI
Mnv avoperyvOeTe VAIKG otd S10pOPETIKES TOPTISES KIT. '
Avapeifte KoAG Ola To avTIdpaoTpl Kol To Ogiypote pE  omoAn A Opo avigvevong
gvaxivnon 1 ava&auq. , , , , MetpnOnkav gikoot undevikoi Pabpovountés pali pe éva covoro GAhmv
Exteléote el Suthodv avqknqm, TV Ba9p0v9untwv, TOV 0pOV EAEYXOL Bubpovopndv. To Oplo avigvevorc, OPILOMEVO ©C T QUIVOEVIKN
oL Tov BSWHM(DVI waww,l ke sv? VYPULLIION. . GUYKEVTPOON dVO TLTIKMV anokAicewv v omd Tig péceg petpnioeig OD
Xpnopwonomote éva kobapd, TAUGTIKO G0YEI0 Y100 VO ETOWACETE TO o6 LNSEvich Séousvon. Arav 0.7 pa/ml
StdAvpa TAHoNG. M Tl ogopEvo, M pgimt.
Xpnowonoteite éva kaBupd aVIADGILO PUYXOG TUTETOG Y10 TNV TPOGONKN B Evducbmyra
e , Bla(popankovr aviidpaotnpiov kot defypatog mpokeyEvoy vt 210V TPOGOopopd ovTd eEETACTNKAV UEPIKEG OPUOVEG TTOL SUVNTIKMG
(TOQUYETE TNV ETILY 6hovon. , , ; emdpodv. e ovykeviphoels éog 100 ng/ml, kopio amd 11 akdAovbeg
T ™ dovopn TOV OTOKOAVLTITIKOD SOAVUOTOS KOl TOV OVOGKETIKOD opubvec 5ev E5EIEE CMUEVTIKY ERiBpaoT]:
SADLATOG ATOPVYETE MMETEG LUE PETOAAIKA LEPT). ) P MCGQRP TH N paon:
H oaxpifeio Peltidvetonr pe ypfion mmetd®v LynAng oxpifeag M - Kodowovivy cohopod
OVTOUOTOTOUEVOD EEOTAMGHOD SLOVOUNG LLE TUTETEG. - PDN21
Tnpeite TOLE ZPOVOUG ENMAGTG. i . , - [pokaActrovivy N-tehikov dxpov.
Tpogtoydote o KapmoAn Pabpovopnong ywor kabe ovailvon kot pn
xpnopomoteite dedopéva amd TPONYOVUEVES OVOAVGELS.
Awaveipete T0 amokoAvTikd diddvpa evtog 15 hentdv petd v midon g r Axpipea
TAGKOG HIKPOTITAOSOTNOTG. '
Katd ) dudpkeio TG ETOACNG HE TO OTOKUAVTTIKO SLOAVLM, OTOPUYETE
™y dpeon €kbeon g mAGKag  pKpOTITAOSOTNONG OV MAKN I'IA TON IAIO [IPOSAIOPIEMO METAZY
aktvoBohio. AIA®OPETIKON
IMPOXAIOPIEMOQN
B. Awdwcacia
1. Enié&re tov amottodpevo apBud vmodoxdv yoo v avdlvon. Ot Opoc | N <X>+ SA. Opoc | N <X>+TA. | TA.
aYPNOLOTOINTEG VTOS0YEG TPEMEL Vo EovasPpayilovtol 6T GoKOVAN TOV T.A. (%) (pg/ml) (%)
TEPEYEL TOV amo&NPAVTIKO TopdryovTa Kat vo. uAdccovtol otovg 2-8°C. (pg/ml)
2. Ac@aAiote Tig VTOd0YEG HESH GTO TAAIGLO GTIPIENG.
3. Awveipete pe mméra 100 pl omd xabe Pabpovounth, opd eréyyov ko A 19 43,0+0,75 1,7 A 8 446+2,1 49
detypo oTig KaTdAAnheg VITOdOYEC. B 19 133,7+5,2 39 B 8 136,3+8,1 6
4. Awveipete pe muéra 50 pl ovledyupartog epyaciog avii-CT-HRP péca oe — = =
6Aeg TIC LTOSOYEG. T.A.: Tomn andxkiion, Z.A.: ZovteleoTng SLOKOHAVONG
5.  Enodorte ya 18 + 1 dpa otovg 2-8° C. i
6.  Avoppognote 1o VYpo amd Kade vodoyH. A. Opbotnra
7. ITAOvete v mAdka 3 popéc:
. Savépovtog 0,4 ml Sraddpatog Thbong og kGbe vrodoyn. AOKIMAYIA ANAKTHYH>
. AVOPPOPAVTAG TO TEPLEXOUEVO KAOE VTOSOYNG. , , , .
8.  Auwveipete pe muméta 100 pl ypopoydvov SwAdpatog péco ce kdbe Asiypor H_lla_ocraeama A_\I/_uKme(m /t/vukman
vrodoyn 15 Aemtd petd to Prpa g TAvoNG. c /mi c ml (*)
9. Emnodote mv mAdko pikpotitAodotmong vy 30 Aemtd oe 18-25°C (pg/ml) (pg/mi)
ATOPEVYOVTOG TNV GUECT] EXOPT HE TNV NAOKT akTvoPoAld.
10. Awveipete pe mméta 100 pl ovaoyetkod avidpactnpiov og kabe vrodoyn. Opéc 327,7 340,6 104
11. Kévte avdyvoon tov amoppopricemv ota 450 nm (piktpo avapopdg 630 160,7 1593 929
nm M 650 nm) evtéog 1 dpag kot vwoloyicte to amoteréopato OTMG 80,5 80,4 99
mepLypagetat oty gvotnta Xl. 483 508 105
XI. YIIOAOTIZMOZX TN AIIOTEAEEMATQN AOKIMASIA APAIQOSHS
1. Kévte avayvoon g midkog ota 450 nm évavtt evog eikTtpov ovapopag , , . .
7o puBpiCeTan ot 650 1M (it 630 ) S R i A
2. Yroloyiote ™ péon TN TOV SITAGV TPOGSIOPIGUOV. (pg/ml) (pg/ml)
3. TopaoTNOTE YPaPKd Tig Tiég OD (tetaypévn) v kabe Babpovountr
évavtt g avtiotoyng ovykévipwong g CT (tetunuévn) kou oyedidote
oL koproAn Pabpovépnong Hécm Tov onusiny Tov Paduovouny. Opbc n - 300,6
4. AwPdote ™ cvykEvipoon Yo Kabe opd eAEyyov Kkat delypuo pe avayoyn iﬁ lggi l%g
oV KoumdAn fabpovounong. 1s 376 157
5. Avayoyq odedopévev pe T Ponbet mAektpovikod vmoroywot Ba 116 18:8 25:2
OTAOTIOUGEL OVTOVG TOVG VWOAOYIGHOVG. Edv ypnoipomoteitol avtopat 1/32 9,4 12,1
emefepyocion  OmOTELECUAT®OV, OULVIOTATOL  TPOGOPUOYY]  KOUTOANG 1/64 47 5
AOYLOTIKNG GUVAPTNONG 4 TOPAUETPOV.
XIl. TYIIIKA AEAOMENA To detypora apoudbnkav pe opd yopig CT.

Ta axérovBo dedopévo mpoopiloviar HOVO ®G TAPASEYpa Kot dev TPEMEL Vo

E. ®awvopevo aykiotpov (hook)

Agiypo mov gpfohdotnke pe CT éwog 480000 pg/ml diver vymhdtepeg
petpnoelg ontikng mokvomrtog (OD) amd 1o onueio tov televtaiov

BaOpovount.

XPNOUOTO0VVTOL TOTE VTl TNG KOUTOANG Pafrovopunong mpaypatikod xpovov.



XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

. Edv to aroteléopata mov Aappdavovior yio tov opd eléyyov 1 flkar tov
opd eréyyov 2 3¢ Ppiokovrar evidg Tov mediov TIUOV mov kabopiletar oTnv
eTwcéto. Tov  QuAwiov, to  omoteAécpato  Ogv  givar  duvatd  va
yxpnoporomBovy, ektog edv £yel dobel wcavomomtikny €€nynon oo mv
AGVUP®VICL.

. Edv eivor embopuntd, ke epyactnplo pmopei vo SnNUovpynoet To Sikd Tov
pelypato deypdrov gléyyov (pools), to onoia mpémer va drotnpodvron
Koteyuypéva og  KAGopata/dooelg pog ypnonc. Opoi gléyyov mov
neptEyovv alidlo Ba emdpdoovv oty eVOLUIKY avTidpaon Kot deV HTOPOVV
vo. ypnotponombovv.

. Ta kprriplo. amodoyng yio T Stpopd HeTaEd TV SITADY OmOTEAECUATMV
oV detypdtov Oa tpénetl va Baoilovtat og 0pbEG EpYAOTNPLKES TPOKTIKES.

. Yvvictdror ot 0poi eAEyyov va VTOPAALOVTOL GE TPOGOLOPIGUO TOKTIKG MG
AyveoTo OElY LT Y10 VO LETPATOL 1] LETOBANTOTNTO TOV TpoGdopiopod. H
am6S0GN TOL TPOGIOPIoHOD TPENEL Vo TTapakorovdeital pe dtoypappoo
TOLOTIKOD ELEYYXOV TMV 0PDV EAEYYOV.

. Eivor kodd 10 vo €AEYYETE OMTIKG TNV TPOGUPUOYH TNG KOUTOANG 7OV
emAEyONKe amd TOV VITOAOYLIOTH.

XV TIMEX ANA®OPAX
Ot tyég avtég mapgyovior povov @g odnyos. Kabe epyaotiplo 0o mpémer va
KaOEPOOEL TO S1KO TOL TEDIO PUGLOAOYIKDOV TIUDV.

Doo10)oyikés TiES
84 detypata omd guotoroyikd dropa Edmoav Tipés kKatw and 11 pg/ml.

XVI. IIPODPYAAZEIX KAI IIPOEIAOIIOIHXEIX

Aopaleiag

Moévo yia Srayveotikn xprion in vitro.

Ta cvotatikd avOpdTvoL aipatog mov wepthapPfdvoviol 6To Kit avtd Eyovv
eheyyBei pe pebodovg eykexppéves oty Evpodmn f/xar amd tov FDA wat €xet
dwmotodel 0Tt givar apvnTikd g Tpog v mapovsioc HBSAQ, avti-HCV, avti-
HIV-1 xar 2. Koaplo yvootr pébodog dev eivar duvatd va mapéyxst mAnpn
Sac@drion 6Tt Tapdymya Tov avBpdIvou aipatog d Ha pLeTaddcovy nroTitida,
AIDS 7 dMheg howpméels. Emopévag, o yepiopds tov aviidpaotnpiav, Tev
deypdtov opod mpémel yivetor COMQOVO HE TG TOMKEG dlodikacieg mepl
ACPAAELOG.

Oha ta Lowd mpoidvta kot mapdywyo £xovv cuAiexBel amd vy Coa. Ta Posia
GLGTOTIKG TPOEPYOVTaL Amd XMDPES 0oL dev £xel avopepbet BSE. Tlap' OA' avtd,
ovotatikd mov meplEyovv (mikég ovoieg Ba mpémer vo avtipetomilovior ©g
SuvNTIKOG HoAVoUOTIKA. ATo@Oyete k@Oe emaen pHe TO déppa pe OAa TOL
avtdpacplo. To avaoyetikd dwivpa mepiéyer HCL, to ypopoyoévo didlvpo
nepiéyel TMB kot HoO0,.  Xe nepintoon emaeng, mAbvete oyolaotikd pe vepo.

Mnv kamvilete, unv mivete, pnv TpAOTE KoL U1 XPNOWOTOEiTe KOAAVVTIKE GTO
xoOpo epyocioc. Mnv Swvépete pe mmETo XPNOUOTOIDOVTOS TO OTOUO GOG.
XpNOWOTOLEITE TPOGTATEVTIKO POVYIGHO KOL YAVTLOL LG XPNONG.
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XVIILIIEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY

AEITMA(TA)

BAGMONOMH- OPOI EAETXOY

TEX )

(Hh
Babdpovountég (0-5) 100 B
Agtypata, opoi eréyyov - 100
X0levypa epyaciog avti- 50 50
CT-HRP

Enodote yio 18 + 1 dpa otovg 2-8° C.
AvoppoenoTte 10 TepEYOUEVO KABE VTOJOYNS.
IMAovete 3 popés pe 400 pl Srodvpartog mAdoNg Kot avappoeioTe.

AGhopa xp@HoYOVoL 100 100
TMB

Enwdote yia 30 Aentd og 18-25°C

Avooyetikd didlvpo 100 100

Kavte avdyvoon oe cuokev| aviyvoong TAOKOV HKPOTITA0OOTNONG Kot
KoTaypayte TNV amoppdpnon kabe vrodoyng ota 450 nm (évavtt 630 1) 650
nm)




	0. Page de garde + Version + Historique
	1. KAP0421  EN
	CT-U.S.-ELISA
	IV. PRINCIPLES  OF  THE METHOD
	XII. TYPICAL DATA
	B. Specificity
	E. Hook effect

	XIV. INTERNAL  QUALITY  CONTROL
	Safety
	XVIII.  SUMMARY OF THE PROTOCOL

	HRP
	Ab
	CONC
	CONJ
	N
	CAL
	SERUM
	SOLN
	TMB
	CHROM
	SOLN
	STOP

	2. KAP0421  FR
	CT-U.S.-ELISA
	A. Notes de manipulation
	B. Mode opératoire
	XI. CALCUL  DES  RESULTATS
	A. Sensibilité

	B. Spécificité
	C. Précision
	D. Exactitude

	XVI. PRECAUTIONS  ET  AVERTISSEMENTS

	HRP
	Ab
	CONC
	Ab

	CONJ
	N
	CAL

	SOLN
	WASH
	N
	CONTROL
	CHROM
	SOLN
	STOP

	3. KAP0421  NL
	CT-U.S.-ELISA
	III. KLINISCHE ACHTERGROND
	VI. NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN
	D. Nauwkeurigheid


	HRP
	Ab
	CONC
	CONJ
	N
	CAL

	SERUM
	BUF
	SOLN
	N
	CONTROL
	TMB
	CHROM
	SOLN
	STOP

	4. KAP0421  DE
	VIII. AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN
	IX. PROBENSAMMLUNG UND –VORBEREITUNG
	Ab
	CONJ
	N
	CAL
	SERUM
	BUF
	WASH
	N
	TMB
	CHROM
	SOLN
	STOP
	XI. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE
	XII. TYPISCHE WERTE
	XIII. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK
	XIV. INTERNE  QUALITÄTSKONTROLLE
	XVI. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN
	XVII. LITERATUR

	5. KAP0421  IT
	IV.  PRINCIPIO DEL METODO
	V.  REATTIVI FORNITI
	VI.  REATTIVI NON FORNITI
	VII. PREPARAZIONE DEI REATTIVI
	VIII.  CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI
	IX.  RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI
	X.  METODO DEL DOSAGGIO
	XI.  CALCOLO DEI RISULTATI
	C. Precisione
	D.  Accuratezza



	HRP
	Ab
	CONC
	CONJ
	N
	CAL

	SERUM
	SOLN
	TMB
	CHROM
	STOP

	6. KAP0421 ES
	CT-U.S.-ELISA
	IV. PRINCIPIOS DEL MÉTODO
	XII. DATOS TÍPICOS
	B. Especificidad
	E. Efecto gancho

	XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO
	Seguridad
	XVIII.  RESUMEN DEL PROTOCOLO

	HRP
	Ab
	CONC
	CONJ
	N
	CAL
	SUERO
	SOLN
	TMB
	CHROM
	SOLN
	STOP

	7. KAP0421  PT
	Leia todo o protocolo antes de utilizar.
	CT-U.S.-ELISA
	IV. PRINCIPIOS DO MÉTODO
	XVI. AVISOS E PRECAUÇÕES
	XVII. BIBLIOGRAFIA

	Ab
	CONJ
	N
	CAL
	SERUM
	SOLN
	TMB
	CHROM
	SOLN
	STOP

	8. KAP0421  EL
	CT-U.S.-ELISA
	IV. ΒΑΣΙΚΕΣ ΑΡΧΕΣ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ
	VII. ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟΥ
	VIII ΦΥΛΑΞΗ ΚΑΙ ΗΜΕΡΟΜΗΝΙΑ ΛΗΞΗΣ ΤΩΝ ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΩΝ
	Ab
	CONJ
	N
	CAL
	SERUM
	BUF
	SOLN
	TMB
	CHROM
	SOLN
	STOP
	IX. ΣΥΛΛΟΓΗ ΚΑΙ ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ
	X. ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ
	XI. ΥΠΟΛΟΓΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ
	XII. ΤΥΠΙΚΑ ΔΕΔΟΜΕΝΑ
	XIII. ΑΠΟΔΟΣΗ ΚΑΙ ΠΕΡΙΟΡΙΣΜΟΙ
	E. Φαινόμενο αγκίστρου (hook)

	XIV. ΕΣΩΤΕΡΙΚΟΣ ΠΟΙΟΤΙΚΟΣ ΕΛΕΓΧΟΣ
	XV ΤΙΜΕΣ ΑΝΑΦΟΡΑΣ
	XVI. ΠΡΟΦΥΛΑΞΕΙΣ ΚΑΙ ΠΡΟΕΙΔΟΠΟΙΗΣΕΙΣ
	Ασφαλείας

	XVII. ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
	XVIII. ΠΕΡΙΛΗΨΗ ΤΟΥ ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟΥ



