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CT-U.S. - IRMA

INTENDED USE

Immunoradiometric assay kit for the in vitro quantitative measurement of human Calcitonin in serum.

GENERAL INFORMATION

Proprietary name : DIlAsource CT-U.S. -IRMA Kit
Catalog number : KIP0429: 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

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).

Medullary 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 anemia, renal failure and during

the neonatal period. Preferably, monomeric form of CT is detected in this assay.

The measurement of CT by the present IRMA 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 Il or Sipple syndrome) by the
use of stimulation tests (calcium or pentagastrin)

- study of the pathophysiology of the calcium-phosphate and bone metabolism.
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Iv.

PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource Calcitonin-U.S. IRMA is an immunoradiometric assay based on

coated tube separation.

It uses monoclonal antibodies directed against distinct

epitopes of human Calcitonin. The capture antibody is attached to the lower inner
surface of a plastic tube. Calibrators and samples are dispensed into the tubes and
bind to the capture antibody. The signal antibody (radiolabelled) is added
immediately and after an incubation which allows the immunologic reaction, the
tubes are emptied and washed to remove the excess unbound antibody. The
radioactivity bound to the tubes is directly proportional to the initial antigen
concentration in the calibrators and samples.

V. REAGENTS PROVIDED
Reagents Quantity | Colour Reconstitution
Code
H Tubes coated with
anti CT (monoclonal 2x48 blue Ready for use
antibodies)
ik
1 vial
Anti-CT-12] (monoclonal 5.5ml red Ready for use
antibodies) in TRIS Buffer 720 kBq
with bovine serum albumin,
azide (< 0.1%) and inert red
dye
CAL 6 vials
. ellow Add 1 ml distilled water
Calibrators 0-5 in Calcitonin Iyophil. | ¥
free human serum with
gentamycin (see exact values
on vial labels)
DIL SPE 1 vial . o
" white Add distilled water (see the
) ] lyophil. volume on the label)
Specimen Diluent (to be used
for samples dilution) with
gentamycin and thymol
brown Dilute 70x with distilled water
‘ WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 1 vial (use a magnetic stirrer).
10 ml
Wash solution (TRIS-HCI)
CONTROL N i
| | | Ii/(;lr:?l? silver Add 1 ml distilled water
Controls 1 and 2 in human '
plasma with gentamycin (see
exact values on vial labels)

Note : 1 pg of our reference preparation is equivalent to 0.19 ulU 2™ IS 89/620.

VI.  SUPPLIES NOT PROVIDED

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

1. Distilled water

2. Pipettes for delivery of: 50 pl, 200 pl and 1 ml. (the use of accurate

pipettes with disposable plastic tips is recommended)

Vortex mixer
Magnetic stirrer

Aspiration system (optional).

3
4.
5. 5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing
6
7

Any gamma counter capable of measuring '2°1 may be used (minimal yield

70%).

VIl. REAGENT PREPARATION

Calibrators : Reconstitute the calibrators with 1 ml distilled water.
Controls : Reconstitute the controls with 1 ml distilled water.

Specimen Diluent : Reconstitute the Specimen Diluent with distilled
water. (see the volume on the label)

Working Wash solution : Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 69 volumes of distilled water to 1 volume of Wash
Solution (70x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.

VIIL.

IX.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

After reconstitution, calibrators, controls and Specimen Diluent 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
Specimen Diluent after the second use.

Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.

After its first use, tracer is stable until expiry date, if kept in the original
well closed vial at 2 to 8°C.

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

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum samples are recommended for this assay.
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XI.

Do not use hemolyzed samples.

Do not use lipemic samples.

If a specimen is expected or known to have a concentration above the
highest calibrator, it has to be diluted with the Specimen Diluent to fall
within the measuring interval.

If samples are not assayed the same day as the blood collection, then it is
advisable to freeze them until the assay.

Samples can only be thawed once.

For repeat testing, freeze them in aliquots and discard each sample after
first thawing.

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date. Do not mix
materials from different kit lots. Bring all the reagents to room temperature
(18-25°C) prior to use.

Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
In order to avoid cross-contamination, use a clean disposable pipette tip
for the addition of each reagent and sample.

High precision pipettes or automated pipetting equipment will improve the
precision. Respect the incubation times.

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

Each tube can only be used once.

Procedure

Label coated tubes in duplicate for each calibrator, sample and control. For
the determination of total counts, label 2 normal tubes

Homogenize calibrators, controls, specimens and dispense 200 pl of each
into the respective tubes.

Add 50 pl of anti-CT-1?I (tracer) to all tubes, including the uncoated tubes
for total counts.

Shake the tube rack gently by hand.

Incubate for 18 + 1 hours at 2-8°C.

Take the tubes for the total counts apart and aspirate the contents of the
coated tubes. Be sure to remove all the liquid, remaining droplets will
increase the background c.p.m..

Wash tubes twice with 2 ml Wash Solution and aspirate. Avoid foaming
during the addition of the wash solution. For manual washing procedure
first aspirate the foam layer and then the liquid. For automated wash
cycles continuous aspiration is recommended. The precision is improved
by aspirating the tubes a second time two minutes after emptying the last
tube.

Count tubes in a gamma counter for 60 seconds.

CALCULATION OF RESULTS

Calculate the mean of duplicate determinations.

Plot the c.p.m. (ordinate) for each calibrator against the corresponding
concentration of CT (abscissa) and draw a calibration curve through the
calibrator points, reject the obvious outliers.

Read the concentration for each control and sample by interpolation on the
calibration curve. Computer assisted data reduction will simplify these
calculations. If automatic result processing is to be used, a 4 parameter
logistic function curve fitting is recommended.



XII.

TYPICAL DATA

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

DILUTION TEST

CT-U.S.-IRMA cpm B/T x 100
(%)
Total count 279092 100
Calibrator 0 pg/ml 164 0.06
10 pg/ml 881 0.26
31 pg/ml 1951 0.64
49 pg/ml 3054 1.04
157 pg/ml 8628 3.03
686 pg/ml 39787 14.2

XI111. PERFORMANCE AND LIMITATIONS
A. Detection Limit
The LoB (Limit of blank) was calculated by measuring the blank several
times and was calculated as the mean + 2 Standard Deviations of the
distribution of the test values. The LoB was calculated to be 1.2 pg/ml.
The LoD (Limit of Detection) was calculated as the LoB + 1.645 Standard
Deviation of a low concentration sample tested in 8 different runs. The
LoD was calculated to be 2.8 pg/ml.
The LoQ (Limit of Quantification) was calculated by testing 4 low values
samples, 8 times. The LoQ was calculated to be 7.7 pg/ml.
B. Specificity
Some potentially interfering hormones have been tested in this assay. At
concentrations up to 1000 ng/ml, none of the following hormones showed
significant interference :
- aCGRP
- Salmon-calcitonin
- human calcitonin C-terminal Flanking peptide
- human calcitonin N-terminal Flanking peptide
C. Precision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Sample N X+SD. cv Sample N X £S.D. Ccv
(pg/ml) % (pg/ml) %
A 10 | 21+16 76 A 18 | 203+2.2 10.8
B 10 | 786+24 3.0 B 18 | 80.1+5.1 6.3

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

D. Accuracy
RECOVERY TEST
Added Calcitonin CT Measured Concent. Recovery

(pg/ml) (pg/ml) (%)

0 15
20 17.6 80.8
40 332 79.3
50 48.6 94.3
100 98.2 96.7
250 2495 99.2
500 477.2 95.1

0 0.1
20 18.8 93.3
40 34.2 85.1
50 54.9 109.6
100 108.9 108.8
250 304.7 121.8
500 5455 109.1

Dilution Theoretical Measured Recovery

Concent. Concent.

(pg/ml) (pg/ml) (%)
11 3438 343.8 -
1/2 171.9 182.6 106.2
1/4 85.9 87.4 101.7
1/8 43.0 37.8 87.8
1/16 215 19.0 88.6
1/32 10.7 10.0 93.1
1/64 5.4 5.8 108.0
L 411.3 4113 -
172 205.6 240.6 117.0
va 102.8 117.6 114.3
18 51.4 54.0 105.0
1/16 25.7 222 86.4
1/32 12.9 11.9 92.6
1/64 6.4 5.6 87.0

E. Hook effect
A serum sample with a spiked concentration of 268000 pg/ml of synthetic
Calcitonin gives a signal above the highest calibrator concentration.
Samples above 100 pg/mL have to be diluted with Specimen Diluent
provided in the kit. Samples have to be sequentially diluted 1:10.

Healthy subjects, patients having medullary thyroid carcinoma or other
tumors present different immunochemical forms of calcitonin.

The size of these forms may vary from type to type and may therefore
respond differently in immunoassays and dilution tests.

XIV. LIMITATIONS

- Specimens from patients who have received preparations of mouse
monoclonal antibodies for diagnosis or therapy may contain human anti-
mouse antibodies (HAMA). Such specimens may show either falsely
elevated or depressed values when tested with assay kits which employ
mouse monoclonal antibodies. Rheumatoid factors (RF) are also found to
interfere with the measurement.

- Heterophilic antibodies in human serum can react with reagent

immunoglobulins, interfering with in vitro immunoassays.

Patients routinely exposed to animals or animal serum products can be
prone to this interference and anomalous values may be observed in case
of the presence of heterophilic antibodies. Carefully evaluate the results of
patients suspected of having these antibodies.

If results are not consistent with other clinical observations, additional
information should be required before diagnosis.

XV. INTERNAL QUALITY CONTROL

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

- If desirable, each laboratory can make their own pools of control samples,
which should be kept frozen in aliquots. Do not freeze-thaw more than
once.

- Acceptance criteria for the difference between the duplicate results of the
samples should rely on Good Laboratory Practises

XVI. REFERENCE INTERVALS

Normal values

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

The ranges are expressed as 5% to 95% percentiles.

e . Mean SD Range
Identification N (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Men 138 4.6 2.9 1.0-11.6
Women 58 4.5 2.8 12-95
All 196 4.6 2.8 1.2-10.9

Patients with medullary thyroid carcinoma, and patients with other malignancies
can have a non linear dilution test for calcitonin sample; this could be due to a
modified form of calcitonin (polymers and/or glycosylated forms) that is not
completely recognized by our antibodies.



XVII. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

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

This radioactive product can be transferred to and used only by authorized
persons; purchase, storage, use and exchange of radioactive products are subject
to the legislation of the end user's country. In no case the product must be
administered to humans or animals.

All radioactive handling should be executed in a designated area, away from
regular passage. A log book for receipt and storage of radioactive materials must
be kept in the lab. Laboratory equipment and glassware, which could be
contaminated with radioactive substances should be segregated to prevent cross
contamination of different radioisotopes.

Any radioactive spills must be cleaned immediately in accordance with the
radiosafety procedures. The radioactive waste must be disposed of following the
local regulations and guidelines of the authorities holding jurisdiction over the
laboratory. Adherence to the basic rules of radiation safety provides adequate
protection.

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

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

Avoid any skin contact with reagents (sodium azide as preservative). Azide in
this kit may react with lead and copper in the plumbing and in this way form
highly explosive metal azides. During the washing step, flush the drain with a
large amount of water to prevent azide build-up

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

For more information, see Material Safety Data Sheet (MSDS).
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XIX. SUMMARY OF THE PROTOCOL

TOTAL CALIBRATORS SAMPLE(S)
COUNTS
pl pl ul

Calibrators (0-5) - 200 -
Samples - - 200
Tracer 50 50 50
Incubation 18 + 1 hours at 2-8°C
Separation - aspirate
Washing solution - 2ml
Separation - aspirate
Washing solution - 2ml
Separation - aspirate
Counting Count tubes for 60 seconds

Other translations of this Instruction for Use can be downloaded from our
website: https://www.diasource-diagnostics.com/
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Lire entierement le protocole avant utilisation.

CT-U.S.-IRMA

BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunométrique pour la mesure quantitative in vitro de la Calcitonine
humaine dans le sérum.

INFORMATIONS GENERALES
Nom du produit : DIAsource CT-U.S.-IRMA Kit
Numéro de catalogue : KIP0429: 96 tests

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

CONTEXTE CLINIQUE

La Calcitonine (CT) est une hormone peptidique de 32 acides aminés sécrétée par les cellules C

parafolliculaires de la glande thyroide sous contr6le du calcium sérique. Apres une administration aigué,

ce peptide se comporte comme une hormone hypocalcémiante et hypophosphatémique puissante en

augmentant 1’élimination rénale de calcium et en réduisant la résorption osseuse. Cependant, son role

physiologique exact dans le métabolisme osseux n’est pas encore compris entiérement. 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 un 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 de maniére excessive de la calcitonine. Cette maladie apparait

sporadiquement (80%) ou de maniére héréditaire (20%), et est transmise comme un géne autosomique

dominant ou comme un composant du néoplasme endocrine multiple (11b). L'hypercalcitoninémie modérée

apparait aussi pendant la grossesse, 1’anémie pernicieuse, le dysfonctionnement rénal et la période

néonatale. De préférence, la forme monomeére de la CT est analysée dans ce test.

Le dosage de la CT par la trousse CT-U.S.-IRMA est utilisé pour :

- le diagnostic de carcinome thyroide médullaire (MTC)

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

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

- I'étude de la pathophysiologie du métabolisme phosphocalcique et osseux.

I



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

La trousse Calcitonine-U.S. IRMA de DIAsource est une trousse de dosage radio-
immunométrique basée sur la séparation en tube recouvert d'anticorps. Elle utilise
des anticorps monoclonaux dirigés contre des épitopes distincts de la Calcitonine
humaine. L’anticorps de capture est attaché sur la surface basse et interne du tube
plastique. Les calibrateurs et les échantillons sont distribués dans les tubes et liés
a I’anticorps de capture. L’anticorps signal (marqué radioactivement) est ajouté
immédiatement et, aprés une incubation permettant la réaction immunologique,
les tubes sont vidés et lavés pour enlever I’anticorps libre excessif. La
radioactivité liée aux tubes est directement proportionnelle a la concentration de
I’antigéne initiale dans les calibrateurs et les échantillons.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 tests Code Reconstitution
Kit Couleur

U Tubes recouverts avec Prét a 'emploi

I’anti CT (anticorps 2x48 Bleu
monoclonal)
1 flacon
TRACEUR: CT marquée a 55ml Rouge Prét a ’emploi
1"*?51odine dans un tampon TRIS 720 kBq

avec de l'albumine bovine,
I’azoture (<0.1%) et un colorant
rouge inactif

6 flacons

Calibrateqr N=0 35 Iyophilisés Jaune Ajoute_r 1 11,11 d’eau
dans du sérum humain, distillée
gentamycine (cfr. Valeurs
exactes sur chaque flacon)

DIL SPE Ajouter de I’eau
- - - 1 flacon Blanc distillée (cfr. volume
Diluant pour échantillon avec de lyophilisé exact sur chaque
la gentamycine et du thymol flacon)
| WASH | SOLN |CONC | 1 flacon Diluer 70 x avec de
10 ml Brun I’eau distillée (utiliser
Solution de Lavage un ag,lt_ateur
(Tris-HCI) magnétique).
[eomror | v |
|2 ﬂ?ﬁﬁ”? Gris Ajouter 1 ml d’eau
Contréles - N = 1 ou 2 dans du yophilises distillée

plasma humain avec de la
gentamycine (cfr. Valeurs
exactes sur chaque flacon)

Note: 1 pg de la préparation du calibrateur est équivalent & 0,19 plU 2nd IS
89/620.

VI. MATERIEL NON FOURNI

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

1. Eau distillée

2. Pipettes pour distribuer: 50 pl, 200 pl et 1 ml (I’utilisation de pipettes
précises et de pointes jetables en plastique est recommandée)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

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

Systeme d’aspiration (optionnel)

Tout compteur gamma capable de mesurer 1''?°l peut étre utilisé
(rendement minimum 70%).

Nookw

VIl. PREPARATION DES REACTIFS

Calibrateurs : Reconstituer les calibrateurs avec 1 ml d’eau distillée..
Controles : Reconstituer les contrdles avec 1 ml d’eau distillée.

Diluant pour échantillon: Reconstituer le diluant pour échantillon avec de
I’eau distillée (voir le volume exact sur I'étiquette du flacon).

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

o owp»

VIIL.

IX.

STOCKAGE ET DATE D’EXPIRATION DES REACTIFS

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

Aprés la reconstitution les calibrateurs, les échantillons et le diluant pour
échantillon doivent étre congelés immédiatement apres 1’usage et gardés —
20°C pendant 3 mois. Un seul cycle de congélation et décongélation est
permis, jeter les calibrateurs, les controles et le diluant pour échantillon
apres le deuxiéme usage.

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

Apres la premiere utilisation, le traceur est stable jusqu’a la date
d’expiration, si celui-ci est conservé entre 2 et 8°C dans le flacon d’origine
correctement fermé.

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

PREPARATION ET STABILITE DE L’ ECHANTILLON

Des échantillons de sérum sont recommandés pour ce test.

=@

10.

11.

Ne pas utiliser d’échantillons hémolysés.

Ne pas utiliser des échantillons lipémiques.

Si un spécimen a (probablement) une concentration au-dessus du
calibrateur le plus élevé, il doit étre dilué avec le diluant pour échantillon
pour tomber dans I’intervalle de mesure.

Si les échantillons ne sont pas analysés le jour du prélévement de sang, il
est recommandé de les congeler jusqu’au test.

Les échantillons ne peuvent étre décongelés qu’une fois.

Pour des tests répétés, congeler les échantillons aliquotés et jeter chaque
échantillon apres la premiére décongélation.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants aprés avoir dépassé la date
d’expiration. Ne pas mélanger de matériel provenant de trousses de lots
différents. Mettre tous les réactifs a température ambiante (18-25°C) avant
utilisation.

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

Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’augmenter la précision. Respecter les temps d’incubation.
Préparer une courbe de calibration pour chaque nouvelle série
d’expériences, ne pas utiliser les données d’expériences précédentes.
Chaque tube ne peut étre utilisé qu'une seule fois.

Mode opératoire

Identifier les tubes recouverts fournis dans la trousse, en double pour
chaque calibrateur, échantillon, controle. Pour la détermination de
’activité totale, identifier 2 tubes non recouverts d’anticorps.

Agiter au vortex briévement les calibrateurs, les échantillons et les
contrdles. Distribuer 200 pl de chacun d’eux dans leurs tubes respectifs.
Distribuer 50 pl de traceur dans chaque tube.

Agiter légérement le portoir de tubes manuellement pour libérer toute
bulle d’air emprisonnée.

Incuber pendant 18 + 1 heures a 2 — 8°C.

Aspirer (ou décanter) le contenu de chaque tube (a 1’exception des tubes
utilisés pour la détermination de D’activité totale). Assurez-vous que la
pointe utilisée pour aspirer le liquide des tubes atteint le fond de chacun
d’eux pour éliminer toute trace de liquide.

Laver les tubes avec 2 ml de Solution de Lavage (a I’exception des tubes
utilisés pour la détermination de I’activité totale) et aspirer. Eviter la
formation de mousse pendant I’addition de la Solution de Lavage.

Aspirer (ou décanter) le contenu de chaque tube (a 1’exception des tubes
utilisés pour la détermination de I’activité totale).

Laver les tubes a nouveau avec 2 ml de Solution de Lavage (a I’exception
des tubes utilisés pour la détermination de I’activité totale) et aspirer (ou
décanter).

Aprés le dernier lavage, laisser les tubes droits pendant 2 minutes et
aspirer (ou décanter) le reste de liquide.

Placer les tubes dans un compteur gamma pendant 60 secondes pour
quantifier la radioactivité.



XI.

XII.

CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.

Dessiner les cpm (ordonnées) pour chaque -calibrateur contre la
concentration correspondante en CT (abscisses) et dessiner une courbe de
calibration a I’aide des points de calibration, écarter les valeurs aberrantes.
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 systéme 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 de calibration.

CT-US-IRMA cpm B/T (%)
Activité totale 279092 100
Calibrat

alibrateur 0 pg/ml 164 0,06
10 pg/ml 881 0,26
31 pg/ml 1951 0,64
49 pg/ml 3054 1,04
157 pg/ml 8628 3,03

686 pg/ml 39787 14,2

X111. PERFORMANCE ET LIMITES DU DOSAGE

A. Sensibilité
La LoB (Limite de Blanc) a été calculée en mesurant plusieurs fois le
blanc et a été calculée comme I'écart type moyen + 2 Déviations Standard
de la distribution des valeurs d'essai. la LoB a été calculée a 1,2 pg/ ml.
La LoD (Limite de Détection) a été calculée comme I'écart type LoB +
1,645 d'un échantillon a faible concentration testé dans 8 essais différents.
La LoD a été calculée a 2,8 pg/ml.
La LoQ (Limite de Quantification) a été calculée en testant 4 échantillons
de faibles valeurs, 8 fois. La LoQ a été calculée comme étant de 7,7 pg/ml.

B. Spécificité
Quelques hormones qui pourraient interférer ont été analysées dans ce test.
Avec des concentrations jusqu’a 1000 ng/ml, aucune des hormones
suivantes ne montrait d'interférence importante:
- aCGRP
- Calcitonine de saumon
- Peptide flanquant C-terminal de calcitonine humaine
- Peptide flanquant N-terminal de calcitonine humaine

C. Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Echant. N <X>=*SD Ccv Echant. N <X>=*SD Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 10 21+1,6 7,6 A 18 20,3+22 10,8
B 10 786+24 3,0 B 18 80,1+5,1 6,3

SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation

D. Exactitude
TEST DE RECUPERATION
CT ajoutée CT Concent. mesurée Récupération
(pg/ml) (pg/ml) (%)
0 15
20 17,6 80,8
40 33,2 79,3
50 48,6 94,3
100 98,2 96,7
250 249,5 99,2
500 477,2 95,1
0 0,1
20 18,8 93,3
40 34,2 85,1
50 54,9 109,6
100 108,9 108,8
250 304,7 121,8
500 545,5 109,1
TEST DE DILUTION
Dilution Concent. Concent. mesurée Récupération
théorique (pg/ml) (%)
(pg/ml)
11 343,8 343,8 -
1/2 171,9 182,6 106,2
1/4 85,9 87,4 101,7
1/8 43,0 37,8 87,8
1/16 21,5 19,0 88,6
1/32 10,7 10,0 93,1
1/64 54 58 108,0
n 4113 4113 -
172 205,6 240,6 117,0
va 102,8 117,6 114,3
1/8 51,4 54,0 105,0
1/16 25,7 22,2 86,4
132 12,9 11,9 92,6
1/64 6,4 5,6 87,0
E. Effet crochet
Un échantillon de sérum enrichi par une concentration de 268000 pg/ml de
calcitonine synthétique donne un signal supérieur a la concentration du
calibrateur le plus élevé.
Les échantillons de plus de 100 pg/ml doivent étre dilués avec le diluant
pour échantillon ne contenant pas de calcitonine se trouvant dans la trousse.
Les échantillons doivent étre dilués séquentiellement & 1:10.
Les sujets sains, les patients avec un carcinome médullaire de la thyroide
ou avec d'autres tumeurs présentent différentes formes immunochimiques
de calcitonine.
La taille de ces formes peut varier d'un type a l'autre et peut donc répondre
différemment dans les immuno-essais et dans les tests de dilution.
XIV. LIMITATIONS

Les échantillons de patients ayant recu des préparations d'anticorps
monoclonaux de souris pour un diagnostic ou comme traitement peuvent
contenir des anticorps humains anti-souris (HAMA). De tels échantillons
peuvent montrer des valeurs soit faussement élevées soit faussement
basses lorsqu'ils sont analysés avec des trousses d'analyses utilisant des
anticorps monoclonaux de souris. 11 s’avére également que les facteurs
rhumatoides(RF) interférent avec les mesures.

Des anticorps hétérophiles dans le sérum humain peuvent réagir avec le
réactif immunoglobulines, interférant ainsi avec les méthodes d'analyse
immunologiques in vitro.

Les patients couramment en contact avec des animaux ou des produits de
sérum animal peuvent étre sujets a ces interférences. Des valeurs
anormales peuvent étre observées en cas de présence d'anticorps
hétérophiles. Evaluer soigneusement les résultats des patients suspectés
d'avoir ces anticorps.

Si les résultats ne sont pas cohérents avec les autres observations
cliniques, des informations supplémentaires doivent étre demandées
avant de poser le diagnostic.



XV. CONTROLE QUALITE INTERNE

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

- Chaque laboratoire est libre de faire ses propres stocks d’échantillons
controles, lesquels doivent étre congelés aliquotés. Ne pas congeler —
décongeler plus de deux fois.

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

XVI. VALEURS ATTENDUES

Valeurs normales

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

Domaine de mesure basé sur les percentiles de 5% & 95%.

Domaine

Identification N Moyenne SD de mesure
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)

Hommes 138 4,6 2,9 1,0- 11,6
Femmes 58 35 2,8 1,2-95
Tous 196 4,6 2,8 1,2-10,9

Les patients avec un carcinome médullaire de la thyroide et les patients avec
d'autres tumeurs malignes peuvent avoir un test de dilution non linéaire pour la
calcitonine. Cela peut étre di a une forme modifiée de la calcitonine (polymeres
et/ou formes glycosylées) qui n'est pas entierement reconnue par nos anticorps.

XVII. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniguement. Cette trousse contient de 1’*?°I
(demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive émettant des rayonnements ionisants
X (28 keV) et y (35.5 keV).

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

Toutes les manipulations radioactives doivent étre exécutées dans un secteur
désigné, éloigné de tout passage. Un journal de réception et de stockage des
matiéres radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de
laboratoire et la verrerie, qui pourrait étre contaminée avec des substances
radioactives, doivent étre isolés afin d’éviter la contamination croisée de plusieurs
isotopes.

Toute contamination ou perte de substance radioactive doit étre réglée
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs doivent
étre placés de maniére a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion aux
regles de base de sécurité concernant les radiations procure une protection
adéquate.

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont été évalués par des
méthodes approuvées par I’Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBsAg,
I’anti-HCV, I’anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
compléte que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d’hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des
échantillons de plasma devront étre conformes aux procédures locales de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont été collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I’ESB n'a pas été détectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animales devront étre traités
comme potentiellement infectieux.

L’azide de sodium est nocif s’il est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(’azide de sodium est utilis¢é comme agent conservateur). L’azide dans cette
trousse pouvant réagir avec le plomb et le cuivre dans les canalisations et donner
des composés explosifs, il est nécessaire de nettoyer abondamment a 1’eau le
matériel utilisé.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger, ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés. Ne pas pipeter avec la
bouche. Utiliser des vétements protecteurs et des gants & usage unique.

Pour plus d'informations, consultez la fiche signalétique (MSDS).
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XIX. RESUME DU PROTOCOLE

ACTIVITE CALIBRA- ECHANTIL-
TOTALE TEURS LON(S)

(CU] (CU] (1)
Calibrateurs (0-5) - 200 -
Echantillons - - 200
Traceur 50 50 50
Incubation 18 £ 1 heures a 2-8°C
Séparation - aspiration
Solution de Lavage - 2ml
Séparation - aspiration
Solution de Lavage - 2ml
Séparation - aspiration
Comptage Temps de comptage des tubes: 60 secondes
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Lees het hele protocol vo6r gebruik.

CT-U.S.-IRMA

BEOOGD GEBRUIK

Immunoradiometrische testkit voor de in vitro kwantitatieve bepaling van humaan Calcitonine in
serum.

ALGEMENE INFORMATIE
Gedeponeerd handelsmerk: DIAsource CT-U.S.-IRMA Kit
Catalogusnummer: KIP0429: 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

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 botresorptie. Nochtans is zijn precieze fysiologische rol in het

botmetabolisme 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 bepaling.

De bepaling 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 Il of Sipple
syndroom) door het gebruik van stimulatietesten (calcium of pentagastrine)

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



Iv.

BESCHRIJVING VAN DE METHODE

De DIAsource Calcitonine-U.S. IRMA is een immunoradiometrische testkit
gebaseerd op scheiding aan de hand van een gecoate tube. Het gebruikt
monoklonale antilichamen die rechtstreeks tegen verschillende epitopen van
humaan Calcitonine gericht zijn. Het invangantilichaam wordt bevestigd aan het
onder- en binnenoppervlak van een plastic buis. Kalibrators en stalen worden in
de buizen gepipetteerd en binden zich aan het invangenantilichaam. Het
signaalantilichaam (radiogelabeld) wordt onmiddellijk toegevoegd en na een
incubatie die de immunologische reactie toelaat, worden de buizen leeggemaakt
en gewassen om het overdadige ongebonden antilichaam te verwijderen. De
radioactiviteit gebonden aan de buizen is rechtstreeks proportioneel aan de initiéle
antigenconcentratie in de kalibrators en monsters.

V. GELEVERDE REAGENTIA
Reagentia Kitmet | Kleur- Reconstitutie
96 testen code

Buisjes gecoat met .

anti-CT (monoklonale 2x48 | blauw | 1aar voor gebruik

antilichamen)

1 flacon

TRACER: Anti-CT 55 ml rood | Klaar voor gebruik
(monoklonale antilichamen) 720 kBq
gelabeld met ?5jood in TRIS
buffer met bovien
serumalbumine, azide (<0.1%)
en een inerte rode kleurstof

cAL A
Kalibrator - N =0 tot 5 gevries- geel %ot;nvloiegdeer;stllleerd water
(raadpleeg de flaconetiketten droogd
voor de exacte waarden) in
calcitonine-vrij humaan serum
met gentamycine

DIL SPE
— L vial wit | Voeg gedestilleerd water toe

Monster verdunningsmiddel met | jyophil. 99

gentamycine en thymol

(zie volume op het etiket)

|WASH |SOLN |CONC |

1 flacon bruin | 70 x met gedestilleerd water

10 ml verdunnen (gebruik een
Wasoplossing (Tris-HCI) magnetische roerder).
[coman]
Controles - N =1 of 2 2flacons, | _
in humaan plasma met gevries- zilver | 1 ml gedestilleerd water
gentamycine droogd toevoegen

(raadpleeg de flaconetiketten
voor de exacte waarden)

Opmerking:
1 pg van de kalibratorbereiding is gelijk aan 0,19 ulU 2nd IS 89/620.

V1.

NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN

De volgende materialen zijn noodzakelijk maar worden niet meegeleverd met de

kit:

1
2.

Noogakw

Gedestilleerd water.

Pipetten voor een volume van 50 pl, 200 pl en 1 ml (het gebruik van
nauwkeurige pipetten met plastic wegwerptips wordt aanbevolen).
Automatische spuit van 5 ml (type Cornwall) voor de wasfase.
Afzuigsysteem (facultatief).

Vortexmenger.

Magnetische roerder.

Een gammateller die geschikt is voor de bepaling van 21 (rendement van
ten minste 70%).

o owp»

VIII.

=

BEREIDING VAN HET REAGENS

Kalibrators: Reconstitueer de kalibrators met 1ml gedestilleerd water.
Controles: Reconstitueer de controles met 1 ml gedestilleerd water.
Monster verdunningsmiddel: Reconstitueer het monster
verdunningsmiddel met gedestilleerd water (zie het volume op het etiket).
Werk-wasoplossing: Bereid een voldoende hoeveelheid werk-
wasoplossing door 69 eenheden gedestilleerd water toe te voegen aan 1
eenheid wasoplossing (70 X).

Gebruik een magnetische roerder voor de homogenisering. Op het eind
van de dag moet de ongebruikte werk-wasoplossing afgevoerd worden.

OPSLAG EN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

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

Na reconstitutie  moeten  kalibrators, controles en  monster
verdunningsmiddel onmiddellijk worden ingevroren na gebruik en kunnen
maximaal gedurende 3 maanden bewaard worden bij —20°C. Slechts één
vries- en ontdooicyclus is toegestaan, voer kalibrators, controles en
monster verdunningsmiddel na het tweede gebruik af.

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

Na het eerste gebruik is de tracer houdbaar tot de vervaldatum, indien
bewaard bij 2 tot 8°C in de oorspronkelijke, goed afgesloten flacon.
Wijzigingen in het fysieke aspect van kitreagentia kunnen wijzen op
instabiliteit of op een kwaliteitsvermindering.

MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

Serummonsters worden aanbevolen voor deze test.

Gebruik geen gehemolyseerde monsters.

Gebruik geen lipemische monsters

Als van een specimen verwacht wordt of geweten is dat het een
concentratie heeft boven die van de hoogste kalibrator, moet het verdund
worden met het monster verdunningsmiddel om binnen het meetbereik te
vallen.

Als monsters niet dezelfde dag bepaald worden als de bloedafname, is het
aan te raden ze te bevriezen tot de bepaling

Monsters kunnen slechts eenmaal ontdooid worden.

Vries ze voor herhaalde bepaling in in aliquots en voer elk monster na
eenmaal ontdooien af.

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 kamertemperatuur (18-25°C)
komen vadr gebruik.

Meng alle reagentia en monsters goed door ze voorzichtig te bewegen of
door er voorzichtig mee te draaien. Om kruisbesmetting te vermijden,
moet een propere wegwerpbare pipettip gebruikt worden voor toevoeging
van elk reagens en monster.

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.

Elke tube kan maar één keer worden gebruikt.

Procedure

Etiketteer de gecoate buisjes in duplo voor elke kalibrator, voor elk
monster, voor elke controle. Etiketteer 2 normale buisjes voor de bepaling
van de totaaltellingen.

Homogenizeer de kalibrators, monsters en controles en pipetteer 200 pl
van elk in het desbetreffende buisje.

Voeg 50 ul van de tracer toe in elk buisje,de ongecoate buisjes incluis voor
de totaaltellingen.

Schud het rek met de buisjes voorzichtig met de hand.

Incubeer gedurende 18 + 1 uur bij 2 - 8°C.

Neem de buisjes voor de totaaltellingen appart en zuig de inhoud van de
gecoate buisjes op. Zorg ervoor dat al de vloeistof verwijderd is,
achtergebleven druppels zullen het achtergrond c.p.m. verhogen.

Was de buisjes 2 maal met 2 ml werk-wasoplossing en zuig af. Vermijd
schuimvorming tijdens toevoeging van de werk-wasoplossing. Zuig bij
manuele wasprocedure eerst de schuimlaag af en dan de vloeistof. Bij
automatische wascycli wordt voortdurende afzuiging aanbevolen. De



precisie wordt verhoogd door de buisjes een tweede maal af te zuigen 2
minuten na het ledigen van het laatste buisje.
8. Tel de buisjes in een gammateller gedurende 60 seconden.

XI.  BEREKENING VAN DE RESULTATEN

1.  Bereken het gemiddelde voor de bepalingen in duplo.

2. Zetde cpm (ordinaat) uit voor elke kalibrator tegen de overeenkomstige CT-
concentratie (abscis) en teken een kalibratiecurve door de kalibratiepunten,
waarbij de duidelijke uitschieters verworpen worden.

3. Lees door interpolatie de concentratie voor elke controle en voor elk
monster op de kalibratiecurve.

4. Door computergestuurde gegevensreductie worden deze berekeningen
vereenvoudigd.

Indien de resultaten automatisch verwerkt worden, wordt de 4 parameter
logistische functie aanbevolen.

XIl.  KENMERKENDE GEGEVENS

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

Nauwkeurigheid

RECOVERY -TEST

Toegevoegd CT (pg/ml) CT Concentratie die Recovery
bepaald werd (%)
(pg/ml)

0 15
20 17,6 80,8
40 33,2 79,3
50 48,6 94,3
100 98,2 96,7
250 249,5 99,2
500 477,2 95,1

0 0,1
20 18,8 93,3
40 34,2 85,1
50 54,9 109,6
100 108,9 108,8
250 304,7 121,8
500 545,5 109,1

VERDUNNINGSTEST

CT-US-IRMA cpm BIT (%)
Totaaltelling 279092 100
Kalibrator
0 pg/ml 164 0,06
10 pg/ml 881 0,26
31 pg/ml 1951 0,64
49 pg/ml 3054 1,04
157 pg/ml 8628 3,03
686 pg/ml 39787 14,2

XII1. EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN

A Detectielimiet
De LoB (Limit of Blank) werd berekend door de blank meerdere keren te
meten en werd berekend als de gemiddelde + 2 standaarddeviatie van de
verdeling van de testwaarden. de LoB werd berekend op 1,2 pg / ml.
De LoD (Limit of Detection) werd berekend als de LoB + 1.645
standaarddeviatie van een monster met lage concentratie getest in 8
verschillende runs. De LOD werd berekend op 2,8 pg / ml.
De LoQ (Limit of Quantification) werd berekend door 8 monsters met lage
waarden 8 keer te testen. De LoQ werd berekend op 7,7 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:
- aCGRP
- Zalm-calcitonine
- humaan calcitonine C-terminaal flankerend peptide
- humaan calcitonine N-terminaal flankerend peptide
C. Precisie

BINNEN EEN TEST TUSSEN TESTEN
Monster N <X>+SD Ccv Monster N <X>+SD Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 10 21+16 7,6 A 18 20,3+22 10,8
B 10 786+24 3,0 B 18 80,1+5,1 6,3

SD: standaarddeviatie; VC: variatiecoéfficiént

Verdunning Theoretische Concentratie die Recovery
concentratie bepaald werd (%)
(pg/ml) (pg/ml)
11 3438 3438 -
112 171,9 182,6 106,2
1/4 85,9 87,4 101,7
1/8 43,0 37,8 87,8
1/16 21,5 19,0 88,6
1/32 10,7 10,0 93,1
1/64 54 5,8 108,0
n 4113 4113 -
172 205,6 240,6 117,0
va 102,8 117,6 114,3
1/8 51,4 54,0 105,0
1/16 257 222 86,4
1/32 12,9 11,9 92,6
1/64 6,4 56 87,0
""Hook"-effect

Een serumstaal met een gespikete concentratie van 268000 pg/ml
synthetisch  Calcitonine geeft een signaal boven de hoogste
kalibratorconcentratie.

Stalen van meer dan 100 pg/ml moeten verdund met monster
verdunningsmiddel, meegeleverd met de kit. Stalen moeten
achtereenvolgens 1:10 worden verdund.

Gezonde personen, patiénten met medulair schildkliercarcinoom of andere
tumoren vertonen verschillende immunochemische vormen van
calcitonine.

De omvang van deze vormen kan van type tot type variéren en bijgevolg
kan de reactie in immunoassays en verdunningstests anders zijn.

XIV. BEPERKINGEN

Specimens van patiénten die voor de diagnose of behandeling preparaten
hebben gekregen van monoklonale antilichamen van muizen kunnen
humane  anti-muis-antilichamen (HAMA) bevatten.  Dergelijke
specimens kunnen ofwel vals-verhoogde of vals-verlaagde waarden
vertonen wanneer ze met testkits worden getest waarbij gebruik wordt
gemaakt van monoklonale antilichamen van muizen. Rheumatoid
factoren (RF) kunnen een invloed hebben op de meting.

Heterofiele antilichamen in humaan serum kunnen reageren met
reagensimmunoglobulinen, wat een effect kan hebben op in vitro
immunoassays.

Patiénten die regelmatig aan dieren of dierlijke serumproducten worden
blootgesteld, kunnen vatbaar zijn voor een dergelijk effect, terwijl
afwijkende waarden kunnen worden waargenomen wanneer heterofiele
antilichamen aanwezig zijn. Beoordeel de resultaten zorgvuldig van
patiénten van wie vermoed wordt dat ze deze antilichamen hebben.

Als de resultaten niet overeenstemmen met andere Kklinische
waarnemingen moet bijkomende informatie worden verkregen voordat
de diagnose wordt gesteld.




XV. 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. Gelieve niet meer dan twee keer in te vriezen en te ontdooien.

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

XVI. REFERENTIE-INTERVALS
Normale waarden
Deze waarden worden slechts als leidraad gegeven; elk laboratorium moet zijn

eigen normaal bereik van waarden uitmaken.
Bereik gebaseerd op 5% & 95% percentielen

Identificatie N Gemiddelde SD Bereik
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Mannen 138 4,6 29 1,0-11,6
Vrouwen 58 3,5 2,8 1,2-95
Alle 196 4,6 2,8 1,2-10,9

Bij patiénten met medulair schildkliercarcinoom en patiénten met andere
kwaadaardige tumoren kan een verdunningstest niet-lineair zijn voor een
calcitoninestaal; dit kan het gevolg zijn van een gemodificeerde vorm van
calcitonine (polymeren en/of geglycosyleerde vormen) die niet volledig door uw
antilichamen wordt herkend.

XVIl. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitsluitend voor in vitro diagnostisch gebruik. Deze kit bevat %1 (halfwaardetijd:
60 dagen) , dat ioniserende X- (28 keV) en y-stralen (35.5 keV) uitzendt. Dit
radioactieve product mag enkel overhandigd worden aan en gebruikt worden door
bevoegd personeel; ontvangst, opslag, gebruik en overdracht van radioactieve
producten zijn onderworpen aan de wetgeving van het land van de eindgebruiker.
In geen geval mag het product toegediend worden aan mensen of dieren.

Alle handelingen met radioactief materiaal moeten plaatsvinden in een daartoe
bestemde ruimte, waar uitsluitend bevoegd personeel toegelaten wordt. Een
logboek met ontvangst en opslag van radioactieve materialen moet worden
bijgehouden in het laboratorium. Laboratoriumapparatuur en glaswerk, dat
eventueel gecontamineerd werd met radioactieve bestanddelen, moeten worden
gesegregeerd om kruisbesmetting van verschillende radioisotopen te vermijden.
Als radioactief materiaal gemorst werd, dan moet dat onmiddellijk gereinigd
worden in overeenstemming met de procedure voor stralingsveiligheid. Het
radioactieve afval moet worden weggegooid in overeenstemming met de
plaatselijke voorschriften en richtlijnen van de autoriteiten waaronder het
laboratorium valt. Naleving van de basisregels van stralingsveiligheid zorgt voor
een juiste bescherming.

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
bieden dat derivaten van menselijk bloed geen hepatitis, aids of andere infecties
overdragen. Daarom moet men reagentia, serum- of plasmamonsters behandelen
in overeenstemming met de plaatselijke veiligheidsprocedures.

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.

Vermijd dat de reagentia (natriumazide als conserveermiddel) in contact komen
met de huid. Azide in deze kit kan reageren met lood en koper in de
afvoerleidingen en op die manier zeer explosieve metaalaziden vormen. Tijdens
de wasfase moeten de afvoerleidingen ruimschoots met water nagespoeld worden
om ophoping van azide te vermijden.

Niet roken, drinken, eten of cosmetica aanbrengen in de werkruimte. Niet met de
mond pipetteren. Draag beschermende kleding en gebruik
wegwerphandschoenen.

For more information, see Material Safety Data Sheet (MSDS).

XVIII.
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XIX. SAMENVATTING VAN HET PROTOCOL

TOTAAL- KALIBRA- MONSTER(S)
TELLINGEN TORS

(CU] (CU] (1)
Kalibrators (0 -5) - 200 -
Monsters - - 200
Tracer 50 50 50
Incubatie 18 + 1 uren bij 2-8°C
Scheiding - opzuigen (of decanteer)
Werk-wasoplossing - 2ml
Scheiding - opzuigen (of decanteer)
Werk-wasoplossing - 2ml
Scheiding - opzuigen (of decanteer)
Telling Tel de buisjes gedurende 60 seconden
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

CT-U.S.-IRMA

l. VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay flr die quantitative in vitro Bestimmung von humanem Calcitonin in Serum.
1. ALLGEMEINE INFORMATION

A. Handelsbezeichnung : DIAsource CT-U.S.-IRMA Kit

B. Katalognummer : KIP0429: 96 tests

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

Fur technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91
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

Calcitonin (CT) ist ein aus 32 Aminosduren bestehendes Peptidhormon, das unter Serum-Kalzium-

Kontrolle von den parafollikularen Zellen (C-Zellen) der Schilddriise 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 véllig gesichert.

In Blutproben kénnen verschiedene Formen von CT gefunden werden, d. h. ein CT-Monomer, eine

oxidierte Monomer-Form, ein Dimer sowie ein Vorlduferhormon mit hoherer Molekilmasse. Die

Konzentrationen dieser Peptide variieren je nach klinischem Status, Nierenfunktion und Gewebsherkunft

des Calcitonins (normale oder ektopische Herkunft).

Das medulldre Schilddrusenkarzinom (MSK) ist ein bosartiger Tumor, der aus den C-Zellen gebildet wird

und Calcitonin in groRen Mengen freisetzt. Diese Erkrankung tritt als eine sporadische (80 %) oder als

eine familidre (20 %) Form auf, die durch autosomal-dominante Vererbung oder als Bestandteil einer

multiplen endokrinen Neoplasie (11b) entstehen kann.

Eine moderate Hypercalcitonindmie kann auch wéahrend 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.

Indikationen fir die Anwendung dieses CT-IRMA sind:

- die Diagnose des medulldren Schilddriisenkarzinoms (MSK);

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

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

- die Studie der Pathophysiologie des Kalziumphosphat- und Knochenstoffwechsels.



IV. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Der DIAsource Calcitonin-U.S. IRMA ist ein immunoradiometrischer Assay auf
Grundlage der Separation beschichteter Réhrchen. Er verwendet monoklonale
Antikdrper, die gegen bestimmte Epitope von menschlichem Calcitonin gerichtet
werden. Der Féngerantikdrper ist an die untere Innenfliche eines
Kunststoffrohrchens gebunden. Kalibratoren und Proben werden in die Réhrchen
pipettiert und verbinden sich mit dem Fangerantikdrper. Der Signalantikorper
(radioaktiv markiert) wird sofort zugesetzt und nach einer Inkubation, die die
immunologische Reaktion ermdglicht, werden die Réhrchen geleert und
gewaschen, um Uberschissige, nicht gebundene Antikdrper zu entfernen. Die
Konzentration von intaktem Calcitonin in den Kalibratoren und Proben ist direkt
proportional zur Menge der gemessenen Radioaktivitat an den R6hrchenwénden.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenzien 96 Test- Farb- Rekonstitution
Kit code
‘H‘ Mit anti CT-
beschichtete
Rohrchen 2x48 blau gebrauchsfertig
(monoklonale
Antikorper)
1 Gefal
TRACER: #lodmarkierter Anti- 5,5 ml rot gebrauchsfertig
CT (monoklonale Antikérper) in 720 kBq

TRIS -puffer mit Rinderserum-
albumin, Azid (< 0.1%) und
inertem roten Farbstoff

Kalibrator -N=0to 5 6 Gefasse gelb 1 ml dest. Wasser

(genaue Werte auf Gefaf- lyophilisiert zugeben

Etiketten) in Calcitonin-freiem

Humanserum mit Gentamycin
DIL SPE

Probenverdinner mit 1 Geféal weild Dest. Wasser zugeben
obenveraunne lyophilisiert (Menge siehe Etikett)

Gentamycine und Thymol

| WASH | SOLN |CONC | 70 x mit dest. Wasser

1 Gefa braun verdiinnen
Waschlésung (Tris-HCI) 10mi (Magnetriihrer
benutzen).
[coman ]+
2 Gefésse silber | 1 ml dest. Wasser
Kontrollen - N = 1 or 2 lyophilisiert zugeben

Humanplasma mit Gentamycin

(genaue Werte auf Gefal-
Etiketten)

Bemerkung:1 pg der Standardzubereitung ist aquivalent zu 0,19 plU 2™ IS
89/620.

VI.  ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1 Dest. Wasser

2. Pipetten: 50 pl, 200 pl und 1 ml (Verwendung von Prizisionspipetten mit
Einwegpipettenspitzen wird empfohlen)

5 ml automatische Spritze (Cornwall Typ) zum Waschen

Absaugsystem (optional)

Vortex Mixer

Magnetriihrer

Jegl. Gamma-Counter, der 1251 messen kann, kann verwendet werden.
(minimal Yield 70 %)

Nookw

VII. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Kalibratoren : Rekonstituieren Sie die Standards mit 1ml dest. Wasser.
Kontrollen : Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 1 ml dest. Wasser.
Probenverdiinner: Rekonstituieren Sie das Probenverdiinner mit dest.
Wasser (Volumen siehe Etikett).

ow>

D. Waschlésung: Bereiten Sie ein angemessenes Volumen Waschldsung aus
einem Anteil Waschldsung (70x) mit 69 Anteilen dest. Wasser zu.
Verwenden Sie einen Magnetriihrer zum gleichméRigen Durchmischen.
Verwerfen Sie die nicht benutze Waschldsung am Ende des Tages.

VIII. AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

- Vor dem Offnen oder Rekonstituieren sind die Reagenzien des Kits bis
zum Ablaufdatum (Angaben auf Etikett) bei Lagerung bei 2 °C bis 8 °C
stabil.

- Die rekonstituierten  Kalibratoren und Kontrollen sowie das
Probenverdiinner 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
Verwendung sind die Kalibratoren, Kontrollen und Probenverdiinner zu
entsorgen.

- Frisch zubereitete Waschldsung sollte am selben Tag benutzt werden.

- Nach der ersten Benutzung ist der Tracer bei Aufbewahrung im
Originalgefal und bei 2 °C bis 8 °C bis zum Ablaufdatum stabil.

- Verénderungen im Aussehen der Kitkomponenten konnen ein Anzeichen
fir Instabilitat oder Zerfall sein.

IX.  PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Fir diesen Assay werden Serumproben empfohlen.

- Keine hdmolytischen Proben benutzen.

- Keine lipdmischen Proben verwenden.

- Wenn von einem Exemplar erwartet wird oder bekannt ist, dass die
Konzentration iiber dem héchsten Kalibrator liegen wird, muss es mit dem
Probenverdiinner verdiinnt werden, um in den Messbereich zu fallen.

- Wenn die Proben nicht am selben Tag getestet werden, an dem die
Blutabnahme erfolgte, wird empfohlen, sie bis zur Durchfilhrung des
Assays einzufrieren.

- Proben kénnen nur einmal aufgetaut werden.

- Fir Wiederholungstests sollten Proben aliquotiert und eingefroren
werden.Die Proben sollten nach dem ersten Auftauen entsorgt werden.

X. DURCHFUHRUNG

A. Bemerkungen zur Durchfiihrung
Verwenden Sie den Kit oder dessen Komponenten nicht nach
Ablaufdatum. Vermischen Sie Materialen von unterschiedlichen Kit
Chargen nicht. Bringen Sie alle Reagenzien vor der Verwendung auf
Raumtemperatur (18-25°C).
Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schitteln
oder  Rihren. Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um
Kreuzkontamination zu vermeiden.
Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhéhen die
Prazision. Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.
Erstellen Sie fur jeden Durchlauf eine Standardkurve, verwenden Sie nicht
die Daten von friiheren Durchldufen.
Jedes Réhrchen kann nur einmal verwendet werden.

Durchfihrung

Beschriften Sie je 2 beschichtete Rohrchen fur jeden Kalibrator, jede

Probe und Kontrolle. Zur Bestimmung der Gesamtaktivitét, beschriften Sie

2 normale Rohrchen.

2. Vortexen Sie Kalibratoren, Proben und Kontrollen kurz und geben Sie
jeweils 200 pl in ihre Réhrchen.

3. Geben Sie 50 pl des Tracers in jedes Rohrchen.
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4. Schutteln Sie vorsichtig die Halterung mit den Rohrchen um Blasen zu
entfernen.

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

6. Saugen Sie den Inhalt jedes Réhrchens ab (oder dekantieren Sie) (auler

Gesamtaktivitat). Vergewissern Sie sich, dass die Plastikspitze des
Absaugers den Boden des beschichteten Rohrchens erreicht, um die
gesamte Flussigkeit zu entfernen.

7. Waschen Sie die Réhrchen mit 2 ml Waschldsung (auler Gesamtaktivitat)
und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie). Vermeiden Sie Schaumbildung
bei Zugabe der Waschlésung.

8. Saugen Sie den Inhalt jeden Rohrchens (auer Gesamtaktivitét) ab (oder
dekantieren Sie).

9. Waschen Sie die Réhrchen mit 2 ml Waschlésung (auler Gesamtaktivitét)
und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie).

10.  Lassen Sie nach dem letzten Waschen die Rohrchen 2 Minuten aufrecht
stehen und saugen Sie den verbleibenden Flissigkeitstropfen ab.

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

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.

Tragen Sie den c.p.m. (Ordinate) fir jeden Standard gegen die
entsprechende Konzentration CT (Abszisse) und zeichnen Sie eine
Standardkurve durch die Standardpunkte, schlieBen Sie offensichtliche
Ausreifler aus.

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

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

TYPISCHE WERTE

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

CT-US-IRMA cpm BIT (%)
Gesamtaktivitat 279092 100
Kalibrat
alibrator 0 pg/ml 164 0,06
10 pg/ml 881 0,26
31 pg/ml 1951 0,64
49 pg/ml 3054 1,04
157 pg/ml 8628 3,03
686 pg/ml 39787 14,2

X1, LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze
Der LoB (Limit of Blank) wurde durch mehrmaliges Messen des Blank
berechnet und als Mittelwert 2 Standardabweichung der Verteilung der
Testwerte berechnet. Der LoB wurde zu 1,2 pg / ml berechnet.
Die LoD (Nachweisgrenze) wurde als LoB 1.645-Standardabweichung
einer Probe mit niedriger Konzentration berechnet, die in 8 verschiedenen
Laufen getestet wurde. Die LoD wurde mit 2,8 pg / ml berechnet.
Der LoQ (Limit of Quantification) wurde durch 8-maliges Testen von 4
Proben mit niedrigem Farbton berechnet. Der LoQ wurde zu 7,7 pg / ml
berechnet.

B. Spezifitat
Einige potenziell interferierende Hormone wurden in diesem Assay
getestet. Bei Konzentrationen bis zu 1000 ng/ml zeigte keines der
folgenden Hormone eine signifikante Interferenz:
- o CGRP
- Lachs-Calcitonin
- Menschliches Calcitonin C-terminales flankierendes Peptid
- Menschliches Calcitonin-N-terminales flankierendes Peptid

C. Prazision

INTRA ASSAY INTER ASSAY
Stichp N <X>+SD CV | Stichp N <X>+SD cv
robe (pg/ml) (%) robe (pg/ml) (%)
A 10 21+1,6 7,6 A 18 20,3+22 10,8
B 10 786+24 3,0 B 18 80,1+5,1 6,3

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit
WIEDERFINDUNGSTEST
Zugeg. Calcitonin Gemess. Konz. Wiedergefunden
(pg/ml) Calcitonin (%)
(pg/ml)
0 15
20 17,6 80,8
40 33,2 79,3
50 48,6 94,3
100 98,2 96,7
250 249,5 99,2
500 477,2 95,1
0 0,1
20 18,8 93,3
40 34,2 85,1
50 54,9 109,6
100 108,9 108,8
250 304,7 121,8
500 545,5 109,1
VERDUNNUNGSTEST
Verd. Theoret. Gemess. Konz. Wiedergefunden
Konz. (pg/ml) (%)
(pg/ml)
11 343,8 343,8 -
1/2 171,9 182,6 106,2
1/4 85,9 87,4 101,7
1/8 43,0 37,8 87,8
1/16 21,5 19,0 88,6
1/32 10,7 10,0 93,1
1/64 54 58 108,0
mn 4113 4113 -
172 205,6 240,6 117,0
va 102,8 117,6 114,3
1/8 51,4 54,0 105,0
1/16 257 222 86,4
132 12,9 11,9 22,6
/64 6,4 5,6 87,0
E. Hookeffekt
Eine Serumprobe mit einer Konzentration an synthetischem Calcitonin
von 268000 pg/ml zeigt ein Signal, welches tber dem der hdchsten
Kalibrator Konzentration liegt.
Proben mit mehr als 100 pg/ml missen 1:10 mit Probenverdinner
(Bestandteil des Kits) verdunnt werden.
Gesunde und Patienten mit medullarem Schilddriisenkarzinom oder
anderen Tumoren weisen unterschiedliche immunchemische Formen von
Calcitonin auf.
Die GroRe dieser Formen kann von Typ zu Typ variieren und kann daher
in Immunassays und Verdlinnungstests unterschiedlich reagieren.
XIV. ANWENDUNGSGRENZEN

Proben von Patienten, die Zubereitungen von monoklonalen Maus-
Antikdrpern zur Diagnose oder Therapie erhalten haben, kénnen humane
Anti-Maus Antikdrper (HAMA) enthalten. Solche Proben kdnnen
entweder falsch erhdhte oder zu niedrige Werte ergeben, wenn sie mit
Testsystemen getestet werden, die monoklonale Maus Antikdrper
enthalten. Rheumatoid Faktoren (RF) auch die Messung storen.
Heterophile  Antikdrper im  humanen  Serum  kdénnen  mit
Immunglobulinen der Reagenzien reagieren und so mit in vitro
Immunoassays interferieren.

Patienten, die routineméaRigen Umgang mit Tieren oder Tierseren haben,
konnen zu dieser Interferenz neigen und so kdnnen anormale Werte in
Gegenwart von heterophilen Antikdrpern beobachtet werden. Ergebnisse
von Patienten, bei denen diese Antikorper vermutet werden, miissen
sorgfaltig evaluiert werden.

Wenn die Ergebnisse nicht mit anderen klinischen Beobachtungen
Ubereinstimmen, sollten weitere Informationen vor der Diagnosestellung
ermittelt werden.




XV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

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

- Falls zusatzliche Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen
eigenen Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte.
Beachten Sie, dass nur zwei Gefrier-Auftau-Zyklen erlaubt sind.

- Akzeptanzkriterien fur die Differenz zwischen den Resultaten der
Wiederholungstests anhand der Proben mussen auf Guter Laborpraxis
beruhen.

XVI. REFERENZ INTERVALLE

Normalwerte

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

Bereich auf Basis der 5% und 95% Perzentile.

. Mittelwert SD (pg/ml) Bereich
Kennzeichnung N (pg/ml) (pg/ml)
Ménner 138 4,6 2,9 1,0-11,6
Frauen 58 35 2,8 1,2-95
Gesamt 196 4,6 2,8 1,2-109

Patienten mit medullarem Schilddriisenkarzinom und Patienten mit anderen
Malignitdten konnen einen nichtlinearen Verdiinnungstest auf Calcitonin
aufweisen. Hierfir kann eine modifizierte Form des Calcitonins (Polymere
und/oder glykolysierte Formen) verantwortlich sein, die nicht vollstandig von
unseren Antikorpern erkannt wird.

XVIIl. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt 21 (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende X (28 keV) und
v (35.5 keV) Strahlungen emittiert.

Dieses radioaktive Produkt kann nur an autorisierte Personen abgegeben und darf
nur von diesen angewendet werden; Erwerb, Lagerung, Verwendung und
Austausch radioaktiver Produkte sind Gegenstand der Gesetzgebung des Landes
des jeweiligen Endverbrauchers. In keinem Fall darf das Produkt an Menschen
oder Tieren angewendet werden.

Der Umgang mit radioaktiven Substanzen sollte fern von Durchgangsverkehr in
einem speziell ausgewiesenen Bereich stattfinden. Ein Logbuch fiir Protokolle
und Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausristung und die
Glasbehalter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden konnen,
missen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radioisotopen zu verhindern. Verschittete radioaktive Substanzen missen sofort
den Sicherheitsbestimmungen entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfalle
missen entsprechend den lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fir das
Labor zustdndigen Behorden gelagert werden. Das Einhalten der
Sicherheitsbestimmungen fiir den Umgang mit radioaktiven Substanzen
gewaéhrleistet ausreichenden Schutz.

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

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

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

Vermeiden Sie Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid als
Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder Kupfer in den
Abflussrohren reagieren und so hochexplosive Metallazide bilden. Spiilen Sie
wahrend der Waschschritte den Abfluss griindlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Ihrem Arbeitsberreich, und verwenden
Sie keine Kosmetika. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Verwenden Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.

Weitere Informationen finden Sie im Sicherheitsdatenblatt (MSDS).
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XIX. ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

GESAMT- KALIBRA- PROBE(N)
AKTIVITAT TOREN

(CU) (CU) (k)
Kalibratoren (0-5) - 200 -
Proben - - 200
Tracer 50 50 50
Inkubation 18 £ 1 Stunden bei 2-8°C
Trennung - absaugen (oder dekant.)
Waschlosung - 2ml
Trennung - absaugen (oder dekant.)
Waschlosung - 2ml
Trennung - absaugen (oder dekant.)

Gamma Counter

60 Sekunden messen




Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per I’uso

CT-U.S.-IRMA

I. USO DEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro della calcitonina umana in siero.

1. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource CT-U.S.-IRMA Kit
B. Numero di catalogo: KIP0429: 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

11. INFORMAZIONI CLINICHE

La calcitonina (CT) e 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 é 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) & 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 (I1b).
Una moderata ipercalcitoninemia si riscontra inoltre in gravidanza, in caso di anemia perniciosa, disfunzione renale e
durante il periodo neonatale. In questo dosaggio € stata preferibilmente rilevata la forma monomerica di CT.
La misurazione di CT tramite il presente IRMA 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 1l 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

Il kit DIAsource Calcitonina U.S.-IRMA é un dosaggio immunoradiometrico con
separazione coated tube. Esso utilizza gli anticorpi monoclonali antagonisti diretti
contro gli epitopi distinti della calcitonina umana. L’anticorpo di cattura ¢
adsorbito sulla superficie interna della parte inferiore della provetta di plastica. |
calibratori e i campioni vengono dispensati nelle provette e legati all’anticorpo di
cattura. Viene subito aggiunto 1’anticorpo di segnale (con etichetta radiologica) e,
dopo un’incubazione che consente la reazione immunologica, le provette vengono
svuotate e lavate in modo da rimuovere I’anticorpo non legato in eccesso. La
radioattivita & direttamente proporzionale alla concentrazione di antigene iniziale
nei calibratori e nei campioni.

V. REATTIVI FORNITI
Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Provette
sensibilizzate con s
U anticorpo anti CT 2x48 Blu Pronte per I’uso
(anticorpi
monoclonali)
Ab 125|
- . .| 1flacone Rosso Pronto per I’uso
Marcato: anti-CT (Anticorpi
monoclonali) marcati con %1 in 5,5ml
tampone TRIS con BSA, sodio azide | 720 kBq
(<0.1%) e un colorante inerte rosso
ox [ o]
. - 6 flaconi Aggiungere 1 ml di
Calibratore 0-5 (le concentrazioni ggiung
esatte degli calibratore  sono liofiliz. Giallo acqua distillata
riportate sulle etichette dei flaconi),
in siero bovino privo di calcitonina,
contenente gentamicina
DIL SPE Aggiungere acqua
1 fiale f distillata (per il
Diluente per campioni contenente liofiliz. Bianca volume si veda
timolo e gentamicina I’etichetta)
‘ WASH ‘ SOLN I CONC ‘ i
Diluire 70 x con
1 flacone Bruno acqua distillata
Tampone di lavaggio (TRIS HCI) 10 ml usando_un agitatore
magnetico
| CONTROL | N |
. . 2 flaconi . .
Controlli: N =102, in plasma Aggiungere 1 ml di
umano, contenente gentamicina liofiliz. Argento acqua distillata
(le concentrazioni esatte degli
calibratore sono riportate sulle
etichette dei flaconi)

Note:

VI.

1 pg della preparazione standard é equivalente a 0,19 uIU 2nd IS 89/620.

REATTIVI NON FORNITI

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

Pipette per dispensare 50 ul, 200 pl e 1 ml (Si raccomanda di utilizzare

Diluente per campioni: Ricostituire il diluente per campioni con acqua

1. Acqua distillata.
2.
pipette accurate con puntale in plastica monouso).
3. Agitatore tipo vortex.
4. Agitatore magnetico.
5. Pipetta a ripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.
6. Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).
7. Contatore gamma con finestra per *2°l (efficienza minima 70%)
VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI
A Calibratore: Ricostituire i calibratori con 1 ml di acqua distillata.
B. Controlli: Ricostituire i controlli con 1 ml di acqua distillata.
C.
distillata. (per il volume si veda I’etichetta)
D.

Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 69
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato

VIIL.

IX.

(70 x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea.
La soluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

Una volta eseguita la ricostituzione & necessario congelare i controlli e il
diluente per campioni subito dopo 1’uso e conservarli a —20° C per 3 mesi.
E consentito un solo ciclo di congelamento-scongelamento, dopo il
secondo utilizzo smaltire i calibratori, i controlli e il diluente per campioni.
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 marcato ¢ stabile fino alla data di scadenza
riportata sull’etichetta, se conservato a 2-8°C nel flacone originale ben
tappato.

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

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Per questo dosaggio si consiglia I’uso di campioni di siero.

10.

11.

Non usare campioni emolizzati.

Non usare campioni lipemici.

Se si sospetta o si € a conoscenza del fatto che un campione abbia una
concentrazione superiore a quella del calibratore con valore massimo,
necessario diluire detto campione con il diluente per campioni al fine di
riportarlo entro I’intervallo di misurazione.

Nel caso in cui i campioni non vengano dosati nello stesso giorno del
prelievo di sangue, e preferibile congelarli fino al dosaggio.

E possibile scongelare i campioni una sola volta.

In caso di test ripetuti, congelare i campioni in aliquote e smaltire ogni
campione a seguito del primo scongelamento.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze generali

Non usare il kit o suoi componenti oltre la data di scadenza. Non
mescolare reattivi di lotti diversi. Prima dell’uso portare tutti i reattivi a
temperatura ambiente (18-25°C).

Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione. Per evitare
cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni volta che si
usi un nuovo reattivo o campione.

L’uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sistemi di pipettamento
automatici migliora la precisione del dosaggio. Rispettare i tempi di
incubazione.

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

Ogni tubo puo essere utilizzato una sola volta.

Metodo del dosaggio
Numerare le provette sensibilizzate necessarie per dosare in
duplicato ogni standard, campione o controllo. Numerare 2 provette
non sensibilizzate per la determinazione dell’attivita totale.
Agitare brevemente su vortex standard, campioni e controlli.
Dispensare 200 pl di standard, campioni e controlli nelle rispettive
provette.
Dispensare 50 ul di marcato in tutte le provette.
Scuotere delicatamente il portaprovette per liberare eventuali bolle
d’aria intrappolate nel liquido contenuto nelle provette.
Incubare 18 + 1 ore a2 —8°C.
Aspirare (0 decantare) il liquido contenuto in tutte le provette,
tranne in quelle per ’attivita totale, facendo attenzione che il
puntale dell’aspiratore raggiunga il fondo delle provette e che aspiri
tutto il liquido.
Lavare tutte le provette, tranne quelle per I’attivita totale, con 2 ml
di soluzione di lavoro di tampone di lavaggio, evitando di
provocare la formazione di schiuma.
Aspirare (0 decantare) il liquido contenuto in tutte le provette,
tranne in quelle per I’attivita totale.
Lavare nuovamente tutte le provette, tranne quelle per I’attivita
totale, con 2 ml di soluzione di lavoro di tampone di lavaggio e
aspirare (o decantare).
Dopo il secondo lavaggio lasciare decantare le provette in
posizione verticale per due minuti circa e aspirare eventuali gocce
di liquido residue.
Contare tutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.



Xl.  CALCOLO DEI RISULTATI

1. Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

2. Costruire la curva di calibrazione ponendo lineare in ordinata le medie dei
colpi per minuto (cpm) dei replicati degli standard e in ascissa le rispettive
concentrazioni di CT. Scartare i duplicati palesemente discordanti.

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

4. 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.

D. Accuratezza

TEST DI RECUPERO

CT-US-IRMA cpm BIT (%)
Attivita totale 279092 100
Calibratore

0 pg/ml 164 0,06
10 pg/ml 881 0,26
31 pg/ml 1951 0,64
49 pg/ml 3054 1,04
157 pg/ml 8628 3,03

686 pg/ml 39787 142

XIHI. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A.  Sensibilita
Il LoB (Limite del Bianco) € stato calcolato misurando piu volte il bianco ed
e stato calcolato come media + 2 deviazione standard della distribuzione dei
valori di prova. il LoB e stato calcolato in 1,2 pg / ml.
Il LoD (Limite di Rilevazione) é stato calcolato come deviazione standard
LoB + 1.645 di un campione a bassa concentrazione testato in 8 serie
diverse. Il LOD e stato calcolato in 2,8 pg / ml.
Il LoQ (Limite di Quantificazione) & stato calcolato testando 4 campioni di
valori bassi, 8 volte. Il LoQ é stato calcolato in 7,7 pg / ml.

B. Specificita
In questo dosaggio sono stati testati alcuni ormoni potenzialmente
interferenti. A concentrazioni fino a 1000 ng/ml, nessuno dei seguenti
ormoni ha dimostrato di esercitare un’interferenza degna di nota:
- aCGRP
- Calcitonina di salmone
- Peptide affiancato terminale di calcitonina umana
- Peptide affiancato N-terminale di calcitonina umana

C. Precisione

CT aggiunta CT Concentrazione Recupero
/ml misurata (%)
(pg/ml) (pg/ml)
0 15
20 17,6 80,8
40 33,2 79,3
50 48,6 94,3
100 98,2 96,7
250 249,5 99,2
500 477,2 95,1
0 0,1
20 18,8 93,3
40 34,2 85,1
50 54,9 109,6
100 108,9 108,8
250 304,7 121,8
500 545,5 109,1
TEST DI DILUIZIONE
Diluizione Concentrazio Concentrazione Recupero
ne teorica misurata (%)
(pg/ml) (pg/ml)
11 3438 3438 -
12 1719 182,6 106,2
1/4 85,9 87,4 101,7
1/8 43,0 37,8 87,8
1/16 215 19,0 88,6
1/32 10,7 10,0 93,1
1/64 54 58 108,0
n 4113 4113 -
12 205,6 240,6 117,0
va 102,8 117,6 1143
1/8 51,4 54,0 105,0
1/16 25,7 22,2 86,4
1/32 12,9 11,9 92,6
1/64 6,4 5,6 87,0

INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Campi N <X>+SD Ccv Campi N <X>+SD Ccv
one (pg/ml) (%) one (pg/ml) (%)
A 10 21+16 7,6 A 18 20,3+22 10,8
B 10 786 £24 3,0 B 18 80,1+5,1 6,3

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

Effetto hook

Un campione di siero con una concentrazione di picco pari a 268000 pg/ml
di calcitonina sintetica da un segnale superiore alla concentrazione
massima di calibratore.

Campioni superiori a 100 pg/ml devono essere diluente per campioni
umano gratuito fornito nel kit. | campioni devono essere diluiti
sequenzialmente 1:10.

Soggetti sani, pazienti affetti da carcinoma tiroideo midollare o da altre
neoplasie presentano forme di calcitonina diverse dal punto di vista
immunoistochimico.

The size of these forms may vary from type to type and may therefore
respond differently in immunoassays and dilution tests.

XIV. LIMITAZIONI

- Campioni di pazienti che abbiano assunto preparazioni a base di anticorpi
monoclonali murini a scopo diagnostico o terapeutico potrebbero contenere
anticorpi umani antimurini (HAMA). Tali campioni, quando testati con
metodiche basate sull’impiego di anticorpi monoclonali murini, potrebbero
produrre valori falsamente elevati o ridotti. Fattori reumatoidi (RF) si
trovano anche interferire con la misurazione.

- Nell’esecuzione di tecniche di immunodosaggio in vitro, la presenza in
campioni di siero umano di anticorpi eterofili che possono reagire con
immunoglobuline reattive pud dar luogo ad interferenze.

Pazienti sistematicamente esposti al contatto con animali o con prodotti
derivanti da siero animale possono essere oggetto di tale tipo di interferenza,
con conseguente riscontro di risultati anomali in caso di presenza di
anticorpi eterofili. Si raccomanda pertanto di valutare attentamente i risultati
relativi ai pazienti con sospetta presenza di tale tipo di anticorpo.

Qualora i risultati non fossero in linea con le altre osservazioni cliniche si
rendera necessaria la raccolta di ulteriori informazioni prima della
formulazione di una diagnosi.




XV. CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO

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

- Ogni laboratorio puo preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote. Non congelare e scongelare
un’aliquota piu di due volte.

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

XVI. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

Valori normali

Questi valori vengono dati solo come guida; ogni laboratorio deve stabilire i
propri intervalli normali di valori.

Intervallo basati su 5% e 95% percentili.

Identificazione N Media SD Intervallo
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Maschi 138 4,6 2,9 1,0-11,6
Femmine 58 3,5 2,8 1,2-95
Totale 196 4,6 2,8 1,2-10,9

| pazienti affetti da carcinoma tiroideo midollare o da altre neoplasie maligne
possono presentare un test di diluizione non lineare per il campione di
calcitonina; cio potrebbe essere dovuto a una forma modificata di calcitonina
(polimeri e/o forme glicosilate) che non viene del tutto riconosciuta dai nostri
anticorpi.

XVIl. PRECAUZIONI PER L’USO

Sicurezza

11 kit & solo per uso diagnostico in vitro. 1l kit contiene 21 (emivita: 60 giorni)
emettente raggi X (28 keV) e y (35.5 keV) ionizzanti.

L’acquisto, a detenzione, 1’utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale. In nessun caso il prodotto puo essere
somministrato ad esseri umani o animali.

Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando si manipola materiale
radioattivo. Le sostanze radioattive devono essere conservate in propri contenitori
in appositi locali che devono essere interdetti alle persone non autorizzate. Deve
essere tenuto un registro di carico e scarico del materiale radioattivo. Il materiale
di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all’uso di isotopi specifici per
evitare cross-contaminazioni.

In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare riferimento
alle norme locali di radioprotezione. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti
secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per I’uso di sostanze radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
| reattivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o da FDA e si sono rivelati negativi per HBs
Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di
offrire la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare
epatiti, AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi o i campioni
di siero o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

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

Evitare ogni contatto dell’epidermide con i reattivi contenenti sodio azide come
conservante. La sodio azide puo reagire con piombo rame o ottone presenti nelle
tubature di scarico per formare metallo-azidi esplosive. Smaltire questi reattivi
facendo scorrere abbondante acqua negli scarichi.

Nei luoghi dove si usano sostanze radioattive non & consentito consumare cibi o
bevande, fumare o usare cosmetici. Non pipettare i reattivi con pipette a bocca.
Per ulteriori informazioni, consultare la scheda di sicurezza (MSDS).
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XIX. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Attivita totale Calibratore Campioni
Controlli
pl pl pl
Calibratore (0 - 5) - 200 -
Campioni, controlli - - 200
Marcato 50 50 50
Incubazione 18 £ 1oraa2-8°C
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro 2ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro 2ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Conteggio Contare le provette per 1 minuto
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Leer el protocolo completo antes de usar.

CT-U.S.-IRMA

. INSTRUCCIONES DE USO

Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa in vitro de la Calcitonina humana en suero.
Il. INFORMACION GENERAL

A.  Nombre: DIAsource CT-U.S.-IRMA Kit

B. NOmero de Catélogo: KIP0429: 96 test

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

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

11l.  INFORMACION CLINICA

Calcitonina (CT) es una hormona peptidica de 32 aminoacidos segregada por las células C parafoliculares

de la glandula tiroidea bajo control de calcio de suero. Después de una administracién aguda este péptido

se comporta como una hormona hipocalcémica y hipofosfatémica potente por el aumento de la liquidacion

del calcio renal y la reduccién de la resorcion 6sea. No obstante, su papel fisiolégico exacto en el

metabolismo 6seo ya no es completamente analizado. Varias formas de CT pueden encontrarse en

muestras de sangre, incluyendo un monémero CT, un mondmero oxidado, un dimero, formas con un peso

molecular mas elevado, y posiblemente precursor de CT. Las concentraciones de estos péptidos varian con

la situacién clinica, la funcion renal y el tejido de origen de CT (produccion normal o ectdpica).

Carcinoma medular de tiroides (MTC) es un tumor maligno, producido por las células C, segregando

excesivamente la calcitonina. Esta enfermedad aparece como una forma esporédica (80%) o familiar

(20%), transmitida como un gene dominante autosomal o como un componente de neoplasia endocrina

multiple (11b). Hipercalcetonemia moderada aparece también durante el embarazo, la anemia perniciosa, la

deficiencia renal y durante el periodo neonatal. Preferentemente, la forma mondmera de CT es analizada

en este ensayo. La medicion de CT por la IRMA actual se utiliza para:

- diagnosis del carcinoma medular de tiroides (MTC)

- observacion de tumores malignos, para controlar el éxito de la cirugia y la posibilidad de
reanudacion.

- diagnosis de casos preclinicos de las formas familiares de MTC (MEN Il o sindrome de Sipple) por
el uso de ensayos estimulantes (calcio o pentagastrina)

- andlisis de la patofisiologia del metabolismo calcio-fosfatico y 6seo.



Iv.

PRINCIPIOS DEL METODO

DlAsource Calcitonina-U.S. IRMA es un radioinmunoensayo basado en la
separacion en tubo recubierto de anticuerpos. Utiliza anticuerpos monoclonales
dirigidos contra varios epitopos de la Calcitonina humana. El anticuerpo de
captura se adhiere en la parte interior inferior de las paredes de un tubo de
poliestireno. Calibradores y muestras son dispensadas en los tubos y fijados al

anticuerpo de captura. El

anticuerpo sefial (radiomarcado) es afiadido

inmediatamente y después de una incubacién que permite la reaccion
inmunoldgica, los tubos son vaciados y lavados para expulsar el anticuerpo libre
excesivo. La radiactividad adherida a los tubos es directamente proporcional a la
concentracion inicial del antigeno en los calibradores y las muestras.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS
Reactivos 96 test Cadigo de Reconstitucion
Kit Color
H Tubos recubiertos
con anti CT .
(anticuerpos 2x48 azul Listo para uso
monoclonales)

1 vial
TRAZADOR: anti-CT 5,5 ml rojo Listo para uso
(anticuerpos monoclonales) 720 kBq
marcado con 1'% en tamp6n TRIS
con albimina bovina, azida
(<0.1%) y un colorante rojo inerte

Iiofi\ﬂizia?jsos amarillo Afiadir 1 ml de agua
CalibradoresN=0a5 destilada
(mirar los valores exactos en las
etiquetas) en suero humano sin
Calcitonina con gentamicina
DIL SPE bl Afadir agua
- 1 vial anco destilada (mirar el
Diluyente de muestras con liofil. volumen en la
gentamicina y thymol etiqueta)

1 vial marrén Diluir 70 x con agua
| WASH | SOLN |CON° | 10 ml destilada (utilizar
Solucién de lavado (Tris-HCI) agitador magnético)
Controles-N =102 i Lo
en plasma humano con _2 _v!ales plateado Ana_dlr 1 ml de agua
gentamicina liofilizados destilada
(mirar los valores exactos en las
etiquetas)

Nota: 1 pg de la preparacion del calibrador es equivalente a 0,19 pUl 2" IS

VI.

89/620.

MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

O ow»

Agua destilada

Pipetas de 50ul, 200ul y 1 ml (Se recomienda el uso de pipetas precisas con
puntas desechables de plastico)

Vortex

Agitador magnético

Jeringa automatica 5 ml (tipo Cornwall) para el lavado

Sistema de aspiracion (opcional)

Contador de radiaciones gamma para medir 1*?® ( minima eficiencia 70%)

PREPARACION DE REACTIVOS

Calibradores: Reconstituir los calibradores con 1 ml de agua destilada.
Controles: Reconstituir los controles con 1ml de agua destilada.

Diluyente de muestras: Reconstituir el diluyente de muestras con agua
destilada. (mirar el volumen en la etiqueta)

Solucién de lavado de trabajo: Preparar el volumen necesario de
Solucién de lavado de trabajo mezclando 69 partes de agua destilada por 1
parte de Solucién de lavado (70x). Utilizar un agitador magnético para

VIIL.

IX.

homogeneizar. Desechar la solucién de lavado de trabajo no utilizada al
final del dia.

ALMACENAJE Y CADUCIDADES DE LOS REACTIVOS

Antes de abrir 6 reconstituir todos los componentes de los kits son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan a 2-8°C.
Después de su reconstitucion los calibradores, las muestras, los controles y
el diluyente de muestras deben ser congelados inmediatamente después del
primer uso y guardados a —20°C durante 3 meses. Un solo ciclo de
congelar y descongelar es permitido; desechar los calibradores, los
controles y el diluyente de muestras después del segundo uso.

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

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

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

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Muestras de suero son recomendados para este ensayo.

=@
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XI.

No utilizar muestras hemoliticas.

No utilizar muestras lipémicas.

Si se conoce 0 se espera que una muestra tiene una concentracion mas
elevada que la del calibrador més elevado, debe ser diluido con el
diluyente de muestras a fin de caer dentro del rango de medida.

Si las muestras no son analizadas el mismo dia que se hace la colectade | a
sangre, es recomendable que sean congeladas hasta el ensayo.

Descongelar las muestras una sola vez.

Para ensayos repetidos, congelar y alicuotar las muestras y desechar cada
muestra después de la primera vez que se descongela.

PROTOCOLO

Notas de manejo

No utilizar el kit 6 componentes después de la fecha de caducidad. No
mezclar reactivos de diferente numero de lote. Llevar todos los reactivos a
temperatura ambiente (18-25°C) antes de su uso.

Agitar minuciosamente todos los reactivos y muestras, agitdndolos o
girandolos suavemente. Con el fin de evitar ninguna contaminacién
utilizar puntas de pipetas desechables y limpias para la adicion de cada
reactivo y muestra.

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

Preparar la curva de calibracion en cada ensayo, no utilizar los datos de un
ensayo previo.

Cada tubo solo se puede usar una vez.

Protocolo

Marcar los tubos recubiertos por duplicado para cada unos de los
estandares, muestras y controles. Para la determinacion de las Cuentas
Totales, marcar 2 tubos normales.

Homogeneizar los calibradores, muestras y controles y dispensar 200 pl de
cada uno en sus respectivos tubos.

Afiadir 50 pL del trazador en cada tubo, incluyendo los tubos destinados a
las Cuentas Totales.

Agitar suavemente la gradilla de tubos.

Incubar durante 18 + 1 horas a 2 — 8°C.

Aspirar el contenido de cada tubo (excepto los de Cuentas Totales).
Asegurarse que la punta de la pipeta de aspiracion toca el fondo del tubo
con el fin de aspirar todo el liquido.

Lavar los tubos 2 veces con 2 ml de Solucién de lavado de trabajo
(excepto los de Cuentas Totales) y aspirar. Evitar la formacion de espuma
durante la adicion de la Solucién de lavado. En el lavado manual, primero
aspirar la capa de espuma y después el liquido. La exactitud aumenta con
una aspiracion suplementaria 2 minutos después de vaciar el Gltimo tubo.
Medir la actividad de cada tubo durante 60 segundos en un Contador
Gamma.

CALCULO DE RESULTADOS

Calcular la media de los duplicados.

Representar las c.p.m. (ordenada) para cada calibrador frente a las
concentraciones de CT (abscisa) y dibujar una curva de calibracién por los
puntos de calibracién, rechazando los puntos externos.

Leer la concentracion para cada control y muestra por interpolacion en la
curva de calibracion.

Métodos computarizados de computacién de resultados pueden ser
utilizados para la construccion de la curva de calibracién. Si se utiliza un



sistema automatico de calculo de resultados, se recomienda usar la
representacion grafica “ 4 parametros”.

TEST DILUCION

XIl. EJEMPLO DE RESULTADOS
Los datos mostrados a continuacién sirven como ejemplo y nunca deberan ser
usados como una calibracion real.
CT-US-IRMA cpm BIT (%)
Cuentas Totales 279092 100
Calibrador
0 pg/ml 164 0,06
10 pg/ml 881 0,26
31 pg/ml 1951 0,64
49 pg/ml 3054 1,04
157 pg/ml 8628 3,03
686 pg/ml 39787 14,2
XIIl. REALIZACION Y LIMITACIONES
A Limite de deteccion
El LoB (Limite del Blanco) se calculé midiendo el blanco varias veces y
se calcul6 como la media + 2 desviacion estandar de la distribucion de los
valores de prueba. Se calculd que el LoB erade 1,2 pg / ml.
El LoD (Limite de Deteccion) se calculé como la desviacion estandar LoB
+ 1.645 de una muestra de baja concentracion probada en 8 corridas
diferentes. El LoD se calculé en 2.8 pg / ml.
El LoQ (Limite de Cuantificacion) se calcul6 probando 4 muestras de
valores hajos, 8 veces. La LoQ se calcul6 en 7,7 pg / ml.
B. Especificidad
Unas hormonas que podrian interferir han sido analizadas en este ensayo.
Con concentraciones hasta 1000 ng/ml, ninguna de las hormonas
siguientes presentd una interferencia importante:
- o CGRP
- Calcitonina de salmén
- Péptido flanqueante C-terminal de calcitonina humana
- Péptido flanqueante N-terminal de calcitonina humana
C. Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO

PRECISION INTER-ENSAYO

Dilucién Concent. Concent. Recuperado
Tebrica Medida (%)
(pg/ml) (pg/ml)
111 3438 3438 -
112 171,9 182,6 106,2
1/4 85,9 87,4 101,7
1/8 43,0 37,8 878
1/16 215 19,0 88,6
1/32 10,7 10,0 93,1
1/64 54 58 108,0
n 4113 4113 -
12 205,6 240,6 117,0
/4 102,8 117,6 1143
1/8 51,4 54,0 105,0
116 257 22,2 86,4
1/32 12,9 11,9 92,6
1/64 6,4 56 87,0

Muest N <X>*SD CcVv Muest N <X>+SD CVv
rao (pg/ml) (%) rao (pg/ml) (%)
A 10 21+1,6 7,6 A 18 20,3+£2,2 10,8
B 10 786+24 3,0 B 18 80,1+5,1 6,3
SD : Desviacion Estandar; CV: Coeficiente de Variacion
D. Exactitud
TEST DE RECUPERACION
CT afiadido (pg/ml) CT Concent. Recuperado
Medida (%)
(pg/ml)
0 15
20 17,6 80,8
40 33,2 79,3
50 48,6 94,3
100 98,2 96,7
250 249,5 99,2
500 477,2 95,1
0 0,1
20 18,8 93,3
40 34,2 85,1
50 54,9 109,6
100 108,9 108,8
250 304,7 121,8
500 5455 109,1

Efecto “hook”

Una muestra de suero con una concentracion aumentada de calcitonina
sintética de 268000 pg/ml produce una sefial por sobre la concentracion
maés alta del calibrador.

Las muestras por encima de 100 pg/ml deben ser diluidas con diluyente de
muestras proporcionado en el kit. Las muestras deben ser diluidas en
forma secuencial 1:10.

Los sujetos sanos, los pacientes con carcinoma medular tiroideo u otros
tumores presentan diferentes formas inmunoquimicas de calcitonina. El
tamafio de estas formas puede variar de un tipo a otro y por lo tanto puede
comportarse de una manera distinta en inmunoensayos y pruebas de
dilucion.

XIV. LIMITACIONES

XV.

XVI.

Es posible que las muestras de pacientes que han recibido preparaciones
de anticuerpos monoclonales de ratén para diagnostico o terapia, puedan
contener anticuerpos humanos anti raton (HAMA). Los resultados de
estas muestras analizadas con kits que utilizan anticuerpos monoclonales
de ratén, pueden dar valores falsamente aumentados o disminuidos.

Los anticuerpos heter6filos en el suero humano pueden reaccionar con
las inmunoglobulinas que forman parte del reactivo, interfiriendo con los
inmunoensayos in vitro. Los factores reumatoides (RF) se encuentran
también para interferir con la medicion.

Pacientes que en forma rutinaria estdn en contacto con animales o
productos derivados de suero animal, pueden tender a presentar esta
interferencia y se pueden observar valores anémalos en caso de haber
presencia de anticuerpos heter6filos. Evalle cuidadosamente los
resultados de aquellos pacientes sospechosos de tener estos anticuerpos.
Si los resultados no concuerdan con otras observaciones clinicas, sera
necesario obtener informacidn adicional antes de hacer un diagnostico.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Si los resultados obtenidos para el Control 1 y/6 Control 2 no estan dentro
del rango especificado en la etiqueta del vial, los resultados obtenidos no
podran ser utilizados a no ser que se pueda dar una explicacion
convincente de dicha discrepancia

Si es conveniente, - cada laboratorio puede utilizar sus propios pools de
controles, los cuales se guardan en alicuotas congeladas. No congelar y
descongelar méas de dos veces.

Los criterios de aceptacién de la diferencia entre los duplicados de las
muestras se apoyan en las practicas de laboratorio corrientes.

INTERVALOS DE REFERENCIA

Valores normales

Estos valores solamente sirven de pauta; cada laboratorio tiene que establecer sus
propios valores normales.
Alcance basados en percentilos de 5% & 95%.



Identificac N Media SD Alcance (pg/ml)
on (pg/ml) (pg/ml)

Hombres 138 4,6 2,9 1,0-11,6

Mujeres 58 35 2,8 1,2-95

Todos 196 4,6 2,8 1,2-10,9

Los pacientes con carcinoma medular tiroideo y pacientes con otros tumores
malignos pueden producir una prueba de dilucion no lineal en la muestra para
calcitonina; esto puede deberse a una forma modificada de calcitonina (polimeros
y/o formas glicosiladas) que no son reconocidas en su totalidad por nuestros
anticuerpos.

XVII. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Sequridad

Para uso solo en diagndstico in vitro.

Este kit contiene 1'% (vida media : 60 dias) emisor de rayos X (28 keV) y de rayos
v (35.5 keV) ionizantes.

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

Todo el manejo de producto radiactivo se hard en una éarea sefializada, diferente
de la de paso regular. Debera de utilizarse un libro de registros de productos
radiactivos utilizados. El material de laboratorio, vidrio que podria estar
contaminado radiactivamente deberd de descontaminarse para evitar la
contaminacién con otros is6topos.

Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de acuerdo
con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios radiactivos deberan ser
almacenados de acuerdo con las regulaciones y normativas vigentes de la
legislacion a la cual pertenezca el laboratorio. El ajustarse a las normas baésicas de
seguridad radiolégica facilita una proteccién adecuada.

Los componentes de sangre humana utilizados en este kit han sido testados por
métodos aprobados por la CEE y/6 la FDA dando negativo a HBsAg, anti-HCV,
anti-HIV-1'y 2. No se conoce ninglin método que asegure que los derivados de la
sangre humana no transmitan hepatitis, SIDA 6 otras infecciones. Por lo tanto el
manejo de los reactivos y muestras se hara dé acuerdo con los procedimientos de
seguridad locales.

Todos los productos animales y derivados han sido obtenidos a partir de animales
sanos. Componentes bovinos originales de paises donde BSE no ha sido
informado. Sin embargo, los componentes conteniendo substancias animales
deberéan ser consideradas como potencialmente infecciosas.

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

No fumar, beber, comer ¢ utilizar cosméticos en el area de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes.

Para obtener mas informacion, consulte la Hoja de datos de seguridad del material
(MSDS).
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XIX. RESUMEN DEL PROTOCOLO

CUENTAS CALIBRADO MUESTRA(S)
TOTALES RES CONTROL(S)
() (ul) (ul)
Calibradores (0 al 5) - 200 -
Muestras, controles - - 200
Trazador 50 50 50
Incubacion 18 + 1 horas a 2-8°C
Separacion - aspirar
Solucidn de Lavado - 2ml
Separacion - aspirar
Solucién de Lavado - 2ml
Separacion - aspirar
Contaje Contar los tubos durante 60 segundos
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Leia todo o protocolo antes de utilizar.

CT-U.S.-IRMA

UTILIZACAO PREVISTA

Kit para ensaio imunoradiométrico (IRMA) para a determinacdo quantitativa in vitro da Calcitonina
humana no soro.

INFORMACAO GERAL
Nome do proprietario : DIAsource CT-U.S.-IRMA Kit
N° de catalogo : KIP0429: 96 testes

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

FUNDAMENTAGAO CLINICA

A calcitonina (CT) é um polipeptideo de 32 aminoacidos segregado pelas células parafoliculares (células

C) da tir6ide, sob o controlo dos niveis séricos de calcio. Apds uma administracdo aguda, este peptido

actua como uma potente hormona hipocalcémica e hipofosfatémica, aumentando a excrecdo de calcio

renal e reduzindo a reabsorcdo dssea. No entanto, o seu papel fisioldgico preciso no metabolismo 6sseo

ainda nao é completamente conhecido.

Podem ser detectadas varias formas de CT em amostras de sangue, incluindo um monoémero de CT, um

monomero oxidante, um dimero, formas de elevado peso molecular e, possivelmente, precursoras da CT.

As concentracdes destes peptideos variam consoante o estado clinico, a funcéo renal e a origem tecidual da

CT (producdo normal ou ectépica).

O carcinoma modular da tirdide (MTC) é um tumor maligno, desenvolvido a partir das células C,

segregando calcitonina em grande excesso. Esta doenca ocorre, quer de forma esporadica (80%), quer

familiar (20%), sendo transmitida como um gene autosémico dominante ou como um componente de

neoplasia endécrina 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.

A determinagdo da CT pelo presente IRMA ¢é utilizada para:

- o diagndstico do carcinoma medular da tirdide (MTC)

- 0 acompanhamento de tumores malignos, para verificar o éxito da cirurgia e para controlar a
recorréncia

- o diagnéstico de casos pré-clinicos de familiares de MTC (MEN 11 ou sindroma de Sipple) através da
utilizacdo de testes de estimulacdo (calcio ou pentagastrina)

- 0 estudo da patofisiologia do metabolismo do célcio-fosfato e do metabolismo ésseo.



IV.  PRINCIPIOS DO METODO

O DIAsource Calcitonin-U.S. IRMA é um ensaio imunoradiométrico com base na
separacdo no tubo revestido. Emprega anticorpos monoclonais direccionados
contra epitopos distintos da Calcitonina humana. O anticorpo de captura é ligado
a superficie interna inferior de um tubo de plastico. Os calibradores e as amostras
séo dispensados para dentro dos tubos e ligados ao anticorpo de captura. O
anticorpo de sinal (radio-rotulado) é imediatamente adicionado e, apés uma
incubagdo que permite uma reacgdo imunoldgica, os tubos sdo esvaziados e
lavados para remover o excesso de anticorpos néo ligados. A radioactividade
ligada aos tubos é directamente proporcional a concentracéo inicial de antigénios
nos calibradores e nas amostras.

V. REAGENTES FORNECIDOS

Reagentes Kit 96 testes Codigo de Reconstituicao
cor

U Tubos revestidos
com anti CT (Acs 2x48 azul
monoclonais)

Pronto a utilizar

1 recipiente

R vermelho -
Marcador: anti-CT marcado com 55ml Pronto a utilizar
1251 (Acs monoclonais) em tamp&o 720 kBq
TRIS com soro bovino, albumina,
azida (<0.1%) e corante inerte
o ] o]
6 recipientes "
Calibrador-N=0a5 liofilizados amarelo Adlcwne.l ml de
(ver valores exactos nos rétulos agua destilada
dos recipientes) em soro humano
sem calcitonina (CT) , gentamicina
DIL SPE Adicione &gua
1 recipiente b destilada (ver o
- ranco
Diluente de amostra com liofil. volume no rétulo)
gentamicina e timol
|WASH |SOLN |CONC | Dilua 70 x com
1 recipiente castanho agua destilada (use
Solugéo de lavagem (Tris-HCI) 10ml um agitador
magnético).

CONTROL

Controlos - N =1 ou 2
Em plasma humano, gentamicina

prateado Adicione 1 ml de

2 recipientes agua destilada

liofilizados

(ver valores exactos nos rétulos
dos recipientes)

Note: 1 pg da preparagdo padrédo é equivalente al 0,19 plU 2nd IS 89/620.

VI. MATERIAL NAO FORNECIDO

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

1. Agua destilada

2. Pipetas automaticas de: 50 pl, 200 pl e 1 ml (recomenda-se 0 uso de
pipetas adequadas com pontas descartaveis de plastico)

Misturador vortex

Agitador magnético

Seringa automatica de 5 ml (tipo Cornwall) para lavagem

Sistema de aspiracéo (opcional)

Qualquer contador gama com capacidade para medir °| pode ser utilizado
(alcance minimo 70%).

Nookw

VIl. PREPARAGAO DOS REAGENTES

Calibradores: Reconstitua os calibradores com 1 ml de agua destilada
Controlos: Reconstitua os controlos com 1 ml de agua destilada.

Diluente de amostra: Reconstitua o diluente de amostra com &gua
destilada. (ver o volume no rétulo)

Solugdo de Lavagem de Trabalho: Prepare um volume adequado de
Solucdo de Lavagem de Trabalho, adicionando 69 volumes de agua
destilada a 1 volume de solugdo de lavagem (70x). Use um agitador
magnético para homogeneizar. Elimine a solucéo de lavagem n&o utilizada
no final do dia.

o ow»

VIIl. CONSERVAGAO E PRAZO DE VALIDADE DOS REAGENTES

IX.

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

Apds a reconstituicdo, os calibradores, controlos e o diluente de amostra
deverdo ser imediatamente congelados ap6s a utilizacdo e mantidos a —
20°C durante 3 meses. E permitido apenas um ciclo de
congelamento/descongelamento. Elimine os calibradores, controlos e
diluente de amostra apds a segunda utilizacéo.

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

Apbs a 1@ utilizagdo, o marcador mantém-se estavel até ao final do prazo
de validade, desde que mantido no recipiente original, bem fechado, entre
2a8gcC.

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

RECOLHA E PREPARAGAO DAS AMOSTRAS

Para este ensaio, sdo recomendadas amostras de soro.

o0 hAw

10.

11.

XL

N4o utilize amostras hemolisadas.

Nao utilize amostras lipémicas.

Se se souber ou se considerar que uma amostra terd uma concentragao
acima do maior calibrador, esta tera de ser diluida com o diluente de
amostra para ficar dentro do intervalo de medig&o.

Se as amostras ndo forem analisadas no mesmo dia da colheita de sangue,
é aconselhavel congela-las até a altura do ensaio.

As amostras s6 podem ser descongeladas uma vez.

Para repetir o teste, congele-as em aliquotas e elimine cada amostra ap6s o
primeiro descongelamento.

PROCEDIMENTO

Notas de manipulagao

Néo utilize o kit ou os seus componentes apés a expiracdo do prazo de
validade. N&o misture componentes de lotes diferentes. Antes da
utilizacdo, todos os reagentes devem estar a temperatura ambiente (18-
25°C). Misture completamente os reagentes e as amostras com agitacdo ou
rotagdo suaves. Para evitar contaminagGes cruzadas, use uma pipeta com
ponta descartavel para a adi¢ao de cada reagente e amostra.

As pipetas de precisdo elevada ou a pipetagem automatica aumentam a
precisdo. Respeite 0s tempos de incubagao.

Prepare uma curva padrédo para cada analise e ndo utilize dados de andlises
anteriores.

Cada tubo pode ser usado apenas uma vez.

Procedimento

Rotule os tubos revestidos em duplicado para cada calibrador, amostra e
controlo. Para a determinag&o de contagens totais, rotule 2 tubos normais.
Misture por breves momentos no misturador vortex calibradores, amostras,
controlos e dispense 200 pl de cada para os tubos respectivos.

Dispense 50 ul de marcador para cada tubo.

Agite manualmente o tabuleiro ( rack) que contém os tubos.

Incube durante 18 +1 ha2 - 8°C.

Aspire (ou decante) o contetido de cada tubo (excepto as contagens totais).
Certifique-se que a ponta de plastico do aspirador atinge o fundo do tubo
revestido, para remocéo de todo o liquido.

Lave os tubos com 2 ml de Solucéo de Lavagem de Trabalho (excepto as
contagens totais). Evite a formacéo de espuma durante a adigéo de Solucéo
de Lavagem de Trabalho

Aspire (ou decante) o conteido de cada tubo (excepto as contagens totais).
Lave novamente os tubos com 2 ml da Solucéo de Lavagem de Trabalho
(excepto as contagens totais) e aspire (ou decante).

Apds a Ultima lavagem, deixe os tubos na posigdo vertical durante 2
minutos e aspire até a ultima gota de liquido.

Conte os tubos no contador gama durante 60 segundos.

CALCULO DOS RESULTADOS

Calcule a média das determinacdes em duplicado.

Desenhe o c.p.m. (ordenadas) para cada padrdo contra a concentracéo
correspondente de CT (abcissas) e desenhe uma curva padrdo (de
calibragdo) através dos pontos padrdo e rejeite 0s pontos aberrantes
6bvios.

Leia a concentragdo para cada controlo e amostra por interpolagdo na
curva de calibragéo.

A reducédo dos dados através de computador simplificara estes calculos.
Se o processamento dos resultados for automatico, é recomendado um
ajustamento de curvas de funcéo logistica de 4 parametros.



XII.

DADOS TIPICOS

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

TESTE DE DILUICAO

Diluicdo

Conc.
tedrico.
(pg/ml)

Conc. medida
(pg/ml)

Recuperagéo
(%)

171
12
1/4
1/8
1/16
1/32
1/64

343,8
1719
85,9
43,0
215
10,7
54

343,8
182,6
87,4
37,8
19,0
10,0
58

106,2
101,7
87,8
88,6
93,1
108,0

CT-US-IRMA cpm BIT (%)
Contagem Total 279092 100
Calibrador

0 pg/ml 164 0,06
10 pg/ml 881 0,26
31 pg/ml 1951 0,64
49 pg/ml 3054 1,04
157 pg/ml 8628 3,03

686 pg/ml 39787 14,2

S 4113
172 205,6
va 102,8
18 51,4 54,0
1/16 257 222 86,4
1/32 12,9 11,9 92,6
1/64 6.4 56 87,0

XIV.

Efeito”Hook”

Uma amostra de soro com concentragdo fortalecida de 268000 pg/ml de
calcitonina fornece um sinal acima da concentragdo mais elevada de
calibrador.

As amostras acima de 100 pg / mL tém que ser diluidas com diluente de
amostra fornecido no Kkit.

Recomenda-se diluir as amostras com mais de 100 pg/ml com diluente de
amostra fornecido no kit. As amostras devem ser diluidas sequencialmente
1:10.

Os individuos saudaveis e os doentes com carcinoma medular da tirdide ou
outros tumores apresentam formas imunoquimicas diferentes de
calcitonina.

O tamanho destas formas pode variar conforme o tipo e pode portanto
responder de maneira diferente em imunoensaios e testes de dilui¢&o.

LIMITACOES

Amostras de pacientes que receberam preparages de anticorpos
monoclonais de camundongos para diagnostico ou terapia podem conter
anticorpos humanos anti-camundongos (HAMA). Essas amostras podem
apresentar tanto valores falsamente elevados ou diminuidos quando
testado com kits de teste que utilizam anticorpos monoclonais de

camundongos. Fator reumat6ide (RF) também é encontrado podendo
interferir com a medida

- Anticorpos heterofilicos no soro humano podem reagir com o reagente
de imunoglobulinas, interferindo com os imunoensaios.
Os pacientes rotineiramente expostos a animais ou produtos de soro
animal podem estar propensos a esse tipo de interferéncia e valores
andmalos podem ser observados no caso da presenca de anticorpos
heterofilicos. Avaliar cuidadosamente os resultados de pacientes com
suspeita de ter esses anticorpos.
Se os resultados nao forem consistentes com outras observagdes clinicas,

XIl. DESEMPENHO E LIMITAGCOES
A. Limite da deteccéo
O LoB (Limite de Branco) foi calculado medindo o branco vérias vezes e
foi calculado como a média + 2 desvio padrdo da distribuigdo dos valores
de teste. o LoB foi calculado em 1,2 pg / ml.
O LoD (Limite de Detecgao) foi calculado como o desvio padrdo LoB +
1.645 de uma amostra de baixa concentracéo testada em 8 corridas
diferentes. O LoD foi calculado em 2,8 pg / ml.
O LoQ (Limite de Quantificagdo) foi calculado testando 4 amostras de
valores baixos, 8 vezes. O LoQ foi calculado em 7,7 pg / ml.
B. Especificidade
Algumas hormonas potencialmente interferentes foram testadas neste
ensaio. Em concentragdes até 1000 ng/ml, nenhuma das seguintes
hormonas demonstrou uma interferéncia significativa:
- o CGRP
- Calcitonina de salméo
- Peptideo de flanqueamento C-terminal humano em calcitonina
- Peptideo de flanqueamento N-terminal de calcitonina humana
C. Preciséo
INTRA-ENSAIO INTER-ENSAIO
Amost N <X>=*SD cv Amost N <X>=*SD Ccv
ra (pg/ml) (%) ra (pg/ml) (%)
A 10 21+1,6 76 A 18 20,3+2,2 10,8
B 10 786 £24 3,0 B 18 80,1+5,1 6,3
DP : Desvio Padrdo; CV: Coeficiente de variagéo
D. Exactidao
TESTE DE RECUPERACAO
CT Adicionado CT Conc. medida Recuperacao
(pg/ml) (pg/ml) (%)
0 1,5
20 17,6 80,8
40 33,2 79,3
50 48,6 94,3
100 98,2 96,7
250 249,5 99,2
500 477,2 95,1
0 0,1
20 18,8 93,3
40 34,2 85,1
50 54,9 109,6
100 108,9 108,8
250 304,7 121,8
500 545,5 109,1

XV.

XVI.

informacdo adicional deve ser exigida antes do diagndstico.
CONTROLO INTERNO DE QUALIDADE

Se os resultados obtidos para o Controlo 1 e/ou 2 ndo se situarem dentro do
intervalo especificado no rétulo do recipiente, os resultados ndo podem ser
utilizados sem haver uma explicagdo satisfatéria para a discrepancia
verificada.

Se tal for desejavel, cada laboratério pode fazer os seus pools de amostras
de controlo, que devem ser mantidas na forma de aliquotas congeladas. Nao
efectue mais de 2 ciclos de congelamento/descongelamento.

Os critérios de aceitacdo da diferenca entre os resultados duplos das
amostras devem basear-se nas Boas Praticas Laboratorio.

INTERVALOS DE REFERENCIA

Valores normais

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

As variaces sdo expressadas como percentil 5% a 95%.



Identificacéo Média DP Variagéo
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)

Homens 138 4,6 29 1,0-11,6
Mulheres 58 35 2,8 1,2-95

Todos 196 4,6 2,8 1,2-10,9

Os doentes com carcinoma medular da tir6ide e os doentes com outros cancros
podem apresentar um teste de diluicdo ndo linear da amostra de calcitonina; isto
pode dever-se a uma forma modificada da calcitonina (polimeros e/ou fomas
glicosiladas) que ndo é totalmente reconhecida pelos nossos anticorpos.

XVII. AVISOS E PRECAUGOES

Seguranca

Para utilizagdo em diagndstico in vitro. Este kit contém 2| (meia-vida: 60 dias),
emitindo radiacfes X (28 keV) e y (35.5 keV) ionizantes.

Este produto radioactivo pode ser transferido e utilizado apenas por pessoas
autorizadas; a aquisicdo, conservacdo, uso e troca de produtos radioactivos esta
sujeita & legislacéo nacional. Em caso algum este produto podera ser administrado
em seres humanos ou em animais.

Toda a manipulagédo de material radioactivo deve ser executada em érea prépria,
longe de locais de passagem. Deve ser mantido no laboratério um livro de notas
(log book) para a recepcdo e conservagdo dos materiais radioactivos. O
equipamento de laboratério contaminado e as substancias perigosas devem ser
eliminadas e separadas para evitar contaminag&o por diferentes is6topos.
Quaisquer derrames de material radioactivo devem ser imediatamente limpos de
acordos com os procedimentos de radiosseguranca. O lixo radioactivo deve ser
eliminado de acordo com a legislagdo local e com as directrizes vigentes. O
cumprimento de regras bésicas de seguranga com material radioactivo confere a
proteccdo adequada.

O material de origem humana utilizado na preparagéo do reagente foi testado por
métodos aprovados pela legislagdo europeia e/ou FDA 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
seguranga completa da auséncia de agentes infecciosos, 0s reagentes e as
amostras dos doentes devem ser manuseados 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.

A azida sddica pode reagir com as canaliza¢es de chumbo ou cobre, formando
azidas metalicas altamente explosivas. Assim, deixar fluir &gua em abundancia
nos tubos durante a eliminag&o de liquidos para prevenir a acumulagéo de azidas?
Evitar o contacto com a pele, olhos e mucosas (azida sodica como conservante)
Né&o fume, beba, coma ou aplique cosméticos na area de trabalho. Néo utilize as
pipetas com o auxilio da boca. Use vestuario de protecgéo e luvas descartaveis.
Para mais informacgGes, consulte Folha de Dados de Seguranca do Material
(MSDS).
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XIX. RESUMO DO PROTOCOLO

CONTAGENS CALIBRAD AMOSTRA(S)
TOTAIS ORES

(D) ()} (1)
Calibradores (0-5) - 200 -
Amostras - - 200
Marcador 50 50 50
Incubacéo 18 + 1 horas a 2-8°C
Separagao - Aspire (ou decante)
Solucdo de Lavagem de - 2ml
Trabalho
Separagao - aspire (ou decante)
Solugdo de Lavagem de - 2ml
Trabalho
Separacdo - aspire (ou decante)
Contagem Conte os tubos durante 60 seg
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AwBdote 0AOKANPO TO TPOTOKOALO TPV AT6 TN YP1ION.

CT-U.S.-IRMA

XPHXH I'lA THN OIIOIA ITPOOPIZETAI

Kit avocopadioperpikod Tpocsdioptopod yio v in Vitro mocotikn uétpnon tng avipdnivng KoAsITovivig 6Tov

0po0.

T'ENIKEY [INHPO®DOPIEX
Epmopwen ovopacio: Kt CT-U.S.-IRMA g DIAsource
ApOpog kotaroyov: KIP0429: 96 e&etdoelg

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

TN teyviki) fon0sia | AANPOPOPiEg GYETIKA PE TAPAYYEMES EMKOLVOVI|GTE OTO:
Tni.: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

KAINIKO YIIOBAOPO

H xahottovivn (CT) eivar pia mertidikn oppovn 32 apvo&éov mov ekkpivetatl and ta mapadviakiddn C-

KOTTOPaA TOV BLPE0E0VG adEVa VIO EXeyyo Tov acPestiov Tov 0pov. Metd and ofela yoprynon, avtod To

enTid0 Spa G TOAVY VTOUCPECTIUIKT] KOl VITOPOCOUTOLIKT OpLOVY] ovEdvovTag TV omoBoAn Tov

aoPectiov HEC® TV VEPPOV KOl UELOVOVTOG TNV ovappoenon Tov ootdv. Qotdco, o akpiPig

@VOL0A0YIKOG TNG POAOG 0TO LETAROAOUO TV 00TAOV dgv £xel KatavonOel akoOun TANp®G.

Adpopeg popeéc CT upmopodv va aviyvevBoov oe deiypata oipatog, copmepAapipfavopuévov evog

povopepotc g CT, evog 0Eeldmpévon LoVoUEPOVS, EVOG SYLEPOVG, LOPPDY LLE DYNAOTEPO LOPLaKO BApog

kot whavotata evog Tpodpopov g CT. Ot CLYKEVIPOGEIS TOV TERTIOIOV AVTMOV TOKIAAOVY avAAOYQ LE

v KMVIKY Kotdotaorn, Tn veepikn Aettovpyio kol v 10Tk mpoéhevorn g CT (puoioioykn 1

EKTOTIKN TOPAYOYN).

To pveloedég kapkivopa tov Bupeoctdong (MTC) eivan évog kakonOng 6yKog, Tov avantiGGETOL OTd TOL

C-x0ttapa, 0 omoiog amekkpivel viepPorkég TocdtNTEG KaAottovivig. H vocog avt eppavileton gite o€

onopadikn (80%) eite oe owoyevn (20%) popoen, M omoia peToPifaletor MG ALTOGMUATIKO KupiopyO

yovidio gite oG otoyeio ToAlamAng evdokpvois veomiaciog (11b).

Métpuo. vIepKOAGITOVIVAILID TOPOTNPEITUL ETONG KOTO TNV €YKLHOGVVT, TNV Kokondn avoiio, ™

VEQPIKY OVETAPKEWD KOl KOTA TN OApKELD TNG TEPLOOOV TV TpdTOV eldonddov g (ong Katd

TPOTIUNON, GTOV TPOGIOPIGLO aVTO aviyvevETaL 1) povopepng popen g CT.

H pétpnon g CT pe v mapovoa pébodo IRMA ypnoylonoteita yio:

- Adyvoon tov puglogldong KopKvmpoatog Tov Bupeocidovg (MTC)

- TMopakorlovOnon kokénbov Oykov, ywoo €Aeyyo G emrvyiog YEPOLPYIKNG emEUPacNS Kot
TOPOKOAOVON O™ TNG TEPIMTOONG VTOTPOTNG

- Abyvoon TpokAVIKOV TepIT@eewV otkoyevav popemv tov MTC (MEN II 1 cuvdpopo Sipple) pe
xpnon eEetdoemv d1éyepong (aoPéotio N meviayaoTpivn)

- Mehétn g mafopuo1oA0Ying TOV POGPOPIKOL 0GPESTION KOl TOL LETUPOMGHOD TOV 0GTMV.



Iv.

BAXIKEY APXEX THX MEOOAOY

H e&éraon Calcitonin_U.S. IRMA tg DIAsource givot £vog 0voGopadtopeTptkods
TPocdopopds mov Paciletor o€ SUXOPIOHO EMOTPOUEVOV  COANVAPIOV.
Xpnowonotel HOVOKA®VIKG OVTIOOUATO OV KatevBhvovtol evavtiov dlokpitdv
emTonoOV g avipdmvng kodcttovivng. To avticopa GOAANYNG TpocKoAdTaL
OGNV KAT® KOl EGMTEPIKN EMPAVELL EVOS TAAGTIKOV cwAnvapiov. Babpovountég
Kot Selypato SlovEHOVTOL HEGO GTO COANVAPLL KOl SEGHEVOVIOL GTO OVTIGMLLO
oOAMyng. To avticopa onpatoddtnong (padtoonuacuévo) mpootifetol apécms
Kot HeTd  omd [0 EMOOOT), TOL EMTPEMEL TNV OVOCOAOYIKY OVTIdpOoT, TO
COANVAPLO. EKKEVOVOVTOL Kot TAEvovTal Yo v agaipebel to vrepPdilov pun
deopevpévo avticopa. H podievépyeio mov deopedeTon 6T, GOANVAPLL givat
eVBEMG avAAoYN TPOG TV GPYIKT) CLYKEVIPMGT AVTIYOVOL 6TOVG PBoabpovountég
Ko oL detypoTa.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA
Avtdpootipra MocotnTa Xpopatikd Avaovotaon
G KMIKOG
Tubes coated with 2x48 Hhe "Etowpo ywa gprion
anti CT (monoclonal
antibodies)
X
1 ploAidio
Anti-CT-125I (povokhmvikd 55 ml KOKKIVO "Etowpo yuo xpiion
OVTICOUATO) GE PLOGTIKO 720 kBq
Siaivpa TRIS pe aAfoopivn
Bodg, cuvmmpitikd alidio
(<0.1%) tov Nazpiov kot
KOKKLVT] YPOGTIKN
Babpovountég 0-5 oe
avBpGOTIVO 0pd YwPic 6 Qlokidia Kitpwvo MpocOéote 1 ml
KOAGLTOVIVI) [E YEVTAPUKIVY Moo OTECTAYUEVOV VEPOL
(0eite Tig axprPeig Tipég oTIg
ETIKETES TOV QLIMDI®V)
DIL SPE
., IpocOiote
o 1 puodidio AEVKS aneoTaypévo vepod (deite
aparoTkd Seiyporog pe Avogrd. TOV GYKO GTNV ETIKETAL)
YevTopvkivn Kot Qupoan.
Aparddete 70 X pe
‘ WASH | SOLN I CONC ‘ 1 roAidio oot ameoTayuévo vepod
10 ml ¢ (xpnoyomomote
Adihopa mvong (TRIS-HCI) LOYVNTIKO avOSEVTApQL).
CONTROL | N |
T 2 proidio
avOpdmvo mhiopa pe AoQIL. aonui MpocBécte 1 ml
YEVTOHUKIVI ATEGTAYUEVOD VEPOD
(ocite Tig axprPeig Tipég oTIg
ETIKETES TOV PLaMFieV)

Inpeioon:

1 pg ToV SOV LLOG TOPACKEVAGHATOS BVOPOPEG £ivart 1GodHvapo e 0,19 pIu 2™

1S 89/620.

V1.

ANAAQXIMA I10Y AEN IIAPEXONTAI

Ta axdrlovBo VA omattodvTol oALG deV TAPEYOVTOL GTO KLT:

IMutéteg yio Sravopn: 50 pl, 200 pl kon 1 ml. (cvvictdrtor n xprion muretdv

Avtopat odpryya tov 5 ml (tomov Cornwall) yio Thoon

Mmnopei va ypnopwonombei omolocdnmote amaplOuUNTAG OoKTiveov Y e

duvardnra pétpnong tov 2l (ehéyiot anddoon 70%).

1. Ameotaypévo vepd
2.
akpBeiag pe avoAdoLo TAAGTIKA pOYYN)
3. Avopeiktg otpopiiiopon
4. MoyvnTikdg avadevTnpog
5.
6. 20T avappOeNoNg (TPOaLPETLKO).
7.
VIl. IHAPAYXKEYH ANTIAPAXTHPIOY
A.
vePOL.
B.

vePOL.

BaOpovountic: Avacvotiote tovg Babuovountés pe 1 ml aneotaypévov

Yhka ehéyyov: Avacvotiote to VA eiéyyov pe 1 ml aneotaypévov

VIII.

IX.

apalOTIKO  delypatog:  AvVAGLGTNOTE  OPOLOTIKO
ameotaypévo vepd. (deite Tov dyko oty eTIKETO)
Awdhopa mhoong epyaciog: Ilpoctolpudote emapkny Oyko StaAdpatog
mAbong epyociag pue mpocdnkn 69 dykov anectaypévov vepol oe 1 dyko
SroAdpatog TAvong (70X). XpnoUYOTOmoTe HoyvnTIKO ovVOSELTHPOL Yol TV
opoyevomoinon. Amoppiyte TO WU YPNOWOTOMUEVO StdAvpo TADGONG
£pyaciog 6To TEAOG ™G NUEPAC.

delypotog  pe

DPYAAEH KAl HUEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ipw oand 10 Gvorypo M TV ovacOotact, OAO TO GLUOTOTIKG TOVL KIT
mapapévouy otafepd £mg TV nuepounvia AEng, m omoia avoypaeeTon
otV gTikéta, epocoV dtatnpodvton oe Heppokpacio 2 £mg 8° C.

Metd v avoovotaor, Pabpovountés, LAMKE AEyyov Kot apoimTikd
delypatog Oo mpémer vor KoToyOyovIol OpEcmG UETA TN XPNoN Kol Vo
Swampovvtar otovg —20° C eni 3 prveg. Emupémeton povov évag koxAog
Katdyuénc-amdyovéng. Metd ) dedtepn  ypnom, omoppiyte  TOVG
Babpovountés, To VAIKG EAEYXOV KoL TOV PO®TIKO SETYHOTOG.

Dpéoko, mopackevooUEVo StdAvpo TAVoNG epyociog Oo mpémer va
KpNopomoteitoL v idta nuépa.

Metd v TpdTN XPNoN Tov, 0 Yvnbétng mapapével otabepds £mg TV
nuepounvion ANéng, epodcov dratmpeitar oto apykd, epunTikd KAEWGTO
@Lkidlo og Beppoxpaocio 2 £wg 8° C.

Toxdv peTOPOAEG TG PUOIKNG EUPAVIONG TMV OVTIOPACTNPIOV TOL KIT
gvdéyeton va LTodNA@VoLY acTtddeia | aAloimon.

2YAAOIH KAI IIPOETOIMAXIA AEITMATQN

Agiypato 0pod Kot GUVIGTAOVTOL Y10, TOV TPOGIOPIGHO QUTO.

=

o u

Mn ypnolonoteite deiypoto Tov £(OVV VIOGTEL AUOAVOT.

Mn ypnoponoteite Aotk detypata.

Av éva delypa ovapévetar 1 €ivor yvootod 0Tt £YEL GLYKEVTPOOT TAV® 0o
Tov VYnAOTEPO Pabpovount, Tpénet va apardveral pe opd ywpic CT yo
V0L EUTTITTEL EVTOG TOV SLUGTHLLATOS LETPNONG.

Av 1o deiypoto 6gv TPoodlopteTohy TV 1010 pHépa oV £yve 1 ANYN TOL
0{L0TOC, GUVIGTATOL VOL TOL KOTOWOYETE PEXPL TOV TPOGOIOPIGHO.

Ta deiypoto pmopovv va anoyvyHodv povo pio opd.

T emavelnupévn e&étoon, Kotayvéte To 68 KAAGHATA Kol amoppiyte
KGO delypo petd v TpdT omdYLEn.

AIAAIKAXTA

LNNELDOCELS GYETIKA PIE TO YEPLONO

Mn XpNOWOTOLELTE TO KIT 1) TOL CLOTOTIKG PETE TNV Mpepopmvio AEng.
Mnv avoperyvoete VAKG omd Slopopetikég moaptideg kit. Dépete Oha To
avtidpaotipia ot Beppokpacio dopatiov (18-25°C) mpwv amd ) xpnon.
Avapeiéte kohd Ola ta aviidpootipir Kot To defypoto pe  omoAn
avakivnon 1 avadevon. Xpnowomoeite éva kabapd avardOo pOYXOg
mAETag ywo ™V TPooHiKn KABe SlapopeTiko avTISPACTNPIOL Kot
SelyLOTOG TTPOKEEVOL VOL ATOQUYETE TNV EXUOAVVOT).

H oxpifewr Peltidoveron pe ypion mmetd@v LYnANg okpifsiag M
avtopotonomuévoy eEomiopol dtavoung pe muméteg.  Tmpeite tovg
APOVOLG ETDACTC.

ITpoetoydote pee KopmoAn Poabpovounong ywo kébe avaivon kot pn
xpnoponoteite dedopéva amd TPoNyodUEVES AVOAVGELS.

KdéBe colvag pmopel va ypnoyoromdei povo pio gopd.

Awdikacio

INUAVETE TOL EMOTPOUEVO COAVAPLL €16 SITAODVY Yo kGbe Pobuovount,
detlypa, VAKO gléyyov. ' TOV TPOGIIOPICUO TV GUVOMK®V LETPGEWDV,
ONUAVETE 2 PUGLOLOYIKE COANVAPLEL.

Opoyevomomote  Pabuovountés vAud eiéyyov kot
Swaveipete 200 pl and ékaoto ota avtictoyo cOAnvapia.
MpocBéote 50 pl avti-CT-121 (1vn6é1n) ce 6Xo. 1o GOANVEPLQ, KaOOG Kol
GTO U1 EMCTPOUEVO COATVAPLY Y10l TIS GUVOMKEG LETPTOELC.

Avokivnote amord pe 1o xépt T Paon otpiEng v coinvapiov.
Enodote yio 18 + 1 dpeg otovg 2-8°C.

Heywpiote To. GOANVAPLOL Y10 TIG GUVOAIKEG LETPNOELG KL AVOPPOPCTE TO
TEPIEYOUEVO TOV EMOTPOUEVOV cOANvapiov. Mnv mopoleiyete vo
aap£ceTe OAO TO VYPO, av anopeivovy ctayovidia Ba avéndet To C.p.m.
0V VToPaOpovu.

IMAovete 800 @opés to. coinvapuwr pe 2 ml dwivpoatog mhdong kot
avappoPnote. ATOPVYETE TO GYNUATIONO 0PPOD KOTA TN StdpKe TG
mpochNKNg tov StoAvpatog mAvong. I tn dwdikacio un avtopaTng
TADONG, AVAPPOPNOTE TPAOTU TO GTPMUO TOV OPPOV KL GTN) GUVEXELL TO
vypo. ot KOKAOVG AVTONOTNG TAVONG GUVIGTATAL GUVENNG AVAPPOPNON).
H axpifeio Pertidvetor av yiver devtepn avappdenon twv coinvopiov
300 AenTd PETA TO AOELNGHLN TOV TELEVTEIOL GOANVAPIOV.

YmoPdiiete oe puétpnon o coANVAPLO 6€ amaplBunTh aKTivov ¥ yo 60
deuTEPOLETTAL.

detypato Kot



XI.

XII.

YIIOAOT'IEMOZX TQN AIIOTEAEXMATQN

Ymoloyiote T péon T TOV SITADV TPOGIOPIGUMV.

oxedldote 10 c.p.m. (teTaypévn) yo kébe Pabpovounty oe oyéon pe TV
avtiotoyn ovykévipoon CT (tetoyuévn) Kot oXedIOTE [0 KOUTOAN
Bobpovounong dopécov tmv onpeiov tov Babuovountr, amoppintoviog
TIG TPOPUVAOG EGPOAUEVES HETPNOELG.

Awfdote T ovykévipoon v kdbe vAKO eléyxov Kot Oeiypo pe
mapepfory oty kapmoAn Poabpovounone. Avaywmyn dedopévev pe
Ponbei  nhektpovikod vVTOAOYIGT B0 OTAOTOUWGEL  GLTOVG  TOVG
vroloylopovs. Edv mpokerton va ypnoyomomel avtopatn enelepyacio
OTOTELEGUAT®OV,  OCLVIOTOTOL  TPOCOPUOYN  KOUTOANG  AOYIOTIKNG
oLVapTNOoNG 4 TAPUUETP®V.

TYIIIKA AEAOMENA

To axérovba dedopéva mpoopiloviar povo g eme&nynon kot dev TPEmeL vo
YPNOWOTO0VVTOL TOTE OvTi TG KopmvAng Pabpovounong mpaypatikod ypovou.

CT-U.S.-IRMA cpm B/T x 100

(%)

Tuvolkn pétpnon

BoOpovopng

279092 100

0 pg/ml 164 0,06
10 pg/ml 881 0,26
31 pg/ml 1951 0,64
49 pg/ml 3054 1,04

157 pg/ml 8628 3,03
686 pg/ml 39787 14,2

XML

AIIOAOXH KAI ITEPIOPI>MOI

‘Opuwo aviyvevong

To LoB (Opto TvpAod) LIOAOYIGTNKE HETPOVTOG TO KEVO UPKETEG POPEG
KOl VTOAOYIOTNKE ©OG M péon + 2 TUTIKY AmOKAON TG KOTOVOUNG TMV
Tipdv dokung. o LoB vroloyiomke va givon 1,2 pg / ml.

To LoD (Opto aviyvevong) vroloyiotnke g 1 tumikn andkiion LoB +
1,645 evog deiypatog YouNANG oLYKEVIp®ONG 7OV SoKWAoTNKE o€ 8
Swapopeticés dokipés. To LoD vrohoyiotnke va givon 2,8 pg / ml.

To LoQ (Opro mocotikomoinong) vrmoroyiotke dokipdloviog 4 detypato
YOUNAGOV Tidv, 8 popés. To LoQ vroroyiotke va givan 7,7 pg / ml.

Ewwomra

210V TPOGIIOPIGHO VTO EEETACTNKOV HEPIKEG OPUOVEG OV SVUVNTIKAG
emdpovv. Xe ovykeviphoelg éog 1000 ng/ml, kapio mad Tig axdAovbeg
opuoveg dev £delEe oNUAVTIKN EMIdpoon:

- o CGRP

- KoActrovivn colopon

- AvBpodmvo C-telikd mhevpicd mentidio kadottovivng

- AvBpdmivo N-tehkd TAELPIKO TEMTIO0 KOAGITOVIVIG

Axpipera

A. OpBétnTa
EEETAYXH ANAKTHXHX
Ipootedeioa karorTovivy Metpn0sgica cuykévrpmon Avaktnon
(pg/ml) (pg/ml) (%)
0 15
20 17,6 80,8
40 33,2 79,3
50 48,6 94,3
100 98,2 96,7
250 249,5 99,2
500 477,2 95,1
0 0,1
20 18,8 93,3
40 34,2 85,1
50 54,9 109,6
100 108,9 108,8
250 304,7 121,8
500 545,5 109,1
EZETAXH APAIQXHX
Apaioon OcopnTikn Metpnbsica Avaktion
CVYKEVTPOON GVYKEVTPOON
(pg/ml) (pg/mi) (%)
11 3438 3438 -
12 171,9 182,6 106,2
1/4 85,9 87,4 101,7
1/8 43,0 37,8 87,8
1/16 215 19,0 88,6
1/32 10,7 10,0 93,1
1/64 54 58 108,0
L 4113 4113 -
12 205,6 2406 117,0
ua 102,8 117,6 114,3
1/8 51,4 54,0 105,0
1/16 257 222 86,4
132 12,9 11,9 92,6
1/64 6,4 5,6 87,0

T'TA TON IAIO TIPOZAIOPIEMO

METAEY AIA®OPETIKQN
MPOXAIOPIZMOQN

Asiy
pa

N X (T. A. TA
(pg/ml) %

Agiypo N X (T. A. XA

(pg/ml) %

A
B

10 21+16 76 A 18
10 786+24 3,0 B 18

20,3+22
80,1+5,1 10,

6,3

T.A.: Tomn amoxAion, X.A.: ZuviedeoTig S1oKOLAVOTG

XIV.

®aowvopevo aykiotpov (hook)

‘Eva deiypa opod pe mpocHfikn cvykévipoong 268000 pg/ml cuvbetikig

KoAottovivng divel onpa TEve amd TNV GUYKEVIP®OGT TOL VYNAOTEPOL
Babpovopnt.

Agiypota Gve tov 100 pg/mL mpénet va aparwbodv pe avbpodnivo opd
XOPIG KOAGITOViVY, TTOV TAPEYXETOL GTO KIT.

Svviotdrar 1 apaioon Tov detypdtev dve tov 100 pg/mL pe avBpdrivo
apaoTikd delypatog mov mapéyeton oto Kit. Ta defypoto mpémet vo
apoibovv dodoykd oe ovoroyia 1:10.

Yryelg e€etalopevol, acheveic pe poelogtdés kapkivopo tov Bupeoetdois 1
GAAOVG OYKOLG TAPOLGLALOVV  SLOUPOPETIKES OVOGOYNIIKES HOPPES TNG
KoAottovivg.

To péyebog antdv TV HOPPOV UTOPEL VO SLOQEPEL OO TOTO GE TOTO KoL
pumopel  EMOUEVOS VO OTOKPIVOVTOL OSLOPOPETIKE GE  (VOGOAOYIKOUG
TPOGOOPIGHOVS Kat doKILacies apaimongc.

IIEPIOPIXMOI

Asglypato and acbeveig mov €govv AAPEL TAPACKEVAGLATO LOVOKA®VIKOY
AVTICOUAT®V TOVTIKOY Yo 6Komovg Sidyvmong 1 Oepaneiog, evoeyopuévag
vo TEpLEyovy avhpanva avticapote avti-toviikod (HAMA). Xe avtd ta
delypato  pmopovv va mapatnpnbovv  wevddg avénuéves M Wevudmg
pewopéveg  Tipég, Otav  eAEyyoviol UE KIT  TPOGOOPIGHOL  TOL
XPNOUOTO0VV  HOVOKA®VIKA avTiodpate movitkov. Ot pevpotosideic
napdyovtes (RF) éxovv domotwbet 6Tt ennpedlovv ™ péTpnon.

To eTEPOPIMKA OVTICOUATO GTOV AVOPOTLVO 0PO UTOPOVV VoL AVTIOPAGOVY
LE OVOCOCQALPIVEG TV OVTIOPACTNPIOV, TPOKAADVTAG TAPEUBOAT G in
Vitro avoGompocsdloptopove.

AcOeveic mov ektibevrar tokTikd oe (oo 1 mpoidvto Cmikod opol
evdgyopévag vo etvar emppeneic oe owty Vv moapepPolin. Tlaboroyucég
TIHEG HTOPOVV VO, TapaTNPNB00V GE TAPOVGIQ ETEPOPIAKOV AVTICOUATMV.
A&woloyeite pe mpocoyny to amoteléopota acHEVMV, GTOVG 0TOioLG
VILAPYEL VIOYIL AVTAOV TOV AVTICOUATOV.

Edv ta anoteléopota dev eivol cOL@VO e GALEG KAVIKEG TAPOTIPICELS,
0o ypewaotel 1 AMyn TEPpUTEP® TANPOPOPIOV TPV omd T BEom g
Sbryvoong.




XV. EXQTEPIKOZX ITIOIOTIKOX EAETXox

- Edv ta amoteréopata mwov Aappavovran yio to vaMké gréyyov 1 1/kon
T0 VMKO gréyyov 2 ¢ Ppiokovran €viég TOL TESiOL TINAV 7OV
KoBopileTar oty €TIKETO TOV PLOMIIOV, TO OTOTEAEONATO OEV Eival
ovvotéd va ypnowpomomBovv, ektdc edv £xer 900l kavomomTiK
Eynon Yo TV asvpuemvia.

- Edv givon embountod, kdbe epyactiplo pumopei va dSnpovpynoet ta dikd
TOV pelypoto derypdtmv glEyxov, To Omoio. TPEMEL VO SLTNPOVVTOAL
KOTEYLYHEVO 68 KAt MV KaToyOXETE-OmMOWOYETE TEPLOGOTEPO A
pio gopd.

- To kprplo. awodoyns Yo T dPopd Hetaé&d TV SMAGV OmoTEAEGHATOV
tov deypdtov Ba mpémet va Pacilovior oe opBig epyaoTnplakég
TPOKTIKES.

XVI. AIAXTHMATA ANADPOPAX

Doo10)0yIKés TIES

Ot tyég avtég mapéyoviar povov @g odnyds. Kabe epyaoctplo 0o mpémer va
KaOEPOOEL TO S1KO TOV TEDIO PUGIOAOYIKDV TILMDV.

To medio Tipdv exppaletor mg mocootd ent To1g ekatd 5 % kot 95 %.

IIpocdwopiop Méon Typn T.A. Iedio Tipédv
oi (pg/mi) (pg/mi) (pg/mi)
Avdpeg 138 4,6 29 1,0-11,6
Tvvaikeg 58 35 2,8 1,2-95
Xovoro 196 4,6 2,8 1,2-10,9

Aocbeveic pe puehog1déc KapKivopo Tov Bupeogldolg kot acbevelg e GAleg
Kakon0geg LTopoHv va. £xouV i Un YpoppKn dokipacio apainvong yio to
detypa kodorovivig. Avtd pmopel va 0QEILETOL GE TPOTOTOMUEVT LOPOT| TNG
KaAottovivig (moAvpept| Ko YALKOLDAMOUEVEG HOPPES) TTOL dev avayvopiletat
TANPOG OO TO AVTICOUOTE HOGC.

XVIl. IPODPYAAZEIX KAI IIPOEIAOIIOIHXEIY

Aopdisia

Moévo ywa droyveotikn xpioen in vitro. To kit avtd mepiéyet o 2° 1 (Xpdvog
nulong: 60 muépeg), o padievepyn ovcio m omoia ekméumel loviovoa
aktwvoPorio X (28 keV) kat v (35.5 keV). Avtd 1o padievepyd mpoiov givar
dvvartd va petapepbei Kot va ypnoiponombel povo and e£0volodoTnéva GTopa.
H ayopd, eOAa&N, xprion Kot avtodloyn padlevepy®dv TPoidVIOV VIOKEWVTOL GTN
vopoBesia g xdpag Tov TeEMKOD ¥pnotn. Ze kapio mepinTtmon dev TPEMEL v
xopnyeitat to mpoidv oe avBpdmovg 1 Lda.

Ohog 0 yepopds TV podlevepyod VAIKOD BOo mpémel vo  ekTeleiton oE
KaBOPIoHEVO YDPO, LOKPLE amd XMPOLG TOKTIKNG SEAELONG. XTO €PYAOTNPLO
TPEMEL VoL dlotnpeitat MUePOAOYLO Yo TNV Taporafn kot T @OAaEN padievepydv
viwov.  E&omhopdg kot yudivo okedn Tov gpyoaotnpiov, ta omoio Oo
pHropovoay vo poAvvBouv pe padievepyéc ovaies, Ba mpénel vo. puAGocOVTaL og
Eeywprtotd YOPO Yo TV TPOANYN ETUOAVVOTG TV SLOPOPOV PASIOTIGOTOTMV.
Toyov dappoig padievepymv vYpmdV mpénet va Kabopilovtat apécms cOUPOVO pe
T1G dlodkacieg acpdreag amd padevépyela. Ta padievepyd amdPAnta mpénet va
ATOPPITTOVTOL COUPMOVO LE TOVG TOTIKOVG KAVOVIGHOVG KOl TIG KoTevhuvtnpleg
odnyieg twv apydv mov €xovv dikarodocion oto gpyaotipo. H tipnon tov
Backdv Kavovev acOALELNS aTd PASIEVEPYELL TOPEYEL ETAPKT TPOOTAGIOL.

Ta cvotatikd avOpdTVOL CipaTog TOv TEPILAUPAVOVTIOL GTO KIT QUTO £YOVV
eheyyOei pe pebodovg eykexpuéves oty Evpomn f/xow and tov FDA kot €xet
Samotodel 6Tt givan apvnTikd ©g Tpog v nopovsio HBSAQ, avti-HCV, avri-
HIV-1 kou 2. Kapio yvooty pébodog dev eivar dvvatd vo mapéyet mAnpn
Saopdiion 6Tt opdyw@ya Tov avhpaTvov aipatog o Ho petaddcovv nratitido,
AIDS 1 dhheg Aowdées. Emopévag, o yepopds avtidpaosmmpiov, derypdtov
0pov N TAACHATOG Bol TPETEL VoL YIVETAL GOUPOVA HE TIG TOTIKEG dradikacies mepi
ACQAAELOG.

‘Oro o {owd Tpoidvta Kot Tapdymyo £xovv cuiheydel amd vy Cda. To Poswa
GLOTATIKG TPOEPYOVTAL OTd YDPeg 0oL dev £xel avapepbel BSE. IMap' OA' avtd,
oLoToTIKG oV TepEyovv Lmikég ovoieg Oa mpémer va avripetonilovior ®¢
SUVNTIKOG LOAVGUOTIKA.

ATmopelyete  OmMOWONTOTE  €MOP]  TOL  OEPUATOG  HE  OVTIOPACTHPLL
(ypnowomoteitar alido tov vatpiov wg cvuvinpntikd). To alido oto KT CWLTO
evdéyetal va avtdpacet e LOAVPS0 Kat YOAKO TV VIPUVAKOY COANVAOGE®MV Kot
VoL GYNUOTICEL Le TOV TPOTo oTo Wiaitepa ekpnktikd alido petddiov. Katd
Sdpkelo Tov PpaTog TAOONG, EKTAOVETE TNV OTOYETEVOT LE HEYAAT TOGOTNTA
vEPOL, Y10 TNV TPOANYN TVYOV GLGGOPELONG alISiov.

Mnv kamvilete, pnv mivete, pnv TpOTE KOL U1 XPNCHOTOEITE KAAAVVTIIKG GTO
ydpo epyoociog. Mnv Swavépete Le mIETO YPNOLULOTOUDVING TO GTOUO GOUG.
XPNOOTOLEITE TPOGTATEVTIKO POVYIGHO Kot VOADGILO YEVTIOL.

T'a mepriocdtepeg mAnpogopieg, avarpééte oto GVALo dedopévav acpareiog
vAwov (MSDS).
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XIX. HEPIAHY¥H TOY IIPQTOKOAAOY

XYNOAIKEX | BAOMONOMHTEX AEII'MA(TA)
METPHXEIX
ul pl pl

Babpovountég (0-5) - 200 -
Acgiypata - - 200
Iyvn0ég 50 50 50
Endaon 18 +/- 1 dpeg oTovg 2-8°C
Aoy wpiopog - avappoenon
Awdhopo Thvong - 2ml
Awyopiopdg - avappdenon
Ardhopa Tdong - 2ml
Awyopiopdg - avappdenon

Métpnon

Métpnon coinvapiov eni 60 devtepdienta
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Las hela protokollet fére anvéndning

CT-U.S.-IRMA

I.  AVSEDD ANVANDNING
Immunoradiometriskt analyskit for kvantitativ in vitro matning av humant kalcitonin i serum.

I.  ALLMAN INFORMATION

A. Varuméarkesnamn: DIAsource CT-U.S.-IRMA Kit
B. Katalognummer: KIP0429: 96 test
C. Tillverkat av: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

For teknisk hjalp eller information om bestallning, kontakta:
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

I11.  KLINISK BAKGRUND

Kalcitonin (KT) ar ett hormon bestdende av 32 aminosyrapeptider, vilka utsondras av skéldkortelns

parafollikuldra C-celler, som kontrolleras av serumets kalciumhalt. Vid akut administrering verkar denna

peptid som ett effektivt kalcium- och fosfatnedsattande hormon genom att det okar njurarnas

kalciumutsondring och minskar aterupptagningen i ben. Man kénner dock annu inte fullstandigt till dess

exakta fysiologiska roll i benmetabolismen.

Olika former av KT kan pavisas i blodprover, inkluderande en KT monomer, en oxiderad monomer, en

dimer, olika former med hogre molekylvikt och mdjliga forstadier till KT. Koncentrationen av dessa

peptider varierar beroende pa den kliniska statusen, njurarnas funktion och ur vilken typ av vavnad KT

harstammar (normal eller ektopisk produktion).

Medulldr skoldkdrtelcancer (MSC) &r en malign tumor, som utvecklas ur C-celler, och som utséndrar

kalcitonin i alltfor stora méangder. Denna sjukdom forekommer antingen i en sporadiskt férekommande

form (80%), eller &r den nedarvd (20%), och Gverfors da som en autosom dominant gen eller som en del

av en multipel endokrin neoplasi (11b).

Moderat hyperkalcitoninemi kan dven observeras vid graviditet, pernicids anemi, njurinsufficiens och

under den neonatala perioden. Vid denna analys upptécks i forsta hand den monomera formen av KT.

Métning av KT med denna IRMA &r avsedd for:

- diagnostisering av medulldr skdldkortelcancer (MSC)

- uppféljning av de maligna tumdrerna, varvid man kontrollerar hur det kirurgiska ingreppet lyckats
och sparar férekomst av aterfall

- diagnostisering av de prekliniska fallen av den i sldkten férekommande formen av MSC (MEN |1
eller Sipples syndrom) genom anvandning av stimuleringstest (kalcium eller pentagastrin)

- unders6kning av kalciumfosfatets och benmetabolismens patofysiologi.



IV.  METODENS PRINCIPER

DlAsource Calcitonin-U.S. IRMA &r en immunoradiometrisk analys som &r
baserad pa separation i coatade provror. Den anvander monoklonala antikroppar
som ar riktade mot specifika epitoper av humant Kalcitonin. Den uppfangande
antikroppen har fasts pa den nedre inre ytan av ett plastrér. Kalibratorer och
prover doseras i provroret och binds till den uppfangande antikroppen.
Signalantikroppen (radiomérkt) tillsatts omedelbart, och efter en inkubation som
tillater immunologisk reaktion toms provroren och skéljs for att avlagsna den
overflodiga obundna antikroppen. Den radioaktivitet som &r bunden vid provrdren
ar direkt proportionell till den ursprungliga antigenkoncentrationen i kalibratorer
och prover.

V. INGAENDE REAGENSER

Reagenser Méngd Férgko Utspédning

Provrér coatade
H med anti- KT 2x48 bla

(monoklonala

antikronnar)

Féardig att anvandas

T

- 1 ampull
Anti-CT-"?°l (monoklonala 5,5 ml réd | Fardig att anvandas
antikroppar) i TRIS buffert 720 kBq
med bovint serum albumin,
azide (<0.1%) och inert rod
farg
Kalibratorer 0-5 i
kalcitoninfritt humant serum 6 ampuller gul Tillsatt 1 ml destillerat vatten
med gentamycin (se exakta frystorkat
vérden pa ampullernas
etiketter)
DIL SPE
Provspadningsmedel med 1 ampull vit Tillsatt destillerat vatten (se
gentamycin och tymol frystorkat mangd pa etiketten)
|WASH | SOLN | 70x 1 ampull brun Spad ut 70x med destillerat
10 ml vatten (anvand

Tvattlosning (TRIS-HCL) magnetomrorare)

Kontrollerna 1 och 2 i humant

. 2 ampuller | silver | Tillsatt 1 ml destillerat vatten
plasma med gentamycin

frystorkat
(se exakta varden pa
ampullernas etiketter)

Obs: 1pg av vart referensamne motsvarar 0,19 ulU 2nd IS 89/620.

VI. EJ INGAENDE TILLBEHOR

Foljande material behdvs men finns inte med i Kitet:

1. Destillerat vatten

2. Pipetter for dosering av: 50 pl, 200 pl och 1 ml (anvéndning av exakta
pipetter med engangs plastspetsar rekommenderas)

3. Vortex mixer

4. Magnetomrorare

5. 5 ml automatspruta (typ Cornwall) for skdljning

6. Vattensug eller liknande

7. Gammaraknare, som mater 21, (minimum utbyte 70%)

VII. PREPARATION AV REAGENSER

A. Kalibratorer: Spéad ut kalibratorerna med 1 ml destillerat vatten

B. Kontroller: Spad ut kontrollerna med 1 ml destillerat vatten

C. Provspadningsmedel: Spad ut det provspadningsmedel med destillerat
vatten (se mangd pa etiketten)

D. Tvattlosning: Blanda en tillrackligt stor méngd arbetstvattldsning genom

att tillsatta 69 delar destillerat vatten till en del tvattldsning (70x). Anvand
en magnetomrorare for blandning. Slang oanvand arbetstvattldsning vid
dagens slut.

VIII. FORVARING AV REAGENSER OCH MARKNING AV
UTGANGSDATUM

- Ooppnade kitkomponenter ar stabila till och med utgdngsdatum, som
markts ut pa etiketten, om de har forvarats i en temperaturer pa 2 -8°C.

- Efter utspadning bér  kalibratorer, kontroller  och det
provspadningsmedelomedelbart efter anvandning frysas ner och forvaras
vid en temperatur pd —20°C. Stabilt under 3 manader. Endast en
nedfrysnings- och upptiningscykel &r tilldten. Slang bort Kalibratorer,
kontroller och det provspadningsmedel efter den andra anvandningen.

- Nyblandad tvéttlosning bor anvéndas under samma dag.

- Efter den forsta anvandningen &r tracern stabil dnda tills utgangsdatum, om
den forvaras i den ursprungliga tillslutna ampullen vid 2-8°C.

- Forandringar i det fysiska utseende av Kitets reagenser kan tyda pa
instabilitet.

IX.  PROVTAGNING OCH PREPARATION AV PROVER

Serumprover rekommenderas for denna analys.

- Anvand inte hemolyserade prover.

- Anvand inte lipemiska prover.

- Om man forvantas ha en koncentration som &verstiger den hdgsta
kalibratorn, bor provet spadas ut med ett provspadningsmedel for att
rymmas inom matomradet.

- Om proverna inte analyseras samma dag som blodprovet tagits, &r det
tillrddligt att proverna nedfryses tills de skall analyseras.

- Prover kan tinas upp endast en gang.

- For att kunna utfora upprepade tester, frys ned proverna i portioner, och
slang varje prov efter forsta upptiningen.

X. PROCEDUR

A. Hanteringsrekommendationer
Anvind inte kitet eller komponenterna efter utgangsdatum. Blanda inte
material fran olika kit. Alla reagenser bor vara vid rumstempererade (18-
25°C) fore anvandningen.
Blanda noggrant alla reagenser och prover genom att forsiktigt skaka eller
snurra dem. Anvand en ren engangspipettspets for att undvika
korskontamination vid tillsattning av varje enskilt reagens och prov.
Hogprecisionspipetter eller automatpipetter 6kar noggrannheten.
Hall inkubationstiderna.
Gor en ny Kalibreringskurva for varje koring, anvand inte data fran
tidigare korningar.
Varje ror kan endast anvéndas en gang.

B. Procedur

1. Satt dubbla etiketter pé de coatade provroren for varje kalibrator, prov och
kontroll. Satt etiketter pa 2 ocoatade provror for att bestamma den totala
mangden.

2. Blanda/mixa kalibratorer, kontroller och prover, och férdela 200 ul av var
och en i respektive provror.

3. Tillsatt 50 pl anti-CT-'#1 (tracer) i alla provror, dven i de ocoatade

provroren for den totala méngden.
4. Skaka provrdrsstallet forsiktigt for hand.
5. Inkubera 18 + 1 timme vid 2-8°C.

6. Sug upp vétskan i de coatade provroren. Forsakra dig om att du har
avlagsnat all vétska, kvarblivna droppar ékar bakgrundsstralning.
7. Skolj provroren tva ganger med 2 ml tvattldsning och sug av. Undvik att

tvattlosningen skummar da du tillsatter den. Sug forst bort lagret av skum
och sedan vétskan vid manuell skéljningsprocedur. For automatiska
skoljningscyklar rekommenderas kontinuerlig utsugning. Precisionen 6kar
om man suger ut provroren en andra gang 2 min efter att man har tomt det
sista provroret.

8. Mét provroren i en gammaréknare under 60 sekunder.

XI. UTRAKNING AV RESULTATEN

1. Rékna ut medeltalet av dubbelproverna.

2. Framstall grafiskt c.p.m. (kordinatan) for varje kalibrator i forhallande till
den motsvarande KT-koncentrationen (abskissan), och dra en
kalibreringskurva genom kalibreringspunkterna. Tag bort de punkter som
ligger klart utanfor.

3. Avlis koncentrationen for varje kontroll och prov genom interpolering pa
kalibreringskurvan.  Automatisk  databehandling  forenklar  dessa
utrdkningar.  Om man anvander automatisk resultatbearbetning,
rekommenderas att man anvénder en logistisk funktionskurvsavpassning
med 4-parametrar.



XIl.  TYPISKA DATA

Foljande data ges endast som illustration, och bor aldrig anvandas istéllet for
kalibreringskurvan i realtid.

UTSPADNINGSTEST

CT-U.S.-IRMA Cpm B/T x 100
(%)
Total mangd 279092 100
Kalibrerare 0 pg/ml 164 0,06
10 pg/ml 881 0,26
31 pg/ml 1951 0,64
49 pg/ml 3054 1,04
157 pg/ml 8628 3,03
686 pg/ml 39787 14,2

XIIl. PRESTATION OCH BEGRANSNINGAR

Detektionsgrans

LoB (Tomsgrans) beraknades genom att mata dmnet flera ganger och
berdknades som medelvérden + 2 standardavvikelse for fordelningen av
testvardena. LoB beraknades vara 1,2 pg / ml.

LoD (Detektionsgrénsen) beréknades som LoB + 1.645 standardavvikelse
for ett prov med I3g koncentration testat i 8 olika korningar. LOD
berdknades vara 2,8 pg / ml.

LoQ (Kvantifieringsgrans) beraknades genom att testa 4 prov med laga
varden 8 ganger. LoQ beraknades vara 7,7 pg / ml.

Specificitet

Nagra av de potentiellt stérande hormonerna har testats i denna analys.
Vid koncentrationer pa upp till 2000 ng/ml uppvisade inget av de féljande
hormonerna signifikant interferens:

- o CGRP

- Lax-kalcitonin

- Humant kalcitonin C-terminal flankerande peptid

- Humant kalcitonin N-terminal flankerande peptid

Precision
INTRAANALYS INTERANALYS
Prov N X +S.D. CcVv Prov N X+SD. cv
(pg/ml) % (pg/ml) %
A 10 76.1+2.1 2.7 A 10 62,3+£2,1 33
B 10 337.4+ 6.5 19 B 10 216,91+ 4,1 19

SD: Standard avvikelse; CV: Variationskoefficient

Noggrannhet
UTBYTESTEST
Tillsatt kalcitonin CT Uppmiitt konc. Atervinning

(pg/ml) (pg/ml) (%)

0 15
20 17,6 80,8
40 33,2 79,3
50 48,6 94,3
100 98,2 96,7
250 249,5 99,2
500 477,2 95,1

0 0,1
20 18,8 93,3
40 34,2 85,1
50 54,9 109,6
100 108,9 108,8
250 304,7 121,8
500 5455 109,1

Utspédning Teoretisk konc. Uppmatt konc. Atervinning

(pg/ml) (pg/ml) (%)
11 3438 3438 -
112 171,9 182,6 106,2
1/4 85,9 87,4 101,7
18 43,0 37,8 87,8
1/16 21,5 19,0 88,6
1/32 10,7 10,0 93,1
1/64 54 58 108,0
mn 4113 4113 -
172 205,6 240,6 117,0
1 102,8 117,6 114,3
18 51,4 54,0 105,0
1/16 257 222 86,4
1/32 12,9 11,9 92,6
1/64 6,4 56 87,0

E. Hookeffekten

Ett serumprov med en toppkoncentration av syntetiskt kalcitonin pa
268000 pg/ml ger en signal som Overstiger den hdgsta
kalibreringskoncentrationen.

Prover Gver 100 pg/ml maste spadas med provspadningsmedel som
medfoljer kitet. Proverna maste spadas sekventiellt 1:10.

Friska forsékspersoner och patienter med medullar skéldkortelcancer eller
annan tumdr har olika immunokemiska former av kalcitonin.

Storleken hos dessa former kan variera fran typ till typ och kan darfor
svara olika i immunanalyser och utspadningstester.

XIV. BEGRANSNINGAR

XV.

XVI.

Prover frén patienter, som har fatt preparat med monoklonala
musantikroppar for diagnos eller behandling, kan innehalla humana
antimusantikroppar (HAMA). Sédana prover kan visa antingen falskt
forhojda eller sankta varden vid test med analyssatser som anvander
monoklonala musantikroppar. Rheumatoida faktorer (RF) har ocksa visat
sig stora denna matning.

Heterofila antikroppar i humant serum kan reagera med
immunglobuliner i reagenset och interferera med immunanalyser
in vitro.

Patienter som rutinmassigt exponeras for djur eller serumprodukter fran
djur kan ha benagenhet fér denna interferens och anomala vérden kan
observeras vid ndrvaro av heterofila antikroppar. Utvérdera noggrant
resultaten fran patienter som missténks ha dessa antikroppar.

Om resultaten inte dverensstdmmer med andra kliniska observationer
krévs ytterligare information fore diagnos.

INTERN KVALITETSKONTROLL

Om resultatet, som erhalls for Kontroll 1 och/eller Kontroll 2, inte faller
inom vardena for det som specificerats pa ampullens etikett, kan resultaten
ej anvandas om inte en tillfredsstéllande forklaring for diskrepansen har
kunnat ges.

Om det &r dnskvart kan varje laboratorium géra sina egna kontrollprover,
som bor hallas frusna i portioner. Frys och tina inte upp mer &n en gang.
Kriterier for godkannande av skillnaderna mellan dubbelvérdena for
proverna bor stddja sig pa god laboratoriepraxis.

REFERENSINTERVALLER

Normala vérden
Dessa véarden &r endast givna som riktlinjer; varje laboratorium bor etablera sitt

eget

eget referenomréde. Referensvdrdena &r uttryckta som 5% till 95%

percentilen.



Medel Réackvidd

Identifikation N (pg/ml) SD (pg/mi) (pg/ml)
Man 138 4,6 2,9 1,0-11,6
Kvinnor 58 35 2.8 12-95
Samtliga 196 4,6 2,8 1,2-10,9

Patienter med medulldr skoldkortelcancer och patienter med andra maligniteter
kan fa ett icke-linjart utspadningstest pa kalcitoninprovet. Detta kan bero pa en
modifierad form av kalcitonin (polymerer och/eller glykosylerade former) som
inte kanns igen helt av vara antikroppar.

XVII. FORSIKTIGHETSATGARDER OCH VARNINGAR

Séakerhet

Bor anvandas endast for in vitro diagnostik.

Detta kit innehaller 21 (halveringstid: 60 dagar), avger rontgen (X: 28 keV) och
gamma (y: 35.5 keV) strélar.

Denna radioaktiva produkt bor anvandas endast av auktoriserade personer; inkop,
lagring, anvéndning och utbyte av radioaktiva produkter &r understallda géllande
lagstiftning i slutanvandarens land. | inget fall far denna produkt ges at manniskor
eller djur.

All radioaktiv hantering bor ske pa ett for andamalet avsett omrade, avskilt fran
allménna platser. En dagbok fér mottagning och lagring av radioaktivt material
maste foras i laboratoriet. Laboratorieutrustning och glasvaror som kan
kontamineras med radioaktiva amnen bor forvaras avskilt for undvikande av
korskontamination av olika radioisotoper.

Allt radioaktivt spill méste omhandertas omedelbart i enlighet med
sékerhetsforeskrifterna for radioaktiva @mnen. Det radioaktiva avfallet bor
behandlas i enlighet med bestdmmelser som utférdats av lokala myndigheter.
Genom att folja de grundregler som géller for stralningssakerhet garanteras ett
tillrackligt skydd.

De humana blodkomponenter som finns i detta kit har testats med i Europa
och/eller av FDA godkénda metoder, och de har konstaterats vara negativa for
HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 och 2. Ingen k&nd metod kan ge en fullstandig
sékerhet mot dverforing av hepatit, AIDS eller andra infektioner genom humant
blodderivat. Dérfor bér hanteringen av reagenser, serum eller plasmaprover ske i
enlighet med lokala sékerhetsforeskrifter.

Alla animaliska produkter och derivat har insamlats fran friska djur.
Komponenter fran nétdjur kommer frén lander dar BSE inte har rapporterats.
Dock bér komponenter som innehaller animaliska substanser behandlas som
potentiellt smittsamma.

Undvik all hudkontakt med reagenserna (innehaller Natriumazid som
konserveringsmedel). Natriumazid kan reagera med bly och koppar i
avloppsrdren och bilda explosiva metallsyror. Vid skoljningsskedet bor avloppet
spolas med stora méngder vatten for att undvika en syradkning.

Du bor inte roka, dricka, ata eller anvanda kosmetika i arbetsutrymmena.
Pipettera inte med munnen. Anvand skyddsklader och engéngshandskar.

Mer information finns i Sakerhetsdatablad (MSDS).
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XIX. PROTOKOLLSAMMANDRAG

TOTALA KALIBRATOR PROV(ER)
MANGDER

ul ul ul
Kalibrator(0-5) - 200 -
Prover - - 200
Tracer 50 50 50
Inkubation 18 + 1 timmar i 2-8°C
Separation - Sug ut
Tvéttlosning - 2ml
Separation - sug ut
Tvéttlosning - 2ml
Separation - sug ut
Métning Mét provrdren i 60 sekunder




C€

Przed zastosowaniem nalezy przeczytac caly protokél.

CT-U.S.-IRMA

PRZEZNACZENIE

Zestaw do iloSciowego pomiaru immunoradiometrycznego ludzkiej kalcytoniny metoda in vitro w surowicy.

INFORMACJE OGOLNE
Nazwa firmowa: DIAsource CT-U.S.-IRMA Kit
Numer katalogowy: KIP0429: 96 oznaczen

Wyprodukowano przez: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgia.

Dzial pomocy technicznej oraz informacje dotyczace zamowien:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

INFORMACJE KLINICZNE

Kalcytonina (CT) jest hormonem peptydowym sktadajacym si¢ z 32 aminokwaséw wydzielanym przez komorki

przykosmkowe C (znajdujace si¢ w gruczole tarczowym) pod kontrolag poziomu wapnia w surowicy. Naglte podanie

tego peptydu dziala jak potencjalny hormon obnizajacy poziom wapnia i fosforanow poprzez zwickszenie

nerkowego klirensu wapnia i redukcje resorbcji kosci. Jednakze, jezeli chodzi o metabolizm kos$ci, doktadne

dziatanie fizjologiczne tej substancji nie zostalo w petni okreslone.

W probkach krwi moga by¢ wykrywane rozne postacie CT. Moga to by¢ monomery CT, utlenione monomery,

dimery, formy o duzej masie czasteczkowej i mozliwe prekursory CT. Stgzenia tych peptydéw zmieniajg si¢

w zalezno$ci od stanu klinicznego, czynnosci nerek i pochodzenia tkankowego CT (produkcja prawidtowa lub

ektopowa).

Rak rdzeniasty tarczycy (MTC) jest guzem ztosliwym, pochodzacym z komoérek C, wydzielajacym kalcytonine

w znacznym nadmiarze. Choroba wystepuje albo sporadycznie (80%) badZz w postaci rodzinnej (20%), ktéra jest

przekazywana w sposob autosomalnie dominujacy lub tez jako sktadowa zespotu MEN (multiple endocrine

neoplasia) Ilb.

Umiarkowany wzrost poziomu kalcytoniny jest rowniez obserwowany w czasie ciazy, niedokrwistosci ztosliwe;j,

niewydolnosci nerek i w okresie noworodkowym. W tym oznaczeniu wykrywana jest przewaznie forma

monomerowa CT.

Pomiar CT przy udziale IRMA jest stosowany w celu:

- rozpoznawania raka rdzeniastego tarczycy (MTC)

- obserwacji guzéw ztosliwych, w celu oceny skutecznosci zabiegu operacyjnego i monitorowania nawrotow.

- rozpoznawania przypadkéw przedklinicznych rodzinnych form MTC (zespot MEN II lub zespo6t Sipple)
poprzez wykorzystywanie testow stymulacji (z wapniem lub pentagastryng).

- badania patofizjologii fosforanéw wapnia i metabolizmu kostnego.



IV.  ZAGADNIENIA DOTYCZACE METODY

Oznaczenie kalcytoniny DIAsource uU.sS. IRMA  jest  testem
immunoradiometrycznym opartym na separacji substancji z optaszczonych
probowek. Wykorzystuje przeciwciala monoklonalne skierowane wobec
swoistym epitopom ludzkiej kalcytoniny. Przechwycone przeciwciato jest
przytaczone do dolnej wewngtrznej powierzchni probowki plastykowe;j.
Kalibratory i probki sa dozowane do probowek i wiaza si¢ z unieruchomionym
przeciwcialem. Przeciwcialo sygnatowe (oznakowane radiologicznie) jest
dodawane natychmiast i po inkubacji, ktéra umozliwia przeprowadzenie reakcji
immunologicznej, nastgpnie probowki sa oprozniane i przeptukiwane w celu
usuni¢cia nadmiaru niezwigzanego przeciwciala. Zwiagzany z probowkami
poziom radioaktywnos$ci jest wprost proporcjonalny do stgzenia antygenu
poczatkowego w materiale kalibracyjnym lub w probce.

V. DOSTARCZONE ODCZYNNIKI

Odczynniki Tlosé Kolor Rekonstytucja

Probéwki optaszczone
przeciwcialami anty-CT 2x48 niebieski Gotowe do zastosowania.
(przeciwciata
monanklonalne

Przeciwciala monoklonalne 1 fiolka czerwony | Gotowe do zastosowania.

anty-CT-'?51 w buforze TRIS 55ml
z albuming z surowicy 720 kBg
bydlgcej, azydkiem (<0.1%) i
obojetnym czerwonym
barwnikiem

Kalibratory 0-5 w surowicy 6 fiolek
pochodzenia ludzkiego wolnej liofil.
od kalcytoniny z
gentamycyng (dokladne
wartoS$ci na etykietach
fiolek)

z0Mty Doda¢ 1 ml wody
destylowanej

DIL SPE

] Doda¢ wody destylowanej
rozcienczalnik probki z 1 fiolka . (objetosé po{‘lana Za :
gentamycyng i tymolem liofil. biaty etykiecie)

Rozcienczy¢ 70x woda
destylowang (wykorzystac

‘ WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 1 fiolka
mieszadto magnetyczne).

10 ml brazowy

Roztwor ptuczacy (TRIS-
HCI)

| CONTROL | N |

Dodaé¢ 1 ml wody
destylowanej

Kontrole 1 i 2 w osocza | 2 fiolki srebrny
pochodzenia ludzkiego z |  liofil.
gentamycyng

(dokladne  wartosci na
etykietach fiolek)

Uwaga: 1 pg przygotowanego (naszego) materiatu referencyjnego jest
réwnowazne do 0,19 uIU 2nd IS 89/620.

V1. MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

Ponizsze materiaty s3 wymagane, ale nie sa dostarczone w zestawie:

1. Woda destylowana

2. Pipety do dostarczania objetosci: 50 pl, 200 pl i 1 ml. (zaleca si¢
stosowanie ~ wilasciwych pipet z jednorazowymi koncowkami
plastykowymi)

Mieszadto wirowe

Mieszadto magnetyczne

Strzykawka automatyczna o objetosci 5 ml (rodzaj Cornwall) do ptukania
Uktad do aspiracji (opcjonalnie)

Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma odpowiedni do
pomiaru I (minimalny uzysk 70%).

Nookw

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

A. Kalibratory: Rekonstytuowaé kalibratory przy pomocy 1 ml wody
destylowanej.

B. Kontrole: Kontrole nalezy rekonstytuowa¢ przy pomocy 1 ml wody
destylowanej.

C. Rozcienczalnik proébki: Rozcienczalnik probki rekonstytuowaé przy
pomocy wody destylowane;j. (objetos¢ podana na etykiecie).

D. Roboczy roztwor pluczacy: Wiasciwa objgto$é roboczego roztworu

pluczacego nalezy przygotowa¢ dodajac 69 objetosci wody destylowanej
do 1 objetosci roztworu pluczacego (70x). Do homogenizacji nalezy
wykorzysta¢ mieszadlo magnetyczne. Niewykorzystany roboczy roztwor
pluczacy nalezy wyla¢ pod koniec dnia.

VII. PRZECHOWYWANIE I DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

- Przed otwarciem lub rekonstytucja wszystkie skladniki zestawu
zachowuja trwato$¢ do daty waznos$ci przedstawionej na etykiecie, jezeli
sa przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C.

- Po rekonstytucji kalibratory, kontrole i rozcienczalnik probki powinny by¢
zamrozone natychmiast po wykorzystaniu i moga by¢ przechowywane w
temperaturze —20°C przez 3 miesiagce. Dozwolone jest wylacznie
wykonanie jednego cyklu zamrazania i rozmrazania. Po powtornym
wykorzystaniu kalibratory, kontrole i rozcienczalnik probki nalezy
odrzuci¢.

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

- Po jego pierwszym zastosowaniu, znacznik izotopowy zachowuje
trwato§¢ do podanej daty waznosci, jezeli jest przechowywany
w oryginalnej, dobrze zamknigtej fiolce w temperaturze od 2 do 8°C.

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

VIIl. POBIERANIE I PRZYGOTOWANIE MATERIALU DO BADANIA

Do oznaczenia zaleca si¢ stosowanie probek surowicy.

- Nie nalezy wykorzystywac probek zhemolizowanych.

- Nie uzywac probek lipemicznych.

- Jezeli oczekuje sig, ze stezenie jest wyzsze od najwyzszego kalibratora,
probka powinna by¢ rozcieficzona przy pomocy rozcienczalnik probki,
aby wynik mogt znalez¢ si¢ w zakresie pomiarowym.

- Jezeli probki nie s 0znaczane tego samego dnia po pobraniu krwi, zaleca
si¢ ich zamrozenie do czasu oznaczenia.

- Probki mozna rozmrozi¢ tylko raz.

- W razie koniecznosci powtdémych oznaczen nalezy zamrozi¢ je
w niewielkich objetosciach i odrzuca¢ kazdg probke po rozmrozeniu.

IX. PROCEDURA

A Uwagi dotyczace obstugi
Nie wolno wykorzystywa¢ skladnikéw zestawu po uptynigciu daty
wazno$ci. Nie wolno miesza¢ materialow pochodzacych z réznych serii
zestawdw. Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki powinny
osiagnac¢ temperatur¢ pokojowa.
Wszystkie odczynniki i probki nalezy dokfadnie wymiesza¢ przez
delikatne potrzasanie lub obracanie. Aby uniknaé zanieczyszczenia
krzyzowego do dodawania poszczegdlnych odczynnikow i probek nalezy
wykorzystywac czyste, jednorazowe koncowki pipet.
Pipety wysokiej precyzji lub pipety automatyczne poprawiaja precyzje
wykonania oznaczenia. Przestrzega¢ czasow inkubacji.
Przygotowa¢ krzywa kalibracyjng dla kazdego cyklu pomiarowego, nie
wolno wykorzystywa¢ danych z poprzednich oznaczen.
Kazda rura moze by¢ uzyta tylko raz.

B. Procedura

Dla kazdego kalibratora, probki i kontroli nalezy oznaczy¢ optaszczone

probéwki w badaniach podwojnych. W celu okreslenia catkowitych

zliczen nalezy oznaczy¢ 2 standardowe probowki.

2. Homogenizowac¢ kalibratory, kontrole i dozowa¢ 200 pl kazdej substancji
do odpowiednich probowek.

3. Doda¢ 50 ul anty-CT-'?1 (znacznik izotopowy) do wszystkich probowek
w tym do nieoptaszczonych probowek do catkowitego zliczania.

=

4. Delikatnie, r¢cznie potrzasna¢ statywem z probowkami.
5. Inkubowac¢ przez 18 + 1 godzin w temperaturze 2-8°C.
6. Odstawi¢ probowki do catkowitego zliczania i aspirowaé zawarto$¢

probowek optaszczonych. Upewnic sie¢, ze cata ptynna zawarto$¢ zostala
oprdzniona, krople, ktore pozostanag zwigksza c.p.m. otoczenia.

7. Dwukrotnie przeptuka¢ proboéwki przy pomocy 2 ml roztworu ptuczacego
i zaaspirowa¢ go. W trakcie dodawania roztworu pluczacego nalezy
unika¢ wytwarzania piany. W procedurze plukania rgcznego w pierwszej
kolejnosci nalezy aspirowa¢ warstwe piany a nastgpnie plyn.
W przypadku automatycznych cykli plukania zaleca si¢ stosowanie
aspiracji ciagtej. Precyzj¢ mozna poprawi¢ przez aspiracj¢ probowek
drugi raz po dwoch minutach po opréznieniu ostatniej probowki.

8. Zlicza¢ probowki w liczniku gamma przez 60 sekund.



X. OBLICZANIE WYNIKOW

[

Obliczy¢ $rednig oznaczen podwojnych.

D. Dokladnos¢
BADANIE ODZYSKU

2. Wykresli¢  cp.m. (rzgdna) dla kazdego kalibratora  wobec . .

.ol Lo . e A : - Kalcytonina dodana CT Stez. zmierzone Odzysk
odpowiadajacego stezenia CT (odcigta) oraz wykresli¢ krzywa kalibracji (pg/ml) (pg/ml) (%)
przez punkty kalibratora, odrzucajac oczywiste wartosci odbiegajace od
linii $Srodkowe;j. 0 15

3. Odczyta¢ stezenie dla kazdej kontroli i probki przez naniesienie na krzywa 20 17,6 80,8
kalibracyjna. Redukcja danych przy pomocy komputera pozwoli uprosci¢ 40 33,2 79,3
te obliczenia. Jezeli ma by¢ zastosowane automatyczne przetwarzanie 50 48,6 94,3
wynikow, zaleca sie dopasowanie krzywej logistycznej 4 parametrowe;. 100 98,2 96,7
Y e dop ywey ogisty 14p ) 250 249,5 99,2
Xl.  PRZYKEAD DANYCH TYPOWYCH 500 4717,2 95,1
Ponizsze dane sg przedstawione wylgcznie w celach przyktadowych i nie 0 0.1
owinny by¢ nigdy stosowane zamiast rzeczywistych krzywych kalibracyjnych. ‘218 éig ggi
CT-US-IRMA cpm BIT x 100 15000 f&’gg iggg
o ) )
%) 250 304,7 1218
Zliczanie catkowite 279092 100 500 2453 109.1
Kalibrator 0 pg/ml 164 0,06
10 pg/ml 881 0,26 BADANIE ROZCIENCZENIA
31 pg/ml 1951 0,64
49 pg/ml 3054 1,04 Rozcienczenie Stez. teoretyczne Stez. zmierzone Odzysk
157 pg/ml 8628 3,03 (pg/ml) (pg/ml)
686 pg/ml 39787 14,2 (%)
XIl.  DZIAEANIE I OGRANICZENIA 1 3438 343,8 -
12 171,9 182,6 106,2
A. Granica wykrywania iﬁg ig*g g;g 18071é7
LoB (Limit $lepej proby) obliczono przez kilkakrotny pomiar $lepej proby i 116 215 190 886
obliczono jako $rednig + 2 odchylenie standardowe rozktadu wartosci testowych. 132 107 100 931
obliczono LoB na 1,2 pg / ml. 1/64 5,4 5,8 108,0
LoD (Granica wykrywalno$ci) obliczono jako odchylenie standardowe LoB +
1,645 probki o niskim stezeniu badanej w 8 roznych seriach. LoD obliczono na
2,8pg/ml. mn 411,3 411,3 -
‘ . . ‘ . - 172 205,6 240,6 117,0
LoQ (Granica oznaczalnosci) zostata obliczona przez badanie 4 probek o niskich 14
" . 102,8 117,6 114,3
warto$ciach, 8 razy. Obliczono LoQ na 7,7 pg / ml. 1/8 514 540 1050
L 1716 25,7 22,2 86,4
B.  Swoistos¢ . 1/32 12.9 11.9 92,6
W tym oznaczeniu badano niektére hormony potencjalnie interferujace. Zaden 1/64 6”4 5"6 87:0
z nastepujacych hormondéw nie przejawial znaczacej interferencji do wartosci
stezen ponizej 1000 ng/ml.

- CGRP

- Kalcytonina tososiowa

- Ludzki C-konicowy peptyd kalcytoniny

- Ludzki N-koncowy peptyd flankujacy kalcytoning

C. Precyzja
W SERII POMIEDZY SERIAMI
Préba N X+SD. Ccv Préba N X+SD. CcVv
(pg/ml) % (pg/ml) %
A 10 21+1,6 7,6 A 18 20,3+2,2 10,8
B 10 786+24 3,0 B 18 80,1+5,1 6,3

SD Odchylenie standardowe; CV: Wspotczynnik zmiennosci

E. Efekt hook'a
Prébka surowicy doprawiona syntetyczng kalcytoning w stezeniu 268000
pg/ml daje sygnat przekraczajacy najwyzsze st¢zenie kalibratora.
Probki o zawartosci przekraczajacej 100 pg/mL nalezy rozcienczy¢
w wolnej od rozcienczalnik  probki, ktoéra jest dostepna
w zestawie.
Zalecane jest rozcieficzanie probek o stezeniu wyzszym niz 100 pg/ml
wolng od rozcienczalnik probki. Probki nalezy rozcieficza¢ kolejno 1:10.
Zdrowi pacjenci oraz pacjenci z rakiem rdzeniastym tarczycy lub innymi
nowotworami prezentuja rézne immunochemiczne postacie kalcytoniny.
Rozmiary tych postaci moga si¢ rézni¢ zaleznie od rodzaju i moga z tego
powodu dawaé rézne wyniki w oznaczeniach immunologicznych
i badaniach rozcienczen.

XIV. OGRANICZENIA

- Prébki od pacjentéw, ktérzy w celach diagnostycznych lub
terapeutycznych otrzymywali preparaty z mysich przeciwciat
monoklonalnych, moga zawiera¢ ludzkie przeciwciata anty-mysie
(HAMA). Probki takie, oznaczane z uzyciem zestawdw testowych
wyKkorzystujacych mysie przeciwciata monoklonalne, moga wykazywaé
wartosci falszywie zawyzone lub zanizone. Czynniki reumatoidalne
(RF) rowniez zakldcaja pomiar.

- Przeciwciata heterofilne w ludzkiej surowicy moga reagowaé
z immunoglobulinami  odczynnika, interferujac z oznaczeniami
immunologicznymi przeprowadzanymi in vitro.

Pacjenci rutynowo eksponowani na zwierzgta lub produkty z surowic
zwierzecych moga wykazywaé sktonno$¢ do takich interferencji
i w razie obecnosci przeciwcial heterofilnych wystepowa¢ moga u nich
nieprawidtowe wyniki testow. Wyniki oznaczen probek od pacjentow
z takimi przeciwciatami nalezy interpretowac z ostroznoscia.

Jezeli wyniki nie sa zgodne z obserwacjami klinicznymi, przed
postawieniem rozpoznania powinny by¢ uzyskane dodatkowe
informacje.




XV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

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

- Jezeli to konieczne, kazde laboratorium moze wykona¢ wilasne probki
zbiorcze w celach kontrolnych, ktére powinny by¢ zamrozone w matych
objetosciach. Nie wolno zamraza¢ i rozmraza¢ wigcej niz jeden raz.

- Dopuszczalne kryteria dotyczace roéznicy pomigdzy wynikami oznaczen
podwdjnych prébek powinny by¢ zgodne z zasadami prawidtowej pracy
w laboratorium.

XVI. ZAKRESY REFERENCYJNE

Wartosci prawidtowe

Wartosci sa przedstawione wylacznie w celach orientacyjnych, kazde
laboratorium powinno opracowac¢ wiasne wartosci referencyjne.

Zakres jest oparty na percentylach od 5% do 95%.

N SD Mediana Zakres

Identyfikacja (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Mezczyzni 138 4,6 2,9 1,0-11,6
Kobiety 58 35 2,8 12-95
Wszyscy 196 4,6 2,8 1,2-10,9

Probki kalcytoniny pochodzace od pacjentow z rakiem rdzeniastym tarczycy
i pacjentow z innymi rodzajami zlosliwych nowotworéow moga wykazywacé
nieliniowy test rozcienczen; przyczyna tego moze by¢ zmodyfikowana forma
kalcytoniny (polimery i/lub glikozylowane postacie), ktora nie jest w petni
rozpoznawana przez nasze przeciwciata.

XVII. SRODKI OSTROZNOSCI I OSTRZEZENIA

Bezpieczeristwo

Tylko do diagnostyki in vitro. Zestaw zawiera I (Okres potowicznego rozpadu:
60 dni), emitujacy promieniowanie jonizujace X (28 keV) i y (35.5 keV). Ten
produkt radioaktywny moze by¢ transportowany i wykorzystany wylaczne przez
osoby autoryzowane; zakup, przechowywanie, stosowanie i wymiana produktow
radioaktywnych podlega regulacjom prawnym kraju uzytkownika koncowego.
W Zadnym wypadku produkt nie moze by¢ podawany ludziom lub zwierzgtom.
Obstuga materialow radioaktywnych powinno by¢ przeprowadzana w miejscach
do tego przeznaczonych, z dala od miejsc ogolnej uzytecznosci. W laboratorium
musi by¢ przechowywany rejestr przyje¢ i przechowywania materialow
radioaktywnych. Wyposazenie laboratorium oraz szklo, ktére moze by¢ skazone
substancjami radioaktywnymi powinno by¢ oddzielone w celu uniknigcia
krzyzowego zanieczyszczenia réznych radioizotopow.

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

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

Produkty pochodzenia zwierzgcego byly pobierane od zdrowych zwierzat.
Sktadniki bydlece pochodza z krajéw, w ktorych nie odnotowano wystepowania
BSE. Pomimo to, sktadniki zawierajace substancje pochodzenia zwierzgcego
powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.

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

Nie wolno pali¢, spozywa¢ napojoéw ani pokarméw, badz uzywaé kosmetykow
w miejscu pracy. Nie pipetowa¢ ustami. Zaktada¢ ubranie ochronne i rekawiczki
jednorazowe.

Aby uzyskaé wigcej informacji, zobacz kartg charakterystyki materiatu (MSDS).
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XIX. PODSUMOWANIE PROTOKOLU

CALKOWI KALIBRATORY PROBKA(I)
TA
LICZBA ul ul
ZLICZEN
ul
Kalibratory (0-5) - 200 -
Probki - - 200
Znacznik izotopowy 50 50 50
Inkubacja 18 + 1 godzin w temperaturze od 2 do 8°C
Rozdzielenie - aspiracja
Roztwor ptuczacy - 2ml
Rozdzielenie - aspiracja
Roztwor pluczacy - 2ml
Rozdzielenie - aspiracja
Zliczanie Zliczanie probéwek przez 60 sekund




HpoqueTe HeJusi MpoOTOKOJI Npeaun yHOTpeﬁa

CT-U.S.-IRMA

l. YIIOTPEBA

NmyHOpaanoMeTpruyeH Habop ¢ 1elT KOMHYECTBEHO n3MepBaHe iN Vitro Ha ChabpKAHUETO HA YOBCIIKH
KanuutoHuH B cepyMm.

1. OBI[A HHO®OPMAIIHA
A. IlaTeHTOBaHO UMe: DIAsource CT-U.S.-IRMA Kit
B. KarayioxeHn Homep: KIP0429: 96 Tecrta
C. IpousBeneHo OT: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

3a TexHH4YecKa IIOMOIII UJIN nopb'uca:
Teu.: +32 (0)10 84.99.11 daxke: +32 (0)10 84.99.91

1. K/THWHUYEH IIPETJIE]]

Kamuronuust (CT) npeacrasisaBa 32 aMUHO-TIENTHIEH XOPMOH, CEKpETUpaH OT napadosukynapaure C-

KIIETKM Ha MIUTOBUAHATA XKJI€3a NPHU KOHTPOJ HAa CCPYMHUA KaﬂHHﬁ. CHCI[ CIHOKpAaTEH IIPUEM TO3U

MENTH]] JACUCTBA KATO CHJIHO AKTHBCH XHIOKAJIIEMUYEeH U xHrmodochareH XOPMOH, KOWTO yBelHWYaBa

OBOPEYHOTO M3YMCTBAHE HA KAJIIIMs U HaMalsiBa pe3opOrusara B kocture. HeroBara TouHa gu3nonorunyna

pOJIs B KOCTHHS METab0IIM3bM, 00aue, BCE OlIE HE € U3y4eHa B IOCTAThYHA CTEIIEH.

B kpbBHHTE TpoGH Morar jga OBIAT OTKPUTH pPasIMYHK (OPMH HAa KAaIIMTOHWH, BKJIIOYHTEIHO

KaIUTOHHHEH MOHOMED, OKCHIMPAH MOHOMED, THUMeEpP, (HOPMH C IO-TOSIMO MOJIEKYITHO TETJIO M M0 BCAKA

BEPOATHOCT U MPEKYPCOP Ha KaIIUTOHWHA. KOHIEHTpalMuTe HA TE3H MENTHAN BapUpaT ¢ U3MEHEHHETO

Ha KIMHUYHOTO ChCTOSHHE, ObhOpeyHara (QYHKIMS W XHUCTOJOTHUYHMS Tpousxox Ha CT (HopMaaHO Win

€KTOITMYHO MPOU3BOJICTBO).

MenynapHusT KapuuHoM Ha iuuroBuinara xie3a (MTC) e 3nokauectBeH Tymop, passuBaH or C-

KIIETKUTC, KOUTO CEKPETHUPAT KAJIIMWUTOHWH B HAAHOPMCHU KOJIHNYCCTBA. Tosa 3a6OHﬂBaHe BBb3HUKBA HIIU

kato cropaandna (80%) wnu kato Hacieactsena (20%) hopma, npegaBaHa KaTo aBTO30MEH JOMUHAHTEH

T'€H WIIH KaTO KOMIIOHEHT OT MHOeCTBeHa eHmokpunHa ueorutazus (11b).

VMepeHa XWIEPKAILUTOHMHEMHS Ce HAbJI0JaBa U M0 BPEME Ha OPEMEHHOCT, 3JI0KAYECTBEHA AHEMHUS,

ObOpevHa HEJOCTATHYHOCT, KAKTO M IIpe3 HeoHaraaHus nepuon. C TOBa H3CIENBAHE CE€ OTKPUBA

NpeIMMHO MOHOMEpHATa (popMa Ha KalI[MTOHHMHA.

KosmuecTBEHOTO M3MEpBaHe Ha KAIMTOHKUH ocpeactsoM to3u kuT IRMA ce msmosssa 3a:

- JluardocTvka Ha MeyJapeH KapIMHOM Ha IuToBuaHara xJe3a (MTC)

- TlpociensBaHe pasBUTHETO Ha 3J0KAYECTBEHM TYMODH, TPOBEPKAa Ha YCIENIHOCTTA Ha JajieHa
orepanys ¥ HaOJI0ICHHUE 3a PEIUINBH

- JlvardocTuka Ha TPEAKIMHAYHK CIydad Ha HAcJeACTBEHUTE (POPMHU Ha MeXyJIapHHsA KapLUHOM Ha
muroBuaHara xiaesa (MEN Il wim cunapom Ha Sipple) upes u3mon3BaHETO HA CHUMYJIALMOHHH
uscnenBanus (Kaauil Wik IIEHTaracTpHH)

- H3yuaBaHe Ha MaTO(PU3NOIIOTHATA HA KAIIHEBO-(HOCHATHHS B KOCTHHUS METa0O0IN3HM.



\V. ITPHHIIUIIH HA METO/]A

DIAsource Calcitonin-U.S. IRMA mnpexacraBmsiBa HMMyHOPaJIHOMETPUYHO
u3cie/BaHe, 0a3MpaHO Ha cemapalsi Ha MHOKPUTH enpyBeTku. To u3moissa
MOHOKJIOHAJIHA aHTHTEJA, NMPHULEICHH KbM OTICITHHUTE CNUTOIN Ha YOBELIKHS
KaJIIUTOHMH. [IPUXBAIIAIIOTO AHTUTSIIO CE NMPUKPENBA KbM JOJIHATA BHTPEIIHA
MOBBPXHOCT Ha IUIACTMAacoBaTa CIpPyBeTKAa. B enpyBeTkuTe ce pasnpeneisrt
KaJIOpaToOpy U MpOOH, KOMTO Ce CBBP3BAT C NPHUXBAIIAIIOTO aHTHTsIO0. Beanara
ce 106aBs ¥ CUTHAITHO aHTHTSIO (HATOBAPEHO C PaJOAKTHBHO BEIIECTBO) M CIIS]
NepUOJ Ha MHKYOaIus, JaBall X0 Ha UMYHOJOTMYHATA PEaKLHs, ENpyBETKUTE
ce M3Mpa3BaT U U3MHUBAT, 3a /@ CE OTCTPAHH OCTAaTHYHOTO HECBBP3aHO aHTUTSUIO.
Ocrarp4yHaTa paJUOaKTHBHOCT, CBBpP3aHa C  CIPYBETKHTE, € IIPaBO
MPONOPLMOHAIIHA Ha Ha4aJlHATa KOHLCHTpPALKsA HAa aHTHI'€Ha B KIIMOpaTopuTe U
npobute.

V. HU3MO0/I3BAHU PEATEHTH

PearenTn Koanuectso LBeren Ipuroresine
96 TecTa KO/
EnpyBeTKH, HOKPHUTH C
2x48 HH T'oToB 3a yII a
U an-CT c 0TOB 3a ynotped:
(MOHOKJIOHAJIHU
AHTHTENA)
1 ¢uaxkon
Anti-CT-% (MonowioHaHH 55ml 4epBeH T'oToB 3a ynorpeba
aHTHTENa) B TpHC Oydep ¢ 720 kBq
BOJICKH CepyMeH aj0yMuH,
asux (<0.1%) u unepTHA
yepBeHa 60s
Kanu6paropu 0-5 B woBemku
cepyM Ge3 ChIbpKaHHe HA 6 prakona HKBIT JoGasere 1 ml
KaJIIUTOHUH C TeHTAaMULIMH Jlnodpunusupa JACCTHIIMpaHa BOJIa
(BMK TOUHHMTE CTOIHOCTH HHI
BBPXY €THKETHTE HA
¢1akonure)
DIL SPE
npoba pazpeaunteln ¢ 1 dnaxon HAobasere
TEHTAMULIMH W THMOJT nnodunusnpa Bsin AecTHiMpata Bosa
" (Brx 0Gema BBPXY
eTHKeTa)
‘ WASH | SOLN l CONC ‘ Paspenere 70x ¢
1 dnaxon kadsn JIECTHIIMPaHa BOJia
W3muBain pasreop (TRIS- 10ml (znonssatire
MarHuTeH Cenaparop)
HCI)
| CONTROL | N |
Kontporn 1 2 B wosemika 2 ¢akona cpebbper | Jlobasere 1 ml
Tiiasma ¢ nHopuIH3Npa JIECTHIINPaHa BOJia
(BM:K  TOYHHTE CTOWHOCTH HH
BbPXY eTHKeTHTe Ha
(paaxonure)
3abenexka:

1 pg ot Hamms pedepeHTeH npenapar e ekBuBanenTeH Ha 0,19 ulU 2™ 1S 89/620.
VI. CPEJICTBA, KOUTO HE CE OCHT'YPABAT

CrnenHuTe MaTepHaiy ca HeOOXOAUMHM, HO HE Ce OCHTYpsBaT B Habopa:

1.  Jecrunupana Boaa

2. Twunern or: 50 pl, 200 pl u 1 ml (mpenopruBa ce W3MON3BAaHETO Ha
TIPE3HHU MUIETH C HaKPaiHUIIM 3a eTHOKpaTHa yrnoTpeoa ).

3aBUXpsIII CMECUTEN

MarnureH cenaparop

5 ml aBromariuna cipunioka (tun Cornwall) 3a u3amuBane
AcnuparmonHa cuctema (1o u300p).

BesikakbB rama Opostd, KOHTO MOXe J1a M3MEpH yIOTPEOEHOTO KOJIMIECTBO
15| (Munumanen kananutet ot 70%)

Nook,w

VIl. IIPUTIOTBAHE HA PEAI'EHTA

A. Kaanbparopu: Pekoncrutymnpaiite kaimbparopure ¢ 1 ml pecrunmpana
BOJA.

B. Kourpoun: Pexoncruryupaiire konrponure ¢ 1 ml necrunupana Boza.

C. npoba paspeauren: PexoHcTutyupaiite npoba paspeauTen ¢ JIeCTUIMpaHa
BoJa (BIK 0O6eMa BBPXY CTHKETA)

D. Padoren m3muBam pa3teop: Ilogrorsere ajgekBateH obeM OT pabOTHUs
M3MHUBAII Pa3TBOP Upe3 Jo0aBsHEeTo Ha 69 oOeMa HecTUIHpaHa BoAa KbM 1
o0eM oT m3muBamust pa3tBop (70X). M3nom3BaiiTe MarHUTEeH cemapaTop, 3a
Ja  XxoMmoreHmsupare. M3xBbprnete HEyNOTpeOCHOTO KOJIMYECTBO OT
pabOTHHS H3MHUBAIL PA3TBOP B Kpast Ha JICH.

V1. CbXPAHEHHE H CPOK HA I'OJHOCT HA PEATEHTUHTE

- Bcuuky KOMIOHEHTH Ha KUTa ca CTa0MIIHM JI0 JIaTaTa Ha CPOKA Ha FOJHOCT,
IIOCOYCH Ha OIIAaKOBKaTa, IPH TeMIlepaTypa Ha cbxpaHenue ot 2 °C go 8°C
Ipey OTBapsIHE WM PeKOHCTUTYHPAHE.

- Crnei peKOHCTUTYHpaHe KaJInOpaTopuTe, KOHTPOJINTE U 1poda paspeauren
TpsiOBa 1a ce 3aMpa3sBaT BeHara ciie]] ynoTpeda u a ce ChXpaHsIBaT IpH —
20°C B mpopwmipkeHue Ha 3 Mecena. [l03BOJIEH € CaMO €IMH IHKBI
3aMpassBaHe M pa3MpassiBaHe; CleJl BTOpaTa yHNoTpeda H3XBbpIETE
KanuOpaTopuTe, KOHTPOIUTE U MPoda pazpeauTe.

- Ilpsicho mnpuroTBeHus PaGoTeH wn3MuBam pa3TBOp TpsOBa 1a Obae
U3I0JI3BaH CHIIUS JICH.

- Crnen mppBaTa ymoTpeba, Tpeiicepa ¢ CTaOMIEH [0 HM3THYaHE CpPOKa Ha
TOIHOCT, aKO CE ChXpaHsiBa B OPUTHHAIHUS JOOpe 3aTBOPEH (IIAKOH IIpH
temnepatypu 2-8°C.

- Ilpomenn BBB (U3MYECKHS BHJ Ha peareHTUTEe Ha KHTAa HHIHIUPAT
HECTaOWIIHOCT WM HETOHOCT.

IX. CBBHPAHE HA ITPOBUTE H OBPABOTKA

3a ToBa M3ciIe/IBaHE Ce MPENopbYBa U3IIOI3BAHETO HA CEPYMHH IIPOOH.

- He n3non3Baiite XeMOJIM3UpaHH IPOOH.

- He n3nonsBaiite muneMu4Hu Npoou.

- Axo pnaneHa mpoba ce OYakBa Ja MMa WIM € HM3BECTHO, 4e HMa
KOHIIGHTpalus, HaJBHINABAIlla KOHLEHTpAlMATa Ha HAH-BUCOKHS
Kajubpartop, To T TpsiOBa 1a Oble paszpeneHa cbe npoba paspeauren, 3a
J1a TIoTIa/THe B paMKHUTE Ha MHTEpBajia Ha H3MEpBaHe.

- Axo mpobuTe He ce M3cienBaT B JeHs Ha B3UMAaHETO Ha KPHBTA, TO T
TpsA0Ba 1a ce 3aMpassT 0 U3CIIeJBAHETO.

- IIpoGure Morar j1a ce pa3MpassiBaT camo JiBa IIbTH.

- 3a HOBTOPHO TeCTBaHE I'M 3aMpa3eTe B AINKBOTH U HM3XBBpIeETe BCsKa
mpoba crell IbPBOTO pa3zMpassBaHe.

X. IIPOLE/YPA

A. OO0mu Geste:kKH

He n3non3Baiite kUTa WM KOMIIOHEHTHTE My CJIeI AaTaTa Ha H3THYaHE CPOKA Ha
ronHocT. He cmecBaiite MaTepuanu OT pasnuyHu naptuau kutose. Ilpenu
ynoTpeba ocTaBeTe BCHUKK peareHTH Ha ctaiiHa Temreparypa (18-25°C).
BruMartenHo cMecBaliTe BCHUKH PEareHTH ¢ NMPOOWTE 4pe3 HEXHO pakialiaHe
WIH BBPTENHBO pa3MecBaHe. 3a jJa u30erHeTe KpbCTOCaHA KOHTaMHHAIMSA,
U3I0/3BaliTe YUCT MUMETeH HAaKpalHUK 3a €JHOKpaTHA ymoTpeba 3a Jo0aBsHETO
Ha BCEKH PeareHT KbM ChOTBETHATA Ipo0a.

Bucoxo npenusupanuTe NUIETH WIM aBTOMATUYHHTE MHMIETH OMXa MOIOOPUIH
ToyHocTTa. ChOOpa3sBaiiTe ce C BPEMETO 3a MHKYOaIHs.

IToxrorBere KanmOpalmMOHHAa KpHBa 3a BCSKO HM3MEpBaHEe M HE M3ION3BaiiTe
JAHHU OT NIPeAULIHE U3MEPBaHHUS.

Besika enpyBeTka MoXke Ja ce U3II0I3BA CAMO BEIHBXK.

IIpoueaypa

OsHayere [Be IO [BE IIOKPUTHTE CNPYBETKM 3a BCEKH Kaaubparop,

KOHTpOJIa ¥ TIpo6a. 3a onpezielssHe Ha o0IHs Opoit nMITyJicH, o6o3HaueTe 2

HOPMaJIHH EIPYBETKH.

2. Paskmatere 3a KpaTKO BpeMe KalHOpaTOPUTE, KOHTPOJIHUTE M MPOOUTE U
pasnpezenere o 200 Pl 0T BCSIKO B ChOTBETHHUTE EMPYBETKH.

3. Pasmpemenere 50 pl or amtu-CT-'%| Tpeiicep BBB BcsKa empyBeTKa,
BKJIIOUMTENIHO U B €PYBETKTUTE O€3 MOKPUTHE 3a 001K Opol UMITYJICH.

4.  PasrepceTe HEXHO C pbKa CTOMKaTa C eNMpyBETKUTE, 3a Jia 0CBOOOIHTE

HSIKOE OCTaThYHO BB3/IYILIHO MEXypUe.

Wnky6upaiite 3a 18 + 1 gaca npu 2-8°C.

6. Ortmenere empyBeTKHTE 3a ONpENEsiHE Ha OO Opoll HMIYICH W
acIMpHpanTe ChbPIKAHNETO HA TIOKPUTHTE CIIPYBETKH. YBEpETe ce, ye CcTe
OTCTPAaHWIM  IJIaTa  TEYHOCT, OCTAHAIMTE  KAlKW  yBEJMYaBaT
npeOposiBaHUsTA B MUHYTa Ha (OHA.

7. Wswmmiite enpyBerkute A8a 1bTH ¢ 2 Ml V3MuBal pa3tBop U acrupupaiiTe.
N36srBaiiTe pasneHBaHe Npu J00ABSHETO HA U3MUBAI pa3TBop. [Ipu ppuHa
mpoueaypa MO H3MHBAHETO IIbPBO AaCIMHUpPHUpaiiTe IMsHaTa W CIEA TOBa
TeyHocTTa. IIpy aBTOMAaTHM3MpaH LHMKBI Ha M3MHBAHE CE IIPENOPHYBA
HenpeKbcHaTa acnupanys. [IpenusHocTTa ce mogobpsiBa upes acnupupaHe
Ha CNpYBETKATE 3a BTOPM IBT ABC MHHYTH Cl€[] H3Ipa3BaHETO Ha
HoC/Ie/JHATA CIPYBETKA.

8.  Oruerere enpyBeTKHTE B rama Opostd 3a 60 cexyHau.
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Xl. H3YUCIABAHE HA PE3YJITATHTE

1.  V3umciere cpeaHOTO apUTMETUYHO Ha PE3yJITaTHTE, HOJIyYEHH OT JBE IO
JIBE CIIPYBETKHTE.

2. HaHeceTe (Ha opAMHATaTa) OpPOST Ha MHHYTa 3a BCEKH KaiauOpartop (oOmg
Opoii wummyiacu B MuHyTa) crnpsamo (Ha aOcuucaTa) CbhOTBETHATa
xonneHtpanusts Ha CT u HauepTaiiTe KanmOpanMOHHA KpHBa IIpe3
KannOpalMOHHHUTE TOUKH KaTO He BKIIIOYBATE TOUKHUTE, KOUTO OYEBHIHO HE
MPUHALIEKAT KbM Ta3H KPUBA.

3. Ilpouerere KOHIEHTpanUMHTE 3a BCSKAa KOHTpola M Ipoba upe3
HHTEPIIOINpPaHe BbPXY KaluOpalliOHHATa KPHBA.

4.  Te3u M34MCICHHUS MOTAT Jia CE YJECHAT 4pe3 aCUCTHPAHO pPeaylupaHe Ha
JaHHATE IIOCPEACTBOM KOMIIOTHP. AKO ce H3I0I3Ba aBTOMAaTHUYHA
o0paboTka Ha pe3ylTaTHTe, Ce MpenopbuBa MpHIaraHeTo Ha 4-
rapaMeTpoBa JIOTMCTHYHA (DYHKIMOHAIIHA KPHBA.

XIl. XAPAKTEPHH TAHHH

JlaHHHTE, M3JI0XKEHH M0-10JTy Ca CaMo 3a MIIFOCTPALMS ¥ HUKOra He OuBa J1a ce
M3M0JI3BAT BMECTO HCTHHCKATA KATHOPAI[MOHHA KPHBA.

D. TouHocT

CT-U.S-IRMA cpm BIT (%)

061 6poit 279092 100
KanuGparop 0 pg/ml 164 0,06
10 pg/ml 881 0,26
31 pg/ml 1951 0,64
49 pg/ml 3054 1,04
157 pg/ml 8628 3,03

686 pg/ml 39787 14,2

XU U3ITB/THEHHE H O PAHUYEHHUA

A. OnpeaeJieH JUMHT

LoB (IIpa3ua rpannia) ce M34MCiIsABA Ype3 U3MEpBaHe Ha 3arOTOBKATA HIKOJKO
OBTH W Ce WU3YHCIIBA Karo CpPegHO + 2 CTaHZapTHO OTKIOHEHHWE OT
pasmpeieleHHeTo Ha CToHOCTHTe Ha Tecta. LoB ce m3umcisiBa Ha 1,2 pg / ml.
LoD (muMuThT Ha OTKpHBaHe) ce m3umcisiBa karo LoB + 1.645 cranmaptHO
OTKJIOHEHHE Ha Ipoda ¢ HHUCKa KOHIICHTpAIWs, TECTBAaHA B 8 Pa3IMYHU CEPHH.
LOD ce uzuncisisa Ha 2.8 pg / ml.

LoQ (IMMHUTBT Ha KOJIMYECTBEHO OMpPEJIEIIsTHE) Ce U3UUCIIsIBA Ype3 TECTBAHE Ha 4
po0u ¢ HUCKH cToiHOCTH, 8 ThTH. LoQ ce n3uncissa Ha 7,7 pg / ml.

B. Cneunduynoct

Upe3 ToBa M3CIIe[BaHE CE TECTBAT U HAKOM XOPMOHH C ITOTEHIMATHA KPBCTOCAHA
peaktuBHOCT. [Ipn konnenrtparmu mo 1000 ng/ml Huto exmH OT ciexHHTE
XOPMOHH HE JIEMOHCTPUPA 3HAUYUTEIHA KPCTOCAHA PEAKTUBHOCT:

- o CGRP

- KanuuToHuH OT choMra

- ®drnakupany NenTH ¢ YOBEIIKU KalUTOHUH C-Kpait

- Yogewky KaauUToOHUH N-KpaeH (uiaHKUpaIl HenTug

C. Ipeuusnoct

BB3CTAHOBUTEJIEH TECT
Jobasen CT H3mepeHa KOHUEHTpanust Bb3cranossiBaHe
(pg/ml) CT (%)
(pg/ml)
0 15
20 17,6 80,8
40 33,2 79,3
50 48,6 94,3
100 98,2 96,7
250 249,5 99,2
500 477,2 95,1
0 0,1
20 18,8 93,3
40 34,2 85,1
50 54,9 109,6
100 108,9 108,8
250 304,7 121,8
500 545,5 109,1
TECT C PA3ZPEXJIAHE
Teoperuyna H3mepena
Bb3cranoBsiBane
Pa3pe:xnaune KOHUEHTPaLus KOHUEHTPauust (%)
(pg/ml) (pg/ml)
11 343,8 343,8 -
1/2 171,9 182,6 106,2
1/4 85,9 87,4 101,7
1/8 43,0 37,8 87,8
1/16 215 19,0 88,6
1/32 10,7 10,0 93,1
1/64 54 58 108,0
n 411,3 411,3 -
172 205,6 240,6 117,0
ua 102,8 117,6 1143
1/8 51,4 54,0 105,0
1/16 25,7 22,2 86,4
132 12,9 11,9 92,6
/64 6.4 5,6 87,0

110 BPEME HA U3TIMTBAHETO MEXY UBIIMTBAHETO
npoda N <X>%S.D. Ccv npoda N <X>%S.D. cv
pg/ml (%) pg/ml (%)
A 10 21+1,6 7,6 A 18 20,3+2,2 10,8
B 10 78,624 3,0 B 18 80,1+5,1 6,3

SD : Crannaprro otkionenue; CV: Koeduunent Ha Bapuanus

E. Edekr Ha KyKn4KkaTa

CurHaapT Ha CepyMHa mpoba CbC 3a0CTpeHa KOHLEHTpauHs Ha
cunTetndeH KanuurtonnH 268000 pg/ml HajBumaBa curHana Ha Hail-
BHCOKATa KOHIICHTPALHS Ha KatubpaTopa.

Paspexnanero Ha mnpobure Hax 100 pg/mL TpsiOBa ma ce W3BBpIIBA C
HEChABpIKAIIMS Poda pazpeauTen, BKIroYeH B kura. [Ipobure TpsioBa 1a
ce paspesxaar B cepun 1:10.

Ipwu 31paBuTe NHIA, MAMEHTUATE C MEYJIAPEH THPOU/ICH KaplMHOM HIIH
JPYTH TYMOPH C€ HaOII0/1aBaT Pa3InyHi UMYHOXUMUYHH (POPMH Ha
KaJILIUTOHHHA.

Pa3mepbT Ha Te3u (GopMH MOXe J@ Bapupa IpU PasiIWYHUTES THIIOBE W
[opajii TOBa T€ Ja C€ OTHACAT Pa3JIMYHO IPU HMYHOTECTOBE M TECTOBE C
paspex/ane.

XIV. OrPAHHYEHHA

- IIpobu oOT manMeHTH, KOUTO ca MPHeNH MpemapaTd OT MHIIU
MOHOKJIOHAIHA aHTUTENa 3a JMATHOCTUKA WM JIGYeHHe, MOoraT Ja
CBIBPXKAT YOBENIKH aHTH-MHUIM anTutena (HAMA). Te3u npobu morar na
MOKaXKaT WU (haJIIMBO MOBHINCHH, WIH HAMAJIeHH CTOHHOCTHU, KOraTo ce
TECTBAT C KUTOBE, KOHTO M3MOJI3BAT MHIIM MOHOKIOHAIHM AaHTHUTENA.
VcranoseHo e, ye pesmaroupuute dakropu (RF) cbuio Be3mpensitcrar
U3MEpPBAHETO.

- XerepounHuTe aHTHTENA B YOBEIIKHS CepyM MOraT Ja pearupar ¢
peareHTHUTE UMYHOTJIOOYIIMHH, CMYIIIaBaliKi HH BUTPO HMYHOTECTOBETE.
[ManuenTty, pPYTHHHO U3JIOXKEHH HA JKHBOTHH MM HA TIPOXYKTH OT
JKHBOTHHCKH CepyM, MoraT Ja ObJaT HpelpasHolIOKeHd KBbM Te3H
CMYILCHHS ¥ MOTaT Jia ce HaOJI0JjaBaT aHOMAJIHM CTOMHOCTH B Clly4ail Ha
HaIM4he Ha XeTepoQUIHM AaHTHTENA. BHHMaTenHo mpeneHsBaiiTe
pesynTaTHTE Ha MAIMCHTH, 33 KOMTO MMa IMOJIO03PEHHMS, 9 MMAT OT Te3H
aHTHTENIA.

Axo pe3ynTaTure He ca CbBMECTUMH C APYTH KIMHHYHE HAaOMIOACHUS, e
ce U3HUCKBA JOITBIIHUTENHA HH(YOpMAIWS Ipel HOCTaBsIHE Ha AUArHO3A.




XV. OrPAHUYEHHA

- Ilpobu oT mnamueHTH, KOWTO ca MPHEIM MpeHapatd OT MHILIH
MOHOK/IOHAJIHM aHTHTENa 3a JMarHOCTHKA WM JICYEHHe, MoraT Ja
CBABPIKAT YOBEIIKH aHTH-MuIM anTutena (HAMA). Te3u npobu morar na
MOKaXkaT MM (asIlMBO IOBHIICHH, WM HAMAJICHH CTOMHOCTH, KOrarto ce
TECTBAT C KUTOBE, KOMTO M3IOJI3BAT MHUIIY MOHOKJIOHAIIHU aHTHUTENIA.

- XerepouIHHTEe aHTHTENA B YOBEIIKHS CepyM MOrar Ja pearupar ¢
peareHTHUTE UMYHOTTIOOYJIMHH, CMYII[AaBaiK1 HH BUTPO UMYHOTECTOBETE.
TlanweHTy, pyTHHHO H3JI0XKEHM HA JKHBOTHH HIM Ha HPOAYKTH OT
JKMBOTHHCKH CEepyM, MoraT Ja OBJaT HpelpasHolIoKeHH KbM Te3d
CMYILICHHSI 1 MOTaT Jia ce HaOJI0JaBaT aHOMAJIHU CTOMHOCTH B Cly4ail Ha
HauM4yue Ha XeTepoGWIHM aHTHTEeNa. DBHUMaTenHO TpeleHsBaiiTe
pe3yiTaTHTe Ha NMANUEHTH, 332 KOUTO MMa IOJO3DPCHUS, Y€ UMaT OT Te3d
aHTHUTENA.

AKoO pe3ynTaTHTe He ca CbBMECTHUMH C APYTH KIMHUYHE HAaONMIOASHUS, IIIe
ce M3HCKBa JOIIbIHUTENHA HH(YOPMAIHS IPeIH IOCTaBsIHE Ha JUArHO3a.

XVL.

BBTPELIIEH KAYECTBEH KOHTPOI

- Axo pesynrarure, norydeHu 3a Konrtpoma 1 w/mmm Kontpona 2 He ca B
paMKHTe Ha HHUBOTO, YKAa3aHO Ha €THKeTa Ha (UIaKOHA, TO Pe3ylTaTHTe He
MoraT Jia ObJaT U3M0I3BaHH, OCBEH aKo He ce NPEeJ0CTaBH 3a10BOIUTEIHO
00sICHEHHE Ha TOBA HECHOTBETCTBHE.

- TTo >xenanue, Bcska 1a00paToOpHsl MOXKeE Jla CH HAaIPaBH COOCTBEH KOMIUIEKT
OT KOHTPOJIHU NIPOOH, KOUTO TPsIOBa a ce ChbXpaHABAT 3aMpa3eHU B KPaTHH
CHOTHOIICHUSL.

- Kpurepunure 3a npuemaHe Ha pasiukara OT JABOWHHMTE pe3ynTaTd Ha
npodute TpsOBa na ce onupar Ha JJoOpara JlabopaTopHa I[pakTuka.

XVIL. PE®EPEHTHH HHTEPBAJIU

Hopmannu cmoiinocmu

CroifHOoCTHTE, IOKa3aHH I0-JI0JTy, Ca NPEJOCTaBeHH CaMo 3a HAITBTCTBHE; BCSKa
naboparopusi TpsiOBa J1a YCTaHOBH CBOM COOCTBEH HOpPMasieH OOXBaT Ha
CTOMHOCTH.

Te3n cTofHOCTH NMaT caMo yKa3aTeJeH XapakTep, BCsIKa JabopaTopys TpaOBa 1a
OIIpeJIeNN CBOM COOCTBEH HOpMaJIeH 00XBaT Ha CTOMHOCTHUTE.

Jlnana3oHuTe ce U3passBar B IponeHTH: oT 5% 1o 95%.

CpeaHo CTranagapTHo
. Jlnana3zon
Hnentuduxanusa | Bpoii | apuTrMerndyHo OTKJIOHEHHe (pg/ml)
(pg/mi) (pg/mi) S
Mnbike 138 46 2,9 1,0-11,6
Kenn 58 3,5 2,8 12-95
Benuku 196 4,6 2,8 1,2-109

Ilpy maumeHTH C MeyJdapeH THPOWJICH KapUMHOM U JPYyrM MaJMTHEHU
3a00MBaHUs TECTHT C pa3pexkIaHe Ha MPOOH C KAIMUTOHMH MOXE J]a TOKa3Ba
HEJMHEEH XOJ, TOBa MOXKE Ja C€ Ib/DKM Ha MoaubuuupaHa ¢dopma Ha
KaJIMTOHWHA (TIOJIMMEpPH W/WIM TJIMKO3WIMpaHu (OpMH), KOATO HE ce
pa3Io3HaBa HAITBJIHO OT HANIUTE AHTHUTENA.

XVI.  HOPEJQIIA3HU MEPKH U ITIPE/]YIIPEK/IEHHA

Besonacnoct

Camo 3a in Vitro guarsHocTuka.

To3u Habop chabpxka 2| (momyxusoT: 60 aHM), emuTHpan] Honusupamu X (28
keV) u y (35.5 keV) mpuenus.

To31 paJHOaKTHBEH MPOIYKT MOXE Jia Ce TMpeHacs W Jia Ce M3IO0J3Ba CaMo OT
OTOPH3UPAHM JIMIA; TOKYIKAaTa, ChXPAHEHHWETO, YNOTpebara M pasMsiHATA HA
PaIMOAKTUBHY MPOAYKTH Ca TPEAMET Ha 3aKOHOIATENCTBOTO Ha IbPiKABaTa, HA
Kpaiiuus norpeburen. To3u NpOAYKT He OMBA B HUKAKBB CIlydail [a ce Tpuiara
Ha XOpa MM KUBOTHU.

BOpaBeHETO ¢ paJMaKTHBHUS MPOAYKT TPsAOBA 1a Ce M3BHPIIBA B ONPE/IENIEHA 3a
LeNTa TEPUTOPHS, Iajied OT PEryJIspHU 30HH Ha IpeMUHaBaHe. B naGoparopusra
TpsbBa 1a Ce MOMNBPKA JHEBHHK 32 TMONYYaBAHETO U CHXPAHEHHETO HA
panMoaKkTMBHE Marepuanu. JlaGopaTopHata €KHIMPOBKA W CTHKIAPHs, KOHTO
MoraT ia ObJIaT KOHTAMUHHUPAHH C PAJHOAKTUBHU CyOCTaHIMK, TpsiOBa 1a Gbaar
OTHENEHM ¢ men Ja ce u30erHe KPhCTOCAHAa KOHTAMHHAIMSA C Da3ndHA
PaIMOU30TOIH.

BeskakBd pajMOaKTHBHM TNPBCKA TPsAOBa Ja Ce [OYMCTBAT HE3abaBHO B
CHOTBETCTBHE C MPOINEAYPUTE 3a PAIMAIMOHHA OE30MACHOCT. PajmoaKTHBHUTE
oTmambuu TpsAOBa @ CE€ W3XBBPIAT, CIEABAWKA MECTHHTE HAPEIOM |
PBKOBOJICTBA Ha BIIACTHTE, YIPAKHABIIIM IOPUCIUKLIKATA, HAL JIaGOpATOPHUHUTE.

[IpunbpkaHeTo KbM OCHOBHMTE IIpaBHIa 3a paJMIMOHHA Oe30MacHOCT
OCHTYpsIBaT aJCKBAaTHA 3alUTA.

YoBeIKuTe KPHbBHU KOMIIOHEHTH, BKJIIOUYCHH B KHTa, Ca OMJIN TECTyBaHH 4pe3
onobpenn ot EBpomneiicku w/mmn FDA (AmepukaHCcka areHUus [0 XpaHUTE U
JIeKapcTBaTa) METOM M Ca Jaiu oTpuuarencH pesyirar 3a HbsAg, antu-HCV,
antu-HIV-1 u 2. Hsma u3BecTeH MeTo/1, KOMTO J1a JaBa ITbJIHA rapaHIys 3a TOBa,
4ye YOBEUIKMTe KPbBHU JepuBatd He npeHacst xenarur, CIIMH wnmu npyru
napexnun. ETo 3amo, 60opaBeHeTo che peareHTUTe, CEpyMHHTE W IIA3MEHUTE
po6u TpsOBa 1a Ob/e B CHOTBETCBUE C MECTHUTE MPOLETYPH 110 OE30IaCcHOCT.
Beuuky KMBOTMHCKM TNIPORYKTH M JIepUBaTH ca OWIM CbOMpAaHM OT 37paBU
JKHBOTHH. BolCKHTe KOMIIOHEHTH ca ¢ IpOW3XOJ OT cTpaHH, Kbjaero BSE
(Boscka cepymHa eHuedanonaTus) He ¢ Owia ycTaHoBsiBaHa. HeszaBucumo ot
TOBa, KOMIIOHEHTHTE, ChIbPIKAIIM >KMBOTUHCKM CyOCTaHIMM TpsOBa 1a ce
TpeTUpaT KaTo HOTEHI[HAIHO HH(PEKIHO3HH.

W30srBaiiTe KakbBTO M Ja OWIO KOXKEH KOHTAaKT C pEeareHTHTe (ChbAbpKaT
HATPUEB a3H]] KATO KOHCEPBAHT). A3HIBT B TO3M KUT MOXE J1a pearupa ¢ 0J0BOTO
U MeATa BbB BOJONPOBOAHHTE MHCTAJAIMK KaTO MO TO3M HAUMH CE IIOIydaBaT
CHJIHO €KCIUIO3UBHHU METaJHU a3uau. Ilo BpeMe Ha M3MUBHUS €Tall, IPOMHHTE
ChC CHJIHA M OOWJIHA CTPYs BOJA KaHAIM3alLUATa, 3a Ja usberHere GpopMupaHeTo
Ha a3uju.

He mymere, He mmiiTe, He sHKTe M He CH cCllaraiiTe KO3MeTHKa B paboTHaTa
teputopus. He mnunerupaiite ¢ ycra. V3nossaiite 3amutHO OOJIEKIO W
PBKaBHIIM 3a eHOKpaTHA ynorpeba.

3a moBeue wmH(popManus BmwkTe MH]popmanmoHeH IHCT 3a 0e30macHOCT Ha
marepuanure (MSDS).
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XIX. OBOFBIIEHHE HA IIPOTOKOJIA

OBIIA MPOBA (M)
AKTHBHOCT KATMBPATOPH KOHTPOJIN
pl
pl ul
Kamubparopu (0-5) - 200 -
TIpo6u, KoHTpOIH - 200
Tpeiicbp 50 50 50
Wuky6arms 18 * 1 vaca npu 2-8°C
Cenapauus - acrpupaiTe
i3muBari pa3rBop - 2ml
Cenapauus - acrpupainTe
i3muBaii pa3rop - 2ml
Cenapauus - acrpupainTe
Bpoene Ortuerete enpyBeTkuTe 3a 60 cekyHaAn
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Hasznalat el6tt olvassa el a teljes hasznalati utasitast.

CT-U.S.-IRMA

.  VIZSGALAT CELJA

Immunradiometrias eljards emberi vérsavd vagy kalcitonin-tartalmanak (CT) in vitro mennyiségi
meghatérozésara.

Il.  ALTALANOS INFORMACIOK

A. Bejegyzett név : DIlAsource CT-U.S.-IRMA Reagenskészlet
B. Kataldgusszam : KIP0429: 96 vizsgalat
C. Gyartd: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Gyakorlati jellegii vagy rendeléssel kapcsolatos kérdésekkel hivja a kovetkez6 szamot :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

1. KLINIKAI HATTER

A kalcitonin (CT) egy 32 aminosavbol allo peptid hormon, amit a vér kalciumszintjétdl fliggd

mennyiségben a pajzsmirigy parafollikularis C-sejtjei termelnek. A kalcitonin bejuttatisa a szervezetbe

fokozza a vese kalcium-{ritését, és csokkenti a csontok reszorpcidjat, ezaltal csokkenti vér kalcium-, és

A vérbol a kalcitonin tobb kiilonbdz6 formédja is kimutathatd, tobbek kozott monomer CT, oxidalt

monomer, dimer, nagyobb molekulatomegii formak, és esetlegesen a CT eléanyaga is. A felsorolt peptidek

koncentracioi fiiggnek az egészségi allapottdl, a vesemiikodéstdl, és attél, hogy a CT melyik szdvetbol

szarmazik (normal agy ectopias termelddés).

Medullaris pajzsmirigy carcindbma (MTC) egy a C-sejtekbdl kialakuld rosszindulati daganat, ami a

kalcitonint nagy feleslegben termeli. A betegség lehet sporadikus (80%) vagy 6roklétt (20%). Az utdbbi

lehet autoszomalis dominans 6roklédésii, vagy multiplex endokrin neoplazia (MEN) része (IIb tipus).

Terhesség, vészes vérszegénység, veseelégtelenség, esetén, valamint 0jsziilott korban is el6fordulhat kissé

emelkedett kalcitonin-szint. Ez a vizsgélat a CT monomer formajat mutatja ki.

A kalcitonin-koncentracid itt leirt IRMA eljarassal végzett mérése alkalmas:

- Medulléris pajzsmirigy carcindma (MTC) diagnosztizalasara

- Rosszindulati daganatos megbetegedésben szenvedd betegek megfigyelésére, a miitét
sikerességének ellendrzésére, a tumor kiujulasanak kimutatasara

- az MTC oroklott formajanak preklinikai felismerésére (MEN I, mas néven Sipple-szindréma)
stimulacios vizsgalatok segitségével (kalcium, vagy pentagastrin)

- akalcium-foszfat-, és a csontanyagcsere kdrélettananak vizsgalatara.



IV. A MODSZER ELVE

A DIAsource Calcitonin-U.S. IRMA egy reagenssel bevont csdvekben végzett
immunradiometrias vizsgalat. A milanyag csovek also részének belsé feliiletére
az emberi Kkalcitonin jellegzetes epitopjaira specifikus monoklonalis
ellenanyagokat kotottek. A csovekbe bemért kalibratorok és mintak CT-tartalma
ezekhez az ellenanyagokhoz kotédik. A radioaktivan jelolt ellenanyagot (tracer)
rogton ezutdn kell bemérni a csovekbe, majd inkubéci6é kovetkezik, ami alatt
lezajlik az immunreakcié. A csovek tartalmat ezutan el kell tavolitani, majd at
kell mosni &ket, hogy a felesleges, meg nem kotott ellenanyag eltdvozzon. A
csovekben mért radioaktivitds egyenesen ardnyos a kalibratorok és a mintak

V. A REAGENSKESZLET TARTALMA

Reagens Mennyiség Szin Higitas
U Monoklonalis anti-CT
ellenanyaggal boritott 3 3 )
csivek 2x48 kék Hasznélatra kész.
1 ampulla
125]_dal jeldlt monoklonalis anti- 725"?:3' piros Hasznalatra kész.
CT- ellenanyag (tracer) TRIS q
pufferben szarvasmarha szérum
albumin-nal, azid (<0.1%) és
piros festékkel
Kalibrator 0-5, kalcitonin- 6 ampulla sérga Adjon hozza 1 ml
mentes emberl Vvérsavoban liofilizalt desztillalt vizet
gentamycinnel (a pontos
értékeket lasd az ampullak
cimkéin)
DIL SPE
1 ampulla Adjon hozza desztillalt
mintahigité minték higitasahoz liofilizalt fehér vizet (a,meqnylseget
: . lasd a cimkén)
gentamycinnel és thymollal
Higitsa 70x desztillalt
‘ WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 1 ampulla barna vizzel (hasznaljon
10 ml magneses keverot)
Moséoldat (TRIS-HCI)
| CONTROL | N |
Kontroll 1 és 2, emberi plazma | 2ampulla ezist | Adjon hozza 1 ml
gentamycinnel liofilizalt desztillalt vizet
(a pontos értékeket lasd az
ampullak cimkéin)

Note :
1 pg referenciakészitmény megfelel 0,19 plU 2nd IS 89/620 nemzetkdzi
standardnak.

VI. AFELHASZNALO ALTAL BIZTOSITOTT ESZKOZOK

A kovetkezd eszkozoket a készlet nem tartalmazza, de sziikségesek a vizsgalat
elvégzésehez:

1. Desztillalt viz

50 ul, 200 ul és 1 ml bemérésére alkalmas pipettak. (ajanlott pontos

pipettak és eldobhaté miianyag pipettahegyek hasznalata)

Vortex

Magneses keverd

5 ml automata fecskend6 (Cornwall) a mosashoz

Vizlégszivattyl (valaszthato).

Barmely, %I mérésére képes gamma-sugarzasméré (minimalis hozam

70%).

I
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VII. REAGENSEK ELOKESZITESE

Kalibratorok : Oldja fel a kalibratorokat 1 ml desztillalt vizben.
Kontrollok : Oldja fel a kontrollokat 1 ml desztillalt vizbenl.

» >

VIII.

IX.

Mintahigit6: Oldja fel a mintahigitd desztillalt vizben. (a mennyiséget
lasd a cimkeén)

Higitott mosdoldat: Készitsen megfeleld mennyiségii higitott
mosdoldatot tgy, hogy 69 rész desztillalt vizhez 1 rész mosdoldatot kever
(70x). Homogenizéalja méagneses kever6 segitségével. A napi vizsgalatok
végeztével ontse ki a megmaradt higitott moséoldatot.

A REAGENSEK TAROLASA ES ELTARTHATOSAGA

Felnyitds és feloldas nélkil a reagensek 2-8°C-on tarolva a cimkén
feltlintetett id6pontig eltarthatok.

A kalibratorokat, kontrollokat, és a mintahigité a feloldas és az elsé
hasznalat utan azonnal fagyassza le, ezutdn -20°C-on 3 hdénapig
felhasznalhatok. Csak egyszer szabad lefagyasztani és felolvasztani
Oket, ezért a masodik hasznalat utin dobja ki a maradékokat.

A frissen késziilt higitott mos6oldatot még aznap fel kell hasznalni.
Amennyiben a tracert az eredeti, jol lezart ampulladban 2-8°C-on tarolja,
akkor a cimkén feltlintetett id6pontig eltarthato.

A reagensek fizikai tulajdonsagainak megvaltozésa valészintileg azt jelzi,
hogy megromlottak.

MINTAVETEL ES ELOKESZITES

A vizsgalathoz savomintak hasznalhato.

=

XI.

Ne hasznéljon haemolizalt mintakat.

Ne hasznaljon lipaemias mintakat.

Ha ismert vagy varhat6, hogy egy minta CT-szintje magasabb a
legnagyobb kalibratoréndl, higitsa a mintahigité ugy, hogy CT-
koncentracidja a mérési tartomanyba essen.

Ha a mintédkat nem tudja a vérvétel napjan megvizsgalni, ajanlott oket a
vizsgalatig lefagyasztani.

A mintakat csak egyszer olvassza fel.

Hogy a vizsgalat ismételhetd legyen, ossza el a mintat tobbfelé. A
felolvasztés és a vizsgalat utan a maradékot dobja ki.

ELJARAS

Tudnivalok

Ne hasznalja a reagenseket a lejarati idejiikon til. Ne keverjen dssze eltérd
gyartasi szamu reagenskészletekbl szarmazé anyagokat. Hasznalat el6tt
varja meg, amig a reagensek szobahémérsékletre (18-25°C) melegednek.
Ovatos mozgatassal vagy keveréssel alaposan homogenizalja a
reagenseket. Minden reagens és minta beméréséhez hasznéljon tiszta
eldobhat6 pipettahegyet, hogy elkeriilje az anyagok beszennyez&dését.
Nagypontossagu pipettdk, vagy automata pipettdz6 készilék hasznélata
javitja a vizsgalat pontossagat. Tartsa be a megadott inkubacios idéket.
Minden vizsgalathoz készitsen Uj kalibracids gorbét, ne hasznélja korabbi
mérések adatait.

Minden cs6 csak egyszer hasznalhato fel.

A vizsgalat menete

Feliratozzon 2-2 csovet a kalibratorok, a mintak és a kontrollok szamara.
A teljes radioaktivitas méréséhez hasznaljon 2 reagens nélkiili csovet
Homogenizéalja a kalibratorokat, a kontrollokat, és a mintakat, majd
mérjen be belSlikk 200 pl-t a megfeleld csovekbe.

Mérjen 50 pl anti-CT-° ellenanyagot (tracer) minden cs6be (a reagens
nélkiliekbe is).

Kézzel 6vatosan razza meg a kémeséallvanyt.

Inkubélja a csoveket 18 + 1 6ran 4t 2-8°C-on.

Tegye félre a teljes radioaktivitds mérésére szolgalo csoveket, a tobbi csé
tartalmat pedig szivja le. Mindenképpen tavolitsa el az dsszes folyadékot a
csovekbdl, mert a benniik marado cseppek novelik a hatteret a méréskor.
Mossa a csoveket kétszer 2 ml mosooldattal, majd szivja le a folyadékot.
Vigyéazzon, hogy a moséoldat beméréskor ne habosodjon. Kézi moséskor
elészor szivja le habréteget, majd utana a folyadékot. Automataval végzett
mosas esetén folyamatos folyadékeltavolitas javasolt. A pontossag azzal
javithatd, ha a folyadékot masodszor is leszivja 2 perccel az utolso cs6
tartalmanak eltavolitasa utan.

Mérje a radioaktivitdst gamma-sugarzasmérével 60 masodpercig.

EREDMENYEK KISZAMITASA

Szémolja ki a parhuzamos mérések atlagat.

Mindegyik kalibrator abrazolasa : Az x tengelyen a kalcitonin (CT)
koncertrécio, az y tengelyen a cpm szerepel. Rajzolja meg a kalibracios
gorbét, kihagyva azokat a pontokat, amelyek nagyon eltérnek a gérbe
vonalatol.

Interpoléciéval olvassa le a kalibracios gorbérél a kontrollok és a mintak
kalcitonin-koncentracié értékeit. Az adatok szamitdgépes értékelése



XII.

egyszeriibb. Ha automatikus az adatfeldolgozast valasztja, a 4-paraméteres
logisztikus gorbeillesztési eljaras javasolt.

JELLEMZO MERESI EREDMENYEK

A kovetkezd adatok csak példaként szolgalnak, soha ne hasznalja Sket a valos
idejii kalibracio helyett.

HIGITASI VIZSGALAT

CT-U.S.-IRMA cpm B/T x 100
(%)
Teljes radioaktivitas 279092 100
Kalibréator 0 pg/ml 164 0,06
10 pg/ml 881 0,26
31 pg/ml 1951 0,64
49 pg/ml 3054 1,04
157 pg/ml 8628 3,03
686 pg/ml 39787 14,2

XIN. A VIZSGALAT JELLEMZOI ES KORLATAI

Higitas Elméleti Mért Visszanyerés
koncentrécio koncentracié

(pg/ml) (pg/ml) (%)
1n 3438 3438 -
172 171,9 182,6 106,2
1/4 85,9 87,4 101,7
1/8 43,0 37,8 87,8
1/16 21,5 19,0 88,6
1/32 10,7 10,0 93,1
1/64 54 58 108,0
mn 4113 4113 -
12 205,6 2406 117,0
1/4 102,8 117,6 114,3
1/8 51,4 54,0 105,0
116 257 22,2 86,4
1/32 12,9 11,9 92,6
1/64 64 56 87,0

A. A kimutathatésag alsé hatara
A LoB-t (a vakproba hatarértékét) a vakpréba tobbszori mérésével
szamoltuk, és a tesztértékek eloszlasanak atlagos + 2 szdrasaként
szamitottuk. a LoB értéke 1,2 pg / ml.
A LoD-t (detektalasi hatar) az alacsony koncentréaci6ji minta LoB + 1,645
szdrasaként szamitottuk 8 kiilonféle kisérletben. Az LOD 2,8 pg / ml volt.
A LoQ-t (a mennyiségi meghatarozés hatarat) 4 alacsony érték(i mintanak
8-szoros tesztelésével szamoltuk. A LoQ 7,7 pg / ml volt.
B. Specificitas
Néhany, a reakciét potencialisan zavaré hormon hatésat vizsgaltdk meg.
1000 ng/ml koncentracidig a kovetkez6 hormonok egyike sem mutatott
jelentds mértékili zavard hatast:
- aCGRP
- Lazac-kalcitonin
- Human kalcitonin C-terminélis hatarol6 peptid
- Human Kalcitonin N-termindlis hatéarol6 peptid
C. Reprodukéalhatésag
VIZSGALATON BELULI VIZSGALATOK KOZOTTI
Minta N X +S.D. cv Minta N X*S.D. Ccv
(pg/ml) % (pg/ml) %
10 21+1,6 76 A 18 20,3+22 | 10,8
10 78,6 £2,4 3,0 B 18 80,1 +5,1 6,3

SD : Standard deviaci6; CV: variacios koefficiens

D. Pontossag
VISSZANYERESI VIZSGALAT
Hozzaadott kalcitonin CT Meért koncentréaci6 Visszanyerés

(pg/ml) (pg/ml) (%)

0 15
20 17,6 80,8
40 33,2 79,3
50 48,6 94,3
100 98,2 96,7
250 2495 99,2
500 4772 95,1

0 0,1
20 18,8 93,3
40 34,2 85,1
50 54,9 109,6
100 108,9 108,8
250 304,7 1218
500 545,5 109,1

soran a legnagyobb kalibratornal nagyobb értéket ad.

A 100 pg/ml-nél nagyobb koncentréacidju mintakat a készlethez mellékelt
mintahigitd kell felhigitani. A mintdkat fokozatosan kell higitani 1:10
higitési aranyig.

Az egészséges alanyokban és a medullaris pajzsmirigy carcinémaval
(MTC) vagy egyéb tumorral €16 betegekben a kalcitonin eltérd
immunokémiai formaban van jelen.

Ezeknek a formaknak a mérete tipusonként valtozé lehet, ezért azok
kiilonbozOképpen reagalhatnak az immunvizsgalatokra és higitasi
tesztekre.

XIV. KORLATOZASOK

- Az olyan betegekt6l szarmaz6é mintak, akik — a diagnozis vagy a terapia
miatt — egér monoklonalis antitestekbdl késziilt készitményeket kaptak,
humén antiegér antitesteket (HAMA) tartalmazhatnak. Az ilyen minték
— ha azokat egér monoklonalis antitesteket alkalmazd vizsgalati kitekkel
tesztelik — vagy hamisan magas, vagy hamisan alacsony értékeket
mutathatnak. Ugy talaltak, hogy a reumafaktorok (RF) is megzavarjak a
mérést.

- A human szérumban jelen 1év6 heterophil antitestek reakcioba léphetnek
a reagens immunglobulinjeivel, vagyis megzavarhatjdk az in vitro
immunvizsgalatokat.

A rutinszerien az allatok, illetve allati szérumbol késziilt termékek
hatasanak kitett betegek hajlamosak lehetnek az ilyen jellegii
interferenciara, egyszersmind akar anomalias értékek is megfigyelheték
heterophil antitestek jelenlétében. Koriiltekintéen kell kiértékelni
azoknak a betegeknek az eredményét, akiknél gyanithat6, hogy ilyen
antitestiik van.

Ha az eredmények nem Osszeegyeztethetok a tobbi klinikai
megfigyeléssel, a diagnézis felallitisa el6tt tovabbi adatokra van
szilkség.

XV. BELSO MINOSEGELLENORZES

- Ha a kontroll 1-re és 2-re kapott eredmények Kkivil esnek az ampullak
cimkéin feltiintetett tartomanyon, a vizsgalat eredményei nem
felhasznalhatok, kivéve, ha ismert az eltérés pontos oka.

- lgény esetén barmely laboratorium készithet egy sajat, kontrollként
szolgélé savopoolt, amit azutdn szétosztva, lefagyasztva kell tarolni.
Keriilje a mintak egynél tobbszori lefagyasztasat és felolvasztasat.

- A péarhuzamos vizsgalatok eredményei kozotti eltérés elfogadhatd
mértékét a GLP (Good Laboratory Practises) alapjan kell meghatérozni.

XVI. REFERENCIA-TARTOMANY

Normal értékek

Az aldbbi értékek csak iranyado jellegiieck, minden laboratoriumnak meg kell
hataroznia sajat referenciatartomanyat.

Az referenciatartomany a 5%-0s és a 95%-os percentilis értékek kozé esik.



Azonositas N Atlag sD Tartomany
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Férfiak 138 4,6 2,9 1,0-11,6
Nok 58 35 2,8 12-95
Osszesen 196 4.6 2.8 1,2-10,9

A medullaris pajzsmirigy carcinomaval él6 betegek, valamint az egyéb
malignitassal ¢él6 betegek nem linearis higitasi tesztet produkalhatnak a
kalcitoninmintara — ez a kalcitonin modositott formajanak (polimerek és/vagy
glikozilalt formak) tudhaté be, melyet nem teljesen ismernek fel az antitestek.

XVIl. MUNKAVEDELEM

Biztonsagi eléirasok

Csak in vitro diagnosztikai felhasznalasra.

A kit rontgen (28 keV) és gamma (35.5 keV) sugarzo *#I izotopot (felezési idé:
60 nap) tartalmaz.

A reagenskészletben talalhat6 radioaktiv anyagot csak arra jogosult személyek
vehetik &t és hasznalhatjak fel. Radioaktiv termékek beszerzésére, tarolasara,
hasznélatara, és cseréjére az adott orszag torvényei érvényesek. A reagensek
alkalmazésa embereken és allatokon is minden koriilmények kozott tilos.

Minden, radioaktiv reagenssel végzett miiveletet egy arra kijelslt, elkiilonitett
helyen kell elvégezni. A laboratériumba érkezett radioaktiv anyagok atvételérsl
és tarolasarol vezetett jegyzOkonyvet a laboratorium teriiletén kell tartani. Azokat
a laboratériumi eszkdzoket és lvegedényeket, amelyek radioaktiv anyaggal
szennyezbédhettek, kiilonitse el, hogy elkeriilje a kiilonb6z6 radioizotopokkal
torténd keresztszennyezOdést.

Amennyiben barmilyen radioaktiv anyag kiomlik, azonnal takaritsa fel az erre
vonatkoz6 el6irasoknak megfelelé modon. A keletkezé radioaktiv hulladékot a
helyi szabéalyoknak és az illetékes hatdsagok erre vonatkozé Utmutatasanak
megfelelden kell kidobni. Ha betartja a radioaktiv anyagok kezelésére vonatkozd
alapvetd szabalyokat, megfeleléen védett lesz a sugarfert6zéstol.

A készlet emberi vérbol késziilt reagenseit eurdpai szabvanyok szerinti és/vagy
az FDA Adltal mindsitett modszerrel HBsAg-tdl, valamint anti-HCV, és anti-HIV-
1 és 2 ellenanyagoktol mentesnek talaltdk. Azonban egyetlen ma ismert mddszer
alapjan sem allithato biztosan, hogy az emberi vérbdl késziilt anyagok nem
okozhatnak hepatitist, AIDS-et vagy mas fert6z0 betegséget. Ezért minden ilyen
reagenst és minden savo-, illetve plazmamintat a fert6z6 anyagokra vonatkoz6
helyi biztonsagi eléirasoknak megfelel6en kell kezelni.

Minden allati eredetii reagens és termék egészséges allatokbol szarmazik. A
szarvasmarha eredetli reagensek olyan orszagokbol szdrmaznak, ahonnan eddig
nem jelentettek BSE esetet. Ennek ellenére minden allati eredeti anyagot
tartalmazd reagenst potencialisan fert6zésveszélyesként kell kezelni.

Vigyazzon, hogy a reagensek borre ne keriiljenek (tartdsitoszer: natrium-azid). A
reagensekben talalhatd natrium-azid robbanasveszélyes fém-azidokat képezhet
6lom és réz cs6vezetékek anyagaval. A csovek mosasakor nagy mennyiségii
vizzel egyiitt Ontse ki ezeket az anyagokat, hogy megelézze az azid
felgyulemlését.

Ne dohényozzon, ne fogyasszon ételt vagy italt, illetve ne hasznéljon
kozmetikumokat a laboratériumban. Ne pipettdzzon szajjal. Munka kdzben
viseljen laborkdpenyt és egyszer hasznélatos kesztyfit.

Tovébbi informéciokért lasd az anyagbiztonsagi adatlapot (MSDS).
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XIX. AZ ELJARAS OSSZEFOGLALASA

TELJES KALIBRATOROK MINTAK
RADIOAK-
TIVITAS ul ul
ul

Kalibratorok (0-5) - 200 -
Mintak - - 200
Tracer 50 50 50
Inkubéci6 18 + 1 6raig 2-8°C-on
Folyadék eltavolitasa - leszivas
Mosdoldat - 2mi
Folyadék eltavolitasa - leszivas
Mosdoldat - 2mi
Folyadék eltavolitasa - leszivas
Mérés Radioaktivitas mérése 60 masodpercig
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