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Angiotensin | RIA en

Radioimmunoassay of Angiotensin I for the in vitro determination of Plasma Renin Activity (PRA) in
human plasma

KIPB3518
IN VITRO DIAGNOSTIC

DiaSource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium - Tel: +32 1084 99 11 - Fax: +32 10 84 99 90

1. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The Angiotensin | RIA KIT serves for the quantitative determination of plasma renin
activity (PRA) by the radioimmunoassay of the product of the reaction, angiotensin .
The generation of angiotensin | is the result of the enzymatic cleavage of the renin
substrate, angiotensinogen, in plasma samples in the presence of ACE inhibitor (ACE -
Angiotensin-Converting Enzyme), an enzymatic inhibitor that blocks the conversion of
angiotensin | to angiotensin II.

The radioimmunoassay of angiotensin | is a competiton assay. Samples and
calibrators are incubated with 125I-labeled angiotensin |, as a tracer, in polyclonal
antibody-coated tubes. After incubation, the contents of the tubes are rinsed so as to
remove unbound 125I-labeled tracer. The bound radioactivity is then determined in a
gamma counter. The angiotensin | concentrations in the samples are obtained by
interpolation from the standard curve. The concentration of angiotensin | in the samples
is indirectly proportional to the radioactivity.

2. REAGENTS PROVIDED

All reagents of the kit are stable until the expiry date indicated on the kit label, if stored
at 2-8°C. Storage conditions for reagents after reconstitution or dilution are indicated in
paragraph Assay Procedure. Expiry dates printed on component vial labels apply to the
long-term storage by manufacturer only, prior to assembling of the kit. Do not take into
account.

U Anti-angiotensin polyclonal antibody-coated tubes:
2 x 50 tubes (ready-to-use)

125]-labeled angiotensin I: one 11 ml vial (ready-to use)

The vial contains 260 kBg, at the date of manufacture, of 125I-
labeled angiotensin | in buffer with bovine serum albumin and
adye.

Calibrators: 6 x 1 ml vials (ready-to-use)

The calibrator vials contain from 0 to approximately 30 ng/mL
of angiotensin | in buffer with bovine serum albumin and
sodium azide (<0.1%; see §Precautions). The exact
concentration is indicated on each vial label. The calibrators
are traceable to the international standard 86/536.

Ag 1251

Control sample: one 1 ml vial (ready-to-use)
The vial contains angiotensin | in buffer with bovine serum

albumin and sodium azide (<0.1%; see § Precautions). The
concentration range is indicated on a supplement. The control
sample is traceable to the international standard 86/536.

Enzymatic inhibitor; one vial (lyophilized)

NEUTR | soLN
-- Inhibitor contains sodium azide (<0.1%, see § Precautions)
Wash Solution (20x): one 50 ml vial
WASH [ SOLN | cone
Concentrated solution has to be diluted before use

3. MATERIAL REQUIRED BUT NOT PROVIDED

In addition to standard laboratory equipment, the following items are required:
- Precision micropipette (75 pL).
- Semi-automatic pipette (100 L, 200 pL, 2 mL).
- Water bath.
- lce bath.
- Vortex type mixer.
- Horizontal or orbital shaker.
- Aspiration system.
- Gamma counter set for 1251,

4. PRECAUTIONS

4.1 General remarks:

- Enzymatic inhibitor solution, calibrators, control sample and analyzed samples
must be cooled to 2-8°C before pipeting.

- The vials with calibrators and controls should be opened as shortly as possible
to avoid excessive evaporation.

- Do not mix the reagents from kits of different lots.

- A standard curve must be established with each assay.

- Itis recommended to perform the immunoassay in duplicate.

- Each tube must be used only once.

4.2  Basic rules of radiation safety

The purchase, possession, utilization, and transfer of radioactive material is

subject to the regulations of the country of use.

Adherence to the basic rules of radiation safety should provide adequate

protection:

- No eating, drinking, smoking or application of cosmetics should be carried out
in the presence of radioactive materials.

- No pipetting of radioactive solutions by mouth.

- Avoid all contact with radioactive materials by using gloves and laboratory
overalls.

- All manipulation of radioactive substances should be done in an appropriate
place, distant from corridors and other busy places.

- Radioactive materials should be stored in the container provided in a
designated area.

- A record of receipt and storage of all radioactive products should be kept up to
date.

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

- Each case of radioactive contamination or loss of radioactive material should
be resolved according to established procedures.

- Radioactive waste should be handled according to the rules established in the
country of use.

4.3  Sodium azide
Some reagents contain sodium azide as a preservative. Sodium azide can react
with lead, copper or brass to form explosive metal azides. Sodium azide
disposal must be in accordance with appropriate local regulations.

4.4  ProClin 300
R43 may cause sensitisation by skin contact

4.5 Materials of human origin

The materials of human origin, contained in this kit, were found negative for the
presence of antibodies to HIV 1 and HIV 2, antibodies to HCV, as well as of
Hepatitis B surface antigen (HBsAg). However, they should be handled as if
capable of transmitting disease. No known test method can offer total assurance
that no virus is present. Handle this kit with all necessary precautions.

All patient specimens should be handled as potentially infectious and waste
should be discarded according to the country rules.

5. SPECIMEN COLLECTION, PROCESSING, STORAGE AND DILUTION

- Plasma samples have to be collected into cold EDTA tubes

- Separate plasma from cells by centrifugation at 2-8°C.

- Keep plasma samples frozen (<-20°C, 1 year maximum) if determination is not
to be performed immediately, after aliquoting in order to avoid repeated
freezing and thawing.
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Note: The temperature of plasma samples must be kept at 2-8°C in the course
of sampling. Avoid further manipulation to prevent both formation and
decomposition of angiotensin |.

- If samples have concentrations greater than the highest calibrator, they must
be diluted into the zero calibrator.

6. ASSAY PROCEDURE
6.1 Preparation and storage of reagents

6.1.1 Preparation of enzymatic inhibitor solution
The content of the vials is reconstituted with the volume of cold distilled water
(4°C) indicated on the label and mixed. The reconstituted enzymatic inhibitor
may be stored at 2-8°C until the expiry date of the kit. Occasional presence of
turbidity in Inhibitor after reconstitution does not affect assay performance.

6.1.2. Preparation of wash solution
Pour the content of the vial into 950 mL of distilled water and homogenize. The
diluted solution may be stored at 2-8°C until the expiry date of the kit.

6.2 Enzymatic step — generation of Angiotensin |

6.2.1 Remarks and recommendations

- The enzymatic inhibitor has to be cooled to 4°C before addition to the sample.

- Both incubation temperatures (4°C and 37°C) must be adhered to strictly,
even slight variations may cause severe errors in determination.

- The enzymatic incubation time at 37°C should be determined as precisely as
possible and kept within narrow limits for the whole set of tubes.

- The promptness of the temperature increase from 4°C to 37°C and the
following reverse drop are critical. A circulating water bath is convenient for
warming and, the use of an iced-cooled water bath is advisable for cooling.

- The promptness of the temperature increase and drop may be improved by
using tubes made of material with good thermal conductivity (glass).

- If low plasma renin activity of the sample is expected, the incubation time of
the enzymatic step may be prolonged for up to 3 hours.

6.2.2 Enzymatic step — procedure

Attention: Do not treat the calibrators and the control sample.

- Add 200 pL of pre-cooled enzymatic inhibitor to 200 uL of each plasma
sample and mix.

- Split each sample into two 200 L aliquots.

- Place the first aliquot into an ice-cold water bath in a refrigerator (intended for
the determination of background angiotensin | at 4°C).

- Place the second one into the water bath set for 37°C (intended for the
determination of generated angiotensin | at 37°C).

- Incubate all aliquots for 1 hour.

- After incubation, cool samples from 37°C to 4°C rapidly using ice water

bath
6.3 Immunoassay procedure
Step 1 Step 2 Step 3
Additions * Incubation Counting

To antibody coated tubes,
add successively: Aspirate carefully
the contents of tubes

=75 pL of calibrator, Incubate 2 hours | (except the 2 tubes “total cpm”).

control or sample

after enzymatic incubation a.t 1825 .C Wash with 2 mL
at37°C and at4°C with shaking of wash solution
respectively and (>280 rpm). Aspirate twice .
ir ice.
-100 L of tracer** P

Determine activity (cpm)

Vort tly 1-2 ds.
ortex gently 1-2 seconds for 1 min.

* Calibrators, control sample and analyzed samples have to be cooled to 4°C before
pipeting. Mix samples gently before they are added.
** Add 100 L of tracer to 2 additional tubes to obtain total cpm.

7. RESULTS
Results are obtained from the calibration curve by interpolation. The curve serves for
the determination of angiotensin | concentrations in samples measured at the same
time as the calibrators.
7.1  Calibration curve
The results in the quality control department were calculated using cubic
regression curve fit with logit of B/T or B/BO on the vertical axis and log of
analyte concentration of the calibrators on the horizontal axis.

Other calculation methods may give slightly different results.

Total activity : 68 511 cpm
Angiotensin | _

Calibrators (ng/mL) cpm (n=3) BIT (%) BIBO (%)
0 0.00 17 444 255 100
1 0.30 13732 20.0 78.7
2 1.00 9390 13.7 53.8
3 3.00 5431 793 3141
4 10.0 2746 4.01 15.7
5 30.0 1243 1.81 713

(Example of calibration curve, do not use for calculation)
7.2 Samples

For the control and samples incubated at 4°C, or at 37°C, locate the B/T (%) or
the B/B0 (%) value on the vertical axis and read off the corresponding
angiotensin | concentration in ng/mL on the horizontal axis.

7.3 Calculation of plasma renin activity
The determination of plasma renin activity is performed indirectly by the
measurement of the in vitro generation of angiotensin| (A-l) per hour.
Background A-l, determined on plasma samples incubated at 4°C, is subtracted
from the A-l generated at 37°C for the calculation of PRA using the following
equation:
[A-1(37°C) - A1 (4°C)] x 2

PRA ngof A-l /mL/hr =

Enzymatic incubation time (hrs)
Where
A-I (37°C): angiotensin concentration in ng/mL of sample incubated at 37°C
A-l (4°C) : angiotensin concentration in ng/mL of sample incubated at 4°C

8. QUALITY CONTROL

Good laboratory practices imply that control samples must be used regularly to ensure
the quality of the results obtained. These samples must be processed exactly in the
same way as the assay samples, and it is recommended to analyse their results using
appropriate statistical methods.

Failure to obtain the appropriate values for controls may indicate imprecise
manipulations, improper sample handling or deterioration of reagents.

In case of packaging deterioration or if data obtained show some performance
alteration, please contact your local distributor or use the following e-mail address:

products.support@diasource.be

According to EU regulation 2017/746, any serious incident that has occurred in relation
to the device shall be reported to the manufacturer and the competent authority of EU
Member State in which the user and/or patient is located.

9. EXPECTED VALUES

Itis suggested that each laboratory establishes its own normal values. The PRA values

obtained from healthy subjects presented below are indicative only.
2.5th - 97.5th percentile Median Min-Max
N |  Normaladult (ngimLlhr) (ngimL/hr) | (ngimLihr)
3 | ey Moming 0.32-1.84 0.79 0.30-1.90
upine
Yl Upright, 2 Hours 0.60-4.18 2.20 0.48-4.88

Detail information about expected values for children (sorted according to age) can be
found in the data sheet "appendix".

10. PERFORMANCE CHARACTERISTICS

(For more details, see the data sheet “APPENDIX”)
Representative data are provided for illustration only. Performance obtained in
individual laboratories may vary

10.1  Sensitivity

10.1.1 Analytical sensitivity: 0.07 ng/mL

10.1.2 Functional sensitivity: 0.20ng/mL

10.2  Specificity
The antibody used in the immunoassay is highly specific for angiotensin I.
Extremely low cross reactivity was obtained against several molecules.

Moreover, the influence of possible interferences on PRA result is eliminated by
subtraction of background.

10.3 Precision

10.3.1 Intra-assay
Samples were assayed in at least 25 replicates in the same series. The
coefficients of variation were found below or equal to 11.3%.
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10.3.2 Inter-assay
Samples were assayed in duplicate in 10 different series. Coefficients of
variation were found below or equal to 20.9%.

104 Accuracy

10.4.1 Dependence on time of enzymatic incubation
The samples were incubated with enzymatic inhibitor for 60, 120, and 180
minutes. No significant effect on PRA results was found.

10.4.2 Dilution test
High-concentration plasma samples were serially diluted in the zero calibrator.
The recovery percentages obtained were between 78.2% and 98.8%.

10.4.3 Recovery test
Low-concentration plasma samples were spiked with known quantities of
angiotensin |. The recovery percentages were obtained between 104% and
123%.

10.5 Measurement range (from analytical sensitivity to highest calibrator):
0.07 to approximatively 30 ng/mL.

11. LIMITATIONS OF THE METHOD

Failure to follow these instructions for use (IFU) may significantly affect results.

Results should be interpreted in the light of the total clinical presentation of the patient,
including clinical history, data from additional tests and other appropriate information.
Do not use hemolyzed, lipemic or icteric samples. For more details, see Appendix, §
Interference.

In immunoassays, the possibility exists for interference by heterophile antibodies in the
patient sample. Patients who have been regularly exposed to animals or have received
immunotherapy or diagnostic procedures utilizing immunoglobulins or immunoglobulin
fragments may produce antibodies, e.g. HAMA, that interfere with immunoassays.
Immunoassays may be also affected by presence of anti-avidin or anti-streptavidin
antibodies, as well as by the presence of autoantibodies directed against the
determined analyte. Such interfering antibodies may cause erroneous results. Carefully
evaluate the results of patients suspected of having these antibodies [3, 4, 5].
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APPENDIX

PERFORMANCE CHARACTERISTICS
Representative data are provided for illustration only. Performance obtained in
individual laboratories may vary.

Interference

Plasma samples containing angiotensin | concentrations (low and high) were spiked
with multiple concentrations of the substances listed below and assayed using
Angiotensin | RIA KIT. Values were calculated as described in CLSI EP07, 3rd ed. [6].
Interference was determined by testing controls (no interfering substance added) and
matched test samples (with interfering substance added). No interference (defined as a
shift in dose > 15 %) was found for addition of interferent up to concentration stated in
the table below.

Time, minutes 60 120 180
Pra Sample 1 0.30 0.32 0.33
Ng/mli/hour Sample 2 0.56 048 053
Sample 3 1.04 1.15 1.19
Sample 4 164 156 165
Sample 5 5.12 5.19 4.93

Dilution test

Samples were diluted in zero calibrator and assayed according to the assay procedure
of the kit.

Interferent Test concentration
Biotin 1,631 NG/ML
Conjugated bilirubin 474.4 uG/IML
Hemoglobin 10,044 pG/ML
Triglycerides 15.20 MG/ML
Unconjugated bilirubin 384.3 uG/ML

In spite of hemoglobin, bilirubin (conjugated, unconjugated) and triglyceride
interference data in the table, we advise to avoid using hemolyzed, lipemic or icteric
samples.

Specificity
Analogue Cross-reactivity (%)
Angiotensin | 100
Angiotensin I ND
Angiotensin IlI ND
Tetradecapeptide ND
Angiotensinogen ND

ND = Non-detectable

o Theoretical Observed
Sample Tlat::t::: conc. conc. Recovery (%)
(NG/ML)
P1 - - 245
1:2 1.23 1.21 98.78
1:4 0.61 0.56 9143
1:8 0.31 0.27 88.16
P2 - - 3.05
12 1.53 1.46 95.74
1:4 0.76 0.64 83.93
1:8 0.38 0.34 89.18
P3 - - 9.21
1:2 4.61 4.30 93.38
1:4 2.30 1.82 79.04
1:8 1.15 0.90 78.18
1:16 0.58 0.45 78.18

Precision
Intra-assay
Sample P1 P2
Number of determinations 25 25
Pra, ng/mi/hour 1.49 2.94
Cv (%) 11.25 11.25
Inter-assay

After generation of Angiotensin |, samples were determined in duplicates in 10 different
series according to the procedure of the kit. Plasma renin activity was obtained and
used for the calculation of inter-assay precision.

Sample P1 P2 P3 P4 P5
Number of 10 10 10 10 10
determinations
Pra, ng/ml/hour 0.69 3.37 7.08 15.09 2415
Cv (%) 20.9 9.57 8.72 9.74 11.8

Accuracy

Dependence on time of enzymatic incubation
No dependence of PRA on time was observed.
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Recovery test

Plasma samples were spiked with known quantities of angiotensin | and assayed
according to the procedure of the kit.

Initial conc. |Added angiotensin| Observed Observed Recovery
(ng/ml) (ng/ml) conc. (ng/ml) | addition (ng/ml) (%)
0.88 1.01 1.89 2.09 110.7
1.30 2.18 2.68 122.9
1.93 2.81 3.20 113.9
1.39 1.01 240 264 110.2
1.30 2.69 2.98 110.8
1.93 3.32 3.59 108.2
1.54 1.01 2.54 2.84 1117
1.30 2.84 3.31 116.7
1.93 3.46 4.03 116.4
2.60 1.01 3.61 3.83 106.2
1.30 3.90 459 177
1.93 4.53 5.20 114.9
2.62 1.01 3.62 3.75 103.5
1.30 3.92 4.19 107.0
1.93 4.55 4.82 106.0
Expected data for children
Results are sorted according to age.
Children Angiotensin (ng/ml/hr)
Upright | N Min Max | Median peigrtile p;z:r::"e
2-9 years 27 0.60 7.38 3.20 0.76 6.64
10-15 years 16 0.58 3.98 1.52 0.64 3.93
1251 Characteristics
T1/2 (125)= 1443 h =60.14d
125] E (MeV) %
Y 0.035 6.5
Ka X-RAY 0.027 1125
K X-RAY 0.031 254

Catalogue nr: KIPB3518

Revision nr : 230421



Angiotensin | RIA es

Radioinmunoanalisis de la angiotensina i para la determinacion cuantitativa in vitro
de la actividad plasmatica de la renina (pra) en plasma humano

KIPB3518
DIAGNOSTICO IN VITRO

DiaSource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium - Tel: +32 1084 99 11 - Fax: +32 10 84 99 90

1. PRINCIPIO DEL ENSAYO

La Angiotensina | RIA sirve para la determinacion cuantitativa de la actividad
plasmética de la renina (PARA) por medio de un radioinmunoandlisis del producto de
reaccion, la angiotensina I.

La generacion de la angiotensina | es el resultado del corte enzimético del sustrato de
renina, en plasma humano en presencia del inhibidor ACE (ECE enzima convertidora
de la angiotensina 1); un inhibidor enzimatico que bloquea la conversion de
angiotensina | en angiotensina Il.

El radioinmunoensayo de angiotensina | es un ensayo de competencia. Las muestras y
los calibradores se incuban con angiotensina | marcada con 125, como marcador, en
tubos recubiertos con anticuerpo policlonal. Tras la incubacion, el contenido de los
tubos se enjuaga para eliminar el marcador no unido marcado con 125I. La
radioactividad unida se determina a continuacién en un contador gamma. Las
concentraciones de angiotensina | en las muestras se obtienen mediante interpolacion
a partir de la curva estandar. La concentracidn de angiotensina | en las muestras es
indirectamente proporcional a la radioactividad.

2. REACTIVOS PROPORCIONADOS

Todos los reactivos provistos son estables entre 2 y 8 °C hasta la fecha de caducidad
del equipo, la cual se indica en la etiqueta externa. Las fechas de caducidad impresas
sobre las etiquetas de los frascos son validas sélo para el fabricante, durante su
almacenamiento a largo plazo hasta antes del ensamblaje del equipo. No tener en
cuenta.

Las condiciones de almacenamiento de los reactivos después de la reconstitucion o
dilucién se indican en el parrafo Procedimiento.

U Tubos recubiertos con anticuerpo policlonal anti-
angiotensina I: 2 x 50 tubos (listos para usar)

Angiotensina | marcada con 1'%5: un frasco de 11 mL (listo
para usar)

El frasco contiene 260 kBq de angiotensina | marcada con 115,
en la fecha de fabricacién, en amortiguador con suero bovino
un colorante.

Calibradores: seis frascos 1 mL (listos para su uso)

Los viales de calibrador contienen de 0 a aproximadamente
30 ng/mL de angiotensina | en tampén con albimina sérica
bovina y azida sddica (< 0,1 %). La concentracién exacta se
indica en la etiqueta de cada vial. Los calibradores son
trazables con respecto al estandar internacional 86/536.

Ag 1251

Mut;stra control testigo: un frasco de 1 mL (listo para su
uso

El vial contiene angiotensina | en tampén con albimina sérica
bovina y azida sddica (< 0,1 %). Las valores esperados se
sitian en el intervalo de concentracién indicado en un
suplemento. La muestra de control es trazable con respecto al
estandar internacional 86/536.

Inhibidor enzimatico: un frasco (liofilizado)

El inhibidor contiene azida sddica (< 0,1 %).
Splqcién de !gvado (20x): un frasco de 50 mL
Diluir la solucion concentrada antes del uso.

3. MATERIAL REQUERIDO PERO NO PROPORCIONADO

Ademas del equipo normal de laboratorio se requiere lo siguiente:
- Micropipeta de precision (75 pL).
- Pipeta semiautomatica (100 pL, 200 pL y 2 mL).
- Bafio Maria.

- Bafio de hielo.

- Agitador tipo vortex.

- Agitador con movimiento de vaivén horizontal o orbital.
- Sistema de aspiracion.

- Contador gamma calibrado para '2I.

4. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

41  Precauciones generales

- La solucion del inhibidor enzimatico, los calibradores y los controles deben
enfriarse a 2-8 °C antes de utilizarse.

- Los viales de los calibradores y controles deben ser abiertos durante el menor
tiempo posible, para asi evitar evaporaciones excesivas.

- No mezclar los reactivos de lotes diferentes.

- Incluir una curva estandar en cada ensayo.

- Es recomendado realizar el ensayo por duplicado.

- Cada tubo debe estar utilizado solamente una vez.

4.2 Reglas basicas de seguridad radiolégica

La compra, posesion, uso y transferencia de material radiactivo estan sujetos de
las disposiciones legales del pais en el que se utiliza. EI cumplimiento de las
normas basicas de seguridad radiolégica proporciona una proteccion
adecuada.
No se debe comer, beber, fumar o aplicarse cosméticos en presencia de
materiales radiactivos.
No pipetear las soluciones radiactivas con la boca.
Evitar cualquier contacto con materiales radiactivos mediante el uso de
guantes y bata de laboratorio.
Toda manipulacion de material radiactivo debe realizarse en el lugar
adecuado, alejado de corredores y espacios ocupados.
Los materiales radiactivos deben almacenarse en el contenedor aprobado en
una zona especializada.
Se debe llevar y conservar actualizado un registro de las entradas y
almacenamiento de todos los productos radiactivos.
El equipo y material de vidrio de laboratorio que son objeto de contaminacion
se deben separar para evitar la contaminacion con otros radioisétopos.
Cada caso de contaminacion radiactiva, o de pérdida de materiales
radiactivos se debe resolver de acuerdo con los procedimientos establecidos.
- El desecho radiactivo debe manipularse de acuerdo a las reglas establecidas

por el pais donde se utiliza.

4.3 Azida sddica
Algunos reactivos contienen azida sddica como conservante. La azida sodica
puede reaccionar con el plomo, cobre o latén para formar azidas metalicas
explosivas. La eliminacion de la azida sddica debe efectuarse de acuerdo con
las normativas locales adecuadas.

4.4  ProClin 300
R43: Posibilidad de sensibilizacion en contacto con la piel.

4.5 Material de origen humano

Los reactivos de este equipo son de origen humano y fueron negativos a las
pruebas de HIV 1, de HIV 2; de HCV, asi como de hepatitis B (Hbs Ag). Sin
embargo, deben manejarse como si fueran capaces de transmitir enfermedad.
Ninguna prueba conocida puede ofrecer la seguridad completa de la ausencia
de agentes virulentos. Maneje estos reactivos con todas las precauciones
necesarias.

Todas las muestras de pacientes deben manipularse como si fueran
potencialmente infecciosas y los residuos deben desecharse siguiendo la
normativa del pais.

5. RECOLECCION, PROCESAMIENTO, CONSERVACION Y DILUCION DE LAS
MUESTRAS

- Colectar la sangre en tubos frios con EDTA.
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- Separar el plasma de las células mediante centrifugacion a 2-8 °C.

- Guardar las muestras a <-20 °C (1 afio maximo), si la determinacion no se
realizara inmediatamente, preparar alicuotas para evitar repetidas
descongelaciones y congelaciones.

Nota: La temperatura del plasma debe permanecer a 2-8 °C en el curso de su
utilizacién. Evitar posteriores manipulaciones para evitar la formacién y
descomposicion de la angiotensina I.

- Si las muestras tienen concentraciones méas altas que el mayor de los
calibradores, estas deben ser diluidas con el calibrador cero.

6. PROCEDIMIENTO DEL ANALISIS
6.1  Preparacion de los reactivos

6.1.1 Preparacion, solucion del inhibidor enzimatico
El contenido del vial se reconstituye mezclandolo con el volumen de agua
destilada fria (4 °C) indicado en la etiqueta. El inhibidor enziméatico reconstituido
se puede almacenar a 2-8 °C hasta la fecha de caducidad del kit.
La presencia ocasional de turbidez en el inhibidor después de la reconstitucion
no afecta al rendimiento del ensayo.

6.1.2 Preparacion de la solucion de lavado
Verter el contenido de un frasco en 950 mL de agua destilada y homogeneizar.
La solucion diluida se puede almacenar entre 2 y 8 °C hasta la fecha de
caducidad del equipo.

6.2 Paso enzimatico.—- generacion de la angiotensina |

6.2.1 Notas y recomendaciones
- Elinhibidor enzimatico debe enfriarse a 4 °C antes de afiadir la muestra.
- Deben respetarse estrictamente las temperaturas de incubacion (4 °C y 37
°C). Aun las variaciones muy ligeras causan enormes errores en la
determinacion.

El tiempo de pre-incubacion enzimatica a 37 °C debe determinarse
precisamente como sea possible y debe mantenerse dentro de un limite muy
estrecho para la incubacion de todos los tubos.

La verificacién del incremento en la temperatura de 4 °C a 37 °C y la
disminucion de las mismas son muy importantes. Para entibiar el agua es
recomendable utilizar un bafio de agua circulante. Para enfriar el agua se
recomienda el uso de un bafio de agua con regulador de temperatura o
enfriador.

Se recomienda utilizar tubos hechos de un material conductor (vidrio) para
optimizar el aumento y la disminucion de la temperatura.

Si se espera una actividad baja de la renina en las muestras, se deben
aumentar hasta tres horas el tiempo de incubacién en el paso enzimatico.

6.2.2 Paso enzimatico - procedimiento

Paso 1 Paso 2 Paso 3
Adiciones* Incubacion Conteo

A los tubos recubiertos de
anticuerpo agregar
sucesivamente: Aspirar  cuidadosamente el
contenido de los tubos (excepto

- 75 uL de calibradores, el de los dos tubos “cpm total’).

controles 0 muestras

) . - Lavar con 2 mL
Después de la incubacion| Incubar 2 horas entre ”
enzimatica 18-25 °C agitando (2 de I? solcion de lavado.
a 37°C y a 4C 280 rpm). Aspirar dos veces.
respectivamente y

Contar las cpm enlazadas (B) y

- 100 L del trazador. las cpm totales (T) durante 1

Mezcle suavemente con el min.
Vortex durante 1-2
segundos.

Cuidado : No realizarlo con los calibradores o muestras controles

- Adicionar 200 pL del inhibidor enzimatico, previamente enfriado, a 200 L de
cada muestra de plasma y mezclar.

- Dividir cada muestra en dos alicuotas de 200 pL.

- Pasar una alicuota del bafio de agua fria en hielo a un refrigerador (Para la
determinacion de la angiotensina | basal a 4 °C).

- Poner la segunda alicuota en un bafio de agua 37 °C (Para la determinacién
de la angiotensina | generada a 37 °C).

- Incubar todas las alicuota durante 1 hora.

- Después de la incubacién, enfriar las muestras de 37 °C a 4 °C
inmediatamente con la ayuda del bafio de agua helada (con hielo).

6.3 Procedimiento del ensayo

* Antes de utilizar enfriar a 4°C los calibradores, las muestras controles y las muestras
a analizar.
** Agregar 100 pL de trazador a 2 tubos adicionales para obtener las cpm totales.

7.RESULTADOS

Los resultados se obtienen por interpolacion a partir de la curva de calibracién. La
curva sirve para determinar las concentraciones de analito en muestras analizadas al
mismo tiempo que los calibradores.

7.1 Curva de calibracion
Los resultados del departamento de control de calidad se calcularon usando el
ajuste de curva de regresion clbica con logit de B/T o B/BO

en el eje vertical y el logaritmo de la concentracion de analito de los calibradores
en el eje horizontal. EI empleo de otros métodos de célculo de datos podria
ocasionar resultados ligeramente diferentes.

Actividad total: 68 511 cpm
. Angiotensina _ BIT (%) B/BO (%)
Calibradores I (ng/mL) cpm (n=3)
0 0.00 17 444 255 100
1 0.30 13732 20.0 78.7
2 1.00 9390 13.7 53.8
3 3.00 5431 793 31.1
4 10.0 2746 4.01 15.7
5 30.0 1243 1.81 713

(Ejemplo de curva de calibracién, no utilizar como modelo para realizar los célculos)
7.2 Muestras

7.3 Para cada muestra o control incubados a 4 °C, o a 37 °C, localiza los valores
B/T o B/BO sobre el eje vertical y leer la correspondiente concentracion de la
angiotensina | en ng/mL sobre el eje horizontal.

7.4  Calculos de la actividad de la renina plasmatica.
La determinacién de la actividad de la renina de plasma se lleva a cabo
indirectamente midiendo la generacion de la angiotensina | (A-l) por hora. Para
calcular la PRA, la A-l basal, determinada en las muestras de plasma incubadas
a4 °C, se sustrae de la A-l generada a 37
°C utilizando la férmula que se muestra a continuacion:
[A1(37°C) - A1 (4°C)] x 2

PRA ngof A-l /mL/hr =
Tiempo de incubacion enzimatica (hrs)

Donde:
A-l (37°C): concentracion de la angiotensina | en ng/mL de la muestra incubada
a3r°c
A-l (4°C): concentracion de la angiotensina | en ng/mL de la muestra incubada
a4°C

8. CONTROL DE CALIDAD

Para la obtencién de resultados 6ptimos se recomienda el uso de los controles en
cada ensayo para asegurar la calidad de los resultados obtenidos. Dichos controles
deben ser procesados de la misma manera que las muestras a analizar. Se
recomienda que los resultados sean analizados utilizando los métodos estadisticos
apropiados.
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No obtener valores apropiados para los controles puede indicar que la manipulacién ha
sido imprecisa, que la muestra no se ha manejado de forma adecuada o que los
reactivos se han deteriorado.

En caso de detectar un deterioro en el embasado del producto 6 que los resultados
expresen una alteracion en las caracteristicas del mismo, contactar con el Distribuidor
local 6 notificar a la direccion de e-mail: products.support@diasource.be

De conformidad con el Reglamento UE 2017/746, se han producido algunas
incidencias graves relacionadas con el dispositivo que deben notificarse al fabricante y
a la autoridad competente del Estado miembro de la UE en el que residen el usuario o
el paciente.

9. VALORES ESPERADOS

Se aconseja a cada laboratorio establecer sus propios valores de referencia. Los
valores siguientes, determinados sobre sujetos presuntamente sanos, son dados a
titulo indicativo:

N Adulto normal 2.5 - 97.5 percentile Mediana Min-Max

(ng/mL/h) (ng/imL/h) | (ng/mL/h)

38 Mafiana, supino 0.32-1.84 0.79 0.30-1.90

41| Posicon erguida, 2 0.60-4.18 220 | 048488
oras

Informacion detallada acerca de los valores esperados para nifios clasificada de
acuerdo a la edad) puede ser encontrada en la hoja de datos "appendices”.

10. CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO

(Ver la hoja “APPENDIX” para mas detalles)
Se facilitan datos representativos solo a modo de ejemplo. El rendimiento obtenido en
los distintos laboratorios puede variar.

10.1 Sensibilidad
10.1.1 Sensibilidad Analitica: 0.07 ng/mL
10.1.2 Sensibilidad Funcional: 0.20 ng/mL

10.2 Especificidad
El anticuerpo utilizado en el inmunoensayo es muy especifico para la
angiotensina |. Se obtuvo una reactividad cruzada extremadamente baja frente
a varias moléculas.
Sin embargo, la influencia de posibles interferencias que pueden resultar en la
PRA, se elimina por la sustraccion de su nivel basal.

10.3 Reproducibilidad

10.3.1 Intra-analisis
Las muestras se evaluaron 25 duplicados en las mismas series. Los
coeficientes de variacion fueron iguales o por debajo de 11,3 %.

10.3.2 Inter-analisis
Las muestras se evaluaron en duplicado en 10 series diferentes. Los
coeficientes de variacion fueron iguales o por debajo de 20,9 %.

10.4 Precision

10.4.1 Efecto del tiempo de incubacion en la actividad enzimatica.
Las muestras fueron incubadas en presencia del inhibidor enzimatico por 60,
120, y 180 minutos. No se observo algin efecto significativo en los resultados
de PRA.

10.4.2 Prueba de dilucion
Las muestras de plasma de alta concentracion se diluyeron en serie en el
calibrador cero. Los porcentajes de recuperacion obtenidos oscilaron entre el
78,2 %y el 98,8 %.

10.4.3 Prueba de recuperacion
Las muestras de plasma de baja concentracion se enriquecieron con cantidades
conocidas de angiotensina |. Los porcentajes de recuperacion obtenidos
oscilaron entre el 104 %y el 123 %.

10.5 Rango de medicion (desde sensibilidad analitica hasta el calibrador mas
elevado): De 0,07 hasta aproximadamente 30 ng/mL.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Siga atentamente las instrucciones de uso ya que de lo contrario, los resultados
pueden verse afectados significativamente.

Los resultados deberan ser interpretados como una ayuda dentro de la situacion
clinica del paciente, incluyendo la historia clinica, asi como los datos provenientes de
otras testas adicionales.

No utilizar muestras hemolizadas, lipémicas o con exceso de bilirrubina. Para saber
mas detalles, consulte la seccion Interference (Interferencia) del Appendix (Anexo).
En el caso de inmunoanalisis, existe la posibilidad de que se produzcan interferencias
debidas a anticuerpos heteréfilos presentes en  la muestra del paciente. Los

pacientes expuestos de manera frecuente a animales o que hayan sido tratados
mediante inmunoterapia o procedimientos de diagndstico que emplean
inmunoglobulinas o fragmentos de inmunoglobulinas pueden producir anticuerpos (p.
¢j., HAMA, que interfieren en los inmunoanalisis). El inmunoanalisis también puede
verse afectado por la presencia de anticuerpos antiavidina o antiestreptavidina, asi
como por la presencia de autoanticuerpos dirigidos contra el analito determinado.
Estos anticuerpos interferentes pueden causar resultados erroneos. Deben evaluarse
cuidadosamente los resultados de los pacientes que se sospeche que puedan tener
esos anticuerpos [3, 4, 5].

12. REFERENCIAS

1. Funder j w, carey r m, mantero f, murad m h, reincke m, shibata h, stowasser m,
young w f jr. The management of primary aldosteronism: case detection, diagnosis,
and treatment: an endocrine society clinical practice guideline. J clin endocrinal metab.
May 2016; 101(5): 1889-1916.

2. Bomstein s r, allolio b, arlt w, barthel a, don-wauchope a, hammer g d, husebye e s,
merke d p, m h murad, stratakis c a, torpy d j. Diagnosis and treatment of primary
adrenal insufficiency: an endocrine society clinical practice guideline. J clin endocrinal
metab. Feb 2016; 101(2): 364-389.

3. J bjerner et al. - immunometric assay interference - incidence and prevention; clin
chem 48;4; 613-621, 2002

4. L jkricka - interferences in immunoassay - still a threat; clin chem 46, no. 8, 2000

5. A. Dasgupta: biotin and other interferences in immunoassays — a conchise guide.
Elsevier, st. Louis, 2019

6. Approved guideline - interference testing in clinical chemistry, ep07 3rd edition. April
2018. Clinical and laboratory standards institute.

Revision date : 2023-04-21

Catalogue nr: KIPB3518

Revision nr : 230421


mailto:products.support@diasource.be

APPENDIX

PERFORMANCE CHARACTERISTICS
Representative data are provided for illustration only. Performance obtained in
individual laboratories may vary.

Interference

Plasma samples containing angiotensin | concentrations (low and high) were spiked
with multiple concentrations of the substances listed below and assayed using
Angiotensin | RIA KIT. Values were calculated as described in CLSI EP07, 3rd ed. [6].
Interference was determined by testing controls (no interfering substance added) and
matched test samples (with interfering substance added). No interference (defined as a
shift in dose > 15 %) was found for addition of interferent up to concentration stated in
the table below.

Time, minutes 60 120 180
Pra Sample 1 0.30 0.32 0.33
Ng/mli/hour Sample 2 0.56 048 053
Sample 3 1.04 1.15 1.19
Sample 4 164 156 165
Sample 5 5.12 5.19 4.93

Dilution test

Samples were diluted in zero calibrator and assayed according to the assay procedure
of the kit.

Interferent Test concentration
Biotin 1,631 NG/ML
Conjugated bilirubin 474.4 uG/IML
Hemoglobin 10,044 pG/ML
Triglycerides 15.20 MG/ML
Unconjugated bilirubin 384.3 uG/ML

In spite of hemoglobin, bilirubin (conjugated, unconjugated) and triglyceride
interference data in the table, we advise to avoid using hemolyzed, lipemic or icteric
samples.

Specificity
Analogue Cross-reactivity (%)
Angiotensin | 100
Angiotensin I ND
Angiotensin IlI ND
Tetradecapeptide ND
Angiotensinogen ND

ND = Non-detectable

o Theoretical Observed
Sample Tlat::t::: conc. conc. Recovery (%)
(NG/ML)
P1 - - 245
1:2 1.23 1.21 98.78
1:4 0.61 0.56 9143
1:8 0.31 0.27 88.16
P2 - - 3.05
12 1.53 1.46 95.74
1:4 0.76 0.64 83.93
1:8 0.38 0.34 89.18
P3 - - 9.21
1:2 4.61 4.30 93.38
1:4 2.30 1.82 79.04
1:8 1.15 0.90 78.18
1:16 0.58 0.45 78.18

Precision
Intra-assay
Sample P1 P2
Number of determinations 25 25
Pra, ng/mi/hour 1.49 2.94
Cv (%) 11.25 11.25
Inter-assay

After generation of Angiotensin |, samples were determined in duplicates in 10 different
series according to the procedure of the kit. Plasma renin activity was obtained and
used for the calculation of inter-assay precision.

Sample P1 P2 P3 P4 P5
Number of 10 10 10 10 10
determinations
Pra, ng/ml/hour 0.69 3.37 7.08 15.09 2415
Cv (%) 20.9 9.57 8.72 9.74 11.8

Accuracy

Dependence on time of enzymatic incubation
No dependence of PRA on time was observed.
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Recovery test

Plasma samples were spiked with known quantities of angiotensin | and assayed
according to the procedure of the kit.

Initial conc. |Added angiotensin| Observed Observed Recovery
(ng/ml) (ng/ml) conc. (ng/ml) | addition (ng/ml) (%)
0.88 1.01 1.89 2.09 110.7
1.30 2.18 2.68 122.9
1.93 2.81 3.20 113.9
1.39 1.01 240 264 110.2
1.30 2.69 2.98 110.8
1.93 3.32 3.59 108.2
1.54 1.01 2.54 2.84 1117
1.30 2.84 3.31 116.7
1.93 3.46 4.03 116.4
2.60 1.01 3.61 3.83 106.2
1.30 3.90 459 177
1.93 4.53 5.20 114.9
2.62 1.01 3.62 3.75 103.5
1.30 3.92 4.19 107.0
1.93 4.55 4.82 106.0
Expected data for children
Results are sorted according to age.
Children Angiotensin (ng/ml/hr)
Upright | N Min Max | Median peigrtile p;z:r::"e
2-9 years 27 0.60 7.38 3.20 0.76 6.64
10-15 years 16 0.58 3.98 1.52 0.64 3.93
1251 Characteristics
T1/2 (125)= 1443 h =60.14d
125] E (MeV) %
Y 0.035 6.5
Ka X-RAY 0.027 1125
K X-RAY 0.031 254
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Angiotensin | RIA DE

Radioimmunoassay fur die in-vitro bestimmung der plasma renin aktivitat (PRA) in humanem plasma

KIPB3518
IN VITRO DIAGNOSTIC

DiaSource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium - Tel: +32 1084 99 11 - Fax: +32 10 84 99 90

1. TESTPRINZIP

Der Angiotensin RIA wird fir die Bestimmung der Plasma Renin Aktivitat anhand des
Reaktionsprodukts, Angiotensin |, benutzt.

Angiotensin | ist das Produkt der enzymatischen Fragmentierung des Renin Substrats,
Angiotensinogen, in Plasma Proben, in Anwesenheit eines ACE Inhibitors (ACE-
Angiotensin-Konvertierungsenzym). Dieser Enzyminhibitor inhibiert die Umwandlung
des Angiotensin | in Angiotensin II.

Der Radioimmunassay fiir Angiotensin | ist ein kompetitiver Assay. Proben und
Kalibratoren werden in mit polyklonalem Antikdrper beschichteten Réhrchen mit 1251
markiertem Angiotensin | als Tracer inkubiert. Nach der Inkubation wird der Inhalt der
Réhrchen gespiilt, um den nicht gebundenen, mit 1251 markierten Tracer zu entfemen.
Die gebundene Radioaktivitat wird anschliefend mittels Gamma-Zahler gemessen. Die
Angiotensin-I-Konzentration in den Proben wird durch Interpolation der Standardkurve
ermittelt. Die Konzentration von Angiotensin | in den Proben ist indirekt proportional zur
Radioaktivitét.

2. MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Die Reagenzien sind bis zum Verfallsdatum verwendbar, wenn sie bei 2-8 °C gelagert
werden. Auf die Flaschchen gedruckte Verfallsdaten betreffen nur die Langzeitiagerung
beim Hersteller, vor der Zusammensetzung des Kits. Bitte nicht beachten.
Lagerungsbedingungen fiir Reagenzien nach der Rekonstitution oder Verdiinnung
werden im Abschnitt ,Verfahren* angegeben.

U Rohrchen mit anti- Angiotensin | poliklonalen Antikérpern
beschichtet : 2x 50 Réhrchen (gebrauchsfertig)

125]-markierte Anti- Angiotensin | -Antikdrper Losung:

eine 11 mL Flasche (gebrauchsfertig)

Die Flasche enthalt 260 kBq (am Tag der Herstellung) des 123
markierten Anti- Angiotensin | in Puffer mit Bovinem Serum
Albumin und einem Farbstoff.

Ag 1251

Kalibratoren: sechs 1mL Flaschchen (gebrauchsfertig)

Die Kalibratorflaschchen beinhalten zwischen 0 und circa 30
ng/mL Angiotensin | in Puffer mit Rinderserumalbumin und
Natriumazid (< 0,1 %). Die exakte Konzentration ist auf
jedem Flaschchenetikett angegeben.  Die Kalibratoren sind
auf den internationalen  Standard 86/536 riickfiihrbar.

Kontrollprobe: ein 1mL Flaschchen (gebrauchsfertig)

Das Flaschchen beinhaltet Angiotensin | in Puffer mit
Rinderserumalbumin und Natriumazid (< 0,1 %). Der
Konzentrationsbereich wird auf einem Beiblatt angegeben. Die
Kontrollprobe ist auf den internationalen Standard 86/536
rickfuhrbar.

Enzyminhibitor: ein Fldschchen (lyophilisiert)

NEUTR | SOLN
-- Der Inhibitor enthélt Natriumazid (< 0,1 %).
Waschlosung (20x): eine 50 mL Flasche

Konzentrierte Losung muss vor dem Gebrauch verdiinnt
werden.

3. ERFORDERLICHE, JEDOCH NICHT MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Zusatzlich zu der Standardlaborausstattung, werden die folgenden Materialien bendtigt:
- Prazisionsmikropipette (75 pL).

- Halbautomatische Pipette (100 L, 200 pL und 2 mL).

- Wasserbad.

- Eisbad.

- Vortex-Mixer.

- Horizontal- oder Orbitalschittler.

- Absaugsystem.

- Gamma-Counter fiir 125,

4. WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN

4.1 Aligemeinhinweise:

- Enzymatischer Inhibitor, Proben, Kontrollprobe und Kalibratoren sollten vor
dem Pipettieren abgekiihlt werden (4 °C).

- Die Kalibrator- und Kontrollflaschchen sollten so kurz wie mdglich gedffnet
werden, um eine UibermaRige Verdunstung zu vernmeiden.

- Reagenzien aus Kits von verschiedenen Produktionsserien sollten nicht
miteinander vermischt werden.

- Eine Standardkurve ist fir jeden Assay notwendig.

- Der Assay sollte in Doppelbestimmung durchgefiihrt werden.

- Jedes Réhrchen darf nur einmal verwendet werden.4.2 Schutz  vor
radioaktiver Strahlung

4.2 Grundregeln der Handhabung von Radioaktivitat

Annahme, Besitz und Verwendung, Lagerung, Transport und Beseitigung unterliegen
den Vorschriften der Atomenergie- bzw. der jeweiligen staatlichen Behérde. Die
Einhaltung der Grundregeln beim Umgang mit Radioaktivitat sollte eine
ausreichende Sicherheit gewahrleisten:

- In Raumen, in denen mit radioaktiven Materialien gearbeitet wird, sollte Essen,
Trinken, Rauchen und das Auftragen von Kosmetika vermieden werden.

- Keine Mundpipette verwenden.

- Direkter Kontakt mit radioaktiven Materialien sollte durch Tragen entsprechender
Schutzkleidung (Laborkittel, Handschuhe) vermieden werden.

- Das Arbeiten mit radioaktiven Stoffen muR in dafiir speziell gekennzeichneten
Bereichen, die vom normalen Laborbetrieb abgetrennt sind, erfolgen.

- Radioaktive Materialien sollten in einem speziell gekennzeichneten Bereich gelagert
werden.

- Ein Register der Eingénge und Lagerung aller radioaktiven Produkte sollte stdndig
aktualisiert werden.

- Kontaminierte Labor- und Glasgerate sollten isoliert werden, um eine
Kreuzkontamination von verschiedenen Radioisotopen zu verhindern.

- Kontaminationen des Arbeitsplatzes miissen unverziiglich sorgfaltig nach den
Ublichen Verfahren entfernt werden.

- Radioaktiver Abfall muss entsprechend den Richtlinien jedes Einsatzortes entsorgt
werden.

4.3  Natriumazid
Einige Reagenzien enthalten Natriumazid als Konservierungsmittel. Natriumazid
kann mit Blei, Kupfer oder Messing reagieren und dabei explosive Metallazide
bilden. Natriumazid muss entsprechend den 6rtlichen behdrdlichen Vorschriften
entsorgt werden.

4.4  ProClin 300
R43: Sensibilisierung durch Hautkontakt mdglich.

4.5 Bestandteile menschlichen Ursprungs
Bestandteile menschlichen Ursprungs, die fiir diesen Kit verwendet wurden, sind
auf HIV-1 und HIV-2 Antikdrper, HCV Antikérper und Hepatitis B surface Antigen

(HbsAg) getestet und als nicht reaktiv befunden wurden. Es ist so vorzugehen,
als ob eine tatsachliche An- steckungsgefahr bestiinde. Keine Testmethode
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kann véllige Sicherheit bieten. Der Kit sollte mit allen notwendigen
Sicherheitsvorkehrungen behandelt werden.

Alle Patientenproben sind als potenziell infektids zu handhaben und sémtliche
Abfélle miissen gemal den Vorschriften des jeweiligen Landes entsorgt werden.

5. PROBENENTNAHME, -BEHANDLUNG, -LAGERUNG UND -VERDUNNUNG
- Sammeln Sie die Plasmaproben in kalten EDTA Réhrchen.
- Trennen Sie die Zellen vom Plasma durch Zentrifugation bei 2-8 °C.

- Wenn die Bestimmung verschoben werden muss, sollten die Proben eingefroren
werden (bei <-20 °C, maximum 1 Jahr) und aliquotiert um wiederholtes Auftauen und
Einfrieren zu vermieden.

Anmerkung: Plasmatemperatur sollte wahrend Sammeln bei 2-8 °C gehaltet werden.
Vermieden Sie weitere Manipulationen um beide Bildung und Fragmentierung des
Angiotensins | zu vermeiden.

- Wenn die Proben Konzentrationen iiber dem héchsten Kalibratorwert haben, missen
sie mit Nullkalibrator verdinnt werden.

6. VERFAHREN
6.1 Praparation der Reagenzien

6.1.1 Préaparation des Enzymihibitors
Der Inhalt des Flaschchens wird mit dem auf dem Etikett angegebenen Volumen
kalten destillierten Wassers (4 °C) rekonstituiert und vermischt. Der
rekonstituierte enzymatische Inhibitor kann bis zum Verfallsdatum des Kits bei
2-8 °C aufbewahrt werden.
Gelegentlich kann es nach der Rekonstitution zu einer Triibung im Inhibitor
kommen. Diese wirkt sich nicht auf die Leistung des Assays aus.

6.1.2. Praparation der Waschlosung

Den Inhalt der Flasche in 950 mL distilliertes Wasser schiitten und
homogeneisieren. Die verdiinnte Ldsung ist bei 2-8 °C bis zum Verfallsdatum
haltbar.

6.2 Enzymatisches Schritt -Bildung des Angiotensins |
6.2.1 Anmerkungen und Empfehlungen

- Vor dem Zusatz zu den Proben sollte der Enzyminhibitor auf 4 °C abgekiihlt
werden.

- Beide Inkubationstemperaturen (4 °C und 37 °C) sollten strikt eingehalten
werden, da sogar geringe Abweichungen leicht zu falschen Ergebnissen fiihren
kénnen.

- Die Vorinkubation zur enzymatischen Inkubationszeit bei 37 °C sollte so genau
wie moglich bestimmt werden und so strikt wie mdglich fiir alle Réhrchen
eingehalten werden.

- Die Geschwindigkeit des Temperaturanstieges von 4 °C zu 37 °C und der
folgenden Abkiihlung ist kritisch. Die Verwendung eines Wasserbades mit
Wasserzirkulation  fir den Temperaturanstieg und eines eisgekihlten
Wasserbades fiir die Abkiihlung wird empfohlen.

- Die Geschwindigkeit fir Temperaturanstieg und Abktihlung kann durch die
Verwendung von Materialen mit hocher Warmeleitung (Glass) verbessert
werden.

- Wenn eine geringe Reninaktivitat in den Plasmaproben vermutet wird, kann die
Inkubationzeit des enzymatischen Schritts bis 3 Stunden verlangert werden.

6.2.2 Enzymatisches Schritt -Durchfiihrung

Warnung: Kalibratoren und Kontrollprobe miissen nicht
behandelt werden

- Geben Sie 200 pL des abgekihlten Enzyminhibitors in 200 L jeder
Plasmaprobe und mischen.

- Teilen Sie jede Probe in zwei 200 L Aliquots.

- Stellen Sie das erste Aliquot in ein eisgekiihltes Wasserbad im Kiihlschrank (fiir
die Bestimmung des Angiotensins | im Hintergrund, bei 4 °C).

- Stellen Sie das zweite Aliquot eine Stunde in ein 37 °C Wasserbad (fiir die
Bestimmung des erzeugten Angiotensin | bei 37 °C).

- Inkubieren Sie alle Aliquots fiir eine Stunde.

- Nach der Inkubation, kiihlen Sie die Proben schnell von 37 °C zu 4 °C in einem
Eiswasserbad.

6.3  Testdurchfiihrung

Schritt 1
Schritt 2 Schritt 3

Zugabe * Inkubation Messen

Zu  den  beschichteten
Réhrchen, geben Sie, in
dieser Reihenfolge:

Vorsichtig den Inhalt der
Rohrchen absaugen (aufer

. den zwei Réhrchen
- 1o L Kalibrator, firTotalaktivitat).
Kontrolle  oder  Probe| gynden lang bei 18-
nach  der  enzymafischen|og oG nter Schiitteln (2| Mit 2 mL
Inkubation 280 1/min) inkubieren.  |Waschldsung waschen

bei 37°C und bei 4°C und zweimal absaugen.

und jeweils
Gebundene cpm (B) und
- 100 pL Tracer.
" o Totalaktivitat
1-2  Sekunden  vorsichtig (T) bestimmen (1 min).
vortexen.

* Kalibratoren, Kontrolle und Proben miissen vor dem Pipetieren bei 4°C abgekiihlt
werden. Mischen Sie die Proben vorsichtig vor der Zugabe.

** Fiigen Sie 100 pL Tracer in 2 zusétzliche Réhrchen hinzu, um die Totalaktivitat zu
erhalten.

7. ERGEBNISSE

Ergebnisse werden durch Interpolation von der Kalibratorkurve bezogen. Die Kurve
dient der Bestimmung der Analytkonzentrationen in Proben, die zum selben Zeitpunkt
wie die Kalibratoren gemessen werden.

7.1  Standardkurve
Die Ergebnisse wurden in der Abteilung fiir Qualitatskontrolle anhand einer
kubischen Regressions-Kurvenanpassung mit dem Logit von B/T oder B/BO auf
der vertikalen Achse und dem Logarithmus der Analytkonzentration der
Kalibratoren auf der horizontalen Achse berechnet.

Andere Berechnungsmethoden ergeben unter Umstanden leicht abweichende

Ergebnisse.
Totalaktivitat : 68 511 cpm
. Angiotensin | _ 0 0

Kalibratoren (ngimL) cpm (n=3) BIT (%) B/Bo(%)

0 0,00 17 444 255 100

1 0,30 13732 20,0 78,7

2 1,00 9390 13,7 538

3 3,00 5431 7,93 31,1

4 10,0 2746 4,01 15,7

5 30,0 1243 1,81 713
(Beispiel einer Standardkurve, nicht zur Berechnung benutzen)
7.2 Proben

Fir Kontrolle oder die Proben nach 4 °C oder 37 °C Inkubation wird der B/T
oder B/B0-Wert auf der y-Achse bestimmt und die entsprechende Angiotensin I-
Konzentration (in ng/mL) auf der x-Achse abgelesen.

7.3 Bestimmung der Plasma Renin Aktivitat (PRA)
Die Plasma Renin Aktivitat (PRA) wird indirekt bestimmt durch das Messen des
in vitro erzeugtes Angiotensin | (A-l) in einer Stunde. Angiotensin | im
Hintergrund wird in den bei 4 °C inkubierten Proben bestimmt und von dem bei
37 °C erzeugten Angiotensin | abgezogen. Die PRA wird dann wie folgt ermittelt:

[A-(37°C) - A1(4°C)] x 2

PRA ng of A-l /mL/hr =
Enzymatische Inkubationzeit (hrs)

mit:
A (37°C): Angiotensinkonzentration in ng/mL in den bei 37°C inkubierten Proben,
A-1(4°C): Angiotensinkonzentration in ng/mL in den bei 4°C inkubierten Proben.
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8. QUALITATSKONTROLLE

Zur Einhaltung der Laborgrundregeln sollten regelméfRig Kontrollproben benutzt
werden, um die Qualitat der Ergebnisse zu sichern. Diese Proben missen in genau
derselben Weise wie die Assay-Proben getestet werden, und die Analyse der
Ergebnisse sollte mit angebrachten statistischen Methoden stattfinden.

Wenn fiir die Kontrollen nicht die richtigen Werte ermittelt werden, konnte dies an
ungenauem Arbeiten, unvorschriftsmaBigem Umgang mit den Proben oder Verfall der
Reagenzien liegen.

Im Falle von Verpackungsschaden oder einer Leistungbeeintrachtigung des Produkts,
kontaktieren Sie bitte Ihren lokalen Vertreiber oder benutzen Sie die folgende e-mail:
products.support@diasource.be

GemaR der EU-Verordnung 2017/746 missen alle schwerwiegenden Zwischenfélle,
die sich im Rahmen der Verwendung dieses Gerats ergeben, an den Hersteller und die
zustandige Behorde des EU-Mitgliedstaats, in dem sich der Benutzer und/oder Patient
befindet, gemeldet werden.

9. ERWARTETE WERTE

Jedes Labor sollte jedoch seinen eigenen Normalbereich in Gruppen von gesunden
Testpersonen festlegen. Die hier angegebenen Werte dienen nur als Richtlinie.

N Normaler 2,5-97,5 percentil Median Min-Max
Ewachsener (ng/mL/hr) (ng/mL/hr) | (ng/mL/hr)
3g | Frihmorgens, 0,32-1,84 079 | 030190
liegend
41 |2 Stunden aufrecht 0,60-4,18 2,20 0,48-4,88

10. SPEZIFISCHE LEISTUNGSMERKMALE
(Fiir mehr Details, siehe die Beilage “APPENDIX”)

Représentative Daten dienen nur der Veranschaulichung. Die in einzelnen Labors
erzielten Leistungen kénnen anders ausfallen.

10.1 Empfindlichkeit

10.1.1 Analytische Sensitivitét: 0.07 ng/mL
10.1.2 Funktionelle Sensitivitat:0.20ng/mL
10.2 Spezifitat

Der in dem Immunassay verwendete Antikdrper ist hochspezifisch fiir
Angiotensin |. Gegenliber mehreren Molekiilen wurde eine &uBerst geringe
Kreuzreaktivitat beobachtet.

AuRerdem werden mogliche Storfaktoren fiir die PRA Ergebnisse durch die
Subtraktion des Hintergrundes vermieden.

10.3 Prézision
10.3.1 Intra-assay

Proben aus derselben Serie wurden 25 mal getestet. Der Variationskoeffizient
war jeweils weniger oder gleich 11,3 %.

10.3.2 Inter-assay

Proben aus 10 verschiedenen Serien wurden als Doppelbestimmungen getestet.
Der Variationskoeffizient war jeweils weniger oder gleich 20,9 %.

10.4 Genauigkeit
10.4.1 Abhéngigkeit von der enzymatischen Inkubationszeit

Die Proben wurden zusammen mit dem Enzyminhibitor 60, 120 und 180
Minuten inkubiert. Es wurde kein Effekt auf die PRA-Ergebnisse gefunden.

10.4.2 Verdiinnungstest

Hoch konzentrierte Plasmaproben wurden mit dem Nullkalibrator seriell
verdiinnt. Die prozentuale Wiederfindung lag zwischen 78,2 % und 98,8 %.

10.4.3 Wiederfindungstest

Plasmaproben mit geringen Konzentrationen wurden mit bekannten Mengen von
Angiotensin | versetzt. Die ermittelten prozentualen Wiederfindungswerte lagen
zwischen 104 % und 123 %.

10.5 MeRBbereich (von analytischer Sensitivitat bis zum héchsten Kalibratorwert):
0,07 bis circa 30 ng/mL.

11. GRENZEN DES VERFAHRENS

Die Nichtbeachtung der Anweisungen in dieser Packungsbeilage kann die Ergebnisse
signifikant beeinflussen.

Die erhaltenen Ergebnisse sind vor dem Hintergrund der gesamten klinischen Situation
des Patienten unter Berlcksichtigung seiner Kklinischen Vorgeschichte, den

Ergebnissen anderer Testergebnisse sowie weiteren vorliegenden Informationen zu
interpretieren.

Keine hé&molysierten, lipdmischen oder ikterischen Proben verwenden. Weitere
Hinweise dazu finden Sie in Appendix (Anhang), § Interference (Interferenzen).

Bei Immunassays kdnnen heterophile Antikorper in der Patientenprobe Interferenzen
verursachen. Patienten, die regelmaRig Kontakt mit Tieren hatten oder sich einer
Immuntherapie oder diagnostischen Verfahren unter Einsatz von Immunglobulinen
oder Immunglobulinfragmenten unterzogen haben, bilden eventuell Antikérper wie z. B.
HAMA, die sich storend auf Immunassays auswirken konnen. Immunassays kénnen
aulerdem durch das Vorhandensein von Antikdrpern gegen Avidin oder Streptavidin
sowie von Autoantikdrpern gegen den zu bestimmenden Analyten beeinflusst werden.
Derartige storende Antikdrper konnen zu fehlerhaften Ergebnissen fiihren. Die
Ergebnisse von Patienten mit Verdacht auf Vorliegen derartiger Antikdrper sind mit
besonderer Sorgfalt auszuwerten [3, 4, 5].
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APPENDIX

PERFORMANCE CHARACTERISTICS
Representative data are provided for illustration only. Performance obtained in
individual laboratories may vary.

Interference

Plasma samples containing angiotensin | concentrations (low and high) were spiked
with multiple concentrations of the substances listed below and assayed using
Angiotensin | RIA KIT. Values were calculated as described in CLSI EP07, 3rd ed. [6].
Interference was determined by testing controls (no interfering substance added) and
matched test samples (with interfering substance added). No interference (defined as a
shift in dose > 15 %) was found for addition of interferent up to concentration stated in
the table below.

Time, minutes 60 120 180
Pra Sample 1 0.30 0.32 0.33
Ng/mli/hour Sample 2 0.56 048 053
Sample 3 1.04 1.15 1.19
Sample 4 164 156 165
Sample 5 5.12 5.19 4.93

Dilution test

Samples were diluted in zero calibrator and assayed according to the assay procedure
of the kit.

Interferent Test concentration
Biotin 1,631 NG/ML
Conjugated bilirubin 474.4 uG/IML
Hemoglobin 10,044 pG/ML
Triglycerides 15.20 MG/ML
Unconjugated bilirubin 384.3 uG/ML

In spite of hemoglobin, bilirubin (conjugated, unconjugated) and triglyceride
interference data in the table, we advise to avoid using hemolyzed, lipemic or icteric
samples.

Specificity
Analogue Cross-reactivity (%)
Angiotensin | 100
Angiotensin I ND
Angiotensin IlI ND
Tetradecapeptide ND
Angiotensinogen ND

ND = Non-detectable

o Theoretical Observed
Sample Tlat::t::: conc. conc. Recovery (%)
(NG/ML)
P1 - - 245
1:2 1.23 1.21 98.78
1:4 0.61 0.56 9143
1:8 0.31 0.27 88.16
P2 - - 3.05
12 1.53 1.46 95.74
1:4 0.76 0.64 83.93
1:8 0.38 0.34 89.18
P3 - - 9.21
1:2 4.61 4.30 93.38
1:4 2.30 1.82 79.04
1:8 1.15 0.90 78.18
1:16 0.58 0.45 78.18

Precision
Intra-assay
Sample P1 P2
Number of determinations 25 25
Pra, ng/mi/hour 1.49 2.94
Cv (%) 11.25 11.25
Inter-assay

After generation of Angiotensin |, samples were determined in duplicates in 10 different
series according to the procedure of the kit. Plasma renin activity was obtained and
used for the calculation of inter-assay precision.

Sample P1 P2 P3 P4 P5
Number of 10 10 10 10 10
determinations
Pra, ng/ml/hour 0.69 3.37 7.08 15.09 2415
Cv (%) 20.9 9.57 8.72 9.74 11.8

Accuracy

Dependence on time of enzymatic incubation
No dependence of PRA on time was observed.
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Recovery test

Plasma samples were spiked with known quantities of angiotensin | and assayed
according to the procedure of the kit.

Initial conc. |Added angiotensin| Observed Observed Recovery
(ng/ml) (ng/ml) conc. (ng/ml) | addition (ng/ml) (%)
0.88 1.01 1.89 2.09 110.7
1.30 2.18 2.68 122.9
1.93 2.81 3.20 113.9
1.39 1.01 240 264 110.2
1.30 2.69 2.98 110.8
1.93 3.32 3.59 108.2
1.54 1.01 2.54 2.84 1117
1.30 2.84 3.31 116.7
1.93 3.46 4.03 116.4
2.60 1.01 3.61 3.83 106.2
1.30 3.90 459 177
1.93 4.53 5.20 114.9
2.62 1.01 3.62 3.75 103.5
1.30 3.92 4.19 107.0
1.93 4.55 4.82 106.0
Expected data for children
Results are sorted according to age.
Children Angiotensin (ng/ml/hr)
Upright | N Min Max | Median peigrtile p;z:r::"e
2-9 years 27 0.60 7.38 3.20 0.76 6.64
10-15 years 16 0.58 3.98 1.52 0.64 3.93
1251 Characteristics
T1/2 (125)= 1443 h =60.14d
125] E (MeV) %
Y 0.035 6.5
Ka X-RAY 0.027 1125
K X-RAY 0.031 254
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Angiotensin | RIA PT

RADIO IMUNOENSAIO da angiotensina | para a determinacéo in vitro da
Atividade Plasmética da Renina (APR) em plasma humano

KIPB3518
Para utilizacdo em diagnostico in vitro

DiaSource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium - Tel: +32 10 84 99 11 - Fax : +32 10 84 99 90

1. PRINCIPIO

A angiotensina | RIA é utilizado para a determinagdo quantitativa da actividade da
renina no plasma (APR) por radioimunoensaio do produto da reacgao, a angiotensina
l.

A geragéo de angiotensina | é o resultado da clivagem enzimatica do substrato de
renina, angiotensinogeneo, em amostras de plasma na presenga de inibidor de ECA
(Enzima de Conversdo da Angiotensina), um inibidor enzimatico, que bloqueia a
conversao de angiotensina | em angiotensina Il.

O radioimunoensaio de angiotensina | € um ensaio competitivo. As amostras e os
calibradores sao incubados com angiotensina | marcada com 25|, como um detetor,
em tubos revestidos com anticorpos policlonais. Apds a incubagéo, o conteldo dos
tubos é enxaguado de forma a remover o detetor marcado com 2| ndo ligado. A
radioatividade ligada é, em seguida, determinada num contador gama. As
concentragbes de angiotensina | nas amostras s&o obtidas por interpolagao da curva-
padréo. A concentragdo de angiotensina | nas amostras é indiretamente proporcional &
radioatividade.

2. MATERIAIS FORNECIDOS

Todos os reagents fechados no kit séo estaveis até a data de validade indicada no
rétulo do kit, quando armazenado de 2-8°C. As condigdes de armazenamento dos
reagentes apos reconstituigdo ou diluicdo sdo indicadas no paragrafo Procedimento.

U Tubos revestidos com anticorpos policlonais Anti-
angiotensina I: 2 x 50 tubos (pronto a utilizar)

Marcador de '?| angiotensina I: um frasco de 11 mL
(pronto a utilizar)

O frasco contém, a data de fabrico, 260 kBq, de angiotensina-|
marcado com 25| em tamp&o com albumina de soro bovino e
um corante.

Calibradores: seis frascos de 1 mL (prontos a usar)

Os frascos de calibrador contém entre 0 e aproximadamente
30 ng/mL de angiotensina | em tampao com albumina sérica
bovina e azida sédica (<0,1%). A concentragdo exata esta
indicada no rétulo de cada frasco. Os calibradores s&o
aferidos em conformidade com o padréo internacional 86/536.

Ag 1251

Controlo: um frasco de 1 mL (pronto a usar)

O frasco contém angiotensina | em tampao com albumina
sérica bovina e azida sédica (<0,1%). O intervalo de medigéo
analitico é indicado num suplemento. A amostra de controlo é
aferida em conformidade com o padréo internacional 86/536.

Inibidor Enzimatico: um frasco (liofilizado)

NEUTR | SOLN
-- O inibidor contém azida sédica (<0,1%).
Solugéo de Lavagem (20x): um frasco de 50 mL

A solugéo concentrada deve ser diluida antes de ser utilizada.

3. MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

Em adicdo ao material usual de laboratrio, é ainda necessario:
- Micropipeta de precisdo (75 pL).

- Pipeta semiautomatica (100 pL, 200 pL, 2 mL).

- Banho de agua.

- Banho de gelo.

- Agitador tipo Vortex.

- Agitador capaz.

- Sistema de Aspirag&o.

- Contador gama calibrado para 2.

4. AVISOS E PRECAUGOES

4.1 Orientagoes Gerais:

- A solugéo inibidora enzimatica, calibradores, controlo e amostras devem ser
arrefecidos a 2-8 °C antes da pipetagem.

- Os frascos dos calibradores e controlos devem estar abertos durante o menor
tempo possivel, de forma a evitar evaporagao excessiva.

- Né&o misture os reagentes de kits de diferentes lotes.

- Deve ser estabelecida uma curva padrdo em cada ensaio.

- Recomenda-se a realizar o imunoensaio em duplicado.

- Cada tubo deve ser utilizado uma vez.

4.2 Regras basicas de seguranga para radiagdo
A compra, uso e transferéncia de material radioactivo estdo sujeitos a
regulamentag&o de cada pais. A ades&o as regras basicas de segurancga para a
radiacéo fornecem a protecgdo adequada:
- N&o comer, beber, fumar ou aplicar cosméticos na presenga de materiais
radioativos.
- N&o pipetar o material radioativo com a boca.
- Evite qualquer contato com o material radioativo utilizando-se luvas e EPI's de
laboratorio.
- Toda a manipulagdo de material radioativo deve ser feita em local apropriado,
distante de corredores e locais muito utilizados.
- Materiais radioativos devem ser armazenados no frasco fornecido e em area
designada.
- O registro de recepgdo e armazenamento de produtos radioativos devem ser
mantidos atualizados.
- Equipamentos laboratoriais e vidrarias que estdo sujeitas a contaminagéo
devem ser separados para prevenir a contaminagdo cruzada de radioisétopos
diferentes.
- Cada caso de contaminagdo ou perda de material radioativo deve ser efetuada
de acordo com os procedimentos estabelecidos.
- Descarte dos reagentes e materiais deve ser de acordo com a regulamentagéo
aplicavel.

4.3  Azida Sddica
Alguns reagentes contém azida sodica como conservante. A azida sodica pode
reagir com chumbo, cobre ou latdo para formar azidas metalicas explosivas. A
eliminacéo de azida sodica deve ser efetuada de acordo com as normas locais
apropriadas.

4.4  Materiais de origem humana

Os materiais de origem humana, contidos neste kit, foram considerados
negativos para a presenca de anticorpos para VIH 1 e VIH 2, anticorpos anti-
HCV, bem como para o antigénio de superficie da hepatite B (HBsAg). No
entanto, devem ser tratados como potencialmente infectantes. Nenhum método
de teste conhecido pode oferecer total garantia de que nenhum virus esta
presente. Lidar com esse kit com todas as precaugdes necessarias.

Todos os espécimes de pacientes devem ser tratados como potencialmente
infeciosos e os residuos devem ser eliminados de acordo com as regras do
pais.

5. COLHEITA, PROCESSAMENTO, ARMAZENAMENTO, E DILUIGAO DAS
AMOSTRAS

- As amostras de plasma tém de ser recolhidas em tubos EDTA frios.

- Separar o plasma das células por centrifugagao a 2-8 °C.

- Mantenha as amostras de plasma congelado (<-20 °C, um ano no maximo),
se a determinagdo ndo é para ser executada imediatamente, depois de
aliquotar, a fim de evitar o congelamento e descongelamento repetido.

Nota: A temperatura de amostras de plasma devem ser mantidos a 2-8 °C no
decurso do ensaio. Evitar manipulagao adicional para evitar, tanto a formagao
como a decomposicao da angiotensina I.
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- Qualquer amostra com valor superior ao calibrador mais alto deve ser diluida
com o calibrador zero.

6. PROCEDIMENTO
6.1 Preparagao dos Reagentes

6.1.1 Preparagdo da solugao de inibidor enzimatico
O contetdo do frasco é reconstituido com o volume de agua destilada fria (4
°C) indicado na respetiva etiqueta e misturado. O inibidor enzimatico
reconstituido pode ser armazenado a 2-8 °C até a data de validade do kit.
A presenca ocasional de turvagdo no inibidor apés reconstituicdo néo afeta o
desempenho do ensaio.

6.1.2. Preparagéo de solugao de lavagem

Misture o conteudo do frasco em 950 mL de agua destilada e homogenize. A
solugéo diluida deve ser armazenada entre 2-8 °C até a data validade do kit.

6.2 Passo enzimatico — geragao da angiotensina |

6.2.1 Observagdes e recomendagoes

- O inibidor enzimatico tem de ser arrefecido até 4 °C antes da adi¢do a
amostra.

- Ambas as temperaturas de incubagéo (4 °C e 37 °C) devem ser respeitadas
rigorosamente, mesmo pequenas variagdes podem causar erros graves na
determinagéo.

- O tempo de incubag&o enzimatica a 37 °C deve ser determinada de forma tao
precisa quanto possivel e mantido dentro de limites estreitos para todo o
conjunto de tubos.

- A rapidez do aumento da temperatura de 4 °C a 37 °C e a seguinte queda
inversa sdo criticas. Um banho de &agua circulante é conveniente para o
aquecimento e, a utilizagdo de um banho de agua gelada é aconselhavel para
o arrefecimento.

- A rapidez do aumento de temperatura e diminuigdo pode ser melhorada com
a utilizagéo de tubos feitos de material com boa condutividade térmica (vidro).

- Se for esperado baixa actividade da renina plasmatica da amostra, o tempo
de incubag&o do passo enzimatico pode ser prolongado até 3 horas.

6.2.2 Passo enzimatico - Procedimento

Atengao: Nao tratar os calibradores e o controlo.

- Adicionar 200 pL de inibidor enzimatico pré-arrefecido para 200 pL a cada
amostra de plasma e misturar.

- Divida cada amostra em duas aliquotas de 200 L.

- Colocar a primeira aliquota num banho de agua gelada no frigorifico
(destinada a determinagéo de fundo angiotensina |, a 4 °C).

- Colocar a segunda num banho de &gua regulada para 37 °C (destinada a
determinag&o da angiotensina | gerada a 37 °C).

- Incubar todas as aliquotas durante 1 hora.

- Ap6s incubagéo, arrefeca as amostras de 37 °C a 4 °C rapidamente usando
banho de 4gua gelada.

6.3 Procedimento de Ensaio

Passo 1 Passo 2 Passo 3
Pipetagem* Incubagéo Contagem
Nos tubos
revestidos, adicione Aspirar o conteido
sucessivamente: dos tubos com cuidado

(excepto os 2 tubos

75 L de calibrador, controlo “total cpm’)

: s a incubacs Incubar 2 horas a
Ou amosira apos & Incubagao| g oo oc o |Lavar com 2 mL de soluggo de

enzimatica a 37 °C e a 4 °C|agitagao lavagem. Aspirar 2 vezes.
respectivamente 100 L de|(> 280 rpm).

marcador.** R
Proceda a contagem do cpm
ligado (B) e do cpm total (T)
Agite suavemente em Vortex durante 1 minuto.

1-2 segundos.

*Amostras, calibradores e controlo tém de ser arrefecidos a 4 °C antes da pipetagem.
Misture delicadamente as amostras antes de serem adicionados.
**Adicione 100 pL do tragador a 2 tubos adicionais para obter o «total cpm»

7. RESULTADOS

Os resultados s&o obtidos a partir da curva do calibrador por interpolagéo. A curva
serve para determinar as concentragdes de analito em amostras medidas ao mesmo
tempo que os calibradores.

7.1  CurvaPadrao
Os resultados do departamento de controlo de qualidade foram calculados
utilizando um ajuste de curva de regresséo cubica com logit de

B/T ou B/BO no eixo vertical e registo da concentragdo de analito dos
calibradores no eixo horizontal. Outros métodos de calculo podem produzir
resultados ligeiramente diferentes.

Actividade total : 68 511 cpm
Angiotensina _
Calibradores | I (ng/mL) cpm (n=3) BIT (%) B/BO (%)
0 0.00 17 444 255 100
1 0.30 13732 20.0 78.7
2 1.00 9390 13.7 53.8
3 3.00 5431 7.93 311
4 10.0 2746 4.01 15.7
5 30.0 1243 1.81 713

(Exemplo de curva padréo, ndo utilize para célculo)
7.2 Amostras

Para o controlo e as amostras incubadas a 4 °C, ou a 37 °C, localizar a B/T ou
B/BO valor no eixo vertical e a leitura da concentragdo de angiotensina |
correspondente em ng/mL no eixo horizontal.

7.3 Calculo da actividade da renina no plasma
A determinagdo da actividade da renina no plasma é efectuada indirectamente
pela medi¢ao da geragdo in vitro de angiotensina | (A-l) por hora. Os valores de
Al, determinados com amostras de plasma incubadas a 4 °C, sdo subtraidos a
partir do Al gerado a 37 °C para o calculo da APR utilizando a seguinte
equagao:

[A(37°C) - A1 (4°C)] x 2

APR ng of A-l /mL/hr =
Tempo da Incubagéo Enzimética (hrs)
Onde

A-I (37 °C): concentragao de angiotensina em ng/mL na amostra incubada a 37 °C
A-l (4 °C) : concentragdo de angiotensina em ng/mL na amostra incubada a 4 °C.

8. CONTROLO DE QUALIDADE
As boas praticas de laboratério implicam a execugao regular do controlo para garantir
a qualidade dos resultados obtidos. Estes controlos devem ser processados
exactamente como as amostras do ensaio, e é recomendado que os seus resultados
sejam analisados utilizando um método estatistico adequado.

A falha na obtengdo de valores apropriados para os controlos pode indicar
manipulagdo imprecisa, manuseamento inadequado de amostras ou deterioragéo dos
reagentes.

Em caso de deterioragdo da embalagem ou se o dado obtido mostrar alguma alteragéo
de performance, por favor contacte o distribuidor local ou utilize o seguinte enderego
de e-mail: products.support@diasource.be

De acordo com o regulamento da UE 2017/746, qualquer incidente grave que tenha
ocorrido em relagéo ao dispositivo deve ser comunicado ao fabricante e a autoridade
competente do estado-membro da UE em que o utilizador e/ou o paciente se encontra.

9. VALORES ESPERADOS

Cada laboratério deve estabelecer os seus proprios valores normais. O valor abaixo
indicado foi determinado numa populagdo de dadores normais e é meramente
indicativo.

N Adultos saudéveis 2.5-97.5 percentile Mediana Min-Max
(ng/mL/hr) (ng/mL/hr) (ng/mL/hr)
38 [Manhd, pos. Decubito 0.32-1.84 0.79 0.30-1.90
41 | Pos: orotestatica, 2 0.60-4.18 2.20 0.48-4.88
Horas

10. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
(Para mais detalhes, veja a data sheet “APPENDIX”)

Sao fornecidos dados representativos apenas para fins ilustrativos. O desempenho
pode variar de um laboratério para outro.
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10.1 Sensibilidade

10.1.1 Sensibilidade analitica: 0,07 ng/mL
10.1.2 Sensibilidade funcional: 0,20 ng/mL
10.2 Especificidade

O anticorpo utilizado no imunoensaio é altamente especifico para angiotensina
|. Foi obtida uma reatividade cruzada extremamente baixa contra varias
moléculas.

Além disso, a influéncia de possiveis interferéncias nos resultados na PRA é
eliminado por subtracgéo do valor de fundo.

10.3 Precisao
10.3.1 Intra-ensaio

As amostras foram doseadas em 25 repeticdes da mesma série. Os
coeficientes de variagéo encontrados foram inferiores ou igual a 11,3%.

10.3.2 Inter-ensaio

As amostras foram analisadas em duplicado, em 10 séries diferentes. Os
coeficientes de variagéo encontrados foram inferiores ou igual a 20,9%.

10.4 Exactidao
10.4.1 Dependéncia do tempo de incubagao enzimatica

As amostras foram incubadas com um inibidor enzimatico durante 60, 120, e
180 minutos. Nenhum efeito significativo nos resultados PRA foi encontrado.

10.4.2 Teste de Diluigao

Foram diluidas amostras de plasma altamente concentradas em série com o
calibrador zero. As percentagens de recuperagdo obtidas variaram entre 78,2%
e 98,8%.

10.4.3 Teste de Recuperagao

As amostras de concentragdo baixa de plasma foram misturadas com
quantidades conhecidas de angiotensina |. As percentagens de recuperagéo
obtidas variaram entre 104% e 123%.

10.5 Intervalo de medigao (da sensibilidade analitica ao calibrador mais alto):
0,07 a aproximadamente 30 ng/mL.

11. LIMITAGOES

O néo cumprimento das instrugdes deste protocolo pode afectar significantemente os
resultados.

Os resultados devem ser interpretados conjuntamente com a clinica do doente,
incluindo historia clinica, dados de testes adicionais e outras informagdes apropriadas.

N&o utilize amostras hemolisadas, lipémicas ou ictéricas. Para obter mais
detalhes, consulte Appendix (Anexo), § Interference (Interferéncia).

Em imunoensaios, existe a possibilidade de interferéncia por anticorpos heteréfilos na
amostra do paciente. Os pacientes que tenham sido expostos regularmente a animais
ou que tenham sido submetidos a imunoterapia ou procedimentos de diagnéstico
utilizando imunoglobulina ou respetivos fragmentos podem produzir anticorpos, por
exemplo HAMA, que interferem com os imunoensaios. Os imunoensaios também
podem ser afetados pela presenga de anticorpos antiavidina ou antiestreptavidina,
assim como pela presenga de autoanticorpos direcionados contra o analito
determinado. Estes anticorpos interferentes podem produzir resultados erréneos. Os
resultados de pacientes suspeitos de terem estes anticorpos devem ser avaliados com
cuidado [3, 4, 5].
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APPENDIX

PERFORMANCE CHARACTERISTICS
Representative data are provided for illustration only. Performance obtained in
individual laboratories may vary.

Interference

Plasma samples containing angiotensin | concentrations (low and high) were spiked
with multiple concentrations of the substances listed below and assayed using
Angiotensin | RIA KIT. Values were calculated as described in CLSI EP07, 3rd ed. [6].
Interference was determined by testing controls (no interfering substance added) and
matched test samples (with interfering substance added). No interference (defined as a
shift in dose > 15 %) was found for addition of interferent up to concentration stated in
the table below.

Time, minutes 60 120 180
Pra Sample 1 0.30 0.32 0.33
Ng/mli/hour Sample 2 0.56 048 053
Sample 3 1.04 1.15 1.19
Sample 4 164 156 165
Sample 5 5.12 5.19 4.93

Dilution test

Samples were diluted in zero calibrator and assayed according to the assay procedure
of the kit.

Interferent Test concentration
Biotin 1,631 NG/ML
Conjugated bilirubin 474.4 uG/IML
Hemoglobin 10,044 pG/ML
Triglycerides 15.20 MG/ML
Unconjugated bilirubin 384.3 uG/ML

In spite of hemoglobin, bilirubin (conjugated, unconjugated) and triglyceride
interference data in the table, we advise to avoid using hemolyzed, lipemic or icteric
samples.

Specificity
Analogue Cross-reactivity (%)
Angiotensin | 100
Angiotensin I ND
Angiotensin IlI ND
Tetradecapeptide ND
Angiotensinogen ND

ND = Non-detectable

o Theoretical Observed
Sample Tlat::t::: conc. conc. Recovery (%)
(NG/ML)
P1 - - 245
1:2 1.23 1.21 98.78
1:4 0.61 0.56 9143
1:8 0.31 0.27 88.16
P2 - - 3.05
12 1.53 1.46 95.74
1:4 0.76 0.64 83.93
1:8 0.38 0.34 89.18
P3 - - 9.21
1:2 4.61 4.30 93.38
1:4 2.30 1.82 79.04
1:8 1.15 0.90 78.18
1:16 0.58 0.45 78.18

Precision
Intra-assay
Sample P1 P2
Number of determinations 25 25
Pra, ng/mi/hour 1.49 2.94
Cv (%) 11.25 11.25
Inter-assay

After generation of Angiotensin |, samples were determined in duplicates in 10 different
series according to the procedure of the kit. Plasma renin activity was obtained and
used for the calculation of inter-assay precision.

Sample P1 P2 P3 P4 P5
Number of 10 10 10 10 10
determinations
Pra, ng/ml/hour 0.69 3.37 7.08 15.09 2415
Cv (%) 20.9 9.57 8.72 9.74 11.8

Accuracy

Dependence on time of enzymatic incubation
No dependence of PRA on time was observed.
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Recovery test

Plasma samples were spiked with known quantities of angiotensin | and assayed
according to the procedure of the kit.

Initial conc. |Added angiotensin| Observed Observed Recovery
(ng/ml) (ng/ml) conc. (ng/ml) | addition (ng/ml) (%)
0.88 1.01 1.89 2.09 110.7
1.30 2.18 2.68 122.9
1.93 2.81 3.20 113.9
1.39 1.01 240 264 110.2
1.30 2.69 2.98 110.8
1.93 3.32 3.59 108.2
1.54 1.01 2.54 2.84 1117
1.30 2.84 3.31 116.7
1.93 3.46 4.03 116.4
2.60 1.01 3.61 3.83 106.2
1.30 3.90 459 177
1.93 4.53 5.20 114.9
2.62 1.01 3.62 3.75 103.5
1.30 3.92 4.19 107.0
1.93 4.55 4.82 106.0
Expected data for children
Results are sorted according to age.
Children Angiotensin (ng/ml/hr)
Upright | N Min Max | Median peigrtile p;z:r::"e
2-9 years 27 0.60 7.38 3.20 0.76 6.64
10-15 years 16 0.58 3.98 1.52 0.64 3.93
1251 Characteristics
T1/2 (125)= 1443 h =60.14d
125] E (MeV) %
Y 0.035 6.5
Ka X-RAY 0.027 1125
K X-RAY 0.031 254
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Angiotensin | RIA RU

PAJUOUMMYHOJIOTHYECKOE OINPEJEJIEHUE AHTHOTEH3UHA 1
JJIs1 OHEHKU AKTUBHOCTH IIVIASMATHYECKOI'O PEHUHA (AIIP) IN VITRO B IIVTASME

KIPB3518
IN VITRO IHAT'HOCTHKH

DiaSource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium - Tel: +32 1084 99 11 - Fax: +32 10 84 99 90

1. MPUHLUN PABOTbI

PapvionmmyHonornieckuin METoz OLIEHKW akTUBHOCTY Nia3mMaTuyeckoro peHnHa (ArP)
OCHOBaH Ha M3MepeHun KonuyecTsa o6pa3oBaBLUErocs NpoaykTa hepMeHTaTUBHOM
peakLyu - aHrMoTeHanHa |.

O6pa3soBaHue aHrvoTeHavHa | B 0bpasLiax nnasmbl KpOBHK, SBNSIOLEECS pe3yrnbTaToM
(hepMEHTATMBHOTO pacLuennexns cybeTpaTa peHnHa

—  aHIMOTEH3NHOreHa, MPOBOAWTCA B MPUCYTCTBUMM MHrMBUTOpa, BRoKMpytoLero
npeBpaLLeHre aHrnoTeH3nHa | B aHrmoTeHsmH |l

PanvionmmyHonorniecknin aHanns aHrmoTeHanHa | SBnseTcs KOHKYPEHTHbIM TECTOM.
Mpobbl 1 kanubpaTopbl MHKYOUPYKOTCS C aHTMOTEH3MHOM |, MeuveHHbIM 1251, kak
WHAVKaTOPHOM f[0BaBKOM, B Mpobupkax, MOKPLITHIX NOMMKNOHANBHBIMA aHTUTENAMM.
Mocne wHkybaLMm copepxiMoe NpobUpok NPOMBIBAKOT, YTObLI yAanuTL HECBAA3aHHYI0
VHAMKATOPHYID [00aBky, MeuyeHHylo 125|. CBsA3aHHyl paAnoaKTMBHOCTb 3aTem
ONpeaensioT Ha raMma-cyeTumke. 3Ha4eHNs KOHLEHTpaLMN aHrvoTeHanHa | B npobax
nony4aloT MyTeM WHTEPNOAALUMM C  MCMONb3OBaHWEM  CTaHAAPTHOW  KpUBOWA.
KoHueHTpaunss  aHrmoTeHsuHa | B npobax He MnpsAMO  MPOMOPLMOHAMbHA
PaanoaKTMBHOCTH.

2.NMPEAOCTABNAEMbIE MATEPUATbI

Bce pearenTbl cTabumbHbl mpu 2-8°C [0 OKOHYaHMs Cpoka rogHocTU Habopa,
YKa3aHHOro Ha ynakoBKe. CpOKVI FOAHOCTU, YKa3aHHble Ha 3TUKETKax Cbl'IaKOHOB C
peareHTami, OTHOCATCH TOMBKO K WX XPaHEHWI0 B MPOM3BOACTBEHHbBIX YCHOBUAX
BMNOTb JO MOMEHTa KOMNneKkTaLuun Habopa 1 He pPacnpoCTPaHSIOTCS Hamony4eHHyo
3aKa34y1koM NpoAyKLuto.

Ycnosus XPaHeHWA peareHToB Nnocne 1X BOCCTAHOBINEHUA UM pa3BeeHNs yKa3aHbl B
paapene «Mpoueaypan.

U Mpo6upkK, NOKPbITbIE NONMUKNOHANbHLIMK aHTUTENaMM K
aHrmoTeH3uHy |: 2 x 50 WIT (roTOBbLI K MCMONB30BAHMIO)

Metka, '2l-aHruotensuH I: 1 dnakon, 11 mn (rotoea «
1CNOMb30BaHMI0)

Ha paty wsrotoBnenus cnakoH cogepxut 260 kbk 12l-
aHrvoTeHsnHa | B Oydepe € OblubiM  CbIBOPOTOYHBIM
anbbyM1HOM 1 kpacuTenem.

KanubpoBouHbie npobbl: 6 dnakoHoB no 1 mMn (roToBbI K
1CMOMb30BaHNI0)

®nakoHbl kanubpaTopa cogepxat oT 0 o npubnuauTensHo
30 Hr/mn aHrmoTeHaunHa | B Bydepe ¢ Gbl4biM CIBOPOTOYHBIM
ansbymmHom 1 asugom  Hatpus  (<0,1%). TouHas
KOHLiEHTpaLMs ykadaHa Ha 9TUKETKe Kaxaoro dakoHa.
Kanubpatopbl  mpocnexusalotcs 40 MeXayHapof[HOro

Ag 1251

cTanpapTta 86/536.
KoHTponbHas cbiBopoTka: 1 ¢nakoH, 1 mn (rotoBa K
1CNOMb30BaHMI0)

®nakoH copepxuT aHroTeHsnH | B Gydepe ¢ OblibuM
CbIBOPOTOYHBIM  anbbymuHoMm 1 asngom Hatpus (<0,1%).
Oxupaemble  [ManasoHbl  KOHLEHTpaUWiA  ykasaHbl B
pononHennn. KoHTponbHbIA 0bpasel; npocrnexvsaeTcs A0
MeXayHapoaHoro ctaHaapTa 86/536.

WHrubutop depementa: 1 ¢hnakoH (NMocunn3oBaHHbIN
npenapar)
WHrmbuTop copepxuT asug Hatpus (<0,1%).

MpombIBo4HbIN pacTBop (20x): 1 dnakoH, 50 mn
WASH [ SOLN | cone
--- KoHLeHTpMpoBaHHbI pacTeop TpebyeTcsi passecTv nepeq

UCnonb3oBaHMeEM.

NEUTR | SOLN

3. HEOBXOAUMbBIE, HO HE NPEAOCTABNAEMbIE MATEPUATbI

Momumo cTaHaapTHoro nabopaTopHoro o6opynoBaHMs Heobxoaumo WUMeTb
cregytlyee:

- MpeuuavioHHast MukponuneTka (75 mkn).

- MonyasTomatiyeckas nunetka (100 mkn, 200 mMkn 1 2 mn).

- BopgsiHas BaHHa.

- [lensHas BaHHa.

- Buxpesoit cmecutenb Tvna vortex.

- GOpM3OHTaMbHbIN UMK OpBUTaNbHbIA BCTPSIXVUBATENb.

- BopocTpyiiHbii Hacoc.

- Mamma-cyeTuuK Ans M3MepeHns akTMBHOCTY 1231,

4. NPEAYNPEXAEHWA U MEPbI NPEAOCTOPOXHOCTH

4.1 OG6wme 3ameyaHms:

- MNepen BHeceHMem B npobupku pacTBOp  WHIMOMTOpa  hepMeHTa,
kanmbpoBOYHbIE, KOHTPOMbHbIE 1 aHann3Mpyemble obpasLibl AOIKHbI MMETb
Temnepatypy 2-8°C.

- OnakoHbl € kanubpaTopamu M KOHTPONAMM — CnedyeT  OTKPbIBATh
HenocpeacTBEHHO Meped WMCMoNb3oBaHWMeM, BO M3bexaHue Ype3MepHOro
ncnapexus.

- He cmelumBaTh peareHTbl 13 HabopoB pasHbix CEpuii.

- AHanu3  kanubpoBOYHbIX UM Mccriesyemblx Mpob AOMmKeH NPOBOANTHCH
0AHOBPEMEHHO.

- AHanu3 pekomeHayeTCs NPOBOANTL B AyBnnkatax.

- Mpobupky TOMBKO AN OAHOPA30BOMO MPUMEHEHNS.

4.2 OcHoBHble NpaBuna paguaLMoHHON 6e3onacHoCTH
lMonyyeHue, ncnonb3oBaH1e M TPAHCMOPTUPOBKA PaaMOAKTUBHBIX MaTepuanos

[OMKHbI MPOMCXOMTb B COOTBETCTBUW C MPUHSTBIMA B [aHHOM CTpaHe

HOpMam1 paanaLyoHHON Be30NacHOCTM U CaHUTapHbIMK MpaBunamu paboTbl

C pagvoaKTUBHBIMK BELLECTBAMM.

B nabopatopusix 3anpelyaeTcs NpUHMMaTb MULLY, KYpWTb, NOMb30BATLCA

KOCMETUKON.

He nuneTupoBaTth pacTBOpbl PAAMOAKTUBHBIX BELLECTB PTOM.

[nq  orpaHMYeHMs  KOHTaKTa C  papvOaKTUBHbIMKM  MaTepuanamm

PEKOMeHIyeTCs  MCronb3oBaTb pPa3oBble NepyaTkn M nabopaTopHyo

cnewoaexay.

Bce MaHunynsiymM ¢ pagvoakTUBHBIMM BELLECTBaMU CrieflyeT NpoOBOAWTL B

cneupansHo 06opynoBaHHbIX ANst 3TOr0 NMOMELLEHWUSIX, YAaneHHbIX 0T MecT

MOCTOSIHHOrO NpebbIBaHNS NioAEN.

PagvoakTBHble  BeliecTBa  crieflyeT XpaHWTb C  WCMOMb30BaHMEM

KOHTEHEPOB B CrieLnanbHO 0TBEAEHHbIX A4S 3TOM0 MecTax.

Heobxogumo  perucTpupoBaTb MOCTYNNEHWE W PaCXOf PafvOaKTUBHBIX

MaTepuarnos.

JlabopaTopHoe 0BopyaoBaHWe U nocyady CrneayeT XpaHuTb OTAEMNbHO, YToObI

NPefoTBPATUTL UX 3arpsi3HeHNE PaaMoakTUBHBIMU U30TOMAMM.

- NMioBoit  cnyyail  papMOaKTMBHOTO — 3arpsi3HEHUS] UMW UCYE3HOBEHMS
pafMoaKTUBHOTO MaTepuana [OrKeH paccMaTpuBaThCsi B COOTBETCTBUM C
3aKOHOAATENbCTBOM.

- YTUNM3auus  papMoakTUBHbIX  OTXOOB  [OMKHA  OCYLLECTBAATLCS B
COOTBETCTBUN C 3aKOHOAATENBCTBOM.

4.3  Asup Hatpus
HekoTopble peareHTbl B kKa4eCTBE KOHCEPBaHTa cofepxar asua Hatpus. Asug
HaTpusi cnocobeH pearMpoBaTb CO CBWHLOM, MeAbl0 WM MaTyHblo C
0bpa3oBaHMeM B3pbiBYaTHIX a3nAOB MeTanna. YTunusauuio aswpa Hatpus
cregyeT MpOBOAMTb B COOTBETCTBMM C  COOTBETCTBYHOLWWMM MECTHBIMU
HOpMamy.

4.4  ProClin 300
R43: MoxeT BbI3BaTb CEHCUOUNU3ALIMIO NYTEM KOHTaKTa C KOXEN.
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Marepunan yenoBeyeckoro NPOMCXOXAEHUA

Matepuan 4enoBe4eckoro NPOMCXOXKAEHNS, BXOAALLMA B COCTAB KOMMOHEHTOB
Habopa, He cogepxut aHtuten k HIV 1, HIV 2, HCV u k noBepxHocTHOMY
aHTureHy Bupyca renatuta B (HBsAg). Tem He MeHee, HM oguwH W3
CYLLECTBYIOLMX METO[OB aHamu3a He MOXeT rapaHTMpoBaTb MOMHOMO
OTCYTCTBISA MH(DEKLMOHHBIX areHTOB B UCCneayeMoM Matepuane. Moatomy npu
paboTe C komnoHeHTamu Habopa crnepyeT cobniopatb HeobXoauMble Mepbl
NpeaoCcTOPOXHOCTH.

Co Bcemn 0Bpasuamu nauueHToB criesyeT obpallaThes kak C MOTEHLMansHO
WHDMLUMPOBAHHBIMA - MaTepuanami, a OTXOAbl ChepyeT YTUNM3MpoBaTb B
COOTBETCTBIN C 3aKOHOAATENBCTBOM CTPAHbI.

5. CBOP, OBPABOTKA, XPAHEHUE W PA3BE[EHVUE OEPA3LIOB

- CobpaTb KpoBb B OXnaxaeHHble npobupku ¢ OATA.

- OtgenuTb Nnasmy LieHTpudyrposaHem npu 2-8°C.

- Ecnv aHanu3 He ByaeT npoBoamMTLECS HeMeAneHHo, 06paaLibl nna3mbl cneayet
pasfenuTb Ha anukBOTbI W 3amMopo3uTb npu Temnepatype <-20°C, (go 1
roga). /3beratb NOBTOPHOTO 3aMOpaxWBaHNS-0TTanBaHNs 06pasLoB..

Buumanuwe: B npouecce nomyyeHns u obpaboTkv o6pasuos Temnepatypa

nnasvbl AOMKHa MoadepxueaTbecst Ha ypoeHe 2-8°C. Ctporoe cobniofeHue

PEKOMEHAYeMbIX YCIIOBUIA MO3BONSIET NPESOTBPaTUTL Kak 0bpa3oBaHue, Tak u

pacLuyenneHne aHrMoTeHanHa |.

- Ecnu  KoHueHTpauus B obpa3le npeBbilLaeT 3HAYeHWe KOHLEHTpaLum
MaKkcUManbHoro  kanubpatopa, ofpasel criegyeT pa3BeCTU  HyneBbiM
kanmbpaTopom.

6. NPOLIEAYPA

6.1
6.1.1

6.1.2,

6.2
6.2.1

6.2.2

MoproToBka peareHToB

MoaroToBka pacTBopa MHrMGMTOPa (hepmeHTa

Copepxatue thnakoHa BOCCTaHOBIEHO 06BeMOM XonofHow
AUCTUNNMPOBaHHOM Boabl (4°C), ykasaHHbIM Ha 3TUKETKe, W NepemeLLaHo.
BOCCTAHOBMEHHbIN  3H3UMATUYECKUA  MHIMOMTOP  MOXHO — XpaHuTb  Mpu
Temnepatype 2-8°C o ucTedeHns cpoka rogHoCT Habopa.

Onusopmyeckoe MOMyTHEHWE WHIMOMTOpa nocne pa3BefeHns He BAMSeT Ha
9KCNMyaTaLMOHHbIe XapaKTepuUCcTUKN TecTa.

MpuroToBneHne NPOMbLIBOYHOIO pacTBOpa

TwarensHo cMelwatb COAepXMMOe crnakoHa C KoHueHTpatom 1 950 mn
AUCTUNNMPOBAHHOM Bofbl.  [1OArOTOBNEHHbIM K paboTe  MPOMbIBOYHbIN
pacTBOp MOXHO XpaHuTb npu 2-8°C A0 OKOHYaHMs Ccpoka rofHOCTI Habopa.

depmMeHTaTMBHAA CTapguA — oGpasoBaHue aHrnoTeHsuHa |

3ameyaHus U pekoMeHAaLUM

- PactBop wHrubutopa cepmeHta pomkeH GbiTb oxnaxgeH o 4°C nepeq
BHECEHWEM B aHanu3anpyeMble 00pasLipl.

TemnepaTypHble yCroBus TENMOBOW W XonopoBoi uHkyBauui (4°C n 37°C)
JOMKHbI CTporo cobniogatbes, Tak kak Aaxe Hebombluve OTKNOHEHMs OT
PEKOMEHYEMOr0  PeX1Ma MOTyT MPUBECTU K CEepbe3HbIM  MCKaXeHWUsM
pe3ynbTaToB aHanu3a.

[poROMmKNTENBHOCTE  H3UMATUYECKON CTapgm  (vHkybaums npu  37°C)
pomxkHa cobriofaThCs kak MOXHO 6oree TwaTtenbHO U ObiTb MpaKTUYECKH
OfMHaKOBOW ANs BCEX NPOBMPOK.

CkopocTb Harpexu npobupok fo 37°C 1 nocnefytolwero ux OXnaxoeHus
WMEET MPUHLMNMANbHOE 3HaYeHne. [N HarpeBa  peKOMeHayetcs
1Cnonb3oBaTh BOASHYIO 6aHi0 C LMPKyNsAuveit BoAbl, @ ANs OXNaXaeHus —
nepsHyto 6aHio.

[ing  yckopeHWs NpOLIECCOB HarpeBa W OXMAXOEHU  PeKOMeHAyeTcs
ucmonb3oBaTb  Mpobupkn 13 MaTtepuana, obnajatoliero  XopoLuei
TennonpoBOAHOCTbIO (CTEKITO).

TpogomkuTENBLHOCTL TENMOBO MHKyGaumn B obpasuax ¢ npeanonaraemoi
HU3KOW aKTMBHOCTBIO MNa3MaTM4YecKoro peHWHa MOXHO YBENMUuuTb [0 3
4acos.

OH3uMaTuyeckas ctagus

BHumaHue: He o6pabaTtbiBaTh kanubpOBOYHbIE U KOHTPONbHbIE
npo6bI.

- B npobupku BHecTn 200 Mkn aHanu3npyembix 06pa3LoB nnasmbl 1 f0baBuTb
K HAM no 200 MKT OXMaXOEHHOro pacTBopa MHMMOUTOpa. TlaTemnbHo
nepemeLath.

- Pa3spenutb copepxumoe kaxaoit npobupky Ha fse anukeoTbl no 200 Mkr.

- MocTaButb MpobMpkM C NepBOi TPynmol anuKBOT Ha nefsHylo 6aHi K
MOMeCTUTb €e B XomnoaunbHuK. [laHHas rpynna npobupok npeaHasHadveHa ans
onpefeneHns 6a3oBoro ypoBHs aHrMoTeHanHa | npu 4°C.

- Bropylo rpynny npobupok, B KoTopbix OyAeT OLeHWBaTbCA CKOPOCTb
00pa3oBaHus aHrMoTeHauHa |, momecTuTb Ha BoAsHyl GaHio npu
Temnepatype 37°C.

- WHkybuposaTb Bce npobbl B TeyeHme 1 vaca.

- Mocne okoH4aHus uHKy6aumu npu 37°C BbicTpo oxnaguTb npobbl Ao 4°C Ha
nensiHoi BaHe.

6.3 [pouenypa aHanusa
Cragua 1 Cragua 2 Cragua 3
BHeceHue peareHTOB * WHkybGauus W3mepeHue pe3ynbTaToB
B np%ﬁupku C NOKpbImuem Twarensiio —
nocnedogamerbHO 8HeCmu:
cogepxumoe nNpobupok (kpome
75 MKT  KanubposoyHbIX, WHky6upyioT B npo6 «T») MpombiTb MPpOGUPKY
KOHMPOIbHbIX Ulreyenne 2 yacos npu
zgzﬁg%imm P Temneparype 18- Yoanutb  XuakocTb.  [Baxabl
25°C co '
SHIUMAMUHECKYI0 CMaduio| gernaxvisaHyem 22?;02”;:; npouenypy
npu 37°C (2280 06/MVH). paun.
u 4°C, a makxe 100 mkn
memku.**

Mepemewams 1-2 cekyHOb.

2 Mn NPOMBIBOYHOTO pacTeopa.

Mameputb cBssaHHylo (B) u
obuwyw (T) aktuHocTb 12| B
TeyeHue 1 MUHyTbI.

* [Nepeq BHeceHnem B Npobupku KanbpoBOYHbIE, KOHTPONbHBIE U aHaNMaupyeMble

npobbl 4OmKHbI ObITb OXMaxaeHsl A0 TemnepaTypbl 4°C 1 akkypaTHO NepemMeLLaHbl.

** B gBe pononHuTenbHble npobupku BHecT no 100 MKN METKM Ans OueHKku obLen
aktuHocTK 23] (T), UMM./MUH.

7. PE3YNIbTATbBI

PesynbTathl momnyyeHbl Mo kanubpoBOYHONM KpUBOW MyTem wHTepnonauwu. Kpusas
CAYXMT ANS ONpefeneHns KOHLEHTpauuiA aHanuTta B npobax, aHanua KoTOpbIX
BbINOMHEH OAHOBPEMEHHO C kanubpatopami.

74

Kann6poBouHas kpuBas

PesynbTaThl B OTAENEHNM KOHTPONS KaYecTBa paccunTaHbl C UCMONb30BaHNEM
nopbopa kpuBoit Kybudeckoir perpeccun ¢ morut BT wnm B/BO mo
BEPTMKANbHO OCK M orapucMOM KOHLIEHTpaLmMK aHanuTa kanubpatopos no
rOpU30HTaNbHON OCH.

[pyrve cnocobbl  BbluMCNEHWs MOFYT [aTb HEMHOrO  OTAMYatLmecs
pesynbTarhl.
O6wmi cyet : 68 511 umn./MuH.
KanubposouHble | AuruoteHsnH | | Umn./mun. o o
npoob! (Hr/mn) (n=3) BIT (%) BIBO (%)
0 0,00 17 444 255 100
1 0,30 13732 20,0 78,7
2 1,00 9390 13,7 53,8
3 3,00 5431 7,93 31,1
4 10,0 2746 4,01 15,7
5 30,0 1243 1,81 713
(Mpumep munuyHol kanubposoyHoli kpugol. He ucnonb3oeams 0nsi obcyema
pesynbmamos.)
7.2 O6pasybl
[N KaXmoro KOHTPOMBHOrO W aHanmuaupyemoro o6pasua, npoLleaLlero
nHkybaumio npn 4°C n 37°C, HallTu Ha BepTUKanbHOM OCU KanbpoBOYHOTO
rpadmka 3Havenne B/T (%) wm B/BO (%), a Ha ropuaoHTanbHoil ocu -
COOTBETCTBYIOLLYH KOHLEHTPALMIO aHrMOTeH3uHa | B Hr/mr.
7.3 PacyeT akTMBHOCTM N1a3MaTM4eCKOro peHnHa

[ins Kap[oro KOHTPOMBHOTO W aHanmaupyemoro obpasuya, NpoLUeALlero
nHkybaumio npn 4°C n 37°C, HailTu Ha BepTUKaNbHOA OCU KanMbpoBOYHOTO
rpajuka 3Hayenme B/T wnn B/BO, a Ha ropu3oHTanbHOA OCM -
COOTBETCTBYIOLLYHO KOHLIEHTPALWIO aHrMOTeH3uHa | B Hr/mn.

. Pacyet akTBHOCTM Nna3maTnyeckoro peHnHa

Onpefaenexne akTMBHOCTM MA3MaTUYECKOr0 PeHUHa MPOBOANTCS HEMpsMbIM
MeTofoM MO KomM4ecTBy aHrmoTeHanHa | (A-l), obpasosasiuerocs in vitro B
TeyeHue Yaca. ba3osbiit ypoBeHb A-l B npobax, npoluealunx MHKy6aLmio npu
4°C, BbluuTaeTcs U3 ypoeHs A-l, obpasosaslerocs npu 37°C, a pacuet
aKTUBHOCTI NNA3MaTM4YECKOro PEHNHa NPOBOAMTCA Mo hopmyne:
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[A(37°C) - A1 (4°C)] x 2

AMNP  (Hr A-l /mn/vac) =
AnUTenbHOCTbL H3NMATUYECKOM
cTagum (Yac)

lpe:
A-l (37°C): KOHLEHTpaLMs aHrMoTeHanHa (Hr/mn) nocne uHkybawwm npu 37°C
A-l (4°C) : KOHUEHTPaLWS aHrMOTEH3MHa (Hr/mn) nocne uHkybaumm npn 4°C.

8. KOHTPOJlb KAYECTBA

B cootsetcteuM c TpeGoBaHuamn Hapnexaleit nabopaTopHoil NpakTuky Ans
KOHTPONA KayecTBa MPOBOAMMbIX WUCCIIEAOBaHUl CrieflyeT perynsipHO MCMomb3oBaTh
KOHTPOIbHbIe 0Bpa3Libl, KOTOPbIE AOMKHLI NPOXOAUTL TE KE CTAANUM aHanuaa, Yto u
aHanuaupyemble npoGbl. PesynbTatl  KOHTpOMsS — KayecTBa  pekoMeHayeTcs
06pabaTbiBaTh C MOMOLLBIO CeLasbHbIX CTaTUCTUYECKIX METOAOB.

OTKNOHeHWe pe3ynbTaToB WCCNEAOBaHMS KOHTPONbHbIX 00pasLoB OT 3aAaHHbIX
3HAYEHU MOXET CBWAETENMbCTBOBATb O TEXHUYECKUX OLMOKaX, HEnpaBUrbHOM
noproToBke 0bpasLia Uk NOBPEXAEHNM PEareHToB.

B cnyyae cepbe3HOro MOBPEXAEHWS YMakoBKM, WM B Cryyae HECOOTBETCTBUS
MOMyYeHHbIX  Pe3ynbTaTOB  aHanUTWYECKUM  XapakTepucTukam  obpaTtutech,
noxanyiicra, k Hawmum cneumanuctam. E-mail: products.support@diasource.be

CornacHo Pernamenty EC 2017/746, o0 ntoboM Cepbe3HOM  WHUMAEHTe,
NpOoN30LLEIIEM B OTHOLLEHUI 3TOTO YCTPOIACTBA, CMeayeT COOBLMTb U3roTOBUTENMIO 1
KOMNETEHTHOMY OpraHy rocyaapcrsa-uneHa EC, B kKOTOpoM HaxoasTcs nonb3oBatenb
WMNN naumeHT.

9. OXXMOAEMbIE 3HAYEHKUA

B Kkaxgoit naBopaTopuu PEKOMEHZYETCs YCTaHOBUTb COBCTBEHHbIE pedepeHcHble
3HaueHusi. [peacTaBrieHHble HIKE 3HA4YeHWs, MoMyyeHHble Ha npobax 3HopOBbIX
CyBBbEKTOB, MPUBOASATCA TOMBKO 715 CBEASHNS.

2,5%-975% :
N NeDCEHTITE Meaunana Min-Max
Bapocnble (pnrlmn ) (nr/mnfy) | (nrimnly)
38 PaHHAM yTpOM, 0,32-1,84 079 | 030-190
B NONOXEHNM Nexa
4| B TOTONEHIMA GTOS, 2 0,60-4,18 220 | 048488

Moapo6Has MH(OpPMaUMs O OXMAAEMbIX 3HAYEHWA NepuaTpuUyeckux o6pasuos
(oTcopTMpoBaHHLIX MO BO3pacTy) NpuBeaeHsI B pasaene appendix.

10. SKCMNYATALMOHHBIE XAPAKTEPUCTUKU

(Bonee nodpobHas uHhopmayus npueedeHa e pazdene “APPENDIX”)
PenpeseHTaTMBHble [aHHble NPeJOCTaBNEHbl WCKMIOYUTENBHO A MOSICHEHWIA.
MokasaTenu, nomy4YeHHble B KOHKPETHON NabopaTopuy, MOTyT OTAMYATLCS.

10.1 YyBCcTBUTENBLHOCTHL
10.1.1 AHanuTH4eckas YyBcTBUTENbHOCTL: 0,07 Hr/Mn
10.1.2 ®yHKuMOHaNbHas YyBCTBUTENbHOCTB: 0,20 Hr/Mn

10.2 CneumduyHoCTb
AHTATENO, UCMOMb3yeMOE B MMMYHOXUMWYECKOM — aHamuse, SBRseTCS
BbICOKOCTIELMMUYHBIM [N aHrMoTeH3nHa |. Bbina nonyyeHa u4pesBblyaitHo
HU3Kas NepeKpecTHas PeakTUBHOCTb B OTHOLLIEHMI HECKOMBKUX MOJTEKYIT.
Kpome Toro, BblunTaHMe Ba30BOr0 YPOBHS aHIMOTEH3NHA | UCKItoYaeT BnusHUe
MOCTOPOHHNX (hakTOPOB Ha oLieHKy AlP.

10.3 Bocnpou3BoauMOCTb

10.3.1 BHyTpM aHanusa
AHanus 06pa3uyoB NpoBOAUNM B 25 pennukatax B npefenax OfHOW cepuu
onpepenenuit. KoachduumeHT BapuaLy He npesbiwan 11,3%.

10.3.2 Mexay aHanu3amu
Hanua oOpa3yoB B Aybnukatax npoogunu B 10 pasnuuHbIX  Cepusix
onpepenenuit. KoahduumeHT BapuaLy He npesbiwan 20,9%.

104 TouHOCTb
10.4.1 3aBUCMMOCTb OT NPOAOIKUTENILHOCTN 3H3UMATUYECKOI CTaAUM
O6pasubl Nnasmbl WHKYGMpOBanM B MPUCYTCTBAW MHTMOUTOpa (hepmeHTa B

TeuyeHue 60, 120 n 180 MMHYT. Hukakoro BAMSHWS Ha pe3ynbTaThl aHanMsa no
oueHke AlP He BbISBNEHO.

10.4.2 TecT Ha pa3BefeHue
MMpoBbl Nnasmbl C BbLICOKOW KOHLEHTpaLMeli MocrefoBaTeNbHO Pa3Boaviv
B HynesoM kanmbpatope.  [lonyyeHHbii MPOLIEHT BOCCTaHOBIEHUS!
Haxoauncs B npegenax ot 78,2% no 98,8%.

10.4.3 TecT Ha «OTKpbITME» CTaHAAPTHON [OBABKM
B npobbl nnasmbl C HU3KOW KOHLEHTpauueit aHanuTa 6bin AobaBneHb
N3BECTHbIE KOMMYECTBA aHrmoTeHavHa |. [MonyyeHHble 3HayeHMs npoLieHTa
BOCCTaHoBNeHus cocTaBunm oT 104% po 123%.

10.5 [wuanasoH (0T npedena aHanMTUYECKoi YyBCTBUTENBHOCTU A0 KanubpaTtopa ¢
camoi BbICOKOW KoHLeHTpauuel): ot 0,07 go npubnusutensHo 30 Hr/mn.

11. OTPAHUYEHKA

HecobrtopeHve atux WHcTtpykumin no npumeHenmnio (IFU) moxeT npusect K
VICKaXEHMIO pe3ynbTaToB UCCNefoBaHus.

PesynbTathl OnpegeneHus OMKHbl ObiTb WHTEPNPETMPOBaHbl B CBETe OOLEi
KMWHUYECKON KapTUHbI MaUMEHTa, BKMKYas aHamHe3, AaHHble Jpyrux TecToB W
NOAXOAALLYHO MHYHO MHGOPMALMIO.

He ncnonbayiite reMonnavpoBaHHble, MMNEMUYECKUE UM MKTepuyeckue npobbl. [Ans
nonyyexus 6Gonee nogpobHol WHdopmauum cm. Appendix  (Mpunoxerue), §
Interference (MHTepdepeHms).

NS MMMyHOXMMMYECKMX TECTOB CyLIECTByeT BEpOSTHOCTb  MHTEpEpeHLm
reTepoUnbHBIMA - aHTUTENamu B npobe nauveHta. Y NaUMEHTOB, UMEIOLNX
MOCTOSIHHBIA  KOHTAKT C JKMBOTHbIMM WNM MPOXOAMBLUMX MMMYHOTEpanuio, U
AMarHocTUYeckue Mnpoueaypbl C  MCMONb30BaHWEM MMMYHOMMOBYNMHOB MMM UX
¢bparmeHTOB, MOryT BbipabaTbiBaThCst aHTUTENa, Hanpumep HAMA, koTopble BrnsioT
Ha pesynbTaTbl UIMMyHOXMMMYECKOTO aHanu3a. Ha pesynbTaTbl UMMyHOXMMUYECKOTO
aHammM3a MOXEeT Takke MOBMWATb  HanuMuMe aHTUTen K aBuauHy  Wnm
QHTUCTPENTABUAVHY W ayTOAHTUTEN, HANPaBMeHHbIX MPOTUB ONPEENsemMoro aHanumra.
Takve WHTepdepupyloLmMe aHTUTena MOryT MPUBOAUTb K MOMYYEHMIO OLWMBOYHBIX
pesynbTaToB. TlATENbHO NPOBEPSATE pe3ynbTaThl NALMEHTOB C MOAO3PEHUEM Ha
Hannune atux anTuten [3, 4, 5].
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APPENDIX

PERFORMANCE CHARACTERISTICS
Representative data are provided for illustration only. Performance obtained in
individual laboratories may vary.

Interference

Plasma samples containing angiotensin | concentrations (low and high) were spiked
with multiple concentrations of the substances listed below and assayed using
Angiotensin | RIA KIT. Values were calculated as described in CLSI EP07, 3rd ed. [6].
Interference was determined by testing controls (no interfering substance added) and
matched test samples (with interfering substance added). No interference (defined as a
shift in dose > 15 %) was found for addition of interferent up to concentration stated in
the table below.

Time, minutes 60 120 180
Pra Sample 1 0.30 0.32 0.33
Ng/mli/hour Sample 2 0.56 048 053
Sample 3 1.04 1.15 1.19
Sample 4 164 156 165
Sample 5 5.12 5.19 4.93

Dilution test

Samples were diluted in zero calibrator and assayed according to the assay procedure
of the kit.

Interferent Test concentration
Biotin 1,631 NG/ML
Conjugated bilirubin 474.4 uG/IML
Hemoglobin 10,044 pG/ML
Triglycerides 15.20 MG/ML
Unconjugated bilirubin 384.3 uG/ML

In spite of hemoglobin, bilirubin (conjugated, unconjugated) and triglyceride
interference data in the table, we advise to avoid using hemolyzed, lipemic or icteric
samples.

Specificity
Analogue Cross-reactivity (%)
Angiotensin | 100
Angiotensin I ND
Angiotensin IlI ND
Tetradecapeptide ND
Angiotensinogen ND

ND = Non-detectable

o Theoretical Observed
Sample Tlat::t::: conc. conc. Recovery (%)
(NG/ML)
P1 - - 245
1:2 1.23 1.21 98.78
1:4 0.61 0.56 9143
1:8 0.31 0.27 88.16
P2 - - 3.05
12 1.53 1.46 95.74
1:4 0.76 0.64 83.93
1:8 0.38 0.34 89.18
P3 - - 9.21
1:2 4.61 4.30 93.38
1:4 2.30 1.82 79.04
1:8 1.15 0.90 78.18
1:16 0.58 0.45 78.18

Precision
Intra-assay
Sample P1 P2
Number of determinations 25 25
Pra, ng/mi/hour 1.49 2.94
Cv (%) 11.25 11.25
Inter-assay

After generation of Angiotensin |, samples were determined in duplicates in 10 different
series according to the procedure of the kit. Plasma renin activity was obtained and
used for the calculation of inter-assay precision.

Sample P1 P2 P3 P4 P5
Number of 10 10 10 10 10
determinations
Pra, ng/ml/hour 0.69 3.37 7.08 15.09 2415
Cv (%) 20.9 9.57 8.72 9.74 11.8

Accuracy

Dependence on time of enzymatic incubation
No dependence of PRA on time was observed.
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Recovery test

Plasma samples were spiked with known quantities of angiotensin | and assayed
according to the procedure of the kit.

Initial conc. |Added angiotensin| Observed Observed Recovery
(ng/ml) (ng/ml) conc. (ng/ml) | addition (ng/ml) (%)
0.88 1.01 1.89 2.09 110.7
1.30 2.18 2.68 122.9
1.93 2.81 3.20 113.9
1.39 1.01 240 264 110.2
1.30 2.69 2.98 110.8
1.93 3.32 3.59 108.2
1.54 1.01 2.54 2.84 1117
1.30 2.84 3.31 116.7
1.93 3.46 4.03 116.4
2.60 1.01 3.61 3.83 106.2
1.30 3.90 459 177
1.93 4.53 5.20 114.9
2.62 1.01 3.62 3.75 103.5
1.30 3.92 4.19 107.0
1.93 4.55 4.82 106.0
Expected data for children
Results are sorted according to age.
Children Angiotensin (ng/ml/hr)
Upright | N Min Max | Median peigrtile p;z:r::"e
2-9 years 27 0.60 7.38 3.20 0.76 6.64
10-15 years 16 0.58 3.98 1.52 0.64 3.93
1251 Characteristics
T1/2 (125)= 1443 h =60.14d
125] E (MeV) %
Y 0.035 6.5
Ka X-RAY 0.027 1125
K X-RAY 0.031 254
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	1. PRINCÍPIO
	A angiotensina I RIA é utilizado para a determinação quantitativa da actividade da renina no plasma (APR) por radioimunoensaio do produto da reacção, a angiotensina I.
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	6. ПРОЦЕДУРА
	7. РЕЗУЛЬТАТЫ
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