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ALDOSTERONE RADIOIMMUNOASSAY KIT

Procedure for quantitative determination of aldosterone
in human serum, plasma or urine samples

For in vitro use only

1. INTRODUCTION
Aldosterone is a steroid hormone of molecular weight 360.4 daltons, having the following chemical formula:
CH
H(‘) ‘ ,L,OH

CO
O—CH

Aldosterone is secreted by the zona glomerulosa of the adrenal cortex. It is by far the most potent regulator of
electrolyte excretion.

Aldosterone binds to specific protein receptors in the responsive renal cells, where it probably induces the DNA-
directed synthesis of mMRNA with subsequent formation of new protein. The role of this protein remains
controversial, but it may either facilitate entry of sodium into the transporting cells or provide these cells with an
increased energy supply for active sodium transport. In either case, its net effect is to enhance sodium transport
(reabsorption).

In the distal nephron, the action of aldosterone is manifested by increased reabsorption of sodium and chloride
ions from the tubular lumen and increased secretion of potassium and hydrogen ions into the tubular lumen. The
reabsorption of sodium and chloride tends to increase the osmolality of extracellular fluid. An increase in
extracellular osmolality stimulates the secretion of ADH and ADH facilitates the renal conservation of water.
Sodium, chloride, and water are commonly retained or excreted together, and aldosterone can be said to promote,
indirectly, the renal tubular reabsorption of water.

The mechanism regulating the secretion of aldosterone responds to changes in body hydration. The renin-
angiotensin system is the principal mediator of the adrenocortical response to changes in body hydration.
Conditions that reduce extracellular fluid volume, and conditions that result in sequestration of venous blood, all
tend to stimulate the production of renin, thereby increasing the formation of angiotensin. Angiotensin not only acts
directly on the vascular system as a pressor agent, but also stimulates the adrenal cortex to secrete aldosterone.

Aldosterone secretion is also influenced by:

1. Potassium concentration in body fluids: potassium depletion decreases, while potassium retention increases
aldosterone secretion.

2. ACTH secretion.

3. Sodium concentration in body fluids: sodium depletion increases, while sodium retention decreases
aldosterone secretion.

The assay of aldosterone may be carried out both in serum or plasma and in 24-hour urine. From a clinical point of
view it must be remembered that, while the 24-hour urinary measurement of 18-oxo-conjugate of aldosterone is an
integrated reflection of the daily aldosterone secretion, the plasma values may reflect only a single point in time
and since plasma aldosterone shows typical bursts, which follow a circadian rhythm, it might not be safe to draw
valid conclusions from a single determination. Therefore, while plasma aldosterone measurement is more suitable
for acute studies (like circadian rhythms, postural changes, acute effect of drugs), the 24-hour urinary
measurement is the method of choice for clinical investigation.



2. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The principle of the assay is based on the competition between labelled aldosterone and aldosterone contained in
calibrators or samples to be assayed for a fixed and limited number of antibody binding sites. After the incubation,
the amount of labelled aldosterone bound to the antibody on the tube walls is inversely related to the concentration
of unlabelled aldosterone present in calibrators or samples. The method adopted for B/F separation is based on
the use of antibody-coated tubes, where the antibody is coated on the tube walls.

3. REAGENTS PROVIDED IN THE KIT

Coated tubes 100
'2|_|abelled aldosterone 1 bottle
Aldosterone calibrators 6 vials
Control serum 1 vial
Number of tubes 100

STORAGE: Upon receipt, the kit should be stored at 2-8°C. Do not freeze. Once opened, the reagents of this kit
are stable until the kit expiry date when properly stored. The kit has been designed to perform 2 assay runs if
reagents are stored as the manufacturer recommends.

Reagents should not be used past the expiry date. The expiry date of the kit is reported on the external label and
corresponds to the expiry date of the tracer. The expiry date of each component is reported on the respective vial
label.

When reconstituting the contents of the vials, mix gently to avoid foaming.

Reagents from different batches must not be mixed.

3.1. Coated tubes

The inner surface of each tube is coated with aldosterone antiserum raised in rabbits.

Before use, bring the coated tubes to room temperature prior to opening the box, to avoid condensation of
humidity.

Securely reseal the box containing unused tubes. Do not mix different batches of coated tubes.

3.2. "®|-labelled aldosterone (red): ready-to-use reagent

The bottle contains 52 mL aldosterone labelled with '?°I, steroid-free human serum, phosphate buffer,
preservatives and an inert red dye. Radioactivity is 85 kBq (2.3 uCi) or less on the calibration date.

3.3. Aldosterone calibrators

The vials contain increasing amounts of aldosterone, steroid-free human serum and preservatives. The zero
calibrator vial contains 3 mL solution.

Reconstitute the contents of the 1-5 calibrator vials with 1 mL distilled water. The resulting solutions contain 50 -
100 - 250 - 500 - 1000 pg/mL aldosterone (0.138 - 0.277 - 0.692 - 1.385 - 2.770 nmol/L) and are stable for one
week at 2-8°C or stored in deep-frozen aliquots (—20°C or below) for extended storage.

As no international standard preparation is currently available, the kit calibrators are referenced to an internal
reference preparation (99% purity by HPLC). The kit calibrators demonstrate commutability with patient samples
when used with reagents and operating procedure of this in vitro diagnostic test as the manufacturer recommends.



3.4. Control serum: lyophilized reagent

The vial contains aldosterone, human serum and preservatives. The range of concentrations of each control is
reported on the certificate of analysis and indicates the limits established by DiaSorin for control values that can be
obtained in reliable assay runs.

Reconstitute the vial contents with 1 mL distilled water. The resulting solution is stable for one week at 2-8°C or
stored in deep-frozen aliquots (—20°C or below) for extended storage.

4. EQUIPMENT AND MATERIALS REQUIRED, BUT NOT SUPPLIED

- Distilled or deionized water.

- Laboratory reagents (HCI, boric acid) for urine assay.

- Glassware.

- Disposable glass tubes.

- Test tube rack.

- Micropipettes with disposable tips (10, 200, 500 uL) (10 pL: trueness * 3%, precision 2%; 200, 500 pL: trueness
+ 2%, precision 1%).

- Vortex mixer.

- Thermostatically-controlled water bath or heating block capable of maintaining 37° + 1°C.

- Device for aspiration of incubation mixture.

- Gamma counter suitable for counting '®| (counter window setting: 15-80 keV - counter efficiency: 70% -
counting time: 1 min). If counter efficiency is below 60%, counting time should be prolonged to 2 min.

5. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION
Careful standardization of the patient’s preparation and sampling conditions is strongly recommended.

Serum or plasma samples

The anticoagulants potassium EDTA and lithium heparin have been tested and may be used with this assay (see
§9.1). Blood should be collected aseptically by venipuncture, allowed to clot, and the serum separated from the
clot as soon as possible. Samples having particulate matter, turbidity, lipaemia, or erythrocyte debris may require
clarification by filtration or centrifugation before testing. Grossly haemolyzed or lipaemic samples as well as
samples containing particulate matter or exhibiting obvious microbial contamination should not be tested. If the
assay is performed within 24 hours of sample collection, the samples should be kept at 2-8°C; otherwise they
should be aliquoted and stored deep-frozen (—20°C or below). If samples are stored frozen, mix thawed samples
well before testing. Avoid repeated freeze-thaw cycles.

If aldosterone levels greater than 1000 pg/mL are expected, the samples should be diluted with the zero calibrator.

Urine samples

Collect 24-hour urine, measure and record the volume. Mix well before withdrawing an aliquot to be assayed. Add
1 g boric acid/100 mL and store at 2-8°C for one day or in deep-frozen aliquots (—20°C or below) for extended
storage.

Urine hydrolysis

Aldosterone can be assayed in urine samples after acid hydrolysis of aldosterone 18-glucuronide. In the conditions
recommended for the assay, hydrolysis is complete.

- Mix 100 pL urine and 1 mL 0.1N HCI. Use glass tubes.

- Cap tubes and incubate overnight (18-22 hours) at 30 + 2°C.



6. ASSAY PROCEDURE

Bring all reagents to room temperature (20-25°C) before assaying. Perform the assay at least in duplicate.
Calibrators must be run with each series of patient specimens. Calibrators and samples should be subjected to the
same process and incubation time.

Perform all assay steps in the order given and without any appreciable delays between the steps.

A clean, disposable tip should be used for dispensing each calibrator and sample.

- Dispense reagents in the bottom of coated tubes. Operate according to the following scheme:

tubes Zero Calibrators Serum Urine
calibrator 1-5 samples samples

reagents
Zero calibrator 200 pL - - 200 pL
Calibrators 1-5 - 200 pL - -
Serum samples - - 200 pL -
Urine samples - - - 10 pL*
Tracer 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL

20 ul hydrolyzed urine should be used for urine samples that are expected to contain low aldosterone levels.
- Mix the contents of tubes with a Vortex and incubate overnight (18-22 hours) at room temperature.

- Carefully aspirate the incubation mixture. Be sure that the aspirator tip touches the bottom of the coated tube
so that all the liquid is removed. Failure to remove adhering solution adequately may result in poor
reproducibility and spurious results. No trace of dye should still be visible.

- Measure the radioactivity of tubes.

7. CALCULATION OF RESULTS

Compute the mean net counts for each group of tubes. Compute the B/Bo ratio for each calibrator and unknown
sample as follows:

B/Bo% = calibrator or sample mean counts x 100

zero calibrator mean counts

Plot in semilog or linear-linear coordinates the mean percent value for each calibrator on the ordinate (y axis) as a
function of aldosterone concentration expressed as pg/mL or nmol/L on the abscissa (x axis). A calibration curve is
thus obtained (Fig. 1).

Serum or plasma samples

Read the aldosterone concentration of each sample expressed as pg/mL or nmol/L directly from the calibration
curve. If the sample was diluted, the aldosterone concentration value derived from the diluted specimen must be
multiplied by the dilution factor.

Urine samples

Daily aldosterone excretion expressed as pg or nmol/24 hours is calculated by the following procedure.

- For a 10-uL sample volume of hydrolyzed urine
Multiply the value read from the calibration curve by 220 to obtain urinary aldosterone concentration in pg/mL or
nmol/L. The coefficient of 220 derives from the dilution factor of hydrolyzed urine (11), multiplied by the
calibrator-to-sample ratio (20).

- For a 20-uL sample volume of hydrolyzed urine
Multiply the value read from the calibration curve by 110 to obtain urinary aldosterone concentration in pg/mL or
nmol/L. The coefficient of 110 derives from the dilution factor of hydrolyzed urine (11), multiplied by the
calibrator-to-sample ratio (10).



To obtain the daily aldosterone excretion concentration, multiply the aldosterone concentration by the volume of
urine excreted (expressed in mL) using the following formulae:

ug/24 hours = pg/mL x mL urine excreted x 10°®
nmol/24 hours = nmol/L x mL urine excreted x 10

Calculation example

The following data must only be considered an example and should not be employed instead of the data obtained
by the user.

Description cpm B/Bo x 100

Zero calibrator 10,220 100
50 pg/mL - 0.138 nmol/L 8,534 83.5
100 pg/mL - 0.277 nmol/L 7,409 725
250 pg/mL - 0.692 nmol/L 5,243 51.3
500 pg/mL - 1.385 nmol/L 3,352 32.8
1,000 pg/mL - 2.770 nmol/L 1,942 19.0
Serum sample 6,805 66.8
Urine sample 8,262 81.0

Serum sample
By interpolation from the calibration curve, the sample is found to contain 140 pg/mL (0.388 nmol/L) aldosterone.

Urine sample

By interpolation from the calibration curve, the sample is found to contain 70 pg/mL (0.194 nmol/L) aldosterone.
Taking into consideration the factor 220 and the volume of urine excreted during 24 hours (e.g. 1100 mL), the daily
aldosterone excretion is calculated as follows:

ng/24 hours =70x220x 1100 x 10°® =15400 x 1100 x 10® =16.94

nmol/24 hours =0.194 x 220 x 1100 x 10° =42.68 x 1100 x 10° =46.95



B/Bo x 100
100

50+

50 100 250 500 1000 pg/mL

0.138 o.§77 0.892 1.3}85 2.7}70 nmol/L
ALDOSTERONE
Fig. 1

8. EXPECTED VALUES

The ranges given below are merely indicative for a normal population with a sodium intake of 100-150 mEq/
24 hours: each laboratory should establish its own reference ranges.

Normal subjects PLASMA, pg/mL URINE, ng/24 hours
Supine position 7.5-150
2.8-30.0
Upright position 35-300

Conversion to nmol aldosterone/L is possible using the following formula:
nmol aldosterone/L. = pg aldosterone/mL x 2.77 x 107°.

9. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

9.1. Analytical specificity

Analytical specificity may be defined as the ability of the assay to accurately detect specific analyte in the presence
of potentially interfering factors in the sample matrix (e.g., anticoagulants, haemolysis, effects of sample
treatment), or cross-reactive analytes.

Interference. Controlled studies of potentially interfering substances or conditions showed that the assay
performance was not affected by lipaemia (up to 500 mg/dL triglycerides), bilirubinaemia (up to 20 mg/dL bilirubin).
Aldosterone values determined in samples containing 200 mg/dL haemoglobin are about 10% higher than those
determined in normal samples.



Matched serum and plasma samples (the latter obtained with lithium heparin and potassium EDTA) were drawn
from 41 healthy volunteers to set up an anticoagulant interference study. All samples were tested by the standard
method and the following results were observed.

# Sample Serum Heparin EDTA
41 mean (pg/mL) 181.6 183.9 1971
(100%) (101.3%) (108.5%)

The results of those tests showed that aldosterone values determined in potassium EDTA plasma samples were
about 10% higher than those determined in serum or lithium heparin plasma samples.

Cross-reactions. The percentage of cross-reactions, calculated according to Abraham, shows the specificity of
the antiserum used.

- Aldosterone 100%
- 3 beta, 5 alpha-tetrahydroaldosterone 4.2%
- 3 alpha, 5 beta-tetrahydroaldosterone 0.3%
- Cortexolone 6.4 x 10°%
- 18-OH-deoxycorticosterone 5.0 x 10°%
- Corticosterone 4.0 x10%%
- Cortisone 2.5x10°%
- Deoxycorticosterone 1.0x 10°%
- Testosterone 8.0 x 10%
- Prednisolone 6.4 x 10%%
- Cortisol 1.0 x 10%%
- Progesterone 8.0 x 10°%
- Spironolactone 6.5 x 10°%
- Dehydroepiandrosterone 6.0 x 10°%
- Pregnenolone 5.0x10°%
- Pregnanetriol 3.3x10°%
- Dexamethasone 3.3x10%%
- Estradiol 1.0 x 10%%

9.2. Analytical sensitivity

Analytical sensitivity may also be expressed as the limit of detection, which is the minimal amount of specific
analyte detectable by the assay. The limit of detection is 10 pg/mL (0.0275 nmol/L) at 95% confidence limit. This
was calculated as the apparent concentration of analyte which was distinguishable from the zero calibrator, that is,
two standard deviations below zero.



9.3. Precision

Different sample pools, containing different concentrations of specific analyte, were assayed to determine
repeatability and reproducibility of the assay (i.e., within- and between-assay variability).

Repeatability A B C

Number of determinations 10 10 10
Mean (pg/mL) 86.4 249.9 495.6
Standard deviation 4.60 9.50 8.60
Coefficient of variation (%) 5.3 3.8 1.7

Reproducibility A B C
Number of determinations 15 15 15
Mean (pg/mL) 91.3 230.3 607.5
Standard deviation 5.72 7.90 26.40
Coefficient of variation (%) 7.0 3.4 4.3

9.4. Trueness

The assay trueness has been checked by the dilution and recovery tests.

Dilution test. Two sera with high aldosterone concentration were tested

after serially diluting with the zero

calibrator.

neat - 706.0 -

1:2 353.0 360.5 102.1
1:4 176.5 167.7 95.0
1:8 88.3 92.7 105.0
1:16 44 1 43.0 97.5
neat - 355.0 -

1:2 177.5 165.0 93.0
1:4 88.8 92.7 104.5
1:8 44 .4 46.0 103.7
1:16 22.2 25.7 115.8

Recovery test. Two sera containing aldosterone were tested as such and after mixing with increasing amounts of

aldosterone.

Added concentration, | Expected concentration, Meagured % Recovery
pg/mL pg/mL concentration, pg/mL
- - 147.0 -
520 659.7 713.0 108.1
300 439.7 469.0 106.7
180 319.7 305.0 95.4
40 179.7 177.0 98.5
- - 291.0 -
520 796.5 815.0 102.3
300 576.5 573.0 99.4
180 456.5 435.0 95.3
40 316.5 321.0 101.4




10. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

The clinical significance of aldosterone determination is invalidated when the subjects are not kept under
controlled conditions of sodium and potassium intake and controlled conditions of posture or when drugs are
administered (e.g., diuretics, clonidine, betablocking agents, reserpine, alpha-methyldopa, etc.).

Diagnosis should not be established on the basis of a single test result, but should be determined in conjunction
with clinical findings and other diagnostic procedures as well as in association with medical judgement.

Bacterial contamination or repeated freeze-thaw cycles of the specimens may affect the assay results.

A skillful technique and strict adherence to the instructions are necessary to obtain reliable results. In particular,
precise pipetting and accurate aspiration are essential.

Non-reproducible results may arise from methodological factors, such as:

- cross-exchange of vial caps

- use of the same tip when withdrawing from different vials or dispensing different samples

- leaving the vials open for long

- exposure of reagents or samples to intense heat or heavy sources of bacterial contamination
- inadequate aspiration of incubation mixture

- contamination of tube rims by tracer or samples

- casual oscillations or inadequate handling of the gamma counter

- use of reagents from different master batches.

11. WARNINGS AND PRECAUTIONS

All serum and plasma units used to produce the components provided in this kit have been tested for the presence
of HBsAg, anti-HCV, and anti-HIV-1/2 and found to be non-reactive. However, as no test method can offer
absolute assurance that pathogens are absent, all specimens of human origin should be considered potentially
infectious and handled with care.

12. SAFETY PRECAUTIONS

- Do not eat, drink, smoke or apply cosmetics in the assay laboratory.

- Do not pipette solutions by mouth.

- Avoid direct contact with all potentially infectious materials by using protective clothing such as lab coats,
protective glasses and disposable gloves. Wash hands thoroughly at the end of each assay.

- Avoid splashing or forming an aerosol. Any reagent spills should be washed with a 5% sodium hypochlorite
solution and disposed of as though potentially infectious.

- All samples, biological reagents and materials used in the assay must be considered potentially able to transmit
infectious agents. They should therefore be disposed of in accordance with the prevailing regulations and
guidelines of the agencies holding jurisdiction over the laboratory, and the regulations of each Country.
Disposable materials must be incinerated; liquid waste must be decontaminated with sodium hypochlorite at a
final concentration of 5% for at least half an hour. Any materials to be reused must be autoclaved using an
overkill approach (USP 24, 2000, p. 2143). A minimum of one hour at 121°C is usually considered adequate,
though the users must check the effectiveness of their decontamination cycle by initially validating it and
routinely using biological indicators.

13. BASIC RULES OF RADIATION SAFETY

Reagents Containing lodine-125

This kit contains radioactive material which does not exceed 2.17 uCi (81 kBq) of iodine-125. Appropriate
precautions and good laboratory practices should be used in the storage, handling, and disposal of this material.
For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a general license:

This radioactive material may be received, acquired, possessed, and used only by physicians, veterinarians in the
practice of veterinary medicine, clinical laboratories, or hospitals, and only for in vitro clinical or laboratory tests not
involving internal or external administration of the material, or the radiation therefrom, to human beings or animals.
Its receipt, acquisition, possession, use, and transfer are subject to the regulations and the general license of the
U.S. Nuclear Regulatory Commission or of the state with which the Commission has entered into an agreement for
the exercise of regulatory authority.

Storage of radioactive material should be limited to a specifically designated area.

Access to radioactive materials must be limited to authorized personnel only.

Do not pipette radioactive material by mouth.

Do not eat or drink within designated radioactive work areas.

Areas where spills may occur should be wiped up, then washed with an alkali detergent or radiological
decontamination solution. Any glassware used must be rinsed completely with water before washing with
other laboratory glassware.

aprON=



For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a specific license:
The receipt, use, transfer, and disposal of radioactive materials are subject to the regulations and conditions of
your specific license.

ATTENTION: Radioactivity printed in the package insert may be slightly different from the radioactivity printed on
the box label and on the tracer vial label. The box label and the tracer vial label indicate the actual amount of
radioactivity at the calibration date where the package insert indicates the theoretical radioactivity of the kit.

SCHEME OF THE ASSAY

1- DIRECTLY ASSAY SERUM OR PLASMA SAMPLES.
HYDROLYZE URINE SAMPLES WITH 0.1N HCI OVERNIGHT AT 30°C.

2- RECONSTITUTE REAGENTS. IDENTIFY COATED TUBES IN DUPLICATE.

3- DISPENSE REAGENTS ACCORDING TO THE FOLLOWING SCHEME AND MIX THE INCUBATION MIXTURE:

REAGENTS TPES 0 CAL CAL1-5 SAMPLES | SAMPLES
ZERO CALIBRATOR 200 L - - 200 L
CALIBRATORS 1-5 - 200 L - -
SERUM SAMPLES - - 200 L -
URINE SAMPLES - - - 10 L
TRACER 500 L 500 L 500 L 500 L

4 - INCUBATE OVERNIGHT AT ROOM TEMPERATURE.
5- ASPIRATE THE REACTION MIXTURE.

6 - MEASURE THE RADIOACTIVITY OF TUBES.

* 20 pL in case of low aldosterone levels.
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KIT PER IL DOSAGGIO RADIOIMMUNOLOGICO
DELL’ALDOSTERONE

Procedimento per I’analisi quantitativa dell’aldosterone
in campioni di siero, plasma o urina umani

Solo per uso in vitro

1. INTRODUZIONE
L’aldosterone & un ormone steroideo di peso molecolare 360,4 dalton, con la seguente formula chimica:

CH,OH

L’aldosterone & secreto dalla zona glomerulare della corteccia surrenale. E di gran lunga il pili potente regolatore

dell’escrezione di elettroliti nelle urine.

L’aldosterone si lega a recettori specifici ormonali nelle relative cellule renali dove probabilmente induce la sintesi

di RNA messaggero con conseguente formazione di nuova proteina. Il ruolo di questa proteina € controverso, ma

si pensa che faciliti 'entrata del sodio nelle cellule vettrici oppure fornisca a queste cellule una maggiore energia

per il trasporto attivo di sodio. In entrambi i casi il suo effetto si manifesta con un aumento del trasporto di sodio

(riassorbimento).

Nel nefrone distale, 'azione dell’aldosterone si manifesta con un aumento del riassorbimento di ioni sodio e cloro

dal lume tubulare e con un aumento dell’eliminazione di ioni potassio e idrogeno nel lume tubulare. I

riassorbimento di ioni sodio e cloro tende ad aumentare lI'osmolalita del liquido extracellulare. L’aumento

dell'osmolalita extracellulare stimola la secrezione di ADH e 'ADH a sua volta facilita la ritenzione di acqua da

parte del rene. loni sodio, cloro e acqua sono generalmente trattenuti o escreti insieme: pertanto si pud dire che

I’'aldosterone stimola, indirettamente, il riassorbimento d’acqua a livello dei tubuli renali.

Il meccanismo che regola la secrezione d’aldosterone risponde alle modificazioni dell'idratazione corporea. Il

sistema renina-angiotensina & il principale mediatore dell’idratazione corporea. Le situazioni che riducono il

volume di liquido extracellulare e quelle che risultano nel sequestro del sangue venoso tendono a stimolare la

produzione di renina, e quindi quella di angiotensina. L’angiotensina agisce direttamente sul sistema vascolare

come agente pressorio e inoltre stimola la secrezione di aldosterone dalla corteccia surrenale.

La secrezione di aldosterone & influenzata direttamente anche da:

1. Variazioni della concentrazione plasmatica o tissutale di potassio: I'ipopotassiemia deprime, mentre
I'iperpotassiemia stimola la secrezione di aldosterone.

2. Secrezione di ACTH.

3. Variazioni della concentrazione plasmatica o tissutale di sodio: I'iposodiemia stimola, mentre la ipersodiemia
deprime la secrezione di aldosterone.

Il dosaggio dell’aldosterone pud essere eseguito nel plasma o siero e nelle urine delle 24 ore.

Tenendo conto del rapido ritmo catabolico dell’aldosterone, il suo dosaggio nel plasma & molto utile nella

valutazione delle variazioni acute (ritmo circadiano, cambiamenti di posizione, stimolazioni e inibizioni di breve

durata). Da un punto di vista clinico occorre sottolineare pero che i valori plasmatici di aldosterone riflettono solo la

condizione ad un dato momento della giornata. Poiché la secrezione dell’aldosterone plasmatico ha un andamento

episodico che segue un ritmo circadiano, pud non essere valido trarre conclusioni da una determinazione singola.

La determinazione dell'aldosterone nelle urine delle 24 ore riflette integralmente la situazione secretoria

giornaliera, mentre la determinazione dell’aldosterone plasmatico € piu adatta per studi mirati.
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2. PRINCIPIO DEL DOSAGGIO

Il principio del dosaggio consiste nella competizione tra aldosterone marcato e aldosterone contenuto nei
calibratori o nei campioni per il numero fisso e limitato di siti anticorpali. Dopo l'incubazione, la quantita di
aldosterone marcato legata all’anticorpo fissato alle provette sensibilizzate € inversamente proporzionale alla
concentrazione di aldosterone non marcato presente nei calibratori o nei campioni. || metodo adottato per la
separazione libero/legato € basato sull'impiego delle provette sensibilizzate, dove I'anticorpo ¢ fissato alle pareti
delle provette.

3. REATTIVI FORNITI NEL KIT

Provette sensibilizzate 100
Aldosterone marcato con "% 1 flacone
Calibratori di aldosterone 6 flaconi
Siero di controllo 1 flacone
Numero di dosaggi 100

MODALITA DI CONSERVAZIONE: Al momento dell'arrivo, conservare il kit a 2-8°C. Non congelare. Dopo
l'apertura, i reattivi di questo kit sono stabili fino alla data di scadenza del kit se conservati in modo adeguato. Il kit
e garantito per 2 serie analitiche se i reattivi sono conservati secondo quanto raccomandato dal fabbricante.

Non usare i reattivi oltre la data di scadenza. La data di scadenza del kit € indicata sull'etichetta esterna e
corrisponde alla data di scadenza del tracciante. La data di scadenza di ciascun componente é riportata sulle
etichette dei rispettivi flaconi.

Nel ricostituire il contenuto dei flaconi, agitare delicatamente per evitare la formazione di schiuma.
Non mescolare reattivi provenienti da lotti differenti.

3.1. Provette sensibilizzate

La superficie interna di ciascuna provetta € rivestita con antisiero da coniglio anti-aldosterone.

Al momento dell’'uso, portare le provette sensibilizzate a temperatura ambiente prima di aprire il contenitore, per
evitare condensazione di umidita.

Le provette non utilizzate vanno conservate nel contenitore ben chiuso. Non mescolare lotti differenti di provette
sensibilizzate.

125| (

3.2. Aldosterone marcato con rosso): reattivo pronto per 'uso

Il flacone contiene 52 mL di aldosterone marcato con '?°l, siero umano deprivato di steroidi, tampone fosfato,
conservanti e un colorante rosso inerte. La radioattivita massima € 85 kBq (2,3 uCi) alla data di taratura.

3.3. Calibratori di aldosterone

Ogni flacone contiene quantita crescenti di aldosterone, siero umano deprivato di steroidi e conservanti. Il volume
del calibratore zero & 3 mL.

Ricostituire il contenuto dei calibratori 1-5 con 1 mL di acqua distillata. Le soluzioni risultanti conterranno
rispettivamente 50 - 100 - 250 - 500 - 1000 pg/mL (0,138 - 0,277 - 0,692 - 1,385 - 2,770 nmol/L) e sono stabili per
una settimana a 2-8°C oppure suddivise in aliquote a —20°C o a temperature inferiori per una piu lunga
conservazione.

Poiché non & attualmente disponibile uno standard internazionale, i calibratori del kit sono tarati contro una
preparazione di riferimento interna (pura al 99% in HPLC). I calibratori del kit sono commutabili con i campioni in
esame quando sono utilizzati con i reattivi e la procedura operativa di questo test diagnostico in vitro, secondo
quanto raccomandato dal fabbricante.
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3.4. Siero di controllo: reattivo liofilo

Il flacone contiene aldosterone, siero umano e conservanti. |l range delle concentrazioni di ogni controllo &
riportato sul certificato di analisi ed indica i limiti stabiliti da DiaSorin per i valori di controllo ottenibili in sessioni di
analisi affidabili.

Ricostituire il contenuto del flacone con 1 mL di acqua distillata. La soluzione risultante & stabile per una settimana
a 2-8°C oppure suddivisa in aliquote a —20°C o a temperature inferiori per una piu lunga conservazione.

4. ATTREZZATURE E REATTIVI AUSILIARI

- Acqua distillata e deionizzata.

- Reattivi di laboratorio per il dosaggio di urina (HCI, acido borico).

- Vetreria.

- Provette in vetro monouso.

- Portaprovette.

- Micropipette con puntali monouso da 10 ulL (esattezza + 3%, precisione 2%) e 200, 500 uL (esattezza + 2%,
precisione 1%).

- Agitatore Vortex.

- Sistema termostatico in grado di mantenere 37° + 1°C.

- Sistema per aspirare la miscela di incubazione.

- Contatore gamma per contare lo iodio '®°| (impostazione della finestra del contatore: 15-80 keV - efficienza del
contatore: 70% - tempo di conteggio: 1 min). Se I'efficienza del contatore & inferiore al 60%, si deve prolungare
il tempo di conteggio a 2 min.

5. PRELIEVO E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Si raccomanda di standardizzare accuratamente la preparazione del paziente e le condizioni di prelievo del
campione.

Campioni di siero o plasma

Possono essere utilizzati anticoagulanti come litio eparina e potassio EDTA (vedi §9.1). Prelevare il sangue per
puntura venosa, lasciarlo coagulare e separare il siero dal coagulo al piu presto. Chiarificare per filtrazione o
centrifugazione prima del test i campioni che presentano materiale in sospensione, opalescenza, lipemia o residui
eritrocitari. Non usare campioni fortemente emolizzati o lipemici, né campioni che presentano materiale in
sospensione o evidente contaminazione microbica. Se il dosaggio € eseguito nelle 24 ore successive al prelievo, i
campioni possono essere conservati a 2-8°C. In caso contrario, devono essere suddivisi in aliquote congelate a
—20°C o a temperature inferiori. Se i campioni sono stati scongelati, agitare con cura prima di dosarli. Evitare cicli
ripetuti di congelamento e scongelamento.

Se si prevedono livelli di aldosterone maggiori di 1000 pg/mL, diluire con il calibratore zero.

Campioni di urina

Raccogliere le urine delle 24 ore e misurarne il volume. Mescolare accuratamente prima di prelevare un’aliquota
per I'analisi. Aggiungere acido borico (1 g/100 mL di urina) e conservare a 2-8°C se il dosaggio viene effettuato
nelle 24 ore oppure congelare in aliquote a —20°C o a temperature inferiori per periodi piu lunghi.

Idrolisi dell'urina

L’aldosterone pud essere dosato nei campioni di urina dopo idrolisi acida dell’aldosterone 18-glucuronato. Nelle
condizioni raccomandate I'idrolisi € completa.

- Addizionare in provette di vetro 100 pL di urina ed 1 mL di HCI 0,1 N.
- Tappare le provette ed incubare per 18-22 ore a 30 + 2°C.
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6. PROCEDIMENTO OPERATIVO

Portare i reattivi a temperatura ambiente (20-25°C) prima del dosaggio. Prevedere determinazioni almeno in
duplicato. Eseguire la determinazione dei calibratori per ogni serie di campioni analizzati. Il procedimento
operativo deve essere rigorosamente identico per calibratori e campioni in esame.

Eseguire le fasi del dosaggio nell'ordine previsto, senza interruzioni.

Utilizzare un puntale monouso nuovo per dispensare calibratori e campioni.

- Distribuire i reattivi sul fondo delle provette sensibilizzate. Operare secondo lo schema seguente:

provette . Calibratori Campioni Campioni
. Calibratore zero . A

reattivi 1-5 (siero) (urina idrolizzata)
Calibratore zero 200 pL - - 200 uL
Calibratori 1-5 - 200 pL - -
Campioni (siero) - - 200 uL -
Campioni (urina idrolizzata) - - - 10 pL*
Tracciante 500 puL 500 pL 500 pL 500 pL

Per i campioni di urina con un basso livello di aldosterone, si suggerisce di impiegare un volume di urina
idrolizzata di 20 L.

- Agitare il contenuto delle provette su Vortex ed incubare per 18-22 ore a temperatura ambiente.

- Aspirare accuratamente la miscela di incubazione. Verificare che I'eliminazione del liquido sia completa,
assicurandosi che il puntale della pipetta di aspirazione tocchi il fondo delle provette sensibilizzate. La presenza
di gocce aderenti alle pareti delle provette sensibilizzate puo provocare scarsa riproducibilita o risultati non
affidabili. Non deve restare traccia del colorante.

- Misurare la radioattivita delle provette.

7. CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolare la media dei conteggi per ogni gruppo di provette dopo aver sottratto il valore del fondo. Esprimere la
media dei conteggi di calibratori e campioni come percentuale rispetto al calibratore zero:

B/Bo% = conteggio medio calibratori o campioni
b =

x 100

conteggio medio calibratore zero
Riportare su grafico semilog o lineare-lineare la percentuale media calcolata per ciascun calibratore sulle ordinate
(asse delle y) in funzione della concentrazione di aldosterone espressa in pg/mL o nmol/L sulle ascisse (asse delle
x). Si ottiene cosi una curva di taratura (Fig. 1).

Campioni di siero o plasma

Leggere direttamente dalla curva di taratura la concentrazione di aldosterone di ciascun campione espressa in
pg/mL o nmol/L. Se il campione €& stato diluito, la concentrazione di aldosterone trovata deve essere moltiplicata
per il fattore di diluizione.
Campioni di urina
Il calcolo dell’escrezione giornaliera di aldosterone espressa in ug o nmol/24 ore viene eseguito seguendo il
procedimento seguente.
- Per un campione di urina idrolizzata del volume di 10 pL

Moltiplicare il valore letto dalla curva di taratura per 220, cosi da ottenere la concentrazione di aldosterone

nell’'urina espressa in pg/mL o in nmol/L. I coefficiente 220 deriva dal fattore di diluizione dell’'urina idrolizzata
(11), moltiplicato per il rapporto calibratore/campione (20).

- Per un campione di urina idrolizzata del volume di 20 pL
Moltiplicare il valore letto dalla curva di taratura per 110, cosi da ottenere la concentrazione di aldosterone
nell’'urina espressa in pg/mL o in nmol/L. Il coefficiente 110 deriva dal fattore di diluizione dell’'urina idrolizzata
(11), moltiplicato per il rapporto calibratore/campione (10).

14



Per ottenere la concentrazione dell’escrezione giornaliera di aldosterone, moltiplicare la concentrazione di
aldosterone per il volume di urina escreta (espresso in mL) secondo le seguenti formule:

ng/24 ore = pg/mL x mL di urina escreta x 10°
nmol/24 ore = nmol/L x mL di urina escreta x 107

Esempio di calcolo
| dati seguenti devono essere considerati solo un esempio e non devono essere usati in luogo dei dati ottenuti
dall’'utilizzatore.

Descrizione cpm B/Bo x 100

Calibratore zero 10.220 100
50 pg/mL - 0,138 nmol/L 8.534 83,5
100 pg/mL - 0,277 nmol/L 7.409 72,5
250 pg/mL - 0,692 nmol/L 5.243 51,3
500 pg/mL - 1,385 nmol/L 3.352 32,8
1.000 pg/mL - 2,770 nmol/L 1.942 19,0
Campione (siero) 6.805 66,8
Campione (urina) 8.262 81,0

Campione di siero
Interpolando dalla curva di taratura, il campione risulta contenere 140 pg/mL (0,388 nmol/L) di aldosterone.

Campione di urina

Interpolando dalla curva di taratura, il campione risulta contenere 70 pg/mL (0,194 nmol/L) di aldosterone.
Tenendo conto del fattore 220 e del volume totale di urina raccolto nelle 24 ore (es. 1100 mL), I'escrezione
giornaliera di aldosterone viene calcolata nel seguente modo:

ng/24 ore =70 x 220 x 1100 x 10°® = 15400 x 1100 x 10° = 16,94
nmol/24 ore  =0,194 x 220 x 1100 x 10 = 42,68 x 1100 x 10° = 46,95
B/Bo x 100 100
50
50 100 250 500 1000 pg/mL
0138 0277 0692 1385 2770 nmol/L
ALDOSTERONE

Fig. 1
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8. DATI CLINICI

Esaminando una popolazione di soggetti normali con un apporto sodico di 100-150 mEg/ 24 ore, si sono ottenuti i
seguenti intervalli. Si raccomanda a ciascun laboratorio di stabilire i propri intervalli di riferimento.

Soggetti normali PLASMA, pg/mL URINA, ng/24 ore
Posizione supina 7,5-150
2,8-30,0
Posizione eretta 35-300

La conversione in nmol di aldosterone/L si esegue con la formula seguente:
nmol aldosterone/L = pg aldosterone/mL x 2,77 x 107

9. PRESTAZIONI METODOLOGICHE DEL KIT

9.1. Specificita analitica

La specificita analitica € definita come la capacita del test di rilevare esattamente I'analita in presenza di fattori
potenzialmente interferenti nella matrice del campione (per esempio, anticoagulanti, emolisi, effetti di trattamenti
del campione) o di reazioni crociate con analiti potenzialmente interferenti.

Interferenze. Studi controllati su fattori potenzialmente interferenti hanno dimostrato che le prestazioni del test non
sono influenzate da lipemia (fino a 500 mg/dL di trigliceridi), bilirubinemia (fino a 20 mg/dL di bilirubina). | valori di
aldosterone ottenuti con campioni contenenti 200 mg/dL di emoglobina risultano circa del 10% superiori a quelli
ottenuti con campioni normali.

Negli studi di interferenza degli anticoagulanti sono stati prelevati campioni di siero e di plasma (ottenuti con litio
eparina e potassio EDTA) da 41 volontari sani. Tutti i campioni sono stati analizzati con il metodo standard, con i
seguenti risultati:

N. Campione Siero Eparina EDTA
41 media (pg/mL) 181,6 183,9 1971
(100%) (101,3%) (108,5%)

| risultati di queste analisi dimostrano che i valori di aldosterone ottenuti con i campioni di plasma contenenti
potassio EDTA risultavano circa del 10% superiori a quelli ottenuti con i campioni di siero o di plasma contenenti
litio eparina.
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Reazioni crociate. Le percentuali di reazioni crociate, calcolate secondo Abraham, mostrano la specificita
dell’antisiero usato.

- Aldosterone 100%
- 3 beta, 5 alfa-tetraidroaldosterone 4.2%
- 3 alfa, 5 beta-tetraidroaldosterone 0.3%
- Cortexolone 6.4 x10°%
- 18-OH-desossicorticosterone 5.0x10°%
- Corticosterone 4.0 x107%
- Cortisone 2.5x10°%
- Desossicorticosterone 1.0x 10°%
- Testosterone 8.0 x 10%%
- Prednisolone 6.4 x 10%%
- Cortisolo 1.0 x 10%
- Progesterone 8.0 x 10°%
- Spironolattone 6.5 x 10°%
- Diidroepiandrosterone 6.0 x 10°%
- Pregnenolone 5.0 x 10°%
- Pregnantriolo 3.3x10°%
- Desametazone 3.3x10°%
- Estradiolo 1.0 x 10°%

9.2. Sensibilita analitica

La sensibilita analitica puo essere espressa anche come limite di rilevazione, ossia la quantita minima di analita
rilevabile dal test. Il limite di rilevazione & 10 pg/mL (0,0275 nmol/L) al 95% di confidenza. E stato calcolato come
la concentrazione apparente di analita distinguibile dal calibratore zero, ossia due deviazioni standard sotto lo
zero.

9.3. Precisione

La ripetibilita e la riproducibilita del saggio (ossia la variabilita intra-saggio e inter-saggio) sono state determinate
utilizzando dei campioni di riferimento a diverse concentrazioni di analita.

Ripetibilita A B C
Numero di determinazioni 10 10 10
Media (pg/mL) 86,4 249,9 495,6
Deviazione standard 4,60 9,50 8,60
Coefficiente di variazione (%) 5,3 3,8 1,7
Riproducibilita A B C
Numero di determinazioni 15 15 15
Media (pg/mL) 91,3 230,3 607,5
Deviazione standard 5,72 7,90 26,40
Coefficiente di variazione (%) 7,0 3,4 4,3
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9.4. Esattezza

L’esattezza del dosaggio € stata controllata mediante i test di diluizione e recupero.

Test di diluizione. Sono state dosate diluizioni scalari di due sieri a concentrazione elevata di aldosterone

effettuate nel calibratore zero.

Diluizione Concentrazione Cpncentrazione % Recupero
attesa, pg/mL misurata, pg/mL

in toto - 706,0 -

1:2 353,0 360,5 102,1
1:4 176,5 167,7 95,0
1:8 88,3 92,7 105,0
1:16 441 43,0 97,5
in toto - 355,0 -

1:2 177,5 165,0 93,0
1:4 88,8 92,7 104,5
1:8 44 4 46,0 103,7
1:16 22,2 25,7 115,8

Test di recupero. Sono stati dosati due sieri contenenti aldosterone, sia in toto sia dopo averli addizionati con

quantita crescenti di aldosterone.

Cc_m_centrazione Concentrazione attesa, Cpncentrazione % Recupero
addizionata, pg/mL pg/mL misurata, pg/mL

- - 147,0 -

520 659,7 713,0 108,1

300 439,7 469,0 106,7

180 319,7 305,0 95,4

40 179,7 177,0 98,5
- - 291,0 -

520 796,5 815,0 102,3

300 576,5 573,0 99,4

180 456,5 435,0 95,3

40 316,5 321,0 101,4

10. LIMITI DEL DOSAGGIO

Il significato clinico della determinazione dei livelli di aldosterone pud essere invalidato se l'introduzione giornaliera
di sodio e potassio o la postura non vengono tenute sotto controllo, 0 quando vengano somministrati farmaci come
diuretici, clonidina, agenti betabloccanti, reserpina, alfa-metildopa, etc.

La diagnosi non deve essere formulata sulla base del risultato di un singolo dosaggio, ma questo deve essere
valutato insieme ad altri riscontri clinici, procedure diagnostiche e al giudizio del medico.

Contaminazione batterica o cicli ripetuti di congelamento/scongelamento dei campioni possono modificare i
risultati del dosaggio.

Per ottenere risultati affidabili € necessario attenersi strettamente alle istruzioni per 'uso e possedere una
adeguata manualita tecnica. In particolare & essenziale una buona precisione nella ricostituzione, distribuzione e
aspirazione dei reattivi.

18



Risultati non riproducibili sono dovuti principalmente a fattori metodologici, come ad esempio:

- scambio di capsule tra i flaconi

- uso dello stesso puntale per i prelievi da flaconi diversi o da campioni diversi

- flaconi lasciati aperti per lunghi periodi di tempo

- esposizione dei reattivi o campioni a calore intenso o a forti sorgenti di inquinamento batterico
- aspirazione non adeguata della miscela di incubazione

- contaminazione del bordo delle provette con il tracciante o con i campioni

- oscillazioni casuali o cattiva manutenzione del contatore gamma

- scambio di reattivi provenienti da lotti diversi.

11. AVVERTENZE E PRECAUZIONI

Tutte le unita di siero e plasma utilizzate per la fabbricazione dei componenti di questo kit sono state analizzate e
trovate non reattive per HBsAg, anti-HCV e per anti-HIV-1/2. Tuttavia, poiché nessun metodo pud dare assoluta
certezza che siano assenti agenti patogeni, tutto il materiale di origine umana dovrebbe essere considerato
potenzialmente infettivo e manipolato come tale.

12. REGOLE DI SICUREZZA

- Non mangiare, bere, fumare o applicare cosmetici durante I'esecuzione del dosaggio.

- Non pipettare con la bocca.

- Evitare il contatto diretto con il materiale potenzialmente infetto indossando indumenti da laboratorio, occhiali
protettivi e guanti monouso. Lavare accuratamente le mani al termine del dosaggio.

- Evitare di provocare schizzi o aerosol. Ogni goccia di reattivo biologico deve essere rimossa con una soluzione
di sodio ipoclorito al 5% ed il mezzo utilizzato deve essere trattato come materiale di rifiuto infetto.

- Tutti i campioni, tutti i reattivi biologici del kit e tutti i materiali usati per effettuare il saggio devono essere
considerati in grado di trasmettere agenti infettivi; pertanto i rifiuti devono essere smaltiti secondo le disposizioni
legislative e la regolamentazione vigente in ciascun Paese. Il materiale monouso deve essere incenerito; i rifiuti
liquidi devono essere decontaminati con sodio ipoclorito ad una concentrazione finale del 5% per almeno
mezz'ora. Qualsiasi materiale che deve essere riutilizzato va trattato in autoclave con un approccio di overkill
(USP 24, 2000, p. 2143). Generalmente si considera che un'ora a 121°C sia un tempo di sterilizzazione
adeguato; tuttavia si raccomanda a ciascun utilizzatore di verificare I'efficacia del ciclo di decontaminazione
mediante una convalida iniziale e I'uso routinario di indicatori biologici.

13. REGOLE DI BASE DI RADIOPROTEZIONE

Reagenti contenenti iodio-125
Questo kit contiene materiale radioattivo che non supera 2,17 pCi (81 kBq) di iodio-125. Adottare precauzioni
adeguate e le buone pratiche di laboratorio per la conservazione, la manipolazione e lo smaltimento di questo
materiale.
Per i professionisti o gli istituti che utilizzano radioisotopi con una licenza generale:
Questo materiale radioattivo pud essere consegnato, acquisito, conservato e usato unicamente da personale
medico, veterinari abilitati alla pratica di medicina veterinaria, laboratori clinici o ospedali e unicamente per test in
vitro clinici o di laboratorio che non prevedano la somministrazione interna o esterna del materiale, o di radiazioni
da esso derivanti, su persone o animali. L'acquisto, il possesso, la conservazione, I'uso e il trasferimento sono
soggetti alle norme e alla licenza generale della Nuclear Regulatory Commission statunitense dello stato con cui la
Commissione ha stipulato un accordo per I'esercizio dell'autorita normativa.

1. La conservazione del materiale radioattivo deve essere limitata ad un'area specificatamente designata.
L'accesso ai materiali radioattivi deve essere limitato esclusivamente al personale autorizzato.
Non usare la bocca per versare con la pipetta materiale radioattivo.
Non mangiare o bere nelle aree di lavoro designate per materiale radioattivo.
Le zone dove possono verificarsi perdite devono essere pulite, quindi lavate con detergente alcalino o
soluzione per la decontaminazione radiologica. Tutti gli oggetti in vetro usati devono essere
accuratamente risciacquati con acqua prima di lavarli con altri oggetti in vetro del laboratorio.

ok oN
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Per i professionisti o gli istituti che utilizzano radioisotopi con una licenza specifica:
L'acquisto, I'uso, il trasferimento e lo smaltimento di materiali radioattivi sono soggetti alle norme e alle condizioni
della licenza specifica.

ATTENZIONE: La radioattivita stampata sulle istruzioni allegate alla confezione pud essere leggermente diversa
dalla radioattivita stampata sull'etichetta della scatola e sull'etichetta della fiala di tracciante. L'etichetta sulla
scatola e sulla fiala di tracciante indicano la quantita effettiva di radioattivita alla data di calibrazione, mentre il
materiale informativo della confezione indica la radioattivita teorica del kit.

SCHEMA DEL DOSAGGIO

1- DOSARE DIRETTAMENTE | CAMPIONI DI SIERO O PLASMA.
IDROLIZZARE | CAMPIONI DI URINA CON HCI 0,1 N PER 18-22 ORE A 30°C.

2 - RICOSTITUIRE | REATTIVI. CONTRASSEGNARE LE PROVETTE SENSIBILIZZATE IN DUPLICATO.

3- DISTRIBUIRE | REATTIVI SECONDO LO SCHEMA SEGUENTE ED AGITARE LA MISCELA DI

INCUBAZIONE:
PROVETTE CAMPIONI

REATTIVI CALO CAL 1-5 C(/;.YEPFlzgr)\“ ID(IlRJCF){II_'I\IZAZ.)
CALIBRATORE ZERO 200 L - - 200 L
CALIBRATORI 1-5 - 200 L - -
CAMPIONI (SIERO) - - 200 L -
CAMPIONI ~ ~ _ 10 oL
(URINA IDROLIZZATA)
TRACCIANTE 500 L 500 L 500 L 500 L

4 - INCUBARE PER 18-22 ORE A TEMPERATURA AMBIENTE.
5- ASPIRARE LA MISCELA DI INCUBAZIONE.

6- MISURARE LA RADIOATTIVITA DELLE PROVETTE.

* 20 pL per i campioni con bassi livelli di aldosterone.
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TROUSSE POUR LE DOSAGE RADIOIMMUNOLOGIQUE
DE L’ALDOSTERONE

Technique pour la détermination quantitative de I’aldostérone
dans le sérum, le plasma ou les urines humains

Usage in vitro

1. INTRODUCTION

L’aldostérone est une hormone stéroide ayant un poids moléculaire de 360,4 daltons et la formule chimique
suivante:
o HOr

CO
O—CH

L’aldostérone, sécrétée par la zone glomérulée du cortex surrénalien, est de loin le régulateur le plus puissant de
la sécrétion d’électrolytes.
L’aldostérone se lie aux récepteurs protéiques spécifiques des cellules rénales, ou elle induit la synthese de
’ARNm avec la formation d’'une nouvelle protéine. Le réle de cette protéine est discuté; on suppose qu’elle facilite
I'entrée du sodium dans les cellules de transport ou qu’elle fournit a ces derniéres une plus grande énergie pour le
transport actif du sodium. Dans les deux cas cette protéine se manifeste en augmentant le transport de sodium
(réabsorption).
Dans le néphron distal, I'action de I'aldostérone se manifeste, au niveau du tubule rénal, par un accroissement de
la réabsorption des ions de sodium et de chlore de la lumiére tubulaire et par une augmentation de I'élimination
des ions de potassium et d’hydrogeéne dans la lumiére tubulaire. La réabsorption des ions de sodium et de chlore
tend a augmenter 'osmolalité du liquide extracellulaire. Une augmentation de 'osmolalité extracellulaire stimule la
sécrétion d’ADH, qui facilite la rétention rénale d’eau. Les ions de sodium, de chlore et I'eau sont généralement
retenus ou sécrétés ensemble: c’est la raison pour laquelle on peut affirmer que l'aldostérone stimule,
indirectement, la réabsorption de I'eau au niveau des tubules rénaux.
Le mécanisme réglant la sécrétion d’aldostérone répond aux modifications de I'hydratation corporelle. Le systeme
rénine-angiotensine posséde la principale fonction médiatrice dans I'hydratation corporelle. Les situations
réduisant le volume de liquide extracellulaire et celles qui résultent de la séquestration du sang veineux tendent a
stimuler la production de rénine et donc celle d’angiotensine. Cette derniére agit directement sur le systeme
vasculaire en tant qu'agent de pression et, de plus, stimule la sécrétion d’aldostérone du cortex surrénalien.
La sécrétion d’aldostérone dépend aussi directement des:
1. Variations de la concentration plasmatique ou tissulaire de potassium: I'hypokaliémie diminue la sécrétion
d’aldostérone tandis que I'hyperkaliémie la stimule.
2. Sécrétion ’ACTH.
3. Variations de la concentration plasmatique ou tissulaire de sodium: I'épuisement du sodium stimule la
sécrétion d’aldostérone tandis que la rétention de sodium la diminue.
On peut doser l'aldostérone présente dans le plasma, dans le sérum ou dans les urines éliminées durant les
24 heures. Si I'on tient compte du catabolisme rapide de I'aldostérone, son dosage dans le plasma est trés utile
pour évaluer les variations aigués (rythme circadien, changements de position, stimulations et inhibitions de courte
durée). D’un point de vue clinique, il faut cependant souligner que les niveaux d’aldostérone dans le plasma
n’illustrent qu’'un état présent a un moment donné de la journée. La sécrétion de I'aldostérone plasmatique étant
épisodique, elle suit en effet un rythme circadien, on ne peut tirer des conclusions sur la base d’une simple
détermination. La détermination de I'aldostérone des urines éliminées durant les 24 heures reflete exactement la
situation au niveau de la sécrétion journaliere tandis que la détermination de I'aldostérone plasmatique est plus
appropriée dans le cas d’études détaillées.
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2. PRINCIPE DU DOSAGE

Le principe du dosage repose sur la compétition entre, d’une part, I'aldostérone marquée et, de lautre,
I'aldostérone contenue dans les étalons ou les échantillons vis-a-vis des sites d’anticorps, en nombre limité et fixe.
Aprés l'incubation, la quantité d’aldostérone marquée liée a I'anticorps est inversement proportionnelle a la
concentration d’aldostérone non marquée présente dans les étalons ou les échantillons. Le moyen de séparation
lié/libre est basé sur 'emploi de tubes revétus sur les parois desquels I'anticorps est fixé.

3. REACTIFS FOURNIS DANS LA TROUSSE

Tubes revétus 100
Aldostérone marquée a I''®| 1 flacon
Etalons aldostérone 6 flacons
Sérum de controle 1 flacon
Nombre de dosages 100

STOCKAGE: Conserver la trousse a 2-8°C des réception. Ne pas congeler. Apres l'ouverture, les réactifs de cette
trousse restent stables jusqu’a la date de péremption de la trousse, s’ils sont conservés de maniere adéquate. La
trousse est garantie pour réaliser 2 séries analytiques si les réactifs sont conservés d'apres les recommandations
du fabricant.

Ne pas utiliser les réactifs ayant dépassé la date de péremption. La date de péremption de la trousse est indiquée
sur l'étiquette extérieure et correspond a la date de péremption du traceur. La date de péremption de chaque
composant est reportée sur les étiquettes des flacons respectifs.

Agiter doucement les flacons lors de la reconstitution de leur contenu, afin d’éviter la formation de mousse.

Ne pas mélanger des réactifs provenant de lots différents.

3.1. Tubes revétus

La surface interne de chaque tube est revétue d’antisérum de lapin anti-aldostérone.

Au moment de 'emploi, amener les tubes revétus a température ambiante avant d’ouvrir leur boite, afin d'éviter
tout phénomene de condensation.

Conserver les tubes non utilisés dans la boite en s'assurant que celle-ci est diment fermée. Ne pas mélanger des
tubes revétus provenant de lots différents.

3.2. Aldostérone marquée a I''?l (rouge): réactif prét a 'emploi
Le flacon contient 52 mL d’aldostérone marquée a I''®l, du sérum humain exempt de stéroides, du tampon

phosphaté, des conservateurs et un colorant rouge inerte. La radioactivité maximale est de 85 kBq (2,3 uCi) a la
date d’étalonnage.

3.3. Etalons aldostérone

Chaque flacon contient des quantités croissantes d’aldostérone, du sérum humain exempt de stéroides et des
conservateurs. Le volume de I'étalon zéro est de 3 mL. Reconstituer le contenu des étalons 1-5 avec 1 mL d’eau
distillée. Les solutions ainsi obtenues contiennent respectivement 50 - 100 - 250 - 500 - 1000 pg/mL (0,138 -
0,277 - 0,692 - 1,385 - 2,770 nmol/L). On peut les conserver a 2-8°C pendant une semaine; les congeler divisées
en parties aliquotes a —20°C ou a des températures plus basses dans le cas d’'un stockage prolongé. Une
préparation étalon internationale n’étant pas actuellement disponible, les étalons de la trousse sont étalonnés par
rapport & une préparation interne de référence (pure a 99% avec HPLC). Les étalons de la trousse sont
commutables avec les échantillons examinés s'ils sont utilisés avec les réactifs et le mode opératoire de ce test
diagnostique in vitro, d'apres les recommandations du fabricant.
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3.4. Sérum de controle: réactif lyophilisé

Le flacon contient de I'aldostérone, du sérum d’origine humaine et des conservateurs. La plage de concentrations
pour chaque contrdle est indiquée dans le certificat d’analyse et indique les limites établies par DiaSorin pour les
valeurs de contréle qui peuvent étre obtenues dans des séries analytiques fiables.

Reconstituer le contenu du flacon avec 1 mL d’eau distillée. La solution ainsi obtenue se conserve a 2-8°C
pendant une semaine; la congeler divisée en parties aliquotes a —20°C ou a des températures plus basses dans le
cas d’un stockage prolongé.

4. PRECAUTIONS D’UTILISATION

Toutes les unités de sérum et de plasma utilisées pour la fabrication des composants de cette trousse ont été
analysées et ont été trouvées négatives en Ag HBs, en anticorps anti-VHC et en anticorps anti-HIV-1/2. Toutefois,
puisqu’il n’existe aucune méthode garantissant I'absence totale d’agents pathogénes, on doit considérer tout
matériau d’origine humaine comme étant potentiellement infectieux. C’est pourquoi il faudra le manipuler avec
précaution.

5. REGLES DE SECURITE
- Ne pas manger, ni boire, ni fumer ou se maquiller pendant le dosage.
- Ne pas pipeter avec la bouche.

- Eviter le contact direct avec le matériel potentiellement infectieux en portant des vétements de laboratoire, des
lunettes de protection et des gants a usage unique. Se laver soigneusement les mains a la fin du dosage.

- Eviter de provoquer des éclaboussures ou des vaporisations. Si cela arrivait, chaque goutte de réactif doit étre
nettoyée avec une solution d’hypochlorite de sodium a 5% et traitée comme du matériel infectieux.

- Tous les échantillons, tous les réactifs biologiques de la trousse et tout le matériel utilisés pour effectuer I'essai
doivent étre considérés comme capables de transmettre des agents étiologiques. Toute élimination de déchets
se fera conformément aux réglementations en vigueur. Le matériel a usage unique doit étre incinéré; les
déchets liquides doivent étre décontaminés avec de I'hypochlorite de sodium a concentration finale de
5% pendant au moins une demi-heure. Tout matériel réutilisable doit étre stérilisé en autoclave par un
traitement a I'exces (overkill)

- (USP 24, 2000, p. 2143). On considere qu'un temps de stérilisation d'une heure a 121°C est convenable. Nous
conseillons toutefois a chaque laboratoire de vérifier I'efficacité du cycle de décontamination en effectuant un
contrdle au début et en utilisant de fagon réguliere les indicateurs biologiques.

6. REGLES DE BASE DE RADIOPROTECTION

Réactifs contenant de I'lode 125

Cette trousse contient un produit radioactif qui ne dépasse pas 2,17 pCi (81 kBq) d'iode-125. Les précautions
appropriées et les bonnes pratiques de laboratoire doivent étre utilisées pour la conservation, la manipulation et la
mise au rebut de ce produit.

Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre d'une licence générale :

Ce produit radioactif peut étre regu, réceptionné, détenu et utilisé uniquement par des médecins, des laboratoires
cliniques, des hopitaux, des vétérinaires et des centres de recherche dans le cadre de la pratique de médecine
vétérinaire, de laboratoires cliniques ou des hdpitaux, et uniguement pour des analyses cliniques ou de laboratoire
in vitro n'impliquant pas I'administration interne ou externe du produit, ni par rayonnement, a 'homme ou a
I'animal. Sa réception, son acquisition, sa détention, son utilisation et son transfert sont sujets aux réglementations
et a la licence générale de I'U.S. Nuclear Regulatory Commission de I'Etat avec lequel la Commission a conclu un
accord pour I'exercice de I'autorité réglementaire.

1. Le produit radioactif doit étre conservé a un endroit désigné.
L'accés aux produits radioactifs doit étre limité au personnel autorisé uniquement.
Ne pas pipeter des solutions radioactives avec la bouche.
Ne pas manger, ni boire dans les zones de travail radioactives.

o o DN

En cas de déversement de produits radioactifs dans une zone, nettoyer la zone, puis la laver a l'aide
d'une produit détergent a base d'alcali ou d'une solution de décontamination radioactive. Tout article de
verre utilisé doit étre entiérement lavé a I'eau avant de laver les autres articles de verre du laboratoire.
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Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre d'une licence spécifique :

La réception, I'utilisation, le transfert et la mise au rebut de produits radioactifs sont sujets aux réglementations et
conditions de votre licence spécifique.

ATTENTION : La radioactivité imprimée sur la notice d'utilisation peut étre Iégérement différente de celle qui est
imprimée sur I'étiquette de la boite et sur I'étiquette du flacon du traceur. Les étiquettes de la boite et du flacon du
traceur indiquent la dose réelle de radioactivité a la date de calibrage, alors que la notice d'utilisation indique la
radio-activité théorique de la trousse.

Déchets radioactifs

Tout utilisateur ou détenteur de radioéléments en sources scellées ou non scellées en est responsable et
comptable devant les autorités de Santé Publique et, de ce fait, n’est pas autorisé a s’en dessaisir par d’autres
voies que celles définies par les procédures réglementaires. Les modalités d’élimination des déchets radioactifs
provenant de sources non scellées sont définies par I'avis aux utilisateurs paru au Journal Officiel du 6 juin 1970.
Conformément aux dispositions de cet avis et du décret N° 86-1103 du 2 octobre 1986 relatif a la protection des
travailleurs contre les dangers des rayonnements ionisants paru au Journal Officiel du 12 octobre 1986, 'OPRI"
et les organismes désignés par lui sont seuls habilités a procéder a la prise en charge des déchets radioactifs
correspondants.

Les laboratoires de notre filiale en France sont autorisés a céder les trousses conformément aux instructions de
I'Arrété du 3 avril 2002 et dans le respect de la réglementation sur le transport de matériel radioactif.

7. MATERIEL NECESSAIRE, MAIS NON FOURNI

- Eau distillée et déminéralisée.

- Réactifs de laboratoire pour le dosage des urines (HCI, acide borique).

- Béchers.

- Tubes en verre a usage unique.

- Portoir pour tubes.

- Micropipettes avec embouts a usage unique de 10 pL (justesse + 3%, fidélité 2%) et 200, 500 pL (justesse
+ 2%, fidélité 1%).

- Meélangeur Vortex.

- Incubateur thermostaté ou bain-marie capable de maintenir 37° + 1°C.

- Systeme d’aspiration du mélange d’incubation.

- Compteur gamma pour compter I'iode '®| (définition de la fenétre du compteur: 15-80 keV - efficience du
compteur: 70% - temps de comptage: 1 min). Si I'efficience du compteur est inférieure a 60%, le temps de
comptage doit étre prolongé a 2 min.

8. PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS
Il est fortement conseillé de standardiser scrupuleusement la préparation du patient et les conditions de
prélevement de I'échantillon.

Echantillons de sérum ou de plasma

On peut employer des anticoagulants comme héparine de lithium et de 'EDTA de potassium (voir §9.1). Pour
obtenir le sérum prélever le sang par piqdre intraveineuse, le laisser coaguler et séparer le sérum du caillot des
que possible. Clarifier par filtration ou centrifugation avant le test les échantillons troubles, lipémiques et ceux
contenant du matériel en suspension ou des déchets érythrocytaires. Ne pas utiliser des échantillons fortement
hémolysés ou lipémiques, ni des échantillons contenant des particules en suspension ou une contamination
microbienne évidente. Si le dosage est exécuté dans les 24 heures suivant le prélévement, les échantillons
peuvent étre conservés a 2-8°C. Dans le cas contraire, ils doivent étre aliquotés et congelés a —20°C ou a des
températures plus basses. Si les échantillons ont été congelés, attendre qu’ils soient complétement décongelés et
les homogénéiser avant le dosage. Il faut éviter les cycles de congélation/ décongélation répétés.

Si I'on prévoit des niveaux d’aldostérone supérieurs a 1000 pg/mL, diluer avec I'étalon zéro.

MO.P.R.I. BP 35 - 78110 Le Vésinet.
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Echantillons d’urines

Mesurer le volume des urines éliminées durant les 24 heures. Les mélanger soigneusement avant d’en prélever
une partie aliquote pour I'analyse. Ajouter de I'acide borique (1 g/100 mL d’'urines) et conserver a 2-8°C si le
dosage a lieu dans les 24 heures ou congeler en parties aliquotes a —20°C ou a des températures plus basses s'il
est exécuté plus tard.

Hydrolyse des urines

On peut doser l'aldostérone présente dans les échantillons d'urines aprés hydrolyse acide de l'aldostérone
18-glucuronide. L’hydrolyse est compléte si 'on applique la procédure préconisée.

- Ajouter 1 mL d’HCI 0,1 N a 100 pL d’urines dans des tubes en verre.

- Obturer les tubes puis incuber a 30 + 2°C pendant 18-22 heures.

9. MODE OPERATOIRE

Amener les réactifs a température ambiante (20-25°C) avant le dosage. Effectuer le dosage au moins en doublets.
Les étalons doivent étre dosés avec chaque série d’échantillons examinés. Le mode opératoire doit étre
rigoureusement identique pour les étalons et les échantillons a tester.

Exécuter toutes les phases du dosage dans I'ordre prévu, sans interruption.
Utiliser un embout a usage unique neuf pour distribuer les étalons et les échantillons.
- Distribuer les réactifs au fond des tubes revétus. Procéder d’apres le schéma suivant:

tubes . Echantillons Echantillons (urines

Etalon zéro Etalons 1-5 . .
réactifs (sérum) hydrolysées)
Etalon zéro 200 pL - - 200 pL
Etalons 1-5 - 200 pL - -
Echantillons (sérum) - - 200 pL -
Echantillons (urines hydrolysées) - - - 10 pL*
Traceur 500 pL 500 puL 500 pL 500 pL

Pour les échantillons d’urines contenant une faible concentration d’aldostérone, on préconise [I'utilisation d’un
volume d’urines hydrolysées de 20 pL.

- Agiter le contenu des tubes au Vortex puis incuber pendant 18-22 heures a température ambiante.

- Aspirer soigneusement le mélange d’incubation. Vérifier que le liquide soit éliminé completement: pour cela il
faut s’assurer que I'embout de la pipette d’aspiration touche le fond des tubes revétus. La présence de gouttes
adhérant aux parois des tubes revétus peut entrainer une mauvaise reproductibilité ou fausser les résultats. Le
colorant doit disparaitre totalement.

- Mesurer la radioactivité des tubes.

10. CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne des coups par minute pour chaque groupe de tubes apres avoir soustrait la valeur du bruit de
fond. Calculer la moyenne des coups par minute des étalons et des échantillons en pourcentage par rapport a
I'étalon zéro:

moyenne des coups par minute des étalons ou des échantillons
B/Bo% = x 100

moyenne des coups par minute de I'étalon zéro

Reporter sur du papier semilogarithmique ou bi-linéaire le pourcentage moyen calculé pour chaque étalon sur
I'axe des ordonnées (y) en fonction de la concentration d’aldostérone exprimée en pg/mL ou en nmol/L sur I'axe
des abscisses (x). La Fig. 1 présente un exemple de la courbe d’étalonnage ainsi obtenue.
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Echantillons de sérum ou de plasma

Lire directement la concentration d’aldostérone de chaque échantillon exprimée en pg/mL ou en nmol/L de la
courbe d’étalonnage. Si I'échantillon a été dilué, la concentration obtenue doit étre multipliée par le facteur de
dilution.

Echantillons d’urines
On calcule la sécrétion journaliere d’aldostérone, exprimée en pug ou en nmol/24 heures, de la fagon suivante:

- Pour un volume de 10 uL d’échantillon d’urines hydrolysées
Multiplier la valeur lue de la courbe d’étalonnage par 220 afin d’obtenir le niveau d’aldostérone dans les urines
(en pg/mL ou en nmol/L). Le coefficient 220 provient du facteur de dilution des urines hydrolysées (11), multiplié
par le rapport étalon/échantillon (20).

- Pour un volume de 20 uL d’échantillon d’urines hydrolysées
Multiplier la valeur lue de la courbe d’étalonnage par 110 afin d’obtenir le niveau d’aldostérone dans les urines
(en pg/mL ou en nmol/L). Le coefficient 110 provient du facteur de dilution des urines hydrolysées (11),
multiplié par le rapport étalon/échantillon (10).

Pour obtenir le taux de sécrétion journaliere d’aldostérone, multiplier le niveau d’aldostérone par le volume des
urines éliminées (exprimé en mL) en utilisant les formules suivantes:

ug/24 heures = pg/mL x mL d’urines éliminées x 10°®
nmol/24 heures = nmol/L x mL d’urines éliminées x 107

Exemple de calcul
Les valeurs suivantes ne constituent qu’'un exemple et ne doivent pas étre employées a la place des données
obtenues par I'utilisateur.

Description cpm B/Bo x 100
Etalon zéro 10.220 100
50 pg/mL - 0,138 nmol/L 8.534 83,5
100 pg/mL - 0,277 nmol/L 7.409 72,5
250 pg/mL - 0,692 nmol/L 5.243 51,3
500 pg/mL - 1,385 nmol/L 3.352 32,8
1.000 pg/mL - 2,770 nmol/L 1.942 19,0
Echantillon (sérum) 6.805 66,8
Echantillon (urines) 8.262 81,0

Echantillon de sérum
En effectuant linterpolation de la courbe d'étalonnage, I'échantillon contient 140 pg/mL (0,388 nmol/L)
d’aldostérone.

Echantillon d’urines

En effectuant linterpolation de la courbe d’étalonnage, I'échantillon contient 70 pg/mL (0,194 nmol/L)
d’aldostérone.

En considérant le facteur 220 et le volume total des urines éliminées durant les 24 heures (ex.: 1100 mL), on
calcule la sécrétion journaliere d’aldostérone comme suit:

1g/24 heures = 70 x 220 x 1100 x 10 =15400 x 1100 x 10® =16,94

nmol/24 heures =0,194 x 220 x 1100 x 10° =42,68 x 1100 x 10° =46,95
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B/Bo x 100

50 100 250 500 1000 pg/mL
0,1}38 0,277 0,(992 1,3}85 2,7}70 nmol/L
ALDOSTERONE

Fig. 1

11. VALEURS DE REFERENCE

Dans une population normale avec un apport sodique de 100-150 mEq/24 heures, on a obtenu les intervalles
ci-aprés. Ces valeurs ne sont données qu’a titre indicatif. Chaque laboratoire doit établir ses propres intervalles
des valeurs de référence.

Sujets normaux

PLASMA, pg/mL

URINES, ng/24 heures

Position sur le dos

Position debout

7,5-150
35 -300

2,8-30,0

Pour la conversion en nmol d’aldostérone/L, utiliser la formule suivante:
nmol d’aldostérone/L = pg d’aldostérone/mL x 2,77 x 107

12. CARACTERISTIQUES DU DOSAGE

12.1. Spécificité analytique

La spécificité analytique est définie comme la capacité du test a détecter exactement l'analyte en présence de
facteurs pouvant interférer dans la matrice de I'échantillon (par exemple anticoagulants, hémolyse, effets de
traitement de I'échantillon) ou d’autres analytes pouvant provoquer des réactions croisées.

Interférences. Des études contrélées sur des facteurs potentiellement interférents ont démontré que les
caractéristiques du test ne sont pas modifiées par une lipémie (jusqua 500 mg/dL de triglycérides), une
bilirubinémie (jusqu’a 20 mg/dL de bilirubine). Les valeurs d’aldostérone obtenues avec des échantillons contenant
200 mg/dL d’hémoglobine sont supérieures d’environ 10% aux valeurs obtenues avec des échantillons normaux.
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Lors d’études sur l'interférence des anticoagulants on a prélevé des échantillons de sérum et de plasma (obtenus
sur héparine de lithium et sur EDTA de potassium) sur 41 volontaires sains. Tous les échantillons ont été analysés
avec la méthode standard. Les résultats sont les suivants:

Nb Echantillon Sérum Héparine EDTA
41 moyenne (pg/mL) 181,6 183,9 1971
(100%) (101,3%) (108,5%)

Ces études montrent que les valeurs d’aldostérone obtenues avec les échantillons de plasma sur EDTA de
potassium sont supérieures d’environ 10% aux valeurs obtenues avec les échantillons de sérum ou de plasma sur
héparine de lithium.

Réactions croisées. Les pourcentages de réactions croisées, calculés selon la méthode d’Abraham, montrent la
spécificité de I'antisérum utilisé dans la trousse.

- Aldostérone 100%
- 3 béta, 5 alpha-tétrahydroaldostérone 4.2%
- 3 alpha, 5 béta-tétrahydroaldostérone 0.3%
- Cortexolone 6.4 x 10°%
- 18-OH-désoxycorticostérone 5.0 x 10°%
- Corticostérone 4.0x10%%
- Cortisone 2.5x10°%
- Désoxycorticostérone 1.0 x 10%%
- Testostérone 8.0 x 10%
- Prednisolone 6.4 x 104%
- Cortisol 1.0 x 10%%
- Progestérone 8.0 x 10°%
- Spironolactone 6.5 x 10°%
- Déhydroépiandrostérone 6.0 x 10°%
- Prégnénolone 5.0 x 10°%
- Prégnanetriol 3.3x10°%
- Dexaméthasone 3.3x10%%
- Oestradiol 1.0 x 10%%

12.2. Sensibilité analytique

La sensibilité analytique peut étre exprimée aussi comme la limite de détection, c’est-a-dire la quantité d’analyte
minimum que le test peut détecter. La limite de détection est de 10 pg/mL (0,0275 nmol/L), avec des limites de
confiance a 95%, calculée comme étant la concentration apparente d’analyte qui peut étre différenciée de I'étalon
zéro, c'est-a-dire deux écarts type au-dessous de zéro.
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12.3. Fidélité

Plusieurs pools de référence a différentes concentrations d'analyte ont été testés pour déterminer la répétabilité et
la reproductibilité du dosage (c’est-a-dire, la variabilité intra-essai et inter-essais).

Répétabilité A B C
Nombre de déterminations 10 10 10
Moyenne (pg/mL) 86,4 249,9 495,6
Ecart type 4,60 9,50 8,60
% de coefficient de variation 53 3,8 1,7
Reproductibilité A B C
Nombre de déterminations 15 15 15
Moyenne (pg/mL) 91,3 230,3 607,5
Ecart type 5,72 7,90 26,40
% de coefficient de variation 7,0 3,4 4,3

12.4. Justesse

La justesse du dosage a été vérifiée a I'aide des tests de dilution et de surcharge.

Test de dilution. Le test de dilution a été réalisé sur deux sérums de concentration élevée en aldostérone dilués
en série a l'aide de I'étalon zéro.

Dilution

Concentration attendue,

Concentration mesurée,

% Récupération

pg/mL pg/mL
pur - 706,0 -
1/2 353,0 360,5 102,1
1/4 176,5 167,7 95,0
1/8 88,3 92,7 105,0
1/16 441 43,0 97,5
pur - 355,0 -
1/2 177,5 165,0 93,0
1/4 88,8 92,7 104,5
1/8 44,4 46,0 103,7
116 22,2 25,7 115,8
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Test de surcharge. Le test de surcharge a été réalisé sur deux sérums contenant de I'aldostérone soit purs soit
par ajouts de quantités croissantes d’aldostérone.

Concentration ajoutée,| Concentration attendue, | Concentration mesurée, % Récupération
pg/mL pg/mL pg/mL
- - 147,0 -
520 659,7 713,0 108,1
300 439,7 469,0 106,7
180 319,7 305,0 95,4
40 179,7 177,0 98,5
- - 291,0 -
520 796,5 815,0 102,3
300 576,5 573,0 99,4
180 456,5 435,0 95,3
40 316,5 321,0 101,4

13. LIMITES DU DOSAGE

La signification clinique des niveaux d’aldostérone n’est d’aucune valeur si I'apport journalier de sodium et de
potassium ou la posture du patient ne sont pas contrélés ou si I'on administre des médicaments tels que les
diurétiques, la clonidine, les agents béta-bloquants, la réserpine, I'alpha-méthyldopa, etc.

Le diagnostic ne doit pas étre établi d'apres le résultat d'un seul dosage, mais il faut prendre en considération les
investigations cliniques, les autres procédures diagnostiques et I'avis d’'un médecin.

La contamination bactérienne des échantillons ou leurs cycles répétés de congélation/ décongélation peuvent
modifier les résultats du dosage.

Afin d’obtenir des résultats fiables, il faut suivre strictement le mode opératoire et effectuer les manipulations de
fagon appropriée. En particulier, la précision et le soin apportés durant les phases de reconstitution et de
distribution des réactifs ainsi que d’aspiration sont indispensables a la fiabilité du test.

Des résultats qui ne sont pas reproductibles sont dus principalement a des erreurs de manipulation comme par

exemple:

- échange de bouchons entre les flacons

- utilisation du méme embout pour prélever dans différents flacons ou distribuer les différents échantillons

- flacons restés trop longtemps ouverts

- exposition des réactifs ou des échantillons a une température élevée ou a de fortes sources de contamination
bactérienne

- aspiration inadéquate du mélange d'incubation

- contamination du bord des tubes avec le traceur ou avec les échantillons

- oscillations accidentelles ou mauvais entretien du compteur gamma

- mélange de réactifs provenant de lots différents.
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SCHEMA DU DOSAGE

1- DOSER DIRECTEMENT LES ECHANTILLONS DE SERUM OU DE PLASMA.

HYDROLYSER LES ECHANTILLONS D’URINES AVEC DE L’HCI 0,1 N PENDANT 18-22 HEURES A 30°C.

2- RECONSTITUER LES REACTIFS. IDENTIFIER AU MOYEN D'UN REPERE LES TUBES REVETUS EN

DOUBLETS.

3- DISTRIBUER LES REACTIFS EN FONCTION DU SCHEMA SUIVANT PUIS AGITER LE MELANGE

D'INCUBATION:
CEACTIES TUBES | eraLono | ETALONS 15 By P et =t
ETALON ZERO 200 L - - 200 L
ETALONS 1-5 - 200 pL - -
ECHANTILLONS (SERUM) - - 200 L -
ECHANTILLONS . _ _ ot
(URINES HYDROLYSEES)

TRACEUR 500 L 500 L 500 L 500 L

4 - INCUBER PENDANT 18-22 HEURES A TEMPERATURE AMBIANTE.
5- ASPIRER LE MELANGE D'INCUBATION.

6- MESURER LA RADIOACTIVITE DES TUBES.

* 20 plL pour les échantillons contenant un faible taux d’aldostérone.
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ALDOSTERON RIA

Methode zur quantitativen radioimmunologischen
Bestimmung des Aldosterons
in Humanserum, -plasma oder -urin

Nur fir In-vitro-Diagnostik

1. EINLEITUNG

Aldosteron ist ein Steroidhormon mit einem Molekulargewicht von 360,4 Daltons und der folgenden chemischen
Formel:

o Oon
o
O—CH

Aldosteron wird von der Zona glomerulosa (dem glomerularen Bereich) der NebennierenRinde abgesondert und
ist der starkste Regler der Elektrolyten-Absonderung im Urin.

Aldosteron bindet sich an spezifische Hormonrezeptoren in den entsprechenden Nierenzellen, wo es
moglicherweise die mMRNA-Synthese induziert, mit darauffolgender Bildung eines neuen Proteins. Die Rolle dieses
Proteins ist umstritten, aber man denkt, dass es den Eintritt vom Natrium in die Tragerzellen erleichtert, oder dass
es diesen Zellen eine groRere Energie fir den aktiven Natrium-Transport gibt. In beiden Fallen zeigt sich seine
Auswirkung mit einer Erhéhung des Natrium-Transports (Resorption).

In der distalen Nierenzelle zeigt sich die Auswirkung von Aldosteron mit einer Erhéhung der Resorption der
Natrium- und Chlor-lonen vom tubularen Lumen und mit einer Erhdhung der Absonderung von Kalium- und
Wasserstoff-lonen im tubularen Lumen. Die Resorption der Natrium- und Chlor-lonen neigt dazu, die Osmolalitat
der extrazellularen Flissigkeit zu erhdhen. Die Erhdhung der extrazellularen Osmolalitédt stimuliert die
Absonderung von ADH, und ADH erleichtert die Wasserverhaltung von Seiten der Nieren. Natrium-, Chlor-lonen
und Wasser werden im Allgemeinen zusammen verhalten oder abgesondert: daher kann man sagen, dass
Aldosteron die Wasserresorption in den Nierenrdéhrchen indirekt stimuliert.

Der Mechanismus zur Regelung der Aldosteron-Absonderung antwortet auf die Anderungen der Korper-

Hydratation. Das Renin-Angiotensin-System ist der wichtigste Vermittler der korperlichen Hydratation. Die

Bedingungen, die das Volumen der extrazellularen Flissigkeit vermindern, und diejenigen, die zur Abnahme des

Venenbluts fiihren, neigen dazu, die Herstellung von Renin, und daher von Angiotensin, zu stimulieren.

Angiotensin wirkt direkt auf das Gefafsystem und erhéht den Blutdruck; es stimuliert auBerdem die Aldosteron-

Absonderung von der Nebennieren-Rinde.

Die Absonderung von Aldosteron wird auch von den folgenden Bedingungen direkt beeinflusst:

1. Anderungen der Kalium-Konzentration im Plasma oder in den Geweben: Hypokaliamie vermindert,
Hyperkalidmie erhoht die Aldosteron-Absonderung.

2. Absonderung von ACTH.

3. Anderungen der Natrium-Konzentration im Plasma oder in den Geweben: Hyponatrizmie erhéht,
Hypernatriamie vermindert die Aldosteron-Absonderung.

Die Bestimmung von Aldosteron kann im Plasma oder im Serum und im 24-Stunden-Urin durchgefihrt werden.

Wenn man sich den schnellen katabolischen Rhythmus von Aldosteron gegenwartig halt, ist die Bestimmung von
Aldosteron im Plasma sehr niitzlich bei der Auswertung der akuten Anderungen (zirkadianer Rhythmus,
Haltungsénderungen, Anregungen und Inhibitionen mit kurzer Dauer). Aus einem klinischen Gesichtspunkt muss
man aber die Tatsache hervorheben, dass die plasmatischen Aldosteron-Werte nur der Bedingung in einem
bestimmten Augenblick des Tages entsprechen.

Da die Absonderung vom plasmatischen Aldosteron einen episodischen Verlauf hat, der einem zirkadianen
Rhythmus folgt, kann es nicht angemessen sein, dass man von einer einzigen Bestimmung zu einem Schluss
kommt. Die Bestimmung von Aldosteron im 24-Stunden-Urin stellt die téagliche Absonderung ganz dar, wahrend
die Bestimmung vom plasmatischen Aldosteron fiir gezielte Forschungen geeigneter ist.

32



2. TESTPRINZIP

Die Bestimmung basiert auf der Kompetition zwischen markiertem Aldosteron und Aldosteron in den Kalibratoren
oder in den Proben um eine begrenzte Zahl an die Réhrchenwand gebundener Antikérperbindungsstellen. Nach
der Inkubation ist die Menge des wandgebundenen markierten Aldosterons umgekehrt proportional zur
Konzentration des freien Aldosterons in den Kalibratoren oder in den Proben. Als Trennmethode werden die
beschichteten Rohrchen verwendet, bei denen die Antikdrper an der Réhrcheninnenflache fixiert sind.

3. LIEFERUMFANG DES TESTS

Beschichtete Réhrchen 100
'2%)-markiertes Aldostero 1 Flaschchen
Aldosteron-Kalibratoren 6 Flaschchen
Kontrollserum 1 Flaschchen
Anzahl der Bestimmungen 100

LAGERUNG: Die Testpackung bei 2-8°C lagern! Nicht einfrieren. Nach dem Offnen sind alle Reagenzien des Kits
bei entsprechender Lagerung bis zum Verfalldatum des Kits stabil. Der Kit wurde fiir die Durchfiihrung von
2 analytischen Testserien entworfen, wenn die Reagenzien geméall den Anweisungen des Herstellers aufbewahrt
werden.

Die Reagenzien sind nicht nach dem Verfalldatum zu benutzen. Das Verfalldatum des Kits befindet sich auf der
Verpackung und ist identisch mit dem Verfalldatum des Tracers. Die Verfalldaten der einzelnen Reagenzien sind
Jjeweils auf den Fldschchenetiketten angegeben.

Die Reagenzien unter Vermeidung von Schaum auflésen.
Nie unterschiedliche Reagenzienchargen miteinander mischen!

3.1. Beschichtete Rohrchen

Die Innenflache der Rohrchen ist mit Antiserum gegen Aldosteron (Kaninchen) beschichtet.

Vor Gebrauch die R6hrchen in der ungeéffneten Dose auf Raumtemperatur bringen, um die Bildung von
Kondenswasser auf der Oberfidche zu vermeiden.

Nichtgebrauchte Réhrchen in der Dose lagern. Die Dose gut verschlie3en. Nie verschiedene Chargen
beschichteter R6hrchen miteinander mischen.

3.2. 'J.markiertes Aldosteron (rot) (gebrauchsfertige Lésung)

Das Flaschchen enthalt 52 mL mit '°J markiertes Aldosteron, steroidloses Humanserum, Phosphatpuffer,
Konservierungsmittel und einen inerten roten Farbstoff. Die Radioaktivitat betragt max. 85 kBq (2,3 nCi) am Tag
der Kalibration.

3.3. Aldosteron-Kalibratoren

Die Flaschchen enthalten ansteigende Aldosteron-Konzentrationen, steroidloses Humanserum und
Konservierungsmittel. Der Inhalt des Nullkalibrators ist 3 mL.

Den Inhalt der Kalibratoren 1-5 mit 1 mL Aqua dest. auflésen. Die so erhaltenen Losungen haben folgenden
Konzentrationen: 50 - 100 - 250 - 500 - 1000 pg/mL (0,138 - 0,277 - 0,692 - 1,385 - 2,770 nmol/L); sie sind eine
Woche lang bei 2-8°C haltbar. Zur Verlangerung der Haltbarkeit portioniert tiefgefrieren (—20°C oder kalter).
Da keine internationale Standard-Praparation gegenwartig verflgbar ist, sind die Kit-Kalibratoren nach einer
Innenreferenzpraparation kalibriert (99% Reinheit bei HPLC). Die Kalibratoren des Kits sind mit den untersuchten
Proben umschaltbar, wenn sie mit den Reagenzien und der Testdurchfiihrung dieses In-vitro diagnostischen Tests
verwendet werden, gemél3 den Anweisungen des Herstellers.

3.4. Kontrollserum (lyophilisiert)

Das Flaschchen enthalt Aldosteron, Humanserum und Konservierungsmittel. Der Konzentrationsbereich jeder
Kontrolle ist auf dem Analysenzertifikat angegeben; er gibt die Grenzen an, die von DiaSorin fir Kontrollwerte
festgelegt wurden, die in zuverlassigen Testdurchgangen erhalten werden kénnen.

Den Inhalt des Flaschchens mit 1 mL Aqua dest. auflésen. Die so erhaltene Losung ist eine Woche lang bei 2-8°C
haltbar. Zur Verlangerung der Haltbarkeit portioniert tiefgefrieren (—20°C oder kalter).
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4. ERFORDERLICHE GERATE UND MATERIALIEN (NICHT IM KIT ENTHALTEN)

- Aqua dest. und deionisiertes Wasser.

- Laborreagenzien fiir die Bestimmung von Urin (HCI, Borsaure).

- Glasbehalter.

- Glasréhrchen fir den einmaligen Gebrauch.

- Rohrchen-Stander.

- Mikropipetten mit Einmalspitzen (10, 200, 500 uL) (10 pL: Richtigkeit + 3%, Préazision 2%; 200, 500 pL:
Richtigkeit + 2%, Prazision 1%).

- Vortex-Mischer.

- Wasserbad mit Thermostat (37° + 1°C).

- Absaugvorrichtung zum Absaugen der Inkubationsmischung.

- Gammacounter um das '®J-Jod zu zdhlen (Anlegen der Counter-Offnung: 15-80 keV - Counter-
Leistungsfahigkeit: 70% - Zahlungszeit: 1 Min.). Wenn die Counter-Leistungsfahigkeit kleiner als 60% ist, muss
die Zahlungszeit verlangert werden (2 Min.).

5. ENTNAHME UND VORBEREITUNG DER PROBEN
Die Vorschriften zur Vorbereitung der Patienten und der Blutentnahme sollten genauestens eingehalten werden.

Serum oder Plasma-Proben

Die Antikoagulanten Lithium-Heparin und Kalium-EDTA wurden getestet und koénnen in diesem Test benutzt
werden (siehe Kap. 9.1). Blut aus der Vene entnehmen, koagulieren lassen und das Serum so schnell wie méglich
vom Koagulat trennen. Die Proben, die Teilchen in Suspension aufweisen, triib oder lipamisch sind, oder
Erythrozytenreste aufweisen, durch Filtern oder Zentrifugieren klaren. Weder stark hamolytische oder lipdmische
Proben, noch Proben mit Teilchen in Suspension oder eindeutiger Mikrobenkontamination verwenden! Werden die
Bestimmungen innerhalb von 24 Stunden nach Blutentnahme durchgefiihrt, kénnen die Proben bei 2-8°C
aufbewahrt werden; andernfalls portioniert tiefgefrieren (—20°C oder kalter). Sind die Proben aufgetaut worden, vor
der Bestimmung vorsichtig schitteln. Wiederholtes Tiefgefrieren und Auftauen vermeiden!

Werden Aldosteron-Werte > 1000 pg/mL erwartet, sind die Proben mit dem Nullkalibrator zu verdiinnen.

Urin-Proben

24-Stunden-Urin sammeln und dessen Volumen messen. Sorgfaltig mischen, bevor man einen Anteil fir den Test
entnimmt. Borséure hinzufigen (1 g/100 mL Urin) und bei 2-8°C aufbewahren, wenn die Bestimmung innerhalb
von 24 Stunden durchgefiihrt wird; fur langere Zeiten portioniert tiefgefrieren (—20°C oder kalter).

Urin-Hydrolyse

Aldosteron kann in Urin-Proben nach Saurehydrolyse von Aldosteron 18-Glykuronat bestimmt werden. Bei den
empfohlenen Bedingungen ist die Hydrolyse komplett.

- In Glasréhrchen 100 pL Urin und 1 mL 0,1 N HCI hinzufiigen.
- Rohrchen stopfen und 18-22 Stunden bei 30 + 2°C inkubieren.

6. TESTDURCHFUHRUNG

Alle Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur (20-25°C) bringen. Mindestens Doppelbestimmungen
durchfiihren. Die Bestimmung der Kalibratoren ist fir jede ProbenSerie durchzufiihren. Kalibratoren und Proben
unter den gleichen Bedingungen testen.

Den Test in der angegebenen Reihenfolge und ohne Verzégerungen zwischen den einzelnen Versuchsschritten
durchfuhren.
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FuUr jede Pipettierung der Kalibratoren und der Proben saubere Einmalspitzen benutzen.

- Reagenzien auf den Boden der beschichteten Rbhrchen pipettieren. Der Testverlauf erfolgt nach
folgendem Schema:

Rohrchen ) Kalibratoren Proben Proben (hydroly-

Nullkalibrator . .
Reagenzien 1-5 (Serum) sierter Urin)
Nullkalibrator 200 pL - - 200 pL
Kalibratoren 1-5 - 200 pL - -
Proben (Serum) - - 200 pL -
Proben (hydrolysierter Urin) - - - 10 pL*
Tracer 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL

Bei Urin-Proben mit niedrigem Aldosteron-Niveau empfiehlt man, dass man 20 pL hydrolysierten Urin
verwendet.

- Mit dem Vortex-Mischer vorsichtig den Inhalt der Ro&hrchen schiitteln und 18-22 Stunden bei
Raumtemperatur inkubieren.

- Vorsichtig die Inkubationsmischung absaugen. Es ist zu (berpriifen, ob die Fliissigkeit vollsténdig eliminiert ist,
indem man sich versichert, dass die Absaug-Pipettenspitze den Boden der beschichteten R6hrchen beriihrt.
Das Vorhandensein von Trépfchen, die an die Wénde der beschichteten Rbhrchen heften, kann schwer
reproduzierbare oder unglaubhafte Ergebnisse verursachen. Kein Farbstoff soll sichtbar sein.

- Die Radioaktivitat der Rohrchen messen.

7. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE
Die mittlere Nettozahlrate von Proben und Kalibratoren ausrechnen. Den B/Bo%-Quotienten nach folgender
Formel ausrechnen:

Mittlere Zahlrate von Proben oder Kalibratoren
B/Bo% = x 100

Mittlere Zahlrate des Nullkalibrators

Auf linear-linearem oder halblogarithmischem Papier die mittlere Prozentwerte jedes Kalibrators auf der Ordinate
(y-Achse) in Funktion zur Aldosteron-Konzentration ausgedriickt in pg/mL oder nmol/L auf der Abszisse (x-Achse)
auftragen. Durch Verbinden der Punkte wird eine Kalibrationskurve erstellt (Abb. 1).

Serum- oder Plasma-Proben

Die Aldosteron-Konzentration jeder Probe, ausgedriickt in pg/mL oder nmol/L, direkt von der Kalibrationskurve
ablesen. Werte verdiinnter Proben miissen mit dem entsprechenden Verdiinnungsfaktor multipliziert werden.

Urin-Proben

Die Berechnung der taglichen Aldosteron-Absonderung, in pg oder nmol/24 Stunden ausgedrickt, erfolgt durch
das folgende Verfahren.
- Fiir eine hydrolysierte Urin-Probe mit einem 10 uL-Volumen

Den von der Kalibrationskurve abgelesenen Wert mit 220 multiplizieren, um die Aldosteron-Konzentration im
Urin, in pg/mL oder in nmol/L ausgedriickt, zu erhalten. Der Koeffizient 220 stammt vom Verdiinnungsfaktor
des hydrolysierten Urins (11) multipliziert mit dem Verhaltnis Kalibrator/Probe (20).

- Fdlr eine hydrolysierte Urin-Probe mit einem 20 uL-Volumen
Den von der Kalibrationskurve abgelesenen Wert mit 110 multiplizieren, um die Aldosteron-Konzentration im
Urin, in pg/mL oder in nmol/L ausgedrickt, zu erhalten. Der Koeffizient 110 stammt vom Verdiinnungsfaktor des
hydrolysierten Urins (11) multipliziert mit dem Verhaltnis Kalibrator/Probe (10).

Um die Konzentration der taglichen Aldosteron-Absonderung zu erhalten, die Aldosteron- Konzentration mit dem

Volumen des abgesonderten Urins (in mL ausgedruckt) gemaf den folgenden Formeln multiplizieren:

1g/24 Stunden = pg/mL x mL abgesonderter Urin x 10
nmol/24 Stunden = nmol/L x mL abgesonderter Urin x 10
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Berechnungsbeispiel

Nachfolgende Daten gelten lediglich als Beispiel und diirfen nicht zur Ermittlung der tatséchlichen Ergebnisse
benutzt werden.

Bezeichnung cpm B/Bo x 100

Nullkalibrator 10.220 100
50 pg/mL - 0,138 nmol/L 8.534 83,5
100 pg/mL - 0,277 nmol/L 7.409 72,5
250 pg/mL - 0,692 nmol/L 5.243 51,3
500 pg/mL - 1,385 nmol/L 3.352 32,8
1.000 pg/mL - 2,770 nmol/L 1.942 19,0
Probe (Serum) 6.805 66,8
Probe (Urin) 8.262 81,0

Serum-Probe

Durch Ablesen von der Kalibrationskurve wird fir die Probe einen Aldosteron-Wert von 140 pg/mL (0,388 nmol/L)
gefunden.

Urin-Probe

Durch Ablesen von der Kalibrationskurve wird fir die Probe einen Aldosteron-Wert von 70 pg/mL (0,194 nmol/L)
gefunden.

Indem man sich den Faktor 220 und das Gesamtvolumen des gesammelten 24-Stunden-Urins (z.B. 1100 mL)
gegenwartig halt, wird die tagliche Aldosteron-Absonderung wie folgt berechnet:

ug/24 Stunden =70x 220 x 1100 x 10°® =15400 x 1100 x 10 = 16,94

nmol/24 Stunden = 0,194 x 220 x 1100 x 10° =42,68 x 1100 x 107 =46,95.

B/Bo x 100

50 +

50 100 250 500 1000 pg/mL

0,138 0277 0692 1385 2770  nmol/L

ALDOSTERON
Abb. 1
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8. ERWARTETE WERTE

Durch Untersuchung einer Bevdlkerung normaler Personen mit einer Natrium-Aufnahme von 100-150 mEq/
24 Stunden wurden die folgenden Intervalle erhalten. Jedes Labor sollte eigene Referenzbereiche ermitteln.

Normale Personen PLASMA, pg/mL URIN, pg/24 Stunden
Auf dem Ricken liegend 7,5-150
2,8-30,0
Aufrecht stehend 35 - 300

Die Konversion in nmol Aldosteron/L wird mit der folgenden Formel durchgefiihrt:
nmol Aldosteron/L = pg Aldosteron/mL x 2,77 x 10

9. TESTMERKMALE

9.1. Analytische Spezifitait

Die analytische Spezifitdt wird definiert als die Kapazitdt des Tests, den Analyten genau zu bestimmen bei
Vorhandensein von potentiellen Interferenz-Faktoren in der Proben- Matrix (z.B. Antikoagulanten, Hamolyse,
Effekte der Proben-Behandlung) oder Kreuzreaktionen mit potentiell interferierenden Analyten.

Interferenzen. Kontrollstudien Uber potentiell interferierende Faktoren haben gezeigt, dass die Leistungen des
Tests nicht durch Lipamie (bis 500 mg/dL Triglyzeride), Bilirubinamie (bis 20 mg/dL Bilirubin). Aldosteron-Werte,
die in Proben, die 200 mg/dL Hamoglobin enthalten, erzielt wurden, sind etwa 10% hdher als Aldosteron-Werte,
die mit normalen Proben erzielt wurden.

Wahrend der Interferenzstudien der Antikoagulanten wurden von 41 gesunden Freiwilligen Serum- und Plasma-
Proben (mit Lithium-Heparin und Kalium-EDTA erhalten) entnommen. Alle Proben wurden mit der Standard-
Methode mit den folgenden Ergebnissen analysiert:

Nr. Probe Serum Heparin EDTA
41 mittlerer Wert (pg/mL) 181,6 183,9 197 .1
(100%) (101,3%) (108,5%)

Die Ergebnisse dieser Tests zeigen, dass die mit Kalium-EDTA gewonnenen Plasma-Proben erhaltenen
Aldosteron-Werte ungefahr um 10% hoher waren, als die Werte, die mit Serum-Proben oder mit Lithium-Heparin
gewonnenen Plasma-Proben erhalten wurden.
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Kreuzreaktionen. Die nach Abraham berechneten Kreuzreaktionen-Prozentsatze zeigen die Spezifitdt des
verwendeten Antiserums.

- Aldosteron 100%
- 3 Beta, 5 Alpha-Tetrahydroaldosteron 4.2%
- 3 Alpha, 5 Beta-Tetrahydroaldosteron 0.3%
- Kortexolon 6.4 x 10°%
- 18-OH-Desoxycorticosteron 5.0 x 10°%
- Corticosteron 4.0x10°%
- Cortison 2.5x10°%%
- Desoxycorticosteron 1.0x10°%
- Testosteron 8.0 x 10%
- Prednisolon 6.4 x 10%%
- Cortisol 1.0 x 10*%
- Progesteron 8.0 x 10°%
- Spironolacton 6.5x10°%
- Dihydroepiandrosteron 6.0 x 10°%
- Pregnenolon 5.0x 10°%
- Pregnantriol 3.3x10°%
- Dexamethason 3.3x10°%
- Ostradiol 1.0 x 10°%

9.2. Analytische Sensitivitat

Die analytische Sensitivitat kann auch als Nachweisgrenze ausgedriickt werden, d.h. die minimale Quantitat des
Analyten, die durch den Test bestimmt werden kann. Die Nachweisgrenze ist 10 pg/mL (0,0275 nmol/L) bei einer
Konfidenz-Grenze von 95%. Sie wurde als die scheinbare Analyt-Konzentration berechnet, die man vom
Nullkalibrator unterscheiden kann, d.h. zwei Standardabweichungen unter dem Nullkalibrator.

9.3. Prazision

Zur Ermittlung der Wiederholprazision und der Vergleichprazision des Tests (d.h. Intra- und Inter-Assay) wurden
verschiedene Probenpools unterschiedlicher Analyt-Konzentrationen untersucht.

Wiederholprazision A B C
Anzahl der Bestimmungen 10 10 10
Mittelwert (pg/mL) 86,4 249,9 495,6
Standardabweichung 4,60 9,50 8,60
Variationskoeffizient (%) 53 3,8 1,7

Vergleichprazision A B C
Anzahl der Bestimmungen 15 15 15
Mittelwert (pg/mL) 91,3 230,3 607,5
Standardabweichung 5,72 7,90 26,40
Variationskoeffizient (%) 7,0 3,4 4,3
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9.4. Richtigkeit
Die Richtigkeit der Bestimmung wurde mit Verdiinnungs- und Wiederfindungstests gepriift.

Verdiinnungstest. Es wurden zwei Proben mit hohen Aldosteron-Konzentrationen nach serieller Verdiinnung mit

dem Nullkalibrator getestet.

Verdannung Konzei?ge;i:t)it,epg/mL Konzei?r}:tlitc?rr\],epg/mL % Wiederfindung

leer - 706,0 -
1:2 353,0 360,5 102,1
1:4 176,5 167,7 95,0
1:8 88,3 92,7 105,0
1:16 441 43,0 97,5

leer - 355,0 -
1:2 177,5 165,0 93,0
1:4 88,8 92,7 104,5
1:8 44 4 46,0 103,7
1:16 22,2 25,7 115,8

Wiederfindungstest. Zwei Proben, die Aldosteron enthalten, wurden als solche und nach Zugabe bekannter

Mengen an Aldosteron getestet.

Zugegebene Erwartete Erhaltene o . .
. . . % Wiederfindung
Konzentration, pg/mL | Konzentration, pg/mL | Konzentration, pg/mL
- - 147,0 -
520 659,7 713,0 108,1
300 439,7 469,0 106,7
180 319,7 305,0 95,4
40 179,7 177,0 98,5
- - 291,0 -
520 796,5 815,0 102,3
300 576,5 573,0 99,4
180 456,5 435,0 95,3
40 316,5 321,0 101,4

10. GRENZEN DES VERFAHRENS

Der Aldosteron-Test ist nur diagnostisch wertvoll, wenn er unter Kontrolle der Natrium- und Kaliumzufuhr und
Berlcksichtigung der Korperstellung bei der Probengewinnung durchgefiihrt wird. Die Aldosteronsekretion
beeinflussende Medikamente und Diuretika, Clonidin, Betarezeptorenblocker, Reserpin, Alfamethyldopa, usw.
beeintrachtigen den Aussagewert des Tests.

Die Diagnose darf jedoch nicht auf der Basis des Ergebnisses einer Bestimmung gestellt werden, sondern muss
zusammen mit anderen klinischen Untersuchungen, Diagnoseverfahren und nach dem Urteil des Arztes erfolgen.

Kontamination der Proben durch Bakterien oder wiederholte Tiefgefrieren- und Auftauen-Zyklen kénnen die
Ergebnisse der Bestimmung andern.
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Die einwandfreie Beherrschung der Arbeitstechnik und die strikte Einhaltung der Arbeitsanleitung sind

Vorraussetzung fir die Erzielung zuverlassiger Ergebnisse. Auf prazise Herstellung und Verteilung der

Reagenzien und gutes Pipettieren und grundliches Absaugen ist zu achten.

Nicht wiederholbare Proben kénnen folgende Ursachen haben:

- Vertauschen der Flaschchenverschlisse.

- Verwendung derselben Pipettenspitze beim Pipettieren aus verschiedenen Reagenzflaschchen oder beim
Pipettieren unterschiedlicher Proben.

- Aufbewahren der Reagenzien oder Proben bei hohen Temperaturen (> 25°C) und bakterielle Kontamination.

- Bakterielle Kontamination durch zu langes Offenlassen der Flaschchen.

- Unzureichendes Absaugen der Rohrchen.

- Kontamination der Réhrchenrander durch Tracer oder Proben.

- Schlechte Detektorstandardisierung und fehlerhafte Bedienung des Counters.

- Verwendung von Reagenzien aus verschiedenen Chargen.

11. WARNUNGEN

Alle fir die Herstellung der Kit-Komponenten benutzten Serum- und Plasmaproben wurden analysiert und als
nichtreaktiv fir HBsAg, Anti-HCV und Anti-HIV-1/2 befunden. Da jedoch kein Priifverfahren Keimfreiheit wirklich
garantieren kann, sollten alle Praparate menschlicher Herkunft als potentiell infektios angesehen und
dementsprechend vorsichtig behandelt werden.

12. SICHERHEITSMASSNAHMEN

- Essen, Trinken, Rauchen und Schminken sind im Labor verboten.

- Ldésungen dirfen nicht mit dem Mund pipettiert werden.

- Der direkte Kontakt mit potentiell infiziertem Material ist durch das Tragen von Laborkitteln, Schutzbrille und
Einweghandschuhen zu vermeiden. Nach Beendigung des Tests sollten die Hande grindlich gewaschen
werden.

- Verspritzen oder Bildung von Aerosol sind zu vermeiden. Verschittete Reagenzien sollten mit 5%iger
Natriumhypochlorit-Losung entfernt werden. Dabei ist zu beachten, dass es sich hierbei um potentiell
infektioses Material handeln kann.

- Alle Proben, biologischen Reagenzien und fir die Testdurchfihrung verwendeten Materialien missen als
potentiell infektids angesehen werden. Die Beseitigung des Abfalls ist nach den Vorschriften der zustandigen
Aufsichtsbehdrde sowie nach den Anweisungen des verantwortlichen Amtes durchzufiihren. Abfall sollte
verbrannt werden. Flissigkeiten missen mit Natriumhypochlorit dekontaminiert werden. Dabei sollte das
Natriumhypochlorit in einer Konzentration von 5% im Endgemisch vorliegen und mindestens 30 Minuten auf die
zu beseitigenden Materialien einwirken. Alle Materialien, die wieder verwendet werden sollen, missen mit einer
Ubertriebenen (overkilly Methode (USP 24, 2000, S. 2143) autoklaviert werden. Im Allgemeinen wird eine
Stunde bei 121°C als angebrachte Sterilisationszeit angesehen, dennoch wird jedem Benutzer empfohlen, die
Wirksamkeit des Dekontaminationszyklus anfangs zu uberpriifen und routinemafig biologische Indikatoren
einzusetzen.

13. GRUNDREGELN DES STRAHLENSCHUTZES

Reagenzien mit Jod-125

Dieses Kit enthalt radioaktives Material mit hdchstens 2,17 pCi (81 kBq) Jod-125. Bei der Lagerung, Handhabung
und Entsorgung dieses Materials sind entsprechende VorsichtsmaRRnahmen und gute Laborpraktiken einzuhalten.
Fir Arzte bzw. Institutionen, die im Rahmen einer Generallizenz Radioisotope erhalten, gilt Folgendes:
Entgegennahme, Erwerb, Besitz und Verwendung dieses radioaktiven Materials sind nur Arzten,
veterinarmedizinisch tatigen Tierarzten, klinischen Labors oder Krankenhausern und nur fiir klinische In-vitro-Tests
oder In-vitro-Labortests gestattet, bei denen kein interner oder externer Kontakt des Materials oder seiner
Strahlung mit Menschen oder Tieren stattfindet. Entgegennahme, Erwerb, Besitz, Verwendung und Weitergabe
des Materials unterliegen den Vorschriften und der Generallizenz der US Nuclear Regulatory Commission bzw.
des Staates, mit dem diese Behdrde ein Abkommen zur Auslibung ihrer Uberwachungsfunktion abgeschlossen
hat.

Die Lagerung des radioaktiven Materials ist auf einen speziell dafiir bestimmten Bereich zu beschranken.
Der Zugang zu radioaktivem Material ist nur befugten Personen zu gestatten.

Radioaktives Material nicht mit dem Mund pipettieren.

Im vorgesehenen radioaktiven Arbeitsbereich nicht essen oder trinken.

Verschittetes Material aufwischen und den Bereich anschlieRend mit alkalischem Reinigungsmittel oder
radiologischer Dekontaminationslésung wischen. Alle benutzten Glasbehalter griindlichst mit Wasser
spulen, bevor sie zusammen mit anderen Laborbehaltern aus Glas ausgewaschen werden.

o obd=
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Fir Arzte oder Einrichtungen, die im Rahmen einer Sondergenehmigung Radioisotope erhalten, gilt Folgendes:
Entgegennahme, Gebrauch, Weitergabe und Entsorgung radioaktiven Materials unter-liegen den Vorschriften und
Bedingungen der jeweiligen Sondergenehmigung.

WICHTIGER HINWEIS: Die auf der Packungsbeilage angegebene Radioaktivitdt kann von der auf dem Etikett des
Kartons und des Tracer-Flaschchens angegebenen etwas abweichen. Sowohl das Etikett des Kartons als auch
das Etikett des Tracer-Flaschchens geben den tatsachlichen Wert der Radioaktivitat am Kalibrationsdatum an,
wahrend die Packungsbeilage die theoretische Radioaktivitat des Kits angibt.

ALDOCTK-2
PIPETTIERSCHEMA

BITTE SORGFALTIG DIE GEBRAUCHSANLEITUNG BEACHTEN.

100 pL URIN + 1 mL 0,1 N HCI - INKUBATION: 18-22 Std. BEI 30°C.

\

KALIBRATOREN, PROBEN 200 pL

TRACER 500 pL
INKUBATION: 18-22 Std. BEI RAUMTEMPERATUR.
ABSAUGEN.

\

RADIOAKTIVITAT DER ROHRCHEN MESSEN.
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KIT PARA LA DETERMINACION RADIOINMUNOLOGICA
DE LA ALDOSTERONA

Procedimiento para el analisis cuantitativo de la aldosterona
en muestras de suero, plasma u orina humana

Salo para uso in vitro

1. INTRODUCCION
La aldosterona es una hormona esteroide con un peso molecular de 360,4 daltons y con la siguiente formula
quimica:

La aldosterona es producida por la zona glomerular de la corteza suprarrenal. Es, con mucho, el regulador mas
potente de la excrecion de electrolitos en las orinas.

La aldosterona se enlaza a receptores hormonales especificos en las relativas células renales en donde
probablemente induce la sintesis de RNA mensajero con la consiguiente formacion de nueva proteina. El papel
de esta proteina es controvertido, pero se cree que facilita la entrada del sodio en las células vectoras o bien que
proporciona a dichas células una mayor energia para el transporte activo de sodio. En ambos casos su efecto se
manifiesta con un aumento del transporte de sodio (reabsorcion).

En el tubulo distal renal, la accién de la aldosterona se manifiesta con un aumento de la reabsorcion de iones
sodio y cloro del lumen tubular y con un aumento de la eliminacién de iones potasio e hidrégeno en el lumen
tubular. La reabsorcion de iones sodio y cloro tiende a aumentar la osmolalidad del liquido extracelular. El
aumento de la osmolalidad extracelular estimula la secrecion de ADH y el ADH a su vez facilita la retenciéon de
agua por parte del rifion. lones sodio, cloro y agua generalmente se retienen o excretan juntos: por tanto se puede
decir que la aldosterona estimula, indirectamente, la reabsorcion de agua a nivel de los tubulos renales.

El mecanismo que regula la secrecion de aldosterona responde a las modificaciones de la hidratacién corpoérea.

El sistema renina-angiotensina es el principal mediador de la hidratacion corpérea. Las situaciones que reducen el

volumen de liquido extracelular y las que resultan en el secuestro de la sangre venosa tienden a estimular la

produccién de renina y por lo tanto la de angiotensina. La angiotensina actua directamente en el sistema vascular

como agente vasopresor y ademas estimula la secrecién de aldosterona por la corteza suprarrenal.

La secrecion de aldosterona esta influenciada directamente también por:

1. Variaciones de la concentracion plasmatica o tisular de potasio: la hipopotasemia deprime, mientras que la
hiperpotasemia estimula la secrecion de aldosterona.

2. Secrecion de ACTH.

3. Variaciones de la concentracion plasmatica o tisular de sodio: la hiposodiemia estimula, mientras que la
hipersodiemia deprime la secrecion de aldosterona.

El ensayo de la aldosterona se puede realizar en el plasma o suero y en las orinas de las 24 horas.

Teniendo en cuenta el rapido ritmo catabdlico de la aldosterona, su determinacion en el plasma es muy util para

evaluar las variaciones agudas (ritmo circadiano, cambios de posicion, estimulaciones e inhibiciones de breve

duracion). Desde un punto de vista clinico hay que destacar que los valores plasmaticos de aldosterona reflejan

so6lo la condicion en un determinado momento del dia. Dado que la secrecion de la aldosterona plasmatica tiene

una evolucion ocasional que sigue un ritmo circadiano, puede no ser valido sacar conclusiones sélo con una

determinacion. La determinacion de la aldosterona en las orinas de las 24 horas refleja completamente la

situacion secretoria diaria, mientras que la determinacién de la aldosterona plasmatica es mas adecuada para

estudios especificos.
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2. PRINCIPIO DEL ENSAYO

El principio del ensayo consiste en la competicion entre aldosterona marcada y aldosterona contenida en los
calibradores o en las muestras para el numero fijo y limitado de sitios anticorpales. Después de la incubacion, la
cantidad de aldosterona marcada enlazada al anticuerpo fijado en los tubos recubiertos es inversamente
proporcional a la concentracion de aldosterona no marcada presente en los calibradores o en las muestras. El
método adoptado para la separacion libre/enlazado esta basado en el empleo de los tubos recubiertos, en donde
el anticuerpo esta fijado a las paredes de los tubos.

3. REACTIVOS SUMINISTRADOS EN EL KIT

Tubos recubiertos 100
Aldosterona marcada con 125I 1 vial
Calibradores de aldosterona 6 viales
Suero de control 1 vial
Numero de ensayos 100

MODO DE CONSERVACION: A su llegada conserve el kit a 2-8°C. No congele. Después de la apertura, los
reactivos de este Kit son estables hasta la fecha de caducidad del kit si se conservan de manera adecuada. El kit
esta garantizado para 2 sesiones analiticas si los reactivos se conservan segun las recomendaciones del
fabricante.

No use los reactivos pasada la fecha de caducidad. La fecha de caducidad del kit esta escrita en la etiqueta
exterior y corresponde a la fecha de caducidad del trazador. La fecha de caducidad de cada componente esta
indicada en las etiquetas de los respectivos viales.

Al reconstituir el contenido de los viales, agite delicadamente para evitar la formacién de espuma.
No mezcle los reactivos provenientes de lotes diferentes.

3.1. Tubos recubiertos

La superficie interior de cada tubo esté recubierta con antisuero de conejo anti-aldosterona.

En el momento del uso, ponga los tubos recubiertos a temperatura ambiente antes de abrir el contenedor, para
evitar condensaciones de humedad.

Los tubos no utilizados pueden ser conservados controlando que el contenedor esté bien cerrado. No mezcle
lotes diferentes de tubos recubiertos.

125| (

3.2. Aldosterona marcada con rojo): reactivo listo para el uso

El vial contiene 52 mL de aldosterona marcada con '®°I, suero humano sin esteroides, tampén fosfato,
conservantes y un colorante rojo inactivo. La radioactividad maxima es de 85 kBq (2,3 uCi) en la fecha de

calibracion.

3.3. Calibradores de aldosterona

Cada vial contiene cantidades crecientes de aldosterona, suero humano sin esteroides y conservantes. El
volumen del calibrador cero es 3 mL.

Reconstituya el contenido de los calibradores 1-5 con 1 mL de agua destilada. Las soluciones que resultan
contendran respectivamente: 50 - 100 - 250 - 500 - 1000 pg/mL (0,138 - 0,277 - 0,692 - 1,385 - 2,770 nmol/L) y
son estables durante una semana a 2-8°C. Congele el reactivo a —20°C o a temperaturas inferiores subdividido en
alicuotas en caso de conservacion prolongada.

Los calibradores del kit estan calibrados contra una preparacién interior de referencia (pura al 99% en HPLC),
porque actualmente no hay un estandar internacional disponible. Los calibradores del kit son conmutables con las
muestras en examen cuando se utilizan con los reactivos y con el procedimiento operativo de este test
diagnéstico in vitro, segun las recomendaciones del fabricante.

43



3.4. Suero de control: reactivo liofilizado

El vial contiene aldosterona, suero humano y conservantes. El rango de concentraciones de cada control aparece
en el certificado de andlisis, e indica los limites definidos por DiaSorin para los valores de control que se pueden
obtener a partir de ensayos fiables.

Reconstituya el contenido del vial con 1 mL de agua destilada. La solucion que resulta es estable durante una
semana a 2-8°C. Congele el reactivo a —20°C o a temperaturas inferiores subdividido en alicuotas en caso de
conservacion prolongada.

4. MATERIALES E INSTRUMENTOS REQUERIDOS, PERO NO SUMINISTRADOS

- Agua destilada y desionizada.

- Reactivos de laboratorio para el ensayo de orina (HCI, acido bérico).

- Utiles de laboratorio de vidrio.

- Tubos de vidrio desechables.

- Gradillas para tubos.

- Micropipetas con puntas desechables de 10 uL (veracidad + 3%, precision 2%) y 200, 500 uL (veracidad + 2%,
precision 1%).

- Agitador Vortex.

- Bafo termostatico para mantener 37° + 1°C.

- Sistema para aspirar la mezcla de incubacion.

- Contador gamma para contar el iodo '?°| (establecimiento de la ventana del contador: 15-80 keV - eficiencia del
contador: 70% - tiempo de cémputo: 1 min). Si la eficiencia del contador es inferior al 60%, el tiempo de
cémputo debe ser prolongado a 2 min.

5. RECOGIDA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se recomienda estandarizar cuidadosamente la preparacion del paciente y las condiciones de recogida de la
muestra.

Muestras de suero o plasma

Se pueden utilizar anticoagulantes como la heparina de litio y el EDTA de potasio (véase §9.1). Recoja la sangre
mediante puncion venosa, déjela coagular y separe el suero del coagulo lo antes posible. Clarifique por filtracion o
centrifugacion antes del ensayo las muestras que presenten material en suspensién, opalescencia, lipemia o
residuos eritrocitarios. No use muestras fuertemente hemolizadas o lipémicas, ni muestras que presenten material
suspendido o evidente contaminaciéon microbiana. Si el ensayo se lleva a cabo dentro de las 24 horas sucesivas a
la recogida, las muestras se pueden conservar a 2-8°C. En caso contrario, se deben subdividir en alicuotas
congeladas a —20°C o a temperaturas inferiores. Si las muestras han sido descongeladas, agitelas con cuidado
antes de realizar el ensayo. Evite repetidas congelaciones y descongelaciones.

Si se prevén niveles de aldosterona superiores a 1000 pg/mL, diluya con el calibrador cero.

Muestras de orina

Recoja las orinas de las 24 horas y mida el volumen. Mezcle cuidadosamente antes de recoger una alicuota para
el analisis. Afiada acido bdrico (1 g/100 mL de orina) y conserve las muestras a 2-8°C si el ensayo se realiza en
las 24 horas siguientes. Congele las muestras a —20°C o a temperaturas inferiores subdivididas en alicuotas en
caso de conservacion prolongada.

Hidrélisis de la orina

La aldosterona se puede ensayar en las muestras de orina después de hidrolisis acida de la aldosterona
18-glucuronato. En las condiciones recomendadas la hidrdlisis es completa.

- Anada en tubos de vidrio 100 pL de orinay 1 mL de HCI 0,1 N.
- Tape los tubos e incube durante 18-22 horas a 30 + 2°C.

44



6. PROCEDIMIENTO OPERATIVO

Ponga los reactivos a temperatura ambiente (20-25°C) antes del ensayo. Prevea determinaciones por duplicado
como minimo. Se debe realizar la determinacion de los calibradores para cada serie de muestras analizadas. El
procedimiento operativo debe ser exactamente idéntico para los calibradores y para las muestras en examen.
Realice todas las fases del ensayo en el orden previsto, sin interrupcion.

Utilice puntas desechables nuevas para dispensar calibradores y muestras.

- Distribuya los reactivos en el fondo de los tubos recubiertos. Actie segun el siguiente esquema:

reactivos tubos Calibrador cero | Calibradores 1-5 h/(lgs:::)a)s Mtﬁ%srtorﬁia(g;i)n a
Calibrador cero 200 pL - - 200 pL
Calibradores 1-5 - 200 pL - -
Muestras (suero) - - 200 pL -
Muestras (orina hidrolizada) - - - 10 pL*
Trazador 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL

Para las muestras de orina con un bajo nivel de aldosterona, se sugiere emplear un volumen de orina
hidrolizada de 20 pL.

- Agite en el Vortex el contenido de los tubos e incube durante 18-22 horas a temperatura ambiente.

- Aspire cuidadosamente la mezcla de incubacién. Verifique que el liquido sea eliminado completamente,
controlando que la punta de la pipeta de aspiracion toque el fondo de los tubos recubiertos. La presencia de
gotas adherentes a las paredes de los tubos recubiertos puede provocar baja reproducibilidad o resultados no
fiables. No debe quedar traza del colorante.

- Mida la radioactividad de los tubos.

7. CALCULO DE LOS RESULTADOS

Calcule la media de los cémputos para cada grupo de tubos después de haber substraido el valor del fondo.
Exprese la media de los computos de los calibradores y las muestras como porcentaje respecto al calibrador cero:

computo medio calibradores o muestras

B/Bo% = x 100

cémputo medio calibrador cero

Indique en un grafico semilog o lineal-lineal el porcentaje medio calculado para cada calibrador en la ordenada
(eje de las y) en funcién de la concentracion de aldosterona expresada en pg/mL o nmol/L en la abscisa (eje de
las x). De esta manera se obtiene una curva de calibracion (Fig. 1).

Muestras de suero o plasma

Lea directamente de la curva de calibraciéon la concentracion de aldosterona de cada muestra expresada en
pg/mL o nmol/L. Si la muestra ha sido diluida, la concentracion de aldosterona encontrada debe ser multiplicada
por el factor de dilucion.

Muestras de orina
El calculo de la excrecion diaria de aldosterona expresada en pg o nmol/24 horas se realiza siguiendo este
procedimiento.

- Para una muestra de orina hidrolizada de 10 uL de volumen
Multiplique el valor leido de la curva de calibracién por 220, para obtener asi la concentraciéon de aldosterona
en la orina expresada en pg/mL o en nmol/L. El coeficiente 220 deriva del factor de dilucién de la orina
hidrolizada (11), multiplicado por la relacién calibrador/muestra (20).
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- Para una muestra de orina hidrolizada de 20 L de volumen
Multiplique el valor leido de la curva de calibraciéon por 110, para obtener asi la concentracién de aldosterona
en la orina expresada en pg/mL o en nmol/L. El coeficiente 110 deriva del factor de dilucién de la orina
hidrolizada (11), multiplicado por la relacion calibrador/muestra (10).

Para obtener la concentracion de la excrecion diaria de aldosterona, multiplique la concentracion de aldosterona
por el volumen de orina excretada (expresado en mL) segun las siguientes férmulas:

1g/24 horas = pg/mL x mL de orina excretada x 10°®
nmol/24 horas = nmol/L x mL de orina excretada x 10~
Ejemplo de calculo

Los siguientes datos deben ser considerados sélo un ejemplo y no deben usarse en lugar de los datos obtenidos
por el utilizador.

Descripcioén cpm B/Bo x 100

Calibrador cero 10.220 100

50 pg/mL - 0,138 nmol/L 8.534 83,5

100 pg/mL - 0,277 nmol/L 7.409 72,5

250 pg/mL - 0,692 nmol/L 5.243 51,3

500 pg/mL - 1,385 nmol/L 3.352 32,8

1.000 pg/mL - 2,770 nmol/L 1.942 19,0
Muestra (suero) 6.805 66,8
Muestra (orina) 8.262 81,0

Muestra de suero
Interpolando de la curva de calibracion, la muestra contiene 140 pg/mL (0,388 nmol/L) de aldosterona.

Muestra de orina
Interpolando de la curva de calibracién, la muestra contiene 70 pg/mL (0,194 nmol/L) de aldosterona.
Teniendo en cuenta el factor 220 y el volumen total de orina recogido en las 24 horas (por ej. 1100 mL),
la excrecion diaria de aldosterona se calcula del siguiente modo:
1g/24 horas =70x220x 1100 x 10® = 15400 x 1100 x 10
nmol/24 horas = 0,194 x 220 x 1100 x 10° = 42,68 x 1100 x 10

16,94
46,95
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B/Bo x 100
100 |

50

' ' ; ; ;
50 100 250 500 1000

pg/mL
0,1‘38 0,277 0,692 1,585 2,?70 nmol/L
ALDOSTERONA

Fig. 1

8. DATOS CLINICOS

Examinando una poblacion de sujetos normales con una aportacion de sodio de 100-150 mEqg/24 horas, se han
obtenido los siguientes intervalos. Se recomienda a cada laboratorio que establezca sus propios intervalos de
referencia.

Sujetos normales

PLASMA, pg/mL

ORINA, ng/24 horas

Posicion supina
Posicion erguida

7,5-150
35-300

2,8-30,0

La conversién en nmol de aldosterona/l. se obtiene con la siguiente formula:
nmol aldosterona/L = pg aldosterona/mL x 2,77 x 107

9. PRESTACIONES METODOLOGICAS DEL KIT

9.1. Especificidad analitica

La especificidad analitica se define como la capacidad que tiene el test para detectar exactamente el analito ante
la presencia de factores potencialmente interferentes en la matriz de la muestra (por ejemplo, anticoagulantes,
hemolisis, efectos de tratamientos de la muestra) o de reacciones cruzadas con analitos potencialmente
interferentes.

Interferencias. Estudios controlados sobre los factores potencialmente interferentes han demostrado que las
prestaciones del test no estan influenciadas por lipemia (hasta 500 mg/dL de triglicéridos), bilirrubinemia (hasta
20 mg/dL de bilirrubina). Los valores de aldosterona obtenidos con las muestras que contengan 200 mg/dL de
hemoglobina resultan aproximadamente del 10% superiores a los valores obtenidos con las muestras normales.

En los estudios de interferencia de los anticoagulantes se han recogido muestras de suero y de plasma (obtenidas
con la heparina de litio y el EDTA de potasio) de 41 voluntarios sanos. Todas las muestras han sido analizadas
con el método estandar, con los siguientes resultados:

N. Muestra Suero Heparina EDTA
41 media (pg/mL) 181,6 183,9 197,1
(100%) (101,3%) (108,5%)
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Los resultados de estos analisis demuestran que los valores de aldosterona obtenidos con las muestras de
plasma con EDTA de potasio resultaban aproximadamente del 10% superiores a los valores obtenidos con las
muestras de suero o de plasma con heparina de litio.

Reacciones cruzadas. Los porcentajes de reacciones cruzadas, calculados segun Abraham, muestran la
especificidad del antisuero usado.

Aldosterona
3 beta, 5 alfa-tetrahidroaldosterona

3 alfa, 5 beta-tetrahidroaldosterona
Cortexolona

18-OH-desoxicorticosterona
Corticosterona
Cortisona
Desoxicorticosterona
Testosterona
Prednisolona

Cortisol

Progesterona
Espironolactona
Dihidroepiandrosterona
Pregnenolona
Pregnantriol
Dexametasona
Estradiol

9.2. Sensibilidad analitica
La sensibilidad analitica se puede expresar también como el limite de deteccidn, es decir la cantidad minima de
analito especifico que el test puede detectar. El limite de deteccion es de 10 pg/mL (0,0275 nmol/L) al 95% de
confianza. Ha sido calculado como la concentracion aparente de analito distinguible del calibrador cero, es decir,

dos desviaciones estandar por debajo de cero.

9.3. Precision

100%

4.2%
0.3%

6.4 x 10°%
5.0 x 10°%
4.0x10°%
2.5x10°%%
1.0x 107%
8.0 x 10%
6.4 x 10%
1.0 x 10*%
8.0 x 10°%
6.5x10°%
6.0 x 10°%
5.0x 10°%
3.3x10°%
3.3x10°%
1.0 x 10%%

La repetibilidad y la reproducibilidad del ensayo (es decir las variaciones intra-ensayo e inter-ensayo) han sido

determinadas utilizando las muestras de referencia en diferentes concentraciones de analito.

Repetibilidad A B (o}
Numero de determinaciones 10 10 10
Media (pg/mL) 86,4 249,9 495,6
Desviacién estandar 4,60 9,50 8,60
Coeficiente de variacion (%) 53 3,8 1,7

Repetibilidad A B C
Numero de determinaciones 15 15 15
Media (pg/mL) 91,3 230,3 607,5
Desviacion estandar 5,72 7,90 26,40
Coeficiente de variacion (%) 7,0 3,4 4,3
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9.4. Veracidad
La veracidad del ensayo ha sido controlada mediante los test de dilucién y recuperacion.

Test de dilucion. Se han determinado diluciones en serie de dos sueros de concentraciéon elevada de
aldosterona realizadas en el calibrador cero.

Dilucion Concentracion Concentracion medida, % Recuperacion
esperada, pg/mL pg/mL

no diluido - 706,0 -
1:2 353,0 360,5 102,1
1:4 176,5 167,7 95,0
1:8 88,3 92,7 105,0
1:16 441 43,0 97,5

no diluido - 355,0 -
1:2 177,5 165,0 93,0
1:4 88,8 92,7 104,5
1:8 44 4 46,0 103,7
1:16 22,2 25,7 115,8

Test de recuperaciéon. Se han determinado dos sueros que contengan aldosterona, tanto no diluido’s como
después de la adicion de cantidades crecientes de aldosterona.

Concentracién adicionada, Concentracion Concentracion medida, % Recuperacion
pg/mL esperada, pg/mL pg/mL
- - 147,0 -
520 659,7 713,0 108,1
300 439,7 469,0 106,7
180 319,7 305,0 95,4
40 179,7 177,0 98,5
- - 291,0 -
520 796,5 815,0 102,3
300 576,5 573,0 99,4
180 456,5 435,0 95,3
40 316,5 321,0 101,4

10. LIMITACIONES DEL ENSAYO

El significado clinico de la determinacion de los niveles de aldosterona se puede invalidar si la aportacién diaria
de sodio y potasio o la postura del paciente no se tienen bajo control, o cuando se suministren farmacos como
diuréticos, clonidina, agentes beta-bloqueantes, reserpina, alfa-metildopa, etc.

El diagndstico no se debe formular en base al resultado de un solo ensayo, sino que éste se debe validar con
otras pruebas clinicas, procedimientos diagndsticos y con la opinién del médico.

La contaminacion bacteriana o las repetidas congelaciones/descongelaciones de las muestras pueden modificar
los resultados del test.

Para obtener resultados fiables, es necesario respetar estrictamente las instrucciones de utilizaciéon y poseer una
adecuada técnica manual. En concreto, la precision y el cuidado en las fases de reconstitucion y distribucion de
los reactivos y de aspiracion son indispensables para la fiabilidad del ensayo.

Resultados no reproducibles se deben principalmente a factores metodoldgicos, como por ejemplo:

- cambio de las tapas entre los viales

- uso de la misma punta para la recogida de diferentes viales o para dispensar diferentes muestras

- viales que se han dejado abiertos durante un largo periodo de tiempo

- exposicion de los reactivos o de las muestras a calor intenso o a fuertes fuentes de contaminacion bacteriana
- aspiracion inadecuada de la mezcla de incubacion
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- contaminacion del borde de los tubos con el trazador o bien con las muestras
- oscilaciones casuales o mal mantenimiento del contador gamma
- intercambio de reactivos procedentes de diferentes lotes.

11. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Todas las unidades de suero o plasma utilizadas para la fabricacién de los componentes de este kit se han
analizado y se han determinado no reactivas para HBsAg, para anti-HCV y para anti-HIV-1/2. Sin embargo, visto
que ningun método puede asegurar que los agentes patdogenos estén ausentes, todo el material de origen
humano se deberia considerar potencialmente infeccioso y ser manipulado como tal.

12. NORMAS DE SEGURIDAD

- No coma, beba, fume o se maquille durante la ejecucion del ensayo.

- No pipetee las soluciones con la boca.

- Evite el contacto directo con el material potencialmente infeccioso usando batas de laboratorio, gafas de
proteccion y guantes desechables. Lavese cuidadosamente las manos al terminar el ensayo.

- Evite salpicaduras o formacion de aerosoles. En caso de que esto sucediera, cada gota de reactivo se debe
eliminar con una solucién de hipoclorito sédico al 5% y el medio utilizado se debera tratar como material
residuo potencialmente infeccioso.

- Todas las muestras, los reactivos bioldgicos del kit y los materiales usados para efectuar el ensayo se deben
considerar capaces de transmitir agentes infecciosos; por lo tanto, los residuos se deberan eliminar de
acuerdo con las reglamentaciones de las agencias autorizadas que tengan jurisdiccion sobre el laboratorio y
con las normativas de cada pais. El material desechable debera ser incinerado; los residuos liquidos deberan
ser descontaminados con una solucién de hipoclorito sodico a una concentracion final del 5% durante media
hora como minimo. Cualquier material que pueda ser reutilizado debera ser tratado en autoclave con un
tratamiento de exceso (overkill) (USP 24, 2000, p. 2143). Generalmente se considera que una hora a 121°C
es un tiempo de esterilizacion adecuado; sin embargo se recomienda a cada usuario que verifique la eficacia
del ciclo de descontaminacion mediante una validacion inicial y el uso rutinario de indicadores bioldgicos.

13. REGLAS BASICAS DE SEGURIDAD CONTRA LAS RADIACIONES

Reactivos con contenido de azida sédica
Este equipo contiene material radiactivo que no supera de 2,17 uCi (81 kBq) de yodo-125. Para almacenar,
manejar y desechar este material, deben adoptarse las precauciones necesarias y practicas de laboratorio
correctas.
Para facultativos o instituciones que reciben radioisoétopos con licencia genérica:
Este material radiactivo sélo deben recibirlo, adquirirlo, poseerlo y utilizarlo médicos, veterinarios que practiquen
la medicina veterinaria, laboratorios clinicos u hospitales, y solo para pruebas in vitro clinicas o de laboratorio que
no conlleven la administracion interna o externa del material ni su radiacion a seres humanos ni animales.
Su recepcioén, adquisicion, posesion, uso y transferencia se rigen por la normativa y la licencia genérica de la
Comision Reguladora Nuclear del estado en el que la Comisién haya llegado a un acuerdo para el ejercicio de su
autoridad reguladora.

1. El almacenamiento del material radiactivo debe limitarse a un area destinada especificamente a tal
efecto.
El acceso a materiales radiactivos debe estar limitado a personal autorizado Unicamente.
No recoja material radiactivo con la pipeta usando la boca.
No coma ni beba dentro de las areas destinadas a trabajos radiactivos.
Las areas donde puedan producirse derrames deben enjugarse y después lavarse con un detergente
alcalino o una solucion decontaminante radiolégica. Todo recipiente de vidrio utilizado debe enjuagarse
completamente con agua antes de lavarse con otros recipientes de laboratorio.
Para facultativos o instituciones que reciben radioisotopos con licencia especifica:
La recepcion, uso, transferencia y eliminacion de los materiales radiactivos se rigen por la normativa y las
condiciones de la licencia en cuestion.
ATENCION: La radiactividad impresa en el interior del paquete puede diferir ligeramente de la impresa en la
etiqueta de la caja y en la del vial del trazador. La etiqueta de la caja y la del trazador indican la cantidad real de
radiactividad en la fecha de la calibracion, mientras que el impreso del interior del paquete indica la radiactividad
tedrica del equipo.

o oD
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ESQUEMA DEL ENSAYO

ENSAYE DIRECTAMENTE LAS MUESTRAS DE SUERO O PLASMA.
HIDROLICE LAS MUESTRAS DE ORINA CON HCI 0,1 N DURANTE 18-22 HORAS A 30°C.

2- RECONSTITUYA LOS REACTIVOS. MARQUE LOS TUBOS RECUBIERTOS POR DUPLICADO.
3- DISTRIBUYA LOS REACTIVOS SEGUN EL SIGUIENTE ESQUEMA Y AGITE LA MEZCLA DE INCUBACION:
TUBOS MUESTRAS MUESTRAS
CALO CAL 1-5 (SUERO) (ORINA
REACTIVOS HIDROLIZ.)
CALIBRADOR CERO 200 pL - -~ 200 pL
CALIBRADORES 1-5 - 200 pL - -
MUESTRAS (SUERO) B B 200 L _
MUESTRAS (ORINA B _ B 10 uL*
HIDROLIZADA) H
TRAZADOR 500 pL 500 pL 500 pL 500 L
4- INCUBE DURANTE 18-22 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE.
5- ASPIRE LA MEZCLA DE INCUBACION.
6- MIDA LA RADIOACTIVIDAD DE LOS TUBOS.

* 20 ulL para las muestras con bajos niveles de aldosterona.
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TESTE RADIOIMUNOLOGICO DA ALDOSTERONA

Procedimento para a determinagao quantitativa da aldosterona
em amostras de soro, plasma ou urina humanos

S6 para uso in vitro

1. INTRODUGAO
A aldosterona é uma hormona esteréide de peso molecular 360,4 daltons, com a seguinte formula quimica:

o OO
o
O—CH

A aldosterona é secretada pela zona glomerular do cértex supra-renal. E, de longe, o regulador mais potente da
excregao de electrdlitos na urina.

A aldosterona liga os receptores proteinicos especificos nas células renais onde, provavelmente, induz a sintese
de ARN mensageiro do ADN com consequente formag&o de nova proteina. O papel desta proteina é controverso,
mas acredita-se que facilite a entrada do sodio nas células portadoras ou fornega a estas células uma maior
energia para o transporte activo de sédio. Em ambos os casos, o seu efeito manifesta-se com um aumento do
transporte do sédio (reabsorgéo).

No nefrénio distal, a acgdo da aldosterona manifesta-se com um aumento da reabsorgado de ides de sédio e cloro
do lume tubular e com um aumento da eliminagédo de ides de potassio e hidrogénio no lume tubular. A reabsorgéo
de ides de sodio e cloro tende a aumentar a osmolalidade do liquido extracelular. O aumento da osmolalidade
extracelular estimula a secrecao de ADH e a ADH, por sua vez, facilita a retengdo de agua pelo rim. Os ides de
sodio, cloro e agua sao, geralmente, retidos ou excretados juntos: portanto, pode-se dizer que a aldosterona
estimula, indirectamente, a reabsorc¢éo de agua dos tubulos renais.

O mecanismo que regula a secrecéo de aldosterona responde as modificagdes da hidratagéo corporal. O sistema

renina-angiotensina é o principal mediador da resposta do cortex supra-renal as modificagdes da hidratagéo

corporal. As condigdes que reduzem o volume de liquido extracelular e as que resultam em sequestro do sangue

venoso tendem a estimular a produgao de renina e, por conseguinte, a de angiotensina. A angiotensina nao sé

age directamente no sistema vascular como agente hipertensor, mas também estimula a secregéo de aldosterona

pelo cortex supra-renal.

A secregao de aldosterona também € influenciada directamente por:

1. Variagdes da concentragdo plasmatica ou tecidual de potassio: a deplegcdo de potassio diminui, enquanto
que o excesso de potassio estimula a secrecdo de aldosterona.

2. Secregao de ACTH.

3. Variagbes da concentragao plasmatica ou tecidual de sodio: a deplegao de sédio estimula, enquanto que o
excesso de sodio diminui a secregao de aldosterona.

O ensaio da aldosterona pode ser feito no plasma, no soro ou na urina de 24 horas.

A determinagdo do conjugado-18-OH da aldosterona na urina de 24 horas reflecte integralmente a situagdo
secretdria diaria, enquanto a determinagao da aldosterona plasmatica € mais adequada para estudos especificos.
Tendo em conta o rapido catabolismo da aldosterona, o seu ensaio no plasma é muito Gtil na avaliagdo das
variagdes agudas (ritmo circadiano, mudangas de posigao, estimulagdes e inibicdes de pouca duracdo devidas
aos medicamentos). Do ponto de vista clinico, € necessario ressaltar, porém, que os valores plasmaticos de
aldosterona reflectem s6 a condigdo num dado momento do dia. Dado que a secreg¢éo da aldosterona plasmatica
tem uma ocorréncia episddica que segue um ritmo circadiano, pode nao ser valido tirar conclusées a partir duma
determinacgao unica.
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2. PRINCIPIO DO ENSAIO

O principio do ensaio consiste na competigdo entre aldosterona marcada e aldosterona contida nos calibradores
ou nas amostras para o numero fixo e limitado de sitios de anticorpos. Apds a incubagdo, a quantidade de
aldosterona marcada ligada ao anticorpo fixado nos tubos revestidos é inversamente proporcional a concentragdo
de aldosterona ndo marcada presente nos calibradores ou nas amostras. O método adoptado para a separagéo
livre/ligado baseia-se no uso de tubos revestidos, onde o anticorpo ¢ ligado as paredes dos tubos.

3. REAGENTES FORNECIDOS NO DISPOSITIVO

Tubos revestidos 100
Aldosterona marcada com "% 1 frasco
Calibradores de aldosterona 6 frascos
Soro de controlo 1 frasco
Numero de testes 100

ARMAZENAGEM: Depois da recepgao, armazene o dispositivo a 2-8°C. Nao congele. Apoés a abertura, os
reagentes deste dispositivo permanecem estaveis até ao final do prazo de validade do dispositivo, se mantidos de
modo adequado. O dispositivo foi projectado para 2 execugbes analiticas se os reagentes sdo mantidos
consoante as recomendagées do fabricante.

Néao utilize reagentes expirados. O prazo de validade do dispositivo esta descrito na etiqueta externa e
corresponde ao prazo de validade do marcador. O prazo de validade de cada reagente esta descrito na etiqueta
de cada frasco.

Quando reconstituir o contetido dos frascos, agite devagarinho para evitar a formagédo de espuma.
Nao misture reagentes de lotes diferentes.

3.1. Tubos revestidos

A superficie interna de cada tubo € revestida com um anti-soro de coelho anti-aldosterona.
Antes de usar, deixe os tubos revestidos & temperatura ambiente antes de abrir a embalagem, para evitar
condensacgédo de humidade.

Conserve os tubos néo utilizados certificando-se de que a embalagem esteja bem fechada. Nao misture lotes
diferentes de tubos revestidos.

3.2. Aldosterona marcada com '#I (vermelho): reagente pronto a usar
O frasco contém 52 mL de aldosterona marcada com '?I, soro humano sem esterdides, tampao fosfato,

conservantes e um corante vermelho inerte. A radioactividade maxima é 85 kBq (2,3 nCi) na data de calibracao.

3.3. Calibradores de aldosterona

Os frascos contém quantidades crescentes de aldosterona, soro humano sem esterdides e conservantes. O
volume do calibrador zero é 3 mL.

Reconstitua o conteudo dos frascos de calibradores 1-5 com 1 mL de agua destilada. As solugdes resultantes
contém respectivamente 50 - 100 - 250 - 500 - 1000 pg/mL de aldosterona (0,138 - 0,277 - 0,692 - 1,385 -
2,770 nmol/L) e sado estaveis durante uma semana a 2-8°C ou subdivididas em aliquotas congeladas a —20°C ou
a temperatura inferior para uma conservagao prolongada.

Dado que actualmente ndo ha um padrdo internacional disponivel, os calibradores do dispositivo estao
referenciados a uma preparacao de referéncia interna (99% pura em cromatografia liquida de alto desempenho).
Os calibradores do dispositivo sdo comutaveis com as amostras em analise quando foram utilizados com os
reagentes e com o procedimento operativo deste teste de diagndéstico in vitro, consoante as recomendagbes do
fabricante.
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3.4. Soro de controlo: reagente liofilizado

O frasco contém aldosterona, soro humano e conservantes. O intervalo de concentragdes de cada controlo é
referido no certificado de analise e indica os limites estabelecidos pela DiaSorin para os valores de controlo que
podem ser obtidos em ensaios fidedignos.

Reconstitua o conteudo do frasco com 1 mL de agua destilada. A solugao resultante é estavel durante uma
semana a 2-8°C ou subdividida em aliquotas congeladas a —20°C ou a temperatura inferior para uma
conservagao prolongada.

4. EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS

- Agua destilada e desmineralizada.

- Reagentes de laboratério para o teste da urina (HCI, acido bérico).

- Material de vidro.

- Tubos descartaveis de vidro.

- Suporte para tubos.

- Micropipetas com pontas descartaveis de 10 uL (exactidao + 3%, precisdo 2%) e 200, 500 uL (exactidao + 2%,
precisao 1%).

- Agitador Vortex.

- Banho ou estufa termostaticos (37° + 1°C).

- Sistema para aspirar a mistura de incubagéo.

- Contador gama para contar o iodo ?°| (definicdo da janela do contador: 15-80 keV - eficiéncia do contador:
70% - tempo de contagem: 1 min). Se a eficiéncia do contador é inferior a 60%, o tempo de contagem deve ser
prolongado a 2 min.

5. COLHEITA E PREPARAGAO DAS AMOSTRAS
Recomenda-se a padronizagéo cuidadosa da preparagéao do doente e das condigbes de colheita da amostra.

Amostras de soro ou plasma

Os anticoagulantes heparina de litio e EDTA de potassio foram testados e podem ser utilizados neste teste (veja
§9.1). O sangue deve ser colhido assepticamente por pungao venosa, deixado coagular e o soro deve ser
separado do coagulo tdo cedo quanto possivel. As amostras que contém particulas sélidas, turvas, lipémicas ou
com fragmentos de eritrécitos podem necessitar de clarificagéo por filtragem ou centrifugacdo antes de serem
testadas. As amostras muito hemolisadas ou lipémicas, bem como as amostras que contém particulas sélidas ou
que exibem evidente contaminagao bacteriana, ndo devem ser utilizadas. Se o ensaio for realizado dentro de
24 horas apos a colheita das amostras, estas devem ser conservadas a 2-8°C; em caso contrario, estas devem
ser subdivididas em aliquotas e conservadas a —20°C ou a temperatura inferior. Se as amostras estiverem
congeladas, deixe-as descongelar e misture bem antes de utilizar. Evite ciclos repetidos de congelagao e
descongelagéo.

Se foram previstos niveis de aldosterona maiores que 1000 pg/mL, dilua com o calibrador zero fornecido no
dispositivo.
Amostras de urina

Recolha a urina de 24 horas e mega o seu volume. Misture com cuidado antes de retirar uma aliquota para a
analise. Acrescente 1 g de acido boérico/100 mL de urina e conserve a 2-8°C, se o teste ocorrer dentro de
24 horas ou congele em aliquotas a —20°C ou a temperatura inferior para uma conservagao prolongada.

Hidrélise da urina

A aldosterona pode ser testada nas amostras de urina apdés hidrélise acida da aldosterona 18-glucuronideo. Nas
condigbes recomendadas, a hidrélise € completa.

- Adicione em tubos de vidro 100 pL de urina e 1 mL de HCI 0,1 N.

- Feche os tubos e incube durante 18-22 horas a 30 + 2°C.
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6. PROCEDIMENTO DO TESTE

Deixe todos os reagentes a temperatura ambiente (20-25°C) antes do teste. Execute o teste ao menos em
duplicado. Os calibradores devem ser testados em cada série de amostras de doentes. Os calibradores e as
amostras devem ser submetidos ao mesmo processo e tempo de incubagao.

Execute todas as etapas do teste na ordem apresentada, sem muita demora entre cada etapa.

Utilize uma ponta descartavel para dispensar cada calibrador e amostra.

- Distribua os reagentes no fundo dos tubos revestidos segundo o esquema abaixo:

tubos . Calibradores| Amostras Amostras (urina

Calibrador zero N
reagentes 1-5 (soro) hidrolisada)
Calibrador zero 200 pL - - 200 pL
Calibradores 1-5 - 200 pL - -
Amostras (soro) - - 200 pL -
Amostras .
(urina hidrolisada) B B B 10uL
Marcador 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL

* Para as amostras de urina com um baixo nivel de aldosterona, sugere-se usar um volume de urina hidrolisada
de 20 pL.

- Agite o contetido dos tubos com um agitador Vortex e incube durante 18-22 horas a temperatura ambiente.

- Aspire com cuidado a mistura de incubagao. Verifique se o liquido foi eliminado completamente, controlando
se a ponta da pipeta de aspiragdo toca o fundo dos tubos revestidos. A presenga de gotas aderentes nas
paredes dos tubos revestidos pode provocar baixa reprodutibilidade ou resultados néo fiaveis. Nao devem
permanecer residuos do corante.

- Meca a radioactividade dos tubos.

7. CALCULO DOS RESULTADOS

Calcule a média das contagens para cada grupo de tubos, apos ter subtraido o valor do fundo. Calcule a média
das contagens de calibradores e amostras como percentagem em relagao ao calibrador zero:
contagem média de calibradores ou amostras

B/Bo% = x 100
contagem média do calibrador zero

Coloque as coordenadas em papel semi-logaritmico ou di-linear e faga a curva utilizando a ordenada (eixo dos y)
para o valor médio da percentagem calculada para cada calibrador em fungao da concentracdo de aldosterona
expressa em pg/mL ou nmol/L na abscissa (eixo dos x). Desta forma obtém-se uma curva de calibragao (Fig. 1).

Amostras de soro ou plasma

Leia directamente da curva de calibragéo a concentragéo de aldosterona de cada amostra expressa em pg/mL ou
nmol/L. Se a amostra tiver sido diluida, a concentracdo de aldosterona encontrada deve ser multiplicada pelo
factor de diluigao.

Amostras de urina

A excrecao diaria de aldosterona expressa em pg ou nmol/24 horas é calculada seguindo o procedimento abaixo.

- Para uma amostra de urina hidrolisada do volume de 10 uL
Multiplique o valor lido da curva de calibragéo por 220, de forma a obter a concentragao de aldosterona na
urina expressa em pg/mL ou em nmol/L. O coeficiente 220 deriva do factor de diluigdo da urina hidrolisada
(11), multiplicado pela relagao calibrador/amostra (20).

- Para uma amostra de urina hidrolisada do volume de 20 pL
Multiplique o valor lido da curva de calibragéo por 110, de forma a obter a concentragao de aldosterona na
urina expressa em pg/mL ou em nmol/L. O coeficiente 110 deriva do factor de diluigdo da urina hidrolisada
(11), multiplicado pela relagao calibrador/amostra (10).
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B/Bo x 100

50 +

50 100 250 500 1000

pg/mL

0,1‘38 0,277 0,692 1,3‘85 2770
nmol/L
ALDOSTERONA

Fig. 1

Para obter a concentragdo da excregao diaria de aldosterona, multiplique a concentragéo de aldosterona pelo
volume de urina excretada (expressa em mL) segundo as féormulas seguintes:

1g/24 horas = pg/mL x mL de urina excretada x 10
nmol/24 horas = nmol/L x mL de urina excretada x 107

Exemplo de calculo

Os seguintes dados devem ser considerados apenas como exemplo e ndo devem ser usados no lugar de dados
obtidos pelo utilizador.

Descrigao Contagens B/Bo x 100

Calibrador zero 10.220 100

50 pg/mL - 0,138 nmol/L 8.534 83,5

100 pg/mL - 0,277 nmol/L 7.409 72,5

250 pg/mL - 0,692 nmol/L 5.243 51,3

500 pg/mL - 1,385 nmol/L 3.352 32,8

1.000 pg/mL - 2,770 nmol/L 1.942 19,0
Amostra (soro) 6.805 66,8
Amostra (urina) 8.262 81,0

Amostra de soro
Interpolando da curva de calibragéo, a amostra resulta conter 140 pg/mL (0,388 nmol/L) de aldosterona.
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Amostra de urina
Interpolando da curva de calibragédo, a amostra resulta conter 70 pg/mL (0,194 nmol/L) de aldosterona.

Tendo em conta do factor 220 e do volume total de urina excretada em 24 horas (ex. 1100 mL), a excregao diaria
de aldosterona é calculada da seguinte maneira:

70 x 220 x 1100 x 10°® 15400 x 1100 x 10
0,194 x 220 x 1100 x 10° = 42,68 x 1100 x 10°

16,94
46,95

1g/24 horas
nmol/24 horas

8. VALORES ESPERADOS

Examinando uma populagdo de individuos normais com uma introdugéo de sédio de 100- 150 mEq/24 horas,
obteve-se os seguintes intervalos. Recomenda-se que cada laboratdrio estabelega seus proprios intervalos de
referéncia clinicamente relevantes.

Individuos normais PLASMA, pg/mL URINA, ng/24 horas
Posigao supina 7,5-150
. 2,8-30,0
Posicao erecta 35-300

A conversdo em nmol de aldosterona/L é feita com a seguinte formula:
nmol aldosterona/l. = pg aldosterona/mL x 2,77 x 10°°

9. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO

9.1. Especificidade analitica

A especificidade analitica pode ser definida como a capacidade do teste de detectar com cuidado o analito
especifico na presenga de factores potencialmente interferentes na matriz da amostra (ex. anticoagulantes,
hemolise, efeitos de tratamentos da amostra) ou de reac¢des cruzadas com analitos potencialmente interferentes.

Interferéncias. Estudos controlados de substancias ou condigdes potencialmente interferentes demostraram que
o desempenho do ensaio nao é afectado por lipemia (até a 500 mg/dL de triglicéridos), bilirrubinemia (até a

20 mg/dL de bilirrubina). Os valores de aldosterona obtidos com as amostras que contém 200 mg/ dL de
hemoglobina resultam cerca de 10% acima dos obtidos com as amostras normais.

Nos estudos de interferéncia dos anticoagulantes foram recolhidas amostras de soro e de plasma (obtido com
heparina de litio e EDTA de potassio) de 41 voluntarios sadios. Todas as amostras foram analisadas com o
método padréo, com os seguintes resultados:

N. Amostra Soro Heparina EDTA
41 média (pg/mL) 181,6 183,9 1971
(100%) (101,3%) (108,5%)

Os resultados destas analises demonstram que os valores de aldosterona obtidos com as amostras de plasma
com EDTA de potassio resultam cerca de 10% acima dos obtidos com as amostras de soro ou de plasma com
heparina de litio.
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Reacgoes cruzadas. As percentagens de reacgdes cruzadas, calculadas segundo Abraham, mostram a
especificidade do anti-soro usado.

- Aldosterona 100%
- 3 beta, 5 alfa-tetraidroaldosterona 4.2%
- 3 alfa, 5 beta-tetraidroaldosterona 0.3%
- Cortexolona 6.4 x 10°%
- 18-OH-desoxicorticosterona 5.0 x 10°%
- Corticosterona 4.0x10%%
- Cortisona 2.5x10°%%
- Desoxicorticosterona 1.0x 10°%
- Testosterona 8.0 x 10™%
- Prednisolona 6.4 x 10°%
- Cortisol 1.0 x 10*%
- Progesterona 8.0 x 10°%
- Espironolactona 6.5x10°%
- Desidroepiandrosterona 6.0 x 10°%%
- Pregnenolona 5.0 x 10°%
- Pregnanotriol 3.3x10°%
- Dexametasona 3.3x10°%
- Estradiol 1.0 x 10°%

9.2. Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica também pode ser expressa como o limite de detecgao, ou seja, a quantidade minima de
analito especifico detectavel pelo teste. O limite de detecgéo é de 10 pg/mL (0,0275 nmol/L) com um limite de
confianga de 95%. Este foi calculado como a concentracdo aparente de analito que pode ser distinguida do
calibrador zero, isto é, dois desvios padrao abaixo do zero.

9.3. Precisao

Diferentes grupos de amostras, que contém diferentes concentragdes de analito especifico, foram testados para
determinar a repetibilidade e a reprodutibilidade do teste (isto &, a variabilidade intra e inter-ensaio).

Repetibilidade A B C
Numero de determinagdes 10 10 10
Média (pg/mL) 86,4 249,9 495,6
Desvio padréao 4,60 9,50 8,60
Coeficiente de variagéo (%) 53 3,8 1,7
Reprodutibilidade A B C
Numero de determinagdes 15 15 15
Média (pg/mL) 91,3 230,3 607,5
Desvio padrao 5,72 7,90 26,40
Coeficiente de variagao (%) 7,0 3,4 4,3
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9.4. Exactidao
A exactidao do teste foi controlada mediante os testes de diluigdo e recuperagao.

Teste de diluicdo. Foram testadas diluicdes em série de dois soros que contém uma concentragdo elevada de
aldosterona efectuadas no calibrador zero.

Diluiggo Concentragao Concentragdo medida, % Recuperago
esperada, pg/mL pg/mL

puro - 706,0 -
1:2 353,0 360,5 102,1
1:4 176,5 167,7 95,0
1:8 88,3 92,7 105,0
1:16 441 43,0 97,5

puro - 355,0 -
1:2 177,5 165,0 93,0
1:4 88,8 92,7 104,5
1:8 44 4 46,0 103,7
1:16 22,2 25,7 115,8

Teste de recuperagao. Foram testados dois soros que contém aldosterona, quer puros, quer apods ter adicionado
quantidades crescentes de aldosterona.

ancentragéo Concentragao Concentragdo medida, % Recuperagéo
adicionada, pg/mL esperada, pg/mL pg/mL
- - 147,0 -
520 659,7 713,0 108,1
300 439,7 469,0 106,7
180 319,7 305,0 95,4
40 179,7 177,0 98,5
- - 291,0 -
520 796,5 815,0 102,3
300 576,5 573,0 99,4
180 456,5 435,0 95,3
40 316,5 321,0 101,4

10. LIMITAGOES DO TESTE

O significado clinico da determinagao dos niveis de aldosterona pode ser invalidado se a introducéo diaria de
sodio e potassio ou a postura ndo sdo mantidas sob controlo, ou quando sdo subministrados medicamentos como
diuréticos, clonidina, agentes beta-bloqueadores, reserpina, alfa-metildopa, etc.

O diagndstico nao deve basear-se no resultado dum unico teste, mas deve ser determinado conjuntamente com
outros dados clinicos e meios de diagnostico, bem como em associagdo com o parecer do médico.
Contaminagbes bacterianas ou ciclos repetidos de congelagao e descongelagdo das amostras podem afectar os
resultados do teste.

Para obter resultados fiaveis, & necessario seguir de maneira correcta as instrugdes de uso e possuir uma
adequada formagao técnica. Em especial, é essencial uma boa precisdo na preparagao e distribuicao dos
reagentes e na aspiragdo da mistura de incubagéo.

Resultados ndo reprodutiveis podem ser devidos a erros de execugao, tais como:

- troca das tampas dos frascos

- uso da mesma ponta para distribuir solugdes ou amostras diferentes

- frascos deixados abertos durante um longo periodo de tempo
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- exposicao dos reagentes ou amostras ao calor intenso ou a fontes de contaminacéo bacteriana
- aspiragao inadequada da mistura de incubagéo

- contaminagao dos rebordos dos tubos com o marcador ou com as amostras

- oscilagdes casuais ou manutengdo inadequada do contador gama

- troca de reagentes de diferentes lotes.

11. ADVERTENCIAS E PRECAUGOES

Todas as unidades de soro e plasma utilizadas para produzir os componentes deste dispositivo foram testadas
para a presenga de HBsAg, anti-HCV e anti-HIV-1/2 e os resultados encontrados foram ndo reactivos. Contudo,
como nenhum método pode oferecer seguranga absoluta de que agentes patogénicos estejam ausentes, todas as
amostras de origem humana devem ser consideradas potencialmente infecciosas e manuseadas com cuidado.

12. REGRAS DE SEGURANCA

- Na&o coma, beba, fume ou aplique cosméticos durante a execugao do teste.

- Nao pipete as solugbes com a boca.

- Evite o contacto directo com todos os materiais potencialmente infecciosos usando equipamentos de protecgéao
como luvas descartaveis, 6culos e aventais. Lave bem as maos no final de cada teste.

- Evite salpicos ou formagao de aerossois. Qualquer reagente derramado deve ser lavado com uma solucéo de
hipoclorito de sédio a 5% e tratado como material residual potencialmente infeccioso.

- Todas as amostras, os reagentes biolégicos e os materiais utilizados nos testes devem ser considerados
potencialmente capazes de transmitir agentes infecciosos. Por isso, os residuos devem ser eliminados
conforme as regras emitidas pelos orgdos autorizados que administram o laboratério e conforme o
regulamento especifico de cada pais. O material descartavel deve ser incinerado, os residuos liquidos devem
ser descontaminados com uma solugdo de hipoclorito de sédio a 5% no minimo durante meia hora. Qualquer
material reutilizado deve ser autoclavado usando a abordagem de sobredestrui¢cdo (overkill) (USP 24, 2000,
p. 2143). Em geral, uma hora a 121°C é considerado um tempo de esterilizagdo adequado, mas os utilizadores
devem verificar a eficiéncia do seu sistema de descontaminacgao através de validagdo e utilizagdo rotineira de
indicadores bioldgicos.

13. REGRAS BASICAS DE SEGURANGA CONTRA RADIAGAO

Reagentes com lodo-125
Este kit contém material radioactivo que nao excede 2,17 uCi (81 kBq) de iodo-125. Devem ser tomadas todas as
precaugoes apropriadas e usadas boas praticas laboratoriais no armazenamento, manuseamento e eliminagéo
deste material.
Para médicos ou instituicdes que recebam radio-isétopos sob uma licenga geral:
Este material radioactivo pode ser recebido, adquirido, possuido e usado apenas por médicos, veterinarios na
pratica da medicina veterinaria, laboratorios clinicos e hospitais, e apenas para testes laboratoriais ou testes
clinico in vitro que ndo envolvam administragao interna ou externa do material, ou a radiagéo deste para seres
humanos ou animais. A sua recepgao, aquisi¢éo, posse, uso e transferéncia estdo sujeitos aos regulamentos e a
licenca geral da Comissao Reguladora Nuclear dos Estados Unidos do estado com o qual a Comisséao chegou a
acordo para o exercicio da autoridade reguladora.

1. O armazenamento de qualquer material radioactivo deve ser limitado a uma area especificamente

designada.

O acesso a materiais radioactivos deve ser limitado apenas a pessoal autorizado.
Nao pipete material radioactivo por via oral.
N&o coma nem beba nas areas designadas para trabalho radioactivo.

As areas onde possam ocorrer fugas devem ser limpas e em seguidas lavadas com detergente alcali ou
solucédo de descontaminag&o radioldgica. Qualquer vidro usado deve ser enxaguado completamente em
agua antes de lavar qualquer outro material de vidro do laboratorio.

OAwN

Para médicos ou instituicdes que recebem radio-isétopos sob uma licenga especifica:

A recepcgdo, uso, transferéncia e eliminagdo de materiais radioactivos estdo sujeitos aos regulamentos e
condigdes de sua licenga especifica.

ATENGAO: O simbolo de radioactividade impresso na embalagem pode ser ligeiramente diferente do simbolo
impresso no rétulo da caixa e no rétulo do frasco do tragador. O rétulo da caixa e do frasco do tragador indicam a
quantidade real de radioactividade na data de calibragem enquanto a embalagem indica a radioactividade tedrica
no Kkit.
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TESTE DIRECTAMENTE AS AMOSTRAS DE SORO OU PLASMA.

ESQUEMA DO TESTE

HIDROLISE AS AMOSTRAS DE URINA COM HCI 0,1 N DURANTE 18-22 HORAS A 30°C.

RECONSTITUA OS REAGENTES. IDENTIFIQUE OS TUBOS REVESTIDOS EM DUPLICADO.

DISTRIBUA OS REAGENTES DE ACORDO COM O ESQUEMA ABAIXO E AGITE A MISTURA DE INCUBAGAO:

TUBOS

AMOSTRAS | AMOSTRAS (URINA
CALO CAL1-5
(SORO) HIDROLISADA)

REAGENTES
CALIBRADOR ZERO 200 pL - - 200 L
CALIBRADORES 1-5 - 200 pL - -
AMOSTRAS (SORO) - - 200 pL -
AMOSTRAS

- - - 10 pL*
(URINA HIDROLISADA)
MARCADOR 500 pL 500 pL 500 ul 500 pL

INCUBE DURANTE 18-22 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE.

ASPIRE A MISTURA DE INCUBAGAO.

MECA A RADIOACTIVIDADE DOS TUBOS.

* 20 ul para as amostras com baixos niveis de aldosterona.
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RADIOMETRISK IMMUNOASSAY FOR BESTAMNING
AV ALDOSTERON

Forfarande for kvantitativ bestamning av aldosteron
i humant serum, plasma eller urin

Endast for in vitro-anvandning

1. INLEDNING
Aldosteron ar en steroid hormon med en molekylvikt pa 360,4 dalton, och féljande kemiska formel:

o OO

Aldosteron avsondras fran det glomerulara omradet pa njurbarken. Det ar den absolut mest verksamma regulatorn
vad det galler utséndring av elektrolyter i urinen.

Aldosteronet binder sig till specifika hormonella receptorer i de mottagliga njurcellerna dar det antagligen inducerar
syntes av messenger-RNA med bildande av nytt protein som féljd. Det har proteinets funktion ar inte helt klarlagt,
men man antar att det antingen underlattar ingang av natrium i transportcellerna, eller att det tillfor stérre energi till
dessa celler for aktiv transport av natrium. | bada fallen visas dess effekt genom en 6kad transport av natrium
(resorption).
| den distala nefronen visas aldosteronets verkan genom en 6kad resorption av natriumoch kloridjoner fran den
tubulara lumen samt en 6kad avsondring av kaliumoch vatejoner till den tubuldra lumen. Resorptionen av
natriumoch kloridjoner har en tendens att dka osmolalitet i extracellularvéatskan. Okningen av extracelluldr
osmolalitet stimulerar utsdndring av ADH, vilken i sin tur underlattar kvarhallande av vatten fran njurens sida.
Natriumjoner, kloridjoner och vatten kvarhalls eller utséndras i allménhet tillsammans: darfér kan vi saga att
aldosteron stimulerar, pa indirekt satt, resorption av vatten i njurkanalerna.
Mekanismen som styr utsondringen av aldosteron reagerar pa andringar i kroppens vatskebalans. Renin-
angiotensinsystemet ar den viktigaste formedlaren vad det galler kroppens vatskebalans. Situationerna som
reducerar extracellularvatskans volym och tillstind som leder till kvarhallande av vendst blod har tendens att
stimulera produktion av renin, och darmed &ven produktionen av angiotensin. Angiotensin verkar som ett
pressormedel direkt pa karlsystemet och stimulerar dessutom utséndringen av aldosteron fran njurbarken.
Utsondringen av aldosteron paverkas direkt aven av:
1. Variationer i koncentrationen av kalium i plasma eller vavnader: for laga varden medfér nedsattning, medan
for héga varden stimulerar utsondringen av aldosteron.
2. Utsondring av ACTH.
3. Variationer i koncentrationen av natrium i plasma eller vavnader: for laga varden medfér stimulering, medan
for hdga varden nedsatter utséndringen av aldosteron.
Dosering av aldosteron kan utforas i plasma eller serum och i 24-timmarsurin.
Ur klinisk synpunkt maste understrykas att eftersom utsdndringen av aldosteron i plasma har en episodisk gang,
som féljer den cirkadiska rytmen, pavisar aldosteronets plasmavarden endast tillstdndet under ett visst tillfélle pa
dagen. Detta kan leda till att resultaten inte blir palitiga om konklusioner dras efter en enskild bestdmning.
Bestdmning av aldosteron i 24-timmarsurin daremot pavisar den dagliga utséndringssituationen i sin helhet. Med
hansyn till aldosteronets snabba kataboliska rytm, ar testet i plasma mest lampat for studier av akuta &ndringar
(cirkadisk rytm, andringar i patientens tillstdnd, kortvarig stimulering och inhibition av Iakemedel), test i 24-timmars
urin daremot ska valjas i fraga om kliniska undersokningar.

2. PROCEDURENS PRINCIP

Bestamning av aldosteron ar en kompetitivimmunoassay, dar det I “>-markta aldosteronet tavlar med aldosteron i
kalibratorerna eller i proven om bindningstallen i den fasta fasen. Den fasta fasen bestar av ror belagda med ett
begransat antal anti-aldosteronantikroppar. Efter en inkubation mats mangden av det markta aldosteronet, som ar
bundet i réren. Koncentrationen av det markta aldosteronet ar omvant proportionellt med koncentrationen av
omarkt aldosteron i kalibratorerna eller i proven.
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3. REAGENSER SOM MEDFOLJER

Belagda provror 100
Aldosteron markt med '?°I (Tracer) 1 flaska
Kalibratorer med aldosteron 6 flaskor
Kontrollserum 1 flaska
Antal bestamningar 100

FORVARING: Efter mottagningen ska detta kit férvaras vid 2-8°C. Far ej djupfrysas. Oppnad kommer reagenserna
i detta kit att férbli stabila till utgangsdatum under férutséttning att de férvaras pa ldmpligt sétt. Detta kit ar
garanterat fér 2 analysomgéngar under fbrutséttning att reagenserna férvaras i enlighet med tillverkarens
féreskrifter.

Anvénd inte reagenserna efter utgangsdatum. Angivelse om utgangsdatum for detta kit finns péa ytteretiketten och
motsvarar tracerns utgangsdatum. Varje komponents utgangsdatum anges pa etiketten pa respektive flaska.

Skaka de olika flaskorna varsamt for att undvika skumbildning vid rekonstituering av innehallet.
Blanda inte reagenser med olika lotnummer.

3.1. Belagda provror

Varje provrors insida har belagts med anti-aldosteron antiserum fran kanin.

Nér de ska anvéndas, maste de belagda provréren féras till rumstemperatur innan férpackningen 6ppnas for att
undvika fuktkondensering.

Icke-anvénda provror ska férvaras i vél sluten férpackning. Blanda inte rér med olika lotnummer.

125| (

3.2. Aldosteron méarkt med réd): reagens klar fér anvandning

Flaskan innehaller 52 mL aldosteron markt med '®I, humant serum utan steroider, fosfatbuffert,
konserveringsmedel samt ett inert rétt fargdamne. Max radioaktivitet uppgar till 85 kBq (2,3 uCi) vid

kalibreringsdatum.

3.3. Kalibratorer med aldosteron

Varje flaska innehaller olika mangder av aldosteron, humant serum utan steroider samt konserveringsmedel.
Nollkalibratorvolymen ar 3 mL.

L6s upp innehallet i kalibratorerna 1-5 med 1 mL destillerat vatten. Respektive 16sning kommer sedan att innehalla
50 - 100 - 250 - 500 - 1000 pg/mL (0,138 - 0,277 - 0,692 - 1,385 - 2,770 nmol/L) och vara stabila i en vecka vid
2-8°C, eller uppdelat i portioner vid —20°C temperatur eller lagre for en langre tids forvaring. Eftersom ingen
internationell standard finns tillganglig for tillfallet, har kalibratorerna i kitet justerats mot ett internt referenspreparat
(99% rent i HPLC). Kalibratorerna i kitet &r jdmférbara med patientproven nér de anvénds med de reagenser och
arbetsprocedurer som rekommenderas av tillverkaren fér utférande av detta in vitro-diagnostiska test.

3.4. Kontrollserum: lyofiliserad reagens

Flaskan innehaller aldosteron, humant serum samt konserveringsmedel. Koncentrationsomradet for varje kontroll
rapporteras pa analyscertifikatet och anger granserna som faststallts av DiaSorin for kontrollvarden som kan
erhallas i tillforlitliga analysserier.

Los upp flaskans innehall med 1 mL destillerat vatten. Losningen kommer att vara stabil i en vecka vid 2-8°C, eller
uppdelad i portioner vid —20°C temperatur eller lagre for en langre tids forvaring.

4. NODVANDIGA MATERIAL OCH INSTRUMENT SOM INTE INGAR

- Destillerat och avjoniserat vatten.

- Reagenser for testning av urin (HCI, borsyra).

- Glasvaror.

- Glasprovror for engangsbruk.

- Provrérshallare.

- Mikropipetter med engangsspetsar pa 10 uL (riktighet + 3%, precision 2%) samt 200, 500 pL (riktighet + 2%,
precision 1%).

- Vortex blandare.

- Termostatreglerat system som kan halla 37° + 1°C.

- Aspirationssystem for inkubationsblandning.
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- Gammaraknare fér rakning av '?I (instélining av raknarens display: 15-80 keV - raknarens effektivitet: 70% -
rakningstid: 1 min). Om raknarens effektivitet skulle vara lagre dn 60%, maste rakningstiden férlangas till 2 min.

5. PROVTAGNING OCH FORBEREDNING
Vi rekommenderar att alla patientférberedelserutiner och provtagningsférhallanden standardiseras med omsorg.

Serum- eller plasmaprov

Det gar att anvanda antikoaguleringsmedel sasom litiumheparin och kalium-EDTA (se kap. 9.1). Ta blodprovet
genom venpunktion, lat blodet koagulera och separera serumet sa snabbt som mdjligt. Proven som uppvisar
partiklar i suspension, opalescens, lipemi eller rester av erytrocyter ska filtreras eller centrifugeras fore testet.
Anvand inte prov som karakteriseras av kraftig hemolys eller lipemi och inte heller prov som uppvisar partiklar i
suspension eller saddana dar mikrobiell kontamination klart har skett. Om testet utférs inom 24 timmar fran
provtagningen, gar det att forvara proven vid 2-8°C. | annat fall, ska de delas upp i portioner och frysas till en
temperatur pa —20°C eller lagre. Om proven frysts ner, ska de tinas upp och varsamt blandas om genom skakning
fore testet. Undvik upprepad omfrysning/tining.

Spéd ut med nollkalibratorn i det fall aldosteronvérdena skulle antas bli hégre dn 1000 pg/mL.

Urinprov
Samla upp 24-timmarsurinen och méat volymen. Blanda noga innan du tar en portion for analys. Tillsatt borsyra

(1 g/100 mL urin) och férvara vid 2-8°C om testet utférs inom 24 timmar eller frys ner i portioner vid en temperatur
pa —20°C eller lagre for en langre tids férvaring.

Hydrolys av urin

Aldosteron-assay kan goras i urinprov efter sur hydrolys av aldosteron 18-glukuronat. Utférd i enlighet med
anvisningarna kommer fullstandig hydrolys att erhallas.

- Tillsatt 100 pL urin och 1 mL HCI 0,1 N i glasprovrér.

- Tapp till provroren och inkubera i 18-22 timmar vid 30 + 2°C.

6. TESTPROCEDUR

Lat alla reagenser na rumstemperatur (20-25°C) innan testet pabdrjas. Alla bestdmningar ska utféras minst i
duplikat. Utfér bestamning av kalibratorerna for varje omgang av patientprov. Kalibratorer och prov ska behandlas
identiskt under hela testférfarandet.

Utfor alla stegen i assayen utan avbrott i den ordning som anges i denna instruktion.

Anvand engangsspetsar for pipettering av kalibratorer och prov. Byt spets mellan proven.
- Dispensera reagenserna péa de belagda provrérens botten. Folj proceduren i tabellen nedan:

Provror | Nollkalibrator | Kalibratorer | proy (serum) Prov
reagenser 1-5 (hydrolyserad urin)
Nollkalibrator 200 pL - - 200 pL
Kalibratorer 1-5 - 200 pL - -

Prov (serum) - - 200 pL -
Prov (hydrolyserad urin) - - - 10 pL*
Tracer 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL

Fér urinprov med lagt aldosteronvérde tillréds anvdndning av hydrolyserat urin med en volym pa 20 uL.

- Skaka provrorens innehall pa Vortex och inkubera under 18-22 timmar i rumstemperatur.

- Sug noga upp inkubationsblandningen. Kontrollera att all vatska har sugits upp (se till att spetsen pé aspiratorn
nar ner till botten pé réren). Kvarblivna droppar pa rérens véaggar kan ge upphov till dalig reproducerbarhet eller
ofillfériitliga resultat. Inget spar far ldmnas av fédrgédmnet.

- Mat provrérens radioaktivitet.
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7. BERAKNING AV RESULTAT

Berdkna medelvardet for varje prov i duplikat efter att ha dragit av blankvardet. Berdkna kvoten B/Bo% for varje
kalibrator och prov enligt:

B/Bo% = Medelvarde for kalibratorer eller prov % 100
Medelvarde f6r nollkalibrator

Overfor pa semilog eller linjar-linjar diagram vad som genomsnittligt beréknats som procenttal fér varje kalibrator
pa ordinaten (y-axel) i forhallande till koncentrationen av aldosteron, uttryckt i pg/mL eller nmol/L pa abskissan
(x-axel). Pa detta satt erhalls en kalibreringskurva (Fig. 1).

Serum- eller plasmaprov

Las koncentrationen av aldosteron, uttryckt i pg/mL eller nmol/L, fér varje prov direkt pa kalibreringskurvan. Om
provet har spatts ut, ska den avlasta koncentrationen av aldosteron multipliceras med utspadningsfaktorn.

Urinprov
Berakningen av den dagliga utsondringen av aldosteron uttryckt i ug eller nmol/24 timmar utférs genom att folja
anvisningarna nedan.
- Prov av hydrolyserad urin med en volym pa 10 uL
Multiplicera vardet som avlasts pa kalibreringskurvan med 220 for att erhalla koncentrationen av aldosteron i

urinen i pg/mL eller nmol/L. Koefficienten 220 fas nar utspadningsfaktorn fér hydrolyserad urin (11) multipliceras
med kvoten kalibrator/prov (20).

- Prov av hydrolyserad urin med en volym pa 20 pL
Multiplicera vardet som avlasts pa kalibreringskurvan med 110 for att erhalla koncentrationen av aldosteron i
urinen i pg/mL eller nmol/L. Koefficienten 110 fas nar utspadningsfaktorn for hydrolyserad urin (11) multipliceras
med kvoten kalibrator/prov (10).

Koncentrationen av aldosteron som utséndras/dag fas genom att multiplicera koncentrationen av aldosteron med

volymen av utsdndrat urin (uttryckt i mL) enligt nedanstaende formler:

ug/24 timmar = pg/mL x mL av utséndrat urin x 10°®

nmol/24 timmar = nmol/L x mL av utséndrat urin x 10

Exempel pa beréakning
Nedanstaende data ska endast betraktas som exempel och far inte anvédndas i stéllet fér de data som erhalls av
anvéndaren.

Beskrivning cpm B/Bo x 100

Nollkalibrator 10.220 100
50 pg/mL - 0,138 nmol/L 8.534 83,5
100 pg/mL - 0,277 nmol/L 7.409 72,5
250 pg/mL - 0,692 nmol/L 5.243 51,3
500 pg/mL - 1,385 nmol/L 3.352 32,8
1.000 pg/mL - 2,770 nmol/L 1.942 19,0
Prov (serum) 6.805 66,8
Prov (urin) 8.262 81,0

Serumprov
Resultatet vid interpolering fran kalibreringskurvan blir 140 pg/mL (0,388 nmol/L) aldosteron.

Urinprov

Resultatet vid interpolering fran kalibreringskurvan blir 70 pg/mL (0,194 nmol/L) aldosteron.

Med hansyn till faktorn 220 och den totala volymen urin som uppsamlats under 24 timmar (t ex 1100 mL),
berdknas den dagliga utsdndringen av aldosteron pa foljande satt:

ug/24 timmar =70 x 220 x 1100 x 10°® = 15400 x 1100 x 10°® =16,94

nmol/24 timmar = 0,194 x 220 x 1100 x 10° =42,68 x 1100 x 10 = 46,95
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B/Bo x 100
100 +

50+

50 100 250 500 1000

pg/mL
0138 0277 0692 1385 2770 nmol/L
ALDOSTERON

Fig. 1

8. NORMALVARDEN

Vid undersokning av en population av normala individer med ett natriumintag pa 100-150 mEq/24 timmar, har
féljande intervaller erhallits. Varje laboratorium bor faststalla ett eget referensomrade.

Normala individer PLASMA, pg/mL URIN, pg/24 timmar
Li d 7,5-150
ggande ' 2,8-30,0
Staende 35-300

Omvandlingen till nmol aldosteron/L utférs genom féljande formel:
nmol aldosteron/L = pg aldosteron/mL x 2,77 x 107

9. TESTETS PRESTANDA

9.1. Analytisk specificitet

Analytisk specificitet definieras som testets kapacitet att exakt pavisa analytet i narvaro av potentiellt stérande
faktorer i provet (t ex antikoaguleringsmedel, hemolys, effekter fran provets behandling) eller i narvaro av
korsreagerande amnen.

Storande faktorer. Kontrollerade studier av potentiellt stérande faktorer har visat att testresultaten inte paverkas
av lipemi (upp till 500 mg/dL triglycerider), och bilirubinemi (upp till 20 mg/dL bilirubin). De aldosteronvarden som
erhéllits med prov innehéllande 200 mg/dL hemoglobin visar sig vara cirka 10% hogre 8n de som erhallits med
normala prov.

For studier om interferens av antikoaguleringsmedel har serum- och plasmaprover (litumheparin och kalium-
EDTA) tagits fran 41 frivilliga friska individer. Samtliga prov har undersokts genom standardmetoden och féljande
resultat har erhallits:

Antal Prov Serum Heparin EDTA
41 medelvarde (pg/mL) 181,6 183,9 197,1
(100%) (101,3%) (108,5%)

Resultaten av dessa undersokningar visar att aldosteronvarden som erhallits med kalium- EDTA plasma ar cirka
10% hogre an de som erhallits med litiumheparin plasma eller serum.
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Korsreaktioner. Procentuella korsreaktioner, beraknade enligt Abraham, visar specificiteten hos det anvanda

antiserumet.

- Aldosteron
- 3 beta, 5 alfa-tetrahydroaldosteron

- 3 alfa, 5 beta-tetrahydroaldosteron
- Kortexolon

- 18-OH-deoxykortikosteron
- Kortikosteron

- Kortison

- Deoxykortikosteron

- Testosteron

- Prednysolon

- Kortisol

- Progesteron

- Spironolakton

- Dihydroepiandrosteron
- Pregnenolon

- Pregnantriol

- Dexametazon

- Estradiol

9.2. Analytisk kanslighet

100%

4.2%
0.3%

6.4 x 10°%
5.0 x 10°%
4.0x10°%
2.5x10°%%
1.0x 107%
8.0 x 10%
6.4 x 10%
1.0 x 10*%
8.0 x 10°%
6.5x10°%
6.0 x 10°%
5.0x 10°%
3.3x10°%
3.3x10°%
1.0 x 10%%

Analytisk kanslighet kan aven uttryckas som detektionsgrans, dvs. den lagsta koncentrationen av analytet som kan
matas med testet. Detektionsgréansen ar 10 pg/mL (0,0275 nmol/L) vid 95% konfidens. Detta definieras som den
lagsta koncentrationen av analytet som kan urskiljas av nollkalibratorn, dvs. tva standardavvikelser under noll.

9.3. Precision

Testets repeterbarhet och reproducerbarhet (dvs. inomoch mellan-assay variation) har bestamts genom
anvandning av referensprov med olika analytkoncentrationer.

Repeterbarhet A B C

Antal bestdmningar 10 10 10
Medelvarde (pg/mL) 86,4 249,9 495,6
Standardavvikelse 4,60 9,50 8,60
CV% 53 3,8 1,7

Reproducerbarhet A B C
Antal bestamningar 15 15 15
Medelvarde (pg/mL) 91,3 230,3 607,5
Standardavvikelse 5,72 7,90 26,40
CV% 7,0 3,4 4,3
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9.4. Riktighet
Testets riktighet har kontrollerats genom spadningstest och test for recovery.

Spadningstest. Tva serumprov med héga koncentrationer av aldosteron har spatts ut i serie med nollkalibratorn
och testats.

Spadnin Férvantad Uppmatt % Aterfunnet
P 9 koncentration, pg/mL | koncentration, pg/mL (Recovery)
outspatt - 706,0 -

1:2 353,0 360,5 102,1
1:4 176,5 167,7 95,0
1:8 88,3 92,7 105,0
1:16 441 43,0 97,5
outspatt - 355,0 -
1:2 177,5 165,0 93,0
1:4 88,8 92,7 104,5
1:8 44,4 46,0 103,7
1:16 22,2 257 115,8

Recovery. Tva serumprov innehallande aldosteron har testats bade outspadda och efter tillsats av 6kade
mangder av aldosteron.

Tillsatt koncentration, Foérvantad Uppmatt % Aterfunnet
pg/mL koncentration, pg/mL | koncentration, pg/mL (Recovery)
- - 147,0 -

520 659,7 713,0 108,1
300 439,7 469,0 106,7
180 319,7 305,0 95,4
40 179,7 177,0 98,5
- - 291,0 -
520 796,5 815,0 102,3
300 576,5 573,0 99,4
180 456,5 435,0 95,3
40 316,5 321,0 101,4

10. ASSAY-PROCEDURENS BEGRANSNINGAR

Det kan handa att bestdmningen av aldosteronvarden forklaras ogiltig ur klinisk synpunkt i det fall det dagliga
inférandet av natrium och kalium, eller stallningen, inte halls under kontroll, eller om lakemedel som t ex
urindrivande

medel, klonidin, betablockerare, reserpin, alfametyldopa, osv. intas.

Diagnos ska inte stallas baserande pa enstaka testresultat utan ska utvarderas tillsammans med annan klinisk
information och andra diagnostiska procedurer samt i enlighet med lakarens omdoéme.

Bakteriell kontamination eller upprepad djupfrysning/tining av proven kan paverka testresultat.

For att erhalla tillforlitiga resultat maste bruksanvisningen féljas noggrant och dessutom ska de som utfor
proceduren ha lamplig erfarenhet och utbildning. Sarskild betoning laggs pa att pipettering och aspirering ska ske
med mycket god precision.
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Ej reproducerbara resultat beror huvudsakligen pa metodologiska faktorer, t ex:

- forvaxlade kapsyler pa flaskor

- anvandning av samma spets for pipettering till/fran olika flaskor eller prov

- flaskor som lamnats 6ppna under lang tid

- utsattning av reagenser eller prov for hog varme eller starka bakteriella fororeningskallor
- oftillracklig aspirering av inkubationsblandningen

- kontamination av kanten pa provréren med tracer eller prov

- of6rutsedd oscillation eller olamplig anvandning av gammaréknaren

- anvandning av reagenser fran olika batcher.

11. VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

Alla serum- och plasmaenheter, som anvands vid tillverkning av komponenterna i det har kitet, har analyserats och
funnits ej reaktiva for HBsAg, anti-HCV samt for anti-HIV-1/2. Det finns dock ingen metod som kan ge absolut
garanti for att patogena kallor ar franvarande, darfor ska allt material av humant ursprung betraktas som méjlig
infektionskalla och hanteras med tanke pa detta.

12. SAKERHETSATGARDER

- At, drick eller rok inte och applicera inte heller kosmetiska produkter medan dosering utfors.

- Anvand inte munnen vid pipettering.

- Undvik direkt kontakt med mdjligt infekterat material genom att bara klader avsedda for anvandning i
laboratorium, skyddsglaségon och handskar fér engangsbruk. Tvatta hdnderna noggrant efter avslutad test.

- Undvik att orsaka stank eller aerosol. Varje droppe av biologisk reagens ska avldgsnas med hjélp av en 5%
natriumhypokloritiésning och det anvédnda medlet ska behandlas som infekterat avfall.

- Alla prov, alla biologiska reagenser i kitet samt alla material som anvands for att utféra testet ska anses som
mdjliga infektionskallor; avfallen ska darfér bortskaffas i Overensstimmelse med de lagféreskrifter och
forordningar som galler i landet i fragan. Engangsmaterialet ska forbrannas; flytande avfall ska dekontamineras
med en 5% natriumhypokloritldsning under minst en halvtimme. Alla sorters material som ska ateranvandas
maste behandlas i autoklav med en viss tillampning av overkill (USP 24, 2000, sid 2143). Normalt anses
en timme vid 121°C vara lamplig som steriliseringstid; varje anvandare bér dock kontrollera
dekontaminationscykelns effektivitet genom initialvalidering och rutinmassig anvandning av biologiska
indikatorer.

13. GRUNDLAGGANDE REGLER FOR SKYDD MOT RADIOAKTIVA AMNEN

Reagenser indeholdende radioaktivt jod-125
Dette kit indeholder radioaktivt materiale, der ikke overskrider 2,17 pCi (81 kBq) jod-125. Tag passende
forholdsregler og overhold god laboratoriepraksis ved opbevaring, handtering og bortskaffelse af dette materiale.
Til praktiserende laeger eller institutioner, der modtager radioisotoper i h.t. en generel tilladelse:
Dette radioaktive materiale ma kun modtages, erhverves, besiddes og anvendes af laeger, praktiserende dyrlaeger,
kliniske laboratorier eller hospitaler, og kun til in vitro- eller laboratorietests, der ikke omfatter indgift eller pafering
af materialet eller af straling fra dette, til mennesker eller dyr. Modtagelse, erhvervelse, besiddelse, brug og
videregivelse af dette materiale skal overholde bestemmelserne og den generelle tilladelse fra U.S. Nuclear
Regulatory Commission, eller fra den stat, med hvilken kommissionen har indgaet aftale om handhaevelsen af
lovens krav.

1. Radioaktivt materiale ma kun opbevares pa et til formalet udpeget areal.
Adgang til radioaktivt materiale skal begraenses til seerligt bemyndiget personale.
Afpipettér aldrig radioaktivt materiale med munden.
Drik eller spis aldrig pa arbejdsarealer beregnet til arbejde med radioaktivt materiale.
Omrader, hvor der kan forekomme spild, skal aftgrres og derefter vaskes med et basisk renggringsmiddel
eller et szerligt middel til dekontaminering af radiologisk materiale. Hvis der anvendes glasbeholdere, skal
de skylles grundigt med vand, inden de vaskes op sammen med andet laboratorieudstyr af glas.
Til praktiserende lzeger eller institutioner, der modtager radioisotoper i h.t. en generel tilladelse:
For modtagelse, brug, videregivelse og bortskaffelse af radioaktivt materiale geelder bestemmelserne og vilkarene
angivet i den pageeldende tilladelse.
BEMARK: Indlaegssedlens opgivelser vedr. radioaktivitet kan afvige en smule fra den radioaktivitet, der er trykt pa
aeskens meerkat og pa tracer-glassets meerkat. Maerkaten pa aesken og etiketten pa tracer-glasset angiver den
konstaterede radioaktivitet pa kalibreringstidspunktet, mens indleegssedlen angiver kittets teoretiske radioaktivitet.

o~ owDd
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SCHEMA OVER ASSAYEN

ANALYSERA SERUM- ELLER PLASMAPROVEN DIREKT.
HYDROLYSERA URINPROVEN MED HCI 0,1 N | 18-22 TIMMAR VID 30°C.

2- REKONSTITUERA REAGENSERNA. MARK PROVROREN. TESTA | DUPLIKAT.
3- DISPENSERA REAGENSERNA ENLIGT FOLJANDE SCHEMA OCH BLANDA INKUBATIONSBLANDNINGEN:
PROVROR PROV PROV
REAGENSER KAL 0 KAL 1-5 (SERUM) (HYDROLYS.
URIN)
NOLLKALIBRATOR 200 pL - - 200 pL
KALIBRATORER 1-5 - 200 pL - -
PROV (SERUM) - - 200 pL -
PROV ~ _ ~ 10 uL*
(HYDROLYSERAD URIN) H
TRACER 500 L 500 pL 500 pL 500 pL
4- INKUBERA UNDER 18-22 TIMMAR | RUMSTEMPERATUR.
5- SUG UPP INKUBATIONSBLANDNINGEN.
6- MAT PROVRORENS RADIOAKTIVITET.

* 20 ul fér prov med laga aldosteronvérden.
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KIT TIL RADIOIMMUNOASSAY AF ALDOSTERON

Procedure ved kvantitativ aldosteronanalyse
i humant prgvemateriale fra serum, plasma eller urin

Kun til brug in vitro

1. INTRODUKTION
Aldosteron er et steroidhormon med en molekylevaegt pa 360,4 dalton, med denne kemiske formel:

o OO
o
O—CH

Aldosteron secerneres fra binyrebarkens zona glomerulosa. Hormonet er den kraftigste regulator ved udskillelse af

elektrolytter i urinen.

Aldosteron binder sig til specifikke hormonreceptorer i de relative nyreceller, hvor det formodentlig inducerer

syntesen af messenger-RNA med produktion af nyt protein til folge. Dette proteins rolle diskuteres, men man

mener, det letter natriumtilfgrslen i vektorcellerne, eller giver disse celler mere energi pa grund af en aktiv transport

af natrium. | begge tilfeelde er virkningen en forgget natriumtransport (reabsorption).

| den distale nefron, viser aldosteronets virkning sig som en stigning i reabsorption af natriumog klorioner fra

tubuluslumen og med en stigning i eliminering af kaliumog brintioner i tubuluslumen. Reabsoption af natriumog

klorioner er tilbgjelig til at forage osmolariteten i den ekstracelluleere vaeske. Stigningen i den ekstracelluleere

veeskes osmolaritet stimulerer sekretionen af ADH og ADH, som forbedrer nyrens vandretention. Natrium-, klorog

vandionerne tilbageholdes og udskilles normalt sammen: man kan sige at aldosteron indirekte stimulere

absoption af vand i nyrenes tubuli.

Den mekanisme, som regulerer aldosteronsekretionen, svarer til legemets hydratationsaendringer. Renin-

angiotensin systemet er legemets vigtigste hydratationsformidler. De tilstande, som nedseetter maengde af den

ekstracelluleere vaeske, og dem som fremstar ved beslaglaeggelse af det vengse blod, stimulerer

reninproduktionen, og felgelig produktionen af angiotensin. Angiotensin virker direkte p& det vaskuleere system

som trykagent, og desuden stimulerer det aldosteronsekretionen fra binyrebarken.

Aldosteronsekretionen er desuden direkte forbundet med:

1. Variation af kaliumkoncentration i plasma og vaev: hypokalizemi nedsaetter mens hyperkalizemi stimulerer
aldosteronsekretionen.

2. ACTH-sekretionen.

3. Variation af natriumkoncentration i plasma og veev: hyponatrizemi stimulerer, mens hypernatrizemi nedseetter
sekretion af aldosteron.

Aldosteronanalyse kan foretages med plasma eller serum og pa dggnurin.

Da aldosteronet nedbrydes hurtigt, er en plasmaanalyse meget veerdifuld til vurdering af akutte variationer

(circadian rytme, positionforandring, stimuleringer og kortvarig inhibitioner). Ud fra et klinisk synspunkt skal det

understreges, at med hensyn til aldosteronets plasmavaerdier, udtrykker de kun tilstanden ved et bestemt tidspunkt

pa dagen. Da sekretionen af plasmaaldosteron er episodisk og fglger en circadian rytme, kan det vaere veerdilgst

at drage en konklusion fra en enkel analyse. Bestemmelse af aldosteron i degnurin viser en ngjagtig situation af

den daglige sekretion, mens fastseettelse af plasmaaldosteron egner sig bedst til mere specifikke undersggelser.
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2. ANALYSENS PRINCIP

Analysens princip er kompetition mellem maerket aldosteron, og det aldosteron som findes i kalibratorerne eller i
prevematerialet, om antallet af faste og begreensede antistofsteder. Efter inkubation er meengden af det maerkede
aldosteron, som er bundet til antistoffet fikseret til de coatede reagensglas, omvendt proportionalt til den ikke
meerkede aldosteronkoncentration, som findes i kalibratorerne eller i prgvematerialet. Metoden, som bruges til
separation frit/bundet, er baseret pa udnyttelse af coatede reagensglas, hvor antistoffet er fikseret pa
reagensglassenes vaegge.

3. INDHOLD
Coatede reagensglas 100
Aldosteron maerket med "% 1 flakon
Aldosteronkalibratorer 6 flakoner
Kontrolserum 1 flakon
Antal assays 100

OPBEVARING: Ved modtagelsen anbringes materialet ved 2-8°C. Ma ikke nedfryses. Efter 4bning er reagenserne
stabile indtil udlebsdatoen, hvis de opbevares korrekt. Der garanteres for 2 analytiske serier, hvis reagenserne
opbevares i overensstemmelse med fabrikantens anvisninger.

Brug ikke reagenserne efter udlobsdatoen. Udlgbsdatoen star p& den udvendige etikette og svarer til
udlgbsdatoen for tracer. Udlgbsdatoen for hver komponent star pa de respektive flakoners etikette.

Flakonernes indhold rekonstrueres ved at ryste flakonen forsigtigt, s& man undgar skumdannelse.
Bland ikke reagenser fra forskellige lot.

3.1. Coatede reagensglas

Indersiden pa hvert reagensglas er betrukket med kanin-antiserum anti-aldosteron.

Nér de skal bruges, anbringes de coatede reagensglas ved stuetemperatur, far beholderen dbnes, sa man undgér
fugtighedskondensation.

De reagensglas, som ikke bruges, skal opbevares i den taet lukkede beholder. Bland ikke forskellige lot af coatede
reagensglas.

3.2. Aldosteron maerket med '*I (radt): reagens klar til brug
Flakonen indeholder 52 mL aldosteron market med '®°, humant serum fra steroider, fosfatbuffer,
konserveringsmidler og et redt inert farvestof. Den maksimale radioaktivitet er 85 kBq (2,3 pCi) pa

kalibreringsdatoen.

3.3. Aldosteronkalibratorer

Hver flakon indeholder stigende maengder aldosteron, humant serum uden steroider og konserveringsmidler. Nul-
kalibratorens volumen er 3 mL.

Genopret indholdet i kalibratorerne 1-5 med 1 mL destilleret vand. Oplgsningerne vil henholdsvis indeholde
50 - 100 - 250 - 500 - 1000 pg/mL (0,138 - 0,277 - 0,692 - 1,385 - 2,770 nmol/L), og de er stabile i en uge ved
2-8°C eller opdelt i aliquoter ved —20°C eller ved lavere temperaturer for en laengere holdbarhed.

Da der i gjeblikket ikke findes en international standard, er kalibratorerne justeret i forhold til en intern reference
(ren ved 99% i HPLC). Kittets kalibratorer kan udskiftes med det undersggte prgvemateriale, nar de bruges
sammen med reagenser og arbejdsprocedurer fra denne in vitro-diagnostik analyse i overensstemmelse med
producentens anvisninger.
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3.4. Kontrolserum: frysetgrret reagens

Flakonen indeholder aldosteron, humant serum og konserveringsmidler. Koncentrationsintervallet for hver kontrol
er oplyst pa analysecertifikatet og viser de graenser, som DiaSorin har fundet for kontrolveerdier, der kan opnas
ved palidelige analysekgrsler.

Genopret indholdet i flakonen med 1 mL destilleret vand. Oplgsningen er stabil i en uge ved 2-8°C eller opdelt i
aliquoter ved —20°C eller ved lavere temperaturer for en laengere holdbarhed.

4. TILBEHOR OG HJALPEREAGENSER

- Destilleret og deioniseret vand.

- Laboratoriereagenser til urinanalyse (HCI, borsyre).

- Glasvarer.

- Engangsreagensglas.

- Reagensglasholder.

- Micropipette med engangsspidser pa 10 uL (ngjagtighed + 3%, preecision 2%) og 200, 500 uL (n@jagtighed
+ 2%, preecision 1%).

- Vortex-mixer.

- Termostatisk system som kan fastholde 37° + 1°C.

- Aspirationssystem til inkubationsblanding.

- Gammatzeller til teelling af "l jod (indstilling af teellerens vindue: 15-80 keV - taelleeffektivitet: 70% - teelletid:
1 min). Hvis teellerens effektivitet er under 60%, skal teelletiden forla&enges med 2 min.

5. UDTAGNING OG TILBEREDNING AF PRGVEMATERIALERNE
Man skal standardisere patienttilberedningen og prevematerialets udtagningsforhold meget praecist.

Serum- og plasmaprever

Som antikoagulans kan bruges lithium-heparin og kalium-EDTA (se §9.1). Udtag vengst blod, lad det koagulere og
adskil med det samme serum fra koagel. Prgver med lipaemi, erytrocytrester, eller opalagtig eller opsleemmet
materiale, renses feor analysen ved filtrering eller centrifugering. Brug ikke prevemateriale som er steerkt
haemolyseret eller med udtalt lipeemi, heller ikke prever med opsleemmet materiale eller klar mikrobiel
kontamination. Hvis analysen foretages indenfor 24 timer efter udtagningen, kan prgvematerialet opbevares ved
2-8°C. | modsat fald skal det deles i aliquoter og nedfryses ved —20°C eller en lavere temperatur. Hvis
pravematerialet har veeret frosset ned, skal det rystes grundigt, for det analyseres. Undga gentagen optening og
nedfrysning.

Hvis man regner med aldosteronniveauer pa over 1000 pg/mL, fortyndes med nulkalibratoren.

Urinprover

Gem dggnurinen og mal volumen. Bland grundigt fer der udtages en aliquot til analysen. Tilseet borsyre
(1 /100 mL urin) og opbevar ved 2-8°C hvis analysen foretages indenfor 24 timer eller nedfrys i aliquoter ved
—20°C eller lavere til lzengere opbevaringsperioder.

Urinhydrolyse

Aldosteron kan doseres i urinprgverne efter syrehydrolyse af aldosteron 18-glucuronat. Under de anbefalede
betingelser er hydrolysen komplet.

- Tilsaet i reagensglas 100 pL urin og 1 mL 0,1 N HCI.

- Seet prop pa reagensglassene og inkuber i 18-22 timer ved 30 + 2°C.

6. ARBEJDSPROCEDURE

Bring reagenserne til stuetemperatur (20-25°C) fgr analysen starter. Der skal laves dobbeltbestemmelser. Foretag
bestemmelsen af kalibratorerne for hver analyseret prgveserie. Fremgangsmaden skal veere ngjagtig ens for
kalibratorer og det undersggte prgvemateriale.

Foretag analysens faser i den fastsatte reekkefglge, uden afbrydelser.
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Brug hver gang en ny engangsspids for at dispensere kalibratorer og pravemateriale.
- Fordel reagenserne i bunden af de coatede reagensglas. Fglg dette skema:

reagensglas Nul-Kalibrator Kalibratorer Praver (hygrc?l\;/z;ret
1-5 (serum) X
reagenser urin)
Nul-Kalibrator 200 pL - - 200 pL
Kalibratorer 1-5 - 200 pL - -
Pravemateriale (serum) - - 200 pL -
Pravemateriale (hydrolyseret urin) - - - 10 pL*
Tracer 500 pL 500 pL 500 puL 500 uL

* Til urinprever med et lavt aldosteronniveau anbefales det at bruge en hydrolyseret urinmaengde pé 20 plL.

- Ryst reagensglassenes indhold pa Vortex og inkuber i 18-22 timer ved stuetemperatur.

- Opsug inkubationsblandingen ophyggeligt. Kontroller at al veesken fjernes, ved at sikre sig at pipettespidsen
rgrer bunden pa de coatede reagensglas. Draber pa siderne i de coatede reagensglas kan forarsage lav
reproducerbarhed eller utilregnelige veerdier. Der ma ikke veere rester fra farvestoffet.

- Mal reagensglassenes radioaktivitet.
7. RESULTATUDREGNING

Udregn teellingernes gennemsnit for hver gruppe af reagensglas efter at have fratrukket bundvaerdien. Udtryk
teellegennemsnittet fra kalibratorer og pravematerialer som procentdel i forhold til nul-kalibrator:

B/Bo% = gennemsnit kalibratorer eller prever x 100
gennemsnit nul-kalibrator

Overfer til en grafisk semilog eller linezer-linezer det gennemsnit som er udregnet for hver kalibrator pa ordinaterne
(y-aksen) i henhold til aldosteronkoncentrationen udtrykt i pg/mL eller nmol/L pa abscisserne (x-aksen). Sa far man
en kalibreringskurve (Fig. 1).

Serum- og plasmaprever
Lees aldosteronkoncentrationen pa hver preve direkte fra kalibreringskurven udtrykt i pg/mL eller nmol/L. Hvis
praven er blevet fortyndet, skal aldosteronkoncentrationen ganges med fortyndingsfaktoren.

Urinpraver

Maling af den daglige udskillelse af aldosteron udtrykt i ug eller nmol/24 timer foretages efter denne

fremgangmade.

- En hydrolyseret urinprave med et rumfang pa 10 pL
Gang den veerdi som laeses fra kalibreringskurven med 220, sa far man urinens aldosteronkoncentration udtrykt
i pg/mL eller i nmol/L. Koefficienten 220 kommer fra den hydrolyserede urins fortyndingsfaktor (11), ganget med
forholdet kalibrator/preve (20).

- En hydrolyseret urinprgve med et rumfang pa 20 pL
Gang den veerdi som laeses fra kalibreringskurven med 110, sa far man urinens aldosteronkoncentration udtrykt
i pg/mL eller i nmol/L. Koefficienten 110 kommer fra den hydrolyserede urins fortyndingsfaktor (11), ganget med
forholdet kalibrator/prgve (10).
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B/Bo x 100 100 |

50

50 100 250 500 1000 pg/mL
0136 0277 0692 1385 2770 nmol/L
ALDOSTERON

Fig.

For at fa den daglige udskillelse af aldosteron, ganges aldosteronkoncentrationen med urinvolumen (udtrykt i mL)
efter disse formler:

ug/24 timer = pg/mL x mL udskilt urin x 10
nmol/24 timer = nmol/L x mL udskilt urin x 107
Eksempel
Falgende data er kun et eksempel, og de mé ikke bruges i stedet for de data, som brugeren kommer frem til.
Beskrivelse cpm B/Bo x 100
Nul-kalibrator 10.220 100
50 pg/mL - 0,138 nmol/L 8.534 83,5
100 pg/mL - 0,277 nmol/L 7.409 72,5
250 pg/mL - 0,692 nmol/L 5.243 51,3
500 pg/mL - 1,385 nmol/L 3.352 32,8
1.000 pg/mL - 2,770 nmol/L 1.942 19,0
Prgvemateriale (serum) 6.805 66,8
Prgvemateriale (urin) 8.262 81,0

Serumprgve
Ved at interpolere fra kalibreringskurven viser prgven sig at indeholde 140 pg/mL (0,388 nmol/L) aldosteron.
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Urinprove

Ved at interpolere fra kalibreringskurven viser prgven sig at indeholde 70 pg/mL (0,194 nmol/L) aldosteron.

Pa basis af faktoren 220 og degnurinens rumfang (f. eks. 1100 mL), udregnes den daglige aldosteronudskillelse
saledes:

ug/24 timer =70 x 220 x 1100 x 10° =15400 x 1100 x 10°®  =16,94

nmol/24 timer =0,194 x 220 x 1100 x 10° =42,68x 1100x10°  =46,95

8. KLINISKE DATA
Ved undersggelse af en gruppe raske personer med en natriumtilfgrsel pa 100-150 mEq/ 24 timer, fremkommer
felgende intervaller. Det anbefales at hvert enkelt laboratorium fastsaetter sine egne referenceintervaller.

Raske personer PLASMA, pg/mL URIN, ng/24 timer
Liggende 7,5-150
2,8-30,0
Staende 35-300

Omregning til nmol af aldosteron/L gares med denne formel:
nmol aldosteron/L = pg aldosteron/mL x 2,77 x 107

9. KITTETS YDEEVNER

9.1. Analytisk specificitet

Den analytiske specificitet defineres som metodens evne til alene at bestemme analytten sammen med faktorer,
som potentielt interfererer i prevematricen (f. eks. antikoagulanter, haemolyse, effekt fra handtering af praven) eller
krydsreaktioner med potentielle interfererende stoffer.

Interferens. Undersggelser, som er kontrolleret pa potentielle interfererende faktorer, har vist, at ydeevnerne ikke
pavirkes af lipaemi (optil 500 mg/dL triglycerider), bilirubinsemi (optil 20 mg/dL bilirubin). Aldosteronveerdierne
opnaet med prgver, som indeholdt 200 mg/dL haemoglobin er cirka 10% hgjere end dem, som man har faet fra
normale prgver.

| undersggelserne af interferens af antikoagulanter har man udtaget serum- og plasmaprgver (opnaet med lithium
heparin og kalium EDTA) fra 41 frivillige raske. Alle praver er blevet analyseret med standardmetoden med
felgende resultater:

N. Prave Serum Heparin EDTA
41 middel (pg/mL) 181,6 183,9 1971
(100%) (101,3%) (108,5%)

Disse analysers resultater viser at de aldosteronveerdier, fra plasmaprever som indeholder kalium-EDTA, er cirka
10% hgjere end resultaterne fra serumprgverne eller plasma med lithium-heparin.
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Krydsreaktioner. Krydsreaktionernes procentdele, udregnet i henhold til Abraham, viser det brugte antiserums
specificitet.

- Aldosteron 100%
- 3 beta, 5 alfa-tetrahydroaldosteron 4.2%
- 3 alfa, 5 beta-tetrahydroaldosteron 0.3%
- Cortexolon 6.4 x 10°%
- 18-OH-deoxycorticosteron 5.0 x 10°%
- Corticosteron 4.0x10°%
- Kortison 2.5x10°%%
- Deoxycorticosteron 1.0x 10°%
- Testosteron 8.0 x 10%
- Prednisolon 6.4 x 10%%
- Cortisol 1.0 x 10*%
- Progesteron 8.0 x 10°%
- Spironolakton 6.5x10°%
- Dihydroepiandrosteron 6.0 x 10°%
- Pregnenolon 5.0x 10°%
- Pregnantriol 3.3x10°%
- Desametazon 3.3x10°%
- Estradiol 1.0 x 10°%

9.2. Analytisk sensitivitet

Analytisk sensitivitet kan ogsa udtrykkes som detektionsgraense, dvs. den mindste maengde af analytten, som kan
pavises preecist. Detektionsgraensen er 10 pg/mL (0,0275 nmol/L) med 95% konfidensinterval. Den er malt som
den synlige koncentration af analytten, der kan skelnes fra nul-kalibrator, eller rettere to standarddeviationer under
nul.

9.3. Pracision

Pragvens repeterbarhed og reproducerbarhed (intra-analyse variation og inter-analyse variation) er fastsat ved
hjeelp af referenceprgver med forskellige koncentrationer af analytten.

Repeterbarhed A B C
Antal bestemmelser 10 10 10
Middel (pg/mL) 86,4 249,9 495,6
Standarddeviation 4,60 9,50 8,60
Variationskoefficient (%) 53 3,8 1,7
Reproducerbarhed A B (o}
Antal bestemmelser 15 15 15
Middel (pg/mL) 91,3 230,3 607,5
Standarddeviation 5,72 7,90 26,40
Variationskoefficient (%) 7,0 34 43
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9.4. Korrekthed
Analysens korrekthed er kontrolleret med fortynding og recovery.

Fortynding. Man har tilsat gradvise fortyndinger af to sera med en hgj koncentration af aldosteron i nul-
kalibratoren.

Fortyndin Forventet Malt koncentration, % Recover
ynding koncentration, pg/mL pg/mL ° y
i det hele - 706,0 -
1:2 353,0 360,5 102,1
1:4 176,5 167,7 95,0
1:8 88,3 92,7 105,0
1:16 441 43,0 97,5
i det hele - 355,0 -
1:2 177,5 165,0 93,0
1:4 88,8 92,7 104,5
1:8 44.4 46,0 103,7
1:16 22,2 25,7 115,8

Recovery. Man har testet to sera med aldosteron, uden ekstra tilseetning og efter at have tilfgjet stigende
maengder aldosteron.

Tilsat koncentration, | Forventet koncentration,| Malt koncentration, % Recovery
pg/mL pg/mL pg/mL
- - 147,0 -
520 659,7 713,0 108,1
300 439,7 469,0 106,7
180 319,7 305,0 95,4
40 179,7 177,0 98,5
- - 291,0 -
520 796,5 815,0 102,3
300 576,5 573,0 99,4
180 456,5 435,0 95,3
40 316,5 321,0 101,4

10. BEGRANSNINGER VED PROCEDUREN

Den kliniske betydning ved bestemmelsen af aldosteronniveauerne kan vise sig at veere ugyldig, hvis den daglige
introduktion af natrium og kalium eller legemets stilling ikke holdes under kontrol, eller nar der gives medicin sa
som diuretika, clonidin, betablokkerende midler, reserpin, alfa-metyldopa, osv.

Diagnosen ma ikke stilles pa basis af resultatet fra en enkelt analyse, men skal vurderes sammen med andre
kliniske sammenligninger, diagnostiske procedure og laegens bedgmmelse.

Bakteriel kontamination eller gentagen nedfrysning/optening af provematerialet kan modificere analysens
resultater.

For at fa palidelige resultater skal alle instruktioner ngje overholdes, og man skal rent teknisk handtere alt korrekt.
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Det er iseer vigtigt, at man er meget preecis ved pipettering og opsugning af reagenserne. lkke reproducerbare
resultater skyldes hovedsagelig metodefaktorer:

- forveksling af flakonernes kapsler

- brug af samme spids til pipettering fra forskellige flakoner eller prgvematerialer

- flakoner som har staet abne i leengere tid

- reagenserne eller prgvematerialerne har veaeret udsat for steerk varme eller steerke bakterielle forureningskilder

- ukorrekt pipettering fra inkubationsblandingen

- kontamination af reagensglassenes kant med tracer eller med prgvematerialerne

- vilkarlige svingninger eller darlig vedligeholdelse af gammamaleren

- anvendelse af reagenser fra forskellige lots.

11. ADVARSLER

Alt serum og plasma, som er brugt til fremstilling af komponenterne i dette kit, er blevet undersggt, og har ikke
reageret pa HBsAg, anti-HCV og anti-HIV-1/2. Men da ingen metode med absolut sikkerhed kan udelukke
tilstedeveerelse af patogene mikroorganismer, bgr alt humant materiale betragtes som potentielt inficeret og
handteres som sadant.

12. SIKKERHEDSREGLER

- Man ma ikke spise, drikke, ryge eller tage make-up pa under analysen.

- Man ma ikke mundpipettere.

- Undga direkte kontakt med det potentielle inficerede materiale ved at tage laboratoriets beklaedning pa,
sikkerhedsbriller og engangshandsker. Vask haenderne omhyggeligt efter hver analyse og sa tit som muligt

- Undga at forarsage sprajt eller aerosol. Enhver drabe af biologisk reagens skal fiernes med en 5% natrium-
hypoklorit oplgsning, og redskabet skal behandles som inficeret affald.

- Alle pragver, alle kittets biologiske reagenser og alt det materiale som er blevet brugt til analysen, skal betragtes
som potentielle smittespredere; alt affald skal fiernes i overensstemmelse med de gaeldende normer og retlige
regler i det pageeldende land. Engangsmateriale skal breendes; Flydende affald skal dekontamineres med
5% koncentration af natrium-hypoklorit i mindst en halv time. Alt materiale som skal genbruges, skal
steriliseres i autoklave approach overkill (USP 24, 2000, side 2143). Normalt betragtes en time ved 121°C som
en passende sterilisationstid; alle brugere begr kontrollere virkningen af dekontaminationskredslgbet med en
bekreeftelse ved start og lgbende rutinebrug af biologiske indikatorer.

13. BESKYTTELSESREGLER MOD RADIOAKTIVITET

Reagenser indeholdende radioaktivt jod-125
Dette kit indeholder radioaktivt materiale, der ikke overskrider 2,17 pCi (81 kBq) jod-125. Tag passende
forholdsregler og overhold god laboratoriepraksis ved opbevaring, handtering og bortskaffelse af dette materiale.
Til praktiserende lzeger eller institutioner, der modtager radioisotoper i h.t. en generel tilladelse:
Dette radioaktive materiale ma kun modtages, erhverves, besiddes og anvendes af laeger, praktiserende dyrlaeger,
kliniske laboratorier eller hospitaler, og kun til in vitro- eller laboratorietests, der ikke omfatter indgift eller pafgring
af materialet eller af straling fra dette, til mennesker eller dyr. Modtagelse, erhvervelse, besiddelse, brug og
videregivelse af dette materiale skal overholde bestemmelserne og den generelle tilladelse fra U.S. Nuclear
Regulatory Commission, eller fra den stat, med hvilken kommissionen har indgaet aftale om handheevelsen af
lovens krav.

1. Radioaktivt materiale ma kun opbevares pa et til formalet udpeget areal.
Adgang til radioaktivt materiale skal begraenses til seerligt bemyndiget personale.
Afpipettér aldrig radioaktivt materiale med munden.
Drik eller spis aldrig pa arbejdsarealer beregnet til arbejde med radioaktivt materiale.
Omrader, hvor der kan forekomme spild, skal aftarres og derefter vaskes med et basisk
rengeringsmiddel eller et szerligt middel til dekontaminering af radiologisk materiale. Hvis der anvendes
glasbeholdere, skal de skylles grundigt med vand, inden de vaskes op sammen med andet
laboratorieudstyr af glas.
Til praktiserende lzeger eller institutioner, der modtager radioisotoper i h.t. en generel tilladelse:
For modtagelse, brug, videregivelse og bortskaffelse af radioaktivt materiale gaelder bestemmelserne og vilkarene
angivet i den pageeldende tilladelse.
BEMAERK: Indlaegssedlens opgivelser vedr. radioaktivitet kan afvige en smule fra den radioaktivitet, der er trykt pa
aeskens meerkat og pa tracer-glassets maerkat. Maerkaten pa aesken og etiketten pa tracer-glasset angiver den
konstaterede radioaktivitet pa kalibreringstidspunktet, mens indlaegssedlen angiver kittets teoretiske radioaktivitet.

aproON
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ANALYSEOVERSIGT

ANALYSER SERUM- OG PLAMAPR@VERNE DIREKTE.
HYDROLYSER URINPR@VERNE MED 0,1 N HCI | 18-22 TIMER VED 30°C.

2- GENOPRET REAGENSERNE. AFMARK DE COATEDE REAGENSGLAS | DUPLIKAT.
3- DISTRIBUER REAGENSERNE | HENHOLD TIL FGLGENDE OVERSIGT OG RYST INKUBATIONSBLANDINGEN:
REAGENSGLAS
KAL 0 KAL 1-5 PROVER sl
(SERUM) (HYDRO-
REAGENSER LYSERET URIN)
NUL-KALIBRATOR 200 pL - - 200 pL
KALIBRATORER 1-5 - 200 L - -
PR@VER (SERUM) - - 200 L -
PR@VER (HYDROLYSERET URIN) - - - 10 pL*
TRACER 500 ulL 500 ulL 500 pl 500 pL
4- INKUBATIONSTID: 18-22 TIMER VED STUETEMPERATUR.
5- OPSUG INKUBATIONSBLANDINGEN.
6- MAL REAGENSGLASSENES RADIOAKTIVITET.

* 20 uL til praver med et lavt aldosteronindhold.
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ALDOSZTERON RADIOIMMUNOESSZE KESZLET
Eljaras a kvantitativ aldoszteron-meghatarozashoz human szérum-,
plazma- vagy vizeletmintakbol

Kizardélag in vitro hasznalatra

1. BEVEZETES
Az aldoszteron egy 360,4 dalton molekulasulyu szteroidhormon, melynek kémiai képlete a kdvetkezd:

o G
o
O—CH

Az aldoszteront a mellékvesekéreg zona glomerulosa sejtjei valasztjadk ki. Ez az elektrolit-kivalasztas
leghatasosabb szabalyozé anyaga.

Az aldoszteron az érzékeny vesesejtekben specifikus fehérjereceptorokhoz koétddik, ahol valdszinileg DNS-
iranyitott mMRNS szintézist indukal, amely aztan 0j fehérje képz6dését eredményezi. E fehérje szerepe egyelére
ellentmondasos, de vagy a natriumnak a transzportsejtekbe valé belépését segiti elé, vagy elegendé energiaval
latja el ezeket a sejteket az aktiv natriumtranszporthoz. A végs6 hatas mindkét esetben a natriumtranszport
(visszaszivas) el6segitése.

A disztélis nefronban az aldoszteron hatdsa a natrium- és kloridionok tubularis lumenbdl térténé fokozott
reabszorpciéjaban, valamint a kalium- és hidrogénionok tubularis lumenbe torténé fokozott szekrécidjaban
mutatkozik meg. A natrium és a klorid reabszorpcidja ndveli az extracellularis folyadék ozmolalitasat. Az
extracellularis ozmolalitds novekedése serkenti az ADH kivalasztast, az ADH pedig segiti a viz renalis
konzervalasat. A natriumot, a kloridot és a vizet a vese rendszerint egydtt tartja vissza vagy valasztja ki, igy az
aldoszteronrol elmondhatd, hogy — kézvetetten — a viz tubuléris reabszorpcidjat segiti.

Az aldoszteron szekrécidjat szabalyoz6 mechanizmus a szervezet hidraltsagi allapotara reagal. A szervezet
hidraltsagi allapotara reagalé adrenokortikalis valasz f6 mediatora a renin-angiotenzin rendszer. Az extracellularis
folyadéktér csokkentését, valamint a vénas vér szekvesztralédasat el6idézd allapotok mind serkentik a
renintermelést, igy fokozzak az angiotenzin képzddését. Az angiotenzin amellett, hogy presszoragensként
kézvetlenll hat az érrendszerre, aldoszteron kivalasztasara stimulalja a mellékvesekérget.

Az aldoszteronszekréciot emellett a kévetkezok is befolyasoljak:

1. A testfolyadékok kaliumkoncentracidja: a kaliumhiany csokkenti, mig a kaliumretencié noveli az aldoszteron
elvalasztasat.

2. Az ACTH-szekrécié.

3. A testfolyadékok natriumkoncentracidja: a natriumhiany noveli, mig a natriumretencié csokkenti az
aldoszteron elvélasztasat.

Az aldoszteronszint meghatarozasat szérumbol és plazmabdl, valamint 24-6ras vizeletbdl lehet elvégezni. Klinikai

szempontbdl szem el6tt tartandd, hogy mig a 24-6ras vizeletben az aldoszteron 18-oxo-konjugatumanak mérése a

napi Osszesitett aldoszteron-elvalasztast tikrozi, addig a plazmaértékek egyetlen idépontot mutatnak, és mivel a

plazmaaldoszteron szintje jellegzetes — cirkadian ritmust kdvet6 — kiugrasokat mutat, egyetlen meghatarozasbol

nem feltétlendl biztonsagos megalapozott kdvetkeztetéseket levonni. Ezért, mig a plazmaaldoszteron mérése akut

vizsgalatokhoz (pl. cirkadian ritmus, poszturalis valtozasok, gyogyszerek akut hatasa) megfelelébb, addig klinikai

meghatarozasokhoz a 24-6ras vizeletvizsgalatot kell alkalmazni.
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2. AZ ESSZE ALAPELVE

Az esszé a kalibratorokban és a mintakban 1évé jeldlt aldoszteron és aldoszteron kozotti — az esszé soran fix és
korlatozott szamu antitestk6t6helyért folytatott — versengésen alapul. Az inkubaciot kdvetéen a cséfalon 1évé
antitestekhez kotott, jeldlt aldoszteron mennyisége forditottan aranyos a kalibratorokban vagy a mintékban jelen
lévd jelbletlen aldoszteron koncentracidjaval. A B/F elvalasztasra adaptalt modszer antitesttel bevont csdévek
hasznalatan alapul, ahol az antitest a cséfalra kotve talalhato.

3. AKESZLETBEN LEVO REAGENSEK

Bevont csévek 100
25|_jelolt aldoszteron 1 liveg
Aldoszteron kalibratorok 6 Uvegcse
Kontrollszérum 1 UGvegcse
Csovek szama 100

TAROLAS: Kézhezvételt kévetben a készletet 2-8°C-on kell tarolni. Fagyasztésa tilos. Felnyitast kbvetéen,
megfelel6 tarolas esetén, a készlet reagensei a készlet lejarati idejéig maradnak stabilak. A készlettel 2 esszé
futtathaté le, ha a reagenseket a gyartéi ajanlasoknak megfeleléen taroljak.

Tilos a reagensek felhasznalasa a lejarati id6n tul. A készlet lejarati ideje a kiils6 cimkén olvashaté, és megegyezik
a nyomkéveté lejarati datumaval. Az egyes komponensek lejarati ideje megtalalhaté az adott livegcse cimkéjén.

Az (ivegcsék tartalmanak feloldasakor évatosan végezze a keverést, igy elkeriilheté a habképz6dés.

Tilos kiilbnbéz6 tételekbdl szarmazé reagensek 6sszekeverése.

3.1. Bevont csovek

Az egyes csovek belsd felszinén nyulakban termelt aldoszteronantiszérum-bevonat talalhaté.

Hasznalat elétt — a paralecsapddas elkeriilése érdekében — hozza szobahémérsékletre a bevont cséveket, még
miel6tt felnyitnd a dobozt. Gondosan zarja vissza a fel nem hasznalt cs6veket tartalmazé dobozt. Ne keverjen
dssze kiilénb6zd tételekbdl szarmazoé bevont cséveket.

3.2. "®jelolt aldoszteron (piros): hasznalatra kész reagens

Az lveg 52 mL, "I-tel jeldlt aldoszteront, szteroidmentes human szérumot, foszfatpuffert, tartdsitoszereket és
inert piros festéket tartalmaz. A radioaktivitas a kalibralas idépontjaban 85 kBq (2,3 uCi) vagy kevesebb.

3.3. Aldoszteron kalibratorok

Az Uvegcsék novekvd mennyiségli aldoszertont, szteroidmentes human szérumot és tartdsitoszereket
tartalmaznak. A nulla kalibrator tvegcséje 3 mL oldatot tartalmaz.

Oldja fel az 1-5 kalibratoriivegcsék tartalmat 1 mL desztillalt vizzel. A képz&dott oldatok 50 — 100 — 250 — 500 —
1000 pg/mL aldoszteront (0,138 — 0,277 — 0,692 — 1,385 — 2,770 nmol/L) tartalmaznak, és 2-8°C-on tarolva egy
hétig maradnak stabilak, hosszabb ideji tarolasuk mélyfagyasztott (—20°C-on vagy alacsonyabb hén) aliquot-k
formajaban lehetséges.

Mivel jelenleg nem all rendelkezésre nemzetkdzi standard készitmény, a készlet kalibratorainak referenciaja egy
belsé referencia-készitmény (99%-os tisztasagu HPLC-vel). A készlet kalibratorai — jelen in vitro diagnosztikus
vizsgalatnak a gyarto altal ajanlott reagenseivel és miikddtetési eljarasai szerint alkalmazva — felcserélhetéséget
mutatnak a betegmintakkal.
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3.4. Kontrollszérum: liofilizalt reagens.

Az (ivegcse aldoszertont, human szérumot és tartositészereket tartalmaz. Minden egyes kontroll
koncentraciétartomanya jelentésre keriil az elemzési igazolason, és jelzi azokat a DiaSorin altal a kontrollértékek
szamara megallapitott hatarértékeket, amelyek megbizhaté assay-futtatasok soran szerezheték meg.

Oldja fel az Givegcse tartalmat 1 mL desztillalt vizzel. A képz6détt oldat 2-8°C-on tarolva egy hétig marad stabil,
hosszabb idejl tarolasa mélyfagyasztott (—20°C-on vagy alacsonyabb hén) aliquot-k formajaban lehetséges.

4. SZUKSEGES, DE NEM SZOLGALTATOTT FELSZERELES ES ANYAGOK

- Destztillalt vagy ioncserélt viz.

- Laboratériumi reagensek (HCI, bérsav) a vizeletesszéhez.

- Uvegedények.

- Eldobhato Gvegcsovek.

- Tesztkémcsdrekesz.

- Eldobhaté végl mikropipettak (10, 200, 500 plL) (10 plL: valédisag +/- 3%, pontossag 2%; 200, 500 pL:
valédisag +/- 2%, pontossag 1%)

- Vortex keveré.

- Termosztat-vezérelt vizfurdd vagy 37° +/- 1°C hét fenntartani képes fltéblokk.

- Az inkubacids keverék aspiraciojara alkalmas eszkoz.

- "2 szamlalasara alkalmas gammaszamlalé (szamlaléablak beallitasa: 15-80 keV — szamlalé hatékonysaga:
70% - szamlalasi id6: 1 perc). Ha a szamlalasi hatékonysag 60% alatti, a szamlalasi id6t 2 percre kell nydjtani.

5. MINTAVETEL ES ELOKESZITES
A betegel6készités és a mintavételi korilmények gondos standardizélasa erésen ajanlott.

Szérum- vagy plazmamintak

Az elvégzett tesztek alapjan a kalium-EDTA és litium-heparin nevii antikoagulansok hasznalhatok az esszéhez
(lasd a 9.1 bekezdést).

A vért aszeptikus technikaval vénabdl kell nyerni, hagyni kell megalvadni, majd a lehet6 legkorabban el kell
valasztani a szérumot az alvadéktdl. A részecskeszerl anyagot, vorOsveértest-tormeléket tartalmazo, illetve
zavaros vagy lipémias mintak esetében a vizsgalat el6tt sziikség lehet sziiréssel vagy centrifugalassal tortéené
tisztitasra. A nagymértékben hemolizalt vagy lipémias, illetve a nagy mennyiségi részecskét tartalmazo, tovabba
az egyeértelmlien mikrobialis kontaminacioval rendelkezd mintakat nem szabad vizsgalni. Ha a vizsgalat a
mintavételt kovetd 24 o6ran bellil megtorténik, a mintadkat 2-8°C kozott kell tarolni. Egyéb esetben a mintakbal
aliquot-kat kell késziteni, és mélyfagyasztva kell Sket tarolni (—20°C vagy alacsonyabb h&mérsékleten).
Amennyiben a mintakat fagyasztva tarolja, vizsgalat el6tt alaposan keverje fel a felengedett mintakat. Kertlje a
tobbszoros lefagyasztast és felengedést.

Amennyiben a varhaté aldoszteronszint 1000 pg/mL feletti, a mintakat fel kell higitani a nulla kalibratorral.

Vizeletmintak

Gyljtsén 24-6ras vizeletet, mérje le és jegyezze fel a térfogatot. Vizsgalni kivant aliquot levétele elétt keverje fel jol
a vizeletet. Adjon hozza 100 mL-enként 1 g bérsavat, ezutan a keverék 2-8°C-on egy napig tarolhatd, hosszabb
tarolashoz készitsen mélyfagyasztott (—20°C-on vagy alacsonyabb hén) aliquot-kat.

A vizelet hidrolizise
A vizeletmintakban az aldoszteron az aldoszteron-18-glukuronidda tértént savas hidrolizist kovetéen vizsgalhato.
Az esszéhez ajanlott feltételek mellett a hidrolizis teljes.

- Keverjen 6ssze 100 uL vizeletet és 1 mL 0,1N-os HCI-t. Ehhez liveg kémcsdveket kell hasznélni.
- Zarja le a csdveket, és inkubalja egy éjszakan (18-22 6ran) at 30 +/- 2°C-on.
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6. AZ ESSZE MENETE

Az esszé megkezdése el6tt hozzon minden reagenst szobahémérsékletre (20-25°C). Legalabb két példanyban
végezze az esszét. Minden sorozat betegmintaval kalibratorokat is kell futtatni. A kalibratorokat és a mintakat
ugyanazon folyamatnak és inkubacids idének kell alavetni.

Az esszé valamennyi l[épését a megadott sorrendben végezze, a Iépések kozotti jelentds késedelem nélkal.
Minden egyes kalibrator és minta szétméréséhez kilon tiszta, eldobhatd hegyet kell hasznalni.

- Areagenseket a bevont csévek aljara kell adagolni. A kdvetkez6 séma szerint végezze az esszét:

csovek P
Nullg Kalibratorok Szérummintak Vizeletmintak
kalibrator 1-5

reagensek
Nulla kalibrator 200 pL - - 200 pL
Kalibratorok 1-5 - 200 puL - -
Szérummintak - - 200 pL -
Vizeletmintak - - - 10 pL*
Nyomkovetd 500 uL 500 uL 500 pL 500 pL

A varhatéan alacsony aldoszteronszinttel biré vizeletmintakhoz 20 L hidrolizalt vizeletet kell hasznalni.

- Keverje Ossze a csOvek tartalmat Vortex keverén, majd inkubalja egy éjszakan (18-22 o6ran) at
szobahémérsékleten.

- Ovatosan szivja fel az inkubaciés keveréket. Ugyeljen ra, hogy az aspirlé eszkéz hegye hozzaérjen a bevont
cs6 aljahoz, és igy az dsszes folyadék eltavolitasra keriljén. A kitapadt oldat megfelel6 felszivasanak
elmulasztasa rossz reprodukalhatéséghoz és hamis eredményekhez vezethet. Nem maradhat [athato
festéknyom.

- Mérje le a csdvek radioaktivitasat.

7. AZ EREDMENYEK KISZAMITASA

Szamitsa ki az egyes kémcs6csoportok atlagos netté szamlalasi 6sszegét. Szamitsa ki az egyes kalibratorok és
ismeretlen mintak B/Bo aranyat a kdvetkez6k szerint:

B/Bo% = kalibrator vagy minta atlagos szamlalasi 6sszege x 100

nulla kalibrator atlagos szamlalasi 6sszege

Abrazolja az egyes kalibratorok atlagos szazalékos értékeit féllogaritmikus vagy linearis koordinatak szerint az
ordinatan (y tengelyen) ugy, hogy a pg/mL-ben vagy nmol/L-ben kifejezett aldoszteron-koncnetracié az
abszcisszan (x tengelyen) legyen. igy egy kalibraciés gérbe jon Iétre (1. dbra).

Szérum- vagy plazmamintak

Olvassa le az egyes mintak pg/mL-ben vagy nmol/L-ben kifejezett aldoszteron-koncentracidjat kézvetlenil a
kalibracios gorbérél. Ha a minta higitva volt, akkor a higitott mintabdl szamitott aldoszteron-koncentraciét meg kell
szorozni a higitasi faktorral.

Vizeletmintak

A pg vagy nmol/24 6ra egységekben kifejezett napi aldoszteron-koncentraciot a kovetkezék szerint kell
kiszamitani.
- 10-uL mintatérfogatt hidrolizalt vizelet esetén

Szorozza meg a kalibraciés gorbérdl leolvasott értéket 220-szal ahhoz, hogy megkapja a vizelet aldoszteron-

koncentraciojat pg/mL-ben vagy nmol/L-ben. A 220-as egyitthatd a hidrolizalt vizelet higitasi faktora (11) és a
kalibrator-minta arany (20) szorzatabdl szarmazik.

- 20-uL mintatérfogatu hidrolizalt vizelet esetén
Szorozza meg a kalibracids gorbérdl leolvasott értéket 110-zel ahhoz, hogy megkapja a vizelet aldoszteron-

koncentraciojat pg/mL-ben vagy nmol/L-ben. A 110-es egyitthaté a hidrolizalt vizelet higitasi faktora (11) és a
kalibrator-minta arany (10) szorzatabdl szarmazik.
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Az egy nap alatt kivalasztott aldoszteron-koncentracié kiszamitdsahoz szorozza meg az aldoszteron-koncentraciot
a kivalasztott vizelet (mL-ben kifejezett) térfogataval a kovetkezd képletek alapjan:

ng/24 éra = pg/mL x kivalasztott vizelet mL-ben x 10

nmol/24 6ra = nmol/mL x kivalasztott vizelet mL-ben x 10

Szamitasi példa

A kbvetkezé adatok kizardlag példaul szolgalnak, és nem alkalmazhatok a felhasznalé altal nyert adatok helyett.

Leiras cpm B/Bo x 100

Nulla kalibrator 10,220 100

50 pg/mL - 0,138 nmol/L 8,534 83,5

100 pg/mL - 0,277 nmol/L 7,409 72,5

250 pg/mL - 0,692 nmol/L 5,243 51,3

500 pg/mL - 1,385 nmol/L 3,352 32,8
1,000 pg/mL - 2,770 nmol/L 1,942 19,0
Szérumminta 6,805 66,8
Vizeletminta 8,262 81,0

Szérumminta
A kalibraciés gorbe interpolacidja alapjan a minta 140 pg/mL (0,388 nmol/L) aldoszteront tartalmaz.

Vizeletminta

A kalibraciéos gorbe interpolacidja alapjan a minta 70 pg/mL (0,194 nmol/L) aldoszteront tartalmaz.
A 220-as tényez6t és a 24 ¢dra alatt kivalasztott vizelettérfogatot (pl. 1100 mL-t) figyelembe véve a napi
aldoszteron-koncentraciot a kdvetkez8k szerint kell kiszamitani:

ug/24 éra =70x220x 1100 x 10°  =15400 x 1100 x 10° = 16,94
nmol/24 éra =0,194 x 220 x 1100 x 10° =42,68x 1100x 10° = 46,95
B/Bo x 100
100
501
56 160 25;0 500 1060 pg/mL

0.138 0277 0692 1.385 2.770 nmol/L

ALDOSZTERON
1. dbra
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8. VARHATO ERTEKEK

Az aldbb megadott értékek csak jelzésértékiiek, és olyan normalis populaciora vonatkoznak, melynek 24 o6ras
natriumbevitele 100-150 mEq: az egyes laboratériumoknak maguknak kell meghatarozniuk referencia-
tartomanyaikat.

Egészséges alanyok PLAZMA, 23 pg/mL VIZELET, pg/24 é6ra
Hanyattfekvd testhelyzet 7,5-150
. 2,8 -30,0
All6 testhelyzet 35-300

A nmol aldoszteron/L egységekre térténd atvaltas a kbvetkezd képlettel lehetséges:
nmol aldoszteron/L = pg aldoszteron/mL x 2,77 x 107°.

9. FAJLAGOS TELJESITMENYI JELLEMZOK

9.1. Analitikai specificitas

Az analitikai specificitds azt mutatja, hogy az esszé milyen pontossaggal képes a specifikus analit kimutatasara a
mintamatrixban lévé, esetlegesen zavard tényezdk (pl. antikoagulansok, hemolizis, a mintafeldolgozas hatasai),
illetve keresztreagald analitek jelenlétében.

Interferencia. A potencialisan interferenciat okoz6 anyagok, illetve allapotok kontrollalt vizsgalata azt mutatta,
hogy az esszé teljesitményét nem befolyasolja a lipémia (500 mg/dL triglicerid-koncentracidig) és a bilirubinémia
(20 mg/dL bilirubin-koncentracidig). A 200 mg/dL hemoglobin-koncentracioju mintdk esetében meghatarozott
aldoszteronértékek kortlbelil 10%-kal magasabbak, mint a normal mintakéi.

Egy, az antikoagulansok okozta interferenciat célz6 vizsgalat soran megegyez6 szérum- és plazmamintakat

(utdbbiakat litium-heparinnal és kalium-EDTA-val) vettink le 41 egészséges onkéntest6l. Minden mintat
megvizsgaltunk a standard modszerrel, és a kdvetkezd eredményeket kaptuk.

# Minta Szérum Heparin EDTA
] 181,6 183,9 1971
41 atlag (pg/mL.) (100%) (101,3%) (108,5%)

E tesztek eredményei azt mutattak, hogy a kalium-EDTA-s plazammintakban meghatarozott aldoszteronértékek
korilbelul 10%-kal magasabbak voltak a szérum- vagy litium-heparinos plazmamintakban meghatarozott
értékeknél.

Keresztreakciok. A keresztreakciok Abraham szerint szamitott szazalékos aranya a hasznalt antiszérum
specificitasat mutatja.

- Aldoszteron 100%
- 3-béta, 5-alfa-tetrahidro-aldoszteron 4,2%
- 3-alfa, 5-béta-tetrahidro-aldoszteron 0,3%
- Kortexolon 6,4 x 10°%
- 18-OH-dezoxikortikoszteron 5,0 x 10°%
- Kortikoszteron 4,0 x 10°%%
- Kortizon 2,5x10°%
- Dezoxikortikoszteron 1,0 x 10°%
- Tesztoszteron 8,0 x 10*%
- Prednizolon 6,4 x 107%
- Kortizol 1,0 x 10™%
- Progeszteron 8,0 x 10°%
- Spironolakton 6,5 x 10°%
- Dehidroepiandroszteron 6,0 x 10°%
- Pregnenolon 5,0 x 10°%
- Pregnantriol 3,3x10°%
- Dexametazon 3,3x10°%
- Osztradiol 1,0 x 10°%

86



9.2. Analitikai érzékenység

Az analitikai érzékenység kifejezhetd detektalasi kiszobként is, amely specifikus analitnek az a legkisebb
mennyisége, amelyet az esszé még kimutatni képes. 95%-os konfidenciahatar esetén a detektalasi kiszob
10 pg/mL (0,0275 nmol/L). Ez az az analit-koncentracié, amely megkulénboztetheté a nulla kalibratortdl, azaz két
standard deviacioval a nulla alatt van.

9.3. Pontossag

Az esszé megismételhetéségének és reprodukalhatésaganak (azaz az esszé kdzbeni és az esszék kozotti
valtozékonysag) meghatarozasahoz tobb poolbdl, tébb kilénbdz8 specifikus analit-koncentracioju minta kerult

elemzésre.

Megismételhetéség A B C
Meghatarozasok szama 10 10 10
Atlag (pg/mL) 86,4 249,9 495,6
Szoras 4,60 9,50 8,60
Variacios koefficiens (%) 5,3 3,8 1,7

Reprodukalhatésag A B C
Meghatarozasok szama 15 15 15
Atlag (pg/mL) 91,3 230,3 607,5
Szoéras 5,72 7,90 26,40
Variacios koefficiens (%) 7,0 34 4,3

9.4. Valédisag

Az esszé valodisaganak ellenérzése a higitasi és visszanyerési tesztekkel tortént.

Higitasi teszt. Két magas aldoszteron-koncentracioju szérumot vizsgaltunk meg sorozatos, a

torténd higitast kdvetéen.

Varhaté koncentracio,

Mért koncentracio,

Higitas pg/mL pg/mL %-0s visszanyerés

higitatlan - 706,0 -
1:2 353,0 360,5 102,1
1:4 176,5 167,7 95,0
1:8 88,3 92,7 105,0
1:16 44 1 43,0 97,5

higitatlan - 355,0 -
1:2 177,5 165,0 93,0
1:4 88,8 92,7 104,5
1:8 44 .4 46,0 103,7
1:16 22,2 25,7 115,8
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Visszanyerési teszt. Két aldoszteront tartalmazé mintat vizsgaltunk el6sz6r magukban, majd ndvekvd
mennyiségl aldoszteronnal keverve.

Hozzaadott Varhato koncentracio, | Mert koncentracio, %-0s Visszanyerés
koncentracio, pg/mL pg/mL pg/mL
- - 147,0 -
520 659,7 713,0 108,1
300 439,7 469,0 106,7
180 319,7 305,0 95,4
40 179,7 177,0 98,5
- - 291,0 -
520 796,5 815,0 102,3
300 576,5 573,0 99,4
180 456,5 435,0 95,3
40 316,5 321,0 101,4

10. AZ ELJARAS KORLATAI

Az aldoszteron-meghatarozas klinikai jelentésége érvénytelenné valik, ha az alanyok nincsenek szabalyozott
natrium- és kaliumbevitel alatt, valamint ellenérzott testhelyzetben, illetve gydgyszerek (pl. diuretikumok, klonidin,
bétablokkold szerek, rezerpin, alfa-metildopa stb.) adasa esetén.

Egyetlen vizsgalati eredmény alapjan nem szabad diagnézist alkotni, mert az csak a klinikai leletekkel, mas
diagnosztikus eljarasokkal, valamint az orvosi itél6képesség felhasznalasaval allithato fel.

A mintak bakteridlis kontaminacioja, illetve a mintak ismételt lefagyasztasa és felengedése befolyasolhatjia az
esszé eredmeényeit.

A megbizhaté eredményekhez szakképzett technika és a haszndlati utasitdsok szigori kdvetése sziikséges.
Kulénosen elengedhetetlen a preciz pipettazas és a pontos aspiracio.

Nem reprodukalhaté eredményekhez vezethetnek az olyan médszertani tényezék, mint példaul:

- az Uvegcsetetdk felcserélése

- ugyanazon hegy hasznalata kiilénb6z6 livegcsékbdl valé pipettazas vagy kilonb6zé mintak szétmérése soran
- az Uvegcsék hosszu ideji nyitva hagyasa

- areagensek vagy mintak erés hének vagy jelentds bakterialis fertézésforrasnak vald expozicidja

- azinkubacios keverék nem megfeleld aspiraciojara

- a kémcséperemek nyomkovetdvel vagy mintakkal valé beszennyezése

- agammaszamlalé véletlen oszcillacidja vagy nem megfeleld kezelése

- kuldénbdz6 mestertételekbdl szarmazo reagensek felhasznalasa.

11. FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK

Az elvégzett vizsgalatok alapjan a készletben talalhaté komponensek eléallitasahoz felhasznalt egyik szérum- és
plazmaegység sem bizonyult reaktivhak HBsAg, anti-HCV, valamint anti-HIV-1/2 jelenlétére nézve. Ennek
ellenére, mivel nincs mdédszer, amely abszolut biztonsaggal ki tudna zarni kérokozok jelenlétét, az 6sszes emberi
eredetll mintat esetlegesen fertézének kell tekinteni, és dvatosan kell kezelni.

12. BIZTONSAGI OVINTEZKEDESEK

- Az esszé-laboratériumban tilos az étel- és italfogyasztas, a dohanyzas, illetve a kozmetikumok alkalmazasa.

- Az oldatokat szajjal pipettazni tilos!

- Kerilni kell a potencialisan fert6z6 anyagokkal valé kodzvetlen érintkezést védéruhazat, pl. laboratoriumi
kopeny, védészemiiveg és eldobhatd kesztyl hasznalataval. Az egyes esszék végeztével alaposan kezet kell
mosni.

- Kertlni kell az oldatok kifrocskolését, illetve az aeroszolképzédést. A kiontott reagenst 5%-os natrium-hipoklorit
oldattal fel kell mosni, és potencialisan fert6z6 anyagként kell kidobni.

- Az 0Osszes, assay soran hasznalt mintat, biologiai reagenst és anyagot fert6z6 agensek atvitelére képes
anyagként kell kezelni. Ezeket ezért a laboratérium felett ellen6rzést gyakorld hatédsagok szabalyaival és
iranyelveivel, valamint az adott orszag rendelkezéseivel 6sszhangban kell kidobni. Az eldobhatd anyagokat el
kell égetni. A folyékony hulladékot 5%-0s végs6 koncentraciéju natrium-hipoklorittal kell fert6tleniteni legalébb
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fél 6ran keresztil. Minden Ujra felhasznalandé anyagot talbiztositott médon autoklavozni kell (USP 24, 2000,
p. 2143). Altalanossagban legkevesebb egy 6ra 121°C-on megfelelének tekinthet, de a felhasznaloknak
kezdeti validalassal ellendrizniik kell az alkalmazott fertétlenitési ciklus hatékonysagat, és rutinszeriien
bioldgiai indikatorokat kell alkalmazniuk.

13. A SUGARBIZTONSAG ALAPSZABALYAI

A jod-125 izot6épot tartalmazo reagensek

Jelen készlet olyan radioaktiv j6d-125 anyagot tartalmaz, amely nem haladja meg a 2,17 uCi (81 kBq) értéket.
Az anyag tarolasa, kezelése, valamint kidobasa soran megfelelé ovintézkedéseket gyakorolni, és be kell tartani a
j6 laboratériumi gyakorlatot.

A radioizotopot altalanos engedéllyel atvevé szakemberek vagy intézmények részére:

E radioaktiv anyagot kizarélag orvosok, allatorvosi tudomanyokat gyakorlé allatorvosok, klinikai laboratériumok,
illetve kérhazak vehetnek at, szerezhetnek be, birtokolhatnak és hasznalhatnak fel, kizarélag olyan in vitro klinikai
vagy laboratériumi vizsgalatokhoz, melyeknél az anyagot vagy az abbdl szarmazé sugarzast nem alkalmazzak
killséleg vagy belséleg az emberi lényeken vagy az allatokon. Atvétele, beszerzése, birtoklasa, felhasznélasa és
atvitele az Egyesiilt Allamokbeli Nuklearis Szabalyozé Bizottsag (Nuclear Regulatory Commission)
szabdlyozasaihoz és altaldnos engedélyéhez kotott, illetve azon allaméhoz, amellyel a Bizottsag megallapodott a
szabalyozas gyakorlasaval kapcsolatban.

A radioaktiv anyag tarolasat egy pontosan kijeldlt terlletre kell korlatozni.

A radioaktiv anyagokhoz val6 hozzaférést korlatozott tagszamu, felhatalmazott személyzetre kell korlatozni.
Tilos a radioaktiv anyag szajjal torténé pipettazasa.

Tilos a kijelolt radioaktiv munkaterileteken étel és ital fogyasztasa.

Azon terlleteket, ahol az anyag kidmdlhet, fel kell t6rélni, majd ligos detergenssel vagy sugarfert6tlenitd
oldattal fel kell mosni. A felhasznalt Uvegedényeket teljes mértékben ki kell dbliteni vizzel, miel6tt mas
laboratériumi Gvegedényekkel keriiinének mosasra.

aphwb=

A radioizotopot specifikus engedéllyel atvevé szakemberek vagy intézmények részére:

A radioaktiv anyagok atvétele, felnasznalasa, atvitele és kidobasa az On specifikus engedélyének szabalyaihoz és
feltételeihez kotott.

FIGYELEM: A csomagban lévd tajékoztatora nyomtatott radioaktivitas kis mértékben kilonbézhet a doboz
cimkéjére és a nyomkoveté Uvegcse cimkéjére nyomtatott radioaktivitastol. A dobozcimke és a nyomkovetd
Uvegcse cimkéje a kalibralas idépontjaban mért aktualis radioaktivitas-mennyiséget mutatja, mig a csomagban
lévd tajékoztato a készlet elméleti radioaktivitasat jelzi.
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AZ ESSZE VAZLATA

1- A SZERUM- VAGY PLAZMAMINTAKAT KOZVETLENUL VIZSGALJA.
A VIZELETMINTAKAT HIDROLIZALJA 0,1N-OS HCI-BEN EGY EJSZAKAN AT 30°C-ON.

2- OLDJA FEL A REAGENSEKET. AZONOSITSA A BEVONT KEMCSOVEKET KET PELDANYBAN.

3- MERJE SZET A REAGENSEKET A KOVETKEZO SEMA SZERINT, ES KEVERJE OSSZE AZ INKUBACIOS

KEVEREKET:
CSOVEK . ) ]

REAGENSEK 0 KAL KAL 1-5 | SZERUMMINTAK | VIZELETMINTAK
NULLA KALIBRATOR 200 pL - - 200 pL
KALIBRATOROK 1-5 - 200 pL - -
SZERUMMINTAK - - 200 pL -
VIZELETMINTAK - - - 10 pL*
NYOMKOVETO 500 uL 500 pL 500 pL 500 uL

4 - INKUBALJA EGY EJSZAKAN AT SZOBAHOMERSEKLETEN.
5- ASPIRALJA A REAKCIOELEGYET.

6 - MERJE LE A CSOVEK RADIOAKTIVITASAT.

* 20 ul alacsony aldoszteronszintek esetén.
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SOUPRAVA PRO RADIOIMUNOLOGICKE STANOVENi ALDOSTERONU
Postup pro kvantitativni stanoveni aldosteronu
ve vzorcich lidského séra, plazmy nebo mo¢i

Ur¢eno pouze pro pouziti in vitro

1. GvoD
Aldosteron je steroidni hormon s molekularni hmotnosti 360,4 daltonu, ktery ma nasledujici chemicky vzorec:
HO (‘:HZOH
CcO
O—CH

Aldosteron vymésuje zona glomerulosa klry nadledvin. Je zdaleka nejsilnéjSim regulatorem vylu€ovani elektrolytd.
Aldosteron se vaze na specifické proteinové receptory v citlivych burikach ledvin, kde pravdépodobné indukuje
syntézu mRNA, Fizenou DNA, s naslednou tvorbou nového proteinu. Role tohoto proteinu je zatim sporna, ale
muze bud usnadriovat vstup sodiku do transportnich bunék, nebo jim muze zajistovat zvySeny pfisun energie pro
aktivni transport sodiku. V kazdém pfipadé je jeho kone€nym ucinkem zvySeny transport sodiku (resorpce).
V distalni ¢asti nefronu se plsobeni aldosteronu projevuje zvys$enou resorpci sodnych a chloridovych iontl
z tubularniho lumen a zvySenou sekreci iontd drasliku a vodiku do tubularniho lumen. Resorpce sodiku a chloridi
ma tendenci zvySovat osmolalitu extracelularnich tekutin. ZvySeni extracelularni osmolality stimuluje sekreci ADH
a ADH usnadnuje zadrzovani vody ledvinami. Sodik, chloridy a voda jsou obvykle zadrzovany nebo vylu¢ovany
spole€né a da se Fici, Ze aldosteron nepfimo podporuje renalni tubularni resorpci vody.
Mechanismus regulujici sekreci aldosteronu reaguje na zmény hydratace organizmu. Hlavnim mediatorem reakce
kiry nadledvin na zmény hydratace organizmu je renin-angiotensinovy systém. Podminky, které snizuji objem
extracelularnich tekutin, i podminky, které vedou k sekvestraci Zilni krve, stimuluji produkci reninu, ¢imz zvySuji
tvorbu angiotensinu. Angiotensin nejenze plsobi na cévni systém piimo jako Cinitel zvySujici krevni tlak, ale také
stimuluje kiru nadledvin k sekreci aldosteronu.
Sekreci aldosteronu ovliviuje také:
1. Koncentrace drasliku v télesnych tekutinach: ztrata drasliku snizuje sekreci aldosteronu a zadrzovani drasliku
ji zvySuje.
2. Sekrece ACTH.
3. Koncentrace sodiku v télesnych tekutinach: ztrata sodiku zvySuje sekreci aldosteronu, zatimco zadrzovani
sodiku ji snizuje.
Stanoveni aldosteronu Ize provadét v séru nebo plazmé i v moci sbirané za 24 hodin. Z klinického hlediska se
nesmi zapominat na to, Ze zatimco méreni 18-oxo-konjugatu aldosteronu v moci sbirané za 24 hodin je
integrovanym odrazem denni sekrece aldosteronu, hodnoty v plazmé mohou odrazet pouze jeden bod v ¢ase a
jelikoz aldosteron v plazmé vykazuje typicka prudka zvySeni, ktera sleduji cirkadialni rytmus, nemusi byt bezpe¢né
¢init platné zavéry z jediného stanoveni. Proto je méfeni aldosteronu v plazmé vhodnéjsi pro akutni studie (jako
jsou cirkadialni rytmy, zmény polohy, akutni uc¢inky Iék), zatimco méfeni v moci za 24 hodin je metodou volby pro
klinické vyzkumy.

2. PRINCIP STANOVENI

Princip stanoveni je zalozen na kompetici mezi znaCenym aldosteronem a aldosteronem obsazenym v
kalibracnich roztocich nebo ve vzorcich, které se maji analyzovat, o obsazeni pevného a omezeného poctu
vazebnych mist protilatek. Po inkubaci je mnozstvi ozna¢eného aldosteronu navazaného na protilatky na sténach
zkumavky nepfimo umérné koncentraci neoznaceného aldosteronu pfitomného v kalibracnich roztocich nebo ve
vzorcich. Pfijatd metoda separace B/F je zaloZzena na pouziti zkumavek s nanesenymi protilatkami, kdy je
protilatka nanesena na stény zkumavky.
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3. CINIDLA DODANA V SOUPRAVE

Zkumavky s nanesenou vrstvou 100
Aldosteron znageny '*| 1 lahev
Kalibrac¢ni roztoky aldosteronu 6 lahvicek
Kontrolni sérum 1 lahvicka
Pocet zkumavek 100

UCHOVAVANI: Po piijeti je nutno soupravu uchovévat pfi teploté 2 - 8 °C. Nezmrazujte. Po otevieni jsou &inidla
v této soupravé pri spravném skladovani stabilni, dokud neuplyne datum jejich exspirace. Tato souprava je urcena
k provedeni 2 béh( analyz za pfedpokladu, Ze jsou cinidla skladovana podle pokyn( vyrobce.

Cinidla nelze pouzit po uplynuti data exspirace. Datum exspirace soupravy je uvedeno na vnéjsim $titku a
odpovida datu exspirace znalené latky. Datum exspirace jednotlivych slozek je uvedeno na Stitku pfislusné
lahvicky.

Pri rekonstituci obsahu lahvi¢ek michejte Setrné, aby nedochazelo k napénéni.

Cinidla z riiznych $arzi se nesmi navzéjem kombinovat.

3.1. Zkumavky s nanesenou vrstvou

Na vnitfni povrch jednotlivych zkumavek je nanesena vrstva krali¢iho antiséra proti aldosteronu.

Pred pouzitim zkumavky s nanesenou vrstvou nechejte temperovat pfi pokojové teploté, abyste eliminovali
kondenzaci vlhkosti. Krabici s nepouZzitymi zkumavkami peclivé uzavrete. Nekombinujte navzajem zkumavky
s nanesenou vrstvou rdznych SarZzi.

3.2. Aldosteron znaéeny '?°| (éerveny): &inidlo pripravené k pouziti
Lahvitka obsahuje 52 ml aldosteronu znageného '®|, lidské sérum bez steroid(l, fosfatovy pufr, konzervaéni latky
a inertni Cervené barvivo. Radioaktivita je 85 kBq (2,3 uCi) nebo méné k datu kalibrace.

3.3. Kalibraéni roztoky aldosteronu
Lahvi¢ky obsahuji zvySujici se mnozstvi aldosteronu, konzervacnich latek a lidského séra bez steroid(. Lahvi¢ka
s kalibracnim roztokem pro kalibraci nuly obsahuje 3 ml roztoku.

Obsah lahvicek s kalibracnimi roztoky 1 - 5 rekonstituujte pfidanim 1 ml destilované vody. Vysledné roztoky
obsahuji 50 - 100 - 250 - 500 - 1000 pg/ml aldosteronu (0,138 - 0,277 - 0,692 - 1,385 - 2,770 nmol/l) a pfi 2 - 8 °C
jsou stabilni jeden tyden, nebo mohou byt skladovany delSi dobu hluboce zmrazené (pfi teploté -20 °C nebo nizsi)
rozdélené na pomérné dily.

ProtoZe v soucasné dobé neni dostupny mezinarodné standardizovany pfipravek, jsou kalibracni roztoky soupravy
vztahovany na interni referenéni standard (99% Ccistota dle HPLC). Kalibracni roztoky soupravy vykazuji
zameénitelnost se vzorky pacientu pri pouZziti Cinidel a pracovnich postupti tohoto diagnostického testu in vitro podle
doporuceni vyrobce.

3.4. Kontrolni sérum: lyofilizované Cinidlo

Lahvi¢ka obsahuje aldosteron, lidské sérum a konzervacni latky. Rozmezi koncentraci kazdého kontrolniho séra je
uvedeno na osvédcéeni o analyze a predstavuje limity stanovené spole¢nosti DiaSorin pro hodnoty kontrolnich sér,
které Ize ziskat pomoci spolehlivych stanoveni.

Rekonstituujte obsah lahvicky pfidanim 1 ml destilované vody. Vysledny roztok je pfi 2 - 8 °C stabilni jeden tyden,
nebo muze byt skladovan delSi dobu rozdéleny na pomérné dily a hluboce zmrazeny (pfi teploté -20 °C nebo
nizsi).

4. POTREBNY MATERIAL A VYBAVENI, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY

- Destilovana nebo deionizovana voda.

- Laboratorni €inidla (HCI, kyselina borita) pro stanoveni v modi.

- Laboratorni sklo.

- Jednorazové sklenéné zkumavky.

- Stojan na zkumavky.
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- Mikropipety s jednorazovymi Spickami (10, 200, 500 ul) (10 pl: spravnost + 3 %, presnost 2 %; 200, 500 pl:
spravnost = 2 %, pfesnost 1 %).

- Trepacka typu Vortex.

- Termostatem fizena vodni lazef nebo ohfivaci blok se schopnosti udrzet teplotu 37 °C £ 1 °C.

- Zafizeni k odsati inkubacni smési.

- Gama-¢itaé vhodny pro poéitani impulzd '?I (nastaveni okna &itade: 15-80 keV — Uginnost &itace: 70 % —
detekéni €as: 1 min.) Je-li u€innost ¢Citace nizsi nez 60 %, detekéni €as je nutno prodlouzit na 2 min.

5. ODBER A PRIPRAVA VZORKU

Dlrazné se doporuCuje pecliva standardizace pfipravy pacienta a podminek odbéru.

Vzorky séra nebo plazmy

S timto stanovenim byly testovany a jako antikoagulaéni latky mohou byt pouzivany draselna sl EDTA a lithna sull

heparinu (viz odst. 9.1). Krev je nutné odebrat asepticky ze zily, nechat ji koagulovat a poté co nejdfive oddélit

sérum od srazeniny. U vzork(, které obsahuji pevné Castice, jsou zakalené, lipemické nebo obsahuji zbytky

erytrocyt, muze byt pfed provedenim testu nutné cisténi filtraci nebo centrifugaci. Vysoce hemolyzované nebo

lipemické vzorky a vzorky, které obsahuji pevné castice nebo zjevnou mikrobidlni kontaminaci, nelze pro

stanoveni pouzit. Je-li stanoveni provedeno do 24 hodin od odbéru vzork(, je nutné vzorky uchovavat pfi teploté

2 - 8 °C; jinak je nutné vzorky rozdélit na pomérné dily a uchovavat hluboce zmrazené (pfi teploté -20 °C nebo

nizsi). Pokud jsou vzorky uchovavany zmrazené, pfed provedenim testu rozmrazené vzorky dobfe promichejte.

Zabrante opakovanému zmrazovani a rozmrazovani vzorku.

Jsou-li oéekavany hladiny aldosteronu vy38i nez 1000 pg/mli, je nutné vzorky zredit nulovym kalibraénim roztokem.
Vzorky mo¢ci

Pfevezméte moc€ sbiranou za 24 hodin, zméfte a zaznamenejte jeji objem. Pfed odebranim alikvotni ¢asti pro
stanoveni ji dukladné promichejte. Pfidejte 1 g kyseliny borité/100 ml roztoku a ulozte pfi 2 - 8 °C na jeden den,
nebo, ma-li byt vzorek skladovan del$i dobu, rozdélte na pomérné dily a hluboce zmrazte (pfi teploté -20 °C nebo
nizsi).

Hydrolyza moci

Aldosteron miiZze byt stanoven ve vzorcich moci po kyselé hydrolyze aldosteron-18-glukuronidu. Za podminek
doporucovanych pro stanoveni je hydrolyza Uplna.

- Smichejte 100 ul moci a 1 ml 0,1N HCI. Pouzijte sklenéné zkumavky.

- Uzavrete zkumavky vickem a inkubujte pfes noc (po dobu 18 - 22 hodin) pfi teploté 30 + 2 °C.

6. POSTUP STANOVENI

Pred stanovenim vytemperujte vSechna Cinidla na pokojovou teplotu (20 - 25 °C). Stanoveni provadéjte alespori ve
dvou paralelach. S kazdou sérii vzork( pacientl musi byt stanoveny i kalibracni roztoky. Kalibracni roztoky a
vzorky se musi zpracovat stejnym postupem a se stejnou dobou inkubace.

Provedte vSechny kroky analyzy v uvedeném pofadi bez nezanedbatelnych prodlev mezi jednotlivymi kroky.

K davkovani kazdého kalibraéniho roztoku a vzorku se musi pouzit Cista pipetova Spicka na jedno pouziti.

- Cinidla davkujte na dno zkumavek s nanesenou vrstvou. Pracujte podle nasledujiciho schématu:

v Zkumavky Kalibrani roztok nuly Kalibra;':rjl’ 5roztoky Vszgrr:y V:q%g(iy
Cinidla

Kalibraéni roztok nuly 200 pl - - 200 pl
Kalibra¢ni roztoky 1 - 5 - 200 pl - -
Vzorky séra - - 200 pl -
Vzorky mo¢i - - - 10 pl*
Znacena latka 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl

U vzorkut mo¢i, u kterych se predpokladaji nizké hladiny aldosteronu, je nutno pouZzit 20 ul hydrolyzované mocdi.

- Obsah zkumavek promichejte na tfepacce typu Vortex a inkubujte pres noc (18 - 22 hodin) pfi pokojové
teploté.

- Peglivé odsajte inkubadni roztok. Spicka odsévacky se musi dotykat dna zkumavky s nanesenou vrstvou, aby

se odséla veskera kapalina. Pokud dostatecné neodsajete ulpény roztok, mize se snizZit reprodukovatelnost a

vysledky mohou byt zkreslené. Nesmi byt viditelna Zadna stopa barviva.
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- Zméfte radioaktivitu zkumavek.

7. VYPOCET VYSLEDKU
Vypocitejte stfedni Cisté pocty impulzi pro kazdou skupinu zkumavek. Vypocitejte pomér B/Bo pro kazdy
kalibragni roztok a pro kazdy neznamy vzorek podle nasledujiciho vzorce:

B/Bo% = stfedni pocty impulzl kalibraéniho roztoku nebo vzorku x 100

stfedni pocty impulzl pro nulovy kalibraéni roztok

Do semilogaritmické nebo linearni-linearni soufadnicové sité vyneste stfedni procentualni hodnotu pro kazdy
kalibraéni roztok na osu y jako funkci koncentrace aldosteronu vyjadfené v pg/ml nebo nmol/l na ose x. Takto
ziskate kalibraéni kfivku (obr. 1).

Vzorky séra nebo plazmy
PFimo z kalibraéni kfivky odectéte koncentraci aldosteronu v kazdém vzorku, vyjadfenou jako pg/ml or nmol/l. Byl-li
vzorek nafedén, musi byt koncentrace aldosteronu ziskana pro nafedény vzorek vynasobena faktorem fedéni.

Vzorky moci
Denni vylu¢ovani aldosteronu vyjadiené jako ng nebo nmol/24 hodin se vypocte nasledujicim postupem.
- Pro objem 10 ul vzorku hydrolyzované moci
Pro ziskani koncentrace aldosteronu v moci vyjadfené v pg/ml nebo nmol/l vynasobte hodnotu odectenou

z kalibraéni kfivky koeficientem 220. Koeficient 220 je odvozen z faktoru fedéni hydrolyzované moci (11)
vynasobenim pomérem mnozstvi kalibracniho roztoku k mnozstvi vzorku (20).

- Pro objem 20 pl vzorku hydrolyzované moci
Pro ziskani koncentrace aldosteronu v moéi vyjadiené v pg/ml nebo nmol/l vynasobte hodnotu odeétenou
z kalibra¢ni kfivky koeficientem 110. Koeficient 110 je odvozen z faktoru fedéni hydrolyzované moci (11)
vynasobenim pomérem mnozstvi kalibracniho roztoku k mnozstvi vzorku (10).

Pro ziskani koncentrace denné vylouceného aldosteronu vynasobte hodnotu koncentrace aldosteronu objemem
vylou¢ené moci (vyjadienym v ml) podle nasledujiciho vzorce.

ng/24 hodin = pg/ml x ml vylougené mogi x 10°®

nmol/24 hodin = nmol/l x ml vylou¢ené mogi x 107

Priklad vypoctu

Nésledujici data je nutno povaZovat pouze za pfiklad a nesmi se pouzit nahradou za data ziskana uzivatelem.

Popis Porﬁie;ljtmup(z';ﬁ)za B/Bo x 100

Kalibraéni roztok nuly 10.220 100
50 pg/ml — 0,138 nmol/l 8.534 83,5
100 pg/ml — 0,277 nmol/l 7.409 72,5
250 pg/ml — 0,692 nmol/l 5.243 51,3
500 pg/ml — 1,385 nmol/l 3.352 32,8
1.000 pg/ml — 2,770 nmol/l 1.942 19,0
Vzorek séra 6.805 66,8
Vzorek modi 8.262 81,0
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Vzorek séra
Interpolaci z kalibra¢ni kfivky bylo zjiSténo, ze vzorek obsahuje 140 pg/ml (0,388 nmol/l) aldosteronu.

Vzorek modi

Interpolaci z kalibraéni kfivky bylo zjisténo, Ze vzorek obsahuje 70 pg/ml (0,194 nmol/l) aldosteronu.
Vezmeme-li v ivahu faktor 220 a objem moci vyloucené za 24 hodin (tj. 1 100 ml), je denni produkce vylou¢eného
aldosteronu vypoctena nasledujicim zplsobem:

ng/24 hodin =70 x 220 x 1100 x 10°® = 15400 x 1100 x 10° =16,94

nmol/24 hodin  =0,194 x 220 x 1100 x 10° =42,68 x 1100 x 10° =46,95

B/Bo x 100
100 |

50 +

50 100 250 500 1000 pa/ml

0138 0277 0692 1385 2.770 nmol/l

ALDOSTERON
Obr. 1

8. PREDPOKLADANE HODNOTY

Nize uvedena rozmezi jsou pouze orientani pro normalni populaci s pfijmem sodiku 100-150 mEq/
24 hodin: kazda laboratof si musi stanovit sva vlastni referen¢ni rozmezi.

Normalni subjekty PLAZMA, pg/ml MOC, ug/24 hodin
Vleze na zadech 7,5-150
2,8 -30,0
Vestoje 35-300

Prevod na nmol aldosteronu/l Ize provést podle nasledujiciho vzorce:
nmol aldosteronu/l = pg aldosteronu/ml x 2,77 x 1 0.
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9. SPECIFICKE CHARAKTERISTIKY POSTUPU

9.1. Analyticka specificnost

Analytickou specifiCnost Ize definovat jako schopnost stanoveni presné detekovat konkrétni analyzovanou latku za
pritomnosti potencialné rusicich faktort v matrici vzorku (napf. antikoagulaénich ¢inidel, hemolyzy, vliva pfipravy
vzorku) nebo zkfiZzené reagujicich analyta.

Ruseni. Kontrolované studie potencialné rusicich latek nebo podminek ukazaly, Zze provedeni testu neovliviiuje
vliv lipémie (az do 500 mg/dl triglyceridl) a bilirubinémie (az do 20 mg/dl bilirubinu). Hodnoty aldosteronu
stanovené ve vzorcich obsahujicich 200 mg/dl hemoglobinu jsou o cca 10 % vy$Si nez hodnoty stanovené v
normalnich vzorcich.

Pfi provedeni studie ruseni protisrazlivymi latkami byly odpovidajici vzorky séra a plazmy (vzorky plazmy ziskané
pomoci lithné soli heparinu a draselné soli EDTA) odebrany 41 zdravym dobrovolnikdm. VSechny vzorky byly
testovany standardni metodou a byly pozorovany nasledujici vysledky.

# Vzorek Sérum Heparin EDTA
41 Stredni hodnota (pg/ml) 181,6 183,9 1971
(100 %) (101,3 %) (108,5 %)

Vysledky téchto testll ukazaly, Ze hodnoty aldosteronu stanovené ve vzorcich plazmy obsahujicich draselnou sl
EDTA byly o cca 10 % vysSi nez hodnoty stanovené v séru nebo ve vzorcich plazmy s lithnou soli heparinu.
Zkrizené reakce. Procento zkfizenych reakci, vypocitané podle Abrahama, ukazuje specifiCnost pouzitého
antiséra.

- Aldosteron 100 %
- 3beta, 5 alfa-tetrahydroaldosteron 4.2 %
- 3alfa, 5 beta-tetrahydroaldosteron 0,3 %
- Kortexolon 6,4x10° %
- 18-OH-deoxykortikosteron 50x10°%
- Kortikosteron 40x10°%
- Kortizon 2,5x10° %
- Deoxykortikosteron 1,0x10° %
- Testosteron 8,0x10* %
- Prednisolon 6,4 x10* %
- Kortizol 1,0x 10* %
- Progesteron 8,0x10°%
- Spironolakton 6,5x 10° %
- Dehydroepiandrosteron 6,0x 10° %
- Pregnenolon 50x10°%
- Pregnantriol 3,3x10° %
- Dexamethazon 3,3x10°%
- Estradiol 1,0x10° %
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9.2. Analyticka citlivost

Analyticka citlivost muze byt také vyjadfena jako detekéni limit, coz je minimalni mnoZstvi specifického analytu
detekovatelného stanovenim. Detekéni limit je 10 pg/ml (0,0275 nmol/l) pfi 95% spolehlivosti. Tato hodnota byla
vypocCitana jako zjevna koncentrace analytu rozliSitelna od nulového kalibraéniho roztoku, tj. dvojnasobek
standardni odchylky od nuly.

9.3 Presnost

Byly analyzovany rGzné skupiny vzorkd obsahujicich rizné koncentrace specifického analytu s cilem urcit
opakovatelnost a reprodukovatelnost stanoveni (tj. variabilitu v ramci stanoveni a mezi stanovenimi).

Opakovatelnost A B C
Pocet stanoveni 10 10 10
Stfedni hodnota (pg/ml) 86,4 249,9 495,6
Smeérodatna odchylka 4,60 9,50 8,60
Variaéni koeficient (%) 53 3,8 1,7
Reprodukovatelnost A B C
Pocet stanoveni 15 15 15
Stredni hodnota (pg/ml) 91,3 230,3 607,5
Smérodatna odchylka 5,72 7,90 26,40
Varia¢ni koeficient (%) 7,0 3,4 4,3

9.4. Pravdivost
Pravdivost stanoveni byla ovéfena pomoci testu fedénim a testu vytéZnosti.

Test fedénim. Byla testovana dvé séra s vysokou koncentraci aldosteronu po sériovém Fedéni nulovym
kalibracnim roztokem.

Redeni Predpokladana Namérena % vyt&znosti
koncentrace, pg/ml koncentrace, pg/ml

Nefedéné - 706,0 -
1:2 353,0 360,5 102,1
1:4 176,5 167,7 95,0
1:8 88,3 92,7 105,0
1:16 441 43,0 97,5

Nefedéné - 355,0 -
1:2 177,5 165,0 93,0
1:4 88,8 92,7 104,5
1:8 444 46,0 103,7
1:16 22,2 25,7 115,8
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Test vytéznosti. Byla testovana dvé séra obsahujici aldosteron, a to nefedéna a po smichani se zvySujicim se
mnozstvim aldosteronu.

Pridana koncentrace, Predpokladana Nameérfena % vyt&znosti
pg/ml koncentrace, pg/ml koncentrace, pg/ml
- - 147,0 -
520 659,7 713,0 108,1
300 439,7 469,0 106,7
180 319,7 305,0 95,4
40 179,7 177,0 98,5
- - 291,0 -
520 796,5 815,0 102,3
300 576,5 573,0 99,4
180 456,5 435,0 95,3
40 316,5 321,0 101,4

10. OMEZENi POSTUPU

Klinicka vyznamnost stanoveni aldosteronu je neplatna, jestlize subjekty nejsou v kontrolovanych podminkach
pfijmu sodiku a drasliku a v kontrolovanych podminkach zaujimané polohy, nebo jestlize jim jsou podany léky
(napfiklad diuretika, klonidin, betablokatory, reserpin, alfa-methyldopa atd.).

Diagnéza by neméla byt stanovena na zakladé vysledku jednoho testu, ale musi byt stanovena v soucinnosti
s klinickym nalezem a dalSimi diagnostickymi postupy a také podle lIékafského Usudku.

Na vysledky stanoveni mize mit vliv bakterialni kontaminace nebo opakované zmrazeni a rozmrazeni vzorkd.

Pro ziskani spolehlivych vysledkl je nutné zvladnuti techniky a pfisné dodrzovani navodu. Obzvlast dulezité je
zejména pfesné pipetovani a spravné odsavani.

Snizenou reprodukovatelnost vysledkd mohou zpUsobit metodologické faktory, zejména:

- zameéna vicek zkumavek,

- pouziti stejné Spicky pfi odbérech z riznych lahvi¢ek nebo pro davkovani riznych vzorki,

- ponechani zkumavek dlouhodobé otevienych,

- vystaveni €inidel nebo vzorkl plsobeni intenzivniho tepla nebo zdrojlim silné bakterialni kontaminace,

- nedostate¢né odsavani inkubaéniho roztoku,

- kontaminace okrajl zkumavek znacenou latkou nebo vzorky,

- prilezitostna oscilace ¢itace gama zafeni nebo nespravna manipulace s nim,

- pouziti €inidel z rlznych hlavnich Sarzi.

11. VAROVANI A ZVLASTNIi OPATRENI

VSechny jednotky séra a plazmy, pouzité k vyrobé sloZzek dodanych v této souprave, byly testovany na HBsAg,
anti-HCV a anti-HIV-1/2 a shledany nereaktivnimi. ProtoZze vSak zadna testovaci metoda nemuze poskytnout
absolutni jistotu nepfitomnosti patogen(, vSechny vzorky lidského puvodu se musi povazovat za potencialné
infekéni a musi se s nimi zachazet opatrné.
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12. BEZPECNOSTNi OPATRENI

-V laboratofi, kde probiha stanoveni, nejezte, nepijte, nekufte ani si nenanasejte kosmetické prostredky.

- Nepipetujte roztoky Usty.

- Pouzivanim ochrannych odévl a pomucek, jako jsou laboratorni plasté, ochranné bryle a rukavice na jedno
pouziti, zabrarte kontaktu se vSemi potencidlné infekénimi materialy. Po provedeni kazdého stanoveni si
ddkladné umyjte ruce.

- Zabrarite rozstfiknuti nebo vytvofeni aerosolu. Dojde-li k rozliti ¢inidla, je nutné Cinidlo vzdy oplachnout 5%
roztokem chlornanu sodného a zlikvidovat je, jako by bylo potencialné infekéni.

- VSechny vzorky, biologicka Cinidla a materialy pouzité béhem stanoveni museji byt povazovany za material,
ktery mlze potencialné prenaset infekéni agens. Proto je nutné likvidovat je v souladu s platnymi pfedpisy a
pokyny Ufadl, do jejichz pusobnosti laboratof spada, a pravnimi predpisy pfisluSné zemé. Materidl na jedno
pouziti musi byt spalen; tekuty odpad musi byt dekontaminovan pusobenim chlornanu sodného v konec¢né
koncentraci 5 %, a to nejméné po dobu pul hodiny. VeSkery material ur€eny pro opakované pouZiti musi byt
sterilizovan v autoklavu pfi vy§Sich parametrech, nez jsou nutné pro plnou sterilizaci (USP 24, 2000, str. 2143).
Za postacujici se obvykle povaZzuje sterilizace po dobu 1 hodiny pfi 121 °C, i kdyz uzZivatelé museji kontrolovat
ucinnost svého dekontaminagniho cyklu tak, ze provedou pocatecni validaci a pravidelné budou pouzivat
biologické indikatory.

13. ZAKLADNI PRAVIDLA RADIACNi BEZPECNOSTI
Cinidla obsahujici jod 125
Tato souprava obsahuje radioaktivni material, jehoz mnozstvi nepfevysuje 2,17 uCi (81 kBq) jodu 125. Pri
uskladnéni tohoto materialu, manipulaci s nim a jeho likvidaci se musi dodrzovat pfislusna opatfeni a zasady
spravné laboratorni praxe.
Pro lékare a instituce pfijimajici radioizotopy v ramci obecné licence:
Tento radioaktivni material mohou obdrzZet, nabyvat, vlastnit a pouzivat pouze |ékafi, veterinafi, ktefi vykonavaji
veterinarni praxi, klinické laboratofe nebo nemocnice, a to pouze pro ucely klinickych nebo laboratornich testu in
vitro, pfi nichZz neni material ani zafeni, jez z néj vychazi, aplikovano vnitiné ani externé lidem ani zvifatim. Jeho
obdrzeni, nabyti, drzeni, uzivani a pfeprava podléhaji prfedpisim a obecné licenci Komise pro dohled nad
jadernou bezpecnosti USA (U.S. Nuclear Regulatory Commission) nebo statu, s nimz komise uzavfela dohodu o
vykonu regulaéni pravomoci.

1. Skladovani radioaktivniho materidlu se musi omezovat pouze na uréeny prostor.
PFistup k radioaktivnimu materialu smi mit pouze opravnény personal.
Radioaktivni material nepipetujte usty.
PFi praci v prostorech urcenych k praci s radioaktivnim materialem nejezte, nepijte ani nekurte.
V pfipadé rozliti je nutno material setfit, potom omyt alkalickym detergentem nebo roztokem k radiologické
dekontaminaci. VeSkeré pouzité sklo musi byt nejdfive dukladné oplachnuto vodou a teprve poté mlze byt
umyto s jinym laboratornim sklem.

aproON

Pro lékare a instituce pfijimajici radioizotopy v ramci specifické licence:
pfijeti, pouziti, transport a likvidace radioaktivnich materiall podléha pfedpisim a podminkam specifické licence.

POZOR: Hodnoty radioaktivity uvedené na pribalové informaci v baleni se mohou mirné liSit od hodnot uvedenych
na &titku krabice a na $titku lahvicky se znagenou latkou. Stitky na krabici a na lahviéce se znadenou slougeninou
oznacCuji skute€né mnozstvi radioaktivity k datu kalibrace; pfibalova informace v baleni uvadi teoretickou
radioaktivitu soupravy.
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1- VZORKY SERA NEBO PLAZMY ANALYZUJTE PRIMO.

SCHEMA ANALYZY

VZORKY MOCI HYDROLYZUJTE PUSOBENIM 0,1N HCI PRES NOC PRI 30 °C.

2 - REKONSTITUUJTE CINIDLA. OZNACTE PARALELNi ZKUMAVKY S NANESENOU VRSTVOU.

3- PODLE NASLEDUJICIHO SCHEMATU NADAVKUJTE CINIDLA A PROMICHEJTE INKUBACNI SMES:

) ZKUMAVICY 0 KAL KAL1-5 | VZORKY SERA| VZORKY
CINIDLA MOCI
KALIBRACNI ROZTOK NULY 200 pl - - 200 pl
KALIBRACNI ROZTOKY 1-5 - 200 pl - -
VZORKY SERA - - 200 ul -
VZORKY MOCI - - - 10 pl*
ZNACENA LATKA 500 ul 500 ul 500 pl 500 ul

4 - INKUBUJTE PRES NOC PRI POKOJOVE TEPLOTE.

5- ODSAJTE REAKCNI SMES.

6- ZMERTE RADIOAKTIVITU ZKUMAVEK.

* 20 ul v pripadé nizkych hladin aldosteronu.
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KIT A THN PAAIOANOZOAOTIKH AOXOMETPHZH THZ AAAOXZTEPONHZX
M£B0d0og yia TnV TToooTIKN avdAuon Tng aAdooTepovng o€ deiypara opou,
TAdONATOG, | OUPWV AVBPWITIVNG TTPOEAEUCTG
Mévo yia xprion in vitro

1. EIZArQrH
H aAdooTepodvn ival pia aTepoeIdrg opuovn poplakou Bdapoug 360,4 dalton, pye Tov akdAouBo XnuIkod TUTTO:

o GO
o P

H aAdooTepdvn eKKpivETAI OTTO TNV OTTEIPAUATIKN TTEPIOXN TOU PAoIoU Twv emve@pidiwv. Eivar ye diagopd o o

I0XUPOG PUBUIOTAG TNG ATTEKKPIONG NAEKTPOAUTWY OTA oupa.

H aAdooTepdvn Onuioupyei deopd pe €10IKOUG OpUOVIKOUG UTTOOOXEIG OTa avaAoya ve@PIKG KUTTapa OTTou

mBavoTaTa TTpodyel Tn ouvBean ayyeAlo@dpou RNA pe guvettdyouoa dnuioupyia véag TpwTeivng. O poAog auTthg

NG TPWTEIVNG €ival aU@IAEYOUEVOG, OAAG TTIOTEUETAI OTI BIEUKOAUVEI TNV €i0000 TOU vaTpiou GTa KUTTOPO QOPEIG

OTl TTapéxel O auTA Ta KUTTAPA HIO PEYAAUTEPN EVEPYEIQ YIO TNV €VePYr peTagopd varpiou. Kai oTig duo

TIEPITITWOEIG TO OTTOTEAEOUA TNG EKONAWVETAI UE pia algnon TNG HETAPOPAG vaTpiou (eTTavappdenaon).

21OV TTEPIPEPIKO VEPPWVA, N Opdon TG aAdooTEPOVNG eKONAWVETAI PE HIa algnon TNG £Tavappoenong 16vVIwy

vaTtpiou Kal xAwpiou atmd 1o veEPPIKO CwANVApPIO Kal Pe pia algnan TnG atroBoAng 1I6vTwy KaAiou kal udpoydvou

oT0  VveEQPPIKG owAnvdplo. H emavappéenon 16viwv  vaTtpiou Kol XAwpiou Teivel va au&dvel  Tnv

OOUWYPANHOUOPIAKATNTA TOU €EWKUTTAPIKOU uypoU. H aldfnon Tng €§WKUTTOPIKAG OCUWYPANPOUOPIAKOTNTAG

Oieyeipel TNV ékkpion ADH kai n ADH pe Tn o€ipd NG SIEUKOAUVEI TNV KATAKPATNON VEPOU aTTd PHEPOUG TOU VEQPOU.

I6vta vaTtpiou, xAwpiou Kal vepd YEVIKA KATOKPOTOUVTAI 1] ATTEKKPivovTal padi: yia To AOyo auTd PTTopEi Kaveig va

el OTI N aAdOCTEPOVN DIEYEIPEl, EUPETQ, TNV ETTAVAPPOPNCN VEPOU OE ETTITTEDO VEPPIKWY CWANVAPIWV.

O pnxaviopog mmou pubuilel TNV €KKPIon GABOCTEPOVNG OTTOKPIVETAI OTIG METARBOAEG TNG EVUDATWONG TOU CWHATOG.

To oloTnua veppivng-ayyeiotovivng givalr o KUpIog pecoAafnTig TG evuddTwaong Tou owpaTog. O KaTaoTAoEIg

TTOU TTPOKOAOUV Tn HEiWan Tou ByKOoU Tou €EWKUTTAPIOU UypoU OTTWG ETTIONG Kal EKEIVEG TTOU TTPOKUTITOUV OTNV

KATaKPATNON Tou QAERIKOU QipaTog TEIVOUV va OIEYEIPOUV TNV TTAPAYWYN VEQPIVNG KAl ETTOPEVWG EKEIVNV TNG

ayyelotovivng. H ayyelotovivn dpa dueca oTo ayyelakd oUOTNUO WG TTAPAYOVTAG TTIECNG Kal EKTOG auToU OIEYEIPEI

TNV €KKPIoN aAdoOoTEPOVNG OTTO TO PAOIO TWV ETTIVEPPISIWV.

H ékkpion aAdooTepdvng eTTNPeadeTal Gueoa Kal aTmo:

1. MetaBoAég TnG Ouykévipwong KaAiou oto TTAdopa i oToug 10ToUG: H uttokaAiaiyia KOTaoTEAEl, v N
utrepkaAiaipia dieyeipel TNV €KKpion aAdoaTepdvng.

2. ‘Ekkpion ACTH.

3. MetaBoAég TNG ouykévipwong vartpiou oto TAAOPa A oToug I0ToUG: H utrovatpiaipia digyeipel, evw n
uTTEPVATPIaIMIO KOTAOTEAEI TNV €KKPIGN AASOCTEPOVNG.

H dooopétpnon TNG aAdOCTEPOVNG UTTOPET Va eKTEAEOTEI GTO TTAAOUA 1] OTOV 0pd Kal 0T oUpa 24 wpPwV.

‘Exovtag utr'éynv tov TaxU katafoAiké puBud tng aAdooTepdvng, n O0COPETPNOT TNG OTO TTAGOUA gival TTOAU
XPAOIUN oTnv agioAdynon Twv ogeiwv peTaBOAWV (vuxBnuepnig pubudg, HETABOAEG BEoewg, dieyEpoelg Kal
KOATAOTOAEG WIKPAG XPOVIKAG OIGPKEIag). ATTO KAIVIKNAG TTAEUPAG XPEIACETAI VA UTTOYPAMPMIOTE OUWG OTI OI TINEG TNG
aAd00TEPOVNG OTO TTAGOHA AVTIKATOTITPICOUV HOVO TN ouvenkn o€ pia dedopévn oTiyuA TNG nUépag. ATTd Tn OTIYUA
TT0U N éKKpIoN TNG aAdooTepdVNG oTo TTAAONA £xel pia dueon TTopeia TTou akoAouBei Eva vuxBnuepr) pubud, utropei
va pnv gival €ykupa Ta cuptrepdopata TTou Ba Byoldv amd éva kai pévo 1poodiopiopd. O Tpoadiopicuds TG
aAdoaTepdvng OTa oUpa 24 wPWV aVTIKATOTITPICEl OUVOANIKA TNV NUEPNOIA  EKKPITIKA KATAOTOON, €VW O
TTPOoCdIoPITHOG TNG aAdOOTEPOVNG TOU TTAGCHATOG €ival KATOAANAGTEPOG yIa OTOXOOETNUEVEG HEAETEG.
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2. APXH THZ AOZOMETPHZHX

H apxi Tng docopéTpnong ouvioTaTal OTOV AvTOYWVIOPO avdapecsa atnv IxvnleTnuévn aAdoaTeEPOVN Kal OTNV
aABOOTEPOVN TTOU TTEPIEXETAI OTOUG BaBuovounTég ) aTa SeiypaTa yia To oTaBEPO Kal TTEPIOPIOUEVO apIBPd BEoewv
TWV avTiowpdTwy. ‘ETeira amd tnv €mwacn, n moadTtnTa TngG IXVNOETNUEVNG aAdOCTEPOVNG TTOU £XEI ONUIOUPYHOEI
Oeopud peE TO OUVOEdEPUEVO QVTIOWHPA OTOUG €UAIOBNTOTTOINUEVOUG OOKIJOOTIKOUG CWAAVES gival avTioTpOPwg
avaAoyn TNG OUYKEVTPWONG TNG MN 1XvnBetnuévng aAdooTepdvng TTou UTTApxel oToug PBabuovounTtég r oTa
Ociypata. H pébodog 1rou uloBeteital yia 1o SlaxwpIiopd €AelBepng/ouvdedepévng BacifeTal oTn XPRon Twv
euaioBnToOTTOINKEVWY OOKIMAOTIKWY CWAAVWY, OTTOU TO avTioWHa €xel oUuvOEDEl OTA TOIXWHATA TWV OOKINACTIKWY
OWARVWV.

3. ANTIAPAZTHPIA MOY NMAPEXONTAI £TO KIT

EvaioBnrtotroinuévol SoKINaoTIKoi CWARVEG 100
ANBOGTEPSOVN IXVNBETNUEVN pe 20 1 @IaAidIo
BaBpovountég aAdooTepdvng 6 @iaAidia
Opdg eAéyxou 1 @iaAidio
ApIBub6G dooopETPAOEWY 100

TPOlOZXZ SYNTHPHZHZ: Kara tn arnyun tng aeiéng, diarnpnate 1a kit aroug 2-8°C. Mnv karawuyere. Emerra amé
70 Gvoiyua, Ta avridpacTipia autoU Tou KIT gival otaBepd péxpl tnv nuepounvia Anéewg eav diarnpnbolv
karaAAnAwg. To KiT givail yyunuévo yia 2 avaAuTIKEG OEIpES €Gv Ta avTidpaartripia SiaTnEouUvTal oUUQwva Ue 60a
OUVIOTWVTAI ATTO TOV KATAOKEUAOTT].

Mn xpnoiuorroigite Ta avridpaaripia mépav g nuepounvias Anéewc. H nuepounvia Anéswg Tou KIT gaiverar atnv
EEWTEPIKN ETIKETA Kal QvTammokpiveral atnv nuepounvia Anéswg tou ixvnbérn. H nuepounvia Anéews kabevog
OUCTATIKOU QEPETAI OTIC ETIKETES TWV QVTIOTOIXWV @IaAIBiwV.

Kara tnv avacuoraaon twv @iaAidiwy, avakiviioTe armaAd wWaTe va armo@uyeTe n dnuioupyia appod.

Mnv avauiyvuere avridpaoTipia Tou TPoEpxovTal arro OIaQPOPETIKES TTAPTIOES.

3.1. EvaioBOnTotroinuévol SOKIYOOTIKOI CWARVEG

H eowTepikn em@aveia kaBe SokiuaoTIkoU owARva éxel TevOUBEi ue avTiopd avTI-aAdooTEPAVNG KOUVEAIOU.

Tn oTiyun NS XpNong, eépare Toug euaioBnToroinuévous SOKIAOTIKOUS OwWANVES o€ Bepuokpaaia epiBaAAovrog
TPIV va avoiéeTe 10 OOXEIO, WATE va QTTOQUYETE TUUTTUKVWON THS Uypaadiag.

Or axpnoiuotrointol SOKIUATTIKOI CWANVES TPETTE! va diatnpouvTal aTo KaAG KAEIoTo doxeio. Mnv avauiyviere
OIaQYOPETIKES TTAPTIOES eUQITONTOTTOINUEVWY SOKIUAOTIKWY CWARVWV.

3.2. AA&0GTEPOVN IXVNOETNEVN pE 21 (KOKKIVO): avTISPACTHAPIO £TOINO TIPOC XPAON

To @ioAidIo TrepiExel 52 mL IxvnBeTnpEVNS aAdoaTepdvng pe 21, avBpwTTivo opd Xwpic OTEPOEISH, PWOPOPIKO
PUBUIOTIKG, ouvTNENTIKA Kal Jia adpavh KOKKIVN XpwoTIKA. H péyiotn padievépyeia sival 85 kBq (2,3 pCi) katd tnv
nuepopnvia g Babpovopnong.

3.3. BaBuovountég aAdooTepovng

Kd&Be @IaAidio Trepiéxel auavopeveg TTOoOTNTEG AADOOTEPOVNG, AVEPWTTIVO 0pd XWPIG OTEPOEIDA Kal GUVTNPENTIKA.
O 6ykog Tou BaBuovounTr undév eivar 3 mL.

Mpayuartotroifote avacloTaon Tou TrepPIEXOPEVOU Twv BaBuovountwy 1-5 pe 1 mL ameotayuévou vepou. Ta
SlaAUpara TTou TTPOKUTIToUV Ba TrepIExouv avTioToixwg 50 - 100 - 250 - 500 - 1000 pg/mL (0,138 - 0,277 - 0,692 -
1,385 - 2,770 nmol/L) kai gival oTaBepd yia pia Bdopdda atoug 2-8°C n| diaipepéva oe KAdopata otoug —20°C A
ge XaUNASTEPEG BEPUOKPATIES YIa HIa TTIO JOKPG GUVTAPNON.

A6 Tn oTiyu Tou O¢ev ival dlabéoipo eTTi Tou TTAPOVTOG éva OIEBVEG TTPOTUTTO, OI BABUOVOUNTEG TOU KIT €XOUV
BaBuovounBei EvavTi eveg ecwTEPIKOU TTAPACKEUAoUATOg avagopdg (kaBapd oto 99% oe HPLC). Or éAcyxor Tou
KIT evaAAdoovrar ue ta diyuara ummd e€éraon orav xpnoiuoTToiouvTal UE Ta avTIOPACTAPIA Kal TNV ETTIXEIPNOIAKA
Siadikaaoia Tou avrioToixou dlIayvwaTIKOU TEDT in Vitro, cUuQwWva e 60a CUVICTWVTAI QTTO TOV KATAOKEUQOTH).
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3.4. Opobg eAéyxou: AuG@IAO avTIdOPAOTHPIO

To @iaAidio TTepIEXEl aADOOTEPOVN, aVOPWITIVO 0pO KAl ouvTNPENTIKA. TO €UPOG TWV CUYKEVTPWOEWV KABE EAEyXOU
avo@EPETAl OTO TIGTOTTIOINTIKG avaAuong kai Oegixvel Ta Opia Tou €xouv kaBopioTei ammd tnv DiaSorin yia Tipég
€AEYXWV TTOU PTTOPOUV va £TMITEUXOOUV O€ agIOTTIOTOUG KUKAOUG EEETACEWV.

Mpayuatotroifote avacUaTtacon Tou TrepleXopévou Tou @iaAidiou pe 1 mL ameotayuévou vepoU. To diGAupa TTou
TTPOKUTITEI €ival oTaBePO yia pia eBdopdda oToug 2-8°C A diaipepévo o€ KAdopata aTtoug —20°C ) o€ XaunAOGTEPEG
BeppoKpaTiEg yia pia o pakpd cuvtrpnon.

4. BOHOHTIKOZ EZONAIZMOZ KAI ANTIAPAZTHPIA

—  AmeoTayuévo Kal aTToioVIOHEVO VEPO.

— AvmidpaoTrpia epyacTtnpiou yia Tn docopétpnaon oupwv (HCI, Bopikd ogu).

—  TudAiva €idn epyacTnpiou.

—  TudAivol BoKIJOOTIKOi CWAAVEG Hiag XProEwg.

—  'Edpava SOoKINAoTIKWY CWARVWV.

—  MikpopueTtpikég oUplyyeg pe dkpa piag xproewg Twv 10 plb (akpiBeia £ 3%, akpiBeia 2%) kair 200, 500 pL
(akpiBeia + 2%, emavaAnmmikéTna 1%).

—  Avadeutnpag Vortex.

—  OgppooTtatiké cuoTnua oe Béon va diatnpei 37° £ 1°C.

—  Z00Tnua yia Tnv avappoé@naon Tou Jiyhatog £TTwacng.

—  MeTpnTAC YauPa yia T pétpnon Tou lwdiou "1 (puBUIoN TTOPOPETPWY TOU TIAPABUPOU TOU WETPNTH:
15-80 keV - amddoon tou petpnThy: 70% - Xpovog pérpnong: 1 min). EGv n amdédoon Tou PeTPNTA Eival
KaTwTePN Tou 60%, TTpéTTel va TTapaTtadei 0 Xpovog YETPNONG O€ 2 min.

5. ANAAHWH KAI MPOETOIMAZIA TQN AEIFrMATQN

JuvioTaoTal va TUTTOTTOINCETE ETMIPEAWG TNV TIPOTTOPOACKEUN Tou a0BevoUg Kal TIG OUVOAKEG avaAnyng Tou
deiyparog.

Acgiyparta opou } TAdopaTog

MrtropouUv va xpnoigotroin8oUlv avTITNKTIKA 6TTwg AiBlo, ntrapivn kai EDTA (BAétre §9.1). MNpayuatotroinoTe TNV aidoAnyia
amé eAéBa, agroTe TO aipa va Tl Kal dIaXwpRoTE Tov 0pd aTrd To BpouRo To cuvtoudTepo duvaTov. KabapioTte pe
QIATPAPIOUA 1) QUYOKEVTPION TTPIV aTTO TO TEOT Ta deiyuaATA TTOU TTAPOUCIAZouV UAIKO O€ aiwpnaon, Asukauvyela, Airraipio
epuBpokuTTapikd utréAoiTa. Mn xpnoiyoTroleite deiypata TTou €XOUV UTTOOTED 1IoXUpA aipdAucn ) AiTTaipikd, ouTe €TTiong
Kal OgiyJaTa TTou TTapouaiadouv UAIKO o€ aiwpnan f rpo@avh péAuvon amréd pikpoBia. Edv n docopétpnon €xel ekTeAeaOEi
OTIG TTOPEVEG 24 WPEG aTTd TNV alpoAnwia, Ta deiypaTta ptropoulv va diatnpnBoulv atoug 2-8°C. Xe avTiBeTn TTepiTTwon,
TPETEl va dlaipeBolv o€ katewuypéva kAdopata atoug —20°C ) o€ KaTwTepeg Beppokpaoies. Edv Ta deiyparta éxouv
KOATEWUXOE, avOKIVAGTE PE TTPOCOXN TTPIV VO Ta BOCOMETPROETE. ATTOQEUYETE TTavaAAUBavOuEVOUG KUKAOUG WUENg Kal
améyuéng.

Edv mpoBAémovrail emrimeda aAdoatepdvng uwnAdrepa amé 1000 pg/mL, apaiworte ue Tov BaBuovountn undév.
Acgiypara oupwv

JUMEETE TO OUPa TwWV 24 WPWV Kal JETPHAOTE TOV OYKO TOUG. AVOMIETE ETTINEAWG TTPIV va TTPAYUOTOTTOINCETE TNV
avaAnwn Tou KAGopaTog yia Tnv avaAuon. MNpocBéoTe Bopikd 0w (1 g/100 mL oUpwv) kai diatnpriote atoug 2-8°C
€dv n O0COUETPNON TTPAYUOTOTIOIEITAI OTIG 24 WPEG 1 DIAPOPETIKA KaTawuETe o KAdouata oToug —20°C A o€
XOUNAOTEPEG BEPUOKPATIES VIO HEYAAUTEPEG XPOVIKEG TTEPIODOUG.

YopoAuon twv oUpwv

H aAdooTepovn ptropei va docouetpnBei ata deiypara oUpwv Emmeira amd 6&ivn udpdAuan TnNG 18-yAUKOUPOVIKAG
aAdoaTEPOVNG. ZTIG CUVIOTWHEVEG OUVONKEG N udPOAuUCH gival TTARPNG.

— MNpooBéoTe o€ yudAivoug dokiyaoTikoUug owAnveg 100 uL oupwv kai 1 mL HCI 0,1 N.

— TMNwpaTtioTe Toug dOKIPNATTIKOUG OWANVEG KOl AQROTE yia eTwaon yia 18-22 wpeg o€ 30 + 2°C.
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6. ENIXEIPHZIAKH MEGOAOZ

dépate Ta avTidpaaThpia o€ Beppokpaaia TePIBAAOVTOG (20-25°C) Trpiv atd Tn dogouétpnan. MpoBAETTeTe TOUg
TTPOC0dIoPIoUOUG TOUAGXIOTOV JITTAG. EkTEAéTTE TOV TTPOGOIOPICHO TwV BabBuovounTwy yia KABE GEIpG avaAupévwy
deypdtwy . H emyeipnoiakh péBodog TpéTel va gival auoTnpd 6pola yia Toug BabuovounTég Kal yia Ta deiyyarta

uTTo €€€Taon.

EkTeAéaTe TIG @dAoelg TNG SOCOUETPNONG KE TNV TTPORAETTOUEVN TEIPA, XWPIG DIOKOTTEG.
XpnolgoTroiNoTe pia véa Akpn Piag XProewg yia va atraAdgeTe Toug BabuovounTég Kal Ta deiyuaTa.

— AlavreTe Ta avTIOPACTAPIO OTOV TTUBUEVA TWV EUQITONTOTTOINUEVWY DOKILAOTIKWY OwARvwY. EvepynoTe
oUP@WVa PE TO aKOAOUBOo OXedIdypappa:

OOKIPACTIKOI i i . Aciyuyara
OWAAVEC BaBuovountA ¢ | BaBuovounté ¢ Acgiypata (uépc\)()tjupéva
i pnoév 1-5. (opdg) .

avTIdpaoTripia oupa)
BaBuovountig undév 200 pL - - 200 puL
BaBuovountég 1-5 - 200 pL - -
AgiypaTta (0p6g) - - 200 uL -
Aciyparta *
(UBpoAUPEVa 0UPQ) B B B 10uL
IxvnBétng 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL

la ra deiyuara oUpwv ue xaunAd emimedo aAdooTepovng, 0ag OUUBOUAEUOULE va XPNOIUOTTOINCETE évav Oyko 20 ulL

UBGPOAULEVWY OUPWV.

—  AVaKIVAOTE TO TTEPIEXOPEVO TWV OOKIPNACTIKWY CWAAVWY o€ avadeutripa Vortex Kai

— a@noTE yia eTwaon yia 18-22 wpeg o€ Beppokpacia wepiBdAlovrog.

—  Avappo@noTe eMPEAWG TO Piypa emmwaong. BeBaiwbeite 611 n amofoAn tou uypou eivai mAnpng, évrag
aiyoupol 611 n GKpn NS HIKPOTUPIYYas avappo®nans aKOUUTTG aTov TUBuéva Twv euaiodnTotroinuévwy
OOKINaaTIKWY owAnvwy. H mapoudia oraydvwy Tou eQATTTovial oTa ToIXWUATA TWV EUAIOONTOTTOINUEVWY
OOKIUQOTIKWY OwANVwY UTTOPEl  va TTPOKAAECEl  usiwuévn  avarmapaywyiuétnTa n  un  Eumora
amroreAéouara. Aev TIPETTEl va PEIVEL IXVOG TNG XPWOTIKAG.

—  MeTtpnioTe Tn padievépyeia Twv SOKINACTIKWY TWARVWV.

7. YNIOAOrIZMOZ TQN ANOTEAEZMATQN

YTroAoyioTe TO HETO OPO TWV UETPACEWYV YIO KABE OUAda SOKIUACTIKWY CWANVWY a@oU £XETE APAIPETEI TNV TIUA
Tou I{ApaToG. EK@pAaTe TO €GO OPO TWV PETPAOEWY BaBUOVOUNTWY Kal SEIYUATWY WG EKATOCTIAIO € OXEON WE TO
BaBuovountn undév:

£€on pétpnon BabuovounTwy Kai SEIYHATWY
BBovs = MEON HETPN n Baduovopn VH < 100

péon pétpnon BaBuovounTth undév

dépate o€ ypaiko didypauua semilog A YPAPMIKO-YPAUUIKO TOV EKATOOTIAIO JEGO OPO TTOU UTTOAOYIOTNKE Yia KAOE
BaBuovountr otov dfova Twv TETayPEVWY (GEovag Twv Y) o€ ouvapTNON PE TN CUYKEVTPWAON TNG AABOOTEPOVNG
ekppaopévn o€ pg/mL A nmol/L o1o dfova Twv TETUNUEVWY (GEovag Twv X). EmTuyxavetal €101 pia KauTTUAn
BaBuovounong (Eikéva 1).

Acgiypara opoU 1 TAGoparog

AloBdaoTe atreubeiag atmd Tnv KauTTUAN BaBuovovnong Tn ouykEVTpwan aAdoaTepOvNG KABe OeiyuaTog EKPPAcévn

oe pg/mL 1 nmol/L. Edv 10 B¢eiypa €xel apaiwBei, n ouykévipwaon aAdoaTepdvNg TTou €xel Ppebei Tpétmel va
TTOAATTAQCIa0TEl PE TOV TTaPAyovTa apaiwong.
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Acgiypara oupwv
O utroAoyIopOG TNG nNuEPNOIag €KKPIONG aAdoOoTePOVNG eKPPaCuEVn O pg R nmol/24 wpeg ekTeAeiTal
akoAouBwvTag Tnv akdAoubn pébBodo.

lNa éva oeiyua udpoAuuévwy olpwv Oykou 10 pL.MoAAATTAACIAOTE TNV avayvwopévn TIYR oTmd TNV
KOUTTUAN BaBuovounong €t 220, £701 WOTE va MTUXETE TNV CUYKEVTPWAON aAdooTEPOVNG OTA 0Upa O€
pg/mL ) oe nmol/L. O cuvteAeaTAg 220 TTpoépyETAl ATTO TOV TTApdyovTa apaiwaong Tng udpoAupévng
aAdoaTepovng (11), ToANatTAacidlovtag TTi TNV avaloyia BaBuovounTrg/deiypa (20).

la éva oeiyua udpoAupévwy olpwv Oykou 20 pl.TIOAQTTAQCIGOTE TNV Avayvwopévn Tiun amd v
KOUTTOAN BaBuovounong €mi 110, €101 WOTE va emMTUXETE TNV OUYKEVTPWAON aAdoaTepdvng oTa oUpa o€
pg/mL r} oe nmol/L. O cuvteAeotAg 110 TTpoépxeTal ammd Tov TTaPAyovTa apaiwong TnG UdPoAUpEvng
aAdoaTepovng (11), ToAAatrAacidlovtag i TNV avaloyia BaBuovounTtrg/deiyua (10).

Mo va emTOXETE TN OUYKEVTPWON TNG NUEPACIOG £€KKPIONG OAOOOTEPOVNG, TTOAAATTAACIACTE TN
OUYKEVTPWON TNG aABOOTEPOVNG ETTI TOV OYKO TWV EKKPIPEVWY 0UpWV (EK@pacpévo oe mL) ouppwva pe
TOUg akOAouBoug TUTTOUG:

Hg/24 Gpec = pg/mL x mL ekkpigévwy oUpwv x 107
nmol/24 wpec= pg/mL x mL ekKpIpévwY oUpwv x 10
Napddeiypa utTToAoyIoHOU

Ta ak6AoubBa oroixeia mpémel va BswpnBouv uoévo éva mapadelyua Kai OV TTPETTEI va xpnoiuotroinfolv avausoa
ara oToixeia mou 6a TPOKUWOouUV OT0 XpHoTn.

Mepypaqn cpm B/Bo x 100
BaBuovountng undév 10.220 100
50 pg/mL - 0,138 nmol/L 8.534 83,5
100 pg/mL - 0,277 nmol/L 7.409 72,5
250 pg/mL - 0,692 nmol/L 5.243 51,3
500 pg/mL - 1,385 nmol/L 3.352 32,8
1.000 pg/mL - 2,770 nmol/L 1.942 19,0
Acgiypa (0pdg) 6.805 66,8
Acgiypa (oUpa) 8.262 81,0
Aciyua opou
MapeuBarrovtag amd Tnv KauTrUuAn Baduovounaong, 1o deiyua TpokUTITel va Trepiéxel 140 pg/mL (0,388 nmol/L)
aAdoaTePOVNG.

Aciyua otpwv

MapeuBaArovtag atmd TNV KAUTTUAN Babuovounong, 1o Oeiyya TTpokUTITel va Trepiéxel 70 pg/mL (0,194 nmol/L)
aAdoaTepovNg.

‘Exovtag utr'dwn 1o ouvieAeoT 220 kal TO OUVOAIKO OYKO oUpwv TTOU GUAAEXBNKE OTIG 24 wpeg (TTapddelyua
1100 mL), n nuepnaia €kkpion aAdooTepdvng uttoAoyileTal Pe Tov akdAouBo TpoTTO:

/24 Hpec  =70x220x 1100 x 10° = 15400 x 1100 x 10° = 16,94
nmol/24 wpec = 0,194 x 220 x 1100 x 10° = 42,68 x 1100 x 10° = 46,95
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100 |
B/Bo x 100

50

50 100 250 500 1000 pa/mL

013 0277 0692 1385 2770 Nmol/L
ANAOZTEPONH

Eikéva 1

8. KAINIKA ZTOIXEIA
E&etalovtag éva TTANBUOUO QuaIoAOYIKWY atduwy pE gl0@opd vartpiou 100-150 mEQ/24 wpeg, emTuyXaddnkav Ta
akoAouBa dlaoTAATA. ZUVIOTOUNE O€ KABE £pyaaTrpio va TTpoadiopioel Ta dIK& Tou SIOCTAPATA avaPOPAG.

duaoioloyikd droua

NAASMA, pg/mL

OYPA, ng/24 wpeg

“Y1rma 6€on
Opbia Béon

7,5-150
35-300

2,8-30,0

H perarporrr) og nmol aAdoatepdvng/L exteAeitar ue Tov akéAoubo TuTo:
nmol aAdooTepdvng/L = pg aAdooTepdvne/ml x 2,77 x 10°

9. MEOOAOAOrIIKEZ EMIAOZEIZ TOY KIT

9.1. Ei®Ik6TNTO avadAuong

H avaAutiki €idikdtnTa opifetal ogav n IKavéTNTA TOU TEOT va avixveUel akpIBWG Tov avaAlTtn Trapouadia
TTapayovTwy duvnTIKa TTapePBAAAOVTWY OTO OTEAEXOG Tou OctiypaTtog (yia Trapddelypa, avTiTiNKTIKG, aigéAuaon,
armoteAéoparta Tng emegepyaciag Tou Oeiypatog) A OlIAOTOUPOUUEVEG QVTIOPACEIG ME AVAAUTEG dUVNTIKWG
TTapePBAANOVTEG.

MapepuBoAég. MeAéTeG TTOU £X0UV EAEYXOET OXETIKA pE TTAPAYOVTEG BUVNTIKWG TTAPEPPAAOVTEG, £xouv aTTodEigEl TO OTI OI
€mdO0EIG ToU TEAT dev emrnpeddovtal atrd Arraipia (péxpr 500 mg/dL TpiyAukepidia), xoAepuBpivaiuia (uéxpr 20 mg/dL
X0AepuBpivng). O1 TIHEG aAdoaTePAVNG TTOU ETTITUYXAvVOVTal pE OeiypaTa TTou Trepiéxouv 200 mg/dL aipoo@aipivng givai
Trepitrou 10% avwTEPEG aTTO EKEIVEG TTOU ETTITUYXAVOVTAI JE PUOIOAOYIKG SEiypaTa.

211G HEAETEG TTAPEPPBOANG TWV AVTITINKTIKWY avaAn@enkav deiypuata opou Kal TTAACUATOG (TTou £Xouv £EaxBei pe AiBio
nmapivn kai kGAio EDTA) amré 41 uyigig eBeAovtég. OAa Ta deiypata avaAubnkav pe Tnv péBodo standard, pe Ta akdAouba

armroteAéopaTa:
Ap. Acgiypa Opdg Hrrapivn EDTA
41 £00¢ 6p0c (pg/mL) 181,6 183,9 1971
HEGS 0POS (P9 (100%) (101,3%) (108,5%)
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Ta amoteAéoyata auTwV Twv avaAloEwv atrodeikviouv OTI O TIHEG aADOOTEPOVNG TTOU €mMITEUXONOAV WE Ta
Ociypara TAGopatog Tou TepIXav kKdAio EDTA mpoékumtav mepimou 10% avwTepeg ammd EKEIVEG TTOU
emrelxOnoav pe Ta deiypata opou ) TTAAoUATOG TToU TrepIRxav AiBio nTrapivn.

AlaoTaupoUpeveg avTidpAoelg. Ta EKATOOTIAIO TTOOOOTA dIACTAUPWHEVWY AVTIOPACEWY, TTOU £XOUV UTTOAOYIOTEI
oUpgwva pe Abraham, emdeikviouv Tnv €I8IKOTNTA TOU XPNOIUOTTIOIOUEVOU AVTIOPOU.

— AAdoaTepdVN 100%
— 3 BATa, 5 dha TeETpalidpoaidoaTepdvn 4.2%
— 3 dAga, 5 BATa TETPalidpoaAdooTePOVN 0.3%
— Cortexolon 6.4 x 10°%
— 18-OH-5£00gUKOPTIKOOTEPOVN 5.0 x 10°%
— KopTikooTepovn 4.0 x 10°%
— KopTikoeidn 2.5x10°%%
— AeoofukopTikoaTEPOVN 1.0 x 10°%%
— TeoTooTePOVN 8.0 x 10%
— Mpedviovn 6.4 x 10%%
— KopTiZdAn 1.0 x 10%%
— TpoyeoTepdvn 8.0 x 10°%
— Spironolacton 6.5 x 10°%
— AIGdpoeTTiavdpooTEPOVN 6.0 x 10°%
— Pregnenolon 5.0 x 10°%
- PTL 3.3x10°%
— Aegapebadovn 3.3x10°%
— O10TpadIdAn 1.0 x 10°%

9.2. EvaioOnoia avaAuong

H avaAuTikf euaioBnoia ptropei va ek@paoBei etTiong oag oplo avixveuong, A n eAdyioTn ToagdTnTa avaAlTn TTou
eival avixveuoiun atmo 1o Te0T. To 6plo avixveuong eivar 10 pg/mL (0,0275 nmol/L) 610 95% eptmioToouvng. Exel
uTTOAOYIOOEI 0OV N PAIVOUEVIKH CUYKEVTPWON TOu avaAuTn TTou diakpiveTal ammd Tov Babuovounth undév, r duo
TUTTIKEG ATTOKAITEIG KATW aTTO TO PNdEV.

9.3. EmavaAnmrmikéTnTa
H emavaAnmmkdTnTa Kal n avamapaywyluotnta Tou deiyuatog (f aAAiwg n S1a-OelyUaTIK Kol £vOO-OEIYUATIKN
MeTaBANTOTNTA) £XOUV KABOPIOTE XPNOIMOTTOIWVTAG JEiYHATA avOPOPAG UTTO SIOPOPETIKEG GUYKEVTPWOEIG AVOAUTN.

EmravaAnmmikétnTa A B C
Ap1Buds kabopiouwyv 10 10 10
Méoog 6pog (pg/mL) 86,4 249,9 495,6
TumiKr aTroKAIoN 4,60 9,50 8,60
Babuog petaBoAng (%) 5,3 3,8 1,7
Avatrapaywyiuétnra A B C
ApIBu6G kabopiopwyv 15 15 15
Méoog 6pog (pg/mL) 91,3 230,3 607,5
TuTmiKr atrokAion 572 7,90 26,40
BaBuog petaBoAng (%) 7,0 3.4 4,3

107




9.4. AkpiBeia
H akpifeia Tng dooouéTpnong €xel EAeyXOei pEow TECT apaiwong Kal avakTnong.

TeoT apaiwong. ‘Exouv doocopeTpnBei povOuETPEG apaiwaoelg U0 OpwV O UWNAR CUYKEVTPWON aAdooTepdvng
TTPAYMATOTTOINUEVEG OTO BaBuovounTA Pndév.

Apaiwon Avausvépa;g/crinul-yKéVprcn, MeTpnpévg J:Jnyféwpwon, % AVAKTNONG
ABIKTO - 706,0 -
1:2 353,0 360,5 102,1
1:4 176,5 167,7 95,0
1:8 88,3 92,7 105,0
1:16 44 1 43,0 97,5
&BIKTO - 355,0 -
1:2 177,5 165,0 93,0
1:4 88,8 92,7 104,5
1:8 44,4 46,0 103,7
1:16 22,2 25,7 115,8

TeoT avdakrnong. 'Exouv docopetpnBei dU0 opoi TTou TrEPIEXOUV aADOOTEPOVN, TOOO ABIKTOI 0G0 Kal agoU EXEl
TpoaTeBei augavouevn TToodTNTa aAdooTEPOVNG.

pPooTIBEUEVN ouyKéVTPpWON | Avauevouevn ouykévipwon | MeTpnuévn cuykévipwaon, % AVEKTNONG
pg/mL pg/mL pg/mL
- - 147,0 -
520 659,7 713,0 108,1
300 439,7 469,0 106,7
180 319,7 305,0 95,4
40 179,7 177,0 98,5
- - 291,0 -
520 796,5 815,0 102,3
300 576,5 573,0 99,4
180 456,5 435,0 95,3
40 316,5 321,0 101,4

10. OPIA THZ AOZOMETPHZHZ

H kAIvikr) onuaaia Tou TTpoodIopIoHoU Twy £MITTEdWY AASOOTEPOVNG UTTOPEI VO akupwOei edv N nuepAaoia Ajwn
varpiou Kai KaAiou 1 n B€on Tou cwpartog dev PpiokovTal UTTO €Aeyxo, i 6TaV YiveTal Awn Gapudkwy OTTwg
dloupnTIKA, KAovIdivn, B- avaoToAE(G, peCepTrivn, GAQa-peBUAdOTTA, KTA.

H didyvwaon dev Ba Tpétrel va diaTuttwveTal e BACN TO ATTOTEAEOUA pIag Kal uovo dooopéTpnong, aAAd autd Ba
mpéTTel va aglohoyeital padi ye GAAa KAIVIKG eupupara, diayvwoTikEG O1adIKaaieg Kal UTTG TNV Kpion Tou 1aTpoU.
Bakrtnpiakr péAuvon r emmavaAapBavopevor KUkKAol yigng/amowuing Twv SeIyUaTwy PTTOPOUV va PETOTPEWOUV Ta
atmmoteAéopaTta TG S0COPETPNONG.

MNa va emTeuxBouv aglomoTa amoTeAéopaTa Xpeiddetal va akoAouBouvTal TOTE o1 0dnyieg XPOEWS Kal va
KOATEXETAI PIa KATAGAANAN TEXVIKN Xelpoyvwaia. EidikdTepa, gival ouaiwwdng n akpifela xeipiopuou atnv avacloTaaon,
dlavoun Kal avappo@naon Twv avTidpacTnpiwy.

ArmroteAéopata TTou dev eavalauBdavovTal opeilovTal Kupiwg og peBodoAoyikoUg TTapdyovTeg OTTWG YIa
TTapdadeiypa:

— evaAAayr OTIG KAWOUAEG avAPEST OTA QIOAIDIT

— XPAon Tou idiou GKPOoU PIKPOGUPIYYAG YIa TIS avaAfWeIg aTTd SIAPOPETIKA @IaAidia f atrd dla@opeTika deiyuara.
—  @IOAIBIO TTOU €XOUV a@EDEi aVOIKTA yia HOKPEG XPOVIKEG TTEPIGDOUG

— £kBeon Twv avTidpacTnpiwy f Twv delyPdTwy o€ £vTovn BepudTNTa, ) O€ IOXUPEG TTNYEG BOKTNPIAKAG HOAUVONG.
— OKOATAAANAN avappdenon Tou PiyPaTog ETTWAoNG

— MOAuvon Tou GKPOU TwV SOKIHACTIKWY CWARVWY PE TOV IXVNOETN ) YE Ta deiypaTa

— TuXOieg BIOKUPAVOEIG i} KOKI GUVTAPNGON TOU YETPNTH YAUUO

— evalAayn Twv avTidpacTnpiwy aTtd SIAPOPETIKEG TTAPTIOEG.
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11. MPOEIAOMNOIHZEIZ KAI MPO®YAAAZEIX

OAeg o1 povadeg 0poU Kal TTAGOHPATOG TTOU XPNOIPOTTIOIOUVTAl YIa TNV TTApaywyr] TwV CUCTATIKWY auToU TOU KIT
€xouv avaAubBei kai €xel Bpedei 0TI Bev €xouv Kapia avmidpaoTikéTnTa e HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 kai anti-HIV-
2. Map’6Aa autd dedopévou Tou 0TI Kayia péBodog dev ptropei va dwael arméAutn ciyoupld yia 1o 6Tl atrouciadouv
TraBoydvol TTapdyovTeg, 6A0 To UAIKG avBpwTTIvng TTPoEAEUONG Ba TTPETTEl va BewpeiTal wg SUVNTIKWG JOAUCUATIKO
KOl ETTOPEVWG Ba TTPETTEN va TuXaivel KATAAANANG PETOXEIPIONG.

12. KANONEZ AZ®QAAEIAZ

— Mnv TpWTE, TTIVETE, KATTVICETE 1] XPNOIMOTTOIEITE KAAAUVTIKG KATA TN SIAPKEIQ TNG EKTEAEONG TNG BOCOPETPNONG.

— Mnv TTpayuaToTIOIEiTE AVapPPOPNON UE TO GTOMA.

— ATmro@elyeTe TNV AUECN €TTAPN PE TO UAIKA TTOU eVOEXOUEVWG VA Eival HOAUCTUEVA, OPWVTAG KATAAANAN £évduon
gpyacTnpiou, TTPOOTATEUTIKA YUoMId kal yavTia piag xprioewg. MAEveTe TTPOCEKTIKA Ta XEPIG OTO TEAOG TNG
dooouéTpnong.

— AmogeUyete va TTpoKaAeiTe TITOINiopaTa i agpolOA. KaBe oTtaydva BioAoyikoU avTidpaoTnpiou TTPETTEl va
atmoBaAMAeTal pe éva dIGAuUpa uTToXAwpIwdoug vaTpiou 5% Kal TO XPnOIPOTTOIOUUNEVO PECO Ba TIPETTEN va
TUYXAvEl PETaXEIPIONG KAOTAAANANG yia yoAucpéva atmréBAnTa.

— OAa ta dciypata, 6Aa Ta BioAoyikd avTiIdPACTAPIA TOU KIT Kal OAa Ta UAIK& TTou XpnaoidoTtroloUvTal yia Tnv
Tpayyatotroinon Tng OdocopéTpnong Ba Tpémrel va Bewpolvial IKAVA va UETAdWOOUV HOAUCUATIKOUG
Tapdyovtes. MNa 10 Adyo autd Ta amméfAnTa TpéTrel va dlateBolv cUPQWVA HPE TIG VOUOBETIKEG DIATAEEIG Kal
TOUG I0XU0VTEG Kavoviopoug kaBe Kpdrtoug. Ta UAIKG piag Xpriocwg Ba TTpétrel va atrote@pwvovTal. Ta uypd
ammoBANnTa Ba TTPETTEl VO ATTOAUNAIVOVTAI JE UTTOXAWPIWDEG VATPIO O€ Yia TEAIKA OUYKEVTPWON TNG TASEWS Tou
5% yia TouAdxioTov pioh wpa. OToI0dATTOTE UAIKG TTOU TTPETTEI VO ETTAVAXPNOIMOTTIOINBEI Ba TTPETTEl va TiBETaI
o€ kKAiBavo pe pia mpooéyyion overkill (USP 24, 2000, p. 2143). levikd Bswpeital 611 pia wpa oTtoug 121°C eival
€VOG ETTOPKNG XPOvog atroaTeipwaong. MNap’dAa autd cguvioToUpe o€ KABE XpNoTn va eIRERAIVETAI OXETIKA PE
TNV aTTOTEAETUATIKOTNTA TOU KUKAOU aTToAUMavVONG PEOW HIAg apxIKAG €mMKUPWONG Kal Tnv Xprion,oe Bdaon
pouTivag, BIOAOYIKWY OEIKTWV.

13. BAZIKOI KANONEZ PAAIOMPOZTAZIAZ

AvTiIdpaoTipla TTOU TTEPIEXOUV IWBI0 125
To KIT auTo TrEPIEXEl padievepyO UAIKG To oTroio dev utrepPaivel Ta 2,17 uCi (81 kBq) o€ 1wdio 125. Katd tn @UAagn,
TO X€IPIOPO Kail T 81dBean Tou UAIKOU auTou, Ba TTPETTEl va XPNOIKMOTToIoUVTal KOTAAANAEG TTPOQUAGEEIG Kal KAAEG
EPYAOTNPIAKEG TTPOKTIKEG.
Mpog 1atpoulg 1 1Idpupara Tou TTapaAauBavouv padioioOTOTTIA KATW ATTO YEVIKH GdEIa:
To mapov padievepyd UAIKO pTTopei va An@Bei, va atmrokTnOei, va KOTEXETAI KAl va XPNOIYOTToIEiTal Yévo aTTd
1aTpOUG, KTNVIAaTPOUg TTou £€a0KOUV KTNVIOTPIKN 1aTPIKA, KAIVIKA EpYAOTAPIA 1) VOOOKOUEIQ Kal HOVO YIa KAIVIKEG A
epyaoTnpIakEéG OOKIPEG in vitro TTou Oev TrEPIAAUBAVOUV TNV ECWTEPIKA R EEWTEPIKN XOPrynon Tou UAIKOU, i TNG
akTivoBoAiag autol, oe avBpwTtoug Kal ¢wa. H tTapaAafh, n amdkTtnon, n Katoxr, n XPrAon Kai n uperapopd
UTTOKEIVTQI OTOUG KAVOVIOPOUG Kal Tn Yevikr adeia Tng PuBuioTikng Emrtpotg Mupnvikwv Twv H.M.A. (NRC) Tng
TTONITEIOG OTNV OTTOIa N ETNITPOTIA £XEI CUVAWEI CUPPWVIa yia TNV doknon KaBnkovTwy apuédiag apxng.

1. H @UAagn Tou padievepyol UAIKOU Ba TTPETTEl va TTEPIOPITTEI O€ EIOIKA ETTIONUACUEVO XWPO.
H mpéaoBaon o€ padievepyd UAIKA TTPETTEI VO TTEPIOPICTEI POVO O€ €0UCIODOTNHEVO TTPOCWTTIKO.
Mn XpNOIYOTTOIEITE TIITTETA UE TO OTOPA G€ padievepyd dIaAUATA.
Mnv TpWTE 1] TTIVETE EVTOG TWV XWPWV EPYATiag TTOU €XOUV ETTIONKAVOET WG padievePyoi.
O1 TTepIOYEG, OTTOU EVOEXOUEVWG EXOUV TTPOKANBET EKXUOEIG, Ba TTPETTEI VA OKOUTTIOTOUV KAl KATOTTIV va
TTAUBOUV Pe aAKOAIKG aTToppUTTAVTIKS 1) PadIOAOYIKO ATTOAUMAVTIKG SIGAUpA. Tuxdv uGAiva okeln TTou
XpPNnoigoTToInenkav TTPETTEl va EKTTAUBOUV KOAG e vepd TTpIv atrd TNV TTAUON GAAWY EpyacTNPIaKWY
UGAIVWV OKEUWV.
Mpog 1aTpoug A 1IdpUpaTa TTou TTapaAapBdavouv padioiocdToTTa KATW aTTo €10IKN AdEIa:
H mrapaAafn, n xprnon, N HETA@OpPAa Kal N dIGBeon Twv PAdIEVEPYWV UAIKWV UTTOKEIVTAI OTOUG KAVOVIOUOUG Kal TIG
OuvOnRkeg TNG €10IKNG AdeIdg oag.

ok~ wDd

MPOZOXH: H padievépyela TTou avaypd@eTal OTO EVOETO OUOKEUOTIAG PTTOPEI va dloQEépel EAAPPWS aTTO TN
pPadIEVEPYEID TTOU QVAYPAPETAl OTNV ETIKETA CUOKEUAGTIAg  oTnV TIKETA @iaAidiou IxvnOETn. H eTikéTa cuokeuaaiag
KOl N ETIKETO @IANIBIOU 1XvNOETN UTTOBEIKVUOUV TNV TTPAYMATIKA TTOCOTNTA PadIEVEPYEIAG KATA TNV NUEPOMNVIa
BaBuovopnong, evw 1o €vOETO CUOKEUOTiag UTTOOEIKVUEI TN BewpnTIKA PAdIEVEPYEIQ TOU KIT.
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ZXEAIATPAMMA THZ AOZOMETPHZHZ
AOZOMETPHXTE AMNEYOEIAZ TA AEITMATA OPQOY H NMAAXMATOX.
YAPOAYZTE TA AEITMATA OYPQN ME HCI 0,1 N TIA 18-22 QPEZ XTOYZ 30°C.

MPArMATOIMOIHZTE ANAZYZTAZH TON ANTIAPAZTHPIQN. >HMEIQZTE AINAA TOYZ
EYAIZOHTOIMOIHMENOYZ AOKIMAZTIKOYZ XQAHNEZ.

AIANHMETE TA ANTIAPAXZTHPIA ZYM®ONA ME TO AKOAOYOO >XEAIATPAMMA KAI ANAKINHZITE TO
MIFMA EMOAZHZ:

AOKIMAXZTIKOI AEITMATA

ZOAHNEX CALO CAL 1-5 A'(E('DFP%AZT)A (YAPOAYME
ANTIAPAZTHPIA NA OYPA)
BAOMONOMHTHE MHAEN 200 pL - - 200 uL
BAOMONOMHTES 1-5 - 200 pL - -
AEIFTMATA (OPOX) - - 200 uL -
AEIFMATA _ _ . 10 pL*
(YAPOAYMENA OYPA) H
IXNHOETHE 500 pL 500 uL 500 uL 500 uL

A®PHZTE INA ENQAZH A 18-22 QPEX *E OEPMOKPAZIA MEPIBAAAONTOZ.
ANAPPO®HZTE TO MIFTMA ENQAZHX.

METPHZTE TH PAAIENEPTIEIA TON AOKIMAZTIKQON QAHNQN.

* 20 uL yia ta deiyuara pe xaunAd emimeda aAdoarepdvng
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