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N-TACT® PARATHYROID HORMONE IMMUNORADIOMETRIC ASSAY

1. INTENDED USE

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE.

This kit contains instructions and materials for the quantitative determination of
biologically active intact human parathyroid hormone (hPTH 1-84) in serum or plasma
by immunoradiometric assay (IRMA).

2. SUMMARY AND EXPLANATION

The maintenance of proper calcium levels in cells and extracellular fluids is of funda-
mental importance for many biological processes, and parathyroid hormone (PTH) is
one of the most important regulators of calcium homeostasis.

Clinically, the measurement of PTH is used in conjunction with calcium determinations
to assess disorders in calcium metabolism."3 The measurement of PTH has proven to
be difficult due to the heterogeneity of peptides that occur in both the gland and
circulation.*

PTH is synthesized in the parathyroid glands as a 115 amino acid precursor referred to
as preproparathyroid hormone. Preproparathyroid hormone is converted to a 90 amino
acid intermediate form, proparathyroid hormone.® Additional proteolytic action converts
the intermediate hormone to biologically active PTH 1-84.% In addition to the formation
of fragments within the gland, there is further proteolytic breakdown of PTH once it is
released into the circulation.”8

Scientific studies indicate only intact PTH and PTH fragments containing the 1-34
amino acid sequence contain biological activity. Insignificant concentrations of the
N-terminal fragment(s) contribute to the circulating pool of immunoreactive parathyroid
hormone. Therefore, when using PTH levels to evaluate patients, the measurement of
intact PTH correlates best with their state of calcium metabolism.®3

Parathyroid hormone and its fragments are cleared from the circulation by both the
kidneys and liver." The clearance of C-terminal fragments is slower than the clearance
of the intact hormone and is more dependent upon renal mechanisms. In patients with
severe or end-stage renal failure, C-terminal fragments accumulate to very high levels.
When using a C-terminal specific PTH assay, elevated PTH concentrations may be
found simply because of diminished clearance of these biologically inactive fragments,
complicating the differentiation of hypercalcemia.?16-18

3. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The DiaSorin intact PTH SP immunoradiometric assay (IRMA) utilizes 2 different poly-
clonal antibodies that have been purified using affinity chromatography. These purified
antibodies are specific for 2 different regions of the PTH molecule.

The first antibody, specific for PTH 39-84, is bound to a solid phase (polystyrene
beads). The second antibody is specific for PTH 1-34 and is labeled with iodine-125.
Samples are incubated simultaneously with both antibodies. Intact PTH 1-84 contains
both the 1-34 and the 39-84 amino acid sequences and is the only form of PTH that will
be bound by both the antibody on the bead and the antibody labeled with iodine-125.

Since the antibody coupled to the solid phase is specific for C-terminal and mid-region
fragments as well as intact PTH, the capacity of the solid phase has been designed to
accommodate very high levels of PTH. This prevents interference by extremely
elevated C-terminal and mid-region PTH fragments in unknown samples.

Following the incubation period, each bead is washed to remove any unbound labeled
antibody. The radioactivity present in the remaining bound labeled antibody is then
measured using a gamma counter.

Concentrations of intact PTH present in the samples are directly proportional to the
radioactivity measured.



4. REAGENTS PROVIDED IN THE KIT

N-Tact PTH SP Calibrator 0 1 vial/15 mL

N-Tact PTH SP Calibrators 1-5 5 vials/2.0 mL

N-Tact PTH SP Beads 1 container/100 beads
25| N-Tact PTH SP Antibody 2 vials/5 mL

N-Tact PTH SP Wash Solution Conc. 1 vial/50 mL

N-Tact PTH SP Controls 2 vials/2.0 mL
Number of tests 100

STORAGE: Upon receipt, the kit should be stored at 2-8°C. After opening, store each
reagent at 2-8°C until the expiration date on the label. Reagents should not be used
past the expiration date. The expiration date of the kit is reported on the external label
and corresponds to the expiration date of the tracer.

When reconstituting the contents of the vials, mix gently to avoid foaming. Store all
reconstituted reagents at —15°C or lower immediately following use. Reagents from
different batches must not be mixed.

41 N-tact PTH SP Calibrator 0: ready to use reagent
Contains human serum with 0.1% sodium azide added as a preservative.

4.2 N-tact PTH SP Calibrators 1-5: lyophilized reagent

Set of 5 human PTH 1-84 calibrators, at nominal concentrations ranging from 15-
2000 pg/mL, contains 0.1% sodium azide and other stabilizers. Exact concentration
values are assigned with each lot. Reconstitute each vial of lyophilized calibrator with
2.0 mL of the O calibrator provided, mix by swirling and allow them to stand for
5 minutes at 2-8°C or until the contents are completely dissolved. The kit calibrators
are calibrated using Synthetic Human PTH. The kit calibrators demonstrate
commutability with patient samples when used with reagents and operating procedure
of this in vitro diagnostic test as recommended.

4.3 N-tact PTH SP Beads: ready to use reagent
Polystyrene beads are coated with affinity-purified goat antibody specific for the 39-
84 sequence of PTH.

4.4 25| N-tact PTH SP Antibody: ready to use reagent

Each vial contains 5.0 mL of affinity purified goat antibody specific for PTH 1-34,
labeled

with iodine-125. The labeled antibody is diluted in buffered serum containing red dye
and 0.1% sodium azide.

4.5 N-tact PTH SP Wash Solution Concentrate: reagent in solution

Contains a concentrated buffered surfactant. Prepare a working wash solution by
diluting the entire vial contents with 450 mL of distilled or deionized water. Store the
working wash solution at room temperature.

4.6 N-tact PTH SP Control, Level 1 and Level 2: Iyophilized reagent

Human serum is spiked with hPTH 1-84 to obtain a concentration within a specified
range. 0.1% sodium azide is added. Reconstitute each lyophilized control with 2.0 mL
of distilled or deionized water, mix and allow to stand at 2-8°C until the contents are
completely dissolved. 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.



5. WARNINGS AND PRECAUTIONS

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE.
Not for internal or external use in humans or animals.

REAGENTS CONTAINING HUMAN SOURCE MATERIAL

Treat as potentially infectious.

Each serum/plasma donor unit used in the preparation of this product has been tested
by a U.S. FDA approved method and found non-reactive for the presence of HBsAg,
antibody to HCV and antibody to HIV 1/2. While these methods are highly accurate,
they do not guarantee that all infected units will be detected. This product may also
contain other human source material for which there is no approved test. Because no
known test method can offer complete assurance that hepatitis B virus (HBV), hepatitis
C virus (HCV), Human Immunodeficiency Virus (HIV) or other infectious agents are
absent, all products containing human source material should be handled in
accordance with good laboratory practices using appropriate precautions as described
in the U.S. Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health
Manual, “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories,” 4th., May 1999 or
current edition.

REAGENTS CONTAINING SODIUM AZIDE

CAUTION: Some reagents in this kit contain sodium azide. Sodium azide may react
with lead or copper plumbing to form highly explosive metal azides. On disposal, flush
with a large volume of water to prevent azide build-up. For further information, refer to
“Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts,” in the Manual
Guide-Safety Management No. CDC-22 issued by the Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA, 1976.

European Communities Hazardous Substance Risk Phrases (Council Directive
1999/45/EC)

R20/21/22 - Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed.

R32 - Contact with acids liberates very toxic gas.

S28 - After contact with skin, wash immediately with plenty of water.

REAGENTS CONTAINING IODINE-125

This kit contains radioactive material which does not exceed 20 uCi (740kBq) 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. lts 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.

AP WON=



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.

WARNING: This product contains a chemical known to the State of California to cause
cancer.

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.

6. INDICATIONS OF POSSIBLE DETERIORATION OF KIT REAGENTS

6.1 A shift in the slope or position of the calibrator curve from what is normally
obtained.

6.2 A decrease in maximum binding.
6.3 High nonspecific zero binding.
6.4 Poor duplicate values.

7. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARTION

Two hundred microliters of serum or EDTA plasma, in duplicate, are required for use in
the N-tact PTH SP assay.

Either human serum or plasma may be used in this kit. The anticoagulants EDTA may
be used with this assay. A fasting specimen is recommended, but not required. Blood
should be collected aseptically by venipuncture in a 5 or 10 mL evacuated glass tube.
Allow the blood to clot at room temperature (15-25°C). Centrifuge for 15 minutes using
approximately 760 x g* to obtain hemolysis free sera. No additives or preservatives are
required to maintain integrity of the sample. All plastics, glassware or other material
coming into contact with the specimen should be entirely free of any contamination.
Store serum or plasma samples at -20°C or lower. Specimens may be stored in glass
or plastic vials, as long as the vials are tightly sealed to prevent desiccation of the
sample.

Normal EDTA plasma and serum samples were compared by DiaSorin laboratories.
No significant differences in values were seen.

8. ASSAY PROCEDURE
8.1 Reconstitute the lyophilized reagents and allow any frozen specimens to thaw
completely. Keep reagents and thawed specimens on ice while setting up
assay.
8.2 Set up labeled 12 x 75 mm borosilicate glass tubes in duplicate according to the
Scheme of the Assay.
8.3 Add reagents to the tubes as follows:
a. Total count tubes
100 pL 2% N-tact PTH SP Antibody (red)
b. Calibrator 0
200 pL calibrator 0
100 pL 2% N-tact PTH SP Antibody (red)
c. Calibrators (1-5)
200 L calibrator
100 pL 2% N-tact PTH SP Antibody (red)
d. Controls and unknown samples
200 yL sample
100 pL 2% N-tact PTH SP Antibody (red)
8.4 Vortex all tubes.

*g = (1118 x 10'®) (radius in cm) (rpm)°



8.5 Dispense one bead into each tube, except the Total Counts, with teflon-coated
forceps or suitable dispenser for handling beads. (Do not use fingers.)

8.6 Cover the tubes with parafilm or equivalent.
8.7 Incubate the tubes for 22 (+2) hours at 20-25°C.
8.8 Aspirate the reaction mixture from each tube.

8.9 Wash the beads by vigorously dispensing 1 mL of wash solution into each tube
with sufficient force to raise the bead from the bottom of the test tube. Aspirate
wash solution. Repeat wash procedure 3 times.

8.10 Measure the radioactivity present in each tube using a gamma counter.

9. EQUIPMENT AND MATERIALS REQUIRED, BUT NOT SUPPLIED

9.1
9.2
9.3
9.4
9.5

9.6
9.7
9.8

Disposable borosilicate glass tubes, 12 x 75 mm.

Test tube rack.

Gamma counter capable of counting iodine-125.

Vortex mixer.

Pipetting devices:

a. Micropipettor calibrated to deliver 200 L.

b. Repeating dispensers, calibrated to deliver 100 yL and 1 mL.
c. Volumetric pipettes for reconstituting controls and calibrators.
Parafilm or equivalent for covering test tubes.

Teflon-coated forceps or other kit-approved device for dispensing beads.
Aspiration unit to aspirate '?| antibody and wash solutions.

10. PROCEDURAL COMMENTS

10.1

10.2
10.3

When adding beads to the tubes, tilt the test tube rack slightly and allow beads
to roll into the tubes. This will prevent excessive splashing of the test solution.
Do not handle beads with fingers.

Pipette 2°| antibody to lower one third of the test tube.

In order for a laboratory to completely monitor the consistent performance of
an RIA assay there are additional factors which must be checked. DiaSorin
suggests a check for every assay of the following parameters to assure
consistent kit per-formance.

a. Total Counts

b. Maximum Binding

Counts per minute (CPM) of 2000 Calibrator Tube
c. Nonspecific Binding

CPM of 0 Calibrator Tube

11. QUALITY CONTROL

Each laboratory should include both kit control sera in every assay to ensure the
validity of each assay’s results. A mean and standard deviation should then be
determined for each control using a minimum of ten (10) assays. An acceptable range
of values may then be obtained for these controls using +2 standard deviations of the
values previously determined. The DiaSorin Quality Control Laboratory has determined
a range for the controls included in this kit.



12. CALCULATION OF RESULTS
To determine the concentration of intact PTH found in unknown and control samples,
a calibrator curve is prepared using the calibrator concentrations stated on the vial
labels. Values are generated as follows:

121
12.2

12.3

12.4
12,5

12.6

12.7

Values of unknown =

Calculate the average CPM for each calibrator, control, and unknown sample.

Subtract the average CPM of the O calibrator tubes from all other average
counts to obtain corrected CPMs.

Using log-log graph paper, plot the corrected CPM of each calibrator level on
the ordinate against the calibrator concentration on the abscissa.

Interpolate the levels of PTH in the samples from the plot.

If any unknown sample reads greater than the highest calibrator, it should be
diluted appropriately with O calibrator and assayed again.

If an unknown sample has been diluted, correct for the appropriate dilution
factor.

Values less than Calibrator 1 but greater than 0.7 pg/mL (assay sensitivity) may
be calculated using the formula:

Corrected CPM (unknown)
Corrected CPM (Cal. 1)

x Value of Cal. 1

TABLE |
N-tact PTH SP Sample Data
Duplicate Average Corrected Conc.
Tube CPM CPM CPM (pg/mL) B/T
Total Count 260,242 256,889
253,536
0 Calibrator 384 379
374
Calibrators
(pg/mL)
1(15) 2,324 2,338 1,959
2,351
2 (50) 6,469 6,550 6,171
6,630
3 (150) 16,390 16,340 15,961
16,289
4 (450) 34,605 34,926 34,547
35,246
5(2,000) 85,678 84,864 84,485 33%
84,050
Unknown Samples
1 6,494 6,472 6,093 49
6,450
2 34,144 34,538 34,159 442
34,932

Typical sample data and a calibrator curve for intact PTH SP are shown in TABLE | and
FIGURE 1; this information is for reference only and should not be used for the calculation
of any value.



N-tact PTH SP SAMPLE CALIBRATOR CURVE
Corrected
cpms
100000

10000

1000

10 100 1000 10000
PTH 1-84 (pg/mL)
FIGURE 1

13. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

13.1 If the initial concentration of an unknown sample is greater than the highest
calibrator, dilute with Calibrator 0 only.

13.2 Counting times should be sufficient to reduce statistical error (for example,
accumulation of 2,000 CPM will yield 5% error; 10,000 CPM will yield 1%
error).

REDUCTION DATA
The DiaSorin QC lab uses a smoothed spline curve fit.

14. EXPECTED VALUES
NORMAL RANGE

Each laboratory should establish its own normal range. A normal range has been
established by DiaSorin using serum from 129 apparently healthy, fasting adults. The
geometric mean was calculated to be 26 pg/mL with a 2 S.D. range of 13-54 pg/mL.

CLINICAL SPECIMENS

1. Serum samples from forty-six (46) patients with primary hyperparathyroidism
were analyzed in the N-tact PTH SP assay system. Intact PTH values ranged
from 43.6-686.1 pg/mL.

2. Fourteen (14) samples from patients diagnosed as having hypoparathyroidism
were analyzed in the N-tact PTH SP assay system. Values for intact PTH
ranged from 0-20.6 pg/mL.

3. Forty-eight patients (48) with chronic renal disease were analyzed in the
N-tact PTH SP assay system. The intact PTH values ranged from 10.3-
1042 pg/mL.

4. Four (4) samples for patients with familial hyperparathyroidism were analyzed

in the N-tact PTH SP assay system. The intact PTH values ranged from 59.5-
100.5 pg/mL.



15. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

15.1 Precision

Intra assay Variation (values = pg/mL). Three serum controls were run in replicates of
20 in a single assay to determine within assay variation.

Sample

Mean Value SD %C.V.
Number
1 26 0.9 3.6
2 276 5.4 2.0
3 1,125 27.5 2.4

Inter assay Variation

(values =

pg/mL). Three serum contr
4 technicians in 20 separate assays to determine between assay variation.

ols were run by

Sample Mean Value SD %C.V.
Number
1 49 1.6 34
2 285 13.1 4.6
3 1,111 54.8 4.9

15.2 Trueness: The assay trueness has been checked by the dilution test
and the recovery test.

Parallelism

Serial Dilution Study of 3 Unknown Samples (values = pg/mL). (Samples diluted with

0 calibrator.)

Sample Dilution Measured | Corrected | o ophiained
Number for dilution
1 Undiluted 164 | - 100%
1:2 77 154 94%
1:4 36 144 87%
1:8 19 152 93%
2 Undiluted 286 | eme—ee- 100%
1:2 139 278 97%
1:4 72 288 100%
1:8 36 288 101%
3 Undiluted 750 | - 100%
1:2 357 714 95%
1:4 184 736 98%
1:8 100 800 106%




ACCURACY
Recovery Study (values = pg/mL)

Background Calibrator Expected Measured Percent
Value Added Value Value Recovery
Set No. 1
243 50 74.3 77.9 107
24.3 150 174.3 186.3 108
24.3 450 4743 464 98
Set No. 2
17.7 50 67.7 69.5 104
17.7 150 167.7 177.6 107
17.7 450 467.7 471.7 101
Set No. 3
19.5 50 69.5 72.4 106
19.5 150 169.5 179.4 107
19.5 450 469.5 461.2 98
Set No. 4
10.6 50 60.6 60.4 100
10.6 150 160.6 163.9 102
10.6 450 460.6 435.8 94

15.3 Analytical Sensitivity

When defined as the apparent concentration at 2 standard deviations from the counts
at minimum binding, the minimum detectable amount is 0.7 pg/mL.

15.4 Analytical Specificity

The cross-reactivity of the N-tact PTH SP system was made with the following human
PTH fragments at 200,000 pg/mL.

Fragment % Cross-reactivity
hPTH 39-84 <0.1
hPTH 53-84 <0.1
hPTH 39-68 <0.1
hPTH 44-68 <0.1
hPTH 1-34 <0.1
hPTH 13-34 <0.1
hPTH 1-84 100.0

REFER TO LAST PAGE FOR REFERENCES



SCHEME OF THE ASSAY

O No G

Reconstitute the lyophilized reagents and allow any frozen specimens to thaw
completely. Keep reagents and thawed specimens on ice while setting up the
assay.

Identify tubes in duplicate.
Dispense reagents according to the following scheme.

Tubes/Reagents Total Counts Cal 0-5 Control and
unknown samples
Calibrators - 200 L -
Controls - - 200 pL
Unknown samples - - 200 pL
Tracer 100 yL 100 yL 100 yL
Mix well.

Dispense 1 bead to all tubes, except the Total Counts tubes.
Cover the tubes with parafilm, incubate for 22 hours (+/- 2 hours) at 20 — 25°C.
Aspirate the reaction mixture from each tube.

Wash the beads by vigorously dispensing 1 mL of wash solution into each tube
with sufficient force to raise the bead from the bottom of the test tube. Aspirate
wash solution. Repeat wash procedure 3 times.

Count each tube in a gamma counter.

10



DOSAGE RADIO-IMMUNOMETRIQUE DE L'HORMONE
PARATHYROIDIENNE N-TACT®

1. INDICATION

POUR USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO.

Cette trousse contient des instructions et des réactifs permettant d'effectuer la
détermination quantitative, par dosage radio-immunométrique (IRMA), de I'hormone
parathyroidienne humaine intacte, biologiquement active (hPTH 1-84) dans le sérum
ou le plasma.

2. RESUME ET COMMENTAIRE

Le maintien d'une concentration appropriée de calcium dans les cellules et les liquides
extracellulaires est d'une importance primordiale pour de nombreux processus
biologiques ; I'hormone parathyroidienne (PTH) est I'un des régulateurs les plus
importants de I'hnoméostasie calcique.

Du point de vue clinique, la mesure de la PTH est effectuée parallelement a celle de la
calcémie pour évaluer les troubles du métabolisme du calcium.'* La mesure de la PTH
s'est révélée difficile en raison de I'hétérogénéité des peptides contenus a la fois dans
la glande et dans le sang.*

La PTH est synthétisée dans les glandes parathyroides sous forme de précurseur formé
de 115 acides animés, appelé hormone préproparathyroidienne. Cette hormone est
convertie en hormone proparathyroidienne, forme intermédiaire de 90 acides aminés.®
Un dernier processus protéolytique transforme I'hormone intermédiaire en PTH 1-84
biologiquement active.® Outre la fragmentation de I'hormone au niveau de la glande, la
décomposition protéolytique de la PTH continue lors de sa libération dans le sang.”8

Des études scientifiques montrent que seuls la PTH intacte et les fragments du PTH
contenant la séquence en acides aminés 1-34, sont actifs biologiquement. Des
concentrations insignifiantes du(des) fragment(s) N-terminal (aux) entrent dans le
capital circulant de I'hormone parathyroidienne immunoréactive. Par conséquent, il est
préférable de se référer a la mesure de la PTH intacte pour évaluer le métabolisme
calcique des patients testés.*'3

L'hormone parathyroidienne et ses fragments sont éliminés de la circulation par les
reins et le foie."* La clairance des fragments C terminaux est plus lente que celle de
I'hnormone intacte et plus tributaire des mécanismes rénaux.'> Chez les patients
souffrant d'insuffisance rénale aigué ou terminale, les fragments C terminaux
présentent des concentrations trés élevées. Le dosage de la PTH spécifique a
C terminal peut révéler des concentrations élevées de PTH dues tout simplement a
une clairance réduite de ces fragments biologiquement actifs, compliquant ainsi le
diagnostic de I'hypercalcémie.?16-18

3. DESCRIPTION DE LA METHODE DE DOSAGE

Le dosage radio-immunométrique (IRMA) de la PTH SP intacte de DiaSorin fait
intervenir deux anticorps polyclonaux différents ayant été purifiés par chromatographie
d'affinité. Ces anticorps sont spécifiques a deux parties différentes de la molécule de la
PTH.

Le premier anticorps, spécifique de la PTH 39-84, est fixé a une phase solide (billes de
polystyréne). Le deuxiéme, spécifique de la PTH 1-34, est marqué avec de l'iode 125.
Des échantillons sont mis en incubation simultanément avec les deux anticorps. La
PTH intacte 1-84 contenant les séquences d'acides aminés 1-34 et 39-84 est la seule
forme de PTH qui sera fixée a la fois par I'anticorps de la bille et I'anticorps marqué
avec l'iode 125.

Etant donné que l'anticorps fixé a la phase solide est spécifique aussi bien des
fragments C terminaux et intermédiaires que de la PTH intacte, la phase solide a été
congue pour fixer de tres fortes concentrations de PTH. De ce fait, des concentrations
trés élevées de fragments PTH C-terminaux et intermédiaires n'interférent pas dans les
échantillons a déterminer.

11



Aprés la période d'incubation, chaque bille est lavée pour éliminer tout anticorps
marqué non lié. La radioactivit¢ présente dans l'anticorps marqué lié est alors
mesurée a l'aide d'un compteur a scintillation gamma.

Les concentrations de PTH intacte des échantillons sont directement proportionnelles a
la radioactivité mesurée.

4. REACTIFS FOURNIS DANS LA TROUSSE

Etalon 0 N-Tact PTH SP 1 flacon/15 mL
Etalons 1-5 N-Tact PTH SP 5 flacons/2,0 mL
Billes de N-Tact PTH SP 1 conteneur/100 billes
Anticorps N-Tact PTH SP '®| 2 flacons/5 mL
Solution de lavage concentrée N-Tact PTH SP 1 flacon/ 50 mL
Sérums de contrdle N-Tact PTH SP 2 flacons/2,0 mL
Nombre de dosages 100

CONSERVATION : Deés réception, la trousse doit étre stockée a une température
comprise entre 2 et 8°C. Aprés ouverture, conserver chaque réactif entre 2 et 8°C
jusqu'a la date de péremption indiquée sur I'étiquette. Les réactifs ne doivent pas étre
utilisés au-dela de la date de péremption. La date de péremption de la trousse se
trouve sur I'étiquette extérieure et correspond a celle du traceur.

Pendant la reconstitution du contenu des tubes, agiter délicatement pour éviter la
formation de mousse. Aprés utilisation, conserver tous les réactifs reconstitués a une
température de -15°C ou a une température inférieure. Les réactifs de lots différents ne
doivent pas étre mélangés.

4.1 Etalons 0 N-tact PTH SP : réactif prét a I'emploi
Contient du sérum humain avec 0,1% d'azide de sodium ajouté comme agent de
conservation.

4.2 Etalons 1-5 N-tact PTH SP : réactif lyophilisé

Lot de 5 étalons PTH 1-84 humain a des concentrations nominales comprises entre
15-2000 pg/mL et contenant 0,1% d'azide de sodium et d'autres stabilisants. Les
valeurs de ces concentrations exactes sont fournies avec chaque lot. Reconstituer
chaque tube d'étalon lyophilisé avec 2 mL de I'étalon 0 fourni, mélanger en agitant et
laisser reposer pendant 5 minutes a une température de 2-8° C ou jusqu'a dissolution
compléte du contenu. Les étalons de la trousse sont calibrés a I'aide de PTH humain
synthétique. Les étalons de la trousse démontrent leur commutabilité avec les
échantillons patients lorsqu'ils sont utilisés avec des réactifs et selon le mode d'emploi
de ce dosage diagnostique in vitro, comme recommandé.

4.3 Billes N-tact PTH SP : réactif prét pour I'emploi
Billes de polystyrene sont enduites d'un anticorps de chévre purifié par affinité et
spécifique de la séquence 39-84 de la PTH.

4.4 Anticorps '?°l N-tact PTH SP : réactif prét a I'emploi

Chaque flacon contient 5 mL de l'anticorps de chévre purifié par affinité spécifique de
la PTH 1-34, marqué avec de l'iode 125. L'anticorps marqué est dilué dans un tampon
de sérum contenant un colorant rouge et 0,1% d'azide de sodium.

4.5 Solution de lavage concentrée N-tact PTH SP : réactif en solution

Contient une solution concentrée d'agent de surface tamponné. Préparer une solution
de lavage appropriée en diluant tout le contenu du flacon avec 450 mL d'eau distillée
ou déminéralisée. Conserver la solution de bain a température ambiante.

4.6 Sérum de controle N-tact PTH SP (niveaux 1 et 2) : réactif lyophilisé

Sérum humain dopé avec hPTH 1-84 pour obtenir une concentration comprise dans
l'intervalle spécifié. Ajout de 0,1% d'azide de sodium. Reconstituer chaque controle
lyophilisé avec 2 mL d'eau distillée ou déminéralisée, mélanger et laisser reposer a
2 et 8°C jusqu'a dissolution compléte du contenu. La plage de concentrations pour
chaque controle est indiquée dans le certificat d’analyse et indique les limites établies
par DiaSorin pour les valeurs de contrdle qui peuvent étre obtenues dans des séries
analytiques fiables.
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5. AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

POUR USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO.
Non prévu pour une utilisation interne ou externe sur 'homme ou I'animal.

REACTIFS CONTENANT DES PRODUITS D'ORIGINE HUMAINE

Traiter comme potentiellement infectieux.

Chaque don de sérum/plasma intervenant dans la préparation de ce produit a été testé par
une méthode agréée par la FDA et s'est avéré non réactif en présence de HBsAG,
d'anticorps anti-VHC et d'anticorps anti-VIH1/2. Méme si ces méthodes sont extrémement
précises, elles ne garantissent pas la détection de tous les dons infectés. Ce produit peut
également contenir d'autres produits d'origine humaine pour lesquels il n'existe aucun test
agréé. Comme aucune méthode de test connue ne peut offrir I'assurance compléete de
labsence du virus de I'hépatite B (HBV) de I'hépatite C (HCV), du virus de
l'immunodéficience humaine (VIH) ou d'autres agents infectieux, tous les produits d'origine
humaine doivent étre manipulés conformément aux bonnes pratiques de laboratoire en
prenant les précautions appropriées décrites dans le document U.S. Centers for Disease
Control and Prevention/National Institutes of Health Manual, "Biosafety in Microbiological
and Biomedical Laboratories," 4 mai 1999 ou derniere édition.

REACTIFS CONTENANT DE L'AZIDE DE SODIUM

ATTENTION : Certains réactifs de cette trousse contiennent de I'azide de sodium.
L'azide de sodium peut réagir avec des installations sanitaires en plomb ou en cuivre
et former des azides métalliques extrémement explosives. Pour évacuer ces produits,
rincer a grande eau afin d'éviter les accumulations d'azide. Pour plus d'informations,
consulter "Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts," dans le
manuel Guide-Safety Management No. CDC-22 publié par les Centers for Disease
Control and Prevention, Atlanta, GA,.

Déclaration des risques relatifs aux substances dangereuses des communautés
européennes (Directive du conseil 1999/45/EC)

R 20/21/22 - Nocif en cas d'inhalation, d'ingestion et de contact avec la peau.

R 32 - Un contact avec les acides dégage un gaz trés toxique.

S28 - Aprés un contact avec la peau, se laver immédiatement et abondamment avec
de l'eau.

REACTIFS CONTENANT DE L'IODE 125

Cette trousse contient un produit radioactif dont l'activitt ne dépasse pas 4uCi
(148kBq) d'iode 125. Les précautions appropriées et les bonnes pratiques de
laboratoire doivent étre utilisées pour la conservation, la manipulation et I'évacuation
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 recu, réceptionné, détenu et utilisé uniguement par des
médecins, des laboratoires cliniques, des hdpitaux, des vétérinaires et des centres de
recherche dans le cadre de la pratique de médecine vétérinaire, de laboratoires
cliniques ou des hdpitaux, et uniquement pour des analyses cliniques ou de laboratoire
in vitro n'impliquant pas I'administration interne ou externe du produit, ni par
rayonnement, a I'homme ou a l'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. Conserver le matériel radioactif dans un endroit réservé a cet effet.

2. L'acces aux produits radioactifs doit étre limité au personnel autorisé
uniqguement.

3. Ne pipeter aucune solution radioactive avec la bouche.

4. Ne pas manger, ni boire dans des piéces ou se trouvent des éléments
radioactifs.
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5. En cas d'éclaboussure de solutions radioactives dans une piéce, nettoyer la
piece, puis la laver a l'aide d'un produit détergent a base d'alcali ou d'une
solution de décontamination radioactive. Tout article de verre utilisé doit étre
entierement lavé a I'eau avant de laver les autres articles de verre du laboratoire.

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.
AVERTISSEMENT : Ce produit contient un produit chimique connu dans I'Etat de
Californie comme étant cancérigene.

ATTENTION : La radioactivité imprimée sur la notice d'utilisation peut étre légérement
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
radioactivitét a la date de calibrage, alors que la notice d'utilisation indique la
radioactivité théorique de la trousse.

6. INDICATIONS D'UNE DETERIORATION POSSIBLE DES REACTIFS DE LA
TROUSSE

6.1 Ecart de pente ou de position de la courbe d'étalonnage par rapport & la normale
obtenue.

6.2 Diminution de la liaison maximale.
6.3 Liaison non spécifique élevée.
6.4 Mauvaise reproductibilité des doublets

7. PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Deux cents (200) microlitres de sérum ou de plasma sur EDTA en double sont
nécessaires pour effectuer le dosage N-tact PTH SP.

Du sérum ou du plasma humain peut étre utilisé dans cette trousse. L'héparine peut étre
utilisée comme anticoagulant avec ce dosage. Un échantillon a jeun est recommandé,
mais pas obligatoire. Prélever le sang de maniére aseptique par ponction veineuse dans
un tube de verre a vide de 5 ou 10 mL. Laisser le sang coaguler a température ambiante
(15 a 25 °C). Centrifuger pendant 15 minutes a 760 x g* environ pour obtenir du sérum
sans hémolyse. Aucun additif ou conservateur n'est requis pour maintenir l'intégrité de
I'échantillon. Tous les plastiques, articles de verre ou autres produits entrant en contact
avec |'échantillon ne doivent absolument pas étre contaminés. Conserver les échantillons
de sérum ou de plasma a -20°C maximum. Les échantillons peuvent étre conservés dans
des tubes en verre ou en plastique, a condition d'étre hermétiquement fermés pour
empécher le desséchement de I'échantillon.

Des échantillons de plasma EDTA et de sérum normaux ont été comparés par les
laboratoires DiaSorin. Aucun changement significatif des valeurs n'a été observé.

8. PROCEDURE DE DOSAGE

8.1 Reconstituer les réactifs lyophilisés et permettre aux échantillons congelés de
décongeler complétement. Maintenir les réactifs et les échantillons décongelés
sur de la glace lors de la mise en place des éléments de dosage.

8.2 Préparer les tubes de verre borosilicaté de 12 x 75 mm numérotés en doublet
conformément au processus de dosage.

8.3 Ajouter les réactifs dans les tubes comme suit :

a. Tubes de numération totale
100 pL de solution d'anticorps N-tact PTH SP 25| (rouge)

b. Etalon 0
200 pL d'étalon O
100 pL de solution d'anticorps N-tact PTH SP 25| (rouge)

*g = (1118 x 10°®) (rayon en cm) (tr/min)?
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8.4
8.5

8.6
8.7
8.8
8.9

8.10

c. Etalons (1-5)
200 uL d'étalon
100 pL de solution d'anticorps N-tact PTH SP %I (rouge)
d. Contréles et échantillons a déterminer
200 yL d'échantillon
100 pL de solution d'anticorps N-tact PTH SP %I (rouge)
Agiter tous les tubes.
Déposer une bille dans chaque tube, sauf I'activité totale, a l'aide de pinces
recouvertes de téflon ou tout autre dispositif approprié a la manipulation des billes.
(Ne pas utiliser les doigts.)
Couvrir les tubes a I'aide d'un parafilm ou équivalent.
Laisser incuber les tubes pendant 22 (+2) heures a 20-25°C.
Aspirer le mélange réactionnel de chaque tube.
Laver les billes en ajoutant 1 mL de solution de lavage dans chaque tube de

maniére a soulever la bille du fond du tube de test. Aspirer la solution de
lavage. Répéter I'opération 3 fois.

Mesurer la radioactivité de chaque tube a l'aide d'un compteur de scintillation
gamma.

9. MATERIEL ET PRODUITS REQUIS MAIS NON FOURNIS

9.1
9.2
9.3
9.4
9.5

9.6
9.7

9.8

Tubes en verre borosilicaté jetables, 12 x 75 mm.
Portoir.

Compteur gamma pouvant mesurer l'iode 125.
Vortex.

Dispositifs de pipetage

a. Micropipette graduée pour distribuer 200 pL.

b. Distributeurs a répétition gradués pour distribuer 100 pL et 1 mL.

c. Pipettes volumétriques pour la reconstitution des contrbles et étalons.
Parafilm ou équivalent pour couvrir les tubes.

Pinces recouvertes de téflon ou tout autre dispositif agréé pour la trousse pour
la manipulation des billes.

Pompe a vide pour éliminer la solution a anticorps marquée avec l'iode '#| et
la solution de lavage.

10. COMMENTAIRES SUR LA PROCEDURE

10.1

10.2

10.3

Lors de I'ajout des billes dans les tubes, incliner [égerement le portoir et laisser
les billes rouler au fond du tube. On évitera ainsi les éclaboussures de la
solution a doser. Ne pas manipuler les billes avec les doigts.

Pipeter I'anticorps marqué a l'iode %l dans le premier tiers inférieur du tube de
dosage.

Pour surveiller complétement la précision constance d'un dosage RIA, le
laboratoire doit parfois vérifier d'autres facteurs. DiaSorin recommande une
vérification réguliere des parametres suivants pour s'assurer de la cohérence
des résultats de la trousse.

a. Activité totale

b. Liaison maximale

Coups par minute (CPM) du tube d'étalonnage 2000

c. Liaison non spécifique

CPM du tube d'étalonnage 0
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11. CONTROLE QUALITE

Pour chaque dosage, le laboratoire doit utiliser les deux sérums de contréle de la
trousse pour s'assurer de la validité des résultats du dosage. Déterminer ensuite la
moyenne et |'écart-type pour chaque sérum de contréle, sur un minimum de dix
(10) dosages. Une gamme de valeurs acceptable peut donc étre obtenue pour ces
sérums en utilisant l'intervalle +2 écart-type par rapport aux valeurs précédemment
calculées. Le laboratoire de contréle qualité de DiaSorin a déterminé un intervalle des
valeurs pour les contrbles de la trousse.

12. CALCUL DES RESULTATS
Pour déterminer la concentration de PTH intact dans les échantillons a déterminer et
les échantillons de contréle, on prépare une courbe d'échantillonnage en se servant
des concentrations des étalons inscrites sur les étiquettes des flacons. Les valeurs
sont obtenues comme suit :

12.1 Calculer la moyenne des CPM des étalons, contréles et échantillons a
déterminer.

12.2 Soustraire la moyenne des CPM des tubes de I'étalon 0 de toutes les moyennes
de CPM pour obtenir des CPM corrigés.

12.3  Sur une feuille de papier bilogarithmique, porter en ordonnée les CPM corrigés
de chaque étalon et en abscisse la concentration des étalons.

12.4 Interpoler les concentrations de PTH des échantillons a partir du tracé de la
courbe d'étalonnage.

12.5 Si un échantillon a déterminer est supérieur a I'étalon le plus élevé, il doit étre
dilué avec I'étalon 0 et dosé de nouveau.

12.6 Si un échantillon a déterminer a été dilué, corriger sa valeur avec le facteur de
dilution approprié.

12.7 Les valeurs inférieures a I'étalon 1, mais supérieure a 0,7 pg/mL (sensibilité du
dosage) peuvent étre calculées a partir de la formule suivante :

CPM corrigé (a déterminer)

CPM corrigé (Etalon 1)

Valeurs a déterminer = x Valeur de I'étalon 1
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TABLE |
Données du dosage N-tact PTH SP

Doublet Moyenne Corrigé Conc.
Tube CPM CPM CPM (pg/mL) B/T
Activité totale 260 242 256 889
253 536
Etalon 0 384 379
374
Etalons
(pg/mL)
1(15) 2324 2338 1959
2 351
2 (50) 6 469 6 550 6171
6 630
3 (150) 16 390 16 340 15 961
16 289
4 (450) 34 605 34 926 34 547
35 246
5 (2,000) 85678 84 864 84 485 33%
84 050
Echantillons &
déterminer
1 6 494 6472 6 093 49
6 450
2 34 144 34 538 34 159 442
34 932

Les données types et une courbe d'étalonnage pour la PTH SP intacte sont présentées
dans le TABLEAU | et dans la FIGURE 1 ; ces informations ne sont données qu'a titre de
référence et ne doivent pas étre utilisées pour le calcul d'une valeur.
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COURBE D'ETALONNAGE N-tact PTH SP
cpms
corrigés

100000

10000

1000

10 100 1000 10000
PTH 1-84 (pg/mL)
FIGURE 1

13. LIMITES DU DOSAGE

13.1 Si la concentration initiale d'un échantillon a déterminer est supérieure a la
valeur de I'étalon le plus haut, le diluer avec I'étalon 0 uniquement.

13.2 Les temps de comptage doivent étre suffisants pour réduire les erreurs de
statistiques (par exemple, 2 000 CPM comporteront 5% d'erreur ; 10 000 CPM
1% d'erreur).

TRAITEMENT DES RESULTATS
Le laboratoire QC DiaSorin utilise un programme "smoothed spline curve".

14. VALEURS DE REFERENCE
VALEURS NORMALES

Chaque laboratoire doit établir sa propre plage de valeurs de référence. DiaSorin a
établi la sienne en utilisant le sérum de 129 adultes a jeun et apparemment en bonne
santé. La moyenne calculée était de 26 pg/mL avec un écart de 2 S.D. allant de 13 a
54 pg/mL.

ECHANTILLONS CLINIQUES

1. Les échantillons de sérum de quarante six (46) patients avec une
hyperparathyroidie primaire ont été analysés suivant le systtme de dosage
N-tact PTH SP. Les valeurs de PTH intacte varient de 43,6-a 686,1 pg/mL.

2. Quatorze (14) échantillons de patients diagnostiqués comme ayant une
hypoparathyroidie ont été analysés suivant le systéme de dosage N-tact PTH
SP. Les valeurs de PTH intacte varient de 0 a 20,6 pg/mL.

3. Quarante huit (48) patients avec une maladie rénale chronique ont été
analysés suivant le systtme de dosage N-tact PTH SP. Les valeurs de PTH
intacte varient de 10,3 a 1042 pg/mL.

4. Quatre (4) échantillons de patients avec une hyperparathyroidie héréditaire ont
été analysés suivant le systeme de dosage N-tact PTH SP. Les valeurs de
PTH intacte varient de 59,5 a 100,5 pg/mL.
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15. CRITERES DE QUALITE

15.1 Précision

Variation intra-essai (valeurs = pg/mL). Trois sérums de contréle ont été dosés 20 fois
dans une méme série pour déterminer les variations de dosage.

Numéro d'échantillon Valeur moyenne Ecart-type (% C.V.)
1 26 0,9 3,6
2 276 5,4 2,0
3 1125 27,5 2,4

Variation inter-essai (valeurs = pg/mL). Trois sérums de contréle ont été traités par
4 techniciens dans 20 dosages différents pour déterminer les variations entre les
différentes séries de dosage.

Numéro d'échantillon Valeur moyenne Ecart-type (% C.V.)
1 49 1,6 3,4
2 285 13,1 4,6
3 1111 54,8 4,9

15.2 Exactitude : I'exactitude du dosage a été vérifiée par les tests de
dilution et de récupération.

Parallélisme
Etude de dilutions en série de 3 échantillons a déterminer (valeurs = pg/mL).
(Echantillons dilués avec étalon 0.)

',Numer'o Dilution Mesuré Val.eu’r % obtenu
d'échantillon corrigée
1 Non dilué 164 | - 100%
1:2 77 154 94%
1:4 36 144 87%
1:8 19 152 93%
2 Non dilué 286 | - 100%
1:2 139 278 97%
1:4 72 288 100%
1:8 36 288 101%
3 Non dilué 7%0 | - 100%
1:2 357 714 95%
1:4 184 736 98%
1:8 100 800 106%
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EXACTITUDE
Etude de la récupération (valeurs = pg/mL)

V,alleur de Etalon ajouté Valeur Valeu'r Poyrcen'tag.e de
référence attendue mesurée récupération
Lot N° 1
24.3 50 74,3 77,9 107
24.3 150 174,3 186,3 108
243 450 474,3 464 98
Lot N° 2
17.7 50 67,7 69,5 104
17.7 150 167,7 177,6 107
17.7 450 467,7 471,7 101
Lot N° 3
19.5 50 69,5 72,4 106
19.5 150 169,5 179,4 107
19.5 450 469,5 461,2 98
Lot N° 4
10.6 50 60,6 60,4 100
10.6 150 160,6 163,9 102
10.6 450 460,6 435,8 94

15.3 Sensibilité analytique

Définie comme la concentration obtenue a 2 écarts-types de I'activité de liaison
minimale, la quantité minimale décelable est de 0,7 pg/mL.

15.4 Spécificité analytique
La réaction croisée du systéme N-tact PTH SP a été évaluée a l'aide des fragments de
PTH humaine suivants a 200 000 pg/mL.

Fragment % réaction croisée
hPTH 39-84 <0,1
hPTH 53-84 <0,1
hPTH 39-68 <0,1
hPTH 44-68 <0,1
hPTH 1-34 <0,1
hPTH 13-34 <0,1
hPTH 1-84 100,0

VOIR LA DERNIERE PAGE POUR REFERENCE
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PROCEDURE DE DOSAGE

1. Reconstituer les réactifs lyophilisés et permettre aux échantillons congelés de
décongeler complétement. Maintenir les réactifs et les échantillons décongelés
sur de la glace lors de la mise en place des éléments de dosage.

2. |dentifier les tubes en double.
3. Ajouter les réactifs dans les tubes comme suit :

Tubes de Controles et

Tubes/réactifs numération Etalons échantillons a
0-5 . :
totale déterminer

Etalons - 200 pL -
Contrdles - - 200 pL
Echantillons a déterminer - - 200 yL
Traceur 100 yL 100 yL 100 yL

4. Bien agiter tous les tubes.

5. Déposer une bille dans tous les tubes, sauf I'activité totale.

6. Couvrir les tubes avec un parafilm et laisser incuber pendant 22 heures
(+/- 2 heures) a 20 - 25°C.

7. Aspirer le mélange réactionnel de chaque tube.

8. Laver les billes en ajoutant 1 mL de solution de lavage dans chaque tube de
maniére a soulever la bille du fond du tube de test. Aspirer la solution de lavage.
Répéter I'opération 3 fois.

9. Mesurer la radioactivité de chaque tube a l'aide d'un compteur a scintillation
gamma.
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N-TACT® PARATHORMON IMMUNORADIOMETRIE-ASSAY

1.  VERWENDUNGSZWECK

NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK

Diese Packung enthalt Anleitungen und Material fiir die quantitative Bestimmung von
biologisch aktivem, intaktem Human-Parathormon (hPTH 1-84) in Serum oder Plasma
mit dem Immunoradiometrie-Assay (IRMA).

2. ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Die Aufrechterhaltung eines korrekten Kalziumspiegels in Zellen und extrazelluldren
Flussigkeiten ist von grundlegender Bedeutung bei =zahlreichen biologischen
Vorgadngen. Das Parathormon (PTH) gehoért zu den wichtigsten Regulatoren der
Kalziumhoméostase.

Im klinischen Bereich wird die PTH-Messung in Verbindung mit Kalziumbestimmungen
verwendet, um Stérungen des Kalziumhaushaltes zu beurteilen.”® Aufgrund der
Heterogenitat der Peptide, die sowohl in der Driise als auch im Blutkreislauf auftreten,
ist die Messung von PTH mit Schwierigkeiten verbunden.* PTH wird in den
Nebenschilddrisen als ein Vorldufer der 115-Aminosaure als Praproparathormon
aufgebaut und in eine 90-Aminosdure-Zwischenform, das Proparathormon,
umgewandelt.’ Ein weiterer proteolytischer Vorgang wandelt das Zwischenhormon in
biologisch aktives PTH 1-84 um.® Zusatzlich zur Bildung von Fragmenten in der Drise
erfolgt ein weiterer proteolytischer Abbau von PTH, wenn es in den Kreislauf
ausgeschittet wird.” 8

Wissenschaftliche Untersuchungen weisen darauf hin, dass nur intaktes PTH und
PTH-Fragmente mit der Aminosauresequenz 1-34 biologisch aktiv sind. Geringfligige
Konzentrationen des/der N-terminalen Fragmentes/e tragen zum zirkulierenden Pool
des immunreaktiven Parathormons bei. Daher ist bei Verwendung des PTH-Spiegels
zur Diagnosestellung die Messung von intaktem PTH der beste Hinweis auf den
Zustand des Kalziumhaushaltes.*"

Das Parathormon und seine Fragmente werden durch Nieren und Leber aus dem
Kreislauf ausgeschieden.'* Die Ausscheidung der C-terminalen Fragmente erfolgt
langsamer als die Ausscheidung des intakten Hormons und ist starker von der
Nierenfunktion abhangig.”® Bei Patienten mit schweren Nierenstérungen bzw.
Niereninsuffizienz im Endstadium sammeln sich die C-terminalen Fragmente in sehr
groRen Mengen an. Bei Anwendung eines fiir die C-terminalen Fragmente spezifischen
PTH-Assays konnen erhéhte PTH-Konzentrationen einfach auf Grund reduzierter
Ausstofung dieser biologisch inaktiven Fragmente festgestellt werden, wodurch die
Bestimmung von Hyperkalzéamie sehr erschwert wird.8 61

3. TESTPRINZIP

Beim DiaSorin Intakt-PTH-SP-Immunoradiometrie-Assay (IRMA) kommen 2
verschiedene polyklonale, durch Affinitdtschromatographie gereinigte Antikérper zur
Anwendung. Diese gereinigten Antikorper sind fir 2 verschiedene Bereiche des PTH-
Molekiils spezifisch.

Der erste fur PTH 39-84 spezifische Antikorper ist an eine feste Phase (Polystyrol-
Kugelchen) gebunden, wogegen der zweite Antikorper fir PTH 1-34 spezifisch und mit
Jod-125 markiert ist. Die Proben werden gleichzeitig mit beiden Antikdrpern inkubiert.
Intaktes PTH 1-84 enthalt Aminosauresequenzen 1-34 und 39-84 und ist die einzige
Form, in der PTH sowohl durch den Antikérper auf dem Kugelchen als auch durch den
mit Jod-125 markierten Antikorper gebunden wird.
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Da der an die feste Phase gebundene Antikérper sowohl fir C-terminale und
Mittelbereichfragmente als auch fir intaktes PTH spezifisch ist, wurde die
Aufnahmefahigkeit der festen Phase groR genug fir sehr hohe PTH-Spiegel konzipiert.
Dies verhindert eine Interferenz  durch extrem groRe Mengen von
C-terminalen und Mittelbereich-PTH-Fragmenten in unbekannten Proben.

Nach der Inkubation wird jedes Kiigelchen gewaschen, um alle ungebundenen
markierten Antikdrper zu entfernen. Die im verbleibenden gebundenen, markierten
Antikérper vorhandene Radioaktivitat wird anschlieRend mit einem Gammamesser
gemessen.

Die Konzentrationen von intaktem PTH in den Proben sind direkt proportional zur
gemessenen Radioaktivitat.

KITREAGENZIEN

N-Tact PTH SP Kalibrator 0 1 Flaschchen/15 mL
N-Tact PTH SP Kalibratoren 1-5 5 Flaschchen/2,0 mL
N-Tact PTH SP Kiigelchen 1 Behalter/100 Kiigelchen
'2%| N-Tact PTH SP Antikorper 2 Flaschchen/5 mL
N-Tact PTH SP Waschldsungskonzentrat 1 Flaschchen/50 mL
N-Tact PTH SP Kontrollen 2 Flaschchen/2,0 mL
Anzahl der Tests 100

LAGERUNG: Das Kit sollte bei 2-8°C aufbewahrt werden. Nach dem Offnen jedes
Reagenz bei 2-8°C nicht langer als bis zu dem auf dem Etikett angegebenen
Verfallsdatum lagern. Die Reagenzien durfen nach dem Verfallsdatum nicht verwendet
werden. Das Verfallsdatum des Kits ist auf dem auReren Etikett angebracht und
entspricht dem Verfallsdatum des Tracers.

Bei der Rekonstitution den Inhalt der Flaschchen vorsichtig mischen, um
Schaumbildung zu vermeiden. Alle rekonstituierten Reagenzien sofort nach Gebrauch
bei -15°C oder darunter lagern. Reagenzien aus verschiedenen Chargen diirfen nicht
vermischt werden.

4.1 N-tact PTH SP Kalibrator 0: gebrauchsfertiges Reagenz
Enthalt Humanserum mit 0,1 % Natriumazid als Konservierungsmittel.

4.2 N-tact PTH SP Kalibratoren 1-5: lyophilisiertes Reagenz

Satz von 5 Human-PTH-1-84-Kalibratoren in Nominalkonzentrationen von 15-
2000 pg/mL, enthalt 0,1 % Natriumazid und andere Stabilisatoren. Jeder Charge sind
genaue Konzentrationswerte zugeteilt. Jedes Flaschchen lyophilisierten Kalibrator mit
2,0 mL des mitgelieferten 0-Kalibrators rekonstituieren, durch Umriihren mischen und 5
Minuten bzw. bis zur kompletten Lésung des Inhalts 2-8°C stehen lassen. Die
Kitkalibratoren wurden mit synthetischem Human-PTH kalibriert. Die Kitkalibratoren
sind mit Patientenproben austauschbar, wenn sie mit Reagenzien verwendet werden
und dieser diagnostische In-vitro-Test wie empfohlen durchgefihrt wird.

4.3 N-tact PTH SP Kiigelchen: gebrauchsfertiges Reagenz
Polystyrolkiigelchen sind mit affinitatschromatographisch gereinigtem, fiir die 39-84-
Sequenz von PTH spezifischen Ziegenantikdrper beschichtet.

4.4 %5 N-tact PTH SP Antikorper: gebrauchsfertiges Reagenz

Jedes Flaschchen enthalt 5,0 mL affinitdtschromatographisch gereinigte, fir PTH 1-34
spezifischen und mit Jod-125 markierten Ziegenantikérper. Der markierte Antikorper ist
in gepuffertem Serum mit rotem Farbstoff 0,1 % Natriumazid verdinnt.

4.5 N-tact PTH SP Waschlésungskonzentrat: Reagenz in Lésung

Enthdlt ein  konzentriertes, gepuffertes Tensid. Zur  Zubereitung der
Arbeitswaschlésung den gesamten Flaschcheninhalt mit 450 mL destilliertem oder
entionisiertem Wasser verdinnen. Arbeitswaschlésung bei Raumtemperatur
aufbewahren.
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4.6 N-tact PTH SP Kontrolle, Stufe 1 und Stufe 2: lyophilisiertes Reagenz
Humanserum ist mit hPTH 1-84 gespickt, um eine Konzentration innerhalb eines
bestimmten Bereichs zu erzielen. Zugabe von 0,1 % Natriumazid. Jede lyophilisierte
Kontrolle mit 2,0 mL destilliertem oder entionisiertem Wasser verdinnen, mischen und
bei 2-8°C bis zur vollstdndigen Lésung des Inhalts stehen lassen. 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.

5. WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK
Nicht fiir internen oder externen Gebrauch bei Menschen oder Tieren.

REAGENZIEN MIT MATERIAL HUMANEN URSPRUNGS
Dieses Produkt ist als potenzieller Infektionserreger zu behandeln.

Alle in der Herstellung dieses Produktes verwendeten Serum- bzw. Plasma-
spendeeinheiten wurden nach einer von der FDA (Food and Drug Administration, US-
Behorde fiir Lebens- und Arzneimittel) genehmigten Methode getestet und fiir nicht
reaktiv auf Hepatitis-B-Oberflachenantigen (HBsAg), Hepatitis-C-Antikdrper (HCV) und
Antikorper fur HIV-1/2 befunden. Obwohl diese Methode aufRerst genau ist, bietet sie
keine Gewahr dafiir, dass alle infizierten Einheiten identifiziert werden kénnen. Dieses
Produkt kann auch Material humanen Ursprungs enthalten, fiir welches es noch kein
genehmigtes Testverfahren gibt. Da keine der zur Zeit bekannten Testmethoden
absolute Gewahr fiir die Abwesenheit des Hepatits-B-Virus (HBV), Hepatitis-C-Virus
(HCV), des Retrovirus (HIV) oder anderer Infektionserreger bieten kann, sind alle
Produkte mit Komponenten humanen Ursprungs unter Einhaltung guter Laborpraktiken
und entsprechender Vorsichtsmafnahmen laut Empfehlungen des Leitfadens der
Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health
(amerikanische Krankheitsforschungszentren/Staatliche Gesundheitsinstitute):
“Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories” (Biosicherheit in
mikrobiologischen und biomedizinischen Laboren), 4. Auflage, Mai 1999, oder aktuelle
Auflage, als potenzielle infektidse Substanzen zu behandeln.

REAGENZIEN MIT NATRIUMAZID

VORSICHT: Diese Packung enthalt Reagenzien mit Natriumazid, das gegebenenfalls
mit Blei- oder Kupferleitungen reagieren und hochst explosive Metallazide bilden kann.
Zur Entsorgung mit reichlichst Wasser nachspulen, um Azidaufbau zu vermeiden. Weitere
Informationen finden Sie im Abschnitt “Decontamination of Laboratory Sink Drains to
Remove Azide Salts” (Dekontaminierung von Abflissen in Laborspllbecken
zur Entsorgung von Azidsalzen) des Handbuches "Safety Management"
(SicherheitsmaRnahmen), Nr. CDC-22, herausgegeben von Centers for Disease Control
and Prevention (US-Krankheitsforschungszentren), Atlanta, Bundesstaat Georgia, 1976.
Europdische Gemeinschaften: Gefahrenbezeichnungen fiir geféahrliche Stoffe
(Richtlinie 1999/45/EG)

R 20/21/22 - Gesundheitsschadlich beim Einatmen, Verschlucken und Beriihrung mit
der Haut.

R 32 - Entwickelt bei Berlihrung mit Saure sehr giftige Gase.

S28 - Bei Beriihrung mit der Haut sofort mit viel Wasser abwaschen.
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REAGENZIEN MIT JOD-125

Diese Packung enthalt radioaktives Material mit maximal 20 uCi (740 kBq) Jod-125.

Bei der Lagerung, Handhabung und Entsorgung dieses Materials sind entsprechende

VorsichtsmalRnahmen und gute Laborpraktiken einzuhalten.

Fiir Arzte bzw. Institutionen, welche im Rahmen einer Generallizenz Radioisotope erhalten:

Entgegennahme, Erwerb, Besitz und Verwendung dieses radioaktiven Materials sind

nur Arzten, veterindrmedizinisch tatigen Tierdrzten, klinischen Laboren oder

Krankenhausern und nur fur 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 (US-amerikanische Strahlenschutzbehérde) bzw. des

Staates, mit dem diese Behtrde ein Abkommen zur Ausubung ihrer

Uberwachungsfunktion abgeschlossen hat.

1. 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 Bereich anschlieRend mit alkalischem
Reinigungsmittel oder radiologischer = Dekontaminationslésung  waschen.
Alle benutzten Glasbehalter vor dem Waschen mit anderen Laborbehaltern aus
Glas griindlichst mit Wasser spllen.

Fiir Arzte oder Einrichtungen, die im Rahmen einer Sondergenehmigung Radioisotope

erhalten:

Entgegennahme, Gebrauch, Weitergabe und Entsorgung radioaktiven Materials

unterliegen den Vorschriften und Bedingungen der jeweiligen Sondergenehmigung.

WARNHINWEIS: Dieses Produkt enthalt eine Chemikalie, die nach Angaben des
US-Bundesstaates Kalifornien krebserregend ist.

ACHTUNG: Die auf der Packungsbeilage angegebene Radioaktivitat 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 Radioaktivitdt am Kalibrationsdatum an, wahrend die
Packungsbeilage die theoretische Radioaktivitat darstellt.

6. ANZEICHEN FUR MOGLICHEN VERFALL DER KITREAGENZIEN

6.1 Eine Verdnderung im Grad oder Verlauf der Eichkurve im Vergleich zu den
gewdhnlich erzielten Ergebnissen.

6.2 Eine Verringerung der maximalen Bindung.
6.3 Eine hohe nichtspezifische Bindung.
6.4 Geringe Duplikatwerte.

a b wON
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7. PROBENGEWINNUNG UND -VORBEREITUNG

Fir den N-tact-PTH-SP-Assay werden zweihundert Mikroliter Serum oder EDTA-
Plasma im Duplikat benétigt.

In diesem Kit kann humanes Serum oder Plasma verwendet werden. Bei diesem Test
kann das Antikoagulans EDTA verwendet werden. Niichternproben werden empfohlen,
sie sind jedoch nicht erforderlich. Blut unter aseptischen Bedingungen durch
Venenpunktion in ein 5- oder 10-mL-Glasréhrchen aufnehmen. Blut bei Raumtemperatur
(15-25°C) gerinnen lassen. Zur Gewinnung von hamolysefreiem Serum Blutproben
15 Minuten lang mit ca. 760 x g* zentrifugieren. Zur Aufrechterhaltung der Probenreinheit
sind weder Zusatzstoffe noch Konservierungsmittel erforderlich. Alle mit der Probe in
Kontakt gekommenen Kunststoffbehalter, Glasbehalter oder anderen Materialien sind von
jeder Verunreinigung freizuhalten. Serum- oder Plasmaproben bei -20°C oder darunter
lagern. Die Proben kénnen in Glas- oder Kunststoffflaschchen gelagert werden, wenn die
Flaschchen fest versiegelt sind, um eine Austrocknung der Probe zu vermeiden.

Normale EDTA-Plasma- und Serumproben wurden in den DiaSorin-Laboren verglichen.
Es wurden keine signifikanten Wertunterschiede festgestellt.

8. TESTABLAUF

8.1 Lyophilisierte Reagenzien rekonstituieren und gefrorene Proben vollstédndig
auftauen lassen. Reagenzien und aufgetaute Proben wahrend der
Testvorbereitungen auf Eis belassen.

8.2 Beschriftete 12 x 75 mm Borsilikat-Glasréhrchen in doppelter Anordnung laut
Testschema aufstellen.

8.3 Reagenzien den Rdhrchen wie folgt zugeben:

a. Totalaktivitat-Réhrchen

100 pL 2% N-tact PTH SP Antikorper (rot)
b. 0-Kalibrator

200 pL 0-Kalibrator

100 pL 2% N-tact PTH SP Antikorper (rot)
c. Kalibratoren (1-5)

200 pL Kalibrator

100 pL 2% N-tact PTH SP Antikorper (rot)
d. Kontrollen und unbekannte Proben

200 pL Probe

100 pL 2% N-tact PTH SP Antikorper (rot)

8.4 Alle Réhrchen auf dem Vortex mischen.

8.5 Mit der tefloniiberzogenen Pinzette oder anderem geeignetem Instrument zur
Abgabe von Kigelchen in jedes Rohrchen (auBer die Rohrchen fir die
Gesamtzahlung) ein Kiigelchen geben (nicht die Finger verwenden).

8.6 Rohrchen mit Parafilm oder gleichwertigem Material abdecken.

8.7 Rohrchen bei 20-25°C 22 (+2) Stunden inkubieren.

8.8 Reaktionsmischung aus jedem Réhrchen absaugen.

8.9 Kigelchen waschen. Dazu 1 mL Waschlésung mit so viel Kraft in jedes
Roéhrchen einfilllen, dass das Kigelchen vom Boden des Testrohrchens
hochgehoben wird. Waschlésung absaugen. Diesen Waschvorgang dreimal
durchflihren.

8.10 Die in jedem Rohrchen vorhandene Radioaktivitdt mit dem Gammamesser
messen.

*g = (1118 x 10®) (Radius in cm) (U/min)®
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9. ZUSATZLICH BENOTIGTE GERATE UND MATERIALIEN

9.1 Einweg-Borsilikat-Glasréhrchen, 12 x 75 mm

9.2 Rohrchenstander

9.3 Gammamesser zur Messung von Jod-125

9.4 Vibrationsmischer (Vortex)

9.5 Pipettiergerate:
a. Mikropipettierer mit Einstellungen zur Abgabe von 200 pL
b. Multipipetten mit Einstellungen zur Abgabe von 100 pL und 1 mL
c. Messpipetten zur Rekonstitution von Kontroll- und Standardproben

9.6 Parafilm oder gleichwertige Abdeckung fiir Testréhrchen

9.7 Teflonuberzogene Pinzette oder anderes packungszulassiges Instrument zur
Abgabe der Kiigelchen

9.8 Aspirationsgerat zum Absaugen des '?I-Antikdrpers und der Waschlésung

10. ANMERKUNGEN ZUM VERFAHREN

10.1 Bei der Zugabe der Kugelchen in die Testrohrchen den Réhrchenstander
etwas neigen und die Kugelchen in die Rdhrchen hineinrollen lassen. Dadurch
wird bermaRiges Verspritzen der Testldsung vermieden. Kiigelchen nicht mit
den Fingern berlihren.

10.2 Den '#I-Antikorper in das untere Drittel des Testréhrchens pipettieren.

10.3 Fir eine komplette Laborkontrolle des bestdndigen Verhaltens eines RIA sind
zusatzliche Faktoren zu berticksichtigen. DiaSorin empfiehlt bei jedem Assay
eine regelméaRige Uberpriifung der folgenden Parameter zur Gewahrleistung
einheitlicher Resultate.

a. Totalaktivitat

b. Maximale Bindung

I/M (Impulse pro Minute) des Réhrchens mit 2000-Kalibrator
c. Nichtspezifische Bindung

I/M des 0-Kalibrators

11. QUALITATSKONTROLLE

Jedem Labor wird empfohlen, bei jedem Assay beide Packungskontrollseren
mitzutesten, um die Giiltigkeit aller Testergebnisse zu gewahrleisten. Ein Mittelwert
und eine Standardabweichung sind dann fiir jede Kontrolle in mindestens zehn (10)
Versuchsgangen zu bestimmen. Ein zuldssiger Wertbereich kann dann fir diese
Kontrollen mit +2 Standardabweichungen der zuvor bestimmten Werte ermittelt
werden. Das Qualitatskontrolllabor von DiaSorin hat fir die in dieser Packung
enthaltenen Kontrollen einen Bereich ermittelt.

12. ERGEBNISBERECHNUNG

Zur Bestimmung der Konzentration von intaktem PTH in unbekannten Proben und

Kontrollproben wird eine Eichkurve mit den auf dem Flaschchenetikett angegebenen

Kalibratorkonzentrationen erstellt. Die Werte werden wie folgt ermittelt:

12.1  Den durchschnittlichen I/M-Wert fiir jede Kalibrator-, Kontroll- und unbekannte
Probe errechnen.

12.2 Den durchschnittlichen I/M-Wert der 0-Kalibrator-Réhrchen von allen anderen
Durchschnittsmessungen subtrahieren, um die korrigierten I/M-Werte zu
erzielen.

12.3 Auf logarithmischem Millimeterpapier den berichtigten I/M-Wert jeder
Kalibratorstufe auf der Ordinate gegen die Kalibratorkonzentration auf der
Abszisse auftragen.

12.4 Die PTH-Mengen in den Proben aus dem Kurvendiagramm interpolieren.
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12.5 Wenn die Werte einer unbekannten Probe groRer sind als die groften
Kalibratorwerte, ist die unbekannte Probe entsprechend mit O-Kalibrator zu
verdinnen und neu zu testen.

12.6 Wenn eine unbekannte Probe verdlinnt wurde, ist mit dem entsprechenden
Verdiinnungsfaktor zu berichtigen.

12.7 Werte, die kleiner als Kalibrator 1, aber gréRer als 0,7 pg/mL (Sensitivitat des
Assays) sind, kdnnen mit folgender Gleichung berechnet werden:

korrigierter I/M-Wert (unbek. Probe)
korrigierter I/M-Wert (Kal. 1)

Werte der unbek. Probe = x Wert von Kal. 1

TABELLE I
N-tact-PTH-SP-Datenbeispiel
Doppelbest. Durchschn. Korrig. Konz.
Rohrchen Y I'M Y (pg/mL) B/T
Totalaktivitat 260.242 256.889
253.536
0-Kalibrator 384 379
374
Kalibratoren
(pg/mL)
1(15) 2.324 2.338 1.959
2.351
2 (50) 6.469 6.550 6.171
6.630
3 (150) 16.390 16.340 15.961
16.289
4 (450) 34.605 34.926 34.547
35.246
5 (2,000) 85.678 84.864 84.485 33%
84.050
Unbekannte Proben
1 6.494 6.472 6.093 49
6.450
2 34.144 34.538 34.159 442
34.932

TABELLE | und ABBILDUNG 1 zeigen typische Probendaten und eine Eichkurve fir
intaktes PTH-SP; diese Angaben dienen nur als Beispiel und sind nicht fir die
Berechnung von Werten zu verwenden.
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BEISPIEL EINER N-tact-PTH-SP-EICHKURVE

Korrigiert I/M
100000
I
10000
1000
10 100 1000 10000
PTH 1-84 (pg/mL)
ABBILDUNG 1

13. GRENZEN DES VERFAHRENS
13.1 Wenn die urspringliche Konzentration einer unbekannten Probe groRer ist
als der groRte Kalibratorwert, ist diese Probe nur mit 0-Kalibrator zu
verdlinnen.
13.2 Die Messzeiten sollien lange genug sein, um statistische Fehler zu
reduzieren (z. B. ergibt eine Ansammlung von 2.000 I/M eine Fehlerrate von
5 %; 10.000 I/M ergeben 1 %).

DATENREDUKTION
Das Qualitatskontrolllabor von DiaSorin verwendet eine geglattete Spline-
Kurvenanpassung.

14. ERWARTETE WERTE
NORMALBEREICH
Jedem Labor wird die Ermittlung eines eigenen Normalbereichs empfohlen. DiaSorin
ermittelte einen Normalbereich aus dem Serum von 129 gesund erscheinenden,
nuchternen Erwachsenen. Berechnungen ergaben ein geometrisches Mittel von
26 pg/mL, mit einem 2-S.A.-Bereich von 13-54 pg/mL.

KLINISCHE PROBEN

1. Serumproben von sechsundvierzig (46) Patienten mit primarem
Hyperparathyreoidismus wurden mit dem N-tact-PTH-SP-Assay getestet.
Die Werte fir intaktes PTH lagen zwischen 43,6-686,1 pg/mL.

2. Vierzehn (14) Proben von Patienten mit Hypoparathyreoidismus wurden mit
dem N-tact-PTH-SP-Assay getestet. Die Werte fir intaktes PTH lagen
zwischen 0-20,6 pg/mL.

3. Achtundvierzig (48) Patienten mit chronischer Nierenerkrankung wurden mit
dem N-tact-PTH-SP-Assay getestet. Die Werte fir intaktes PTH lagen
zwischen 10,3-1042 pg/mL.

4. Vier (4) Proben von Patienten mit familiarem Hyperparathyreoidismus wurden
mit dem N-tact-PTH-SP-Assay getestet. Die Werte fur intaktes PTH lagen
zwischen 59,5-100,5 pg/mL.
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15. TESTCHARAKTERISTIKA

15.1 Prazision

Intra-Testvarianz (Werte in pg/mL). Zur Bestimmung der Intra-Testvarianz wurden
3 Serumkontrollen in 20facher Replikation in einem einzigen Assay getestet.

Probennummer Mittelwert S.A. % V.K.
1 26 0,9 3,6
2 276 54 2,0
3 1.125 27,5 2,4

Inter-Testvarianz (Werte in pg/mL).
3 Serumkontrollen von 4 Labortechnikern in 20 separaten Assays getestet.

Zur Bestimmung der Inter-Testvarianz wurden

Probennummer Mittelwert S.A. % V.K.
1 49 1,6 3,4
2 285 13,1 4,6
3 1.111 54,8 4,9

15.2 Richtigkeit: Die Richtigkeit des Assays wurde mit Hilfe des

Verdiinnungs- und Wiederfindungstests liberpriift.

Linearitat
Serienverdiinnungen von drei unbekannten Proben (Werte in pg/mL). (Proben mit
0 -Kalibrator verdunnt.)
Probennummer | Verdinnung | Gemessen | Berichtigtnach %
Verdiinnung Erwartet
1 Unverdiinnt 164 | 100%
1:2 77 154 94%
1:4 36 144 87%
1:8 19 152 93%
2 Unverdiinnt 286 | e 100%
1:2 139 278 97%
1:4 72 288 100%
1:8 36 288 101%
3 Unverdinnt 750 | - 100%
1:2 357 714 95%
1:4 184 736 98%
1:8 100 800 106%
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GENAUIGKEIT
Wiederfindungsuntersuchung (Werte in pg/mL)

Hintergrund- Hinzugefugter | Erwarteter Gemessener Prozent
wert Kalibrator Wert Wert Wiederfindung
Satz Nr. 1
243 50 74,3 77,9 107
24.3 150 174,3 186,3 108
24.3 450 474,3 464 98
Satz Nr. 2
17.7 50 67,7 69,5 104
17.7 150 167,7 177,6 107
17.7 450 467,7 471,7 101
Satz Nr. 3
19.5 50 69,5 72,4 106
19.5 150 169,5 179,4 107
19.5 450 469,5 461,2 98
Satz Nr. 4
10.6 50 60,6 60,4 100
10.6 150 160,6 163,9 102
10.6 450 460,6 435,8 94

15.3 Analytische Sensitivitat

Wenn die geringste nachweisbare Konzentration als die anscheinende Konzentration
bei 2 Standardabweichungen von den Zahlungen bei minimaler Bindung definiert wird,
betragt sie 0,7 pg/mL.

15.4 Analytische Spezifitat

Die Kreuzreaktivitdt des N-tact-PTH-SP-Systems wurde mit folgenden Human-PTH-
Fragmenten bei 200.000 pg/mL ermittelt.

Fragment % Kreuzreaktivitat
hPTH 39-84 <0,1
hPTH 53-84 <0,1
hPTH 39-68 <0,1
hPTH 44-68 <0,1
hPTH 1-34 <0,1
hPTH 13-34 <0,1
hPTH 1-84 100,0

LITERATURANGABEN FINDEN SIE AUF DER LETZTEN SEITE
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TESTSCHEMA

1. Lyophilisierte Reagenzien rekonstituieren und gefrorene Proben vollstandig
auftauen lassen. Reagenzien und aufgetaute Proben wahrend der
Testvorbereitungen auf Eis belassen.

2. Rohrchen in doppelter Anordnung aufstellen.
3. Reagenzien wie folgt dispensieren:

Kontrollen und

Réhrchen/Reagenzien Totalaktivitat Kal 0-5 unbekannte Proben

Kalibratoren - 200 pL -

Kontrollen - - 200 L
Unbekannte Proben - - 200 pL
Tracer 100 pL 100 pL 100 pL

4. Gut mischen.

5. In alle Roéhrchen (aufer die Rohrchen fir die Gesamtzahlung) ein Kiigelchen
geben.

6. Rohrchen mit Parafiim abdecken, bei 20 — 25°C 22 Stunden (+/- 2 Stunden)
inkubieren.

7. Reaktionsmischung aus jedem Roéhrchen absaugen.

8. Kugelchen waschen. Dazu 1 mL Waschldsung mit so viel Kraft in jedes Réhrchen
einflllen, dass das Kugelchen vom Boden des Testréhrchens hochgehoben wird.
Waschldsung absaugen. Diesen Waschvorgang dreimal durchfiihren.

9. Jedes Rohrchen in einem Gammamesser zahlen.
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N-TACT® ENSAYO INMUNORRADIOMETRICO DE HORMONA PARATIROIDEA

1. USO INDICADO

PARA UTILIZACION EN DIAGNOSTICOS IN VITRO

Este equipo contiene instrucciones y materiales para la determinacion cuantitativa de
hormona paratiroidea humana biolégicamente activa e intacta (hPTH 1-84) en suero o
plasma mediante ensayo inmunorradiométrico (IRMA).

2. RESUMEN Y EXPLICACION

El mantenimiento de los niveles adecuados de calcio en las células y fluidos
extracelulares es de importancia fundamental para numerosos procesos bioldgicos y la
hormona paratiroidea (PTH) es uno de los reguladores mas importantes de la
homeostasis del calcio.

Desde el punto de vista clinico, la medicion de PTH se utiliza junto con
determinaciones de calcio para evaluar trastornos del metabolismo del calcio.™ La
medicion de PTH presenta dificultades debido a la heterogeneidad de los péptidos que
se producen tanto en la glandula como en la circulacion.*

La PTH se sintetiza en las glandulas paratiroideas como un precursor de aminoacido
115 denominado hormona preproparatiroidea. La hormona preproparatiroidea se
convierte en una forma intermedia de aminoacido 90, la hormona proparatiroidea.®
La accion proteolitica adicional convierte a la hormona intermedia en PTH 1-84
biolégicamente activa.® Ademas de la formacion de fragmentos dentro de la glandula,
hay una descomposicién proteolitica adicional de la PTH una vez que se libera a la
circulacion.”®

Hay estudios cientificos que indican que soélo la PTH intacta y los fragmentos de PTH
que contienen la secuencia de aminoacido 1-34 presentan actividad bioldgica.
Concentraciones no significativas de los fragmentos N-terminales contribuyen al total
circulante de hormona paratiroidea inmunorreactiva. Por consiguiente, cuando se
utilizan los niveles de PTH para evaluar pacientes, la mediciéon de PTH intacta se
correlaciona mejor con su estado de metabolismo del calcio.®'?

La hormona paratiroidea y sus fragmentos se eliminan de la circulacion por medio de
los rifiones y el higado.' La eliminacion de los fragmentos C-terminales es mas lenta
que la de la hormona intacta y depende en mayor grado de mecanismos renales.'®
En pacientes con insuficiencia renal grave o terminal, los fragmentos C-terminales se
acumulan en niveles muy altos. Cuando se utiliza un ensayo de PTH especifico para
C-terminales, pueden encontrarse concentraciones elevadas de PTH simplemente
debido a una menor eliminacién de estos fragmentos biolégicamente inactivos, lo cual
complica la diferenciacién de la hipocalcemia.? 168

3. PRINCIPIO DEL ENSAYO

El ensayo inmunorradiométrico DiaSorin de PTH SP (IRMA) utiliza 2 anticuerpos
policlonales diferentes que se han purificado usando cromatografia de afinidad.
Estos anticuerpos purificados son especificos para 2 regiones distintas de la molécula
de PTH.

El primero, especifico para PTH 39-84, se une con una fase sélida (glébulos de
poliestireno). El segundo es especifico para PTH 1-34 y se etiqueta con yodo-125.
Las muestras se incuban simultineamente con ambos anticuerpos. La PTH 1-84
intacta contiene ambas secuencias de aminoacido 1-34 y 39-84 y es la Unica forma de
PTH que tendra unién tanto con el anticuerpo en el glébulo como con el anticuerpo
etiquetado con yodo-125.
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Dado que el anticuerpo unido a la fase sdlida es especifico para los fragmentos de
region C-terminal y media asi como también PTH intacta, la capacidad de la fase
so6lida ha sido disefiada para permitir niveles de PTH muy altos. Esto impide que
fragmentos de PTH de region C-terminal y media extremadamente elevados interfieran
en muestras desconocidas.

Después del periodo de incubacién, se lava cada glébulo para retirar cualquier
anticuerpo etiquetado no unido que hubiera. Luego, se mide la radiactividad presente
en el anticuerpo etiquetado unido restante usando un contador gamma.

Las concentraciones de PTH intacta presentes en las muestras son directamente
proporcionales a la radiactividad medida.

3. REACTIVOS SUMINISTRADOS CON EL EQUIPO

Calibrador 0 N-Tact PTH SP 1 vial/15 mL

Calibradores 1-5 N-Tact PTH SP 5 viales/2,0 mL

Glébulos N-Tact PTH SP 1 contenedor/100 glébulos
Anticuerpo ' | N-Tact PTH SP 2 viales/5 mL
Concentrado de solucién de lavado N-Tact PTH 1 vial/50 mL

Controles N-Tact PTH SP 2 viales/2,0 mL

Numero de pruebas 100

ALMACENAMIENTO: Tras su recepcion, el equipo debe almacenarse a 2-8 °C. Una
vez abiertos, almacene los reactivos a 2-8 °C hasta la fecha de vencimiento que figura
en la etiqueta. Los reactivos no deben utilizarse después de la fecha de vencimiento.
La fecha de vencimiento del equipo se indica en la etiqueta externa y se corresponde
con la fecha de vencimiento del trazador.

Cuando reconstituya el contenido de los viales, mezcle suavemente para evitar la
formacion de espuma. Almacene todos los reactivos reconstituidos a -15 °C o menos
inmediatamente después de usarlos. No deben mezclarse reactivos de diferentes
lotes.

4.1 Calibrador 0 N-tact PTH SP: reactivo listo para su uso
Contiene suero humano con un agregado de azida sodica al 0,1% como conservante.

4.2 Calibradores 1-5 N-tact PTH SP: reactivo liofilizado

Conjunto de 5 calibradores de PTH 1-84 humana a concentraciones nominales entre
15-2000 pg/mL, contiene azida sédica al 0,1% y otros estabilizadores. Los valores de
concentracion exactos se asignan con cada lote. Reconstituya cada vial de calibrador
liofilizado con 2,0 mL del calibrador O que se suministra, mezcle revolviendo y deje
reposar 5 minutos a 2-8 °C o hasta que el contenido se disuelva por completo.
Los calibradores del equipo se calibran utilizando PTH humana sintética.
Los calibradores del equipo han demostrado tener conmutabilidad con muestras de
pacientes cuando se utilizan con los reactivos y el procedimiento recomendados para
esta prueba de diagnéstico in vitro.

4.3 Glébulos N-tact PTH SP: reactivo listo para su uso
Los glébulos de poliestireno estan revestidos con anticuerpo de cabra purificado por
afinidad especifico para la secuencia 39-84 de PTH.

4.4 Anticuerpo 'l N-tact PTH SP: reactivo listo para su uso
Cada vial contiene 5,0 mL de anticuerpo de cabra purificado por afinidad especifico
para PTH 1-34, etiquetado con yodo-125. El anticuerpo etiquetado se diluye en suero
con tampoén que contiene colorante rojo y azida sédica al 0,1%.

4.5 Concentrado de solucion de lavado N-tact PTH SP: reactivo en solucion
Contiene un surfactante concentrado con tampén. Prepare una solucién de lavado
activa diluyendo la totalidad del contenido del vial con 450 mL de agua destilada o
deionizada. Almacene la solucién de lavado activa a temperatura ambiente.
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4.6 Control N-tact PTH SP, nivel 1 y nivel 2: reactivo liofilizado

El suero humano se adiciona con hPTH 1-84 para obtener una concentracion dentro
de un rango especifico. Se agrega azida sdédica al 0,1%. Reconstituya cada control
liofilizado con 2,0 mL de agua destilada o deionizada, mezcle y deje reposar a 2-8 °C
hasta que el contenido se disuelva por completo. El rango de concentraciones de cada
control aparece en el certificado de analisis, e indica los limites definidos por DiaSorin
para los valores de control que se pueden obtener a partir de ensayos fiables.

5. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

PARA UTILIZACION EN DIAGNOSTICOS IN VITRO
No debe destinarse al uso interno o externo en seres humanos ni animales.

REACTIVOS QUE CONTIENEN MATERIAL DE ORIGEN HUMANO
Tratese como potencialmente infeccioso.

Todas las unidades de donantes de suero/plasma se han probado en conformidad con
un método aprobado por la FDA y se han determinado como no reactivas para la
presencia de HBsAg, anticuerpo para VHC y anticuerpo para VIH 1/2. Aunque estos
métodos son altamente precisos, no garantizan que se detecten todas las unidades
infectadas. Este producto también puede contener otros materiales de origen humano
para los cuales no existe prueba homologada. Dado que ningin método de prueba
puede ofrecer una seguridad total de la ausencia del virus de la hepatitis B (VHB),
de la hepatitis C (VHC), el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) u otros agentes
infecciosos, todos los productos que contengan material de origen humano se deben
manejar de acuerdo con las practicas de laboratorio correctas utilizando las
precauciones adecuadas que se describen en el manual "Biosafety in Microbiological
and Biomedical Laboratories", 4% ediciéon, mayo de 1999 o actual, para centros de
control y prevencién de enfermedades/institutos nacionales de salud.

REACTIVOS CON CONTENIDO DE AZIDA SODICA

PRECAUCION: Algunos reactivos de este equipo contienen azida sddica. La azida
sédica puede reaccionar con las cafierias de plomo y cobre y formar azidas metalicas
altamente explosivas. Al desecharlo, enjuague con abundante agua para evitar que se
acumule la azida. Para obtener informacion adicional, consulte “Decontamination of
Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts,” en el manual Guide-Safety
Management N° CDC-22 publicado por Centers for Disease Control and Prevention,
Atlanta, GA, 1976.

Advertencias establecidas en la Comunidad Europea sobre el riesgo de
sustancias peligrosas (Directiva del Consejo 1999/45/EC)

R 20/21/22 - Nocivo por inhalacion, por ingestion y en contacto con la piel.

R 32 - En contacto con acidos libera gases altamente téxicos.

S28 - En caso de contacto con la piel, lavese inmediatamente con abundante agua.

REACTIVOS CON CONTENIDO DE YODO-125
Este equipo contiene material radiactivo que no supera 20 pCi (740 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 radiois6topos 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 so6lo para pruebas in vitro clinicas o de laboratorio que no conlleven la administracién
interna o externa del material ni su radiacién a seres humanos ni animales. Su
recepcion, adquisicién, posesion, uso y transferencia se rigen por la normativa y la
licencia genérica de la Comision Reguladora Nuclear del estado en el que la Comision
haya llegado a un acuerdo para el ejercicio de su autoridad reguladora.
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1. El almacenamiento del material radiactivo debe limitarse a un area destinada
especificamente a tal efecto.

2. El acceso a materiales radiactivos debe estar limitado a personal autorizado
Unicamente.

3. No recoja material radiactivo con la pipeta usando la boca.

No coma ni beba dentro de las areas destinadas a trabajos radiactivos.

5. Las é&reas donde puedan producirse derrames deben enjugarse y después
lavarse con un detergente alcalino o una solucion decontaminante radiologica.
Todo recipiente de vidrio utilizado debe enjuagarse completamente con agua
antes de lavarse con otros recipientes de laboratorios.

Para facultativos o instituciones que reciben radioisétopos con licencia especifica:

La recepcion, uso, transferencia y eliminacién de los materiales radiactivos se rigen
por la normativa y las condiciones de la licencia en cuestion.

ADVERTENCIA: Este producto contiene una sustancia quimica conocida por el

Estado de California como causante de cancer.

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.

6. INDICACIONES DE POSIBLE DETERIORO DE LOS REACTIVOS DEL
EQUIPO

6.1 Desviacion en la pendiente o posicion de la curva del calibrador con respecto al
resultado habitual.

6.2 Disminucion de la union maxima.
6.3 Uniodn cero no especifica alta.
6.4 Valores duplicados deficientes.

P

7. RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

Se requieren doscientos microlitros de suero o plasma EDTA, en duplicado, para su
uso en el ensayo N-tact PTH SP.

Con este equipo puede utilizarse suero o plasma humanos. En este ensayo pueden
utilizarse los anticoagulantes EDTA. Es recomendable tomar la muestra en ayunas, pero
no es imprescindible. La sangre debe recolectarse asépticamente por puncion venosa en
un tubo de vidrio vacio de 5 6 10 mL. Deje que la sangre coagule a temperatura ambiente
(15-25 °C). Centrifugue durante 15 minutos con aproximadamente 760 x g* para obtener
suero no hemolizado. Para mantener la integridad de la muestra no se requieren aditivos
ni conservantes. Todos los materiales de plastico, vidrio u otros que entren en contacto
con la muestra deben estar completamente limpios de contaminaciéon. Almacene las
muestras de suero o plasma a -20 °C o menos. Las muestras pueden almacenarse en
viales de vidrio o plastico, siempre que estén herméticamente cerrados para prevenir la
desecacion del contenido.

Los laboratorios compararon las muestras de plasma y suero EDTA normales.
No se detectaron diferencias significativas en los valores.

*g = (1118 x 10°®) (radio en cm) (rpm)?
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8. PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

8.1

8.2

8.3

8.4
8.5

8.6
8.7
8.8
8.9

8.10

Reconstituya los reactivos liofilizados y permita que se descongelen por
completo los especimenes congelados que hubiera. Mantenga a los reactivos y
especimenes descongelados en hielo mientras organiza el ensayo.

Organice tubos de vidrio de borosilicato de 12 x 75 mm etiquetados en
duplicado de acuerdo con el Programa del ensayo.
Agregue reactivos a los tubos como sigue:
a. Tubos de cuentas totales

100 pL de anticuerpo '?°I N-tact PTH SP (rojo)
b. Calibrador 0

200 pL de calibrador 0

100 pL de anticuerpo '?°I N-tact PTH SP (rojo)
c. Calibradores (1-5)

200 pL de calibrador

100 pL de anticuerpo '?°I N-tact PTH SP (rojo)
d. Controles y muestras desconocidas

200 pL de muestra

100 pL de anticuerpo '?°I N-tact PTH SP (rojo)
Agite en vortex todos los tubos.
Distribuya un glébulo en cada tubo (EXCEPTO los tubos de cuentas totales)
utilizando foérceps revestidos con tefléon o un distribuidor adecuado para el
manejo de glébulos. (No use los dedos.)
Cubra los tubos con parafilm o un equivalente.
Incube los tubos durante 22 (+2) horas a 20-25 °C.
Aspire la mezcla de reaccion de cada tubo.
Lave los glébulos enérgicamente distribuyendo 1 mL de solucién de lavado
dentro de cada tubo con fuerza suficiente como para elevar el glébulo desde el
fondo del tubo de prueba. Aspire la solucion de lavado. Repita el procedimiento
de lavado 3 veces.

Mida la radiactividad presente en cada tubo utilizando un contador gamma.

9. EQUIPO Y MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

9.1
9.2
9.3
9.4
9.5

9.6
9.7

9.8

Tubos desechables de vidrio de borosilicato, 12 x 75 mm.

Portatubos de prueba.

Contador gamma valido para yodo 125.

Mezclador vortex.

Utensilios de dosificacion:

a. Micropipetador calibrado para distribuir 200 L.

b. Distribuidores repetidores, calibrados para distribuir 100 yL y 1 mL.
c. Pipetas volumétricas para reconstituir controles y calibradores.
Parafilm o un equivalente para cubrir los tubos de ensayo.

Forceps revestidos con teflon u otro dispositivo aprobado del equipo para
distribuir glébulos.

Unidad de aspiracién para aspirar el anticuerpo 'l y las soluciones de lavado.
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10. COMENTARIOS SOBRE EL PROCEDIMIENTO

10.1 Cuando agregue gldbulos a los tubos, incline el portatubos levemente para
que los globulos rueden dentro de los tubos. Esto evitard que haya
demasiadas salpicaduras de la solucion de prueba. No maneje los glébulos
con los dedos.

10.2 Pipetee anticuerpo '#°| hasta llenar el tercio inferior del tubo de prueba.

10.3 Para que un laboratorio pueda monitorear el desempefio uniforme de un
ensayo RIA hay factores adicionales que deben comprobarse. DiaSorin
sugiere realizar una comprobaciéon de los siguientes parametros en cada
ensayo para asegurar el desempefio uniforme del equipo.

a. Cuentas totales

b. Unién maxima

Cuentas por minuto (CPM) del tubo de calibrador 2000
c. Unioén no especifica

CPM del tubo de calibrador 0

11. CONTROL DE CALIDAD

Cada laboratorio debe incluir ambos sueros de control del equipo en cada ensayo para
asegurar la validez de los resultados de cada ensayo. Luego, debe determinarse una
desviacion media y estandar para cada control usando un minimo de diez (10)
ensayos. Entonces se puede obtener un rango aceptable de valores para estos
controles usando desviaciones estandar de +2 de los valores previamente
determinados. El laboratorio de control de calidad de DiaSorin ha determinado un
rango para los controles que se incluyen en este equipo.

12. CALCULO DE RESULTADOS

Para determinar la concentracion de PTH intacta que se encuentra en muestras
desconocidas y de control, se prepara una curva de calibrador utilizando las
concentraciones del calibrador indicadas en las etiquetas de los viales. Los valores se
generan como sigue:

121 Calcule el promedio de CMP de cada calibrador, control y muestra
desconocida.

12.2 Reste el promedio de CPM de los tubos de calibrador 0 a todas las demas
cuentas promedio para obtener las CPM corregidas.

12.3 Usando papel grafico log-log, trace la CPM corregida de cada nivel de
calibrador en la ordenada contra la concentracién del calibrador en la abscisa.

12.4 Interpole los niveles de PTH en las muestras a partir del trazado.

12.5 Si la lectura de cualquiera de las muestras desconocidas es mayor que el
calibrador mas alto, se la debe diluir correctamente con calibrador 0 y volver a
realizarle el ensayo.

12.6 Si alguna muestra desconocida esta diluida, corrijala para obtener el factor de
dilucion adecuado.

12.7 Los valores inferiores al calibrador 1 pero mayores que 0,7 pg/mL (sensibilidad
del ensayo) pueden calcularse utilizando la formula:

CPM corregida (desconocida)
CPM corregida (cal. 1)

Valores de desconocidas = x valor de cal. 1
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TABLAI
Datos de muestras de N-tact PTH SP

Duplicada Promedio Corregida Conc.
Tubo CPM CPM CPM (pg/mL) B/T
Cuenta total 260.242 256,889
253.536
Calibrador 0 384 379
374
Calibradores
(pg/mL)
1(15) 2.324 2.338 1.959
2.351
2 (50) 6.469 6.550 6.171
6.630
3 (150) 16.390 16.340 15.961
16.289
4 (450) 34.605 34.926 34.547
35.246
5 (2,000) 85.678 84.864 84.485 33%
84.050
Muestras
desconocidas
1 6.494 6.472 6.093 49
6.450
2 34.144 34.538 34.159 442
34.932

Los datos tipicos de muestras y una curva de calibrador para PTH SP intacta se
indican en la TABLA | y la FIGURA 1; ésta es sélo informacion de referencia y no debe
usarse para el calculo de ningun valor.

CURVA DE CALIBRADOR DE LA MUESTRA DE N-tact PTH SP
CPM

corregidas
100000

10000

1000
10 100 1000 10000

PTH 1-84 /mL
FIGURA 1 (pg/mt)
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13. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

13.1 Si la concentracion inicial de una muestra desconocida es mayor que el
calibrador mas alto, diluya sélo con calibrador 0.

13.2 Se debe contar un numero de veces suficiente para reducir el error
estadistico (por ejemplo, la acumulacién de 2.000 CPM proporcionara el 5%
de error; 10.000 CPM proporcionara el 1% de error).

DATOS DE REDUCCION
El laboratorio de control de calidad de DiaSorin utiliza un ajuste de linea estriada
alisada.

14. VALORES PREVISTOS
RANGO NORMAL
Cada laboratorio debe establecer su propio rango normal. DiaSorin ha establecido un
rango normal usando suero de 129 adultos aparentemente sanos en ayunas. La media
geomeétrica se calculd en 26 pg/mL con un rango de 2 S.D. de 13-54 pg/mL.

ESPECIMENES CLIiNICOS

1. Se analizaron muestras de suero de cuarenta y seis (46) pacientes con
hiperparatiroidismo primario en el sistema de ensayo N-tact PTH SP.
Los valores de PTH intacta variaron entre 43,6-686,1 pg/mL.

2. Se analizaron catorce (14) muestras de pacientes con diagndstico de
hipoparatiroidismo en el sistema de ensayo N-tact PTH SP. Los valores para
PTH intacta variaron entre 0-20. pg/mL.

3. Se analizaron cuarenta y ocho (48) pacientes con enfermedad renal crénica
en el sistema de ensayo N-tact PTH SP. Los valores de PTH intacta variaron
entre 10,3-1042 pg/mL.

4. Se analizaron cuatro (4) muestras correspondientes a pacientes con
hiperparatiroidismo familiar en el sistema de ensayo N-tact PTH SP. Los
valores de PTH intacta variaron entre 59,5-100,5 pg/mL.

15. CARACTERISTICAS DE DESEMPENO ESPECIFICAS

15.1 Precision

Variacion intra ensayo (valores = pg/mL). Se realizaron tres controles de suero en
réplicas de 20 en un Unico ensayo para determinar la variacion dentro del ensayo.

Numero de la Valor d_e la sS.D (% C.V.)
muestra media
1 26 0,9 3,6
2 276 54 2,0
3 1.125 27,5 24

Variacion entre ensayos (valores = pg/mL). 4 técnicos realizaron tres controles de
suero en 20 ensayos separados para determinar la variacion entre ensayos.

Numero de la Valor qe la S.D (% C.V.)
muestra media
1 49 1,6 3,4
2 285 13,1 4,6
3 1.111 54,8 4,9
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15.2 Veracidad: La veracidad del ensayo se ha comprobado mediante la
prueba de dilucion y la de recuperacion.

Paralelismo

Estudio de dilucién serial de 3 muestras desconocidas (valores = pg/mL). (Muestras

diluidas con calibrador 0 .)

Numero de Dilucién Conc. Corrggld.a} para % obtenido
la muestra dilucion
1 No diluida 164 | - 100%
1:2 77 154 94%
1:4 36 144 87%
1:8 19 152 93%
2 No diluida 286 | 0 - 100%
1:2 139 278 97%
1:4 72 288 100%
1:8 36 288 101%
3 No diluida 70 | - 100%
1:2 357 714 95%
1:4 184 736 98%
1:8 100 800 106%
EXACTITUD
Estudio de recuperacién (valores = pg/mL)

Valor de Calibrador Valor Valor Porcentaje de
segundo plano agregado previsto medido recuperacion
Conjunto N° 1

24.3 50 74,3 77,9 107

24.3 150 174,3 186,3 108

24.3 450 474,3 464 98
Conjunto N° 2

17.7 50 67,7 69,5 104

17.7 150 167,7 177,6 107

17.7 450 467,7 471,7 101
Conjunto N° 3

19.5 50 69,5 72,4 106

19.5 150 169,5 179,4 107

19.5 450 469,5 461,2 98
Conjunto N° 4

10.6 50 60,6 60,4 100

10.6 150 160,6 163,9 102

10.6 450 460,6 435,8 94

15.3 Sensibilidad analitica

Cuando se la define como la concentracién evidente en 2 desviaciones estandar de las

cuentas con una unién minima, la cantidad detectable minima es 0,7 pg/mL.
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15.4 Especificidad analitica

La reactividad cruzada del sistema N-tact PTH SP se realizd con los siguientes
fragmentos de PTH humana en 200.000 pg/mL.

del fragmento % de reactividad cruzada
hPTH 39-84 <0,1
hPTH 53-84 <0,1
hPTH 39-68 <0,1
hPTH 44-68 <0,1
hPTH 1-34 <0,1
hPTH 13-34 <0,1
hPTH 1-84 100,0

CONSULTE LA BIBLIOGRAFIA EN LA ULTIMA PAGINA

PROGRAMA DEL ENSAYO

1.

©No ok

Reconstituya los reactivos liofilizados y permita que se descongelen por completo
los especimenes congelados que hubiera. Mantenga a los reactivos y
especimenes descongelados en hielo mientras organiza el ensayo.

Identifique los tubos por duplicado.
Suministre los reactivos segun el siguiente programa:

Tubos/Reactivos Cuentas Cal 0-5 Muestras de <_:ontro|
totales y desconocidas
Calibradores - 200 pL -
Controles - - 200 uL
Muestras desconocidas - - 200 uL
Trazador 100 pL 100 pL 100 pL
Mezcle bien.

Distribuya un glébulo en todos los tubos (EXCEPTO los tubos de cuentas totales).
Cubra los tubos con parafilm, incube durante 22 horas (+/- 2 horas) a 20 - 25 °C.
Aspire la mezcla de reaccion de cada tubo.

Lave los glébulos enérgicamente distribuyendo 1 mL de solucion de lavado
dentro de cada tubo con fuerza suficiente como para elevar el glébulo desde el
fondo del tubo de prueba. Aspire la solucién de lavado. Repita el procedimiento
de lavado 3 veces.

Cuente cada tubo en un contador gamma.
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ANALISI IMMUNORADIOMETRICA N-TACT® PER L'ORMONE PARATIROIDEO

1. USO PREVISTO

PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

Questo kit contiene istruzioni e materiali per la determinazione quantitativa dell'ormone
paratiroideo intatto biologicamente attivo (hPTH 1-84, Human ParaThyroid Hormone)
nel siero o plasma umano mediante analisi immunoradiometrica (IRMA).

2. SOMMARIO E SPIEGAZIONI

Il mantenimento di giusti livelli di calcio nelle cellule e nei fluidi extracellulari & di
fondamentale importanza per molti processi biologici, e I'ormone paratiroideo (PTH)
rappresenta uno dei pit importanti regolatori di omeostasi del calcio.

Dal punto di vista clinico, la misurazione di PTH viene considerata unitamente alle
determinazioni di calcio al fine di valutare alterazioni nel metabolismo del calcio.™
La misurazione di PTH si & rivelata essere difficile a causa dell'eterogeneita dei peptidi
nella ghiandola e nella circolazione.*

I PTH viene sintetizzato nelle ghiandole paratiroidee come un precursore
del'amminoacido 115 noto come ormone preproparatiroideo. L'ormone
preproparatiroideo viene convertito in una forma intermedia dell'amminoacido 90,
I'ormone proparatiroideo.> Una successiva azione proteolitica converte I'ormone
intermedio in PTH 1-84 biologicamente attivo.®In aggiunta alla formazione di frammenti
all'interno della ghiandola, si verifica una ulteriore scissione proteolitica di PTH una
volta che questo viene rilasciato in circolo.”8

Studi scientifici indicano solo che PTH intatto e frammenti di PTH contenenti la
sequenza di amminoacido 1-34 presentano attivita biologica. Concentrazioni irrilevanti
di frammenti N-terminale favoriscono la circolazione dell'ormone paratiroideo
immunoreattivo. Pertanto, quando si valutano livelli PTH, la misurazione di PTH intatto
€ meglio rapportata con il rispettivo stato del metabolismo del calcio.®"?

L'ormone paratiroideo e relativi frammenti vengono eliminati dai reni e dal fegato.™
La clearance di frammenti C-terminali € piu lenta rispetto alla clearance dell'ormone
intatto ed € maggiormente soggetta dalle funzioni renali.” In pazienti con insufficienza
renale severa o allo stadio finale, i frammenti C-terminale si accumulano in livelli molto
elevati. Quando si adotta un'analisi PTH specifica per C-terminale, & possibile che
concentrazioni elevate di PTH vengano rilevate semplicemente per una diminuita
clearance di tali frammenti biologicamente inattivi, che complicano la differenziazione
di ipercalcemia.?16-18

3. PRINCIPIO DELL'ANALISI

L'analisi immunoradiometrica (IRMA) DiaSorin per PTH SP intatto utilizza 2 diversi
anticorpi policlonali che sono stati purificati mediante cromatografia di affinita.
Tali anticorpi purificati sono specifici per 2 regioni diverse della molecola PTH.

Il primo anticorpo, specifico per PTH 39-84, & legato a una fase solida (granuli di
polistirene). Il secondo anticorpo € specifico per PTH 1-34 ed ¢ etichettato con iodio-
125. | campioni vengono incubati contemporaneamente con entrambi gli anticorpi.
Il PTH 1-84 intatto contiene entrambe le sequenze di amminoacidi 1-34 e 39-84 ed &
I'unica forma di PTH che si leghera all'anticorpo sul granulo e all'anticorpo etichettato
con iodio-125.

Poiché I'anticorpo accoppiato alla fase solida e specifico per i frammenti C-terminale e
la regione intermedia, nonché per PTH intatto, la capacita della fase solida & stata
ideata per conformarsi a livelli molto elevati di PTH. Cio evita l'interferenza da parte di
frammenti PTH della regione media e C-terminale estremamente elevati in campioni
non noti.
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Al termine del periodo di incubazione, ogni granulo viene lavato per rimuovere
eventuali anticorpi liberi. La radioattivita presente nel restante anticorpo legato viene
quindi misurata mediante un contatore a raggi gamma.

Le concentrazioni di PTH intatto presenti nei campioni sono direttamente proporzionali
alla radioattivita misurata.

3. REAGENTI FORNITI CON IL KIT

Calibratore 0 N-Tact PTH SP 1 fiala/15 mL

Calibratori 1-5 N-Tact PTH SP 5 fiale/2,0 mL

Granuli N-Tact PTH SP 1 contenitore/100 granuli
'25 Anticorpo | N-Tact PTH SP 2 fiale/5 mL

Conc. per la soluzione di lavaggio N-Tact PTH SP 1 fiala/50 mL

Controlli N-Tact PTH SP 2 fiale/2,0 mL

Numero di test 100

CONSERVAZIONE: Il kit deve essere conservato a 2-8 °C. Dopo I'apertura,
conservare ogni reagente a 2-8 °C fino alla data di scadenza indicata sull'etichetta. |
reagenti non devono essere utilizzati dopo la data di scadenza. La data di scadenza
del kit € indicata sull'etichetta esterna e si riferisce alla data di scadenza del tracciante.

Durante la ricostituzione del contenuto delle fiale, mescolare delicatamente al fine di
evitare la formazione di schiuma. Conservare tutti i reagenti ricostituiti a -15°C o a
temperatura inferiore immediatamente dopo I'uso. Non si devono mescolare reagente
di lotti diversi.

4.1 Calibratore 0 N-tact PTH SP: reagente pronto all'uso
Contiene siero umano con 0,1% sodio azide aggiunto come conservate.

4.2 Calibratori 1-5 N-tact PTH SP: reagente liofilizzato

Serie di 5 calibratori PTH 1-84 umano, a concentrazioni nominali variabili da
15 a 2000 pg/mL, contiene 0,1% sodio azide ed altri stabilizzatori. | valori esatti della
concentrazione vengono indicati per ogni lotto. Ricostituire ogni fiala di calibratore
liofilizzato con 2,0 mL del calibratore 0 fornito in dotazione, agitare energicamente e
lasciare a riposo per 5 minuti a 2-8 °C o fino a quanto il contenuto € completamente
sciolto. | calibratori di questo kit sono calibrati utilizzando PTH umano sintetico.
| calibratori del kit dimostrano commutabilita con i campioni del paziente quando usati
con reagenti e con la procedura operativa di questo test diagnostico in vitro,
come consigliato.

4.3 Granuli N-tact PTH SP: reagente pronto all'uso
Granuli in polistirene rivestiti con anticorpo di capra purificato mediante affinita
specifico per la sequenza 39-84 di PTH.

4.4 '?5Anticorpo | N-tact PTH SP: reagente pronto all'uso

Ogni fiale contiene 5,0 mL di anticorpo di capra purificato mediante affinita specifico
per PTH 1-34, etichettato con iodio-125. L'anticorpo etichettato & diluito in siero
tamponato contenente colorante rosso e 0,1% sodio azide.

4.5 Concentrato per la soluzione di lavaggio N-tact PTH SP: reagente in
soluzione

Contiene un surfattante tamponato concentrato. Preparare una soluzione di lavaggio
diluendo il contenuto dell'intera fiala con 450 mL di acqua distillata o deionizzata.
Conservare la soluzione di lavaggio a temperatura ambiente.

4.6 Controllo N-tact PTH SP, Livello 1 e Livello 2: reagente liofilizzato

Nel siero umano si aggiunge hPTH 1-84 per ottenere una concentrazione nei range
specificati. E presente 0,1% sodio azide. Ricostituire ogni controllo liofilizzato con
2,0 mL di acqua distillata o deionizzata, mescolare e lasciare riposare a 2-8 °C fino a
quando il contenuto € completamente disciolto. Il 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.
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5. AVVERTENZE E PRECAUZIONI

PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO.
Non per uso interno o esterno su animali o persone.

REAGENTI CONTENENTI MATERIALE DI PROVENIENZA UMANA

Trattare come potenzialmente infettivi.

Ogni unita di siero/plasma da donatore usata nella preparazione di questo prodotto e
stata testata con una metodica approvata dalla FDA statunitense e trovata non reattiva
per la presenza di HBsAg, anticorpi ad HCV ed anticorpi ad HIV 1/2. Anche se questi
metodi sono estremamente accurati, non & garantita la localizzazione di tutte le unita
infette. Questo prodotto puo inoltre contenere altro materiale di provenienza umana per
il quale non esiste un test approvato. Poiché nessuna metodologia di test approvata
puo offrire garanzia completa sull'assenza del virus dell'epatite B (HBV), dell'epatite C
(HCV), del virus di immunodeficienza (HIV) o di altri agenti infettivi, tutto il materiale di
provenienza umana deve essere trattato in conformita con le buone pratiche di
laboratorio adottando le precauzioni appropriate come descritto nei manuale dei
Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health Manual,
"Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories," quarta edizione, Maggio
1999 o edizione corrente.

REAGENTI CONTENENTI SODIO AZIDE

ATTENZIONE: Alcuni reagenti di questo kit contengono sodio azide. La sodio azide
pud reagire con componenti in piombo o rame e formare quindi azidi metalliche
altamente esplosive. Al momento dello smaltimento, lavare con abbondante acqua al
fine di evitare la formazione di azide. Per ulteriori informazioni, consultare
"Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts" nel manuale
Guide-Safety Management No. CDC-22 pubblicato dai Centri per il controllo e la
Prevenzione delle malattie di Atlanta, GA,

Frasi di rischio per sostanze pericolose della Comunita Europea (Direttiva del
Consiglio 1999/45/CE)
R 20/21/22 - Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed (Dannoso per
inalazione, per contatto con la pelle ed ingestione).
R 32 - Contact with acids liberates very toxic gas (Il contatto con acidi libera gas
altamente tossico).
S28 - After contact with skin, wash immediately with plenty of water (Dopo il contatto
con la pelle, lavare immediatamente con abbondante acqua).
REAGENTI CONTENENTI IODIO-125
Questo kit contiene materiale radioattivo che non supera 20 pCi (740 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 l'esercizio dell'autorita normativa.

1. La conservazione del materiale radioattivo deve essere limitata ad un'area

specificatamente designata.
2. L'accesso ai materiali radioattivi deve essere limitato esclusivamente al personale
autorizzato.

3. Non usare la bocca per versare con la pipetta materiale radioattivo.
4. Non mangiare o bere nelle aree di lavoro designate per materiale radioattivo.
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5. 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.

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

AVVERTENZA: Questo prodotto contiene un prodotto chimico noto nello Stato della
California per provocare cancro.

ATTENZIONE: La radioattivita stampata sulle istruzioni allegate alla confezione puod
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.

6. INDICAZIONI DI POSSIBILE DETERIORAMENTO DEI REAGENTI DEL KIT
6.1 Uno sfasamento nella pendenza o posizione della curva di calibrazione rispetto
a quella che normalmente si ottiene.
6.2 Una diminuzione del legame massimo.
6.3 Un legame zero altamente non specifico.
6.4 Valori non soddisfacente dei duplicati.

7. RACCOLTA DEI CAMPIONI E PREPARAZIONE

Sono richiesti duecento (200) microlitri di siero o plasma EDTA, in due serie, da usare
per l'analisi N-tact PTH SP.

Con questo kit si pud usare siero o plasma umano. Per questa analisi si possono usare
anticoagulanti EDTA. Si consigliano campioni prelevati a digiuno, anche se non
obbligatorio. Il sangue deve essere prelevato in maniera asettica mediante venopuntura in
una provetta di vetro da 5 o 10 mL sotto vuoto. Lasciar coagulare il sangue a temperatura
ambiente (15-25 °C). Centrifugare per 15 minuti usando circa 760 x g* per ottenere sieri
privi di emolisi. Non sono richiesti additivi o conservanti per mantenere l'integrita del
campione. Tutto il materiale in plastica, oggetti in vetro o altro materiale che viene a
contatto con i campioni deve essere completamente esente da qualsiasi contaminazione.
Conservare i campioni di siero o plasma a -20 °C o a temperatura inferiore. | campioni
possono essere conservati in fiale di plastica o vetro, purché le fiale siano sigillate
ermeticamente al fine di evitare I'essiccazione del campione.

Il normale plasma EDTA e i campioni di siero sono stati messi a confronto dai
laboratori DiaSorin. Non sono state notate differenze significative nei valori.

8. PROCEDURA DI ANALISI

8.1 Ricostituire i reagenti liofilizzati e scongelare con attenzione i campioni
congelati. Tenere i reagenti ricostituiti e i campioni scongelati sul ghiaccio
durante la distrubuzione dei reattivi.

8.2 Preparare due serie di provette in vetro borosilicato 12 x 75 mm etichettate in
base allo Schema di analisi.

8.3 Aggiungere i reagenti nelle provette come indicato di seguito:

a. Provette per il conteggio totale

100 pL di anticorpo '?°I N-tact PTH SP (rosso)
b. Calibratore 0

200 pL di calibratore 0

100 pL '?*di anticorpo | N-tact PTH SP (rosso)
c. Calibratori (1-5)

200 L di calibratore

100 pL '?5di anticorpo | N-tact PTH SP (rosso)

*g = (1118 x 10®) (raggio in cm) (rpm)?
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8.4
8.5

8.6
8.7
8.8
8.9

8.10

9.1
9.2
9.3
9.4
9.5

9.6
9.7

9.8

d. Controlli e campioni non noti
200 yL di campione
100 pL '2°di anticorpo | N-tact PTH SP (rosso)

Agitare nel Vortex tutte le provette.

Distribuire un granulo (ad eccezione delle conte totali) in ogni provetta
utilizzando un forcipe rivestito in teflon o un dosatore adatto per la
manipolazione dei granuli (non usare le dita).

Coprire le provette con pellicola o equivalente.

Lasciare in incubazione le provette per 22 (+2) ore a 20-25 °C.

Aspirare da ogni provetta la miscela formatasi dalla reazione.

Lavare energicamente i granuli versando 1 mL di soluzione di lavaggio in ogni
provetta con una forza sufficiente a sollevare i granuli dal fondo della provetta.
Aspirare la soluzione di lavaggio. Ripetere tre volte la procedura di lavaggio.
Misurare la radioattivita presente in ogni provetta utilizzando un contatore a
raggi gamma.

ATTREZZATURE E MATERIALI NECESSARI, NON FORNITI IN DOTAZIONE

Provette in vetro borosilicato monouso, 12 x 75 mm.

Alloggiamento per le provette per i test.

Contatore a raggi gamma adatto per il conteggio di iodio-125.

Mixer Vortex.

Dispositivi per operazioni con pipetta

a. Micropipette dosatrici calibrate per inviare 200 pL.

b. Dosatori a ripetizione, calibrati per inviare 100 uL e 1 mL.

c. Pipette volumetriche per la ricostituzione dei controlli e dei calibratori.
Pellicola o equivalente per coprire le provette.

Forcipe rivestito in teflon o altro accessorio approvato per questo kit per
distribuire i granuli.

Unita di aspirazione per aspirare |'anticorpo '#| e le soluzioni di lavaggio.

10. COMMENTI ALLA PROCEDURA

101

10.2
10.3

Quando si versano i granuli nelle provette, inclinare leggermente |l
portaprovette e far scivolare i granuli nelle provette. In questo modo si evita di
far schizzare la soluzione di test. Non maneggiare i granuli con le dita.

Con la pipetta, aggiungere I'anticorpo '?| al terzo inferiore della provetta di analisi.

Per monitorare completamente la costanza e la validita di un'analisi RIA,
si devono controllare altri fattori. DiaSorin consiglia di eseguire un controllo per
ogni analisi dei seguenti parametri per garantire prestazioni costanti del kit.

a. Conteggi totali

b. Legame massimo
Conteggi al minuto (CPM) della provetta del calibratore 2000

c. Legame non specifico
CPM della provetta del calibratore 0
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11. CONTROLLO DI QUALITA'

Ogni laboratorio dovrebbe includere entrambi i sieri di controllo di ogni analisi per
garantire la validita dei risultati di ogni analisi. Determinare quindi la deviazione media
e standard per ogni controllo usando un minimo di dieci (10) analisi. Si pud quindi
ottenere un range accettabile di valori per questi controlli utilizzando +2 deviazioni
standard dei valori determinati in precedenza. Il Laboratorio di Controllo della Qualita
DiaSorin ha stabilito un range per i controlli inclusi nel kit.

12. CALCOLO DEI RISULTATI

Per stabilire la concentrazione del PTH intatto trovato in campioni di controllo e non
noti, creare una curva utilizzando le concentrazioni del calibratore indicate sulle
etichette delle fiale. | valori sono ottenuti come segue:

121
12.2

12.3

124
12,5

12.6

12.7

Calcolare il CPM medio per ogni calibratore, controllo e campione non noto.

Sottrarre il CPM medio delle provette del calibratore 0 da tutti gli altri conteggi
medi per ottenere i CPM esatti.

Usando una carta millimetrata per modello log-log, tracciare I'esatto CPM del
livello di ogni calibratore sull'asse delle ordinate e la concentrazione del
calibratore sull'asse delle ascisse.

Interpolare i livelli di PTH nei campioni dal tracciato.

Se un campione non noto da una lettura maggiore rispetto al calibratore
superiore, il campione dovra essere diluito correttamente con il calibratore 0 e
analizzato nuovamente.

Se un campione non noto € stato diluito, correggere con il fattore di diluizione
idoneo.

| valori inferiori al Calibratore 1 ma superiori a 0,7 pg/mL (sensibilita dell'analisi)

possono essere calcolati usando la seguente formula:

CPM corretto (non noto)
CPM corretto (Cal. 1)

Valori non noti = x Valore di Cal. 1
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TABELLAI
Dati campione N-tact PTH SP

CPM CPM CPM Conc.
Provetta duplicato medio corretto (pg/mL) B/T
Conteggio totale 260.242 256.889
253.536
Calibratore 0 384 379
374
Calibratori (pg/mL)
1(15) 2.324 2.338 1.959
2.351
2 (50) 6.469 6.550 6.171
6.630
3 (150) 16.390 16.340 15.961
16.289
4 (450) 34.605 34.926 34.547
35.246
5 (2,000) 85.678 84.864 84.485 33%
84.050
Campioni non noti
1 6.494 6.472 6.093 49
6.450
2 34.144 34.538 34.159 442
34.932

| dati di campioni tipici e una curva di calibratore per PTH SP intatto sono riportati nella
TABELLA | e nella FIGURA 1; queste informazioni servono solo a scopo di riferimento e non
devono essere usate per il calcolo dei valori.

ESEMPIO DI CURVA DI CALIBRAZIONE N-tact PTH SP

CPM corretti
100000

10000

1000

10 100 1000 10000

PTH 1-84 (pg/mL)
FIGURA 1
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13. LIMITI DELLA PROCEDURA
13.1 Se la concentrazione iniziale di un campione non noto € maggiore del

13.2

calibratore superiore, diluire solo con il Calibratore 0.

Il conteggio delle volte dovrebbe essere sufficiente per ridurre errori statistici
(ad esempio, l'accumulo di 2.000 CPM produrra un errore del 5%;
10.000 CPM produrra un errore dell'1%).

RIDUZIONE DEI DATI
Il Laboratorio di controllo di qualita DiaSorin QC utilizza una retta curvilinea uniforme.

14. VALORI PREVISTI
Range normale

Ogni laboratorio deve stabilire un range di riferimento proprio. Un range normale &
stato definito da DiaSorin utilizzando siero prelevato da 129 adulti apparentemente
sani, a digiuno. La media geometrica ¢ stata calcolata essere 26 pg/mL con un range 2
S.D. di 13-54 pg/mL.

CAMPIONI CLINICI

1.

Campioni di siero prelevati da quarantasei (46) pazienti affetti da
iperparatiroidismo primario sono stati analizzati con il sistema di analisi N-tact
PTH SP. | valori di PTH intatto variavano fra 43,6-686,1 pg/mL.

Quattordici (14) campioni prelevati da pazienti diagnosticati essere affetti da
ipoparatiroidismo sono stati analizzati con il sistema di analisi N-tact PTH SP. |
valori del PTH intatto variavano fra 0-20,6 pg/mL.

Quarantotto (48) pazienti affetti da disturbi renali cronici sono stati analizzati
con il sistema di analisi N-tact PTH SP. | valori di PTH variavano fra
10,3-1042 pg/mL.

Quattro (4) campioni di pazienti affetti da iperparatiroidismo familiare sono stati
analizzati con il sistema di analisi N-tact PTH SP. | valori di PTH intatto
variavano fra 59,5-100,5 pg/mL.

15. CARATTERISTICHE SPECIFICHE DELLE PERFORMANCE

15.1 Precisione

Variazione intra-analisi (valori = pg/mL). Tre controlli sul siero sono stati eseguiti in due
serie di 20 in una singola analisi per stabilire la variazione durante la stessa analisi.

Numero campione | Valore medio D.S. (% C.V.))
1 26 0,9 3,6
2 276 5,4 2,0
3 1.125 27,5 2,4

Variazione inter-analisi (valori = pg/mL). Tre controlli sul siero sono stati eseguiti da
4 tecnici in 20 analisi separate per stabilire la variazione fra le analisi.

Numero campione | Valore medio D.S. (% C.V.))
1 49 1,6 34
2 285 13,1 4,6
3 1.111 54,8 4,9
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15.2 Accuratezza: I'accuratezza dell’analisi & stata controllata mediante test
di diluizione e test di recupero.

Parallelismo

Studio di diluizione seriale di 3 campioni non noti (valori = pg/mL) (campioni diluiti con

calibratore 0).

Numgro Diluizione Misurato Co.rre'tt'o per % ottenuta
campione diluizione
1 Non diluito 164 | - 100%
1:2 77 154 94%
1:4 36 144 87%
1:8 19 152 93%
2 Non diluito 286 | - 100%
1:2 139 278 97%
1:4 72 288 100%
1:8 36 288 101%
3 Non diluito 750 | - 100%
1:2 357 714 95%
1:4 184 736 98%
1:8 100 800 106%
PRECISIONE
Studio del recupero (valori = pg/mL)
Valore di fondo Calib_ratore Vak_)re \(alore Percentuale di
aggiunto previsto misurato recupero
Set No. 1
243 50 74,3 77,9 107
24.3 150 174,3 186,3 108
24.3 450 474,3 464 98
Set No. 2
17.7 50 67,7 69,5 104
17.7 150 167,7 177,6 107
17.7 450 467,7 471,7 101
Set No. 3
19.5 50 69,5 72,4 106
19.5 150 169,5 179,4 107
19.5 450 469,5 461,2 98
Set No. 4
10.6 50 60,6 60,4 100
10.6 150 160,6 163,9 102
10.6 450 460,6 435,8 94

15.3 Sensibilita analitica

La quantita minima rilevabile, se definita come concentrazione apparente a
2 deviazioni standard dai conteggi a legame minimo, & di 0,7 pg/mL.
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15.4 Specificita analitica

La reattivita incrociata del sistema N-tact PTH SP & stata eseguita con i seguenti
frammenti di PTH umano a 200.000 pg/mL.

Frammento % di reattivita incrociata
hPTH 39-84 <0,1
hPTH 53-84 <0,1
hPTH 39-68 <0,1
hPTH 44-68 <0,1
hPTH 1-34 <0,1
hPTH 13-34 <0.1
hPTH 1-84 100,0

FARE RIFERIMENTO ALL'ULTIMA PAGINA PER LA BIBLIOGRAFIA

SCHEMA DI ANALISI

1.

Ricostituire i reagenti liofilizzati e scongelare con attenzione i campioni congelati.
Tenere i reagenti ricostituiti e i campioni scongelati sul ghiaccio durante la
distrubuzione dei reattivi.

Contrassegnare due serie di provette.
Versare il reagente seguendo lo schema seguente:

Provette/Reagenti Conteggl Cal 0-5 C(_Jntr_ollo e
totali campioni non noti
Calibratori - 200 pL -
Controlli - - 200 pL
Campioni non noti - - 200 pL
Tracciatore 100 pL 100 pL 100 pL

Mescolare bene.

Distribuire 1 granulo (ad eccezione delle conte totali) in ogni provetta.

Coprire le provette con pellicola, lasciare in incubazione per 22 ore (+/- 2ore) a
20-25°C.

Aspirare da ogni provetta la miscela di reazione.

Lavare energicamente i granuli versando 1 mL di soluzione di lavaggio in ogni
provetta con una forza sufficiente a sollevare i granuli dal fondo della provetta.
Aspirare la soluzione di lavaggio. Ripetere tre volte la procedura di lavaggio.

Contare ogni provetta in un contatore a raggi gamma.

52



ENSAIO IMUNORADIOMETRICO DA HORMONA PARATIROIDE N-TACT®

1. USO INDICADO

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

Este kit contém instru¢cdes e materiais para a determinagédo quantitativa da hormona
paratirdide humana intacta biologicamente activa (hPTH 1-84) no soro ou plasma
através de ensaio imunoradiométrico (IRMA).

2. RESUMO E EXPLICAGAO

A manutengao de niveis de calcio adequados nas células e nos fluidos extracelulares
é de importancia fundamental para varios processos biologicos, e a hormona
paratiréide (PTH) é um dos reguladores mais importantes da homeostase do célcio.
Clinicamente, a medicdo da PTH é usada em conjunto com determinagdes relativas ao
célcio para avaliar distarbios no metabolismo do calcio.”* A medi¢gdo da PTH provou
ser complicada devido a heterogeneidade de peptideos que ocorrem tanto na glandula
como na circulagéo.*

A PTH ¢é sintetizada na glandula paratiréide como um aminoacido 115 precursor
designado como hormona pre-proPTH. A hormona pré-pré6-PTH é convertida numa
forma intermediaria de 90 aminoacidos hormona pré-PTH.> Uma acgao proteolitica
adicional converte a hormona intermediaria na biologicamente activa PTH 1-84.%
Além da formacédo de fragmentos dentro da glandula, ha uma quebra proteolitica
adicional da PTH assim que é libertada na circulagéo.”®

Estudos cientificos indicam que s6 a PTH intacta e os fragmentos de PTH com a
sequéncia 1-34 de aminoacidos possuem actividade bioldgica. As concentracdes
insignificantes do(s) fragmento(s) N-terminal contribuem para a bolsa circulatéria da
hormona paratiréide imunoreactiva. Assim, ao usar os niveis da PTH para avaliar
pacientes, a medicdo da PTH intacta correlaciona-se melhor com o seu estado de
metabolismo do célcio.*"?

A hormona paratiréide e os seus fragmentos séo eliminados da circulagéo pelo figado
e pelos rins." A eliminagdo dos fragmentos C-terminal ¢ mais lenta do que a
eliminagdo da hormona intacta, estando mais dependente dos mecanismos renais."
Em pacientes com insuficiéncia renal grave ou em fase terminal, os fragmentos
C-terminal acumulam-se em niveis muito altos. Ao usar um ensaio PTH especifico de
C-terminal, ¢é possivel encontrar concentragbes elevadas da PTH gracgas,
principalmente, a reduzida eliminagdo destes fragmentos biologicamente inactivos,
que complica a diferenciagdo da hipercalcemia.? 618

3. PRINCIPIO DO ENSAIO

O ensaio imunoradiométrico da PTH SP intacta (IRMA) da DiaSorin utiliza
2 anticorpos policlonais diferentes que foram purificados através da cromatografia de
afinidade. Estes anticorpos purificados sao especificos para duas regides diferentes da
molécula da PTH.

O primeiro anticorpo, especifico para a PTH 39-84, estad ligado a uma fase solida
(esférulas de poliestireno). O segundo anticorpo € especifico para a PTH 1-34 e é
rotulado com iodo-125. As amostras sédo incubadas simultaneamente em ambos os
anticorpos. A PTH 1-84 intacta contém tanto as sequéncias de aminoacidos 1-34 como
as de 39-84 sendo a unica forma da PTH que sera ligada pelo anticorpo nas esférulas
e no anticorpo rotulado com iodo-125.

Como o anticorpo ligado a fase sélida é especifico para os fragmentos medianos e
C-terminal assim como para a PTH intacta, a capacidade da fase solida foi projectada
para acomodar niveis bastante elevados da PTH. Isto evita a interferéncia de
fragmentos PTH medianos e C-terminal extremamente elevados em amostras
desconhecidas.
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Apo6s o periodo de incubagédo, cada esférula é lavada para remover qualquer anticorpo
rotulado ndo ligado. A radioactividade presente no anticorpo rotulado ligado restante é
entdo medida usando um contador gama.

As concentragbes da PTH intacta presentes nas amostras s&do directamente
proporcionais a radioactividade medida.

4. REAGENTES FORNECIDOS NO KIT

Calibrador 0 N-Tact PTH SP 1 frasco/15 mL
Calibradores 1-5 N-Tact PTH SP 5 frascos/2,0 mL
Esférulas N-Tact PTH SP 1 recipiente/100 esférulas
Anticorpo "®| N-Tact PTH SP 2 frascos/5 mL

Solugéo de lavagem conc. N-Tact PTH SP 1 frasco/50 mL

Controlos N-Tact PTH SP 2 frascos/2,0 mL

Numero de testes 100

ARMAZENAMENTO: Ao ser recebido, o kit deve ser armazenado a 2-8 °C. Depois de
abrir, armazene cada reagente a 2-8° até a data de validade no rétulo. Os reagentes
ndo devem ser usados apds a data de validade. A data de validade do kit é indicada
no rétulo externo e corresponde a data de validade do tragador.

Ao reconstituir o contetdo dos frascos, misture com cuidado para evitar a formagéo de
espuma. Armazene todos os reagentes reconstituidos a -15°C ou menos
imediatamente apds o uso. Nao misture reagentes de lotes diferentes.

4.1 Calibrador 0 N-tact PTH SP: reagente pronto a usar
Contém soro humano com 0,1% de azida de sédio adicionado como preservativo.

4.2 Calibradores 1-5 N-tact PTH SP: reagente liofilizado

Conjunto de 5 calibradores PTH 1-84 humano, em concentragdes nominais variando
entre 15-2000 pg/mL, contém 0,1% de azida de sddio e outros estabilizadores.
Os valores exactos de concentragdo séo atribuidos a cada lote. Reconstitua cada
frasco de calibrador liofilizado com 2,0 mL do calibrador 0 fornecido, misture e deixe
descansar durante 5 minutos a 2-8 °C ou até que o contelido esteja completamente
dissolvido.

Os calibradores do kit sdo calibrados usando PTH humana sintética. Os calibradores
do kit demonstram permutabilidade com amostras de pacientes quando usados com
reagentes e um procedimento operacional deste teste de diagndstico in vitro tal como
recomendado.

4.3 Esférulas N-tact PTH SP: reagente pronto a usar
As esférulas de poliestireno sdo revestidas com anticorpo de cabra purificado por
afinidade especifico para a sequéncia 39-84 da PTH.

4.4 "?5] Anticorpo N-tact PTH SP: reagente pronto a usar

Cada frasco contém 5,0 mL de anticorpo de cabra purificado por afinidade especifico
para PTH 1-34, rotulada com iodo-125. O anticorpo rotulado é diluido em soro com
tampao contendo corante vermelho e 0,1% de azida de soédio.

4.5 Solugao de lavagem concentrada N-tact PTH SP: reagente em solugéo
Contém um surfactante concentrado tamponado. Prepare uma solugao de lavagem de
trabalho diluindo todo o conteido do frasco em 450 mL de agua destilada ou
deionizada. Armazene a solugéo de lavagem a temperatura ambiente.

4.6 Controlo N-tact PTH SP, Nivel 1 e Nivel 2: reagente liofilizado

O soro humano é fixado com hPTH 1-84 para obter uma concentragdo dentro de um
determinado intervalo. Adicione 0,1% de azida de sdédio. Reconstitua cada controlo
liofilizado com 2,0 mL de agua destilada ou deionizada, misture e deixe descansar a
2-8°C até que o conteudo esteja completamente dissolvido. 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.
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5. AVISOS E PRECAUGOES

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO.
N&o recomendado para o uso interno ou externo em seres humanos ou animais.

REAGENTES COM MATERIAL DE FONTE HUMANA
Trate como se fossem potencialmente infecciosos.

Cada unidade de doador de soro/plasma usados na preparagdo deste produto foi
testado por um método aprovado pelo FDA americano e determinado como sendo nao
reactivo para a presenga de HBsAg, anticorpo para HCV e anticorpo para HIV 1/2.
Embora estes métodos sejam bastante precisos, ndo garantem que todas as unidades
infectadas sejam detectadas. Este produto também pode conter outros materiais de
origem humana para os quais ndo ha teste aprovado. Como nenhum método de teste
conhecido pode oferecer seguranga total em relagdo a auséncia do virus da hepatite B
(HBV), do virus da hepatite C (HCV), do virus HIV ou de outros agentes infecciosos,
todos os produtos que contém materiais de origem humana devem ser manuseados
de acordo com boas praticas laboratoriais usando as precaugdes adequadas tal como
descrito no Manual dos Centros Americanos para Controlo e Prevengéo de Doengas e
Institutos Nacionais de Saude, “Biosegurangca em Laboratérios Microbiolégicos e
Biomédicos,” (Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories), 42 edicao,
Maio 1999, ou edig¢éo actual.

REAGENTES COM AZIDA DE SODIO

CUIDADO: Alguns reagentes presentes neste kit contém azida de sédio. A azida de
sodio pode reagir com chumbo ou cobre para formar azidas de metal altamente
explosivo. Ao eliminar, lave com grande quantidade de agua para impedir a formagao
de azida. Para mais informacgdes, consulte “Descontaminagéo de drenos de pias para
remover Sais de azidas,” no Manual Guia-Gestdo de Seguranga N° CDC-22 emitido
pelos Centros de Controlo e Prevengao de Doengas, Atlanta, GA, 1976.

Frases de Risco de Substancias Perigosas da Comunidade Europeia (Directiva
do Conselho 1999/45/EC)

R 20/21/22 - Nocivo pela inalagdo, em contacto com a pele e se ingerido.

R 32 - O contacto com &cidos liberta gas muito toxico.

S28 - Apos contacto com a pele, lave imediatamente com dgua em abundancia.

REAGENTES COM IODO-125

Este kit contém material radioactivo que nédo excede 20uCi (740kBq) de iodo-125.
Devem ser tomadas todas as precaugbes apropriadas e usadas boas praticas
laboratoriais no armazenamento, manuseio e eliminagéo deste material.

Para médicos ou instituicdes que recebem 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, laboratérios clinicos e
hospitais, e apenas para testes laboratoriais ou testes clinicos in vitro que nao
envolvam administragdo interna ou externa do material, ou a radiagdo deste para
seres humanos ou animais. A sua recepgdo, aquisi¢cdo, posse, uso e transferéncia
estdo sujeitos aos regulamentos e a licenga geral da Comissdo Reguladora Nuclear
dos Estados Unidos do estado com o qual a Comissdo entrou em acordo para o
exercicio da autoridade reguladora.

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

2. O acesso a materiais radioactivos deve ser limitado apenas a pessoal autorizado.
3. Nao pipete material radioactivo por via oral.
4. Nao coma nem beba nas areas designadas para trabalho radioactivo.
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5. As areas onde possam ocorrer fugas devem ser limpas e em seguidas lavadas
com detergente alcali ou solugdo de descontaminagéo radiolégica. Qualquer
vidro usado deve ser enxaguado completamente em agua antes de lavar
qualquer outro material de vidro do laboratério.

Para médicos ou instituicdes que recebem radio-isétopos sob uma licenga especifica:
A recepcao, uso, transferéncia e eliminagéo de materiais radioactivos estéo sujeitos
aos regulamentos e condigdes da sua licenca especifica.

ADVERTENCIA: Este produto contém um elemento quimico que provoca cancro,
segundo o Estado da Califérnia.

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
tracador. O rotulo da caixa e do frasco do tragador indicam a quantidade real de
radioactividade na data da calibragem enquanto a embalagem indica a radioactividade
tedrica no Kkit.

6. INDICAGOES DE POSSIVEL DETERIORAGAO DOS REAGENTES DO KIT

6.1 Um deslocamento na inclinagdo ou na posigdo da curva do calibrador em
relagdo a que é normalmente obtida.

6.2 Uma diminuigdo na ligagao maxima.
6.3 Uma ligagéo zero néo especifica alta.
6.4 Valores duplicados pequenos.

7. RECOLHA E PREPARAGAO DE ESPECIMES

Sao necessarios duzentos microlitros de soro ou plasma EDTA, em dose dupla, para
usar no ensaio N-tact PTH SP.

Pode-se usar tanto soro humano como plasma neste kit. Os anticoagulantes EDTA
podem ser usados com este ensaio. Recomenda-se o uso de um espécime em
jejum, mas ndo é necessario. O sangue deve ser recolhido assepticamente por
venipunctura num tubo de vidro vazio de 5 ou 10 mL. Deixe o sangue coagular a
temperatura ambiente (15-25°C). Centrifugue durante 15 minutos usando
aproximadamente 760 x g* para obter soro sem hemodlise. Nao sdo necessarios
aditivos ou preservativos para manter a integridade da amostra. Qualquer plastico,
vidro ou outro material que entrar em contacto com o espécime deve estar
completamente descontaminado. Armazene as amostras de soro ou plasma a
temperatura de -20 °C ou inferior. Os espécimes podem ser armazenados em frascos
de vidro ou de plastico, desde que os frascos sejam hermeticamente fechados para
impedir a dissecagao da amostra.

As amostras de soro e plasma EDTA normal foram comparadas pelos laboratérios
DiaSorin. Nao se verificou nenhuma diferenga significativa nos valores.

8. PROCEDIMENTO DO ENSAIO

8.1 Reconstitua os reagentes liofilizados e deixe qualquer espécime congelado
descongelar completamente. Mantenha os reagentes e espécimes
descongelados no gelo enquanto prepara o ensaio.

8.2 Prepare dois tubos de vidro de borosilicato de 12 x 75 mm rotulados de acordo
com o Esquema do Ensaio.

8.3 Adicione reagentes aos tubos da seguinte forma:

a. Total de tubos de contagem
100 pL anticorpo '?°| N-tact PTH SP (vermelho)

b. Calibrador 0
200 pL calibrador 0
100 pL anticorpo '?°| N-tact PTH SP (vermelho)

*g = (1118 x 10'®) (raio em cm) (rppm)?
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9.

10.

c. Calibradores (1-5)
200 pL calibrador
100 pL anticorpo '?°I N-tact PTH SP (vermelho)

d. Controlos e amostras desconhecidas
Amostra de 200 uL
100 pL anticorpo '?°I N-tact PTH SP (vermelho)

8.4 Misture todos os tubos.

8.5 Despeje uma esférula em cada tubo, a excepgdo dos tubos de contagens
totais, com forceps revestido a teflon ou um doseador adequado para manipular
esférulas. (Ndo use os dedos.)

8.6 Cubra os tubos com parafilme ou equivalente.
8.7 Incube os tubos durante 22 (+2) horas a 20-25 °C.
8.8 Aspire a mistura de reacgéo de cada tubo.

8.9 Lave as esférulas deitando vigorosamente 1 mL de solugdo de lavagem em
cada tubo com forga suficiente para levantar a esférula do fundo do tubo de
ensaio. Aspire a solugdo de lavagem. Repita o procedimento de lavagem
3 vezes.

8.10 Mega a radioactividade presente em cada tubo usando um contador gama.

EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS

9.1 Tubos de vidro descartaveis de borosilicato, 12 x 75 mm.

9.2 Suporte do tubo de ensaio.

9.3 Contador gama capaz de contar iodo-125.

9.4 Misturador de vortice.

9.5 Dispositivos para pipetar
a. Micropipetador calibrado para administrar 200 L.
b. Distribuidores de repeti¢éo, calibrados para administrar 100 yL e 1 mL.
c. Pipetas volumétricas para reconstituir controlos e calibradores.

9.6 Parafilme ou equivalente para cobrir os tubos de ensaio.

9.7 Forceps revestido a teflon ou outro dispositivo aprovado para despejar
esférulas.

9.8 Unidade de aspiragéo para aspirar anticorpo '?| e solugdes de lavagem.

COMENTARIOS SOBRE O PROCEDIMENTO

10.1 Ao adicionar esférulas aos tubos, incline levemente o suporte do tubo de
ensaio e deixe as esférulas rolarem para dentro dos tubos. Evitard a
ocorréncia de respingos excessivos da solugado de teste. Nao manipule as
esférulas com os dedos.

10.2 Pipete o anticorpo | para a terga parte inferior do tubo de ensaio.

10.3 Para um laboratério monitorizar completamente o desempenho consistente de
um ensaio RIA ha alguns factores adicionais que devem ser verificados.
A DiaSorin sugere a verificagdo para cada ensaio dos seguintes parametros
para assegurar um desempenho consistente do kit.
a. Contagens totais
b. Ligagdo maxima
Contagens por minuto (CPM) de 2000 Tubo Calibrador
c. Ligagao nao especifica
CPM do Tubo calibrador 0
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11. CONTROLO DE QUALIDADE

Cada laboratério deve incluir ambos os soros de controlo do kit em cada ensaio para
assegurar a validade dos resultados de cada ensaio. Deve-se entdo determinar o
desvio médio e o desvio padrdao para cada controlo usando um minimo de dez
(10) ensaios. Pode-se entdo obter um intervalo aceitavel de valores para esses
controlos usando +2 desvios padrdo dos valores previamente determinados. O
Laboratorio de Controlo de Qualidade da DiaSorin determinou um intervalo para os
controlos incluidos neste kit.

12. CALCULO DE RESULTADOS

Para determinar a concentragdo de PTH intacta encontrada nas amostras

desconhecidas e de controlo, prepara-se uma curva do calibrador usando

concentragdes do calibrador registadas nos rétulos dos frascos. Os valores sdo
gerados da seguinte forma:

12.1 Calcule o CPM médio para cada calibrador, controlo e amostra desconhecida.

12.2 Subtraia o CPM médio dos tubos do calibrador 0 de todas as outras contagens
médias para obter os CPMs corrigidos.

12.3 Usando papel de grafico log-log, determine o CPM corrigido de cada nivel de
calibrador na ordenada relativamente a concentragéo do calibrador na abcissa.

12.4 Interpole os niveis de PTH nas amostras a partir do grafico.

12.5 Se uma amostra desconhecida apresentar uma leitura maior do que o
calibrador mais alto, deve ser apropriadamente diluida com o calibrador O e
testada novamente.

12.6 Se uma amostra desconhecida tiver sido diluida, corrija para o factor de
diluigdo apropriado.

12.7 Os valores menores que o Calibrador 1 mas maiores que 0,7 pg/mL
(sensibilidade do ensaio) podem ser calculados usando a férmula:

CPM corrigido
Valores de desconhecido = (desconhecido) x Valor do Cal. 1
CPM Corrigido (Cal. 1)
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TABELA |
Dados de amostra N-tact PTH SP

CPM CPM CPM Conc.
Tubo Duplicado Médio Corrigido (pg/mL) B/T
Contagem total 260.242 256,889
253.536
Calibrador 0 384 379
374
Calibradores
(pg/mL)
1(15) 2.324 2.338 1.959
2.351
2 (50) 6.469 6.550 6.171
6.630
3 (150) 16.390 16.340 15.961
16.289
4 (450) 34.605 34.926 34.547
35.246
5 (2,000) 85.678 84.864 84.485 33%
84.050
Amostras
desconhecidas
1 6.494 6.472 6.093 49
6.450
2 34.144 34.538 34.159 442
34.932

A TABELA 1 e a FIGURA 1 apresentam os dados tipicos de calibragem e uma curva do
calibrador para a PTH SP intacta; estas informagdes sdo apenas para referéncia e nao
devem ser usadas para o calculo de nenhum valor.

CURVA DO CALIBRADOR DE AMOSTRA N-tact PTH SP

Cpms
corrigidos

100000

10000

1000

10 100 1000 10000
FIGURA 1 PTH 1-84 (pg/mL)
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13. LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

13.1 Se a concentragao inicial de uma amostra desconhecida for maior do que o
calibrador mais alto, dilua apenas com Calibrador 0.

13.2 Devem ser feitas contagens suficientes para reduzir o erro estatistico (por
exemplo, a acumulagéo de 2.000 CPM levara a um erro de 5%; 10.000 CPM
levara a um erro de 1%).

DADOS DE REDUGAO
O Laboratério de controlo de qualidade da DiaSorin usa um ajuste de curva spline
suave.

14. VALORES ESPERADOS
INTERVALO NORMAL

Cada laboratério deve estabelecer o seu proprio intervalo normal. Um intervalo normal
foi estabelecido pela DiaSorin usando soro de 129 adultos aparentemente saudaveis
em jejum. A média geométrica foi calculada como sendo 26 pg/mL com um intervalo
2 desvio padrao de 13-54 pg/mL.

ESPECIMES CLINICOS

1. Amostras de soro de quarenta e seis (46) pacientes com hiperparatiroidismo
foram analisadas no sistema de ensaio N-tact PTH SP. Os valores da PTH
intacta variaram entre 43,6-686,1 pg/mL.

2. Catorze (14) amostras de pacientes diagnosticados como portadores de
hipoparatiroidismo foram analisadas no sistema de ensaio N-tact PTH SP.
Os valores de PTH intacto variaram entre 0-20,6 pg/mL.

3. Quarenta e oito (48) pacientes com doenca renal crénica foram analisados no
sistema de ensaio N-tact PTH SP. Os valores da PTH intacta variaram entre
10,3-1042 pg/mL.

4. Quatro (4) amostras de pacientes com hiperparatiroidismo familiar foram
analisadas no sistema de ensaio N-tact PTH SP. Os valores da PTH intacta
variaram entre 59,5-100,5 pg/mL.

15. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO

15.1 Precisao

Variagéo intra ensaio (valores = pg/mL). Foram executados trés controlos de soro em
réplicas de 20 num Unico ensaio para determinar a variagao inter-ensaio.

Numero da Valor médio Desvio (% CV.)
amostra padréo
1 26 0,9 3,6
2 276 54 2,0
3 1.125 27,5 24

Variagao intra ensa

io (valores = pg/mL). Foram executados trés co
4 técnicos em 20 ensaios separados para determinar a variagao intra-ensaio.

ntrolos de soro por

Numero da

Desvio

Valor médio ~ (% C.V))
amostra padrédo
1 49 1,6 3,4
2 285 13,1 4,6
3 1.111 54,8 4,9
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15.2 Precisao: A precisao do ensaio foi verificada através do teste de
diluigado e do teste de recuperagao.

Paralelismo

Estudo em série da diluigho de 3 amostras desconhecidas (valores = pg/mL).

(Amostras diluidas com calibrador O .)

Numero da Diluigéo Medida | Comigidapara | o qpig,
amostra diluicdo
1 Nao diluido 164 | - 100%
1:2 77 154 94%
1:4 36 144 87%
1:8 19 152 93%
2 Nao diluido 286 | @ - 100%
1:2 139 278 97%
1:4 72 288 100%
1:8 36 288 101%
3 N&o diluido 750 | 100%
1:2 357 714 95%
1:4 184 736 98%
1:8 100 800 106%
PRECISAO
Estudo de recuperagéo (valores = pg/mL)
Valor base Ce_lli_brador Valor Valqr Percentagenj
adicionado esperado medido de recuperagao
Conjunto No. 1
24.3 50 74,3 77,9 107
24.3 150 174,3 186,3 108
24.3 450 4743 464 98
Conjunto No. 2
17.7 50 67,7 69,5 104
17.7 150 167,7 177,6 107
17.7 450 467,7 4717 101
Conjunto No. 3
19.5 50 69,5 72,4 106
19.5 150 169,5 179,4 107
19.5 450 469,5 461,2 98
Conjunto No. 4
10.6 50 60,6 60,4 100
10.6 150 160,6 163,9 102
10.6 450 460,6 435,8 94

15.3 Sensibilidade Analitica

Quando definida como a concentragdo aparente em 2 desvios-padrao das contagens
na ligagdo minima, a quantidade minima detectavel é de 0,7 pg/mL.
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15.4 Especificidade Analitica

A reactividade cruzada do sistema N-tact PTH SP foi feita com os seguintes
fragmentos humanos da PTH a 200.000 pg/mL.

Fragmento % Reactividade cruzada
hPTH 39-84 <0,1
hPTH 53-84 <0,1
hPTH 39-68 <0,1
hPTH 44-68 <0,1
hPTH 1-34 <0,1
hPTH 13-34 <01
hPTH 1-84 100,0

CONSULTE A ULTIMA PAGINA PARA OBTER REFERENCIAS

ESQUEMA DO ENSAIO

1.

Reconstitua os reagentes liofilizados e deixe descongelar totalmente qualquer
espécime congelado. Mantenha os reagentes e espécimes descongelados no
gelo enquanto prepara o ensaio.

Identifique dois tubos.

Despeje os reagentes de acordo com o seguinte esquema:

_ Cal Amostras de
Tubos/Reagentes | Contagens totais 0-5 controlo e
desconhecidas
Calibradores - 200 uL -
Controlos - - 200 pL
Amostras - - 200 yL
desconhecidas
Tragador 100 uL 100 uL 100 uL
Misture bem.

Despeje uma esférula em todos os tubos a excepgéo dos tubos de contagens
totais.

Tape os tubos com parafilme, incube durante 22 horas (+/- 2 horas) a 20 - 25 °C.
Aspire a mistura de reacgao de cada tubo.

Lave as esférulas deitando vigorosamente 1 mL de solugdo de lavagem em cada
tubo com forga suficiente para levantar a esférula do fundo do tubo de ensaio.
Aspire a solugdo de lavagem. Repita o procedimento de lavagem 3 vezes.

Conte cada tubo num contador gama.
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N-TACT® IMMUNRADIOMETRISK ASSAY FOR PARATHORMON

1. AVSEDD ANVANDNING

FOR DIAGNOSTISKT BRUK IN VITRO.

Satsen innehaller anvisningar och materiel for kvantitativ analys av biologiskt aktivt
intakt humant parathormon (hPTH 1-84) i serum eller plasma med en
immunradiometrisk assay (IRMA).

2. SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Uppratthallandet av korrekta kalciumhalter i celler och extracellulara vatskor ar av
grundlaggande betydelse for manga biologiska processer, och parathormon (PTH) &r
en av de viktigaste regulatorerna av kalciumhomeostasen.

Kliniskt anvands PTH-matningar tillsammans med analyser av kalcium fér att bedéma
rubbningar i kalciummetabolismen.'? Det har dock visat sig svart att mata PTH p.g.a.
heterogeniteten hos de peptider som forekommer bade i kértlar och cirkulation.*

PTH syntetiseras i biskoldkértlarna som en 115 aminosyror lang prekursor, vilken
kallas preproparathormon. Preproparathormon omvandlas till en intermediar form med
90 aminosyror, proparathormon.’ Genom fortsatt proteolytisk aktivitet omvandlas
intermediarhormonet till biologiskt aktivt PTH 1-84.6 Utover att det bildas fragment i
kortlarna sker det en fortsatt proteolytisk nedbrytning av PTH sedan det frisatts till
blodbanan.”8

Vetenskapliga studier har visat att endast intakt PTH och PTH-fragment som innehaller
aminosyrorna 1-34 har biologisk aktivitet. Obetydliga halter av det/de
N-terminala fragmenten bidrar till poolen av immunreaktivt parathormon i cirkulationen.
Nar man mater PTH for att bedéma patienter ar det darfér matning av intakt PTH som
béast korrelerar med status for patientens kalciummetabolism.®'3

Parathormon och fragmenten av detta elimineras fran cirkulationen av bade njurar och
lever." Clearance for C-terminala fragment ar langsammare an clearance for det
intakta hormonet och ar mer beroende av renala mekanismer.'® Hos patienter med svar
njursvikt eller terminal njursvikt ackumuleras de C-terminala fragmenten till mycket
héga nivaer. Nar man anvander en C-terminalspecifik PTH-assay, kan man ibland
pavisa forhdjda PTH-halter enbart p.g.a. en sankt clearance fér dessa biologiskt
inaktiva fragment, vilket komplicerar differentialdiagnostiken av hyperkalcemi.?'6-18

3. ANALYSPRINCIP

DiaSorin immunradiometrisk assay (IRMA) for intakt PTH SP &r baserad pa tva olika
polyklonala antikroppar renade med hjalp av affinitetskromatografi, som har specificitet
for tva olika omraden pa PTH-molekylen.

Den forsta antikroppen, som ar specifik for PTH 39-84, ar bunden till en fast fas
(polystyrenparlor). Den andra antikroppen ar specifik for PTH 1-34 och ar inmarkt med
jod-125. Proverna inkuberas med bada antikropparna pa en och samma gang. Intakt
PTH 1-84 innehéller bade aminosyrasekvensen 1-34 och aminosyrasekvensen
39-84 och ar den enda form av PTH som binds bade av den antikropp som ar bunden
till parlorna och av den som ar inmarkt med jod-125.

Eftersom den antikropp som &ar bunden till den fasta fasen har specificitet for saval
intakt PTH som fragment fran C-terminal och mittregion, har vi sett till att den fasta
fasen har tillrackligt hdg kapacitet for att binda mycket héga halter av PTH. Darigenom
forhindrar man storningar fran extremt hdga halter av fragment fran C-terminal och
mittregion i okénda prover.
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Efter avslutad inkubation tvattas varje parla sa att obundna inmarkta antikroppar
avlagsnas. Darefter mats radioaktiviteten i den kvarvarande mangden bunden inmarkt
antikropp med en gammaraknare.

Halten intakt PTH i provet ar direkt proportionell mot den uppmatta radioaktiviteten.

3. REAGENS | FORPACKNINGEN

N-Tact PTH SP kalibreringslésning 0 1 flaska/15 mL
N-Tact PTH SP kalibreringslésning 1-5 5 flaskor/2,0 mL
N-Tact PTH SP parlor 1 burk/100 péarlor
'?%| N-Tact PTH SP antikropp 2 flaskor/5 mL
N-Tact PTH SP tvattlésningskonc. 1 flaska/50 mL
N-Tact PTH SP kontroller 2 flaskor/2,0 mL
Antal test 100

FORVARING: Oéppnad férpackning férvaras vid 2-8 °C. Nér férpackningen dppnats
férvaras varje reagens vid 2-8° till det utgangsdatum som anges pa etiketten.
Reagensen far ej anvandas efter utgangsdatum. Utgangsdatum for satsen anges pa
etiketten pa ytterférpackningen och motsvarar utgadngsdatum fér sparamnet.

Nar man rekonstituerar innehallet i flaskorna maste man blanda forsiktigt for att
undvika skumbildning. Alla rekonstituerade reagens skall férvaras vid -15 °C eller lagre
omedelbart efter anvandning. Reagens fran skilda batcher far ej blandas.

4.1 N-tact PTH SP kalibreringslosning 0: reagens fardigt fér anvandning
Innehaller humant serum med tillsats av 0,1 % natriumazid som konserveringsmedel.

4.2 N-tact PTH SP kalibreringslosning 1-5: frystorkade reagens

Sats om 5 kalibreringslosningar for humant PTH 1-84 med nominella halter i omradet
15-2000 pg/mL, innehaller 0,1 % natriumazid och andra stabiliserande @mnen. De exakta
koncentrationsvardena anges for varje batch. Rekonstituera varje flaska med frystorkad
kalibreringslosning med 2,0 mL av den bifogade 0-kalibreringslésningen, blanda genom
att forsiktigt svanga runt flaskan och 1at I6sningarna sta i 5 minuter vid 2-8 °C eller tills
innehallet ar fullstandigt uppldst. Kalibreringslosningarna i satsen har kalibrerats med hjalp
av syntetiskt humant PTH. Kalibreringslésningarna i satsen kan betraktas som likvardiga
med patientprover, nar de anvands med de reagens och metodanvisningar om
rekommenderas for detta diagnostiska in vitro-test.

4.3 N-tact PTH SP parlor: reagens fardigt fér anvandning
Polystyrenparlorna ar belagda med affinitetsrenad getantikropp specifik for sekvensen
39-84 i PTH.

4.4 %] N-tact PTH SP antikropp: reagens fardigt for anvandning

Varje flaska innehdller 5,0 mL affinitetsrenad getantikropp specifik for PTH 1-34,
inmarkt med jod-125. Den inmarkta antikroppen &r 16st i buffrat serum med tillsats av
ett rott fargdmne och 0,1 % natriumazid.

4.5 N-tact PTH SP tvattlosningskoncentrat: reagens i I6sning

Innehaller ett koncentrerat buffrat ytaktivt &mne. Bered en brukstvattlésning genom att
spada hela innehallet i flaskan med 450 mL destillerat eller avjonat vatten. Forvara
brukstvattiésningen vid rumstemperatur.

4.6 N-tact PTH SP kontroll, niva 1 och niva 2: frystorkade reagens

Humant serum med tillsats av hPTH 1-84 sa att man erhallit koncentrationer inom ett
angivet omrade. Med tillsats av 0,1% natriumazid. Rekonstituera varje frystorkad
kontroll med 2,0 mL destillerat eller avjonat vatten, blanda och lat sta vid 2-8 °C tills
innehallet ar fullstandigt uppldst. Koncentrationsomradet for varje kontroll rapporteras
pa analyscertifikatet och anger granserna som faststallts av DiaSorin fér kontrollvarden
som kan erhallas i tillforlitiga analysserier.
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5. VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

FOR DIAGNOSTISKT BRUK IN VITRO.
Ej avsett for vare sig invartes eller utvartes bruk pa manniskor eller djur.

REAGENS SOM INNEHALLER MATERIAL AV HUMANT URSPRUNG
Behandlas som potentiellt smittfarligt.

Varje donerad enhet serum/plasma som anvants for beredning av produkten har
testats med en metod godkand av USA:s lakemedelsverk FDA, som funnit att den ej
paverkas av HBsAg, antikroppar mot HCV eller antikroppar mot HIV 1/2. Aven om
dessa metoder ar mycket tillforlitliga, utgoér de ingen garanti for att samtliga infekterade
enheter upptacks. Produkten kan aven innehalla annat material av humant ursprung for
vilket det inte finns nagot godkant test. Eftersom ingen kand testmetod kan ge en
fullstandig garanti for att det inte forekommer hepatit-B-virus (HBV), hepatit-C-virus
(HCV), humant immunbristvirus (HIV) eller andra infektidsa agens, skall alla produkter
som innehaller material av humant ursprung hanteras i enlighet med god
laboratoriepraxis och med lampliga forsiktighetsatgarder enligt handboken "Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories" fran U.S. Centers for Disease Control
and Prevention/National Institutes of Health, 4:e upplagan, maj 1999, eller aktuell

upplaga.

REAGENS SOM INNEHALLER NATRIUMAZID

FORSIKTIGT! Vissa reagens i satsen innehéller natriumazid. Natriumazid kan reagera
med bly och koppar i avloppsledningarna och bilda hdégexplosiva metallazider. Nar
reagensen kasseras maste man spola efter med stora mangder vatten for att forhindra
att azid ackumuleras. For ytterligare information hanvisar vi till avsnittet
"Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts” i handboken
Safety Management No. CDC-22 utgiven av Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, USA 1976.

Europeiska Gemenskapens Riskfraser for farliga preparat (EU-kommissionens
direktiv 1999/45/EC)

R20/21/22 - Farligt vid inandning, hudkontakt och fortéring.

R32 - Utvecklar mycket giftig gas vid kontakt med syra.

S28 - Vid kontakt med huden tvatta genast med mycket vatten.

REAGENS SOM INNEHALLER JOD-125

Satsen innehaller radioaktivt material som ej 6verstiger 20 pCi (740 kBq) jod-125.
Adekvata forsiktighetsatgarder maste vidtas och god laboratoriepraxis foljas vid
forvaring, hantering och kassering av detta material.

For mottagningar och institutioner som tar emot radioisotoper under en allméan licens:
Detta radioaktiva material far endast tas emot, forvarvas, &gas och anvandas av
lakare, veterindrer med praktik inom veterindrmedicin, kliniska laboratorier eller
sjukhus, och far endast anvandas for kliniska tester in vitro eller laboratorietester in
vitro, vilka ej innebar nagon invartes eller utvartes administrering av materialet, eller av
stralning fran det, till manniskor eller djur. For mottagande, forvarv, innehav,
anvandning och overlatelse galler de regler och den allméanna licens som utfardats av
den amerikanska Nuclear Regulatory Commission eller av den stat med vilken
kommissionen har ingatt ett avtal for utévande av regulatorisk myndighet.

1. Radioaktivt material far endast férvaras pa en speciellt avsedd plats.
Endast auktoriserad personal far ha tillgang till radioaktivt material.
Pipettera aldrig radioaktivt material med munnen.

Undvik att ata eller dricka i lokaler dar radioaktivt material anvands.

Ytor dar spill kan férekomma skall torkas av och darefter rengéras med ett
alkaliskt rengoéringsmedel eller radiologisk dekontamineringslosning. Alla
glasvaror som anvands maste skoéljas noga med vatten innan de diskas
tillsammans med andra glasvaror for laboratoriebruk.

o ooN
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Foér mottagningar och institutioner som tar emot radioisotoper under en specifik licens:
Nar ni tar emot, anvander, 6verlater och kasserar radioaktivt material galler reglerna
och villkoren i er specifika licens.

VARNING! Produkten innehaller en kemikalie som enligt staten Kalifornien ar kand for
att orsaka cancer.

OBSERVERA! Den radioaktivitet som anges pa bipacksedeln kan skilja sig nagot fran
den aktivitet som anges pa etiketterna pa kartongen och pa flaskan med sparamnet.
Etiketterna pa kartongen och pa flaskan med sparamnet anger den verkliga
radioaktivitetsmangden vid kalibreringsdatum, medan bipacksedeln anger den
teoretiska radioaktiviteten for satsen.

6. TECKEN SOM KAN TYDA PA EN KVALITETSFORSAMRING HOS
REAGENSEN | SATSEN

6.1 En forandring av kalibreringskurvans lage eller lutning jamfért med vad som
normalt erhalles.

6.2 En sankning av maximal bindning.
6.3 En hog ospecifik bindning.
6.4 Dalig 6verensstammelse mellan dubbelprover.

7. PROVTAGNING OCH PROVHANTERING

Det kravs 200 pl serum eller EDTA-plasma som dubbelprover f6r en assay med N-tact
PTH SP.

Satsen kan anvandas bade med humant serum och human plasma. EDTA kan
anvandas som antikoagulanstillsats med denna assay. Fasteprov rekommenderas men
ar ej ett krav. Blodprovet bor tas med aseptisk teknik genom venpunktion med ett 5
eller 10 mL rér av vacutainertyp. Lat blodet koagulera i rumstemperatur (15-25 °C).
Centrifugera i 15 minuter vid cirka 760 x g* sa att hemolysfria serumprover erhalles.
Inga tillsatser eller konserveringsmedel behdvs for att bibehalla intakta prover. Alla
plastartiklar, glasvaror och annan materiel som kommer i kontakt med provet maste
vara fullkomligt fria frdn kontaminerande material. Serum- eller plasmaprover kan
lagras vid -20 °C eller lagre. Proverna kan forvaras i glas- eller plastror, forutsatt att de
ar |ufttatt forslutna sa att vatten inte avdunstar.

DiaSorin har utfort jamforelser mellan normala EDTA-plasma- och serumprover.
Inga signifikanta skillnader mellan matvardena observerades.

8. TESTPROCEDUR

8.1 Rekonstituera de frystorkade reagensen och lat eventuellt frysta prover tina
fullstdndigt. Lat reagens och tinade prover sta pa is medan assayen forbereds.
8.2 Gor i ordning markta 12 x 75 mm rér av borosilikatglas fér dubbelprov enligt
lathunden for assayen.
8.3 Tillsatt reagens till réren enligt féljande:
a. Ror for total aktivitet
100 pL 2% N-tact PTH SP antikropp (rétt)
b. kalibreringslésning 0
200 pL kalibreringsldsning 0
100 pL 2% N-tact PTH SP antikropp (rétt)
c. kalibreringslésningar (1-5)
200 pL kalibreringslésning
100 pL 2% N-tact PTH SP antikropp (rétt)
d. Kontroller och okdnda prover
200 pL prov
100 pL 2% N-tact PTH SP antikropp (rétt)

*g = (1118 x 10®) (radie i cm) (rpm)?
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8.4
8.5

8.6
8.7
8.8
8.9

Vortexa alla ror.

Tillsatt en parla till varje ror (UTOM totalaktivitetsroren) med hjalp av en
teflondverdragen pincett eller annat l[ampligt redskap fér hantering av parlor.
(Anvand inte fingrarna.)

Tack roren med parafilm eller liknande.

Inkubera roren i 22 (+2) timmar vid 20-25 °C.

Sug bort reaktionsblandningen fran alla ror.

Tvatta parlorna genom att spruta ned 1 mL tvattlésning i varje ror med sa kraftig
strale att parlan lyfts upp fran provrorets botten. Sug bort tvattiésningen.
Upprepa tvattproceduren 3 ganger.

8.10 Mat radioaktiviteten i varje rér med en gammaraknare.

9.1
9.2
9.3
9.4
9.5

9.6
9.7

9.8

EJ TILLHANDAHALLEN MEN NODVANDIG UTRUSTNING OCH MATERIEL

Engangs borosilikatror, 12 x 75 mm.

Provrorsstall.

Gammaraknare som kan rakna jod-125.

Vortex-blandare.

Pipetteringshjalpmedel:

a. Mikropipett kalibrerad fér 200 L.

b. Repeterande dispensorer, kalibrerade fér 100 uL och 1 mL.

c. Matpipetter for rekonstituering av kontroller och kalibreringslésningar.
Parafilm eller motsvarande for att tdcka Over provroren.

Teflondverdragen pincett eller annat redskap for portionering av parlor,
godkant fér denna sats.

Sugapparat for att suga bort'?l-antikroppen och tvattlésningarna.

10. KOMMENTARER TILL PROCEDURERNA

10.1

10.2

10.3

Nar man tillsatter parlor till provréren skall man luta provrérsstallet en smula
och lata parlorna rulla ned i réren. P& sa satt undviker man att providsningen
stanker for mycket Tag ej i parlorna med fingrarna.

Se till att pipettmynningen befinner sig i den nedre tredjedelen av provréret nar
I6sningen med '?%|-antikropp sprutas ned.

For att kontinuerligt bekrafta att ett RIA-test ger konsekventa resultat maste
laboratoriet kontrollera ett antal andra faktorer. DiaSorin rekommenderar att
man vid varje assay kontrollerar féljande parametrar for att vara saker pa att
satsen ger konsekventa resultat.

a. Totalaktivitet

b. Maximal bindning
"knapp" per minut (CPM) for réret med kalibreringslésning 2000

c. Ospecifik bindning
CPM for réret med kalibreringslésning 0
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11. KVALITETSKONTROLL

Alla laboratorier skall ta med bada kontrollsera i satsen vid varje assay for att
sakerstalla giltigheten hos resultaten fran assayen. Man bor darefter berdkna
medelvarde och standardavvikelse for varje kontroll baserat pa minst tio (10) assayer.
Man kan fa fram ett godkdnt omrade for kontrollerna genom att anvanda
12 standardavvikelser for de tidigare uppmatta vardena. DiaSorin Quality Control
Laboratory har bestamt ett intervall for kontrollerna i satsen.

12. RESULTATBERAKNING

For att bestdmma halten intakt PTH i okanda prover och kontroller ritar man forst upp
en kalibreringskurva med hjalp av de halter for kontrollerna som anges pa respektive
flaska. Vardena erhalls pa foljande satt:

121
12.2

123

124
12,5

12.6
12.7

Berékna medel-CPM for varje kalibreringslosning, kontroll och oként prov.

Subtrahera medel-CPM for réren med kalibreringslosning 0 fran alla 6vriga
medelvarden for att pa sa satt fa fram korrigerade CPM-varden.

Anvand ett lin-log-papper och plotta det korrigerade CPM-vardet for varje
kalibreringslosning (pa y-axeln) avsatt mot halten i kalibreringslésningen
(pa x-axeln).

Rita linjen och avlas PTH-halterna i proverna.

Om ett okant prov ger ett hdgre varde an den hogsta kalibreringslésningen,
skall provet spadas pa lampligt satt med kalibreringsldsning 0 och darefter
testas pa nytt.

Om ett okant prov har spatts, korrigerar man fér spadningsfaktorn.

Véarden som ligger lagre an Kkalibreringslésning 1 men som é&r hogre an
0,7 pg/mL (assayens kanslighet) kan berdknas med féljande formel:

Korrigerad CPM (okéant prov)
Korrigerad CPM (Kal. 1)

Vardet for provet = x Vardet for kal. 1
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TABELL |
Exempeldata fér N-tact PTH SP

CPM for Medel- Korrigerad Konc.
Ror dubbelprov CPM CPM (pg/mL) B/T
Totalaktivitet 260.242 256.889
253.536
Kalibreringslésning 0 384 379
374
Kalibreringslésning
(pg/mL)
1(15) 2.324 2.338 1.959
2.351
2 (50) 6.469 6.550 6.171
6.630
3 (150) 16.390 16.340 15.961
16.289
4 (450) 34.605 34.926 34.547
35.246
5(2,000) 85.678 84.864 84.485 33%
84.050
Okanda prover
1 6.494 6.472 6.093 49
6.450
2 34.144 34.538 34.159 442
34.932

Typiska provdata och en kalibreringskurva for intakt PTH SP visas i TABELL | och
FIGUR 1; denna information &r endast avsedd som ett exempel och skall inte anvandas for
att berékna nagra varden.

EXEMPEL PA KALIBRERINGSKURVA FOR N-tact PTH SP

Korrigerade
CPM-vérden

100000

10000

1000

10 100 1000 10000
FIGUR 1 PTH 1-84 (pg/mL)
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13. METODBEGRANSNINGAR
13.1 Om den ursprungliga halten i ett okdnt prov ar hégre an den hodgsta
kalibreringslésningen, skall man spada provet med enbart kalibreringslésning 0.
13.2 Aktiviteten i réren maste raknas under sa lang tid att man undviker statistiska
fel (till exempel ger en rakning av 2.000 CPM ett fel pa 5 %; 10.000 CPM ger
ett fel pa 1 %).

DATAREDUKTION

DiaSorins kvalitetskontrollaboratorium anvander en mjuk anpassning till SPLINE-
funktioner.

14. FORVANTADE VARDEN
REFERENSOMRADE
Varje laboratorium bor uppratta ett eget referensomrade. DiaSorin har faststallt ett
referensomrade med hjalp av serum fran 129 fastande vuxna utan patagliga
halsoproblem. Det geometriska medelvardet beraknades till 26 pg/mL med ett intervall
for 2 S.D. pa 13-54 pg/mL.

KLINISKA EXEMPEL

1. Serumprover fran fyrtiosex (46) patienter med primar hyperparatyreoidism
analyserades med N-tact PTH SP. Vardena for intakt PTH lag i omradet
43,6-686,1 pg/mL.

2. Fjorton (14) prover fran patienter med diagnostiserad hypoparatyreoidism
analyserades med N-tact PTH SP. Vardena for intakt PTH lag i omradet
0-20,6 pg/mL.

3. Fyrtioatta (48) patienter med kronisk njursjukdom analyserades med N-tact
PTH SP. Vardena for intakt PTH lag i omradet 10,3-1042 pg/mL.

4. Fyra (4) prover fran patienter med familjar hyperparatyreoidism analyserades
med N-tact PTH SP. Véardena for intakt PTH lag i omradet 59,5-100,5 pg/mL.
15. SPECIFIKA PRESTANDA

15.1 Precision

Intraseriell variation (varden = pg/mL). Tre serumkontroller kérdes som 20-faldiga
prover i en enstaka assaykorning for att faststélla variationen inom en assay.

Prov nummer Medelvarde S.D (% C.V.))
1 26 0,9 3,6
2 276 54 2,0
3 1.125 27,5 24

Interseriell variation (varden = pg/mL). Tre serumkontroller kérdes av 4 analytiker i
20 separata assayer for att faststéalla variationen mellan olika assaykérningar.

Prov nummer Medelvarde SD (% C.V.)
1 49 1,6 3,4
2 285 13,1 4,6
3 1.111 54,8 4,9
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15.2 Riktighet: Riktigheten for assayen har kontrollerats med ett spadnings-
och ett utbytestest.

Parallellitet

Seriell spadningsstudie pa 3 okanda prover (varden = pg/mL). (Proverna spaddes med
kalibreringslosning 0.)

Prov Spéadning Uppmatt Korrl_gergt for % erhallet
nummer spadning
1 Outspatt 164 | 100%
1:2 77 154 94%
1:4 36 144 87%
1:8 19 152 93%
2 Outspatt 286 | 0 - 100%
1:2 139 278 97%
1:4 72 288 100%
1:8 36 288 101%
3 Outspatt 7%%0 | e 100%
1:2 357 714 95%
1:4 184 736 98%
1:8 100 800 106%
NOGGRANNHET
Utbytesstudie (varden = pg/mL)
Tillsatt P =
Bakgrundsvarde kaIipre_rings- F?/rg%rgat U\‘,)g :;:tt Procent utbyte
I16sning
Uppsattning 1
24.3 50 74,3 77,9 107
24.3 150 174,3 186,3 108
24.3 450 474,3 464 98
Uppsattning 2
17.7 50 67,7 69,5 104
17.7 150 167,7 177,6 107
17.7 450 467,7 4717 101
Uppsattning 3
19.5 50 69,5 72,4 106
19.5 150 169,5 179,4 107
19.5 450 469,5 461,2 98
Uppsattning 4
10.6 50 60,6 60,4 100
10.6 150 160,6 163,9 102
10.6 450 460,6 435,8 94
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15.3 Analytisk kanslighet

Minsta detekterbara méangd, definierad som den synbarliga koncentrationen vid 2
standardavvikelser fran CPM-vardet vid minimal bindning, &r 0,7 pg/mL.

15.4 Analytisk specificitet

Korsreaktiviteten for N-tact PTH SP testades med féljande humana PTH-fragment i en
halt av 200.000 pg/mL.

Fragment % korsreaktivitet
hPTH 39-84 <0,1
hPTH 53-84 <0,1
hPTH 39-68 <0,1
hPTH 44-68 <0,1
hPTH 1-34 <0,1
hPTH 13-34 <0,1
hPTH 1-84 100,0

FOR REFERENSER HANVISAS TILL SISTA SIDAN

LATHUND FOR TESTET

O NG

Rekonstituera de frystorkade reagensen och lat eventuella frysta prover tina helt.
Lat reagens och tinade prover sta pa is medan assayen foérbereds.

Mark upp ror fér dubbelprover.
Pipettera reagens enligt féljande schema:

R6r/Reagens Totalaktivitet | CAL 0-5 Kontraller och
okanda prover
Kalibreringslosningar - 200 pL -
Kontroller - - 200 pL
Okanda prover - - 200 pL
Sparamne 100 pL 100 pL 100 pL
Blanda val.

Tillsatt en parla till varje ror (UTOM totalaktivitetsroren).
Tack réren med parafilm, inkubera i 22 h (+/- 2 h) vid 20 — 25 °C.
Sug bort reaktionsblandningen fran alla ror.

Tvatta parlorna genom att spruta ned 1 mL tvattldsning i varje ror med sa kraftig
strale att parlan lyfts upp fran provrérets botten. Sug bort tvattidsningen.
Upprepa tvéattproceduren 3 ganger.

Rakna varje rér i gammaraknare.
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N-TACT® PARATHYROID HORMON IMMUNORADIOMETRIKUS ASSAY

1. FELHASZNALOI TERULET

KIZAROLAG IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA!

A készlet tartalmazza bioldgiailag aktiv intakt huma n parathyroid hormon (hPTH 1-84)
immunoradiometrikus assayvel (IRMA), szérumbdl vagy plazmabdl térténé kvantitativ
meghatarozasahoz sziikséges anyagokat és a felhasznaloi utasitast.

2. ATESZT ATTEKINTESE ES MAGYARAZATA

A sejtek és az extracellularis folyadék megfelel6 kalciumszintjének fenntartasa
alapveté fontossagu szamos bioldgiai folyamatban, és a parathyroid hormon (PTH)
egyike a legfontosabb kalcium homeosztazist szabalyozé hormonoknak.

Klinikailag a PTH meghatarozas a kalcium meghatarozassal egyulttesen torténik
a kalcium metabolizmus rendellenességeinek megéllapitéséhoz.1'3 A PTH meghatéarozas
igen bonyolult a mirigyben el6forduld és a keringd peptidek kiilonbdzésége miatt.* A PTH
a mellékpajzsmirigyben szintetizalédik, mint egy 115 aminosavbol all6 precursor
preproparathyroid ormon. A preproparathyroid hormon atalakul egy 90 aminosavbdl allé
atmeneti formava, a proparathyroid hormonna.® Egy proteolitikus atalakulassal az
atmeneti hormonbdl biologiailag aktiv PTH 1-84 jon létre.® A mirigyen belili fragmentum
képzbdés megakadalyozza a protolitikus szétesését a keringésbe kikerilt PTH-nak.”8
Tudomanyos tanulmanyok bizonyitottak, hogy bioldgiai aktivitassal, csak az intakt PTH
és az 1-34 aminosav fragmentum rendelkezik. Kis mértékben az N-terminalis
fragment(ek) el&segiti(k) az immunreaktiv parathyroid hormonok keringését. Ezért a

leginkabb a kalcium metabolizmus allapotaval.®'3

A parathyroid hormonok és azok fragmentumainak keringésbdl torténé eltavolitasat a
maj és a vese egylttesen végzi."* A C-terminalis clearance lassabb, mint az intakt
hormoné, valamint fligg a vese miikddéstél."® A sulyos, vagy vég-stadiumban [évd vese
elégtelenségben szenvedé betegeknél a C-terminalis fragment nagy koncentracidban
halmozdédik fel. Ha C-terminalis specificus PTH assay-t hasznal, emelkedett PTH
koncentraciét mérhet, mivel a biolégiailag inaktiv fragmentek csokkent clearance
bonyolitja az elkuloénitést a hyperkalcinémiatél.8.16-18

3. MEGHATAROZAS ELVE

A DiaSorin intakt PTH SP immunoradiometrikus assay (IRMA) 2 kiilbnbdzé poliklonalis
antitestet hasznal, melyek tisztitdsa affinitds kromatografiaval toérténik. Ezek az

Az elsé antitest PTH 39-84 specifikus, szilard fazishoz kotétt (polisztirol gyongyok).
A masodik antitest PTH 1-34 specifikus és j6d-125-el jelolt. A mintak a két antitesttel
egyidejuleg kerulnek inkubalasra. Az intakt PTH 1-84 tartalmazza mind az 1-34 és a
39-84 amindsav szekvenciakat és ily médon ez az egyetlen olyan PTH forma, amely
egyidejlleg képes kotédni az antitesttel bevont gydngyokhoz és a |-125-tel jeldlt
antitestekhez.

Mivel az antitest, mely a szilard fazishoz kéti az intakt PTH-t specifikus a
C-termindlisra és a kdzép-régié fragmentumaira, a szilard fazis kapacitasa nagy a PTH
magas szintjére. Ez gatlo interferenciat jelent extém magas C-terminalis, vagy k6zép-
régio fragmentum jelenléte esetén.

Az inkubacios ciklus utan, a gyongyokhéz nem kotédott jelolt antitestek eltavolitasa
torténik. A megkotédott jeldlt antitestek altal 1étrejott radioaktivitdas gamma szamlaléval
mérhetd.

A mintaban 1év6 intakt PTH koncentracioja egyenesen aranyos a mért radioaktivitassal.
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4. AKESZLET TARTALMA

N-Tact PTH SP Kalibrator 0 1 Gveg/15 mL
N-Tact PTH SP Kalibratorok 1-5 5 Uveg/2.0 mL
N-Tact PTH SP Gydngyok 1 doboz/100 gyéngy
25| N-Tact PTH SP Antitest 2 Giveg/5 mL

N-Tact PTH SP Mosé oldat konc. 1 Gveg/ 50 mL
N-Tact PTH SP Kontrollok 2 Uveg/2.0 mL
Meghatarozasok szama 100

TAROLAS: A cimkén feltiintetettek alapjan a készlet 2-8°C-on tarolandd. Felnyitast
kovetéen mindegyik reagens a cimkén feltiintetett lejarati ideig 2-8°C-on tartandd. A
reagensek nem hasznalhatdk fel a lejarati id6t kdvetden. A készlet kilsé cimkéjén
feltlintetett lejarati id6 megegyezik a tracer lejarati idejével.

Feloldast kovetéen az Uvegek tartalmat alaposan keverje Ossze, elkerilve a
habképzdédést. A feloldott reagenseket felhasznalasig —15°C-on, vagy alacsonyabb
hémérsékleten tartsa. A kilonbd6z6 gyartasu készletek reagenseit szigoruan tilos
osszekeverni.

4.1 N-tact PTH SP Kalibrator 0: felhasznalasra kész
Human szérum, mely 0.1% sodium azid-ot tartalmaz tartésitoként.

4.2 N-tact PTH SP Kalibratorok 1-5: liofilizalt

A készletben 5 hPTH 1-84 kalibrator talalhaté 15-2000 pg/mL koncentracio
tartomanyban, melyek 0.1%-os Na-azidot és egyéb stabilizalét tartalmaznak. Pontos
koncentracié értékek LOT-szamonként keriilnek feltiintetésre. Oldja fel valamennyi
kalibrator (iveg liofilizalt tartalmat 2 mL O kalibratorban, keverje 6ssze és hagyja allni
5 percig 2-8°C, vagy amig a tartalma teljesen fel nem oldddik. A készlet kalibratorainak
hitelesitéséhez Synthetic Human PTH-t hasznaltak.

4.3 N-tact PTH SP Gyongyok: felhasznalasra kész

A PTH 39-84 szekvenciajara specifikus kémiailag tisztitott kecske antitestekkel bevont
polisztirén gyongyok.

4.4 '2] N-tact PTH SP Antitest: felhasznalasra kész

Minden tveg 5 mL a PTH 1-34 szekvenciajara specifikus, 1-125-tel jelolt kamiailag
tisztitott kecske antitestet tartalmaz. A jel6lt antitestek piros festékanyagot és
0.1% Na-azidot tartalmazé szérum pufferben vannak felodva.

4.5 N-tact PTH SP Mos6 Oldat Koncentratum: oldatban 1évé reagens

Koncentralt fellletkezel6 puffert tartalmaz. Készitsen mos6é munkaoldatot az Uveg
teljes tartalmanak 450 mL desztillalt, vagy deionizalt vizzel t6téné oldasaval. Tarolja a
mos6 munkaoldatot szobahémérsékleten.

4.6 N-tact PTH SP Kontroll, Szint 1 és Szint 2: liofilizalt reagens

Human szérum, hPTH 1-84 tartalmaz specifikus koncentracié tartomanyban.
0.1% sodium azid-ot tartalmaz. Oldja fel valamennyi liofilizalt kontrollt 2.0 mL desztillalt,
vagy deionizalt vizzel, keverje 6ssze és hagyja allni 2-8°C-on, amig az alkotok teljesen
feloldédnak. Minden egyes kontroll koncentracidtartomanya jelentésre keril az
elemzési igazolason, és jelzi azokat a DiaSorin altal a kontrollértékek szamara
megallapitott hatarértékeket, amelyek megbizhat6é assay-futtatasok soran szerezhettk
meg.
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5. FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDES

CSAK IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA!
Emberek, allatok in vivo kezelése tilos.

HUMAN EREDETU ANYAGOKAT TARTALMAZO REAGENSEK

Potencialis infektoldgiai forrasként kezelendéek.

Minden szérum/plazma donor egység a U.S. FDA szabdlyai szerint ki lett vizsgalva és
negativ eredményt adott HbsAg-re, HCV antitestre és HIV % antitestre nézve. Bar az
ellenérzés nagy pontossaggal térénik nem garantalhaté, hogy valamennyi fert6z6
tényez6é kimutatasra ker(il. A készlet tartalmaz olyan human eredetli anyagokat is,
amelyek nem esnek tesztelés ala. Mivel nem ismert olyan metodika amely teljes
biztonsaggal kizarja a hepatitis B virus (HBV), hepatitis C virus (HCV), Human
Immunodeficiency Virus (HIV) vagy egyéb infektoldgiai agens jelenlétét, minden human
eredet(i anyagot kiiléndsen nagy oévintézkedések melett kell a laboratériumban kezelni
a U.S. Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health
Manual, “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories,” 4th., May 1999
vagy késébbi el6irasainak megfelel6en.

SODIUM AZID TARTALMU REAGENSEK

FIGYELMEZTETES: A készlet néhany reagense sodium-azid-ot tartalmaz. A sodium-
azid 6lom és réz tartalmu vizvezetékekkel reakciéba Iépve robbanasveszélyes fém-
azidokat képez. A hulladékot b6 vizzel eressze le a felszabadul6 azidok kitapadasanak
megakadalyozasara. Tovabbi informacidkat a “Decontamination of Laboratory Sink
Drains to Remove Azide Salts,” in the Manual Guide-Safety Management No. CDC-22
issued by the Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, 1976 olvashat.

European Communities Hazardous Substance Risk Phrases (Council Directive
1999/45/EC)

R20/21/22 — Belélegzése, bdrrel torténd érintkezése és lenyelése karos!

R32 — Savakkal kapcsolatba Iépve nagyon toxikus gazok szabadulnak fel.

S28 — Bérrel torténd érintkezését kdvetben azzonnal bé vizzel mossa le.

1-125 TARTALMU REAGENSEK

Ez a készlet olyan 1-125 tartalmu anyagokat tartalmaz, melyek radioaktivitdsa nem
haladja meg a 20 pCi (740 kBq) értéket. Helyes el6készités és megfeleld laboratoriumi
gyakorlat sziikséges az anyagok tarolasanal, kezelésénél és a hulladékkezelésnél.
Egyetemes szabalyok radioizotépok kezeléséhez:

Ezeket a radioaktiv anyagokat csak orvosok, vagy allatorvosok szerezhetik be,
birtokolhatjak és hasznalhatjak human és allat gyogyaszatban, klinikai
laboratériumokban, vagy kérhazakban kizarélag in vitro klinikai, vagy laboratériumi
tesztekben, melyek nem foglaljak magukban a human, illetve allati szervezet kiilsé,
vagy belsd kezelését, arra iranyuld sugarzast. Ezen termékek beszerzése, birtoklasa,
hasznalata, szallitdsa a U.S. Nuclear Regulatory Commission szabalyozasa ala esik.

A radioaktiv anyagokat korulhatarolt, specialisan jel6lt teruleten kell tarolni.
A radioaktiv anyagokhoz csak arra jogosult személyek férhetnek.

Tilos a radioaktiv anyagok szajjal térténé pipettazasa.

A radioaktiv munkahoz kijel6lt terlleten enni és inni tilos.

A terlletet, ahova radioaktiv anyag kilottyen fel kell to6rdlni, majd alkali
detergenssel, vagy radioaktivitast dekontaminalé oldattal kell felmosni. Az
Uvegedényeket alaposan ki kell dbliteni vizzel miel6tt mas laboratériumi edénnyel
egyutt kerlilne mosésra.

aprwbd=
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A radioaktiv anyagok kezelésénél a kdvetkezd specialis szabalyok érvényesek:

A radioaktiv anyagok kezelésének, hasznalatanak, szallitasanak és hulladékezelésének
szabalyozasa sajat iranyitas ala esik.

EIGYELMEZTETI’ES: A készlet olyan anyagokat tartalmaz, amelyet a Kaliforniai
Allamban rakkeltének mindsitenek.

FIGYELMEZTETES: A csomagolas mellékletén feltiintetett radioaktivitds érték
némileg eltér a dobozon és a tracer Uvegcse cimkéjén feltiintetett radioaktivitas
értékektdl. A dobozon és a traceres liveg cimkéjén feltuntetett érték a kalibracio idején
mért aktualis radioaktivitast mutatja, mig a csomagolas mellékleteként feltiintetett érték
a készlet teoretikus radioaktivitasat adja meg.

6. AKESZLET ROMLASAT JELZO JELLEMZOK

6.1 A gorbe lejtésének, vagy kalibraciés gorbe helyzetének a normaltdl térténd
eltolédasa.

6.2 A maximalis kdtés csokkenése.
6.3 Magas nem specifikus nulla kétédés.
6.4 Gyenge duplikacos értékek.

7. MINTAVETEL ES ELOKESZITES

Az N-tact PTH SP assay hasznalatahoz 200 pl szérum, vagy EDTA-s plazma
sziikséges, dublikatumban.

A készlethez human szérum, vagy plazma egyarant hasznalhaté. Antikoagulansként
EDTA alkalmazhaté. Az éhgyomri mintavétel ajanlott, de nem sziikségszeri. A vért
aseptikus korilmények kdzott kell venni 5, vagy 10 mL-es liveg csébe. Hagyja a vért
szobahémeérsékleten (15-25°C) megalvadni. Centrifugalja 15 percig 760 x g* -on, hogy
hemolizis mentes szérumot kapjon. Adalék, vagy tartésitdszer hasznalata tilos. Minden
mianyag, lUveg és egyéb eszkoznek, amely a mintaval érintkezik kontaminacio
mentesnek kell lennie. Tarolja a szérum, vagy plazma mintakat -20°C-on, vagy az alatt.
A mintak tarolhatok Uveg, vagy mianyag csévekben, olyan hosszan ameddig a csé
zarasa ugy biztosithatd, hogy a minta nem szarad be.

A DiaSorin laboratériumokban szérum és EDTA-s véreket hasonlitottak Ossze.
Az eredmények kdzott eltérés nem volt megfigyelhetd.

8. MODSZER LEIRAS
8.1 Oldja fel a liofilizalt reagenseket és hagyja valamennyi fagyasztott mintat
teljesen kiolvadni. Tartsa a reagenseket és a felolvasztott mintakat jégen, amig
Osszeméri az assay-t.
8.2 Iratozza fel a 12 x 75 mm borszilikat liveg cséveket duplikatumban, az assay
leirasnak megfelel6en.
8.3 Mérje a kdvetkezd reagenseket a csOvekbe:
a. Total beiités csé
100 pL ' N-tact PTH SP Antitest (piros)
b. Kalibrator 0
200 pL kalibrator 0
100 pL "% N-tact PTH SP Antitest (piros)
c. Kalibratorok (1-5)
200 pL kalibrator
100 pL "% N-tact PTH SP Antitest (piros)
d. Kontrollok és ismeretlen mintak
200 pL minta
100 pL "% N-tact PTH SP Antitest (piros)

*g = (1118 x 10°) (radius in cm) (rpm)?
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8.4 \Vortexelje valamennyi csovet.

8.5 Tegyen minden csébe 1-1 gyongyot teflon bevonatu csipesz, vagy egyéb erre
alkalmas eszk0z segitségével (az 6sszmennyiség kémcsd kivételével). (Ne
hasznalja az ujjait!)

8.6 Fedje le a csdveket parafilmmel.

8.7 Inkubalja 22 (+2) 6ran keresztiil 20-25°C-on.

8.8 Szivja le a reakcio keveréket mindegyik cs6rél.

8.9 Mossa le a gydngyOket; olyan er8sséggel mérje be a csdvekbe a
mosofolyadékot, hogy a gydngy elemelkedjen a csé aljatol. Szivja le a moso
oldatot. Ismételje meg a mosast haromszor.

8.10 Mérje le valamennyi cs6 radioaktivitasat gamma szamlaléval.

9. MEGHATAROZASHOZ SZUKSEGES EGYEB ANYAGOK
9.1 Renedelkezésre all6 bérszilikat ivegek, 12 x 75 mm.
9.2 Teszt csé tartd rack-ek

9.3  1-125 mérésére alkalmas gamma szamlalé.
9.4  Vortex mixer.
9.5 Pipettak:

a. Mikropipetta: 200 pL.

b. Sorozat adagolo, 100 pL és 1 mL bemérésre alkalmas.

c. Egy-, kétjelli hasaspipetta a kontrollok felodasahoz.
9.6 Parafilm a teszt csdvek lefedéséhez.

9.7 Teflon bevonatu csipesz, vagy egyéb a gyongyok elhelyezéséhez sziikséges
eszkoz.

9.8 Leszivo eszkdz a '?l antitest és moso oldat leszivasahoz.

10. MEGJEGYZES AZ ELJARASHOZ

10.1 Amikor a gydngydket a csébe helyezi, kissé dontse meg a csé tartd rack-et,
nehogy felkavarja a gyéngy a cs6 tartalmat. Ezzel megakadalyozza az oldat
kicsapodasat is. Ne nyuljon a gydongyokhéz ujjal.

10.2 A '#] antitestet a teszt cs6 als6 egyharmadaba mérje.

10.3 A teljes monitorozas szabalyainak megfeleléen a laboratériumnak ellenériznie
kell az addicional faktort. DiaSorin azt javasolja, hogy a kovetkezd
paramétereket minden assay futtatas elétt ellenérizze:

a. Total beiitésszam

b. Maximum koétodés

Percenkénti beutésszam (CPM) a 2000 Kalibrator csére
c. Nonspecifikus kétédés

0 kalibrator CPM értéke

11. MINOSEGBIZTOSITAS

Valamennyi laboratériumban minden futtatasnal le kell mérni mindkét kontrollt, hogy
valamennyi eredmény kiadhato legyen. Valamennyi kontrollra az atlagot és a standard
devianciat legalabb (10) assay futtatasbdl kell szamitani. Az elfogadhatésagi
tartomanyt ezekbdl a kontrollmérések 2SD-jével kell meghatarozni. A DiaSorin Quality
Control Laboratory altal meghatarozott kontroll tartomanyt a készlet tartalmazza.
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12. EREDMENYEK KALKULACIOJA

meghatarozasa a kalibratorok mérésébdl létrehozott kalibraciés gorbén alapul; a
kalibratorok koncentraciéja az liveg cimkéjén van feltiintetve. Az értékek a kdvetkezd
maédon hatarozhatdéak meg:

121

12.2

12.3

124
12,5

12.6
12.7

Szamitsa ki az atlag CPM értéket valamennyi kalibratorra, kontrollra és paciens
mintara.

Vonja ki a 0. kalibrator atlag értékét, valamennyi atlag CPM értékbdl a korrigalt
CPM érték meghatarozasahoz.

Hasznaljon log-log milliméterpapirt, Abrazolia a kalibratorokra mért CPM
értékeket (y-tengely) a koncentracioé fliggvényében (x-tengely).

Az ismeretlen mintak koncentraciéja a CPM értékek interpolaciojaval szamithato.
Ha az ismeretlen minta koncentracidja magasabb a fels® kalibracios értéknél,
akkor azt a 0. kalibratorral kell meghigitani és a mérést meg kell ismételni.

A higitott mintak koncentracio értékét a higitasi faktorral korrigalni kell.

Ha az érték kisebb az 1. kalibrator értékénél, de nagyobb, mint 0.7 pg/mL
(assay szenzitivitas), akkor kalkulalja az eredményeket a kdvetkezé képlettel:

Korrigalt CPM (ismeretlen)

Ismeretlen érték = Korrigalt CPM (Kal. 1) x Kal. 1 érték
TABLAZAT |
N-tact PTH SP Minta adatok
Duplikatum Atlag Korrigalt Konc.
Csé CPM CPM CPM (pg/mL) B/T
Total beutésszam 260,242 256,889
253,536
0 Kalibrator 384 379
374
Kalibratorok (pg/mL)
1(15) 2,324 2,338 1,959
2,351
2 (50) 6,469 6,550 6,171
6,630
3 (150) 16,390 16,340 15,961
16,289
4 (450) 34,605 34,926 34,547
35,246
5 (2,000) 85,678 84,864 84,485 33%
84,050
Ismeretlen mintak
1 6,494 6,472 6,093 49
6,450
2 34,144 34,538 34,159 442
34,932

Egy tipikus intakt PTH SP kalibrator adatsor és kalibracios gorbe lathato az |.
TABLAZATBAN és az 1. ABRAN; ezek az értékek csak példak, ezért ne hasznalja az
eredmények kalkuklacidjahoz.
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N-tact PTH SP MINTA KALIBRACIOS GORBE

Korrigalt com
100000

10000

1000

10 100 1000 10000
PTH 1-84 (pg/mL)
ABRA 1

13. AZ ELJARAS KORLATAI
13.1 Ha az ismeretlen minta koncentraciéja magasabb a felsé kalibracids értéknél,
akkor azt a 0. kalibratorral kell meghigitani.

13.2 A beitésszam csokkenti a statisztikai hibat (példaul: 2,000 CPM érték 5%-os
hibat okozhat; 10,000 CPM 1%-hibat okozhat).

EREDMENYEK SZAMITASA
A DiaSorin QC laboratériuma smoothed spline gérbe illesztést hasznal.

14. VART ERTEKEK
NORMAL TARTOMANY
Javasolt minden laboratérium szamara sajat normal tartomany felallitasa. A normal
tartomanyt a DiaSorin 129 egészségesnek vélt, éhgyomi felnétt eredménye alapjan
allapitotta meg. A 26 pg/mL geometriai kdzépértékbdl szamitot 2 SD tartomany
13-54 pg/mL.

KLINIKAI MINTAK

1. Negyvenhat (46) els6dleges hiperparathyiroidosisban szenvedd beteg szérum
mintajat hataroztak meg N-tact PTH SP assay-vel. Az Intakt PTH értékek
tartomanya: 43.6-686.1 pg/mL.

2. Tizennégy (14) hipoparathyiroidosisban szenvedd beteg mintajat analizaltak
N-tact PTH SP assay-vel. Az Intakt PTH értékek tartomanya: 0-20.6 pg/mL.

3. Negyvennyolc (48) krénikus vesebetegségben szenved6 beteg mintajat
analizaltak N-tact PTH SP assay-vel. Az Intakt PTH értékek tartomanya: 10.3-
1042 pg/mL.

4. Négy (4) familiaris hiperparathyiroidosisban beteg mintajat analizaltak N-tact
PTH SP assay-vel. Az Intakt PTH értékek tartomanya: 59.5-100.5 pg/mL.
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15. ANALITIKAI JELLEMZOK

15.1 Precizio

Intra assay variacio (értékek = pg/mL). 3 szérum kontroll mérését végezték sorozaton

Minta szam Atlag érték S.D %C.V.
1 26 0.9 3.6
2 276 54 2.0
3 1,125 27.5 2.4

Inter assay variacio

20 sorozatban az inter assay variacioj

(értékek = pg/mL

). 3 szérum kontroll mérését v
anak vizsgalatara.

Minta szam Atlag érték S.D %C.V.
1 49 1.6 3.4
2 285 13.1 4.6
3 1,111 54.8 4.9

égezte 4 technikus

15.3 Megbizhatosag: az assay megbizhatésaga higitasi és visszanyerési
tesztekkel lett igazolva.

Sorozatmérés

Sorozat higitasi tanulmany 3 ismeretlen mintabol (értékek = pg/mL). (A mintak higitasa

0 kalibratorral tortént.)

. . I Mért Higitasi %
Minta szam Higitas értékek korrekcio Visszanyerés
1 Higitatlan 164 | - 100%
1:2 77 154 94%
1:4 36 144 87%
1:8 19 152 93%
2 Higitatlan 286 | e 100%
1:2 139 278 97%
1:4 72 288 100%
1:8 36 288 101%
3 Higitatlan 750 | - 100%
1:2 357 714 95%
1:4 184 736 98%
1:8 100 800 106%
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PONTOSSAG
Visszanyerési tanulmany (értékek = pg/mL)

Hattér értek Hozzaadott | \/ 4 griarek | Mert Szazalokos
kalibrator értékek visszanyerés
Készlet No. 1
24.3 50 74.3 77.9 107
24.3 150 174.3 186.3 108
24.3 450 474.3 464 98
Készlet No. 2
17.7 50 67.7 69.5 104
17.7 150 167.7 177.6 107
17.7 450 467.7 471.7 101
Készlet No. 3
19.5 50 69.5 72.4 106
19.5 150 169.5 179.4 107
19.5 450 469.5 461.2 98
Készlet No. 4
10.6 50 60.6 60.4 100
10.6 150 160.6 163.9 102
10.6 450 460.6 435.8 94

15.3 Analitikai szenzitivitas

Az a koncentracié érték, mely a minimalis kétédés mértékétél 2 SD-vel eltér; a
detektalasi hatar: 0.7 pg/mL.

15.4 Analitikai specificitas

A N-tact PTH SP rendszer keresztreakcidja a kovetkez6 PTH fragmentumok

Fragment % Keresztreakcio
hPTH 39-84 <0.1
hPTH 53-84 <0.1
hPTH 39-68 <0.1
hPTH 44-68 <0.1
hPTH 1-34 <0.1
hPTH 13-34 <0.1
hPTH 1-84 100.0

AZ IRODALMAK ALAPJAN
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TESZT PROTOKOLL

1.

O No O

Oldja fel a liofilizalt reagenseket és hagyja valamennyi fagyasztott mintat teljesen
kiolvadni. Tartsa a reagenseket és a felolvasztott mintakat jégen, amig
Osszeméri az assay-t.

Szamozza be a csoveket duplikatumban.

A kovetkezd reagenseket mérje be a csdvekbe:

Csovek/Reagensek Total Kal 0-5 . Kontroll es
ismeretlen mintak
Kalibratorok - 200 pL -
Kontrollok - - 200 pL
Ismeretlen mintak - - 200 yL
Tracer 100 yL 100 yL 100 yL

Alaposan keverje dssze.
Adjon 1-1 gydngy6t minden cs6hoz (az 6sszmennyiség kémcsé kivételével).
Fedje a cs6veket parafilmmel, inkubalja 22 (+/- 2 6ra) éran at 20 — 25°C-on.

Szivja le midegyik csérél a reakcidkeveréket.

Mossa le a gyongyodket; olyan er6sséggel mérje be a csdvekbe a mosofolyadékot,
hogy a gyéngy elemelkedjen a csé aljatél. Szivja le a moso6 oldatot. A mosasi
eljarast 3-szor ismételje.

Valamennyi csé radioaktivitdsat mérje gammaszamlaldval.
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ANOZOPAAIOMETPIKOZ NMPOZAIOPIZMOZ NMAPAGYPEOEIAOYZ
OPMONHZ N-TACT®

1. XPHZH I'lA THN OMNOIA NMPOOPIZETAI

MONO TA AIATNQZTIKH XPHZH IN VITRO.

To mapdv KIT TTePIEXEl 0dnyieg Kal Ta UAIK& yia Tov TTOOOTIKGO TTpoadiopiopd Tng
BioAoyikd evepyng avaioiwTng avBpwivng TTapabupeoeidols oppodvng (hPTH 1-84)
o€ 0p0 N} TAGOHA PE avooopPadIoueTPIKG TTpoadiopiopd (IRMA).

2. NEPIAHWH KAI ENE=ZHIHZH

H diatipnon Twv cwoTwy MTTEdWY aoRECTIOU OTa KUTTAPA Kal Ta EEWKUTTAPIa Uypd gival
Bepehiddoug onuaaiag yia TTOAEG BioAoyikég Biepyacieg Kal n TTapabupeoeidrig oppovn
(PTH) eivar évag atré Toug GnUAvTIKOTEPOUG PUBUIOTEG TNG opoIdoTacNG aoBECTiOU.
KAvik@, n pétpnon g PTH xpnoipotroigital atmmé koivou pe Trpoodiopicpols acBeaTiou
yia Tnv agloAdynan diatapaxwy o1o HeTaBoAiopd acBeoTiou.™ H pétpnon tng PTH éxel
atrodeiyTei SUOKOAN Adyw TNG AVOUOIOYEVEIOG TWV TTETTTISIWY TTOU UTTAPXOUV TOGO GTOV
adéva 600 Kal aTnV KukAogopia aipaTog.*

H PTH ouvriBetal oToug Trapabupeocideic adéveg wg TTpddpopog ouaia Tou apivogéog 115
KaI ava@EéPETal WG TTPO-TTPOTTAPABUPEOEIBNG OpuoVN. H TTpo-TTpoTTapabupeoeidrg opuovn
UETOTPETTETON O€ MIa eVOIGUEDN HOP®r auivogéog 90, Tnv TTpoTrapabupeoeldr) opudvn.®
MpdoBeTn TTPWTEIVOAUTIKA dpdon PETATPETTEN TNV vOIAUESN Opudvn O€ BIOAOYIKG evepyn
PTH 1-84.5 EKTOG TOU OXNMATIOMOU TeEMAYiwWV €VIOG TOou adéva, UTTAPXEl TTEPAITEPW
TPpWTEIVOAUTIKA didoTracn Tng PTH otav €10€ABg1 oTnv KukAogopia aipatog.”8

EmoTnpovikég peAéTeG UTTOBEIKVUOUV OTI HOVo N avaAloiwTn PTH kai Ta Tepdyia PTH tTou
TepIEXouV TNV akoAouBia apivoéwv  1-34  diabétouv  Bioloyikhy  dpaaTnpidTnTa.
Ol 00NPOVTEG OUYKEVTPWOEIG TwV N-TEAIKWV TEMAYiWV OUVEICQPEPOUV OTO Wiyha Tng
QavoOoOdPACTTIKAG TTaPABUPEOEIBOUG OpUOVNG OTNV KUKAOYOpia aipartog. ETropévwg, 6tav
xpnoigotroloUvTal emrimeda PTH yia Tnv agloAdynon acBevwyv, n péTpnon avaAloiwtng
PTH ouoxeTietal kaAUTEPA e TNV KOTACTACH TNG OTO JETABOANIOUO aoBeaTiou.®'3

H mapaBupeoeidig opudvn Kal Ta TEPAXIA TNG ATTOMOKPUVOVTAl OTTO TNV KUKAOQOpIa
aipoTog oW TWV VEPPWV Kal Tou ATTaToG. ™ H KdBapon Twv C-TeAIKWV Tepayiwv givai
Bpadltepn amd TNV KGBapon TNG avaAAoiwTng oppoévng Kal eEapTdTal TTEPIOCCOTEPO
amé Toug VEPPIKOUG pNXaviopouUq.'s Xe aoBeveig pe veppikr averrdpkeia ogoBapng
HOP®RG 1 TEAIKOU oTadiou, N cucowpeucn Twv C-TEAIKWY Tepayiwv BpiokeTal ge TTOAU
upnAa emimmeda. Otav  xpnoigotroigital évag Tpoadiopiopdg PTH, edikég Twv
C-teAikWv, evdexopévwg va BpeBolv augnuéveg auykevtpwoelg PTH ammAwg Adyw Tng
HEIwPEVNG KABAPONG auTwyv Twv PIOAOYIKA QVEVEPYWV TEMAYiWY, TTEPITTAEKOVTAG TN
S1a¢popOoTIoiNaN TNG UTTEPACRETTIOIUiag.5 1618

3. APXH NPOZAIOPIZMOY

O avooopadiopeTpikdg TTpoadiopiopés (IRMA) avaAloiwtng PTH SP 1ng DiaSorin
xpnoigotrolei 2 S1AQOPETIKA  TTOAUKAWVIKA  QvTIOWHATA TTOU  €XOUV  KeKaBapBei
XPNOIUOTIOIWVTAG XPWHATOYPOAQPia OUyyEveEIag. AuTa Ta KeKaBapuéva avTioWwuaTa gival
€I0IKA yIa 2 SI0POPETIKEG TIEPIOXEG TOU popiou PTH.

To mpwTo avtiowpa, €101kd yia PTH 39-84, cival deopeupévo o€ pIa OTEPEG AN
(opaipidia TToAuaTupeviou). To delTepO avTiowya givai €181K6 yia Tnv PTH 1-34 kai ival
onuacpévo pe 1wd10-125. Ta deiypata emwdadovTal Pe Ta dUO AVTICWUOTA TAUTOXPOVA.
H avaAMioiwtn PTH 1-84 mrepiéxel 1600 TNV akohouBia apivoééwv 1-34 éoo kal Tnv
akoAouBia apivogéwv 39-84 kai gival n poévn poper) PTH 1mou Ba deopeutei 1660 atmd
TO QVTiCWPa OTO oPaIpidlo GO0 Kal atré TO AVTIOWHA TToU €ival ONUOCPEVO PE 1WdI0
125.

E@boov 10 avricwpa 1Tou gival ouleuypévo oTn oTeped @aon eival €181kO yia C-TeAika
TEPAXIO Kal TEPAXIa MECQiag TrEPIOXAG, KABwG kal yia Tnv avaAloiwTtn PTH,
n XwenTIKOTNTA TNG OTEPENG PAcNG éxel oxedlaoTei yia TTOAU uywnAda emieda PTH.

83



AuTO eutrodidel TNV TTapePPOAr aTmd eCaIpeTIKA augnuéva Tepdxia PTH C-TeAikwv Kai
ueoaiag TreploxAg Tepdyia PTH o€ dyvwaoTa deiyuara.

MeTtd Tnv TTEpPiodo eTTWaoNG, KABe o@aIpidIO EKTTAEVETAI VIO VO OTTOPOKPUVOEI TUXOV Un
deopeUPEVO onpacpévo avTiowpa. Katémv, n padievépyeia TTou UTTAPXEI OTO UTTOAOITTO
OECUEUPEVO ONUACHEVO QVTICWHA PETPIETAI XPNOIHOTTOIWVTAG METPNTH YAUA.

H ouykévipwon tng avalloiwtng PTH Twv deiypdtwy eival euBéwg avahoyn pe Tn
ueTpoUpevn padievepyela.

3. ANTIAPAZTHPIA MOY NMAPEXONTAI ME TO KIT

BaBuovountg 0 N-Tact PTH SP 1 @iaAidio/15 mL
BaBuovountég 1 éwg 5 N-Tact PTH SP 5 @IaAidia/2,0 mL
>@aipidia N-Tact PTH SP 1 1repiéktng/100 cpaipidia
Avtiowpa | N-Tact PTH SP 2 @iahidia/s mL
SupTrukvwpa diaAupartog TAuong N-Tact PTH SP 1 @iaAidia/50 mL
MdpTtupeg N-Tact PTH SP 2 @IaAidia/2,0 mL
Ap1Bu6g doKigwv 100

OYNA=H: Metd Tnv TrapaAaBn Tou, 1o KIT Ba TTpéTrel va @uAdaaeTal aToug 2 éwg 8°C.
MeTtd 10 dvolypa, UAGETE KABE avTIdPATTHPIO OTOUG 2 £wg 8° £wg TNV nuepopnvia Angng
TTOU avaypa@eTal aTnv €TIKETA. Ta avTidpaaTipia dev Ba TTPETTEl va XPNOIPOTIoOINBoUV o€
TIEPITTTWON TTOoU TTAPENBEI N nuepopnvia AREng. H nuepopnvia ANgng Tou KIT avaypdgeTal
aTnV eEWTEPIKN ETIKETA KOI QVTIGTOIXEI OTNV NUEPOMNVia ARENG Tou IxvnBETN.

Katrd tnv avaouoTtacn Tou TrepiEXOMEVOU Twv @IoAISiwy, avauifte atmaAd yia va
atmopeuxBei o oxnuationdg agpol. PuAdéte dAa Ta avacuoTabévia avTidpaoTrpia
atoug -15°C | xapnAdTtepa apéowg PETE Tn Xprion Toug. Agv evdeikvutal n avapign
avTidpaoTnpiwy armd dIAPOPETIKEG TTAPTIOEG.

4.1 BoaBpovountig 0 N-Tact PTH SP: AvtidpaaoTrpio £ToIdo yia Xpron.

Mepiéxel avBpwivo opd pe 0,1% adidio Tou vaTpiou wg GuUVTNPENTIKS.

4.2 BoaBpovountég 1 éwg 5 N-tact PTH SP: Auog@iAoTtroinuévo avtidpaoTipio

Opdda 5 Babuovountwv 1-84 avBpwivng PTH, pe ovopaaTikKéG GUYKEVTPWOEIG TTOU
Kupaivovtal atmmé 15 éwg 2000 pg/mL kai repiéxouv 0,1% adidio Tou vaTtpiou kar dAAouUg
otaBepoTrointég. O1 akpIBeig TIHEG auykévipwaong TTpoadiopifovTal yia kaBe TTapTida.
EkteAéaTe avacUoTaon kdBe @iaAidiou Auo@iAotroinuévou BabBuovounth pe 2,0 mL Tou
BaBuovounTt 0 TToU TrapéxeTal, avapi¢Te e OTPORINICUG Kal AQAOTE TA yia 5 AeTTTd
otoug 2 éwg 8°C nf éwg OTou TO TIEPIEXOHEVO TougG £xel JIoAuBel TTARpwWG.
O1 BaBuovountég KIT €xouv PabBuovounBei XPNOIYOTIOIWVTOG CUVOETIKA avBpwTivn
PTH. O xeipiopdg Twv Babuovountwy UTropei va gival idlog ue autov Twv OEIYUATWY
aoBevwv OTav XPNOIKOTTOIoUVTal PE T avTIOPACTAPIA Kal TN AEIToupyIKnA diadikagia TG
TTapouoag dlayvwoTIKAG BOKIUNAG in vitro, 6TTwg cuviaTdaTal.

4.3 Z@aipidia N-Tact PTH SP: AvTidpacTApIo £TOIPO YIa XPAoN.

Ta ogaipidia TTOAUGTUpPEViOU €ival ETTIKAAUPPEVA PE AVTIOWHO aiyag KeKaBapuévo e
ouyyévela Kal €101K6 yia TNV akoAoubBia apivogéwyv 39-84 tng PTH.

4.4 "?5]: AvTIdpacoTrpIO £TOIUO YIa XPrion.

Kd&Be @iaAidio mepiéxel 5.0 mL avricwpa aiyag kekaBapuévo pe ouyyévela, €10IKO yia
PTH 1-34 kai onuoopévo pe 1wdio-125. To onuacpévo avTiowpa gival apalwpévo oe
puBuIoPEVO 0pO TTOU TTEPIEXEI KOKKIVI XPWOTIKA Kal 0,1% agidio Tou varpiou.

4.5 Zupmikvwpa SiaAUpatog TAUong N-tact PTH SP: AvmidpacoTripio o didAupa
Mepiéxel éva CUUTTUKVWUEVO PUBUIOUEVO ETTIQAVEIODPATTIKO TTapdyovTa. MpoeToludaTe
éva didAupa TTAUONG €pyaciag apaliwvovTag OAo TO TTEPIEXOUEVO TOU @IaAidiou pE
450 mL atmeoTayuévo ) atmmoviopyévo vepd. GuAdgte To didAupa TTAUONG epyaaciag o€
Bepuokpacia dwyaTiou.
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4.6 Mdprupag N-tact PTH SP, emimedo 1 ko emimedo 2: Auo@ilotroinuévo
avTI®pacTAPIO

>1ov avBpwrivo opd £xel TpooTeBei hPTH 1-84 yia va AngBei ouykévtpwan eviog piag
KaBopiopévng TeploxNg TIHWv. [MpooTiBetal 0,1% agidlo Tou vatpiou. EkteAéoTe
avaouoTaon kaBe AuogiAotroinuévou paptupa e 2,0 mL atreotayuévo ) atmoviopévo
VEPO, aVapigTe Kal agrioTe oToug 2 £wg 8°C £wg OTOU TO TTEPIEXOUEVO DIGAUBET EVTEAWG.
To €0pOG TWV CUYKEVTPWOEWY KABE EAEYXOU QvaQEPETAl OTO TTICTOTTOINTIKG avaAuong
Kol deixvel Ta Opla Tou éxouv kaBopioTei ammd Tnv DiaSorin yia TipéG eAéyxwv TTOU
uTTopoUV va emTeuxBolv o€ agIOTIIOTOUG KUKAOUG EEETATEWV.

5. MPOEIAOMOIHZEIZ KAI TPO®YAAZEIZ

MONO T1A AIATNQZTIKH XPHZH IN VITRO.
Agv TTpoopiCeTal yIo ECWTEPIKA KAl EEWTEPIKA XPrion o€ avBpwITToug 1 {wa.

ANTIAPAZTHPIA NOY MNMEPIEXOYN YAIKO ANOPQIMINHZ NMPOEAEYZHX
XelpIoTEiTE WG €AV ATAV SUVNTIKWG HOAUGUATIKA.

Kd&0Be povdada d6Tn opol/TTAGoUaTOG TTOU €XEI XPNOIUOTIOINGEI yia TNV TTPOETOIPATIa TOU
TTAPOVTOG TIPOIOVTOG €xel dokipaoTei pe PEBOBO EeyKekpigévn ammd Tnv YTnpeoia
Tpogiywv kai appdkwy (FDA) Twv H.M.A. kai BpéOnke un avmidpacTIKA wg TTPOG TNV
mrapoucia HBsAg, avriowpatog atov 16 HCV kar avricwpaTtog atov 16 HIV 1/2. Av kai
ol péBodol autég eival eCalpeTIkG akpiBeig, Oev eyyuwvTal TNV avixveuon 6Awv Twv
HOAUCUATIKWY Povadwyv. To TTapdv TTPoidV EVOEXOUEVWG VA TTEPIEXEI KAl AAAO UAIKO
avBpwTTIvng TTPoEAEUONG YIa TO OTT0I0 Ogv UTTAPXEI £yKeEKPIUEVN Dokiur). ETTeidr kapia
yvwoTh péBodog OJokIung Oev uTTopei va TTpoa@épel TTARPNnG dlafeBaiwan Ot
atrouaoiddouv o 16G Tng nmatindag B (HBV), o 16g tng nmartindag C (HCV), o 16g Tng
avBpwTmivng avoooavetrdpkelag (HIV) r Aol poAuopaTikoi TTapdyovTeg, 0 XEIPIOPOG
OAwV TwV TTPOIOVTWYV TTOU TTEPIEXOUV UAIKA avBpwTivng TTpoéAeucng Ba TTpéTTel va
YiveTal oUP@WVa PE KOAEG EPYOOTNPIOKEG TTPOKTIKEG XPNOIUOTTOIVTOG TIG KATAAANAESG
TPOQUAGEEIG, OTTwG TeplypdgovTal oTo eyxelpidio «Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories», 4n ékdoon, Mdiog 1999 | Tnv Tpéxouca ékdoaon, Twv U.S.
Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health (Kévtpa yia
Tov ‘EAgyxo kai MpdAnwn Néowv/EBvika I8pUpaTa Yyeiag Twv H.M.A.).

ANTIAPAZTHPIA NOY NEPIEXOYN AZIAIO TOY NATPIOY

MPOZOXH: Mepikd avTidpacTrpia oTo KIT auTd TrepiEXouv adidlo Tou vatpiou. To agidio
TOU vaTtpiou PTTOpEl va avTIdPAoEel PE TIG CWANVWOEIG HOAUBSOU i XaAkoU Kal va
oxnuartioel eCAIPETIKG eKPNKTIKG alidia peTAAAwWY. KaTd Tnv améppiwn, EKTTAUVETE UE
aeBovn ToadTNTa VEPOU Yyia va euTTodioeTe TN cuoOowpeuon adidiwv. MNa TpdobeTeg
TAnpogopieg, avatpégte atnv evétnta «Decontamination of Laboratory Sink Drains to
Remove Azide Salts», o1o gyxeIpidio 0dnyo - diaxeipion ac@daAeiag pe kwdiké CDC-22
Trou ekdideTal atmd Ta Kévtpa yia tov ‘EAeyxo kai Tnv MpoAnwn Noéowv otnv ATAdvta
NG ToptCia, 1976.

Ppdoeig kivdivou emikivduvwy ouoiwv Twv Eupwtraikwv KoivotAtTwy (Odnyia
Emirpotrig 1999/45/EE)

R20/21/22 - BAaBepd OTOV €IOTIVEETAI, O €TTOPN HPE TO OEPHA KAl OE TTEPITITWON
KOTATTOONG.

R32 - ¢ emmagn pe o&éa eAeuBepivovTal TTOAU ToEIKd aépia.

S28 - Ze TePITITWON ETTAPAG ME TO OEPUA, TTAUVETE QUECWGS PE APOOVO VEPOD.

ANTIAPAXTHPIA NOY MNMEPIEXOYN IQAIO-125

To kiIT autd Trepiéxel padievepyd UAIKO To oTtroio Oev utrepPaivel Ta 20 pCi (740kBq)
110010-125. Katd tn @UAagn, 1o XeIpiopd kai T d1dBean Tou UAIKOU auTou, Ba TTpETTEl va
xpnoipoTtrololvTal KATGAANAEG TTPOPUAGEEIG KOl KOAEG EPYAOTNPIOKEG TTPAKTIKEG.

Mpog 1aTpoUG 1 1IdpUpaTa TTou TTapaAauBdvouv padioigdToTTa KATW aTTd YeVIKN Adeia:
To Trapov padievepyd UAIKO uTTopei va An@Oei, va atrokTnOei, va KaTEXETAI Kal va
xpnoiygotroigital yévo ammod 1aTpolg, KTNVIATPoUg TTOU €EACKOUV KTNVIOTPIKA I0TPIKA,
KAIVIKG EPYaCTAPIO ] VOOOKOMEIQ Kal JOVO YIa KAIVIKEG 1] €pyacTnpIakéG SOKIUEG in vitro
TTou Oev TrEPIAAUBAVOUV TNV ECWTEPIKN R €EWTEPIKA Yoprlynon Tou uAikoU, i Tng
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akTivooAiag autoU, oe avBpwtioug kal {wa. H tmapaAafn, n améktnon, n karoxn,
n xpPnon Kar n PETOPOPA UTTOKEIVIAI OTOUG KAvoviopoUg Kol Tn Yevikf dadeia Tng
PuBuioTiknig Emrpotig Mupnvikwv Ttwv H.M.A. (NRC) Tng ToAiTeiag oTnv otroia n
ETTITPOTIN £XEl CUVAWEI CUPPWVIA yia TNV AoKNan KaBnkovTwy appodiag apxng.

1. H @UAagn Tou padievepyoU UAIKOU Ba TIPETTEl va TIEPIOPIOTEI O MIa EIOIKA
ETTIONUACUEVN TTEPIOXN.

2. H mpéoBaon oe padievepyd UAIKG TTPETTEI VO TTEPIOPIOTEI HOVO O€ EOUCIOOOTNHEVO
TTPOCWTTIKO.

3. Mn XPnOIKOTIOIEITE TTITTETA E TO OTOPA O€ padievepyd diaAlpara.

4. Mnv TpWTE A TTIVETE EVTOG TWV ETTICNUACUEVWY PABIEVEPYWV TTEPIOXWYV EPYATIAG.

5. O1 TrepIoxég, OTTOU €VOEXOMEVWG VO €XOUV TTPOKANBEi ekyxUoelg, Ba Trpémmel va
OKOUTTIGTOUV KOl KATOTTIV va TTAUBOUV pE OAKAAIKO OTTOpPUTIAVTIKO 1 PadIoAoyIKO
atroAupavTikd OldAupa. Tuxdv udAiva okeln TTou XpnoldoTroidnkav TIPETTEl va
€KTTAUBOUV KOAA pE vePS TTPIV aTTé TNV TTAUCN GAAWY EPYACTNPIOKWY UAAIVWY OKEUWV.

Mpog 1aTpoug ) 1IdpuuaTta TTou TTapaAapdvouv padioiocdTotra KaTw atrd 101K adeia:

H mapaAaBn, n xpron, N HeTagopd Kal n dIGBecn Twv PadIEVEPYWVY UAIKWVY UTTOKEIVTQI
OTOUG KaVOVIOPOUG Kal TIG OUVBAKEG TNG €18IKAG GdEIGG 0aG.

MPOEIAOMOIHZH: To Tpoidv autd TTEPIEXEl YIa XNUIKA ouaia n oTroia gival yvwoTd
até Tnv oAiteia TG KaAipdpviag 611 TTpokaAei Kapkivo.

MPOZOXH: H padievépyeia TTou avaypd@eTal oTo EVOETO CUOKEUAGTIOG UTTOPEi va SIaPEPE
eAaPPWG atrd Tn padievéPyeia TTOU avaypA@ETal OTNV ETIKETA CUOKEUATIOG 1 OTNV ETIKETA
@iahidiou 1xvnBETn. H eTikéTa ouokeuaaiog kal n eTKETA @iaNidiou IXvnBETN UTTOdEIKVUOUV
TNV TTPAyUaTK TTooéTNTa PadIEVEPYEIOG KATG TNV nuepounvia Babuovéunong, evw To
£€vBeTO CUOKEUOTIOG UTTOBEIKVUEI TN BEWPNTIKA POSIEVEPYEIQ TOU KIT.

6. ENAEIZEIZ NIGANHXZ ®OOPAX TQN ANTIAPAZTHPIQN KIT
6.1 Merardmmon Tng KAiong A TNG B£0ng TNG KAPTTUANG BaBuovounong o€ oxéon e
QuUTAV TTou AapuBAveTal KaVOVIKA.
6.2 Meiwon Tng Péyiotng d€opEUONG.
6.3 YwnAA un €8Ik pndevikr déopguon.
6.4 TTwXEG TINEG ETTAVAAYWEWV.

7. ZIZYAAOIH KAIMPOETOIMAZIA AEIFMATOZ

MNa xprion otov mpoodiopiopd N-tact PTH SP, ammaitolvTtal diakooia pikpoAiTpa opol A
TAGopaTog EDTA, €1g SimTAoUv.

Me 1O KIT Quté pTTOpEi va XpnoiyotroinBei avlpwIrivog opdg i TTAdopa. Me Tov
TPoadIopIoud aUTO PTTOPOUV va Xpnoiyotroinfoulv avTiinkTik@ EDTA. Xuviotdrai
deiypa atmd atopa TTou dev €xouv @acl, aAAd dev atraiteital. H deiypatoAnyia Ba TpéTel
va yiveTal aonTiTika pe @AeBoTTapakévinon o€ kevd udAivo dokipaoTiké cwAfva 5 A/ 10
mL. AprioTe To aipa va Tel og Beppokpacia dwuartiou (15 éwg 25°C). PuyokevTproTe
yia 15 AeTrTd XpnoipotroivTag 760 x g* Tepitrou yia va AdBete opd Xwpig aiudAucn.
Agv ammaitolvtal TPOOHBETA 1 ouvTnENTIKA yia Tn dIaTAPNON TNG AKEPAIOTNTAG TOU
Oeiypatog. OAa 1o TTAAOTIKA Kal udAiva okeln ) GAAa UAIKG TTou €pXOVTal O€ ETTAPN UE
10 O¢eiypa dev Ba TpéTel va eival pohuopéva. PuAGETe Ta deiypata opou ) TTAGoUaTog
oTtoug -20°C 1§ xaunAotepa. Ta deiypata ptmopei va @uAaxtolv o€ udAiva ) TTAOOTIKG
@IoAidIa apkei AuT@ va gival EPUNTIKA O@PAYICUEVA TTPOKEINEVOU VO OTTOPEUXDE N
atoéApavon Tou deiyuaTog.

>¢ epyaoTrpia NG DiaSorin cuykpibnkav deiyparta @ualoloyikou TAdoparog EDTA kai
opou. Agv TrapatnpABnkav onuavTiKEG SIAPOPES OTIG TIMEG.

8. AIAAIKAZIA MPOZAIOPIZMOY

8.1 EkTeAéoTe avaoUloTaon Twv AUOQIAOTIOINUEVWY aAVTIOPACTNPIWY Kal aQrjoTe
TUXOV KoTowuypéva Oeiypata va amoyuyBolv evieAwg. AiatnpAoTe Ta
avTidpaoThpIa Kal To OTTOWUYHEVa deiydaTa O TTAYO EVW TTPOETOINALETE TOV
TTPOadIOPICUO.

*g = (1118 x 10®) (akTiva o€ ekatooTd) (rpm)?
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8.2 TakromroijoTte dU0 TTAVOPOIOTUTTOUG BOKIMAOTIKOUG OWARVEG 12 X 75 XAOT atmd
BopioTrupITIKG UOAO CUPPWVA UE TO OXAUA TOU TTPOCBIOPIGHOU.

8.3 [lpooBéoTe Ta avTIdOPACTAPIA OTOUG SOKINAOTIKOUG CWAAVEG WG AKOAOUBWG:

a. AoKINaOTIKOi CWARVEG CUVOAIKWV KPOUOEWV

100 pL avTtiowpa N-tact PTH SP 2] (k6kkivo)
B. BaBuovountig 0

200 pL BaBuovounth 0

100 pL avTtiowpa N-tact PTH SP 2] (k6kkivo)
y. BaBuovountég (1-5)

200 pL BaBuovountig

100 pL avTtiowpa N-tact PTH SP 2] (k6kkivo)

5. MdpTupeg kai dyvwoTa deiypara
200 pL deiypa
100 pL avTtiowpa N-tact PTH SP 2] (k6kkivo)

8.4 XtpofihioTe OAoug Toug OOKIUAOTIKOUG OwARveG o€ Opyavo TrepIdivnong
(vortex).

8.5 TomoBetAoTe éva o@aipidlo ot KGBe OwANVApIo (EKTOG OTTO TIG XUVOAIKEG
Metprioeig) pe AaBideg kaAuppéveg amo TeEPAOV 1 KATAAANAN  OuOKeun
xopAynong oeaipidiwv. (Mn XpnoIPoTIoIEiTeE Ta OAKTUAG 0QG).

8.6 KaAUwrTe Toug dokipaaTikoUg owAnveg pe parafilm fi iIcoduvapo.

8.7 Emwd&oTe TOug dOKIPNAOTIKOUG CWANVEG yia 22 (+2) wpeg oToug 20 £wg 25°C.

8.8 AvappoonoTe To piypa avTidpaong atmod KaBe SOKINACTIKO CwARva.

8.9 T[AUvete 10 oQaipidia diavéuovtag oBevapd 1 mL didAupa €KTTAUCNG O€ KABE
OOKIUOOTIKO CWARVA JE apKeTH SUVOPN WAOTE va avuywbei To ogaipidlo até Tov
TUBuéva Tou SoKIpaoTIKoU OowArva. AvappopnoTte TO SldAupa  TTAUONG.
EmavaAdBete Tn diadikacia TTAUONG 3 POpPEG.

8.10 MeTpriote Tn padievépyeld TIOU UTTAPXEl O€ KABE OOKINACTIKO CWARva
XPNOIYOTTOIWVTAG METPNTH YAua.
EZONAIZMOZ KAI YAIKA MOY ANAITOYNTAI, OMQX AEN MAPEXONTAI
9.1 AvaAwoipol SOKINAoTIKOI CWANVEG aTTO BOPIOTTUPITIKG UaAo, 12 X 75 XACT.
9.2 Bdon SOKIMACTIKWY CWAAVWV.
9.3 MeTpnTAg Yaua pe duvatdtnTa YETpnong iwdiou 125.
9.4 Opyavo tepidivnang (vortex).
9.5 YUOKEUEG TTITTETOG
a. Mikpomiréta Babuovounuévn va diavéuel 200 L.

B. Aiavopeig eravaAapfavéuevng xopriynong, faduovounuévol va diavéuouv
100 pL ko 1 mL.
Y. OvykopeTpIKEG TITTETEG yia Tnv avaclUoTacn Twv PopTUpwY Kal Twv
BaBuovounTwv.
9.6 Parafilm A Icod0vapo yia Tnv KGAUWN Twv SOKIMACTIKWY CWARVWV.
9.7 NaBida emkaAuppévn pe Teflon 4 GAAn ouokeun yia Tn diavoun c@aipIdiwy
EYKEKPIYEVN YIO TO KIT.

9.8 JuoKkeuy avappéenong yia Tnv avappéencon Tou avTIowPaTog 'l kal Twv
dlaAupdTwy TTAUONG.

87



10. AIAAIKAZTIKA ZXOAIA

10.1 Ortav TpoaBéTeTe oPaIpidia 0TOUG SOKIUACTIKOUG CWARVEG, YEIPETE EAAPPWG TN
Bdaon Twv BOKINACTIKWY CWAAVWY Kal a@rioTe Ta 0@aIpidIa va KUAoouv Péca
O0TOUG BOKIPAOTIKOUG OWARVES. AuTd Ba eutTodioel To UTTEPBOAIKO TTAPAACA TOU
S1aAUpaTog dokiung. Mn xeipiCeoTe Ta o@aipidia pe Ta SAKTUAG Gag.

10.2. Alavépete To avTiowpa 1251 pye mMITETA 0TO KATW €va TPITO TOU SOKIPACTIKOU
owAnva.

10.3 Ta va TTopakoAouBeiTe TTARPWG TN GUVETTH aTrédoan evog TTpoadiopiopol RIA,
uttdpxouv TIP6oBeTOl TTApAyovTeg TTou TIpETel va eAéyxovrtal. H DiaSorin
TIPOTEIVEI EAEYXO TWV TTAPAKATW TTOPAPETPWY Yia va eEACQAAIOTEI N CUVETTAG
a1rédoan TOU KIT.

a. ZUvoAIKéG KpoUOEIg

B. MéyioTn déopeguon

Kpouoeig avd Aetrté (CPM) Tou dokipaoTikoU cwArva Babuovounth 2000
Y- Mn €181k 8éopguon

CPM dokipaoTikoU owArva Babuovountr 0

11. NOIOTIKOZ EAEIXox

Kdabe epyaoTtipio Ba mpétrel va TrepIAauBdvel kal Toug dUo 0poug HAPTUPEG TOU KIT OF
KGBe TTPOCBIOPICUS YIa va €EA0@AAICEl TNV €YKUPOTNTA TWV QATTOTEAEOUATWY KABE
TpocdlopiopoU. KatoTiv, Ba TTpéTrel va KabopIoTei Jéon Kal TUTTIKR aTTOKAIoN Yio KABE
papTupa xpnaoigotroiwvtag TouAdyioTov 8éka (10) TTpoodiopiopols. Mia atrodekTh
TTEPIOXA TIMWV UTTOPEI KATOTTIV va An@OBEi yia Toug HAPTUPEG auToUg XPNOIKOTTOIWVTAG
+2 TUTTIKEG OTTOKAICEIG TWV TIMWV TTou KaBopioTnkav Trponyoupévwg. To epyaaThpio
TroloTIKoU eAéyxou Tng DiaSorin €xel kaBopioel pia TEPIOXA TIMWV YIO TOUG PAPTUPES
TToU TrEPIAaBAavovTal OTO KIT AuTo.

12. YNOAOrIZMOX ANOTEAEZMATQN
MNa va utoloyioete TN ouykévipwaon Tng avaAloiwtng PTH tou umdpxel ot éva
AyvwaoTo deiypa Kal oTa deiyyaTa JAPTUPEG, TTPOETOINACTE Hia KAuTTUAN Babuovounong
XPNOIPOTIOIWVTAG TIG CUYKEVTPWAEIG BaBuovounTr TTou avaypa@ovTal OTIG ETIKETEG TWV
@IaAdiwyv. Or Tipég utToAoyidovTal wg akoAoUBwG:

12.1  Ymoloyiote Tn péon Tiwp CPM yia kdBe BabuovounTr, YapTUpa Kal AyvwoTo
O¢eiyua.

12.2  Agaipéote Tn péon Tiwfp CPM Twv SOKINACTIKWY CWARVWY Tou Babuovounth O
a1rd OAEG TIG péoeg KPoUoelg yia va AdBete diopBwpéva CPM.

12.3 XpnoipotmoiwvTag ypagiké xapTti log-log, oxedidoTte 1a dlopBwpéva CPM yia
KGBe etmiTredo BabBuovounTr) oTnV TETAYPEVN KOl TIG GUYKEVTPWOEIG BaBuovounTr
oTNV TETUNMEVN.

12.4 YTtoloyiote TIG ouykevipwoelg PTH Twv Seiypdtwy pe TTapeufoAn ammé 1n
YPAPIKA avaTrapaoTaon.

12.5 Av n Ty otroloudnToTe AdyvwoTou Oeiypatog eival peyoAuTepn ammod TO
BaBuovountr pe TNV uwnAdTEPN TIPA, aUTO Ba TTPETTEN va apaiwBei KATAAANAa pe
BaBuovounTn 0 kai va yivel Eava o TTPoadIoPITUOS TOU.

12.6 Av éva dayvwoto Ociypa €xel apaiwdei, dlopbwoTte TOo PE Tov KATAAANAO
TTapdyovTa apaiwong.

12.7 O1 mipég Tou eival PIKPOTEPEG aTTd TO Baduovountr) 1 aAAd uwnAoTepeg atmd
0,7 pg/mL (euaicBnoia  Tpocdiopiopol)  pTopei  va  uTtoAoyioToUv
XPNOIUOTIOIWVTAG TOV TUTTO:

Alopbwpéveg CPM (dyvwaTo)

AlopBwpéveg CPM (Bab. 1)

Tipég dyvwaoTou = x Tiur Babuovountn 1
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NINAKAZ |
Aedopéva deiypatog N-Tact PTH SP

AOKINAOTIKOG MavopolidéTutro Méoo Alopbwuévo AlopBwpévo
OwARvag CPM CPM CPM (pg/mL) B/T
2UVOAIKEG KPOUOEIG 260.242 256,889
253.536
BaBuovounTrig 0 384 379
374
BaBuovountég
(pg/mL)
1(15) 2.324 2.338 1.959
2.351
2 (50) 6.469 6.550 6.171
6.630
3 (150) 16.390 16.340 15.961
16.289
4 (450) 34.605 34.926 34.547
35.246
5 (2,000) 85.678 84.864 84.485 33%
84.050
AyvwoTa deiypara
1 6.494 6.472 6.093 49
6.450
2 34.144 34.538 34.159 442
34.932

21ov MINAKA | ka1 oto ZXHMA 1 mapoucidfovtar Tutnik@ Oedopéva SeiypuaTog Kal pia
KOPTTUAN BaBpovopnong yia avaAloiwtn PTH SP. O1 mAnpogopieg autég didovTtal pévo yia
ava@opd Kal dev TTPETTEl va XPNOIPoTIoINBoUV yia Tov UTTOAOYIOHG Kapiag TIUAG.

KAMMNYAH BAOGMONOMHZHZ AEIFMATOZ PTH SP N-tact

AlopBwpévo
CPM

100000

10000

1000

10 100 1000 10000

ZXHMA 1 PTH 1 éwg 84 (pg/mL)
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13. MEPIOPIZMOI AIAAIKAZIAZ
13.1  Av n apxikfj GUYKEVTPWON €vOg AyvwaoTou deiypaTog gival ueyaAuTtepn atd 10
BaBuovounTh pe TNV uwnASTEPN TIUA, APAIWAOTE TO évVo e BabuovounTh 0.
13.2 O1 xpévol pétpnong Ba TPETTEl va gival apKeTa PEYAAOI yia va PEIWCGOUV TO
oTaTIoTIKO  0@AApa  (yia Tapddelyya, n ocucowpeuon 2.000 CPM 6a
atmodwoel apaiua 5%, evw 10.000 CPM Ba amodwaoel opdAua 1%).

AEAOMENA ANAIQIrHz
To epyaoTipio TroloTIkoU eAéyxou Tng DiaSorin xpnoiyotrolei Tpogappoyf KapTruAng
smooth spline.

14. ANAMENOMENEZX TIMEZ
®YZIOAOIIKEZ TIMEZ

Kd&Be epyaotripio Ba mpéTrel va Kabiepwaoel Tn OIKA TOU KOVOVIKA TTEPIOXN TIMWV.
‘Exel kaBopiaTei pia uololoyikfy Tepioxn TIHWv amd Tnv DiaSorin xpnaoipotroiwvTag
opo6 ammd 129 @aivouevika uyleig evAAIKEG pe AdeI0 OTOPAYI. H YEWUETPIKN péon Tiun
uttoAoyioTnke 26 pg/mL pe SITTAG €UPOG TUTTIKAG OTTOKAIONG TTOU KUUGIVETal aTTd
13 éwg 54 pg/mL.

KAINIKA AEIrMATA

1. AvaAuBnkav pe 1o guoTnua Tpoodiopiopol N-tact PTH SP deiypata opol atré
oapdvra €§1 (46) aobeveic pe Tpwrtelovta uTTEPBUPEOEIBIOPS. O TIPS
avaAAoiwtng PTH kupaivovTal atméd 43,6 £wg 686,1 pg/mL.

2. AvaAiUBnkav pe 1o ouoTtnua Trpoadiopiopou N-tact PTH SP dekartéooepa (14)
deiypata amd acBeveig mou érmacyav ammd utrepBupeocidioud. Or TIYEG yia TNV
avahAoiwtn PTH kupaivovtal améd 0 éwg 20,6 pg/mL.

3. AvaAuBnkav pe 10 ouoTtnua TTpoodiopicpou N-tact PTH SP capdvTa okTw (48)
Ociyyata aoBevwv pe Xpovia veppomddeia. Or miyég avaAAloiwtng PTH
KupaivovTal amé 10,3 éwg 1042 pg/mL.

4. AvaAiBnkav pe 10 ouotnua Tpoadiopiopyou N-tact PTH SP téooepa (4)
deiypata aoBevwyv TTou £TTacxav atmmd KANPovopIKS utrepTrapabupeoeidiopud. Or
TINEG avaAhoiwTou PTH kupaivovtar atmé 59,5 éwg 100,5 pg/mL.

15. EIAIKA XAPAKTHPIZTIKA AMOAOZHZ

15.1 AkpiBeia

ATTOKAION yia Tov idl0 TTPoadiopioud (TIEG = pg/mL). AoKiudoTnkav TPEIG HAPTUPES
opoU o€ 20 TOVOMUOIOTUTTEG €EKTEAEOEIG €VOG MOvVadIKOU TTpoadlopicuou yia va
KaBopioTei N aTTOKAION €EVTOG TOU TTPOCdIoPIoHOU.

Ap1Budg . . o
SefyuaToC Méon Tiun T.A. %Z.A.
1 26 0,9 3,6
2 276 54 2,0
3 1.125 27,5 24
ATIOKAION PETOEU oelpdg TTpoodiopiopwy (TINEG = pg/mL). AokipdoTnkav TPEIG

HAPTUPEG 0poU aTTd 4 TeXVIKOUG o€ 20 EexwploToUg TTPoadiopiopoug yia va KaBopIoTel
N atmrékAIon PMETAEU DIQQOPETIKWY TTPOTDIOPICUWV.

Ap1Buo6g . . o

SeiyuaToc Méon Tiun T.A. %Z.A.
1 49 1,6 3,4
2 285 13,1 4,6
3 1.111 54,8 4,9
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15.2 AAnGivétTnTa: H aAnBivoTnTa mpoodiopiopol eAEyXBnke pe Tn SoKiun
apaiwong Kai Tn doKiyR avakTnong.
MapaAAnAiopoég

MeAETn dladoXIKWV apaloEwy 3 ayvwoTwy delyudtwy (TIuéG = pg/mL) (Agiypata
apaiwpéva pe Baduovountr 0).

Ap1Budg . . AlopBwuévo % TTOU
deiypaTog Apaiwon MeTpodpevn yia apaiwon A@Onke

1 % TTOU APBNKE 164 | - 100%

1:2 77 154 94%
1:4 36 144 87%
1:8 19 152 93%
2 % TToU AjeOnKe 286 | @ - 100%
1:2 139 278 97%
1:4 72 288 100%
1:8 36 288 101%
3 % TTOU APBNKE 750 | - 100%
1:2 357 714 95%
1:4 184 736 98%
1:8 100 800 106%
AKPIBEIA
MeAéTn avakTnong (TIHéG = pg/mL)

TiuR BaBuovounTrg Avapevopevn | Metpoluevn MNoooaoTiaia
uTToabpou TTOU TTPOCTEBNKE TIUA TIUA avaktnon
Ouada ap. 1

24.3 50 74,3 77,9 107

24.3 150 174,3 186,3 108

24.3 450 474,3 464 98
Ouada ap. 2

17.7 50 67,7 69,5 104

17.7 150 167,7 177,6 107

17.7 450 4677 4717 101
Ouada ap. 3

19.5 50 69,5 72,4 106

19.5 150 169,5 179,4 107

19.5 450 469,5 461,2 98
Ouada ap. 4

10.6 50 60,6 60,4 100

10.6 150 160,6 163,9 102

10.6 450 460,6 435,8 94

15.3 AvaAuTiki evaioBnoia

Otav opieTal wG N QAIVOUEVIK) OUYKEVIPWAON O 2 TUTTIKEG OTTOKAICEIG AT TIG
Kpouoeig ae eAaxIoTn déopeuan, n eAdXIOTn TTooOTNTA TToU avixveletal gival 0,7 pg/mL.
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15.4 AvaAuTiki €181IK6TNTA

H

dlacTtaupolpevn  avmidpacTikdéTNTa  Tou  ouoTthuatog  N-tact PTH SP

TIpaypaToTToIdnke Pe Ta akdAouba avBpwiva Tepdxia PTH ota 200.000 pg/mL.

Tepayio % S100TAUPOUMEVN AVTISPACTIKOTNTA
hPTH 39-84 <0,1
hPTH 53-84 <0,1
hPTH 39-68 <0,1
hPTH 44-68 <0,1
hPTH 1-34 <0,1
hPTH 13-34 <01
hPTH 1-84 100,0

FlA TH BIBAIOTPA®IA, ANATPEZTE ZTHN TEAEYTAIA ZEAIAA

ZXHMA MPOZAIOPIZMOY

1.

EkteAéaTte avaolaTaon Twv AUOQIAOTTOINPEVWY AVTIOPACTNPIWY KAl APAOTE TUXOV
KaTayuypéva deiypata va atmoywuxBoulv evieAws. AlatnpAaoTe Ta avTIdpacTApIa Kal
Ta aTToWuypéva SeiypaTa o€ TTAYO EVW TTPOETOINACETE TOV TTPOCDIOPICHO.

AvayvwpioTe Toug SOKIJAOTIKOUG CWAAVEG €IG BITTAOUV.
AlavEueTe Ta avTIOPACTAPIA CUPPWVA JE TO aKOAoUBo oxXAua.

AOKIL'.IC(O'TIKOI' ) ZuqulKég BaBy. 0 éw¢ 5 | Mdeupag Kal
owAAveg/AvTidpaoTrpia KpoUaoeig dyvwoTa deiypara
BaBuovountég - 200 pL -
XelpioTtrpia - - 200 pL
AyvwoTa deiypara - - 200 pL
IxvnBéTng 100 pL 100 pL 100 pL

Avapigte KOAG.

Alavépete 1 o@aipidlo og 6Aoug Toug OOKIMAGTIKOUG CWAAVEG (EKTOG aTTO TA
owAnvapia XuvoAikng Mérpnang).

KaAUyTe TOug doKipaoTikoUg OowArveg pe parafilm kal eTwdaoTe yia 22 wpeg
(+/- 2 wpeg) aToug 20 éwg 25°C.

Avappo@noTe To hiypa avtidpaong atmd ka0e SOKIHOTTIKO CwARva.

MAUvete Ta oaipidia diavépoviag oBevapd 1 mL didAupa ékTTAuong oe KABe
OOKIMOOTIKO CWARVA PE QPKETA dUVOUN WOTE va avuywlei To a@aipidio atrd Tov
TuBuéva Tou OOKINAOTIKOU OwARva. Avappo@riote 10 OSiGAupa  TTAUONG.
EmravaAdBere Tn diadikacia TAUONG 3 opég.

MeTtpoTe KGBe cwAAva o€ éva PeTpnTh yAaua.
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SYMBOLS USED WITH DEVICES

English Francais Deutsch Espafiol Italiano
European Conformité aux CE — Konformitats- Conformidad Conformita
Conformity normes kennzeichnung europea europea
européennes
Expiration Date Date limite Mindesthaltbar- Fecha de Data di
P d'utilisation keitsdatum caducidad scadenza
Manufacturer Fabricant Hersteller Fabricante Fabbricante
Consult Consulter les Gebrauchsanwei- ~ Consulte las Consultare le
Instructions instructions instrucciones de istruzioni per
e sung beachten 8
for Use d'utilisation uso l'uso
In vitro . A In-vitro- Diagnéstico in Diagnostica in
. . Diagnostic in vitro. . N N N
diagnostic. Diagnostikum. vitro. vitro.
Lot No. No. de lot Chargen-Nr. Numero de lote Lotto n°®
Telmperlature leltqtlon de Temperaturbereich Limitacion de Limite della
limitation. température. temperatura temperatura
Antiserum Antisérum Antiserum Antisuero Antisiero
Precipitating Réactif précipitant Fallungsreagenz Reggtlvo Regggnte
reagent precipitante precipitante
Trazador: Tracciatore:
Tracer: antigen | Traceur : antigéne Tracer: %I antigeno antigene
labelled with I | marqué a liode ' | markiertes Antigen etiquetado etichettato
125 125
con I con |
Buffer Tampon Puffer Tampén Tampone
Calibrator Etalon Kalibrator Calibrador Calibratore
Control serum Sérum de controle Kontrollserum Suero de control Siero di
controllo
Reagent Réactif Reagenz Reactivo Reagente
Dry Natural Caoutchouc Trockener Goma natural Gomma
Rubber naturel sec Naturkautschuk seca naturale secca
Radioactive Radioactif Radioaktiv Radiactivo Radioattivo
Highly _Facnement Leichtentziindlich _Facnment ) F_acnmen_t
flammable inflammable inflamable infiammabile
Harmful Nocif Gesur]dhelts— Nocivo Nocivo
schadlich

SYMBOLS USED WITH DEVICES CONTINUED ON NEXT PAGE.
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Portugués

Svenska

Magyar

EAANvIKG

Conformidade com

Europeisk

European Conformity

EupwTraiki Zuppopewon

CE as normas europeias Overensstammeise
8 Prazo de validade Utgangsdatum Lejarati id6 Huepounvia Angng
“ Fabricante Tilverkare Gyarto KataokeuaoTrg
Consulte as
[E_] . ~ . e ) YupBouheurteite TIg Odnyieg
instrugdes de Se bruksanvisningen Felhasznaloi utmutatd Xofo
utilizagéo pnong
Diagnéstico in In vitro SiayvwoTiké
9 i Diagnostik in vitro. Iv vitro diagnosztika \ ,
vitro. 10TPOTEXVOAOYIKO TTPOIdV.
LOT N.° do lote Batch-nummer Lot-szam Ap. TrapTidag
Limite de Temperatur- PR . . .
_/Y temperatura. begrénsning. H6émérséklet tartomany MNeplopiopoi Beppokpaaioag
Anti-soro Antiserum Antiszérum AvTIOpOg

Precipitado no
reagente

Utfallningsreagens

Precipitalé reagens

AvTidpaaTrpio kabi¢nang

Tragador: antigeno
marcado com 2|

2| [=
(=2

Sparelement:
antigen betecknad
125|

Tracer: ®I-el jelolt antitest

IxvnBéTng: Avtiyévo
ONUACPEVO PE 125

PubpioTiké didAupa

Tampéo Buffert Puffer
CAL Calibrador Kalibrator Kalibrator BaBuovountrig
Soro de controlo Kontrollserum Kontroll Opdg papTupa
Reagente Reagens Reagens AvTidpaoTiplo
Borracsr;acgatural Torrt naturgummi Természetes szaraz gyanta =npd PUOIKO KAOUTGOUK
@ Radioactivo Radioaktiv Radioaktiv Padievepyd
IF;TE'E:"I‘: Mycket brandfarligt Rendkivil gydlékony oAU e0@AEKTO

Nocivo Skadligt Karos EmBAaBrg
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