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Intended Use

Prolifigen® NSE IRMA is an in vitro assay for the quantitative determination of neuron-
specific enolase (NSE) in human serum used for the management of patients with
suspected or diagnosed neuroblastoma and small cell lung carcinoma.

Principle of the Procedure

The Prolifigen® NSE IRMA is a monoclonal two-site single incubation
immunoradiometric (sandwich) assay. The sample is incubated with a plastic bead
coated with antibody to NSE and an antibody against NSE labelled with *=l. After
washing unreacted radioactive antibody off the bead, the radioactivity bound to the
bead is measured using a gamma counter.

Warnings and Precautions for Users
1. General
* This product is for in vitro diagnostic use only.
» This kit must not be used after the expiry date printed on the package.
« Do not mix reagents from different master lots.

» The accuracy of the results of this assay is directly related to the degree of
care exercised during pipetting, vortexing, aspiration, and adherence to
methodology and temperature requirements.

* Sodium azide used as a preservative in this product can cause irritation, so
avoid contact with the skin and mucosa.

» Avoid microbial contamination of reagents.

» Observe the normal precautions required for handling all laboratory reagents.

» Disposal of all waste material should be in accordance with local guidelines.

* The components of the kit as well as the patients’ sera should be considered
as if they were potentially infectious and should be handled with adequate
precautions.

» Material Safety data sheets are available on request.

2.  Radioactive material
Reagents Containing lodine-125

This kit contains radioactive material which does not exceed 5.1 pCi (188 kBq) of
iodine-125. Appropriate precautions and good laboratory practices should be used in
the storage, handling, and disposal of this material.

For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a general license:

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

1. 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.
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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.

Components of kit
The following reagents are supplied with each test kit for 50 assay tubes.

1. Prolifigen® NSE IRMA Antibody-coated beads
1 bottle containing >50 dry beads coated with monoclonal anti-NSE antibody.

2. Prolifigen® NSE IRMA Tracer
1 x 11 mL vial containing '»| labelled monoclonal anti-NSE antibody. Total radio-
activity less than 188 kBq (5.1 pCi). Red coloured to aid identification.

3. Prolifigen® NSE IRMA Calibrators
6 x 0.5 mL vials containing lyophilized NSE material; concentrations of 0, 2, 6, 20,
60 and 200 pg/L respectively.

4. Prolifigen® NSE IRMA Diluent
1 x 2.5 mL vial containing TRIS buffer with bovine serum albumin (also used as
zero standard).

5. Prolifigen® NSE IRMA Control, 1 & 2
2 x 0.5 mL vial containing NSE in buffer, lyophilized.

Note: Reagents 2, 3, 4 & 5 above contain <0.1 % sodium azide as a preservative.

Each kit of Prolifigen® NSE IRMA is sufficient for 17 samples, controls and one
calibrator curve in duplicate. If larger numbers of tubes are required, use pooled and
mixed reagents from kits bearing the same kit lot number only. Mix gently to avoid
foaming.

Prolifigen® NSE IRMA kit should be stored at 2—8°C prior to use.

Other materials required but not provided

» Polystyrene round bottomed test tubes (12x70-75 mm), disposable.

» Test tube rack.

* Micropipette (25 pL) and microdispensers (200 pL, 500 pL, 2.5 mL).

» Purified water of good quality.

* Vortex mixer.

* Bead washing system, or 2 mL repeating dispenser for addition of wash fluid and
a vacuum aspiration device.

* Gamma counter set for =lodine. Efficiency of counter should be >40%.

» Plastic forceps or bead dispenser for adding beads to tubes.

« Facilities for handling and disposal of radioactive material including protective
gloves and other personal protective devices.

+ Computer with program for evaluation of IRMA type curves or calculator and
graph paper, lin-log type.

Traceability of calibrators and controls
The calibrators and controls of the kit consist of neuron-specific enolase (NSE). This
NSE originates from purified and well-characterized material. Calibrators and Controls
are calibrated against in-house reference NSE material.



Specimen collection, preparation & storage

Serum only can be used for the quantitative determination of NSE. Plasma is not
recommended as NSE may be released from the thrombocytes.

Blood samples should be taken before any treatment is given, either initial or
repeat.

Collect samples using standard procedures. Prolonged storage of blood can
release NSE from the blood cells.

If the specimen is to be assayed within 72 hours, store at 2-8°C. If the specimen
will not be assayed within 72 hours, freeze to below —18°C.

Do not use samples which are visibly haemolytic (the absorbance at 500 nm of the
sample should not exceed 0.3), contaminated or grossly lipaemic.

Samples which have been found to contain >200 ug/L can be diluted with NSE
IRMA diluent to get exact values. Diluted samples must be gently but thoroughly
mixed prior to assay and the dilution factor taken into account in the final
calculation.

Frozen sera must be gently but thoroughly mixed after thawing.

Preperation of reagents before use

To each of the vials of NSE IRMA Calibrators and Controls, add 500 uL purified water.
Mix gently, allow to stand for 15 min at room temperature (18—-30°C) and mix gently just
prior to use.

Allow kit contents to warm to room temperature before use. Mix each vial well before

use.

Storage of reagents after use
If all the kit is not used at one time, the NSE IRMA Tracer and NSE IRMA Antibody-
coated beads can be stored at 2—-8°C until the expiry date of the kit. The NSE IRMA
Calibrators and the NSE IRMA Controls must be used within 72 hours if stored at
2-8°C or else frozen to below —18°C. Repeated freezing and thawing must be avoided.
Bacterial contamination of stored reagents must be avoided.

Assay procedure
Perform each determination in duplicate.

1.

o oA W

Add 25 pL NSE IRMA Calibrator, patient serum or NSE IRMA Control to each
appropriately marked tube.

Add 200 pL NSE IRMA Tracer to each tube. (Solution has a red colour.) To
estimate total counts (T), add 200 pyL Tracer to a tube. Count the radioactivity
without further processing.

Add one plastic bead to each tube using plastic forceps or a bead dispenser.
Incubate the tubes for 3+0.5 hours at room temperature (18-30°C).

Wash each bead 3 times with 2 mL purified water each time.

Count radioactivity in a gammacounter.



Flow Diagram of Method

25 uL 200 yL Antibody
Sample Tracer Bead

7

Incubate for 3 hours, RT

Wash 3 times with purified water

7

Count

Processing of results

Use a computer with a program for handling IRMA type data to evaluate the NSE levels
in reference sera and patient sera. Alternatively, counts or bound activity
( % B/T ) may be plotted manually against analyte concentration. For this purpose,
lin-log diagram paper is recommended.

Quality Control

It is recommended that the laboratory has its own set of quality control calibrators, in
addition to the NSE IRMA Controls 1 and 2 provided in the kit.

Example of results
This is an example only and should not be used in the calculations.

Sample CPM % BIT NSE ug/L
Total (T) 132 601 - -
Bo 720 0.5 -
Calibrator 2 pg/L 1369 1.0 2.0
Calibrator 6 pg/L 2 655 2.0 6.0
Calibrator 20 pg/L 6 043 4.6 20.0
Calibrator 60 pg/L 16 589 12.5 60.0
Calibrator 200 pg/L 35488 26.8 200.0
Patient sample 1 3377 2.6 9.5
Patient sample 2 6 195 4.7 20.5
Patient sample 3 13 930 10.5 48.6




Example of calibrator curve
This is an example only and should not be used in the calculations.

T T
2 6 20 60 200 nglL

Expected Values and Limitations of the procedure

In a study of 100 apparently healthy individuals, >95 % were found to have serum NSE
values of less than 12.5 pg/L. The distribution is shown in the figure below.

Distribution of NSE in normal subjects

Test characteristics
Precision

Precision in 10 determinations using 5 different lots of Prolifigen® NSE IRMA.

Coefficient of variation
Sample Mean pg/L Within assay % Total
1 7.8 8.2 10.6
2 14.5 9.8 11.6
3 58.7 75 11.2
4 112.3 8.4 14.2




Recovery

To a serum sample containing 7.7 pg/L of NSE, varying quantities of NSE were added

and the concentration determined:

Observed pg/L

Recovery %

NSE added pg/L Expected pg/L
170.0 177.7
34.0 41.7
17.0 24.7
34 111
1.7 9.4

178.3
41.9
24.7
10.9

9.0

100.3
100.5
100.0
98.2
95.7

Dilution curve

Dilution of a serum sample with NSE IRMA diluent.

100

801

NSE uglL

T T T T T ]
00 02 04 06 08 1
1/Dilution Factor
~e- Observed
—$- Expected

Sensitivity

Minimum measurable NSE value (B, value + 3 SD) 0.5 pg/L.

Measuring range

The measuring range is up to 200 pg/L. Values above 200 pg/L can be measured after

diluting the sample with NSE IRMA diluent and repeating the assay.

B,/T
By should be less than 1% of T.



Indication

Prolifigen® NSE IRMA est un dosage in vitro pour la détermination quantitative de
I'énolase neuro-spécifique (NSE) dans le sérum humain. Il est utilisé pour le suivi des
patients atteints ou présumés atteints de neuroblastome ou de carcinome pulmonaire a
petites cellules.

Principe de la procédure

Prolifigen® NSE IRMA est un dosage radio-immunométrique (principe du sandwich)
monoclonal a deux sites et une seule incubation. L'échantillon est incubé avec une bille
de plastique coatée a I’ antigene NSE et un anti-corps anti-NSE marqué al'lode 125.
Aprés avoir éliminé I'anticorps radioactif non réagi de la bille, mesurer la réactivité liée
a celle-ci a 'aide d'un compteur a rayons gamma.

Avertissements et précautions pour les utilisateurs
1. Informations générales

» Ce produit est a usage in vitro uniquement.

» Cette trousse ne doit pas étre utilisée au-dela de la date de péremption
indiquée sur I'emballage.

* Ne pas mélanger les réactifs de lots différents.

« La précision des résultats de ce dosage est directement liée au degré
d'attention lors des phases de pipetage, d'agitation sur le vortex, d'aspiration
et au respect des méthodes et températures.

« L’azide de sodium utilisé comme conservateur peut provoquer une irritation :
éviter le contact avec la peau et les muqueuses.

« Eviter la contamination microbienne des réactifs.

» Observer les précautions normales lors de la manipulation de tous les réactifs
de laboratoire.

* La mise au rebus de tous les produits usagés doit étre conforme aux
directives locales.

* Les composants de la trousse et les sérums des patients doivent étre
considérés comme potentiellement infectieux ; ils doivent donc étre manipulés
en adoptant les précautions de rigueur.

* Des feuilles de données sur la sécurit¢ du produit sont disponibles sur
demande.

2. Produit radioactif
Réactifs contenant de I'lode 125

Cette trousse contient un produit radioactif qui ne dépasse pas 5,1 uCi (188 kBq)
d'iode-125. Les précautions appropriées et les bonnes pratiques de laboratoire doivent
étre utilisées pour la conservation, la manipulation et la mise au rebut de ce produit.

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

Ce produit radioactif peut étre 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 pratigue 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 I'animal. Sa réception, son acquisition, sa détention, son
utilisation et son transfert sont sujets aux réglementations et a la licence générale de
I'U.S. Nuclear Regulatory Commission de I'Etat avec lequel la Commission a conclu un
accord pour l'exercice de l'autorité réglementaire.

1. Le produit radioactif doit étre conservé a un endroit désigné.

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

3. Ne pas pipeter des solutions radioactives avec la bouche.



4. Ne pas manger, ni boire dans les zones de travail radioactives.

5. En cas de déversement de produits radioactifs dans une zone, nettoyer la zone,
puis la laver a I'aide d'une produit détergent a base d'alcali ou d'une solution de
décontamination radioactive. Tout article de verre utilisé doit étre entiérement
lavé a I'eau avant de laver les autres articles de verre du laboratoire.

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
radioactivit¢ a la date de calibrage, alors que la notice d'utilisation indique la
radioactivité théorique de la trousse.

Composants de la trousse
Les réactifs suivants sont fournis dans chaque trousse de dosage pour 50 tubes a
essais :

1. Billes coatées a I'anticorps ProIifigen® NSE IRMA
1 bouteille contenant >50 billes séches coatées a I'anticorps monoclonal anti-
NSE.

2. Traceur Prolifigen® NSE IRMA
1 flacon de 11 mL contenant un anticorps monoclonal anti-NSE marqué a I'lode
125. Radioactivité totale inférieure a 188 kBq (5,1 pCi). Coloration rouge pour
faciliter son identification.

3. Etalons Prolifigen® NSE IRMA
6 flacons de 0,5 mL contenant un produit NSE lyophilisé; concentrations
respectives 0, 2, 6, 20, 60 et 200 pg/L.

4. Diluant Prolifigen® NSE IRMA
1 flacon de 2,5 mL contenant un tampon TRIS avec de I'albumine de sérum bovin
(également utilisée comme étalon zéro).

5. Contréles 1 et 2 Prolifigen® NSE IRMA
2 flacons de 0,5 mL contenant un tampon de NSE lyophilisé.

Remarque : les réactif 2, 3, 4 et 5 ci-dessus contiennent <0,1 % d’azide de sodium
comme conservateur.

Chaque trousse Prolifigen® NSE IRMA est suffisante pour 17 échantillons, controles et
une courbe d'étalonnage en double. Si un plus grand nombre de tubes a essais est
nécessaire, utiliser un ensemble de sérums mélangés provenant de trousses
comportant le méme numéro de lot. Mélanger délicatement en évitant la formation de
mousse.

La trousse ProIifigen® NSE IRMA doit étre conservée a 2—-8°C avant utilisation.

Autre matériel requis mais non fourni

» Tubes a essais en polystyréne a fond arrondi (12 x 70-75 mm) jetables.

» Portoir pour tubes a essais.

* Micropipettes (25 pL) et microdistributeurs (200 pL, 500 uL, 2,5 mL).

» Eau purifiée de bonne qualité.

« Agitateur vortex.

» Systeme de lavage des billes, ou distributeur a répétition de 2 mL pour I'ajout de
fluide de lavage et un instrument d'aspiration a vide.

+ Compteur a rayons gamma paramétré pour I'lode 125. L'efficacité du compteur
doit étre >40%.



* Pinces en plastique ou distributeur de billes pour ajouter des billes dans les tubes.

+ Equipement pour la manipulation et la mise au rebus des produits radioactifs, y
compris des gants de protection et d'autres accessoires de protection
personnelle.

* Un ordinateur doté d'un programme d'évaluation des courbes de type IRMA ou
une calculatrice et du papier a diagramme de type lin-log.

Tracgabilité des étalons et controles

Les étalons et contréles de la trousse consistent en une énolase neuro-spécifique
(NSE). Cette NSE est tirée de substances purifiées et bien caractérisées. Les étalons
et les contréles sont calibrés selon une référence interne pour la NSE.

Préléevement, préparation et conservation de I'échantillon

* Le sérum ne peut étre utilisé que pour la détermination quantitative de NSE.
Le plasma n'est pas recommandé, car de la NSE peut étre sécrétée par les
thrombocytes.

* Les échantillons de sang doivent étre prélevés avant le début de tout traitement
initial ou répété.

* Prélevez les échantillons conformément aux procédures standards. Une
conservation prolongée du sang peut provoquer la sécrétion de NSE par les
cellules sanguines.

« Si I'échantillon doit étre dosé dans les 72 heures, le conserver a 2 — 8°C. S'il ne
doit pas étre dosé dans les 72 heures, le congeler a moins de —18°C.

* Ne pas utiliser d'échantillons visiblement hémolysés (I'absorbance a 500 nm de
I'échantillon ne doit pas dépasser 0,3), contaminés ou fortement lipémiques.

* Les échantillons qui contiennent >200 pg/L peuvent étre dilués a I'aide du diluent
NSE IRMA afin d'obtenir des valeurs exactes. Les échantillons dilués doivent étre
soigneusement mélangés avant le dosage; tenir compte du facteur de dilution
dans le calcul final.

*« Les sérums congelés doivent étre soigneusement mélangés apres la
décongélation.

Préparation des réactifs avant I'utilisation

Ajouter a chaque flacon d'étalon et controle NSE IRMA 500 pL d'eau purifiée. Mélanger
lentement, laisser reposer 15 min a température ambiante (18-30°C) puis mélanger
soigneusement juste avant I'utilisation.

Laisser le contenu de la trousse atteindre la température ambiante avant I'utilisation.
Bien mélanger chaque flacon avant I'utilisation.

Conservation des réactifs apreés l'utilisation
Si la trousse compléte n'est pas utilisée en une seule fois, le traceur NSE IRMA et les
billes coatées a I'anticorps peuvent étre conservés jusqu'a la date de péremption de la
trousse a 2 — 8°C. Les étalons NSE IRMA et les controles NSE IRMA doivent étre
utilisés dans les 72 heures s'ils sont conservés a 2-8°C ; sinon, les congeler a moins
de —18°C. Eviter les congélations et décongélations répétées. Eviter la contamination
bactérienne des réactifs conservés.

Procédure de dosage
Procéder a chaque dosage en double.
1. Ajouter 25 pL d'étalon NSE IRMA, de sérum du patient ou de contréle NSE IRMA
a chaque tube diment marqué.

2. Ajouter 200 pLde traceur NSE IRMA a chaque tube. (la solution est rouge.) Pour
estimer les numérations totales (T), ajouter 200 uL de traceur a un tube a essais.
Compter la radioactivité sans autre traitement.

3. Ajouter une bille de plastique a chaque tube a l'aide d'une pince en plastique ou
d'un distributeur de billes.



4. Incuber les tubes pendant 3+0,5 heures a température ambiante (18-30°C).

5. Laver 3 fois chaque bille avec 2 mL d'eau purifiée.

6. Compter la radioactivité dans un compteur a rayons gamma.

Organigramme

25 uL
d'échantillon

200 pL de
traceur

7

Bille coatée
a l'anticorps

Incuber pendant 3 heures a température ambiante

Traitement des résultats

Utiliser un ordinateur avec un programme pour la manipulation des données de type
IRMA afin d'évaluer le taux de NSE dans les sérums de référence et les sérums du
patient. En alternative, les numérations ou I'activité liée (% B/T) peuvent étre tracés a
la main par rapport a la concentration d'analyte. Dans ce but, il est recommandé

7

Laver 3 fois a I'eau purifiée

7

Numération

d'utiliser du papier a diagramme lin-log.

Controle qualité

Il est recommandé a chaque laboratoire d'avoir son propre jeu d'étalons de contréle de

qualité en plus des contrdles 1 et 2 NSE IRMA fournis dans la trousse.

Exemple de résultats

Ceci n'est qu'un exemple et ne doit pas étre utilisé dans les calculs.

Echantillon CPM % BIT NSE pg/L
Numeération totale (T) 132 601 - -
Bo 720 0,5 -
Etalon 2 pg/L 1369 1,0 2,0
Etalon 6 pg/L 2 655 2,0 6,0
Etalon 20 pg/L 6 043 4,6 20,0
Etalon 60 pg/L 16 589 12,5 60,0
Etalon 200 pg/L 35488 26,8 200,0
Echantillon du patient 1 3377 2,6 9,5
Echantillon du patient 2 6 195 4,7 20,5
Echantillon du patient 3 13 930 10,5 48,6
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Exemple de courbe d'étalonnage
Ceci n'est qu'un exemple et ne doit pas étre utilisé dans les calculs.

T T
2 6 20 60 200 nglL

Valeurs attendues et limites de la procédure

Dans une étude conduite sur 100 individus visiblement sains, 95% ont affiché des
valeurs de NSE sérique> inférieures a 12,5 pg/L. La distribution est représentée dans
le tableau ci-dessous.

Distribution de NSE chez les sujets normaux

40 -
30 4 J—

g

2

%20 b

o
10 4 ’_‘
0 - T T

4 6 8 10 12
NSE pgit

Caractéristiques du dosage
Précision

Précision dans 10 dosages a I'aide de 5 lots différents de Prolifigen® NSE IRMA.

Echantillon Moyenne pg/L Coefficient de variation dans % Total
le dosage
1 7,8 8,2 10,6
2 14,5 9,8 11,6
3 58,7 7,5 11,2
4 112,3 8,4 14,2

1"



Récupération

Pour un échantillon de sérum contenant 7,7 ug/L de NSE, différentes quantités de NSE
ont été ajoutées et la concentration a ensuite été déterminée :

Observée pg/L

Récupération %

NSE ajoutée ug/L | Attendue pg/L
170,0 177,7
34,0 41,7
17,0 24,7
3,4 11,1
1,7 9,4

178,3
41,9
247
10,9

9,0

100,3
100,5
100,0
98,2
95,7

Courbe de dilution

Dilution d'un échantillon de sérum a I'aide du diluant NSE IRMA.

100
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00 02 04 06 08 1
1/Dilution Factor
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—$- Expected

Sensibilité

Valeur minimum détectable de NSE (Bg valeur + 3 SD) 0,5 pg/L.

Plage de mesure

La plage de mesure atteint 200 pg/L. Les valeurs supérieures a 200 pg/L peuvent étre
mesurées apres la dilution de I'échantillon avec le diluant NSE IRMA et en répétant le

dosage.

Bo/T
B doit étre inférieur &8 1% de T.
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Verwendungszweck

Der Prolifigen® NSE IRMA ist ein In-vitro-Assay zur quantitativen Bestimmung von
neuronenspezifischer Enolase (NSE) in Humanserum, die zur Behandlung von
Patienten mit vermutetem oder diagnostiziertem Neuroblastom und kleinzelligem
Lungenkarzinom dient.

Verfahrensprinzip

Der Prolifigen® NSE IRMA ist ein monoklonaler immunoradiometrischer Two-site-
(Sandwich-) Assay mit Einzelinkubation. Die Probe wird mit einem
Kunststoffkligelchen, das mit einem Antikérper gegen NSE beschichtet ist, und einem
mit 125| markierten Antikérper gegen NSE inkubiert. Nach dem Ausspulen von nicht
reaktiven radioaktiven Antikdrpern aus dem Kiigelchen wird die an das Kiigelchen
gebundene Radioaktivitat mit Hilfe eines Gammazahlers gemessen.

Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen fiir Benutzer
1. Allgemeines

» Diese Produkt ist nur zur In-vitro -Diagnostik bestimmt.

« Dieses Kit darf nach dem auf der Packung angegebenen Verfallsdatum nicht
verwendet werden.

* Reagenzien aus verschiedenen Master-Chargen durfen nicht vermischt
werden.

» Die Genauigkeit der Ergebnisse dieses Assays hangt direkt von dem Ausmaf
der beim Pipettieren, Vortexen und Aspirieren angewendeten Sorgfalt sowie
der Einhaltung von Verfahrens- und Temperaturanforderungen ab.

» Da das als Konservierungsmittel in diesem Produkt verwendete Natriumazid
zu Reizungen flhren kann, ist der Kontakt mit Haut und Schleimhaut zu
vermeiden.

« Mikrobielle Kontamination der Reagenzien vermeiden.

« Die normalen zur Handhabung aller Laborreagenzien erforderlichen Vorsichts-
mafRnahmen einhalten.

- Die Entsorgung aller Abfallmaterialien muss den lokalen Richtlinien
entsprechen.

» Die Komponenten des Kits sowie die Patientenseren missen wie potenziell
infektiose Substanzen und mit angemessenen VorsichtsmaRnahmen
behandelt werden.

» Materialsicherheitsdatenblatter sind auf Anfrage erhaltlich.

2. Radioaktives Material

Reagenzien mit Jod-125

Dieses Kit enthalt radioaktives Material mit hchstens 5,1 puCi (188 kBq) Jod-125. Bei
der Lagerung, Handhabung und Entsorgung dieses Materials sind entsprechende
VorsichtsmalRnahmen und gute Laborpraktiken einzuhalten.

Fir Arzte bzw. Institutionen, die im Rahmen einer Generallizenz Radioisotope erhalten,
gilt Folgendes:

Entgegennahme, Erwerb, Besitz und Verwendung dieses radioaktiven Materials sind
nur Arzten, veterindrmedizinisch tatigen Tierdrzten, klinischen Labors oder
Krankenh&usern und nur fir klinische In-vitro-Tests oder In-vitro-Labortests gestattet,
bei denen kein interner oder externer Kontakt des Materials oder seiner Strahlung mit
Menschen oder Tieren stattfindet. Entgegennahme, Erwerb, Besitz, Verwendung und
Weitergabe des Materials unterliegen den Vorschriften und der Generallizenz der US
Nuclear Regulatory Commission bzw. des Staates, mit dem diese Behorde ein
Abkommen zur Ausiibung ihrer Uberwachungsfunktion abgeschlossen hat.

1. Die Lagerung des radioaktiven Materials ist auf einen speziell dafiir bestimmten
Bereich zu beschranken.

2. Der Zugang zu radioaktivem Material ist nur befugten Personen zu gestatten.
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3. Radioaktives Material nicht mit dem Mund pipettieren.
Im vorgesehenen radioaktiven Arbeitsbereich nicht essen oder trinken.

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

Fiir Arzte oder Einrichtungen, die im Rahmen einer Sondergenehmigung Radioisotope
erhalten, gilt Folgendes:

Entgegennahme, Gebrauch, Weitergabe und Entsorgung radioaktiven Materials unter-
liegen den Vorschriften und Bedingungen der jeweiligen Sondergenehmigung.
VORSICHT: Dieses Produkt enthélt eine Chemikalie, die nach Angaben des US-
Bundesstaates Kalifornien krebserregend ist.

WICHTIGER HINWEIS: 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 tatsdchlichen Wert der Radioaktivitdt am Kalibrationsdatum
an, wahrend die Packungsbeilage die theoretische Radioaktivitat des Kits angibt.

P

Komponenten des Kits
In jedem Testkit sind die folgenden Reagenzien fiir 50 Testrohrchen enthalten:
1. Mit Antikérper beschichtete Prolifigen® NSE IRMA-Kiigelchen

1 Flasche mit >50 mit monoklonalem anti-NSE-Antikérper beschichteten
Trockenkugelchen.

2. Prolifigen® NSE IRMA-Tracer
1 x 11 mL-Flaschchen mit »l-markiertem monoklonalem anti-NSE-Antikorper. Die
Gesamtradioaktivitat betragt weniger als 188 kBq (5,1 uCi). Zur leichteren
Bestimmung rot gefarbt.

3. Prolifigen® NSE IRMA-Kalibratoren
6 x 0,5 mL-Flaschchen mit lyophilisiertem NSE-Material, Konzentrationen: 0, 2, 6,
20, 60 und 200 pg/L.

4. Prolifigen® NSE IRMA-Diluent
1 x 2,5 mL-Flaschchen TRIS-Puffer mit bovinem Serumalbumin (dient auch als
Nullstandard).

5. Prolifigen® NSE IRMA-Kontrollen 1 und 2
2 x 0,5 mL-Flaschchen NSE in Puffer, lyophilisiert.

Hinweis: Die oben aufgefiihrten Reagenzien 2, 3, 4 und 5 enthalten < 0,1 %
Natriumazid als Konservierungsmittel.

Jedes Prolifigen® NSE IRMA-Kit reicht fir 17 Proben und Kontrollen sowie eine
Eichkurve in doppelter Ausfihrung. Wenn eine gréfRere Anzahl an Réhrchen benétigt
wird, durfen nur gepoolte und gemischte Reagenzien aus Kits mit derselben Kit-
Chargennummer verwendet werden. Vorsichtig mischen, um Schaumbildung zu
vermeiden.

Das Prolifigen® NSE IRMA-Kit sollte vor Gebrauch bei 2-8°C gelagert werden.

Zusitzlich benotigte Materialien
* Runde Polystyrol-Einwegtestréhrchen (12 x 70—-75 mm).
» Testréhrchenstander.
* Mikropipette (25 pL) und Mikrodispensoren (200 pL, 500 pL und 2,5 mL).
» Destilliertes Wasser guter Qualitat.
* Vortex-Mixer.

» Kugelchen-Spiulsystem oder 2 mL-Seriendispensor zum Hinzugeben von
Spuilflissigkeit und ein Vakuum-Aspirationsgerat.

* Auf Jod= eingestellter Gammazahler. Die Effizienz des Zahlers sollte >40 %
betragen.
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* Kunststoffpinzette oder Kugelchendispensor zum Hinzugeben von Kigelchen zu
Réhrchen.

* Vorrichtungen fir Handhabung und Entsorgung von radioaktivem Material,
einschliellich  Schutzhandschuhen und sonstigen personlichen Schutz-
vorrichtungen.

+ Computer mit einem Programm zur Auswertung von IRMA-Kurven oder
Taschenrechner und linear-logarithmisches Millimeterpapier.

Verfolgbarkeit von Kalibratoren und Kontrollen
Die Kalibratoren und Kontrollen des Kits bestehen aus neuronenspezifischer Enolase
(NSE). Diese NSE stammt aus gereinigtem und gut charakterisiertem Material.
Die Kalibratoren und Kontrollen werden gegen unternehmenseigenes Referenz-NSE-
Material kalibriert.

Probengewinnung, -vorbereitung und -lagerung

* Zur quantitativen Bestimmung von NSE kann nur Serum verwendet werden.
Plasma wird nicht empfohlen, da NSE aus den Thrombozyten freigesetzt werden
kann.

* Blutproben sollten vor einer erstmaligen oder wiederholten Behandlung
genommen werden

+ Proben mittels Standardverfahren gewinnen. Durch eine ldngere Lagerung von
Blut kann NSE aus den Blutzellen freigesetzt werden.

» Die Probe bei 2-8°C lagern, wenn sie innerhalb von 72 Stunden getestet werden
soll. Andernfalls die Probe auf —18°C einfrieren.

» Keine sichtbar hamolytischen Proben (der Absorptionswert der Probe bei 500 nm
sollte den Wert 0,3 nicht (berschreiten), kontaminierten oder stark lipdmischen
Proben verwenden

* Proben, bei denen ein Gehalt von mehr als >200 pg/L ermittelt wurde, kdnnen mit
NSE IRMA-Diluent verdiinnt werden, um exakte Werte zu erhalten. Verdiinnte
Proben miissen vor dem Test vorsichtig, jedoch griindlich gemischt werden, und
der Verdinnungsfaktor muss bei der endgiiltigen Berechnung beriicksichtigt
werden.

* Gefrorene Seren missen nach dem Auftauen vorsichtig, jedoch grindlich
gemischt werden

Vorbereitung der Reagenzien vor Gebrauch
Zu jedem Flaschchen der NSE IRMA-Kalibratoren und -Kontrollen 500 pL destilliertes
Wasser geben. Vorsichtig mischen, 15 Minuten bei Raumtemperatur (18-30°C) stehen
lassen und kurz vor Gebrauch vorsichtig mischen.
Den Kit-Inhalt vor Gebrauch auf Raumtemperatur bringen. Jedes Flaschchen vor
Gebrauch gut schitteln.

Lagerung von Reagenzien nach Gebrauch

Wenn nicht das gesamte Kit gleichzeitig verwendet wird, kénnen der NSE IRMA-Tracer
und die mit Antikérper beschichteten NSE IRMA-Kugelchen bei 2—-8°C bis zu dem
Verfallsdatum des Kits gelagert werden. Die NSE IRMA-Kalibratoren und die NSE
IRMA-Kontrollen miissen im Falle der Lagerung bei 2—-8°C innerhalb von 72 Stunden
verwendet oder andernfalls auf unter —18°C eingefroren werden. Wiederholtes
Einfrieren und Auftauen sowie eine bakterielle Kontamination von gelagerten
Reagenzien sind zu vermeiden.
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Testverfahren
Jede Bestimmung in doppelter Ausfiihrung vornehmen.

1. 25 pL NSE IRMA-Kalibrator, Patientenserum bzw. NSE IRMA-Kontrolle in jedes
entsprechend markierte Réhrchen geben.

2. 200 pyL NSE IRMA-Tracer in jedes Rohrchen geben. (Die Losung ist rot gefarbt.)
Zur Schatzung der Totalaktivitat (T) 200 L Tracer in ein Rohrchen geben und die
Radioaktivitat ohne weitere Verarbeitung messen.

3. Mit einer Kunststoffpinzette oder einem Kigelchendispensor ein Kunststoff-
kiigelchen in jedes Réhrchen geben.

4. Die Rohrchen 3 * 0,5 Stunden bei Raumtemperatur (18-30°C) inkubieren.

5. Jedes Kiigelchen bei jedem Durchgang dreimal mit 2 mL destilliertem Wasser
spllen.

6. Die Radioaktivitat in einem Gammazahler messen.

Flussdiagramm des Verfahrens

200 pL Antikérper-
Tracer Kugelchen

7

3 Stunden inkubieren (RT)

7

Dreimal mit destilliertem Wasser spiilen

v

Messen

25 pL Probe +

Ergebnisverarbeitung
Mit Hilfe eines Computers mit einem Programm zur Verarbeitung von IRMA-Daten die
NSE-Konzentrationen in den Referenz- und Patientenseren auswerten. Alternativ dazu
kénnen die Ergebnisse oder die gebundene Aktivitéat (B/T in %) manuell gegen die
Analytkonzentration aufgetragen werden. Zu diesem Zweck wird linear-logarithmisches
Diagrammpapier empfohlen.

Qualitatskontrolle

Es wird empfohlen, dass das Labor Uber einen eigenen Satz von
Qualitatskontrollkalibratoren zusatzlich zu den im Kit enthaltenen NSE IRMA-Kontrollen
1 und 2 verfiigt.
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Ergebnisbeispiel
Dies ist nur ein Beispiel, das nicht fir Berechnungen verwendet werden darf.

Probe CPM BIT (%) NSE (ug/L)
Gesamt (T) 132 601 - -
Bo 720 0,5 -
Kalibrator 2 pg/L 1369 1,0 2,0
Kalibrator 6 pg/L 2 655 2,0 6,0
Kalibrator 20 pg/L 6 043 4,6 20,0
Kalibrator 60 pg/L 16 589 12,5 60,0
Kalibrator 200 pg/L 35488 26,8 200,0
Patientenprobe 1 3377 2,6 9,5
Patientenprobe 2 6 195 4,7 20,5
Patientenprobe 3 13 930 10,5 48,6

Beispiel fiir eine Eichkurve
Dies ist nur ein Beispiel, das nicht fir Berechnungen verwendet werden darf.

T T
2 6 20 80 200 koL

Erwartete Werte und Grenzen des Verfahrens

Bei einer Untersuchung von 100 offensichtlich gesunden Personen wurden bei > 95 %
der Personen Serum-NSE-Werte von weniger als 12,5 pg/L ermittelt. Die Verteilung ist
in der nachfolgenden Abbildung dargestellt.

Verteilung von NSE bei normalen Versuchspersonen
e
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Testmerkmale
Genauigkeit

Genauigkeit bei 10 Bestimmungen mit Hilfe von 5 verschiedenen Prolifigen® NSE
IRMA-Chargen

Intra-Assay-
Probe Mittel (ug/L) Variationskoeffizient Gesamt (%)
1 7,8 8,2 10,6
2 14,5 9,8 11,6
3 58,7 7,5 11,2
4 112,3 8,4 14,2

Wiederfindung

Zu einer Serumprobe mit einem NSE-Gehalt von 7,7 pg/L wurden verschiedene NSE-
Mengen hinzugegeben, und die Konzentration wurde bestimmt:

NSE-Zugabe Wiederfindung

(ng/L) Erwartet (ug/L) Beobachtet (ug/L) (%)
170,0 177,7 178,3 100,3
34,0 41,7 41,9 100,5
17,0 24,7 247 100,0

34 11,1 10,9 98,2

1,7 9,4 9,0 95,7

Verdiinnungskurve

Verdiinnung einer Serumprobe mit NSE IRMA-Diluent.
100 7
801

60

NSE uglL

40

201

0

T T T T T ]
0.0 0,2 04 06 08 1
1/Dilution Factor
~@- Observed
—o~Expected

Sensitivitat
Der minimale messbare NSE-Wert (B,-Wert + 3 SD) betragt 0,5 pg/L.

Messbereich

Der Messbereich betréagt bis zu 200 pg/L. Werte Uber 200 pg/L kénnen nach
Verdinnung der Probe mit NSE IRMA-Diluent und Wiederholung des Tests gemessen
werden.

Bo/T
Der Bp-Wert sollte weniger als 1 % des T-Werts betragen.
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Indicaciones
Prolifigen® NSE IRMA es un ensayo in vitro para la determinacién cuantitativa de
enolasa especifica de la neurona (NSE) en suero humano para el tratamiento de
pacientes a los que se ha diagnosticado o en los que se sospecha la presencia de
neuroblastoma y carcinoma de pulmén de célula pequefa.

Principio de procedimiento
El Prolifigen® NSE IRMA es un ensayo inmunorradiométrico de dos variaciones sitio
especificas (sandwich) monoclonal de incubacion sencilla. La muestra se incuba con
un glébulo de plastico recubierto con anticuerpo para NSE y un anticuerpo contra NSE
etiquetado con '=l. Tras lavar el anticuerpo radioactivo que no ha reaccionado del
glébulo, se mide la radioactividad ligada a éste mediante un contador gamma.

Advertencias y precauciones para el usuario
1. Generales

» Este producto esta indicado Unicamente para diagnostico in vitro.

» El equipo no debe utilizarse después de la fecha de caducidad impresa en el
paquete.

» No mezcle reactivos de diferentes lotes maestros.

» La precision de los resultados del ensayo esta directamente relacionada con
el cuidado prestado en la dosificacion, la mezcla en vortex, la aspiracion y el
seguimiento riguroso de los requisitos metodologicos y de temperatura.

« La azida sddica utilizada como conservante en este producto puede ocasionar
irritacién, por lo que debe evitarse el contacto con la piel y las mucosas.

« Evite la contaminacion microbiana de los reactivos.

* Observe las precauciones normales para el manejo de reactivos de
laboratorio.

* La eliminacion de los residuos debe realizarse de acuerdo con la normativa
local.

* Los componentes del equipo, asi como el suero de los pacientes deben
considerarse como potencialmente infecciosos y deben tratarse con las
correspondientes precauciones.

» Existen hojas de datos de seguridad disponibles.

2. Material radioactivo

Reactivos con contenido de yodo-125
Este equipo contiene material radiactivo que no supera de 5,1 puCi (188 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
s6lo para pruebas in vitro clinicas o de laboratorio que no conlleven la administracion
interna o externa del material ni su radiacién a seres humanos ni animales. Su
recepcion, adquisicion, posesion, uso y transferencia se rigen por la normativa y la
licencia genérica de la Comision Reguladora Nuclear del estado en el que la Comision
haya llegado a un acuerdo para el ejercicio de su autoridad reguladora.
1. El almacenamiento del material radiactivo debe limitarse a un area destinada
especificamente a tal efecto.
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 areas donde puedan producirse derrames deben enjugarse y después
lavarse con un detergente alcalino o una soluciéon decontaminante radioldgica.
Todo recipiente de vidrio utilizado debe enjuagarse completamente con agua
antes de lavarse con otros recipientes de laboratorio.

P
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Para facultativos o instituciones que reciben radioisétopos con licencia especifica:

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

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.

Componentes del equipo
Con cada equipo para 50 tubos de ensayo se suministran los reactivos siguientes.

1. Gloébulos recubiertos de anticuerpo Prolifigen® NSE IRMA
1 botella que contiene >50 glébulos secos con anticuerpo monoclonal anti-NSE.

2. Trazador Prolifigen® NSE IRMA
1 vial con 11 mL de anticuerpo monoclonal anti-NSE etiquetado con .
Radioactividad inferior a 188 kBq (5,1 pCi). En color rojo para facilitar la
identificacion.

3. Calibradores Prolifigen® NSE IRMA
6 viales de 0,5 mL que contienen material NSE liofilizado; concentracién de 0, 2,
6, 20, 60 y 200 pg/L respectivamente.

4. Disolvente ProIifigen® NSE IRMA
1 vial de 2,5 mL que contiene tampén TRIS con albumina de suero bovino
(también utilizada como estandar cero).

5. Control Prolifigen® NSE IRMA, 1y 2
2 viales de 0,5 mL que contienen NSE en tampén, liofilizado.

Nota: Los reactivos 2, 3, 4 y 5 mencionados contienen azida sédica al <0,1 % como
conservante.

Cada equipo de Prolifigen® NSE IRMA es suficiente para 17 muestras, controles y una
curva de calibrador por duplicado. Si se precisa un mayor numero de tubos, utilice
reactivos combinados y mezclados unicamente procedentes de equipos con el mismo
numero de equipo. Mezcle con suavidad para evitar que haga espuma.

El equipo Prolifigen® NSE IRMA debe mantenerse a 2-8°C antes de utilizarlo.

Material necesario pero no suministrado

» Tubos de ensayo desechables de poliestireno con la parte de debajo redondeada
(12 x 70-75 mm).

* Gradilla de tubos de ensayo.

* Micropipeta (25 pL) y microdispensadores (200 pL, 500 pL, 2,5 mL).
* Agua purificada de buena calidad.

* Mezclador vortex.

» Sistema de lavado de globulos o dispensador de repeticion de 2 mL para agregar
fluido de lavado y un dispositivo de aspiracion de vacio.

» Juego de contador gamma para "=l. La eficacia del contador debe ser del >40%.
* Férceps de plastico o dispensador de glébulos para agregar gldbulos a los tubos.

* Herramientas para el manejo y la eliminacion de material radioactivo, incluidos
guantes protectores y otros dispositivos de proteccion personal.

* PC con un programa de evaluacion de curvas tipo IRMA o una calculadora con
papel grafico tipo lin-log.
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Trazabilidad de calibradores y controles

Los calibradores y controles del equipo consisten en enolasa especifica de la neurona
(NSE). Dicha NSE procede de material purificado y bien caracterizado. Los
calibradores y controles se calibran frente a material NSE de referencia propio.

» El suero solo puede utilizarse para la determinacién cuantitativa de NSE. No es
recomendable utilizar plasma ya que los trombocitos pueden liberar NSE.

+ Las muestras de sangre deben extraerse antes de aplicar ningun tratamiento, ni
inicial ni de repeticion.

* Las muestras deben obtenerse con procedimientos estandar. Si la sangre se
guarda por periodos prolongados, las células de sangre pueden liberar la NSE.

» Si el ensayo se va a realizar en un periodo de 72 horas, almacene la muestra a
2-8°C. Si el ensayo no se va a realizar en las primeras 72 horas, congele la
muestra por debajo de -18°C.

* No utilice muestras visiblemente hemoliticas (la absorbencia a 500 nm de la

muestra no debe exceder 0,3), contaminadas ni excesivamente lipémicas.

» Las muestras que contienen >200 ug/L pueden diluirse con disolvente NSE IRMA
para alcanzar valores exactos. Las muestras diluidas deben mezclarse a fondo
con suavidad antes del ensayo y el factor de disolucién debe tenerse en cuenta
en el calculo final.

* Los sueros congelados deben mezclarse a fondo con suavidad tras la
descongelacion.

Preparacion de los reactivos antes de su utilizacion

Agregue 500 yL de agua purificada a los viales de los calibradores y controladores de
NSE IRMA. Mezcle con suavidad, deje reposar durante 15 minutos a temperatura
ambiente (18-30°C) y mezcle con suavidad justo antes de utilizarlos.

Deje que los componentes del equipo alcancen la temperatura ambiente antes de
utilizarlos. Mezcle bien cada vial antes de utilizarlo.

Almacenamiento de los reactivos tras su uso

Si no se utiliza todo el equipo de una vez, el trazador NSE IRMA y los glébulos
recubiertos con anticuerpo NSE IRMA pueden guardarse a 2-8°C hasta la fecha de
caducidad del equipo. Los calibradores NSE IRMA y los controles NSE IRMA deben
utilizarse en un plazo de 72 horas si se guardan a 2-8°C; de lo contrario, deben
congelarse por debajo de -18°C. Debe evitarse congelar y descongelar los productos
reiteradamente. Debe evitarse la contaminaciéon bacterial de los reactivos
almacenados.

Procedimiento del ensayo
Realice cada determinacion por duplicado.

1. Agregue 25 pL de calibrador NSE IRMA, suero del paciente o control NSE IRMA
a los tubos debidamente marcados.

2. Agregue 200 pL de trazador NSE IRMA a cada tubo (la solucién tiene color
rojizo). Para estimar las cuentas totales (T) agregue 200 uyL de trazador a un
tubo. Cuente la radioactividad antes de continuar con el proceso.

3. Agregue un glébulo de plastico a cada tubo mediante los férceps de plastico o un
dispensador de glébulos.

4. Incube lo tubos durante 3+0,5 horas a temperatura ambiente (18-30°C).
Lave cada glébulo 3 veces con 2 mL de agua purificada cada vez.
6. Cuente la radioactividad en un contador gamma.

o
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Recogida, preparacién y almacenamiento de la muestra

» El suero solo puede utilizarse para la determinacién cuantitativa de NSE. No es
recomendable utilizar plasma ya que los trombocitos pueden liberar NSE.

* Las muestras de sangre deben extraerse antes de aplicar ningun tratamiento, ni
inicial ni de repeticion.

* La sangre debe extraerse por puncidon venosa, dejarse coagular durante
20-30 minutos a temperatura ambiente y centrifugarse a 800-1000 RPM durante
10 minutos. Si la sangre se guarda por periodos prolongados, las células de
sangre pueden liberar la NSE.

+ Si el ensayo se va a realizar en un periodo de 72 horas, almacene la muestra a
2-8°C. Si el ensayo no se va a realizar en las primeras 72 horas, congele la
muestra por debajo de -18°C.

* No utilice muestras visiblemente hemoliticas (la absorbencia a 500 nm de la

muestra no debe exceder 0,3), contaminadas ni excesivamente lipémicas.

* Las muestras que contienen >200 ug/L pueden diluirse con disolvente NSE IRMA
para alcanzar valores exactos. Las muestras diluidas deben mezclarse a fondo
con suavidad antes del ensayo y el factor de disolucién debe tenerse en cuenta
en el célculo final.

* Los sueros congelados deben mezclarse a fondo con suavidad tras la
descongelacion.

Preparacion de los reactivos antes de su utilizacion
Agregue 500 pL de agua purificada a los viales de los calibradores y controladores de
NSE IRMA. Mezcle con suavidad, deje reposar durante 15 minutos a temperatura
ambiente (18-30°C) y mezcle con suavidad justo antes de utilizarlos.
Deje que los componentes del equipo alcancen la temperatura ambiente antes de
utilizarlos. Mezcle bien cada vial antes de utilizarlo.

Almacenamiento de los reactivos tras su uso

Si no se utiliza todo el equipo de una vez, el trazador NSE IRMA y los glébulos
recubiertos con anticuerpo NSE IRMA pueden guardarse a 2-8°C hasta la fecha de
caducidad del equipo. Los calibradores NSE IRMA y los controles NSE IRMA deben
utilizarse en un plazo de 72 horas si se guardan a 2-8°C; de lo contrario, deben
congelarse por debajo de -18°C. Debe evitarse congelar y descongelar los productos
reiteradamente. Debe evitarse la contaminacién bacterial de los reactivos
almacenados.

Procedimiento del ensayo
Realice cada determinacion por duplicado.

1. Agregue 25 pL de calibrador NSE IRMA, suero del paciente o control NSE IRMA
a los tubos debidamente marcados.

2. Agregue 200 pL de trazador NSE IRMA a cada tubo (la solucién tiene color
rojizo). Para estimar las cuentas totales (T) agregue 200 pL de trazador a un
tubo. Cuente la radioactividad antes de continuar con el proceso.

3. Agregue un glébulo de plastico a cada tubo mediante los férceps de plastico o un
dispensador de glébulos.

4. Incube lo tubos durante 31+0,5 horas a temperatura ambiente (18-30°C).
Lave cada glébulo 3 veces con 2 mL de agua purificada cada vez.
6. Cuente la radioactividad en un contador gamma.

o
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Diagrama de flujo del método

25 uL 200 pL Glébulo de
muestra trazador anticuerpo

7

Incubar durante 3 horas, t* amb.

Lavar 3 veces con agua purificada

7

Contar

Resultados del proceso

Utilice un ordenador con un programa para el manejo de datos tipo IRMA con el fin de
evaluar los niveles de NSE en referencia al suero y el suero del paciente. De forma
alternativa, las cuentas o la actividad relacionada (% B/T ) pueden trazarse de forma
manual frente a la concentracién de analizado. Para este fin, es recomendable utilizar
papel de diagramas tipo lin-log.

Control de calidad

Es recomendable que el laboratorio disponga de su propio juego de calibradores de
control de calidad, ademas de los controles NSE IRMA 1 y 2 provistos en el equipo.

Ejemplo de los resultados
Esto es solo un ejemplo y no debe utilizarse para los calculos.

Muestra CPM % BIT NSE pg/L
Total (T) 132 601 - -
Bo 720 0,5 -
Calibrador 2 pg/L 1369 1,0 2,0
Calibrador 6 pg/L 2 655 2,0 6,0
Calibrador 20 pg/L 6 043 4,6 20,0
Calibrador 60 pg/L 16 589 12,5 60,0
Calibrador 200 pg/L 35488 26,8 200,0
Muestra de paciente 1 3377 2,6 9,5
Muestra de paciente 2 6 195 4,7 20,5
Muestra de paciente 3 13 930 10,5 48,6
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Ejemplo de curva de calibrador
Esto es solo un ejemplo y no debe utilizarse en los calculos.

T T
2 6 20 60 200 nglL

Valores esperados y limitaciones del procedimiento

En un estudio de 100 individuos aparentemente sanos, >se descubrié que el 95 %
tenia valores de NSE en suero inferiores a 12,5 pg/L. La distribucion se muestra en la
figura adjunta.

Distribucion de NSE en sujetos normales

40 -
30 4 J—

g

2

%20 b

o
10 4 ’_‘
0 - T T

4 6 8 10 12
NSE pgit

Caracteristicas de la prueba
Precision
Precisiéon en 10 determinaciones utilizando 5 lotes diferentes de ProIifigen® NSE
IRMA.

Muestra Media pg/L Coefic_iente de variacion 9% Total
intraensayo
1 7,8 8,2 10,6
2 14,5 9,8 11,6
3 58,7 7,5 11,2
4 112,3 8,4 14,2
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Recuperacion

Se agregaron diferentes cantidades de NSE a una muestra de suero que contenia
7,7 pug/L de NSE y se determiné la concentracion:

NSE anadido Esperado Observado Recuperacion
Mg/l Mg/l Mg/l %
170,0 177,7 178,3 100,3
34,0 41,7 41,9 100,5
17,0 247 24,7 100,0
34 11,1 10,9 98,2
1,7 9,4 9,0 95,7

Curva de disolucion
Disoluciéon de una muestra de suero con disolvente NSE IRMA.

100 7
801

60

NSE ug/l

40

20 1

0

T T T T T ]
00 02 04 06 08 1
1/Dilution Factor
~e- Observed
- Expected

Sensibilidad
Valor de NSE minimo que puede medirse (valor B, + 3 SD) 0,5 pg/L.

Rango de medicion

El rango de medicién alcanza hasta 200 pg/L. Los valores por encima de 200 pg/L
pueden medirse tras diluir la muestra con disolvente NSE IRMA vy repetir el ensayo.

Bo/T

B( debe ser inferior al 1% de T.
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Uso previsto

Prolifigen® NSE IRMA & un'analisi in vitro per la determinazione quantitativa di enolasi
neurone specifica (NSE) nel siero umano quale ausilio nel trattamento di pazienti affetti
da neuroblastoma sospetto o diagnosticato e carcinoma polmonare a piccole cellule.

Principio della procedura

Prolifigen® NSE IRMA €& un'analisi immunoradiometrica a due siti monoclonale a
singola incubazione (principio sandwich). Il campione viene incubato con una perla in
plastica rivestita con anticorpo a NSE e un anticorpo a NSE etichettato con iodio-=.
Dopo il lavaggio dell'anticorpo radioattivo libero dalla perla, la radioattivita che rimane
sulla stessa viene misurata con un contatore a raggi gamma.

Avvertenze e precauzioni per gli utilizzatori
1. Avvertenze generali

* Questo prodotto & destinato esclusivamente all'uso diagnostico in vitro.

« |l kit non deve essere usato dopo la data di scadenza stampata sulla
confezione.

* Non mescolare reagenti di lotti diversi.

« L'attendibilitd dei risultati di questa analisi & direttamente correlata al grado di
attenzione esercitata durante le operazioni con pipetta, Vortex, aspirazione e
all'osservanza ai requisiti metodologici e alla temperatura.

* La sodio azide utilizzata come conservante in questo prodotto pud provocare
irritazione: evitare il contatto con la pelle e le mucose.

» Evitare contaminazioni microbiche dei reagenti.

» Osservare le normali precauzioni stabilite per la manipolazione dei reagenti di
laboratorio.

* Lo smaltimento dei materiali di rifiuto dovra essere conforme alle normative
locali.

* | componenti del kit, come pure i sieri dei pazienti, dovranno essere
considerati come potenzialmente infettivi e dovranno essere manipolati con le
dovute precauzioni.

» Arrichiesta sono disponibili schede dati sulla sicurezza dei materiali.

2. Materiale radioattivo

Reagenti contenenti iodio-125
Questo kit contiene materiale radioattivo che non supera 5,1 uCi (188 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, l'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, I'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 pud
essere leggermente diversa dalla radioattivita stampata sull'etichetta della scatola e
sull'etichetta della fiala di tracciante. L'etichetta sulla scatola e sulla fiala di tracciante
indicano la quantita effettiva di radioattivita alla data di calibrazione, mentre il materiale
informativo della confezione indica la radioattivita teorica del kit.

Componenti del kit
In ogni kit vengono forniti i seguenti reagenti necessari per 50 provette.

1. Perle Prolifigen® NSE IRMA rivestite con anticorpo
1 flacone contenente >50 perle secche rivestite con anticorpo anti-NSE
monoclonale.

2. Tracciante Prolifigen® NSE IRMA
1 fiala da 11 mL contenente anticorpo anti-NSE monoclonale etichettato con
iodio-». Radioattivita totale inferiore a 188 kBq (5,1 uCi). Di colore rosso per
facilitare l'identificazione.

3. Calibratori Prolifigen® NSE IRMA
6 fiale da 0,5 mL contenenti materiale NSE liofilizzato, rispettivamente in
concentrazioni di 0, 2, 6, 20, 60 e 200 pg/L.

4. Diluente Prolifigen® NSE IRMA
1 fiala da 2,5 mL contenente buffer TRIS con sieroalbumina bovina (usata anche
come standard zero).

5. Controlli 1 e 2 Prolifigen® NSE IRMA
2 fiale da 0,5 mL contenenti NSE in tampone, liofilizzato.

Nota: | reagenti 2, 3, 4 e 5 contengono <0,1 % sodio azide come conservante.

Ogni kit di Prolifigen® NSE IRMA é sufficiente per 17 campioni, controlli e una curva di
calibrazione in duplicato. Qualora fosse necessario un numero maggiore di provette,
usare reagenti combinati e misti di altri kit aventi lo stesso numero di lotto. Mescolare
delicatamente per evitare la formazione di schiuma.

Il kit Prolifigen® NSE IRMA deve essere conservato alla temperatura di 2-8°C prima
dell'uso.

Altri materiali necessari, non forniti in dotazione
* Provette in polistirene con base arrotondata (12x70-75 mm), monouso.
* Portaprovette.
* Micropipetta (25 pL) e microdosatori (200 L, 500 yL, 2,5 mL).
» Acqua purificata di buona qualita.
* Mixer Vortex.

» Dispositivo per il lavaggio delle perle, o dosatore a ripetizione da 2 mL per
I'aggiunta del liquido di lavaggio e un aspiratore a vuoto.

» Contatore a raggi gamma impostato per iodio-=. L'efficienza del contatore dovra
essere >40%.

» Forcipe in plastica o dispenser per versare le perle nelle provette.

* Attrezzature per la manipolazione e lo smaltimento di materiale radioattivo,
compresi guanti di protezione e altri strumenti di protezione personale.
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* Computer dotato di programma adatto per la valutazione di curve di tipo IRMA o
calcolatore e carta millimetrata di tipo lin-log.

Tracciabilita dei calibratori e dei controlli
| calibratori e i controlli del kit consistono di Enolasi Neurone Specifica (NSE). L'NSE
deriva da materiale purificato e ben caratterizzato. | calibratori e i controlli sono calibrati
in base a materiale NSE di riferimento interno.

Raccolta dei campioni, preparazione e conservazione

» Usare solamente siero per la determinazione quantitativa di NSE. Il plasma non &
consigliato in quanto NSE pud essere rilasciato dai trombociti.

* | campioni di sangue devono essere prelevati prima della somministrazione di
qualsiasi trattamento, sia esso iniziale o una ripetizione.

* Raccogliere i campioni mediante procedure standard. Una conservazione
prolungata del sangue puo provocare il rilascio di NSE dalle cellule ematiche.

* Se i campioni verranno analizzati entro 72 ore, conservarli a 2-8°C. Se i campioni
non verranno analizzati entro 72 ore, congelarli a una temperatura inferiore
a-18°C.

* Non usare campioni che sono visibilmente emolitici (I'assorbanza a 500 nm del
campione non deve eccedere 0,3), contaminati o fortemente lipemici.

* | campioni che dovessero contenere >200 ug/L possono essere diluiti con il
diluente NSE IRMA per ottenere valori esatti. | campioni diluiti devono essere
mescolati delicatamente, ma accuratamente, prima dell'analisi e si dovra tenere
conto del fattore di diluizione nel calcolo finale.

» | sieri congelati dovranno essere mescolati delicatamente, ma accuratamente,
dopo lo scongelamento.

Preparazione dei reagenti prima dell'uso

In ogni fila di calibratore e controllo calibratore e controllo NSE IRMA, aggiungere
500 uL di acqua purificata. Mescolare delicatamente, lasciar riposare per 15 minuti a
temperatura ambiente (18-30°C) e mescolare delicatamente poco prima dell'uso.
Lasciare che il contenuto del kit raggiunga la temperatura ambiente prima dell'uso.
Mescolare bene ogni fiala prima dell'uso.

Conservazione dei reagenti dopo I'uso

Se l'intero kit non viene utilizzato in una sola volta, il tracciante NSE IRMA e le perle
NSE IRMA rivestite con anticorpo possono essere conservati a 2-8°C fino alla data di
scadenza del kit. | calibratori e i controlli NSE IRMA devono essere usati entro 72 ore
se conservati a 2-8°C, altrimenti congelarli a una temperatura inferiore a -18°C. Evitare
operazioni di congelamento e scongelamento ripetute. Evitare la contaminazione
batterica dei reagenti conservati.

Procedura di analisi
Eseguire ogni determinazione in duplicato.

1. Aggiungere 25 pL di calibratore NSE IRMA, siero di paziente o controllo NSE
IRMA in ogni provetta adeguatamente contrassegnata.

2. Aggiungere 200 pL di tracciante NSE IRMA in ogni provetta (la soluzione ha un
colore rosso). Per stimare i conteggi totali (T), aggiungere 200 pL di tracciante in
una provetta. Misurare la radioattivita senza eseguire ulteriori operazioni.

3. Aggiungere una perla in plastica in ogni provetta servendosi di un forcipe in
plastica o di un dosatore.

4. Lasciare le provette in incubazione per 3 + 0,5 ore a temperatura ambiente
(18-30°C).

5. Lavare ogni perla tre volte con 2 mL di acqua purificata.

6. Misurare la radioattivita in un contatore a raggi gamma.
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Diagramma della metodica

25 pL di + 200 pL di + Perla con
campione tracciante anticorpo

Lasciare in incubazione per 3 ore, RT

Lavare tre volte con acqua purificata

7

Misurare

Elaborazione dei risultati

Utilizzare un computer dotato di programma per la gestione dei dati di tipo IRMA per
valutare i livelli di NSE nei sieri di riferimento e nei sieri del paziente. In alternativa,
i conteggi o il legame ( % B/T ) possono essere tracciati a mano in rapporto alla
concentrazione dell'analita. A tale scopo, si consiglia I'uso di carta millimetrata lin-log.

Controllo di qualita

E' buona norma che il laboratorio disponga di una serie propria di calibratori per il
controllo della qualita, in aggiunta ai Controlli 1 e 2 NSE IRMA forniti con il kit.

Esempio di risultati
Quanto segue & solamente un esempio e non deve essere usato per i calcoli.

Campione CPM % BIT NSE ug/L
Totale (T) 132 601 - -
Bo 720 0,5 -
Calibratore 2 pg/L 1369 1,0 2,0
Calibratore 6 pg/L 2 655 2,0 6,0
Calibratore 20 pg/L 6 043 4,6 20,0
Calibratore 60 pg/L 16 589 12,5 60,0
Calibratore 200 pg/L 35488 26,8 200,0
Campione paziente 1 3377 2,6 9,5
Campione paziente 2 6 195 4,7 20,5
Campione paziente 3 13 930 10,5 48,6
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Esempio di curva di calibrazione
Quanto segue & solamente un esempio e non deve essere usato nei calcoli.

% BT
30

25 ]

T T
2 6 20 80 200 koL

Valori previsti e limiti della procedura

In uno studio su 100 individui apparentemente sani, nel >95% sono stati rilevati valori
di NSE nel siero inferiori a 12,5 pg/L. La distribuzione €& indicata nella figura che segue.

Distribuzione di NSE in soggetti normali
o

Caratteristiche del test
Precisione

Precisione in 10 determinazioni con uso di 5 lotti diversi di Prolifigen® NSE IRMA.

Coefficiente di variazione

Campione Media pg/L durante I'analisi % Totale
1 7,8 8,2 10,6
2 14,5 9,8 11,6
3 58,7 7,5 11,2
4 112,3 8,4 14,2
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Recupero

Ad un campione di siero contenente 7,7 pg/L di NSE, sono state aggiunte quantita
varianti di NSE quindi e stata determinata la concentrazione:

Hg/L di NSE
aggiunto Hg/L previsto Hg/L osservato % di recupero
170,0 177,7 178,3 100,3
34,0 41,7 41,9 100,5
17,0 24,7 24,7 100,0
3,4 11,1 10,9 98,2
1,7 9,4 9,0 95,7

Curva di diluizione
Diluizione di un campione di siero con diluente NSE IRMA.
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1/Dilution Factor
~e- Observed
- Expected

Sensibilita
Valore di NSE minimo misurabile (valore Bg + 3 SD) 0,5 pg/L.

Range di misurazione

Il range di misurazione ¢ fino a 200 pg/L. Valori superiori a 200 pg/L possono essere
misurati mediante diluizione del campione con diluente NSE IRMA e ripetizione
dell'analisi.

Bo/T

B( deve essere inferiore all'1% di T.
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Beregnet anvendelse

Prolifigen® NSE IRMA er en in vitro analyse til kvantitativ bestemmelse af
neuronspecifik enolase (NSE) i humant serum, og anvendes til overvagning af
patienter med mistaenkt eller diagnosticeret neuroblastom og smacellet lungecarcinom.

Analysemetode

ProIifigen® NSE IRMA er en monoklonal, to-punkts, enkelt inkubations,
immunoradiometrisk (sandwich) analyse. Praverne inkuberes med en plastickugle, der
er beklaedt med antistof mod NSE, og der tilseettes et =l-maerket antistof mod NSE.
Efter at det ubundne, radioaktive antistof er skyllet af kuglen, males det bundne
radioaktive antistof med en gammateeller.

Advarsler og forholdsregler
1. Generelt

» Dette produkt er kun beregnet til in vitro diagnostik.

» Saettet ma ikke anvendes efter udigbsdatoen, der er trykt pa emballagen.

« Bland ikke reagenser fra forskellige varepartier.

* Npgjagtigheden af denne analyses resultater er aftheengig af den omhu, der
udvises under pipettering, centrifugering, sugning og overholdelse af metode
og temperaturkrav.

» Natriumazid bruges som konserveringsmiddel og kan forarsage irritation,
sa kontakt med hud og slimhinder skal undgas:

» Undga mikrobiel forurening af reagenserne.

» Overhold de almindelige forholdsregler for handtering af laboratoriereagenser.

» Alt spildmateriale skal bortskaffes i henhold til lokale bestemmelser.

+ Bade saettets dele og patientsera skal behandles som potentielt infektigst
materiale, og passende forholdsregler skal overholdes under handteringen
af dem.

» Der kan bestilles sikkerhedsdatablade for materialerne.

2. Radioaktivt materiale
Reagenser indeholdende radioaktivt jod-125
Dette kit indeholder radioaktivt materiale, der ikke overskrider 5,1 uCi (188 kBq) jod-
125. Tag passende forholdsregler og overhold god laboratoriepraksis ved opbevaring,
handtering og bortskaffelse af dette materiale.
Til praktiserende laeger eller institutioner, der modtager radioisotoper i h.t. en generel
tilladelse:

Dette radioaktive materiale ma kun modtages, erhverves, besiddes og anvendes af
leeger, praktiserende dyrleeger, kliniske laboratorier eller hospitaler, og kun til in vitro-
eller laboratorietests, der ikke omfatter indgift eller pafering af materialet eller af straling
fra dette, til mennesker eller dyr. Modtagelse, erhvervelse, besiddelse, brug og
videregivelse af dette materiale skal overholde bestemmelserne og den generelle
tilladelse fra U.S. Nuclear Regulatory Commission, eller fra den stat, med hvilken
kommissionen har indgaet aftale om handhaevelsen af lovens krav.

1. Radioaktivt materiale ma kun opbevares pa et til formalet udpeget areal.

2. Adgang til radioaktivt materiale skal begreenses til seerligt bemyndiget personale.

3. Afpipettér aldrig radioaktivt materiale med munden.

4. Drik eller spis aldrig pa arbejdsarealer beregnet til arbejde med radioaktivt
materiale.

5. Omrader, hvor der kan forekomme spild, skal aftgrres og derefter vaskes med et
basisk renggringsmiddel eller et seerligt middel til dekontaminering af radiologisk
materiale. Hvis der anvendes glasbeholdere, skal de skylles grundigt med vand,
inden de vaskes op sammen med andet laboratorieudstyr af glas.
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Til praktiserende laeger eller institutioner, der modtager radioisotoper i h.t. en generel
tilladelse:

For modtagelse, brug, videregivelse og bortskaffelse af radioaktivt materiale gaelder
bestemmelserne og vilkarene angivet i den pageeldende tilladelse.

ADVARSEL.: Dette produkt indeholder et stof, som staten Californien har fastslaet kan
forarsage kreeft.

BEMAERK: Indlzegssedlens opgivelser vedr. radioaktivitet kan afvige en smule fra den
radioaktivitet, der er trykt pa seskens maerkat og pa tracer-glassets maerkat. Maerkaten
pa aesken og etiketten pa tracer-glasset angiver den konstaterede radioaktivitet pa
kalibreringstidspunktet, mens indlaegssedlen angiver kittets teoretiske radioaktivitet.

Saettets indhold
Hvert proveseet til 50 reagensglas indeholder falgende reagenser:

1. Prolifigen® NSE IRMA antistofbeklaedte kugler
1 flaske indeholder >50 tarre kugler der er beklaedt med anti-NSE-antistof.

2. Prolifigen® NSE IRMA tracer
1 x 11 mL haetteglas indeholder »l-mzerket, monoklonalt anti-NSE-antistof. Total
radioaktivitet mindre end 188 kBq (5,1 uCi). Farvet rgdt sa det er lettere at kende.

3. Prolifigen® NSE IRMA kalibratorer
6 x 0,5 mL heetteglas indeholder frysetgrret NSE materiale; i koncentrationer pa
henholdsvis 0, 2, 6, 20, 60 og 200 pg/L.

4. Prolifigen® NSE IRMA fortyndingsmiddel
1 x 2,5 mL haetteglas indeholder TRIS-buffer med bovint serumalbum (bruges
ogsa som nulstandard).

5. Prolifigen® NSE IRMA kontrolmateriale 1 & 2
2 x 0,5 mL heetteglas indeholdende NSE i buffer, frysetarret.

Bemark: Ovenstdende reagens 2, 3, 4 og 5 indeholder <0,1 % natriumazid som
konserveringsmiddel.

Hvert Prolifigen® NSE IRMA saet er nok til analyse af 17 praver, kontroller og en
gentagen kalibratorkurve. Hvis der er behov for et starre antal pragver, ma reagenser fra
forskellige seet kun blandes sammen, hvis saettene har samme varepartinummer.
Bland forsigtigt for an undga skum.

ProIifigen® NSE IRMA seettet skal opbevares ved 2 — 8°C, indtil det skal bruges.

Nodvendigt materiale, der ikke medfolger:
+ Reagensglas i polystyren med afrundet bund (12 x 70-75 mm), til engangsbrug.
« Stativ til reagensglas.
» Mikropipette (25 pL) og mikrodispensere (200 pL, 500 pL, 2,5 mL).
* Renset vand af god kvalitet.
* Hvirvelmikser.

» Kuglevaskesystem eller 2 mL aben dispenser til tilseetning af skylleveeske samt et
vakuumsug.

+  Gammateellerseet til =l-jod. Teellerens effektivitet skal vaere >40%.
» Plasticpincet eller kugledispenser til tilsaetning af kugler til reagensglassene.

» Faciliteter til handtering og bortskaffelse af radioaktivt materiale her i blandt
beskyttelseshandsker og andet personligt sikkerhedsudstyr.

* Computer med passende program til vurdering af kurver af typen IRMA eller
regnemaskine og millimeterpapir af typen lin-log.

Paviseligheden af kalibratorer og kontrolmateriale

Seettets kalibratorer og kontrolmateriale bestar af neuronspecifik enolase (NSE).
NSE'et stammer fra oprenset materiale med velkendte egenskaber. Kalibratorer og
kontrolmateriale skal kalibreres mod internt NSE-referencemateriale.
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Indsamling, forberedelse og opbevaring af prover

Det anbefales at anvende serum til kvantitativ bestemmelse af NSE. Plasma kan
ikke anbefales, da trombocytter kan afgive NSE.

Blodpraver skal tages, for der gives behandling, hvad enten behandlingen gives
forste gang eller gentages.

Brug standardprocedurer ved preveudtagning. Laengerevarende opbevaring af
blodpraver kan bevirke, at der afgives NSE fra blodcellerne.

Hvis pregven skal analyseres indenfor 72 timer, skal den opbevares ved 2 — 8°C.
Hvis prgven ikke skal analyseres indenfor 72 timer, skal den opbevares ved
-18°C.

Brug ikke prever med synlig haemolyse (prgvens absorbans ved 500 nm ma ikke
overstige 0,3), forurenede praver eller prgver med udpraeget lipaemi.

Prgver, der indeholder over >200 pg/L, kan fortyndes med NSE IRMA
fortyndingsmiddel for at opna en ngjagtig veerdi. De fortyndede praver skal rystes
forsigtigt men grundigt, fer de analyseres, og fortyndingsfaktoren skal tages i
betragtning ved den endelige beregning.

Frossen sera skal blandes forsigtig men grundigt efter optaningen.

Klargering af reagenser

Tilseet 500 pL renset vand til hvert heetteglas med NSE IRMA kalibratorer og
kontrolmateriale. Bland forsigtigt og lad glassene sta i 15 minutter ved stuetemperatur
(18-30°C). Bland herefter igen forsigtigt fer brug.

Lad saettenes indhold fa stuetemperatur inden brug. Bland hvert haetteglas godt far

brug.

Opbevaring af reagenser efter brug
Hvis hele seettet ikke anvendes med det samme kan NSE IRMA tracer og NSE IRMA
antistofbeklaedte kugler opbevares ved 2-8°C indtil seettets udlgbsdato. NSE IRMA
kalibratorer og NSE IRMA kontrolmateriale skal anvendes indenfor 72 timer, hvis de
opbevares ved 2-8°C, eller skal de fryses ned til under —18°C. Undga gentagen
frysning og optening. Undga bakteriel forurening af de opbevarede reagenser.

Analysemetode
Hver bestemmelse skal udfgres to gange.

1.

2.

o

Tilseet 25 uL NSE IRMA kalibrator, patientserum eller NSE IRMA kontrolmateriale
til hvert korrekt afmaerket reagensglas.

Tilseet 200 yL NSE IRMA tracer til hvert reagensglas. (Oplgsningen bliver rad.)
For at beregne den totale teelling (T) kommes der 200 pL tracer i et reagensglas.
Teel radioaktiviteten uden at foretage yderligere.

Tilseet en plastickugle til hvert reagensglas ved hjaelp af plasticpincetten eller
kugledispenseren.

Inkuber reagensglassene i 3+0,5 timer ved stuetemperatur (18-30°C).
Vask hver kugle 3 gang, hver gang med 2 mL renset vand.
Teel radioaktiviteten i en gammateeller.
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Flowdiagram for metoden

Antistofbekl

25 pL prove + 200 pL tracer + adt kugle

7

Inkuber i 3 timer ved stuetemp.

Skyl 3 gange med renset vand.

7

Teel

Behandling af resultater

Brug en computer med et program, der kan behandle data af typen IRMA, til at vurdere
NSE niveauerne i referencesera og patientsera. Teellingerne eller den bundne aktivitet
(% BIT) kan ogséa plottes ind manuelt mod analytkoncentrationen. Det anbefales at
anvende millimeterpapir af typen lin-log til dette formal.

Kvalitetskontrol

Det anbefales, at hvert laboratorium bruger deres egne saet af kalibratorer til
kvalitetskontrol ud over de NSE IRMA kontrol 1 og 2, der leveres med hvert seet.

Eksempler pa resultater
Dette er kun et eksempel og ma ikke bruges i beregningerne.

Prove CPM % BIT NSE pg/L
Total (T) 132 601 - -
Bo 720 0,5 -
Kalibrator 2 pg/L 1369 1,0 2,0
Kalibrator 6 ug/L 2 655 2,0 6,0
Kalibrator 20 pg/L 6 043 4,6 20,0
Kalibrator 60 pg/L 16 589 12,5 60,0
Kalibrator 200 pg/L 35488 26,8 200,0
Patientprgve 1 3377 2,6 9,5
Patientprave 2 6 195 4,7 20,5
Patientprgve 3 13 930 10,5 48,6
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Eksempel pa kalibratorkurve
Dette er kun et eksempel og ma ikke bruges i beregningerne.

T T
2 6 20 60 200 nglL

Forventede vaerdier og procedurens begransninger

| en undersggelse af 100 tilsyneladende raske individer, fandtes det at >95 % havde
serum NSE veerdier under 12,5 pg/L. Denne fordeling vises i nedenstaende figur.

Fordelingen af NSE hos normale individer
e

Testens karakteristika
Praecision

Ngjagtigheden i 10 bestemmelser med brug af Prolifigen® NSE IRMA fra 5 forskellige
varepartier.

Variationskoefficiensen

Prove Gennemsnit (U/l) indenfor analysen % Total
1 7,8 8,2 10,6
2 14,5 9,8 11,6
3 58,7 7,5 11,2
4 112,3 8,4 14,2
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Genvinding

Til en serumprgve, der indeholdt 7,7 pg/L NSE, blev der tilsat forskellig maengder NSE,
og koncentrationerne blev bestemt:

Tilsat NSE pg/L Forventet pg/L Fundet ug/L Genvinding %
170,0 177,7 178,3 100,3
34,0 41,7 41,9 100,5
17,0 24,7 247 100,0
3,4 11,1 10,9 98,2
1,7 9,4 9,0 95,7

Fortyndingskurve
Fortynding af en serumprgve med NSE IRMA fortyndingsmiddel.

100

801

NSE uglL

T T T T T ]
00 02 04 06 08 1
1/Dilution Factor
~e- Observed
—$- Expected

Sensitivitet
Mindste malelige NSE veerdi (Bg veerdi + 3 SD) 0,5 pg/L.

Maleomrade

Maleomradet er op til 200 pg/L. Veerdier over 200 pg/L kan males, hvis praven
fortyndes med NSE IRMA fortyndingsmiddel, og analysen gentages.

Bo/T

B( skal veere mindre end 1% af T.
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Avsedd anvandning

Prolifigen® NSE IRMA ar en in vitro assay for kvantitativ bestamning av neuronspecifikt
enolas (NSE) i humant serum och anvands for behandling av patienter med misstankt
eller diagnostiserat neuroblastom och smacellig lungcancer.

Principer for proceduren

Prolifigen® NSE IRMA &r en monoklonal tvastilles enkel inkubations-
immunradiometrisk (sandwich) assay. Provet inkuberas med en plastparla belagd med
antikropp for NSE och en antikropp mot NSE markt med =l. Efter ej reagerad radioaktiv
antikropp tvattats av fran parlan mats radioaktiviteten bunden till parlan med en
gamma-raknare.

Varningar och forsiktighetsatgarder for anviandare
1. Allmant

» Denna produkt ar endast for in vitro diagnostik.

» Denna sats far inte anvandas efter det utgangsdatum som finns pa férpackningen.

» Reagens fran skilda masterlot far ej blandas.

* Noggrannheten pa resultaten fran denna assay ar direkt beroende av
noggrannheten vid pipettering, vortexblandning och aspiration samt att krav pa
metodologi och temperatur foljs.

» Natriumazid som ar ett konserveringsmedel i denna produkt kan orsaka
irritation: undvik kontakt med hud och slemhinnor.

» Undvik mikrobial férorening av reagenser.

» Tilldampa normala forsiktighetsatgarder som kravs for hantering av alla
laboratoriereagenser.

» Kassering av allt avfall skall ske enligt géllande lokala bestammelser.

« Komponenterna i satsen samt patientserum ska anses vara potentiellt
smittférande och ska hanteras med lampliga forsiktighetsatgarder.

* Materialdatablad kan erhallas pa begéaran.

2. Radioaktivt material

Reagens som innehaller jod-125
Satsen innehaller radioaktivt material som ej Overstiger 5,1 uCi (188 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, dgas 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 allmanna 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 déar spill kan férekomma skall torkas av och darefter rengéras med ett
alkaliskt rengdringsmedel eller radiologisk dekontamineringslésning. Alla
glasvaror som anvands maste skéljas noga med vatten innan de diskas
tillsammans med andra glasvaror for laboratoriebruk.

o roON
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For 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 radio-
aktivitetsmangden vid kalibreringsdatum, medan bipacksedeln anger den teoretiska
radioaktiviteten for satsen.

Satsens komponenter
Foljande reagenser levereras med varje testsats for 50 assay-ror:
1. Prolifigen® NSE IRMA antikroppbelagda pérlor
1 flaska med >50 torra parlor belagda med monoklonal anti-NSE-antikropp.
2. Prolifigen® NSE IRMA sparamne
1 x 11 mL flaska med =-markt monoklonal anti-NSE-antikropp. Total radioaktivitet mindre an
188 kBq (5,1 pCi). Rodfargad for att underiatta identifikation.
3. Prolifigen® NSE IRMA kalibratorer
6 x 0,5 mL flaskor med frystorkat NSE-material. Koncentration pa 0, 2, 6, 20,
60 respektive 200 ug/L.
4. Prolifigen® NSE IRMA spadningsmedel
1 x 2,5 mL flaska med TRIS-buffert med bovint serumalbumin (anvénds dven som
en nollstandard).
5. Prolifigen® NSE IRMA kontroll, 1 och 2
2 x 0,5 mL flaska med NSE i buffert, frystorkad.
Obs: Reagens 2, 3, 4 och 5 ovan innehaller <0,1 % natriumazid som kon-serveringsmedel.
Varje sats Prolifigen® NSE IRMA é&r tillrackligt for 17 prover, kontroller och en
kalibratorkurva i duplikat. Om storre antal roér kravs, anvand pool med blandade

reagens frdn satser som endast har samma lot-nummer. Blanda forsiktigt for att
undvika skumbildning.

Prolifigen® NSE IRMA satsen ska forvaras vid 2-8°C fore anvandning.

Annat material som kravs, men ej tillhandahalls
» Polystyrenprovrér med rund botten (12x70-75 mm), engangstyp.
*  Provrorsstall.
* Mikropipett (25 yL) och mikrodispenser (200 pL, 500 yL, 2,5 mL).
* Renat vatten av god kvalitet.
» Vortex-blandare.

+ Parltvattsystem, eller 2 mL repeter-dispenser for tillsats av tvattvatska och en
vakuumaspirationsenhet.

* Gamma-raknare installd pa '=jod. Réknarens verkningsgrad ska vara >40 %.
« Plastpincett eller lampligt verktyg for att tillsatta parlor i ror.

» Utrustning for hantering och avfallshantering av radioaktivt material, inklusive
skyddshandskar och annan personlig skyddsutrustning.

» Dator med program for utvardering av kurvor av IRMA-typ eller handraknare och
diagrampapper, av lin-log-typ
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Sparbarhet for kalibratorer och kontroller

Kalibratorerna och kontrollerna for satsen bestar av neuronspecifikt enolas (NSE).
Detta NSE kommer fran renat och vélkarakteriserat material. Kalibratorer och kontroller
kalibreras mot foretagsinternt referens-NSE-material.

Provtagning, provhantering och foérvaring

+ Endast serum kan anvandas for kvantitativ bestdmning av NSE. Plasma
rekommenderas ej, eftersom NSE kan frisattas fran trombocyterna.

» Blodprover ska tas innan eventuell behandling ges, antingen vid forsta eller
upprepad behandling.

* Provtagning ska goéras enligt standardrutiner. Ldngre tids férvaring av blod kan
frisétta NSE fran blodkroppar.

* Om proven ska testas inom 72 timmar ska de férvaras vid 2-8°C. Om proven inte
testas inom 72 timmar ska de frysas till under —18°C.

* Anvand inte prover som ar synbart hemolytiska (absorbans vid 500 nm for provet
ska ej 6verstiga 0,3), férorenade eller kraftigt lipemiska.

» Prover for vilka det konstaterats att de innehaller >200 pg/L gar det att spada med
NSE IRMA spéadningsmedel for att fa exakta varden. Spadda prov maste blandas
forsiktigt, men ordentligt, fore test och spadningsfakiorn ska tas med i
slutberakningen.

» Fruset serum ska blandas forsiktigt, men ordentligt, efter upptining.

Forbereda reagenser fore anvdndning

Till var och en av flaskorna med NSE IRMA kalibratorer och kontroller ska 500 pL renat
vatten tillsdttas. Blanda forsiktigt och 1at std i 15 min vid rumstemperatur
(18-30°C) och blanda forsiktigt direkt fére anvandning.

Innehallet i satser maste anta rumstemperatur fére anvandning. Blanda varje flaska
ordentligt fére anvandning.

Forvaring av reagenser efter anvdndning

Om hela satsen inte anvands vid ett tillfalle kan NSE IRMA sparamne och NSE IRMA
antikroppsbelagda parlor férvaras vid 2-8°C till det utgangsdatum som anges pa
satsen. NSE IRMA kalibratorer och NSE IRMA kontroller maste anvandas inom
72 timmar vid férvaring med temperaturen 2—8°C eller annars frysas till under —18°C.
Upprepad frysning och upptining maste undvikas. Bakteriell fororening av lagrade
reagenser maste undvikas.

Testprocedur
Utfor varje bestdémning i duplikat.

1. Tillsatt 25 yL NSE IRMA kalibrator, patientserum eller NSE IRMA kontroll i varje
ratt markt ror.

2. Tillsatt 200 yL NSE IRMA sparamne i varje ror. (Losningen har rod farg.) For att
uppskatta totalantal (T), tillsatt 200 pyL sparamne i ett ror. Rakna radioaktiviteten
utan ytterligare bearbetning.

Tillsatt en plastparla i varje ror med plastpincett eller annat 1ampligt redskap.
Inkubera réren i 3+0,5 timmar vid rumstemperatur (18-30°C).

Tvéatta varje parla 3 ganger med 2 mL renat vatten varje gang.

Rakna radioaktivitet i en gamma-raknare.

oA w
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Metodens flodesschema

200 pL
sparamne

Inkubera i 3 timmar, RT

Tvatta 3 ganger med renat vatten

7

Antal

25 uL prov + + Antikroppsparla

Bearbetning av resultat

Anvand en dator med ett program for hantering av data av IRMA-typ, for att utvardera
NSE-nivaerna i referensserum och patientserum. Alternativt kan antal eller bunden
aktivitet (% B/T) uppritas manuellt som funktion av analytkoncentration. For detta
rekommenderas diagrampapper av lin-log-typ.

Kvalitetskontroll

Vi rekommenderar att laboratoriet har sin egen uppsattning kvalitetskontroll-
kalibratorer, forutom NSE IRMA kontroll 1 och 2 som ingar i satsen.

Exempel pa resultat
Detta ar endast ett exempel och ska inte anvandas i berakningar.

Prov CPM % BIT NSE pg/L
Total (T) 132 601 - -
Bo 720 0,5 -
Kalibrator 2 pg/L 1369 1,0 2,0
Kalibrator 6 pg/L 2655 2,0 6,0
Kalibrator 20 pg/L 6 043 4.6 20,0
Kalibrator 60 pg/L 16 589 12,5 60,0
Kalibrator 200 pg/L 35488 26,8 200,0
Patientprov 1 3377 2,6 9,5
Patientprov 2 6 195 4,7 20,5
Patientprov 3 13 930 10,5 48,6
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Exempel pa kalibratorkurva
Detta ar endast ett exempel och ska inte anvéandas i berakningar.

% BT
30

25 ]

T T
2 6 20 80 200 koL

Forvantade varden och begransningar for proceduren

| en studie med 100 till synes friska individer konstaterades >95 % ha serum-NSE-
varden mindre an 12,5 ug/L. Férdelningen visas i nedanstaende figur.

Fordelning av NSE i normala individer

40 -

Testegenskaper
Precision

Precision i 10 bestamningar med 5 olika lot Prolifigen® NSE IRMA.

Variationskoefficient inom

Prov Medelvirde pg/L assay % Total
1 7,8 8,2 10,6
2 14,5 9,8 11,6
3 58,7 75 11,2
4 112,3 8,4 14,2
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Utbyte

Till ett serumprov med 7,7 pg/L NSE tillsattes olika mangder NSE och koncentrationen
bestadmdes:

NSE tillsatt pg/L Forvantat pg/L Matvarde ug/L Utbyte %
170,0 177,7 178,3 100,3
34,0 41,7 41,9 100,5
17,0 24,7 247 100,0
3,4 11,1 10,9 98,2
1,7 9,4 9,0 95,7

Spadningskurva
Spadning av serumprov med NSE IRMA spadningsmedel.
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1/Dilution Factor
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—$- Expected

Kénslighet
Minsta matbara NSE-varde (B varde + 3 SD) 0,5 pg/L.

Matomrade

Matomradet ar upp till 200 pg/L. Varden 6ver 200 pg/L kan matas efter spadning av
provet med NSE IRMA spadningsmedel och upprepning av testet.

Bo/T

B( ska vara mindre an 1 % av T.
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Pouziti
Prolifigen® NSE IRMA je test in vitro pro kvantitativni stanoveni neuron-specifické
enolazy (NSE) v lidském séru pro lécbu pacientd se suspektnim nebo
diagnostikovanym neuroblastomem nebo malobunéénym karcinomem pilic.

Princip postupu

Test Prolifigen® NSE IRMA je imunoradiometrické (sendvi€ové) stanoveni s jedinou
inkubaci monoklonalni protilatky se dvéma misty. Vzorek je inkubovan s plastovou
kulickou potazenou protilatkou proti NSE a protilatkou proti NSE znacenou =l. Po
vymyti nezreagované radioaktivni protilatky z kuliCky se radioaktivita navazana na
kulicku méfi pomoci Citace zafeni gama.

Varovani a zvlastni opatreni
1. Obecné

« Tento vyrobek je ur€en pouze pro diagnostické pouziti in vitro.

» Tato souprava nesmi byt pouzita po uplynuti data exspirace uvedeného na obalu.

* Nemichejte reagencia riznych Sarzi.

» Presnost vysledku tohoto stanoveni pfimo zavisi na stupni peclivosti pfi
pipetovani, michani na vortexu, aspiraci a dodrzeni metodiky a poZzadavkd na
teplotu.

* Azid sodny pouzity jako konzervaéni latka v tomto vyrobku muze pusobit
drazdive, proto zabrante kontaktu s kuzi a sliznicemi.

» Zabrante mikrobialni kontaminaci reagencii.

» Dodrzujte b&zna bezpecnostni opatfeni vyZadovana pro manipulaci se vSemi
laboratornimi reagencii.

» Likvidace veSkerého odpadového materidlu musi probéhnout v souladu
s mistnimi smérnicemi.

» Slozky soupravy a séra pacientl je nutné povazovat za potencialné infekéni a
je nutné s nimi manipulovat za dodrzeni odpovidajicich opatfeni.

* Bezpecnostni listy jsou k dispozici na pozadani.

2. Radioaktivni material.
Reagencia obsahuji jod-125.
Tato souprava obsahuje radioaktivni material, jehoZz mnozstvi neprevysSuje 5,1 pCi

(188 kBq) jédu 125. P¥i skladovani, manipulaci a likvidaci materialu je nutné pouzivat
odpovidajici bezpe€nostni opatfeni a spravnou laboratorni praxi.

Pro |ékafe/veterinafe nebo instituce, jimz jsou dodavany radioizotopy v ramci obecné
licence:

Tento radioaktivni material mohou obdrzet, nabyvat, vlastnit a pouzivat pouze Iékafi,
veterinafi, ktefi vykonavaji veterinarni praxi, klinické laboratofe nebo nemocnice, a to
pouze pro ucely klinickych nebo laboratornich testl in vitro, pfi nichz neni material ani
zéfeni, jez z néj vychazi, aplikovano vnitiné ani externé lidem ani zvifatim. Jeho
obdrzeni, nabyti, drzeni, uzivani a pfeprava podléhaji pfedpisim a obecné licenci
Komise pro dohled nad jadernou bezpecnosti USA (U.S. Nuclear Regulatory
Commission) nebo statu, s nimZz komise uzaviela dohodu o vykonu regulaéni
pravomoci.

1. Uchovavani radioaktivniho materialu musi byt omezeno na speciainé vyhrazené plochy.

2. Pristup k radioaktivnim materialim musi byt omezen pouze na autorizované
pracovniky.

3. Nepipetujte radioaktivni material Usty.

4. V mistech vyhrazenych pro praci s radioaktivnimi materialy nejezte ani nepijte.

5. Plochy, kde muGze dojit k vyliti téchto materiald, je nutné otfit a poté umyt
alkalickym detergentem nebo roztokem dekontaminujicim radioaktivitu. VeSkeré
pouzité laboratorni sklo musi byt pfed mytim s ostatnim laboratornim sklem
dokonale oplachnuto vodou.

44



Pro IékaFe/veterinafe nebo instituce, jimz jsou dodavany radioizotopy v ramci specifické
licence:

Obdrzeni, pouzivani, pfeprava a likvidace radioaktivnich materialt podléha predpistiim
a podminkam konkrétni licence.

VAROVANI: Tento vyrobek obsahuje chemickou latku, o niZ je statu Kalifornie znamo,
Ze zpusobuje rakovinu.

POZOR: Radioaktivita vytiSttna na pfibalové informaci se mGze mimé liSit od
radioaktivity vyti§téné na &titku krabicky a na &titku lahvigky traceru. Stitek krabicky a
Stitek lahvicky traceru uvadéji skute€né mnozstvi radioaktivity k datu kalibrace, zatimco
pfibalova informace uvadi teoretickou radioaktivitu soupravy.

Slozky soupravy
Dale uvedena reagencia jsou dodavana s kazdou soupravou testu pro 50 testovacich
zkumavek.
1. Kuliéky potaZené protildtkou Prolifigen® NSE IRMA
1 lahvicka obsahujici >50 suchych kuli¢ek potazenych monoklonalni protilatkou
proti NSE.
2. Tracer Prolifigen® NSE IRMA
1 x 11ml lahvicka obsahujici monoklonalni protilatku proti NSE znacenou ™.
Celkova radioaktivita je niz$i nez 188 kBq (5,1 pCi). Reagens je zbarveno
Cervené, aby se usnadnila jeho identifikace.
3. Kalibratory Prolifigen® NSE IRMA
6 x 0,5ml lahvicky obsahujici lyofilizovany materidl NSE v koncentracich 0, 2, 6,
20, 60 a 200 pg/l.
4. Redici prostredek Prolifigen® NSE IRMA
1 x 2,5ml lahvicka obsahujici pufr TRIS s hovézim sérovym albuminem (téz se
pouziva jako nulovy standard).
5. Kontrolni vzorky Prolifigen® NSE IRMA 1 a 2
2 x 0,5ml lahvi¢ky obsahujici lyofilizovany NSE v pufru.

Poznamka: Reagencia 2, 3, 4 a 5 uvedena vySe obsahuji jako konzervaéni latku azid
sodny (< 0,1 %).

Kazda souprava Prolifigen® NSE IRMA postaduje pro 17 vzork(, kontrolnich vzorkii a
jednu kalibraéni kfivku ve dvou paralelach. Pokud je potfebné vétSi mnozZstvi
zkumavek, pouzivejte slitd a promichana reagencia pouze ze souprav oznacenych
stejnym Cislem Sarze. Promichejte jemné tak, aby se netvofila péna.

PFed pouzitim uchovavejte soupravu ProIifigen® NSE IRMA pfi teploté 2-8 °C.

DalSi potiebné materialy, nejsou soucasti dodavky

* Polystyrenové testovaci zkumavky se zakulacenym dnem (12 x 70-75 mm),
jednorazové.

+ Stojan na testovaci zkumavky.

» Mikropipeta (25 pl) a mikrodavkovace (200 pl, 500 pl, 2,5 ml).

« Purifikovana voda dobré kvality.

» Trepacka vortex.

* Systém pro vymyvani kuliC¢ek nebo 2ml opakovaci davkova¢ pro pfidavani
promyvaci tekutiny a vakuovy aspirator.

+ Cita& gama zafeni nastaveny na jod =l. Uginnost &itade by méla byt >40 %.

» Plastova pinzeta nebo davkovac kuli¢ek pro pfidavani kulic¢ek do zkumavek.

* Potfeby pro manipulaci s radioaktivnim materidlem a jeho likvidaci v&etné
ochrannych rukavic a dal$ich osobnich ochrannych prostredku.

* Pocitat s programem pro hodnoceni kfivek typu IRMA nebo kalkulacka,
semilogaritmicky papir.
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Identifikovatelnost kalibratorti a kontrolnich vzorkt

Kalibratory a kontrolni vzorky soupravy se skladaji z neuron-specifické enolazy (NSE).
Tato NSE pochazi z purifikovaného a dobfe charakterizovaného materialu. Kalibratory
a kontrolni vzorky jsou kalibrovany podle vlastniho referenéniho materialu NSE
vyrobce.

Odbér, priprava a uchovavani vzorku

+ Stanoveni NSE ze pouzit pouze sérum. Plazma se nedoporucuje, nebot NSE se
mUze uvolnit z trombocytd.

* Vzorky krve je nutné odebrat pfed aplikaci jakékoli |é¢by (pocatecni nebo
opakované).

* Vzorky odebirejte standardnimi postupy. Pri del§im skladovani krve muze dojit k
uvolnéni NSE z krevnich bunék.

» Pokud bude test vzorku proveden do 72 hodin, uchovavejte vzorek pfi 2-8 °C.
Pokud test vzorku nebude proveden do 72 hodin, zmrazte na teplotu nizSi nez
-18 °C.

» Nepouzivejte vzorky, které jsou viditelné hemolytické (absorbance vzorku pfi
500 nm nesmi byt vyssi nez 0,3), kontaminované nebo vyrazné lipemické.

* Vzorky, u nichz bylo zjisténo, Ze obsahuji >200 pg/l, Ize nafedit Fedicim
prostfedkem NSE IRMA a ziskat tak pfesné hodnoty. Nafedéné vzorky je nutné
pred provedenim stanoveni dokonale promichat a pfi kone€ném vypoctu je nutné
vzit v Gvahu faktor fedéni.

* Zmrazena séra je nutné po rozmrazeni jemné, ale dokonale promichat.

Priprava reagencii pred pouzitim
Ke kazdé lahvicce kalibratorli a kontrolnich vzorki NSE IRMA pridejte 500 pl
purifikované vody. Jemné promichejte, nechte stat 15 minut pfi pokojové teploté
(18-30 °C) a tésné pred pouzitim jemné promichejte.
Pfed pouzitim nechte obsah soupravy ohfat na pokojovou teplotu. Kazdou lahvi¢ku
pred pouzitim dobfe promichejte.

Uchovavani reagencii po pouziti
Pokud neni cela souprava pouzita najednou, Ize tracer NSE IRMA a kulicky potazené
protilatkou NSE IRMA uchovavat pfi 2—-8 °C do data exspirace soupravy. Pokud jsou
kalibratory NSE IRMA a kontrolni vzorky NSE IRMA uchovavany pfi 2-8 °C, musi byt
pouzity do 72 hodin, nebo musi byt zmrazeny na teplotu nizSi nez —18 °C. Materialy
nelze opakované zmrazovat a rozmrazovat. Zabrarite bakteridlni kontaminaci
uchovavanych reagencii.

Postup stanoveni
Kazdé stanoveni provadéjte ve dvou paralelach.

1. Pridejte 25 pl kalibratoru NSE IRMA, sérum pacienta nebo kontrolni vzorek NSE
IRMA do kazdé spravné oznacené zkumavky.

2. Do kazdé zkumavky pfidejte 200 pl traceru NSE IRMA. (Roztok ma &ervenou
barvu.) Pro odhad celkového mnoZstvi impulsu (T) pfidejte do zkumavky 200 pl
traceru. Spocitejte radioaktivitu bez dal$iho zpracovani.

3. PFidejte jednu plastovou kulicku do kazdé zkumavky pomoci plastové pinzety
nebo davkovace kulicek.

4. Inkubujte zkumavky po dobu 3+0,5 hodiny pfi pokojové teploté (18-30 °C).
Kazdou kuli¢ku tfikrat promyjte pokazdé 2 ml purifikované vody.
6. Spocitejte radioaktivitu ¢itatem zafeni gama.

o
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Vyvojovy diagram metody

25 pl vzorku

200 pl
traceru

7

Kulicka
potazena
protilatkou

Inkubuijte po dobu 3 hodin pfi pokojové teploté

Zpracovani vysledku

Pro hodnoceni hladin NSE v referen¢nich sérech a sérech pacientd pouzijte pocitac
s programem pro manipulaci s udaji typu IRMA. Jako alternativni metodu Ize pouzit
ruéni vyneseni poctu impulsd nebo navazanou aktivitu (% B/T) proti koncentraci

v

Trikrat promyjte purifikovanou vodou

7

Spocitejte

analytu. Za timto uc¢elem se doporucuje pouzit semilogaritmicky papir.

Rizeni jakosti

Doporucuje se, aby laboratof méla kromé kontrolnich vzorki NSE IRMA 1 a 2,

obsaZenych v soupravé, svou vlastni sadu kalibrator( pro fizeni jakosti.

Priklad vysledki

Toto je pouze priklad a nelze ho pouzit pfi vypoctech.

Vzorek CPM % BIT NSE ug/l
Celkem (T) 132 601 - -
Bo 720 0,5 -
Kalibrator 2 pg/l 1369 1,0 2,0
Kalibrator 6 g/l 2 655 2,0 6,0
Kalibrator 20 pgl/l 6 043 4,6 20,0
Kalibrator 60 pgl/l 16 589 12,5 60,0
Kalibrator 200 pg/| 35488 26,8 200,0
Vzorek pacienta 1 3377 2,6 9,5
Vzorek pacienta 2 6 195 4,7 20,5
Vzorek pacienta 3 13 930 10,5 48,6
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Priklad kalibraéni krivky
Toto je pouze pfiklad a nelze ho pouzit pfi vypoctech.

% B/T
30 7

257

T T
2 6 20 60 200 kgl

Predpokladané hodnoty a omezeni postupu

Ve studii 100 zjevné zdravych jednotlivct bylo zjisténo, Zze >95 % mélo hodnoty NSE
v séru nizSi nez 12,5 pg/l. Distribuce je zobrazena na nasledujicim obrazku.

Distribuce NSE u normalnich subjektt

e
b -
§2D :
10
0 F T
4 6 8 10 12
NSE pgiL
Charakteristiky testu
Presnost
Presnost 10 stanoveni za pouZiti 5 riiznych 3arzi Prolifigen® NSE IRMA.
Variaéni koeficient v ramci
Vzorek Pramér g/l stanoveni % celkem
1 7,8 8,2 10,6
2 14,5 9,8 11,6
3 58,7 7,5 11,2
4 112,3 8,4 14,2
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Vytéznost (recovery)

Do vzorku séra obsahujiciho 7,7 pg/l NSE byla pfidana rizna mnozstvi NSE a byla
stanovena koncentrace:

Pridana Predpokladana Zjisténa koncentrace VytéZznost
NSE pg/l koncentrace pg/l Mg/l (recovery) %
170,0 177,7 178,3 100,3
34,0 41,7 41,9 100,5
17,0 24,7 247 100,0
34 11,1 10,9 98,2
1,7 9,4 9,0 95,7

Kfrivka fedéni

Redéni vzorku séra fedicim prostfedkem NSE IRMA.
100 7
80

60

NSE ug/l

40

20 1

0

T T T T T ]
00 02 04 06 08 1
1/Dilution Factor
~e- Observed
- Expected

Citlivost
Minimalni méfitelnd hodnota NSE (hodnota By + 3 SD) 0,5 pgl/l.

Rozsah méreni
Horni hranice rozsahu méfeni je 200 pg/l. Hodnoty vy$$i nez 200 ug/l 1ze méfit po

nafedéni vzorku fedicim prostfedkem NSE IRMA a zopakovanim stanoveni.
By/T

Bg by mélo byt mensinez1 % T.
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Xprion yia Tnv otroia poopifeTal

To ProIifigen® NSE IRMA civail évag Tpoadiopioudg in vitro TTou TTpoopideTal yia Tov
TTO00TIKO TTPoopIgud NG €IdIKAG evoAdong veupwva (NSE) oe opd avBpwtiwv Kai
XpnoidoTrolgital yia Tn dlaxeipion acBevwv Pe UTTOTITo ) dlayVwopévo veupoBAdoTwUO
KOl MIKPOKUTTAPIKO KAPKIVO TWV TTVEUPOVWV.

Apxn Tng diadikaciag

To Prolifigen® NSE IRMA gival évag HOVOKAWVIKOG avOTOPOSIOMETPIKOS (GAVTOUITS)
TPoOodIoPICUOG U0 TOTTOBECIWV Kal POVAG €TTwacng. To Oeiypa emwdaleTal PE HIa
TAQOTIKA o@aipa emKaAUppEVn e avTiowpa évavtl Tng NSE kai avriowpa évavti g
NSE emonpaopévng pe =l. Metd 10 TTAUGIPO TOU padievepyoU QVTIGWHATOG TTOU JEV
£xel avTidpdael atrod TN oQaipa, YiveTal HETPNON ME HETPNTA YA TNG PadIEVEPYEIOG TTOU
gival deopeupévn 0Tn oPaipa.

Mpo&1do1ToINoEIg Kal TIPOQPUAASEIS YIa TOUG XPHOTES
1. Tevika

» To mpoidv auToé TrpoopideTal uévo yia dIayVwaoTIK Xprion in vitro.

* AuTO TO KIT eV Ba TTPETTEN va XPNOIPOTTOINGEI JETA TNV NuEPopnvia ARgng TTou
avaypa@eTal 0Tn OUCKEUQaia.

¢ Mnv avapiyvUeTe avTidpacTripia atréd dIaPOPETIKEG TTAPTIOEG.

* H akpifeia Twv amoTeAeGudTWY TOU TTPOadIOPICHOU QUTOU OXETICETal AUETO UE
TO BaBud TTPOCOXAG TTOU ACKEITAI KOTA TNV TOTTOBETNAN TwV avTIdpaoTnpiwy
e mTéTa, 10 OTPOPIAIoPS (vortex), Tnv avappdenan Kai Tnv TAPNoN NG
ueBodoAoyiag Kal Twv BEPUOKPATIAKWY ATTAITACEWV.

* To alidio Tou varpiou, TO OTIOIO XPNOIYOTIOIEITAI OGTO TIPOIGV aAUTO WG
ouvTNENTIKG, UTTopPEl va TTPOoKaAécel epeBiopd. MNa 1o Adyo auTd, ammoQuUyeTe
TNV €TOQA PE TO dEPUA Kai TIG BAEVVOYOVOUG HEPPBPAVEG.

*  ATTOQUYETE TN PIKPORIOKA HOAUVON TWV avTIOPACTNPIWY.

*  TnpnoTe TIG KaVOVIKEG TIPOPUAAEEIG TTOU ATTAITOUVTAI VIO TO XEIPIOHO OAWV TwV
£PYOOTNPIOKWY aVTIOPACTNPIWY.

« H améppiyn SAwv Twv omoPANTWY UAIKWV Ba TTpéTrel va Ppioketal o€
OUPQWVIa YE TIG TOTTIKEG KATEUBUVTPIEG YPOUMEG.

* Ta ouoTatik@ Tou KIT, KOBWG Kal 0 0pdg aoBevwv, TTPETTEI va BewpolvTal
duvNTIKEG MOAUCHOTIKEG OUCTIEG KAl O XEIPIOWOS TOuG Ba TTPETTEl va YiveTal PE
ETTOPKEIG TTPOPUAAEEIG.

» AiatiBevtal @UAAa dedopévwv aoPAAEIag UAIKWY, KATOTTIV aiTnong.

2. Padievepyd UAIkO

AvTISpaoTApPIa TTOU TTEPIEXOUV IWdI0 125

To kIT auTod TrepIEXEl padievepyd UAIKS To otroio dev uttepPaivel Ta 5,1 uCi (188 kBq) o€
10010 125. Katd Tn @UAagn, 1o xeIpiopod kai Tn 81d6eon Tou UAIKOU auTou, Ba TTpETTEl va
XPnoigoTtroloUvTal KATAAANAEG TTPOPUAGEEIG Kal KOAEG EPYACTNPIOKEG TTPAKTIKEG.
Mpog 1aTpoug ) 1Idpupata TTou TTapaAauBdavouv padioiocdToTTa KATW aTTO YEVIKN AdEIa:
To TTapdv padievepyd UAIKO uTTopei va An@Bei, va atmokTnOei, va Katéxetal Kal va
Xpnoipotroigital gévo atd 10Tpols, KTNVIaTpoug TTou €£AC0KOUV KTNVIATPIKA 1ATPIKA,
KAIVIKG EpYaCTrPIO 1] VOOOKOMEIQ Kal JOVO YIa KAIVIKEG 1] EpyaoTnpIakEG SOKIUEG in vitro
Tou dev TrEPIAAUBAVOUV TNV €0WTEPIKA 1 €CWTEPIKN XOPAynon Tou UAIKOU, A Tng
akTivooAiag autou, og avBpwtroug Kai {wa. H mapaAafn, n amoktnon, n Karoxn, n
XPAON Kol N METOQOPA UTTOKEIVTOI OTOUG KaVOVIOPOUG KOI Tn VYEVIKA Gdela Tng
PuBuioTiking Emrtpotig Mupnvikwv Twv H.M.A. (NRC) Tng ToAiTeiag otnv oTtroia n
ETMTPOTIN £XEI CUVAYEI CUPPWVIaA yIa TNV AoKNon KabnkovTwy apuodiag apxig.
1. H @UAagn Tou padievepyou UAIkoU Ba TTpéTTel va TEpIoPIaTEi O EIOIKA
ETTIOCNUOCUEVO XWPO.
2. H mpdoBaon oe padievepyd UAIKG TTPETTEI VA TTEPIOPIOTEI JOVO O€
€£OUCI000TNPEVO TTIPOCWTTIKO.

3.  Mn xpnoipoTrolgite TITTETA PE TO OTOPA O€ padievepyd diaAUpaTa.
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4. Mnv TpWTE | TTHVETE EVTOG TWV XWPWV E£PYAaTiag TToU €XOUV ETTIOCNHAVOET wg
pPadIEVEPYOI.

5.  O1Tepioxég, 61ToU eVOEXOUEVWG EXOUV TTPOKANBET ekxUaTEIG, Ba TTPETTEl Val
OKOUTTIOTOUV Kal KATOTTIV va TTAUBOUV e aAKaAIKS aTToppUTTAVTIKO i padloAoyIKd
atmoAupavTiké didAupa. Tuxdv udAiva okeln TTOU XpnOIKMOTTOINONKaAV TTPETTEN VO
€KTTAUBOUV KaAG Pe vepo TTPIV aTTd TNV TTAUCT GAAWVY £PYaOTNPIOKWY UGAIVWYV
OKEUWV.

Mpog 1aTpoug ) 1IdpupaTta TTou TTapaAapBdavouv padioicdTotra KaTw atré €18Ikr adeia:

H mapaAaBn, n xprion, N Yetagopd kai n dIdBeon Twv PadIEVEPYWV UAIKWVY UTTOKEIVTOI

OTOUG KAVOVIOUOUG Kal TIG GUVBNKEG TNG €10IKAG GdeIdg 0ag.

MPOEIAONMOIHZH: To mpoidv autd TTEPIEXEI YIa XNUIKA oudia n oTroia gival yvwoTd

atré Tnv TToAiTeia NG KaAipdpviag OTI TTPOKAAET KapKivo.

MPOZOXH: H padievépyeia TTou avaypd@etal 010 €VOETO GUOKEUAOIOG MTTOPEl va

Sla@Epel EAAPPWG aTTO TN PODIEVEPYEID TTOU AVAYPAQPETAI OTNV ETIKETO CUOKEUATIAG N

aTnv eTIKETA QIaAIdiou IXvnNBETN. H eTIKETa ouakeuaaiag Kai n €TIKETA @IaAidiou 1xvnBETn

uTTodEIKVUOUV TNV TTPAYUOTIKA  TT000TNTA  PABIEVEPYEIAG KOTA TNV nuepounvia

BaBuovéunong, evw 1o £vBETO CUOKEUAOiag UTTOOEIKVUEI Tn BewpnTikr padievépyeia

TOU KIT.

ZUOCTATIKG TTAKETOU
Ta akéAoubBa avTidpacTripia TTapéxovtal Pe KaBe TTakéTo SokIPAG yia 50 dokipaoTiKoug
OWARVEG TTPOCBIOPICHOU:
1. ZQaipeg EMKAAUUUEVES pE ProIifigen® NSE IRMA
1 @iaAidio Tou Tepiéxel >50 Enpég oaipeg ETIKAAUUPEVEG UE HOVOKAWVIKA
avTiowpata évavti TG NSE.
2. Ixvnéérng ProIifigen® NSE IRMA
1 x 11 mL @iaAidio Tou TrepIéXEl PHOVOKAWVIKG avTiowpa €vavl Tng NSE
emonuaocpévo pe =l H ouvoAikn padievépyeia eivar Aiyotepn amd 188 kBq
(5,1 pCi). XpwpaTiopévo KOKKIVO yia va SIEUKOAUVETAI N avayvwpion.
3. BaBuovounrég Prolifigen® NSE IRMA
6 x 0,5mL @iaAidia trou Trepiéxouv Auo@iAiwpevo UAIKG NSE. O1 ouykevtpwoeig
givai 0, 2, 6, 20, 60 kai 200 pg/L, avtioToIXa.
4. ApaiwrTiko Prolifigen® NSE IRMA

1 x 2,5mL @iaAidlo Trou Trepiéxel pubuIoTIKO SiIdAupa TRIS pe Bogia Aeukwpartivn
opoU (xpnaoiyoTrolgital €TTioNg wg PNOEVIKO TTPOTUTTO).

5. YAika eAéyxou 1 kai 2 Prolifigen® NSE IRMA
2 x 0,5mL @iaAidio Trou trepiExel NSE o€ puBuIoTIkO didAupa, Auo@INiwpévo.

Inueiwon: Ta mapamdvw avtidpaoTtipia 2, 3, 4 kai 5 mepiéxouv <0,1% adidio Tou
VaTPIOU WG GUVTNPENTIKO.
KaBe TrakéTo Prolifigen® NSE IRMA emrapkei yia 17 Seiypara, Ta UMK eA§yXou Kail pia
KOQUTTUAN BaBpovounTth €1 SImAolv. Xe TIEPITITWON TTOU ATTAITOUVTQI TTEPITOOTEPOI
OOKIJOOTIKOI OWANVEG, XPNOIMOTTOINOTE NOVO avTIOPACTAPIO AvapIyyéva atrd TTaKETa
TTOU £XOUV TOV id10 apIBuod TToPTIdAG TTaKETOU. Avapigte ammaAd yia va ammo@uUyeTe Tn
dnuioupyia agppou.
Mpiv a1md TN Xprion, T0 TTAKETO Prolifigen® NSE IRMA Ba 1rpétrel va UAGOoETal GTOUG
2 ¢wg 8°C.
MAoitrd UAIKa TTou atraiTouvTal, aAAd Sev TTapéxovrail
*  AoKIpOoOTIKOi CWARVEG TTOAUGTUPEVIOU pE OTPOYYUAS TTdTOo (12 X 70-75 ¥ACT), Hiag
Xprong.

* Bd&on SOKINACTIKWY CWARVWV

*  MikpommimréTa (25 pL) kai pikpodiavopeig (200 pL, 500 pL, 2,5 mL).

»  KekaBapuévo vepd KaAAG TToIOTNTAG.

*  Opyavo Tepidivnong (vortex)
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* X0oTnua TAUONG ogaipwy, R emavaAlaupfavopevog diavopéag 2 mL yia Tnv
TIPOCORKN UypoU TTAUGNG KaI YIG GUGKEUN avappo@nong ME KEVO.

*  MeTpnTAg Yaua pubuiopévog yia =1wdio. H atrodoTIkGTNTa Tou PETPNTH Ba TTPETTEI
va gival >40%.

*  [AaoTik AaBida 1 diavopéag oeaIpwy yia TNV TIPOCONAKN TwV OQAIPWY OTOUG
OOKINACTIKOUG GWARVEG.

* O efomAiou6G yia TO XEIPIOWO Kal TNV amoppiyn Tou padievepyol UAIKOU
TEPIAAPBAVOUV TTPOCTATEUTIKA YAVTIO KAl AAAEG GUOKEUEG OTOUIKAG TTPOCTACIAG.

* YmoloyioTAg pe Tpdypappa yia Tnv afioAdynon kaptruAwv TUmou IRMA 1
apiBuyopnyavr) kar ypagiké xapti TUTTou lin-log.

IXvnAaoIHOTNTA TWV BABUOVONNTWYV Kl TWV UAIKWYV EAEyXoU

O1 BaBuovounTég Kal Ta UAIKG eAEyXOu TOu TTAKETOU atroTeAOUVTal aTTd €18IKr) EVOAGON
veupwva (NSE). Auti n NSE Tpoépxetal amd KekaBappévo Kal  KAAWG
XapokTnpifopevo UAIKS. O BaBuovounTtég kal Ta UAIKG eAéyxou éxouv BaBuovounBei pe
E0WTEPIKO UAIKO avagopdg NSE.

ZuAAoyn, TrposToIpacgia Kal @UAagn delypdTwyv

* [a Tov ToooTIKG TTPoadiopioud TnG NSE, ptropei va Xpnoigotroindei pévo opdg.
Aev ouviotdral n xpnon TAdopatog emeid ptropei va ekAuBei NSE amd Ta
BpoppokuTTapa.

*  Ta deiypata aipatog Ba TPETTEl va AauBavovTal TTpIV Tn XOPrynan oTrolacdnTroTe
Bepatreiag, €ite  aut  eival N apxikg Bepateia  gite  TTPOKEITAl  yIA
emavoAauBavouevn Bepartreia.

*  ZUAAEETE OcgiypaTa XpnolgoTTolwvTag TutnikéG diadikaaieg. Me tnv maparerauévn
@UAaén Tou aiuarog, ummopei va ekAuBei NSE amd ta aiyoopaipia.

+ Y& TIEPITITWON TTOU O TTPOCdIoPIoHOG Tou deiyuaTog yivel evidg 72 wpwv, QUAAETE
10 OTOUG 2 €wg 8°C. Xe TepiTTwON TTouU 0 TTPoadiopIoudg Tou deiypatog dev Ba
yivel evTég 72 wpwv, KAToWUETE To 0€ BEPUOKPATieg XaUNASTEPEG aTTO TOug -18°.

*  Mn xpnoipoTrolgite SeiypaTta TTou gival opatwg aAIPOAUTIKE (n atroppdé@non Tou
deiypatog ota 500nm dev Ba mpémrel va utrepPei Tnv TiwA 0,3), poAucpéva A
UTTEPBOAIKG AITTAIMIKG.

* Ta deiypata, yia Ta omoia €xel Bpebei 6T TepiExouv >200 pg/L, ptmopolv va
apaiwBoulv pe apaiwTikd NSE IRMA yia T Afyn akpiBwv TIHwV. Oa TTpéTTel va
avapi¢ete amaAd, aAAd kaAd, To apaiwpévo deiypa TTpIv atmmd Tov TTPoadIopIoUo,
evw Ba Tpémel va AdBete utmtdwn TO OUVTEAEOTH apaiwong oTov TEAIKO
UTTOAOYIOUO.

* O kaTowuyuévog opdg Ba TTpETrel va avapiyvUeTal atmaAd Kal KOAG, PETG TNV
aTrOYUER ToU.

MpoeToipacia Twv avTIdpaocTnpPiwy TTPIV TN XPAON
e KAOe @IoAidio Baduovountr kal UAIKOU ehéyxou NSE IRMA, mpooBéote 500 pL
KekaBappévou vepou. Avapite atmaAd, agriote Ta @iaAidia akivnta yia 15 Aemtd oe
Bepuokpaacia dwuartiou (18 éwg 30°C) kar avapi§Te amraAd uoAig TTpiv atd Tn Xprnon.
AQNoTE TO TTEPIEXOMUEVO TOU TTOKETOU VO PTACElI O€ BeppoKpaaia dwpartiou TIpIv aTTd TN
xpnon. Avapigre kahd kaBe @iaAidio Trpiv atmd Tn xpron.
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DUAaén avridpaocTnpiwv PHETA TN XPAON

Ye TrepiTTwon TTou dev XPNGCIPOTIOINCETE padi OAo To TTAKETO, Ba TTPETTEI va QUAGEETE
Tov IxvnBETn NSE IRMA kai TIg emIKaAUPPEVEG Pe avTiowpa opaipeg NSE IRMA oTtoug
2 £wg 8°C £wg Tnv nuepounvia AAEng Tou Tmakétou. O1 BaBuovountég NSE IRMA kai Ta
UAIKG eAéyxou NSE IRMA TrpéTrel va XxpnoigoTrololvTal eviog 72 wpwv O€ TTEPITITWAON
TTou @UAdaoovTal otoug 2 €wg 8°C, dlaQopeTIKA KaTtawugTe Toug o€ BepPOKPATiEs
XauNASTEPEG aTod -18°C. Oa TTPETTeEl va atmroPeUyeTe TNV £TTavaAauBavopevn katdyuén
KOl aTTOYugn. Oa TTPETTEl va aTTOQEUYETal N BOKTNPIOKT) HOAUVON TWV OTTOBNKEUPEVWY
avTIdpacTNPiwy.

Aladikaoia doKiung
EkTeAéOTE KABE TTPOCBIOPIOUO €1G BITTAOUV.

1. TMpooBéoTte 25 uL BaBuovount) NSE IRMA, opd acBevr) i UAIKO eAéyxou NSE
IRMA o€ KGBe onuelwPEVO dOKINAOTIKO CWARVA.

2. [MpooBéate 200 pL 1xvnBETn NSE IRMA o€ KG8¢ dokiyaoTikd owAnva. (To didAupa
£xel epubpd xpwpa). MNa va utroloyioeTe TIG ouVoAikéG kpouaoelg (T), TTpooBéaTe
200 pL 1xvnBétn ot éva dokiyaaTikd ocwArva. MeTpriote Tn padievépyela Xwpig
TEPAITEPW £TTEEEPYATia.

3. MNpocbéoTe pia TAACTIKA O@aipa o€ KABe BSOKIUOOTIKO CWAAva pe xpAon g
TAQOTIKAG AaBidag A Tou diavopéa oPaIpwy.

4. EmwdoTte Toug OokipaoTikoUug owAnveg yia 3 + 0,5 wpeg oe Bepuokpacia
dwpariou (18 éwg 28°C).

5. TIAUvete KGO o@aipa 3 Yopig e 2 mL kekaBapuévou vepoU o€ KABE TTAUOT.

6. MeTtproTe Tn padievépyeia o€ PETPNTH yaua.

Aidypappa pong TnG peB6dou

200 yL 2@aipa
IXVNOETN QAVTIOWHATOG

EmwdoTe yia 3 wpeg o€ Beppokpaaia dwuaTiou

v

MAUveTe 3 Popég pe kekaBappévo vepd

Kpouon

25 L deiypa +

Eme§epyaoia amoTeAeopaTWV
XPNOIPOTIOINCTE £vav UTTOAOYIOTH TTOU JIOBETEN TTPOYPOAMMA YIa TO XEIPIOUO DEOOPEVWV
TUTTou IRMA woTe va agloAoynBoulv Ta emireda NSE oTov opd avagopdg Kal Tov opo
aoBevwv. EVOMOKTIKG, pTTopeiTe va oxedIdoeTe Pe To XEpl TIG KPoUOEIS 1 Tn
deopeupévn padievépyela (% B/T) oe ouvapTnon PeE TN OUYKEVTPWON TNG avaAUOUEVNG
ouaiag. Na 1o Adyo autd, cuviaTtdral ypagikd xapTi lin-log.

MoioTik6g £Aeyx0g

JuvioTaTal To epyaaThApio va O100£Tel dIkoUg Tou BabuovounTég eA€éyxou TToIOTNTAG,
€KTOG TwV UAIKWV gAéyxou 1 kal 2 NSE IRMA TTou TTapéxovTal JE TO TTAKETO.
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Mapdadeiypa aroTeAeCUATWY

To TapakdTw atoTeAei YOVo éva Trapdadelypa kai dev Ba TTPETTElI va XPNOIKOTIOIEITal
yla TOUG UTTOAOYIOHOUG.

Aciypa CPM % BIT NSE pg/L
20voho (T) 132 601 - -
Bo 720 0,5 -
BaBuovountig 2 pg/L 1369 1,0 2,0
BaBuovountig 6 pg/L 2 655 2,0 6,0
BaBuovountig 20 pg/L 6 043 4,6 20,0
BabuovounTrg 60 ug/L 16 589 12,5 60,0
BaBuovountng 200 pg/L 35488 26,8 200,0
Acgiypa aoBevn 1 3377 2,6 9,5
Acgiypa aoBevn 2 6 195 4,7 20,5
Aciyua aobevi 3 13930 10,5 48,6

Ymodeiypa KapuoAng BaduovounTtn
To TapakdTw oTToTEAE] HOVO €va TTapddelypa Kol dev Ba TTPETTEl va XPNOIUOTTOIEITal
Y10 TOUG UTTOAOYIOHOUG.

T T
2 6 20 60 200 nglL

AvapevOpEVEG TIMEG KAl TTEPIOPIOHOI TNG Sladikagiag
e peAétn pe 100 @aivopevikd uyif dropa, Bpédnke 0TI >95 % eixav TIuEG NSE opoul
MIKpOTEPEG aTTd 12,5 pg/L. H katavour) TapouciddeTal 0To TTapaKETw OXMa.

Katavou NSE o€ puoioAoyikd droua

40
30 —_—
g
2
%20 b
o
10 4 ’_‘
0 - T T -
4 6 8 10 12
NSE pgit
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XapaKTNPIoOTIKA SOKINAG
Axpifeia

AkpiBela oe 10 TTpoodiopIopoUg PE XPHon 5 SIAPOPETIKWY TTAPTIOWV Prolifigen® NSE

IRMA.

ZuvteAeoTAG SlakUpavong
€VTOG TOU iSI0U

Acgiypa Méon miun pg/L mpoadiopiouol % ZOvoAo
1 7,8 8,2 10,6
2 14,5 9,8 11,6
3 58,7 7,5 11,2
4 112,3 8,4 14,2
Avdktnon

MpooTébnkav diagopeTikég TToodTNTEG NSE o€ deiypa opou 1rou trepiéxel 7,7 ug/L NSE

KOl UTTOAOYIOTNKE N CUYKEVTPWON):

NSE 1Tou Avapgvopevn MapatnpoUpevn TIPA
mwPooTEBNKE pg/L TIMA pg/L Mg/L Avdktnon %
170,0 177,7 178,3 100,3
34,0 41,7 41,9 100,5
17,0 24,7 24,7 100,0
34 11,1 10,9 98,2
1,7 9,4 9,0 95,7

KaptriAn apaiwong

Apaiwaon deiypatog opol pe apaiwTiké NSE IRMA.

100

801

NSE uglL

T T T T T
00 02 04 06 08
1/Dilution Factor
~e- Observed
—$- Expected

Evaionoia

H eAdyiotn petpoupevn Ty NSE (tiu Bg + 3 TA) eivan 0,5 pg/L.

Meploxn TipwV péTpnong

H mepiox Tipwv pérpnong @tavel Ta 200 pg/L. MTTopeite va PETPAOETE TIG TIUEG TTOU
utrepBaivouv Ta 200 pg/L petd amod apaiwon Tou deiyyatog pe apaiwTikd NSE IRMA

Kal ETTavAAnyn Tou TpoadIopIcHoU.

Bo/T

To Bg Ba mpétel va eival pikpdTepo atd 1% Tou T.
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The data presented in this instruction booklet has been carefully compiled from our records
and from the scientific literature and we believe them to be accurate and reliable. We do
not, however, give any warranties or make any representations with respect hereto, nor is
freedom from any patent to be inferred.

Die in dieser Gebrauchsinformation verwendeten Daten wurden sorgfaltig aus unseren
Unterlagen und wissenschaftlichen Publikationen zusammengestellt. Fir ihre Genauigkeit
und Zuverlassigkeit kann keine Haftung Gbernommen werden. Verwendete Patente wurden
nicht extra gekennzeichnet, auf eine Freistellung hiervon darf jedoch nicht geschlossen
werden.

Les données présentées dans ce mode d’emploi sont une compilation soigneuse de nos
observations et de la litterature scientifique et nous les considérons exactes et fiables.
Cependant, nous ne donnons aucune garantie ni interprétation a ce sujet, ni n’excluons la
possibilité que ces informations puissent faire I'objet de brevets.

| dati riportati in questo libretto di istruzioni sono stati ricavati dai nostri esperimenti e dalla
letteratura scientifica e vengono da noi considerati accurati ed affidabili. In ogni modo non
viene fornita alcuna garanzia per quanto riguarda la riproduzione dei dati. Né escludiamo la
possibilita che questi informazioni siano oggetto di brevetti.

Los datos presentados en este folleto de instrucciones han sido cuidadosamente
recopilados a partir de nuestros registros y de textos cientificos, y consideramos que son
precisos y fiables. No obstante, no ofrecemos ninguna garantia ni realizamos ninguna
aseveracion respecto a los anteriores, ni se debe inferir que estén libres de ninguna
patente.

Datamaterialet vist i denne instruktionsfolder er grundigt udarbejdet ud fra vores
optegnelser og videnskabelige litteratur, og vi mener, at det er ngjagtigt og palideligt. Vi
afgiver dog ingen garantier eller anbringender desangaende, og der kan ej heller udledes
nogen form for patentfrined.

Data som beskrivs i denna bruksanvisning har omsorgsfullt sammanstallts fran egen
information och fran vetenskaplig litteratur och dess riktighet och tillforlitighet har
kontrollerats. Vi kan dock inte garantera informationens tillférlitighet och inte heller frinet
fran patentrattigheter.

Informace uvedené v tomto navodu k pouziti byly peclivé vybrany z nasich zdznamu a z
odborné literatury a jsme presvé d€eni o jejich presnosti a spolehlivosti.
Nicméné nemizZeme poskytnout 2adné zaruky a nerespektujeme ani zadné naroky
vztazené k t&€ mto informacim ani naroky vztazené k patentdm.

Ta oToixeia 1TOU TTapouciadovtal e autd TO QUAAGSIO 0dnyIwV CUYKEVTPWONKAV pE
TTPOCOXA AT Ta apxeEia Pag Kal TNV €mMaoTnuovikh BiBAIoypagia kal ioTeboupe 6T €ival
akpIBf kal agiomoTa. QoTdo0, dev TTAPEXOUME £YYUNOEIG OUTE QVTITIPOCWTTEUCEIG OXETIKA
UE 60a avagépovTal 0To TTapdv Kal oUTE TTPETTEl va KANYOE wg dedopévn n €aipeon atmd
OTTOIAdNTTIOTE EUPETITEXVIA.



Symbols used with devices

English Francais Deutsch Espafiol Italiano
European Con::z)n;r:qﬁesaux CE - Konformitats- Conformidad Conformita
Conformity . kennzeichnung europea europea
européennes
- Date limite Mindesthaltbar- Fecha de Data di
g Expiration Date d'utilisation keitsdatum caducidad scadenza
“ Manufacturer Fabricant Hersteller Fabricante Fabbricante
Consult Consulter les . Consulte las Consultare le
Ny : - Gebrauchsanwei- . . : L
Instructions instructions instrucciones de istruzioni per
e sung beachten ,
for Use d'utilisation uso l'uso
Invitro Diagnostic in vitro.  In-vitro- Diagnostico in Diagnostica in
diagnostic. Diagnostikum. vitro. vitro.
Temperature Limitation de Temperaturbereich Limitacion de Limite della
limitation. température. P temperatura temperatura
Solid phase Phase solide Festphase Fase sélida Fase solida
- (Coated beads) (Billes enduites) (Beschichtete (Perlas (/Perle con
Kiigelchen) recubiertas) rivestimento)
-m Sample Diluent . .D"“ar?‘ Proben-Diluent Diluyente de Dllugnte
d’échantillon muestras campione
Tracer: Tracer: 25| Trazador: Tracciatore:
o Traceur : anticorPs - anticuerpo anticorpo
antibody marqué a l'iode ' markierter etiquetado con etichettato con
labelled with 2% q Antikérper R 25
Calibrator Etalon Kalibrator Calibrador Calibratore
CONTROL Control Sérum de controle Kontroll S d trol Siero di
ontrol serum ontrollserum uero de control controllo33
| LOT | Lot No. de lot Chargen-Nr. Numero de lote Lotto n°
Reconstitute Reconstituer avec ) . Reconstitucion Ricostituire con
with X mL X mlL Mit X mL aufiosen con X mL

X mL

SYMBOLS USED WITH DEVICES CONTINUED ON NEXT PAGE.




Continued from previous page - Symbols used with devices

=LA

o
=1

=
=

w0
@]
X
m

e

CONTROL

)
o
=
!
!

O
IH

Dansk Svenska Cesky EANvika
. Europzeisk _ Europeisk Znatka evropské shody Eupwraik
oOverensstammeise dverensstammeise Zuppop(pujcn

Udlgbsdato

Utgangsdatum

Datum ukonéeni pouZitelnosti

Huepopnvia Angng

Producent

Tilverkare

Vyrobce

KataokeuaoTrg

Se brugsanvisning

Se bruksanvisningen

Prostuduijte navod k pouZiti

ZupBouAeuTEiTE TIG

Odnyieg Xpriong
. . . In vitro diayvwoTikd
In vitro diagnostik. Diagnostik in vitro. Dlagnostilrtil%z)rostredek 10TPOTEXVOAOYIKO
TTPOIdV.
Parti nummer Batch-nummer Cislo 3arze Ap. TapTidag
Temperatur- R Mepiopiopoi
Temperaturgraense begré?nsning. Teplotni limit espEOK%agiag

Fast fase (Coatede
slanger)

Solid fas (Belagda
stréngar)

Pevna faze (potazené
kulicky)

Z1epen pdon
(/ETKaAuppéveg
XAvTpEQ)

Fortyndingsvaeske,
preve

Provutspadningsmedel

Redici prostfedek

ApaiwTiko deiyparog

Tracer: antistof maerket
med "%

Sparelement: antikropp
betecknad med '

Tracer: proti!aé;ka znaéena
|

Ixvneétng: Awiowyu
onuacpévo pe I

Kalibrator

Kalibrator

Kalibrator

BaBuovounTrig

Kontrolserum

Kontrollserum

Kontrolni sérum

Opdg papTupa

Rekonstitution
Med x mL

Rekonstituera med
XmL

Rekonstituujte X ml

AvacuoTaon pe X mL
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