Product information

Information about other products is available at: www.demeditec.com

R
1ec

L]

3-CAT ELISA

C€

REF

N/

DEE6600
3 x96

Demeditec Diagnostics GmbH
Lise-Meitner-Strasse 2

24145 Kiel — Germany
www.demeditec.com

IVD

V 20.0-05/25/ DAR updated 260218


http://www.demeditec.com/

Demeditec 3-CAT ELISA DEE6600

Table of contents

1. Introduction 6
1.1 Intended use and principle of the test 6
1.2 Clinical application 6
2. Procedural cautions, guidelines, warnings and limitations 6
2.1 Procedural cautions, guidelines and warnings 6
2.2 Limitations 7
2.2.1 Interfering substances and proper handling of specimens 7
2.2.2 Drug and food interferences 7
223 High-Dose-Hook effect 7
3. Storage and stability 7
4, Materials 7
4.1 Contents of the kit 7
4.2 Calibration and Controls 10
4.3 Additional materials required but not provided in the kit 10
4.4 Additional equipment required but not provided in the kit 10
5. Sample collection, handling and storage 10
6. Test procedure 10
6.1 Preparation of reagents and further notes 11
6.2 Sample preparation, extraction and acylation 11
6.3 Adrenaline ELISA 12
6.4 Noradrenaline ELISA 12
6.5 Dopamine ELISA 13
7. Calculation of results 13
7.1 Expected reference value 14
7.2 Typical standard curve 14
8. Control samples 14
9. Assay characteristics 14
9.1 Performance data 14
10. References/Literature 16
11. Changes 17
V 20.0-05/25/ DAR updated 260218 2



Demeditec 3-CAT ELISA DEE6600

Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung 18
1.1 Verwendungszweck und Testprinzip 18
1.2 Klinische Anwendung 18
2. Verfahrenshinweise, Richtlinien, Warnungen und Anwendungsgrenzen 18
21 Verfahrenshinweise, Richtlinien und Warnungen 18
2.2 Grenzen des Tests 19
2.2.1 Interferenzen und sachgemafer Umgang mit Proben 19
2.2.2 Beeinflussung durch Medikamente und Nahrungsmittel 19
223 High-Dose-Hook Effekt 19
3. Lagerung und Haltbarkeit 19
4, Materialien 20
4.1 Reagenzien im Kit 20
4.2 Kalibratoren und Kontrollen 22
4.3 Nicht im Kit enthaltene, aber zur Durchfihrung erforderliche Materialien 22
4.4 Nicht im Kit enthaltene, aber zur Durchflihrung erforderliche Gerate 22
5. Probensammlung, -behandlung und -lagerung 22
6. Testdurchfiihrung 22
6.1 Vorbereitung der Reagenzien und weitere Hinweise 23
6.2 Probenvorbereitung, Extraktion und Acylierung 23
6.3 Adrenaline ELISA 24
6.4 Noradrenaline ELISA 24
6.5 Dopamine ELISA 25
7. Berechnung der Ergebnisse 25
7.1 Erwartete Referenzbereiche 25
7.2 Typische Standardkurve 25
8. Kontrollproben 26
9. Assaycharakteristika 26
9.1 Leistungsdaten 26
10. Referenzen/Literatur 28
1. Anderungen 29
12. Symbols used with Demeditec assays 30
V 20.0-05/25/ DAR updated 260218 3



Demeditec 3-CAT ELISA DEE6600

indice

1. Introduccion 31
1.1 Uso previsto y principio de la prueba 31
1.2 Aplicacion clinica 31
2. Precauciones de procedimiento, directrices, advertencias y limitaciones 31
2.1 Precauciones de procedimiento, directrices y advertencias 31
2.2 Limitaciones 32
2.2.1 Sustancias interferentes y manipulacion adecuada de las muestras 32
2.2.2 Interferencias medicamentosas y alimentarias 32
2.2.3 Efecto gancho de alta dosis 32
3. Almacenamiento y estabilidad 32
4, Materiales 32
4.1 Contenido del kit 32
4.2 Calibracién y controles 35
4.3 Material adicional necesario pero no incluido en el kit 35
4.4 Equipamiento adicional necesario pero no incluido en el kit 35
5. Recoleccion, manipulacion y almacenamiento de muestras 35
6. Procedimiento de ensayo 36
6.1 Preparacion de reactivos y notas adicionales 36
6.2 Preparacion de la muestra, extraccion y acilacién 37
6.3 Adrenalina ELISA 38
6.4 Noradrenalina ELISA 38
6.5 Dopamina ELISA 39
7. Calculo de los resultados 39
71 Valor de referencia previsto 40
7.2 Curva estandar tipica 40
8. Muestras de control 40
9. Caracteristicas del ensayo 41
9.1 Datos de rendimiento 41
9.2 Trazabilidad metrolégica 43
10. Referencias/Literatura 44
11. Cambios 44
SIMBOLOS UTILIZADOS CON LOS ENSAYOS DEMEDITEC 44
V 20.0-05/25/ DAR updated 260218 4



Demeditec 3-CAT ELISA DEE6600

1. Wprowadzenie 45

1.1. Przeznaczenie i zasada dziatania testu 45
1.2 Zastosowanie kliniczne 45
2. Srodki ostroznosci, wytyczne, ostrzezenia i czynniki limitujace 45
2.1 Srodki ostroznosci, wytyczne i ostrzezenia 45
2.2 Ograniczenia 46
2.2.1  Substancje zaktécajace i wtasciwe postepowanie z probkami 46
2.2.2  Lekii zywnos¢ powodujace zaktécenia 46
2.2.3 Efekt Wysokiej Dawki (efekt ,hook") 46
3. Przechowywanie i stabilnos¢ 47
4, Materiaty 47
4.1 Zawartos¢ zestawu 47
4.2 Kalibratory i kontrole 49
4.3 Dodatkowe materiaty wymagane, ale niedostarczone w zestawie 50
4.4 Dodatkowy sprzet wymagany, ale niedostarczony w zestawie 50
5. Pobieranie, obstuga i przechowywanie probek 50
6. Procedura testu 50
6.1 Przygotowanie odczynnikéw i dalsze uwagi 50
6.2 Przygotowanie prébki, ekstrakcja i acylacja 52
6.3 Adrenalina ELISA 53
6.4 Noradrenalina ELISA 53
6.5 Dopamina ELISA 54
7. Obliczanie wynikéw 54
7.1 Oczekiwane wartosci referencyjne 55
7.2 Typowe krzywe standardowe 55
8. Prébki kontrolne 55
9. Charakterystyka testu 55
9.1 Dane dotyczace wydajnosci 55
10. Referencje/Literatura 58
11. Zmiany 59
SYMBOLE 60
V 20.0-05/25/ DAR updated 260218 5



Demeditec 3-CAT ELISA DEE6600

Related Products:
— Adrenaline ELISA
— Noradrenaline ELISA
— Dopamine ELISA
— 2-CAT ELISA

1. Introduction

1.1 Intended use and principle of the test

Enzyme Immunoassay for the quantitative determination of adrenaline (epinephrine), noradrenaline (norepinephrine)
and dopamine in plasma and urine.

Adrenaline (epinephrine), noradrenaline (norepinephrine) and dopamine are extracted by using a cis-diol-specific affinity
gel, acylated and then converted enzymatically.

The subsequent competitive ELISA uses the microtiter plate format. The antigen is bound to the solid phase of the
microtiter plate. The acylated standards, controls and samples compete with the solid phase bound analytes for a fixed
number of antibody binding sites. After the system is in equilibrium, free antigen and free antigen-antibody complexes
are removed by washing. The antibody bound to the solid phase is detected by an anti-rabbit IgG-peroxidase conjugate
using TMB as a substrate resulting in a colour reaction. The reaction is monitored at a wavelength of 450 nm.
Quantification of unknown samples is achieved by comparing their absorbance with a reference curve prepared with
known standard concentrations. Manual processing of the ELISA is recommended. The use of automatic laboratory
equipment is the responsibility of the user. This in-vitro diagnostic is for professional use only.

1.2 Clinical application

In humans the catecholamines adrenaline (epinephrine), noradrenaline (norepinephrine) and dopamine are
neurotransmitters of the sympathetic nervous system and are involved in many physiological processes. The
sympathetic nervous system sets the body to a heightened state of alert, also called as the body’s fight-or-flight
response.

In the human body the catecholamines and their metabolites indicate the adaptation of the body to acute and chronic
stress.

Next to the metanephrine/normetanephrine the catecholamines are important for the diagnosis and the follow-up of
tumors of the sympathoadrenal system like the pheochromocytoma. The quantitative determination of catecholamines
in urine is preferred for the diagnosis of these tumors, whereas the determination of catecholamines in plasma is
medically sensible for the localization of the tumor and for function testing. Values above the cut-off can provide an
indication for neuroendocrine tumors.

However, in literature various diseases like hypertension, cardiovascular diseases, schizophrenia and manic depression
are described with abnormal low or high levels of catecholamines.

Therapeutic consequences should never be based on laboratory results alone, even if these results are assessed in
accordance with the quality criteria of the method. Any laboratory result is only a part of the total clinical picture of the
patient.

Only in cases where the laboratory results are in an acceptable agreement with the overall clinical picture of the patient,
it can be used for therapeutic consequences.

2. Procedural cautions, guidelines, warnings and limitations

2.1 Procedural cautions, guidelines and warnings

(1)  This kit is intended for professional use only. Users should have a thorough understanding of this protocol for the
successful use of this kit. Only the test instruction provided with the kit is valid and must be used to run the assay.
Reliable performance will only be attained by strict and careful adherence to the instructions provided.

(2) This assay was validated for a certain type of sample as indicated in Intended Use (please refer to Chapter 1).
Any off-label use of this kit is in the responsibility of the user and the manufacturer cannot be held liable.

(3)  The principles of Good Laboratory Practice (GLP) must be followed.

(4) In order to reduce exposure to potentially harmful substances, wear lab coats, disposable protective gloves and
protective glasses where necessary.

(5) If serious incidents should occur in connection with this product, they should be reported to the manufacturer and
the competent national authorities.

(6)  All kit reagents and specimens should be brought to room temperature and mixed gently but thoroughly before
use. For dilution or reconstitution purposes, use deionized, distilled, or ultra-pure water. Avoid repeated freezing
and thawing of reagents and specimens.

(7)  The microplate contains snap-off strips. Unused wells must be stored at 2 — 8 °C in the sealed foil pouch with
desiccant and used in the frame provided. Microtiter strips which are removed from the frame for usage should
be marked accordingly to avoid any mix-up.

(8) Standards, Controls and specimen samples should be assayed in duplicate.

(9)  Once the test has been started, all steps should be completed without interruption. Make sure that the required
reagents, materials, and devices are prepared for use at the appropriate time.
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(10) Incubation times do influence the results. All wells should be handled in the same order and time intervals.

(11) To avoid cross-contamination of reagents, use new disposable pipette tips for dispensing each reagent, sample,
standard and control.

(12) A standard curve must be established for each run.

(13) The controls should be included in each run and fall within established confidence limits. The confidence limits
are listed in the QC-Report provided with the kit.

(14) Do not mix kit components with different lot numbers within a test and do not use reagents beyond expiry date as
shown on the kit labels.

(15) For information about hazardous substances included in the kit please refer to Safety Data Sheet (SDS). The
Safety Data Sheet for this product is made available directly on the website of the manufacturer or upon request.

(16) Kit reagents must be regarded as hazardous waste and disposed of according to national regulations.

(17) The expected reference values reported in this test instruction are only indicative. It is recommended that each
laboratory establishes its own reference intervals.

(18) In case of any severe damage to the test kit or components, the manufacturer has to be informed in writing, at
the latest, one week after receiving the kit. Severely damaged single components must not be used for a test run.
They must be stored properly until the manufacturer decides what to do with them. If it is decided that they are
no longer suitable for measurements, they must be disposed of in accordance with national regulations.

(19) The results obtained with this test kit should not be taken as the sole reason for any therapeutic consequence but
must be correlated to other diagnostic tests and clinical observations.

2.2 Limitations
Any inappropriate handling of samples or modification of this test might influence the results.
2.2.1 Interfering substances and proper handling of specimens

Plasma

Samples containing precipitates or fibrin strands or which are hemolytic or lipemic might cause inaccurate results.
Hemolytic samples (up to 4 mg/ml hemoglobin), icteric samples (up to 50 mg/dl bilirubin) and lipemic samples (up to
800 mg/dI triglycerides) have no influence on the assay results.

If the concentrations cannot be estimated and there are doubts as to whether the above limit values for hemolytic, icteric
or lipemic samples are complied with, the samples should not be used in the assay.

24-hour urine

Please note the sample collection! If the percentage of the final concentration of acid is too high, this will lead to incorrect
results for the urine samples.

2.2.2 Drug and food interferences

Medications such as antihypertensive drugs, antidepressants, sympathomimetics, antipsychotics and L-DOPA can
affect the concentrations of catecholamines. Discontinuation of medication before the collection period must be
discussed with the attending physician.

Caffeinated beverages, alcohol, nicotine, mood-enhancing drugs and catecholamine-rich foods (such as bananas,
cheese, nuts, chocolate, tomatoes or beans) can also affect the concentrations of catecholamines and should be
avoided from 3 days before and during the collection period (urine). Care should also be taken to avoid stress and
physical strain shortly before and during the collection period.

2.2.3 High-Dose-Hook effect

No hook effect was observed in this test.

3. Storage and stability

Store kit and reagents at 2 — 8 °C until expiration date. Do not use kit and components beyond the expiry date indicated
on the kit labels. Once opened, the reagents are stable for 2 months when stored at 2 — 8 °C. Once the resealable
pouch of the ELISA plate has been opened, care should be taken to close it tightly again including the desiccant.

4. Materials
4.1 Contents of the kit

BA D-0090 FOILS| Adhesive Foil — ready to use

Content: Adhesive foils in a resealable pouch

Number: 3 x 4 foils

BA E-0030 WASH-CONC Wash Buffer Concentrate — concentrated 50x
50X

Content: Buffer with a non-ionic detergent and physiological pH

Volume: 3 x 20 ml/vial, purple cap

BA E-0040 Enzyme Conjugate — ready to use

Content: Goat anti-rabbit immunoglobulins conjugated with peroxidase

Volume: 3 x 12 ml/vial, red cap

Description: Species is goat

V 20.0-05/25/ DAR updated 260218 7
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Hazard
pictograms:

Signal word:
Hazardous
ingredients:
Hazard
statements:
Precautionary
statements:

BA E-0055
Content:

Volume:
BA E-0080
Content:
Volume:
BA E-0131
Content:

BA E-0231
Content:

BA E-0331
Content:

BA E-6110
Content:

Volume:
Description:
BA E-6210
Content:

Volume:
Description:
BA E-6310
Content:

Volume:
Description:

&

GHSO07
Warning
2-methyl-2H-isothiazol-3-one

H317 May cause an allergic skin reaction.

P280 Wear protective gloves.

P302+P352 IF ON SKIN: Wash with plenty of water.

P333+P313 If skin irritation or rash occurs: Get medical advice/attention.

P501 Dispose of contents/container to an authorised waste collection point.
Substrate — ready to use

Chromogenic substrate containing 3,3’,5,5-tetramethylbenzidine, substrate buffer
and hydrogen peroxide

3 x 12 ml/vial, black cap

Stop Solution — ready to use

0.25 M sulfuric acid

3 x 12 ml/vial, grey cap

L] IMN| Adrenaline Microtiter Strips — ready to use

1 x 96 wells (12x8) antigen precoated microwell plate in a resealable blue pouch
with desiccant

L] INMN| Noradrenaline Microtiter Strips — ready to use

1 x 96 wells (12x8) antigen precoated microwell plate in a resealable yellow pouch
with desiccant

L] Dopamine Microtiter Strips — ready to use

1 x 96 wells (12x8) antigen precoated microwell plate in a resealable green pouch
with desiccant

Adrenaline Antiserum — ready to use

Rabbit anti-adrenaline antibody in buffer with proteins and non-mercury
preservative, blue coloured

1 x 6 ml/vial, blue cap

Species of antibody is rabbit, species of protein in buffer is bovine

Noradrenaline Antiserum — ready to use

Rabbit anti-noradrenaline antibody in buffer with proteins and non-mercury
preservative, yellow coloured

1 x 6 ml/vial, yellow cap

Species of antibody is rabbit, species of protein in buffer is bovine

Dopamine Antiserum — ready to use

Rabbit anti-dopamine antibody in buffer with proteins and non-mercury preservative,
green coloured

1 x 6 ml/vial, green cap

Species of antibody is rabbit, species of protein in buffer is bovine

V 20.0-05/25/ DAR

updated 260218



Demeditec 3-CAT ELISA DEE6600

BA E-6612
Content:
Volume:

BA R-0050
Content:
Volume:
BA R-6611
Content:
Volume:
BA R-6613
Content:
Volume:

Hazard
pictograms:

Signal word:

Hazard
statements:

Precautionary

statements:

BA R-6614
Content:
Volume:
BA R-6615
Content:
Volume:
Description:
BA R-6617
Content:
Volume:
BA R-6618

Content:
BA R-6619
Content:
Volume:

ACYL-REAG
Acylation reagent in DMSO
1 x 3 ml/vial, white cap

Acylation Reagent — ready to use

ADJUST-BUFF|

TRIS buffer
2 x 4 ml/vial, green cap

Buffer with light alkaline pH for the acylation

Adjustment Buffer — ready to use

Acylation Buffer — ready to use

1 x 20 ml/vial, white cap

ASSAY-BUFF

1 M hydrochloric acid and a non-mercury preservative

Assay Buffer — ready to use

1 x 6 ml/vial, grey cap

GHS05
Danger
H314 Causes severe skin burns and eye damage.

P280 Wear protective gloves, protective clothing, eye protection.

P303+P361+P353 IF ON SKIN (or hair): Take off immediately all contaminated
clothing. Rinse skin with water.

P305+P351+P338 IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes.
Remove contact lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.

P310 Immediately call a doctor, a POISON CENTER.
P501 Dispose of contents/container to an authorised waste collection point.

COENZYME
S-adenosyl-L-methionine

Coenzyme —ready to use

1 x 4 ml/vial, purple cap
ENZYME
Catechol-O-methyltransferase

Enzyme — lyophilized

6 vials, pink cap

Catechol-O-methyltransferase from pig liver
[EXTRACT-BUFF|
Buffer containing carbonate

Extraction Buffer — ready to use

1 x 6 ml/vial, brown cap

EXTRACT-PLATE|
48

2 x 48 well plates coated with boronate affinity gel in a resealable pouch

Extraction Plate — ready to use

HCL Hydrochloric Acid — ready to use
0.025 M Hydrochloric Acid, yellow coloured
1 x 20 ml/vial, green cap
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4.2 Calibration and Controls

Standards and Controls — ready to use

Concentration . Volume/
Colour/ [ng/ml] Concentration [nmol/l] Vial

Cat. no. Component Cap

ADR| |NAD| pOP| |ADR| |NAD| |DOP|
BA E-6601 Al white 0 0 0 0 0 0 4 mi
BA E-6602 yellow 1 5 10 5.5 30 65 4 mi
BA E-6603 orange 4 20 40 22 118 261 4 ml
BA E-6604 b  blue 15 75 150 82 443 980 4 ml
BA E-6605 E  grey 50 250 500 273 1,478 3,265  4ml

BA E-6606 STANDARD]H black 200 1,000 2,000 1,092 5,910 13,060 4ml

BA E-6609 |STANDARD||A/B| purple - = 45 - -~ 29 4ml
BA E-6651 |CONTROL m green Refer to QC-Report for expected value and 4 ml

BAE-6652 |[CONTROLZ red ~ acceptablerange. 4ml

Conversion: adrenaline [ng/ml] x 5.46 = adrenaline [nmol/I]
noradrenaline [ng/ml] x 5.91 = noradrenaline [nmol/I]
dopamine [ng/ml] x 6.53 = dopamine [nmol/I]

Content: Acidic buffer with non-mercury stabilizer, spiked with defined quantity of adrenaline,
noradrenaline and dopamine

A * for the determination of dopamine in plasma the additional Standard A/B is mandatory!
4.3 Additional materials required but not provided in the kit

— Water (deionized, distilled, or ultra-pure)
— Absorbent material (paper towel)

4.4 Additional equipment required but not provided in the kit

— Calibrated precision pipettes to dispense volumes between 10 — 700 ul; 1 ml

— Microtiter plate washing device (manual, semi-automated or automated)

— ELISA reader capable of reading absorbance at 450 nm and if possible 620 — 650 nm
— Microtiter plate shaker (shaking amplitude 3 mm; approx. 600 rpm)

— Vortex mixer

5. Sample collection, handling and storage

Plasma

Whole blood should be collected into centrifuge tubes containing EDTA as anti-coagulant and centrifuged according to
manufacturer’s instructions immediately after collection.

In case of hemolytic, icteric or lipemic samples see 2.2.1.

Storage: up to 6 hours at 2 — 8 °C, for longer period (up to 6 months) at -20 °C.

Repeated freezing and thawing should be avoided.

Urine

Spontaneous urine or 24-hour urine, collected in a bottle containing 10 — 15 ml of 6 M HCI, can be used.

If 24-hour urine is used please record the total volume of the collected urine.

Storage: up to 48 hours at 2 — 8 °C, up to 24 hours at room temperature, for longer periods (up to
6 months) at -20 °C. Repeated freezing and thawing should be avoided.

Avoid exposure to direct sunlight.

6. Test procedure

Allow all reagents and samples to reach room temperature and mix thoroughly by gentle inversion before use. Number
the Extraction Plate and microwell plates (Microtiter Strips which are removed from the frame for usage should be
marked accordingly to avoid any mix-up). Duplicate determinations are recommended.

The binding of the antisera and of the enzyme conjugate and the activity of the enzyme are temperature dependent.
The higher the temperature, the higher the absorption values will be. Varying incubation times will have similar influences
on the absorbance. The optimal temperature during the enzyme immunoassay is between 20 — 25 °C.
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&The use of a microtiter plate shaker with the following specifications is mandatory: shaking amplitude 3 mm; approx.
600 rpm. Shaking with differing settings might influence the results.

6.1 Preparation of reagents and further notes

Wash Buffer

Dilute the 20 ml Wash Buffer Concentrate WASH-CONC] 50X with water to a final volume of 1000 ml.

Storage: 2 months at2 - 8 °C

Enzyme Solution

Reconstitute the content of the vial ENZYME| with 1 ml water (deionized, distilled, or ultra-pure) and mix thoroughly. Add
0.3 ml of COENZYME| followed by 0.7 ml of ADJUST-BUFF|. The total volume of the Enzyme Solution is 2.0 ml.

&The Enzyme Solution has to be prepared freshly prior to the assay (not longer than 10 — 15 minutes in advance). Discard
after use!
Adrenaline Microtiter Strips, Noradrenaline Microtiter Strips and Dopamine Microtiter Strips
In rare cases residues of the blocking and stabilizing reagent can be seen in the wells as small, white dots or lines.
These residues do not influence the quality of the product.

Acylation Reagent
The |ACYL-REAG (BA E-6612) has a freezing point of 18.5 °C. To ensure that it is liquid when being used, it must be
ensured that it has reached room temperature and forms a homogeneous, crystal-free solution before being used.

6.2 Sample preparation, extraction and acylation

A * for the determination of dopamine in plasma the additional Standard A/B is mandatory!
1. Pipette 10 pl of standards, controls, urine samples and 300 pl of plasma samples into the
respective wells of the EXTRACT-PLATE| 48|

2. Add 250 pl of water (deionized, distilled, or ultra-pure) to the wells with standards, controls and urine
samples.

3. Pipette 50 pl of ASSAY-BUFF|into all wells.

4. Pipette 50 pl of EXTRACT-BUFF into all wells.

5. Cover plate with [FOILS| and incubate 30 min at RT (20 — 25 °C) on a shaker (approx. 600 rpm).

6. Remove the foil. Empty plate and blot dry by tapping the inverted plate on absorbent material.

7. Pipette 1 ml of Wash Buffer into all wells. Incubate the plate for 5 min at RT (20 — 25 °C) on a shaker
(approx. 600 rpm). Empty plate and blot dry by tapping the inverted plate on absorbent material.

8. Pipette another 1 ml of Wash Buffer into all wells. Incubate the plate for 5 min at RT (20— 25 °C)on a

shaker (approx. 600 rpm). Empty plate and blot dry by tapping the inverted plate on absorbent
material.

9. Pipette 150 ul of ACYL-BUFF|into all wells.

10. Pipette 25 pl of ACYL-REAG  into all wells.

11. Incubate 15 min at RT (20 — 25 °C) on a shaker (approx. 600 rpm).

12. Empty plate and blot dry by tapping the inverted plate on absorbent material.

13. Pipette 1 ml of Wash Buffer into all wells. Incubate the plate for 10 min at RT (20 -25°C)on a
shaker (approx. 600 rpm). Empty plate and blot dry by tapping the inverted plate on absorbent
material.

14. Pipette 175 pl of HCL] into all wells.

15. Cover plate with . Incubate 10 min at RT (20 — 25 °C) on a shaker (approx. 600 rpm).
Remove the foil and discard.

/\ Do not decant the supernatant thereafter!

The following volumes of the supernatant are needed for the subsequent ELISA:
‘Adrenaline 100 pl ‘ ’ Noradrenaline 20 ul ‘

‘ Dopamine (standards + urine) 25 ul ‘ ’ Dopamine (plasma) 50 pl ‘
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6.3

Adrenaline ELISA

o o k~®Dd

N

10.

1.
12.

Pipette 25 pl of the Enzyme Solution (refer to 6.1) into all wells of the Adrenaline Microtiter
Strips

W//ADR/MN|

Pipette 100 pl of the extracted standards, controls and samples into the appropriate wells.
Incubate for 30 min at RT (20 — 25 °C) on a shaker (approx. 600 rpm).

Pipette 50 ul of the into all wells and cover plate with [FOILS].
Incubate for 2 h at RT (20 — 25 °C) on a shaker (approx. 600 rpm).

Remove the foil. Discard or aspirate the content of the wells. Wash the plate 3 x by adding 300 pl
of Wash Buffer, discarding the content and blotting dry each time by tapping the inverted plate
on absorbent material.

Pipette 100 pl of the CONJUGATE] into all wells.
Incubate for 30 min at RT (20 — 25 °C) on a shaker (approx. 600 rpm).

Discard or aspirate the content of the wells. Wash the plate 3 x by adding 300 ul of Wash Buffer,
discarding the content and blotting dry each time by tapping the inverted plate on absorbent
material.

Pipette 100 pl of the SUBSTRATE] into all wells and incubate for 25 * 5 min at RT (20 — 25 °C) on
a shaker (approx. 600 rpm). A Avoid exposure to direct sunlight!

Add 100 pl of the STOP-SOLN] to all wells and shake the microtiter plate shortly.

Read the absorbance of the solution in the wells within 10 minutes, using a microplate reader set
to 450 nm (if available a reference wavelength between 620 nm and 650 nm is recommended).

6.4 Noradrenaline ELISA

1.

oo ~ed

N

10.

1.
12.

Pipette 25 pl of the Enzyme Solution (refer to 6.1) into all wells of the Noradrenaline Microtiter
Strips LU NAD/NWN
Pipette 20 pl of the extracted standards, controls and samples into the appropriate wells.
Incubate for 30 min at RT (20 — 25 °C) on a shaker (approx. 600 rpm).

Pipette 50 pl of the NAD-AS| into all wells and cover plate with [FOILS.
Incubate for 2 h at RT (20 — 25 °C) on a shaker (approx. 600 rpm).

Remove the foil. Discard or aspirate the content of the wells. Wash the plate 3 x by adding 300 pl
of Wash Buffer, discarding the content and blotting dry each time by tapping the inverted plate
on absorbent material.

Pipette 100 pl of the CONJUGATE] into all wells.

Incubate for 30 min at RT (20 — 25 °C) on a shaker (approx. 600 rpm).

Discard or aspirate the content of the wells. Wash the plate 3 x by adding 300 pl of Wash Buffer,
discarding the content and blotting dry each time by tapping the inverted plate on absorbent
material.

Pipette 100 pl of the SUBSTRATE]| into all wells and incubate for 25 * 5 min at RT (20 —-25°C)on a
shaker (approx. 600 rpm). A\ Avoid exposure to direct sunlight!

Add 100 pl of the STOP-SOLN| to all wells and shake the microtiter plate shortly.

Read the absorbance of the solution in the wells within 10 minutes, using a microplate reader set
to 450 nm (if available a reference wavelength between 620 nm and 650 nm is recommended).
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6.5 Dopamine ELISA

1. Pipette 25 ul of the Enzyme Solution (refer to 6.1) into all wells of the Dopamine Microtiter
Strips
W [poP]

2. Pipette 25 pl of the extracted standards, controls, urine samples and 50 ul of the extracted
plasma samples into the appropriate wells.

3. Add 25l of to the standards, controls and urine samples.

4. Incubate for 30 min at RT (20 — 25 °C) on a shaker (approx. 600 rpm).

5. Pipette 50 pl of the DOP-AS| into all wells and cover plate with FOILS|.

6. Incubate for 2 h at RT (20 — 25 °C) on a shaker (approx. 600 rpm).

7. Remove the foil. Discard or aspirate the content of the wells. Wash the plate 3 x by adding 300
Ml of Wash Buffer, discarding the content and blotting dry each time by tapping the inverted
plate on absorbent material.

8. Pipette 100 pl of the CONJUGATE| into all wells.

. Incubate for 30 min at RT (20 — 25 °C) on a shaker (approx. 600 rpm).

10. Discard or aspirate the content of the wells. Wash the plate 3 x by adding 300 pl of Wash
Buffer, discarding the content and blotting dry each time by tapping the inverted plate on
absorbent material.

11. Pipette 100 ul of the SUBSTRATE] into all wells and incubate for 25 £ 5 min at RT (20 — 25 °C)
on a shaker (approx. 600 rpm). A Avoid exposure to direct sunlight!

12. Add 100 pl of the STOP-SOLN| to all wells and shake the microtiter plate shortly.

13. Read the absorbance of the solution in the wells within 10 minutes, using a microplate reader set
to 450 nm (if available a reference wavelength between 620 nm and 650 nm is recommended).

7. Calculation of results
Adrenaline Noradrenaline Dopamine
Measuring range Urine 0.7 — 200 ng/ml 2.5-1,000 ng/ml 4.8 — 2,000 ng/ml
Plasma 18 — 6,667 pg/ml | 93 — 33,333 pg/ml | 75— 33,333 pg/mi

The standard curve, which can be used to determine the concentration of the unknown samples, is obtained by plotting
the absorbance readings (calculate the mean absorbance) of the standards (linear, y-axis) against the corresponding
standard concentrations (logarithmic, x-axis) using a concentration of 0.001 ng/ml for Standard A (this alignment is
mandatory because of the logarithmic presentation of the data). Use non-linear regression for curve fitting (e.g. 4-
parameter, marquardt).

AThis assay Iis a competitive assay. This means: the OD-values are decreasing with increasing concentrations of the
analyte. OD-values found below the standard curve correspond to high concentrations of the analyte in the sample and
have to be reported as being positive.

Urine samples and controls
The concentrations of the urine samples and the Controls can be read directly from the standard curve.
Calculate the 24 h excretion for each urine sample: pg/24h = ug/l x 1/24h

Plasma samples

The read Adrenaline and Noradrenaline concentrations of the plasma samples have to be divided by 30.
The read Dopamine concentrations of the plasma samples have to be divided by 60.

Conversion:

Adrenaline [ng/ml] x 5.46 = Adrenaline [nmol/I]

Noradrenaline [ng/ml] x 5.91 = Noradrenaline [nmol/l]

Dopamine [ng/ml] x 6.53 = Dopamine [nmol/l]
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7.1 Expected reference value
It is strongly recommended that each laboratory should determine its own reference values.
Adrenaline Noradrenaline Dopamine
24-hour urine < 20 pg/day < 90 ug/day < 600 pg/day
(110 nmol/day) (535 nmol/day) (3,900 nmol/day)
Plasma <100 pg/ml < 600 pg/ml <100 pg/ml
7.2 Typical standard curve
AExamples: Do not use for calculation!
Adrenaline Noradrenaline Dopamine
1.90 210
1,90
1.70 190
170
1.50 1.70 A
150 4
150
1301 130
1.30 4
1.10 4 1,10 q
o 140
O ooy 0.90 4 090
0.70 0.70 4 0.70
050 4 050 4 050 4
030 4 0.30 4 030
010 010 T T T 0.10
04 1 10 100 1000 1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
ng/ml ng/ml ng/ml
8. Control samples

It is recommended to use control samples according to national regulations. Use controls at both normal and
pathological levels. Commercially obtained control samples should be treated like unknown samples. Control samples
should fall within established confidence limits. The confidence limits of the kit controls are indicated on the QC-Report.

9. Assay characteristics
9.1

Performance data

Analytical Sensitivity
Adrenaline Noradrenaline Dopamine
o Urine [ng/ml] 0.8 1.5 2.2
Limit of Blank (LOB)
Plasma [pg/mi] 9.3 32 43
o ) Urine [ng/ml] 0.9 1.7 2.5
Limit of Detection (LOD)
Plasma [pg/mi] 10 36 49
o o Urine [ng/ml] 0.7 2.5 4.8
Limit of Quantification (LOQ)
Plasma [pg/mi] 18 93 75
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Analytical Specificity (Cross Reactivity)

Substance

Cross Reactivity [%]

Adrenaline Noradrenaline Dopamine
Derivatized Adrenaline 100 0.08 0.02
Derivatized Noradrenaline 0.13 100
Derivatized Dopamine < 0.01 0.03 100
Metanephrine 0.18 <0.01 <0.01
Normetanephrine < 0.01 0.16 0.01
3-Methoxytyramine <0.01 <0.01 0.49
3-Methoxy-4-hydroxyphenylglycol < 0.01 < 0.01 < 0.01
Tyramine < 0.01 < 0.01 0.18
Phenylalanine, Caffeinic acid, L-Dopa,
Homovanillic acid, Tyrosine, <0.01 <0.01 <0.01
3-Methoxy-4-hydroxymandelic acid
Precision
Intra-Assay Urine (n = 60) Intra-Assay Plasma (n = 60
Sample [F; Z?r?]ﬁ CV [%] Sample [F; Z?r?]ﬁ CV [%]
Adrenaline 1 6.2+1.1 17.4 | Adrenaline 1 64.7 £ 15.9 24.7
2 21.4+27 12.4 2 258 + 32.5 12.7
3 594+7.8 13.1 3 948 + 105 11.0
Noradrenaline 1 26.1+£3.6 13.8 |Noradrenaline 1 510 £ 65 12.8
2 97 +12.8 13.4 2 1,358 + 194 14.3
3 267 + 35 13.1 3 3,363 + 374 11.1
Dopamine 1 82 +16.1 19.7 | Dopamine 1 75122 29.8
2 253 +41.1 16.3 2 353 + 86 24.4
3 714 + 67 9.4 3 1,187 + 293 24.9
Inter-Assay Urine (n = 33) Inter-Assay Plasma (n =18
Sample E} Z?r?]ﬁ CV [%] Sample E) 2;}?\3 CV [%]
Adrenaline 1 5.2+0.9 17.9 |Adrenaline 1 76.4 +11.1 14.5
2 178+ 2.1 11.7 2 247 +27.5 11.1
3 54.2 + 6.6 12.1 3 771+ 101 13.1
Noradrenaline 1 19.5+£3.9 20.0 |Noradrenaline 1 445 £ 40.9 9.2
2 80.6 £ 10.6 13.2 2 1,232+ 134 10.9
3 226 + 39.5 17.4 3 3,283 + 302 9.2
Dopamine 1 79.3+18.8 23.7 | Dopamine 1 238 +67.0 28.2
2 222 +27.0 12.1 2 1,072 + 201 18.8
3 630 + 69.0 11.0 3 3,449 + 491 14.2
Lot-to-Lot
Sample Mean = SD [ng/ml] CV [%]
Urine 1 6.6 +0.9 13.7
Adrenaline (n = 5) 2 23.5+1.5 6.2
Sample Mean = SD [pg/ml] CV [%]
Plasma 1 202 + 26.7 11.8
Sample Mean = SD [ng/ml] CV [%]
Noradrenaline Urine 1 124 +13.2 10.7
(n=6) 2 29.3+3.7 12.6
Plasma Sample Mean = SD [pg/ml] CV [%]
1 1,071 £ 97.3 5.3
Sample Mean = SD [ng/ml] CV [%]
Dopamine (n =6) | Urine 1 189 + 14.7 7.8
2 678 + 39.3 5.8
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Recovery was determined according to the CLSI standard EP 34 1st ed.

Recovery
Urine Range [ng/ml] Mean [%] Range [%]
. 0.27 - 61 95 89 - 98
Adrenaline 5 S
Plasma Range [pg/mi] Mean [%] Range [%]
9.1 -4,268 105 88 — 117
Urine Range [ng/ml] Mean [%] Range [%]
. 1.8-249 96 70-118
Noradrenaline 5 S
Plasma Range [pg/ml] Mean [%] Range [%]
51— 14,251 87 75-107
Urine Range [ng/ml] Mean [%] Range [%]
. 9.2-762 112 106 — 117
Dopamine 5 S
Plasma Range [pg/ml] Mean [%] Range [%]
57.4 — 16,054 89 84 - 92
Linearity
erial dilution up to ean [% ange [%
Serial diluti t M [%] R [%]
Adrenaline Urine 1:512 108 92 -123
i
Plasma 1:512 105 94 - 115
Norad y Urine 1:512 112 100 — 127
radrenalin
oradrenain® I pjasma 1:512 112 102-125
Dobamine Urine 1:512 104 83 -126
P Plasma 1:512 106 85— 132

9.2 Metrological Traceability

The values assigned to the standards and controls of the 3-CAT ELISA are traceable to Sl Units by weighing with
quality-controlled analyte.

Standards and Controls

Uncertainty [%]
Adrenaline 3.5
Noradrenaline 4.1
Dopamine 2.5
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3-CAT ELISA
Concentration [ng/ml] Expanded Uncertainty [%] k = 2*
Urine 5.2 36.5
Adrenaline 17.8 24.4
54.2 25.2
Concentration [pg/mil] Expanded Uncertainty [%] k = 2*
Plasma 76.4 29.8
Concentration [ng/ml] Expanded Uncertainty [%] k = 2*
Urine 19.5 40.8
Noradrenaline 80.6 21.6
226 35.7
Concentration [pg/mil] Expanded Uncertainty [%] k = 2*
Plasma 445 20.1
Concentration [ng/ml] Expanded Uncertainty [%] k = 2*
Urine 79.3 47.7
Dopamine 222 24.7
630 22.6
Concentration [pg/ml] Expanded Uncertainty [%] k = 2*
Plasma 238 56.6

* This defines an interval about the measured result that will include the true value with a probability of 95%.
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Version Release Date = Chapter Change
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222 - Drugs + foods that affect concentrations of catecholamines
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9.1 - BA E-0040: Hazard labelling updated according to SDS
51962 - Lot-to-lot added; recovery urine updated
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Zugehorige Produkte:
— Adrenaline ELISA
— Noradrenaline ELISA
— Dopamine ELISA
— 3-CAT ELISA

1. Einleitung

11 Verwendungszweck und Testprinzip

Enzymimmunoassay zur quantitativen Bestimmung von Adrenalin (Epinephrin), Noradrenalin (Norepinephrin) und
Dopamin in Plasma und Urin.

Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin werden mittels eines cis-diolspezifischen Boronat-Affinitatsgels aus der Probe
extrahiert, danach acyliert und anschlielRend enzymatisch umgewandelt.

Der sich anschlieliende kompetitive ELISA basiert auf dem Mikrotiterplattenformat. Das Antigen ist an die feste Phase
der Mikrotiterplatte gebunden. Die acylierten Standards, Kontrollen und Proben und die an die Festphase gebundenen
Analyten konkurrieren um die vorhandenen Bindungsstellen der Antikorper. Nachdem das System im Gleichgewicht ist,
werden die freien Antigene und die freien Antigen-Antikdrperkomplexe durch Waschen entfernt. Der an die feste Phase
gebundene Antikérper wird mit einem Peroxidase-markierten anti-Kaninchen-Antikérper gebunden und mit TMB als
Substrat durch eine Farbreaktion nachgewiesen. Die Reaktion wird bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen.

Die Konzentrationen der unbekannten Proben werden mit Hilfe einer Standardkurve mit bekannten Konzentrationen
und Abgleich der gemessenen Absorptionen ermittelt. Die manuelle Abarbeitung des ELISAs wird empfohlen. Die
Verwendung von automatischen Laborgeraten liegt in der Verantwortung des Anwenders. Dieses In-Vitro-Diagnostikum
ist nur fiir den professionellen Gebrauch bestimmt.

1.2 Klinische Anwendung

Die Katecholamine Adrenalin (Epinephrin), Noradrenalin (Norepinephrin) und Dopamin sind Neurotransmitter des
sympathischen Nervensystems und bewirken zahlreiche physiologische Prozesse im Menschen. Der Sympathikus
versetzt den Korper in eine erhdhte Alarmbereitschaft. Folglich ist Gber die sekretierte Menge der Katecholamine und
deren Abbauprodukte im Menschen die Adaption des Kérpers an akuten und chronischen Stress bestimmbar.

In der Diagnostik und Verlaufsbeurteilung von Tumoren des sympathico-adrenalen Systems wie z. B. dem
Phaochromozytom, spielen die Katecholamine neben den Metanephrinen/Normetanephrinen eine entscheidende Rolle.
Wahrend fir die Diagnosestellung die quantitative Bestimmung der Urinausscheidung bevorzugt wird, ist bei klinischen
Funktionstesten sowie zur Lokalisation eines Tumors die Katecholaminbestimmung im Plasma sinnvoll. Werte oberhalb
der Normalbereiche kdnnen ein Hinweis auf neuroendokrine Tumore sein.

Des Weiteren werden in der Literatur noch zahlreiche Krankheitsbilder wie z. B. Hypertonie, degenerative Erkrankungen
des Herz-Kreislaufsystems, Schizophrenie und manische Depression mit erhéhten oder erniedrigten Sekretionslevel
der Katecholamine beschrieben.

Therapeutische Konsequenzen dirfen niemals allein auf Grund von Laborwerten herangezogen werden, auch wenn
diese Werte in Ubereinstimmung mit den Qualitatskriterien der Methode beurteilt werden. Jedes Laborergebnis tragt
immer nur zu einem Teil des klinischen Bildes bei.

Nur wenn die Laborergebnisse in akzeptabler Ubereinstimmung mit dem klinischen Gesamtbild stehen, diirfen daraus
therapeutische Konsequenzen abgeleitet werden.

2. Verfahrenshinweise, Richtlinien, Warnungen und Anwendungsgrenzen

2.1 Verfahrenshinweise, Richtlinien und Warnungen

(1) Dieses Kit ist nur fir den professionellen Gebrauch bestimmt. Fir eine erfolgreiche Anwendung dieses Kits
bendtigen die Anwender ein umfassendes Verstandnis dieses Protokolls. Einzig die im Kit enthaltene
Gebrauchsanweisung ist glltig und bei der Durchfiihrung des Assays zu verwenden. Fir eine zuverlassige
Leistung missen die mitgelieferten Anweisungen genau und sorgfaltig befolgt werden.

(2) Dieser Assay wurde fur die unter Verwendungszweck (siehe Kapitel 1) angegebene Probenart validiert. Jede
nicht zugelassene Anwendung dieses Kits obliegt der Verantwortung des Anwenders und entbindet den
Hersteller von jeglicher Haftung.

(3) Die Grundsatze der Guten Laborpraxis (GLP) sind zu befolgen.

(4) Geeignete personliche Schutzausristung (Kittel, Einweghandschuhe und Schutzbrille) ist zu tragen, um die
Exposition gegenuber potenziell gesundheitsgefahrdenden Stoffen zu reduzieren.

(5) Falls in Zusammenhang mit diesem Produkt schwerwiegende Vorfalle auftreten sollten, sollen diese dem
Hersteller und den zustandigen nationalen Behdrden gemeldet werden.

(6) Alle Reagenzien des Kits sowie die Proben sollten vor der Verwendung auf Raumtemperatur gebracht und
vorsichtig, aber grindlich gemischt werden. Verwenden Sie fur Verdlinnungs- oder Rekonstitutionszwecke
deionisiertes, destilliertes oder ultrareines Wasser. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen von Reagenzien und
Proben vermeiden.

(7) Die Mikrotiterplatte verfugt Uber einzeln herausnehmbare und abbrechbare Streifen. Ungenutzte Wells mlssen
bei 2 — 8 °C mit Trockenmittelbeutel im verschlossenen Folienbeutel gelagert und im mitgelieferten Rahmen
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verwendet werden. Die aus dem Rahmen entnommenen Mikrotiterstreifen miissen entsprechend gekennzeichnet
werden, um Verwechslungen zu vermeiden.

(8) Standards, Kontrollen und Proben sollten in Doppelbestimmung gemessen werden.

(9) Sobald der Test begonnen wurde, sollten alle Schritte ohne Unterbrechung ausgefiihrt werden. Es muss daftr
gesorgt werden, dass die erforderlichen Reagenzien, Materialien und Gerate zur vorgesehenen Zeit einsatzbereit
sind.

(10) Die Inkubationszeiten haben Einfluss auf die Ergebnisse. Alle Wells sollten in der gleichen Reihenfolge und
zeitlichen Abfolge behandelt werden.

(11) Zur Vermeidung einer Kontamination der Reagenzien ist bei jeder Abgabe eines Reagenzes, einer Probe, eines
Standards und einer Kontrolle eine neue Einwegpipettenspitze zu verwenden.

(12) Bei jeder Testanwendung muss eine Standardkurve erstellt werden.

(13) Bei jeder Testanwendung sollten Kontrollen mitgetestet werden, deren Werte innerhalb der bekannten
Vertrauensgrenzen liegen missen. Die gultigen Vertrauensgrenzen der Kitkontrollen konnen dem QC-Report
entnommen werden, der dem Kit beiliegt.

(14) Komponenten von Kits mit unterschiedlichen Chargenbezeichnungen nicht im selben Test verwenden.
Reagenzien nach dem auf dem Kitetikett angegebenen Verfalldatum nicht mehr benutzen.

(15) Fur Informationen zu den im Kit enthaltenen gesundheitsgefahrdenden Stoffen siehe das Sicherheitsdatenblatt
(SDS). Das Sicherheitsdatenblatt dieses Produkts ist direkt auf der Webseite des Herstellers abrufbar oder auf
Anfrage erhaltlich.

(16) Die Reagenzien des Kits sind als gesundheitsgefahrdende, potenziell infektiose Abfalle zu betrachten und geman
den nationalen Vorschriften zu entsorgen.

(17) Die in dieser Gebrauchsanweisung angegebenen erwarteten Referenzwerte dienen nur als Hinweis. Es wird
empfohlen, dass jedes Labor seine eigenen Referenzwertintervalle erstellt.

(18) Im Falle einer starken Beschadigung des Testkits oder der Komponenten muss der Hersteller in schriftlicher Form
spatestens eine Woche nach Erhalt des Kits informiert werden. Stark beschadigte Einzelkomponenten diirfen
nicht fir den Testlauf verwendet werden. Sie missen sachgerecht gelagert werden, bis der Hersteller
entscheidet, wie mit ihnen zu verfahren ist. Sollte entschieden werden, dass sie fur Messungen nicht mehr
geeignet sind, miussen sie entsprechend den nationalen Richtlinien entsorgt werden.

(19) Therapeutische MaRnahmen dirfen sich nicht allein auf die mit diesem Testkit erzielten Ergebnisse stitzen,
sondern missen mit anderen diagnostischen Tests und klinischen Beobachtungen abgewogen werden.

2.2 Grenzen des Tests
Jede unsachgemafle Behandlung der Proben oder Modifikationen dieses Tests kdnnen die Ergebnisse beeinflussen.
2.2.1 Interferenzen und sachgeméaer Umgang mit Proben

Plasma

Proben, die Prazipitate oder Fibrinfaden enthalten oder die hamolytisch oder lipAmisch sind, kbnnen zu ungenauen
Ergebnissen fuhren. Hamolytische Proben (bis zu 4 mg/ml Hdmoglobin), ikterische Proben (bis zu 50 mg/dl Bilirubin)
und lipdmische Proben (bis zu 800 mg/dl Triglyceride) haben keinen Einfluss auf die Assayergebnisse.

Sollten die Konzentrationen nicht abzuschatzen sein und Zweifel bestehen, ob die oben genannten Grenzwerte fir
hamolytische, ikterische oder lipdmische Proben eingehalten werden, sollten die Proben nicht im Assay eingesetzt
werden.

Sammelurin

Probensammlung beachten! Ist der Sauregehalt des 24-Stunden Sammelurins zu hoch, fuhrt dies zu falschen
Ergebnissen der Urinproben.

2.2.2 Beeinflussung durch Medikamente und Nahrungsmittel

Medikamente wie blutdrucksenkende Mittel, Antidepressiva, Sympathomimetika, Antipsychotika und L-DOPA kénnen
die Konzentrationen der Katecholamine beeinflussen. Ein Absetzen der Medikamente vor der Sammelperiode muss mit
dem behandelnden Arzt besprochen werden.

Auch koffeinhaltige Getranke, Alkohol, Nikotin, stimmungsaufhellende Drogen und katecholaminreiche Nahrung (wie z.
B. Bananen, Kase, Nisse, Schokolade, Tomaten oder Bohnen) kénnen die Konzentrationen der Katecholamine
beeinflussen und sollten ab 3 Tage vor und wahrend der Sammelperiode (Urin) vermieden werden. Zudem sollte darauf
geachtet werden, Stress und kdrperliche Belastung kurz vor und wahrend der Sammelperiode zu vermeiden.

2.2.3 High-Dose-Hook Effekt
Ein Hook-Effekt tritt in diesem Test nicht auf.
3. Lagerung und Haltbarkeit

Das Kit muss bei 2 — 8 °C bis zum Verfalldatum gelagert werden. Das Kit und die Reagenzien diirfen nach Uberschreiten
des Verfalldatums nicht mehr verwendet werden. Einmal geéffnet sind die Reagenzien 2 Monate stabil, wenn sie bei
2 — 8 °C gelagert werden. Der einmal getffnete Folienbeutel der ELISA-Platte sollte stets mit Trockenmittelbeutel sehr
sorgfaltig wieder verschlossen werden.
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4. Materialien

4.1 Reagenzien im Kit

BA D-0090

Inhalt:
Anzahl:
BA E-0030

Inhalt:
Volumen:
BA E-0040

Inhalt:
Volumen:

Beschreibung

éefahren-

piktogramme:

Signalwort:
Gefahrliche

Inhaltsstoffe:

Gefahren-
hinweise:
Sicherheits-
hinweise:

BA E-0055
Inhalt:

Volumen:
BA E-0080
Inhalt:
Volumen:
BA E-0131
Inhalt:

BA E-0231
Inhalt:

BA E-0331
Inhalt:

FOILS Selbstklebende Folie — gebrauchsfertig
Klebefolien in einem wiederverschlieRbaren Beutel
3 x4 Folien

WASH-CONC Waschpufferkonzentrat — 50x konzentriert
50X

Puffer mit einem nicht-ionischen Detergenz und physiologischem pH
3 x 20 ml/Flaschchen, Deckel lila

Enzymkonjugat — gebrauchsfertig

Ziege anti-Kaninchen Immunoglobuline, konjugiert mit Peroxidase

3 x 12 ml/Flaschchen, Deckel rot

Spezies ist Ziege

&

GHSO07
Achtung
2-Methyl-2H-isothiazol-3-on

H317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

P280 Schutzhandschuhe tragen.

P302+P352 BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT: Mit viel Wasser waschen.
P333+P313 Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

P501 Inhalt/Behélter autorisierter Abfallsammelstelle zufuhren.
SUBSTRATE Substrat — gebrauchsfertig

Chromogenes Substrat mit 3,3',5,5°-Tetramethylbenzidin, Substratpuffer und
Wasserstoffperoxid

3 x 12 ml/Flaschchen, Deckel schwarz

STOP-SOLN Stoppldésung — gebrauchsfertig

0,25 M Schwefelsaure

3 x 12 ml/Flaschchen, Deckel grau

ILL IMN| Adrenalin Mikrotiterstreifen — gebrauchsfertig

1 x 96 Wells (12x8) Antigen vorbeschichtete Mikrotiterstreifen mit
Trockenmittelbeutel in einem blauen wiederverschlieRbaren Beutel

ILL INMN|  Noradrenalin Mikrotiterstreifen — gebrauchsfertig

1 x 96 Wells (12x8) Antigen vorbeschichtete Mikrotiterstreifen mit
Trockenmittelbeutel in einem gelben wiederverschlielbaren Beutel

L Dopamin Mikrotiterstreifen — gebrauchsfertig

1 x 96 Wells (12x8) Antigen vorbeschichtete Mikrotiterstreifen mit
Trockenmittelbeutel in einem griinen wiederverschlielbaren Beutel
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BA E-6110
Inhalt:

Volumen:
Beschreibung

BA E-6210
Inhalt:

Volumen:
Beschreibung

BA E-6310
Inhalt:

Volumen:
Beschreibung

BA E-6612
Inhalt:
Volumen:
BA R-0050
Inhalt:
Volumen:
BA R-6611
Inhalt:
Volumen:
BA R-6613
Inhalt:
Volumen:
Gefahren-
piktogramme:

Signalwort:
Gefahren-
hinweise:
Sicherheits-
hinweise:

BA R-6614
Inhalt:
Volumen:
BA R-6615
Inhalt:
Volumen:

Beschreibung:

BA R-6617
Inhalt:
Volumen:
BA R-6618

Inhalt:

Adrenalin Antiserum — gebrauchsfertig

Kaninchen anti-Adrenalin Antikorper im Proteinpuffer mit quecksilberfreiem
Konservierungsmittel, blau gefarbt

1 x 6 ml/Flaschchen, Deckel blau

Spezies vom Antikorper ist Kaninchen, Spezies vom Protein im Puffer ist Rind

NAD-AS Noradrenalin Antiserum — gebrauchsfertig

Kaninchen anti-Noradrenalin Antikorper im Proteinpuffer mit quecksilberfreiem
Konservierungsmittel, gelb gefarbt

1 x 6 ml/Flaschchen, Deckel gelb

Spezies vom Antikorper ist Kaninchen, Spezies vom Protein im Puffer ist Rind

Dopamin Antiserum — gebrauchsfertig

Kaninchen anti-Dopamin Antikdrper im Proteinpuffer mit quecksilberfreiem
Konservierungsmittel, griin gefarbt

1 x 6 ml/Flaschchen, Deckel grin

Spezies vom Antikorper ist Kaninchen, Spezies vom Protein im Puffer ist Rind

Acylierungsreagenz — gebrauchsfertig
Acylierungsreagenz in DMSO

1 x 3 ml/Fldschchen, Deckel weil

Adjustment Buffer — gebrauchsfertig
TRIS-Puffer zur pH-Wert-Einstellung

2 x 4 ml/Flaschchen, Deckel griin

Acylierungspuffer — gebrauchsfertig
Leicht basischer Puffer zur Acylierung mit quecksilberfreien Stabilisatoren
1 x 20 ml/Flaschchen, Deckel weil}

Assaypuffer — gebrauchsfertig

1 M Salzsaure mit quecksilberfreien Stabilisatoren

1 x 6 ml/Flaschchen, Deckel grau

GHS05
Gefahr
H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden.

P280 Schutzhandschuhe, Schutzkleidung, Augenschutz tragen.
P303+P361+P353 BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT (oder dem Haar): Alle
kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Haut mit Wasser abwaschen.
P305+P351+P338 BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser spulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach
Méglichkeit entfernen. Weiter spulen.

P310 Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM, Arzt anrufen.

P501 Inhalt/Behalter autorisierter Abfallsammelstelle zufihren.
COENZYME Coenzym — gebrauchsfertig
S-adenosyl-L-methionine

1 x 4 ml/Flaschchen, Deckel lila

ENZYME Enzym - lyophilisiert

Catechol-O-Methyltransferase

6 Flaschchen, Deckel rosa

Catechol-O-Methyltransferase aus Schweineleber

[EXTRACT-BUFF| Extraktionspuffer — gebrauchsfertig
Carbonatpuffer

1 x 6 ml/Flaschchen, Deckel braun

EXTRACT-PLATE| Extraktionsplatte — gebrauchsfertig

48

2 x 48-Well-Platte, beschichtet mit Boronat-Affinitatsgel in einem
wiederverschlieBbaren Beutel
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BA R-6619 HCL Hydrochloric Acid — gebrauchsfertig
Inhalt: 0,025 M Salzsaure, gelb gefarbt
Volumen: 1 x 20 ml/Flaschchen, Deckel griin

4.2 Kalibratoren und Kontrollen

Standards und Kontrollen — gebrauchsfertig

Konzentration [ng/ml] Konzentration [nmol/l]  Volumen/
Artikelnr. Komponente g?g:el' Flasch-
IADR| [NAD| [DOP| |ADR [NAD| IDOP| chen
BA E-6601 A weifd 0 0 0 0 0 0 4 ml
BA E-6602 gelb 1 5 10 5,5 30 65 4 ml
BA E-6603 orange 4 20 40 22 118 261 4 ml
BA E-6604 D) blau 15 75 150 82 443 980 4 ml
BA E-6605 E grau 50 250 500 273 1478  3.265 4 ml
BA E-6606 IF| schwarz 200 1.000 2000 1.092 5910  13.060 4 mi
BAE-6609 |STANDARD||A/B| lila - - 45 - - 29 4ml
BA E-6651 i griin Die zu erwartenden Konzentrationen und 4 ml
BA E-6652 @ ot ;/r?gterzléﬁr;t.)erelche sind auf dem QC-Report 4 ml
Umrechnung: Adrenalin [ng/ml] x 5,46 = Adrenalin [nmol/I]
Noradrenalin [ng/ml] x 5,91 = Noradrenalin [nmol/l]
Dopamin [ng/ml] x 6,53 = Dopamin [nmol/l]
Inhalt: Saurer Puffer mit quecksilberfreien Stabilisatoren, aufgestockt mit definierten Mengen Adrenalin,

Noradrenalin und Dopamin

A * Zur Bestimmung des Dopamins im Plasma muss der zusétzliche Standard A/B verwendet werden!
4.3 Nicht im Kit enthaltene, aber zur Durchfiihrung erforderliche Materialien

— Wasser (deionisiert, destilliert oder ultra-pur)
— saugfahige Unterlage

4.4 Nicht im Kit enthaltene, aber zur Durchfiihrung erforderliche Gerite

— Kalibrierte Prazisionspipetten zum Pipettieren von 10 — 700 pl; 1 ml

— Waschvorrichtung fir Mikrotiterplatten (manuell, halbautomatisch oder automatisch)

— Photometer mit 450 nm und, wenn maglich, 620 — 650 nm Filter zur Auswertung von Mikrotiterplatten
— Mikrotiterplattenschittler (Schittelamplitude 3 mm; ungefahr 600 rpm)

— Vortex-Mischer

5. Probensammlung, -behandlung und -lagerung

Plasma

Das durch Venenpunktion entnommene Vollblut in einem fir EDTA-Plasma vorgesehenen Blutentnahmerdhrchen
sammeln und das EDTA-Plasma direkt durch Zentrifugation (nach Angaben des Herstellers) von den (brigen
Blutbestandteilen trennen.

Lagerung: bis zu 6 Stunden bei 2 — 8 °C; fur lAngere Zeit (bis zu 6 Monate) bei -20 °C

Wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben sollte vermieden werden.

Im Falle von hdmolytischen, ikterischen oder lipdmischen Proben siehe 2.2.1.

Urin

Es kann Spontanurin oder 24-Stunden Sammelurin verwendet werden (im Sammelbehalter werden zur Stabilisierung
des Sammelurins 10 — 15 ml 6 M HCI vorgelegt). Wird 24 Stunden-Sammelurin verwendet, ist es notwendig, das
Volumen zu notieren.

Lagerung: bis zu 48 Stunden bei 2 — 8 °C, bis zu 24 Stunden bei Raumtemperatur und fur I&ngere Zeit (bis zu 6 Monate)
bei -20 °C.

Wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben, sowie direktes Sonnenlicht sind zu vermeiden.

6. Testdurchfiihrung

Vor dem Gebrauch muissen alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht und vorsichtig durchmischt werden.
Extraktions- und Mikrotiterplatten mussen beschriftet werden (die aus dem Rahmen entnommenen Mikrotiterstreifen
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mussen entsprechend gekennzeichnet werden, um Verwechslungen zu vermeiden). Die Durchfiihrung von
Doppelbestimmungen wird empfohlen.

Die Bindung des Antikdrpers, Enzymkonjugats und die Aktivitat des Enzyms sind temperaturabhangig. Je hdher die
Temperatur ist, desto grofer werden die Absorptionswerte. Entsprechende Abweichungen ergeben sich ebenfalls durch
die Inkubationszeiten. Die optimale Temperatur wahrend des Enzymimmunoassays liegt zwischen 20 — 25 °C.

ADer verwendete Mikrotiterplattenschiittler muss folgende Spezifikationen haben: Schiittelamplitude 3 mm; ungeféhr
600 rom. Schiitteln mit abweichenden Einstellungen kann die Ergebnisse beeinflussen.

6.1 Vorbereitung der Reagenzien und weitere Hinweise

Waschpuffer

20 ml WASH-CONC] 50X mit Wasser auf ein Endvolumen von 1000 ml verdiinnen.

Lagerung: 2 Monate bei 2 - 8 °C

Enzymlésung

Den Inhalt des Flaschchens ENZYME| in 1 ml Wasser (deionisiert, destilliert oder ultra-pur) auflésen und gut mischen.
Anschlielend 0,3 ml COENZYME| und 0,7 ml ADJUST-BUFF| dazu pipettieren (Endvolumen 2,0 ml).

ADie Enzymlbsung darf erst 10 — 15 Minuten vor Gebrauch angesetzt werden! Nach Gebrauch verwerfen!
Adrenalin Mikrotiterstreifen, Noradrenalin Mikrotiterstreifen und Dopamin Mikrotiterstreifen
Vereinzelt kénnen Rickstande der Blockier- und Stabilisierldsung in den Wells zu sehen sein (kleine weil’e Punkte oder
Linien). Diese stellen keine Beeintrachtigung der Qualitat des Produktes dar.
Acylierungsreagenz
Das (BA E-6612) hat einen Gefrierpunkt von 18,5 °C. Um sicherzustellen, dass es bei Gebrauch fliissig
ist, muss es vor Verwendung auf Raumtemperatur gebracht werden und danach eine homogene, kristallfreie Lésung
bilden.

6.2 Probenvorbereitung, Extraktion und Acylierung

A * Zur Bestimmung des Dopamins im Plasma muss der zusétzliche Standard A/B verwendet werden!
1. Jeweils 10 pl Standards, Kontrollen, Urinproben und 300 pl Plasmaproben in die
entsprechenden Wells der EXTRACT-PLATE] /48| pipettieren.

2. 250 upl Wasser (deionisiert, destilliert oder ultra-pur) in alle Wells der Standards, Kontrollen und
Urinproben pipettieren.

3. 50 ul ASSAY-BUFF|in alle Wells pipettieren.
4, 50 ul EXTRACT-BUFFI in alle Wells pipettieren.

5. |[EXTRACT-PLATE mit [FOILS| abdecken und fur 30 Min bei RT (20 — 25 °C) auf einem Schiittler
(ca. 600 rpm) schutteln.

6. entfernen. Die EXTRACT-PLATE]|48| ausleeren und Restfliissigkeit durch Ausklopfen auf
einer saugfahigen Unterlage entfernen.

7. 1 ml Waschpuffer in alle Wells pipettieren. 5 Min bei RT (20 — 25 °C) auf einem Schiittler
(ca. 600 rpm) inkubieren. Platte ausleeren und Restflissigkeit durch Ausklopfen auf einer
saugfahigen Unterlage entfernen.

8. Ein weiteres Mal 1 ml Waschpuffer in alle Wells pipettieren. 5 Min bei RT (20 — 25 °C) auf einem
Schittler (ca. 600 rpm) inkubieren. Platte ausleeren und Restflissigkeit durch Ausklopfen auf einer
saugfahigen Unterlage entfernen.

9. 150l in alle Wells pipettieren.
10. 25 pl in alle Wells pipettieren.
11. 15 Min bei RT (20 — 25 °C) auf einem Schiittler (ca. 600 rpm) inkubieren.
12. Platte ausleeren und Restflissigkeit durch Ausklopfen auf einer saugfahigen Unterlage entfernen.
13. 1 ml Waschpuffer in alle Wells pipettieren. 10 Min bei RT (20 — 25 °C) auf einem Schiittler
(ca. 600 rpm) inkubieren. Platte ausleeren und Restflissigkeit durch Ausklopfen auf einer
saugfahigen Unterlage entfernen.
14. 175 ul m in alle Wells pipettieren.
15. [EXTRACT-PLATE| /48 mit abdecken und fiir 10 Min bei RT (20 — 25 °C) auf einem Schiittler
(ca. 600 rpm) schitteln.
/N\ Uberstand anschlieBend nicht verwerfen bzw. Platte nicht ausleeren!
Von den Extrakten werden fir den nachfolgenden ELISA folgende Volumina benétigt:
| Adrenalin 100pl |  [Noradrenalin 20 ul |

| Dopamin (Standards + Urin) 25 ul |  [Dopamin (Plasma) 50 ul |
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Adrenaline ELISA

3
1

2.
3.
4
5
6

® N

10.

1.
12.

25 pyl Enzymlésung (siehe 6.1) in die entsprechenden Wells der @I [Aﬂ[ I@| pipettieren.

Jeweils 100 pl der extrahierten Standards, Kontrollen und Proben in die Wells pipettieren.

Fir 30 Min bei RT (20 — 25 °C) auf einem Schiittler (ca. 600 rpm) inkubieren.

50 pl in alle Wells pipettieren und Platte mit abdecken.

2 Stunden bei RT (20 — 25 °C) auf einem Schiittler (ca. 600 rpm) inkubieren.

entfernen und den Inhalt der Wells ausleeren oder absaugen. Die Wells 3-mal griindlich mit
300 ul Waschpuffer waschen, ausleeren und die Restflissigkeit jedes Mal durch Ausklopfen auf
einer saugfahigen Unterlage entfernen.

100 pl in alle Wells pipettieren.

Fir 30 Min bei RT (20 — 25 °C) auf einem Schiittler (ca. 600 rpm) inkubieren.

Den Inhalt der Wells ausleeren oder absaugen. Die Wells 3-mal griindlich mit 300 pl Waschpuffer
waschen, ausleeren und die Restflissigkeit jedes Mal durch Ausklopfen auf einer saugfahigen
Unterlage entfernen.

100 ul [SUBSTRATE in alle Wells pipettieren und fiir 25 5 Min bei RT (20 — 25 °C) auf einem

Schiittler (ca. 600 rpm) inkubieren. A Direktes Sonnenlicht vermeiden!

100 pl STOP-SOLN|in alle Wells pipettieren und die Miktrotiterplatte kurz schitteln.
Absorption mit einem Mikrotiterplatten-Reader bei 450 nm innerhalb von 10 Min messen (falls
vorhanden, wird eine Referenzwellenlange zwischen 620 und 650 nm empfohlen).

6.4 Noradrenaline ELISA

1.

oo A®N

© N

10.

1.
12.

25 pl Enzymldsung (siehe 6.1) in die entsprechenden Wells der [LLI|NAD|NMN| pipettieren.
Jeweils 20 pl der extrahierten Standards, Kontrollen und Proben in die Wells pipettieren.

Fir 30 Min bei RT (20 — 25 °C) auf einem Schiittler (ca. 600 rpm) inkubieren.

50 pl in alle Wells pipettieren und Platte mit abdecken.

2 Stunden bei RT (20 — 25 °C) auf einem Schiittler (ca. 600 rpm) inkubieren.

entfernen und den Inhalt der Wells ausleeren oder absaugen. Die Wells 3-mal griindlich mit
300 pl Waschpuffer waschen, ausleeren und die Restflissigkeit jedes Mal durch Ausklopfen auf
einer saugfahigen Unterlage entfernen.

100 pl in alle Wells pipettieren.

Fur 30 Min bei RT (20 — 25 °C) auf einem Schiittler (ca. 600 rpm) inkubieren.

Den Inhalt der Wells ausleeren oder absaugen. Die Wells 3-mal grindlich mit 300 yl Waschpuffer
waschen, ausleeren und die Restflissigkeit jedes Mal durch Ausklopfen auf einer saugfahigen
Unterlage entfernen.

100 pl in alle Wells pipettieren und fiir 25 £ 5 Min bei RT (20 — 25 °C) auf einem

Schiittler (ca. 600 rpm) inkubieren. A\ Direktes Sonnenlicht vermeiden!

100 pl STOP-SOLN| in alle Wells pipettieren und die Miktrotiterplatte kurz schiitteln.
Absorption mit einem Mikrotiterplatten-Reader bei 450 nm innerhalb von 10 Min messen (falls
vorhanden, wird eine Referenzwellenlange zwischen 620 und 650 nm empfohlen).
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6.5 Dopamine ELISA

1. 25 pl Enzymlésung (siehe 6.1) in die entsprechenden Wells der @ IDOP,| pipettieren.

2. Jeweils 25 pl der extrahierten Standards, Kontrollen und Urinproben und 50 pl der

extrahierten Plasmaproben in die Wells pipettieren.

25 pl zu den extrahierten Standards, Kontrollen und Urinproben hinzugeben.

Fir 30 Min bei RT (20 — 25 °C) auf einem Schiittler (ca. 600 rpm) inkubieren.

50 pl in alle Wells pipettieren und Platte mit abdecken.

2 Stunden bei RT (20 — 25 °C) auf einem Schiittler (ca. 600 rpm) inkubieren.

entfernen und den Inhalt der Wells ausleeren oder absaugen. Die Wells 3-mal griindlich

mit 300 pl Waschpuffer waschen, ausleeren und die Restfliissigkeit jedes Mal durch

Ausklopfen auf einer saugfahigen Unterlage entfernen.

100 pl in alle Wells pipettieren.

8. Fur 30 Min bei RT (20 — 25 °C) auf einem Schiittler (ca. 600 rpm) inkubieren.

9. Den Inhalt der Wells ausleeren oder absaugen. Die Wells 3-mal griindlich mit 300 pl
Waschpuffer waschen, ausleeren und die Restfliissigkeit jedes Mal durch Ausklopfen auf
einer saugfahigen Unterlage entfernen.

10. 100 ul SUBSTRATE] in alle Wells pipettieren und fiir 25 5 Min bei RT (20 — 25 °C) auf einem

Schiittler (ca. 600 rpm) inkubieren. A Direktes Sonnenlicht vermeiden!

11. 100 pl STOP-SOLN| in alle Wells pipettieren und die Miktrotiterplatte kurz schiitteln.

12. Absorption mit einem Mikrotiterplatten-Reader bei 450 nm innerhalb von 10 Min messen (falls
vorhanden, wird eine Referenzwellenlange zwischen 620 und 650 nm empfohlen).

o0 AW

N

7. Berechnung der Ergebnisse
Adrenalin Noradrenalin Dopamin
Messbereich Urin 0,7 — 200 ng/ml 2,5-1.000 ng/ml 4,8 — 2.000 ng/mi
Plasma 18 — 6.667 pg/ml 93 — 33.333 pg/ml 75— 33.333 pg/ml

Die Standardkurve, mit deren Hilfe die Konzentration der unbekannten Proben ermittelt werden kann, wird durch
Auftragen der gemessenen Standardabsorptionen (Berechnung der mittleren Absorption, linearer Mal3stab auf der y-
Achse) gegen die entsprechenden Standardkonzentrationen (logarithmischer Malistab auf der x-Achse) mit einer
Konzentration von 0,001 ng/ml fiir Standard A (diese Ausrichtung ist aufgrund der logarithmischen Darstellung der
Daten erforderlich) erstellt. Fir die Auswertung wird eine nicht-lineare Regression (z. B.: 4-parameter, marquardt)
verwendet.

ADieser Assay ist ein kompetitiver Assay. Das bedeutet, dass die OD-Werte mit zunehmender Konzentration des
Analyten sinken. OD-Signale, die unterhalb der Standardkurve liegen, entsprechen einer sehr hohen Konzentration des
Analyten in der gemessenen Probe und mussen als positiv gewertet werden.

Urinproben und Kontrollen

Die Konzentrationen der Urinproben und Kontrollen kénnen direkt von der Standardkurve abgelesen werden.
Berechnung der 24-Stunden Urinproben: pg/24h = ug/l x 1/24h

Plasmaproben

Die aus der Kurve abgelesenen Adrenalin- und Noradrenalinkonzentrationen missen durch
30 dividiert werden.

Die aus der Kurve abgelesenen Dopaminkonzentrationen missen durch 60 dividiert werden.
Umrechnung:

Adrenalin [ng/ml] x 5,46 = Adrenalin [nmol/I]

Noradrenalin [ng/ml] x 5,91 = Noradrenalin [nmol/l]

Dopamin [ng/ml] x 6,53 = Dopamin [nmol/l]

7.1 Erwartete Referenzbereiche
Es wird empfohlen, dass jedes Labor seine eigenen Referenzwerte ermittelt.

Adrenalin Noradrenalin Dopamin
Sammelurin < 20 ug/Tag <90 ug/Tag <600 pg/Tag
(110 nmol/Tag) (535 nmol/Tag) (3.900 nmol/Tag)
Plasma < 100 pg/ml < 600 pg/ml <100 pg/ml

7.2 Typische Standardkurve

ABeispie/e: Bitte nicht fiir die Auswertung verwenden!
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Adrenalin Noradrenalin Dopamin
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8. Kontrollproben

Es wird empfohlen, Kontrollproben gemafR den nationalen Vorschriften zu verwenden. Verwenden Sie Kontrollen im
normalen und pathologischen Bereich. Kommerzielle Kontrollproben missen dabei wie die unbekannten Proben
behandelt werden. Kontrollproben sollten innerhalb der festgelegten Vertrauensbereiche liegen. Die
Vertrauensbereiche der Kitkontrollen sind im QC-Report angegeben.

9. Assaycharakteristika

9.1 Leistungsdaten

Analytische Sensitivitat
Adrenalin Noradrenalin Dopamin
. Urin [ng/ml] 0,8 1,5 2,2

Limit of Blank (LOB)

Plasma [pg/mi] 9,3 32 43

o . Urin [ng/ml] 0,9 1,7 2,5

Limit of Detection (LOD)

Plasma [pg/ml] 10 36 49

Urin [ng/ml 0,7 2,5 4.8
Limit of Quantification (LOQ) (ng/ml]

Plasma [pg/ml] 18 93 75
Analytische Spezifitat (Kreuzreaktionen)

Kreuzreaktion [%]

Substanz Adrenalin Noradrenalin Dopamin
Derivatisiertes Adrenalin 100 0,08 0,02
Derivatisiertes Noradrenalin 0,13 100 6,4
Derivatisiertes Dopamin < 0,01 0,03 100
Metanephrin 0,18 < 0,01 <0,01
Normetanephrin <0,01 0,16 0,01
3-Methoxytyramin < 0,01 < 0,01 0,49
3-Methoxy-4-hydroxyphenylglycol < 0,01 < 0,01 <0,01
Tyramin < 0,01 < 0,01 0,18
Phenylalanin, Coffeinsdure, L-Dopa,
Homovanillinsaure, Tyrosin, < 0,01 < 0,01 <0,01
3-Methoxy-4-hydroxymandelsaure
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Prazision
Intra-Assay Urin (n = 60) Intra-Assay Plasma (n = 60)
Probe ?r?;rﬁ? CV [%] Probe E[ssé/erﬁ;‘ CV [%]
Adrenalin 1 6,2+1,1 17,4 | Adrenalin 1 64,7 £ 15,9 24,7
2 21,4+27 12,4 2 258 + 32,5 12,7
3 594+7,8 13,1 3 948 + 105 11,0
Noradrenalin 1 26,1+ 3,6 13,8 |Noradrenalin 1 510 £ 65 12,8
2 97 +12,8 13,4 2 1.358 + 194 14,3
3 267 = 35 13,1 3 3.363 £ 374 11,1
Dopamin 1 82 +16,1 19,7 |Dopamin 1 75122 29,8
2 253 + 41,1 16,3 2 353 + 86 24.4
3 714 + 67 9,4 3 1.187 + 293 249
Inter-Assay Urin (n = 33) Inter-Assay Plasma (n = 18)
Probe '?:;r'r‘fl;‘ CV [%] Probe ?;g;/erlr(l:lT CV [%]
Adrenalin 1 52+0,9 17,9 | Adrenalin 1 76,4 + 11,1 14,5
2 17,8+ 2,1 11,7 2 247 + 27,5 11,1
3 54,2 + 6,6 12,1 3 771 £ 101 13,1
Noradrenalin 1 19,5+ 3,9 20,0 |Noradrenalin 1 445 + 40,9 9,2
2 80,6 £ 10,6 13,2 2 1.232 £ 134 10,9
3 226 + 39,5 17,4 3 3.283 £ 302 9,2
Dopamin 1 79,3+ 18,8 23,7 |Dopamin 1 238 £ 67,0 28,2
2 222 +27,0 12,1 2 1.072 £ 201 18,8
3 630 + 69,0 11,0 3 3.449 £ 491 14,2
Lot-zu-Lot
Probe Mittelwert £ SD [ng/ml] CV [%]
Urin 1 6,6 +0,9 13,7
Adrenalin (n = 5) 2 23,5+15 6,2
Plasma Probe Mittelwert £ SD [pg/ml] CV [%]
1 202 + 26,7 11,8
Probe Mittelwert £ SD [ng/ml] CV [%]
_ Urin 1 124 + 13,2 10,7
i 2 203+37 12,6
Probe Mittelwert £ SD [pg/ml] CV [%]
Plasma
1 1.071+97,3 5,3
Probe Mittelwert £ SD [ng/ml] CV [%]
Dopamin (n = 6) Urin 1 189 £ 14,7 7,8
2 678 + 39,3 5,8
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Die Wiederfindung wurde bestimmt nach dem CLSI Standard EP 34 1st ed.

Wiederfindung
i Bereich [ng/ml] Mittelwert [%] Bereich [%]
Urin
Adrenalin 0,27 — 61 95 89 -98
Plasma Bereich [pg/ml] Mittelwert [%] Bereich [%]
9,1-4.268 105 88 - 117
Urin Bereich [ng/ml] Mittelwert [%] Bereich [%]
) 1,8 -249 96 70-118
Noradrenalin Bereich [pg/ml Mittelwert [% Bereich [%
Plasma ereich [pg/ml] elwert [%] ereich [%]
51 —-14.251 87 75-107
Uri Bereich [ng/ml] Mittelwert [%] Bereich [%]
_ rin 9.2 - 762 112 106 — 117
Dopamin - - -
Pl Bereich [pg/ml] Mittelwert [%] Bereich [%]
asma 57,4 — 16.054 89 84— 92
Linearitat
Serielle Verd. bis Mittelwert [%)] Bereich [%]
Ad i Urin 1:512 108 92 - 123
renalin
! Plasma 1:512 105 94— 115
Norad i Urin 1:512 112 100 - 127
oradrenalin
! Plasma 1:512 112 102125
b . Urin 1:512 104 83-126
opamin
pam! Plasma 15512 106 85— 132

9.2 Metrologische Riickfiihrbarkeit

Die den Standards und Kontrollen des 3-CAT ELISA zugewiesenen Werte sind durch Wagung mit qualitatskontrollierten

Analyten auf SI-Einheiten riickfiihrbar.

Standards und Kontrollen

Unsicherheit [%)]
Adrenalin 3,5
Noradrenalin 4.1
Dopamin 2,5
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3-CAT ELISA

Konzentration [ng/mil] Erweiterte Unsicherheit [%] k = 2*

] 5,2 36,5

_ Urin 17,8 24,4

Adrenalin 54.2 252
Plasma Konzentration [pg/mi] Erweiterte Unsicherheit [%] k = 2*

76,4 29,8
Konzentration [ng/mil] Erweiterte Unsicherheit [%] k = 2*

. 19,5 40,8

_ Urin 80,6 27,6

Noradrenalin 226 35.7
Plasma Konzentration [pg/mi] Erweiterte Unsicherheit [%] k = 2*

445 20,1
Konzentration [ng/mil] Erweiterte Unsicherheit [%] k = 2*

] 79,3 47,7

_ Urin 222 24,7

Dopamin 630 22,6
Plasma Konzentration [pg/mil] Erweiterte Unsicherheit [%] k = 2*

238 56,6

* Das Intervall der maximalen erweiterten Unsicherheit ist der Bereich, in dem der wahre Messwert mit einer
Wahrscheinlichkeit von 95% um den gemessenen Wert liegt.
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2. Bada, A.A., et al., Peripheral vasodilatation determines cardiac output in exercising humans: insight from atrial

pacing. J Physiol, 2012. 590(8): p. 2051-60.

3. Parks, C.G., et al., Employment and work schedule are related to telomere length in women. Occup Environ

Med, 2011. 68(8): p. 582-9.

4. Eisenhofer, G., C. Pamporaki, and J.W.M. Lenders, Biochemical Assessment of Pheochromocytoma and
Paraganglioma. Endocr Rev, 2023. 44(5): p. 862-909.

Aktuelle Literatur oder weitere Informationen zum Test werden lhnen auf Anfrage von Ihrem Anbieter gerne zur

Verflgung gestellt.
11. __Anderungen

Version Freigabedatum
19.0 2023-11-28
20.0 2025-05-20

Kapitel Anderung
- Gefahrenkennzeichnung gemaf SDS aktualisisert

4.1
21

222

41
9.1
9.2
10

- Aktualisiert

- Medikamente und Nahrungsmittel erganzt, die
Konzentrationen der Katecholamine beeinflussen
- BA E-0040: Gefahrenkennzeichnung gemal SDS

aktualisiert

- Lot-to-Lot hinzugefligt; Wiederfindung Urin aktualisiert
- Metrologische Ruckfiuhrbarkeit hinzugefligt

- Aktualisiert
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SYMBOLS USED WITH DEMEDITEC ASSAYS

Symbol

English

Deutsch

Frangaise

Espanol

Italiano

C€

European Conformity

CE-Konformitats-
kennzeichnung

Conforme aux normes
européennes

Conformidad europea

Conformita europea

Consult instructions for
use

Gebrauchsanweisung
beachten

Consulter les
instructions d’utilisation

Consulte las
Instrucciones

Consultare le istruzioni
per l'uso

Storage Temperature

Lagerungstemperatur

conservation

conservacion

conservazione

Expiration Date

Mindesthaltbarkeits-
datum

Date limite d'utilisation

Fecha de caducidad

Data di scadenza

Legal Manufacturer

Hersteller

Fabricant

Fabricante

IVD In ) vitro  diagnostic In-vitro-Diagnostikum _utlll_satlon Diagnostic Diagnéstico in vitro Rer uso Diagnostica in
device in vitro vitro
Nur fur | Seulement dans le | Sélo para uso en -
m For research use only . . Solo a scopo di ricerca
Forschungszwecke cadre de recherches investigacion
Catalogue number Katalog-Nr. Référence Numero de catalogo No. di catalogo
Lot. No. / Batch code Chargen-Nr. No. de lot Numero de lote Lotto no
Contains sufficient for | Ausreichend fiir "n” | Contenu suffisant pour | Contenido  suficiente | Contenuto sufficiente
<n> tests/ Ansatze "n” tests para <n> ensayos per 'n” saggi
: Warnhinweise und | Avertissements et | Tiene en cuenta ! -
Note warnings and . . . ) Annoti avvisi e le
. VorsichtsmaRRnahmen | mesures de précaution | advertencias y L
precautions - . precauzioni
beachten font attention precauciones
/&/ Température de | Temperatura de | Temperatura di

Fabbricante

Distributed by Distributed by Vertrieb durch Distribution par Distribucién por (Ej)ilstnbuzmne da parte
<X>| Version Version Version Version Versione
® Single-use Einmalverwendung A usage unique Uso unico Uso una volta
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Productos relacionados:
— Adrenalina ELISA
— Noradrenalina ELISA
— Dopamina ELISA
— 2-CAT ELISA

1. Introduccion

1.1 Uso previsto y principio de la prueba

Inmunoensayo enzimatico para la determinacion cuantitativa de adrenalina (epinefrina), noradrenalina (norepinefrina)
y dopamina en plasma y orina.

La adrenalina (epinefrina), la noradrenalina (norepinefrina) y la dopamina se extraen utilizando un gel de afinidad
especifico para el cis-diol, se acilan y se convierten enzimaticamente.

El ELISA competitivo posterior utiliza el formato de placa de microtitulacion. El antigeno se une a la fase sélida de la
placa de microtitulacién. Los estandares acilados, los controles y las muestras compiten con los analitos unidos a la
fase solida por un numero fijo de sitios de union de anticuerpos. Una vez que el sistema esta en equilibrio, el antigeno
libre y los complejos antigeno-anticuerpo libres se eliminan mediante lavado. El anticuerpo unido a la fase sélida se
detecta mediante un conjugado IgG-peroxidasa anti-conejo utilizando TMB como sustrato dando lugar a una reaccion
de color . La reaccion se controla a una longitud de onda de 450 nm.

La cuantificacion de muestras desconocidas se consigue comparando su absorbancia con una curva de referencia
preparada con concentraciones estandar conocidas. Se recomienda el procesamiento manual del ELISA. El uso de
equipos automaticos de laboratorio es responsabilidad del usuario. Este diagndstico in vitro es sélo para uso
profesional.

1.2 Aplicacion clinica

En los seres humanos, las catecolaminas adrenalina (epinefrina), noradrenalina (norepinefrina) y dopamina son
neurotransmisores del sistema nervioso simpatico y participan en muchos procesos fisiolégicos. El sistema nervioso
simpatico pone al organismo en un estado de alerta, también conocido como respuesta de lucha o huida.

En el cuerpo humano, las catecolaminas y sus metabolitos indican la adaptacién del organismo al estrés agudo y
cronico.

Junto a la metanefrina/normetanefrina, las catecolaminas son importantes para el diagndstico y el seguimiento de
tumores del sistema simpatoadrenal como el feocromocitoma. Para el diagnostico de estos tumores se prefiere la
determinacion cuantitativa de catecolaminas en orina, mientras que la determinacion de catecolaminas en plasma es
médicamente sensata para la localizacion del tumor y para las pruebas de funcion. Los valores por encima del punto
de corte pueden ser indicativos de tumores neuroendocrinos.

Sin embargo, en la literatura se describen varias enfermedades como la hipertensién, las enfermedades
cardiovasculares, la esquizofrenia y la depresién maniaca con niveles anormalmente bajos o altos de catecolaminas.
Las consecuencias terapéuticas nunca deben basarse unicamente en los resultados de laboratorio, aunque estos
resultados se evalien de acuerdo con los criterios de calidad del método. Cualquier resultado de laboratorio es sélo
una parte del cuadro clinico total del paciente.

Sdlo en los casos en que los resultados de laboratorio concuerdan de forma aceptable con el cuadro clinico general
del paciente, puede utilizarse para consecuencias terapéuticas.

2. Precauciones de procedimiento, directrices, advertencias y limitaciones

2.1 Precauciones de procedimiento, directrices y advertencias

(20) Este kit esta destinado exclusivamente a uso profesional. Los usuarios deben tener un conocimiento profundo
de este protocolo para el uso exitoso de este kit. Sélo son vélidas las instrucciones de ensayo suministradas con
el kit y deben utilizarse para realizar el ensayo. Sélo se obtendra un rendimiento fiable si se siguen estricta y
cuidadosamente las instrucciones proporcionadas.

(21) Este ensayo ha sido validado para un determinado tipo de muestra, tal y como se indica en Uso previsto (consulte
el Capitulo 1). Cualquier uso no indicado de este kit es responsabilidad del usuario y el fabricante no se hace
responsable.

(22) Deben seguirse los principios de las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL).

(23) Para reducir la exposicién a sustancias potencialmente nocivas, utilice batas de laboratorio, guantes de
proteccion desechables y gafas protectoras cuando sea necesario.

(24) Si se producen incidentes graves relacionados con este producto, deben comunicarse al fabricante y a las
autoridades nacionales competentes.

(25) Todos los reactivos del kit y las muestras deben llevarse a temperatura ambiente y mezclarse suavemente pero
a fondo antes de su uso. Para la dilucién o reconstitucién, utilice agua desionizada, destilada o ultrapura. Evite
congelar y descongelar repetidamente los reactivos y las muestras.

(26) La microplaca contiene tiras a presion. Los pocillos no utilizados deben almacenarse a 2 - 8° C en la bolsa de
aluminio sellada con desecante y utilizarse en el marco suministrado. Las tiras de microtitulaciéon que se retiren
del marco para su uso deben marcarse como corresponde para evitar cualquier confusion.

(27) Las estandares, los controles y las muestras deben analizarse por duplicado.
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(28) Una vez iniciada la prueba, todos los pasos deben completarse sin interrupcion. Asegurese de que los reactivos,
materiales y dispositivos necesarios estan preparados para su uso en el momento adecuado.

(29) Los tiempos de incubacion influyen en los resultados. Todos los pocillos deben manipularse en el mismo orden
e intervalos de tiempo.

(30) Para evitar la contaminacion cruzada de reactivos, utilice puntas de pipeta desechables nuevas para dispensar
cada reactivo, muestra, estandar y control.

(31) Debe establecerse una curva estandar para cada serie.

(32) Los controles deben incluirse en cada serie y estar dentro de los limites de confianza establecidos. Los limites
de confianza figuran en el informe de control de calidad suministrado con el kit.

(33) No mezcle componentes del kit con nimeros de lote diferentes dentro de una misma prueba y no utilice reactivos
cuya fecha de caducidad supere la indicada en las etiquetas del kit.

(34) Para obtener informacién sobre las sustancias peligrosas incluidas en el kit, consulte la ficha de datos de
seguridad (FDS). La ficha de datos de seguridad de este producto esta disponible directamente en el sitio web
del fabricante o previa solicitud.

(35) Los reactivos del kit deben considerarse residuos peligrosos y eliminarse de acuerdo con la normativa nacional.

(36) Los valores de referencia esperados que se indican en estas instrucciones de ensayo son solo indicativos. Se
recomienda que cada laboratorio establezca sus propios intervalos de referencia.

(37) En caso de que el kit de ensayo o sus componentes presenten dafos graves, debera informarse al fabricante
por escrito, a mas tardar una semana después de recibir el kit. Los componentes individuales gravemente
dafiados no deben utilizarse para una prueba. Deben almacenarse adecuadamente hasta que el fabricante
decida qué hacer con ellos. Si se decide que ya no son adecuados para las mediciones, deben eliminarse de
acuerdo con la normativa nacional.

(38) Los resultados obtenidos con este kit de pruebas no deben tomarse como la Unica razén de cualquier
consecuencia terapéutica, sino que deben correlacionarse con otras pruebas diagndsticas y observaciones
clinicas.

2.2 Limitaciones
Cualquier manipulacién inadecuada de las muestras o modificacion de esta prueba podria influir en los resultados.

2.2.1 Sustancias interferentes y manipulacién adecuada de las muestras

Plasma

Las muestras que contienen precipitados o hebras de fibrina 0 que son hemoliticas o lipémicas pueden causar
resultados inexactos. Las muestras hemoliticas (hasta 4 mg/ml de hemoglobina), ictéricas (hasta 50 mg/dl de
bilirrubina) y lipémicas (hasta 800 mg/dl de triglicéridos) no influyen en los resultados del ensayo.

Si no se pueden estimar las concentraciones y existen dudas sobre el cumplimiento de los valores limite anteriores
para muestras hemoliticas, ictéricas o lipémicas, las muestras no deben utilizarse en el ensayo.

Orina de 24 horas

iTenga en cuenta la toma de muestras! Si el porcentaje de la concentracién final de acido es demasiado alto, se
obtendran resultados incorrectos de las muestras de orina.

2.2.2 Interferencias medicamentosas y alimentarias

Los medicamentos como los antihipertensivos, los antidepresivos, los simpaticomiméticos, los antipsicoticos y la L-
DOPA pueden afectar las concentraciones de catecolaminas. La suspension de la medicacion antes del periodo de
recoleccion debe discutirse con el médico tratante.

Las bebidas con cafeina, el alcohol, la nicotina, los farmacos que mejoran el estado de animo y los alimentos ricos en
catecolaminas (como los platanos, el queso, los frutos secos, el chocolate, los tomates o las judias) también pueden
afectar a las concentraciones de catecolaminas y deben evitarse desde tres dias antes y durante el periodo de
recoleccion (orina). También se debe tener cuidado de evitar el estrés y el esfuerzo fisico poco antes y durante el
periodo de recoleccion.

2.2.3 Efecto gancho de alta dosis
No se observé ningun efecto gancho en esta prueba.
3. Almacenamiento y estabilidad

Conservar el kit y los reactivos a 2 - 8 °C hasta la fecha de caducidad. No utilizar el kit y los componentes después de
la fecha de caducidad indicada en las etiquetas del kit. Una vez abiertos, los reactivos son estables durante 2 meses
almacenados a 2 - 8 °C. Una vez abierta la bolsa resellable de la placa ELISA, debe tenerse la precaucion de volver a
cerrarla herméticamente incluyendo el desecante.

4. Materiales
4.1 Contenido del kit
BA D-0090 FOILS| Lamina adhesiva - lista para usar

V 20.0-05/25/ DAR updated 260218 32



Demeditec 3-CAT ELISA DEE6600

Contenido:
Numero:

BA E-0030
Contenido:
Volumen:
BA E-0040
Contenido:
Volumen:
Descripcion:

Identificacion
de peligros:

Palabra clave:

Ingredientes
peligrosos:

Declaraciones
de peligro:

Consejos de
precaucion:

BA E-0055
Contenido:

Volumen:
BA E-0080
Contenido:
Volumen:
BA E-0131
Contenido:

BA E-0231

Contenido:

BA E-0331
Contenido:

BA E-6110
Contenido:

Volumen:
Descripcion:

BA E-6210
Contenido:

Volumen:

Laminas adhesivas en bolsa resellable
3 x4 laminas

WASH-CONC]|[50x]

Tampodn con detergente no iénico y pH fisiolégico

Concentrado de tampoén de lavado - concentrado 50x

3 x 20 ml/vial, tapon morado

CONJUGATE

Inmunoglobulinas de cabra anti-conejo conjugadas con peroxidasa

Conjugado enzimatico - listo para usar

3 x 12 ml/vial, tapon rojo
La especie es la cabra

&

GHSO07
Advertencia
2-metil-2H-isotiazol-3-ona

H317 Puede provocar una reaccién alérgica en la piel..

P280 Utilizar guantes de proteccion.

P302+P352 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con abundante agua.
P333+P313 En caso de irritacidon o erupcion cutanea: Acudir a un médico.

P501 Eliminar el contenido/recipiente en un punto de recogida de residuos
autorizado.
SUBSTRATE

Sustrato cromogénico que contiene 3,3',5,5'-tetrametilbencidina, tampoén de sustrato
y peroxido de hidrégeno.

Sustrato - listo para usar

3 x 12 ml/vial, tap6n negro
STOP-SOLN

Acido sulfarico 0,25 M
3 x 12 ml/vial, tapén gris

Ww//ADR/[MN

1 placa de micropocillos de 96 pocillos (12x8) precubierta de antigeno en una bolsa
azul resellable con desecante

[/ NAD] NN

1 placa de micropocillos de 96 pocillos (12x8) precubierta de antigeno en una bolsa
amarilla resellable con desecante

wipo

1 placa de micropocillos de 96 pocillos (12x8) precubierta de antigeno en una bolsa
verde resellable con desecante

Anticuerpo anti-adrenalina de conejo en tampdn con proteinas y conservante sin
mercurio, de color azul

Solucién Stop - lista para usar

Tiras de microtitulacion de adrenalina - listas para usar

Tiras de microtitulacion de noradrenalina - listas para usar

Tiras de microtitulacion de dopamina - listas para usar

Antisuero de adrenalina - listo para usar

1 x 6 ml/vial, tapon azul

La especie del anticuerpo es conejo, la especie de la proteina en el tampén es
bovina

Anticuerpo conejo anti-noradrenalina en tampodn con proteinas y conservante sin
mercurio, de color amarillo

1 x 6 ml/vial, tapén amarillo

Antisuero de noradrenalina - listo para usar
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Descripcién:

BA E-6310

Contenido:

Volumen:
Descripcion:

BA E-6612
Contenido:
Volumen:
BA R-0050
Contenido:
Volumen:
BA R-6611
Contenido:
Volumen:
BA R-6613
Contenido:
Volumen:

Pictogramas
de peligro:

Palabra clave:

Indicaciones
de peligro:

Consejos de
prudencia:

BA R-6614
Contenido:
Volumen:
BA R-6615
Contenido:
Volumen:
Descripcion:
BA R-6617
Contenido:
Volumen:
BA R-6618

La especie del anticuerpo es conejo, la especie de la proteina en el tampon es
bovina

Anticuerpo antidopamina de conejo en tampdn con proteinas y conservante sin
mercurio, de color verde

Antisuero de dopamina - listo para usar

1 x 6 ml/vial, tapén verde

La especie del anticuerpo es conejo, la especie de la proteina en el tampén es
bovina

Reactivo de acilacion en DMSO

Reactivo de acilacién - listo para usar

1 x 3 ml/vial, tapén blanco

ADJUST-BUFF|

Tampén TRIS
2 x 4 ml/vial, tapon verde

Tampon con pH ligeramente alcalino para la acilacion

Tampoén de ajuste - listo para usar

Tampoén de acilacion - listo para usar

1 x 20 ml/vial, tapén blanco

ASSAY-BUFF

Acido clorhidrico 1 M y un conservante sin mercurio

Tampoén de ensayo - listo para usar

1 x 6 ml/vial, tapoén gris

GHS05
Peligro
H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares.

P280 Llevar guantes de proteccion, ropa de proteccidn, proteccién ocular.

P303+P361+P353 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL (o el cabello): Quitarse

inmediatamente toda la ropa contaminada. Aclarar la piel con agua.

P305+P351+P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar
cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si

estan presentes y es facil hacerlo. Continuar enjuagando.

P310 Llamar inmediatamente a un médico, a un CENTRO DE INFORMACION

TOXICOLOGICA.

P501 Eliminar el contenido/el recipiente en un punto de recogida de residuos
autorizado.

COENZYME
S-adenosil-L-metionina

Coenzima - listo para usar

1 x 4 ml/vial, tapon morado
ENZYME|
Catecol-O-metiltransferasa

Enzima - liofilizada

6 viales, tapon rosa
Catecol-O-metiltransferasa de higado de cerdo
[EXTRACT-BUFF]|
Tampén que contiene carbonato
1 x 6 ml/vial, tapén marrén

EXTRACT-PLATE| Placa de extraccién - lista para usar
48

Tampén de extraccidn - listo para usar
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Contenido: 2 placas de 48 pocillos recubiertas con gel de afinidad de boronato en una bolsa
resellable

BA R-6619 HCL Acido clorhidrico - listo para usar

Contenido: Acido clorhidrico 0,025 M, de color amarillo

Volumen: 1 x 20 ml/vial, tapoén verde

4.2 Calibraciéon y controles
Estandares y controles: listos para usar

Concentracion [ng/ml] Concentracion [nmol/l]
Volumen/
Color/T Vial

N° de cat. Componente
apa

IADRf NAD| DOP| |ADR| |NAD| |DOP|
BA E-6601 Al blanco 0 0 0 0 0 0 4 mi
BA E-6602 amarillo 1 5 10 5,5 30 65 4 mi
BA E-6603 naranja 4 20 40 22 118 261 4 mi
BA E-6604 D  azul 15 75 150 82 443 980 4 mi
BA E-6605 E  gris 50 250 500 273 1478 3265  4ml

BA E-6606 STANDARD ]ﬂ negro 200 1.000 2.000 1.092 5.910 13.060 4 ml

BA E-6609 ISTANDARD||A/B| morado - - 4,5 - - 29 4ml
BA E-6651 CONTROL] 1] verde  Consulte el informe de control de calidad para 4 ml
BA E-6652 CONTROL @ rojo conocer el valor esperado y el intervalo aceptable. 4 ml

Conversion: adrenalina [ng/ml] x 5,46 = adrenalina [nmol/I].
noradrenalina [ng/ml] x 5,91 = noradrenalina [nmol/I].
dopamina [ng/ml] x 6,53 = dopamina [nmol/l].

Contenido: Tampoén acido con estabilizador sin mercurio, enriquecido con una cantidad definida de
adrenalina, noradrenalina y dopamina.

A *iPara la determinacién de dopamina en plasma es obligatoria la Norma adicional A/B!
4.3 Material adicional necesario pero no incluido en el kit

— Agua (desionizada, destilada o ultrapura)
— Material absorbente (toalla de papel)

44 Equipamiento adicional necesario pero no incluido en el kit

— Pipetas de precisién calibradas para dispensar volumenes entre 10y 700 pl; 1 ml
— Dispositivo de lavado de placas de microtitulaciéon (manual, semiautomatico o automatizado)
— Lector ELISA capaz de leer la absorbancia a 450 nm y, si es posible, a 620 - 650 nm.
— Agitador de placas microtiter (amplitud de agitacion 3 mm; aprox. 600 rpm)
— Mezclador vortex
5. Recolecciéon, manipulacion y almacenamiento de muestras

Plasma

La sangre total debe recolectarse en tubos de centrifuga que contengan EDTA como anticoagulante y centrifugarse
siguiendo las instrucciones del fabricante inmediatamente después de la recoleccion.

En caso de muestras hemoliticas, ictéricas o lipémicas, véase 2.2.1.

Almacenamiento: hasta 6 horas a 2 - 8 °C, durante mas tiempo (hasta 6 meses) a -20 °C.

Debe evitarse la congelacién y descongelacion repetidas.

Orina

Puede utilizarse orina espontanea u orina de 24 horas, recolectada en un frasco que contenga 10 - 15 ml de HCI 6 M.
Si se utiliza orina de 24 horas, registre el volumen total de la orina recolectada.

Almacenamiento: hasta 48 horas a 2 - 8 °C, hasta 24 horas a temperatura ambiente, durante periodos mas largos
(hasta 6 meses) a -20 °C. Debe evitarse la congelacion y descongelacion repetidas.

Evitar la exposicion directa al sol.
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6. Procedimiento de ensayo

Deje que todos los reactivos y las muestras alcancen la temperatura ambiente y mézclelos bien por inversion suave
antes de utilizarlos. Numere la placa de extraccién y las placas de micropocillos (las tiras de micropocillos que se retiren
del bastidor para su uso deben marcarse en consecuencia para evitar cualquier confusién). Se recomienda realizar
determinaciones por duplicado.
La unién de los antisueros y del conjugado enzimatico y la actividad de la enzima dependen de la temperatura. Cuanto
mayor sea la temperatura, mayores seran los valores de absorcion. La variacion de los tiempos de incubacién tendra
una influencia similar en la absorbancia. La temperatura 6ptima durante el inmunoensayo enzimatico se sitia entre 20
-25°C.

AEs obligatorio el uso de un agitador de placas de microtitulacién con las siguientes especificaciones: amplitud de
agitacion 3 mm; aprox. 600 rpm. La agitacion con ajustes diferentes podria influir en los resultados.

6.1 Preparacion de reactivos y notas adicionales
Tampén de lavado

Diluir el tampén de lavado concentrado WASH-CONC][50X| de 20 ml con agua hasta un volumen final de 1000 ml.
Conservacion: 2 meses a2 -8 °C

Solucién enzimatica
Reconstituir el contenido del vial ENZYME| con 1 ml de agua (desionizada, destilada o ultrapura) y mezclar bien. Ahadir

0,3 ml de COENZYME| de 0,7 ml de ADJUST-BUFF|. El volumen total de la Soluciéon Enzimatica es de 2,0 ml.

ALa solucién enzimatica debe prepararse fresca antes del ensayo (no mas de 10 - 15 minutos antes). Deséchela después
de usarla.

Tiras de microtitulacidon de adrenalina, tiras de microtitulaciéon de noradrenalina y tiras de microtitulacion de
dopamina

En raras ocasiones pueden verse residuos del reactivo bloqueante y estabilizante en los pocillos en forma de pequefios
puntos o lineas blancas. Estos residuos no influyen en la calidad del producto.

Reactivo de acilacion

EI /ACYL-REAG]| (BA E-6612) tiene un punto de congelacion de 18,5 °C. Para que esté liquido en el momento de su

utilizacién, antes de utilizarlo debe asegurarse de que el reactivo de acilacion haya alcanzado la temperatura ambiente
y forme una solucién homogénea y sin cristales.
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6.2

Preparacion de la muestra, extraccién y acilacion

A *iPara la determinacién de dopamina en plasma es obligatoria la Norma adicional A/B!

1.

o9k

10.
11.
12.
13.

14.
15.

A

Pipetear 10 ul de estandares, controles, muestras de orina y 300 pyl de muestras de plasma en
los pocillos respectivos de la EXTRACT-PLATE|[48].

Anadir 250 pl de agua (desionizada, destilada o ultrapura) a los pocillos con estandares, controles
y muestras de orina.

Pipetear 50 ul de ]ASSAY-BUFF| en todos los pocillos.
Pipetear 50 ul de |EXTRACT-BUFF| en todos los pocillos.
Cubrir la placa con [FOILS| e incubar 30 min a TA (20 - 25 °C) en un agitador (aprox. 600 rpm).

Retire la lamina. Vacie la placa y séquela dando golpecitos con la placa invertida sobre material
absorbente.

Pipetear 1 ml de tampén de lavado en todos los pocillos. Incubar la placa durante 5 minutos a TA
(20 - 25 °C) en un agitador (aprox. 600 rpm). Vaciar la placa y secar dando golpecitos a la placa
invertida sobre material absorbente.

Pipetear 1 ml mas de tampén de lavado en todos los pocillos. Incubar la placa durante 5 minutos
a TA (20 - 25 °C) en un agitador (aprox. 600 rpm). Vaciar la placa y secar dando golpecitos con la
placa invertida sobre material absorbente.

Pipetear 150 pl de ]ACYL-BUFF| en todos los pocillos.
Pipetear 25 pl de ]ACYL-REAG]| en todos los pocillos.

Incubar 15 min a TA (20 - 25 °C) en un agitador (aprox. 600 rpm).
Vacie la placa y séquela dando golpecitos con la placa invertida sobre material absorbente.

Pipetear 1 ml de tampoén de lavado en todos los pocillos. Incubar la placa durante 10 minutos a
TA (20 - 25 °C) en un agitador (aprox. 600 rpm). Vaciar la placa y secar dando golpecitos con la
placa invertida sobre material absorbente.

Pipetear 175 pl de en todos los pocillos.

Cubrir la placa con . Incubar 10 min a TA (20 - 25 °C) en un agitador (aprox. 600 rpm).

Retire el papel de aluminio y deséchelo.

No decantar después el sobrenadante.

Los siguientes volumenes del sobrenadante son necesarios para el ELISA subsiguiente:
‘Adrenalina 100 pl ‘ ‘ Noradrenalina 20 pl ‘

‘ Dopamina (estandares + orina) 25 ul ‘ ‘ Dopamina (plasma) 50 ul ‘
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Adrenalina ELISA

Pipetee 25 pl de la solucién enzimétic@consulte 6.1) en todos los pocillos de las tiras de

microtitulaciéon de adrenalina @

2. Pipetear 100 pl de los estandares, controles y muestras extraidos en los pocillos
correspondientes.

3. Incubar durante 30 min a TA (20 - 25 °C) en un agitador (aprox. 600 rpm).

4. Pipetear 50 pl del en todos los pocillos y cubrir la placa con [FOILS|.

5. Incubar durante 2 h a TA (20 - 25 °C) en un agitador (aprox. 600 rpm).

6. Retirar la lamina. Desechar o aspirar el contenido de los pocillos. Lavar la placa 3 veces
afnadiendo
300 ul de tampon de lavado, desechando el contenido y secando cada vez dando golpecitos
a la placa invertida sobre material absorbente.

Pipetear 100 ul del CONJUGATE]| en todos los pocillos.

8. Incubar durante 30 min a TA (20 - 25 °C) en un agitador (aprox. 600 rpm).

9. Desechar o aspirar el contenido de los pocillos. Lavar la placa 3 veces afiadiendo 300 pl de
tampon de lavado, desechar el contenido y secar cada vez golpeando la placa invertida sobre
material absorbente.

10. Pipetear 100 pl del SUBSTRATE]| en todos los pocillos e incubar durante 25 # 5 min a TA (20 -
25 °C) en un agitador (aprox. 600 rpm). A\ Evitar la exposicion directa a la luz solar.

11. Adadir 100 pl de STOP-SOLN| a todos los pocillos y agitar brevemente la placa de microtitulacion.

12. Leer la absorbancia de la soluciéon en los pocillos en 10 minutos, utilizando un lector de
microplacas ajustado a 450 nm (si se dispone de él, se recomienda una longitud de onda de
referencia entre 620 nm y 650 nm).

6.4 Noradrenalina ELISA

1. Pipetee 25 pl de la solucién enzimatica (consulte 6.1) en todos los pocillos de las tiras de
microtitulacion de noradrenalina [LL INMN].

2. Pipetear 20 upl de los estandares, controles y muestras extraidos en los pocillos
correspondientes.

3. Incubar durante 30 min a TA (20 - 25 °C) en un agitador (aprox. 600 rpm).

4. Pipetear 50 pl del NAD-AS| en todos los pocillos y cubrir la placa con [FOILS|.

5. Incubar durante 2 h a TA (20 - 25 °C) en un agitador (aprox. 600 rpm).

6. Retirarlaldmina. Desechar o aspirar el contenido de los pocillos. Lavar la placa 3 veces afiadiendo
300 pl de tampon de lavado, desechando el contenido y secando cada vez dando golpecitos a
la placa invertida sobre material absorbente.

7. Pipetear 100 pl del CONJUGATE| en todos los pocillos.

Incubar durante 30 min a TA (20 - 25 °C) en un agitador (aprox. 600 rpm).

Desechar o aspirar el contenido de los pocillos. Lavar la placa 3 veces afiadiendo 300 ul de
tampon de lavado, desechar el contenido y secar cada vez golpeando la placa invertida sobre
material absorbente.

10. Pipetear 100 pl del SUBSTRATE| en todos los pocillos e incubar durante 25 + 5 min a TA (20 - 25
°C) en un agitador (aprox. 600 rpm). A\ Evitar la exposicién directa a la luz solar.

11. Afadir 100 pl de STOP-SOLN| a todos los pocillos y agitar brevemente la placa de microtitulacion.

12. Leer la absorbancia de la solucién en los pocillos en 10 minutos, utilizando un lector de

microplacas ajustado a 450 nm (si se dispone de él, se recomienda una longitud de onda de
referencia entre 620 nm y 650 nm).
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6.5 Dopamina ELISA

Pipetee 25 pl de la solucién enzimatica (consulte 6.1) en todos los pocillos de las tiras de
microtitulacion de dopamina @ .

2. Pipetear 25 pl de los estandares extraidos, controles, muestras de orina y 50 pl de las
muestras de plasma extraidas en los pocillos apropiados.

Afadir 25 pl de a los estandares, controles y muestras de orina.
Incubar durante 30 min a TA (20 - 25 °C) en un agitador (aprox. 600 rpm).

Pipetear 50 ul del DOP-AS]| en todos los pocillos y cubrir la placa con FOILS|.

Incubar durante 2 h a TA (20 - 25 °C) en un agitador (aprox. 600 rpm).

N g o

Retirar la lamina. Desechar o aspirar el contenido de los pocillos. Lavar la placa 3 veces
afiadiendo

300 pl de tampon de lavado, desechando el contenido y secando cada vez dando golpecitos
a la placa invertida sobre material absorbente.

Pipetear 100 pl del CONJUGATE| en todos los pocillos.
Incubar durante 30 min a TA (20 - 25 °C) en un agitador (aprox. 600 rpm).

10. Desechar o aspirar el contenido de los pocillos. Lavar la placa 3 veces afiadiendo 300 pl de
tampon de lavado, desechar el contenido y secar cada vez golpeando la placa invertida sobre
material absorbente.

11. Pipetear 100 ul del SUBSTRATE| en todos los pocillos e incubar durante 25 + 5 min a TA (20 -
25 °C)
en un agitador (aprox. 600 rpm). A Evitar la exposicioén directa a la luz solar.

12. Anadir 100 pl de[STOP-SOLN|a todos los pocillos y agitar brevemente la placa de microtitulacion.

13. Leer la absorbancia de la solucion en los pocillos en 10 minutos, utilizando un lector de
microplacas ajustado a 450 nm (si se dispone de él, se recomienda una longitud de onda de
referencia entre 620 nm y 650 nm).

7. Calculo de los resultados

Adrenalina Noradrenalina Dopamina
Rango de medicion | Orina 0,7 - 200 ng/ml 2,5-1.000 ng/ml | 4,8 -2.000 ng/ml
Plasma 18 - 6.667 pg/ml | 93 - 33.333 pg/ml | 75 -33.333 pg/ml

La curva estandar, que puede utilizarse para determinar la concentracion de las muestras desconocidas, se obtiene
trazando las lecturas de absorbancia (calcular la absorbancia media) de los estandares (lineal, eje y) frente a las
concentraciones estandar correspondientes (logaritmica, eje x) utilizando una concentracion de 0,001 ng/ml para el
estandar A (esta alineacién es obligatoria debido a la presentacién logaritmica de los datos). Utilizar la regresiéon no

lineal para el ajuste de curvas (por ejemplo, 4 parametros, marquardt).

AEsz‘e ensayo es un ensayo competitivo. Esto significa que los valores de DO disminuyen con el aumento de la
concentracion del analito. Los valores DO encontrados por debajo de la curva estandar corresponden a altas

concentraciones del analito en la muestra y deben ser reportados como positivos.

Muestras de orina y controles

Las concentraciones de las muestras de orina y de los Controles pueden leerse directamente a partir de la curva

estandar.
Calcular la excrecion de 24 h para cada muestra de orina: pg/24h = pg/l x 1/24h

Muestras de plasma

Las concentraciones leidas de Adrenalina y Noradrenalina de las muestras de plasma deben dividirse por 30.

Las concentraciones de Dopamina leidas de las muestras de plasma deben dividirse por 60.
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Conversion:

Adrenalina [ng/ml] x 5,46 = Adrenalina [nmol/I].
Noradrenalina [ng/ml] x 5,91 = Noradrenalina [nmol/l].
Dopamina [ng/ml] x 6,53 = Dopamina [nmol/l].

7.1 Valor de referencia previsto
Se recomienda encarecidamente que cada laboratorio determine sus propios valores de referencia.

Adrenalina Noradrenalina Dopamina

Orina de 24 horas < 20 yg/dia <90 yg/dia < 600 pg/dia
(110 nmol/dia) (535 nmol/dia) (3,900 nmol/dia)

Plasma <100 pg/ml < 600 pg/ml <100 pg/ml

7.2 Curva estandar tipica

AEjemplos: iNo utilizar para calculos!

Adrenalina Noradrenalina Dopamina
1,90 210

1.90 4

1,70 4 190 4
1,70

150 1701
' 150

1,50 4
130 4 130 4

1,30 4
110 4 1.10 4

[a) 1,10
O o090 090 4

: 0,90 4

070 070 070 |

050 0.50 0.50

030 4 030 4 030 4

010 010 T T T 0,10
04 1 10 100 1000 1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
ng/ml ng/ml ng/ml
8. Muestras de control

Se recomienda utilizar muestras de control de acuerdo con la normativa nacional. Utilice controles tanto normales como
patoldgicos. Las muestras de control obtenidas comercialmente deben tratarse como muestras desconocidas. Las
muestras de control deben estar dentro de los limites de confianza establecidos. Los limites de confianza de los
controles del kit se indican en el QC-Report.
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9. Caracteristicas del ensayo
9.1 Datos de rendimiento

Sensibilidad analitica

Adrenalina Noradrenalina Dopamina
) Orina [ng/ml] 0,8 1,5 2,2
Limite de blanco (LOB)
Plasma [pg/ml] 9,3 32 43
o » Orina [ng/ml] 0,9 1,7 2,5
Limite de deteccién (LOD)
Plasma [pg/ml] 10 36 49
o o Orina [ng/ml] 0,7 2,5 4,8
Limite de cuantificacion (LOQ)
Plasma [pg/ml] 18 93 75
Especificidad analitica (reactividad cruzada)
Sustanci Reactividad cruzada [%]
ustancia Adrenalina Noradrenalina Dopamina
Adrenalina derivatizada 100 0,08 0,02
Noradrenalina derivatizada 0,13 100 6,4
Dopamina derivatizada < 0,01 0,03 100
Metanefrina 0,18 < 0,01 < 0,01
Normetanefrina < 0,01 0,16 0,01
3-Metoxitiramina < 0,01 <0,01 0,49
3-Metoxi-4-hidroxifenilglicol < 0,01 <0,01 < 0,01
Tiramina < 0,01 < 0,01 0,18
Fenilalanina, acido cafeinico, L-Dopa, < 0,01 <0,01 <0,01
acido homovanilico, tirosina, acido 3-
metoxi-4-hidroximandélico
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Precisién
Orina intraensayo (n = 60) Plasma intraensayo (n = 60)
Muestra| Mervalo | oy o Muestra| 'Mervalo oy o
[ng/ml] [pa/ml]
Adrenalina 1 6,2+ 1,1 17,4 |Adrenalina 1 64,7 £ 15,9 24,7
2 21,4+27 12,4 2 258 + 32,5 12,7
3 59,4+7,8 13,1 3 948 + 105 11,0
Noradrenalina 1 26,1+ 3,6 13,8 |Noradrenalina 1 510 £ 65 12,8
2 97 +12,8 13,4 2 1.358 + 194 14,3
3 267 + 35 13,1 3 3.363 £ 374 1.1
Dopamina 1 82+ 16,1 19,7 |Dopamina 1 75+ 22 29,8
2 253 +41,1 16,3 2 353 + 86 24.4
3 714 + 67 9,4 3 1.187 £ 293 249
Orina entre ensayos (n = 33) Plasma entre ensayos (n = 18)
Muestra I?rtwtz;?r/nall]o CV [%] Muestra I?;Z%?II]O CV [%]
Adrenalina 1 52+0,9 17,9 | Adrenalina 1 76,4 + 11,1 14,5
2 17,8121 11,7 2 247 + 27,5 11,1
3 54,2 +6,6 12,1 3 771 £ 101 13,1
Noradrenalina 1 19,5+ 3,9 20,0 |Noradrenalina 1 445 + 40,9 9,2
2 80,6 £ 10,6 13,2 2 1.232 £ 134 10,9
3 226 + 39,5 17,4 3 3.283 £ 302 9,2
Dopamina 1 79,3+ 18,8 23,7 |Dopamina 1 238 + 67,0 28,2
2 222 +27,0 12,1 2 1.072 £+ 201 18,8
3 630 + 69,0 11,0 3 3.449 £ 491 14,2
Lote a lote
Muestra Media + DE [ng/ml] CV [%]
Orina 1 6,6 +0,9 13,7
Adrenalina (n = 5) 2 235+15 6,2
Muestra Media + DE [pg/ml] CV [%]
Plasma
1 202 + 26,7 11,8
Muestra Media + DE [ng/ml] CV [%]
Orina 1 124 + 13,2 10,7
('\:]°Lag)re”a"”a 2 29,3+ 3,7 12,6
Muestra Media + DE [pg/ml] CV [%]
Plasma
1 1.071 £ 97,3 53
Muestra Media £+ DE [ng/ml] CV [%]
Dopamina (n=6) |Orina 1 189+ 14,7 7,8
2 678 £ 39,3 5,8

La recuperacion se determind segun la norma CLSI EP 34, 1.2 ed.

Recuperacion

. Gama [ng/ml] Media [%] Intervalo [%]
Orina
. 0,27 - 61 95 89 -98
Adrenalina -
Plasma Gama [pg/ml] Media [%] Intervalo [%]
9,1 -4.268 105 88 — 117
Norad i Ori Gama [ng/ml] Media [%] Intervalo [%]
oradrenalina rina 18 249 % 70— 118
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Gama [pg/ml] Media [%] Intervalo [%]
Plasma 51 -14.251 87 75-107
Orina Gama [ng/ml] Media [%] Intervalo [%]
. 9,2-762 112 106 — 117
Dopamina Plasma Gama [pg/ml] Media [%] Intervalo [%]
57,4 — 16.054 89 84 - 92
Linealidad
D"”C'ﬂgsﬁg serne Media [%] Intervalo [%]
Adrenalina Orina 1:512 108 92 -123
Plasma 1:512 105 94 - 115
Noradrenalina Orina 1:512 112 100 - 127
Plasma 1:512 112 102 - 125
Dopamina Orina 1:512 104 83-126
Plasma 1:512 106 85-132

9.2 Trazabilidad metrolégica

Los valores asignados a los estandares y controles del ELISA 3-CAT son trazables a las unidades del Sistema
Internacional (Sl) mediante pesaje con analito de calidad controlada.

Standards and Controls

Incertidumbre [%]
Adrenalina 3,5
Noradrenalina 4.1
Dopamina 2,5
3-CAT ELISA
Concentracién [ng/mi] Incertidumbre ampliada [%] k = 2*
) 52 36,5
_ Orina 17,8 24,4
Adrenalina 54.2 25.2
Concentracion [pg/ml] Incertidumbre ampliada [%] k = 2*
Plasma 76.4 20.8
Concentracion [ng/ml] Incertidumbre ampliada [%] k = 2*
) 19,5 40,8
_ Orina 80,6 27,6
Noradrenalina 526 35.7
Concentracion [pg/ml] Incertidumbre ampliada [%] k = 2*
Plasma 445 20,1
Concentracion [ng/ml] Incertidumbre ampliada [%] k = 2*
) 79,3 47,7
_ Orina 222 24,7
Dopamina 630 226
Plasma Concentracion [pg/ml] Incertidumbre ampliada [%] k = 2*
238 56,6

* Define un intervalo en torno al resultado medido que incluira el valor verdadero con una probabilidad del 95 %.

V 20.0-05/25/ DAR updated 260218 43



Demeditec 3-CAT ELISA DEE6600
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Powigzane produkty:
- Adrenalina ELISA
- Test ELISA na noradrenaline
- Dopamina ELISA
- 2-CAT ELISA

1.  Woprowadzenie

1.1 Przeznaczenie i zasada dziatania testu

Niniejszy zestaw immunoenzymatyczny stuzy do iloSciowego oznaczania adrenaliny(epinefryny),
noradrenaliny(norepinefryny) i dopaminy w osoczu oraz moczu.

W toku procedury adrenalina (epinefryna), noradrenalina (norepinefryna) i dopamina sg ekstrahowane przy
uzyciu cis-diol-specyficznego zelu powinowactwa, nastepnie sg acylowane i konwertowane enzymatycznie.
Konkurencyjny zestaw ELISA wykorzystuje format mikroptytki. Antygen jest zwigzany z fazg statg mikroptytki.
Acylowane wzorce, kontrole i probki konkurujg z analitami zwigzanymi z fazg statg o ustalong liczbe miejsc
wigzania przeciwciat. Po osiggnieciu réownowagi systemu, wolny antygen i wolne kompleksy antygen-
przeciwciato sg usuwane przez ptukanie. Przeciwciato zwigzane z fazg statg jest wykrywane przez koniugat
przeciwciata kréliczego 1gG z peroksydazg przy uzyciu TMB jako substratu, co powoduje reakcje barwna.
Reakcja jest monitorowana przy dtugosci fali 450 nm.

llosciowe oznaczenie nieznanych prébek uzyskuje sie poprzez poréwnanie ich absorbancji z krzywg
wzorcowa przygotowang przy uzyciu znanych stezen wzorcowych. Zaleca si¢ reczne przeprowadzenie testu
ELISA. Wykonanie testy za pomocg automatycznego sprzetu laboratoryjnego odbywa sie na
odpowiedzialno$¢ uzytkownika. Ten test diagnostyczny in vitro jest przeznaczony wylgcznie do uzytku
profesjonalnego.

1.2 Zastosowanie kliniczne

U ludzi katecholaminy - adrenalina (epinefryna), noradrenalina (norepinefryna) i dopamina s3
neurotransmiterami wspétczulnego ukfadu nerwowego i biorg udziat w wielu procesach fizjologicznych.
Ukfad wspétczulny wprowadza ciato w stan podwyzszonej gotowosci, znanej tez jako reakcja walki lub
ucieczki.

Obecnosé katecholamin i ich metabolitéw w ludzkim ciele wskazuje na adaptacje organizmu do gwattownego
i chronicznego stresu.

Obok metanefryny/normetanefryny, katecholaminy odgrywajg wazng role w diagnostyce i monitorowaniu
guzéw uktadu wspétczulno-nadnerczowego, takich jak guz chromochtonny. Do ich diagnostyki preferuje sie
ilosciowe oznaczenie katecholamin w moczu. Natomiast oznaczenie katecholamin w osoczu jest medycznie
uzasadnione w lokalizowaniu guza lub badania jego charakteru. Wartosci powyzej poziomu cut-off mogg
wskazywac na guzy neuroendokrynne.

Jednakze z danych literaturowych wynika, ze wiele choréb jak np. nadcisnienie, choroby uktadu krazenia,
schizofrenia i depresja maniakalna przebiegajg réwniez z nienaturalnie niskim bgadZz wysokim poziomem
katecholamin.

Konsekwencje terapeutyczne nigdy nie powinny opiera¢ sie wytgcznie na wynikach laboratoryjnych, nawet
jesli wyniki te sg oceniane zgodnie z kryteriami jakosci metody. Wyniki pozyskane w laboratorium powinny
by¢ tylko czescig catego obrazu klinicznego pacjenta.

Tylko wtedy gdy wyniki badan laboratoryjnych sg zgodne z catosciowym obrazem klinicznym pacjenta moga
stanowi¢ podstawe do wdrozenia terapii.

2.1 Srodki ostroznosci, wytyczne i ostrzezenia

(1) Niniejszy zestaw powinien by¢ wykonywany przez osoby do tego przeszkolone. Uzytkownik powinien
rozumie¢ cel kazdego z etapéw oznaczenia, aby z powodzeniem wykona¢ test. Tylko instrukcja testu
dostarczona z zestawem jest wazna i musi by¢ uzyta do przeprowadzenia testu. Miarodajne wyniki bedg
osiggniete jedynie w przypadku postepowania z uwaga i zgodnie z dostarczong instrukcja.

(2) Niniejszy test zostat zwalidowany dla okreslonego typu probki, jak wskazano w rozdziale ,Przeznaczenie”
(patrz rozdziat 1). Jakiekolwiek uzycie tego zestawu poza przeznaczeniem jest na odpowiedzialnosé
uzytkownika, a producent nie moze by¢ pociggniety do odpowiedzialnosci.

(3) Nalezy przestrzegac¢ zasad Dobrej Praktyki Laboratoryjnej (GLP).

(4) W celu ograniczenia mozliwosci narazenia na niekorzystne dziatanie potencjalnie szkodliwych substanciji,
w razie potrzeby zaleca sie nosic¢ fartuch laboratoryjny, jednorazowe rekawiczki ochronne oraz ochronne
okulary.

(5) W przypadku wystgpienia powaznych incydentéw zwigzanych z tym produktem, nalezy je zgtosi¢
producentowi i wtasciwym organom krajowym.

(6) Wszystkie odczynniki zestawu i prébki nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowej i delikatnie, ale
doktadnie wymiesza¢ przed uzyciem. Do rozcienczania lub rekonstytucji nalezy uzywaé wody
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dejonizowanej, destylowanej lub ultraczystej. Nalezy unika¢ wielokrothego zamrazania i rozmrazania
odczynnikéw i probek.

(7) Ptytka titracyjna jest dzielona na paski. Niewykorzystane paski nalezy przechowywac¢ w temp. 2-8°C
w zapieczetowanym opakowaniu foliowym zawierajgcym desykant, mozna je ponownie uzyé
wykorzystujgc do tego ramke ptytki. Uzyte paski powinny zosta¢ odpowiednio oznaczone by zapobiec
omytkowemu wymieszaniu.

(8) Standardy, kontrole i probki wzorcowe nalezy bada¢ dwukrotnie.

(9) Raz rozpoczetg analize nalezy kontynuowaé bez odstepstw od procedury. Nalezy sie upewnié czy
wszystkie wymagane odczynniki, materiaty i urzagdzenia sg gotowe do uzycia w odpowiednim czasie.

(10) Czas inkubacji wptywa na wyniki. Wszystkie wykorzystywane dotki reakcyjne zestawu powinny byé
traktowane w tej samej kolejnosci i w jednakowych odstepach czasu.

(11) Aby unikng¢ krzyzowego zanieczyszczenia odczynnikéw, do nanoszenia kazdego reagenta, prébek,
standardu i kontroli, nalezy stosowac jednorazowe koncéwki do pipet.

(12)Dla kazdej partii oznaczen musi zosta¢ wyznaczona krzywa standardowa.

(13) W kazdej partii oznaczen, nalezy uwzgledni¢ kontrole, a ich wartosci muszg miesci¢ sie w ustalonych
przedziatach ufnosci. Przedziaty ufnosci sg wyznaczone w raporcie jakosci (Raport QC)..

(14)Nie wolno miesza¢ ze sobg odczynnikow pochodzacych z réznych partii produkcyjnych, ani po uptywie
daty waznosci oznaczonej na opakowaniu testu.

(15)W celu uzyskania informaciji na temat substancji niebezpiecznych zawartych w zestawie nalezy odnies¢
sie do karty charakterystyki zestawu (MSDS). Karta charakterystyki materiatu dla tego produktu jest
udostepniona bezposrednio na stronie internetowej producenta lub na zgdanie.

(16) Odczynniki zestawu musza by¢ traktowane jako odpady niebezpieczne i usuwane zgodnie z przepisami
krajowymi.

(17)Oczekiwane wartosci referencyjne podane w niniejszej instrukcji sg jedynie orientacyjne. Zaleca sie, aby
kazde laboratorium ustalito wlasne przedziaty referencyjne.

(18) W przypadku jakiegokolwiek powaznego uszkodzenia zestawu testowego lub jego czesci, producent
musi zosta¢ poinformowany na piSmie najpdzniej tydzien po otrzymaniu zestawu. Powaznie
uszkodzone pojedyncze komponenty nie mogg by¢ uzywane do przeprowadzenia testu. Muszg byé
odpowiednio przechowywane, dopoki producent nie zdecyduje, co z nimi zrobi¢. Jesli zostanie
stwierdzone, Ze nie nadajg sie juz do pomiaréw, nalezy je zutylizowaé zgodnie z przepisami krajowymi.

(19) Wyniki uzyskane za pomocg tego zestawu testowego nie powinny by¢ traktowane jako jedyny powdd
jakichkolwiek konsekwencji terapeutycznych, ale muszg by¢ skorelowane z innymi testami
diagnostycznymi i obserwacjami klinicznymi.

2.2 Ograniczenia
Wszelkie niewtasciwe obchodzenie sie z materiatem do analizy lub modyfikacje tego testu, mogg wptyngc
na wyniki.

2.2.1 Substancje zaklocajace i wlasciwe postepowanie z prébkami

Osocze

Prébki zawierajgce strgcenia lub zwidknienia fibryny lub ktére wykazujg cechy hemolizy, badz sg
lipemizowane, mogg dawac niemiarodajne wyniki. Probki hemolityczne (do 4 mg/ml hemoglobiny),
zé6ttaczkowe (do 50 mg/dl bilirubiny) i lipemiczne (do 800 mg/dl trdjgliceryddw) nie maja wptywu na wyniki
testu.

Jezeli nie mozna oszacowac stezen i istniejg watpliwosci co do przestrzegania powyzszych wartosci
granicznych dla prébek hemolitycznych, zéitaczkowych lub lipemicznych, prébek nie nalezy uzywacé w
oznaczeniu.

Mocz z 24-godzinnej zbiérki

Nalezy zwréci¢ uwage na pobieranie probek! Jesli procent finalnego stezenia kwasu jest zbyt wysoki,
bedzie to prowadzito do btednych wynikéw dla prébek moczu.

2.2.2 Leki i zywnos¢é powodujace zakiécenia

Leki takie jak leki przeciwnadcisnieniowe, przeciwdepresyjne, sympatykomimetyki, leki przeciwpsychotyczne
i L-DOPA mogg wptywac na stezenie katecholamin. Przed okresem pobierania prébek nalezy omoéwic z
lekarzem prowadzgcym kwestie odstawienia lekéw.

Napoje zawierajgce kofeine, alkohol, nikotyna, leki poprawiajgce nastrdj i pokarmy bogate w katecholaminy
(takie jak banany, ser, orzechy, czekolada, pomidory lub fasola) réowniez mogg wptywaé na stezenie
katecholamin i nalezy ich unika¢ na 3 dni przed okresem pobierania probek (mocz) oraz w trakcie tego
okresu. Nalezy rowniez uwazac, aby unikng¢ stresu i wysitku fizycznego na krétko przed okresem pobierania
prébek oraz w trakcie tego okresu.

2.2.3 Efekt Wysokiej Dawki (efekt ,,hook™)
Nie zaobserwowano efektu wysokiej dawki.

V 20.0-05/25/ DAR updated 260218 46



Demeditec 3-CAT ELISA DEE6600

3. Przecl ic I stabilnose

Przechowywac¢ zestaw i odczynniki w temperaturze 2-8°C do uptywu daty waznosci. Nie uzywaé zestawu i
sktadnikéw po uptywie daty waznosci podanej na etykietach zestawu. Po otwarciu odczynniki zachowujag
stabilno$¢ przez 2 miesigce, gdy sg przechowywane w temperaturze 2-8°C. Po otwarciu zamykanego
woreczka z ptytkg ELISA nalezy zadbac¢ o jego szczelne zamkniecie wraz ze srodkiem osuszajgcym.

4. Materialy

41 Zawartos¢ zestawu

BA D-0090 FOILS Folia Adhezyjna — Gotowa do uzycia
Zawartosc: folia adhezyjna w zamykanym opakowaniu

llos¢: 3 x 4 folie

BA E-0030 IWASH-CONC] 50X Wash Buffer Concentrate (Koncentrat Buforu Pluczacego) -
Skoncentrowany 50x

Zawartos¢: Bufor zawierajgcy niejonowy detergent, o fizjologicznym pH
Objetosé: 3 x 20 ml/fiolke, fioletowa nakretka

BA E-0040 CONJUGATE| Enzyme Conjugate ( Koniugat Enzymu) - Gotowy do uzycia
Zawartos¢: kozie anty-krélicze immunoglobuliny, koniugowane z peroksydazg

Objetosé: 3 x 12 miffiolke, czerwona nakretka

Opis: Gatunek koza

Piktogramy zagrozenia: GHSO07 :

Stowo ostrzegawcze: Ostrzezenie
Sktadniki niebezpieczne: 2-metylo-2H-izotiazol-3-on
Zwroty wskazujgce rodzaj zagrozenia: H317 Moze powodowac reakcje alergiczng skory.
Zwroty wskazujgce srodki ostroznosci: P280 Nosi¢ rekawice ochronne.
P302+P352 W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA: Umy¢ duza iloscig wody.
P333+P313 W przypadku podraznienia skory lub wysypki: Zasiegna¢ porady lekarza/zwrécic sie o pomoc medyczna.
P501 Zawarto$é/pojemnik dostarczy¢ do autoryzowanego punktu zbiorki odpadow.
BA E-0055 SUBSTRATE| Substrate (Substrat) - Gotowy do uzycia

Zawartosc: Chromogenny substrat zawierajgcy tetrametylobenzydyne, bufor do substratu i
nadtlenek wodoru

Objetosc¢: 3 x 12 mlffiolke, czarna nakretka

BA E-0080 STOP-SOLN| Stop Solution (Roztwér Hamujacy Reakcje) - Gotowy do uzycia

Zawartosc¢: 0.25 M kwas siarkowy

Objetosc¢: 3 x 12 mlffiolke, szara nakretka

BA E-0131 @ @ @ Adrenaline Microtiter Strips (Paski ptytki optaszczone przeciwciatami
Anty-Adrenalina)- Gotowe do uzycia

Zawartos¢: 1 x 96 dotkowa plytka (12x8) optaszczona przeciwciatem, w niebieskim opakowaniu
foliowym do wielokrotnego zamkniecia, zawierajgcym desykant.

BAE-0231 |LL INMN| Noradrenaline Microtiter Strips (Paski plytki optaszczone
przeciwciatami Anty-Noradrenalina)- Gotowe do uzycia

Zawartosc¢: 1 x 96 dotkowa ptytka (12x8) optaszczona przeciwciatem, w zéttym opakowaniu foliowym
do wielokrotnego zamkniecia, zawierajgcym desykant.

BA E-0331 @ Dopamine Microtiter Strips (Paski plytki optaszczone przeciwciatami Anty-
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Zawartosc¢ :

BA E-6110

Zawartosc:

Objetosé:
Opis:

BA E-6210

Zawartosc:
Objetosé:
Opis:

BA E-6310

Zawartosc:

Objetosé:
Opis:

BA E-6612

Zawartosé:
Objetosé:
BA R-0050

Zawartosc:
Objetosé:

BA R-6611

Zawartosc:
Objetosé:

BA R-6613
Zawartosc:
Objetosé:

Piktogramy

zagrozen:

Hasto

ostrzegawcze:

Dopamina)- Gotowe do uzycia

1 x 96 dotkowa ptytka (12x8) optaszczona przeciwciatem, w zielonym opakowaniu
foliowym do wielokrotnego zamkniecia, zawierajgcym desykant.

Adrenaline Antiserum - Gotowa do uzycia

Krdlicze przeciwciato anty-adrenalina, w buforze z biatkami i konserwantem bez rteci,
zabarwione na niebiesko

1 x 6 ml/fiolke, niebieska nakretka
Gatunek przeciwciata to kroélik, gatunek biatka w buforze to bydto

Krélicze przeciwciato anty-noradrenalina, w buforze z biatkami i konserwantem bez rteci
zabarwione na zétto

1 x 6 ml/ fiolke, z6tta nakretka
Gatunek przeciwciata to krolik, gatunek biatka w buforze to bydto

Noradrenaline Antiserum - Gotowa do uzycia

DOP-AS Dopamine Antiserum - Gotowa do uzycia

Krélicze przeciwciato anty-dopamina, w buforze z biatkami i konserwantem bez rteci,
barwione na zielono

1 x 6 ml/ fiolke, zielona nakretka
Gatunek przeciwciata to krolik, gatunek biatka w buforze to bydto

ACYL-REAG

Odczynnik do acylacji w DMSO

Acylation Reagent (Odczynnik Acylujacy) - Gotowy do uzycia

1 x 3 mlffiolke, biata nakretka

|ADJUST-BUFF| Adjustment Buffer - Gotowy do uzycia
bufor TRIS
2 x 4 mlffiolke, zielona nakretka

ACYL-BUFF| Acylation Buffer (Bufor do acylacji)- Gotowy do uzycia

Bufor do acylacji o lekko zasadowym pH

1 x 20 ml/fiolke, biata nakretka

|ASSAY-BUFF| Assay Buffer (Bufor testowy) — Gotowy do uzycia

1M kwas chlorowodorowy i konserwant nie zawierajacy rteci

1 x 6 ml/fiolke, zielona nakretka

GHS05

Niebezpieczenstwo

Zwroty wskazujgce

rodzaj zagrozenia:

H314 Powoduje powazne oparzenia skory oraz uszkodzenia oczu.

Zwroty wskazujgce

srodki ostroznosci:

P280 Stosowac rekawice ochronne, odziez ochronng, ochrone oczu.
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BA R-6614
Zawartosc¢:
Objetosé:
BA R-6615
Zawartosc¢:
Objetosé:
Opis:

BA R-6617
Zawartosc:
Objetosé:

BA R-6618

Zawartosc:

BA R-6619
Zawartosc:
Objetosé:

P303+P361+P353 W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA (lub z
wiosami): Natychmiast zdjg¢ catg zanieczyszczong odziez. Sptukac skore
woda.

P305+P351+P338 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie
ptukaé wodg przez kilka minut. Wyjg¢ soczewki kontaktowe, jesli sg i mozna
je tatwo usungé. Kontynuowac ptukanie.

P310 Natychmiast wezwaé lekarza, OSRODEK ZATRUC.

P501 Zawarto$¢/pojemnik usuwac do autoryzowanego punktu zbiorki
odpadéw.

COENZYME
S -adenozylo-L-metionina

Coenzyme (koenzym) - Gotowy do uzycia

1 x 4 ml/fiolke, fioletowa nakretka

ENZYME
Katechol-O-metyltransferaza

Enzyme (Enzym)- Liofilizowany

6 fiolek, rozowe nakretki
Katecholo-O-metylotransferaza z watroby wieprzowe;j

|EXTRACT-BUFF| Extraction Buffer (Bufor Ekstrakcyjny)- Gotowy do uzycia
Bufor zawierajgcy weglan

1 x 6 ml/ fiolke, bragzowa nakretka

|EXTRACT-PLATE| Extraction Plate (Plytka ekstrakcyjna) — Gotowa do uzycia

2 x 48 dotkowe ptytki optaszczone boranowym zelem powinowactwa, w opakowaniu
wielokrotnego uzycia.

Hydrochloric Acid (kwas chlorowodorowy, HCI) - Gotowy do uzycia
0.025 M kwas chlorowodorowy, oznaczona na zétto
1 x 20 mlffiolke, zielona nakretka

4.2 Kalibratory i kontrole
Standardy i Kontrole — Gotowe do uzycia.

Nr Kat.

BA R-6601
BA R-6602
BA R-6603
BA R-6604
BA R-6605
BA R-6606

BA R-6609
BA R-6651
BA R-6652

Komponent Kolor nakretki Stezenie ng/l Stezenie nmole/l Obj. / fiolka
lADR| |NAD| [poPl [ADR| [NAD]  [DOP]

STANDARDI[A] biata 0 0 0 0 0 0 4ml
STANDARD Z6ita 1 5 10 5,5 30 65 4 ml
STANDARD (C| pomaranczowa 4 20 40 22 118 261 4 mi
STANDARDI (D] niebieska 15 75 150 82 443 980 4 ml
STANDARD [g] szara 50 250 500 273 1478 3265 4 ml
czarna 200 1000 2000 1092 5910 13060 4 ml
fioletowa - - 45 - - 29 4ml
Zielona Odnieé¢ sie do raportu QC po
ConTROLZ czerwona i

oczekiwang wartosc i
dopuszczalny zakres!

Konwersja: Adrenalina (ng/ml) x 5,46 = Adrenalina [nmol/l]
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Noradrenalina (ng/ml) x 5,91 = Noradrenalina [nmol/I]
Dopamina (ng/ml) x 6,53 = Dopamina [nmol/l]
Zawarto$¢: Kwasny bufor ze stabilizatorem bez dodatku rteci, mierzony wobec znanej ilosci adrenaliny,

noradrenaliny i dopaminy
»""I.

*aby oznaczy¢ poziom dopaminy w osoczu konieczne jest uzycie dodatkowo Standardu A/B!

4.3 Dodatkowe materiaty wymagane, ale niedostarczone w zestawie
— Materiat fatwo chtongcy ciecze (np. recznik papierowy)
— Woda (dejonizowana, destylowana lub ultra-czysta)

4.4 Dodatkowy sprzet wymagany, ale niedostarczony w zestawie

— Skalibrowane pipety automatyczne umozliwiajgce pipetowanie w zakresie 10 — 700 pl; 1 ml

— Urzadzenie do ptukania ptytek mikrotitracyjnych (manualne, p6t automatyczne lub
zautomatyzowane)

— Czytnik ELISA z mozliwoscig odczytu absorbancji przy dtugosci fali 450 nm i jesli to mozliwe
réwniez przy diugosciach 620 - 650 nm

—  Wytrzgsarka mikroptytkowa (amplituda wytrzgsania 3 mm; szybko$¢ okoto. 600 rpm)

— Vortex

5.  Pobranie. obstugai I ie probel

Osocze

Petng krew pobrang do probéwek wiréwkowych zawierajgcych antykoagulant - EDTA, nalezy zwirowac
zgodnie z instrukcjg producenta, bezposrednio po pobraniu. W przypadku prébek hemolitycznych,
zé6ttaczkowych i lipemicznych patrz rozdziat 2.2.1.

Przechowywanie: do 6 godzin w temp. 2 - 8 °C, w dtuzszym okresie (do 6 miesiecy) w temp. -20°C. Nalezy
unika¢ powtarzajacych sie cykli rozmrazania i zamrazania.

Mocz

Do oznaczenh mozna uzy¢ moczu z jednorazowej spontanicznie oddanej probki lub z 24-godzinnej zbiérki,
zebranego do pojemnika zawierajgcego 10-15 ml 6 M HCI.

Jesli mocz pochodzi z 24-godzinnej zbidrki, nalezy odnotowac¢ catkowitg objetosé zebranego moczu.
Przechowywanie: do 48 godzin w 2 - 8 °C, do 24 godzin w temperaturze pokojowej, w dtuzszym okresie
(do 6 miesiecy) w temp. -20°C. Nalezy unika¢ powtarzajacych sie cykli rozmrazania i zamrazania.

Nalezy takze unika¢ bezposredniego kontaktu ze swiattem stonecznym.

6. Procedura testu

Pozwoli¢ wszystkim odczynnikom na osiggniecie temperatury pokojowej, a nastepnie doktadnie je
wymieszac odwracajgc naczynie do goéry dnem. Ponumeruj plytke ekstrakcyjng i mikroptytki (paski
mikrotitracyjne, ktére sg wyjmowane z ramki w celu uzycia, powinny byé odpowiednio oznaczone, aby
unikng¢ pomytki). Zaleca sie wykonanie podwojnych oznaczen.

Stopien wigzania antysurowicy i koniugatu enzymu oraz aktywnos$é samego enzymu zalezg od temperatury.
Im wyzsza temperatura, tym wyzsze bedg wartosci absorbancji. Rézne czasy inkubacji bedg mie¢ podobny
wptyw na odczyt absorbancji. Optymalny zakres temperatury podczas wykonywania testu to 20 — 25 °C.

»"‘I.
Obowigzkowe jest uzycie wytrzgsarki do mikroptytek o nastepujgcych parametrach: amplituda
wytrzgsania 3 mm; ok. 600 obr. Wytrzgsanie z innymi ustawieniami moze mie¢ wptyw na wyniki.

6.1 Przygotowanie odczynnikéw i dalsze uwagi

Bufor Pluczacy (Wash Buffer)

Rozcienczy¢ 20 ml koncentratu buforu ptuczgcego WASH-CONC| 50X za pomocg wody (dejonizowane;,
destylowanej lub ultra-czystej) do objetosci 1000 ml.

Przechowywanie: 2 miesigce w temp. 2 - 8 °C

Roztwér Enzymu (Enzyme Solution

Rozpusci¢ zawartos¢ fiolki ENZYME w 1 ml wody (dejonizowanej, destylowanej lub ultra-czystej) i
doktadnie wymieszaé. Doda¢ 0,3 mI [COENZYME], a nastepnie 0,7 ml /ADJUST-BUFF|. Koricowa objeto$¢
Roztworu Enzymu powinna wynosi¢ 2.0 ml.
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= Roztwér Enzymu musi by¢ przygotowany $wiezo przed wykonaniem testu (nie wczesniej niz 10 — 15
minut wczesniej). Niewykorzystany bufor nalezy wylac!

Paski do mikromiareczkowania adrenaliny, paski do mikromiareczkowania noradrenaliny i paski do
mikromiareczkowania dopaminy.

W rzadkich przypadkach pozostatosci odczynnika blokujgcego i stabilizujgcego mogg by¢ widoczne w
studzienkach jako mate, biate kropki lub linie. Pozostatosci te nie majg wptywu na jakos¢ produktu.

Odczynnik acylujacy (Acylation Reagent)

Odczynnik acylujgcy JACYL-REAG| (BA E-6612) ma temperature zamarzania 18,5 °C. Aby zapewni¢
ptynnos¢ podczas stosowania, przed uzyciem nalezy upewnic sie, ze produkt osiggngt temperature pokojowg
i utworzyt jednorodny roztwor bez krysztatkdw.
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6.2 Przygotowanie probek, ekstrakcja i acylacja

VAN *aby oznaczy¢ poziom dopaminy w osoczu konieczne jest uzycie dodatkowo Standardu A/B!

1. Odpipetowa¢ po 10 pl standardéw, kontroli, prébek moczu i 300 ul probek osocza do
odpowiednich dotkéw reakcyjnych na ptytce do ekstrakcji EXTRACT-PLATE| /48|

2. Dodac¢ 250 pl wody (dejonizowanej, destylowane;j lub ultra-czystej) do dotkéw reakcyjnych ze
standardami, kontrolami i prébkami moczu.

3. Odpipetowac po 50 pl |ASSAY-BU FF| do kazdego z dotkow reakcyjnych.

Odpipetowac po 50 pl |EXTRACT-BUFF| do kazdego z dotkdw reakcyjnych.

Zaklei¢ ptytke Foil FOILS| i inkubowac 30 min w temp. pokojowej (20 — 25 °C) na wytrzasarce (ok. 600
rpm).

6. Usungc¢ folie. Wyla¢ zawartosc¢ i osuszy¢ ptytke odciskajac i lekko opukujgc odwrdécong do gory dnem
ptytke na chtonnym materiale np. reczniku papierowym.

7. Doda¢ 1 ml Wash Buffer (buforu ptuczacego) do kazdego z dotkéw reakcyjnych. Inkubowacé ptytke
przez 5 min w temp. pokojowej (20 — 25 °C) na wytrzasarce (ok. 600 rpm). Wyla¢ zawartos¢ i osuszy¢
ptytke odciskajac i lekko opukujgc odwrécong do géry dnem piytke na chtonnym materiale np.
reczniku papierowym.

8. Odpipetowac kolejny 1 ml Wash Buffer (buforu ptuczacego) do kazdego z dotkdw reakcyjnych.
Inkubowa¢ ptytke przez 5 min w temp. pokojowej (20 — 25 °C) na wytrzasarce (ok. 600 rpm). Wyla¢
zawartos¢ i osuszyc¢ ptytke odciskajgc i lekko opukujgc odwrdcong do gory dnem ptytke na chtonnym
materiale np. reczniku papierowym.

9. Dodac¢ do wszystkich dotkdw reakcyjnych po 150 pl ACYL-BUFF,

10. Dodaé do wszystkich dotkdw reakcyjnych po 25 pl ACYL-REAG,

11. Inkubowaé przez 15 min w temp. pokojowej (20 — 25 °C) na wytrzgsarce (ok. 600 rpm).

12. Wylaé zawartosc¢ i osuszy¢ ptytke odciskajac i lekko opukujgc na chtonnym materiale np. reczniku
papierowym.

13. Doda¢ po 1 ml Wash Buffer (buforu ptuczacego) do kazdego z dotkéw reakcyjnych. Inkubowaé
ptytke przez 10 min w temp. pokojowej (20 — 25 °C) w wytrzagsarce (ok. 600 rpm). Wyla¢ zawartos¢ i
osuszy¢ ptytke odciskajac i lekko opukujgc odwrécong do géry dnem na chtonnym materiale np.
reczniku papierowym.

14. Dodaé po 175 ul do wszystkich dotkéw reakcyjnych.

15. Zaklei¢ ptytke Foil FOILS|. Inkubowaé przez 10 min w temp. pokojowej (20 — 25 °C) na
wytrzasarce (ok. 600 rpm)
Zdja¢ i wyrzuci¢ folie.
A\ Od tej chwili nie dekantowaé supernatantu!
A\ Ponizsze objetosci nastepujgcych supernatantéw, beda potrzebne do wykonania testu ELISA:
Adrenalina 100 pl Noradrenalina 20 pl

Dopamina (standardy + mocz) 25 pl Dopamina (osocze) 50 ul
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6.3 Adrenalina ELISA

1. Naniesc¢ pipetg po 25 pul Enzyme Solution (roztworu enzymu) (patrz pkt. 6.1) do wszystkich dotkdw
reakcyjnych wykorzystywanych paskow ptytki do testu Adrenaliny

2. Dodac¢ po 100 pl wyekstrahowanych standardow, kontroli i prébek do odpowiednich dotkéw
reakcyjnych.

3. Inkubowa¢ przez 30 min w temp. pokojowej (20 — 25 °C) na wytrzasarce (ok. 600 rpm).

4. Odpipetowaé po 50 pl odpowiednio do wszystkich dotkéw reakcyjnych i zaklei¢ ptytke
FOILS]

5. Inkubowac przez 2 h w temp. pokojowej (20 — 25 °C) na wytrzasarce (ok. 600 rpm).

6. Usungc folie. Wylac¢ lub odciggna¢ zawartos¢ dotkéw reakcyjnych. Ptukaé 3-krotnie dodajgc 300 pl
Wash Buffer (buforu ptuczacego), za kazdym razem wylewajgc zawartosc i osuszajac plytke
odciskajgc a potem lekko opukujgc odwrdocong do goéry dnem na chtonnym materiale np. reczniku

N

Odpipetowa¢ po 100 yl Enzyme Conjugate (koniugatu enzymu) do wszystkich dotkdw reakcyjnych.

®

Inkubowac przez 30 min w temp. pokojowej (20 — 25 °C) na wytrzasarce (ok. 600 rpm).

9. Wyla¢ lub odciggng¢ zawartos¢ dotkéw reakcyjnych. Pluka¢ 3-krotnie dodajgc 300 ul Wash Buffer
(buforu pluczacego), za kazdym razem wylewajac zawartos¢ i osuszajac ptytke odciskajac a potem
lekko opukujac ptytke odwrécong do gory dnem na chionnym materiale np. reczniku papierowym.

10. Doda¢ po 100 pl SUBSTRATE]| do wszystkich dotkdw reakcyjnych i inkubowac przez 25 + 5 min w
temp. pokojowej (20 — 25°C) w wytrzgsarce (ok. 600 rpm).

& Unikaé¢ kontaktu z bezposrednim swiatfem sfonecznym!

11. Doda¢ po 100 ul roztworu hamujgcego reakcje - STOP-SOLN| do kazdego dotka reakcyjnego i i
krotko wstrzgsngé ptytka mikrotitracyjna.

12. Wykonaé¢ odczyt absorbancji roztworu w dotkach reakcyjnych w ciggu 10 minut od zahamowania
reakcji, za pomocg czytnika ptytek mikrotitracyjnych przy dtugosci fali 450 nm (jesli jest mozliwos¢
rekomenduje sie takze wykona¢ pomiar przy dtugoéci fali referencyjne;j tj. pomiedzy 620 nm a 650

6.4 Noradrenalina ELISA

—

Nanies¢ pipeta po 25 pl Enzyme Solution (roztworu enzymu) (patrz pkt. 6.1) do wszystkich dotkéw
reakcyjnych wykorzystywanych paskow plytki do testu Noradrenalina @ @l

N

Dodac po 20 pl wyekstrahowanych standardéw, kontroli i prébek do odpowiednich dotkéw
reakcyjnych.

Inkubowac przez 30 min w temp. pokojowej (20 — 25 °C) na wytrzasarce (ok. 600 rpm).

Odpipetowac po 50 ul NAD-AS| do wszystkich dotkow reakcyjnych i zaklei¢ ptytke FOILS|.

Inkubowac przez 2 h w temp. pokojowej (20 — 25 °C) na wytrzasarce (ok. 600 rpm).
Usung¢ folie. Wylac¢ lub odciggna¢ zawartos¢ dotkéw reakcyjnych. Ptuka¢ 3-krotnie dodajgc 300 pi

Wash Buffer (buforu ptuczacego), za kazdym razem wylewajac zawartos¢ i osuszajac plytke
odciskajgc a potem lekko opukujgc odwrécong do géry dnem na chionnym materiale np. reczniku

Odpipetowac po 100 pl CONJUGATE]| do wszystkich dotkow reakcyjnych.

Inkubowac¢ przez 30 min w temp. pokojowej (20 — 25 °C) w wytrzgsarce (ok. 600 rpm).

. Wyla¢ lub odciggng¢ zawartos¢ dotkéw reakcyjnych. Pluka¢ 3-krotnie dodajgc 300 ul Wash Buffer
(buforu pluczacego), za kazdym razem wylewajac zawartos¢ i osuszajac ptytke odciskajac a potem
lekko opukujgc ptytke odwrécong do géry dnem na chtonnym materiale np. reczniku papierowym.

10. Doda¢ po 100 ul SUBSTRATE] do dotkdw reakcyjnych i inkubowac przez 25 + 5 min w temp.

pokojowej (20 — 25°C) na wytrzasarce (ok. 600 rpm).

N\ Unikaé kontaktu z bezposrednim $wiattem sfonecznym!

11. Doda¢ po 100 pl roztworu hamujgcego reakcje - STOP-SOLN] do wszystkich dotkdw reakcyjnych i

wytrzasac na wytrzgsarce aby zapewni¢ homogenne rozprowadzenie roztworu.

12. Wykonaé odczyt absorbanciji roztworu w dotkach reakcyjnych w ciggu 10 minut od zahamowania

reakcji, za pomoca czytnika ptytek mikrotitracyjnych przy dtugosci fali 450 nm (jesli jest mozliwosé

rekomenduje sie takze wykona¢ pomiar przy dtugosci fali referencyjnej tj. pomiedzy 620 nm a 650 nm).

o o a W

© o N
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6.5 Dopamina ELISA

1. Nanies¢ pipetg po 25 pl Enzyme Solution (patrz pkt. 6.1) do wszystkich dotkéw reakcyjnych
wykorzystywanych paskéw plytki do testu Dopamina

2. Dodac¢ po 25 pl wyekstrahowanych standardéw, kontroli i probek moczu i 50 pl wyekstrahowanych
prébek osocza do odpowiednich dotkéw reakcyjnych.

3. Dodac po 25 pl (kwasu chlorowodorowego) do standardéw, kontroli i prébek moczu.
4. Inkubowac¢ przez 30 min w temp. pokojowej (20 — 25 °C) na wytrzasarce (ok. 600 rpm).

5. Odpipetowac po 50 ul DOP-AS)| do wszystkich dotkdw reakcyjnych i zaklei¢ ptytke [FOILS|.

6. Inkubowac przez 2 h w temp. pokojowej (20 — 25 °C) na wytrzasarce (ok. 600 rpm).
7. Wyla¢ lub odciggng¢ zawartos¢ dotkow reakcyjnych. Pluka¢ 3-krotnie dodajgc 300 yl Wash Buffer

(buforu pluczacego), za kazdym razem wylewajac zawartos¢ i osuszajac ptytke odciskajac a potem
lekko opukujac ptytke odwrécong do géry dnem na chionnym materiale np. reczniku papierowym.

8. Naniesé po 100 pl of the CONJUGATE| do wszystkich dotkéw reakcyjnych.
9

. Inkubowac przez 30 min w temp. pokojowej (20 — 25 °C) na wytrzasarce (ok. 600 rpm).

10. Wyla¢ lub odciggnagé¢ zawartos¢ dotkdw reakcyjnych. Plukaé 3-krotnie dodajgc 300 pul Wash Buffer
(buforu ptuczacego), za kazdym razem wylewajac zawartos¢ i osuszajac plytke odciskajac a potem
lekko opukujac ptytke odwrécong do géry dnem na chionnym materiale np. reczniku papierowym.

11. Doda¢ po 100 pl do dotkow reakcyjnych i inkubowac przez 25 £ 5 min w temp.
pokojowej (20 — 25°C) na wytrzasarce (ok. 600 rpm).

N\ Unikaé kontaktu z bezposrednim $wiatlem stonecznym!

12. Dodac¢ po 100 ul STOP-SOLN| do wszystkich studzienek i krotko wstrzasnaé ptytkg mikrotitracyjna.

13. Wykonaé odczyt absorbanc;ji roztworu w dotkach reakcyjnych w ciggu 10 minut od zahamowania
reakcji, za pomocg czytnika ptytek mikrotitracyjnych przy dtugosci fali 450 nm (jesli jest mozliwos¢
rekomenduje sie takze wykona¢ pomiar przy diugosci fali referencyjnej tj. pomiedzy 620 nm a 650
nm).

7. Obliczanie wynikow

Adrenalina Noradrenalina Dopamina
Zakres pomiaru Mocz 0.7 - 200 ng/ml 2.5-1000 ng/ml 4.8 —2 000 ng/ml
Osocze 18 — 6 667 pg/ml 93 — 33 333 pg/ml 75— 33 333 pg/mi

Krzywag wzorcowa, ktérg mozna wykorzystac do okreslenia stezenia nieznanych probek, uzyskuje sie poprzez
wykreslenie odczytow absorbanciji (obliczenie sredniej absorbanciji) wzorcéw (liniowa, 0s$ y) wzgledem
odpowiednich stezeh wzorcéw (logarytmiczna, o$ x) przy uzyciu stezenia 0,001 ng/ml dla wzorca A (to
wyréwnanie jest obowigzkowe ze wzgledu na logarytmiczng prezentacje danych). Do dopasowania krzywej
nalezy uzy¢ regresiji nieliniowej (np. 4-parametrowej, Marquardta).

A Ten test jest testem konkurencyjnym. Oznacza to, ze wartosci OD zmniejszajg sie wraz ze wzrostem
stezenia analitu. Warto$ci OD znalezione ponizej krzywej standardowej odpowiadajg wysokim stezeniom
analitu w probce i muszg by¢ zgtaszane jako pozytywne.

Probki moczu i kontrole
Stezenie Probek moczu i Kontroli mozna odczyta¢ bezposrednio z krzywej standardowe;.
Nalezy skalkulowa¢ 24-godzinng ekstrakcje dla kazdej probki moczu: pg/24h = pg/l x 1/24h

Prébki osocza

Aby odczyta¢ wartosci stezenia dla Adrenaliny i Noradrenaliny, stezenia probek osocza muszg byé
podzielone przez 30.

Aby odczytaé wartosci stezenia Dopaminy, stezenia prébek osocza muszg by¢ podzielone przez 60.

Konwersja:

Adrenalina [ng/ml] x 5,46 = Adrenalina [nmol/I]
Noradrenalina [ng/ml] x 5,91 = Noradrenalina [nmol/I]
Dopamina [ng/ml] x 6,53 = Dopamina [nmol/l]
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Oczekiwane wartosci referencyjne

Zaleca sie, aby kazde laboratorium okreslito wiasne wartosci referencyjne.

Adrenalina Noradrenalina Dopamina
Mocz z 24-h < 20 pg/dzien <90 pg/dzien < 600 pg/ dzien
(110 nmol/dzien) (535 nmol/dzien) (3900 nmol/ dzien)
Osocze <100 pg/ml < 600 pg/ml <100 pg/ml
7.2 Typowe krzywe standardowe
Przyktady, nie stosowac do kalkulacji!
Adrenalina Noradrenalina Dopamina
210
190 150 | 150
0 170 170
150 - 150 | 150
1,30 4 130 | 130
(= 1,10 4 110 | 110
O 0,90 4 020
§ 090 4
070
0.70 4 0,70 4
0,50
0,50 4 050
030
0,30 0,30
0AD
010 ‘ ' 010 _ - 1 10 100 4000 10000
, ﬁglml N - o ng/ml ng/ml
8. Prébki kontrolne

Zaleca sie aby uzy¢ prébki kontrolne zgodnie z krajowymi przepisami. Stosowa¢ kontrole na poziomie
zaréwno normalnych, jak i wartosci patologicznych. Niniejszy zestaw lub inne dostepne na rynku kontrole
powinny miesci¢ sie w ustalonych przedziatach ufnoéci. Granice ufnosci kontroli zestawu sg wymienione w
raporcie kontroli jakosci (Raport —QC).

9. Charakterystyka testu

9.1. Dane dotyczgce wydajnosci

Czulos¢ analityczna

Adrenalina Noradrenalina Dopamina

. e . Mocz (ng/ml 0.8 1.50 2.2

Granica proby slepej (LOB) Osocz(e%pg/an) 93 32 43
. . Mocz (ng/ml) 0.9 1.7 2.5

Granica wykrywalnosci (LOD) Osocze (pg/ml) 10 36 49
Granica oznaczalnosci (LOQ) Mocz (ng/ml) 0.7 25 4.8
Osocze (pg/ml) 18 93 75
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Specyficznos¢ analityczna (reaktywnosé krzyzowa)

Reaktywnos$¢ krzyzowa (%)

Substancja Adrenalina Noradrenalina Dopamina
Derywatyzowana Adrenalina 100 0.08 0.02
Derywatyzowana Noradrenalina 0.13 100 6.4
Derywatyzowana Dopamina <0.01 0.03 100
Metanefryna 0.18 <0.01 <0.01
Normetanefryna <0.01 0.16 0.01
3-Metoksytyramina < 0.01 < 0.01 0.49
3-Metoksy-4-hydroksyfenylglikol <0.01 <0.01 <0.01
Tyramina <0.01 <0.01 0.18
Fenyloalanina, Kwas kawowy, L-Dopa, kwas <0.01 <0.01 <0.01

homowanillinowy, Tyrozyna, kwas 3-Metoksy-
4-hydroksymigdatowy

Precyzja
W obrebie zestawu dla Moczu (n = 60) W obrebie zestawu dla Osocza (n = 60)
Prébka | Zakres [ng/ml] |CV [%] Prébka |Zakres [pg/ml] |CV [%]
1 6.2+1.1 17.4 1 64.7 £ 15.9 24.7
Adrenalina 2 21.4+2.7 12.4 Adrenalina 2 258 +32.5 12.7
3 59.4+7.8 13.1 3 948 + 105 11.0
1 26.1+3.6 13.8 1 510 + 65 12.8
Noradrenalina 2 97 +12.8 13.4 Noradrenalina 2 1358 + 194 14.3
3 267 + 35 13.1 3 3363 + 374 11.1
1 82 +16.1 19.7 1 75+ 22 29.8
Dopamina 2 253 + 41.1 16.3 | Dopamina 2 353+ 86 24.4
3 714 + 67 9.4 3 1187 + 293 24.9
W obrebie partii dla Moczu (n = 33) W obrebie partii dla Osocza (n = 18)
Prébka | Zakres (ng/ml] CV [%] Prébka |Zakres [pg/ml] |CV [%]
1 52+0.9 17.9 1 76.4+11.1 14.5
Adrenalina 2 17.8+2.1 11.7 Adrenalina 2 247 +27.5 11.1
3 54.2+6.6 121 3 771 £ 101 13.1
1 19.5+ 3.9 20.0 1 445 + 40.9 9.2
Noradrenalina 2 80.6 £ 10.6 13.2 Noradrenalina 2 1232 + 134 10.9
3 226 + 39.5 17.4 3 3283 + 302 9.2
1 79.3+18.8 23.7 1 238 +67.0 28.2
Dopamina 2 222 +27.0 12.1 | Dopamina 2 1072 + 201 18.8
3 630 £ 69.0 11.0 3 3449 + 491 14.2
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Poroéwnanie spojnosci Lot-to-Lot

Prébka Mean + SD [ng/ml] CV [%]
Mocz 1 6.6+0.9 13.7
Adrenalina (n = 5) 2 23.5+1.5 6.2
Osocze Prébka Mean + SD [pg/ml] CV [%]
1 202 +26.7 11.8
Probka Mean + SD [ng/ml] CV [%]
_ Mocz 1 124 +13.2 10.7
z\:fiag)re”a“”a 2 293+37 12.6
Prébka Mean + SD [pg/ml] CV [%]
Osocze
1 1,071+ 97.3 5.3
Prébka Mean + SD [ng/ml] CV [%]
Dopamina (n =6) |Mocz 1 189 + 14.7 7.8
2 678 +39.3 5.8

Odzyskiwalnos¢ zostata okreslona zgodnie z normg CLSI EP 34, wydanie pierwsze.

Odzyskiwalnosé

Zakres [ng/ml] Mean [%] Zakres [%]
Mocz
. 0.27 - 61 95 89 -98
Adrenalina Zakres [pg/ml] Mean [%] Zakres [%]
(o] (o]
O
socze 9.1 4,268 105 88— 117
Zakres [ng/ml] Mean [%] Zakres [%]
Mocz
1.8 —249 96 70-118
Noradrenalina
o Zakres [pg/ml] Mean [%] Zakres [%]
s0cze 51— 14,251 87 75— 107
M Zakres [ng/ml] Mean [%] Zakres [%]
0cz 92762 112 106 — 117
Dopamina
Osocze Zakres [pg/ml] Mean [%)] Zakres [%]
57.4 — 16,054 89 84 — 92
Liniowos¢
Seria rozcienczen do Srednia [%] Zakres [%]
Mocz 1:512 108 92-123
Adrenalina Osocze 1:512 105 94 -115
Mocz 1:512 112 100 - 127
Noradrenalina | Osocze 1:512 112 102 - 125
Mocz 1:512 104 83-126
Dopamina Osocze 1:512 106 85-132

9.2 Identyfikowalno$¢ metrologiczna

Wartosci przypisane do standardéw i kontroli testu 3-CAT ELISA FastTrack g3 identyfikowalne
wzgledem jednostek Sl poprzez wazenie za pomocg analitu o kontrolowanej jakosci.

Standardy i kontrole

Niepewnos¢ [%]
Adrenalina 3.5
Noradrenalina 41
Dopamina 25
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3-CAT ELISA

Stezenie [ng/ml] Niepewnos¢ rozszerzona [%] k = 2*

5.2 36.5

_ Mocz 17.8 244

Adrenalina 542 252
Osocze Stezenie [pg/ml] Niepewnos¢ rozszerzona [%] k = 2*

76.4 29.8
Stezenie [ng/mil] Niepewnos¢ rozszerzona [%] k = 2*

19.5 40.8

, Mocz 80.6 276

Noradrenalina 226 35.7
Osocze Stezenie [pg/mil] Niepewnos¢ rozszerzona [%] k = 2*

445 20.1
Stezenie [ng/ml] Niepewno$¢ rozszerzona [%] k = 2*

79.3 47.7

_ Mocz 222 247

Dopamina 630 226
Stezenie [pg/mil] Niepewnos¢ rozszerzona [%] k = 2*

Osocze 238 56.6

* Okresla to przedziat wokét zmierzonego wyniku, ktéry bedzie zawierat prawdziwg wartos¢ z

prawdopodobienstwem 95%.
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Aby uzyska¢ wiecej informacji na temat najnowszych danych literaturowych, nalezy
skontaktowac¢ sie z lokalnym dostawca.
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11. Zmiany
Wersja Data aktualizacji Rozdziat Zamiana
19.0 28-11-2023 4.1 Oznakowanie zagrozen
zaktualizowane
zgodnie z SDS
19.1 02-04-2024 6.5 Symbol surowicy
odpornosciowej
korygujacej
20.0 2025-05-20 2.1 - Zaktualizowano
222 - Dodano leki +
4.1 pokarmy wptywajace
9.1 na stezenie
9.2 katecholamin
10 - BA E-0040:

Zaktualizowano
oznaczenia zagrozen
zgodnie z kartg
charakterystyki

- Dodano informacje o
partiach;
zaktualizowano
informacje o odzysku
moczu

- Dodano informacje o
identyfikowalnosci
metrologiczne;j
Zaktualizowano
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Symbole:

Symbol

English

Polski

Francaise

Espanol

Italiano

C€

European Conformity

Deklaracja CE

Conforme aux normes
européennes

Conformidad europea

Conformita europea

Consult instructions for
use

Zapoznaj sie z
instrukcjg uzytkowania

Consulter les
instructions d’utilisation

Consulte las
Instrucciones

Consultare le istruzioni
per l'uso

In vitro diagnostic
device

Urzgdzenie do
diagnostyki in vitro

utilisation Diagnostic
in vitro

Diagnéstico in vitro

Per uso Diagnostica in
vitro

For research use only

Tylko do celow

Seulement dans le

Solo para uso en

Solo a scopo di ricerca

badawczych cadre de recherches investigacion
Catalogue number Numer katalogowy Référence Numero de catalogo No. di catalogo
Lot. No. / Batch code Nr serii No. de lot Numero de lote Lotto no

Contains sufficient for
<n> tests/

Zawiera wystarczajgca
ilos¢ dla <n> testow/

Contenu suffisant pour
"n” tests

Contenido suficiente
para <n> ensayos

Contenuto sufficiente
per "n” saggi

Note warnings and
precautions

Zwr6é uwage na
ostrzezenia i $rodki
ostroznosci

Avertissements et
mesures de précaution
font attention

Tiene en cuenta
advertencias y
precauciones

Annoti avvisi e le
precauzioni

Storage Temperature

Temperatura
przechowywania

Température de
conservation

Temperatura de
conservacion

Temperatura di
conservazione

Expiration Date

Data waznosci

Date limite d'utilisation

Fecha de caducidad

Data di scadenza

e ENEEEEE

Legal Manufacturer

Producent prawny

Fabricant

Fabricante

Fabbricante

)
a
S
&
S
D
Q
o
<

Distributed by

Dystrybuowane przez

Distribution par

Distribucién por

Distribuzione da parte
di

)}
x
Vv

Version

Wersja

Version

Version

Versione

&

Single-use

Jednorazowego uzytku

A usage unique

Uso Unico

Uso una volta
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