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IRMA ACTH
IM2030, B89463

IMMUNORADIOMETRIC ASSAY FOR THE IN VITRO
DETERMINATION OF ACTH IN HUMAN PLASMA
For in vitro diagnostic use.

PRINCIPLE

The immunoradiometric assay of corticotropin hormone (ACTH) is a
"sandwich" type assay where the ACTH is first modified chemically by
succinylation, yielding succinyl ACTH (sACTH).

ACTH is highly conserved in different biological species and is unstable. For
these two reasons it is particularly difficult to immunize animals against the
human hormone for the production of antibodies with sufficiently high affinity
for use in an immunoradiometric assay. The chemical modification of human
ACTH by succinylation permits to differentiate it from the endogenous ACTH
of the immunized animals and enhances its stability. Monoclonal antibodies
with high affinity for succinylated human ACTH were thus obtained. The
specificity of the antibodies utilized in the assay requires that the same
chemical modification is applied in the case of the samples. This is achieved
simply and highly reproducibly with the succinylation reagent furnished in
the kit. Furthermore, the chemical modification of the samples stabilizes the
ACTH and thus facilitates sample handling.

Three mouse monoclonal antibodies, directed against three different
epitopes of the sACTH molecule and not competing with each other, are
used in the kit. The modified samples and calibrators are incubated first in
tubes coated with two monoclonal antibodies. Following the first incubation,
the contents of the tubes are aspirated carefully. A solution containing a third
monoclonal antibody, '®I-labeled, is then added to each tube. Following a
second incubation, the contents of the tubes are aspirated and, after washing
twice, bound radioactivity is measured. Unknown values are determined
by interpolation from a standard curve. The concentration of ACTH in the
samples is directly proportional to the radioactivity.

WARNING AND PRECAUTIONS
General remarks:

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

. Bring all reagents to room temperature before pipeting.
. Do not mix the reagents from kits of different lots.
. A standard curve must be included with each assay.

. The correct setting of the shaker is very important for the reproducibility
of the assay.

. It is recommended to perform the assay in duplicate.
. Each tube must be used only once.
Protection against ionizing radiation

The purchase, possession, utilization, and transfer of radioactive material is
subject to the regulations of the country of use. Adherence to the basic rules
of radiation safety should provide adequate protection.

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

. No pipeting of radioactive solutions by mouth.

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

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

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

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

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

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

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

Some reagents contain sodium azide as preservative. Sodium azide may
react with lead, copper or brass to form explosive metal azides. Dispose of
the reagents by flushing with large amounts of water through the plumbing
system.

Materials of human origin

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

All plasma samples should be handled as if capable of transmitting hepatitis
or AIDS and waste should be discarded according to the country rules.

GHS HAZARD CLASSIFICATION

Wash Solution (20X) DANGER

H360 May damage fertility or the
unborn child.

P201 Obtain special instructions
before use.

P280 Wear protective gloves,
protective clothing and
eye/face protection.

P308+P313 IF exposed or concerned:
Get medical advice/attention.
Boric Acid 0.1 - 0.3%
Sodium Borate Decahydrate
0.1-0.3%

Succinylation Reagent WARNING

H302 Harmful if swallowed.

H319 Causes serious eye irritation.

H335 May cause respiratory
irritation.

P261 Avoid breathing vapours.

P280 Wear protective gloves,
protective clothing and
eyelface protection.

P304+P340 IF INHALED: Remove
person to fresh air and
keep at rest in a position
comfortable for breathing.

P312 Call a POISON CENTER or
doctor/physician if you feel
unwell.

P337+P313 If eye irritation persists: Get
medical advice/attention.

P403+P233 Store in a well-ventilated
place. Keep container tightly
closed.

Succinic Anhydride > 95%
Calibrators WARNING

H315 Causes skin irritation.

H319 Causes serious eye irritation.

H335 May cause respiratory
irritation.

P261 Avoid breathing vapours.

P271 Use only outdoors or in a
well-ventilated area.

P280 Wear protective gloves,

protective clothing and
eye/face protection.
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P302+P352 IF ON SKIN: Wash with
plenty of soap and water.

IF INHALED: Remove
person to fresh air and
keep at rest in a position
comfortable for breathing.
IF IN EYES: Rinse cautiously
with water for several
minutes. Remove contact
lenses, if present and easy
to do. Continue rinsing.

Call a POISON CENTER or
doctor/physician if you feel
unwell.

If skin irritation occurs: Get
medical advice/attention.

If eye irritation persists: Get
medical advice/attention.
Take off contaminated
clothing and wash it before
use.

Store in a well-ventilated
place. Keep container tightly
closed.

Store locked up.

Dispose of
contents/container

in accordance with
local/national regulations
Dimethyl Sulfoxide
Succinic Anhydride
Potassium Hydroxide

P304+P340

P305+P351+P338

P312

P332+P313
P337+P313

P362+P364
P403+P233

P405
P501

DMSO WARNING

D

H227
H315
H319
H335

Combustible Liquid

Causes skin irritation.
Causes serious eye irritation.
May cause respiratory
irritation.

Avoid breathing vapours.
Wear protective gloves,
protective clothing and
eye/face protection.

IF INHALED: Remove
person to fresh air and
keep at rest in a position
comfortable for breathing.
Call a POISON CENTER or
doctor/physician if you feel
unwell.

If eye irritation persists: Get
medical advice/attention.
Store in a well-ventilated
place. Keep container tightly
closed.

Dimethyl Sulfoxide > 95%

P261
P280

P304+P340

P312

P337+P313

P403+P233

Safety Data Sheet is available at techdocs.beckmancoulter.com

SPECIMEN COLLECTION, PROCESSING,
STORAGE AND DILUTION

Sample blood into siliconized glass or plastic tubes containing EDTA.
Do not use heparin as anti-coagulant. Do not use non-siliconized glass
tubes; they adsorb ACTH.

. Separate plasma as soon as possible by centrifugation at 2-8°C.

. Since ACTH is very unstable, plasma samples must be stored at
below -18°C unless the assay is done immediately. Samples should
be aliquoted to avoid repeated freezing and thawing.
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In view of the stabilization of ACTH by succinylation, plasma samples
may also be succinylated immediately after centrifugation following the
protocol of paragraph Assay procedure. The succinylated samples
can then be kept for 7 days at 2-8°C. It is recommended that for longer
periods they be kept at below -18°C. It is not necessary to aliquot
succinylated samples since succinylated ACTH is relatively insensitive
to repeated freezing and thawing.

. If samples have concentrations greater than the highest calibrator,
they must be succinylated and then diluted in the zero calibrator.

MATERIALS PROVIDED

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

Storage conditions for reagents after reconstitution or dilution are indicated
in paragraph Procedure.

Kit for determination of ACTH, 100 tubes (Cat #IM2030)

Anti-sACTH monoclonal antibodies-coated tubes: 2 x 50 tubes (ready
for use)

2|.]abeled monoclonal anti-sACTH antibody: one 11 mL vial (ready for
use)

The vial contains 814 kBq, at the date of manufacture, of '®I-labeled
immunoglobulins in liquid form, proteins, sodium azide (<0.1%) and a dye.

Calibrators: five 2 mL vials + one 4 mL of "zero" calibrator (ready for use)

The calibrators contain human serum treated with succinic anhydride. They
are thus ready for use and must not be chemically modified further.

The calibrator vials contain between 0 to approximately 1,500 pg/mL of
synthetic SACTH in human serum and sodium azide (<0.1%). The exact
concentration is indicated on each vial label. The calibrators were calibrated
against the international standard NIBSC 74/555.

Control serum: 2 vials (lyophilized)

Attention: Due to the unstability of the ACTH molecule, two vials of the
same control serum are supplied in each kit. After reconstitution, do not
conserve the control serum untreated by succinic anhydrid, even frozen. Use
the second vial for another series.

The vials contain synthetic ACTH lyophilized in human serum. The expected
values are in the concentration range indicated on a supplement.

Alkaline solution: one 15 mL vial (ready for use)

The buffer contains sodium azide (<0.1%).

Succinylation reagent: one vial (powder)

The vial contains 600 mg of succinic anhydride.

DMSO (Dimethylsulfoxide): one 3 mL vial (ready for use)

DMSO solution with phenol red. Let DMSO equilibrate at room temperature
until completely melted. Mix gently before use.

Wash solution (20x): one 50 mL vial
Concentrated solution has to be diluted before use.
Kit for determination of ACTH, 50 tubes (Cat #B89463)

Anti-sACTH monoclonal antibodies-coated tubes: 1 x 50 tubes (ready
for use)

2.]abeled monoclonal anti-sACTH antibody: one 11 mL vial (ready for
use)

Calibrators: five 2 mL vials + one 4 mL of "zero" calibrator (ready for use)
Control serum: 2 vials (lyophilized)
Alkaline solution: one 15 mL vial (ready for use)
Succinylation reagent: one vial (powder)
DMSO (Dimethylsulfoxide): one 3 mL vial (ready for use)
Wash solution (20x): one 50 mL vial
MATERIALS REQUIRED, BUT NOT PROVIDED
In addition to standard laboratory equipment, the following items are required:
. polypropylene tubes.
. precision micropipets (300 yL; 500 pL).
. semi-automatic pipets (50 pL; 100 yL; 250 pL, 2 mL).
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. vortex type mixer.

. horizontal or orbital shaker.

. aspiration system.

. gamma counter set for 125 iodine.
PROCEDURE
Preparation of reagents
Let all the reagents come to room temperature.
Reconstitution of control sample

The content of one of the two vials is reconstituted with the volume of
distilled water indicated on the label. Wait for 10 - 20 min (max) following
reconstitution and mix gently to avoid foaming before dispensing. After
reconstitution, do not conserve the control serum untreated by succinic
anhydrid, even frozen. Use the second vial for another series.

Reconstitution of the succinylation reagent

The content of the vial is reconstituted with the volume of DMSO indicated on
the label. Mix thoroughly before use and visually check complete dissolution
of succinyl anhydride. After reconstitution, the reagent is stable at 2-8°C
until the expiry date of the kit. The slight tanning, sometimes noted during
the storage, does not affect in anyway the performance of the succinylation
reagent.

Preparation of wash solution

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

Assay procedure
Succinylation of the control serum and samples

Attention: do not succinylate calibrators
To a polypropylene tube, add sequentially in this order

500 pL of sample or control serum
250 pL of alkaline solution
50 pL of succinylation reagent

Vortex immediately
Incubate 5 minutes at 18-25°C

Remark 1: The volumes indicated above suffice for an assay in duplicate.
For sample non-duplicate assays, sample, alkaline solution and succinylation
reagent volumes may be reduced by one-half.

Remark 2: The color indicator of the succinylating reagent must turn yellow
which indicates that the reaction has occurred normally. An abnormal reaction
is indicated by persistence of the violet color.

Immunological step 1

To antibody-coated
tubes, add:

Immunological step 2’
To each tube, add:

Counting
Wash twice with 2 mL
of wash solution.

300 pL of calibrator, or
succinylated sample or
succinylated control
serum

100 pL of tracer Count bound cpm
(B) and total cpm (T)

for 1 min.

Incubate 1 hour at
18-25°C with shaking
(>280 rpm).

Aspirate the content of
each tube carefully

Incubate 2 hours at
18-25°C with shaking
(>280 rpm).

Aspirate the content
of each tube carefully
(except the 2 tubes
«total cpm»)

*Add 100 pL of tracer to 2 additional tubes to obtain total cpm.

RESULTS

Results are obtained from the standard curve by interpolation. The curve
serves for the determination of ACTH concentrations in samples measured

at the same time as the calibrator.
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Standard curve

The results in the quality control department were calculated using spline
curve fit with determined radioactivity (cpom..-cpm..ig) on the log vertical axis
and analyte concentration of the calibrators on the log horizontal axis (pg/mL).

Other data reduction methods may give slightly different results.

Total activity: 257,224 cpm
Calibrators ACTH cpm (n=3) BIT (%) cpMe, —
(pg/mL) CPMcao
0 0 182 0.07 -
1 8.2 829 0.32 647
2 26.0 1,847 0.72 1,665
3 87.0 5,505 2.14 5,323
4 451 23,888 9.30 23,706
5 1,322 57,455 22.34 57,273

(Example of standard curve, do not use for calculation)

Samples

For each sample, locate the cpm or B/T value on the vertical axis and read
off the corresponding ACTH concentration on the horizontal axis.

Note: The concentration indicated on each calibrator vial already takes
into account the sample dilution due to the succinylation step. This dilution
must be neglected when calculating the concentration in sample (direct
determination on the standard curve).

EXPECTED VALUES

It is suggested that each laboratory establishes its own normal values. The
following values obtained with healthy subjects are indicative only.

Number Average Median  |2.5" percentile 97.5M
percentile
42 18.5 pg/mL 15 pg/mL 7 pg/mL 41 pg/mL

QUALITY CONTROL

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

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

PERFORMANCE CHARACTERISTICS
(For more details, see the data sheet “APPENDIX”)
Sensitivity

Analytical sensitivity: 0.31 pg/mL

Functional sensitivity: 4.82 pg/mL

Specificity

The antibodies used in the immunoassay are highly specific for ACTH.
Extremely low cross reactivities were obtained against several related
molecules (ACTH 1-24; 1-10; 18-39; 11-24; aMSH and POMC) either in the
absence (cross-reactivities) or the presence (interferences) of ACTH.

Precision
Intra-assay

Samples were assayed 25 times in the same series. The coefficients of
variation were found below or equal to 10.0%.

Inter-assay

Samples were assayed in duplicate in 10 different series. Coefficients of
variation were found below or equal to 10.8%.

Accuracy
Dilution test

High-concentration samples were succinylated and then serially diluted with
the zero calibrator. The recovery percentages obtained were between 82.3%
and 119%.

Recovery test

Low-concentration samples were spiked with known quantities of ACTH.
Samples were then succinylated and assayed. The recovery percentages
obtained were between 97.2% and 116%.
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Measurement range (from analytical sensitivity to highest calibrator): 0.31
to approximately 1,500 pg/mL.

LIMITATIONS

The non-respect of the instructions in this package insert may affect results
significantly.

Results should be interpreted in the light of the total clinical presentation
of the patient, including clinical history, data from additional tests and other
appropriate information.

Heparin binds to ACTH and must therefore not be used. Samples should
therefore be collected on EDTA.
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For assays employing antibodies, the possibility exists for interference
by heterophile antibodies in the patient sample. Patients who have been
regularly exposed to animals or have received immunotherapy or diagnostic
procedures utilizing immunoglobulins or immunoglobulin fragments may
produce antibodies, e.g. HAMA, that interfere with immunoassays. Such
interfering antibodies may cause erroneous results. Carefully evaluate the
results of patients suspected of having these antibodies.

5 of 55



IRMA ACTH
IM2030, B89463

TROUSSE IMMUNORADIOMETRIQUE POUR LE DOSAGE
IN VITRO DE L'ACTH DANS LE PLASMA HUMAIN
Utilisation comme test de diagnostic in vitro.

PRINCIPE

Le dosage immunoradiométrique de I'hormone corticotrope (ACTH) est un
dosage de type "sandwich" de I'ACTH préalablement modifiée chimiquement
par une réaction d'succinylation (SACTH).

L'ACTH est une molécule trés bien conservée a travers les especes et tres
peu stable. Pour ces deux raisons il est particulierement difficile d'immuniser
des animaux contre I'hnormone humaine pour obtenir des anticorps de bonne
affinité susceptibles de convenir a un dosage immunoradiométrique. La
modification chimique de I'ACTH humaine par succinylation permet de la
différencier nettement de 'ACTH endogéne des animaux immunisés et la
rend plus stable. Des anticorps monoclonaux de haute affinité ont donc été
obtenus contre de I'ACTH humaine succinylée. La spécificité des anticorps
utilisés dans ce dosage nécessite que cette modification chimique soit
reproduite sur les échantillons. Ceci est réalisé de maniére trés simple et
trés reproductible par le réactif d'succinylation fourni dans la trousse. De
plus, la maodification chimique des échantillons stabilise 'ACTH et facilite
ainsi leur manipulation.

La trousse utilise trois anticorps monoclonaux de souris dirigés contre trois
épitopes différents de la molécule de sACTH, et réagissant sans compétition.
Les échantillons modifiés ou les calibrateurs sont d'abord incubés dans
des tubes recouverts de deux anticorps monoclonaux. Aprés une premiére
incubation le contenu des tubes est soigneusement aspiré. Une solution
contenant un troisiéme anticorps monoclonal marqué & liode '® est alors
distribuée dans chaque tube. A la suite d'une nouvelle incubation, le
contenu des tubes est aspiré, et aprés deux lavages la radioactivité liée est
mesurée. Les valeurs inconnues sont déterminées par interpolation a l'aide
de la courbe standard. La quantité de radioactivité fixée est directement
proportionnelle a la concentration en ACTH de I'échantillon.

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS
Précautions générales

. Les flacons de calibrateurs et de contréles doivent étre ouverts des
temps aussi courts que possible afin d’éviter une évaporation trop
importante.

. Equilibrer les réactifs a la température du laboratoire avant utilisation.
. Ne pas mélanger des réactifs de lots différents.

. Effectuer simultanément la courbe standard et le dosage des
échantillons.

. Le bon réglage de l'agitateur est une condition importante pour la
reproductibilité du dosage.

. Il est recommandé de réaliser les dosages en double.
. Chaque tube ne doit étre utilisé qu'une seule fois.
Protection contre les rayonnements ionisants

L'achat, la possession, I'utilisation et 'échange de matieres radioactives
sont soumis aux réglementations en vigueur dans le pays de ['utilisateur.
L'application des regles de base de protection contre les rayonnements
ionisants assure une protection adéquate. Certaines d’entre elles sont
rappelées ci-apres :

. Ne pas manger, ni boire, ni fumer, ni appliquer de cosmétiques dans
les laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés.

. Ne pas pipeter des solutions radioactives avec la bouche.

. Eviter le contact direct avec tout produit radioactif en utilisant des
blouses et des gants de protection.

. Toute manipulation de matiéres radioactives se fera dans un local
approprié, éloigné de tout passage.

. Les produits radioactifs seront stockés dans leur conditionnement
d'origine dans un local approprié.

. Un cahier de réception et de stockage de produits radioactifs sera tenu
a jour.

. Le matériel de laboratoire et la verrerie qui ont été contaminés doivent

étre éliminés au fur et a mesure afin d'éviter une contamination croisée
de plusieurs isotopes.
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. Chaque cas de contamination ou perte de substance radioactive devra
étre résolu selon les procédures établies.

. Toute mise aux déchets de matiere radioactive se fera en accord avec
les réglements en vigueur.

Azide de sodium

Certains réactifs contiennent de l'azide de sodium comme agent
conservateur. L'azide de sodium peut réagir avec le plomb, le cuivre
et le laiton et former des azides métalliques explosifs. Lors du rejet de
telles solutions a I'évier, laisser couler un volume important d'eau dans les

canalisations.
Les produits d’origine humaine

Les produits d'origine humaine contenus dans les réactifs de cette trousse
ont subi un dépistage négatif, concernant les anticorps anti-VIH 1, et VIH 2,
les anticorps VHC, et I'antigéne de surface HBs, mais doivent cependant étre
manipulés comme des produits infectieux. En effet, aucune méthode connue
ne peut assurer |'absence complete de virus, c'est pourquoi il est nécessaire
de prendre des précautions lors de leur manipulation.

Tous les échantillons de sang doivent étre manipulés comme étant
susceptibles de contenir les virus de I'hépatite ou du SIDA et les déchets
doivent éliminés selon les réglementations nationales en vigueur.

CLASSIFICATION DES RISQUES SGH
DANGER

H360

Wash Solution (20X)

Peut nuire a la fertilité ou au
foetus.

Se procurer les instructions
avant utilisation.

Porter des gants de
protection, des vétements de
protection et un équipement
de protection des yeux/du
visage.

EN CAS d’exposition
prouvée ou suspectée :
demander un avis
meédical/consulter un
médecin.

Acide borique 0,1 - 0,3%
Borate de sodium
décahydraté 0,1 - 0,3%

P201

P280

P308+P313

ATTENTION

D

H302
H319

Succinylation Reagent

Nocif en cas d'ingestion.
Provoque une sévere
irritation des yeux.

Peut irriter les voies
respiratoires.

Eviter de respirer les
vapeurs.

Porter des gants de
protection, des vétements de
protection et un équipement
de protection des yeux/du
visage.

EN CAS D’'INHALATION :
transporter la personne a
I'extérieur et la maintenir au
repos dans une position ou
elle peut confortablement
respirer.

Appeler un CENTRE
ANTIPOISON ou un médecin
en cas de malaise.

Si Tirritation des yeux
persiste : demander un
avis médical/consulter un
médecin.

H335

P261

P280

P304+P340

P312

P337+P313
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Calibrators

DMSO

PI-IM2030-B89463-04

P403+P233

ATTENTION

D

H315
H319
H335

P261

P271
P280
P302+P352

P304+P340

P305+P351+P338

P312

P332+P313
P337+P313

P362+P364
P403+P233

P405
P501

ATTENTION

O

Stocker dans un endroit bien
ventilé. Maintenir le récipient
fermé de maniére étanche.

Anhydride succinique > 95%

Provoque une irritation
cutanée.

Provoque une séveére
irritation des yeux.
Peut irriter les voies
respiratoires.

Eviter de respirer les
vapeurs.

Utiliser seulement en plein
air ou dans un endroit bien
ventilé.

Porter des gants de
protection, des vétements de
protection et un équipement
de protection des yeux/du
visage.

EN CAS DE CONTACT
AVEC LA PEAU : laver et
abondamment a I'eau et au
savon.

EN CAS D’INHALATION :
transporter la personne a
I'extérieur et la maintenir au
repos dans une position ou
elle peut confortablement
respirer.

EN CAS DE CONTACT
AVEC LES YEUX : rincer
avec précaution a I'eau
pendant plusieurs minutes.
Enlever les lentilles de
contact si la victime en
porte et si elles peuvent
étre facilement enlevées.
Continuer a rincer.

Appeler un CENTRE
ANTIPOISON ou un médecin
en cas de malaise.

En cas d'irritation cutanée :
demander un avis
médical/consulter un
médecin.

Si l'irritation des yeux
persiste : demander un
avis médical/consulter un
médecin.

Enlever les vétements
contaminés et les laver avant
utilisation.

Stocker dans un endroit bien
ventilé. Maintenir le récipient
fermé de maniére étanche.
Garder sous clef.

Eliminer le contenu/récipient
conformément aux
réglementations
locales/nationales.

Diméthyle sulfoxyde
Anhydride succinique
Hydroxyde de potassium

H227 Liquide combustible

H315 Provoque une irritation
cutanée.

H319 Provoque une sévere
irritation des yeux.

H335 Peut irriter les voies
respiratoires.

P261 Eviter de respirer les
vapeurs.

P280 Porter des gants de

protection, des vétements de
protection et un équipement
de protection des yeux/du
visage.

P304+P340 EN CAS D’'INHALATION :
transporter la personne a
I'extérieur et la maintenir au
repos dans une position ou
elle peut confortablement
respirer.

P312 Appeler un CENTRE
ANTIPOISON ou un médecin
en cas de malaise.

P337+P313 Si Tirritation des yeux
persiste : demander un
avis médical/consulter un
médecin.

P403+P233 Stocker dans un endroit bien
ventilé. Maintenir le récipient
fermé de maniére étanche.
Diméthyle sulfoxyde > 95%

La fiche technique santé-sécurité est disponible a I'adresse
techdocs.beckmancoulter.com

PRELEVEMENT, PREPARATION,
CONSERVATION ET DILUTION DES
ECHANTILLONS

Recueillir le sang dans des tubes en verre siliconé ou en plastique,
contenant de 'EDTA. Ne pas utiliser d'héparine comme anticoagulant.
Ne pas utiliser de tubes en verre non siliconé car ils fixent 'ACTH.

. Séparer le plus tét possible le plasma par centrifugation a 2-8 °C.

. La molécule d'ACTH étant trés fragile, les échantillons plasmatiques
doivent étre conservés a une température inférieure a -18 °C si le
dosage n'est pas réalisé immédiatement, et de préférence aliquotés,
afin d'éviter les congélations et décongélations successives.

Le traitement par le réactif d'succinylation stabilisant la molécule
d'ACTH, il est également possible de modifier les échantillons
plasmatiques immédiatement aprés la centrifugation, suivant le
protocole indiqué dans le paragraphe Protocole du dosage. Les
échantillons modifiés pourront étre alors conservés pendant 7 jours
a 2-8 °C. Pour des périodes plus longues il est recommandé de les
conserver a une température inférieure a -18 °C. L'ACTH succinylée
étant peu sensible aux congélations et décongélations successives, il
n'est pas nécessaire d'aliquoter les échantillons modifiés.

. Si les échantillons analysés ont une concentration supérieure au
calibrateur le plus élevé de la gamme, ils doivent étre succinylés et
dilués dans le calibrateur zéro.

MATERIEL FOURNI

Tous les réactifs de la trousse conservés a 2-8 °C sont stables jusqu’a la date
de péremption mentionnée sur la trousse. Dates d'expiration imprimées sur
les étiquettes des flacons, concernent uniquement le stockage a long terme
des réactifs par le fabricant, avant I'assemblage de la trousse. Ne pas en
tenir compte.

Les conditions de conservation des réactifs apres reconstitution ou dilution
sont indiquées dans le paragraphe Mode Opératoire.
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Trousse ACTH IRMA, 100 tubes (Réf. IM2030)

Tubes revétus d'anticorps monoclonaux anti-sACTH : 2 x 50 tubes (préts
a l'emploi)

Traceur anticorps monoclonal anti-sACTH marqué a I'iode % : 1 flacon
de 11 mL (prét a I'emploi)

Le flacon contient 814 kBqg, en début de lot, d'immunoglobulines marquées
sous forme liquide, des protéines, de l'azide de sodium (< 0,1 %) et un
colorant.

Calibrateurs sACTH : 5 flacons de 2 mL + 1 flacon "zéro" de 4 mL (préts
a I'emploi)
Les calibrateurs contiennent du sérum humain traité par I'anhydride

succinique. lls sont donc préts a I'emploi et ne doivent pas étre chimiquement
modifiés a nouveau.

Les flacons de calibrateurs contiennent entre 0 a environ 1 500 pg/mL de
sACTH de synthese et de I'azide de sodium (<0,1 %). Les concentrations
sont indiquées sur l'étiquette de chaque flacon. L'étalonnage a été réalisé
par rapport a une solution étalon NIBSC 74/555.

Sérum de contréle : 2 flacons (lyophilisés)

Attention : En raison de l'instabilité de la molécule d’ACTH, deux flacons
du méme sérum de contréle sont fournis dans chaque trousse. Une fois
reconstitué, ne pas conserver le sérum de contrdle non traité par I'anhydride
succinique, méme congelé, pour une utilisation ultérieure. Utiliser le second
flacon lors d’'une seconde série.

Les flacons contiennent de 'ACTH de synthése lyophilisée dans du sérum
humain. Les valeurs attendues sont comprises dans la fourchette de
concentrations indiquée sur une feuille séparée.

Solution alcaline : 1 flacon de 15 mL (prét a I'emploi)

Le tampon contient de I'azide de sodium (< 0,1 %).

Réactif de succinylation : un flacon (poudre)

Le flacon contient 600 mg d’anhydride succinique.

DMSO (Diméthylsulfoxyde) : 1 flacon de 3 mL (prét a I'emploi)

Solution DMSO avec phénol rouge. Laisser le DMSO s’équilibrer a
température ambiante jusqu’a ce qu'il soit completement fondu. Mélanger
avec précaution avant utilisation.

Solution de lavage (20x) : 1 flacon de 50 mL

Solution concentrée, a diluer avant usage.

Trousse ACTH IRMA, 50 tubes (Réf. B89463)

Tubes revétus d'anticorps monoclonaux anti-sACTH : 1 x 50 tubes (préts
a I'emploi)

Traceur anticorps monoclonal anti-sACTH marqué a I'iode % : 1 flacon
de 11 mL (prét a I'emploi)

Calibrateurs sACTH : 5 flacons de 2 mL + 1 flacon "zéro" de 4 mL (préts
a I'emploi)

Sérum de contréle : 2 flacons (lyophilisés)

Solution alcaline : 1 flacon de 15 mL (prét a I'emploi)

Réactif de succinylation : un flacon (poudre)

DMSO (Diméthylsulfoxyde) : 1 flacon de 3 mL (prét a I'emploi)

Solution de lavage (20x) : 1 flacon de 50 mL

MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI

En plus de I'équipement de laboratoire usuel, il est nécessaire d'utiliser le
matériel suivant :

. tubes en polypropyléne.
. micropipettes de précision (300 pL, 500 pL).
. pipette semi-automatique (50 pL, 100 yL, 250 pL, 2 mL).
. mélangeur de type vortex.
. agitateur a mouvement de va et vient horizontal ou a plateau oscillant.
. systéme d'aspiration.
. compteur gamma calibré pour l'iode 125.
PROCEDURE
Préparation des réactifs
Equilibrer les réactifs a la température du laboratoire.

PI-IM2030-B89463-04

Reconstitution du sérum de contréle

Reprendre le contenu d’un des deux flacons avec le volume d’eau distillée
indiqué sur I'étiquette. Attendre 10 - 20 min (max) aprés reconstitution et
agiter doucement en évitant la formation de mousse avant de répartir dans les
tubes. Une fois reconstitué, ne pas conserver le sérum de contréle non traité
par 'anhydride succinique, méme congelé, pour une utilisation ultérieure.
Utiliser le second flacon lors d’'une seconde série.

Préparation du réactif d’succinylation

Le contenu du flacon est reconstitué a partir du volume de DMSO indiqué
sur I'étiquette. Bien mélanger avant utilisation et vérifier visuellement la
dissolution compléte de I'anhydride succinique. Aprés reconstitution, le
réactif est stable a 2-8 °C jusqu’a la date d’expiration du kit. Le léger
tannage, parfois constaté lors du stockage, n’affecte en rien la performance
du réactif de succinylation.

Préparation de la solution de lavage

Verser le contenu du flacon dans 950 mL d’eau distillée. Homogénéiser. La
solution diluée peut étre conservée a 2-8 °C jusqu’a la date de péremption
de la trousse.

Protocole du dosage
Succinylation du sérum de contrdle et des échantillons

Attention : ne pas succinyler les calibrateurs
Dans un tube en polypropyléne déposer dans I'ordre :

500 pL d'échantillon ou de sérum de contrdle
250 pL de solution alcaline
50 yL de réactif d'succinylation

Vortexer immédiatement
Incuber 5 minutes a 18-25 °C

Remarque 1 : Les volumes indiqués ci-dessus permettent de faire les
déterminations en double. Pour des dosages en simple, les volumes
d'échantillon, de solution alcaline et de réactif d'succinylation peuvent étre
divisés par 2.

Remarque 2 : Apres succinylation du sérum, l'indicateur coloré du réactif
de modification doit alors présenter une couleur jaune qui témoigne de
I'efficacité de la réaction. Une couleur violette persistante indique une
réaction anormale.

Etape immunologique [ Etape immunologique Comptage
1 2

Laver 2 fois avec 2 mL
de solution de lavage

Dans les tubes
recouverts d'anticorps,
déposer :

Dans chaque tube
distribuer :

300 pL de calibrateur,
ou d'échantillon
succinylé ou de sérum
de contréle succinylé

100 pL de traceur Compter les cpm liés
(B) et cpm totaux (T)

pendant 1 min.

Incuber 1 heure a
18-25 °C avec agitation
(>280 rpm).

Aspirer soigneusement
le contenu de chaque
tube

Incuber 2 heures a
18-25 °C avec agitation
a >280 rpm.

Aspirer soigneusement
le contenu de chaque
tube (sauf 2 tubes

«cpm totaux»)

*Ajouter 100 pL de traceur dans 2 tubes supplémentaires pour obtenir les
cpm totaux.

RESULTATS

Les résultats sont déduits de la courbe standard par interpolation. La courbe
sert a déterminer les taux d'ACTH de tous les échantillons mesurés en méme
temps que les calibrateurs.

Courbe standard

Les résultats obtenus par le service chargé du contrdle de qualité ont été
calculés en utilisant un ajustement de courbe spline avec (cpmg,-cpmg) sur
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I'axe log vertical et la concentration en analyte des calibrateurs sur I'axe log

horizontal (pg/mL).

L'utilisation d’'un autre mode de calcul peut conduire a des résultats

légérement différents.

Activité totale : 257 224 cpm
Calibrateurs ACTH cpm (n=3) BIT (%) cpmea —
(pg/mL) CPMcaio

0 0 182 0,07 -
1 8,2 829 0,32 647
2 26,0 1 847 0,72 1665
3 87,0 5 505 2,14 5323
4 451 23 888 9,30 23 706
5 1322 57 455 22,34 57 273

(Exemple de courbe standard, ne pas utiliser pour les calculs)

Echantillons

Pour chaque échantillon, repérer les valeur de cpm ou B/T sur I'axe vertical
et lire la concentration de I'échantillon en ACTH correspondante sur I'axe
horizontal.

Attention : La concentration étiquetée sur les flacons de calibrateur tient
compte de la dilution occasionnée par I'étape d'succinylation. |l n'est
donc pas nécessaire de tenir compte de cette dilution pour le calcul des
concentrations des échantillons (lecture directe sur la gamme).

VALEURS ATTENDUES

Il est recommandé a chaque laboratoire d'établir ses propres valeurs
normales. Les valeurs suivantes déterminées chez des sujets sains sont
données a titre indicatif.

Nombre Moyen Médiane 2,5éme 97,5éme
percentile percentile
42 18,5 pg/mL 15 pg/mL 7 pg/mL 41 pg/mL

CONTROLE DE QUALITE

Les bonnes pratiques de laboratoire impliqguent que des échantillons de
controle soient utilisés dans chaque série de dosage pour s'assurer de
la qualité des résultats obtenus. Ces échantillons devront étre traités de
la méme fagon que les prélévements a doser et il est recommandé d'en
analyser les résultats a I'aide de méthodes statistiques appropriées.

En cas de détérioration de I'emballage ou si les résultats obtenus montrent
une perte de performance du produit, veuillez contacter notre service Support
Technique. E-mail : imunochem@beckman.com

PERFORMANCES DU DOSAGE

(Voir Ia feuille “APPENDIX” pour plus de détails)

Sensibilité

Sensibilité analytique : 0,31 pg/mL

Sensibilité fonctionelle : 4,82 pg/mL

Spécificité

Les anticorps utilisés dans ce dosage sont hautement spécifiques de 'ACTH.
Des réactivités croisées extrémement basses ont été obtenues en I'absence

(réactivités croisées) ou en présence (interférences) d'ACTH vis a vis de
molécules apparentées (ACTH 1-24; 1-10; 18-39; 11-24; aMSH et POMC).

PI-IM2030-B89463-04

Précision
Intra-essai

Des échantillons ont été dosés 25 fois dans une méme série. Les coefficients
de variation obtenus étaient inférieurs ou égales a 10,0 %.

Inter-essais

Des échantillons ont été dosés en doublet dans 10 séries différentes. Les
coefficients de variation obtenus étaient inférieurs ou égales a 10,8 %.

Exactitude
Epreuve de dilutions

Des échantillons de concentration élevée ont été succinylés puis dilués
dans le calibrateur zéro de la trousse. Les pourcentages de recouvrement
s’échelonnent entre 82,3 % et 119 %.

Epreuve de surcharge

Des quantités connues d’ACTH ont été ajoutées a des sérums humains. Les
échantillons ont ensuite été succinylés puis dosés. Les pourcentages de
recouvrement s’échelonnent entre 97,2 % et 116 %.

Plage de mesure (de la sensibilité analytique au calibrateur le plus élevé) :
0,31 a environ 1 500 pg/mL.

LIMITES

Le non-respect des recommandations indiquées dans cette notice peut avoir
un impact significatif sur les résultats.

Les résultats doivent étre interprétés a la lumiére du dossier clinique complet
du patient, incluant I'historique clinique et les données de tests additionnels
et toute autre information appropriée.

L’héparine a la propriété de se lier a ’TACTH et ne doit donc pas étre utilisée.
Tous les prélévements doivent donc étre effectués sur EDTA.

Pour les tests employant des anticorps, il existe la possibilité d’une
interférence par des anticorps hétérophiles présents dans I'’échantillon du
patient. Les patients qui ont été régulierement exposés a des animaux ou qui
ont recu une immunothérapie ou qui ont subi des procédures diagnostiques
utilisant des immunoglobulines ou des fragments d’immunoglobulines
peuvent produire des anticorps, par exemple des anticorps HAMA (anticorps
humains anti-souris), qui interferent avec les tests immunologiques. Ces
anticorps qui interferent peuvent étre la cause de résultats erronés. Evaluer
avec précaution les résultats de patients suspectés de posséder ces
anticorps.
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IRMA ACTH
IM2030, B89463

RADIOIMMUNOASSAY FUR DIE IN-VITRO BESTIMMUNG
VON ACTH IN HUMANEM PLASMA
In-vitro-Diagnostikum.

PRINZIP

Der Radioimmunoassay ACTH basiert auf dem typischen “Sandwichprinzip”
und beinhaltet eine vorausgehende chemische Verdnderung des ACTH
durch Succinylierung (sACTH).

ACTH ist hochgradig konserviert in verschiedenen biologischen Spezies und
ist instabil. Aus diesen beiden Griinden ist die Immunisierung von Tieren
gegen das humane Hormon in Hinsicht auf die Produktion von Antikrpern
mit ausreichend hoher Affinitat fir die Benutzung in Radioimmunoassays
sehr schwierig. Die chemische Veranderung von humanem ACTH durch
Succinylierung ermdglicht die Unterscheidung von dem endogenem ACTH
immunisierter Tiere und erhdht die Stabilitat. Monoklonale Antikérper mit
hoher Affinitat flr succinyliertes humanes ACTH konnten in dieser Weise
erhalten werden. Die Spezifitdt der in dem Versuch verwendeten Antikorper
erfordert eine chemische Veranderung der Proben nach demselben Prinzip.
Dies kann in einfacher Weise und mit hoher Reproduktionsrate mit der
Succinylierungsreagenz des Kits durchgefiihrt werden. Zusatzlich erhéht die
chemische Veranderung der Proben die Stabilitdt des ACTH und vereinfacht
die Behandlung der Proben.

In dem Kit werden drei monoklonale Mausantikdrper, mit drei verschiedenen
nicht konkurrierenden Epitopen gegen sACTH, verwendet. Veranderte
Proben und Kalibrators werden zuerst in mit zwei monolonalen Antikdrpern
beschichteten Roéhrchen inkubiert. Nach dieser ersten Inkubation wird
die FlUssigkeit vorsichtig abgesaugt. Eine Lésung mit einem dritten,
25|-markiertem monoklonalen Antikérper wird dann hinzugefiigt. Nach einer
zweiten Inkubation wird der Inhalt der Réhrchen vorsichtig abgesaugt, und -
nach zweimaligem Auswaschen der Rohrchen- die gebundene Radioaktivitat
bestimmt. Unbekannte Probenwerte werden mittels Interpolation aus der
Standardkurve bestimmt. Die Konzentration des ACTH in den Proben ist
direkt proportional zu der Radioaktivitat

WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN
Allgemeinhinweise:

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

. Die Reagenzien sollten Raumtemperatur haben vor dem Pipettieren.

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

. Eine Standardkurve ist fir jeden Assay notwendig.

. Die korrekte Einstellung des Schiittlers ist sehr wichtig fir die
Reproduzierbarkeit des Assays.

. Der Assay sollte in Doppelbestimmung durchgefiihrt werden.
. Jedes Réhrchen darf nur einmal verwendet werden.
Schutz vor radioaktiver Strahlung

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

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

. Keine Mundpipette verwenden.

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

. Das Arbeiten mit radioaktiven Stoffen muf
gekennzeichneten Bereichen,
abgetrennt sind, erfolgen.

in dafiir speziell
die vom normalen Laborbetrieb

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

. Ein Register der Eingange und Lagerung aller radioaktiven Produkte
sollte standig aktualisiert werden.

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

PI-IM2030-B89463-04

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

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

Natriumazid

Zur Vermeidung mikrobieller Kontamination enthalten einige Reagenzien
Natriumazid. Natriumazid kann mit Blei, Kupfer oder Messing zu explosiven
Metallaziden reagieren. Um dies zu vermeiden, sollte bei einer Entsorgung
Uber Rohrleitungen mit viel Wasser nachgespllt werden.

Bestandteile menschlichen Ursprungs

Bestandteile menschlichen Ursprungs, die fur diesen Kit verwendet wurden,
sind auf HIV-1 und HIV-2 Antikérper, HCV Antikdrper und Hepatitis B surface
Antigen (HbsAg) getestet und als nicht reaktiv befunden wurden. Es ist
so vorzugehen, als ob eine tatséchliche Ansteckungsgefahr bestlinde.
Keine Testmethode kann véllige Sicherheit bieten. Der Kit sollte mit allen
notwendigen Sicherheitsvorkehrungen behandelt werden.

Alle Plasmaproben sollten als potentielle Ubertrager von Hepatitis und AIDS
behandelt und Abfélle entsprechend den jeweiligen Landerbestimmungen
entsorgt werden.

GHS-GEFAHRSTOFFKLASSIFIZIERUNG
GEFAHR

%

H360

Wash Solution (20X)

Kann die Fruchtbarkeit
beeintrachtigen oder

das Kind im Mutterleib
schadigen.

Vor dem Gebrauch
besondere Anweisungen
einholen.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

BEI Exposition oder falls
betroffen: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Borsaure 0,1 - 0,3%
di-Natriumtetraborat-Decahydrat
0,1-0,3%

P201

P280

P308+P313

ACHTUNG

b

H302

Succinylation Reagent

Gesundheitsschadlich bei
Verschlucken.

Verursacht schwere
Augenreizung.

Kann die Atemwege reizen.
Einatmen von Dampf
vermeiden.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

BEI EINATMEN: Die Person
an die frische Luft bringen
und fir ungehinderte Atmung
sorgen.

Bei Unwohlisein

H319

H335
P261

P280

P304+P340

P312

GIFTINFORMATIONSZENTRUM

oder Arzt anrufen.

Bei anhaltender
Augenreizung: Arztlichen
Rat einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Behalter dicht verschlossen
an einem gut belufteten Ort
aufbewahren.

P337+P313

P403+P233
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Calibrators

DMSO

PI-IM2030-B89463-04

ACHTUNG

D

H315
H319

H335
P261
P271

P280

P302+P352

P304+P340

P305+P351+P338

P312
P332+P313

P337+P313
P362+P364

P403+P233

P405

P501

ACHTUNG

D

H227
H315
H319

H335
P261

P280

Bernsteinsdureanhydrid >
95%

Verursacht Hautreizungen.
Verursacht schwere
Augenreizung.

Kann die Atemwege reizen.
Einatmen von Dampf
vermeiden.

Nur im Freien oder in

gut bellfteten Raumen
verwenden.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

BEI KONTAKT MIT DER
HAUT: Mit viel Wasser und
Seife waschen.

BEI EINATMEN: Die Person
an die frische Luft bringen
und fur ungehinderte Atmung
sorgen.

BEI KONTAKT MIT DEN
AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser
spllen. Vorhandene
Kontaktlinsen nach
Mdéglichkeit entfernen.
Weiter spulen.

Bei Unwohlsein

GIFTINFORMATIONSZENTRUM

oder Arzt anrufen.

Bei Hautreizung: Arztlichen
Rat einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Bei anhaltender
Augenreizung: Arztlichen
Rat einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.
Kontaminierten
Kleidungsstlcke ausziehen
und vor erneutem Tragen
waschen.

Behalter dicht verschlossen
an einem gut belifteten Ort
aufbewahren.

Unter Verschluss
aufbewahren.
Inhalt/Behalter in
Ubereinstimmung mit
lokalen/nationalen
Vorschriften entsorgen.
Dimethylsulfoxid
Bernsteinsaureanhydrid
Kaliumhydroxid

Brennbare Flissigkeit.
Verursacht Hautreizungen.
Verursacht schwere
Augenreizung.

Kann die Atemwege reizen.
Einatmen von Dampf
vermeiden.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

P304+P340 BEI EINATMEN: Die Person
an die frische Luft bringen
und fur ungehinderte Atmung
sorgen.

P312 Bei Unwohlsein

GIFTINFORMATIONSZENTRUM

oder Arzt anrufen.

Bei anhaltender
Augenreizung: Arztlichen
Rat einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Behalter dicht verschlossen
an einem gut beliifteten Ort
aufbewahren.
Dimethylsulfoxid > 95%

P337+P313

P403+P233

Das Sicherheitsdatenblatt ist auf techdocs.beckmancoulter.com
verfugbar.

PROBENENTNAHME, -BEHANDLUNG,
-LAGERUNG UND VERDUNNUNG

Das Blut sollte in mit Silikon beschichteten Glasréhrchen, oder in
Plastikréhrchen mit EDTA gesammelt werden. Heparin sollte nicht als
Antikoagulanz verwendet werden. Nicht silikonisierte Glasréhrchen
fiihren zur Adsorption des ACTH und sollten nicht verwendet werden.

. Trennen Sie das Plasma durch Zentrifugation so schnell wie méglich
bei 2-8 °C.

. Infolge der Instabilitat des ACTH-Molekiils miissen die Plasmaproben
unter -18 °C gelagert werden, wenn der Versuch nicht sofort
durchgefihrt wird.  Die Proben sollten aliquotiert werden, um
wiederholtes Auftauen und Einfrieren zu vermeiden.

In Hinsicht auf die Stabilisierung des ACTH durch Succinylierung
kénnen die Plasmaproben direkt nach der Zentrifugation nach den
Anweisungen von Paragraph Testdurchfiihrung succinyliert werden.
Die succinylierten Proben kénnen fir 7 Tage bei 2-8 °C gelagert
werden. Fur eine langere Lagerung sollten die Proben unter -18
°C gelagert werden. Chemisch veranderte Proben missen nicht
aliquotiert werden, da succinyliertes ACTH relativ unempfindlich
gegenuber wiederholtem Einfrieren und Auftauen ist.

. Wenn die Proben Konzentration Gber dem héchsten Kalibratorwert
haben, mussen sie succinyliert und in Nullkalibrator verdiinnt werden.

MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Die Reagenzien sind verwendbar bis zum Verfallsdatum, wenn sie bei 2-8 °C
gelagert werden. Auf die Flaschchen gedruckte Verfallsdaten betreffen nur
die Langzeitlagerung beim Hersteller, vor der Zusammensetzung des Kits.
Bitte nicht beachten.

Lagerungsbedingungen fir Reagenzien nach der Rekonstitution oder
Verdlinnung werden im Abschnitt ,Verfahren“ angegeben.

Kit fiir die Bestimmung von ACTH, 100 Rohrchen (Kat. #IM2030)

Rohrchen mit monoklonalen Anti-sACTH Antikorpern beschichtet: 2 x
50 Réhrchen (gebrauchsfertig)

2|.markierte monoklonale Antikérper: eine 11 mL Flasche

(gebrauchsfertig)

Die Flasche enthalt 814 kBq (am Tag der Herstellung) des '*I-markierten
Immunoglobulins in flissiger Form mit Proteinen, Natriumazid (<0,1 %), und
einem Farbstoff.

Kalibrators: fiinf 2 mL Flaschchen + ein 4 mL Flaschchen
“Nullkalibrator” (gebrauchsfertig)

Die Kalibratorflaschen enthalten mit Succinyl-Anhydrid behandeltes
humanes Serum. Sie sind gebrauchsfertig und mussen nicht erneut
chemisch verandert werden.

Die Kalibratorflaschen enthalten zwischen 0 bis ungefahr 1 500 pg/mL
synthetisches SACTH in humanem Serum und Natriumazid (<0,1 %). Die
genauen Konzentrationen sind auf jedem Flaschchen angegeben. Die
Kalibrators wurden gegen den internationalen Standard NIBSC 74/555
kalibriert.
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Serumkontrolle: zwei Flaschchen (lyophilisiert)

Achtung: Wegen der Instabilitit des ACTH Molekils werden in
jedem Kit zwei Flaschchen derselben Serumkontrolle mitgefiihrt. Nach
der Wiederherstellung sollten mit Succinyl-Anhydrid unbehandelte
Serumkontrollen nicht (selbst eingefroren) konserviert werden. Fur eine
zweite Serie sollte das zweite Flaschchen benutzt werden.

Die Flaschchen enthalten synthetisches ACTH lyophilisiert in humanem
Serum. Der Konzentrationsbereich wird auf der Packungsbeilage
angegeben.

Alkalische Lésung: eine 15 mL Flasche (gebrauchsfertig)

Der Puffer enthalt Natriumazid (<0,1 %).
Succinylierungsreagenz: ein Flaschchen (Pulver)

Das Flaschchen enthalt 600 mg Bernsteinsaureanhydrid.

DMSO (Dimethylsulfoxid): eine 3 mL Flasche (gebrauchsfertig)

DMSO-L6sung mit Phenolrot. DMSO Raumtemperatur annehmen lassen,
bis es vollstéandig geschmolzen ist. Vor Verwendung vorsichtig mischen.

Waschlésung (20x): eine 50 mL Flasche
Die konzentrierte L6sung muss vor Gebrauch verdinnt werden.
Kit fiir die Bestimmung von ACTH, 50 Réhrchen (Kat. #B89463)

Rohrchen mit monoklonalen Anti-sACTH Antikorpern beschichtet: 1 x
50 Rohrchen (gebrauchsfertig)

2|.markierte monoklonale Antikérper: eine 11 mL Flasche
(gebrauchsfertig)
Kalibrators: funf 2 mL Flaschchen + ein 4 mL Flaschchen

“Nullkalibrator” (gebrauchsfertig)

Serumkontrolle: zwei Flaschchen (lyophilisiert)

Alkalische Lésung: eine 15 mL Flasche (gebrauchsfertig)
Succinylierungsreagenz: ein Flaschchen (Pulver)

DMSO (Dimethylsulfoxid): eine 3 mL Flasche (gebrauchsfertig)
Waschlosung (20x): eine 50 mL Flasche

ERFORDERLICHE, JEDOCH NICHT
MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Zusatzlich zu der Standardlaborausstattung,
Materialien benétigt:

werden die folgenden

. Polypropylen-Réhrchen.

. Prazisionspipetten (300 pL; 500 pL).

. Halbautomatische Pipetten (50 pL; 100 uL; 250 pL, 2 mL).

. Vortexmixer.

. Horizontal, oder Orbitalschiittler.

. Absaugsystem.

. Gamma-Counter fur 125I.
DURCHFUHRUNG
Praparation der Reagenzien
Die Reagenzien sollten Raumtemperatur haben.
Auflésen des Kontrollserums

Der Inhalt der Flaschchen wird mit einem auf dem Etikett angegebenen
Volumen destilliertem Wassers wiederaufgenommen. Eine Wartezeit von
10 - 20 Minuten (max) und leichtes Mischen sollten jegliches Schaumen
vor dem Verteilen vermeiden. Nach der Wiederherstellung sollten mit
Succinyl-Anhydrid unbehandelte Serumkontrollen nicht (selbst eingefroren)
konserviert werden. Fir eine zweite Serie sollte das zweite Flaschchen
benutzt werden.

Wiederaufnahme des Succinylierungsreagenz

Der Inhalt des Flaschchens wird mit dem auf dem Etikett angegebenen
DMSO-Volumen rekonstituiert. Vor der Verwendung griindlich mischen und
die vollstéandige Auflosung des Bernsteinsdureanhydrids durch Sichtkontrolle
Uberpriifen. Nach der Rekonstitution ist das Reagenz bei 2-8 °C bis zum
Verfallsdatum des Kits stabil. Die leichte Dunkelfarbung, die manchmal im
Rahmen der Lagerung beobachtet werden kann, hat keinerlei Einfluss auf
die Leistungsfahigkeit des Succinylierungsreagenzes.

PI-IM2030-B89463-04

Praparation der Waschlésung

Den Inhalt der Flasche in 950 mL destilliertes Wasser schitten und
homogenisieren. Die verdiinnte Lésung ist bei 2-8 °C bis zum Verfallsdatum
haltbar.

Testdurchfiihrung
Succinylierung von Serumkontrollen und Proben

Achtung: keine Kalibrators Succinylieren
Zugabe zu Polypropylen-beschichteten Réhrchen (in dieser Reihenfolge)

500 pL Probe oder Serumkontrolle
250 pL Alkalische Loésung
50 uL Succinylierungsreagenz

Sofort vortexen
5 Minuten bei 18-25 °C inkubieren

Anmerkung 1: Die angegebenen Volumen sind ausreichend fiir eine
Durchfiihrung des Versuchs als Doppelbestimmung. Fir einfache
Bestimmungen kénnen die Volumen von Probe, alkalischer Losung und
Succinylierungsreagenz halbiert werden.

Anmerkung 2: Der Farbindikator des Succinylierungsreagenz nimmt eine
gelbe Farbung an wenn die Reaktion normal stattgefunden hat. Eine
unveraderte violette Farbung zeugt von einer anormalen Reaktion.

Schritt 1 Schritt 2’ Messung
Zugabe zu den Zugabe zu den Zweimal mit 2 mL
beschichteten Réhrchen: Waschlésung waschen

Roéhrchen:

300 pL Kalibrator,

succinylierte Probe

oder succinylierte
Serumkontrolle

100 pL Tracer Gebundene cpm (B)
und Totalaktivitat (T)

bestimmen (1 min)

1 Stunde bei 18-25
°C mit Schitteln
(>280 rpm).

Vorsichtig vortexen. Fur
2 Stunden bei 18-25 °C
schtteln (>280 rpm).

Vorsichtig den Inhalt der
Roéhrchen absaugen

Vorsichtig den
Inhalt der Réhrchen
absaugen (auBer den
zwei Rohrchen fir
Totalaktivitat)

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

ERGEBNISSE

Die Ergebnisse werden aus der Standardkurve mittels Interpolation ermittelt.
Die Kurve kann fiir die Bestimmung der ACTH-Konzentration in den Proben
dienen, die zur gleichen Zeit wie die Standardkurve gemessen wurden.

Standardkurve

Die Ergebnisse wurden in der Abteilung fir Qualitatskontrolle anhand einer
Spline-Kurvenanpassung mit Radioaktivitdtsbestimmung (cpmy.-cpmyar)
auf der logarithmischen vertikalen Achse und der Analytkonzentration der
Kalibratoren auf der logarithmischen horizontalen Achse berechnet (pg/mL).

Andere Datenreduktions-Methoden kdénnen zu leicht abweichenden

Ergebnissen fiihren.

Totalaktivitat: 257 224 cpm
Kalibratoren ACTH cpm (n=3) BIT (%) CPMka —
(pg/mL) CPMkaio
0 0 182 0,07 -
1 8,2 829 0,32 647
2 26,0 1 847 0,72 1 665
3 87,0 5 505 2,14 5323
4 451 23 888 9,30 23 706
5 1322 57 455 22,34 57 273

(Beispiel einer Standardkurve, nicht zur Berechnung verwenden)
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Proben

Fir jede Probe den cpm- oder B/T-Wert auf der vertikalen Achse ausfindig
machen und die zugehdrige ACTH-Konzentration auf der horizontalen Achse
ablesen.

Anmerkung: Die auf den Kalibratorflaschchen angegebene Konzentration
berlcksichtigt den Verdunnungsfaktor der Succinylierungsstufe. Diese
Verdlinnung muss nicht fir die Errechnung der Konzentration in den Proben
in Betracht gezogen werden (direkte Bestimmung der Konzentration von der
Standardkurve).

ERWARTETE WERTE

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

Richtlinie.
Nummer |Durchschnitt Median 2,5. Perzentil | 97,5. Perzentil
42 18,5 pg/mL 15 pg/mL 7 pg/mL 41 pg/mL
QUALITATSKONTROLLE

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

Im Falle von Verpackungsschaden oder einer Leistungbeeintrachtigung des
Produkts, kontaktieren Sie bitte Ihren lokalen Vertreiber oder benutzen Sie
die folgende e-mail: imunochem@beckman.com

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

Analytische Sensitivitat: 0,31 pg/mL

Funktionale Sensititvitat: 4,82 pg/mL

Spezifitat

Der in diesem Immunoassay verwendete Antikorper ist hochst spezifisch
fur ACTH. Extrem niedrige Kreuzreaktionen wurden mit einigen verwandten
Molekilen (ACTH 1-24; 1-10; 18-39; 11-24; aMSH und POMC), entweder in
Abwesenheit (Kreuzreaktion) oder in Anwesenheit (Interferenz) von ACTH,
ermessen.

PI-IM2030-B89463-04

Préazision
Intra-Assay

Proben aus derselben Serie wurden 25 mal getestet. Der

Variationskoeffizient war jeweils weniger oder gleich 10,0 %.
Inter-assay

Proben aus 10 verschiedenen Serien wurden als Doppelbestimmungen
getestet. Der Variationskoeffizient war jeweils weniger oder gleich 10,8 %.

Genauigkeit
Verdiinnungstest

Hoch konzentrierte Proben wurden succinyliert und in Nullkalibrator verdinnt.
Die erhaltene Wiederfindung befindet sich zwischen 82,3 % und 119 %.

Wiederfindungstest

Schwach konzentrierte Proben wurden mit definierten ACTH-Mengen
vermischt. Die Proben wurden succinyliert und getestet. Die erhaltene
Wiederfindung befindet sich zwischen 97,2 % und 116 %.

MeRBbereich (von der analytischen Sensitivitat bis zum héchsten Kalibrator):
0,31 bis ungefahr 1 500 pg/mL.

EINSCHRANKUNGEN

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

Die erhaltenen Ergebnisse sind vor dem Hintergrund der gesamten
klinischen Situation des Patienten unter Berucksichtigung seiner klinischen
Vorgeschichte, den Ergebnissen anderer Testergebnisse sowie weiteren
vorliegenden Informationen zu interpretieren.

Heparin bindet ACTH und sollte nicht verwendet werden. Die Proben sollten
in EDTA gesammelt werden.

Bei Assays, die AntikOrper nutzen, besteht die Mdglichkeit einer Stérung
durch in der Patientenprobe enthaltene heterophile Antikérper. Patienten, die
regelmafig mit Tieren in Kontakt kommen oder sich immuntherapeutischen
oder -diagnostischen Verfahren unter Einsatz von Immunglobulinen oder
Immunglobulin-Fragmenten unterzogen haben, kénnen Antikdrper bilden
(wie bspw. HAMA), welche die Immunoassays storen.Derartige stérende
Antikorper kdnnen zu fehlerhaften Ergebnissen fihren. Die Ergebnisse von
Patienten, bei denen das Vorliegen derartiger Antikdrper zu vermuten ist,
sind sorgfaltig zu untersuchen.
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IRMA ACTH
IM2030, B89463

KIT IMMUNORADIOMETRICO PER LA DETERMINAZIONE
IN VITRO DELL'ACTH NEL PLASMA UMANO
Per uso diagnostico in vitro.

PRINCIPIO

Il dosaggio del’ACTH € un metodo immunoradiometrico tipo “sandwich” in
cui ’ACTH contenuta nei campioni viene modificata chimicamente prima del
dosaggio per dare succinil ACTH (sACTH).

L’ACTH & una molecola altamente conservata nelle specie animali ed molto
instabile. Per questi motivi & particolarmente difficile immunizzare gli animali
contro 'ormone umano e produrre anticorpi con affinita sufficiente per poter
essere utilizzati in un dosaggio immunoradiometrico. L'acilazione del’ACTH
umano permette di renderlo differente da quello endogeno e di aumentarne
la stabilita. Si sono potuti cosi ottenere anticorpi monoclonali ad alta affinita
per ’TACTH umano acilato. L'elevata specificita degli anticorpi utilizzati nel

Sodio azide

Alcuni reattivi contengono sodio azide come conservante, che pud reagire
con piombo, rame o ottone presenti nelle tubature di scarico per formare
metallo-azidi esplosive. Smaltire questi reattivi facendo scorrere abbondante
acqua negli scarichi.

Materiale di origine umana

Alcuni reattivi presenti nel kit sono di origine umana e si sono rivelati negativi
per anticorpi anti HIV1 e HIV2, anticorpi anti HCV e antigene di superficie
dell'epatite B (HbsAg). Questi reattivi devono essere manipolati come in
grado di trasmettere malattie infettive. Non sono disponibili metodi in grado
di offrire la certezza assoluta che questi o altri agenti infettivi siano assenti.
Manipolare questi reattivi come potenziali fonti di infezioni.

Manipolare tutti i campioni di sangue come potenziali fonti di infezioni. (Ad
es. epatite o AIDS). I rifiuti devono essere smaltiti secondo le disposizioni
legislative e la regolamentazione vigente in ciascun Paese.

CLASSIFICAZIONE PERICOLI GHS

dosaggio richiede che calibratori e campioni contengano ACTH acilato. 1l Wash Solution (20X) ~ PERICOLO
kit contiene un reattivo che permette I'acilazione dellACTH presente nei
campioni in modo semplice e riproducibile aumentandone anche la stabilita
e cosi semplificando la manipolazione dei campioni.
Nel kit sono utilizzati tre anticorpi monoclonali da topo, diretti contro H360 Pud nuocere alla fertilita o al
tre differenti epitopi dell sACTH e, quindi, non in competizione fra loro. feto.
Campioni acilati o calibratori vengono incubati in provette sensibilizzate P201 Procurarsi istruzioni
con due anticorpi monoclonali anti SACTH. Al termine dell'incubazione le specifiche prima dell’uso.
provette vengono aspirate e lavate; la presenza di SACTH viene rivelata con P280 Indossare guanti/indumenti
I'aggiunta di un terzo anticorpo monoclonale anti SACTH, marcato con '#I. protettivi e proteggere gli
Al termine della seconda incubazione le provette vengono aspirate e lavate occhi/il viso.
per aIIontan_are I'anticorpo marcato non Iegatq. ITa radioattivita Iegat_a alle P308+P313 IN CASO di esposizione
provette, misurata con un contatore gamma, & direttamente proporzionale o di possibile esposizione
alla concentrazione di ACTH in campioni e calibratori. La concentrazione di consultare un medico. '
ACTH nei campioni viene ricavata per interpolazione dalla curva standard. Acido borico 0.1 - 0,3%
AVVERTENZE E PRECAUZIONI Decaidrato borato di sodio
0,
Considerazioni generali: . . 0,1-03%
o o ) ) . ) Succinylation Reagent ATTENZIONE
. Aprire i flaconi dei calibratori e controlli nel piu breve tempo possible
per evitarne I'eccessiva evaporazione.
. Prima dell'uso lasciare equilibrare i reattivi a temperatura ambiente.
. Non utilizzare reattivi di lotti diversi. H302 Nocivo se ingerito.
+  Inserire la curva standard in ogni esperimento. H319 E;ﬁ}’:r‘;a grave irritazione
. per ottenere una migliore riproducibilita, € necessario programmare H335 Pud irritére le vie respiratorie.
I'agitatore oscillante ogni volta alla stessa velocita. P261 Evitare di respirare i vapori.
. Eseguire il dosaggio in duplicato. P280 Indossare guanti/indumenti
. Le provette sono monouso. protettivi & proteggere gl
. . . occhi/il viso.
Norme di radioprotezione P304+P340 IN CASO DI INALAZIONE:
L’acquisto, la detenzione, I'utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono tra‘sp.ortare linfortunato
soggetti a regolamentazione locale. Lo scrupoloso rispetto delle norme per all'aria aperta e mantenerlo
I'uso di sostanze radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori. a riposo in posizione che
Nei luoghi dove si usano sostanze radioattive non & consentito consumare favorisca la respirazione.
cibi o bevande, fumare o usare cosmetici. P312 Contattare un CENTRO
. . . - . . ANTIVELENI/un medico in
. Nei luoghi dove si usano sostanze radioattive non & consentito caso di malessere.
consumare cibi o bevande, fumare o usare cosmetici. P337+P313 Se lirritazione degli occhi
. Non pipettare materiale radioattivo con pipette a bocca. persiste, consultare un
. . . . . medico.
. Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando si manipola ) .
materiale radioattivo. P403+P233 Te_nere il _reC|p|ente ben
chiuso e in luogo ben
. Tutte le manipolazioni di sostanze radioattive devono essere fatte in ventilato.
posti appropriati, lontano da corridoi ed altri posti affollati. Anidride succinica > 95%
+  Le sostanze radioattive devono essere conservate in propri contenitori ~ Calibrators ATTENZIONE
in appositi locali che devono essere interdetti alle persone non
autorizzate.
. Deve essere tenuto un registro di carico e scarico del materiale
radioattivo. H315 Provoca irritazione cutanea.
« Il materiale di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all'uso di H319 Provoca grave irritazione
isotopi specifici per evitare cross-contaminazioni. oculare.
. R . ) . . e H335 Puo irritare le vie respiratorie.
. In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare . . . : .
e i~ ) ] P261 Evitare di respirare i vapori.
riferimento alle norme locali di radioprotezione. - ,
P271 Utilizzare soltanto all’aperto
. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti secondo le norme locali di 0 in luogo ben ventilato.
radioprotezione.
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DMSO

P280

P302+P352

P304+P340

P305+P351+P338

P312

P332+P313

P337+P313
P362+P364
P403+P233

P405
P501

ATTENZIONE

b

H227
H315
H319

H335
P261
P280

P304+P340

P312
P337+P313

P403+P233
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Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhiil viso.

IN CASO DI CONTATTO
CON LA PELLE: lavare
abbondantemente con
acqua e sapone.

IN CASO DI INALAZIONE:
trasportare l'infortunato
all'aria aperta e mantenerlo
a riposo in posizione che
favorisca la respirazione.

IN CASO DI CONTATTO
CON GLI OCCHI: sciacquare
accuratamente per parecchi
minuti. Togliere le eventuali
lenti a contatto se &
agevole farlo. Continuare a
sciacquare.

Contattare un CENTRO
ANTIVELENI/un medico in
caso di malessere.

In caso di irritazione della
pelle: consultare un medico.
Se l'irritazione degli occhi
persiste, consultare un
medico.

Togliere tutti gli indumenti
contaminati e lavarli prima di
indossarli nuovamente.
Tenere il recipiente ben
chiuso e in luogo ben
ventilato.

Conservare sotto chiave.
Smaltire il prodotto/recipiente
in conformita con le norme
locali e nazionali.
Dimetilsolfossido

Anidride succinica

Idrossido di potassio

Liquido combustibile.
Provoca irritazione cutanea.
Provoca grave irritazione
oculare.

Puo irritare le vie respiratorie.
Evitare di respirare i vapori.
Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhilil viso.

IN CASO DI INALAZIONE:
trasportare I'infortunato
all’aria aperta e mantenerlo
a riposo in posizione che
favorisca la respirazione.
Contattare un CENTRO
ANTIVELENI/un medico in
caso di malessere.

Se lirritazione degli occhi
persiste, consultare un
medico.

Tenere il recipiente ben
chiuso e in luogo ben
ventilato.

Dimetilsolfossido > 95%

La scheda tecnica sulla sicurezza € disponibile su

RACCOLTA, MANIPOLAZIONE, DILUIZIONE E
CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI

Raccogliere il sangue in provette di vetro siliconato o il polipropilene
con EDTA come anticoagulante. Non usare provette contenenti
eparina come anticoagulante. Non usare provette in vetro non
siliconato perché 'ACTH tende ad adsorbirsi su questa superficie.

. Separare prima possibile per centrifugazione a 2-8 °C il plasma dalla
parte corpuscolata.

. Se non si intende eseguire il dosaggio immediatamente, conservare
i campioni suddivisi in aliquote a —18 °C o a temperature inferiori.
Evitare ripetuti cicli di congelamento — scongelamento dei campioni.

In alternativa, & possibile acilare i campioni subito dopo la
centrifugazione, seguendo il protocollo riportato al paragrafo Metodo
del dosaggio. | campioni acilati possono essere conservati fino a 7
giorni a 2-8 °C 0 a —20 °C o a temperature inferiori per periodi piu
lunghi. Non € necessario suddividere i campioni in aliquote poiché I
ACTH succinalata non & sensibile a ripetuti cicli di congelamento e
scongelamento.

. Acilare e poi diluire con calibratore zero i campioni con concentrazioni
di ACTH superiori a quelle dell’ultimo calibratore.

MATERIALI FORNITI

| reattivi, conservati a 2-8 °C, sono stabili fino alla data di scadenza riportata
sul kit. Le date di scadenza riportate sulle etichette di ciascun flacone si
riferiscono alla conservazione dei reattivi stabilita in produzione, prima del
loro inserimento nel kit.

Le modalita di conservazione dei reagenti dopo la ricostituzione o la diluizione
sono riportate nel paragrafo Procedura.

Kit per il dosaggio del ACTH, 100 determinazioni (Cat. #IM2030)

Provette sensibilizzate con anticorpi anti-sACTH: 2 x 50 provette (pronte
per l'uso).

Anticorpo monoclonale anti-sACTH-'?I: Un flacone 11 mL (pronto per
'uso).

Il flacone contiene 814 kBq, alla data di marcatura, di anticorpo monoclonale
anti SACTH marcato con '®| in forma liquida con proteine, sodio azide
(<0,1%) e un colorante inerte.

Calibratori: Cinque flaconi 2 mL + un flacone di calibratore zero 4 mL
(pronti per I'uso).

| flaconi contengono siero umano trattato con anidride succinica. Gli sono
pronti per 'uso e non devono essere trattati prima del dosaggio.

| flaconi contengono sACTH sintetico a concentrazioni comprese tra O e circa
1.500 pg/mL, in siero umano e sodio azide (<0,1%). L'esatta concentrazione
degli calibratori € riportata sulle etichette dei flaconi. Gli calibratori sono
calibrati contro lo standard internazionale NIBSC 74/555.

Siero di controllo: Due flaconi (liofilizzati)

Attenzione: A causa dell'instabilita della molecola di ACTH, il kit contiene
due flaconi dello stesso siero di controllo. Dopo la ricostituzione non &
possibile conservare, neppure a —20 °C, il controllo non trattato con anidride
succinica. Per un dosaggio successico usare il secondo flacone.

Ogni flacone contiene ACTH sintetico liofilizzato in siero umano. | valori attesi
sono riportati sul foglio del controllo di qualita.

Soluzione alcalina: Un flacone 15 mL (pronto per I'uso)

Il tampone contiene sodio azide (<0,1%).

Reagente di succinilazione: una fiala (polvere)

La fiala contiene 600 mg di anidride succinica.

DMSO (Dimetilsulfossido): Un flacone 3 mL (pronto per I'uso)

Soluzione DMSO con fenolo rosso. Attendere che DMSO raggiunga
I'equilibrio a temperatura ambiente fino al completo scioglimento. Miscelare
con delicatezza prima dell’'uso.

Soluzione di lavaggio (20x): Un flacone 50 mL
Soluzione concentrata da diluire prima dell'uso.
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Kit per il dosaggio del ACTH, 50 determinazioni (Cat. #B8894630)

Provette sensibilizzate con anticorpi anti-sACTH: 1 x 50 provette (pronte
per I'uso).

Anticorpo monoclonale anti-sACTH-'?I: Un flacone 11 mL (pronto per
'uso).

Calibratori: Cinque flaconi 2 mL + un flacone di calibratore zero 4 mL
(pronti per I'uso).

Siero di controllo: Due flaconi (liofilizzati)

Soluzione alcalina: Un flacone 15 mL (pronto per I'uso)
Reagente di succinilazione: una fiala (polvere)

DMSO (Dimetilsulfossido): Un flacone 3 mL (pronto per I'uso)
Soluzione di lavaggio (20x): Un flacone 50 mL

MATERIALI RICHIESTI MA NON FORNITI

Oltre alla normale attrezzatura da laboratorio, € richiesto il materiale
seguente:

. provette in polipropilene.

. micropipette di precisione (300 uL; 500 pL).

. pipette semi-automatiche (50 pL; 100 pL; 250 pL, 2 mL).

. agitatore tipo vortex.

. agitatore oscillante per provette.

. sistema di aspirazione.

. contatore gamma programmato per leggere 125l.
PROCEDURA
Preparazione dei reattivi
Portare i reattivi a temperatura ambiente.
Ricostituzione del siero di controllo

Ricostituire il contenuto di uno dei due flaconi con il volume di acqua distillata
riportato sull’etichetta di ciascun flacone. Lasciar riposare per almeno 10 - 20
minuti (max) e controllare la completa dissoluzione del liofilizzato invertendo
piu volte i flaconi. Dopo la ricostituzione non & possibile conservare, neppure
a —20 °C, il controllo non trattato con anidride succinica. Per un dosaggio
successico usare il secondo flacone.

Ricostituzione del reattivo per I’'succinylation

Il contenuto della fiala viene ricostituito con il volume di DMSO indicato
sull’etichetta. Mescolare accuratamente prima delluso e controllare
visivamente la dissoluzione completa dell’anidride succinica. Dopo la
ricostituzione, il reagente & stabile a 2—-8 °C fino alla data di scadenza del
kit. Il leggero inscurimento, talvolta osservato durante la conservazione, non
influisce in alcun modo sulle prestazioni del reagente di succinilazione.

Preparazione della soluzione di lavaggio

Diluire il contenuto del flacone con 950 mL e agitare con cura. La soluzione
diluita € stabile a 2-8 °C fino alla scadenza del kit.

Metodo del dosaggio
Succinilazione di controllo e campioni

Attenzione: non succinylate gli calibratori
In provette in polipropilene, pipettare in sequenza rispettando
I'ordine indicato:

500 pL di campione o siero di controllo
250 pL di soluzione alcalina
50 pL di reattivo per I'succinylation

Agitare immediatamente su vortex
Incubare 5 minuti a 18-25 °C
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Nota 1: | volumi indicati sono sufficienti per eseguire il dosaggio in duplicato.
In caso di dosaggio in singolo € possibile dimezzare il volume di campioni,
soluzione alcalina e reattivo per I'acilazione.

Nota 2: |l colore dell'indicatore di pH contenuto nel reattivo di acilazione deve
virare in giallo a segnalare che la reazione & avvenuta regolarmente. Una
reazione anomala € segnalata dalla persistenza di un colore violetto.

Fase immunologica 2’
Aggiungere in tutte
le provette

Fase immunologica 1
Aggiungere in
successione alle
provette sensibilizzate:

Conteggio
Lavare 2 volte con 2 mL
di soluzione di lavaggio

Contare la radioattivita
legata (B) e l'attivita
totale (T) per 1 min.

300 pL di calibratori,
campioni e controllo
acilati

100 pL di marcato

Incubare 1 ora a
18-25 °C in agitazione
(>280 rpm).

Agitare. Incubare 2 ore
a 18-25 °C in agitazione
(>280 rpm).

Aspirare con cura
il contenuto di ogni
provetta

Aspirare il contenuto di
ogni provetta (tranne in
quelle per il controllo
dell’attivita totale)

*Aggiungere 100 pL di marcato a 2 provette non sensibilizzate per la
determinazione dell’attivita totale.

RISULTATI

Le concentrazioni di ACTH in campioni e controllo vengono calcolate per
interpolazione sulla curva standard. Campioni e controllo devono essere
dosati insieme agli calibratori.

Curva standard

| risultati registrati dal reparto responsabile del controllo di qualita sono
stati calcolati utilizzando I'adattamento della curva con metodo spline con
radioattivita determinata (cpm..-cpm..,) sull'asse verticale logaritmico e
la concentrazione di analiti dei calibratori sull'asse orizzontale logaritmico
(pg/mL).

Altri metodi di interpolazione dati possono dare risultati leggermente
differenti.

Attivita totale: 257.224 cpm
Calibratori ACTH cpm (n=3) BIT (%) cpMe, —
(pg/mL) CPMcao
0 0 182 0,07 -
1 8,2 829 0,32 647
2 26,0 1.847 0,72 1.665
3 87,0 5.505 2,14 5.323
4 451 23.888 9,30 23.706
5 1.322 57.455 22,34 57.273

(Esempio di curva standard. Non usare per calcolare il valore dei propri
campioni)

Campioni

Per ogni campione, individuare il cpm o il valore B/T sull'asse verticale e
leggere la concentrazione ACTH corrispondente sull'asse orizzontale.

Nota: Le concentrazioni indicate sulle etichette di ciascuno calibratori sono
gia comprensive del fattore di diluizione dovuto alla fase di succinilazione.
Il valore di ACTH in campioni e controllo si ricava direttamente dalla curva
standard senza dover applicare nessun fattore di diluizione.

VALORI ATTESI

Ogni laboratorio deve stabilire i propri limiti di riferimento in campioni
provenienti da soggetti caratterizzati clinicamente. Si prega di considerare
solo come guida i valori sotto riportati.

Numero Media Media 2.5° percentile 97.5°
percentile
42 18,5 pg/mL 15 pg/mL 7 pg/mL 41 pg/mL

CONTROLLO DI QUALITA

Si consiglia ad ogni laboratorio di dosare regolarmente sieri di controllo per
verificare la qualita dei risultati ottenuti. Questi campioni devono essere
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manipolati esattamente come i campioni in esame; i risultati devono essere
analizzati con metodi statistici appropriati.

In caso il kit fosse danneggiato o i dati ottenuti mostrino un alterazione della
performance, si prega di contattare il distributore locale o di scrivere al indizzo
e-mail seguente: imunochem@beckman.com

CARATTERISTICHE DELLE PRESTAZIONI
(Ulteriori dati sono riportati in “APPENDIX”)

Sensibilita

Sensibilita analitica: 0,31 pg/mL

Sensibilita funzionale: 4,82 pg/mL

Specificita

Gli anticorpi utilizzati nel kit sono altamente specifici per 'ACTH. Le
cross-reazioni con molecole correlate (ACTH 1-24; 1-10; 18-39; 11-24;
aMSH e POMC), sia in assenza, che in presenza (interferenze) di ACTH,
sono molto basse.

Precisione
Intra-saggio

Alcuni campioni sono stati analizzati 25 volte in uno stesso esperimento; &
stato trovato un coefficiente di variazione del 10,0% o inferiore.

Inter-saggio

Alcuni campioni sono stati analizzati in duplicato in 10 esperimenti differenti.
Per i campioni di siero € stato trovato un coefficiente di variazione del 10,8%
o inferiore.

Accuratezza
Test di diluizione

Alcuni campioni ad alta concentrazione di ACTH sono stati acilati e quindi
diluiti con diluizioni seriali con lo calibratore zero. Il recupero € risultato essere
compreso tra 82,3% e 119%.
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Test di recupero

Ad alcuni campioni a bassa concentrazione di ACTH sono state aggiunte
quantita note di ACTH; i campioni sono stati acilati e dosati. Il recupero &
risultato essere compreso tra 97,2% e 116%.

Campo di misura (¢ compreso tra la concentrazione della sensibilita
analitica alla concentrazione del calibratore piu elevato): 0,31 e circa 1.500
pg/mL.

LIMITAZIONI

Rispettare accuratamente le istruzioni d'uso per evitare risultati aberranti.

| risultati devono essere interpretati in base alla valutazione clinica
complessiva della paziente, che comprende la storia clinica, i dati ottenuti
con altri test diagnostici o strumentali ed altre informazioni appropriate.

L'eparina lega I'ACTH e quindi non pud essere utilizzata come
anticoagulante. Raccogliere i campioni con EDTA come anticoagulante.

Nei test anticorpali, esiste la possibilita di interferenza degli anticorpi eterofili
presenti nei campioni dei pazienti. | pazienti regolarmente a contatto con
animali o sottoposti a immunoterapia o a procedure diagnostiche a base
di immunoglobuline o frammenti di immunoglobuline possono produrre
anticorpi, p.e. HAMA, che interferiscono con gli immunodosaggi. Tali
anticorpi interferenti possono portare a risultati errati. Valutare attentamente
i risultati di pazienti che potrebbero presentare questi anticorpi.
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IRMA ACTH
IM2030, B89463

ENSAYO INMUNORADIOMETRICO PARA LA
DETERMINACION, IN VITRO, DE LA ACTH EN PLASMA
HUMANO

Para uso en diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO

El ensayo inmunoradiometrico de ACTH es del tipo « sandwich » donde la
ACTH es modificada quimicamente por succinilizacién, pasando a succinil
ACTH (sACTH).

La ACTH se encuentra en diferentes especies biolégicas y es muy instable.
Por esas dos razones, es muy dificil inmunizar animales contra la hormona
humana para la produccién de anticuerpos con suficiente afinidad para el
uso de analisis inmunoradiométricos. La modificacion quimica humana por
succinilacion de la ACTH permite diferenciarla de la ACTH enddgena en
animales inmunizados. Esta modificacion aumenta su estabilidad. De esta
forma se obtienen anticuerpos monoclonales de alta afinidad para la ACTH
humana succinilada. La especificidad de los anticuerpos utilizados en este
ensayo requiere de dicha modificacion quimica en las muestras. Esta se lleva
a cabo con los reactivos que se encuentran en este equipo. Es importante
sefialar que la modificacion quimica de las muestras estabiliza la ACTH de
tal forma que facilita su manipulacion.

El equipo contiene tres anticuerpos monoclonales dirigidos contra tres
epitopos diferentes de la ACTH, los cuales no son competitivos entre si. Las
muestras modificadas y los calibradores se incuban en tubos recubiertos
con los dos primeros anticuerpos monoclonales. Después de ésta
primera incubacién, se aspira el contenido de los tubos cuidadosamente.
Posteriormente se adiciona una solucion con el tercer anticuerpo monoclonal
marcado con |'?®. Después de la segunda incubacion, se aspira el contenido
de los tubos y estos se lavan dos veces para eliminar el exceso de anticuerpo
marcado con 1'®. Se determina la radioactividad enlazada con ayuda de
un contador gamma. Los valores desconocidos se determinan mediante
interpolacion en la curva estandar. Las concentraciones de ACTH son
directamente proporcionales a la radiactividad medida.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
Precauciones generales

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

. Permitir que los reactivos alcancen la temperatura ambiente antes de
SU USO.

. No mezclar los reactivos de lotes diferentes.
. Incluir una curva estandar en cada ensayo.

. La calibracion correcta del Agitador es muy importante para la
reproducibilidad del andlisis.

. Se recomienda realizar el ensayo por duplicado.
. Cada tubo debe estar utilizado solamente una vez.
Seguridad radiolégica

La compra, posesion, uso y transferencia de material radiactivo estan sujetas
a las disposiciones legales del pais en el que se las utiliza. El cumplimiento
de las normas basicas de seguridad radioldgica debe proporcionar una
proteccion adecuada.

. No se debe comer, beber, fumar o aplicarse cosméticos en presencia
de materiales radiactivos.

. No pipetear las soluciones radiactivas con la boca.

. Evitar cualquier contacto con materiales radiactivos mediante el uso
de guantes y bata de laboratorio.

. Toda manipulacion de material radiactivo debe realizarse en el lugar
adecuado, alejado de corredores y espacios ocupados.

. Los materiales radiactivos deben almacenarse en el contenedor
aprobado en una zona especializada.

. Se debe llevar y conservar actualizado un registro de las entradas y
almacenamiento de todos los productos radiactivos.

. El equipo y material de vidrio de laboratorio que son objeto de
contaminaciéon se deben separar para evitar la contaminacion con
otros radiois6topos.
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. Cada caso de contaminacion radiactiva, o de pérdida de materiales
radiactivos se debe resolver de acuerdo con los procedimientos
establecidos.

. El desecho radiactivo debe manipularse de acuerdo a las reglas
establecidas por el pais donde se utiliza.

Azida de sodio

Algunos reactivos contienen azida de sodio como conservador. La azida de
sodio puede reaccionar con el plomo, el cobre y el bronce para formar azidas
metalicas explosivas. Deseche los reactivos a través del sistema de drenaje
mediante lavado con grandes cantidades de agua.

Material de origen humano

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

Los materilal de origin humano deben manejarse como si fueran capaces
de transmitir hepatitis o SIDA. Los desperdicios deben eliminarse segun los
reglamentos nacionales actuales.

CLAS,IFICACIC')N DE MATERIAL PELIGROSO
SEGUN EL SGA

Wash Solution (20X) PELIGRO

H360 Puede perjudicar a la
fertilidad o dafar al feto.

P201 Procurarse las instrucciones
antes del uso.

P280 Use guantes, ropa y equipo
de proteccién para los ojos y
la cara.

P308+P313 EN CASO DE exposicion
confirmada o supuesta:
consultar a un médico.
Acido bérico 0,1 - 0,3%
Sodio tetraborato
decahidrato 0,1 - 0,3%

Succinylation Reagent ATENCION

H302 Nocivo en caso de ingestion.

H319 Provoca irritacién ocular
grave.

H335 Puede irritar las vias
respiratorias.

P261 Evite respirar vapores.

P280 Use guantes, ropa y equipo
de proteccion para los ojos y
la cara.

P304+P340 EN CASO DE INHALACION:
transporte a la persona al
aire libre y manténgala en
reposo en una posicién que
le facilite la respiracion.

P312 Llamar a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA/médico si la
persona se encuentra mal.

P337+P313 Si lairritacion ocular persiste:
consultar a un médico.

P403+P233 Almacenar en un lugar
bien ventilado. Mantener el
recipiente herméticamente
cerrado.

Anhidrido succinico > 95%
Calibrators ATENCION
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DMSO
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D

H315
H319

H335
P261
P271
P280

P302+P352

P304+P340

P305+P351+P338

P312
P332+P313

P337+P313
P362+P364

P403+P233

P405
P501

ATENCION

D

H227
H315
H319
H335
P261
P280

P304+P340

P312

Provoca irritacion cutanea.
Provoca irritacién ocular
grave.

Puede irritar las vias
respiratorias.

Evite respirar vapores.
Utilizar sélo al aire libre o en
un lugar bien ventilado.

Use guantes, ropa y equipo
de proteccion para los ojos y
la cara.

EN CASO DE CONTACTO
CON LA PIEL: Lavar con
agua y jabén abundantes.

EN CASO DE INHALACION:
transporte a la persona al
aire libre y manténgala en
reposo en una posicion que
le facilite la respiracion.

EN CASO DE CONTACTO
CON LOS OJOS: enjuagar
con agua cuidadosamente
durante varios minutos.
Quitar las lentes de contacto
cuando estén presentes y
pueda hacerse con facilidad.
Proseguir con el lavado.
Llamar a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA/médico si la
persona se encuentra mal.
En caso de irritacion
cutanea: consultar a un
médico.

Si lairritacion ocular persiste:
consultar a un médico.
Quitar la ropa contaminada y
lavarla antes de usarla.
Almacenar en un lugar
bien ventilado. Mantener el
recipiente herméticamente
cerrado.

Guardar bajo llave.

Eliminar el
contenido/recipiente
conforme a las normativas
locales/nacionales
Dimetilsulféxido

Anhidrido succinico
Hidréxido potasico

Liquido combustible
Provoca irritacion cutanea.
Provoca irritacién ocular
grave.

Puede irritar las vias
respiratorias.

Evite respirar vapores.

Use guantes, ropa y equipo
de proteccion para los ojos y
la cara.

EN CASO DE INHALACION:
transporte a la persona al
aire libre y manténgala en
reposo en una posicion que
le facilite la respiracion.
Llamar a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA/médico si la
persona se encuentra mal.

P337+P313 Si lairritacion ocular persiste:
consultar a un médico.
Almacenar en un lugar
bien ventilado. Mantener el
recipiente herméticamente
cerrado.

Dimetilsulféxido > 95%

P403+P233

La hoja de datos de seguridad esta disponible en
techdocs.beckmancoulter.com

RECOLECCION, PROCESAMIENTO,
ALMACENAMIENTO Y DILUCION DE LAS
MUESTRAS

Recoger la sangre en tubos de vidrio siliconizados o de plastico que
contengan EDTA. No usar heparina como anticoagulante. No utlizar
tubos sin siliconizar, estos absorben la ACTH.

. Separar el suero o el plasma de las células mediante centrifugacion
entre 2y 8 °C.

. Debido a que la ACTH es muy inestable, las muestras de plasma
deben almacenarse por debajo de —18 °C, a menos que el analisis
se realice inmediatamente. Preparar alicuotas para evitar repetidas
descongelaciones y congelaciones.

Dado que la estabilizacion de la ACTH se realiza por succinilacion,
las muestras de plasma deben ser acetiladas inmediatamente
despues de la centrifugacion siguiendo el protocolo del apartado
Procedimiento de analisis. Las muestras succiniladas pueden
guardarse hasta 7 dias entre 2 y 8 °C. Almacenar las muestras a
<-18 °C si se requiere realizar el analisis posteriormente. No es
necesario hacer alicuotas, ya que la ACTH succinilada es insensible
a repetidas descongelaciones y congelaciones.

. Succinilar y diluir con el calibrador Cero si las muestras estan a
concentraciones mas altas que el calibrador mas alto.

MATERIALES PROPORCIONADOS

Todos los reactivos del equipo conservados sin abrir a 2-8 °C son estables,
hasta la fecha de caducidad mencionada sobre el equipo. Las fechas
de caducidad impresas sobre las etiquetas de los frascos, aplicables
Unicamente para periodos largos de almacenaje de reactivos por el
fabricante, antes del ensamblaje. No tener en cuenta.

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

Equipo para la determinacién de ACTH 100 tubos (Cat. #IM2030)

Tubos recubiertos con anticuerpo monoclonal anti- sACTH: 2 x 50 tubos
(listos para su uso)

Anticuerpo monoclonal anti-sACTH marcado con 1': un frasco de 11
mL (listo para su uso).

El frasco contiene 814 kBq de inmunoglobulinas marcadas con I'® en la fecha

de fabricacioén, en presentacion liquida con proteinas y azida de sodio (< 0,1
%) y un colorante.

Calibradores: cinco frascos de 2 mL + un frasco del calibrador Cero de
4 mL (listos para su uso)

Los frascos contienen suero humano tratado con anhidrido succinico.
Estos se encuentran listos para su uso y ya no deben ser modificados

quimicamente.

Los frascos calibradores contienen entre 0 hasta aproximadamente 1500
pg/mL sACTH sintética en suero humano y azida de sodio (< 0,1 %). La
concentracion exacta se indica en la etiqueta. Los calibradores se calibraron
frente el estandar internacional NIBSC 74/555.

Controles: dos frascos (liofilizados)

Cuidado: Debido a la inestabilidad de la molécula de ACTH, se proporcionan
dos frascos controles en el equipo. No conservar los sueros controles sin
modificar con anhidrido succinico después de la reconstitucion, aun cuando
se congelen. Utilizar el segundo frasco para una nuevo ensayo.

Los frascos contienen sACTH sintética liofilizada en suero humano y azida de
sodio. Los valores esperados se encuentran en el intervalo de concentracion
que se indican en el suplemento.
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Soluciodn alcalina: un frasco de 15 mL (listo para su uso)

La soluciéon tampén contiene azida de sodio (<0,1 %).

Reactivo de succinilacién: un vial (polvo)

El vial contiene 600 mg de anhidrido succinico.

DMSO (Dimetilsulfoxido): un frasco de 3 mL (listo para su uso)

Deje que el DMSO se equilibre a
Mezcle

Solucion de DMSO con rojo fenol.
temperatura ambiente hasta que quede totalmente fundido.
suavemente antes de usar.

Soluciéon de lavado (20x): un frasco de 50 mL
La solucién concentrada debe diluirse antes de su uso.
Equipo para la determinaciéon de ACTH 50 tubos (Cat. #B89463)

Tubos recubiertos con anticuerpo monoclonal anti- sACTH: 1 x 50 tubos
(listos para su uso)

Anticuerpo monoclonal anti-sACTH marcado con 1I'®®: un frasco de 11
mL (listo para su uso).

Calibradores: cinco frascos de 2 mL + un frasco del calibrador Cero de
4 mL (listos para su uso)

Controles: dos frascos (liofilizados)

Soluciodn alcalina: un frasco de 15 mL (listo para su uso)
Reactivo de succinilacién: un vial (polvo)

DMSO (Dimetilsulfoxido): un frasco de 3 mL (listo para su uso)
Solucién de lavado (20x): un frasco de 50 mL

MATERIALES NECESARIOS PERO NO
INCLUIDOS

Ademas del equipo normal de laboratorio se requiere lo siguiente:
. Tubos de polipropileno.
. Micropipetas de precision (300 pL; 500 pL).
. Pipetas semiautomaticas (50 pL; 100 pL; 250 uL, 2 mL).
. Mezclador tipo vértex.
. Agitador horizontal u orbital.
. sistema de aspiracion.
. contador gamma calibrado para 1125.
PROCEDIMIENTO
Preparacion de los reactivos
Permita que todos los reactivos alcancen la temperatura ambiente.
Reconstitucion del suero control

Reconstituir el contenido de los frascos con el volumen de agua destilada
sefialado en la etiqueta. Después de la reconstitucion, esperar 10 - 20
minutos (max) y agitar vigorosamente evitando la formacién de espuma
antes de repartir la solucion en los tubos. No conservar los sueros controles
sin modificar con anhidrido succinico despues de la reconstitucion, aun
cuando se congelen. Utilizar el segundo frasco para un nuevo ensayo.

Reconstitucion del reactivo de succinilacion

El contenido del vial se reconstituye con el volumen de DMSO indicado en
la etiqueta. Mezcle bien antes de usar y compruebe visualmente que se
ha disuelto por completo el anhidrido succinico. Tras la reconstitucion, el
reactivo es estable a 2-8 °C hasta la fecha de caducidad del kit. El ligero
bronceado que se observa en ocasiones durante el almacenamiento no
afecta de ningin modo al rendimiento del reactivo de succinilacién.

Preparacion de la solucion de lavado

Verter el contenido del frasco en 950 mL de agua destilada y homogeneizar.
La solucién diluida se puede conservar a 2 - 8 °C hasta la fecha de caducidad
del equipo.

Procedimiento de analisis
Succinilaciéon de los sueros controles y las muestras
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Cuidado: No succinilar los calibradores
A un tubo de polipropileno, adicionar sequentialmente en este orden

500 uL de los sueros controles o las muestras.
250 pL solucién alcalina
50 pL del reactivo de succinilacion

Agitar inmediatamente en el vortex
Incubar 5 minutos entre 18-25 °C

Nota 1: Los volumenes indicados en el recuadro son suficientes para realizar
el ensayo por duplicado. Cuando se realizan ensayos por simple reducir a la
mitad los volumenes de las muestras, de la solucion alcalina y del reactivo
de succinilacion.

Nota 2: El indicador de color del reactivo de succinilaciéon debe volverse
amarillo cuando la reaccion a ocurrido normalmente. Si éste se torna violeta

indica que una reaccién anormal a ocurrido.

Paso Inmunolégico1

Paso Inmunolégico2’

Contaje

A los tubos recubiertos
de anticuerpo agregar:

300 uL del calibrador,
o de las muestras
succiniladas o los
sueros controles

succinilados.

Incubar 60 min. entre
18-25 °C con agitaciéon
(>280 rpm).

Aspirar
cuidadosamente el
contenido de los tubos.

A cada tubo, afadir:

100 uL del trazador

Incubar 2 hrs entre
18-25 °C en agitacion
(>280 rpm).

Aspirar
cuidadosamente el
contenido de los tubos.

Lavar dos veces con
2 mL de solucién
de lavado

Cuentas incorporadas
cpm (B) y las cpm
totales (T) por 1 min.

(excepto el de los 2
tubos "cpm total")

*Agregar 100 pL de trazador a 2 tubos adicionales para obtener las cpm
totales.

RESULTADOS

Los resultados se obtienen por interpolacion en la curva estandar. La curva
sirve para determinar la concentracion de la ACTH en las muestras medidas
al mismo tiempo que los calibradores.

Curva estandar

Los resultados del departamento de control de calidad se calcularon usando
el ajuste de curva spline con radioactividad determinada (cpmc,-cpm.) en
el eje logaritmico vertical y la concentracion de analitos de los calibradores
en el eje logaritmico horizontal (pg/mL).

Otros métodos de reduccion de datos pueden dar resultados ligeramente
diferentes.

Actividad total: 257 224 cpm
Calibradores ACTH cpm (n=3) BIT (%) cpMmea —
(pg/mL) CPMcao
0 0 182 0,07 -
1 8,2 829 0,32 647
2 26,0 1847 0,72 1665
3 87,0 5505 2,14 5323
4 451 23 888 9,30 23 706
5 1322 57 455 22,34 57 273

(Ejemplo de curva estandar, no utilizar para realizar los calculos)

Muestras

En cada muestra, localice los cpm o el valor B/T del eje vertical y lea la
concentracion de ACTH correspondiente en el eje horizontal.

Nota: La concentracién indicada en cada frasco considera la dilucion de la
muestra debido al tratamiento de succinilacion. Esta dilucién no debe ser
considerada cuando se calcula la concentraciéon en muestra (determinacion
directa en la curva estandar).
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VALORES ESPERADOS

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios valores de
referencia. Los valores que se muestran a continuacién fueron obtenidos de
sujetos sanos y deben de considerarse solo como orientativos.

Mediana
15 pg/mL

2,5 percentil
7 pg/mL

97,5 percentil
41 pg/mL

Nimero Promedio
42 18,5 pg/mL

CONTROL DE CALIDAD

La obtencion de unos resultados éptimos implica la utilizacion de los sueros
control en cada serie de experimentos para asegurar la calidad de los
resultados obtenidos. Dichos controles deben se procesados de la misma
manera que las muestras a analizar. Se recomienda que los resultados
sean analizados utilizando los métodos estadisticos apropiados.

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

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO
(Ver la hoja “APPENDIX” para mas detalles)

Sensibilidad

Sensibilidad Analitica: 0,31 pg/mL

Sensibilidad funcional: 4,82 pg/mL

Especificidad

Los anticuerpos utilizados en el equipo son muy especificos para la ACTH.
La reactividad cruzada frente a moléculas similares (ACTH 1-24; 1-10;
18-39; 11-24; aMSH and POMC) es muy baja tanto en ausencia (reacciones
cruzadas) como en presencia (interferencias) de ACTH.

Precision
Intra- ensayo

Las muestras se evaluaron 25 veces en las mismas series. Los coeficientes
de variacioén fueron iguales o por debajo de 10,0 %.

Inter-analisis

Las muestras se evaluaron por duplicado en 10 series diferentes. Los

coeficientes de variacion fueron iguales o por debajo de 10,8 %.

PI-IM2030-B89463-04

Precision
Prueba de dilucion

Las muestras altamente concentradas se succinilaron y se diluyeron
serialmente con el calibrador Cero. Los porcentajes de recuperacion fueron
entre 82,3 % y 119 %.

Prueba de recuperacion

A muestras de baja concentracion se les afadieron concentraciones
conocidas de ACTH. Los porcentajes recuperados fueron entre 97,2 % y
116 %.

Rango de medida (a partir de la sensibilidad analitica del calibrador mas
alto): 0.31 hasta aproximadamente 1500 pg/mL.

LIMITACIONES

El no respetar las instrucciones de uso puede afectar significativamente a los
resultados.

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

La heparina se une ala ACTH por lo que no debe ser utilizada. Las muestras
deben recogerse en EDTA.

En los ensayos en los que se utilizan anticuerpos existe la posibilidad
de que se produzcan interferencias debido a la presencia de anticuerpos
heterdfilos en la muestra del paciente. Los pacientes que hayan estado
en contacto regularmente con animales o hayan recibido inmunoterapia
o procedimientos diagnésticos con inmunoglobulinas o fragmentos de
inmunoglobulinas pueden producir anticuerpos, p.ej. HAMA, que interfieren
con los inmunoensayos. Esos anticuerpos que crean interferencias pueden
causar resultados erroneos. Evaluar cuidadosamente los resultados de los
pacientes que se sospeche que puedan tener esos anticuerpos.
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IRMA ACTH
IM2030, B89463

ANOZOPAAIOMETPIKH EZETAZH IN'A TON IN VITRO
MOZOTIKO MPOZAIOPIZMO THZ ACTH ZE ANOPQIINO
NAAZMA

MNa diayvwoTiKA XpAoN in vitro.

APXH THZ AIAAIKAZIAZ

H avooopadiopetpikh egétaon tng ACTH eivan eg¢étaon TUtTou "odvrouitg”
oTtnv otoia Tpwta N ACTH TpoTtroTroigital XnNUIKG pe akuAiwon (SACTH).

H ACTH ouvinpeital o€ upnAd Babud oe dla@opeTikd BloAoyikd €idn
Kal €ivar aotabig. TMa autoug Toug dUo Adyoug eival 1BIaiTEpa SUOKOAO
va avoootroinBouv Ta {wa Katd TG avlpwtrivng oppovng yia Tnv
TTAPAYWYN QVTIOWHATWY PE ETTOPKWG UYWNAR OUYYEVEIQ, TTPOKEINEVOU va
XpnoigoTroinBouv o€ pia avooopadIoPETPIKA EETaon. H xnuIKA TpoTToTToinon
G avBpwivng ACTH pe akuAiwon emTpéTel Tn S1I0QOPOTIoIiNaT TG aTTO
TNV evdoyevr) ACTH Twv avoootroinuévwy {Wwv Kal evioxUel Tn oTaBepdTnTa
™MG. M autdv Tov TPATTO TTPOKUTITOUV HOVOKAWVIKA QVTIOWUOTA UWNAAG
ouyyévelag e TNV akuMiwpévn avBpwtvn ACTH. H efeidikeuon Twv
QAVTICWUATWY TTOU XPNOIYoTTololvTal OTn ££€Ta0N dNUIOUPYEI TNV OTTaiTNON
n id1a XNMIKr TPOTTOTTOINCN VA EQAPUOCTEI OTNV TTEPITITWON TWV JEIYUATWY.
AUTO ETTITUYXAVETAI €UKOAQ KaOI PE MEYAAN AVATIOPOYWYICINOTATA, ME TN
XpNon Tou avTidpacTnpiou akuAiwong TTou TrapéxeTal Ye 1o kit. EmimAéoy, n
XNMIKA TpoTToToinon Twv delyudTwy oTabepotrolei TNV ACTH kai S1euKoAUVEl
£TO1 TOV XEIPIOPO TWV OEIYPATWV.

210 kit xpnoigotroloUvTal Tpia MOVOKAWVIKG QVTICWHATA TTOVTIKIOU, TTOU
KaTEUBUVOVTAI KATA TPIWV OIAPOPETIKWY ETTITOTIWY Tou popiou TG SACTH
ka1 dgv avtaywvidovralr petagl Toug.  Ta TpoTroTroinuéva Ociyyota Kal
Ta BoBuovounTtég emwalovial TTPWTA O CWANVAPIO ETTIOTPWHEVA  UE
OUO HOVOKAWVIKG avTiIowpaTa. MeTa Tnv TTpwTn €TTWAcn aTToxUvovTal
TTPOCEKTIKA TO UYPA TTEPIEXOUEVA TWV CWANVAPIWY. TN CUVEXEIQ TTIPOCTIBETAI
o€ KaBe owAnvapio didAuPa TTou TrEPIEXEI Eva TPITO OVOKAWVIKG avTiowua,
gmonuacuévo pe 1wdlo . Metd amé pia Se0Tepn €mMOaAcn amoyxuvovTal
Ta UYPA TTEPIEXOPEVA TWV CWANvapiwv Kal, agol Ta cwAnvdpia TTAuBoUv
OUo @opég, peTpdTal n deopeupévn padievépyeld. O AyvwoTeg TIPEG
mpoadiopifovTal pe TTapePBoArn o€ TPATUTIN KAPTTUAN. H guykévipwon Tng
ACTH oTa d¢eiyparta gival euBEwg avaioyn TnG padIeEvEPYEING.

NMPOEIAOMNOIHZH KAI MPO®YAAZEIZ

levikég TTapATNPAOEIG:

. Ta @ioAidia Twv opwv BaBuovounong Kal Twv 0pwyv AEYXOU TTPETTEI Va
avoiyovTal 660 10 duvaTov AiyOTEPO, TTPOG ATTOPUYNV ECATHICEWG TOU
TTEPIEXOMEVOU.

. AQACTE Ta avTIOPACTHPIA VA GTACOUV OE I00PPOTTIa O€ BEpUOKpaaTia
dwaTiou TTPIV aTTO TN XPHRON.

. Mnv avakaTeUeTe avTidpacTAPIA aTTO SIAPOPETIKEG TTOPTIOEG.

. Kdavere Tautdxpova Tnv TPOTUTIN KAPTIUAN KOl TOV  TTOOOTIKO

TTPOCOIOPITUO TWV OEIYUATWV.

. H owot p0Buion Tou oéikep eival amapaitnTn yia TNV
QAVATTAPAYWYICIYOTNTA TOU TTOGOTIKOU TTPOadIopIGHOU.

. Zag ougoTAveTal OUo @opég TOV KABE

TTPoadIopIoUO.

va  TTPAYHATOTIOIEITE

. Kd&Be owAnvapio Tpétmel va xpnoiyotroindei uévo pia opad.
MpooTtacia amwd Tnv l1ovijouoa akTivofoAia

H ayopd, n katoxn, n xpenon kai n avroAAayr) Tou padievepyol UAIKOU
UTTOKEIVTAI OTOUG KAVOVIOUOUG TNG XWPOG OTnv OToia To UAIKG auTd
xpnoigoTtroigital. H cupuépewaon Pe Toug BaciKoUg KOVOVEG A0QAAEING OTTO
TNV aKkTIVOBOoAia TTapéxel eTTapkn poaTacia. Opiouévol atmd auTtolg gival :

. Y16 TRV TTapouaia padIEvEPYWY UAIKWY, JNV KATAVOAWVETE TPO@IKA A
TTOTA, YNV KOTIVICETE KAl UN XPNOIMOTIOIEITE KAAAUVTIKG.

. Mn XPNOIPOTIOIEITE TO OTOHA YIA VA TTITTETAPETE TA PAdIEVEPYE UAIKA.

. ATroQUyeTE KABE dueon emapr He Ta  padlevepyd UAIKG,  Kai
XPNOIUOTIOIEITE YAVTIQ KAl EPYQTTNPIOKT TTOdIA.

. Kd&bBe xeipiopdg padievepyoU UAIKOU TTPETTEI va yiveTal o€ KATAAANAO
XWPO, Hakpid atréd diadpduoug Kal GAAa TToAucUxvaoTa PéPN.

. To apxeio TapaAafig kar aTToBrKeuang PadIEVEPYWYV UAIKWV TTPETTE
va gival TTavTa EVNPEPWHEVO.

. To apxeio TTapaAafig Kal aTToBrKeuong PAdIEVEPYWYV UAIKWV TTPETTEI
va gival TTavta evnUEPWHEVO.

PI-IM2030-B89463-04

. O epyaoTnpiokdg £€0TTAIOUSG ) Ta YUdAIva okeUn TTou £Xouv PHOAUVOEi
amé padievepyd UAIKG TTPETTEI VO OTTOMOVWVOVTQI, TTPOKEINEVOU va
atmogeuxBei poAuvon atrd diagopeTIKE padloicdToTTa.

. Kdabe mepimrwon padievepyng pOAuvong ) amwAeiag padievepyou
UAIKOU Ba trpétrel va emAUeTal pe BAon TIG I0XUoUoEG dIadIKOTiEG.

. O XeIPIOPOG TwV PABIEVEPYWV ATTOBANTWYV TTPETTEI VO OKOAOUBEI TOUug
KQVOVIOHOUG TNG XWPOG OTNV OTIoia XPNOIUOTIOIEITalI TO PadiEvepyd
UAIKO.

Alidio Tou Narpiou

Kamola avmidpaoTtripia mepiéxouv adidio Tou Natpiou wg ouvTnpnTiko.
To agidio Tou NaTtpiou pTTopei va avTIOPACEl YE TO XAAKO ) TO pOAURdOo
TPOG TO OXNMOTIOPO EKPNKTIKWV adidiwv Twv PeTGAwv. H améppiyn
TWV avTIdPaoTNPIWY TTPETTEI va yiveTal péoa atmd To udPauAikd cuoTnua,
XPNOIMOTTIOIVTAG PEYAAEG TTOOOTNTESG VEPOU.

YAik6 avBpwTrivng TpoéAeuong

Ta avBpwTTivng TTPoéAeucng UAIKA TTOU TTEPIEXOVTAl OTA avTIdOPACTHPIA TOU
kit BpéBnkav apvnTikd o€ 6T agopd oTa avricwpata avti-HIV 1 kair HIV 2,
ota avricwpara HCV kai 1o em@aveiakd avtiyévo 1ng Hrarimdag B (HbsAg).
MapoAha autd, o XeEIPIOPOG TOug TTPETTEl va YiVETAl 0av va ATAV IKOVA va
HETAdWOOUV TIG aoBEveleg. Aegv UTTAPXEN KATTOIO YVWOTH PEBOSOG Aéyxou
Tou va dlac@aAidel pe amoAuTn BeRaidTnTa OTI dEV UTTAPYXEI TTOPAYOVTAG
poAuvong, yi'autd 1o Adyo eival atrapaitnTo va AapBdavovTal TTpoQUAAEEIS
KATA TN SIAPKEIQ TOU XEIPIOUOU.

‘OAa 1a deiypara TTAGOPATOG TTPETTEI VA T XEIPICETTE WG IKAVE VA HETOOWOOUV
nmatinda ) AIDS. Anpioupynuévo aTTOPPIPPa va ekKaBaploBei cUpQwva Je
10X0W KAVOVIGUO.

TAZINOMHZH ENIKINAYNOTHTAZ KATA MNEZ

Wash Solution (20X) KINAYNOZ

H360 Mrmopei va BAdwer n
yoviuéTtnTa fi 10 éuBpUO.

P201 E@odiaoTeite pe TIG €10IKEG
odnyieg TTpIv a1TO TN XPAON.

P280 Na @opdTe TTPOCTATEUTIKA
yAavTia, TTPOCTATEUTIKA
evOUpaTa Kal HEoa ATOMIKAG
TTPOOTOCIAG VIO T PATIO/TO
TPOCWTTO.

P308+P313 Y& TepimTwon ékBeang n
mlavoTnTag ékBeong:
oupBouAeuBEiTE/ETTIOKEPOEITE
ylatpo.

Bopiko o&u 0,1 - 0,3%
Aekaévudpo Bopikd VATPIO
0,1-0,3%

Succinylation Reagent TMPOXOXH

H302 EmBAaBég o€ TrepiTTTwon
Katdmoong.

H319 MpokaAei coBapd o@BaApIKO
epebigud.

H335 Mrropei va TrpokaAéoel
€peBIOPG TNG AVATIVEUOTIKAG
0d00.

P261 ATTOQEUYETE VA OVOTIVEETE
arpoug.

P280 Na @opdre TTPOCTATEUTIKA
YavTIa, TTPOCTATEUTIKA
evOUpaTa KOl HEOQ ATOMIKAG
TTPOO0TOCIAG VIO T PATIO/TO
TTPOCWTTO.

P304+P340 YE MEPINTQZH

EIZMNOHZ: Metagpépete

TO GTOPO GTOV KaBapd aépa
Kal aprOTE TO VA EEKOUPAOTET
o€ oTdon TTou OIEUKOAUVEI
TNV QVOTIVONR.
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Calibrators

PI-IM2030-B89463-04

P312
P337+P313

P403+P233

NPOZOXH

<

H315
H319

H335

P261

P271

P280

P302+P352

P304+P340

P305+P351+P338

P312
P332+P313
P337+P313

P362+P364

P403+P233

P405
P501

KaAéote To KENTPO
AHAHTHPIAZEQN 1 éva
ylaTpo €dv aioBavOeiTe
adiabeaia.

Edv dev uttoxwpei o
0QBaAUIKOG €PEBIOUOG:
OoupBouAeuBEiTE/ETTIOKEPOEITE
yiatpo.

ATToONnKeUETAI OE KAAD
agpifdopevo xwpo. O
TEPIEKTNG dlatnpeital
€PUNTIKA KAEIOTOG.
HAekTpIKOG avudpitng > 95%

MpokaAei epeBioud TOU
dépuaTog.

MpokaAei coBapd o@BaApIkd
£peBIoNO.

MrTropei va TTpoKaAéael
£peBIOPG TNG AVATIVEUOTIKAG
odou.

ATTOQEUYETE VO OVATTIVEETE
artpoug.

Na xpnoigotroigital pévo oe
avoIkTé A KaAG agpiouevo
XWPO.

Na @opdTe TTPOCTATEUTIKA
yavTid, TTPOCTATEUTIKA
evOUpaTa Kal €O ATOMIKAG
TIPOCTOCIOG VIO TO HATIO/TO
TPOCWTTO.

>E MEPINTQXH EMA®HZ
ME TO AEPMA: TTAUvTE pe
dpBovo vepod Kal oaTTolvi.
YE MEPINTQZH
EIZMINOHZ: Metagpépete

TO GTOPO GTOV KaBapd aépa
Kal apAOTE TO VA EEKOUPAOTET
g€ oTdon TTou SIEUKOAUVEI
TNV QVATIVONR.

SE MEPINTQZH EMNA®HZ
ME TA MATIA: &emrAUveTe
TIPOOEKTIKA PE VEPO

yla apkeTd Aetrtd. Edv
UTTAPXOUV (POKOI ETTAPAG,
aPaIPECTE TOUG, EPOCOV
eival eUKoAo. ZuvexioTe va
CeTTAEvETE.

KaAéote To KENTPO
AHAHTHPIAZEQN 1 éva
ylatpd €dv aioBavOeite
adiabeaia.

Edv maparnpnOei
epeBIopdG Tou dEPUATOG:
oupBouAeuBEiTE/ETTIOKEPOEITE
yIaTpo.

Edv dev uttoxwpei o
0PBaAUIKOG EPEBIOUOG:
oupBouAsuBeiTE/ETTIOKEPOEITE
yiatpo.

BydaATe Ta poAucpéva pouxa
KaI TTAUVTE TO TTPIV T
XPNOIUOTTOINCETE.
AToBnkeleTal og KOAG
agpifdopevo xwpo. O
TEPIEKTNG dlatnpeital
EPUNTIKA KAEIOTOG.
PuldooeTal KAEISwEVO.
AidBeon ToU
TTEPIEXOMEVOU/TTEPIEKTN
oUPQWVa PE TOUG
TOTTIKOUG/€BVIKOUG
KQVOVIGHOUG
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DMSO

AipeBuloouA@otidio
HAekTpIKOG avudpiTng
Y3pogeidio Tou KaAiou

MPOZOXH

H227 Kauoigo uypd.

H315 INpokaAei epeBioud TOU
OépuaTOG.

H319 MpokaAei coBapd o@BaApIKO
epeBIONO.

H335 Mrropei va TrpokaAéoel
€PEBIOPG TNG AVATIVEUOTIKAG
0d00.

P261 ATTOQEUYETE VA OVOTIVEETE
aTyoug.

P280 Na @opdre TTPOOTATEUTIKA
yavTia, TTPOCTATEUTIKG
evoUpaTa KOl HEOQ ATOMIKAG
TTPOOTACIAG VIO T PATIO/TO
TPOOWTTO.

P304+P340 YE MEPINTQZH

EIZMINOHZ: Metagpépete

TO GTOPO GTOV KOBapd aépa
Kal apAOTE TO VA EEKOUPAOTET
g€ oTdon TTou OIEUKOAUVEI
TNV QVOTIVONR.

P312 Kahéote To KENTPO
AHAHTHPIAZEQN R éva
yioTpd €dv aioBavOeite
adlabeaia.

P337+P313 Edv dev umroxwpei o
0pBaApIkG epeBiopde:
oupBouAeuBeiTe/eTTIOKEPOEITE
ylaTpo.

P403+P233 AmoBnkeleTAl OE KAAG

agpifduevo xwpo. O
TeEPIEKTNG dlatnpeital
EPUNTIKA KAEIOTOG.
AipeBuAoouA@ogidio > 95%

To AeATio dedopévwyv aopdAeiag sival diaBéaipo otn diebuvon
techdocs.beckmancoulter.com

2YANOTH, ENMEZEPIAZIA, AlTOOHKEYZH KAI
APAIQZH TQN AEIFMATQN

ZUNMEETE TO aipa o€ yudAiva cwAnvdpla e eTTévouon O'I)\IKOVI]Q n
oe TTAaOTIKG owAnvapia pye EDTA. Mn xpnoidoTIoIEiTE NTTOPivn WG
QVTITTNKTIKO. Mn XpnOoIYOTTOIEiTE YUAAIVO CWANVAPI Xwpig eTTévduon
aIANiK6VNG TTpoapoolv Tnv ACTH.

AlaxwpioTe TO guvTOPOTEPO dUVATOV TO TTAGOUO UE QUYOKEVTPNON
oToug 2-8 °C.

Aedopévou 611 n ACTH eival oAU aoTaBng, Ta deiypata TTAGopaTog
TpéTTel va dlatnpnBouv o€ Bepuokpaaia xaunAoTepn Twv -18 °C, ekTOG
av n e&étaon yivel apéowg. Ta deiyparta TPETTEN va gival Xwpiopéva
O€ PIKPOTEPEG TTOOOTNTEG, WOTE VA ATTOPEUYETAI N ETTAVAAAUBAVOUEVN
KaTdyuén kai amréyugn.

A6 TNV atmown Tng otabepotoinang Tng ACTH péow akuAiwong,
Ta Oeiyyata TTAGOPATOG PTTOpPOUV ETTIONG va akuAiwBouv apéowg
META TN QUYOKEVTPNON CUPQPWVA PE TO TIPWTOKOAAO TNG TTapaypda@ou
Aladikacia e€gétaong.  Ta akuAiwpéva Oeiyyata PTropouv £T01 va
diatnpnBolv 7 nuépeg otoug 2- 8 °C. lNa peyoAUTEPA XPOVIKG
Sl00TAUOTA, aTTOBNKEUOTE Ta O€ Beppokpaaia xaunAoTepn Twv -18
°C. Aev gival atrapaitnto va Xwpioete 1o akUAIwpéva deiypata o€
MIKPOTEPEG TTOOOTNTEG, Oedopévou OTI N akuAlwpévn ACTH eival
OXETIKA atralng oTnv eTavaAapBavopevn Katawuén Kal ammoyuen.

Av Ta deiypaTa £Xouv PeyaAUTEPN OUYKEVTPWOT oTTO TO BaBuovounTég
ME TNV UPNASTEPN CUYKEVTPWON, TIPETTEI VA AKUAIWBOUV Kal UoTEPA va
apaiwBouv aTo pndevikd BabuovounTeg.



NMAPEXOMENA YAIKA

OMAa 10 avTidpaoThpia gival oTaBepd PéEXPl TNV nuepopnvia ARgnNg TTou
avaypdeetal otnv €TIKETA Tou kit, éTav atmoBnkevovtal o€ Beppokpaaia
2-8 °C. O1 nuepounvieg AAENG TTOU avaypd@ovTal OTIG ETIKETEG TWV
@IaANIBiWY aQOPOUV ATTOKAEICTIKA OTN HAKPOTIPOBEaUN aTmoBAKEUon Twv
avTidpaoTnpiwv amd Tov KATOOKEUAQOTH, TIPIV aTTO Tn OUVAPPOAdGYNan Tou
kit. Na pun AauBavovtal utréyn.

O1 ouvBnkeg ammoBrkeuong Twv avTIOPACTNPiwWY PETA ammd avacuoTaon A
apaiwon ava@épovTal TNV TTapPAypaPo «Aiadikaaoia».

Kit yia Tov rpoodiopioué Tng ACTH: 100 cwAnvdpia (ap. kart. IM2030)

ZWANVAPIA ETICTPWHEVA HE MOVOKAWVIKA avTiIowHaTa Katd Tng SACTH:
2 x 50 owAnvdpia (éToiya TTPOG XPARon)

MovokAwviké avriowpa katd Tng sACTH emonuacpévo pe 'l: éva
@iaAidio Twv 11 mL (£1oigo TTpog xpron)
To @iaAidlo TTepiExel, TNV nuépa  Tou Trapaockeuddetal, 814 kBq

€monuacuévwy Ue 10810 ' avooopaipividv 0 UypA HOP®RA W TTPWTEivN,

agidio Tou Narpiou (< 0,1%) kai pia XpPWOTIKA.

BaBuovountég: 5 @ioAidia Twv 2 mL + 1 @iaAidio "undevikou"
Babuovountig Twv 4 mL (£Toipa TTPOg Xpron)

Ta BaBuovounTég TTEPIEXOUV avOPWTTIVO 0pd ETTEEEPYACHEVO PE NAEKTPIKO
avudpitn. Eival €101 £Toiga TTpog xprion kai Ogv TTPETTEI va TPOTTOTTOINBoUV
TTAAI JE XNMIKO TPOTTO.

Ta BaBuovounTtég @iaAidia TepiExouv amd 0 péxpl katd TTpooéyyion 1.500
pg/mL ouvBetikng sACTH oe avBpwTrivo opd kai agidio Tou Narpiou (<
0,1%). H akpifAg ouykévipwaon avaypd@etal oTnv eTIKETA KAOE @iaAidiou.
Ta BaBuovounTég eival Babpovounuéva pe Baon 1o dieBvég TpdTuTro NIBSC
74/555.

Opdg eAéyxou: 2 @raAidia (Auo@IAnuuéva)

Mpoooxn: Aoyw Tng aoTdBeiag Tou popiou TNG ACTH, dUo @iaAidia Tou
idlou 0poU eAéyxou Trapéxovtal ge KaBe kit. Metd Tnv avacloTtacn, pnv
atmoBnKeUoETE TOV 0pO EAEYXOU XWPIG va €XEl UTTOOTEl €TTECEpyaOia pE
NAEKTPIKG avudpiTn, akOUNn Kal KATEWYUYUEVO. XPNOIUOTTOINGTE TO OeUTEPO
@IaAiSI0 yia pIa GAAN O€IpG HETPACEWV.

Ta @iaAidia TrepiExouv ouvBeTikp ACTH Auvo@iAnuuévn oe avBpwtrivo
opd. O1 avaPEVOUEVEG TIUEG KUPGIVOVTOI PETAEU TWV CUYKEVTPUWOEWY TTOU
avaypa@ovTal o€ CUPTTIANPWHOTIKG QUAAGDIO.

AAkaAIk6 SidAupa: 1 @iaAidio Twv 15 mL (é1oiyo TTpog Xprion)

To puBpiaTIkS TTepIExel agidio Tou Natpiou (< 0,1%).

AvTiISpacTipio akeTUAiwong: éva @iaAidio (okdvn)

To @iaAidio Trepiéxel 600 mg nAekTpiKoU avudpitn.

DMSO (81pgBurocour@oieidio): 1 @iaAidio Twv 3 mL (£Toipo TTpog Xprion)

Aidhupa DMSO pe epuBpd TnG @aivoing. Agriote To DMSO va e€icoppoTrnBei
o€ Bepuokpacia dwpuatiou péExP! va diaAuBei TTANPwG. Avapeigte atmaAd TTpiv
atd TN XpPnon.

AldAupa TAUoNG (20x): 1 @iaAidio Twv 50 mL

To oupTTUKVWPEVO SIGAUPA TTPETTEI VO apaiwBEi TTpIV aTTé Tn Xpnon.

Kit yia Tov rpoodiopiopé Tng ACTH: 50 cwAnvdpia (ap. kar. B89463)

ZWANVAPIa ETTICTPWHEVA ME HOVOKAWVIKA avTIOWHaTa Katd Tng SACTH:
1 x 50 cwAnvdpia (£€Toiya TPOG XPron)

MovokAwviké avricwpa katd Tng sACTH emonuaopévo pe '"l: éva
@iaAidio Twv 11 mL (étoipgo 1Tpog xprion)

BaBpovopuntég: 5 @iaAidia Twv 2 mL + 1 @iaAidio "pndevikol”
BaBpovountAg Twv 4 mL (£Toiya Tpog xpron)

Opog eAéyxou: 2 @iaAidia (Auo@IAnuuéva)

AAkaAIKO SidAupa: 1 @iaAidio Twv 15 mL (é1oiyo TTpog Xprion)
AvTidpacTiplo akeTUAiwong: éva @laAidio (akdévn)

DMSO (d1pgBulocour@oieidio): 1 @iaAidio Twv 3 mL (£Toipo Tpog Xprion)
AldAupa TAGoNG (20x): 1 @iaAidio Twv 50 mL

PI-IM2030-B89463-04

AMNAITOYMENA YAIKA MNMOY AEN NMAPEXONTAI

O atraItouuevog epyaoTnPIakog £E0TTAITUGG, ETTITTAEOV TOU ouvhBoug, gival o
egng:

. OwAnvapIa TTOAUTTPOTTUAEVIOU.

. JikpoTTiréTeg akpiBeiag (300 pl, 500 uL).

. nuiautépareg mTéTeg (50 pl, 100 pL, 250 L, 2 mL).

. Migep TUTTOU Vortex.

. Shaker pe opigovtia TTAATEOpUa TTaAvEpPOUNoNGg 1 e TTAAT@OpUa

TaAGvTWONG.
. >0UoTnUa aTTOXUONG.
. Gamma counter o€t yia lwdio 125.

AIAAIKAZIA

MpogToiyacia avridpacTnpiwv

AorioTe 6Aa Ta avmiIdpacTrpia va @BAcouUV Ot IGoPPOTTiIa o€ BepUoKpacia
dwpyaTiou.

MpoeToipacia Twv delypdTwyv gAéyxou

To TepIEXOPEVO TOU €vOG aTmd Ta OUO @IOAIDIO avacuoTdrtal Je T0 OyKO
atreoTaypévou vepoU TTou avaypdgetal otnv eTikETa. [Mepipévere 10 - 20
AeTTT@ (max) petd Tnv avaoUloTaon Kol avakoaTéwTe ehagpd oTo vortex
woTe va pn Onuioupyndei a@pdg, TpIiv TV diavour ota cwAnvapia.
Metd Tnv avacuoTacn pnv amoBnkeUaeTe TOV 0pd eAEyXOU XWwpiG va £XEl
uTToOTel €TTEEEPYOTia PE NAEKTPIKO avudpiTn, OKOPN KAl KATEWUYUEVO.
XpnOoIYOTToINCTE TO BEUTEPO PIOAIDIO YIa HIa GAAN O€1Ipd PETPACEWV.

MpogToipacia Tou avridpaoTnpiou akuAiwong

Ma TNV avaoUoTaon Tou TTEPIEXOUEVOU TOU QIaAIBIOU, XPNOIUOTTOIEITE TOV OYKO
DMSO T1rou avaypd@eTal TNV €TIKETA TOU @IOAIBiOU. AvapEigTe ETTINEAWG
TPpIV o110 TN XPRon Kai eAEyETE OTITIKG TNV TTARPN SIGAUCH TOU NAEKTPIKOU
avudpitn. Metd TNV avaclaTaar, To avTIdpaoThPIo TTApapével aTABEPO GTOUG
2-8 °C péxpr TNV nuepopnvia ARENG Tou KIT. H pikpr) aAAayr oTo Xpwpa TTou
TTapaTnpeiTal eviote Katd Tn @UAagn Sev eTTnpeddel KAt Kavéva TPOTIo Thv
amédoaon Tou avTIdPAOoTNPIoU OKETUAIWONG.

MposToipagia Tou SiIGAupa TTAGONG

MpoabéaTte 1o TTEPIEXOUEVO TOU QIaAIdiou o€ 950 mL atreoTaypévou vepou Kal
opoyevoTroinoeTe. To apaiwpévo didAupa diatnpeital oToug 2-8 °C uéxpl TNV
nuepopnvia Anéng Tou kit.

Aiadikacia e§éraong

AKUAiwonN Tou 0poU €AEyXOU Kal TwV JEIYUATWY

Npoooxn: pPnv akUAIWOoETE Ta BabpovounTtég
e éva owAnvapio TTOAUTTPOTTUAEViOU, TTpo0BECTE BladoXIKA
ME QuTA TN oeipd:

500 pL deiyparog r} opol eAéyxou
250 pL aAkaAikou dloAUpaTog
50 pL avmidpaaoTnpiou akuAiwong

AvaKivAoTe auéowg OTo vortex
ETTwaoTe yia 5 Aemitd oTtoug 18-25 °C

MapatApnon 1: O1 6ykol TIOU QAVO@EPOVTAl TTOPATIAVW ETTAPKOUV
yla va Trpayyatorroindei duo @opég o kdBe Tpoadiopiouds.  lNa Toug
TTPOCBIOPICHOUG TTOU TTPAYHATOTTOIOUVTAl I POPd, Ol OYKOl Tou SEiypaTog,
TOU aAKaAIKOU SI0AUMATOG KOl TOU avTidpacTnpiou akuAiwong ptropolv va
MEIWBOUV oTO HICO.

Maparipnon 2: O XpwpaTiKOG OEiKTNG TOou avTidpaoTnpiou akuAiwong
TIPETTEI VA YiVEl KiTPIVOG, YEYOVOG TTOU UTTOBEIKVUEI OTI N avTidpacn EXEl Yivel
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Kavovikd. Mia un @uaioAoyikn avTidpacon UTTodEIKVUETAI ATTO TNV EUUOVI TOU

10O0UG XPWHATOG.

Avocoloyiké BRpa 1

Avocoloyiké Bhua 2°

Métpnon

2Ta EMOTPWHEVA PE
avTiowHa cwAnvapia
TTPOOBEaTE:

300 pL BaBuovounTég,
akUAIwpévou deiyuaTog
f akuAlwpévou opou
eAéyxou

EmmwdoTe 1 wpa oToug
18-25 °C pe avadeuon
(>280 rpm).

ATTOXUOTE TTPOCEXTIKA
TO TTEPIEXOHUEVO TWV
owAnvapiwv

Z¢ KGBe owAnvdpio
TTPOCOEoTE:

100 pL 1xvnBéTn

EmwdoTe yia 2 wpeg
oTtoug 18-25 °C e
avadeuaon (>280 rpm).

ATIOXUOTE TTPOCEXTIKA
TO TTEPIEXOUEVO TWV
owAnvapiwv (ektég

MAUvTETE 2 QPOpPEG pE 2
mL dioAUpaTog TTAUCNG.

MeTprioTe Tn
padleveépyela Twv
deapeupévwy (B) kai
oAikwv (T) kpoUoewv
Ma 1 Aetrro.

TWV 2 cwAnvapiwyv
"OAIKEG KPOUOEIG")
*MpoaBéaTe 100 pL 1xvnBéTn o€ 2 emimTAéov owAnvdpia yia va BpeiTe Tig
OAIKEG KPOUDEIG.

AMNMOTEAEZMATA

Ta atmoteAéopata Twv OelypdTwy uTToAoyidovral pe TTOPEUPOA oTnv
TPOTUTTN KAWTIUAN.  H KauTTUAN XPNOIUOTIOIEITAI YIO TOV TTPOCdIOPICHO
Twv ouykevipwoewv ACTH og deiypyata TToU PETPWVTAI TAUTOXPOVA HE Ta
BaBuovopntég.

MpoTutrn KauTUAn

Ta amoteAéopata OTO TPAUO TTOIOTIKOU €Aéyxou UTTOAOYiOTNKAV HECW
TTPOCAPUOYNG TNG KAUTTUANG spline pe tTnv Trpoadiopicbeioa padievépyeia
(CPMa-CPMap) OTOV  KATAKOPUPO AGfova Kal Tn  OUYKEVIPWON Twv
BaBuovountwy oTov opIfdvTio déova (pg/mL) Tng AoyapIBUIKAG KAINAKAG.

AMeg péBodoI avaywyng Twv Oedopévwyv PTTOPEl va dWOouV eAAPPUG
O1aPOPETIKA OTTOTEAECUATA.

OAIk) padievépyeia: 257.224 cpm
BaBpovopntég ACTH cpm (n=3) BIT (%) CPMca —
(pg/mL) CPMcao
0 0 182 0,07 -
1 8,2 829 0,32 647
2 26,0 1.847 0,72 1.665
3 87,0 5.505 2,14 5.323
4 451 23.888 9,30 23.706
5 1.322 57.455 22,34 57.273

(Mapdderyua TUTTIKAS KAUTTUANG, LNV TNV XPNOIUOTIOIEITE yIa UTTOAOYIOLOUG)

Agiypara

Ma k&Be Seiyua, evromioTte TNV TIUAR cpm i B/T oTov Katakdpupo agova Kai
dlapaoTte TNV avtioToixn cuykévipwon ACTH atré Tov opidovTio dgova.

Inueiwon: H ouykévipwon Tou avaypdgetal ge KABe BabuovounTtég
@IaAidio AapBaver uttown Tn diGAucn Tou deiypaTtog egaiTiag Tou BrpaTog
akuAiwong.  Auti n didAuon Tpétel va pn An@Bei ummoywn Kkatd TovV
uTToAOYIONG TNG OUYKEVTPpWONG oTo Otiyua (Gduecog TTPoadiopioudg oTnv
TIPOTUTIN KAUTTUAN).

ANAMENOMENEZ TIMEXZ

Mporteivoupe To KABE EPYACTAPIO VO KABIEPWOEI TIG DIKEG TOUG TINEG AVAPOPTG.
O1 Tiyég TToU aKoAOUBOUV Kal TTOU TTPOEKUWAV aTTé uyIf ATopa gival amAwg
EVOEIKTIKEG.

ApIBuég | Méoog 6pog | Aidpeoog 2,50 =karoo | 97,50 ekatoo
TNpopIO TNUoOpPIO
42 18,5 pg/mL 15 pg/mL 7 pg/mL 41 pg/mL

PI-IM2030-B89463-04

EAErXOzZ NOIOTHTAZ

H ocwoTnA epyaocTnpiakn TTPOKTIKA TTPOUTTOBETEI TNV TOKTIKA XPon OelyuaTwy
eAéyyou, TTpoKeIYévou va OIac@aAIfeTal n TTOIOTNTA TWV ATTOTEAECHATWV.
H emeCepyaoia Twv OEIyUATWY QUTWYV TTPETTEI va YiveTal PE ToV idIo TPOTTO
ME TOV OTTOIO YiVETAI N €TTECEPYATIA TWV AYVWOTWYV SelyudTwy. ETTITTAéOY,
ougoTAvVETal N avdAuon Twv ammoTeAETUATWY TOug va yivetal pe Tn BoRdeia
TWV KATAAANAWY OTOTIOTIKWVY PEBOOWV.

e mepimTwon emdegivwong ouokeuaoiag | €dv Ta aTroTeAéouaTa  TTou
TTPOEKUYAV €XOUV TPOTTOTTOINCTN aATTGB00NG, TTOPAKAAW EAATE OF€ ETTAQN
ME TOV TOTTIKO BIaVOPED OAg 1 XPNOIYOTIOINCTE TNV akOAoubn OielBuvan
nAekTpovikoU Taxudpopeiou: imunochem@beckman.com

XAPAKTHPIZTIKA AMNMOAOzZHZ

(BAémre T ogAida “APPENDIX” yia meploadTepes AsTITONEPEIES)
Evaiobnoia

Evaiobngoia: 0,31 pg/mL

A&iToupyikn gvaiodnaoia: 4,82 pg/mL

Ege1dikeuon

To avriowpa TIOU XPNOIYOTIOIEITAI OTNV  avoooegéTaon eival  uwnAd
eCeidikeupévo  yia v ACTH. E&aipeTikd  XapnAég  Sl00TAUPWTEG
avTIdPACTIKOTNTEG TTAPATNPENAONKAV YE OPKETA auyyevr popia (ACTH 1-24;
1-10; 18-39; 11-24; aMSH ka1 POMC) €ite utté TnVv amouaia (d1aoTaupwTEG
avTI®PACTIKOTNTEG) €iTe UTTO TNV TTapouaia (TTapeuBoAr) Tng ACTH.

AxpiBeia
EvT16g Tng SoKIuAg

Aciypata e€etdotnkav 25 @opég aTnv idla oeipd. O1 CUVTEAEOTEG ATTOKAIONG
TTOU TTPOoéKUWav ATav piIkpoéTepol 1 icol pe 10,0%.

EkT16G Tng SoKIUAg

Aciypata ggetdotnkav 800 @opég 10 kaBéva o€ 10 diaopeTikég oelpég. Ol
OUVTEAEOTEG ATTOKAIONG TTOU TTPOEKUWAY ATAV PIKPOTEPOI 1 ool pe 10,8%.

AkpiBela
Aokiyn apaiwong

Acgiypata upnAng ouykEVTpwong GKUAILBNKAV Kal 0T GUVEXEIQ apaiwenkav
O1ad0xIKG 0TO PNdeVIKG BabuovounTég. Ta TTOO00TA AVAKTNONG KUpaivovTav
peTagU 82,3% kai 119%.

AoKIPf avdkTnong

N'vwotég  Tmoodtnteg ACTH  mpooTébnkav o€ deiyyata  XapnAnRg
OUYKEVTPWONG. ZTn ouvéxela Ta deiyuata akuAiwdnkav kal eEeTdotnkav. Ta
TT0000TA AVAKTNONG KupaivovTav petagl 97,2% kai 116%.

EUpog péTpnong (amd avaAuTikh euaioBnoia €wg Tov  uywnAdTEPO
BaBuovountn): 0,31 péxpl katd pooéyyian 1.500 pg/mL.

MNEPIOPIZMOI

H ui Tpnon Twv odnyiwy TToU TTEPIEXOVTAI OTO EVTUTTIO UTTOPEI VO ETTNPEACE!
onuavTikd Ta atroTeAéouaTa.

Ta amoteAégpara TPETTEI va epUNvEUBOUV AauBAvovTag uTréwn Tn GUVOAIK
KAIVIK) TTapouciacn Tng acBevoug, cuptrepIAaUBavopévwy TG KAIVIKAG
10TOpiag, Twv OedOPEVWVY ATTO CUMTTANPWUATIKEG €EETAOEIG KAl GAAWV
KOTAGAANAWV TTANPOGOPIWV.

H nmapivn mpoodévetar otnv. ACTH kai emopévwg Oev TTpETTel va
xpnoipotroinBei. Ta deiypara TPETTEl ETTOPEVWG va OUAAEXBoUV og EDTA.

Ma TpoadiopIcPoUg TTOU XPNOIPOTTOIOUV QVTICWHATA, UTTAPXEl TIBavoTnTa
ToPEUPOAAG atrd €TEPOPIAG avTiIowpaTa oTo Otiypa Tou aoBevoug. Ol
aogbBeveig Tou ApBav oe cuxvh €maenR pe {Wa i ékavav avoooBepaTreia
n dlayvwoTIKEG eTTEUPRAOEIG PE Tn Borbeia avooooeaIpivVV A TUAPOTA
avoooa@aipivng mlavoev va Trapaydyouv avriowuara, m.X. HAMA, Tmou
TTapePBAAAOUV oTOUG avoooTTPOadIopIcHOUG. Ta ev Adyw TTapeuBaAlovTa
avTiowyata meavév va TTPOKAAEoouV €0@oAuéva armoteAéopata.  Na
QAgIONOYEITE TTPOCEKTIKG TA QATTOTEAEéCMATA QOBEVWV TTOU UTTOTITEUEDTE OTI
@EPOUV QUTA Ta AVTICWHATO.
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IRMA ACTH
IM2030, B89463

IMMUNORADIOMETRYCZNA METODA DO OZNACZANIA
IN VITRO ACTH W LUDZKIM OSOCZU
Do uzytku diagnostycznego in vitro.

ZASADA

Do oznaczania hormonu kortkotropowego (ACTH) zastosowano metode
skanapkowg”, ale ACTH jest najpierw modyfikowane chemicznie poprzez
sukcynylacje, w wyniku ktérej powstaje suksynylo ACTH (sACTH,
bursztynylo ACTH)) i ten zwigzek ostatecznie bierze udziat w reakcji
immunologiczne;.

ACTH jest wysoce niezmienne u réznych gatunkéw i jednoczesnie
niestabilne. Z tych dwdch powodow jest szczegdlnie trudno immunizowaé
zwierzeta ludzkim hormonem w celu wytworzenia przez nie przeciwciat,
ktore bedg miaty wystarczajgco wysokie powinowactwo, aby je zastosowaé
W oznaczaniu immunoradiometrycznym. Chemiczna modyfikacja ludzkiego
ACTH poprzez succinylacje pozwala na odréznienie go od endogennego
ACTH podczas immunizacji i podnosi jego stabilno$¢. Ta specyficzna
modyfikacja jest wymagana roéwniez w stosunku do probek, poniewaz
przeciwciata zestawu rozpoznajg ja. Dzigeki odczynnikom do succinylacji
zawartym w zestawie w prosty sposob osigga sie wysoce powtarzalng
succinylacje. Co wigcej, ta chemiczna modyfikacja stabilizuje ACTH podczas
preparatyki.

W zestawie uzyto trzy mysie monoklonalne niekompetycyjne przeciwciata
skierowane przeciw trzem roznym epitopom sACTH. Najpierw
zmodyfikowane probki badane i kalibratory inkubowane sg w probdéwkach
pokrytych dwoma przeciwciatami monoklonalnymi. Po pierwszej inkubacji
ptynna zawarto$¢ probéwek jest ostroznie odciggana. Nastgpnie do
kazdej probéwki dodawany jest roztwor zawierajgcy trzecie przeciwciato
monoklonalne znakowane '?°J. Po drugiej inkubacji zawarto$é probowek jest
odciggana, a probowki sa dwukrotnie przeptukiwana. Nastepnie zwigzana
radioaktywnos¢ jest mierzona w liczniku gamma. Zawartos¢ ACTH w dane;j
probie jest odczytywana z krzywej standardowej. Stezenie ACTH w prébie
jest wprost proporcjonalne do jej radioaktywnosci.

OSTRZEZENIE | SRODKI OSTROZNOSCI
Uwagi ogélne:

. Fiolki z kalibratorami i kontrolami nie powinny pozostawa¢ otwarte
przez czas dtuzszy niz jest to konieczne aby unikng¢ nadmiernego
odparowania zawartosci fiolki.

. Wszystkie odczynnik przed pipetowaniem nalezy doprowadzi¢ do
temperatury pokojowej.

. Nie nalezy miesza¢ odczynnikéw z réznych serii produkcyjnych.

. Krzywa standardowa musi
oznaczania.

by¢ wykonana podczas kazdego

. Wiasciwe nastawienie wytrzgsarki bardzo wazne dla

powtarzalnosci wynikéw.

jest

. Zalecane jest wykonywanie oznaczen w duplikatach.
. Kazda probéwka moze by¢ uzyta tylko raz.

Podstawowe zasady bezpieczenstwa podczas postepowania z
promieniowaniem

Wejscie w posiadanie, uzywanie, utylizacja i transfer materiatow
radioaktywnych powinien by¢ zgodny z prawem obowigzujgcym w
danym kraju. Przestrzeganie podstawowych zasad bezpieczenstwa przy
stosowaniu materiatéw radioaktywnych powinno zapewni¢ odpowiednig
ochrone.

. Nie jesé, nie pi¢, nie pali¢ wyrobow tytoniowych, nie aplikowaé
kosmetykéw w obecnosci materiatow radioaktywnych.

. Nie pipetowac radioaktywnych roztwordw przy uzyciu ust.

. Unika¢ wszelkiego kontaktu z materiatami radioaktywnymi poprzez
stosowa-nie rekawic i ubran ochronnych.

. Wszystkie czynnosci przy uzyciu materiatow radioaktywnych
powinny by¢ wykonywane w przeznaczonym do tego celu miejscu,
znajdujgcym sie w odpowiedniej odlegtosci od korytarzy i innych
pomieszczen.

PI-IM2030-B89463-04

. Materialy  radioaktywne
zabezpieczonym pojemniku.

powinny by¢ przechowywane w

. Nalezy zapisa¢ date przyjecia radioaktywnych produktéw, a czas ich
przechowywania powinien byé zgodny z odpowiednim terminem.

. Sprzet laboratoryjny i naczynia, ktére ulegty kontaminacji powinny
by¢ oddzielone od pozostatych, aby nie spowodowac kontaminaciji
krzyzowej r6znymi radioizotopami

. W sytuacji zanieczyszczenia radioizotopami i/lub zgubieniu
radioaktywnego materiatu powinno by¢ powzigte postgpowanie
zgodne z prawem obowigzujgcym w kraju uzytkownika.

. Radioaktywne odpady powinny by¢ przechowywane zgodnie z
przepisami obowigzujacymi w kraju uzytkownika.

Azydek sodu

Niektére odczynniki zawierajg azydek sodu jako s$rodek konserwujgcy.
Azydek sodu wchodzi w reakcje z otowiem, miedzig lub mosigdzem, tworzac
wybuchowe azydki. W zwigzku z tym odczynniki zawierajgce azydek
sodu powinny by¢ rozcienczane duzg iloscig wody przed wylaniem ich do
kanalizacji.

Materiaty pochodzace od cziowieka

Materiaty pochodzgce od cztowieka uzyte w tym zestawie majg wynik
negatyw-ny po badaniach na obecnos$¢ przeciwciat HIV1 i HIV2, przeciwciat
przeciw HCV, powierzchniowego antygenu Hepatitis B (HBsAg). Mimo to
powinny by¢ traktowane jak materiat zakazny. Nie ma testu dajgcego petng
gwarancje nieobecnosci wirusa. Nalezy obchodzi¢ sie z tym zestawem z
zachowaniem wszelkich srodkéw ostroznosci.

Wszystkie osocza nalezy tak traktowaé jakby byty materiatem do za-kazenia
hepatitis lub AIDS, a niszczenie odpadéw powinno byé przeprowadzo-ne
zgodnie z przepisami obowigzujgcymi w Kraju uzytkownika.

KLASYFIKACJA ZAGROZEN WG GHS

Wash Solution (20X)  NIEBEZPIECZENSTWO

%

H360 Moze dziata¢ szkodliwie na
ptodnosc¢ lub na dziecko
w fonie matki.

P201 Przed uzyciem zapoznac¢
sie ze specjalnymi srodkami
ostroznosci.

P280 Stosowaé rekawice
ochronne, odziez ochronng
i ochrone oczu/ochrone
twarzy.

P308+P313 W przypadku narazenia
lub stycznosci: Zasiegngc¢
porady/zgtosi¢ sie pod
opieke lekarza.

Kwas borowy 0,1 - 0,3%
Dziesigciowodny boran sodu
0,1-0,3%

Succinylation Reagent UWAGA

H302 Dziata szkodliwie po
potknieciu.

H319 Dziata draznigco na oczy.

H335 Moze powodowac
podraznienie drég
oddechowych.

P261 Unika¢ wdychania par.

P280 Stosowaé rekawice

ochronne, odziez ochronng
i ochrone oczu/ochrone
twarzy.
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Calibrators
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P304+P340

P312

P337+P313

P403+P233

UWAGA

D

H315
H319
H335

P261
P271

P280

P302+P352

P304+P340

P305+P351+P338

P312
P332+P313

P337+P313

P362+P364

W PRZYPADKU
DOSTANIA SIE DO

DROG ODDECHOWYCH:
Wyprowadzi¢ lub wynie$¢
poszkodowanego na $wieze
powietrze i zapewni¢ warunki
do odpoczynku w pozycji
umozliwiajgcej swobodne
oddychanie.

W przypadku ztego
samopoczucia skontaktowaé
sie z OSRODKIEM
ZATRUC/lekarzem.

W przypadku utrzymywania
sie dziatania draznigcego
na oczy: Zasiegna¢
porady/zgtosi¢ sie pod
opieke lekarza.
Przechowywa¢ w dobrze
wentylowanym miejscu.
Przechowywa¢ pojemnik
szczelnie zamkniety.
Bezwodnik sukcynylowy >
95%

Dziata draznigco na skore.
Dziata draznigco na oczy.
Moze powodowaé
podraznienie drég
oddechowych.

Unika¢ wdychania par.
Stosowaé wytacznie

na zewnatrz lub w

dobrze wentylowanym
pomieszczeniu.

Stosowaé rekawice
ochronne, odziez ochronng

i ochrone oczu/ochrone
twarzy.

W PRZYPADKU DOSTANIA
SIE NA SKORE: Umy¢ duzg
iloscig wody z mydtem.

W PRZYPADKU
DOSTANIA SIE DO

DROG ODDECHOWYCH:
Wyprowadzi¢ lub wynies$¢
poszkodowanego na $wieze
powietrze i zapewni¢ warunki
do odpoczynku w pozycji
umozliwiajgcej swobodne
oddychanie.

W PRZYPADKU DOSTANIA
SIE DO OCZU: Ostroznie
ptuka¢ woda przez kilka
minut. Wyjg¢ soczewki
kontaktowe, jezeli sg i mozna
je fatwo usunaé. Nadal
ptukac.

W przypadku ztego
samopoczucia skontaktowac
sie z OSRODKIEM
ZATRUC/lekarzem.

W przypadku wystgpienia
podraznienia skory:
Zasiegna¢ porady/zgtosi¢ sie
pod opieke lekarza.

W przypadku utrzymywania
sie dziatania draznigcego
na oczy: Zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod
opieke lekarza.

Zdja¢ zanieczyszczong
odziez i wypra¢ przed
ponownym uzyciem.
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DMSO

P403+P233 Przechowywa¢ w dobrze
wentylowanym miejscu.
Przechowywaé pojemnik

szczelnie zamkniety.

P405 Przechowywa¢ pod
zamknigciem.
P501 Zawartos$é/pojemnik usuwac

zgodnie z przepisami

miejscowymi/krajowymi.

Dimetylosulfotlenek

Bezwodnik sukcynylowy

Wodorotlenek potasu
UWAGA

b

H227 Ptyn palny
H315 Dziata draznigco na skére.
H319 Dziata draznigco na oczy.
H335 Moze powodowac
podraznienie drég
oddechowych.
P261 Unika¢ wdychania par.
P280 Stosowaé rekawice
ochronne, odziez ochronng
i ochrone oczu/ochrone
twarzy.
W PRZYPADKU
DOSTANIA SIE DO
DROG ODDECHOWYCH:
Wyprowadzi¢ lub wynie$¢
poszkodowanego na sSwieze
powietrze i zapewni¢ warunki
do odpoczynku w pozycji
umozliwiajgcej swobodne
oddychanie.
P312 W przypadku ztego
samopoczucia skontaktowac
sie z OSRODKIEM
ZATRUC/lekarzem.
W przypadku utrzymywania
sie dziatania draznigcego
na oczy: Zasiegna¢
porady/zgtosi¢ sie pod
opieke lekarza.
Przechowywa¢ w dobrze
wentylowanym miejscu.
Przechowywaé pojemnik
szczelnie zamkniety.
Dimetylosulfotlenek > 95%

P304+P340

P337+P313

P403+P233

Karta charakterystyki jest dostepna w witrynie
techdocs.beckmancoulter.com

ZBIERANIE PROB, PRZYGOTOWYWANIE,
ROZCIENCZANIE | PRZECHOWYWANIE

Krew pobiera¢ do silikonowanych szklanych lub pollpropylenowych
probéwek zawierajgcych EDTA. Nie uzywa¢ heparyny jako
antykoagulantu. Nie uzywac nie slilikonowanych szklanych probowek,
poniewaz wigzg ACTH.

Oddzieli¢ osocze jak najszybciej poprzez wirowanie w 2-8°C.

Jezeli oznaczanie nie zostanie od razu przeprowadzone, to prébki
osocza muszg byé przechowywane <-18°C, poniewaz ACTH jest
bardzo niestabilne. Prébki powinny by¢ podzielone, aby unikngé
zamrazania i rozmrazania.

Stabilizacja ACTH poprzez succinylacje moze by¢ przeprowadzona
niezwtocznie po odwirowaniu zgodnie z przepisem z paragrafu
Procedura oznaczania. Probki po succinylacji mogg by¢
przechowywane przez 7 dni w 2-8°C. Zalecane jest, aby przez
diuzszy czas przechowywaé je w <-18°C. Nie jest konieczne
rozdozowanie prébek z succinylowanym ACTH, poniewaz jest ono
wzglednie niewrazliwe na zamrazanie i rozmrazanie.



. Probki majgce stezenie wyzsze niz najwyzszy kalibrator, muszg by¢
rozcienczone kalibratorem zero, ale po succinylacji.

MATERIALY DOSTARCZONE

Wszystkie odczynniki zestawu sg stabilne zgodnie z datg ich waznosci
umieszczong na opakowaniu, pod warunkiem przechowywania ich w
temperaturze 2-8°C. Daty waznosci sg wydrukowane tylko na etykietach
fiolek z przedtuzonym okresem sktadowania sktadnikéw przez producenta.
Nie nalezy bra¢ ich pod uwage.

Warunki przechowywania odczynnikéw po uptywie czasu rekonstytucji lub
rozcienczeniu sa podane w akapicie Procedura.

Zestaw do oznaczania ACTH, 100 probéwek (Kat. # IM2030)

Probéwki pokryte przeciwciatami monoklonalnymi przeciw sACTH: 2 x
50 probowek (gotowy do uzycia)

Znakowane '°J przeciwciato monoklonalne przeciw sACTH: 1 fiolka, 11
mL (gotowy do uzycia)

Fiolka zawiera 814 kBq, w dniu produkciji, znakowanego '?*J immunoglobulin
w ptynnej formie z biatkami i azydkiem sodu (<0,1%) oraz z barwnikiem.
Kalibratory: 5 fiolek po 2 mL + 1 fiolka (4 mL) z kalibratorem ,,zero”
(gotowy do uzycia)

Kalibratory zawierajg ludzkg surowice poddang dziatania bezwodnika
bursztynowego. One sg bezposrednio do uzycia i nie musza by¢ dodatkowo
chemicznie modyfikowane.

Fiolki z kalibratorami zawierajg od 0 do okoto 1500 pg/mL syntetycznego
sACTH w ludzkiej surowicy i azydek sodu (<0,1%). Witasciwe stgzenia
sg podane na etykiecie znajdujacej sie na kazdej fiolce. Kalibratory sg
wykalibrowane z uzyciem miedzynarodowego standardu NIBSC 74/555.

Surowica kontrolna: 2 fiolki (liofilizat)

Uwaga: ze wzgledu na niestabilno$¢ czasteczki ACTH w kazdym zestawie
sg dwie takie same surowice kontrolne. Po odtworzeniu nie mozna zachowaé
surowicy kontrolnej bez dodania bezwodnika bursztynowego, nawet poprzez
zamrozenie. Zachowaj drugg fiolke do nastepnej serii oznaczen.

Fiolki zawierajg syntetyczne ACTH liofilizowane w ludzkiej surowicy.
Oczekiwany zakres stezen podano w dodatku.

Roztwér alkilujacy: 1 fiolka, 15 mL (gotowy do uzycia)

Bufor zawiera azydek sodu (<0,1%).

Odczynnik sukcynylujacy: jedna fiolka (proszek)

Fiolka zawiera 600 mg bezwodnika bursztynowego.

DMSO (Dimetylosulfotlenek): 1 fiolka, 3 mL (gotowy do uzycia)

Roztwér DMSO z czerwienig fenolowg. Umozliwic DMSO réwnowazenie
w temperaturze pokojowej do petnego roztopienia. Delikatnie wymieszaé
przed uzyciem.

Ptyn do ptukania (20x): 1 fiolka, 50 mL
Koncentrat musi by¢ rozcienczony przed uzyciem.
Zestaw do oznaczania ACTH, 50 probowek (Kat. # B89463)

Proboéwki pokryte przeciwciatami monoklonalnymi przeciw sACTH: 1 x
50 proboéwek (gotowy do uzycia)

Znakowane '%J przeciwciato monoklonalne przeciw sACTH: 1 fiolka, 11
mL (gotowy do uzycia)

Kalibratory: 5 fiolek po 2 mL + 1 fiolka (4 mL) z kalibratorem ,,zero”
(gotowy do uzycia)

Surowica kontrolna: 2 fiolki (liofilizat)

Roztwér alkilujacy: 1 fiolka, 15 mL (gotowy do uzycia)
Odczynnik sukcynylujacy: jedna fiolka (proszek)

DMSO (Dimetylosulfotlenek): 1 fiolka, 3 mL (gotowy do uzycia)
Ptyn do ptukania (20x): 1 fiolka, 50 mL

MATERIALY WYMAGANE, ALE
NIEDOSTARCZANE

Poza standardowym wyposazeniem laboratorium wymagane sg nastepujgce
urzgdzenia:

. Proboéwki polipropylenowe
. Doktadna mikropipeta (300 pL; 500 pL).
. Pétautomatyczna pipeta (50 pL, 100 pL, 250 pL, 2 mL).

. Mieszadto wirowe (,vortex").
PI-IM2030-B89463-04

. Pozioma lub orbitalna wytrzgsarka.
. System odciggajacy.
. Licznik gamma do 125 jodu.

PROCEDURA

Przygotowanie odczynnikow
Wszystkie odczynniki nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;j.
Odtworzenie proby kontrolnej

Zawartos¢ fiolki jest odtwarzana przez dodanie wody destylowanej, ktorej
objetos¢ podana jest na etykiecie fiolki. Nastepnie nalezy odczekac
10-20 minut (maks) i delikatnie zamieszac¢, aby unikng¢ spienienia przed
dozowaniem. Po odtworzeniu, nie mozna zachowac surowicy kontrolnej
bez dodania bezwodnika bursztynowego, nawet poprzez zamrozenie. Uzy¢
drugg fiolke w nastepnej serii oznaczen.

Odtworzy¢ odczynnik do succinylacji

Zawartos¢ fiolki jest rekonstytuowana przy uzyciu objetosci DMSO
wskazanej na etykiecie. Dokfadnie wymieszac przed uzyciem i sprawdzic¢
wzrokowo petne rozpuszczenie bezwodnika bursztynowego. Po
rekonstytucji odczynnik jest stabilny w temperaturze 2—-8°C do uptywu daty
waznosci zestawu. Lekkie odbarwienie, niekiedy obserwowane w trakcie
przechowywania, w zaden spos6b nie wptywa na wydajno$¢ odczynnika
sukcynylujgcy.

Przygotowanie roztworu do ptukania

Przelej zawartos¢ fiolki do 950 mL wody destylowanej i zamieszaj.
Rozcienczony roztwér moze by¢ przechowywany w 2-8°C zgodnie z datg
waznosci zestawu.

Procedura oznaczania
Succinylacja surowicy kontrolnej i probek

Uwaga: nie succinylowac kalibratorow

Do polipropylenowych probéwek doda¢ kolejno:

500 mL prébki lub surowicy kontrolnej
250 mL roztworu alkilujgcego
50 pL odczynnika succinylujgcego.

Niezwtocznie zmiesza¢ wirowo
i inkubowaé¢ 5 min. w 18-25°C.

Uwaga 1: Podane objetosci wystarczg na przeprowadzenie oznaczeh w
duplikatach. Dla prébek nie oznaczanych w duplikatach, probki, alkaliczny
roztwér i odczynnik do succinylacji mogg by¢ zredukowane do potowy.

Uwaga 2: Kolor wskaznika w odczynniku do succinylacji musi by¢ zétty
(tum yellow), jezeli reakcja przebiega wiasciwie. Podczas Zle przebiegajgcej
reakcji wskaznik utrzymuje kolor fioletowy.

1. Etap 2. Etap Zliczanie

immunologiczny immunologiczny*

Do pokrytych Do kazdej probdowki
przeciwciatem dodac:
probéwek dodacé:

Przeptuka¢ probdowki
dwukrotnie 2 mL ptynu
do ptukania.

300 pL kalibratorow,
succinylowane prébki
lub succinylowane
surowice kontrolne.

100 pL znacznika Zlicza¢ zwigzane cpm
(B) i catkowite cpm

(T) 1 min.

Inkubacja 1 godzine Inkubowaé 2 godziny

W 18-25°C Z w 18-25°C z
wytrzgsaniem wytrzgsaniem (>280
(>280rpm). rpm).

Odciggng¢ zawarto$¢
kazdej probowki
dokfadnie.

Odciggng¢ zawarto$¢
kazdej probowki
doktadnie (z wyjatkiem
2 probdéwek ,catkowita

cpm”).

*Dodac¢ 100 pL znacznik do 2 dodatkowych probéwek w celu otrzymania
catkowitego cpm.

28 of 55



WYNIKI

Wyniki nalezy odczyta¢ z krzywej standardowej. Krzywa standardowa stuzy
do oznaczania stezenia ACTH w probkach mierzonych w tym samym czasie
co kalibratory.

Krzywa standardowa

Wyniki w dziale kontroli jakosci obliczano przy uzyciu krzywej skfadanej
dopasowania z oznaczong promieniotworczoscia (CpMc,-CPMcap) Na
logarytmicznej osi pionowej i stezeniem analitu w kalibratorach na
logarytmicznej osi poziomej (pg/mL).

Zastosowanie innych metod do opracowania danych moze dac nieco inne
wyniki.

Catkowita aktywnos¢: 257 224 cpm
Kalibratory ACTH cpm (n=3) BIT (%) (cpmya —

(pg/mL) CPMicaio)

0 0 182 0,07 -

1 8,2 829 0,32 647

2 26,0 1847 0,72 1665

3 87,0 5505 2,14 5323

4 451 23 888 9,30 23 706

5 1322 57 455 22,34 57 273

(Przyktadowe warto$ci do krzywej wzorcoweyj, nie do zastosowania)

Prébki

W przypadku kazdej prébki nalezy zlokalizowa¢ warto$é cpm lub B/T na osi
pionowej i odczyta¢ odpowiednie stezenie ACTH na osi poziome;.

Uwaga: Stezenie kazdego kalibratoru podane na etykiecie fiolki uwzglednia
rozcienczenie, ktére powstaje podczas etapu succinylacji probek.
Rozcienczenie to nie powinno by¢ brane pod uwage podczas obliczania
stezenia w probkach (stezenie w probce odczyta¢ bezposrednio z krzywej
standardowej).

OCZEKIWANE WARTOSCI

Sugeruje sie, aby w kazdym laboratorium ustalono wtasne wartosci
normalne. Ponizsze wartosci otrzymano tylko od oséb zdrowych i sg one
jedynie wskazowka:

Numer Srednia Mediana 2,5 percentyl | 97,5 percentyl
42 18,5 pg/mL 15 pg/mL 7 pg/mL 41 pg/mL
KONTROLA JAKOSCI

Dobrze funkcjonujace laboratorium dla swej wiarygodnosci stosuje regularnie
wewnetrzng kontrole jakosci otrzymanych wynikéw. Te probki musza by¢
przygotowywane i oznaczane zgodnie z procedurg. Ich przydatnos¢ do
oceny kazdego zestawu bedzie wiasciwa przy zastosowaniu odpowiedniej
analizy statystyczne;.

W przypadku uszkodzenia paczki lub jezeli opracowanie otrzymanych
wynikdw sprawia trudnosci prosze sie KkontaktowaC z miejscowym
dystrybutorem lub pod adresem E-mail: imunochem@beckman.com

PI-IM2030-B89463-04

CHARAKTERYSTYKA TESTU

(Po wigcej wiadomosci zajrzyj do zestawu danych w “DODATKU”)
Czutos¢

Analalityczna czutosé: 0,31 pg/mL

Czutos¢ funkcjonalna: 4,82 pg/mL

Specyficznosé¢

Przeciwciata uzyte w zestawie jest wysoce specyficzne w stosunku do ACTH.
Otrzymano niezwykle niskg reaktywnos$¢ krzyzowg w stosunku do kilku
pokrewnych czasteczek (ACTH 1-24; 1-10; 18-39; 11-24; aMSH i POMC)
nawet w nieobecnosci (reakcje krzyzowe) lub w obecnosci (interferencje)
ACTH.

Kontrola precyzji
Wewnatrz zestawu

Probki z tej samej serii byty oznaczane 25 razy. Wspétczynniki wariancji byty
ponizej lub réwne wartosci do 10,0%.

Miedzy oznaczeniami

Probki byty oznaczane w duplikatach w 10 réznych seriach. Wspoétczynniki
wariancji byly ponizej lub réwnaty sie wartosci do 10,8%.

Kontrola doktadnosci
Test rozcienczania

Probki o wysokim stezeniu byly seryjnie rozcienczone kalibratorem zero.
Procentowe odzyski otrzymano miedzy 82,3% i 119%.

Test odzysku

Probki o niskim stezeniu byly dodawane do probek o znanej zawartosci
ACTH. Procentowe odzyski otrzymano miedzy 97,2% i 116%.

Zakres pomiarowy (od czutosci analitycznej testu do stezenia najwyzszego
kalibratora): 0.31 do okolo 1500 pg/mL.

OGRANICZENIA

Niestosowanie sig¢ do instrukcji zatgczonej do zestawu moze znacznie
wptywaé na wyniki.

Wyniki powinny by¢ interpretowane w swietle catkowitego obrazu klinicznego
pacjenta, wtaczajgc historie choroby, dane z innych testéw i inne stosowne
informacje.

Heparyna wigze sie z ACTH i nie moze by¢ uzyta.
pobierane na EDTA.

Prébki muszg by¢

W przypadku oznaczeh z wykorzystaniem przeciwciat istnieje mozliwosé
zaktécen spowodowanych przez obce przeciwciata w prébce pacjenta.
Pacjenci, ktorzy byli regularnie wystawieni na kontakt ze zwierzetami
lub byli poddawani immunoterapii lub zabiegom diagnostycznym z
uzyciem immunoglobulin lub fragmentéw immunoglobulin, moga wytworzy¢
przeciwciata (np. HAMA) zaktdcajgce wyniki oznaczen immunologicznych.
Takie przeciwciata zaktdcajgce moga prowadzi¢ do uzyskania btednych
wynikow. Nalezy starannie przeanalizowa¢ wyniki u pacjentow z
podejrzeniem obecnosci tych przeciwciat.
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IRMA ACTH
IM2030, B89463

IN VITRO IMUNQRADIOMETRICKE STANOVENI ACTH V
LIDSKE PLAZME
Pro diagnostické ucely in vitro.

PRINCIP

Imunoradiometrické stanoveni ACTH je stanoveni typu "sandwich", pfi
kterém je ACTH chemicky sukcinylovano na sykcinyl-ACTH (sACTH).

ACTH je vysoce konzervovany u riznych biologickych druht a je nestabilni.
Z téchto dvou dlvodu je zvlast obtizné imunizovat zvifata proti lidskému
hormonu tak, aby produkovala protilatky s dostate¢né vysokou afinitou
pro pouziti v imunoradiometrickém stanoveni. Chemicka modifikace
lidského ACTH sukcinylaci umoznuje jeho odliSeni od endogenniho ACTH
imunizovanych zvifat a zvySuje téZ jeho stabilitu. Takto jsou ziskany
monoklonalni protilatky o vysoké afinité k sukcinylovanému lidskému
ACTH. Specifita protilatek pouZitych ve stanoveni vyzaduje, aby byla stejna
chemicka modifikace uplatnéna i v pfipadé vzorkd. Toho je dosazeno
jednoduSe a s vysokou reprodukovatelnosti pomoci succinylaéniho €inidla
dodavaného v soupravé. Chemicka modifikace vzork( navic stabilizuje
ACTH a tak usnadfiuje manipulaci se vzorky.

V soupravé jsou pouzity tfi mySi monoklonalni protilatky proti tfem rznym
epitopdm molekuly sACTH. Modifikované vzorky a kalibratory se nejprve
inkubuji ve zkumavkach potazenych dvéma monoklonalnimi protilatkami.
Po prvni inkubaci se obsah zkumavek peclivé odsaje a napipetuje se do nich
treti protilatka, znagena '®I. Po druhé inkubaci se obsah zkumavek odsaje a
dvakrat promyje, aby se odstranila nenavazana znacena protilatka. Vazana
aktivita 12| se poté méfi na gama-Gitadi. Koncentrace ACTH ve vzorcich je
pfimo Umérna zmérené radioaktivité a ziska se interpolaci z kalibraéni kfivky.

VAROVANI A OPATRENI
Obecné poznamky:

. Lahvicky s kalibratory a kontrolnimi vzorky by mély byt oteviené co
nejkratsi dobu, aby nedoS$lo k nezadoucimu odpareni roztoku.

. Nechte reagencie pfed pipetaci vytemperovat na laboratorni teplotu.
. Nemichejte substance ze souprav rGznych Sarzi.
. Pro kazdou novou sérii analyz je nutné provést novou kalibraci.

. Spravné nastaveni tfepacky je velmi duleZité pro reprodukovatelnost
stanoveni.

. Doporucuje se provadét stanoveni v duplikatech.
. Kazda zkumavka muze byt pouzita jen jednou.
Zakladni pravidla radiacni bezpecnosti

Tento radioaktivni material mohou pfijimat, skladovat a pouzivat pouze
pracovisté, ktera splnuji platné zakonné predpisy upravujici podminky
pro bezpec¢né nakladani s otevienymi radionuklidovymi zafi¢i. PFi praci s
radioaktivnimi latkami dodrzujte nasledujici pravidla:

. V8echny radioaktivni latky musi byt skladovany v plvodnim baleni a
jen na mistech k tomu ur€enych.

. PFijem a spotfeba radioaktivnich latek musi byt evidovana.

. Prace s radioaktivnimi latkami musi byt provadény pouze ve
vyhrazenych prostorach.

. Pipetovani nesmi byt provadéno usty.

. V laboratofich uréenych k praci s radioaktivnimi latkami je zakazano
jist, pit, koufit, li¢it se a pod.

. Obalovy material, ktery neni kontaminovan, je mozno odlozit do
bézného odpadu pouze po odstranéni varovnych napist a znacek.

. Povrch pracovnich stold, ktery by mohl byt kontaminovan, je tfeba
pravidelné kontrolovat. V$echno laboratorni sklo, které bylo pouzito
pro praci s radioaktivnimi latkami, musi byt Fadné dekontaminovano a
proméfeno pred dal§im pouzitim.

. V pfipadé kontaminace nebo Uuniku radioaktivniho materialu

postupuijte podle stanovenych predpist.
. Radioaktivni odpad likvidujte v souladu s platnymi zakony a pfedpisy.
Azid sodny

Nekteré substance jsou konzervovany azidem sodnym. Azid sodny muze
reagovat s olovem, medi nebo mosazi za vzniku prislusnych vybusnych
azidu. Proto likvidované reagencie splachujte velkym mnozstvim vody.
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Material lidského plivodu

Material lidského puvodu obsazeny v reagenciich této soupravy mel
negativni test na pritomnost protilatek proti viru HIV 1 a 2, viru hepatitidy C
a proti povrchovému antigenu hepatitidy B (HBsAg). Zadna z dostupnych
metod nemuze dat stoprocentni jistotu neinfekcnosti. Je tedy nutné pracovat
s temito reagenciemi jako s potencialne infekcnimi.

Se v§emi vzorky plazmy musi byt manipulovano jako s potencialné infekénimi
(hepatitis, nebo AIDS). VeSkery vznikly odpad je tfeba likvidovat podle
platnych predpist.

KLASIFIKACE NEBEZPECi PODLE GHS

Wash Solution (20X) NEBEZPECI

H360 Muze poskodit reprodukéni
schopnost nebo plod v téle
matky.

P201 Pfed pouzitim si obstarejte
specialni instrukce.

P280 Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév
a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

P308+P313 PRI expozici nebo podezfeni
na ni: Vyhledejte l1ékafskou
pomoc/oSetteni.

Kyselina borita 0,1 - 0,3%
Boritan sodny, dekahydrat
0,1-0,3%

Succinylation Reagent VAROVANI

H302 Zdravi $kodlivy pfi poziti.

H319 Zplsobuje vazné podrazdéni
oc€i.

H335 Muze zpUsobit podrazdéni
dychacich cest.

P261 Zamezte vdechovani par.

P280 Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév
a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

P304+P340 PRI VDECHNUTI: Prepravte
osobu na Cerstvy vzduch
a ponechte ji v klidu v poloze
usnadnujici dychani.

P312 Necitite-li se dobre, ]
volejte TOXIKOLOGICKE
INFORMACNI STREDISKO
nebo lékare.

P337+P313 Pretrvava-li podrazdéni
oci: Vyhledejte IékaFskou
pomoc/oSetieni.

P403+P233 Skladujte na dobfe vétraném
misté. Uchovavejte obal
tésné uzavreny.

Sukcinicky Anhydrid > 95%
Calibrators VAROVANI

H315 Drazdi kuzi.

H319 Zpusobuje vazné podrazdéni
oc€i.

H335 Muize zplsobit podrazdéni
dychacich cest.

P261 Zamezte vdechovani par.

P271 Pouzivejte pouze venku

nebo v dobfe vétranych
prostorach.
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DMSO

PI-IM2030-B89463-04

P280

P302+P352

P304+P340

P305+P351+P338

P312

P332+P313
P337+P313
P362+P364
P403+P233

P405
P501

VAROVANI

&

H227
H315
H319

H335

P261
P280

P304+P340
P312

P337+P313

P403+P233

Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

PRI STYKU S KUZi: Omyjte
velkym mnozstvim vody a
mydla.

PRI VDECHNUTI: Prepravte
osobu na Cerstvy vzduch

a ponechte ji v klidu v poloze
usnadriujici dychani.

PRI ZASAZENI OCI: Nékolik
minut opatrné vyplachujte
vodou. Vyjméte kontaktni
¢ocky, pokud jsou nasazeny
a pokud je lze vyjmout
snadno. Pokracujte ve
vyplachovani.

Necitite-li se dobre, ]
volejte TOXIKOLOGICKE
INFORMACNI STREDISKO
nebo Iékare.

Pfi podrazdéni kuze:
Vyhledejte Iékafskou
pomoc/oSetteni.

Pretrvava-li podrazdéni

oCi: Vyhledejte Iékafskou
pomoc/oSetteni.
Kontaminované ¢asti odévu
svléknéte a pfed pouzitim
vyperte.

Skladujte na dobfe vétraném
misté. Uchovavejte obal
tésné uzavieny.

Skladujte uzamcéené.
Obsah/obal odstrarite

v souladu s
mistnimi/narodnimi predpisy.
Dimethylsulfoxid

Sukcinicky Anhydrid
Hydroxid draselny

Hoflava kapalina.

Drazdi kuzi.

ZpUsobuje vazné podrazdéni
oci.

Muze zpUsobit podrazdéni
dychacich cest.

Zamezte vdechovani par.
Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

PRI VDECHNUTI: Prepravte
osobu na Cerstvy vzduch

a ponechte ji v klidu v poloze
usnadnujici dychani.
Necitite-li se dobre,

volejte TOXIKOLOGICKE
INFORMACNI STREDISKO
nebo lékare.

Pretrvava-li podrazdéni

ocCi: Vyhledejte IékaFskou
pomoc/oSetreni.

Skladujte na dobfe vétraném
misté. Uchovavejte obal
tésné uzavieny.
Dimethylsulfoxid > 95%

Bezpecnostni list je k dispozici na adrese
techdocs.beckmancoulter.com

SBER A PRIPRAVA, SKLADOVANI A REDENI
VZORKU

Odebirejte vzorky krve do sklenénych zkumavek potazenych
silikonem nebo do plastovych zkumavek obsahujicich EDTA.
Nepouzivejte jako antikoagulacni prostfedek heparin. Nepouzivejte
sklenéné zkumavky bez silikonu; adsorbuji ACTH.

. Co nejdFive centrifugaci pfi 2-8 °C oddélte od bunék frakci plazmy.

. ACTH je velice nestabilni a pokud neni stanoveni provedeno okamzité,
vzorky plazmy musi byt skladovany zmrazené (pfi <-18 °C), nejlépe v
alikvotech. Je tfeba se vyvarovat opakovaného zmrazovani vzorku.

Vzhledem k tomu, Ze se ACTH stabilizuje sukcinylaci, vzorky plazmy
mohou byt téz sukcinylovany bezprostfedné po centrifugaci podle
paragrafu Schéma postupu. Sukcinylované vzorky pak mohou byt
skladovany 7 dni pfi 2-8 °C. Pro del$i skladovani doporuc¢ujeme
teplotu pod -18 °C. Protoze sukcinylovany ACTH snasi opakované
zmrazovani a rozmrazovani, neni nezbytné sukcinylované vzorky
pfed zamrazenim rozdélit na alikvoty.

. Pokud obsahuji vzorky vy3838i koncentraci neZz je koncentrace
nejvyssiho kalibratoru, je tfeba je sukcinylovat a poté zfedit nulovym
kalibratorem.

POSKYTNUTE MATERIALY

VSechny reagencie v soupravé jsou stabilni do data exspirace, uvedeného
na Stitku krabice, jestlize jsou skladovany pfi 2-8 °C. Data exspiraci uvedena
na Stitcich jednotlivych sloZek se vztahuji pouze k dlouhodobému skladovani
u vyrobce pfed kompletaci souprav. Neberte na né tedy, prosim, ohled.

Skladovaci podminky pro zfedéné nebo rekonstituované reagencie jsou
uvedeny v odstavci Postup.

Souprava pro stanoveni ACTH, 100 zkumavek (Kat. ¢. IM2030)

Zkumavky potazené monoklonalni protilatkou proti sACTH: 2 x 50
zkumavek (pfipraveny k pouziti)

Monoklonalni protilatka proti SACTH, znaéena '®I: 1 lahviéka 11 ml
(pfipravena k pouziti).

Lahvi¢ka obsahuje ke dni vyroby 814 kBq '#I znaeného imunoglobulinu v
roztoku s proteiny, azidem sodnym (<0,1 %) a barvivem.

Kalibratory: 5 lahvi¢ek (po 2 ml) a 1 lahvi¢ka nulového kalibratoru 4 ml
(pfipravené k pouziti).

Lahvic¢ky obsahuji sukcinylované ACTH v lidském séru, jsou tedy jiz rovnou
pfipraveny k pouziti a nesmi se dale chemicky modifikovat.

Lahvi¢ky obsahuji syntetické sACTH v lidském séru s azidem sodnym (<0,1
%), koncentraéni rozmezi je 0 do pfiblizné 1 500 pg/ml. Pfesné hodnoty
koncentraci jsou uvedeny na §titcich lahvi¢ek. Kalibratory jsou kalibrovany
na mezinarodni standard NIBSC 74/555.

Kontrolni vzorky: 2 lahvi¢ky (lyofilizované)

Upozornéni: Vzhledem k nestabilit¢ molekuly ACTH jsou v soupravé
dodavany dvé lahvicky stejného kontrolniho vzorku. Po rekonstituci kontrolni
sérum, neoSetfené sukcinylanhydridem, dale neskladujte (ani zmrazené).
Pro dalSi sérii stanoveni pouzijte druhou lahvicku.

Lahvicky obsahuji synteticky ACTH lyofilizovany v lidském séru.
Koncentracni rozmezi o€ekavanych hodnot jsou uvedena v pfiloze navodu.

Alkalicky roztok: 1 lahvicka 15 ml (pfipraven k pouziti)
Tlumivy roztok obsahuje azid sodny (<0,1 %).

Sukcinylaéni reagencie: jedna lahvicka (prasek)

Lahvi¢ka obsahuje 600 mg sukcinanhydridu.

DMSO (dimethylsulfoxid): 1 lahvicka 3 ml (pfipraven k pouziti)

Roztok DMSO s fenolovou ¢erveni. Nechte DMSO temperovat pfi pokojové
teploté, dokud se zcela nerozpusti. Pfed pouzitim jemné promichejte.

Promyvaci roztok (20x): 1 lahvicka 50 ml
Koncentrovany roztok musi byt pfed pouZitim ziedén.
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Souprava pro stanoveni ACTH, 50 zkumavek (Kat. ¢. B89463)

Zkumavky potazené monoklonalni protilatkou proti sACTH: 1 x 50
zkumavek (pfipraveny k pouziti)

Monoklonalni protilatka proti sSACTH, znaéena '®I: 1 lahviéka 11 ml
(pfipravena k pouziti).

Kalibratory: 5 lahvicek (po 2 ml) a 1 lahvicka nulového kalibratoru 4 ml
(pfipravené k pouziti).

Kontrolni vzorky: 2 lahvicky (lyofilizované)

Alkalicky roztok: 1 lahvicka 15 ml (pfipraven k pouziti)
Sukcinylaéni reagencie: jedna lahvicka (prasek)

DMSO (dimethylsulfoxid): 1 lahvi¢ka 3 ml (pfipraven k pouziti)
Promyvaci roztok (20x): 1 lahvicka 50 ml

VYZADOVANE, ALE NEPOSKYTNUTE
MATERIALY

Kromé obvyklého laboratorniho zafizeni je pro analyzu potfebné nasledujici
vybaveni:

. polypropylenové zkumavky.
. presné mikropipety (300 pl; 500 pl).
. poloautomatické pipety (50 pl; 100 pl, 250 pl, 2 ml).
. vibra¢ni michadlo
. horizontalni nebo orbitalni tfepacka
. vyvéva
. gama-¢ita¢ kalibrovany na 125I
POSTUP
Priprava reagencii
Vytemperujte vSechny reagencie na laboratorni teplotu.
Priprava kontrolniho vzorku

Obsah jedné z lahvicek se rozpusti v destilované vodé, jeji objem je uveden
na Stitku lahvi€ky. Po pfidani vody nechejte kontrolni vzorky volné rozpoustét
10 - 20 minut (max) a potom lehce bez napénéni promichejte. Po rekonstituci
nesukcinylovany kontrolni vzorek dale neskladujte (ani zmrazeny). Pro dalSi
sérii stanoveni pouzijte druhou lahvi¢ku.

Rekonstituce sukcinylaéniho ¢inidla

Obsah lahvi€ky se rekonstituuje objemem DMSO uvedenym na §titku. Pfed
pouzitim dikladné promichejte a vizualné zkontrolujte, Ze se sukcinanhydrid
uplné rozpustil. Po rekonstituci je reagencie stabilni pfi teploté 2-8 °C az
do data exspirace soupravy. Mirné zhnédnuti, ke kterému nékdy dochazi pfi
skladovani, nema zadny vliv na funkci sukcinylaéni reagencie.

Priprava promyvaciho roztoku

PFilijte obsah lahvicky do 950 ml destilované vody a promichejte. Zfedény
roztok muze byt skladovan pfi 2-8 °C do data exspirace soupravy.

Schéma postupu
Sukcinylace kontrolniho vzorku a neznamych vzork(

Upozornéni: Nesukcinylujte kalibratory
Do polypropylénovych zkumavek pfidejte postupné v nasledujicim poradi:

500 pl neznamého nebo kontrolniho vzorku
250 pl alkalického roztoku
50 pl sukcinylaéniho €inidla

Okamzité zamichejte na vibraénim michadle
Inkubujte 5 minut pfi 18-25 °C

Poznamka 1: Objemy uvedené vySe jsou dostateCné pro stanoveni v
duplikatech. Pokud neni stanoveni provedeno v duplikatech, objemy vzork,
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alkalického roztoku a sukcinylaéniho ¢inidla mohou byt redukovany na
polovinu.

Poznamka 2: Barevny indikator sukcinyla¢niho &inidla musi zeZloutnout,
coz indikuje, ze reakce probé&hla normalné. V pfipadé abnormalni reakce

pretrvava fialova barva.

1. imunologicky krok

2. imunologicky krok’

Méreni

Do potazenych
zkumavek postupné
pfidejte:

300 pl kalibratoru,
sukcinylovaného
kontrolniho nebo
sukcinylovaného
neznamého vzorku

Inkubujte 1 hod.
pfi 18-25 °C, za
stalého tfepani (>280
kmitd/min.).

Do kazdé zkumavky
pridejte:

100 pl radioindikatoru

Inkubujte 2 hodiny
pfi 18-25 °C za
stalého tfrepani (>280
kmitd/min).

2 x promyjte 2 ml
promyvaciho roztoku
a odsaijte.

Méfte po dobu 1 min.
vazanou aktivitu (B) a
celkovou aktivitu (T).

Odsajte peclivé obsah
zkumavek

Odsajte peclivé obsah
zkumavek (s vyjimkou
2 zkumavek pro
stanoveni celkové
aktivity T).
*Pfipravte si oddélené dvé zkumavky a napipetujte do nich po 100 pl

radioindikatoru pro uréeni celkové aktivity (T).

VYSLEDKY

Vysledky se ziskaji interpolaci z kalibracni kfivky, ktera slouzi pouze pro
analyzu téch vzork(, které byly inkubovany spole¢né s kalibratory.

Kalibraéni kfivka

Vysledky v oddéleni kontroly kvality jsou vypoclteny za pouziti kfivky
spline s parametrem uréené radioaktivity (cpmg.-cpmg.;) na svislé ose log
a koncentraci analytu kalibrator(i na vodorovné ose log (pg/ml).

Jiné metody zpracovani mohou davat mirné rozdilné vysledky.

Celkova aktivita: 257 224 cpm
Kalibratory ACTH cpm (n=3) BIT (%) CPpMya, —

(pg/ml) CPMial.0
0 0 182 0,07 -
1 8,2 829 0,32 647
2 26,0 1847 0,72 1665
3 87,0 5 505 2,14 5323
4 451 23 888 9,30 23 706
5 1322 57 455 22,34 57 273

(Priklad typického stanoveni, nepouZivejte pro vypocet.)
Vzorky

Pro kazdy vzorek vyhledejte hodnotu cpm nebo B/T na svislé ose a odectéte
odpovidajici koncentraci ACTH na vodorovné ose.

Poznamka: Koncentrace uvedené na lahvickach kalibratortl jiz odrazeji
zfedéni vzorku v dusledku sukcinylaéniho kroku. Proto se pfi pogéitani
koncentrace ve vzorku toto fedéni neuvazuje (koncentrace se odecitaji
pfimo z kalibraéni kfivky).

OCEKAVANE HODNOTY

Kazda laboratof by si méla stanovit vlastni rozmezi referenénich hodnot.
Nasledujici hodnoty byly ziskany u zdravych jedincl a jsou zde uvedeny pro
informaci.

Median
15 pg/ml

KONTROLA KVALITY

Spravna laboratorni praxe predpoklada fadné a pravidelné pouzivani
kontrolnich vzorkud, aby mohla byt zajisténa kontrola kvality stanovenych
vysledkd. Kontrolni vzorky musi byt stanoveny naprosto stejnym zplisobem
jako neznamé vzorky a k vyhodnoceni vysledkl se maji pouzit vhodné
statistické metody.

2,5 percentil
7 pg/mi

97,5 percentil
41 pg/ml

Pocet Pramér
42 18,5 pg/ml

32 of 55



V pfipadé zavazného poSkozeni obalu, nebo jestlize ziskané vysledky
nejsou ve shodé s analytickymi parametry stanoveni, kontaktujte prosim
nase odborné pracovniky. E-mail: imunochem@beckman.com

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY
(Podrobnosti jsou uvedeny v priloze "APPENDIX")
Citlivost

Analyticka citlivost: 0,31 pg/ml

Funkeni citlivost: 4,82 pg/ml

Specifita

Protilatky pouzité v soupravé jsou vysoce specifické pro ACTH. Nalezené
zkfizené reakce s nékolika pfibuznymi molekulami (ACTH 1-24; 1-10; 18-39;
11-24; aMSH a POMC) byly extrémné nizké, a to jak bez pfitomnosti ACTH
(zkFizena reaktivita), tak za pfitomnosti ACTH (interference).

Presnost
Intra-assay

Vzorky byly analyzovany 25x v jednom stanoveni.
variacnich koeficientd nepfesahly 10,0 %.

Nalezené hodnoty

Inter-assay

Vzorky byly stanoveny v duplikatech v 10 rdznych stanovenich. Nalezené
hodnoty varia¢nich koeficientt nepfesahly 10,8 %.

Spravnost
Test fedéni

Vzorky s vysokou koncentraci ACTH byly sukcinylovany a pak postupné
fedény nulovym kalibratorem. Procento recovery se pohybovalo mezi 82,3
% a 119 %.

PI-IM2030-B89463-04

Test ,,recovery“

RGzna mnozstvi ACTH byla pfidavana ke vzorkim s nizkou koncentraci
ACTH. Vzorky pak byly sukcinylovany a analyzovany. Procento recovery se
pohybovalo mezi 97,2 % a 116 %.

Rozsah stanoveni (od analytické citlivosti do nejvy$Siho kalibratoru): 0,31
do pfiblizné 1 500 pg/ml.

OMEZENI

NedodrzZeni instrukci uvedenych v tomto navodu muize vést k nespravnym
vysledkdm.

Vysledky stanoveni by mély byt interpretovany ve svétle celkového klinického
obrazu pacienta véetné anamnézy, Udaju z dal$ich testu a jinych vhodnych
informaci.

Heparin se vaze na ACTH a nesmi byt proto pouzit. Vzorky by proto mély byt
odebirany do EDTA.

U stanoveni vyuzivajicich protilatky existuje moznost interference
heterofilnich protilatek pfitomnych v pacientském vzorku. Pacienti,
ktefi byli pravidelné ve styku se zvifaty nebo podstoupili imunoterapii
nebo diagnostické procedury vyuzivajici imunoglobuliny nebo fragmenty
imunoglobulind, mohou produkovat protilatky jako napfiklad HAMA (Human
Anti-Mouse Antibodies - lidské protilatky proti mySim proteinim), které
interferuji pfi imunologickych stanovenich. Takové interferujici protilatky
mohou vést k chybnym vysledkim. Vysledky pacientd, u nichz existuje
podezfeni na pfitomnost takovychto protilatek, posuzujte s opatrnosti.
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IRMA ACTH
IM2030, B89463

IN VITRO IMUNORADIOMETRICKE STANOVENIE ACTH
V LUDSKEJ PLAZME
Na in vitro diagnostické pouzitie.

PRINCIP

Imunoradiometrické stanovenie ACTH je stanovenie typu "sandwich", pri
ktorom sa ACTH chemicky sukcinyluje na sukcin-ACTH (sACTH).

ACTH je dlhodobo uchovavany u ré6znych biologickych druhov a je nestabilny.
Z tychto dvoch dévodov je zvlast obtiazne imunizovat zvieraté proti fudskému
horménu tak, aby produkovali protilatky s dostatocne vysokou afinitou
pre pouzitie v imunoradiometrickom stanoveni. Chemicka modifikacia
fudského ACTH sukcinylaciou umoziiuje jeho odliSenie od endogenného
ACTH imunizovanych zvierat a zvySuje tiez jeho stabilitu. Takto sa ziskaju
monoklonalne protilatky s vysokou afinitou k sukcinylovanému ludskému
ACTH. Specifita protilatok pouZitych v stanoveni si vyZaduje, aby sa rovnaka
chemicka modifikacia pouzila aj u vzoriek. Toto sa dosiahne jednoducho a
s vysokou reprodukovatelnostou pomocou sukcinylaéného cinidla, ktoré je
dodavané v suprave. Chemicka modifikacia vzoriek naviac stabilizuje ACTH
a tak ulahCuje manipulaciu so vzorkami.

V suprave su pouzité tri mySacie monoklonalne protilatky proti trom
réznym epitopom molekuly sACTH. Modifikované vzorky a kalibratory
sa najprv inkubuju v skimavkach potiahnutych dvoma monoklonalnymi
protilatkami. Po prvej inkubacii sa obsah skumaviek opatrne odsaje a
napipetuje sa do nich tretia protilatka oznacena '°I. Po druhej inkubécii sa
obsah skimaviek odsaje a dvakrat premyje, aby sa odstranila nenaviazana
oznacena protilatka. Viazana aktivita ?°l sa potom meria gama-meracom.
Koncentracia ACTH vo vzorkach je priamo Umerna nameranej radioaktivite
a ziska sa interpolaciou z kalibracnej krivky.

VYSTRAHA A OPATRENIA
Obecné poznamky:

. Frasticky s kalibratormi a kontrolnymi vzorkami mézu byt otvorené ¢o
najkratSiu dobu, aby nedoSlo k neziaducemu odpareni roztoku.

. Nechajte reagencie pred pipetovanim vytemperovat na laboratérnu
teplotu.

. NemieSajte substancie zo suprav réznych Sarzi.
. Pre kazdu novu sériu analyz treba urobit novu kalibraciu.

. Spravne nastavenie trepacky je velmi délezité pre reprodukovatelnost
stanoveni.

. Doporucuje sa robit’ stanovenia v duplikatoch.
. Skumavky su iba na jedno pouzitie.
Zakladné pravidla radia¢nej bezpecnosti

Tento radioaktivny material mézu prijimat, skladovat a pouzivat iba
pracoviska, ktoré splfiaju platné zakonné predpisy upravujuce podmienky
pre bezpe¢né nakladanie s otvorenymi radionuklidovymi Ziariémi. Pri praci s
radioaktivnymi latkami dodrzujte nasledujuce pravidla:
. VSetky radioaktivne latky sa musia skladovat v pévodnom baleni a iba
na miestach k tomu uréenych.

. Nesmie sa pipetovat’ ustami.
. Prijem a spotreba radioaktivnych latok musia byt evidované.

. Prace s radioaktivnymi latkami sa musia robit' iba vo vyhradenych
priestoroch.

. V laboratériach uréenych na pracu s radioaktivnymi latkami je
zakazané jest, pit, fajcit, liCit sa a pod.

. Obalovy material, ktory nie je kontaminovany, mozno odlozit do
beZného odpadu aZ po odstraneni vystraznych napisov a znaciek.

. Povrch pracovnych stolov, ktory by mohol byt kontaminovany, treba
pravidelne kontrolovat.

. V pripade kontaminacie alebo uniku radioaktivneho materialu

postupujte podla stanovenych predpisov.

. Radioaktivny odpad likvidujte v sulade s platnymi zakonmi a
predpismi.

PI-IM2030-B89463-04

Azid sodny

Niektoré substancie su konzervované azidom sodnym. Azid sodny méze
reagovat' s olovom, medou alebo mosadzou za vzniku prisluSnych vybusnych
azidov. Preto likvidované reagencie splachujte velkym mnozstvom vody.

Material l'udského pévodu

Material ludského pdvodu nachadzajuci sa v reagenciach tejto supravy mal
negativny test na pritomnost protilatok proti virusu HIV 1 a 2, virusu hepatitidy
C a proti povrchovému antigénu hepatitidy B (HBsAg). Ziadna z dostupnych
metdd nedava stopercentnu istotu neinfekénosti. Je teda potrebné pracovat
s tymito reagenciami ako s potencialne infekénymi.

So vSetkymi vzorkami plazmy sa musi manipulovat ako s potencialne
infekénymi (hepatitis alebo AIDS). VSetok vzniknuty odpad treba likvidovat
podla platnych predpisov.

KLASIFIKACIA RIZiIK PODLA GHS

Wash Solution (20X) ~ NEBEZPECENSTVO
H360 Méze poskodit' plodnost’

alebo nenarodené dieta.

P201 Pred pouzitim sa oboznamte
s osobitnymi pokynmi.

P280 Noste ochranné rukavice,
ochranny odev a ochranné
okuliare/ochranu tvare.

P308+P313 Po expozicii alebo podozreni
z nej: Vyhladajte lekarsku
pomoc/starostlivost.
Kyselina borita 0,1 - 0,3%
Dekahydrat boritanu
sodného 0,1 - 0,3%

Succinylation Reagent POZOR

H302 Skodlivy po poziti.

H319 Spdsobuje vazne
podrazdenie oéi.

H335 Mbéze spbsobit’ podrazdenie
dychacich ciest.

P261 Zabrarite vdychovaniu par.

P280 Noste ochranné rukavice,
ochranny odev a ochranné
okuliare/ochranu tvare.

P304+P340 PRI VDYCHNUTI: Presuiite
postihnutého na Cerstvy
vzduch a nechajte ho
oddychovat’ v polohe,
ktora mu umozni pohodiné
dychanie.

P312 Pri zdravotnych problémoch
volajte TOXIKOLOGICKE
INFORMACNE
CENTRUM/lekaral/...

P337+P313 Ak podrazdenie
oCi pretrvava:
vyhladajte lekarsku
pomoc/starostlivost.

P403+P233 Uchovavajte na dobre
vetranom mieste. Nadobu
uchovavajte tesne uzavretu.
Anhydrid sukcinatu > 95%

Calibrators POZOR

H315 Drazdi kozu.

H319 Spoésobuje vazne
podrazdenie o¢i.

H335 Mbéze spdsobit’ podrazdenie

dychacich ciest.
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DMSO

PI-IM2030-B89463-04

P261
P271

P280
P302+P352

P304+P340

P305+P351+P338

P312

P332+P313

P337+P313

P362+P364
P403+P233

P405
P501

POZOR

D

H227
H315
H319
H335
P261
P280

P304+P340

P312

P337+P313

Zabrarite vdychovaniu par.
PouZzivajte iba na volnom
priestranstve alebo v dobre
vetranom priestore.

Noste ochranné rukavice,
ochranny odev a ochranné
okuliare/ochranu tvare.

PRI KONTAKTE S
POKOZKOU: Umyte velkym
mnozstvom vody a mydla.

PRI VDYCHNUTI: Presufite
postihnutého na Cerstvy
vzduch a nechajte ho
oddychovat’ v polohe,

ktora mu umozni pohodiné
dychanie.

PO ZASIAHNUTI OCI:
Niekolko minut ich opatrne
vyplachujte vodou. Ak
pouzivate kontaktné
SoSovky a ak je to mozné,
odstrarite ich. Pokracujte vo
vyplachovani.

Pri zdravotnych problémoch
volajte TOXIKOLOGICKE
INFORMACNE
CENTRUM/lekara/...

Ak sa objavi podrazdenie
pokozky, vyhladajte lekarsku
pomoc/starostlivost.

Ak podrazdenie

oci pretrvava:

vyhladajte lekarsku
pomoc/starostlivost.

VSetky kontaminované
Casti odevu vyzlecte a pred
pouzitim vyperte.
Uchovavajte na dobre
vetranom mieste. Nadobu
uchovavajte tesne uzavretu.
Uchovavajte uzamknuté.
ZnesSkodnite

obsah/nadobu v sulade

s miestnymi/narodnymi
predpismi.

Dimetyl sulfoxid

Anhydrid sukcinatu
Hydroxid draselny

Horlava kvapalina.

Drazdi kozZu.

Spbsobuje vazne
podrazdenie o¢i.

Méze spdsobit’ podrazdenie
dychacich ciest.

Zabrafite vdychovaniu par.
Noste ochranné rukavice,
ochranny odev a ochranné
okuliare/ochranu tvare.

PRI VDYCHNUTI: Presurite
postihnutého na Cerstvy
vzduch a nechajte ho
oddychovat v polohe,

ktora mu umozni pohodiné
dychanie.

Pri zdravotnych problémoch
volajte TOXIKOLOGICKE
INFORMACNE
CENTRUM/lekara/...

Ak podrazdenie

o€i pretrvava:

vyhladajte lekarsku
pomoc/starostlivost.

P403+P233 Uchovavajte na dobre
vetranom mieste. Nadobu
uchovavajte tesne uzavretu.

Dimetyl sulfoxid > 95%

Bezpecnostny list je k dispozicii na strankach
techdocs.beckmancoulter.com

ZBER A PRIPRAVA, SKLADOVANIE A
RIEDENIE VZORIEK

Odoberajte vzorky krvi do sklenenych skumaviek potiahnutych
silikbnom alebo do plastovych skumaviek obsahujucich EDTA.
Nepouzivajte ako antikoagulaény prostriedok heparin. Nepouzivajte
sklenené skimavky bez silikonu, adsorbuju ACTH.

. Co najskér oddelte od buniek frakciu plazmy a to centrifugaciou pri 2-8
°C.

. ACTH je velmi nestabilny a pokial sa stanovenie neurobi okamzZite,
vzorky plazmy sa musia skladovat zmrazené (pri <-18 °C), najlepSie
v alikvotoch. Treba sa vyvarovat opakovanému zmrazovaniu vzoriek.

Vzhladom na to, ze ACTH sa stabilizuje sukcinylaciou, vzorky
plazmy sa moézu tiez sukcinylovat bezprostredne po centrifugacii
podla paragrafu Postup stanovenia.  Sukcinylované vzorky sa
potom moézu skladovat 7 dni pri 2-8 °C. Pri dlh§om skladovani
doporu€ujeme teplotu pod -18 °C. Pretoze sukcinylovany ACTH
znada opakované zmrazovanie a rozmrazovanie, nie je nevyhnutné
rozdelit sukcinylované vzorky pred zmrazenim na alikvoty.

. Pokial maju vzorky vy$Siu koncentraciu ACTH ako je koncentracia
najvysSieho kalibratora, treba ich sukcinylovat a potom zriedit
nulovym kalibratorom.

POSKYTOVANY MATERIAL

Vsetky reagencie v suprave su stabilné do datumu exspiracie, uvedeného
na Stitku krabice, ak su skladované pri 2-8 °C. Datumy exspiracii uvedené
na Stitkoch jednotlivych zloZiek sa vztahuju iba na dlhodobé skladovanie u
vyrobcu pred kompletizaciou suprav. Neberte na ne, prosim, ohlad.

Skladovacie podmienky pre ¢inidla po rekonstittcii alebo zriedeni st uvedené
v odseku Postup.

Suprava na stanovenie ACTH, 100 skumaviek (Kat. ¢. IM2030)

Skumavky potiahnuté monoklonalnou protilatkou proti sACTH: 2 x 50
skumaviek; pripravené na pouzitie.

Monoklonalna protilatka proti SACTH oznaéena '?°I: 1 frasticka (11 ml);
pripravend na pouZitie.

Frasticka obsahuje ku driu vyroby 814 kBq '®| oznageného imunoglobulinu
v roztoku s proteinmi, azidom sodnym (<0,1 %) a farbivom.

Kalibratory: 5 ffastiCiek (po 2 ml) a 1 ffasticka nulového kalibratora (4
ml); pripravené na pouzitie.

Flasticky obsahuju sukcinylovany ACTH v ludskom sére, sU uz teda
pripravené na pouzitie a nesmu sa dalej chemicky modifikovat.

Frasti¢ky obsahuju synteticky SACTH v ludskom sére s azidom sodnym (<0, 1
%), koncentraény rozsah je od 0 do priblizne 1500 pg/ml. Presné hodnoty
koncentracii su uvedené na Stitkoch flastiCiek. Kalibratory su kalibrované na
medzinarodny Standard NIBSC 74/555.

Kontrolné vzorky: 2 flasticky; lyofilizované.

Upozornenie: Vzhladom na nestabilitu molekuly ACTH sa v sUprave
dodavaju dve flastiCky rovnakej kontrolnej vzorky. Po rekonstitucii kontrolné
sérum, neoSetrené sukcinanhydridom, dalej neskladujte (ani zmrazené).
Pre dalSiu sériu stanoveni pouzite druhu flasticku.

Flrasticky obsahuju synteticky ACTH lyofilizovany v [udskom sére.
Koncentracné rozsahy o€akavanych hodnét su uvedené v priloze Navodu.

Alkalicky roztok: 1 ffasticka (15 ml); pripravena na pouzitie.

TImivy roztok obsahuje azid sodny (<0,1 %).

Sukcinylaéné €inidlo: jedna flasticka (prasok)

Frasticka obsahuje 600 mg anhydridu kyseliny jantarove;.

DMSO (dimethylsulfoxid): 1 flasticka (3 ml); pripravena na pouzitie.

Roztok DMSO s fenolovou ¢erveriou. Nechajte DMSO vytemperovat na
izbovu teplotu az do uplného roztopenia. Pred pouzitim jemne premieSajte.
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Premyvaci roztok (20x): 1 ffasticka 50 ml
Koncentrovany roztok sa musi pred pouzitim zriedit.
Suprava na stanovenie ACTH, 50 skumaviek (Kat. ¢. B89463)

Skumavky potiahnuté monoklonalnou protilatkou proti sACTH: 1 x 50
skumaviek; pripravené na pouzitie.

Monoklonalna protilatka proti SACTH oznagena '»I: 1 flasticka (11 ml);
pripravena na pouzitie.

Kalibratory: 5 flastiCiek (po 2 ml) a 1 ffasticka nulového kalibratora (4
ml); pripravené na pouzitie.

Kontrolné vzorky: 2 flasticky; lyofilizované.

Alkalicky roztok: 1 flasticka (15 ml); pripravena na pouzitie.
Sukcinylaéné €inidlo: jedna flasticka (prasok)

DMSO (dimethylsulfoxid): 1 flasticka (3 ml); pripravena na pouzitie.
Premyvaci roztok (20x): 1 ffasticka 50 ml

POTREBNY MATERIAL, KTORY SA
NEPOSKYTUJE

Okrem obvyklého laboratérneho zariadenia je pre analyzu potrebné
nasledujuce vybavenie:

. polypropylénové skiimavky.

. presné mikropipety (300 pl; 500 pl).

. poloautomatické pipety (50 pl; 100 pl, 250 pl, 2 ml).

. vibraéné mieSadlo

. horizontalna alebo orbitalna trepacka

. vyveva

. gama-merac kalibrovany na 125|
POSTUP
Priprava reagencii
Vytemperujte vSetky reagencie na laboratérnu teplotu.
Priprava kontrolnej vzorky

Obsah jednej z flastiCiek sa rozpusti v destilovanej vode, ktorej objem je
uvedeny na Stitku flasticky. Po pridani vody nechajte kontrolné vzorky
volne sa rozpustat 10-20 minut (max) a potom ich lahko, bez napenenia,
premieSajte.  Po rekonstitlcii nesukcinylovanu kontrolni vzorku dalej
neskladujte, ani zmrazenu. Pre dalSiu sériu stanoveni pouzite druhu
frasticku.

Rekonstitucia sukcinylaéného ¢€inidla

Obsah flasti¢ky sa rekonstituuje v objeme DMSO, ktory je uvedeny na Stitku.
Pred pouzitim dékladne premieSajte a pohladom skontrolujte, i sa anhydrid
kyseliny jantarovej uplne rozpustil. Cinidlo je po rekonstitucii stabilné pri
teplote 2 — 8 °C do datumu exspiracie supravy. Mierne zafarbenie, ktoré
mozno niekedy spozorovat pri skladovani, nema ziadny vplyv na funk&nost
sukcinylaéného ¢inidla.

Priprava premyvacieho roztoku

Prilejte obsah flasticky do 950 ml destilovanej vody a premieSajte. Zriedeny
roztok sa mdze skladovat pri 2-8 °C do datumu exspiracie supravy.

Postup stanovenia
Sukcinylacia kontrolnej vzorky a neznamych vzoriek

Upozornenie: Nesukcinylujte kalibratory
Do polypropylénovych skimaviek pridajte postupne v
nasledujucom poradi:

500 pl neznamej alebo kontrolnej vzorky
250 pl alkalického roztoku
50 pl sukcinylaného Cinidla.

Okamzite zamieSajte na vibranom mieSadle.
Inkubujte 5 minat pri 18-25 °C.

Poznamka 1:
v duplikatoch.

Objemy uvedené vysSie su dostato¢né pre stanovenia
Ak sa stanovenie nerobi v duplikatoch, objemy vzoriek,

PI-IM2030-B89463-04

alkalického roztoku a sukcinylaéného ¢Cinidla sa mézu zredukovat na

polovicu.

Poznamka 2: Farebny indikator sukcinylaéného ¢inidla musi zozltnat, ¢o

indikuje, ze reakcia prebehla normalne.

pretrvava fialova farba.

V pripade abnormalnej reakcie

1. imunologicky krok

2. imunologicky krok’

Meranie

Do potiahnutych
skumaviek postupne
pridajte:

300 pl kalibratora,
sukcinylovanej
kontrolnej alebo
sukcinylovanej
neznamej vzorky.

Inkubuijte 1 hod.
pri 18-25 °C za
staleho trepania (>280
kmitov/min.).

Do kazdej skumavky
pridajte:

100 pl radioindikatora.

Inkubujte 2 hodiny
pri 18-25 °C za
staleho trepania (>280
kmitov/min).

2 x premyte 2 ml
premyvacieho roztoku
a odsaijte.

Merajte 1 minutu
viazanu aktivitu (B)
a celkovu aktivitu (T)

Odsajte pozorne obsah
skumaviek.

Odsajte pozorne
obsah skumaviek (s
vynimkou 2 skimaviek
na stanovenie celkovej
aktivity T).
*Pripravte si oddelene dve skumavky a napipetujte do nich po 100 pl

radioindikatora na urCenie celkovej aktivity (T).

VYSLEDKY

Vysledky sa ziskaju interpolaciou z kalibracnej krivky, ktora sluzi iba pre
analyzu tych vzoriek, ktoré sa inkubovali spolu s kalibratormi.

Kalibraéna krivka

Vysledky uvedené v €asti o kontrole kvality boli vypocitané preloZzenim krivky
metodou spline v grafe s hodnotami stanovenej radioaktivity (comc.-cpmc.i)
na logaritmickej vertikalnej osi a koncentraciami analytov v kalibratoroch na
logaritmickej horizontalnej osi (pg/ml).

Iné metddy spracovania mézu davat mierne rozdielne vysledky.

Celkova aktivita: 257 224 cpm
Kalibratory ACTH cpm (n=3) BIT (%) CPMga). —

(pg/ml) CPMialo
0 0 182 0,07 -
1 8,2 829 0,32 647
2 26,0 1847 0,72 1665
3 87,0 5505 2,14 5323
4 451 23 888 9,30 23 706
5 1322 57 455 22,34 57 273

(Priklad typického stanovenia, nepouZivajte pre vypocet.)
Vzorky

Pri kazdej vzorke vyhladajte na vertikalnej osi hodnotu cpm alebo B/T
a odgitajte prislusnu koncentraciu ACTH na horizontalnej osi.

Poznamka: Koncentracie uvedené na flastiCkach kalibratorov odpovedaju
zriedeniu vzoriek po sukcinylacii. Preto sa pri vypocte koncentracie vo vzorke
toto riedenie nezohladriuje — koncentracie sa od¢itaju priamo z kalibra¢nej
krivky.

OCAKAVANE HODNOTY

Kazdé laboratérium by si malo stanovit’ vlastny rozsah referenénych hodnét.
Uvadzané hodnoty sa ziskali od zdravych jedincov a su iba informaéné.

Median
15 pg/ml

2,5 percentil
7 pg/mi

Priemer
18,5 pg/ml

KONTROLA KVALITY

Spravna laboratérna prax predpoklada riadne a pravidelné pouzivanie
kontrolnych vzoriek, aby mohla byt zaistena kontrola kvality stanovenych
vysledkov. Kontrolné vzorky sa musia stanovit' Uplne rovnakym spdsobom
ako nezname vzorky a na vyhodnotenie vysledkov sa maju pouzit vhodné
Statistické metody.

Pocet
42

97,5 percentil
41 pg/ml
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V pripade zavazného poSkodenia obalu, alebo ak ziskané vysledky nie su
v zhode s analytickymi parametrami stanovenia, kontaktujte prosim nasich
odbornych pracovnikov. E-mail: imunochem@beckman.com

VYKONNOSTNE CHARAKTERISTIKY

(podrobnosti st uvedené v prilohe “APPENDIX”)

Citlivost’

Analyticka citlivost: 0,31 pg/ml

Funkéna citlivost: 4,82 pg/ml

Specifita

Protilatky pouzité v suprave su vysoko Specifické pre ACTH. Najdené
skrizené reakcie s niektorymi pribuznymi molekulami (ACTH 1-24; 1-10;

18-39; 11-24; aMSH a POMC) boli extrémne nizke a to ako bez pritomnosti
ACTH (skrizena reaktivita), tak aj za pritomnosti ACTH (interferencia).

Presnost’
Intra-assay

Vzorky boli analyzované 25x v jednom stanoveni.
variaénych koeficientov nepresiahli 10,0 %.

Najdené hodnoty

Inter-assay

Vzorky boli stanovené v duplikatoch v 10 réznych stanoveniach. Najdené
hodnoty variaénych koeficientov nepresiahli 10,8 %.

Spravnost’
Test riedenia

Vzorky s vysokou koncentraciou ACTH sa sukcinylovali a potom postupne
riedili nulovym kalibratorom. Percento recovery sa pohybovalo medzi 82,3 %
a 119 %.

PI-IM2030-B89463-04

Test ,,recovery“

R6zne mnozstva ACTH sa pridavali k vzorkam s nizkou koncentraciou
ACTH. Vzorky sa potom sukcinylovali a analyzovali. Percento recovery sa
pohybovalo medzi 97,2 % a 116 %.

Rozsah merania (od analytickej citlivosti po najvyssi kalibrator): 0,31 do
priblizné 1500 pg/ml.

OBMEDZENIA

Nedodrzanie inStrukcii uvedenych v tomto navode moéze viest k nespravnym
vysledkom.

Vysledky stanoveni by mali byt interpretované v sulade s celkovym klinickym
obrazom pacienta vratane anamnézy, uUdajov z dalSich testov a inych
vhodnych informacii.

Heparin sa viaze na ACTH a preto sa nesmie pouzit. Vzorky by sa preto mali
odoberat do EDTA.

Pri stanoveniach vyuzivajlucich protilatky existuje moznost interferencie
heterofilnych protilatok pritomnych v pacientskej vzorke. Pacienti, ktori
pravidelne prichadzali do kontaktu so zvieratami alebo uzivali imunoterapiu,
pripadne podstupili diagnostické procedury vyuzivajuce imunoglobuliny
alebo fragmenty imunoglobulinov, m6zu produkovat protilatky, napriklad
fudské protilatky proti mySim proteinom (HAMA), ktoré interferuju pri
imunologickych stanoveniach. Také interferujuce protilatky mézu mat
za nasledok chybné vysledky. Vysledky pacientov, u ktorych existuje
podozrenie na pritomnost takychto protilatok, posudzuijte s opatrnostou.
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IRMA ACTH
IM2030, B89463

INSAN PLAZMASINDA ACTH’IN iN \_liTRO TESPITI IGIN
IMMUNORADIOMETRIK BIR TESTTIR
In vitro diagnostik kullanim igindir.

PRENSIP

Kortikotropin  hormonunun (ACTH) immunoradyometrik testi, ACTH'in
oncelikle suksinilasyon yoluyla kimyasal olarak degistirildigi, suksinil ACTH
(sACTH) UrGninin 6lglldigi “sandwich” tipi bir testtir.

ACTH, farkli biyolojik numunelerde ylksek oranda korunmustur ve cok
degiskendir. Bu iki sebepten dolayi, immunoradyometrik testte kullaniimak

olusturabilir.  Reaktiflerin, lavabo ve boru sisteminden bol su akitilarak
giderilmesi gerekmektedir.

Insan kaynakli materyal

Bu kit igindeki insan kaynakli materyaller, HIV 1 ve HIV 2 antikorlari,
HCV antikorlari ve Hepatit B ylizey antijenleri (HbsAg) yoéninden
negatif bulunmustur. Ancak, hastalik gegirebilecek materyal gibi islem
uygulanmalidir. Virlis yoklugunu garanti edecek bir metod bulunmamaktadir.
Bu kiti, battin gerekli dnlemleri alarak kullaniniz.

Butin plazma numuneleri, hepatitler ve AIDS’i gecirebilecek gibi islem
yapilmalidir. Atiklar, Glkenin kurallarina gére yok edilmelidir.

GHS TEHLIKE SINIFLANDIRMASI

¢ . PSte K : Wash Solution (20X)  TEHLIKE
Uzere hayvanlari insan hormonuna kars! agilamak ve yeterli affiniteye sahip
antikor elde etmek 6zellikle zordur. Insan ACTH’Inin asilasyon yoluyla
kimyasal olarak degistirimesi, asilanmis hayvanin endojen6z ACTH'tan
ayrilmasina olanak saglar ve stabilitesini artirir. Asile edilmis insan ACTH’|
icin ylUksek affiniteli monoklanal antikorlar bu sekilde elde edilir. Deneyde H360 Dogmamig ¢ocukta hasara
kullanilan antikorlarin spesifitesi, numunelerde ayni kimyasal degisikligin yol acabilir veya uremeye
uygulanmasini gerektirir. Bu, basit bir sekilde ve yuksek tekrarlanabilirlikle, zarar verebilir.
kitle verilen asilasyon reaktifi ile saglanabilir. Bunun yaninda, numunenin P201 Kullanmadan énce 6zel
kimyasal olarak degistirimesi ACTH'I stabilize eder ve numune islemini talimatlari okuyun.
kolaylastirir. P280 Koruyucu eldiven, koruyucu
Kit iginde, sACTH molekdliniin Ug farkli epitoplarina kargl yonelmis ve kiyafet ve g6z koruyucu/yiiz
birbiriyle yarigsmayan, i¢ fare monoklonal antikorlar kullaniimigtir. Modifiye koruyucu kullanin.
edilmis numuneler ve kalibratorler Oncelikle iki monoklonal antikorla P308+P313 Maruz kalma veya
kaplanmis tuplerin icinde inklbe edilirler. llk inkiibasyondan sonra tlp icerigi bu durumdan endise
dikkatli bir sekilde aspire edilir. I-'25 etiketlenmis {iglincii bir antikoru iceren bir edilmesi HALINDE: Tibbi
sollisyon tiiplere eklenir. Ikinci inkiibasyondan sonra, tlp igeridi aspire edilir yardim/bakim alin.
ve iki kez yikandiktan sonra baglanmis radyoaktivite dlgulir. Bilinmeyen Borik Asit 0,1 - 0,3%
degerler, standard egrisinden interpolasyon yoluyla elde edilir. Numunedeki Sodyum Borat Dekahidrat
ACTH konsantrasyonu radyoaktivite ile dogru orantilidir. 0,1-0,3%
A inylation R t UYARI
UYARILAR VE ONLEMLER Succinylation Reagen
Genel yorumlar:
. Kalibratér ve kontrol siseleri, buharlagsmayi ©6nlemek amaciyla
mumkin oldugunca kisa sureli agik kalmalidir.
9 ¢ H302 Yutuldugunda sagliga
. Pipetlemeden 6énce butin reaktifleri oda isisina getiriniz. zararhdir.
+  Farkli lotlardan kit reaktiflerini karistirmayiniz. H319 Ciddi g6z tahrisine yol acar.
. Her deney icin bir standard egrisi dahil edilmelidir. H335 gg;lérﬁl;m yolu tahrisine yol
. Deneyin ayni sekilde tekrari igin dogru shaker dizeni gok dnemlidir. P261 Buharini solumaktan kaginin.
«  Testi duplike olarak caligmak &nerilmektedir. P280 Koruyucu eldiven, koruyucu
. ] kiyafet ve géz koruyucu/ylz
*  Her tlip sadece bir kez kullaniimalidir. koruyucu kullanin.
Radyasyon giivenligi igin temel kurallar P304+P340 SOLUNMASI HALINDE:
Satinalma, sahip olma, kullanma ve radyoaktif materyalin tasinmasi, Zarar goren Kisiyi temiz
. g s o . e havaya ¢ikarin ve kolay
kullanilan lkenin yodnetmeligine tabidir. Radyasyon givenliginin temel bicimde nefes almasi icin
kurallarina bagh kalinmasi, yeterli korumayi saglayacaktir. ¢ ; A ¢
rahat bir pozisyonda tutun.
. Radyoaktif materyallerin bulundugu ortamda yeme, icme, sigara igme, P312 Kendinizi iyi hissetmezseniz,
kozmetik uygulamasi gibi faaliyetler gergeklestiriimemelidir. ULUSAL ZEHIR DANISMA
. Radyoaktif materyallerin pipetlemesi agizla yapiimamalidir. MERKEZININ 114 NOLU
) o ] TELEFONUNU veya
. Eldiven ve laboratuvar kiyafetleri giyerek, radyoaktif materyallerle doktoru/hekimi arayin.
temasi onleyiniz. P337+P313 Goz tahriginin gegmemesi
+  Radyoaktif malzemelerle ilgili biitiin islemler, kalabalik ortamlar ve halinde: Tibbi yardim/bakim
koridorlardan uzakta uygun bir ortamda gerceklestiriimelidir. _alm.
«  Radyoaktif materyaller, bu malzemeler igin ayrilmis bir bélimde ve P403+P233 lyi halvaland|r|}|<m|§ bllr(alanda
kapali bir dolapta saklanmalidir. depolayiniz. Kabi sikica
kapal tutun.
»  Radyoaktif Griinlerin girisi ve saklanmasi ile ilgili bir kayit glincel olarak Siiksinik Anhidrit > 95%
tutuimahdir. Calibrators UYARI
. Kontaminasyona ugramis laboratuvar ekipmanlari ve tipler, farkl
radyoizotoplarin ¢apraz kontaminasyonunu onlemek icin ayri
tutulmalidir.
. Her bir radyoaktif kontaminasyon veya radyoaktif malzeme kayip H315 Cilt tahrigine yol agar.
vakasi, belirlenen prosedurler izlenerek ¢ozuilmelidir. H319 Ciddi gz tahrigine yol acar.
. Radyoaktif atiklar, Glkenin kurallarina uyularak ele alinmali ve yok H335 Solunum yolu tahrisine yol
edilmelidir. acabilir.
Sodyum asit P261 Buharini solumaktan kaginin.
Bazi reaktifler koruyucu olarak sodyum asit icermektedir. Sodyum asit,
kursun, bakir veya piring ile reaksiyona girebilir ve patlayici metal asitler
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P271
P280
P302+P352

P304+P340

P305+P351+P338

P312

P332+P313

P337+P313
P362+P364
P403+P233

P405
P501

UYARI

D

H227
H315
H319
H335

P261
P280

P304+P340
P312

P337+P313

P403+P233

Sadece disarida veya iyi
havalandirilan bir alanda
kullanin.

Koruyucu eldiven, koruyucu
kiyafet ve géz koruyucu/yliz
koruyucu kullanin.

DERI ILE TEMAS HALINDE
ISE: Bol sabun ve su ile
yikayin.

SOLUNMASI HALINDE:
Zarar goren kisiyi temiz
havaya c¢ikarin ve kolay
bigimde nefes almasi igin
rahat bir pozisyonda tutun.

GOZLE TEMASI HALINDE:
Birkag dakika dikkatli sekilde
suyla yikayin. Varsa ve
cikariimasi kolaysa, kontak
lensleri ¢ikarin. Yikamaya
devam edin.

Kendinizi iyi hissetmezseniz,
ULUSAL ZEHIR DANISMA
MERKEZININ 114 NOLU
TELEFONUNU veya
doktoru/hekimi arayin.

Cilt tahrisi olugsmasi halinde:
Tibbi yardim/midahale alin.
Go6z tahriginin gegmemesi
halinde: Tibbi yardim/bakim
alin.

Kirlenmis giysinizi ¢ikarin
ve kullanmadan 6nce su
yikayin.

lyi havalandiriimis bir alanda
depolayiniz. Kabi sikica
kapali tutun.

Kilit altinda saklayin.
igerigi/kabi yerel/ulusal
yoénetmeliklere gore bertaraf
edin.

Dimetil Siilfoksit

Suksinik Anhidrit

Potasyum Hidroksit

Yanici Sivi

Cilt tahrisine yol acar.

Ciddi g6z tahrisine yol acar.
Solunum yolu tahrigine yol
acabilir.

Buharini solumaktan kaginin.
Koruyucu eldiven, koruyucu
kiyafet ve géz koruyucu/ylz
koruyucu kullanin.

SOLUNMASI HALINDE:
Zarar goren kisiyi temiz
havaya cikarin ve kolay
bicimde nefes almasi igin
rahat bir pozisyonda tutun.
Kendinizi iyi hissetmezseniz,
ULUSAL ZEHIR DANISMA
MERKEZININ 114 NOLU
TELEFONUNU veya
doktoru/hekimi arayin.

Goz tahriginin gegmemesi
halinde: Tibbi yardim/bakim
aln.

lyi havalandiriimis bir alanda
depolayiniz. Kabi sikica
kapali tutun.

Dimetil Suilfoksit > 95%

Giuvenlik Bilgi Formuna techdocs.beckmancoulter.com
adresinden ulasilabilir

NUMUNE TOPLANMASI, SAKLANMASI VE
DILUSYONU
. Kani, EDTA iceren silikon cam tiip veya plastik tuplere aliniz.
Anti-koagtlan olarak heparin kullanmayiniz. Silikon olmayan cam tip
kullanmayiniz, ACTH’I absorbe eder.

. Plazmay! hemen 2-8°C’de santriflijle ayiriniz.

. ACTH ¢ok degisken oldugu, stabil olmadigi i¢in plazma numuneleri
-18°C’nin altinda saklanmalidir veya hemen kullaniimalidir. Tekrar
dondurma ve ¢bézme islemini 6nlemek i¢in numuneler ayri tiiplere
bélinmelidir.

ACTH'1 asilasyon ile stabilize etmek igin, santrifuj sonrasinda plazma
numuneleri Test Prosedurii. Paragrafindaki protokolii izleyerek hemen
asile edilebilir. Asile edilmis numuneler 2-8°C’de 7 giin saklanabilir.
Daha uzun sire saklanacaksa -18°C’nin altinda dondurulmahdir.
Asile edilmis numunelerin bolinerek saklanmasi gerekmez, suksinile
edilmis ACTH numuneleri tekrar dondurma ve ¢dzdiirme isleminden
nispeten etkilenmezler.

. Eger numuneler, en yiksek kalibratdrden daha yilksek

konsantrasyona sahipse, asile edilmeli ve sonra sifir kalibrator icinde
diliie edilmelidir.

SAGLANAN MALZEMELER

2-8°C’de saklandiginda butin reaktifler, kit etiketindeki son kullanma
tarihine kadar stabildir. Sise tzerindeki son kullanma tarihleri sadece Uretici
tarafindan iceriklerin uzun sireli saklanmalari durumunda gecerlidir.

Sulandirma veya seyreltme sonrasinda reaktif saklama kosullari Proseddir
paragrafinda belirtilmigtir.

Kit for determination of ACTH, 100 tubes (Cat # IM2030)

Anti-sACTH monoklonal antikor-kaplanmisg tiipler: 2 x 50 tup (kullanima
hazir)

1%|.jsaretlenmis monoklonal anti-sACTH antikor:
(kullanima hazir)

11 mL bir sise

Sise, Uretim tarihinde, sivi formda, proteinler, sodyum asit (<%0,1) ve boya
iceren bir tampon icindeki '®l-igaretlenmis immunglobulinlerden 814 kBq
igerir.
Kalibratorler: 2 mL bes sise ve 4 mL bir sige «sifir» kalibratorii (kullanima
hazir)

Kalibrator suksinik anhidrit ile islem gérmis insan serumu igerir. Kullanima
hazirdirlar, Gzerinde daha fazla kimyasal islem yapilmamalidir.

Kalibrator siseleri, insan serumu ve sodyum asit (<%0,1) iginde 0 ile yaklasik
1.500 pg/mL sentetik sSACTH igerir. Tam konsantrasyon, sise Uzerindeki
etikette belirtilmistir. Kalibratorler NIBSC 74/555 uluslararasi standardina
gore kalibre edilmistir.

Kontrol serumu: iki sise (toz halinde)

Dikkat: ACTH molekilinin stabil olmamasi nedeniyle ayni kontrol
serumundan iki sise kite dahil edilmistir. Sulandirdiktan sonra kontrol
serumu suksinik anhidrit ile islem gérmeden, dondurarak ta olsa muhafaza
etmeyiniz. Bir bagka seri igin ikinci siseyi kullaniniz.

Siseler, insan serumunda liyofilize sentetik ACTH icermektedir. Beklenen

konsantrasyon araligi kit iginde ayrica not olarak eklenmistir.
Alkalin soliisyon: 15 mL bir sise (kullanima hazir)
Tampon sodyum asit igerir (<%0,1).

Siiksinilasyon reaktifi: bir sise (toz)

Sise, 600 mg siiksinik anhidrit igerir.

DMSO (Dimetilsiiloksit): 3 mL bir sise (kullanima hazir)

Fenol kirmizisi ile DMSO ¢ozeltisi. DMSO’nun tamamen eriyene kadar oda
sicakliinda dengelenmesine izin verin. Kullanmadan énce hafifce karistirin.

Yikama soliisyonu (20x): 50 mL sir sise
Konsantre sollisyon kullanmadan 6nce diliie edilmelidir.
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Kit for determination of ACTH, 50 tubes (Cat # B89463)

Anti-sACTH monoklonal antikor-kaplanmisg tiipler: 1 x 50 tup (kullanima
hazir)

%%|.igaretlenmis monoklonal anti-sACTH antikor:
(kullanima hazir)

11 mL bir sise

Kalibratorler: 2 mL bes sise ve 4 mL bir sige «sifir» kalibratorii (kullanima
hazir)

Kontrol serumu: iki sise (toz halinde)

Alkalin soliisyon: 15 mL bir sise (kullanima hazir)
Siiksinilasyon reaktifi: bir gsise (toz)

DMSO (Dimetilsiiloksit): 3 mL bir sise (kullanima hazir)
Yikama soliisyonu (20x): 50 mL sir sise

GEREKLI OLAN ANCAK SAGLANMAYAN
MALZEMELER

Standard laboratuvar ekipmanlarina ek olarak asagidaki
gerekmektedir:

malzemeler

. Polipropilen tupler
. Hassas mikropipet (300 uL; 500 pL).
. Yari-otomatik pipetler (50 pL, 100 uL, 250 pL ve 2 mL).
. Vorteks tipi mikser.
. Horizontal veya orbital shaker.
. Aspirasyon sistemi.
. 125 iyot igcin gamma counter seti.
PROSEDUR
Reaktiflerin hazirlanmasi
Reaktifleri oda isisina getiriniz.
Kontrol numunelerinin hazirlanmasi

Sise igerigi, Uzerindeki etikette belirtlen miktarda distile su ile
sulandirimahdir. Sulandirdiktan sonra en fazla 10-20 dakika bekletiniz ve
kopuiiklendirmeden karistiriniz.  Sulandiriimis solusyonlari dondurarak ta
olsa, suksinik asit ile islem gérmeden saklamayiniz. Diger seri igin ikinci
kontrol serumunu kullaniniz.

Asilasyon reaktifinin hazirlanmasi

Sisenin igerigi, etikette belirtilen DMSO hacmi ile sulandirilir. Kullanmadan
once iyice karistirin ve suksinik anhidritin tamamen ¢6zundigini gorsel
olarak kontrol edin. Sulandirildiktan sonra reaktif, kitin son kullanma tarihine
kadar 2-8°C’de stabildir. Saklama sirasinda bazen ortaya g¢ikan hafif
bronzlasma, suksinilasyon reaktifinin performansini hicbir sekilde etkilemez.

Yikama soliisyonunun hazirlanmasi

Sise igerigini 950 mL distile su igine bosaltiniz ve homojenize ediniz. Dilue
edilmis sollsyon, 2-8°C’de etiket Uzerindeki son kullanma tarihine kadar
stabildir.

Test Prosediirii
Kontrol serumu ve numunelerin asilasyonu

Dikkat: Kalibratérleri asile etmeyiniz.
Polipropilen tlipe asagidaki sira ile ekleyiniz

500 yL numune veya kontrol serumu
250 pL alkalin sollsyon
50 pL asilasyon reaktifi

Hemen vorteksleyiniz
5 dakika 18-25°C’de inkiibe ediniz

PI-IM2030-B89463-04

Not 1: Asagida belirtilen volimler duplike calisma igin yeterlidir. Ornegin
duplike olmayan caligmalar igin numune, alkalin soliisyon ve asilasyon
reaktiflerinin volumu yariya indiriimelidir.

Not 2:

Asilasyon reaktifinin indikatéri sari renge doénusmelidir,

bu

reaksiyonun normal gerceklestigini gésterir. Mor rengin olmasi reaksiyonun
anormal gergeklestigini gosterir.

Immunolojik agama 1

Immunolojik agama 2

Sayim

Antikor kaplanmig
tuplere ekleyiniz:

300 yL of kalibrator,
veya asile edilmis
numune veya asile

Herbir tlpe ekleyiniz

100 pL tracer

Iki kez 2 mL yikama
solusyonu ile yikayiniz

Bagl sayim/dak (B) ve
total sayim/dak (T)yi
1 dakika sayiniz.

edilmis kontrol serumu

1 saat 18-25°C’'de 2 saat, 18-25°C’de

Shakerda (>280 rpm) (>280 rpm)
Inkibe ediniz. calkalayicida inkuibe
ediniz.

Tuplerin igerigini
dikkatlice aspire ediniz

Tuplerin igerigini
dikkatlice aspire ediniz
(2 «total sayim/dak»
tupl disinda)

*Total sayim/dak’yi elde etmek igin, 2 ek tlipe 100 uL tracer ekleyiniz.

SONUGLAR
Sonuglar, standard egrisinden interpolasyon yoluyla alinir. Egri,
kalibratorlerle ayni anda olgilen numunedeki ACTH konsantrasyonunu
belilemede hizmet eder.

Standard egrisi

Kalite kontrol boélimindeki sonuglar, log dikey eksende belirlenmis
radyoaktivite (sayim/dak.-sayim/dak,.,.) ve log yatay eksende kalibratorlerin
analit konsantrasyonu (pg/mL) ile spline egri uydurma kullanilarak
hesaplanmistir.

Diger veri indirgeme metodlari biraz farkli sonuglar verebilir.

Total aktivite: 257.224 sayim/dak
Kalibratérler ACTH sayim/dak BIT (%) sayim/ dakga) —

(pg/mL) (n=3) sayim/ dakgalo

0 0 182 0,07 -

1 8,2 829 0,32 647

2 26,0 1.847 0,72 1.665

3 87,0 5.505 2,14 5.323

4 451 23.888 9,30 23.706

5 1.322 57.455 22,34 57.273

(Standard egrisi érnegi, hesaplamada kullanmayiniz)

Numuneler

Her 6rnek igin dikey eksenden sayim/dak’i veya B/T degerini bulun ve karsihk
gelen ACTH konsantrasyonunu yatay eksenden okuyun.

Note:  Herbir kalibrator
asilasyon sebebiyle numune diliisyonunu hesaba katmistir.
konsantrasyon hesaplanirken dilisyon gdézardi edilmelidir
egrisinden dogrudan tespit).

BEKLENEN DEGERLER

Her laboratuvarin kendi normal degerlerini olusturmasi Onerilmektedir.
Asagidaki degerler saglikli bireylerden alinmistir ve sadece yol gostericidir.

Uzerinde belirtilen konsantrasyon degerleri
Numunedeki
(standard

Numara Ortalama Medyan 2,5. Yizdelik | 97,5. Yiizdelik
landirma Dilim Dilim
42 18,5 pg/mL 15 pg/mL 7 pg/mL 41 pg/mL

KALITE KONTROL

lyi laboratuvar uygulamalari, alinan sonuclarin kalitesini garanti altina
almak igin kontrol numunelerinin dizenli olarak kullanilmasini gerektirir. Bu
numuneler, aynen test numuneleri gibi kullaniimahdir ve sonuglarinin uygun
istatiksel metodlarla analiz edilmesi 6nerilmektedir.
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Paketteki bozulma veya alinan verilerde degisiklik oldugu durumlarda litfen
yerel distrib(itdriinizi arayiniz veya asagidaki e-mail adresini kullaniniz.
imunochem@beckman.com

PERFORMANS OZELLIKLERI

(daha fazla bilgi icin ekteki “APPENDIX-EK” veri formuna bakiniz)
Duyarlilik

Analitik duyarlilik: 0,31 pg/mL

Fonksiyonel duyarhlik: 4,82 pg/mL

Ozgiilliik

Bu testte kullanilan antikorlar ACTH’a yuksek 6zgullige sahipti. ACTH
yoklugunda (capraz reaksiyon) veya varliginda (interferans) birkag ilgili
molekile karsi ((ACTH 1-24; 1-10; 18-39; 11-24; aMSH ve POMC), ¢ok
disuk duzeyde gapraz reaksiyona rastlanmistir.

Kesinlik
Deney-ici

Numuneler, ayni seride 25 kez test edildi. Degisim katsayisi % 10,0’e esit
veya altinda bulundu.

Testler arasi

Numuneler 10 farkli seride duplike olarak test edildi. Degisim katsayisi %
10,8’ya esit veya altinda bulundu.

Dogruluk
Diliisyon testi

Yuksek konsantrasyonlu numuneler seri olarak dilue edildi. Alinan dizeltme
orani % 82,3 ve % 119 arasinda idi.

PI-IM2030-B89463-04

Diizeltme testi

Diuslk konsantrasyonlu numuneler bilinen miktarda ACTH ile ekildi.
Numuneler daha sonda asile edildi ve tekrar test edildi. Alinan diizeltme
orani % 97,7 ve % 116 arasinda idi.

Olgiim arahg: (analitik duyarliliktan en yiiksek kalibratére kadar): 0,31 ile
yaklasik 1.500 pg/mL.

SINIRLAMALAR

Bu kullanim kilavuzuna uyulmamasi, sonuglari belirgin olarak etkileyebilir.

Sonuglar, klinik hikaye, ek testlerden alinan veriler ve diger bilgilerin de
yeraldidi hastanin toplam klinik durumu 15131 altinda degerlendirilmelidir.

Heparin ACTH’a baglanir, bu sebeple kullaniimamalidir. Numuneler EDTA'I
tipe alinmalidir.

Antikor iceren testlerde, hasta serumu igindeki heterofil antikorlar
tarafindan interferans olasiligi  bulunmaktadir. Hayvanlarla surekli
etkilesimde bulunan hastalar veya immunoterapi géren veya 6r.HAMA gibi
immunoassay ile etkilesim gésteren immunoglobulinler veya immunoglobulin
fragmanlarinin kullanildigi tedavi géren hastalarda antikor olusturabilir. Bu
gibi etkilesim gosteren antikorlar yanhs sonuglara neden olabilir. Bu tir
antikorlari tagidigindan suphelenilen hasta sonuglarini dikkatli bir sekilde
degerlendiriniz.
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IRMA ACTH
IM2030, B89463

HABOP ONnA MMMYHOPAOVUOMETPUYECKOIO IN
VITRO ONPEAENEHUA AKTI B NMIA3SME KPOBU
YEJTOBEKA

Ona guarHocTukm in vitro.

nPUHLUUN

MmmyHopagmomeTpudeckoe onpegenenve AKTI oTHocuTcs K aHanusam
™MnNa «ca3HaBu4». B paHHoM Habope uvcnonb3yeTca npenBapuTenbHas
xummdeckasi mogucmkauma AKTI B cykumHun-AKTT (CAKTT).

Tak kak AKT[ obnagaer BblpakeHHOM BWAOBOW CNEUMUYHOCTHIO
N SBNSIETCA  KpalHe  HecTabunbHbIM  COEQUHEHWEM,  MofyyYeHue
BbICOKOA(PUHHBIX aHTUTEN K KOPTUMKOTPOMWHY YenoBeka, NPUrofHbIX
ons ucnonb3oBaHust B metogax WMPMA, saBnsieTca CrnoXHOW 3apaden.
CykuuHunupoBanne AKTI,  crtabunuaupylowee ero  Momnekyny w
noBbILIaKoLWEee MMMYHOrEHHOCTb MPW BBEOEHUW >XUBOTHOMY, MNO3BOMUIIO
nony4nTb BbICOKOAMUHHbIE MOHOKIOHanbHble aHtutena K CcAKTI
yeroseka. CneunmdurUHOCTb AaHHbLIX aHTMTEN npegnonaraeT nposegeHve
aHanorM4yHom  xumudeckon  mogudpmkaumm  aHgoreHHoro  AKTI B
ncernegyeMbix obpasuax C MOMOLLbIO NPOCTOM U BOCNPOU3BOAMMOW
npoueaypbl C UCMOMNb30BaHNEM CYKLUMHUIMPYIOLLErO peareHTa, BXOASLLEro
B cocTaB Habopa. Xumwuueckas moaudukaums aHanmanpyembix obpasuos
noebiwaeTt crabunbHocTe AKTI 1 ynpolaeT paboTy Mo MX XpaHEHU U
NOATOTOBKE K aHanmay.

B paHHOM Habope ucronb3yeTcs TpU BUAA MbILLMHBIX MOHOKOHAbHbIX
aHTUTEN K pasnuyHbIM anutonam monekynsl CAKTI. MoanduumpoBaHHble
obpasupl 1 KannbpoBoYHble MPOGblI MHKYOUPYIOT B Npobupkax, MOKpbIThbIX
OBYMSI BUAAMM MOHOKIMOHAnNbHbIX aHTuTen. 3aTtem yaansioT COAEpXUMoe
npobupok 1 NPoBOAAT elle OAHY MHKYGauuio C aHTUTenamu, MeYeHHbIMM
25, NMocne okoHYaHUst BTOPOI MHKY6aLmMmM coaepuMoe NpoBupoK yaansioT,
OTMbIBAIOT HECBSi3aHHblE MeYeHble aHTUTena W W3MEepsIloT CBS3aHHYH0
aktuBHocTb 1251, KoHueHTpauumio cAKTI, npsMO nponopuuoHanbHyo
CBA3AHHOW aKTWBHOCTW, OMpepenslT MeToAOM  WHTepnonsauunm  no
KanmbpoBOYHOIN KPUBOW.

NPEAYNPEXAEHUA U MEPbDI
NPEAOCTOPOXHOCTU

O6wume 3amevaHus:

i dnakoHbl ¢ Kanm6paTopaMM N KOHTpONAMKU cneayeTr OTKPbIBATb

HenocpeacTBEHHO  nepen  WUCMofb3oBaHueM, BO  u3bexaHue
Ype3MEPHOrO MCMapeHUS.

. Mepen ucnonb3oBaHWEM [OBECTU peareHTbl [0  KOMHaTHOW
Temneparypbl.

M He cmewwuBatb peareHTbl n3 Ha6opoa Pa3HbIX Cepl/lVI.

*  AHanus kanMbpoBoYHbIX NPO6 AOMKEH NPOBOAUTLCS OJHOBPEMEHHO
€ vccnegyeMbiMn obpasuamu.

*  Ona nonyyeHuss BOCMPOU3BOAMMBLIX PE3YNLTAaTOB OYEHb BaXKHO
cobnofate pekOMEHAYEMbIe YCIOBUS BCTPSIXUBaHWS NMPOBUPOK.

M AHanus pekomMeHagyeTcd npoBoanTb B p,y6nvn<aTax.
i I'Ipo6|/|pKV| TONbKO ANna oAHOPa3oBOro NpUMeHeHuA.
OCHoOBHbIe npaeuna OGpaLI.I,eHVIﬂ C pagnoakTUBHbIMU BelleCTBaMu.

MomnyyeHne,  WCMONb3OBaHWE W TPaHCMOPTUPOBKA  PaAMOaKTUBHBIX
mMaTep1anoB AOMKHbI MPOVCXOANTL B COOTBETCTBUM C NPUHSATBIMU B AaHHON
CTpaHe HopMamu paauaunoHHol 6e30MacHOCTM 1 CaHUTaPHLIMU NpaBunamu
paboTbl C paAnoaKTUBHLIMW BELLECTBAMY.

- B nabGopatopusx 3anpetiaercs
Nonb30BaTbCA KOCMETUKON.

npuHUMaTb

nuLy,  KypuTb,

*  He nunetupoBaTb pacTBOpbl PaanoaKTUBHbBIX BELLLECTB PTOM.

«  [na orpaHuYeHWsi KOHTaKTa C paAMoaKkTUBHLIMKM MaTepuanamu
peKkoMeHAyeTCst UCMOoSb30BaTh pasoBble NepyaTkv 1 nabopaTopHyio
crneuogexay.

*+ Bce wmanunynsuMm c paguMoakTMBHBIMK - BellecTBamu criegyet

nposoauTb B cneumanbHO 060py,ClOBaHHbIX Ana 3T0oro noMeLleHunsXx,
yOaneHHbIX OT MeCT NOCTOAHHOIo I'Ipe6bIBaHI/I$I nogen.

i PagnoakTnBHble BellecTBa cneayetr XpaHuTb C UCNOJS1b30OBaHMEM
KOHTeVIHepOB B cneunarnbHO OTBEAEHHbIX Ofd 3TOro MecTax.

PI-IM2030-B89463-04

*  Heofxogumo  peructpuposatb
paavoaKkTUBHLIX MaTepuarnos.

noctynnexHne n pacxon

+  JlaBopatopHoe o6opyaoBaHue 1 Nocyay CrieayeT XpaHuTb OTAENbHO,
YTO6bI MPEAOTBPATUTL UX 3arpPA3HEHNE PAOMNOaKTUBHLIMI M30TOMaMM.

. JTobow cnyvam pagMoakTMBHOIO 3arpsi3HEHUST UMW UCYE3HOBEHUS
pagvoakTMBHOTO  MaTepuana [JOfKeH  paccMmaTpuBatbCs B
COOTBETCTBUM C 3aKOHOAATENIbCTBOM.

. YTunusauma pagnoakTUBHBIX OTXOAOB AOMKHA OCYyLLeCTBNATLCA B
COOTBETCTBMMN C 3aKOHOOATENbCTBOM.

A3np HaTpus

HekoTopble KOMMOHEHTbI HaGopa copepxaT asug HaTpus B KadecTse
KOHcepBaHTa. BcTynasi B peakumio Co CBMHLOM, MeAbl U NMaTyHbio, a3ug
HaTpusi obpa3syeT B3pblBOOMNacHble asuabl MetannoB.  OTpaboTaHHble
peareHTbl criegyeT pastaBnsTe GOMbLUMM KONMUMYECTBOM BOOOMPOBOAHON
BOZbI, MOCIEe YEero X MOXHO CNBaTb B KaHaNM3auuio.

Marepuan YenoBe4yeckoro NpouCxXoxaeHus

MaTepran 4enoBe4eckoro MNPOWNCXOXAEHUs, BXOAAWMA B  COCTaB
KOMMOHEHTOB AiaHHOro Habopa, He coaepxuT aHTuTen k HIV 1, HIV 2, HCV,
a Takke K NOBEepPXHOCTHOMY aHTureHy Bupyca renatuta B (HbsAg). OpHako
HW OOMH W3 CYLLECTBYIOLMX METOAOB aHanmsa He MOXeT rapaHTMpoBaTb
MOJTHOrO OTCYTCTBUS MH(EKLIMOHHBIX areHToB B UCCrefyeMoM matepuane.
Moatomy npu pabote c KoMmnoHeHTamu Habopa crnegyeT cobniogaTtb
HeobxoAMMble Mepbl MPeJOCTOPOXHOCTY.

C nccnegyembiMy obpasuamu nnasmbl KpOBU criegyeT obpaluatbes Kak ¢
NoTEHUManbHO UHAEKLUMOHHBIM MaTepuanomM, MoryLmm cogepxaTb BUPYCbI
ChnO v renatuta. YTuUnu3auusi OTXOAOB [OMMKHA OCYLLECTBNSTHCS B
COOTBETCTBMM C 3aKOHOAATENBCTBOM.

KNACCU®UKALINA ONMACHOCTEWU NO
CUCTEME CIC

Wash Solution (20X) OlMACHO!

H360 MoxeT npusecTu

K HapyLleHuo
pPenpoayKTUBHON PYHKLMUMN
U HaHecTu Bpen pebeHky
B yTpobe maTtepu.

Mepen ucnonb3oBaHuem
nonyyYnTb crneumanbHble
MHCTPYKLUN.

HapeBaTtb 3aWnTHblE
nepyaTku, 3aluUTHYO
odexay, CpeacTsa 3awuThbl
OopraHoB 3peHus / nuua.
NPW Bo3geiicTBumn

WU NOJO03PEHUN HA
BO3gdencTBue: obpatuTbes
3a MEAMLIMHCKOW NMOMOLLbHO.
Bopxas kucnota 0,1 - 0,3%
HaTtpusa 6opart, gekarngpat
0,1-0,3%

P201

P280

P308+P313

Succinylation Reagent OCTOPOXHO!

H302 OkasblBaeT BpegHoe
BO3dencTBue npu
npornaTbiBaHnm.
Bbi3biBaeT cepbe3Hoe
pasgpaxeHuve rnas.

MoxeT BbI3blBaTb
pasgpaxeHue AblxaTenbHbIX
nyTen.

M3beraTb BAbIXaHWS NapoB.
HapeBaTtb 3aWnTHblE
nepyaTtku, 3aLluUTHYIO
ogexay, cpeacTsa 3alumThl
OopraHoB 3peHus / nuua.

H319

H335

P261
P280

46 of 55



Calibrators

PI-IM2030-B89463-04

P304+P340

P312
P337+P313

P403+P233

OCTOPOXHO!

D

H315
H319

H335
P261
P271
P280

P302+P352

P304+P340

P305+P351+P338

P312

P332+P313

P337+P313

P362+P364
P403+P233

P405
P501

MNPV BObIXAHWUW: BbiHECTH
nocTpagaBLUEero Ha CBEXMUi
BO34yx u obecneynTtb emy
NOMHbIN NOKOW B yAOGHOM
ONS AbIXaHWUS NMONOXEHWN.
ObpatnTbcs B
TOKCVKONOIMMYECKUIA
LIEHTP/k Bpauy B cny4yae
NI0XOro CaMo4yBCTBUS.
Ecnun pasgpaxeHve rnas
npogomxaercs: obpatutbes
K Bpauy.

XpaHuTb B XOpOLUO
BEHTUMUPYEMOM MecCTe.
[epxaTtb KOHTeHep NoTHO
3aKpbITbIM.

AuTtapHbIn aHrngpug > 95%

Bbi3biBaeT pasgpaxeHue
KOXMW.

Bbi3biBaeT cepbe3Hoe
pasfpaxeHue rnas.

MoxeT BbI3bIBaTh
pasfpaxeHue apixaTernbHbIX
nyTen.

M3beraTb BAbIXxaHWSA NapoB.
VMcnonb3oBaTh TOMbKO Ha
OTKPbLITOM BO3Jyxe uUnu B
XOPOLLO BEHTUUPYEMOM
mecrTe.

Hapesatb 3awyuTHbIe
nepyaTku, 3almUTHYO
oaexay, CpeacTsa 3awWuThbl
opraHoB 3peHust / nuua.
MNP NONAOAHNNA HA
KOXXY: npombiTb GonbLwmnm
KONM4YecTBOM BoAbl C
MbIFIOM.

MNP BObIXAHWW: BbiHECTM
nocTpajaBLLEero Ha CBEXUIA
BO3AYX U obecneynTb emy
MOsHbINA NOKON B yoBHOM
ANS AbIXaHWS NONOXEHUN.
MNP NONAOAHUN B
MASA: 0CTOpPOXHO
npomMbIBaTb BOAOM
HecKonbKo MUHYT. CHSATb
KOHTaKTHbIE NTMH3bI, ecnu
OHW €CTb M 3TO Nerko
caenatb. [MpopomknTb
NnpoMbIBaHUE.

Obpatutbcs B .
TOKCUKONOI’MYECKNA
LIEHTP/k Bpauy B cnyvae
N0Xoro CamovyBCTBUSI.
Mpun pasgpaxeHnn Koxu:
obpatutbes K Bpayy.

Ecnu pasgpaxeHue rnas
npopomkaercs: obpatutbcs
K Bpauvy.

CHATb 3arpsi3HEHHY0
odexay U npoMbITb

ee nepeq NOBTOPHbIM
MCMOMb30BaHNEM.

XpaHuTb B XOpOLUO
BEHTUNMPYEMOM MeCTe.
[epxaTb KOHTeHep NoTHO
3aKPbITbIM.

XpaHuTb NoA 3aMKOM.
YTununsuposatb
coaepXMmoe/KoOHTENHep

B COOTBETCTBUU C
MeCTHbIMW/HaLMOHaNbHbIMN
MONOXEHUSIMU

OumeTtun cynbdokena
AHTapHbIV aHrMapua
Kanus rugpokeng

DMSO OCTOPOXXHO!

H227 [oprovas XxmaKocTb

H315 Bbi3biBaeT pasgpaxeHve
KOXMW.

H319 Bbi3biBaeT cepbe3Hoe
pasgpaxeHuve rnas.

H335 MoxeT BbI3bIBaTbL
pasgpaxeHue AblxaTenbHbIX
nyTen.

P261 M3beraTb BAbIXaHWS NapoB.

P280 HapeBaTtb 3alUuTHblE

nepyaTku, 3aluUTHYO
oaexay, CpeacTsa 3awuThbl
opraHoB 3peHust / nuua.

P304+P340 MPW BObIXAHWUW: BbiHECTH
nocTpaaBLUEro Ha CBEXUI
BO34yX U obecneunTb emy
NOMHbIN NOKOW B yAOGHOM
NS AbIXaHWS! NONOXEHUN.

P312 O6patutbcs B
TOKCMKONOIMMYECKNA
LIEHTP/k Bpauy B crnyyae
NII0XOro CaMo4yBCTBUSI.

P337+P313 Ecnu pasgpaxeHuve rnas
npogormkaeTcsa: obpaTuTbes
K Bpauy.

P403+P233 XpaHuUTb B XOpOLLO

BEHTUNMPYyEMOM MecCTe.
[epxaTb KOHTENHep NOoTHO
3aKPbITbIM.

HOvnmetun cynsdokeng >
95%

MacnopT Ge3onacHOCTM [OCTYNeH Ha canTte
techdocs.beckmancoulter.com

NONYYEHUE, OBPABOTKA, XPAHEHUE U
PA3BEAEHUE OBPA3LIOB

CobpaTb KpOBb B  CUIIMKOHM3UPOBaHHblE  CTEKMSAHHbIE UMK
nnactukoBble npobupkn ¢ 3OTA. He wucnonb3oBaTtb renapvH B
KayecTBe aHTVKoarynsaHTa. He ncnonb3osaTb CTEKNSAHHbIE NPOBUPKK,
He MOKpPbITble CUIIMKOHOM, T.K. OHM agcopbupytoT AKTT.

*  Kak MOXHO ObicTpee oTaAenuTb Nnasmy LeHTpudyrupoBaHuem npu
2-8°C.

. B Buay Toro, yto AKTI™ aBnsieTcs KpaviHe HeCTabunbHOWM MOMEKYION,
obpasupl Nnasmbl cnefyeT pasgenuTb Ha anukBoTbl U 3aMOpPO3UTb
npu Temnepartype -18°C, ecnu aHanu3 He OygeT npoBOAMTLCSA
HemeneHHo. M3beraTb MOBTOPHOMO 3aMopaXkMBaHUSi U OTTanBaHus
npoo.

Tak kak CyKUMHUNMpOoBaHWe noBbiwaeT ctabunsHocTb AKTT, 06pasubl
nnasmbl MOXHO obpabaTbiBaTb Cpasy e nocne LUeHTpudyrnpoBaHums
(cm. n. Mpouenypa aHanu3a). CyKuMHUIMPOBaHHbIE 06pasLibl MOXHO
XpaHuTb B TedeHve Hegenu npu 2-8 °C. [Ina Gonee AnuTensHOro
XPaHEeHUS WX HYXHO 3amMopo3uTb Mpu Temnepatype Hwke -18
°C. Bnarogapsi goctatoyHoO BbICOKOW cTabunbHocTM CAKTI k
3aMOpaXMBaHWI0O M OTTaMBaHWIO, CyKUMHUNIMPOBaHHblE 0bpasLpl
MOXHO He pa3fensiTb Ha HECKONbKO aruKBOT.

. Ecnu koHueHTpaums AKTI B o6pasue npeBbilaeT MakCcMmarbHbIN
KanMbpoBo4HOM npoboK, ero cregyeT CyKUMHUNMPOBAaTb, a 3aTem
pa3BecTn «HyneBOW» KanmbpoBoyHOM Mpoboi M MpoBecTW aHanva
NMOBTOPHO.

NPEAOCTABJIAEMbIE MATEPUATbI

Bce peareHTbl ctabunbHbl npu 2-8°C 0O OKOHYaHUS Cpoka rOAHOCTU
Habopa yka3aHHOrO Ha 3TUKETKE. CpoKku rogHOCTM, YyKasaHHble Ha
3TUKEeTKax (PNIakOHOB C peareHTamu, OTHOCSTCA TOMbKO K UX XPaHEHWIO B
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NpPon3BOACTBEHHbIX YCNOBUAX BN1OTb 4O MOMEHTa KOMNeKkTauun Ha60pa n
He pacnpoCcTpaHAKTCA HaNoy4eHHY0 3aka3dnkoM npoayKuumio.

YCRoBUs: XPaHEHUsI PEareHTOB MOCIE UX BOCCTAHOBIIEHUS UMM Pa3BeaeHus
ykasaHbl B pasgene «[pouenypa».

Ha6op ans onpepgenexHnsa AKTI: 100 npo6upok (Kat.Ne IM2030)

Mpo6u1pKK, NOKPbITbIE MOHOKIOHaNbHbIMK aHTUTENnamu kK cAKTI: 2 x 50
wT. (roTOBbl K UCMOMNb30BaHMIO)

MeTka, pacTBOp MOHOKMOHanbLHbIX aHTuTen K cAKTI, MeyeHHbIx '2I: 1
dnakoH, 11 Mn (rotoBa K MCNOMb30BaHMIO)

Ha paty narotosneHust gonakoH conepxut 814 kbk % |-ummyHornobynuHos
B Bydbepe ¢ 6enkom, kpacutenem u asngom Hatpus (< 0,1%).

Kanu6poBo4Hble npobbl: 5 dnakoHoB no 2 mn + 1 cdnakoH ¢ 4 mn
«HyneBOM» KanMObpPOBOYHOW NPOGLI (FOTOBbI K UCMOMb30BaHMI0)

KanubpoBoyHble Mpobbl  cogepxaT  CbIBOPOTKY KPOBM  YernoBeka,
06paboTaHHyl0 SHTapHbBIM ~ aHrMapuaoM, U MNOo3ToMy He Tpebytot

AanbHeNnLwen XMMmyeckorn Mogndunkaumnm.

KannbpoBouHble npobbl cogepxat cuHTeTudeckun cAKTI B guanasoHe
KOHUeHTpauun ot 0 go npubnuantensHo 1 500 nr/mn B CbIBOpPOTKE
KpoBMu 4enoseka ¢ asmaom Hatpusa (<0,1%). TodHble KOHUEHTpauuu,
kanubpoBaHHble No MexayHapogHomy ctaHaapty NIBSC 74/555, ykasaHbl
Ha 3TUKEeTKax orakoHOB.

KoHTponbHas cbiBopoTKa: 2 chnakoHa (nmodununsoBaHHble npenaparbl)

BHumaHue: [lpuHMMas Bo BHUMaHWe HectabunbHocTb AKTI, B cocTtaB
Kaxgoro Habopa BXOAMT MO 2 OAMHaKOBbIX (PrakOHa C KOHTPOSbHOM
CbIBOPOTKOWA. OcTaTkn  pacTBOPEHHON KOHTPOSMbHOW  CbIBOPOTKY,
He o06paboTaHHOV SHTapHbIM aHrMAPWMAOM, Henb3s COXpaHATb Ans
OanbHeNWero ucnonb3oBaHus, Aaxe npu HU3kow Temnepatype. [lpwu
npoBeAeHUN MocredyoWmx OnpeaeneHuii peKoMeHOyeTCs MCronb3oBaTb
BTOPOW hNaKoH.

MpenapaT cogepXuT NUOGUNN30BaHHYIO CbIBOPOTKY KPOBU YerioBeka C
M3BECTHbIM cogepxxaHuem cuHtetTudeckoro AKTI. Oxupgaemblin guanasoH
KOHLIEHTpaLUWii yKa3aH Ha OTAENbHOM JNINCTKe-BKNaabILe.

LLleno4yHon pactBop: 1 chrnakoH, 15 Mn (rOTOB K UCMONBb30BaHUIO)

B coctaB 6ydepa Bxoaut asug Hatpus (<0,1%).

CyYKUVHMUNMPYIOLWMUIA peareHT: oauH ¢prnakoH (MOpPOLLOK)

dnakoH cogepxmT 600 Mr SHTapHOro aHruapuaa.

AMCO (aumetuncynbdokena): 1 conakoH, 3 mn (roToB K MCNONb30BaHUIO)
Pacteop AMCO c d¢eHonoBbiM kpacHbiM. [atot AMCO ypaBHOBecUTbCS

npu KOMHAaTHOW TemrnepaType A0 MOMHoro pacnnasneHns. OCTOpOXHO
nepemeLLMBaloT Nepes UCnonbL3oBaHNEM.

MpombiBOYHbLIN pacTBOp (20x): 1 cbnakoH, 50 mn.

KOHUEHTpMpOBaHHbI ~ pacTBOp  JofmkeH ObiTb  pasBegeH  nepeq

Mcnonb3oBaHNeM.
Ha6op ansa onpepnenexHnsa AKTI: 50 npo6upok (KaT.Ne B89463)

Mpo6upKK, NOKPbITbIE MOHOKIIOHaNbHbIMK aHTUTENamu kK cAKTI: 1 x 50
WT. (roTOBbI K MCMOSb30BaHUIO)

MeTka, pacTBOP MOHOKNOHaNLHLIX aHTUTen Kk cAKTI, meyeHHbIx '%l: 1
c¢onakoH, 11 mn (rotToBa K MCMoNb30BaHUIO)

Kann6poBo4Hble npobbl: 5 dnakoHoB no 2 mn + 1 cdnakoH ¢ 4 mn
«HyneBOM» KanMObpoBOYHOW NPOGLI (FOTOBbI K UCMOMb30BaHMI0)

KoHTponbHas cbiBopoTKa: 2 ¢hnakoHa (nTmodunmaoBaHHble npenapartbl)
LLleno4yHon pactBop: 1 conakoH, 15 Mn (rOTOB K MCMONb30BaHUIO)
CyKLUMHUNUPYIOLLMIA peareHT: oAuH ¢nakoH (MopoLuok)

AMCO (aumetuncynbdokena): 1 conakoH, 3 Mn (roToB K MCMONb30BaHUIO)
MpombiBoYHbLIN pacTBop (20x): 1 donakoH, 50 mn.

PI-IM2030-B89463-04

HEOBXOAUMbIE, HO HE
NPEAOCTABJIAEMbIE MATEPUAITDbI

Momumo ctangapTHoro nabopartopHoro obopygoBaHus He06XxoauMo UMeTb
crepywollee:

. NonMNponuneHoBbIe NPOBUpPKK
. nonyasTomatuyeckune nunetkm (300 mkn, 500 mkn)
. nonyasTomartnyeckve nunetku (50 mkn; 100 mkn; 250 mkr, 2 mn).
. BUXPEBOW CMecUTenb Tuna vortex
. rOPU3OHTanbHbIA UK OpoUTarnbHbIN BCTPsSIXUBaTENb
. BOOOCTPYWMHbIA Hacoc
. ramma-cyeTuvK Ans U3MepeHns aktueHocTu 1251,
NMPOLUEOYPA
I'Ionro-rI;lBKﬂ)eareH'roa
[loBecTn BCe peareHTbl /0 KOMHATHOWN TemnepaTypsbl.
PacTBOpeHMne KOHTPOSIbHOM CbIBOPOTKM

PactBopuTe cogepxumoe OAHOTO 13  (PakoOHOB C  KOHTPOSIbHOW
CbIBOPOTKO/ B yKa3aHHOM Ha 3TuKeTke obbeme [AUCTUNNMPOBaHHOMN
Boabl. Yepes 10 - 20 MUHYT (Makc) akkypaTHO nepemellatb, usberas
obpazoBaHust neHbl. OcTaTkM PacTBOPEHHOW KOHTPOMbHOW CbIBOPOTKY,
He o06paboTaHHOV SHTapHbIM aHrMApWMAOM, Henb3s COXpaHATb Ans
OanbHeNWero ncnonb3oBaHus, Aaxe npu Hu3koW Temnepatype. [lpwu
npoBeAeHUN nocreayowmx OnpeaeneHnii peKoMeHOyeTCs MCMonb3oBaTb
BTOPOW hNaKoH.

PacTBopeHMe CyKUMHUNUPYIOLLEro peareHTa

CopepxaHve nakoHa BoccTaHoBneHo obbvemom [OMCO, ykasaHHbIM
Ha aTukeTke. TwaTenbHO nepemelLnBanTe nepen MUCMNOMb3oBaHWEM U
BM3yanbHO NpoBepsANTe NOMHOE pacTBOPEHWE CYKLMHWIIOBOTO aHruapuaa.
lMocne BoccTaHoBNeHus peareHT cTabuneH npu 2-8°C OO OKOHYaHWs
cpoka rogHocTu Habopa. Jlerkoe noTtemHeHue, wHoraa Habniogaemoe
Npu XpaHeHUW, HUKakMM 06pa3oM He BIUSIET Ha XapaKTEPUCTUKU
CYKLMHWUNUPYIOLLIOTO peareHTa.

MpuroTtoBneHne NPOMbLIBOYHOro pacTBopa

Cwmewatb cogepxummoe riakoHa C  KOHLEHTPATOM  MPOMbIBOYHOMO
pactBopa 1 950 mn guctunnupoBaHHow Boabl. MoAroToBneHHbIN k paboTe
NPOMBIBOYHBIN PACTBOP MOXHO XpaHuTb nMpu 2-8°C [0 OKOHYaHWs Cpoka
rogHocTu Habopa.

Mpoueaypa aHanu3a
CyKUUHUNMPOBaHNE KOHTPOIbHbIX CbIBOPOTOK U aHann3mpyeMbix o6pasuos

BHMMaHMe: He CYKUMHUNIMPOBAaTb KannbpoBoOYHbIe NPo6bI

B nonunponuneHoBble I'IpO6VIpKVI BHECTU peareHTbl B
cnegywouwiem nopsake>

500 mkn obpasua 1 KOHTPOSbHON CbIBOPOTKM
250 MKn weno4yHoro pacTteopa
50 MK CYKUMHUNMPYIOLLEro peareHTa

HemeaneHHo nepemMeluatb Ha BUXPEBOM cCMecuTene

WHky6upoBaTtb 5 MuHyT npu 18-25°C

MpumeyaHue 1: B Tabnuue ykasaHo KONMMYECTBO peareHToB, OCTaTOuYHOEe
ONs NpoBeaeHusl aHanmaa B gyonukartax. Ecnv aHanus 6ynet npoBoanTbest
B MOHOMMMKaTax, To ucnorb3yemble 06beMbl 06pasLa, LLenovHoro pactesopa
N CYKUMHWUIMPYIOLLErO peareHTa MoryT 6biTb YyMEHbLUEHbI HAMOSIOBUHY.

Mpumeyanue 2: Ecnu npouecc xumudeckon moandukaumm AKTI npowen
YCMEeLHO, TO UBET MHAMKATOPa, BXOASLLEro B COCTaB CYKUMHWUMMPYIOLLErO
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peareHTa, AOMKEH CTaTb XenTbiM. B npoTuBHOM cny4ae oH 6y£l,eT NMeTb

VONETOBbIN OTTEHOK.

MHkybuposatb 1
yac npu 18-25°C
N MOCTOSIHHOM
BCTpsixvBaHum (>280
ocu./MUH.).

TwarensHO yganutb
COAepXMmMoe Bcex

MHkyGuposaTtb 2
Yyaca npu 18-25°C
M MOCTOSIHHOM
BCTpsixvBaHuu (>280
ocu./MUH.)

TwarenbHO yoanutb
coaepxmmoe nNpobupok

WmmyHonoru- NmmyHonoru N3mepeHune
yeckasi ctagus 1 yeckas ctagus 2 pe3ynsraToB
B nokpbliTble B kaxgyto npobupky [MpombITe NpoBUpKM
aHTUTENamMm Npobupkn BHECTW Mo ABa pasa no 2
nocnefosaTenbHO MI1 NPOMbIBOYHOTO
BHECTU: pacteopa
300 mkn 100 MKkn mMeTku. M3mepuTb CBA3aHHYIO
KanmbpOoBOYHbIX (B) n obwyto (T)
npo6, unu aKTvBHOCTbL %)
CYKLMHUITMPOBaHHbIX (MMN./MUH.) B TeYeHne
o6pasLoB u 1 MUHYTBI.
KOHTPOIMbHbIX
CbIBOPOTOK

npo6upok (kpome npob “T")

*B ABe gononHuTenbHble Npobupku BHecTU No 100 MK METKU Ans OLEHKN
obwen aktneHoctn 1251 (T), mn./MuH.

PE3YJIbTATbI

PesynbraThl paccuMTbiBalOT METOAOM WHTEPMONsSuMM Mo KanuGpoBOYHOW
KPWBOWA, MONyYEeHHON OLHOBPEMEHHO C aHanM30M HEU3BECTHbIX 06pa3LoB.

KannbpoBo4iHas kpuBas

PesynbtaTbl B OTAENEHWM  KOHTPONSA  KayecTBa  paccumTaHbl  C
ucrnonb3oBaHnem nogbopa KpuBoW  «cruialiH»  C  YCTaHOBMEHHON
PagvoaKTUBHOCTLIO  (UMIM/MUH—UMIM/MUHz)  NO  NorapudMmnyeckom
BEpTMKaNbHOM OCW W KOHUEHTpauuen aHanuta KanubpaTopoB noO

norapudMmnyeckor ropu3oHTanbHom ocu (nr/mn).

,EI,pere meTogpl obcyeTa MOryT [OaBaTb HECKOJIbKO oOTnnyarowmecs

pesynbrarbl.
O6wwun cyet: 257 224 mn./MuUH.
KanuGparoper | AKTI (nr/mn)| Umn./muH. BIT (%) MMN/MUHC|
(n=3) —UMN/MUHcq)0
0 0 182 0,07 -
1 8,2 829 0,32 647
2 26,0 1 847 0,72 1 665
3 87,0 5 505 2,14 5323
4 451 23 888 9,30 23 706
5 1 322 57 455 22,34 57 273

(Mpumep munuyHoU kanubposoyHou Kpueoul. He ucronb3oeams 0ns
obcyema pesyrnbmamos.)

O6pa3ubl

Ona kaxpon npobbl onpegenuTe 3HaveHue umn/mMuH unu B/T  no
BEPTMKaNbHON OCK U Y3HaNTe COOTBETCTBYHIOLLYIO KOHUeHTpaumio ACTH no
rOpU3oHTanbLHOM OcK.

MpumeuaHune: Ha aTukeTkax (OrakoHOB C KanMGPOBOYHLIMKU MNpoGamMu
yKasaHbl KOHLEHTpauum ¢ yyetom paseegeHusi obpasua B npouecce ero
CYKUMHUMPOBAHUS, MO3TOMY HUKaKOW LOMOSTHUTENbHOM KOppek

OXWOAEMbIE 3HAYEHUA

B kaxpgow na6opaTopMM pekoMeHayeTcAa yCTaHOBUTb Cco6CTBEHHblE YPOBHMU,
COOTBETCTBYHOLLME HOPMalibHbIM. anIBe,E]eHHbIe HWXXe 3Ha4YeHUA ABNAKTCA
OPMEHTUPOBOYHLIMWN.

Homep CpenHee Menunana 2,5- npoue 97,5- npoue
3Ha4YeHune HTUNb HTUIb
42 18,5 nr/mn 15 nr/mn 7 nr/mn 41 nr/mn

PI-IM2030-B89463-04

KOHTPOJIb KAHECTBA

B cootBeTcTBMM C TpeboBaHuAMu Good laboratory practices ans koHTpons
KayecTBa MPOBOAMMBIX MUCCIEedOBaHWA criedyeT perynspHoO MCMonb3oBaTb
KOHTpOnbHble 00pasubl, KOTOpble [OMKHbI MPOXOAUTL Te Xe craguu
aHanuaa, 4To 1 aHanuampyemble nNpobbl. Pe3ynsraThl KOHTPONsS kadecTBa
pekoMeHayeTcs obpabaTbiBaTh C MOMOLLBIO CreuparnbHbIX CTaTUCTUYECKUX
MeTOLOB.

B cny4ae cepbe3HOro MNOBPEXAEHWSI YMakoBKW, WNW B Crnyyae
HEeCcooTBETCTBUSI Nony4YeHHbIX pesynsTaToB aHanuTU4YecKnm
XapakTepuctukam obpaTtuTechb, MoXanyicTa, K Halwwum creuyuanvcram.

E-mail: imunochem@beckman.com unu beckman.ru@beckman.com
TEXHUYECKUE XAPAKTEPUCTUKU

(Bonee nodpobHas uHgopmayus npueedeHa e pasdene “APPENDIX”)
YyBCTBUTENBLHOCTbL

AHnanuTtuyeckas yyBcTBuTENnbHOCTL: 0,31 nr/mn

®DyHKUUOHanbHasi YyBCTBUTENbHOCTb: 4,82 nr/mn

CneundnyHocTb

AHTWTENa, wucronb3yemble B [OaHHOM Habope, WMEKT  BbICOKYHO
cneundnyHoctb kK AKTI. TMepekpecTHas peakumsi ¢ 6GnmM3KopoaCcTBEHHLIMU
coeguHeHuamn (AKTI 1-24; 1-10; 18-39; 11-24; aMCI n MNOMK) kak
B ortcytctBunm AKTI (Kpocc-peakTMBHOCTb), Tak M MpU €ro Hanuyuu
(MHTepdepeHUus), KpaiHe mana.

BocnpoussoammocTtb
BHyTpu aHanusa

AHanus obpasuoB nposoauny B 25 pennvkatax B npegenax ofHoW cepun
onpegenenun. KoadpduumeHT Bapuaumm nsmepeHHbix yposHen AKTI He
npesbiwan 10,0%.

Mexny aHanusamu

AHanua obpasuos B Aybnukatax nposogunu B 10 pasnuyHbIx cepusix
onpegenenun. KoadpduumeHT Bapuaumm namepeHHbix yposHen AKTI He
npesbiwan 10,8%.

To4HOCTb
TecT Ha pa3BeaeHue

O6pasupbl ¢ BbicOKOM KoHueHTpauuern AKTI cyKuMHWnIMpoBanu v genanu
cepuiiHble pa3BegeHnst Ha “HyrneBo” kanubpoBoyHoW npoboe. BenuuvHa
“oTKpbITMA” cocTaBuna ot 82,3% no 119%.

TecT Ha OTKpbITME CTaHAAPTHOW [06aBKU

U3BecTHble konunyectBa AKTI goGaensinu B o6pasubl Nnasmbl C HWU3KOW
€ro KOHLUEeHTpaunen, CyKUMHUIMPOBanu nofyYyeHHble Npobbl 1 MPOBOAMN
aHanu3. BenuuuHa “oTkpbiTs” coctaBuna ot 97,2% no 116%.

Ouana3oH onpepeneHun (OT aHaNUTUYECKOW 4YyBCTBUTESIBHOCTM [0
3HaYeHUs1 HauBbICLLEW kanmbposoyHol npobbl): 0,31 oo nNpubnuantensHo
1 500 nr/mn.

OrPAHNYEHUA

HaprJeHI/Ie MEeTOAUKM NpoBeAeHNA aHanm3a MOXeT NPUBECTU K UCKaXXEeHU0
pes3ynbraTtoB NUCCeaoBaHUA.

Pesynbrathl onpeaeneHnsi 4OMKHbI ObITb MHTEPNPETUPOBAHbI B CBETE 00LLEeNn
KMUHUYECKOW KapTWHbI NauueHTa, BKNovas aHamHes, AaHHble ApYrMX TECTOB
1 NOAXOASALLYIO VHYI0 MHdOPMaLuIo.

Ons  nonyyeHuss nnasmbl
OH cBsi3biBaeT AKTT.
mcnonb3oBatb JOTA.

Henb3si MCronb3oBaTb renapuH, Tak Kak
B KkayecTBe aHTuKOarynsiHta pekoMeHayetcs

Mpu BbLINONMHEHWM aHanM3oB C WCMOMb30BAHWEM aHTUTEN BO3MOXHA
MHTepdepeHUns retepodunbHbIMM aHTUTenamm B npobe nauveHTa. Y
NaLneHTOB, MMEIOLLMX NMOCTOSAHHBINA KOHTAKT C XKMBOTHBIMU U NMPOXOAMBLLNX
MMMYHOTEpanuio UNn [uarHocTuyeckne npoueaypbl C UCMONb30BaHWEM
MMMYHOrMo6yNMHOB UK nx doparMeHToB, MOTYT BblpabaTbiBaTbCSt aHTUTENa
(re.  HAMA), koTopble BMUSIOT Ha pesynbraTbl UMMYHHOTO aHanusa.
BnusiHme aTWX aHTMTEN MOXET NpMBECTU K MOMYYEHWUIO OLUMBOYHBIX
pe3ynbraTtoB. TLiaTenbHO NpoBepsiiTe pesynbTaTtbl aHanM3oB NauMeHToB C
nofo3peHNeM Ha Hanuume aTUX aHTUTen.
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IRMA ACTH
IM2030, B89463

IMUNORADIOMETRIJSKI TEST ZA IN VITRO
ODREDIVANJE ACTH U HUMANOJ PLAZMI
Za in vitro dijagnosti¢ku upotrebu.

PRINCIP

Imunoradiometrijsko odredivanje ACTH je vrsta “sendvi¢” testa gde se ACTH
prvo hemijski modifikuje dodavanjem sukcinil grupe stvaruj¢i sACTH.

ACTH je veoma prisutan u razli¢itim bioloskim vrstama i veoma nestabilan.
Iz ova dva razloga je posebno teSko imunizovati Zivotinje na humane
hormone za produkciju antitela sa dovoljnim afinitetom da bi se upotrebili
u imunoradiometrijskom testu. Hemijska modifikacija humanog ACTH
dodavanjem sukcinil grupe omoguéava da se on diferencira od endogenog
ACTH imunizovanih Zivotinja i pove¢ava mu se stabilnost. Na taj nacin se
dobijajau monoklonalna antitela sa visokim afinitetom za sukcinil grupu.

Natrijum azid

Neki reagensi sadrze natrijum azid kao konzervans. Natrijum azid moze
da reaguje sa olovom, bakrom ili mesingom i da formira eksplozivne
metalne azide. Izbaciti reagense ispiranjem sa velikom koli¢inom vode kroz
vodovodne instalanacije.

Materijali humanog porekla

Materijal humanog porekla, sadrzanog u ovom kitu, je negativan na prisustvo
antitela na HIV 1 i HIV 2, antitela na HCV, kao i na Hepatitis B povrSinski
antigen (HBsAg). StaviSe, sa njima treba rukovati kao da su moguéi
prenosnici bolesti. Ni jedna poznata metoda testiranja ne moze u potpunosti
potvrditi da virus nije prisutan. Rukujte sa ovim kitom sa svom neophodnom
predostroznoséu.

Sa svim uzorcima plazme treba postupati kao da su sposobni za prenos
hepatitisa ili AIDS-a, a otpad treba odlagati u skladu s propisima drzave.

GHS KLASIFIKACIJA OPASNOSTI

Specificnost anittela dobijenih u ovom testu zahteva da se ista hemijska ~ Vash Solution (20X)  OPASNOST
modifikacija primeni i na uzorke. Ovo se jednostavno postize i dobija se
visoka reproducibilnost koris¢enjem reagensa za dodavanje sukcinil grupe
koji se nalazi u pakovanju. Sta vise, hemijska modifikacija uzoraka stabilizuje
ACTH §to olakSava rukovanje uzorcima. H360 Moze da oteti plodnost li
Koriste se tri miSija monoklonska antitela usmerena na tri razli€ita epitopa nerodeno dete.
ACTH molekule tako da nema medusobne kompeticije. Modifikovani uzorci P201 Potrebna su posebna
i kalibratori se inkubiraju u epruvetama obloZzenim sa dva monoklonalna uputstva pre upotrebe.
antitela. Nakon prve inkubacije, sadrzaj epruveta se paZljivo aspiriraju. P280 Nositi zastitne rukavice,
Nakon toga se svakoj epruveti dodaje rastvor koji sadrzi tre¢e monoklonalno zastitnu odeéu i zastitna
antitelo obeleZzeno sa '®°l. Nakon druge inkubacije, sadrzaj epruveta se sredstva za odillice.
aspirira i nakon dvostrukog ispiranja, izmeri se vezana radioaktivnost. P308+P313 AKO ste izloZeni ili zabrinuti:
Nepoznate vrednosti se odreduju interpolacijom sa standardne krive. Potrazite medicinski
Koncentracija ACTH u uzorcima je direktno proporcionalna radiokativnosti savet/miglienje.
u uzorku. Borna kiselina 0,1 - 0,3%
UPOZORENJE | MERE OPREZA g‘ﬁtf'lgrg;ymt dekahidrat
Opste napomene: ) ) LT YOe

. . . L Succinylation Reagent UPOZORENJE

. Bocice sa kalibratorima i kontrolama treba da budu otvorene $to je
kra¢e moguce da bi se izbeglo prekomerno isparavanje.

. Neka svi reagensi dostignu sobnu temperaturu.

. Ne meSati reagense iz kitova razlicitih lotova. H302 Stetno ako se proguta.

«  Standardna kriva mora biti obuhvaéena sa svakim testom. H319 Izaziva ozbiljnu iritaciju ogiju.

. Pravilno podeSavanje meSalice je veoma vazno za reproducibilnost H335 MoZe da uzrokuje iritaciju
testa p ) J P respiratornih organa.

' P261 Izbegavati udisanje

. Preporuceno je da se test vrsi u duplikatu. isparenja.

«  Svaka epruveta mora da se upotrebi samo jedanput. P280 Nositi zastitne rukavice,

. . . zastitnu odecu i zastitna
Osnovna pravila bezbednosti od radijacije sredstva za odillice.
Kupovina, posedovanje, upotreba i prenos radioaktivnog materijala je P304+P340 AKO SE UDAHNE: Izmestiti
predmet regulative zemlje korisnika. Pridrzavanje osnovnih pravila izloZeno lice na sveZ vazduh
bezbednosti od radijacije treba da obezbedi adekvatnu zastitu: i OSt?V!tI ga__da m|rujev u

N Ne treba jesti, piti, pusiti ili nanositi kozmetiku u prisustvu radioaktivnih gggﬁ%g koji mu olakSava
materijala. P312 Pozvati CENTAR ZA

. Ne pipetirati radioaktivni rastvor ustima. KONTROLU TROVANJA

. Izbegavati svaki kontakt sa radioaktivnim materijalom upotrbom il dgkttorzllzkara ako se ne
rukavica i laboratorijskog kombinezona. osecate dobro.

. . . o . P337+P313 Ako dode do iritacije

. Sva manipulacija radioaktivnim supstancama treba da se obavi u oka: Potraziti medicinski
odgovarajuc¢em prostoru, udaljenom od hodnika i drugih prometnih savet/migljenje.
mesta. P403+P233 Cuvati u prostoriji sa _

. Radioaktivni materijali treba da se Cuvaju u kontejnerima koji su dobrom ventilacijom. Cuvati
obezbedeni u oznatenom prostoru. ambalazu ¢vrsto zatvorenu.

«  Zapis o prijemu i skladistenju svih radioaktivnih proizvoda treba da se ] Sukcinski anhidrid > 95%
vodi azurno. Calibrators UPOZORENJE

. Laboratorijska oprema i stakleno posude koje je podlozno
kontaminaciji treba da budu razdvojeni da bi se izbegla unakrsna
kontaminacija razli¢tim radioizotopima.

. Svaki sluéaj radioaktivne kontaminacije ili gubitka radioaktivhog H315 Izaz!va |r|ta.c'|Ju ‘?926-,, .
materijala treba da bude re$en u skladu sa ustanovljenim H319 |zaziva ozbiljnu iritaciju ociju.
procedurama. H335 MoZe da uzrokuje iritaciju

) ) o respiratornih organa.

. Post_u_panje sa rgdloaktlvm_m ot_pa_dom treba da bude u skladu sa P261 Izbegavati udisanje

pravilima utvrdenim u zemlji korisnika. isparenja
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DMSO
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P271
P280

P302+P352

P304+P340

P305+P351+P338

P312

P332+P313
P337+P313

P362+P364

P403+P233

P405
P501

UPOZORENJE

&

H227
H315
H319
H335

P261

P280
P304+P340
P312

P337+P313

P403+P233

Koristiti samo napolju

ili u dobro provetrenim
prostorima.

Nositi zastitne rukavice,
zastitnu odecu i zastitna
sredstva za ocillice.

AKO DOSPE NA KOZU:
Isprati sa dosta sapuna i
vode.

AKO SE UDAHNE: Izmestiti
izlozeno lice na svez vazduh
i ostaviti ga da miruje u
polozaju koji mu olak$ava
disanje.

DODIR S OCIMA: Pazljivo
ispirati vodom nekoliko
minuta. lzvaditi kontaktna
sociva, ako postoje i ako su
lako dostupna. Nastaviti sa
ispiranjem.

Pozvati CENTAR ZA
KONTROLU TROVANJA

ili doktora/lekara ako se ne
osecate dobro.

Ako dode do iritacije

koze: Potraziti medicinski
savet/miSljenje.

Ako dode do iritacije

oka: Potraziti medicinski
savet/misljenje.
Kontaminiranu odecu skinuti
i oprati pre koriS¢enja.
Cuvati u prostoriji sa _
dobrom ventilacijom. Cuvati
ambalazu ¢vrsto zatvorenu.
Cuvati zaklju¢ano.
Odlaganje
sadrzaja/ambalaze u skladu
sa lokalnim/nacionalnim
propisima

Dimetil sulfoksid

Sukcinski anhidrid

Kalijum hidroksid

Zapaljiva teCnost
Izaziva iritaciju koze.

Izaziva ozbiljnu iritaciju ociju.

Moze da uzrokuje iritaciju
respiratornih organa.
Izbegavati udisanje
isparenja.

Nositi zastitne rukavice,
zastitnu odecdu i zastitna
sredstva za ocillice.

AKO SE UDAHNE: Izmestiti
izloZeno lice na svez vazduh
i ostaviti ga da miruje u
poloZaju koji mu olakSava
disanje.

Pozvati CENTAR ZA
KONTROLU TROVANJA

ili doktora/lekara ako se ne
osecate dobro.

Ako dode do iritacije

oka: PotraZiti medicinski
savet/misljenje.

Cuvati u prostoriji sa _
dobrom ventilacijom. Cuvati
ambalazu ¢vrsto zatvorenu.
Dimetil sulfoksid > 95%

Bezbednosni list je dostupan na internet adresi
techdocs.beckmancoulter.com

PRIKUPLJANJE UZORAKA, OBRADA,
SKLADISTENJE | RAZBLAZIVANJE

Uzmite uzorke krvi u epruvetama za uzorak od silikonskog stakla
ili plastike koje sadrze EDTA. Nemojte da koristite heparin kao
antikoagulans. Nemojte da koristite epruvete za uzorak od
nesilikonskog stakla; one adsorbuju ACTH.

. Odvojite serum ili plazmu od éelija centrifugiranjem na 2-8°C.

. Posto je ACTH veoma nestabilan uzorci plazme se moraju Cuvati na
-18°C, ako se test ne izvodi odmah. Uzorci treba da budu alikvotirani
kako bi se izbeglo ponovljeno zamrzavanje i odmrzavanje.

U vidu stabilizacije ACTH dodavanjem sukcinil grupe, uzorcima
plazme se sukcinil grupa moze dodati odmah nakon centrifugiranja
prate¢i protocol u paragrafu Postupak testa. Uzorci kojima je
dodata sukcinil grupa onda mogu da se ¢uvaju do 7 dana na 2-8°C.
Preporucuje se da se na duze periode €uvaju na temperature ispod
-18°C. Nije neophodno alikvotirati uzorke kojima je dodata sukcinil
grupa jer je ACTH sa adiranom sukcinil grupom relativno neosetljiv
na ponovljeno zamrzavanje i odmrzavanje.

. Ako uzorci imaju koncentraciju ve¢u od najveceg kalibratora, njima se
onda mora dodati sukcinil grupa u nultom kalibratoru.

ISPORUCENI MATERIJALI

Svi reagensi kita su stabilni do isteka roka oznaéenog na etiketi kita, pod
uslovom da se €uvaju na 2-8°C. Rokovi odStampani na etiketama bocica
vaze za dugorocno skladistenje komponenti samo od strane proizvodaca,
pre sastavljanja kita. Ovo ne uzimajte u obzir.

Uslovi skladiStenja za reagense nakon rekonstitucije ili razblazivanja
navedeni su u proceduri u odeljku.

Kit za odredivanje IRMA ACTH, 100 epruveta (Kat #IM2030)

Epruvete oblozene Anti-ACTH antitelima: 2 x 50 epruveta (spremnih za
upotrebu)

25] obelezena monoklonalna anti-ACTH antitela: jedna 11 ml boéica
(spremna za upotrebu)

Bogica sadrzi 814 kBg, na dan proizvodnje, od '®l-obeleZzenog
imunoglobulina u formi te¢nosti koja sadrzi govedi serumski albumin,
natrijum azid (<0,1%) i boju.

Kalibratori: pet bocica od 2 ml + jedna boéica od 4 ml sa ,,nultim*
kalibratorom (spremno za upotrebu)

Kalibratori sadrze humani serum tretiran sukcinskim anhidridom. Zbog toga
su spremni za upotrebu i ne smeju biti dodatno hemijski modifikovani.

Bocice sa kalibratorom sadrze izmedu 0 i priblizno 1.500 pg/ml sinteti¢kog
sACTH u humanom serumu i natrijum azidu (<0,1%). Taéna koncentracija
je navedena na nalepnici svake bocice. Kalibratori su kalibrisani prema
medunarodnom standardu NIBSC 74/555.

Kontrolni serum: dve bocice (liofilizovane)

Paznja: zbog nestabilnosti ACTH molekula, u svakom kompletu se
isporu€uju dve bocice istog kontrolnog seruma. Nakon rekonstitucije,
nemojte Cuvati kontrolni serum koji nije tretiran sukcinskim anhidridom, ¢ak i
ako je zamrznut. Koristite drugu bocicu za drugu seriju.

Bocice sadrze sinteticki ACTH liofilizovan u humanom serumu. Ocekivane
vrednosti se nalaze u opsegu koncentracija navedenom na dodatku.

Alkalni rastvor: jedna bocica od 15 ml (spremno za upotrebu)

Pufer sadrzi natrijum azid (<0,1%).

Reagens za sukcinilaciju: jedna bo¢€ica (prasak)

Bocica sadrzi 600 mg sukcinskog anhidrida.

DMSO (dimetilsulfoksid): jedna bocica od 3 ml (spremno za upotrebu)

Rastvor DMSO sa fenol crvenom bojom. Sacekajte da se DMSO uravnotezi
na sobnoj temperaturi dok se potpuno ne istopi. Blago promesajte pre
upotrebe.

Rastvor za pranje (20x): jedna bocica od 50 mi
Koncentrovani rastvor mora da se razblazi pre upotrebe.
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Komplet za odredivanje ACTH, 50 epruveta (Kat. br. B89463)

Epruvete oblozene anti-sACTH monoklonskim antitelima:
epruveta (spremno za upotrebu)

1 x 50

25| obelezena monoklonalna anti-ACTH antitela: jedna 11 ml boéica
(spremna za upotrebu)

Kalibratori: pet bocica od 2 ml + jedna boéica od 4 ml sa ,nultim“
kalibratorom (spremno za upotrebu)

Kontrolni serum: dve bo¢ice (liofilizovane)

Alkalni rastvor: jedna bocica od 15 ml (spremno za upotrebu)
Reagens za sukcinilaciju: jedna bocica (prasak)

DMSO (dimetilsulfoksid): jedna bocica od 3 ml (spremno za upotrebu)
Rastvor za pranje (20x): jedna bocica od 50 ml

POTREBNI MATERIJALI KOJI NISU
OBEZBEDENI

Pored standardne laboratorijske opreme, potrebne su sledece stavke:
. Polipropilenske epruvete.
. Precizne mikropipete (300 pl, 500 pl).
. Poluautomatske pipete (50 pl, 100 pl; 250 pl; 2 ml).
. Vorteks tip miksera
. Horizontalna ili orbitalni Sejker.
. Aspiracioni sistem.

+  Gama brojag za "®I.

POSTUPAK

Priprema reagenasa
Neka svi reagensi dostignu sobnu temperaturu.
Rekonstitucija kontrolnog uzorka

Sadrzaj jedne od dve bocice se rekonstituiSe sa zapreminom destilovane
vode navedenoj na etiketi. Sacekati najvise 10 - 20 minuta i blago mesati
da se izbegne penusanje pre nanoSenja. Posle rekonstituisanja ne Cuvati
kontrolni serum kome nije dodata sukcinil grupa, ¢ak ni ako je zamrznut.
Koristiti drugu bocicu za druga testiranja.

Priprema reagensa za dodavanje sukcinil grupe

Sadrzaj bocice se rekonstituiSe zapreminom DMSO navedenom na
nalepnici. Temeljno promeSajte pre upotrebe i vizuelno proverite potpuno
rastvaranje sukcinskog anhidrida. Nakon rekonstitucije, reagens je stabilan
na temperaturi od 2 do 8°C do datuma isteka roka trajanja kompleta. Blago
tamnjenje, koje se ponekad primecuje tokom skladiStenja, ni na koji nacin
ne uti€e na performanse reagensa za sukcinilaciju.

Priprema rastvora za pranje

Sipati sadrzaj bocice u 950 ml destilovane vode i homogenizirajte ga.
Razblazen rastvor se moze Cuvati na 2-8°C do isteka roka upotrebe na
pakovanju.

Postupak testa
Dodati sukcinil grupu kontrolnom serumu i uzorcima

PaZnja: ne dodavati sukcinil grupu kalibratorima
U polipropilensku epruvetu, dodati po slede¢em redu:

500 pl uzorka ili kontrolnog seruma
250 pl alkalnog rastvora
50 pl reagensa za dodavanje sukcinil grupe

Odmah vorteksirati
Inkubirati 5 min na 18-25°C

Primedba 1: Zapremine navedene u gornjoj tabeli su dovaoljne za testiranje
u duplikatu. Za uzorke koji se ne testiraju u duplikatu, zapremine uzoraka,

PI-IM2030-B89463-04

alkalnog rastvora | rastvora za dodavanje sukcinil grupe mogu biti smanjene
na pola.

Primedba 2: Inidkator boje reagensa za dodavanje sukcinil grupe mora da
pozuti Sto ukazuje da se reakcija normalno odvila. Abnormalna reakcija je
indikovana kada postoji prisustvo ljubicaste boje.

Imunoloski korak 2°
Svakoj epruveti dodati:

Imunolos$ki korak 1

Oblozenim epruvetama,
sukcesivno dodati:

Brojanje
Dva puta operite sa 2
ml rastvora za pranje.

300 pL kalibratora,

ili kontrole ili uzorka

sa dodatom sukcinil
grupom

100 pl obeleZivaca Brojati skok cpm (B)
i ukupan cpm (T)

za 1 min.

Inkubirati 1 sat na
18-25°C uz meSanje
(>280 rpm).

Inkubirajte 120 minuta
na 18-25°C uz mesanje
(>280 rpm).

Pazljivo aspirirati
sadrzaj svake epruvete

Pazljivo aspirirati
sadrzaj epruveta

(izuzev 2 epruvete
«ukupan cpmy)

*Dodati 100 pl obeleziva¢a u 2 dodatne epruvete da se dobije ukupni cpm.

REZULTATI

Rezultati su dobijeni interpolacijom sa standardne krive. Kriva sluzi za
odredivanje koncentracije ACTH u uzorcima izmerene u isto vreme kad i
kalibratori.

Standardna kriva

Rezultati u odeljenju za kontrolu kvaliteta izracunati su upotrebom splajn krive
koja ima utvrdenu radioaktivnost (com.,—cpm..) na logaritamskoj vertikalnoj
osi i koncentraciju analita kalibratora na logaritamskoj horizontalnoj osi
(pg/ml).

Druge metode redukcije podataka mogu dati neznatno razliCite rezultate.

Ukupna aktivnost: 257.224 cpm
Kalibratori ACTH cpm (n=3) BIT (%) cpMcy —
(pg/ml) CPMcao

0 0 182 0,07 -
1 8,2 829 0,32 647
2 26,0 1.847 0,72 1.665
3 87,0 5.505 2,14 5.323
4 451 23.888 9,30 23.706
5 1.322 57.455 22,34 57.273

(Primer standardne krive, ne koristiti za proracun)

Uzorci

Za svaki uzorak pronadite vrednost cpm ili B/T na vertikalnoj osi i procitajte
odgovarajucu koncentraciju ACTH na horizontalnoj osi.

Napomena: Concentracije navedene na etiketi svake bocice kalibratora
uzimaju u obzir diluciju uzorka tokom koraka dodavanja sukcinil grupe. Ova
dilucija se mora zanemariti kada se racuna koncentracija u uzorku (direktno
odredivanja na standardnoj krivi).

OCEKIVANE VREDNOSTI

Laboratorije trebaju da uspostave svoje vlastite referentne vrednosti.
Sledece vrednosti dobijene kod zdravih osoba su samo indikativne.

Broj Srednja Srednji 2,5 percentil | 97,5 percentil
vrednost
42 18,5 pg/ml 15 pg/ml 7 pg/ml 41 pg/ml

KONTROLA KVALITETA

Dobra laboratorijska praksa nalaZze da se kontrolni uzorci moraju redovno
koristiti da bi se osigurao kvalitet dobijenih rezultata. Ti uzorci se moraju
obraditi na potpuno isti nacin kao i testirani uzorci, i preporu¢eno je da se
njihovi rezultati analiziraju upotrebom odgovarajucih statistickih metoda.

U slu€aju oStecenja pakovanja ili ako dobijeni podaci pokazuju neku promenu
performansi, molimo da kontaktirate vasSeg lokalnog distributera ili upotrebite
slede¢u e-mail adresu: imunochem@beckman.com
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KARAKTERISTIKE PERFORMANSI

(za viSe detalja, videti “DODATAK”)
Osetljivost

Analiticka osetljivost: 0,31 pg/ml
Funkcionalna osetljivost: 4,82 pg/ml
Specificnost

Antitela upotrebljeno u imunotestu su visoko specificna za ACTH. Izuzetno
niska unakrsna reaktivnost je dobijena protiv povezabih molekula (ACTH
1-24; 1-10; 18-39; 11-24; aMSH i POMC) u odusustvu (ukr§ena reakrivnost)
ili u prisustvu ( interferenca) ACTH.

Preciznost

Unutar serije

Uzorci seruma su testirani 25 puta u istoj seriji. Ustanovljeni su koeficijenti
varijacije maniji ili jednaki 10,0%.

Izmedu serija

Uzorci seruma su testirani u duplikatu u 10 razli¢itih serija. Ustanovljeni su
koeficijenti varijacije maniji ili jednaki 10,8%.

Tacnost

Test razblazivanja

Uzorcima seruma visoke koncentracije je dodata sukcinil grupa pa su onda
serijiski razblazivani sa nultim kalibratorom. Dobijeni recovery procenti su bili
izmedu 82,3% i 119%.

PI-IM2030-B89463-04

Recovery test

Uzorcima seruma sa niskim koncentracijama su meSani sa poznatim
koli¢inama ACTH. Dobijeni recovery procenti su bili izmedu 97,2% i 116%.

Opseg merenja (od analiticke osetljivosti do najviseg kalibratora): 0,31 do
priblizno 1.500 pg/ml.

OGRANICENJA

Ne pridrzavanje instrukcija u ovom uputstvu pakovanja moze znacajno da
utiCe na rezultate.

Rezultate treba interpretirati u skladu sa celokupnom klinickom slikom
pacijenta, uklju€ujudi i klini€ku istoriju, podatke iz dodatnih testova i drugim
odgovarajuc¢im informacijama.

Heparin se vezuje ACTH i zbog toga se ne sme koristiti. Uzorke zato treba
skupljati sa EDTA.

Za testove koji upotrebljavaju antitela, postoji mogucénost interferencije
od strane heterofilnih antitela u uzorku pacijenta. Pacijenti koji su bili
redovno u kontaktu sa Zivotinjama ili su primili imunoterapiju ili dijagnosticke
procedure koje koriste imunoglobuline ili imunoglobulinske fragmente mogu
proizvesti antitela, npr. HAMA, koji uticu na imunotestove. Takva ometajuca
antitela mogu uzrokovati pogreSne rezultate. Pazljivo procenjivati rezultate
pacijenata za koje se sumnja da imaju ova antitela
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APPENDIX Accuracy
PERFORMANCE CHARACTERISTICS Dilution test

Specificity Three samples containing ACTH were succinylated, diluted in the zero

The specificity of the assay was determined by measuring the ACTH calibrator and then assayed according to the procedure of the kit.

equivalents given by high concentrations of related molecules either in the EDTA Dilution Measured Expected Ratio (%)
absence (cross-reactivity) or the presence (interference) of ACTH. plasma factor conc. conc. Measured/
These assays were done with plasma samples to which the related (pg/mL) (pg/mL) Expected
molecules, acylated according to the kit protocol, had been added. P1 - 380.9 - -
Cross-reactivity 1:2 226.5 190.4 118.9
1:4 104.3 95.21 109.5
Related molecule Concentration Concentration of 1:8 51.78 47.61 108.8
(pg/mL) ACTH measured 1:16 21.52 23.80 90.41
(pg/mL) 1:32 11.87 11.90 99.73
1,000 92 P2 = 2670 = =
ACTH 1-24 500 54 1:2 273.1 2335 117.0
200 18 1:4 123.3 116.7 105.6
ACTH 11 15%%0 8 : 54.42 58.37 93.23
CTH 1-10 1:16 28.05 29.19 96.11
200 0 1:32 12.01 14.59 82.30
2,000 0 B3 = 3076 = =
ACTH 18-39 1,000 0 1:2 159.9 153.8 104.0
500 0 1:4 89.66 76.91 116.6
ACTH 11-24 100,000 0 1:8 38.22 38.45 99.39
50,000 0 1:16 18.58 19.23 96.64
1,000 0
a-MSH 500 0 Recovery test
12880 2 Known amount of ACTH was added to EDTA plasma samples succinylated
’ and assayed according to the procedure of the kit.
POMC 500 2
200 <2 EDTA Endogen. | Added Expected | Measured | Ratio (%)
p|asma conc. conc. conc. conc. Measured/
Interference (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | Expected
Spiking Concentration of Concentration of P1 16.90 13.09 29.18 30.13 103.3
ACTH expected ACTH measured 16.02 18.62 34.64 33.67 97.20
(pg/mL) (pg/mL) 15.69 45.59 61.28 64.65 105.5
ACTH + ACTH 1-24 263 359 P2 59.10 18.62 77.72 87.96 113.2
(1,000 pg/mL) 56.70 71.46 128.2 142.8 111.4
ACTH + a-MSH (1,000 263 257 54.49 120.2 174.7 203.3 116.4
pg/mL) P3 97.20 36.72 133.9 138.8 103.6
o 94.58 71.46 166.0 170.4 102.6
Precision 90.89 120.2 2111 228.3 108.2
Intra-
nira-assay 25] Characteristics
EDTA plasma P1 P2 P3 T1/2 (125|) =1443h=60.14 d
Number of determinations 25 25 25
Mean value (pg/mL) 6.84 73.62 400.1 125 E (MeV) %
C.V., (%) 9.98 6.77 2.63 Y 0.035
X 0.027 114
Inter-assays 0.032 25
EDTA plasma P1 P2 P3
Number of determinations 10 10 10
Mean value (pg/mL) 16.73 373.7 579.9
C.V., (%) 10.8 6.53 6.86
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