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3a-Diol G-RIA-CT

.  INTENDED USE

Radioimmunoassay for the in vitro quantitative measurement of human. 5e-Androstane-3u-173-Diol-
Glucuronide (3a-Diol G) in serum and plasma.

[I. GENERAL INFORMATION

A. Proprietary name : DIlAsource 3a-Diol G-RIA-CT Kit
B. Catalog number : KIPO151: 96tests
C. Manufactured by : DIAsource lmmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

For technical assistance or ordering information contact :
Tel :+32(0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.90

1. CLINICAL'BACKGROUND

5a-Androstane-3a-17p-Diol-Glucuronide (3o-Diol G) is a C19 steroid. It is produced mainly as a
metabolite of testosterone and dihydrotestosterone (DHT). It is largely produced in target peripheral
tissues such as the skin, especially around hair follicles. The stimulation by large amounts of the 3a-
Diol G, leadsto excessive hair formation — notably conspicuous where hair is not normally present in
women.

In recent yearstheinterest in the measurement of this steroid has increased among clinical investigators
studying women suffering from idiopathic hirsutism.

Among the steroids known to be precursors for 3a-Diol G, namely dehydroepiandrosterone (DHEA),
dehydroepiandrosterone sulphate (DHEAS), DHT androstenedione and testosterone, only 3a-Diol G
has been shown to increase with hirsutism and decrease with treatment. This correlation has aso been
demonstrated in patients with polycystic ovaries (PCO).

3o-Diol G determinations have therefore proved to be useful as an indicator in a variety of ways
including monitoring the progress of treatment of idiopathic hirsutism and women with polycystic
ovaries.

Furthermore diabetic patients, both men and women under cyclosporine A therapy, have shown 3o-
Diol G levels above normal, a side effect resulting in the appearance of hair in previously hairless
aress.



V.

PRINCIPLES OF THE METHOD

A fixed amount of | labelled 30-Diol G competes with the 3u-Diol G to be
measured present in the sample or in the calibrator for a fixed amount of
antibody sites being immobilized to the wall of a polystyrene tube. Neither
extraction nor chromatography are required because of the high specificity of the
coated antibodies. After a 2 hours incubation at RT on a shaker, an aspiration
step terminates the competition reaction. The tubes are then washed twice with 2
ml of Working Wash Solution and aspirated again. A calibration curveis plotted
and the 3a-Diol G concentrations of the samples are determined by dose
interpolation from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED
Reagents 96 Test Kit | Colour Reconstitution
Code
Tubes coated with anti 2x48 grey Ready for use
3a-Diol G
Ag 1257 1via Red Ready for use
53 ml
185 kBq
TRACER: ®ladine lebelled 3a-
Diol G (HPLC grade) in buffer
with bovine casein (1%) and
azide (<0.1%)
1via yellow | Add 2 ml distilled water
Zero cdibrator in bovine serum, Iyophilized
thymol (<0.1%) and gentamycine
(< 0.1%)
Svids yellow | Add 0.5ml distilled
X - lyophilized water
Cdibraors30-Diol G-N =1to5
(see exact vdues on vid labels) in
bovine serum, thymol (<0.1%)
and gentamycine (<0.1%)
1via brown Dilute 25 x with
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 50 ml distilled water (use a
magnetic stirrer).
Wash solution (Phosphate Buffer)
2vids silver Add 0.5 ml distilled
| CONTROL | N | Iyophilized water
Controls-N =1or 2
in human serum and thymol
(<0.1%) .

Note : Usethe zero calibrator for sampledilutions.

VI. SUPPLIES NOT PROVIDED

The following material isrequired but not provided in thekit:

1. Distilled water

2. Pipettes for delivery of: 100 ul, 500 pl and 2 ml (the use of accurate
pi pettes with disposable plasti ¢ tips i s recommended)

3. Vortex mixer

4. Magnetic stirrer

5. Tubes shaker (700 rpm)

6. 5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

7. Aspiration system (optional)

8. Any gamma counter capable of measuring **I may be used (minimal
yield 70%).

VIl. REAGENT PREPARATION

A. Calibrators : Recongtitute the zero calibrator with 2.0 ml distilled water
and other calibrators with 0.5 ml distilled water.

B. Controls : Recongtitute the controls with 0.5 ml distilled water.

C. Working Wash solution : Prepare an adequate volume of Working

Woash solution by adding 24 volumes of digtilled water to 1 volume of
Wash Solution (25x). Use a magnetic dirrer to homogenize. Discard
unused Working Wash solution at the end of the day.

VIII.

@

10.

XI.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

Before opening or reconstitution, all kits components are stable until the
expiry date, indicated on thelabel, if kept at 2 to 8°C.

After recondgtitution, calibrators and controls are stable for one week at 2 to
8°C. For longer storage periods, aliquots should be made and kept at —20°C.
Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After itsfirst use, tracer is stable until expiry date, if kept in the original well
closed vial at 2to 8°C.

Alterations in physical appearance of kit reagents may indicate instability or
deterioration.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum or plasma samples must be kept at 2-8°C.

If the test is not run within 24 hrs., storage at -20°C isrecommended.
Avoid success ve freezing and thawing.

Heparinized plasmayieds 15 % lower resultsthan serum :

Y (Hep. plasma) = 0.86 x (serum) +0.52 r=096 n=13
EDTA plasmayieds 25 % lower resultsthan serum :
Y (EDTA plasma) =0.74 x (serum) + 0.52 r=097 n=13

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components-beyond expiry date. Do not mix materials
from different kit lots. Bring,all the reagents to room temperature prior to
use.

Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling. In
order to avoid cross-contamination, use a clean disposable pipette tip for the
addition of each reagent and sample.

High precision pipettes or automated pipetting equipment will improve the
precision.« Respect the incubation times.

Preparea standard curve for each run, do not use data from previousruns.

Procedure

Label coated tubes in duplicate for each calibrator, sample, control. For the
determination of total counts, label 2 normal tubes

Briefly vortex calibrators, samples and controls and dispense 100ul of each
into respective tubes.

Dispense 0.5 ml of **lodine labelled 3a-Diol G into each tube, including the
uncoated tubes for total counts.

Shake the tube rack gently.

Incubate for 2 hours at room temperature with continuous shaking (700
rpm).

Aspirate the content of each tube (except total counts). Be sure that the
plastic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in order to
removeall theliquid.

Wash tubes with 2 ml Working Wash solution (except total counts) and
aspirate. Avoid foaming during the addition of the Working Wash solution.
Wash tubes again with 2 ml Working Wash solution (except total counts)
and aspirate.

After the last washing, let the tubes stand upright for two minutes and
aspirate theremaining drop of liquid.

Count tubes in a gamma counter for 60 seconds.

CALCULATION OF RESULTS

Calculate the mean of duplicate determinations, reject obvious outliers.
Calculate the bound radioactivity as a percentage of the binding determined at
the zero calibrator point (0) according to the following formula:

Counts (Calibrator or sample)

B/BO(%) =
6 Counts (Zero Calibrator)

Using a 3 cycle semi-logarithmic or logit-log graph paper, plot the (B/B0(%))
values for each calibrator point as a function of the 3u-Diol G concentration
of each calibrator point.

Computer assisted methods can also be used to construct the calibration
curve. |f automatic result processing is to be used with results, “4 parameters’
function curve fitting isrecommended.

By interpolation of the sample (B/B0(%)) values, determine the 3ua-Diol G
concentrations of the samples from the reference curve.

For each assay, the percentage of total tracer bound in the absence of
unlabelled 3a-Diol G (BO/T) must be checked.



XIl.  TYPICAL DATA

The following data are for illustration only and should never be used instead of
thereal time calibration curve.

E. Time delay between last calibrator and sample dispensing
As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 20 minutes after the calibrator has been added to coated tubes.

TIME DELAY
3a-Diol G cpm B/Bo (%) Serum 0 20"
(ng/ml)
Total count 35967
Serum 1 292 290
Cdibrator 0.0 ng/ml 13912 100.0 Serum 2 9.60 959
0.2 ng/ml 11443 82.2
12 ng/ml 8385 60.3
6.0 ng/ml 4611 33.1
250 ng/ml 1796 12.9
75.0 ng/ml 960 6.9 XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL
- If the results obtained for Control 1 and/or Control 2 are not within the range

XIll. PERFORMANCE AND LIMITATIONS specified on the vial label, the results cannot be used unless a satisfactory

explanation for the discrepancy has been given.

A. Detection limit - If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
Twenty zero cadibrators were assayed along with a set of other which should be kept frozen in aliquots. Do not freeze-thaw more than
calibrators. twice.

The detection limit, defined as the apparent concentration two standard - To the best of our knowledge, no international reference material exists for
deviations bel ow the average counts at zero binding, was 0.05 ng/ml. this parameter.

B. Specificity

XV. REFERENCE INTERVALS
Compound Cross-Reactivity (%)
5a-Androstane-3a-17p-diol G 100.00 Population Absolute range Median
50.-Androstane-3a-17f-diol 10.69 (ng/ml) (ng/ml)
50.-Androstane-3a-17f-diol-3Glucuronide 5.86
5a-Dihydrotestosterone Glucuronide 1.75 Female Premenopausa 03-79 19
Progesterone 0.03 em o :
Testosterone gl ucuronide 0 Postmenopausal 01-59 ‘11'5
Testosterone 0 Hirsute 16-93 .6
11B-hydroxytestosterone 0
Sa-Dihydrotestosterone 0 Male 10-236 64
5B-Dihydrotestosterone 0
Cortisol 0
Dehydroepi androsterone 0
Bsrone 0 XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS
Androstenedione 0
5-Androstene-3p-17B-diol 0
- Safety
17B-Estradiol 0 o) . .
P For in vitro diagnostic use only.

Note : this table shows the cross-reactivity for the anti 3a-Diol G.

C. Precision

INTRA-ASSAY PRECISION

INTER-ASSAY PRECISION

Serum N <X>=+SD Ccv Serum N <X>=£SD Ccv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 | 264+0.15 | 57 A 10 276+ 0.17 6.4
B 20 | 10.11+0.50 | 4.9 B 10 10.32+0.70 72
SD : Standard Deviation; CV: Coefficient ofvariation
D. Accuracy
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Measured
Concent. Concent.
(ng/ml) (ng/ml)
Serum 1 50.70 50.70
172 25.35 24.58
V4 12.67 11.96
/8 6.33 6.49
116 316 3.26
132 1.58 148
164 0.79 0.62
Samples were diluted with the zero calibrator.
RECOVERY TEST
Sample added 3a-Diol G Recovered Recovered
(ng/ml) 3a-Diol G (%)
(ng/ml)
Serum 50 48.4 96.8
20 21.3 106.0
10 95 95.0
5 49 98.0

This kit contains I (half-life: 60 days) ,emitting ionizing X (28 keV) and y (35.5
keV) radiations. This radioactive product can be transferred to and used only by
authorized persons; purchase, storage, use and exchange of radioactive products are
subject to the legidation of the end user's country. In no case the product must be
administered to humans or animals.

The human blood components included in this kit have been tested by European
approved and/or FDA approved methods and found negative for HBsAg, anti-HCV,
anti-HIV-1 and 2. No known method can offer complete assurance that human
blood derivatives will not transmit hepatitis, AIDS or other infections. Therefore,
handling of reagents, serum or plasma specimens should be in accordance with
local safety procedures.

All animal products and derivatives have been collected from healthy animals.
Bovine components originate from countries where BSE has not been reported.
Nevertheless, components containing animal substances should be treated as
potentially infectious.

Avoid any skin contact with reagents (sodium azide as preservative). Azidein this
kit may react with lead and copper in the plumbing and in this way form highly
explosive metal azides. During the washing step, flush the drain with a large
amount of water to prevent azide build-up.

Do not smoke, drink, eat or apply cosmeticsin the working area. Do not pipette by
mouth. Use protective clothing and disposable gloves. All radioactive handling
should be executed in a designated area, away from regular passage. A log book
for receipt and storage of radioactive materials must be kept in the lab. Laboratory
equipment and glassware, which could be contaminated with radioactive substances
should be segregated to prevent cross contamination of different radioisotopes.

Any radioactive spills must be cleaned immediately in accordance with the
radiosafety procedures. The radioactive waste must be disposed of following the
local regulations and guidelines of the authorities holding jurisdiction over the
laboratory. Adherence to the basic rules of radiation safety provides adequate
protection.
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SUMMARY OF THE PROTOCOL

TOTAL CALIBRATORS SAMPLE(S)
COUNTS CONTROLS
ul ul ul
Cdibrators (0 to 5) - 100 -
Samples, controls - - 100
Tracer 500 500 500

Incubation 2 hours & RT with continuous shaking (700 rpm)

Separation - aspirate

Working Wash solution 20ml

Separation aspirate

Working Wash solution 20ml

Separation aspirate

Counting Count tubes for 60 seconds
DIAsource Catalogue Nr : P.I. Number : Revision nr :

KIP0151 1701001V/en 110706/1

Revision date : 2011-07-06
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Lire entiérement le protocole avant utilisation.

3a-Diol G-RIA-CT

. BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunol ogique pour la mesure quantitative in vitro de la 5a-Andrestane-3a-
17p-Diadl-Glucuronide (3o-Diol G) dansle sérum et le plasma humain.

[I. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource 3a-Diol G-RIA-CT kit
B. Numéro de catalogue: KIPO151: 96 tests

C. Fabriqué par : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgique.

Pour une assistance technique ou une information sur une commande :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.90

[1l. CONTEXTE CLINIQUE

La 5Sa-Androstane-30-17p-Diol-Glucuronide (3o-Diol G) et un stéroide C19. Il est produit
principalement comme un métabolite de la testostérone et de la dihydrotestostérone (DHT) produit en
grande partie par_lestissus périphériques comme la peau et spécialement autour des follicules pileux.
La stimulation avec des quantités importantes de 3o-Diol G, conduit ala formation excessive de pails,
notamment remarquables, ou les poils ne sont normalement pas présents chez lafemme.

Depuis quel ques années, un intérét croissant pour la mesure de ce stérdide a été remarqué au travers de
travaux cliniques réalisés par des chercheurs étudiant les femmes souffrant d’ hirsutisme idiopathique.
Parmi les stéroides connus pour étre des précurseurs de la 3a-Dial G, dont la déhydroépiandrostérone
(DHEA), la déhydroépiandrostérone sulfate (DHEAS), la DHT androsténedione et la testostérone,
seule la 3a-Diol G est en augmentation quand de I’ hirsutisme est détecté et en décroissance lorsqu’un
traitement est appliqué. Cette corrélation a été également démontrée chez des patients présentant des
ovaires polycystiques (PCO).

Les détections de la 3u0-Diol G ont de cette maniére éé prouvées étre trés utiles en tant qu’indicateurs
dans différentes circonstances comme le suivi des progrés au cours du traitement de I’hirsutisme
idiopathique et pour les femmes présentant des ovaires polycystiques.

De plus, les patients diabétiques, tant les hommes que les femmes en thérapie avec la cyclosporine A,
ont montrés des niveaux de 30-DIOL G supérieurs a la normae, un effet secondaire induisant
I’ apparition de poils dans des régions préalablement chauves.



V.

PRINCIPES DU DOSAGE

Une quantité fixe de 3u-Diol G marquée & I’'®| est en compétition avec la 3a-
Diol G & mesurer et présente dans |’ échantillon ou dans le calibrateur pour une
quantité fixe d'anticorps immobilisés sur les parois du tube en polystyréne.
Aucune extraction ni chromatographie n’ est requise & cause de la haute spécificité
de I'anticorps fixé. Aprés 2 heures d'incubation & température ambiante sous
agitation, le liquide est aspiré pour terminer la réaction de compétition. Les tubes
sont lavés avec 2 ml de Solution de Lavage e aspirés a nouveau. L’ éape de
lavage est réalisée & 2 reprises. Une courbe de calibration est réalisée et la
concentration en 3a-DIOL G des échantillons est déterminée par interpolation de
ladose sur la courbe de calibration.

V. REACTIFSFOURNIS
Réactifs 96 Tests Code Reconstitution
couleur
Tubes recouverts avec 2x 48 gris Prét al’emploi
I"anti 30-Diol G
1 flacon rouge Prét al’emploi
8 ] 53ml
185 kBq
TRACEUR: 3a-Diol G marquée a
I'**odine (grade HPLC) dans un
tampon avec de |a caséine bovine
(1%) et de |’ azide de sodium (<0,1%)
CAL n 1 flacon jaune Ajouter 2ml d'eau
. - . . lyophilisé istillé
Cadlibrateur zéro dans du sérum bovin, YophHlise distillée
thymol (<0,1%) et gentamycine
(<0,1%)
N 5 flacons jaune Ajouter 0,5ml d’eau
. - R lyophilisés distillée
Cdibrateurs 30-Diol G-N=14a5
(cfr. vaeurs exactes sur chaque
flacon) dans du sérum bovin, thymol
(<0,1%) et gentamycine (<0,1%)
1 flacon brun Diluer 25x avec de
| WAS | SOLN |C°NC | 50 ml I'ea distillée (utiliser
Solution de lavage (tampon umnﬁgt?c?ﬁ er)
phosphate) )
CONTR N 2 flacons gris Ajouter0,5ml d’eau
L lyophilisés digtillée
Contréles- N=1o0u 2
dans du sérum humain et thymol
(<0,1%)

Note : Utiliser le calibrateur “0” pour la dilution des échantillons.

VI.

MATERIELSNON FOURNIS

Le matériel mentionné ci-dessous est requis mais non fourni avec la trousse:

1.
2.

Nooorw

VII.

Eau digtillée

Pipettes pour distribuer: 100 ul; 500 pl e 2 ml (I'utilisation de pipettes
précises et de pointes en plastique est recommandée)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Agitateur de tubes (700 rpm)

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour leslavages

Systéme d'aspiration

Tout compteur gamma capable de mesurer |
(rendement minimum 70%).

18] peut é&re utilisé

PREPARATION DES REACTIFS

Calibrateurs : Reconstituer e calibrateur zéro avec 2,0 ml d' eau digtillée
et les autres calibrateursavec 0,5 ml d' eau ditillée..

Controles : Recongtituer les contrlesavec 0,5 ml d' eau distillée.

Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage
en goutant 24 volumes d’ eau ditillée a 1 volume de Solution de Lavage
(25x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la
Solution de Lavage non utilisée alafin delajournée.

VIII.

10.

XI.

STOCKAGE ET DATE D'EXPIRATION DESREACTIFS

Avant |’ ouverture ou la reconstitution, tous les composants de la trousse
sont stables jusqu'a la date d expiration, indiquée sur I’ &iquette, s la
trousse est conservée entre 2 et 8°C.

Apres reconsgtitution, les calibrateurs et les contréles sont stables pendant
une semaine entre 2 et 8°C. Pour de plus longues périodes de stockage, des
aliquots devront &reréalisés et ceux-ci seront gardésa—20°C.

La Solution de Lavage préparée doit ére utilisée le jour méme.

Aprés la premiére utilisation, le traceur est stable jusqu'a la date
d expiration, s celui-ci est conservé entre 2 et 8°C dans|e flacon d' origine
correctement fermé.

Des atérations dans I'apparence physique des réactifs de la trousse
peuvent indiquer une instabilité ou une détérioration.

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

Les échantill ons de sérum ou de plasma doivent &re gardés entre 2 et 8°C.
S le test n'est pas réalisé dans les 24 heures, un stockage a -20°C est
recommandé.
Eviter des cycles de congélation et décongéation successifs.
Les plasmas héparinés donnent des rendements 15 % inférieurs aux
résultats obtenus avec le sérum:

Y (plasma hép.) = 0,86 x (sérum).+ 0,52 r=09 n=13
Les plasmastraités avec I'EDTA donnent un rendement de 25 % inférieurs
aux résultats obtenus avec le sérum :

Y (plasmaEDTA) = 0,74 x (sérum) + 0,52 r=097 n=13

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants apres avoir dépassé la date
d' expiration. Ne pas mélanger du matériel provenant de trousses de lots
différents.  Mettre tous les réactifs a température ambiante avant
utilisation.

Mélangez a fond tous les réactifs et |es échantillons sous agitation douce.
Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour |’ addition de chaque réactif et échantillon.

Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’ augmenter la précision. Respecter lestemps d'incubation.
Préparer une courbe déalonnage pour chague nouvele <érie
d' expériences, ne pas utiliser les données d' expériences précédentes.

Mode opératoire

Identifier les tubes recouverts fournis dans la trousse en double pour
chaque calibrateur, échantillon, contréle. Pour la déermination de
I’ activité total e, identifier 2 tubes non recouverts.

Agiter au vortex brievement les calibrateurs, les échantillons et les
contrles. Puis distribuer 100 pl de chacun d'eux dans leurs tubes
respectifs.

Distribuer 0,5 ml de 3a-DIOL G marquée al’ *lodine dans chague tube, y
compris les tubes sans anticorps pour la détermination del’ activité totale.
Agiter gentiment le portoir de tube pour libérer toute bulle dair
emprisonnée.

Incuber pendant 2 heures a température ambiante sous agitation continue
(700 rpm).

Aspirer le contenu de chaque tube (a I’ exception des tubes utilisés pour la
détermination de I'activité totale). Assurez-vous que la pointe utilisée
pour aspirer le liquide des tubes atteint le fond de chacun d'eux pour
éliminer toute trace deliquide.

Laver les tubes avec 2 ml de Solution de Lavage (a I’ exception des tubes
utilisés pour la détermination de I’activité totale) et aspirer. Eviter la
formation de mousse pendant I’ addition de la Solution de Lavage.

Laver lestubes & nouveau avec 2 ml de Solution de Lavage (a |’ exception
des tubes utilisés pour la détermination del’ activité total €) et aspirer.
Aprés le dernier lavage, laisser les tubes droits pendant 2 minutes et
aspirer lereste deliquide.

Placer les tubes dans un compteur gamma pendant 60 secondes pour
quantifier laradioactivité.

CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double, écarter
les valeurs aberrantes.



2. Calculer la capacité de liaison de I’ comme un pourcentage de liaison
déterminé au point de calibration (0) en suivant la formule ci-dessous :

moyenne descpm (CAL ou échantillon)
moyenne des cpm (CAL 0)

x100

B/BO(%) =

2. Utiliser un “3 cycle semi-logarithmic” ou un papier graphique “logit-log”,
porter en ordonnée les valeurs exprimées en pourcentage de liaison
(B/B0O(%)) de chaque point de calibration et en abscisse leur concentration
respective en 3a-Diol G.

3. Des méthodes informatiques peuvent auss &re utilisées pour construire la
courbe de calibration. i un systéme d'analyse de traitement informatique
des données et utilisé, la fonction “4 paramétres’ d' ajustement de courbe
est recommandée.

4, 4. L’interpolation des vaeurs de chaque échantillon (B/B0(%))
détermine les concentrations en 3a-Diol G a partir de la courbe
d éalonnage.

5. Pour chaque essai, le pourcentage total de traceur lié en absence de 3a-
Diol G non marquée (BO/T) doit étre vérifié.

XIl. DONNEESTYPES

Les données représentées ci-dessous sont données pour information et ne peuvent
jamais étre utilisées ala place d’ une courbe d' éal onnage.

D. Exactitude

TEST DE DILUTION

Echantillon Dilution Concent. Théorique Concent. Mesurée
(ng/ml) (ng/ml)
1 71 50,70 50,70
12 25,35 24,58
V4 12,67 11,96
/8 6,33 6,49
116 316 3,26
132 1,58 148
164 0,79 0,62
L’ échantillon a éé dilué avec le calibrateur zéro.
TEST DE RECUPERATION
Echantillon 3a-Diol G 3a-Diol G récupéré Recupération
ajouté (ng/ml) (ng/ml) (%)
Sérum 50 48,4 9,8
20 21,3 106,0
10 95 95,0
5 49 98,0

E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon
Comme montré ci-dessous; |les résultats d'un restent précis méme
quand un échantillon estdistribué 20 minutes aprés que le caibrateur ait
éé gjouté aux tubes avec I anticorps.

3a-Diol G cpm B/Bo (%)
Activitétotde 35967
Cdibrateur
0,0 ng/ml 13912 100,0
0,2 ng/ml 11443 82,2
1,2 ng/ml 8385 60,3
6,0 ng/ml 4611 33,1
25,0 ng/ml 1796 12,9
75,0 ng/ml 960 6,9

XIll. PERFORMANCE ET LIMITATIONS

A. Limite de détection
Vingt calibrateurs zéro ont éé testés en parallde avec un assortiment
d'autres calibrateurs.
La limite de détection, définie comme la concentration apparente stuée 2
déviations standards en-dessous de la moyenne déterminée a la. fixation
zéro, éait de 0,05 ng/ml.

B. Spécificité

DELAI
Sérum 0’ 20
(ng/ml)
Sérum 1 292 2,90
Sérum 2 9,60 9,59

Composé Réactivité Croisée
(%)

5aAndrostane-3a,17f-diol G 100,0
SoAndrostane-3a,173-diol 10,69
5aAndrostane-3a, 17f-diol-3Glucuronide 5,86
5aDihydrotestostérone Glucuronide 1,75
Progestérone 0,03
Testostérone glucuronide 0

Testostérone
11B-hydroxytestostérone
50.-Dihydrotestostérone
5B- Dihydrotestostérone
Cortisol

Déhydroépi androstérone
Estrone

Androsténedione
5-Androstene-3p,17B-diol
17p Estradiol

[eNeoNoNooNoleoNoNoNo)

XIV. CONTROLE DE QUALITE INTERNE

- Si les résultats obtenus pour le(s) controle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans
I"intervalle spécifié sur I’ étiquette du flacon, les résultats ne peuvent pas
ére utilisés & moins que I'on ait donné une explication satisfaisante de la
non-conformité.

- Chague laboratoire est libre de faire ses propres stocks d' échantillons
contrdles, lesquels doivent étre congelés aliquotés. Ne pas congeer —
décongeler plus de deux fois.

- A notre connaissance, aucun matériel de référence internationale n’ existe
pour ce paramétre.

XIV. VALEURSATTENDUES

Population Intervalle absolu Médiane
(ng/ml) (ng/ml)
Femmes Pré-ménopauses 03-79 19
Post-ménopauses 01-59 15
Hirsutes 16-93 4,6
Hommes 10-236 6,4

P.S.: cetableau montrelaréactivité croisée del’anti 3a-Diol G.

C. Précision
INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD Cv Sérum N <X>+SD Cv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 2,64+ 0,15 57 A 10 2,76+ 0,17 6,4
B 20 | 10,11+ 0,50 49 B 10 10,32+ 0,70 72

SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation

XV. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de I''®| (demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive
émettant des rayonnements ionisants X (28 keV) et y (35.5 keV). Ce produit
radioactif peut uniquement étre recu, acheté, possédé ou utilisé par des personnes
autorisées; I'achat, le stockage, I'utilisation et I’ échange de produits radioactifs
sont soumis a la légidation du pays de I'utilisateur final. Ce produit ne peut en
aucun cas &re administré al’ homme ou aux animaux.

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont &é évalués par des
méthodes approuvées par I’ Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBSAg,
I"anti-HCV, I'anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
compléte que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d' hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs du sérum ou des
échantillons de plasma devront ére conformes aux procédures local es de sécurité.



Tous les produits animaux et leurs dérivés ont éé collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I'ESB na pas éé déectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animal es devront ére traités
comme potentiellement infectieux.

L'azide de sodium est nocif Sil est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(I'azide de sodium est utilise comme agent conservateur). L'azide dans cette
trousse pouvant réagir avec le plomb et |e cuivre dans les canalisations et donner
des composés explosifs, il est nécessaire de nettoyer abondamment a I'eau le
matériel utilisé.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés. Ne pas pipeter avec la
bouche. Utiliser des vétements protecteurs et des gants a usage unique. Toutes les
manipulations radioactives doivent étre exécutées dans un secteur désigné,
éloigné de tout passage. Un journal de réception et de stockage des matiéres
radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L'éguipement de laboratoire
et la verrerie, qui pourrait étre contaminée avec des substances radioactives,
doivent étreisolés afin d' éviter la contamination croisée de plusieurs i sotopes.
Toute contamination ou perte de substance radioactive doit &re réglée
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs doivent
étre placés de maniére a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion aux
régles de base de sécurité concernant les radiations procure une protection
adéquate
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XVIII.RESUME DU PROTOCOLE

ACTIVITE CALIBRA- ECHANTILL
TOTALE TEURS ON(S)
(ub) (ub) (ub)
Cdibraeurs (0 a5) - 100 -
Echantillons, controles - - 100
Traceur 500 500 500
Incubation 2 heures a température ambiante sous agitation continue
(700 rpm)

Séparation - aspiration
Solution de Lavage 20ml
Séparation aspiration
Solution de Lavage 2,0ml
Séparation aspiration
Comptage Temps de comptage des tubes : 60 secondes
(radioactivité)
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

3a-Diol G-RIA-CT

.  VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-lmmunoassay fir die quantitative in vitro Bestimmung von humanem 5a-Androstan-3a-
17p-Diol-Glucuronid (3u0-Diol G) in Serum und Plasma.

[I. ALLGEMEINE INFORMATION
A. Handelsbezeichnung : DIAsource 3o-Diol G-RIA-CT Kit
B. Katalognummer : KIPO151: 96 Tests

C. Hergestellt von: DIAsource ImmunoAssays'S.A.
Rue du Bosguet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgien.

Fiir technische Unterstiitzung oder-Bestellungen wenden Sie sich bitte an:
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.90
Fiir Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - Kostenfreie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasource.be

1. KLINISCHER HINTERGRUND

5a-Androstan-3a-17B-Diol-Glucuronid (3o-Diol G) ist ein C19-Steroid. Es entsteht hauptsachlich als
Metabolit von Testosteron und Dihydrotestosteron (DHT). Zum gréfiten Teil wird es in peripheren
Zielgeweben wie der Haut, besonders um die Haarfollikel herum, produziert. Eine Stimulation mit
groferen Mengen von 3a-Diol G fihrt zu einer exzessiven Haarbildung — dies wird besonders an den
Stellen deutlich, an denen Haare bel Frauen normal erwei se nicht vorhanden sind.

In den letzten Jahren wuchs bei klinischen Forschern, die an idiopathischem Hirsutismus leidende
Patientinnen untersuchten, das Interesse an der Messung dieses Steroids.

Unter den Steroiden, die as Vorlaufer fir das 3u-Diol G gelten, wie Dehydroepiandrosteron (DHEA),
Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS), DHT, Androstendion und Testosteron, wurde nur bei 3u-Diol
G eine Zunahme bei Hirsutismus und eine Abnahme bel Behandlung festgestellt. Diese Korrelation
wurde auch bei Patientinnen mit polyzystischen Ovarien (PCO) gezeigt.

Die Bestimmung von 3a-Diol G hat sich deshab als nitzlicher Indikator bei einer Reihe von
Untersuchungsmethoden erweisen, wie bei der Uberwachung des Behandlungsfortschritts bei
idiopathischem Hirsutismus und von Patientinnen mit polyzystischen Ovarien.

Dartiberhinaus hat sich gezeigt, dass Diabetiker, sowohl Manner als auch Frauen, unter Cyclosporin A
Therapie einen 3a-Diol-G-Spiegel Uber dem Normalwert haben, und als Nebeneffekt Haare auf vorher
haarlosen Stellen entstehen.


mailto:ordering@diasource.be

V.

GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Eine festgesetzte Menge an *?I markiertem 3o-Diol G konkurriert mit dem zu
messenden, in der Probe oder in dem Kalibrator vorhandenen 3a-Diol G um eine
Menge an Antikorperbindungsstellen, die an der Wand des Polystyren Rohrchens
fixiert sind. Aufgrund der hohen Spezifitat der beschichteten Antikorper sind
weder Extraktion noch Chromatographie erforderlich. Nach einer zweistiindigen
Inkubation bei RT auf einem Schittler, beendet das Absaugen die

Verdrangungsreaktion.

Die Rohrchen werden anschliessend zweimal mit

Waschl ésung gewaschen, danach wird nochmals abgesaugt. Eine Standardkurve
wird gedruckt und die 3a-Diol-G-Konzentrationen der Proben werden uber Dosi's
Interpolation der Kalibrationskurve bestimmt.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN
Reagenz 96 Test Kit | Farbcode Rekonstitution
Mit anti 3o-Diol G- 2x48 grau Gebrauchsfertig
beschichtete Rohrchen
: 1 Geféld rot Gebrauchsferti;
Tracer : %lod markiertes 3u-Diol | 185KkBq
G (HPLC grade) in Puffer mit
Rindercasein (1%) und Azid
(<0,1%)
CAL n 1 Gefal gelb |2 ml dest. Wasser
lyophilisiert b
Null-Kalibrator. Rinderserum, | " zageben
Thymol (<0,1%) und
Gentamycine (<0,1%)
5Cefaie | gelb |05 midest Wasser
. _ lyophilisiert zugeben
Kadibratoren 3a-Diol G: N =1
bis5 (genaue Werte auf Gef&l3-
Etiketten) in Rinderserum,
Thymol (<0,1%) und
Gentamycine (<0,1%)
WASH | SOLN | CONC | 1 Gef& braun |25 mit dest. Wasser
50 ml (Magnetrihrer
\Waschl 6sung (Phosphatpuffer) verwenden) verdiinnen.
2Gefse | slber |05 mi dest Wasser
lyophilisiert zugeben
Kontrollen : N = 1 oder 2
in Humanserum und Thymol
(<0,1%)

Bemerkung : Benutzen Sie den Null-Kalibrator fiir Probenverdinnungen.

VI.

ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

Folgendes Material wird bendtigt, aber nicht mit dem Kit mitgeliefert:

1.
2.

ONOO AW

VII.

VIII.

Dest. Wasser
Pipetten: 100 ul, 500 ul und 2 ml (Verwendung von Prazis onspipetten mit
Einwegpipettenspitzen wird empfohlen)
Vortexmixer
Magnetrihrer
Schiittler fir Réhrchen (700 rpm)
5 ml automati sche Spritze (Cornwall-Typ) zum Waschen
Absaugsystem (optional)
Jeder Gamma-Counter, der " messen kann, kann verwendet werden.
Maximal e M esseffizienz sollte gewéhrleistet sein.

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Kalibratoren : Rekongtituieren Sie den Null-Kalibrator mit 2,0 ml dest.
Wasser und die anderen Kalibratoren mit 0,5 ml dest. Wasser.

Kontrollen : Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 0,5 ml dest. Wasser.
Waschlosung: Zur Vorbereitung eines angemessenen Volumens nutzbarer
Waschlésung, mischen Sie zu einem Volumen Waschlésung (25x) 24
Volumen distilliertes Wasser.  Benutzen Sie einen Magnetruhrer.
Entsorgen Sie nach jedem Arbeitstag die Uberfl(issi ge Waschl6sung.

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen und Rekongtituieren sind alle Kitkomponenten bei 2 bis
8°C bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Verfall sdatum haltbar.

H

10.

XI.

1.

N

Nach der Rekonstitution sind Kalibratoren und Kontrollen eine Woche bei
2 bis8 °C stabil. Fir eineléngere Aufbewahrung sollten diese Reagenzien
aiquotiert und bel —20°C eingefroren werden.

Die Waschlosung sollte frisch hergestel It und am selben Tag aufgebraucht
werden.

Wenn der Tracer nach der ersten Benutzung wieder im gutverschloRenen
Originalgefal bei 2 bis 8°C aufbewahrt wird, ist er bis zum angegebenen
Verfall sdatum haltbar.

Veradnderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen auf | nstabilitét
bzw. Zerfall hindeuten.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serum- oder Plasmaproben miissen bei 2-8 °C aufbewahrt werden.
Falls der Test nicht innerhalb von 24 Std. durchgefiihrt wird, missen die
Porben bel —20°C aufgehoben werden.
Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.
Heparinis ertes Plasmalliefert um 15 % niedrigere Ergebnisse al's Serum:
Y (Hep. plasma) = 0,86 x (serum) + 0,52 r=096 n=13
EDTA Plasmaliefert um 25 % niedrigere Ergebnisse al's Serum :
Y (EDTA plasma) = 0,74 x (serum) + 0,52 r=097 n=13

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung

Verwenden Sie den Kit oder-dessen Komponenten nicht nach dem
Ablaufdatum. Vermischen-Sie nie Materiaien von unterschiedlichen Kit-
Chargen. Bringen Sie . dle Reagenzien vor der Verwendung auf
Raumtemperatur.

Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schitteln
oder  Ruhren:, Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um
Kreuzkontamination zu vermeiden.

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersyssem erhthen die
Prézision. Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Erstellen Sie fir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von fritheren Durchlé&ufen.

Durchfiihrung

Beschriften Sie je 2 beschichtete Rohrchen fir jeden Kalibrator, jede
Probe und jede Kontrolle. Zur Bestimmung der Gesamtaktivitét,
beschriften Sie 2 normale Réhrchen.

Vortexen Sie Kalibratoren, Proben und Kontrollen kurz und geben Sie 100
ul von jedem in ihre Réhrchen.

Geben Sie 0,5 ml des ®lod markierten 3a-Diol G in jedes Réhrchen,
einschlieldlich der unbeschi chteten Rohrchen fiir die Gesamtaktivitat.
Schiitteln Sie vorsichtig die Halterung mit den Roéhrchen um Blasen zu
entfernen.

Inkubieren Sie 2 Stunden bei Raumtemperatur unter sténdigem Schiitteln
(700 rpm).

Saugen Sie den Inhalt jedes Rohrchens ab (auRer Gesamtaktivitat).
Vergewissern Siesich, dass die Plastikspitze des Absaugers den Boden des
beschichteten Réhrchens erreicht, um die gesamte Fussigkeit zu
entfernen.

Waschen Sie die Roéhrchen mit 2 ml Waschldsung (auRer Gesamtaktivitét)
und saugen Sie ab. Vermeiden Sie Schaumbildung bel Zugabe der
Waschl ésung.

Waschen Sie die Rohrchen wiederholt mit 2 ml Waschlésung (aufer
Gesamtaktivitat) und saugen Sie ab.

Lassen Sie nach dem letzten Waschen die Rohrchen 2 Minuten aufrecht
stehen, und saugen Sie den verbleibenden Fliissigkeitstropfen ab.

Werten Sie die Rohrchen in einem Gamma-Counter tiber 60 Sekunden aus.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppel bestimmungen, schlieen
Sieoffensichtliche,, AusreiBer aus.
Berechnen Sie die gebundene Radioaktivitét als Prozentsatz des am Null-
Kalibratorpunkt (0) bestimmten Wertes nach folgender Formel:
Aktivitét (Kalibrator oder Probe)
Aktivitdt (Null-Kalibrator)
Verwenden Sie semi-logarithmisches oder doppelt-logarithmisches
Millimeterpapier (Uber 3 GroRenordnungen) drucken Sie die (B/B0(%))
Werte fur jeden Kalibratorpunkt als Funktion der 3a-Diol-G-
Konzentration fur jeden Kalibratorpunkt
Computergestiitzte Methoden konnen ebenfalls zur Erstellung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit
dem Computer durchgefihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit
einer “4 Parameter” -Kurvenfunktion.
Bestimmen Sie die 3o-Diol-G-Konzentrationen der Proben (ber
Interpolation der Probenwerte B/BO(%)) der Referenzkurve.

B/BO (%) =




6. Bei jedem Assay muss der Prozentsatz des gesamten gebundenen Tracers
ohne unmarkiertes 3a-Diol G (BO/T) geprift werden.

XIl.  TYPISCHE WERTE

Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kénnen nicht a's
Ersatz fur die Echtzeitkalibrationekurve verwendet werden.

3a-Diol G cpm B/Bo (%)
Gesamtaktivitét 35967

Kaibrator 0,0 ng/ml 13912 100,0

0,2 ng/ml 11443 82,2

1,2 ng/ml 8385 60,3

6,0 ng/ml 4611 331

25,0 ng/ml 1796 12,9

75,0 ng/ml 960 6,9

XI1. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze
Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen.
Die Nachweisgrenze, definiert as die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabwei chungen unterhalb des gemessenen Durchschnittswerts bei
Nullbindung, entsprach 0,05 ng/ml.

B. Spezifitit

Substanz Kreuz-Reaktivitit
(%)
50-Androstan-3a-17B-diol G 100,00
50.-Androstan-3a-17f-diol 10,69
50.-Androstan-3a-178-diol -3Glucuronid 5,86
5a-Dihydrotestosteron Glucuronid 1,75
Testosteron Glucuronid 0,03
Testosteron 0
11B-Hydroxytestosteron 0
5a-Dihydrotestosteron 0
5B- Dihydrotestosteron 0
Cortisol 0
Dehydroepi androsteron 0
Estron 0
Androstendion 0
5-Androsten-33-17p-diol 0
17p-Estradiol 0

Bemerkung : Die Tabelle zeigt Kreuzresktivitéten fur anti 3a-Diol G.

C. Prazision

INTRA-ASSAY PRAZISION INTER-ASSAY PRAZISION

Serum N <X>=+SD Ccv Serum N <X>=+SD Ccv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)

A 20 | 264+£0,15 57 A 10 2,76+ 0,17 6,4

B 20 | 10,11+ 0,50 49 B 10 10,32+ 0,70 72

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit

VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdiinnung Theoretische Gemessene
Konzent. Konzent.
(ng/ml) (ng/ml)
Serum 1 50,70 50,70
172 25,35 24,58
14 12,67 11,96
18 6,33 6,49
/16 3,16 3,26
132 158 148
/64 0,79 0,62

Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verdiinnt.

WIEDERFINDUNGSTEST

Probe Zugeg. 3a-Diol G Wiedergef. 3a- Wiedergefunden
(ng/ml) Diol G (%)
(ng/ml)
Serum 50 48,4 96,8
20 21,3 106,0
10 95 95,0
5 49 98,0
E. Zeitverzogerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe

Es wird im folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
erhalten bleibt, wenn die Probe 20 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
in die beschichteten Réhrchen zugefiigt wird.

ZEITABSTAND
Serum 0' 20"
(ng/ml)
Serum 1 292 2,90
Serum 2 9,60 9,59

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

- Entsprechen die | st-Werte nicht den auf den Fl&schchen angegebenen Soll-
Werten, konnen die Werte, ohne treffende Erklérung der Abweichungen,
nicht weiterverarbeitet werden.

- Falls Extra-Kontrollen-erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen eigenen
Pool hergtellen, der<in Aliquots eingefroren werden sollte. Erinnern Sie
sich, dass zwe Gefrier-Auftau-Zyklen erlaubt sind.

- Laut unserem Wissen, gibt es keine internationale Referenzen zu diesen
Parametern.

XV. . ZU ERWARTENDER BEREICH

Population Absolutbereich Median
(ng/ml) (ng/ml)
Frauen Vor Menopause 03-79 19
Nach Menopause 01-59 15
Hirsutismus 16-93 4,6
Minner 1,0- 23,6 6,4

XV. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt *°| (Halbwertzeit; 60 Tagen) , dasionisierende X (28 keV) und
vy (355 keV) Strahlungen emittiert. Dieses radioaktive Produkt kann nur an
autorisierte Personen abgegeben und darf nur von diesen angewendet werden;
Erwerb, Lagerung, Verwendung und Austausch radioaktiver Produkte sind
Gegenstand der Gesetzgebung des Landes des jeweiligen Endverbrauchers. In
keinem Fall darf das Produkt an Menschen oder Tieren angewendet werden.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit européischen und
in USA erprobten FDA-Methoden getestet, sSie waren negativ fir HBsAg, anti-
HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte M ethode kann jedoch vollkommene
Sicherheit liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht Hepatitis, AIDS oder
andere Infektionen Ubertragen. Deshalb sollte der Umgang mit Reagenzien,
Serum oder Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den Sicherheitshestimmungen
erfolgen.

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern sstammen aus Landern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde. Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen
enthalten, als potentiell ansteckend behandelt werden.

Vemeden Se Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid als
Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder Kupfer in den
AbfluRrohren reagieren und so hochexplosve Metallazide bilden. Spilen Sie
wahrend der Waschschritte den AbfluR griindlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen oder wenden Sie Kosmetika nicht in Ihrem
Arbetsbereich an. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Tragen Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.



Der Umgang mit radioaktiven Substanzen sollte fern von Durchgangsverkehr in
einem speziel ausgewiesenen Bereich attfinden. Ein Logbuch fir Protokolle
und Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausriistung und die
Glasbehdlter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden kénnen,
miissen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radi oi sotopen zu verhindern.

Verschittete radioaktive Substanzen missen sofort den Sicherheitsbestimmungen
entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfélle missen entsprechend den
lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fiir das Labor zustdndigen Behdrden
gelagert werden. Das Einhalten der Sicherheitsbestimmungen fur den Umgang
mit radioaktiven Substanzen gewahrleistet ausrei chenden Schutz.
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XVIII.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

GESAMT- KALIBRA- PROBE(N)-
AKTIVITAT TOREN KONTROLLEN
(ub) (ub) (ub)
Kalibratoren (0to 5) - 100 -
Proben, Kontrollen - - 100
Tracer 500 500 500

Inkubation 2 Std. bei RT u. sténd. Schiitteln (700 rpm)
Separation - absaugen
Waschl ésung - 20ml
Separation - absaugen
Waschl ésung - 20ml
Separation - absaugen
Auswertung Messen der Rohrchen 60 Sekunden
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Lees het hele protocol voor gebruik.

3a-Diol G-RIA-CT

I. BEOOGD GEBRUIK

Radioimmunoassay voor de kwantitatieve bepaling in vitro van mensdijk 5a-Androstaan-3a-17p-Diol-
Glucuronide (3o-Diol G) in serum en plasma

[I. ALGEMENE INFORMATIE
A. Gedeponeerd handelsmerk: DIAsource 3a-Diol G-RIA=CT kit
B. Catalogusnummer: KIPO151: 96 testen.

C. Geproduceerd door: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosguet’2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgié

Voor technische assistentie of voor bestelinformatie
kunt w contact opnemen met :
Tel : +32 (0)10.84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.90

1. KLINISCHE ACHTERGROND

5a-Androstaan-3o-17p-Diol-Glucuronide (3a-Diol G) is een Cigo-steroide. Het wordt hoofdzakelijk
aangemaakt als een. metaboliet van testosteron en dihydrotestosteron (DHT). Het wordt grotendeels
aangemaakt in. perifere dodweefsels zoals de huid en dan voornamelijk rond haarfollikels. De
stimulering door grote hoeveelheden 3a-Diol G leidt tot overmatige haarvorming, wat bijzonder
opvallend is op plaatsen waar haargroei niet gebruikelijk is bij vrouwen.

De laatste jaren vertonen klinische onderzoekers een grotere interesse in de bepaling van deze steroide;
Zij verrichten onderzoek bij vrouwen die leiden aan idiopatisch hirsutisme.

Van de steroiden die bekend staan a's precursors voor 3a-Diol G — namelijk dehydro-epiandrosteron
(DHEA), dehydro-epiandrosteronsulfaat (DHEAS), DHT androstenedion en testosteron — hlijkt dat
enkel 3o-Diol G toeneemt ingeval van hirsutisme en afneemt bij een behandeling. Deze correlatie werd
ook aangetoond bij patiénten met het polycysteus-ovariumsyndroom (PCOS).

Aan de hand daarvan werd bewezen dat bepalingen van 3o-Diol G op verschillende manieren nuttig
zijn ds indicator, indusief de opvolging van de vooruitgang bij de behandeling van idiopatisch
hirsutisme en van vrouwen met het polycysteus-ovariumsyndroom.

Bovendien werden bij diabetici — zowel mannen als vrouwen met een cyclosporine A-therapie —
spiegels van 3a-Diol G aangetoond die hoger waren dan normaal, een bijwerking die leidt tot haargroei
op plaatsen die vroeger kaa waren.



V.

BESCHRIJVING VAN DE METHODE

Een vaste hoevedheid | gdabeld 3u-Diol G concurreert met 3a-Diol G dat
bepaald moet worden en aanwezig isin het monster of in de kalibrator voor een
vast aantal plaatsen met antilichamen die geimmobiliseerd zijn aan de wand van
een buige van polystyreen. Vanwege de hoge specificiteit van de gecoate

antilichamen

is e geen extractie of chromatografie vereis. Na een

incubatieperiode van 2 uur bij kamertemperatuur op een schudder wordt de
concurrentiereactie beéindigd door een aspiratiefase. Daarna worden de buiges
twee maal gewassen met 2 ml werk-wasoplossing en opnieuw afgezogen. Een
kalibratiecurve wordt uitgezet en de concentraties van 3a-Diol G van de monsters
worden bepaald door dosisinterpolatie van de kalibratiecurve.

V. GELEVERDE REAGENTIA
Reagens Kit voor Kleur- Reconstitutie
96 testen code
Buisjes gecoa met anti 2x 48 grijs Klaar voor gebruik
3a-Diol G
1 flacon rood Klaar voor gebruik
Tracer : 3a-Diol G gelabeld met o
2% 00d (HPL C-kwaliteit) in buffer q
met bovien caseine (1%) en azide
(<0,1%)
CAL n 1flacon, geed | 2ml gedestilleerd water
Nulkalibrator : Bovien serum, %?’025': toevoegen
thymol (< 0,1%) en gentamycine
(< 0,1%)
5 flacons, geel | 05 ml gedestilleerd
jevries- water t
Kalibrators 3a-Diol G N = 1105 | yoo0d oevocen
(zie de exacte waarden op de
flaconetiketten) in bovien serum,
thymol (< 0,1%) en gentamycine
(< 0,1%)
| WAS | SOLN | CONC | 1 flacon bruin 25x met gedistilleerd
50 ml water verdunnen
. . (gebruik een
Wasopl ossing 25x : fosfaatbuffer magnetische roerder)
2 flacons, zilver 0,5 ml gedestilleerd
Comales N=1a72 gevries- waeter toevoegen
N droogd
in humaan serum en thymol 9
(<0,1%)

Opmerking: Gebruik Nulkalibrator voor monsterverdunningen:

De volgende materialen zijn noodzakelijk maar worden niet meegeleverd met de

Pipetten voor een volume van-100 pl, 500 pl en 2 ml (het gebruik van

Een gammateller die geschikt is voor de bepaling van *°I. Een maximale

Kalibrators: Reconstitueer de nulkalibrator met 2,0 ml gedestilleerd water

Controles: Reconstitueer de controles met 0,5 ml gedestilleerd water.

VI. NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN
kit:
1. Gedestilleerd water.
2.
nauwkeurige pipetten met/plastic' wegwer pti ps wordt aanbevolen).
3. Vortexmenger.
4. Magnetische roerder.
5. Schudder voor de buiges. (700 rpm)
6. Automatische spuit van 5 ml (type Cornwall) voor de wasfase.
7. Afzuigsysteem (facultatief).
8.
telefficiéntie moet worden gegarandeerd.
VIl. BEREIDING VAN HET REAGENS
A.
en andere kalibrators met 0,5 ml gedestilleerd water.
B.
C.  Werk-wasoplossing: Bereid een

voldoende hoeveelheid  werk-
wasoplossing door 24 eenheden gedestilleerd water toe te voegen aan 1
eenheid wasoplossing. Gebruik een magnetische roerder voor de
homogenisering. Op het eind van de dag moet de ongebruikte werk-
wasopl ossing afgevoerd worden.

VIII.

10.

XI.

OPSLAG EN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

Voor opening of recongtitutie zijn ale kitcomponenten houdbaar tot de
vervaldatum, zoals vermeld op het etiket, indien zij bewaard werden bij 2
tot 8°C.

Na recongtitutie zijn de kalibrators en controles gedurende één week
houdbaar bij 2 tot 8°C. Voor een langere bewaartermijn moeten aliquots
gemaakt worden, die bij -20°C bewaard moeten worden.

Een vers bereide werk-wasoplossing moet op dezelfde dag nog gebruikt
worden.

Na het eerste gebruik is de tracer houdbaar tot de vervaldatum, indien
bewaard bij 2 tot 8°C in de oorspronkelijke, goed afgesloten flacon.
Wijzigingen in het fysieke aspect van kitreagentia kunnen wijzen op
instabiliteit of op een kwaliteitsvermindering.

MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

Serum- of plasmamonsters moeten bij 2-8°C bewaard worden.
Indien de test niet binnen 24 uur uitgevoerd wordt, dan wordt aanbevolen
om ze hij -20°C te bewaren.
Vermijd herhaalde invriezing en ontdooiing.
Gehepariniseerd plasma geeft resultaten die 15% lager liggen dan die van
serum:

Y (gehepariniseerd plasma) = 0,86 x(serum) + 0,52 r=0,96 n=13
EDTA-plasma geeft resultaten die 25% lager liggen dan die van serum:

Y (EDTA-plasma) = 0,74 x (serum) + 0,52 r=0,97 n=13

PROCEDURE

Opmerkingen bij de procedure

Gebruik de Kit, of de componenten niet langer dan de aangegeven
vervaldatum, “Materialen van kits van verschillende loten mogen niet
gemengd, worden. Laat alle reagentia op kamertemperatuur komen véér
gebruik.

Meng alle reagentia en monsters goed door ze voorzichtig te bewegen of
door er voorzichtig mee te draaien. Om kruisbesmetting te vermijden,
moet een propere wegwerpbare pipettip gebruikt worden voor toevoeging
van elk reagens en monster.

Pipetten met een grote precisie of geautomatiseerde pipetteerapparatuur
zullen de precisie verhogen. Respecteer de incubatietijden.

Bereid een kalibratiecurve voor eke run;, men mag geen gegevens
gebruiken van voorafgaande runs.

Procedure

Etiketteer de gecoate buiges in duplo voor elke kalibrator, voor ek
monster, voor elke controle. Etiketteer 2 normale buiges voor de bepaling
van de totaaltellingen.

Vortex de kalibrators, monsters en controles gedurende korte tijd en
distribueer 100 pl van ek in het desbetreffende buige.

Distribueer 0,5 ml 3u-Diol G dat met *®| gdabeld werd in dk buisie,
inclusef de niet gecoate buiges voor de totaaltellingen.

Schud het rek met de buiges voorzichtig zodat eventuele ingedoten
luchtbel len vrijkomen.

Incubeer gedurende 2 uur bij kamertemperatuur terwijl er voortdurend mee
geschud wordt (700 rpm).

Zuig de inhoud van ek buisie (met uitzondering van de totaaltellingen) op
Zorg ervoor dat de plagtic tip van de aspirator tot aan de bodem van het
gecoate buige komt zodat alle vloe stof verwijderd wordt.

Was de buiges met 2 ml werk-wasvloeistof (met uitzondering van de
totaaltellingen) en zuig op. Vermijd schuimvorming tijdens toevoeging van
de werk-wasvl oei stof.

Was de buiges nogmaals met 2 ml werk-wasvloe stof (met uitzondering
van de totaaltellingen) en zuig op.

Na de laatste wasfase moeten de buisjes gedurende twee minuten rechtop
blijven staan en zuig daarna de overblijvende vloei stof op.

Tel de buigesin een gammateller gedurende 60 seconden.

BEREKENING VAN DE RESULTATEN

Bereken het gemiddelde voor de bepalingen in duplo, verwerp hierbij de
duiddijke uitschieters.

Bereken het percentage binding van de gebonden radioactiviteit, bepaald op
het punt van de nulkalibrator (0), aan de hand van de volgende formule:

cpm (Kalibrator of monster)

B/B0O (%) =
6) cpm (Nulkalibrator)




3. Zet de (B/B0(%)) waarden uit voor ek kalibratorpunt, als een functie van de
3u-Diol G concentratie van ek kalibratorpunt, op 3-cyclisch semi-
logaritmisch of dubbell ogaritmisch papier.

4.  Ook computergestuurde methoden kunnen worden gebruikt om de
kalibratiecurve te vormen. Indien de resultaten automatisch verwerkt
worden, wordt de “4 parameters’ -functie aanbevolen voor de gepaste curve.

5. Bepaa de 3u-Diol G concentraties van de monsters uit de referentiecurve
door de monsterwaarden (B/B0(%)) teinterpoleren.

6. Voor eke bepaling moet het totaal percentage van de tracer, gebonden in
afwezigheid van ongelabeld 3a-Diol G (BO/T), gecontroleerd worden.

XIl.  KENMERKENDE GEGEVENS

De volgende gegevens dienen enkd ter illustratie en mogen in geen geval
gebruikt worden ter vervanging van de real time kalibratiecurve.

3a-Diol G cpm B/Bo (%)
Totadtelling 35967
Kaibrator 0,0 ng/ml 13912 100,0
0,2 ng/ml 11443 822
1,2 ng/ml 8385 60,3
6,0 ng/ml 4611 331
25,0 ng/ml 1796 12,9
75,0 ng/ml 960 6,9

XI1. EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN

A. Detectielimiet
Twintig nulkalibrators werden bepaald, samen met de serie andere
kalibrators. De detectieimiet, omschreven a's de schijnbare concentratie
van twee standaarddeviaties onder de gemiddelde tellingen bij nulbinding,
bedroeg 0,05 ng/ml.

B. Specificiteit

Bestanddeel Kruisreactiviteit
(%)
Saandrostaan-3a, 17p-diol G 100,00
Saandrostaan-3a, 17p-diol 10,69
Saandrostaan-3a, 17B-diol -3glucuronide 5,86
Sadihydrotestosteron glucuronide 1,75
Testosteron glucuronide 0
Testosteron 0
11B-hydroxytestosteron 0
5a-di hydrotestosteron 0
5B- dihydrotestosteron 0
Cortisol 0
Dehydro-epi androsteron 0
Estron 0
Androsteendion 0
5-androsteen-3p,17p-diol 0
17p oestradiol 0

Opmerking: deze tabel toont de kruisreactiviteit voor anti 3a-Diol G.

C. Precisie

PRECISIE BINNEN EEN TEST PRECISIE TUSSEN TESTEN

Serum N <X>=+SD vVC Serum N <X>=+SD vVC
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)

A 20 | 264+£0,15 57 A 10 2,76+ 0,17 6,4

B 20 | 10,11+ 0,50 49 B 10 10,32+ 0,70 72

SD: standaarddeviatie; VC: variati ecoéfficiént

D. Nauwkeurigheid
VERDUNNINGSTEST

Monster Verdunning Theoretische Concentratie die
concentratie bepaald werd
(ng/ml) (ng/ml)

1 1 50,70 50,70
12 25,35 24,58

14 12,67 11,96

18 6,33 6,49

116 3,16 3,26

132 158 148

/64 0,79 0,62

Monsters werden verdund met de nulkalibrator.

RECOVERY-TEST

Monster 3a-Diol G Recovery van 3a- Recovery
toegevoegd Diol G (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Serum 50 484 96,8
20 21,3 106,0
10 95 95,0
5 49 98,0
E. Tijd tussen de laatste kalibrator en distributie van het monster

Zoals hieronder weergegeven wordt, blijven de resultaten van de bepaling
nauwkeurig, zelfs wanneer een monster 20 minuten na toevoeging van de
kalibrator over de gecoate bui g es gedistribueerd wordt.

TIIDSPANNE
Serum 0' 20"
(ng/ml)
Serum 1 292 2,90
Serum 2 9,60 9,59

XIV. INTERNE KWALITEITSCONTROLE

- Indien de resultaten, die verkregen werden voor controle 1 en/of controle 2,
niet binnen het bereik vallen zoals vermeld op het flaconetiket, dan mogen
de resultaten niet gebruikt worden tenzij een bevredigende uitleg gegeven
wordt voor de discrepantie.

- Indien gewenst,~ kan ek laboratorium zijn eigen pools voor
controlemonstersmaken, die dan in aliquots bewaard moeten worden in de
diepvriezer, Gelieve niet meer dan twee keer in te vriezen en te ontdooien.
Naar ons heste ‘weten bestaat er geen internationaal referentiemateriaal
voor‘deze parameter.

XV. " REFERENTIE-INTERVALS

Populatie Absoluut bereik Mediaan
(ng/ml) (ng/ml)
Vrouwen V 66r menopauze 03-79 19
Na menopauze 01-59 15
Hirsuut 16-93 4,6
Mannen 1,0- 23,6 6,4

XVI. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitduitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

Deze kit bevat '®| (halfwaardetijd: 60 dagen) , dat ioniserende X- (28 keV) en y-
sralen (35.5 keV) uitzendt. Dit radioactieve product mag enke overhandigd
worden aan en gebruikt worden door bevoegd personed; ontvangst, opsag,
gebruik en overdracht van radioactieve producten zijn onderworpen aan de
wetgeving van het land van de eindgebruiker. In geen geval mag het product
toegediend worden aan mensen of dieren.

De componenten, afkomstig van mensdlijk bloed, in deze kit werden getest door
in Europa goedgekeurde en/of door de Amerikaanse FDA goedgekeurde
methoden op aanwezigheid van HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 en 2 en gaven een
negatief resultast. Geen enkele bekende methode kan echter volledige garantie
bieden dat derivaten van mensalijk bloed geen hepatitis, aids of andere infecties
overdragen. Daarom moet men reagentia, serum- of plasmamonsters behandelen
in overeenstemming met de plaatselijke veilighei dsprocedures.

Alle producten en derivaten van dierlijke oorsprong zijn afkomstig van gezonde
dieren. Boviene componenten komen uit landen waar BSE niet gerapporteerd
werd. Toch moeten componenten die bestanddelen van dierlijke oorsprong
bevatten, behandeld worden als potentied besmettelijk.

Vermijd dat de reagentia (natriumazide als conserveermiddel) in contact komen
met de huid. Azide in deze kit kan reageren met lood en koper in de
afvoerleidingen en op die manier zeer explosieve metaalaziden vormen. Tijdens
de wasfase moeten de afvoerl e dingen ruimschoots met water nagespoel d worden
om ophoping van azide te vermijden.

Niet roken, drinken, eten of cosmetica aanbrengen in de werkruimte. Niet met de
mond pi petteren. Draag beschermende  kleding en gebruik
wegwerphandschoenen.  Alle handelingen met radioactief materiaal moeten
plaatsvinden in een daartoe bestemde ruimte, waar uitduitend bevoegd personeel
toegelaten wordt. Een logboek met ontvangst en opdag van radioactieve
materialen moet worden bijgehouden in het laboratorium.
Laboratoriumapparatuur en glaswerk, dat eventueel gecontamineerd werd met



radioactieve bestanddel en, moeten worden gesegregeerd om kruisbesmetting van
verschill ende radioi sotopen te vermijden.

Als radioactief materiaal gemorst werd, dan moet dat onmiddellijk gereinigd
worden in overeensemming met de procedure voor dralingsveiligheid. Het
radioactieve afval moet worden weggegooid in overeensemming met de
plaatselijke voorschriften en richtlijnen van de autoriteiten waaronder het
laboratorium valt. Naleving van de bas sregels van stralingsveiligheid zorgt voor
een juiste bescherming.
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XVIIT.SAMENVATTING VAN HET PROTOCOL

TOTAAL- KALIBRATORS MONSTER(S)
TELLINGEN CONTROLES
(uD) (ub) (ub)
Kadibrators (0 tot 5) - 100 -
Monsters, controles - - 100
Tracer 500 500 500
Incubatie 2 uur bij kamertemperatuur terwijl er

voortdurend geschud wordt (700 rpm)

Scheiding - opzuigen
Werk-wasopl ossing 2,0ml
Scheiding opzuigen
Werk-wasopl ossing 2,0ml
Scheiding opzuigen
Telling Tel buisies gedurende 60 seconden

DIAsource cata ogusnummer: Bijsluiternummer : Revisienummer :
KIPO151 1701001/nl 110706/1

Revisiedatum : 2011-07-06
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Leer el protocolo completo antes de usar.

3a-Diol G-RIA-CT

I. INSTRUCCIONESDE USO

Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa in vitro del 5a-Androstane-3a-17b-Diol-
Glucoronido (3a-Diol G) humano en suero y plasma.

1. INFORMACION GENERAL
A. Nombre: DIAsource 3o-Didl G-RIA-CT Kt
B. Numero de Catalogo: KIPO151: 96 tests

C. Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosguet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

Para cuestiones técnicas y informacion sobre pedidos contactar :
Tel : +32 (0)10.84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.90

1. INFORMACION.CLINICA

El 5a-Androstane-3a-17b-Diol-Glucoronido (3a-Diol G) es un esteroide C19. Es producido
principalmente. como metabolito de la testosterona y Dihidrotestosterona (DHT). Es ampliamente
producido en.tejidos periféricos como la piel, especialmente alrededor de los foliculos del cabello. La
estimulaciéon por cantidades grandes de 3a-Diol G, ocasiona formacion excesiva de cabello-
notablemente [lamativa donde € cabello - normalmente no este presente en la mujer.

Recientemente, d interés por medir éste esteroide ha aumentado considerablemente, por parte de los
investigadores clinicos que estudian aguellas mujeres que sufren hirsutismo idiopatico.

Entre los esteroides conocidos por ser precursores para € 3a-Diol G, como dehidroepiandrostenediona
(DHEA), dehidroepiandrostenediona sulfato (DHEAS), DHT androstenediona y testosterona, solo €
3a-Diol G presenta un incremento en los hirsutismos y una disminucion con € tratamiento. Esta
correlacion ha sido también demostrada en pacientes con ovarios palicisticos (PCO).

Las determinaciones de 3a-Dial G, - son Utiles como indicador de las diferentes vias, incluyendo la
monitorizacién - del progreso en € tratamiento del hirsutismo idiopatico y mujeres con ovarios
policisticos.

Ademas pacientes diabéticos, tanto hombres como mujeres, en tratamiento con ciclosporina A,
muestran unos niveles de 3a-Diol G por encimade lanormalidad, con un efecto por otro lado dela
aparicion de cabello en &reas previamente sin cabello.



V.

PRINCIPIOSDEL METODO

Una cantidad fija de 3a-Diol G marcada con 1'®® compite con e 3a-Diol G a
medir, presente en la muestra 6 en € calibrador, por los puntos de unién del
anticuerpo inmovilizado en las paredes de un tubo de poliestireno. No serequiere
ni extraccién ni cromatografia debido a la alta especificidad de los anticuerpos
utilizados. Después de 2 horas de incubacion a T.A. con agitaci 6n, una aspiracion
termina con la reaccion de competicion. Los tubos se lavan dos veces con 2 ml de
Solucion de lavado y se aspiran otra vez. Se dibuja la curva de calibracién y las
concentraciones de 3a-Diol G de las muestras se determinan por interpolacion de
ladosisenlacurvade calibracién.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS
Reactivos Kit 96 test Codigo | Reconstitucion
de Color
Tubos recubiertos con 2x48 gris Listo parauso
anti 3a-Diol G
1via rojo Listo parauso
- 53 ml
TRAZADOR:30-DiolG marcado con 185 kBq
1125 (grado HPLC) en tampdn con
caseina bovina (1%) y azida (<0,1%)
CAL n 1vial amaillo | Adadir 2ml de
liofilizado agua destilada
Cadlibrador cero en suero bovino, thymol,
(<0,1%)y gentamicina (< 0,1%)
CAL Sviales amaillo | Anadir 0.5ml
liofilizados de agua
Calibradores 3a-Diol G-N =14 5 destilada
(mirar los valores exactos en las
etiquetas) en suero bovino, thymol
(<0,1%) y gentamicina (<0,1%)
1via marrén | Diluir 25 x con
| WaS | SOLN | cone | 50 ml agua destilada
L . (utilizer
Solucién de lavado ( Tampon Fosfato) agitador
magnéti co)
2vides plaeado | Aiiadir 0,5ml
oo e
destilada.
Controles-N =102
en suero humano y thymol (<0,1%)

Nota: Para diluciones de muestras utilizar estandar cero

VI.

MATERIAL NO SUMINISTRADO

El material mencionado a continuacion es necesarioy no estaincluido en el kit

1.
2.

ONOOOAW

VII.

VIII.

Aguadestilada

Pipetas de 100m, 500m y 2 ml (Se recomienda el uso de pipetas precisas
con puntas desechabl es de plastico)

Vortex

Agitador magnético

Agitador de tubos (700 rpm)

Jeringa automética 5 ml (tipo Cornwall) para e lavado

Sistema de aspiraci 6n (opcional)

Contador de radiaciones gamma para medir 1*® ( minima eficiencia 70%)

PREPARACION REACTIVOS

Calibradores: Reconstituir € calibrador cero con 2,0 ml de agua destilada
y otros calibradores con 0,5 ml de agua destilada.

Controles: Recongtituir |os controles con 0,5 ml de agua destilada.
Solucion de lavado de trabajo: Preparar € volumen necesario de
Solucién de lavado de trabajo mezclando 24 partes de agua destilada por 1
parte de Solucién de lavado (25x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucion de lavado de trabagjo no utilizada al
final del dia.

ALMACENAJE Y CADUCIDADESDE LOS REACTIVOS

Antes de abrir 6 recondtituir todos |os componentes de los kits son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan a 2-8°C.

F

10.

XI.

Después de su recongtitucion los calibradores y controles son estables
durante una semana a 2-8°C. Para periodos mas largos, alicuotar y guardar
a—20°C.

La solucién de lavado de trabajo recién preparada solo debe utilizarse en el
mismo dia.

Después del primer uso, el trazador es estable hasta la fecha de caducidad,
s seguardaen el via origina cerrado a2-8°C.

Las alteraciones de los reactivos en € aspecto fisico pueden indicar
inestabilidad 6 deterioro.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras de suero 6 plasma deben ser guardadas a 2-8°C.
S d ensayo no seredliza en 24 hrs., amacenar las muestras a—20°.
Evitar congelar y descongelar sucesivamente.
El uso de plasma en heparina produce resultados un 15% més bajos que en
suero:
Y (Hep. plasma) = 0,86 x (suero) + 0,52 r=09 n=13
El uso de plasma en EDTA produce resultados un 25% més bajos que en
suero:
Y (EDTA plasma) = 0,74 x (suero) + 0,52

r=097 n=13

PROTOCOLO

Notas de manejo

No utilizar & kit 6 componentes después de la fecha de caducidad. No
mezclar reactivos de difefente numero de lote. Llevar todos los reactivos a
temperatura ambiente antes de su uso.

Agitar municiosamente todos los reactivos y muestras, agitandolos o
girandolos suavemente. Con € fin de evitar ninguna contaminacion
utilizar puntas depipetas desechables y limpias para la adicion de cada
reactivo y. muestra.

El uso.de pipetas de precision 6 equipamiento de di spensacion automética
mejorarala precision. Respetar | ostiempos de incubacién.

Preparar la curva de calibracion en cada ensayo, no utilizar los datos de un
ensayo previo.

Protocolo

Marcar los tubos recubiertos por duplicado para cada unos de los
esténdares, muestras y controles. Para la determinacion de las Cuentas
Totales, marcar 2 tubos normales.

Agitar brevemente los calibradores, muestras y controles y dispensar 100
m de cada uno en susrespectivos tubos.

Dispensar 0,5 ml de 3a-Diol G marcadd con 1™ en cada tubo, incluyendo
lostubos descubiertos alas Cuentas Totales.

Agitar suavemente la gradilla de tubos para soltar cualquier barbuja
cautiva de las paredes de | os tubos.

Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacién constante
(700 rpm).

Aspirar @ contenido de cada tubo (excepto los de Cuentas Totales).
Asegurarse que la punta de la pipeta de aspiracion toca el fondo del tubo
con el fin de aspirar todo el liquido.

Lavar lostubos con 2 ml de Solucién de lavado de trabajo (excepto los de
Cuentas Totales) y aspirar. Evitar la formacion de espuma durante la
adicion dela Solucion delavado

Lavar de nuevo con 2 ml de Solucién de lavado de trabajo (excepto los de
Cuentas Totales) y aspirar .

Después del ultimo lavado, dejar los tubos en posicion inversa durante 2
minutosy aspirar € liquido restante.

Medir la actividad de cada tubo durante 60 segundos en un Contador
Gamma

CALCULO DE RESULTADOS

Calcular la media de los duplicados, rechazando aquellos duplicados
agados de lamedia.

Calcular la radiactividad enlazada como un porcentgje de la union con
respecto a calibrador cero (0) de acuerdo con la siguiente formula:

Cuentas (Calibrador 6 muestra)

Cuentas( Calibrador Cero)
Utilizando papel 3 ciclo semilogaritmico ¢ logit-log, representar |os
valores de (B/B0%) de cada calibrador frente a las contraciones del 3a-
Diol G de cada calibrador, rechazando aquellos duplicados al€jados de la
media
Métodos computarizados de computacion de resultados pueden ser
utilizados para la construccion de la curva de calibracion. S se utiliza un
sistema automatico de calculo de resultados, se recomienda usar la
representacion gréfica“ 4 parametros’.
Por interpolacién de los valores (B/B%) de las muestras, se determinan los
valores de las concentraciones de las mismas desde la curva de
calibracion.

B/BO (%) =



5.

XII.

El porcentgje total de enlace del trazador en ausencia de 3 a-Diol G no
marcado (BO/T) debe ser calculado en cada ensayo.

EJEMPLO DE RESULTADOS

Los datos mostrados a continuacion sirven como ejemplo y nunca deberén ser
usados como una calibracién real .

TEST DE RECUPERACION

3a-Diol G Cpm B/Bo (%)
Cuentas Totaes 35967
Cadibrador 0,0 ng/ml 13912 100,0
0,2 ng/ml 11443 82,2
1,2 ng/ml 8385 60,3
6,0 ng/ml 4611 33,1
25,0 ng/ml 1796 12,9
75,0 ng/ml 960 6,9

XIll. REALIZACION Y LIMITACIONES
A. Limite de detecciéon
Vente calibradores cero fueron medidos en una curva con otros
calibradores.
El limite de deteccion, definido como la concentraci 6n aparente resultante
de dos desviaciones estandares debajo de |la media de enlace del calibrador
cero, fue de 0,05 ng/ml.
B. Especificidad
Componente Reaccién-cruzada
(%)
5a-Androstane-30-173-diol G 100,00
50-Androstane-3a-17p-diol 10,69
50.-Androstane-3a-17f-diol-3Glucuronide 5,86
5a-Dihydrotestosterone Glucuronide 1,75
Progesterone 0,03
Testosterone glucuronide 0
Testosterone 0
11B-hydroxytestosterone 0
5a-Dihydrotestosterone 0
5B-Dihydrotestosterone 0
Cortisol 0
Dehydroepi androsterone 0
Estrone 0
Androstenedione 0
5-Androstene-3p-17B-diol 0
17p-Estradiol 0

Muestra 30-Diol G 30-Diol G Recuperado
afiadido Recuperado (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Suero 50 484 96,8
20 21,3 106,0
10 95 95,0
5 49 98,0
E. Tiempo de espera entre la dispensacion del wltimo calibrador y la de
la muestra

Como se muestra a continuacién la precison del ensayo se mantiene
incluso en el caso de dispensar la muestra 20 minutos después de haberse
adicionado €l calibrador a los tubos cubiertos.

TIEMPO DE ESPERA

Suero 0' 20"
(ng/ml)

Suero 1 292 2,90
Suero 2 9,60 9,59

XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

- Si los resultados obtenidos para € Control 1 y/6 Control 2 no estan dentro
del rangoespecificado en la etiqueta del vial, |os resultados obtenidos no
podrén, ser utilizados a no ser que se pueda dar una explicacion
convincente de dicha discrepancia

- Si.es conveniente, - cada laboratorio puede utilizar sus propios pools de
controles, lo cuales se guardan en alicuotas congeladas. No congelar y
descongelar més de dos veces.

- De acuerdo con nuestros conocimientos, no existe ninguna preparacion de
referenciainternacional de este pardmetro.

XV. INTERVALOSDE REFERENCIA

Nota: Estatabla muestra las reacciones cruzadas delanti 3 a-Diol G

C.

PRECISION INTRA-ENSAYO

Precision

PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>=+SD Ccv Suero N <X>+SD Ccv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)

A 20 2,64+ 0,15 57 A 10 2,76+ 0,17 6,4

B 20 10,11+ 0,50 49 B 10 10,32+ 0,70 72

SD : Desviacion Esténdar; CV: Coeficiente de Variacion

D. Exactitud
TEST DILUCION

Muestra Dilucion Concent. Concent.
Tedrica Medida

(ng/ml) (ng/ml)

1 1 50,70 50,70
12 25,35 24,58

14 12,67 11,96

/8 6,33 6,49

116 3,16 3,26

132 1,58 1,48

164 0,79 0,62

Las muestras fueron diluidas con € calibrador cero.

Poblacién Rango Absoluto Media
(ng/ml) (ng/ml)
Mujeres Premenopausia 03-79 19
Postmenopausia 01-59 15
Hirsutas 16-93 4,6
Hombres 1,0-23,6 6,4

XVI. PRECAUCIONESY ADVERTENCIAS

Sequridad

Para uso solo en diagnéstico in vitro.

Este kit contiene I'® (vida media: 60 dias) emisor derayos X (28 keV) y derayos
v (35.5 keV) ionizantes.

Este producto radiactivo solo puede ser manegjado y utilizado por personas
autorizadas; la compra, almacenaje, uso y cambio de productos radiactivos estan
sujetos alalegislacion del pais de usuario. En ningin caso € producto debera ser
suministrado a humanos'y animal es.

Los componentes de sangre humana utilizados en este kit han sido testados por
métodos aprobados por la CEE y/6 la FDA dando negativo a HBsAg, anti-HCV,
anti-HIV-1y 2. No se conoce ninglin método que asegure que |os derivados de la
sangre humana no transmitan hepetitis, SIDA 6 otras infecciones. Por |0 tanto el
manejo de los reactivos y muestras se hara de acuerdo con los procedimientos de
seguridad locales.

Todos los productos animales y derivados han sido obtenidos a partir de animales
sanos. Componentes bovinos originales de paises donde BSE no ha sido
informado. Sin embargo, los componentes conteniendo substancias animales
deberan ser cons deradas como potencia mente infecciosas.

Evitar cualquier contacto de los reactivos con la pid (azida sddica como
conservante). La azida en este kit puede reaccionar con € plomo y cobre de las
caflerias y producir azidas metélicas altamente explosivas. Durante € proceso de
lavado, hacer circular mucha cantidad de agua por € sumidero para evitar el
almacenamiento de laazida.



No fumar, beber, comer 6 utilizar cosméticos en @ éarea de trabajo. No pipetear 6. THOMPSON D.L. et al. (1990)

con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes. Todo & manegjo de producto Androsterone Glucuronide is a marker of adrenal hyperandrogenism
radiactivo se hard en una area sefializada, diferente de la de paso regular. Debera in hirsute women.
de utilizarse un libro de registros de productos radiactivos utilizados. EI material Clinical Endocrinology, 32, 283-292.

de laboratorio, vidrio que podria estar contaminado radiactivamente debera de

descontaminarse para evitar la contaminacion con otros i sétopos.

Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de acuerdo XVIII.RESUMO DO PROTOCOLO
con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios radiactivos deberan ser

amacenados de acuerdo con las regulaciones y normativas vigentes de la

legidacion alacual pertenezca el laboratorio. El gjustarse a las normas basicas de

seguridad radiolégica facilita una proteccién adecuada.
CUENTAS CALIBRADO MUESTRA(S)
TOTALES RES CONTROL(S)
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per I’uso

3a-Diol G-RIA-CT

. USODEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro del 5a-Androstan-3a-17b-
diolo-glicuronide umano (3a-Diol G) in siero o plasma.

I[I. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource 3a-DiohG-RIA-CT Kit
B. Numero di catalogo: KIPO151: 96,tests
C. Prodotto da: DIAsourcedmmunoAssays S.A.

Rue du Bosguet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgio.

Per informazioni tecniche 0 su come ordinare il prodotto contattare:
Tel: +32 (0) 10 84.99.11 Fax: +32 (0) 10 84.99.90

[, INFORMAZIONINCLINICHE

Il 5a-Androstan-3a-17b-diolo-glicuronide (3a-Diolo G) €& uno steroide C19 prodotto
principalmente dal metabolismo di testosterone e diidrotestosterone (DHT) nel tessuti periferici
bersaglio come'|’ epidermide, in special modo intorno ai follicoli piliferi. Lo stimolo con eevate
concentrazioni di 3a-Diolo G porta, nelle donne, ad una notevole proliferazione di pdli,
specialmente in aree solitamente glabre. La determinazione delle concentrazioni di questo ormone
ha suscitato negli ultimi anni notevole interesse presso i ricercatori clinici che studiano le donne
affette da irsutismo idiopatico. Tra gli steroidi precursori del 3a-Diolo G, deidroepiandrosterone
(DHEA), deidroepiandrosterone solfato (DHEAS), DHT, androstenedione e testosterone, € stato
dimostrato che solo il 3a-Diolo G aumentain caso di irsutismo e diminuisce con il trattamento. La
stessa correlazione € stata trovata per pazienti con ovaio palicistico. La determinazione del 3a-
Diolo G s e rivelata quindi un utile indicatore dell’efficacia del trattamento dell’irsutismo
idiopatico e dell’ ovaio policistico.

Inoltre, in pazienti diabetici di entrambi i sessi in trattamento con Ciclosporina A, sono stati
trovati valori superiori ala norma di 3a-Diolo G, per un effetto indesiderato del farmaco che
provoca crescitadi peli in aree precedentemente glabre.



V.

PRINCIPIO DEL METODO

Una quantita definita di 3a-Diolo G marcata con *#*I compete con il 3a-Diolo G
presente in calibratore e campioni per un numero definito di siti di un anticorpo
adsorhito sulla superficie interna di provette di polistirene. Poiché I’ anticorpo &

atamente specifico,

non € necessario eseguire estrazioni o separazioni

cromatografiche. Dopo 2 ore di incubazione in agitazione a temperatura ambiente,
la reazione di competizione viene interrotta per aspirazione della miscela di
reazione. Le provette vengono quindi lavate due volte con tampone di lavaggio
diluito e aspirate. La concentrazione di 3a-Diolo G nei campioni viene calcolata
per interpolazione sulla curva calibratore.

V. REATTIVI FORNITI
Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Provette sensibilizzate . ,
con anticorpo anti 3a- 2x48 grigio Pronte per |I'uso
Diolo G
1flacone rosso Pronte per I’uso
Marcato: 3a-Diolo G marcato con 1852 Ir(nBI q
5] (grado HPLC), in tampone
con caseina bovina (1%) e sodio
azide (<0,1%)

1 flacone gidlo Aggiungere 2 ml di
Cdibratore zero in siero bovino, | liofilizzato acquadigtillata
contenente  timolo (<0,1%) e
gentamicina(<0,1%)

CAL 5 flaconi gidlo Aggiungere 0,5 ml di
' - . PRt il
Cdibraore 1-5 di 3a-Diolo G, (le liofilizzati acquadistillata
concentrazi oni esate  degli
cdibratore sono riportate sulle
etichette dei flaconi), in siero
bovino, contenente timolo
(<0,1%) e gentamicina(<0,1%)
1 flacone bruno Diluire 25 x con acqua
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 50 ml distillata usando un
agitatore magneti co
Tampone di lavaggio (tampone
fosfato)
| CONTROL | N | 2 flaconi argento | Aggiungere 0,5 ml di
Controlli N=102,inSero liofilizzati acquadistillata
umano contenente timolo (<0,1%)

Il seguente materiale e richiesto per il dosaggio ma non & fornito nel kit.

Pipette per dispensare 100.m, 500 m e 2 ml (Si raccomanda di
utilizzare pipette accurate con puntale in plastica monouso).

Contatore gamma con finestra per 2| (efficienza minima 70%)

Calibratore: Ricodtituire lo calibratore zero con 2 ml di acqua digtillata e

Controlli: Ricogtituirei controlli con 0,5 ml di acqua digtillata.

Note : Usarelo calibratore zero per diluirei campioni.
VI. REATTIVI NON FORNITI
1. Acquadigtillata.
2.
3. Agitatore tipo vortex.
4. Agitatore magnetico.
5. Agitatore rotante. (700 rpm)
6. Pipetta aripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.
7. Sisgemadi aspirazione dei campioni (facoltativo).
8.
VII. PREPARAZIONE DEI REATTIVI
A.
gli altri calibratore con 0,5 ml di acqua distillata.
B.
C.

Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 24
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(25 x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea.
Lasoluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

VIII.

XI.

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

| reattivi non utilizzati sono stabili a 2-8°C fino alla data riportata su
ciascuna etichetta.

Dopo ricostituzione, calibratore e controlli sono stabili 1 settimana a 2-8°C
e, suddivis in aliquote a—20°C per periodi piu lunghi.

La soluzione di lavoro del tampone di lavaggio deve essere preparata fresca
ogni volta e usata nello stesso giorno della preparazione.

Dopo apertura del flacone, il marcato € stabile fino alla data di scadenza
riportata sull’ etichetta, se conservato a 2-8°C nel flacone originale ben
tappato.

Alterazioni dell’aspetto fisico dei reattivi possono indicare una loro
instabilita o deterioramento.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Conservarei campioni di siero o plasmaa 2-8°C.

Se non § desidera eseguire il dosaggio entro 24 ore da préeievo, s
raccomanda di conservarei campioni a—20°C.

Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

Il plasma da eparina fornisce valori mediamente piu bassi del 15% rispetto
a siero
y (plasmada eparina) = 0,86 x (siero) 0,52 r=0,97 n=13

Il plasma da EDTA fornisce val ori mediamente pit bass del 25% rispetto al
sero
y (plasmada EDTA) = 0,74 x (sero) + 0,52

r=097 n=13

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze generali

Non usare il kit“o suoi componenti oltre la data di scadenza. Non
mescolare reattivi di lotti divers. Prima dell’uso portare tutti i reattivi a
temperaturaambiente.

Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione. Per evitare
cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni volta che si
US 'un NUOVO reattivo 0 campione.

L'uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sistemi di pipettamento
automatici migliora la precisone del dosaggio. Rispettare i tempi di
incubazione.

Allestire una curva di taratura per ogni seduta andlitica, in quanto non &
possibile utilizzare per un dosaggio curve di taratura di sedute analitiche
precedenti.

Metodo del dosaggio

Numerare le provette sensibilizzate necessarie per dosare in duplicato ogni
calibratore, campione o controllo. Numerare 2 provette non sensibilizzate
per la determinazione dell’ attivitatotale.

Agitare brevemente su vortex calibratore, campioni e controlli. Dispensare
100 m di calibratore, campioni e controlli nelle rispettive provette.
Dispensare 500 nl di 3a-Diolo G marcato con '#| in tutte le provette,
comprese quelle per I attivita totale.

Scuotere gentilmente il portaprovette per liberare eventuali bolle d'aria
intrappolate nel liquido contenuto nelle provette.

Incubare 2 ore a temperatura ambiente in agitazione (700 rpm).

Aspirare il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quelle per
|’ attivita totale, facendo attenzione che il puntale dell’ aspiratore raggiunga
il fondo delle provette e che aspiri tutto il liquido.Lavare tutte le provette,
tranne quelle per I'attivita totale, con 2 ml di soluzione di lavoro di
tampone di lavaggio, evitando di provocare la formazione di schiuma.
Lavare nuovamente tutte le provette, tranne quelle per I’ attivita totale, con
2 ml di soluzione di lavoro di tampone di lavaggio e aspirare.

Dopo il secondo lavaggio lasciare decantare le provette in posizione
verticale per due minuti circa e aspirare eventuali gocce di liquido residue.
Contaretutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolare la media delle determinazioni in duplicato, scartando i duplicati
pal esemente di scordanti.

Calcolare il rapporto (rapporto di competizione) tra radioattivita legata
alle provette di calibratore 1-5, campioni e contralli (B) e la radioattivita
legata alle provette dello calibratore zero (BO).

cpm (Calibratore, campioni o controlli) <1

- 00
cpm (Zero Cdibratore)

B/BO(%) =

Usando carta semilogaritmica a 3 cicli o logit-log e ponendo in ordinata i
rapporti di competizione. B/BO (%) per ogni calibratore e in ascissa le
rispettive concentrazioni di 3a-Diolo G, tracciarela curva di taratura.



4. E' possibile utilizzare un sistema di interpolazione dati automatizzato.
Con un sistema automatico di interpolazione dati, utilizzare la curva a 4
parametri.

5. Per interpolazione sulla curva di taratura dei rapporti di competizione di
campioni e controlli, determinare le rispettive concentrazioni di 3a-Diolo
G. Per ogni dosaggio determinare la capacita legante BO/T.

XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE
| sotto riportati sono forniti atitolo di esempio e non devono essere utilizzati per

calcolare le concentrazioni di 3a-Diolo G in campioni e controlli a posto della
curva calibratore eseguita contemporaneamente.

3a-Diolo G cpm B/Bo (%)
Attivitatotale 35967

Cdibraore 0,0 ng/ml 13912 100,0

0,2 ng/ml 11443 822

1,2 ng/ml 8385 60,3

6,0 ng/ml 4611 331

25,0 ng/ml 1796 12,9

75,0 ng/ml 960 6,9

XIll. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A. Sensibilita
La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione
con cpm pari alla media meno 2 deviazioni calibratore di 20 replicati dello
calibratore zero, érisultata essere 0,05 ng/ml.

B. Specificita

Composto Cross-Reattivita
(%)
50-Androstan-3a-17p-diolo G 100,00
50-Androstan-3a-17p-diolo 10,69
50.-Androstan-3a-17f-diol 0-3Glicuronide 5,86
5a.-Diidrotestosterone Glicuronide 1,75
Progesterone 0,03
Testosterone glicuronide 0
Testosterone 0
11p-1drossotestosterone 0
50.-Diidrotestosterone 0
5B-Diidrotestosterone 0
Cortisolo 0
Deidroepiandrosterone 0
Estrone 0
Androstenedione 0
5-Androstene-3p-17p-diolo 0
17-Estradiolo 0

TEST DI RECUPERO

Campione 3a-Diolo G 3a-Diolo G Recopero
aggiunto recuperato (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Siero 50 484 96,8
20 21,3 106,0
10 95 95,0
5 49 98,0

E. Tempo trascorso tra I’aggiunta dell’ultimo calibratore e il campione

Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio s mantiene accurato
anche quando un campione viene aggiunto nelle provette sensibilizzate
venti minuti dopo I’ aggiuntadel calibratore.

TEMPO TRASCORSO
Siero 0' 20"
(ng/ml)
Serol 292 2,90
Siero2 9,60 9,59

XIV. CONTROLLO DI QUALITA' INTERNO

- Se i risultati ottenuti” dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
al’interno del_limiti riportati sull’ etichetta dei flaconi, non € opportuno
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, @ meno che non s trovi una
giustificazione soddi sfacente.

- Ognilaboratorio puo preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote. Non congelare e scongelare
un’aliquota piu di due volte.

- Al momento non risulta disponibile uno calibratore di riferimento
internazional e per questo parametro.

XV.INTERVALLI DI RIFERIMENTO

Populazione Intervallo Assoluto Mediana
(ng/ml) (ng/ml)
Femmina Pre Menopausa 03-79 19
Post Menopausa 01-59 15
Irsute 16-93 46
Maschio 10-236 6,4

Nota: La tabella mostra la cross-reattivita dell’ anticorpo anti 3a-Diolo G

C. Precisione

INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>=+SD CV Siero N <X>=+SD Ccv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 | 264+£0,15 57 A 10 2,76+ 0,17 6,4
B 20 | 10,11+ 0,50 49 B 10 10,32+ 0,70 72

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficente di Variazione

D. Accuratezza
TEST DI DILUZIONE

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(ng/ml) (ng/ml)
1 1 50,70 50,70
172 25,35 24,58
14 12,67 11,96
18 6,33 6,49
/16 3,16 3,26
/32 158 148
/64 0,79 0,62

| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.

XVI. PRECAUZIONI PER L'USO

Sicurezza

I1 kit € solo per uso diagnostico in vitro.

Il kit contiene ™I (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) ey (35.5 keV)
ionizzanti.

L’acquisto, la detenzione, I'utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale. In nessun caso il prodotto pud essere
somministrato ad esseri umani 0 animali. | reattivi di origine umana presenti nel
kit sono dtati dosati con metodi approvati da organismi di controllo europei o da
FDA e s sono rivelati negativi per HBs Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2.
Non sono disponibili metodi in grado di offrire la certezza assoluta che derivati da
sangue umano Non possano provocare epatiti, AIDS o trasmettere altre infezioni.
Manipolare questi reattivi o i campioni di siero o plasma secondo e procedure di
sicurezza vigenti. Tutti i prodotti di origine animale o loro derivati provengono da
animali sani. | componenti di origine bovina provengono da paesi dove non sono
dati segnalati cas di BSE. E' comunque necessario considerare i prodotti di
origine animale come potenziali fonti di infezioni. Evitare ogni contatto
dell’ epidermide con i reattivi contenenti sodio azide come conservante. La sodio
azide puo reagire con piombo rame o ottone presenti nelle tubature di scarico per
formare metallo-azidi esplosive. Smaltire questi resttivi facendo scorrere
abbondante acqua negli scarichi. Nei luoghi dove si usano sostanze radioattive
non & consentito consumare cibi o bevande, fumare o usare cosmetici. Non
pipettare i reattivi con pipette a bocca. Usare sempre guanti e camici da
laboratorio quando s manipola materiale radioattivo. Le sostanze radioattive
devono essere conservate in propri contenitori in appositi locali che devono
essere interdetti alle persone non autorizzate.



Deve essere tenuto un registro di carico e scarico del materiale radioattivo. Il
materiale di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all’uso di isotopi
specifici per evitare cross-contaminazioni.

In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare riferimento
ale norme locali di radioprotezione. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti
secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per I’uso di sostanze radi oattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
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XVIII. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Attivita totale Calibratore Campioni
Controlli
m m m
Cdibraore (0to 5) - 100 -
Campioni, controlli - - 100
Marcato 500 500 500
Incubazione 2 ore atemperatura ambiente in agitazione
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro 2ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro 2ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Conteggio Contare le provette per 1 minuto

Numero di cataogo di DI Asource :
KIPO151

P.I. numero:
170100Vt

Revisione numero :
110706/1

Datadi revisione: 2011-07-06
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Awpacte 0L0KANPO TO TPOTOKOALO TPV A6 TN YP1iON.

3a-Diol G-RIA-CT

1. XPHXHTIA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Pad10avoconpocsdioptodc yio tnv in Vitro mocotikhy uétpnon tov aviponivov Sa-avopootdvio-3a-
17B-610A-yAvkovpovidiov (3u-Diol G) otov opd ka1 to mAdopa.

Il. TENIKEX INHPO®OPIEX
A. Epmopuii ovopacia: Kt 30-Diol G-RIA-CT ¢ DIAsource
B. ApOpég kataroyov: KIPO151: 96 mpocdlopicpol

I Koataokevaletor amo mv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, (B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

TN teyviki fo10g1a | TANPOP OPIES GYETIKG pe TOPAYYEMES EMKOIVOVI|OTE GTA:
Tnh.: +32 (0)10 84.99.11 Dag: +32 (0)10 84.99.90

[1l. KAINIKO YIIOBAGPO

To Sa-avépootavio-3a-17B-610h-yAvkovpovido (3a-Diol G) sivar éva otepogidég C19. Tlapdystar
Kupiwg g petofoMTne) Tng TecT0oTEPOVNG Ko NG dwdpotectootepdvng (DHT). TMopdyston oe
ONUAVTIKO Pabud 68 mePIPePIKODS 1GTOVC-GTOXOVS OMS TO OEPLLA, EOIKA YOP® 0md Ta TP oBLAGKIAL.
H diéyepon amd peydreg mocdtnteg tov 3u-Diol G, odnyel og vrepPolkd oynUOTIOHO TPLYOV —
wWwitepa gueov o€ onpeio OTOL dEV VIAPYOVY PUGLOAOYIKA TPIXEG GE YUVOIKES.

To televtaio €T 10 €VOLPEPOV Y10 TN HETPNGCT TOV GTEPOEIBOVG CVTOL £xel avéNOel petag&d TV
KAVIKOV EPEVVITOV TTOL LEAETODV YUVAIKEG TTOV TACKOLV atd 1510761 SacVTPLYIGUO.

Metaéd Tmv o61Epogd®V ov givol yvwotd o0tt gival mpddpopol yio o 3a-Diol G, dniadn ng
devdpoemovdpootepovng (DHEA), 1tng Oesuxrc debvdpoemavdpootepdvng (DHEAS), tng DHT
avopooTEVOIIOVNG Kol TG TeEcTootepdvng, udvo 1o 3a-Diol G éyer deyybei 6Tt avdvetor pe to
dacvutpyiopd kot peimveton pe ) Bepaneio. H cvoyétion avtn £xet emiong kotadeybel oe acbeveic pe
noAvkvoTikég wobnkeg (PCO).

O poodioptopoi 3a-Diol G éyovv enopévog anoderybel yprioor mg deikTng pe S14popovg TPOTOLG,
cvpmepiopfoavouéyng ™G mopakorodOnong g mpoddov g Bepameiog Tov  1d10mab0h¢
SUGVTPLYIGHOD KO YOVOIKAV LE TOAKLOTIKEG OONKEC.

Emmléov, Swfntikoi acbevelg, 1060 Gvopec 600 kol yuvaikee mov okoAovBovv Oepoameio e
KukAoomopivn A, éxovv gupavicet enineda tov 3a-Diol G ndvem amd T0 PLGIOA0YIKO, LI TUPEVEPYELD,
TIOL €XEL WG UMOTEAEGLLOL TNV EUPAVION TPYDV GE TPONYOVUEVMG ATPIYES TEPLOYES TOV CMLLOTOG.



V.

BAXIKEX APXEXY THX MEOOAOY

Mua otafeph mosomta 3a-Diol G onpacuévou pe 2 aviayovitetor pe to 3a-Diol
G mov O petpnbei, To omoio vrdpyel oo deiypa N oTo Pabuovounty, Yo otabepny
moodTTe BE6EMV AVIICOUATOV 7OV EiVOL OKIVNTOTOMUEVH GTO TOIY®OWMO EVOG
coAnvapiov and molvotupévio. Aev amarteitar ekydAon N ypopatoypagio Aoy
™G VYNANG E81KOTNTAG TOV EMOTPOUEVOV OVTICOUATOV. MeTd and endacn o€
ovokev avadevong dudpkelag 2 wpdv o Beppokpacio dopotiov, n avtidpaon
avtoyoviopod teppatiCetor pe éva Pruo avappdéenons. Ta coinvapio katdmy
mAévovtol dVo eopég pe 2 ml Soddpatog TAdong epyaciog Kot avappo@ovVTOL THAL.
IapotdveTon ypa@kd po KopmvAn Pabpovounong kot mpoodiopiovrar ot
oLYKevTIp®oelg Tov 3u-Diol G tav derypdtov pe avoymyn GLUYKEVIPOGE®Y amd TV
KopmoAn Babpovounong.

V.

ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA
AvridpoosTtiipra K 96 Xpopat AvacveTaon
TPOGILOPLIE wKog
[0 KOO
ZOAMVEAPLL ETGTPOUEVOL 2x48 YKpL "Etoupo 0. xprion
ue avtt 3o-Diol G
Ag 1251 1 grakido kokkwo | "Etowpo yio xprion
53 ml
IXNHOETHZ: 3a-Diol G 185 kBq
onuaouévo e 2 (katnyopiag
HPLC) o€ puBpIoTIKO didAupa
ue Bosia kadgivn kai agidio
(<0,1%)
CAL 0 1 prakido kitpwvo | IIpocBéete 2 ml
Avogpthonot AMEGTAYUEVOL VEPOD
Mndevikog Babdpovopntg o nUEVO
Boeto 0po, Bupoin (<0,1%) kar
yevtapvkivn (<0,1%)
CAL 5 groAidia kitpwvo | IIpocBéete 0,5 ml
Avo@iiomot ATEGTOYUEVOL VEPOD
BaOpovopntég 3a-Diol G-N =1 Nuévo
£wg 5
(Beite Tig axpifeic Tyég Thve
OT1G £TIKETEG TOV PLoMSiOV) o8
Boeto 0po, Bupoin (<0,1%) kar
yevtopokivn (<0,1%)
WASH SOLN CONC 1 praidio Kopé Apordete 25X |ig
50 ml OMEGTAYUEVO VEPO
Awdhopa thdong (Pubiotikd (o MOWOTOMOTE,
SLIAVUE POCPOPIKDY) HayvnTIKG avoBevTipa).
2 puokidio aonui IpocBiore 0,5 ml
CONTROL | N | Avogihomnot ATEGTOYHEVOL VEPOD
nuévo
Opoi eréyyov -N =172
og avOpdTvo opd Kot Bupoin
(<0,1%)

Inpeioon: Xpnoyloroteite To undeviko Pabuovormtn yio apatdcels detypdtmy.

VI.

ANAAQXIMA I10Y AEN ITAPEXONTAI

Ta akdAovOo VAKE arwartovvTon akAG dev TapEYovToL 6TO KIT:

1.
2.

O N O~ W

VII.

Ameotaypévo vepod

IMréteg yio Sravopn: 100 pl, 500 ul ko 2 ml (cuvictdron n xpfion TmeTdOV
axpipeiog pe avardoipo ThacTikd poyym)

Avapeiktng otpofihicpot (tomov vortex)

MoyvnTikog avadenTnpog

Yvokevn avadevong coinvapiov (700 rpm)
Avtéporn ovpryye tov 5 ml (torov Cornwall) yio tivon
ZooTnuo avoppoenong (TpoaipeTikd)

Mmnopei va ypnowonomnmbei omolocdnmote petpntic y oaKktivoPoriog pe

duvardtna pérpnong e 2l (edyiot anddoon 70%).

ITAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BoOpovopuntés: Avoocvotiote 10 undevikd Bobpovounty pe 2,0 mi
omecToypévov vepol kot GAlovg Babuovountég pue 0,5 ml anectayuévon
vEPOUL.

Opoi gréyyov: Avacvotiote Tovg 0polg eléyyxov pe 0,5 ml anectayuévon
vEPOUL. 10.
Awidopa Thoong epyasiag: Ipogtoldote enapkn 0yko StodAbpaTog TAHoNG
gpyooiog pe Tpoodnkn 24 dykmv aneotaypévon vepol o€ 1 dyko taldpotog
mbong  (25x).  Xpnowomowote  poyvnTIKO  avadevtipa Yo TNV
opoyevonoinon. Amoppiyte 1o un  xpnolpomomuévo ddAvpa  TAHoNG
£PY0OL0G 6TO TENOG TNG NUEPAC.

VIII.

DPYAAEH KAI HMEPOMHNIA AHEHX TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ipwv amd 10 Gvorypa M ™V avacvoTacT, OAC TO GUGTATIKG TOL KIT
mapopévovy otafdepd Emg Ty nuepounvio. AMENG, N omoia avoypapeToL
oV eTIkéTa, EQOoOV dratnpovviat og Oeppokpacio 2 Emg 8° C.

Metd v avacvotaotn, ot Pabpovountéc kot ot opoi  €AEyyov
mapopévouy otabepoi yio pio efdopdda oe Beppokpacio 2 éwg 8° C.
To  peyoddtepeg mepodovg  @OAaéNg, mpémel va  oynuotilovron
KAGopata/d0celg tag xprong Kot va dtatnpovvat otovg —20° C.
Dpéoko, TOPACKELACUEVO dldhvpo TTAVoNG epyoaociog Ba mpémel va
xpnoyLomoteitol Ty idio uéPa.

Meté v TpdT XPHon TOL, 0 YNNG mapapével 6Tadepds Emg TNV
nuepounvio. Aéng, epdoov dratnpeitor 6To apykd, EpUNTIKE KAEWGTO
@uoAidio og Beppokpacio 2 £mog 8° C.

Toxov petaPorés ™G PLOIKNG ELPAVIONG TV AVTISPUCTNPI®V TOV KIT
evd& eTOL VL VTTOdINADGVOLV aoTdfeta 1| oAloimon.

2YAAOT'H KAI IIPOETOIMAZIA AEITMAT2N

Ta delypato opod | TAdopaTog TPEMEL Vo pUAGCGOVTOL 6 Ogppokpacio
2-8°C.

Eav n e&étaon dev mpayportomombei eviog 24 opdv, cuvieTdtor M
@OAEN otovg -20° C.

Amogevyete T S1000)IKN KoTAyu&n Kot amdyvén.

To nrapwicpévo Thdopa arodioer15% younAdtepa amote oot omd
oV 0p0:

Y (Hr. théopa) = 0,86 X (opég) + 0,52 r=09 n=13

To mhdopa pe EDTA amnodider 25% younhotepa omoteAéopato amd tov
0po:

Y (mAdopa pe EDTA) = 0,74 x (opdg) + 0,52

r=097 n=13

AIAATKAZTA

ZNHELDCELS GYETLKA PLE TO YEIPLONE

Mn {pNOUYLOTOLEITE TO KIT 1| TO CLOTATIKA UETE TNV Muepounvia ARENS.
Mnv avoperyvOete VAKG oo StapopeTikés maptideg kit. Dépete OXa Ta
avtdpaotipla o€ Oeppokpacio dwpotiov Tpv amnd n xphon.

Avapei&te kahd OAo. o avTidpaoTiplo. Kot To delypato pe omoAn
avokivion 1 avadevon. Xpnoyonoteite Eva kabapd avarOGILo puyxXoG
mrETAG Yoo TV wpoobnkn kdébe Srupopetikod avtidpactnpiov Kot
S&lyLaTOg TPOKEWEVOL VO, ATOPVYETE TNV EMUOAVVON).

H okpifela Pektidvetonr pe ypnon mwmetdv vyning axpifelag M
CVTOUATOTOMUEVOL €EOTAMOIOD dtovoung pe mméteg.  Trpeite tovg
xPOVOVG ETDACNG.

Ipoetowpndote o wpodTLAN KOpmTOAN Yoo KaBe ovdivon kot un
XPNoyLomoteite dedopéva amnd mTponyoOueves avaldoELS.

Awdikaoio
INUOVETE TO  EMOTPOUEVE  COANVAPLL €1 dmhodv Yoo KGBe
BoBpovounty, deiypa, opd eréyyov. T'o tOov mPoodOploUd TOV
uetpficemv  tov  yvndém 128) ("total"), onudavete 2 xowd (un
EMOTPOUEVE) COAVEPLOL.
AvopeiEte yuo Aiyo (ue ovopeikm otpoPikicpov tHmov  vortex)
Babpovountég, detypata kot opovg edéyyov kot dwaveipete 100 pl amd
£KOOTO O€ AVTIOTOL(0 COANVAPLOL.
Awwveipete 0,5 ml 3a-Diol G onuaspévov pe | oe kdbe cwinvapuo,
GUUTEPIMOUPAVOVTOG TO [T ETOTPOUEVE, COANVAPLO TOV 0POPOHY TIG
HETpioELg Tov tyvnoétn 2| (“total").
Avakwviote omoAd ™ Bdon othpiEng Tov coAnvapiov.
Enwdote eni 2 dpeg og Oeppokpacio dwpatiov pe cvveyn avadevon
(700 rpm).
Avoppopfiote 10 TEpeyOpevo kGbe cwAinvapiov (ue eEaipeon ekeiva
OV APOPOVV TIG LETPNGELG TOV 1vNnBétn 123) ["total"]). BePorwbeite 611
10 TAOTIKO PUYXOG TOL avoppoent @BAver otov muOuéve TOL
EMOTPOUEVOL GOANVAPIOL TPOKEWEVOL Va. apatpedel OAN 1 TocdTNTO
TOV VYPOV.
IM\ovete to cwAnvaplo pe 2 ml dwhvpatog nidong epyaciog (ue
eEaipeon exeiva oL agopody Tic peTprioels Tov yvndét I [“total"])
Kol avappoenote. AToQUyeTe T0 oyNUATIoUd aQpPov Kotd T1 SLGpKELL
™G TPocbNKNG TOL SLaADLTOC TADONG EPYACTING.
IM\ovete mdh ta cornvapio pe 2 ml Stoeddpotog TAvong epyociog (Le
eEaipeon exeiva oL agopody Tic peTprioels Tov yvndét I [“total"])
KO AVOPPOPNOTE.
Meté v tedevtaio TAVON, aENoTE TO cOANVApLL Vo otabodv g
opbia Béon Yo 800 Aemtd Ko avappoPoTe ™ oTAYOVHL VYPOL TOL
OTOUEVEL.
Metpfiote to. cOANVAp o petpnth Y oktwvoPfoAiag yio 60
devtepdrenta.



XI.

XII.

YIIOAOTIEMOZX TN AIIOTEAEZMAT2N

Ynohoyiote tn péon T TOV SIMAGV TPOCIIOPICUOV KOl OTOPPIYTE TIg
EUPOVEIG U1 OTOSEKTEG TIUEG.

Ynohoyiote 0 OeoUEVHEV PUSIEVEPYEIDL MG TOGOGTO TNHG OEGUELGNG TOL
nmpocdlopiletar oto onueio undevikod PBabpovounti (0) ocdpewevo pe Tov
akoAovho Tomo:

B/BO(%) = Metprioeig (Bueuov?unmg 1 Seiypo) X100
Metpficelg (Mndevikog Babpovountic)

Me ypfion nuiloyoplOkod xoptiod ypaenpatog 1 XopTiod yYpoerratog
logit-log 3 x0xhov, Tapactiote ypaekd tig Tipés (B/BO(%)) yia kGBe onueio
Babuovounti @g ocvvaptmon g ocvykévipwong tov 3a-Diol Gy kdde
onueio Babuovount.

lNo mv xotookevn g KopmOAng  Pabpovounong eivor  dvvotd  vo
xpnoworomBovv emiong pébodor pe ) Ponderd NAEKTPOVIKOD VIOAOYLOTH.
Edav mpoxkeitar va ypnowporomBel avtopotn enefepyocio amotelecpudtmy,
GUVIOTOTOL TPOCOPLOYT KOAUTOANG GUVAPTNONG “4 TapopéTpov”.

Me avayoyn tov Tinov tev deypdtov (B/BO (%)), mpocdiopicte Tig
cvykevipooelg 3a-Diol G tawv detypdtov ord Ty Kaumdin avaeopdis.

INo k4Be mpoodlopiopd, TPEMEL Vo ELEYYETOL TO TOGOGTO TOL GUVOAKOD
yvnoém mov deopedetol ev ™ amovsio un onuoacpévov 3o-Diol G (BO/T).

TYIIIKA AEAOMENA

Ta akérovBa dedopéva mpoopilovior POVO ®¢ mapdadetypo kot Ogv TPEmEL va
APNOWOTOLOVVTOL TTOTE QVTE TG KOUTVANG Bafovounong mparyatikon xpovov.

3a-Diol G cpm B/Bo (%)
Kpoboeig tov yevnbén 125 (total")
35967
BoOpovountig 0,0 ng/ml 13912 100,0

0,2 ng/ml 11443 82,2
1,2 ng/ml 8385 60,3
6,0 ng/ml 4611 331
25,0 ng/ml 1796 12,9

75,0 ng/ml 960 6,9

XIHI.

A.

AIIOAOZH KAI IIEPIOPIZMOI

‘Opro aviyvevong

Metpnifnkav gikootr pndevikoi Pabuovountés poli pe éva obvoko ‘GAAoV
Boabuovountav.

To 6pro aviyvevong, oplloOUEVO G 1 QAIVOUEVIKY GLYKEVIPMGT] V0 TUTIKMOV
anokAicemv Katm and TG néceg HeTpNoels o undevikn déafievon, ntav 0,05
ng/ml.

Ewdwikétnro
"Evoon Awetavpodpevn
avtidpastikoTiTa (%)
Sa-avdpootavio-3a-178-5101-G 100,00
Sa-avdpootdvio-3a-173-510An 10,69
Sa-av8pootdvio-3a-17B-510An-3yhvkovpovidio 5,86
T'hvkovpovidio Sa-51wdpotestootepdvng 1,75
Ipoyeotepdvn 0,03
T'Avkovpovidio Te6T00TEPOVNG 0
Teot00TEPOVN 0
11B-v3po&uTesTooTEPOVN 0
5a-31wdpotecTooTePOVN 0
5B-8wdpotectootepdvn 0
Koptiloin 0
AgbdpoemiovdposTtepoVn 0
Owotpovn 0
Avdpoctevodiovn 0
5-avdpootévio-3B-17B-010An 0
17B-Owtpodiorn 0

I.

Xnpeioon: 1oV Tivaka auTd TaPoVCLALETOL 1) S0 TAVPOVIEVN
avtdpactikémto yia 1o avii-3a-Diol G.
Axpipea
AKPIBEIA I'IA TON IAIO AKPIBEIA METAEY
ITPOXAIOPIZMO ATA®OPETIKQN
ITPOZAIOPIZEMON
Opog N | <X>«T.A. Z.A. Opog N <X>=+T.A. Z.A.
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 | 264+£0,15 57 A 10 2,76+ 0,17 6,4
B 20 | 10,11+ 0,50 49 B 10 10,32+ 0,70 72

T.A.: Tomikn amokAion, X.A.: ZuvteheoThg dtakdpovong

A. OpBoTTO

AOKIMAXIA APAIQXHX
Agiypa Apaioon OepNTIKNY MetpnOsica
GUYKEVTP O] GUYKEVTP O]
(ng/ml) (ng/ml)
Opdg 1 50,70 50,7
12 25,35 24,58
14 12,67 11,96
/8 6,33 6,49
116 316 3,26
132 1,58 148
164 0,79 0,62
Ta deiypora aporddnkay pe to undevikd fodupovopunt.
AOKIMAXIA ANAKTHXIHX
Agiypa IpooTiBipevo Avaktn0év Avaktn0éy
3a-Diol G 3a-Diol G (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Opdg 50 48,4 9,8
20 21,3 106,0
10 95 95,0
5 49 98,0

E. Msoodwgotnpua petald ™S dlavoung tehevtaiov fadpovopunti kot
dsiypotog
Onwg @aivetar ot CLVEYELN, TO OTOTEAEGLOTO TOV TPOCIIOPIGHOD
TOAPOUEVOLY 0ELOTIGTE QKOO Kot OTov dtavépeTtat éva deiypo 20 Aemtd
UETA TNV TPOcHN KN TOV Pabuovoun T 610 ETGTPOUEVE COAVAPLO.

MEZOAIAXTHMA
Opog 0’ 20"
(ng/ml)
Opbg 1 292 2,90
Opog 2 9,60 9,59

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

- Edv 1o amoteréopata mov Adappavovtol yio tov opd eléyyov 1 n/kat tov
opd eléyyov 2 de Ppickovtar evidg Tov mediov Timv Tov kabopiletar
oV €TIKéTO. TOV Ploldiov, ta amoteléopato dev givor dvvatd va
xpnoyoromBovy, ektdg edv £xel S0l kavomomTiky e€fynon yo Ty
ACVUP®VICL.

- Eav eivon emBopunto, kabe epyaotiplo pmopei vo dnpovpynioet to dikd
00 pelypoto derypdtov  eléyyov (pools), ta omoia mpémer vo.
Swnpodvtar kateyouypéva oe kAGopate/d6cel pog ypriong. Mnv
KOTOWOYETE-OTOYVYETE TEPIGGOTEPO OO dVO POPEC.

- And 600 egivaw dvvatd vo yvopilovps, dev vmapyer debvég vAKO
AVOPOPAS YL TNV TOPGUETPO OVTN.

XV. TIMEX ANA®OPAX

MnOvopiég Medio andérvtov Avdpecog
TIROV (ng/ml)
(ng/ml)
Tuvoik ITpogppunvomnavct 03-79 19
£ AKEG 15
Metepunvonavct 01-59 4,6
oKég
AacOTpryeg 16-93 6,4
Avdpeg 1,0-236




XVI. ITPODPYAAZEIY KAI IPOEIAOIIOIHXEIY

Acopdieia

Movo yia Soyveotiky ypfion in vitro.

To kit awtd mePéyel 1o 2 | (Xpovog mulone: 60 quépec), o padievepyn ovoio 1
onoio ekméumet woviCovoa oxtvoforia X (28 keV) kary (35.5 keV).

Av16 10 padievepyd mpoidy givar duvatd va petapephei kot va ypnoonomOei povo
a6 eEovorodotnuéva dropa. H ayopd, @O aén, yprion kot ovialloyr padievepydv
TPOIOVIMV VTOKEWTOL 0T Vopobesio g y®pag Tov TEMKOD ypriotn. Xe Kopio
mepintwon dev TPENEL Vo, yopnyeiton to Tpoidv o€ avOpdmovg N {da.

Ta ovototikd avOpOTIVOL aipatog Tov TEPIAAUPBAVOVTOL GTO KIT OUTO £YOVV
eheyyOel pe pedodovg eykekpiuéveg otnv Evpomn fi/kon and tov FDA xou éyet
Swamiotmbel ot givon apvntikd og Tpog v napovcia HBSAQ, avti-HCV, avti-HIV-
1 xar 2. Kapio yvoot pébodog dev givon duvatod vo mapéyet aAipn dtac@diion ot
mapdyoyo tov avlpodmvov aipotog de Oo petaddoovv nmatitide, AIDS 1 dileg
rowmEels. Emopévaog, o yeptopds avtidpootnpiov, derypdtov opod 1 TAGoHOTOS
0o Tpémer va YIVETOL COUPOVOL LE TIG TOTIKEG S1ad1KaGies TEPT 0o PAAELC.

Ola ta Lwkd mpoidvTo kot Toapdywyo €xovv cvAdexfel and vyw (do. Ta Posia
oLOTATIKG TpoépyovTon and ydpeg 6mov dev éxel avapepbei BSE. Tlap' OA' avtd,
ovotatikd mov mepiEyovy (wikég ovoieg Ba mpémer va avtyetomifovior ©¢
SVVNTIKAOG LOAVGHOTIKG.

Arnopedyete onolodfmote exogn tov déppatog pe aviidpacthipia (xpnoilLoroleital
alidio tov vatpiov ®g cvvinpntikd). To alido oto kit oWTO eviEXETAL VO
avtdpdost pe LOALPSO Kot YOAKO TV VIPUVAIKDY COANVAOCEMY KOl VO GYNUOTIoEL
pe tov Tpémo avtd Wiaitepo ekpnkTikd olidie petdAlov. Kotd ™ didpkea tov
Prpotog TAvoNG, EKTAVVETE TNV GRMOXETELVON WHE MEYGAN moocdtnTa VEPOD, Yo THV
TPOANYN TV OV GVoCMPEVONS AlIdiov.

Mnyv komviCete, unv TveETE, PNV TPOTE KoL U1 YPNCULOTOLEITE KUAAVVTIKG GTO Y MDPO
epyaciog. Mnv dovépete pe TUTETOL  XPNOLLOTOIDVTAG TO OTOUN  GOG.
X PNOLOTOLEITE TPOOTATEVTIKO POVYICHO Kot YavTia piag xprions. OXog o xeplopds
OV padlevepyod VAKOD o Tpémel va ektedEital 68 KaBOPLGUEVO Y DPO, HOKPLE arnd
ADPOVG TOKTIKNG SLEAEVONG. XTO EPYACTAPLO TPEMEL VO dLoTn peitan NUEPOAIYLO V1o
™mv Taporafn kot ™ @OAaEN padievepydv vik®dv. EEomMopoc kot yvdhiva okevm
oL gpyaotnpiov, ta omoia Bo propovoav vo polvvOodv pe padievepyég ovoieg, Oa
TPEMEL VO PUAGGGOVTAL 08 EEXMPLOTO YDPO YL TNV TPOANYT ETUOAVVONG TOV
S10pOp®V PUSIOICOTOTWOV.

Tuydv S1appoég padievepydv vypav npénet vo, kabapilovtat apéoms cOUPOVI UE TIg
Swdikaociec aocpdrewng and padievépyeln. Ta padievepyd omdPAnto mpémel va
OTOPPITTOVTOL GUHO®VO IE TOVG TOTIKOVG KOVOVIOUOUG KOl TIS KoTeuhuvTipleg
0dnyieg TV apydv Tov £xovv dikatodocia 6to gpyactipto. H tpnon tov facikdv
KavOVOV 00QOAEL0G 0Ttd POSIEVEPYELN TTAPEYEL ETOPKN TPOSTUCTOL.
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XVIII. HIEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY

KPOYZEIZ BAGMONOM AEII'MA(TA)
"TOTAL" HTEX OPOI
pk EAEI'XOY
ul ul
BoOpovountég (0 émg 5) - 100 -
Agiypora, opot eELéyyov - - 100
Iyvnbétng 500 500 500

Endaon 2 dpeg o€ Beppokpacio dopatiov pe cuveyn avadevon
(700 rpm)

Aloopropog - avappdenon

Awiopa TAvong 2,0ml

epyaciog avappdenomn

Aoy wplopog 2,0ml

Addopa TAvoNg avappdenon

epyaciog

Aoy opiopog

Métpnon Métpnon coinvapiov eni 60 devteporenta

Ap. xotoioyov DI Asource:
KIP0151

ApOpog P.I.:
1701001/¢l

Ap. avabedpnong:
110706/1

nuepounvia avadedpnong: 2011-07-06
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Leia todo o protocolo antes de utilizar.

3a-Diol G-RIA-CT

|.  UTILIZAGCAO PREVISTA

Radioimunoensaio para adeterminacdo quantitativa in vitro do 5o-Androstane-3a-17p-Diol-
Glucuronido (3a-Diol G) humano no soro e no plasma.

I.  INFORMACOES GERAIS
A. Nome do proprietario : DIAsource-Kit 3u-Diol G-RIA-CT
B. Numero do catialogo: KIPO151: 96 testes

C. Produzido por : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosguet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Bégica.

Para obter informagdes sobre aquisicio ou assisténcia técnica , contacte :
Bélgica Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.90
Ou o representante local

1. SIGNIFICADOCLINICO

O 5a-Androstano-3a-17p-Diol-Glucuronido (3o0-Diol G) é um esteroide C19. E prinicipamente
produzido. como um metabolito da testosterona e da dihidrotestosterona (DHT). E largamente
produzido:nos tecidos alvo periféricos, tais com a pele, especialmente em volta dos folicul os pilosos. A
estimulacao pilosa, por elevadas quantidades de 3u-Diol G, leva a excessiva formag&o de pélo — notoria
em areas onde ndo existem normal mente pél os nas mulheres.

Nos Ultimos anos surgiu o interesse pela determinacdo deste esteroide, no estudo do hirsutismo
idiopético feminino.

De todos os esteroides precursores do 3a-Diol G, nomeadamente a dehidroepiandrosterona (DHEA),
dehidroepiandrosterona sulfato (DHEAS), DHT androstenediona e testosterona, apenas se demonstrou
0 aumento do 3a-Diol G com o hirsutismo e a sua diminui¢do com o tratamento. Esta correlacdo foi
também demonstrada em doentes com ovarios poliquisti cos.

As determinagdes do 3a-Diol G sdo entdo manifestamente (teis, na monitorizacdo do progresso do
tratamento do hirsutismo idiopético e em mulheres com ovarios poliquisticos.

Em doentes diabéticos, de ambos os sexos com tratamento pela ciclosporina A, tém apresentado
valores de 3a-Diol G acima do normal, um efeito secundério que resulta no aparecimento de pélo, em
areas onde previamente ndo existia.



V.

PRINCIPIO DO METODO

Uma quantidade fixa de 3o-Diol G marcado com *°| compete com o 3o-Diol G a
ser medido, que estga presente na amostra ou no calibrador, para uma quantidade

fixa de locais de anticorpo, que é imobilizado nas paredes dos tubos de

poliesi

reno. Nem a extracgdo nem a cromatografia sdo necessarias, devido a

elevada especificidade dos anticorpos revestidos. Apds uma incubagéo de 2 horas
a temperatura ambiente (TA), num agitador, a reacgdo de competi¢do termina
com a operagdo de aspiragdo. A seguir os tubos sdo lavados com 2ml de solugao
de lavagem de trabal ho e novamente aspirados. Traga-se uma curva de calibracao
e as concentracdes de 3a-Diol G nas amostras sio determinadas por interpolacéo
dadose a partir da curva de calibraco.

V. REAGENTES FORNECIDOS
Reagentes Kit 96 Codigo Reconstitui¢iio
Testes de cor
Tubos revestidos com 2x48 Cinzento | Pronto para utilizar
anti 3a-Diol G
As 1257 1recipiente | vermelho | Pronto para utilizar
Marcador:  3o-Diol G marcado 1853 Ir(rg
com *#| (grau HPLC) em tamp&o q
com caseina bovina (1%) e azida
(<0,1%)
CAL 1're(_:i _piente amarelo Adiglione 2 ml de dgua
Cdlibrador Zero em soro bovino, liofilizado destilada
timol (<0,1%) e gentamicina (<
0,1%)
CAL 5 amaelo | Adicione 0,5 ml de &gua
. - recipientes destilada
Cdibradores 3a-Diol G- N =1 liofilizados
para’5 (ver osva ores exactos nos
rétulos do recipiente) no soro
bovino, timol (<0,1%) e
gentamicina(<0,1%)
| WAS | SOLN | CONC | Lrecipiente | castanho | Dilua 25x com &gua
50 ml destilada (use um
Solugdo de lavagem (Tampdo agitador magnéti co).
fosfato)
2 prateado | Adicione 0,5 ml de dgua
recipientes destilada
Controlos-N =1o0u2 liofilizados
No soro humano e timol (<0,1%)

Note :

VI.

O segui
1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.

VII.

A.

B.

C.

VIII.

Use o calibrador zero para dilui¢oes de amostras.

MATERIAL NAO FORNECIDO

inte material € necessario, mas ndo fornecido.com o kit:

Agua dedtilada

Pipetas autométicas: 100 pl, 500, e 2 ml (recomenda-se a utilizacdo
de pipetas precisas, com pontas descartaveis)

Misturador de vortex

Agitador magnético

Agitador de tubos (700 rpm)

Pipeta automética de 5 ml paralavagem (tipo Cornwall)

Sistema de aspiracao (opcional)

Qualquer contador gamma capaz de medir **°| pode ser utilizado
(min alcance de 70%).

PREPARACAO DOS REAGENTES

Calibradores : Recongitua o calibrador
destilada e outros calibradores com 0,5 ml.
Controlos : Reconstitua os controlos com 0,5 ml de agua destilada.
Solugio de lavagem de trabalho : Prepare um volume adequado de
Solugdo de lavagem de trabalho ao adicionar 24 volumes de &gua destilada
para 1 volume de solucéo de lavagem (25x). Use um agitador magnético
para homogeneizar. Rgeite a solugdo ndo utilizada no final do dia.

zero com 2,0 ml de &gua

ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE DOS REAGENTES

Antes de abrir e recongtituir, todos os componentes do kit sdo estaveis até
ao final do prazo de validade, indicado no rétulo desde que mantido entre
2to8°C.

10.

XI.

XII.

Apobs reconstitui¢do, os calibradores e os controlos sio estaveis durante 1
semana entre 2 a 8°C. Durante periodos de armazenamento mais longos,
devem ser feitas aliquotas e mantidas a—20°C.

A solucéo de lavagem de trabal ho deve ser feita e utilizada no mesmo dia.
Depois da 12 utilizago o marcador é estavel até final do prazo de validade,
desde que mantido no recipiente original, bem fechado entre 2 to 8°C.
Alteracdes no aspecto dos reagentes do kit podem indicar instabilidade ou
degradacao.

RECOLHA E PREPARAGCAO DE AMOSTRAS

Amostras de soro ou plasma devem ser mantidas entre 2-8°C.
Se aandlise ndo for realizada em 24 hrs,recomenda-se conservar a -20°C.
Evite ciclos de congelamento e descongelamento sucessivos.
O plasma heparinisado apresenta resultados 15 % mais baixos do que o
Soro.

Y (plasmaHep.) = 0,86 x (soro) + 0,52 r=09 n=13
O plasma com EDTA tem resultados 25 % mais baixos do que o soro :

Y (plasmacom EDTA) = 0,74 x (soro) +0,52 r=0,97 n=13

PROCEDIMENTO

Notas de manipulacio

Na&o utilize o kit ou qualquer componente depois da expiracéo do prazo de
validade. N&o misture componentes de diferentes lotesAntes de utilizar
todos os componentes devem estar a temperatura ambiente (TA).

Misture bem os reagentes.e as amostras, por agitacdo ou rotacéo suaves.
Para evitar contaminacoes cruzadas utilize uma ponta de pipeta limpa e
descartave, para adi¢do de cada componente.

Pipetas de ata precisio ou equipamento automatico de pipetagem
mel horam a precisdo. Respeite os periodos de incubagéo.

Prepare uma curva de calibracio para cada andlise, ndo utilize dados de
andlisesprévias.

Procedimento

Rotule os tubos revestidos em duplicado, para cada calibrador, amostra,
controlo. Para a determinagéo das contagens totais, rotule 2 tubos normais.
Agite ligeiramente no vortex calibradores, amostras e control os e dispense
100ul de cada, para os tubos respectivos.
Dispense 0,5 ml de 3a-Diol G marcado com
0stubos normais para as contagens totais.
Agite suavemente o suporte dostubos, paralibertar possiveis bolhas dear.
Incube durante 2 horasa TA com agitagéo continua (700 rpm).

Aspire o contelido de cada tubo (excepto os das contagens totais).
Assegure-se que a ponta plastica do aspirador atinge o fundo do tubo
revestido, para remover todo o liquido.

Lave ostubos com 2 ml de solucdo de lavagem de trabal ho (excepto os das
contagens totais) e aspire. Evite formagdo de espuma quando adiciona a
solucéo de lavagem.

Lave novamente os tubos com 2 ml de solugdo (excepto os das contagens
totais) e aspire.

Depois da ultima lavagem, deixe os tubos direitos durante 2 minutos e
seguidamente aspire a Ultima porcao de liquido.

Conte os tubos num contador gamma durante 60 segundos.

12
| 5

para cada tubo, incluindo

CALCULO DOSRESULTADOS

Calcule a média das determinagdes em duplicado, regeitando os “outliers’
(casos marginais) ébvios.

Calcule a radioactividade de ligagdo como uma percentagem da ligagdo
determinada no ponto do calibrador zero (0), de acordo com a férmula
seguinte:

Contagens (Calibrador ou amostra)

B/BO(%) =
6 Contagens (calibrador Zero)

x100

Utilizando um papel de gréfico semi-logaritmico de 3 ciclos ou logit-log
trage osvalores (B/B0(%)) para cada ponto de calibragdo como uma fungéo
da concentracdo do 3a-Diol G em cada ponto.

Os métodos informéticos também podem ser utilizados para construir a
curva de calibracdo. Se o processamento dos resultados for automético,
recomenda-se a curva com funcgdo de gjuste de“4 parametros’.

Por interpolagdo dos valores das amostras (B/B0(%)), determine as
concentragdes de 3a-Diol G das amostras da curva de referéncia

Para cada andlise, a percentagem de marcador total ligado na auséncia de
3o-Diol G (BO/T) marcado, deve ser verificada.

DADOS TiPICOS

Os dados seguintes sdo apenas para exemplificacdo e nunca devem ser utilizados
em detrimento dos dados reai s da curva de calibraggo.



3a-Diol G cpm B/Bo (%)
Contagens tota 35967
Cadibrador 0,0 ng/ml 13912 100,0
0,2 ng/ml 11443 82,2
1,2 ng/ml 8385 60,3
6,0 ng/ml 4611 33,1
25,0 ng/ml 1796 12,9
75,0 ng/ml 960 6,9

E. Intervalo de atraso de tempo entre o ultimo calibrador e a dispensa de
amostra
Conforme demonstrado a seguir, os resultados das analyses continuam
precisos, mesmo quando é dispensada uma amostra 20 minutos depois da
adicdo do calibrador aos tubos revestidos.

INTERVALO DE ATRASO DE TEMPO

XIHI.

A. Limite de detec¢ao
Foram analisados 20 calibradores zero , juntamente com um conjunto de
outros calibradores.
O limite de detecgdo, definido como a concentragéo aparente, 2 DP abaixo
das contagens médias com zero ligages, foi de 0,05 ng/ml.

B. Especificidade

DESEMPENHO E LIMITES

Soro 0' 20"
(ng/ml)
Soro 1 292 2,90
Soro 2 9,60 9,59

Composto Reactividade-cruzada
(%)
50-Androstano-3u-17p-diol G 100,00
50-Androstano-3a-17p-diol 10,69
50.-Androstano-3a-17B-diol -3Gl ucuronido 5,86
50.-Dihidrotestosterona Gl ucuronido 1,75
Progesterona 0,03
Testosterona glucuronido 0
Testosterona 0
11B-hidroxitestosterona 0
50.-Dihidrotestosterona 0
5B-Dihidrotestosterona 0
Cortisol 0
Dehidroepiandrosterona 0
Estrona 0
Androstenediona 0
5-Androstena-3p-17p-diol 0
17p-Estradiol 0

XIV. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

- Se os resultados obtidos para o controlo 1 €/ou controlo 2 ndo estéo dentro
do intervalo especificado no rétulo do recipiente, os resultados ndo podem
ser utilizados, a menos que sgja dada uma explicacdo satisfatéria para a
discrepancia encontrada.

- Se for desgjavel, cada laboratério pode fazer os seus prérios conjuntos de
amostras de controlo, que podem ser mantidas congeladas em aliquotas.
Néo faga ciclos de congelacio/descongelacdo mais do que 2 vezes.

- N&o exise material de referéncia internacional para este parametro, que
sgja do nosso conhecimento

XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

Média
(ng/ml)

Intervalo absoluto
(ng/ml)

Populagao

Sexo.feminino Pré-menopausa
Pbs-menopausa

Hirsutismo

03-79 19
01-59 15
16-93 4,6

Sexo masculino 1,0-23,6 6,4

Nota : Estatabela mostra a reactividade-cruzada para o anti 3a-Diol G.

C. Precisao

PRECISAO INTRA-ENSAIO

PRECISAO INTER-ENSAIO

XVI. AVISOSE PRECAUCOES

Seguranca

Soro N <X>+DP Ccv Soro N <X>+DP Ccv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 | 264+£0,15 57 A 10 2,76+ 0,17 6,4
B 20 | 10,11+ 0,50 49 B 10 10,32+ 0,70 72

DP: Desvio Padréo; CV: Coeficiente de variagdo

D. Exactidao

TESTE DE DILUICAO

Amostra Diluicao Conc. teorico. Conc. medida
(ng/ml) (ng/ml)
1 1 50,70 50,70
12 25,35 24,58
V4 12,67 11,96
/8 6,33 6,49
116 3,16 3,26
132 1,58 148
164 0,79 0,62
Asamostras foram diluidas com calibrador zero.
TESTE DE RECUPERACAO
Amostra 30-Diol G 30-Diol G Recuperag¢io
adicionado recuperado (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Soro 50 48,4 96,8
20 21,3 106,0
10 95 95,0
5 49 98,0

Apenas para uso em diagnéstico in vitro.

Este kit contém | (meia-vida: 60 dias), emitindo radiacdes X (28 keV) ey (35.5
keV) ionizantes.

Este produto radioactivo pode apenas ser transportado e utilizado por pessoal
autorizado: a compra, armazenamento, utilizaggo e troca de produtos radioactivos
estdo sujeitas a legidacdo nacional vigente. Em nenhum caso, este produto pode
ser administrados a seres humanos ou aanimais.

Os componentes de sangue humano incluidos neste kit foram testados por
métodos aprovados pela legidacéo europeia e/lou FDA e dados como negativos
para 0 HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 e 2. N&o existe nenhum método, até agora
conhecido, que oferece total seguranga quanto a impossibilidade de transmissdo
de hepatite, HIV ou outras infecgOes, por via do sangue humano. Por isso, deve
manipular os reagentes, 0 soro ou o plasma de acordo com as regras locais de
seguranga, quanto a materiai s potencial mente infecci 0sos.

Todos os produtos de origem animal e seus derivados foram recolhidos de
animias saudaveis. Os componentes bovinos, vieram de paises sem casos
notificados de BSE. No entanto, todos estes components devem ser manipulados
como potencial mente infecciosos.

Evite 0 contacto da pele e mucosas com o0s reagentes (azida sodica como
conservante). A azida pode reagir com o chumbo e o cobre das canalizagtes e
formar compostos explosvos. Rejeitar com abundante quantidade de é&gua
corrente para evitar acumulagdes destes compostos.

N&o fume, coma, beba ou aplique cosméticos na area de trabalho. N&o pipette
com o auxilio da boca. Use vestuério adequado de proteccdo e luvas. Toda a
manipulagdo readioactiva deve ser efectuada em local préprio e exclusivo para
tal. Deve ser mantido no laboratério, um livro de registo para a recepcdo e
armazenamento de material radioactivo. O equipamento do laboratério e
equipamento de vidro que possa ser contaminado com radioactividade, deve ser
segregado para evitar contaminagdo cruzada com diferentes isétopos. Qualquer
derrame de material radioactivo deve ser imediatamente limpo, de acordo com os
procedi mentos de radioproteccdo. O lixo radioactivo deve ser regjeitado de acordo
com alegidacéo vigente e asregras do laboratdrio. A adesdo asregras basicas da
radioseguranga, fornece a protecgéo adequada.
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CONTAGENS CALIBRA- CONTROLO
TOTAIS DORES SDAS
AMOSTRAS
(ub) (ub) (uh)
Cdibradores (0to 5) - 100 -
Amostras, controlose - - 100
marcadores 500 500 500
Incubacéo 2horasaTA com agitagdo continua (700 rpm)
Separagdo - aspirar
Solugdo de lavagem de 2,0ml
trabaho aspirar
Separagdo 2,0ml
Solugdo de lavagem de aspirar

trabaho
Separagdo

Contagem

Contar ostubos durante 60 segundos
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P.I. Number : 1701000

Used symbols

Consult instructions for use

Storage temperature

Use by

Batch code

Catal ogue number

Control

In vitro diagnostic medica device

Manufacturer

Contains sufficient for <n> tests

FIIEI*

WASH | SOLN | CONC Wash solution concentrated
cAL 0 Zero cdibrator
cAL N Calibrator #
CONTROL | N Control #
Ag 1251 Tracer
Ab 1251 Tracer
Ag | 125 | conC Tracer concentrated
Ab | 125 | coneC Tracer concentrated
i Tubes
INc | BUF Incubation buffer
ACETONITRILE Acetonitrile
SERUM Serum
oL | sE Specimen diluent
oL | BUF Dilution buffer
ANTISERUM Antiserum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent

DL | cAL Cdlibrator diluent

REC | SOLN Reconstitution solution
Polyethyleneiglycol
Extraction solution

Elution solution

Bond Elut Silica cartridges

Pre-treatment solution

Neutraization solution

Tracer buffer

Microtiterplate

HRP Conjugate

HRP Conjugate

HRP Conjugate concentrate

HRP Conjugate concentrate

cons | BUF Conjugate buffer

CHROM CONC Chromogenic TMB concentrate

CHROM | T™MB Chromogenic TMB solution
Substrate buffer

stoP | soLN Stop solution

INC

Incubation serum

b,

BUI Buffer
Ab 3 AP Conjugate
suB | PNPP Substrate PNPP

BIOT CONC

i

Biotin conjugate concentrate

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentrate

Ass BUF

Assay buffer

BIOT

Biotin conjugate

i

Ab

Specific Antibody

SAV HRP CONC

Streptavidin HRP concentrate

NSB Non-specific binding
2ndAb 2nd Antibody
ACD | BUF Acidification Buffer
DIsT Distributor
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Symboles utilisés

Bt Consulter lesinstructions d utilisation
/ﬂf Température de conservation
= Utiliser jusque
Numéro de lot
Référence de catalogue
Controle

=]

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Fabricant

i A=

Contenu suffisant pour <n> tests

Solution de lavage concentrée

ca | o Calibrateur zéro
cAL N Cadlibrateur #
CONTROL | N Controle #
Ag 1251 Traceur
Ab 1251 Traceur
Ag | 1251 | CONC Traceur concentré
Ab | 1251 | CONC Traceur concentré
lij Tubes
INC | BUF Tampon dincubation
ACETONITRILE Acétonitrile
SERUM Sérum
oL | sE Diluant du spécimen
piL | BUF Tampon dedilution
ANTISERUM Antisérum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbant
DL | cAL Diluant de calibrateur
ReC | soN Solution dereconstitution

Glycol Polyéthyléne

Solution d’extraction

ELU | SOLN Solution d’elution
GEL Cartouches Bond Elut Silica
PRE SOLN

Solution de pré-traitement

Solution de neutralisation

Tampon traceur

Microplaque detitration

Ab | “HRP HRP Conjugué

Ag | _HRP HRP Conjugué

Ab | HRP | CONC HRP Conjugué concentré

Ag | HRP | CONC HRP Conjugué concentré
cony | BUF Tampon conjugué
CHROM | TMB | CONC Chromogéne TMB concentré
CHROM | TMB Solution chromogéne TMB
suB | BUF Tampon substrat

SToP | SOLN Solution d'arrét

Nc | =R Sérum dincubation

BUF Tampon
Ab AP AP Conjugué
suB | PNPP Tampon PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotine conjugué concentré

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentré

Tampon de test

Biotine conjugué

Anticorps spécifique

Concentré streptavidine HRP

NS8 Liant non spécifique
2nd Ab Second anticorps
| ACID | BUF |

Tampon d'acidification
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Gebrauchte Symbolen

[HE] Gebrauchsanweisung beachten
/ﬂf Lagern bel

- Verwendbar bis

Chargenbezei chnung
Bestellnummer
Kontrolle

VD In Vitro Diagnostikum

M Hersteller

VA Ausreichend fir <n> Ansétze

Waschl6sung-Konzentrat

CAL 0 Null kaibrator
cAL N Kalibrator #
CONTROL | N Kontrolle #

Ag 1251 Tracer

Ab 1251 Tracer

Ag 1251 CONC

Tracer Konzentrat

Ab 1251 CONC

Tracer Konzentrat

lij Réhrchen
INC | BUF Inkubationspuffer
ACETONITRILE Azetonitril
SERUM Humanserum
oL | sE Probenverdiinner
oL | BUF Verdunnungspuffer
ANTISERUM Antiserum
IMMUNOADSORBENT | mmnadsorbens
DL | cAL Kalibratorverdiinnung
REC | SOLN Rekonstitutionslésung
PEG Polyethylenglykol
EXTR | SOLN Extraktionsl6sung

ELU | SOLN Eluierungsl6sung
GEL Bond Elut Silikakartuschen
PRE SOLN

Vorbehandlungsl 6sung

Neutralisierungsl dsung

Tracer-Puffer

Mikrotiterplatte

HRP Konjugat

HRP Konjugat

HRP Konjugat Konzentrat

HRP Konjugat Konzentrat

cony | BUF Konjugatpuffer
CHROM | TMB | CONC Chromogenes TMB Konzentrat
CHROM | TMB Farblésung TMB

suB | BUF Substratpuffer

stoP | soLN Stoppl &sung

INC | sER Inkubationsserum

BUF Puffer
Ab AP AP Konjugat
suB | PnPP Substrat PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotin-Konjugat-Konzentrat

AVID HRP | CONC

Avidin-HRP-Konzentrat

ass | BUF Assaypuffer
Ab | BIOT Biotin-Konjugat
Ab Spezifischer Antikorper

HRP Streptavidinkonzentrat

Unspezifische Bindung

Sekundérer Antikdrper

Ansauerungspuffer
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Gebruikte symbolen

Raadpl eeg de gebruiksaanwijzing

Bewaartemperatuur

Houdbaar tot

Lotnummer

Catal ogusnummer

Controle

Medisch hulpmiddel voor in-vitro diagnostiek

Fabrikant

QEEEEEN%@
[e]
r

Inhoud voldoende voor <n> testen

WASH | SOLN | CONC

Wasoplossing, geconcentreerd

cAL 0 Nulkalibrator
CcAL N Kalibrator #
CONTROL | N Controle #
Ag 1251 Tracer
Ab 1251 Tracer
Ag | 1251 | conc Tracer geconcentreerd
Ab | 1251 | conc Tracer geconcentreerd
lij Buisies
INc | BUF Incubatiebuffer
ACETONITRILE Acetonitrile
SERUM Serum
oL | see Specimen diluent
oL | BUF Verdunningsbuffer
ANTISERUM Antiserum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent
biL | ca Kalibratorverdunner
REC | SOLN Reconstitutieoplossing
PEG Polyethyleen glycol
EXTR | SOLN Extractieoplossing
ELU | soN Elutieoplossing
GEL Bond Elut Silica kolom
PRE | SOLN Pre-behandelingsoplossing
NEUTR | SOLN Neutralisatieoplossing
TRACEUR | BUF Tracerbuffer
Microtiterplaat
Ab | “HRP HRP Conjugaat
Ag | Hre HRP Conjugaat

HRP Conjugaat geconcentreerd

HRP Conjugaat geconcentreerd

Conjugaat buffer

CHROM ™B CONC

Chromogene TMB geconcentreerd

CHROM | T™B Chromogene Oplossing TMB
s | BUF Substraatbuffer
stop | soLN Stopoplossing
INC | ser Incubatieserum
BUF Buffer
Ab AP AP Conjugaat
suB | PneP Substraat PNPP

Geconcentreerd Biotine conjugaat

Geconcentreerd Avidine-HRP conjugaat

Assay buffer

Biotine conjugaat

Specifiek antilichaam

Streptavidine-HRP concentraat

NSB Aspecifieke binding
2ndAb 2de antilichaam
| ACID | BUF | Verzuringsbuffer
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Simbolos utilisados

Consultar las instrucciones de uso

Limitacion de temperatura

Fecha de caducidad

Codigo delote

NUmero de catél ogo

Control

Producto sanitario para diagndstico in vitro

Fabricante

<]EEEEEM =
ol |Z =

]

r

Contenido suficiente para<n> ensayos

WASH | SOLN | CONC

Solucion de lavado concentrada

cAL 0 Calibrador cero
CcAL N Cadlibrador #
CONTROL | N Control #
Ag | 1280 Trazador
Ab 1251 Trazador
Ag | 1251 | conc Trazador concentrada
Ab | 1251 | conc Trazador concentrada
lij Tubos

INC | BUF Tampon de incubacion
ACETONITRILE Acetonitrilo

SERUM Suero

DIL SPE Diluyente de Muestra

DIL BUF Tamp6n de dilucion

ANTISERUM Antisuero

IMMUNOADSORBENT Inmunoadsorbente

DIL CcAL Diluyente de calibrador

REC | SOLN Solucion de Reconstitucion

Glicol Polietileno

Solucién de extraccion

ELU | soN Solucién de elucion

GEL Cartuchos Bond Elut Silica
PRE | SOLN Solucion de Pre-tratamiento
NEUTR | SOLN Solucién de Neutralizacion
TRACEUR | BUF Tampon de trazador

Placa de microvaloracion
Ab | “HRP HRP Conjugado
Ag | _HRP HRP Conjugado

HRP Conjugado concentrada

HRP Conjugado concentrada

Tamp6n de Conjugado

CHROM ™B CONC

Crombgena TMB concentrada

CHROM | T™MB

Solucion Cromégena TMB

suB | BUF Tampon de sustrato
STOP | soLN Solucion de Parada
INC | ser Suero de Incubacion
BUF Tampdn
Ab AP AP Conjugado
suB | PneP Sustrato PNPP

Concentrado de conjugado de biotina

Concentrado avidinaHRP

Tampoén de ensayo

Conjugado de biotina

Anticuerpo especifico

Estreptavidina-HRP Concentrado

NSB Uni6n no especifica
2nd Ab Segundo anticuerpo
IESEE Tampén de Acidificacion
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Simboli utilizzati

Consultare leistruzioni per I'uso

Limitazioni di temperatura

Utilizzare entro

Numero di lotto

Numero di catalogo

Controllo

Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Fabbricante

IR
Q
r

Contenuto sufficiente per <n> saggi

WASH [ SOLN | cone Tampone di lavaggio concentrato
CAL 0 Calibratore zero
CcAL N Standard #
CONTROL | N Controllo #
Ag 1251 Marcato
Ab 1251 Marcato
Ag 1251 CONC Marcato concentrato
Ab 1251 | CONC Marcato concentrato
lij Provette
INC | BUF Tampone incubazione
ACETONITRILE Acetonitrile
SERUM Siero
oL | se Diluente campione
DIL BUF Tampone diluizione
ANTISERUM Antisiero
IMMUNOADSORBENT Immunoassorbente

Diluente cdibratore

Soluzionedi ricostituzione

Polietilenglicole

Soluzione di estrazione

Soluzione di eluizione

Cartucce di silice bond elut

Soluzionedi pretrattamento

Soluzione di neutralizzazione

Tracer Buffer

Piastradi microtitolazione

HRP Coniugato
Ag | _HRP HRP Coniugato
Ab | HRP | cone HRP Coniugato concentrato
Ag | HRP | cone HRP Coniugato concentrato
cong | BUF Buffer coniugato

CHROM ™B CONC

Cromogena TMB concentrato

CHROM | T™MB

Soluzione cromogena TMB

Tampone substrato

Soluzione di arresto

INC | ser Incubazione con siero
BUF Buffer

Ab AP AP Coniugato

suB | PNPP Substrato PNPP

Concentrato coniugato con biotina

Concentrato avidinaHRP

Soluzione tampone per test

Coniugato con biotina

Anticorpo Specifico

SAV | HRP | CONC Streptavidina-HRP concentrata
NSB Legame non-specifico
20dAb 2° Anticorpo
IESEE Tampone Acidificante
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Enrelijynon ov OV

[BEY ZvpPovievteite TIg 0dnyieg xpoNg
/ﬂ/ Oeppokpacio amobikevong

- Hugpopnvia Mg

Ap1Opog Taptidag
Ap16pdg kataddyov

Ipétumo ehéyyov

=]

In Vitro Awyvootiké lotpoteyvortytkd mpotdv

Kataokevaomg

i A=

Tepeyopevo emapkég yuo «» eEeTaoELg

ZUUTVKVOUEVO SHAVLLOL EKTAVONG

CAL 0 Mndevikog Babpovopntig
CAL N Babpovountg #
CONTROL | N Opodg eréyyov #
Ag | s Iymbémg
Ab | 1250 Iyvnoémg
Ag | 1251 | CONC Xpopoyovog Iyvndémg
Ab | 1251 | CONC Xpopoyovog Ixyynbémg
lij Twoinvépa
INC | BUF PouBpiotiko tddvpa endaong
ACETONITRILE Axetovitpilio
SERUM Opog
DL | sPE Adidopa apaioong derypdtmv
DL | BUF PuBpiotiko dtddovpa apainong
ANTISERUM Avtiopog
IMMUNOADSORBENT AvocompospopNTIKd
DL | cAL Aparotikd fobiovormtadv
REC | SOLN Addopo avecveTIoN G
PEG ToAvdBvievoylvkoin
EXTR | SOLN Addopa exyorong
ELU | SOLN Awidopa Ekhoveng
GEL Dootyyeg moprtiov Bond Elut
PRE SOLN

Adhopa Tpoemeepyaciog

Aihopa eEovdeTépwong

Pubruotico didivpa

IMiéka pkpotithoddTong
Ab | “HRP HRP Z0evypa
Ag HRP HRP Z0evypa

Xpopoyoévog HRP Zolevypa

Xpopoyoévog HRP Zolevypa

CONJ | BUF PouBpiotiko dtddvpa culedypatog
cHrRom | T™MB | cone Xpwpoydvog TMB

CHROM | T™MB Awdhopa ypopoyovov TMB

SUB | BUF PuBpiotikd StiAv o VIOGTPMOUATOS
stoP | soLN Avaoyetikd avtidpoaotiplo

INC | SR Opog emdaong

Pubruotico Srdivpa

AP Z0Cevypa

PNPP vrostpdpatog

BIOT CONJ | CONC

ZUUTVKVOUEVO avTIdpacTiplo culevypévo pe Protivn

AVID HRP | CONC

Zopmokvopévo dtaivpo ofdivng-HRP

PuBiotiko tddvpa Tposdtopicron

avTIdpuoTHPLo GuiEVYHEVO ne Plotivn

Ewdwo6 Avticopo

Zopmokvopévn otpentofidivn cvveéevyuévn pe HRP

un-edikn déopevon

20 Avticopa

PuBiotiko Atdivpo 6&vo
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Simbolos utilizados

Consulte instrugdes de utilizagdo

Temperatura de conservaggo

Utilizar antes de

Caodigo delote

NUmero de catél ogo

Controlo

Dispositivo médico de diagndstico in vitro

Fabricante

Contetido suficiente para<n> testes

WASH | SOLN | CONC

EEEEN =
ol |Z =

]

r

Solucdo de lavagem concentrada

cAL 0 Calibrador zero
CcAL N Calibrador #
CONTROL | N Controlo #
Ag | 1280 Marcador
Ab 1251 Marcador
Ag | 125 | conc Marcador concentrada
Ab | 125 | conc Marcador concentrada
lij Tubos

nc | BuF Tampéo de incubagéo
ACETONITRILE Acetonitrilo
SERUM Soro
oL | se Diluidor de espécimes
oL | Bur Tampao de diluicio
ANTISERUM Anti-soro
IMMUNOADSORBENT Imunoadsorvente
biL | ca Diluente do calibrador
REC | SOLN Solugo deReconstituicdo
PEG Polietileno-glicol
TR | sol Solucao de Extracgio
e | soN Soluggo de Eluigio
GEL

Cartuchos de silicaBond Elut

PRE | SOLN Soluggo de pré-tratamento
NEUTR | SOLN Soluggo de neutralizacéo
TRACEUR | BUF Tamp&o Marcador
Placade micro titulaggo
Ab | “HRP HRP Conjugagéo
Ag | _HRP HRP Conjugaggo
Ab | HRP | conC HRP Conjugagéo concentrada
Ag | HRP | conc HRP Conjugagéo concentrada
CONJ | BUF Conjugue o tampéo

CHROM ™B CONC

Cromogénica TMB concentrada

CHROM | T™MB

Solugéo Cromogénica TMB

suB | BUF Tampéo de substrato
stop | soLN Solugéo de Paragem
N | =R Soro deincubagéo
BUF Tampéo
Ab AP AP Conjugagéo
suB | PneP Substrato PNPP

BIOT CONJ | CONC

Concentrado conjugado de biotina

AVID HRP | CONC

Concentrado HRP de avidina

Tampéo de ensaio

Conjugado de biotina

Anticorpo especifico

Estreptavidina HRP concentrado

NSB Ligagdes néo especificas
2ndAb Anticorpo secundério
| ACID | BUF | Tampéo de acidificagéo
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