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INHIBIN A ELISA

DSL-10-28100T-1, DSL-10-28100T-4
FOR PROFESSIONAL USE ONLY,

The Inhibin A enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) kit provides
materials for the quantitative measurement of dimeric inhibin A in human serum
or plasma. It is intended strictly for in vitro use as an aid in the diagnosis

and monitoring of various horn:]gnal reproductive disorders. Down syndrome
(Trisomy 21) screening in the 2 trimester using combined biochemical and
ultrasound markers may be assessed with appropriate alg%?tzl-&l;ms that can

be run on commercially available risk calculation software. It is strongly
recommended to use validated (CE marked) software designated specifically
for evaluating the risk of Trisomy 21, e.g. software alpha.* The Inhibin A kit is
intended for use in combination with hAFP + hCG + uE3.

SUMMARY

Inhibins are heterodimeric protein hormones secreted by granulosa cells
of the ovary in the female and Sertoli cells of the testis in the male. They
selectively suppress the secretion of pituitary follicle stimulating hormone
(FSH) and also have local paracrine actions in the gonads.'?

The fully processed form of the inhibin molecule has a molecular weight of
approximately 32 kD and consists of the two distinct chains (a and ), linked
by disulfide bridges. Higher molecular weight forms, with precursor forms
of the a-subunit, also occur in follicular fluid and serum. In addition, free
a-subunit forms, unassociated with a B-subunit, and lacking inhibin bioactivity,
are also present.3*%¢

Inhibin A consists of an a-subunit and a Ba-subunit. Measurements
of inhibin A are shown to be useful in studying its role in the human
reproductive physiology.”®° Several published reports indicate the utility
of inhibin A measurement as an endocrine marker for monitoring ovarian
function,1011:1213.14181817 i recently, it was not possible to distinguish
between circulating functional dimeric inhibin and free a-subunit in the
normal human menstrual cycle.

However, by using the highly characterized pair of antibodies, the two-site
sandwich ELISA is found to be able to specifically measure only the dimeric
inhibin A."™

PRINCIPLE

The Inhibin A ELISA is an enzymatically amplified two-step “sandwich” assay.
In the assay, calibrators, controls and samples are incubated in microtitration
wells which have been coated with anti-inhibin B, subunit antibody. After
incubation and washing, anti-inhibin alpha subunit detection antibody labeled
with horseradish peroxidase (HRP) is added to each well. After a second
incubation and washing step, the substrate tetramethylbenzidine (TMB) is
added to the wells.

Lastly, an acidic stopping solution is added. The degree of enzymatic turnover
of the substrate is determined by dual wavelength absorbance measurement
at 450 nm and between 600 and 630 nm. The absorbance measured is
directly proportional to the concentration of inhibin A in the samples. A set of
Inhibin A calibrators is used to plot a standard curve of absorbance versus
inhibin A concentration. The inhibin A concentrations in the samples can then
be calculated from this standard curve.

WARNING AND PRECAUTIONS

For in vitro diagnostic use.
Use good laboratory practices.®

Samples and blood-derived products may be routinely processed with
minimum risk using the procedure described. However, handle these
products as potentially infectious according to universal precautions and
good clinical laboratory practices, regardless of their origin, treatment or
prior certification.?® Use an appropriate disinfectant for decontamination.
Store and dispose of these materials and their containers in accordance with
local regulations and guidelines.

GHS HAZARD CLASSIFICATION
WARNING

O

Calibrators / Controls

PI-DSL1028100T-04

Antibody Enzyme
Conjugate Concentrate

Sample Buffer A
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H317
H412
P273

P280
P333+P313

P362+P364

WARNING

D

H316
H317

H412
P273

P280

P332+P313

P333+P313

P362+P364

DANGER

H316
H318
P280

P305+P351+P338

P310

P332+P313

May cause an allergic skin
reaction.

Harmful to aquatic life with
long lasting effects.

Avoid release to the
environment.

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

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

Take off contaminated
clothing and wash it before
use.

reaction mass of:
5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin
-3-one [EC# 247-500-7] and
2-methyl-4-isothiazolin-3-one
[EC# 220-239-6](3:1)
<0.05%

Causes mild skin irritation.
May cause an allergic skin
reaction.

Harmful to aquatic life with
long lasting effects.

Avoid release to the
environment.

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

If skin irritation occurs: Get
medical advice/attention.

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

Take off contaminated
clothing and wash it before
use.
3-(N-Morpholino)-2-hydroxy
Propane Sulfonic Acid,
Sodium Salt 1 - 2%
reaction mass of:
5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin
-3-one [EC# 247-500-7] and
2-methyl-4-isothiazolin-3-one
[EC# 220-239-6](3:1)
<0.05%

Causes mild skin irritation.
Causes serious eye damage.
Wear protective gloves,
protective clothing and
eye/face protection.

IF IN EYES: Rinse cautiously
with water for several
minutes. Remove contact
lenses, if present and easy
to do. Continue rinsing.
Immediately call a

POISON CENTER or
doctor/physician.

If skin irritation occurs: Get
medical advice/attention.
Sodium Lauryl Sulfate 1 - <
3%

Tris(hydroxymethyl)—
aminomethane 1 - 2%



Sample Buffer B

Conjugate Diluent

PI-DSL1028100T-04

S
D

H314
H317

P280

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310
P333+P313

P362+P364

S
b

H316
H317

H318
H412

P273

P280

P305+P351+P338

P310
P333+P313

P362+P364

Alcohol, C12-14-secondary,
ethoxylated 3 - 5%

Causes severe skin burns
and eye damage.

May cause an allergic skin
reaction.

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

IF ON SKIN (or hair): Rinse
skin with water.

IF IN EYES: Rinse cautiously
with water for several
minutes. Remove contact
lenses, if present and easy
to do. Continue rinsing.
Immediately call a
POISON CENTER or
doctor/physician.

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

Take off contaminated
clothing and wash it before
use.

Urea Hydrogen Peroxide 10
- 20%

reaction mass of:

5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin

-3-one [EC# 247-500-7] and
2-methyl-4-isothiazolin-3-one
[EC# 220-239-6](3:1) <
0.05%

Causes mild skin irritation.
May cause an allergic skin
reaction.

Causes serious eye damage.
Harmful to aquatic life with
long lasting effects.

Avoid release to the
environment.

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

IF IN EYES: Rinse cautiously
with water for several
minutes. Remove contact
lenses, if present and easy
to do. Continue rinsing.
Immediately call a
POISON CENTER or
doctor/physician.

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

Take off contaminated
clothing and wash it before
use.

Tris(hydroxymethyl)—
aminomethane 1 - 3%

Alcohol, C12-14-secondary,
ethoxylated 3 - 5%

reaction mass of:
5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin
-3-one [EC# 247-500-7] and
2-methyl-4-isothiazolin-3-one
[EC# 220-239-6](3:1) <

0.05%
Stopping Solution A DANGER

H314 Causes severe skin burns
and eye damage.

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

P301+P330+P331 IF SWALLOWED: rinse

mouth. Do NOT induce
vomiting.

P303+P361+P353 IF ON SKIN (or hair): Rinse
skin with water.

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

P310 Immediately call a
POISON CENTER or
doctor/physician.

Sulfuric Acid 1 - 3%
Wash solution (20x) DANGER

H360 May damage fertility or the
unborn child.

P201 Obtain special instructions
before use.

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

P308+P313 IF exposed or concerned:

Get medical advice/attention.
Boric Acid 0.1 - 0.3%

Sodium Borate Decahydrate
0.1-0.3%

Safety Data Sheet is available at beckmancoulter.com/techdocs

SPECIMEN COLLECTION, PROCESSING,
STORAGE AND DILUTION

Serum and plasma are the recommended samples.

Observe the following recommendations for handling, processing and storing
blood samples:?'

Collect all
venipuncture.

blood samples observing routine precautions for

Keep tubes stoppered at all times.

Within two hours after centrifugation, transfer at least 500 pL
of cell-free sample to a storage tube. Tightly stopper the tube
immediately.

Store undiluted or diluted samples tightly stoppered at 2-8°C for no
longer than 24 hours.

If the assay will not be completed within 24 hours, or for shipment of
samples, freeze at -20°C or colder for up to 30 days.

Use the following guidelines when preparing samples:
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Ensure residual fibrin and cellular matter have been removed prior to
analysis.

Follow blood collection tube manufacturer’'s recommendations for
centrifugation.



Each laboratory should determine the acceptability of its own blood collection
tubes and serum separation products. Variations in these products may exist
between manufacturers and, at times, from lot-to-lot.

Avoid repeated freezing and thawing of samples.
Avoid assaying lipemic, icteric or hemolyzed samples.

MATERIALS PROVIDED
Kit for the determination of Inhibin A: 96 wells (Cat. #DSL-10-28100T-1)

Anti-Inhibin A Antibody Coated Microtitration strips: One stripholder,
containing 96 microtitration wells

Polystyrene microtitration wells with anti-inhibin 8, immobilized to the inside
wall of each well.

Store at 2 to 8°C until expiration date in the resealable pouch with a desiccant
to protect from moisture.

Inhibin A Antibody-Enzyme Conjugate Concentrate: One 0.6 mL vial

Mouse monoclonal anti-inhibin a-subunit antibody-HRP conjugate, MOPSO,
BSA and < 1.0% ProClin** 300.

Store at 2 to 8°C until expiration date.
Dilute prior to use in Conjugate Diluent.

Calibrators: Six 1 mL vials and one 2 mL vial of “zero” calibrator
(ready-to-use)

Concentrations of approximately 0, 10, 30, 100, 250, 500 and 1000 pg/mL
recombinant dimeric inhibin A in bovine serum with < 0.5% ProClin 300.

Refer to vial labels for exact concentrations.
Store unopened at 2 to 8°C until the expiration date.

Stable at 2 to 8°C for 28 days after initial use. For longer periods store in a
-20°C freezer (-15°C to -24°C) until expiration date.

The measurand (analyte) in the Inhibin A calibrators is traceable to the World
Health Organization First International Standard for Inhibin-A (code 91/624)
containing recombinant 32 kDa human inhibin A (1 pg/mL or 0.037 IU/mL).
The assigned values were established using representative samples from this
lot of standard and are specific to the assay methodologies of the reagents.
Values assigned by other methodologies may be different. Such differences,
if present, may be caused by inter-method bias.

Controls: Two 1.0 mL vials (ready-to-use)

Low and high concentrations of recombinant dimeric inhibin A in bovine serum
with < 0.5% ProClin 300.

The expected values are in the concentration range indicated on a
supplement.

Store unopened at 2 to 8°C until the expiration date.

Stable at 2 to 8°C for 28 days after initial use. For longer periods store in a
-20°C freezer (-15°C to -24°C) until expiration date.

Sample Buffer A: One 10.0 mL bottle

Buffer with bovine serum albumin (BSA), animal serum (goat, mouse),
surfactant, and sodium azide.

Store at 2 to 8°C until expiration date.
Sample Buffer B: One 10.0 mL bottle

Buffer with < 20% urea hydrogen peroxide, < 0.5% ProClin 300, and sodium
azide.

Store at 2 to 8°C until expiration date.

TMB Chromogen Solution: One 11.0 mL bottle
Tetramethylbenzidine (TMB) in citrate buffer with hydrogen peroxide.
Store at 2 to 8°C until expiration date.

Stopping Solution A: One 11.0 mL bottle

0.2 M sulfuric acid.

Store at 2 to 8°C or room temperature (18-25°C) until expiration date.
Conjugate Diluent: One 15.0 mL bottle

Buffer with BSA, animal serum (goat, mouse), surfactant, and < 1.0% ProClin
300.

Store at 2 to 8°C until expiration date.

Wash solution U (20X): One 50 mL vial
Concentrated solution has to be diluted before use.
PI-DSL1028100T-04

Store at 2 to 8°C or room temperature (18-25°C) until expiration date.
Kit for the determination of Inhibin A: 384 wells (Cat. #DSL-10-28100T-4)

Anti-Inhibin A Antibody Coated Microtitration strips: Four stripholders,
each containing 96 microtitration wells.

Inhibin A Antibody-Enzyme Conjugate Concentrate: Four 0.6 mL vials

Calibrators: Twelve 1 mL vials and two 2 mL vials of “zero” calibrator
(ready-to-use)

Controls: Four 1.0 mL vials (ready-to-use)
Sample Buffer A: Four 10.0 mL bottles
Sample Buffer B: Three 10.0 mL bottles

TMB Chromogen Solution: One 50.0 mL bottle
Stopping Solution A: Four 11.0 mL bottles
Conjugate Diluent: Four 15.0 mL bottles
Wash solution (20X): two 50 mL vials

MATERIALS REQUIRED, BUT NOT PROVIDED

In addition to standard laboratory equipment, the following items are required:

. Microtitration plate reader capable of absorbance measurement at 450
nm and preferentially capable of dual wavelength correction between
600 and 630 nm

. Deionized Water
»  Precision pipette to deliver 50-100 yL

*  Microtitration plate shaker capable of 500-700 orbital revolutions per
minute (rpm)

*  Microtitration plate washer

*  Vortex mixer

*  Absorbent materials for blotting the strips
*  Graph paper for manual data reduction

PROCEDURE

Procedural notes

* A thorough understanding of this package insert is necessary for
successful use of the Inhibin A ELISA.

* It is the responsibility of the customer to validate the assay for their
use.

* Reliable results will only be obtained by using precise laboratory
techniques and accurately following the package insert.

* A standard curve must be included with each assay.

»  Bring all kit reagents to room temperature (18-25°C) before use.

«  Thoroughly mix the reagents before use by gentle inversion.

* Do not mix various lots of any kit component within an individual assay.

* Do not use any component beyond the expiration date shown on its
label.

* Incomplete washing will adversely affect the outcome and assay
precision.

* To minimize potential assay drift due to variation in the substrate
incubation time, care should be taken to add the stopping solution
into the wells in the same order and speed used to add the TMB
chromogen solution.

* Handle all reagents carefully to avoid introducing microbial
contaminants which can damage the reagents, especially the
Conjugate Diluent and Sample Buffer A.

* Avoid contamination of the TMB chromogen solution with the
conjugates.

. Use a clean disposable pipette tip for each reagent, calibrator, control
or sample.

*  For dispensing sulfuric acid and TMB chromogen solution, avoid
pipettes with metal parts.

* The enzyme used as the label is inactivated by oxygen, and is highly
sensitive to microbial contamination, sodium azide, hypochlorous
acid and aromatic chlorohydrocarbons often found in laboratory water
supplies.
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. Use deionized water.

* Avoid exposure of the reagents to excessive heat or direct sunlight
during storage and incubation.

Preparation of reagents

1.  Wash Solution: Pour the contents of the vial into 950 mL of distilled
water and homogenize. The diluted solution can be stored at 18-25°C
one month or at 2-8°C until the expiry date of the kit.

2. Inhibin A Antibody-Enzyme Conjugate Solution: The Inhibin A
Antibody-Enzyme Conjugate Concentrate should be diluted at a ratio
of 1 part into 50 parts of the Inhibin A conjugate diluent, according to
the number of wells used. For an entire plate, pipet exactly 220 pL of
the Inhibin A antibody-enzyme conjugate concentrate into 11 mL of
the conjugate diluent.

NOTE:The Inhibin A antibody-enzyme conjugate concentrate should
be freshly diluted 10-15 minutes prior to use.

3. Microtitration Wells: Select the number of coated wells required
for the assay. The remaining unused wells should be placed in the
resealable pouch with a desiccant. The pouch must be resealed to
protect from moisture.

Assay procedure

Allow all samples and reagents to reach room temperature (18-25°C). Mix
reagents thoroughly by gentle inversion before use. After reconstitution of
reagents, mix thoroughly, avoiding foam. Calibrators, controls and samples
should be assayed in duplicate.

1. Mark the microtitration strips to be used.

2. Pipet 50 uL of the calibrators, controls and samples to the appropriate
wells.

3. Add 50 pL of the Sample Buffer A to each well using a precision pipette.
Add 50 uL of the Sample Buffer B to each well using a precision pipette.

5. Incubate the wells, shaking at 500—700 rpm on an orbital microplate
shaker, for three hours at room temperature (18-25°C).

6. Prepare the antibody-enzyme conjugate solution by diluting the
antibodyenzyme conjugate concentrate in the Inhibin A conjugate
diluent as described under the “Preparation of Reagents” section of
this package insert.

7. Aspirate and wash each well six times with the wash solution using
an automatic microplate washer or manually using a precision pipette.
Blot and dry by inverting plate on absorbent material.

NOTE: Use of an automatic microplate washer is strongly recommended.
Incomplete washing will adversely affect assay precision. If a microplate
washer is not available, follow these steps to wash the plate manually:

(a) Completely aspirate the liquid from each well

(b) Dispense 350 uL of the wash solution into each well using a precision
pipette
(c) Aspirate the liquid again
(d) Repeat steps (b) and (c) five times
8. Add 100 pL of the antibody-enzyme conjugate solution to each well
using a precision pipette.
9. Incubate the wells, shaking at 500—700 rpm on an orbital microplate
shaker, for one hour at room temperature (18-25°C).

10. Aspirate and wash each well six times with the wash solution using an
automatic microplate washer. Blot dry by inverting plate on absorbent
material.

11. Add 100 pL of the TMB chromogen solution to each well using a
precision pipette.

Avoid exposure to direct sunlight.

12. Incubate the wells, shaking at 500-700 rpm on an orbital microplate
shaker, for 15 minutes at room temperature (18-25°C).

NOTE: Be aware that the color may develop more quickly or more slowly
than the recommended incubation time depending on the localized room

temperature.  Visually monitor the color development to optimize the
incubation time.
13. Add 100 pL of the stopping solution to each well using a precision

pipette.

14. Read the absorbance of the solution in the wells within 30 minutes,
using a microplate reader set to 450 nm.

PI-DSL1028100T-04

NOTE:

1) While reading the absorbance of the microtitration well, it is necessary to
program the zero calibrator as a “Blank”.

2) If wavelength correction is available, set the instrument to dual wavelength
measurement at 450 nm with background wavelength correction set between
600 and 630 nm.

RESULTS

1. Calculate the mean absorbance for each calibrator, control or sample.

2. Plot the log of the mean absorbance readings for each of the
calibrators along the y-axis versus log of the inhibin A concentrations
in pg/mL along the x-axis, using a linear curve-fit. Alternatively, the
data can be plotted linear vs. linear and a smoothed spline curve-fit
can be used.

3. Draw the best fitting curve through the mean of the duplicate points.

Determine the Inhibin A concentrations of the controls and samples
from the standard curve by matching their mean absorbance readings
with the corresponding Inhibin A concentrations.

5. Any sample reading higher than the highest calibrator should be
appropriately diluted using Inhibin A Calibrator 0 and reassayed.

6. Any sample reading lower than the analytical sensitivity should be
reported as such.

7. Multiply the value by a dilution factor, if required.

NOTE: If the absorbance readings exceed the limitations of the plate reader,
a second reading at 405 nm is needed (reference filter between 600 and 630
nm if available). In this case, proceed to construct a second standard curve
as above with the absorbance readings of all calibrators at 405 nm. The
concentration of the off-scale samples at 450 nm is then read from the new
standard curve. The readings at 405 nm should not replace the on-scale
readings at 450 nm.

Standard curve

Calibrators Conc. (pg/mL) A B/Bnax (%)

0 0.00 0.022 (Blank) -

1 9.20 0.028 1.021
2 24.3 0.082 2.991
3 90.0 0.305 11.11
4 214 0.733 26.75
5 415 1.302 47.48
6 833 2741 100.0

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

Samples
To convert from IU/mL, use the following equation:
1 IU/mL (WHO 91/624) = 26.7 pg/mL

EXPECTED VALUES

Each laboratory should establish its own reference ranges to assure proper
representation of specific populations. The following values presented were
obtained with the Inhibin A ELISA using serum samples from apparently
normal healthy adults. All values are reported in pg/mL. For normally cycling
females, numbers beneath each phase represent days before or after LH
surge.

Population n Mean Median 95%
Confidence
range
Normally Cycling Females
Early Follicular Phase (-14 136 13.48+0.93 10.54 15.46-28.16
to -10)
Mid Follicular (-9 to -4) 228 18.63+0.59 17.06 17.87-34.54
Late Follicular (-3 to -1) 130 56.10+2.30 52.19 19.49-102.3
Mid Cycle (Day 0) 42 98.87+30.99 98.23 49.92-155.5
Early Luteal (1 to 3) 115 71.59+3.39 67.24 35.93-132.7
Mid Luteal (4 to 11) 268 75.22+2.63 72.51 13.15-159.6
Late Luteal (12 to 14) 82 27.87+3.20 17.44 17.28-89.95
IVF Peak levels 43 792.4£70.63  705.91 354.2-1,690
PCOS - Ovulatory 26 19.32+2.61 15.65-15.99
Postmenopausal 23 11.15+0.24 1<1-3.88
Normal Males 40 11.33+0.42 1<1-3.58

1 Inhibin A values below Calibrator 1 are extrapolated.
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The values represented in the following table are maternal serum inhibin A in
the second trimester.

Completed No. of samples | Median Inhibin LOG,, SD
week A (pg/mL)
15 30 157.55 0.27
16 124 153.29 0.27
17 74 151.20 0.27
18 45 155.14 0.27
19 20 165.18 0.27
20 16 185.76 0.27

Table adapted from values provided by a US screening center (2005).

QUALITY CONTROL

Inhibin A ELISA controls or other commercial controls should fall within
established confidence limits.

*  The confidence limits for Inhibin A ELISA controls are printed on the
supplement.

» A full standard curve, plus low and high level controls, should be
included in each assay.

*  The TMB chromogen solution should be colorless to very light yellow.
Development of a blue color may indicate reagent contamination or
instability.

* Quality control materials simulate the characteristics of patient
samples and are essential for monitoring the system performance of
immunochemical assays. Include QC or other commercially available
quality control materials that cover at least two levels of analyte.
More frequent use of controls or the use of additional controls is left
to the discretion of the user based on good laboratory practices or
laboratory accreditation requirements and applicable laws. Follow
manufacturer’s instructions for reconstitution and storage. Each
laboratory should establish mean values and acceptable ranges to
assure proper performance. Quality control results that do not fall
within acceptable ranges may indicate invalid test results.

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

Representative data are provided for illustration only. Performance obtained
in individual laboratories may vary.

Sensitivity

Limit of Detection (LoD): 2.61 pg/mL

Specificity

The antibody used in the immunoassay is highly specific for Inhibin A.

PI-DSL1028100T-04

Precision
Intra-assay

Samples were assayed 25 times in the same series. The coefficients of
variation were found below or equal to 4.6% for serum samples.

Inter-assay

Samples were assayed in duplicate in 10 different series. The coefficients of
variation were found below or equal to 6.9% for serum samples.

Accuracy
Dilution test

High-concentration samples were serially diluted with the zero calibrator. The
recovery percentages obtained were between 97.8% and 117%.

Recovery test

Low-concentration samples were spiked with known quantities of Inhibin A.
The recovery percentages obtained were between 83.5% and 99.5%.

Measurement range (from Limit of detection to highest calibrator): 2.61 to
approximately 1,000 pg/mL.

LIMITATIONS

The reagents supplied in this kit are optimized to measure inhibin A
levels in serum or plasma.

. For assays employing antibodies, the possibility exists for interference
by heterophile antibodies in the sample. Samples from individuals
which have been regularly exposed to animals or have received
immunotherapy or diagnostic procedures utilizing immunoglobulins
or immunoglobulin fragments may produce antibodies, e.g. HAMA,
that interfere with immunoassays. Additionally, other heterophile
antibodies such as human antigoat antibodies may be present
in samples.??? Such interfering antibodies may cause erroneous
results. Carefully evaluate the results of patients suspected of having
these antibodies.

. If there is evidence of microbial contamination or excessive turbidity in
a reagent, discard the vial.

*  The Inhibin A ELISA results should be interpreted in light of the total
clinical presentation of the patient, including: symptoms, clinical
history, data from additional tests, and other appropriate information.
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INHIBIN A ELISA
DSL-10-28100T-1, DSL-10-28100T-4

RESERVE A UN USAGE PROFESSIONNEL,

Le kit de dosage immunoabsorbant lié a une enzyme Inhibin A (ELISA) contient
les matériaux nécessaires a la mesure quantitative de I'inhibine A dimére dans
le sérum et le plasma humains. Il est prévu strictement pour un usage in vitro
pour faciliter le diagnostic et le contréle de plusieurs problémes reproductifs
hormonaux. Le dépistage de la trisomie 21 au cours du 2e trimestre a 'aide
de marqueurs ultrasoniques et biochimiques combinés peut étre testé a I'aide
d’algorithmes appropriés pouvant étre exg’a:’:tzjgés sur des logiciels de calcul

de risque disponibles dans le commerce. Nous vous recommandons
fortement d'utiliser un logiciel validé (avec marque CE) destiné spécifiquement a
I'évaluation du risque de Trisomie 21, par ex. le logiciel alpha.* Le kit Inhibin A
est prévu pour un usage combiné avec hAFP + hCG + uE3.

RESUME

Les inhibines sont des hormones protéiniques hétérodiméres secrétées par
les cellules de la granulosa de 'ovaire chez la femme et les cellules de Sertoli
du testicule chez 'homme. Elles inhibent sélectivement la sécrétion de la
FSH (hormone folliculo-stimulante) par I'hypophyse et ont aussi des actions
locales paracrines dans les gonades." ?

La forme terminée de la molécule d'inhibine a une masse moléculaire
d’environ 32 kD et est constituée de deux chaines distinctes (a et B), reliées
par des ponts disulfures. Les formes de poids moléculaire supérieur, avec
des formes précurseurs de la sous-unité a, se trouvent aussi dans le fluide
folliculaire et le sérum. De plus, des formes libres de la sous-unité a, non
associées a une sous-unité B, et sans activité biologique d’inhibine sont
aussi présentes.>* %6

Inhibin A consiste en une sous-unité a et une sous-unité B,. Les mesures
de linhibine A se sont révélées utiles dans I'étude de son rdle dans la
physiologie reproductive humaine.” 8 ° Plusieurs rapports publiés indiquent
I'utilité¢ de la mesure de l'inhibine A comme marqueur endocrinien pour le
contréle de la fonction ovarienne.'0 " 12 13.14.. 16,17 jsque récemment, il
n’était pas possible de faire la distinction entre I'inhibine dimére fonctionnelle
circulante et la sous-unité a libre dans le cycle menstruel humain normal.

Cependant, grace a la paire d’anticorps fortement caractérisés, ELISA a deux
sites en “sandwich” peut mesurer spécifiquement uniquement I'inhibine A
dimere."®

PRINCIPE

Le test Inhibin A ELISA est une analyse de type “sandwich” & deux sites
amplifiée enzymatiquement. Lors du dosage, les calibreurs, controles et
échantillons sont incubés dans des puits de microtitration enduits d’un
anticorps de la sousunité anti-inhibine Ba. Apres incubation et lavage,
I'anticorps de détection de la sous-unité anti-inhibine alpha marqué
de peroxydase de raifort (HRP) est ajouté dans chaque puits. Apres
une deuxiéme incubation et une étape de lavage, le substrat TMB
(tétraméthylbenzidine) est ajouté aux puits.

Une solution d’arrét acide est enfin ajoutée. Le degré de réaction
enzymatique du substrat est déterminé par la mesure de I'absorbance sous
deux longueurs d’onde a 450 nm et entre 600 et 630 nm. L'absorbance
mesurée est directement proportionnelle a la concentration des échantillons
en inhibine A. Un jeu de Calibreurs Inhibin A est utilisé pour tracer une
courbe Etalon d’absorption en fonction de la concentration en inhibine A.
Les concentrations d’inhibine A dans les échantillons peuvent ensuite étre
calculées & partir de la courbe Etalon.

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

Utilisation comme test de diagnostic in vitro.
Observez les bonnes pratiques de laboratoire.'

Les échantillons et les produits dérivés du sang sont habituellement traités
avec un minimum de risque en utilisant la procédure décrite. Il est cependant
conseillé de manipuler ces produits comme potentiellement infectieux en
suivant les précautions universelles et les bonnes pratiques d’'usage en
laboratoires cliniques, indépendamment de leur origine, leur traitement
ou leur certification antérieure.?® Utilisez un désinfectant approprié pour
la décontamination. Stockez et éliminez ces matériaux et leur emballage
conformément a la réglementation et aux directives locales.

CLASSIFICATION DES RISQUES SGH

Calibrators / Controls

Antibody Enzyme
Conjugate Concentrate

Sample Buffer A
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ATTENTION

b

H317 Peut provoquer une allergie
cutanée.

H412 Nocif pour les organismes
aquatiques, entraine des
effets néfastes a long terme.

P273 Eviter le rejet dans
'environnement.

P280 Porter des gants de
protection, des vétements de
protection et un équipement
de protection des yeux/du
visage.

P333+P313 En cas d'irritation ou
d’éruption cutanée :
demander un avis
médical/consulter un
médecin.

P362+P364 Enlever les vétements
contaminés et les laver avant
utilisation.
masse de réaction de:
5-chloro-2-méthyl-4-isothiazolin-3-one
[no CE 247-500-7] et
2-méthyl-4-isothiazolin-3-one
[no CE 220-239-6] (3:1)
<0,05 %

ATTENTION

D

H316 Provoque une légére
irritation cutanée.

H317 Peut provoquer une allergie
cutanée.

H412 Nocif pour les organismes
aquatiques, entraine des
effets néfastes a long terme.

P273 Eviter le rejet dans
'environnement.

P280 Porter des gants de
protection, des vétements de
protection et un équipement
de protection des yeux/du
visage.

P332+P313 En cas d'irritation cutanée :
demander un avis
médical/consulter un
médecin.

P333+P313 En cas d'irritation ou
d’éruption cutanée :
demander un avis
médical/consulter un
médecin.

P362+P364 Enlever les vétements
contaminés et les laver avant
utilisation.
Acide
3-(N-Morpholino)-2-hydroxy
propane sulfonique, sel de
sodium 1-2 %
masse de réaction de:
5-chloro-2-méthyl-4-isothiazolin-3-one
[no CE 247-500-7] et
2-méthyl-4-isothiazolin-3-one
[no CE 220-239-6] (3:1)
<0,05 %

DANGER



Sample Buffer B

PI-DSL1028100T-04

H316
H318

P280

P305+P351+P338

P310

P332+P313

DANGER
H314

H317

P280

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

P333+P313

Provoque une légére
irritation cutanée.
Provoque de graves lésions
des yeux.

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

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

EN CAS d’exposition :
appeler un CENTRE
ANTIPOISON ou un
médecin.

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

Laurylsulfate de sodium 1 -
<3 %

Tris(hydroxyméthyl)-
aminomethane
(aminométhane) 1 - 2

%

Alcool, C12-14 secondaire,
éthoxylé 3 -5 %

Provoque de graves brdlures
de la peau et de graves
|ésions des yeux.

Peut provoquer une allergie
cutanée.

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

EN CAS DE CONTACT
AVEC LA PEAU (ou les
cheveux) : rincer la peau a
'eau.

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

EN CAS d’exposition :
appeler un CENTRE
ANTIPOISON ou un
médecin.

En cas d’irritation ou
d’éruption cutanée :
demander un avis
médical/consulter un
médecin.

Conjugate Diluent

Solution d’arrét A
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P362+P364

DANGER

Y

H316
H317
H318

H412

P273

P280

P305+P351+P338

P310

P333+P313

P362+P364

DANGER

H314

Enlever les vétements
contaminés et les laver avant
utilisation.

Eau oxygénée-urée 10 - 20
%

masse de réaction de:

5-chloro-2-méthyl-4-isothiazolin-3-one

[no CE 247-500-7] et
2-méthyl-4-isothiazolin-3-one
[no CE 220-239-6] (3:1)
<0,05%

Provoque une légére
irritation cutanée.

Peut provoquer une allergie
cutanée.

Provoque de graves lésions
des yeux.

Nocif pour les organismes
aquatiques, entraine des
effets néfastes a long terme.

Eviter le rejet dans
'environnement.

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

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

EN CAS d’exposition :
appeler un CENTRE
ANTIPOISON ou un
médecin.

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

Enlever les vétements
contaminés et les laver avant
utilisation.
Tris(hydroxyméthyl)-
aminomethane
(aminométhane) 1 - 3

%

Alcool, C12-14 secondaire,
éthoxylé 3-5 %

masse de réaction de:

5-chloro-2-méthyl-4-isothiazolin-3-one

[no CE 247-500-7] et
2-méthyl-4-isothiazolin-3-one
[no CE 220-239-6] (3:1)

< 0,05 %

Provoque de graves brilures
de la peau et de graves
|ésions des yeux.



P280 Porter des gants de
protection, des vétements de
protection et un équipement
de protection des yeux/du
visage.

EN CAS D’INGESTION :
rincer la bouche. Ne PAS
faire vomir.

EN CAS DE CONTACT
AVEC LA PEAU (ou les
cheveux) : rincer la peau a
'eau.

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

EN CAS d’exposition :
appeler un CENTRE
ANTIPOISON ou un
médecin.

Acide sulfurique 1-3 %

P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

Wash solution (20x) DANGER

%

H360 Peut nuire a la fertilité ou au
foetus.

Se procurer les instructions
avant utilisation.

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

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

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

%

P201

P280

P308+P313

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

PRELEVEMENT, PREPARATION,
CONSERVATION ET DILUTION DES
ECHANTILLONS

Les échantillons recommandés sont le sérum et le plasma.

Respectez les recommandations ci-dessous pour la manipulation, le
traitement et le stockage des échantillons sanguins:?'

«  Prélever tous les échantillons sanguins en observant les précautions
de routine concernant la ponction veineuse.

*  Garder les tubes toujours bouchés.

* Dans les deux heures suivant la centrifugation, transférez au moins
500 pL d’échantillon exempt de cellules vers un tube de stockage.
Bouchez hermétiquement le tube immédiatement.

»  Stockez les échantillons dilués ou non dilués fermés hermétiquement
a 2 a 8°C pendant 24 heures maximum.

* Sile dosage n’est pas effectué dans les 24 heures ou pour I'expédition
d’échantillons, congelez a -20°C ou moins pendant 30 jours maximum.

Respectez les indications suivantes lors de la préparation des échantillons:

«  S'assurer que toute fibrine résiduelle et toute matiére cellulaire ont été
éliminées avant I'analyse.

PI-DSL1028100T-04

*  Suivre les recommandations du fabricant du tube de prélevement
sanguin concernant la centrifugation.

Chaque laboratoire doit déterminer I'acceptabilité de ses propres tubes de
prélevement de sang et produits de séparation du sérum. Des variations
peuvent exister pour ces produits entre les fabricants et, parfois, de lot a lot.

Evitez congélation et décongélation répétées des échantillons.
Eviter de doser des échantillons lipémiques, ictériques ou hémolysés.

MATERIEL FOURNI
Kit pour la détermination des Inhibin A: 96 puits (Cat. réf.
#DSL-10-28100T-1)

Plaque de microtitration enduite (bandelettes) Anti-Inhibin A: Un
porte-bandelette, contenant 96 puits de microtitration.

Puits de microtitration en polystyréne avec de I'anti-inhibine B, immobilisée
sur la paroi intérieure de chaque puits.

Conserver a 2 a 8 °C jusqu'a la date de péremption dans le sachet étanche
refermable avec un dessicatif pour protéger de I'hnumidité.

Concentré de conjugué enzyme-anticorps Inhibin A: un flacon 0,6 mL

Conjugué HRP-anticorps monoclonal souris de sous-unité anti-inhibine a,
MOPSO, BSA et < 1,0 % de ProClin** 300.

Conserver a 2 a 8 °C jusqu'a la date de péremption.
Diluer avant d'utiliser dans le diluant conjugué.

Calibrateurs: Six flacons 1,0 mL et un flacon 2,0 mL de "zéro" (prét a
I'emploi)

Concentrations d’environ 0, 10, 30, 100, 250, 500 et 1000 pg/mL d’inhibine
A dimére recombinante dans du sérum bovin avec <0,5% de ProClin 300.

Consultez les étiquettes des flacons pour connaitre les concentrations
exactes.

Conserver non ouvert a 2 a 8 °C jusqu'a la date de péremption.

Stable a 2 a 8°C pendant 28 jours aprés la premiére utilisation. Pour de
plus longues périodes, stocker dans un congélateur a -20°C (-15°C a -24°C)
jusqu'a la date de péremption.

La mesurande (substance a analyser) dans les calibreurs Inhibin A est
tragable par rapport a la Premiére norme internationale de I'Organisation
mondiale de la santé pour Inhibin A (code 91/624) contenant de I'inhibine
A humaine 32 kDa recombinante (1 pg/mL ou 0,037 Ul/mL). Les valeurs
attribuées ont été établies a partir d'échantillons représentatifs de ce lot de
Etalon et sont spécifiques aux méthodologies de dosage des réactifs. Les
valeurs attribuées par d'autres méthodologies peuvent étre différentes. De
telles différences, si elles sont présentes, peuvent étre provoquées par des
écarts systématiques inter-méthode.

Controles: deux flacons 1,0 mL(prét a 'emploi)

Concentrations basse et haute d'inhibine A dimére recombinante dans du
sérum bovin avec < 0,5 % de ProClin 300.

Les valeurs attendues sont dans la gamme de concentration indiquée sur le
supplément.

Conserver non ouvert a 2 a 8 °C jusqu'a la date de péremption.

Stable a 2 a 8°C pendant 28 jours aprés la premiere utilisation. Pour de
plus longues périodes, stocker dans un congélateur a -20°C (-15°C a -24°C)
jusqu'a la date de péremption.

Tampon A pour échantillon: une bouteille 10,0 mL

Solution tampon avec albumine sérique bovine (BSA), sérum animal (chevre,
souris), surfactant et azide de sodium.

Conserver a 2 a 8 °C jusqu'a la date de péremption.
Tampon B pour échantillon: une bouteille 10,0 mL

Solution tampon avec < 20 % d'urée-peroxyde d'hydrogéne, < 0,5 % de
ProClin 300 et de I'azide de sodium.

Conserver a 2 a 8 °C jusqu'a la date de péremption.
Solution chromogéne TMB: une bouteille 11,0 mL

Tétraméthylbenzidine (TMB) dans un tampon de citrate avec peroxyde
d'hydrogéne.

Conserver a 2 a 8 °C jusqu'a la date de péremption.
Solution d'arrét A: une bouteille 11,0 mL
0,2 M d'acide sulfurique.
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Conserver a 2 a 8 °C ou a température ambiante (18-25 °C) jusqu'a la date
de péremption.

Diluant pour le conjugué: une bouteille 15,0 mL

Solution tampon avec BSA, sérum animal (chévre, souris), surfactant et < 1,0
% de ProClin 300.

Conserver a 2 a 8 °C jusqu'a la date de péremption.
Concentré de lavage U (20X): Une bouteille 50,0 mL
Solution concentrée, a diluer avant usage.

Conserver a 2 a 8 °C ou a température ambiante (18-25 °C) jusqu'a la date
de péremption.

Kit pour la détermination des Inhibin A: 384 puits (Cat. réf.
#DSL-10-28100T-4)

Plaque de microtitration enduite (bandelettes) Anti-Inhibin A: Quatre
porte-bandelettes, contenant chacun 96 puits de microtitration.

Concentré de conjugué enzyme-anticorps Inhibin A: quatre flacons 0,6
mL

Calibrateurs: deux jeux (douze flacons) 1,0 mL et deux flacons 2,0 mL
de "zéro" (prét a I'emploi)

Contréles: deux jeux (quatre flacons) 1,0 mL (prét a I'emploi)
Tampon A pour échantillon: quatre bouteilles 10,0 mL
Tampon B pour échantillon: une bouteille 30,0 mL

Solution chromogéne TMB: une bouteille 50,0 mL

Solution d'arrét A: deux bouteilles 11,0 mL

Diluant pour le conjugué: quatre bouteilles 15,0 mL
Solution de lavage (20x) : 2 flacons de 50 mL

MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI

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

»  Lecteur de plague de microtitration capable d'effectuer des mesures
d'absorbance a 450 nm et de préférence capable d'une correction en
longueur d'onde double a 600 et 630 nm

. Eau désionisée
. Pipette de précision pour délivrer 50 a 100 uL

«  Agitateur orbital de plaque microtitration pouvant effectuer 500 a 700
révolutions par minute (rpm) (tr/min)

*  Laveur automatique de plaque de microtitration

*  Agitateur vortex

»  Tissu absorbant pour éponger les bandes

. Papier millimétré pour le traitement manuel des données

PROCEDURE

Notes relatives aux procédures

. Une pleine compréhension de cette notice est nécessaire pour une
bonne utilisation du produit Inhibin A ELISA.

. Il est de la responsabilité du client de valider le dosage pour leur
utilisation.

»  Des résultats fiables ne peuvent étre obtenus que par des techniques
de laboratoire précises suivant a la lettre les instructions de la notice.

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

*  Amenez tous les réactifs du kit a la température ambiante (18-25°C)
avant usage.

* Mélangez soigneusement les réactifs par inversion douce avant
I'utilisation.

. Ne mélangez pas les composants, quels qu'ils soient, de plusieurs lots
au cours d'un méme dosage.

* N'utilisez aucun des composants au-dela de la date de péremption
indiquée sur I'étiquette.

* Un lavage incomplet affectera défavorablement les résultats et la
précision du dosage.

PI-DSL1028100T-04

*  Pour minimiser tout décalage potentiel du dosage suite a la variation
du temps d'incubation du substrat, il faudra prendre soin d'ajouter la
solution d'arrét dans les puits dans le méme ordre et a la méme vitesse
que pour la solution chromogéene TMB.

. Manipuler tous les réactifs délicatement pour éviter d'introduire des
contaminants microbiens qui pourraient endommager les réactifs,
particulierement le Diluant conjugué et la Solution tampon A.

+  Evitez toute contamination de la solution chromogéne TMB par les
conjugués.

. Utiliser un embout de pipette jetable propre pour chaque réactif,
calibrateur, contréle ou échantillon.

*  Pour distribuer I'acide sulfurique et la solution chromogeéne TMB,
évitez les pipettes avec des parties métalliques.

*  L'enzyme utilisée comme marqueur est inactivée par I'oxygéne et est
trés sensible a la contamination microbienne, a I'azide de sodium,
a l'acide hypochloreux et aux hydrocarbures chlorés aromatiques
souvent présents dans I'eau courante du laboratoire.

. Utilisez de I'eau déionisée.

«  Evitez I'exposition des réactifs a la chaleur excessive ou a la lumiére
directe du soleil pendant le stockage et I'incubation.

Preparation des réactifs

1. Solution de lavage : verser le contenu du flacon dans 950 mL d’eau
distillée et homogénéiser. La solution diluée peut étre stockée entre
18 et 25 °C pendant un mois ou entre 2 et 8 °C jusqu’a la date de
péremption du kit.

2. Solution de conjugué d'anticorps Inhibin A-enzyme: 1 part de
concentré conjugué d'anticorps Inhibin A-enzyme doit étre diluée dans
50 parts du diluant de conjugué Inhibin A en fonction du nombre de
puits utilisés. Pour une microplaque entiére, pipetez exactement 220
L du concentré de conjugué d’anticorps Inhibin A-enzyme dans 11 mL
du diluant du conjugué.
REMARQUE: Le concentré de conjugué d’anticorps Inhibin A-enzyme
doit étre fraichement préparé 10 a 15 minutes avant utilisation.

3. Puits de microtitration: Sélectionnez le nombre puits enduits
nécessaires pour le dosage. Les puits restants non utilisés doivent
étre placés dans le sachet étanche refermable avec du dessicatif. Le
sachet doit étre refermé pour protéger de I'humidité.

Mode opératoire

Laissez tous les échantillons et réactifs arriver a température ambiante
(18-25°C). Mélangez soigneusement les réactifs par inversion douce avant
I'utilisation. Aprés reconstitution des réactifs, mélangez soigneusement en
évitant la formation de mousse. Les calibreurs, contrbles et échantillons
doivent étre dosés en double.

1. Marquez les bandes de microtitration a utiliser.

2. Pipetez 50 pL de calibrateur, controles et échantillons dans les puits
adéquats.

3. Ajoutez 50 pL du mélange tampon A dans chaque puits a l'aide d'une
pipette de précision.

4. Ajoutez 50 pL du mélange tampon B dans chaque puits a I'aide d'une
pipette de précision.

5. Incubez les puits, en les agitant a une vitesse de 500 a 700 rpm
(tr/min) sur un agitateur orbital de microplaques pendant trois heures
a température ambiante (18-25°C).

6. Préparez la solution conjuguée d'anticorps-enzyme en diluant le
concentré de conjugué d’anticorps-enzyme dans le diluant de
conjugué d’Inhibin A comme décrit a la section “Préparation des
réactifs” de cette notice.

7. Aspirez et lavez chaque puits six fois avec la solution de lavage au
moyen d'un laveur automatique de microplaque ou manuellement a
I'aide d'une pipette de précision. Epongez et séchez en retournant la
plaque sur du tissu absorbant.

REMARQUE :L'utilisation d’un laveur automatique de microplaque est
fortement recommandée. Un lavage incomplet dégrade la précision du
dosage. Si un laveur de microplaque n’est pas disponible, procédez comme
suit pour laver manuellement la plaque:

(a) Aspirez completement le liquide de chaque puits

(b) Distribuez 350 uL de solution de lavage dans chaque puits a I'aide d’une
pipette de précision
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(c) Aspirez a nouveau le liquide
(d) Répétez cinq fois les étapes (b) et (c)

8. Ajoutez 100 uL de solution conjuguée anticorps-enzyme dans chaque
puits a 'aide d'une pipette de précision.

9. Incubez les puits en les agitant a une vitesse de 500 a 700 rpm
(tr/min) sur un agitateur orbital de microplaques pendant une heure a
température ambiante (18-25°C).

10. Aspirez et lavez chaque puits six fois avec la solution de lavage en
utilisant un laveur automatique de microplaque. Epongez et séchez
en retournant la plaque sur du tissu absorbant.

11. Ajoutez 100 pL de solution chromogene TMB dans chaque puits a
I'aide d’une pipette de précision.

Evitez I'exposition a la lumiére directe du soleil.

12. Incubez les puits en les agitant a une vitesse de 500 a 700 rpm
(tr/min) sur un agitateur orbital de microplaques pendant 15 minutes
a température ambiante (18-25°C).

REMARQUE: Il faut savoir que la couleur peut apparaitre plus rapidement
ou plus lentement que le temps d'incubation recommandé en fonction de la
température ambiante locale. Surveillez visuellement le développement de
la couleur pour optimiser le temps d'incubation.

13. Ajoutez 100 pL de solution d'arrét a chaque puits a I'aide d’une pipette
de précision.
14. Lisez I'absorbance de la solution dans les puits dans les 30 minutes
au moyen d’'un lecteur de microplaque réglé sur 450 nm.
REMARQUE:

1) Lors de la lecture de l'absorbance du puits de microtitration, il faut
programmer le Calibrateur zéro sur “Blanc”.

2) Si une correction de longueur d’onde est disponible, régler I'instrument sur
une mesure de longueur d’onde double a 450 nm avec une correction de
longueur d’onde de fond réglée entre 600 et 630 nm.

RESULTATS
1. Calculez I'absorbance moyenne pour chaque calibrateur, contréle ou
échantillon.

2. Tracer le logarithme des valeurs moyennes d'absorbance lues pour
chacun des calibreurs le long de I'axe y en fonction du logarithme des
concentrations en inhibine A en pg/mL sur I'axe x, avec un ajustement
de courbe par régression linéaire. Il est aussi possible de tracer les
données linéaire/linéaire et d'utiliser un ajustement de courbe spline.

3. Tracez la courbe la plus ajustée possible passant par la moyenne des
points de dosage en double.

4. Determiner les concentrations en inhibine A des controles
et échantillons a partir de la courbe des Etalons en faisant
correspondre les valeurs moyennes d’absorbance aux concentrations
correspondantes en inhibine A.

5. Tout résultat d'échantillon supérieur au calibrateur le plus élevé doit
étre dilué de maniére appropriée a I'aide du Calibrateur 0 Inhibin A et
redosé.

6. Tout résultat d'échantillon plus bas que la sensibilité analytique doit
étre signalé comme tel.

7. Multipliez la valeur par un facteur de dilution si nécessaire.

REMARQUE:Si les résultats d’absorbance dépassent les limites du lecteur
de plaque, une deuxieme lecture a 405 nm est nécessaire (filtre de référence
entre 600 et 630 nm si disponible). Dans ce cas, il faut construire une
deuxieme courbe Etalon comme expliqué ci-dessus avec les résultats
d’absorbance de tous les calibreurs a 405 nm. La concentration des
échantillons hors échelle a 450 nm sera ensuite lue a partir de la nouvelle
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courbe Etalon. Les lectures & 405 nm ne doivent pas remplacer les lectures
effectuées sur I'échelle a 450 nm.

Courbe standard

Calibrateurs Conc. (pg/mL) A B/Bnax (%)

0 0,00 0,022 (Blanc) -

1 9,20 0,028 1,021
2 24,3 0,082 2,991
3 90,0 0,305 11,11
4 214 0,733 26,75
5 415 1,302 47,48
6 833 2,741 100,0

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

Echantillons
Pour convertir a partir d’lU/mL, utilisez I'équation suivante:
1 Ul/mL (OMS 91/624) = 26,7 pg/mL

VALEURS ATTENDUES

Chaque laboratoire doit établir ses propres intervalles de référence pour
assurer une représentation correcte des populations spécifiques. Les
valeurs suivantes présentées ont été obtenues avec I'Inhibin A ELISA a
l'aide d'échantillons de sérum d'adultes normaux apparemment en bonne
santé. Toutes les valeurs sont données en pg/mL. Pour les femmes a cycle
normal, les chiffres en dessous de chaque phase représentent le nombre de
jours avant ou aprés le pic de LH.

Population N Moyenne Médiane Intervalle de

Confiance
a 95%

Femmes a cycle normal

Début de la phase 136 13,48+0,93 10,54 15,46-28,16

folliculaire (-14 a -10)

Milieu de la phase folliculaire 228 18,63+0,59 17,06 17,87-34,54

(-9 a-4)

Fin de la phase folliculaire 130 56,10+2,30 52,19 19,49-102,3

(-3a-1)

Milieu du cycle (jour 0) 42 98,87+30,99 98,23 49,92-155,5

Début de la phase lutéinique 115 71,59+3,39 67,24 35,93-132,7

(1a3)

Milieu de la phase lutéinique 268 75,22+2,63 72,51 13,15-159,6

(4a11)

Fin de la phase lutéinique 82 27,87+3,20 17,44 17,28-89,95

(12 a2 14)

Niveau du pic FIV 43 792,4+70,63 705,91 354,2-1 690

SOPK - Ovulatoire 26 19,32+2,61 15,65-15,99

Ménopause 23 11,1540,24 1<1-3,88

Hommes normaux 40 11,33+0,42 1<1-3,58

1 Les valeurs d’inhibine A situées en-dessous du Calibrateur 1 sont
extrapolées.

Les valeurs représentées dans les tableaux ci-dessous sont des valeurs
d’inhibine A dans du sérum maternel au cours du deuxieme trimestre.

Semaine Nombre Inhibine A ET LOG,,
Terminée d’échantillons Médiane
(pg/mL)
15 30 157,55 0,27
16 124 153,29 0,27
17 74 151,20 0,27
18 45 155,14 0,27
19 20 165,18 0,27
20 16 185,76 0,27

Tableaux adaptés a partir de valeurs obtenues aupres d'un centre américain
de dépistage (2005)

CONTROLE DE QUALITE

*  Lescontrdles Inhibin A ELISA ou les autres contréles disponibles dans
le commerce doivent se trouver dans les limites de confiance établies.

* Les limites de confiance pour les contrdles Inhibin A ELISA sont
imprimées sur le supplément.

. Une courbe standard compléte, avec des contrdles a bas et haut
niveaux doit étre incluse dans chaque dosage.
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*  Lasolution chromogéne TMB doit étre soit incolore ou jaune trés pale.
L'apparition d'une couleur bleue peut indiquer une contamination du
réactif ou une instabilité.

* Les matériaux de contréle de qualité simulent les caractéristiques
des échantillons de patient et sont essentiels pour le suivi des
performances du systéme de dosage immunochimique. Incluez
les matériaux de contréle de qualité ou autres controles de qualité
du commerce couvrant au moins deux niveaux de la substance a
analyser. L'utilisation plus fréquente des controles ou I'utilisation de
contréles supplémentaires est laissée a la discrétion de I'utilisateur
dans le respect des bonnes pratiques de laboratoire ou des exigences
d’accréditation du laboratoire et des lois applicables. Suivez les
instructions du fabricant pour la reconstitution et le stockage.
Chaque laboratoire doit établir des valeurs moyennes et des plages
acceptables pour s’assurer des performances correctes. Les résultats
de contrble de qualité ne se trouvant pas dans les plages acceptables
peuvent indiquer des résultats de test non valables.

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

Les données représentatives ne sont fournies qu'a titre d'illustration. Les
performances obtenues dans les laboratoires individuels peuvent varier.

Sensibilité

Limite de détection: 2,61 pg/mL

Spécificité

L'anticorps utilisé dans limmunodosage est hautement spécifique a
l'inhibine A.

Précision

Intra-essai

Des échantillons ont été dosés 25 fois dans une méme série. Les coefficients
de variation obtenus sont inférieurs ou égaux a 4,6 %.

Inter-essais

Des échantillons ont été dosés en doublet dans 10 séries différentes. Les
coefficients de variation obtenus sont inférieurs ou égaux a 6,9 %.

PI-DSL1028100T-04

Exactitude
Epreuve de dilutions

Des échantillons de concentration élevée ont été dilués dans le calibrateur
zéro de la trousse. Les pourcentages de recouvrement s’échelonnent entre
97,8 % et 117 %.

Epreuve de surcharge

Des échantillons de faible concentration ont été dopés avec des quantités
connues d'inhibine A. Les taux de recouvrement obtenus étaient compris
entre 83,5 % et 99,5 %.

Plage de mesure (de la limite de détection au calibrateur le plus élevé) : 2,61
a 1 000 pg/mL environ.

LIMITES

» Les réactifs fournis dans ce kit sont optimisés pour mesurer les
niveaux d'inhibine A dans le sérum ou le plasma.

*  Pour les dosages utilisant des anticorps, il existe une possibilité
d’interférence des anticorps hétérophiles dans [I'échantillon.
Les échantillons provenant de personnes ayant été exposées
régulierement a des animaux ou ayant fait 'objet d'immunothérapie
ou de procédures de diagnostic utilisant des immunoglobulines ou
fragments d'immunoglobulines peuvent produire des anticorps par
exemple HAMA, pouvant interférer avec les dosages immunologiques.
En outre, d’autre anticorps hétérophiles comme les anticorps
humains anti-chévre peuvent étre présents dans les échantillons.?> 23
L'interference de tels anticorps peut provoquer des résultats erronés.
Evaluez soigneusement les résultats de patients pouvant présenter
de tels anticorps.

»  Si une contamination microbienne ou un trouble excessif apparait
dans un réactif, éliminer le flacon.

*  Les résultats du systeme Inhibin A ELISA doivent étre interprétés au
vu de la présentation clinique totale du patient, y compris: symptémes,
historique clinique, données de tests supplémentaires et autres
informations appropriées.
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INHIBIN A ELISA
DSL-10-28100T-1, DSL-10-28100T-4

NUR ZUR VERWENDUNG DURCH FACHKRAFTE,

Der Inhibin A enzymgekoppelte Inmunabsorptionstest (ELISA) besteht aus
Materialien zur quantitativen Messung des dimeren Inhibin A in menschlichem
Serum oder Plasma. Der Verwendungszweck dient ausschlieBlich der In-vitro-
Verwendung zur Hilfe bei der Diagnose und Uberwachung verschiedener
hormoneller Fortpflanzungsstérungen. Das Down-Syndrom-Screening
(Trisomie 21) im zweiten Trimester mit kombinierten biochemischen und
Ultraschall-Markern, kann mithilfe entsprechender Algorithmen, die in kauflich
erhaltlicher Risiko- Berechnungssoftware enthalten sind, durchgefiihrt werden.
24, 25 Es wird dringed empfohlen, validierte (CE-gekennzeichnete) Software zu
verwenden, die spezifisch zur Risikobewertung von Trisomie 21 vorgesehen
ist, zum Beispiel die Software ,,alpha“. Das Inhibin A-Kit ist in Kombination
mit hAFP + hCG + uE3 zu verwenden.

ZUSAMMENFASSUNG

Inhibine sind heterodimere Proteohormone, die im weiblichen Koérper in
den Granulosazellen der Eierstocke und im mannlichen Koérper in den
Sertolizellen der Hoden gebildet werden. Sie unterdriicken selektiv die
Ausschittung des follikelstimulierenden Hormons (FSH) aus der Hypophyse
und zeigen ebenfalls eine lokale, parakrine Wirkung auf die Gonaden." 2

Die vollstdndig ausgebildete Form des Inhibinmolekils hat ein
Molekulargewicht von ungefahr 32 kD und besteht aus zwei einzelnen Ketten
(a und B), die durch Disulfidbriicken verbunden sind. Es treten ebenfalls
Formen mit einem héheren Molekulargewicht in der Follikelflissigkeit und
im Serum auf, die Vorstufen der a-Untereinheit enthalten. Zusatzlich gibt es
freie Formen von a-Untereinheiten, die nicht an 3-Untereinheiten gebunden
sind und keine Inhibin-Bioaktivitat aufweisen. 4 > ¢

Inhibin A besteht aus einer a-Untereinheit und einer Ba-Untereinheit.
Messungen des Inhibin A haben sich bei der Erforschung seiner Rolle im
menschlichen Fortpflanzungsapparat als hilfreich erwiesen.”®° In mehreren
Veroéffentlichungen wird der Nutzen der Messung von Inhibin als indokriner
Marker zur Uberwachung der Ovarialfunktion herausgestellt.”® ' 12 13. 14,
+ 1617 Bis vor kurzem war eine Unterscheidung zwischen zirkulierendem
funktional dimerem Inhibin und der freien a-Untereinheit im normalen
Menstruationszyklus nicht moglich.

Durch die Verwendung des hochspezifischen Antikorperpaars stellte sich
heraus, dass mithilfe des zweischrittigen ,Sandwich“-ELISA, speziell das
dimere Inhibin A gemessen werden kann.'®

PRINZIP

Der Inhibin A ELISA ist ein enzymatisch verstarkter ,Sandwich“-Assay in
zwei Schritten. Bei dem Assay werden Kalibratoren, Kontrollen und Proben
in Mikrotitervertiefungen inkubiert, die mit einem Anti-Inhibin-Bs-Untereinheit-
Antikorper beschichtet sind. Nach der Inkubation und dem Waschen wird
jeder Vertiefung ein mit Meerrettichperoxidase (HRP) gekennzeichneter
Anti-Inhibin- Alpha-Detektionsantikdrper hinzugefigt. Nach einem zweiten
Inkubations- und Waschschritt wird Tetramethylbenzidin (TMB) als Substrat
in die Vertiefungen gegeben.

Zum Schluss wird eine saure Stopperldsung hinzugefiigt. Der
Grad der enzymatischen Umsetzung des Substrats wird durch eine
Doppelwellenlangen-Absorptionsmessung bei 450 nm und zwischen 600
und 630 nm bestimmt. Die gemessene Absorption ist direkt proportional zur
Konzentration von Inhibin A in den Proben. Ein Inhibin A-Kalibratoren wird
verwendet, um eine Standardkurve der Absorption gegenuber der Inhibin
A-Konzentration zu plotten. Aus dieser Standardkurve kann dann die Inhibin
A-Konzentration in den Proben berechnet werden.

WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN

In-vitro-Diagnostikum.
Befolgen Sie die GLP-Regeln (GLP-Gute Laborpraxis)."

Unter Verwendung des beschriebenen Verfahrens kénnen Proben und aus
Blut gewonnene Produkte routinemafRig mit minimalem Risiko verarbeitet
werden. Dennoch missen diese Produkte als potentiell infektids gemafn
den allgemein geltenden VorsichtsmaRnahmen und besten Praktiken fur
klinische Labors gehandhabt werden, unabhéngig von ihrer Herkunft,
Behandlung oder vorheriger Zertifizierung.? Zur Dekontamination ist ein
geeignetes Desinfektionsmittel zu verwenden. Materialien und Behalter
sind gemal den lokal geltenden Vorschriften und Richtlinien zu lagern und
entsorgen.

PI-DSL1028100T-04

GHS-GEFAHRSTOFFKLASSIFIZIERUNG

Calibrators / Controls

Antibody Enzyme
Conjugate Concentrate

Sample Buffer A
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ACHTUNG

b

H317

H412

pP273

P280
P333+P313

P362+P364

ACHTUNG

D

H316
H317

H412

P273

P280

P332+P313

P333+P313

P362+P364

GEFAHR

H316

Kann allergische
Hautreaktionen verursachen.
Schadlich fir
Wasserorganismen, mit
langfristiger Wirkung.
Freisetzung in die Umwelt
vermeiden.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

Bei Hautreizung oder
-ausschlag: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Kontaminierten
Kleidungsstiicke ausziehen
und vor erneutem Tragen
waschen.

Reaktionsmasse aus
5-Chlor-2-methyl-4-isothiazolin-3-on
[EG-Nr. 247-500-7] und
2-Methyl-4-isothiazolin-3-on
[EG-Nr. 220-239-6] (3:1)
<0,05 %

Verursacht leichte
Hautreizungen.

Kann allergische
Hautreaktionen verursachen.
Schadlich fir
Wasserorganismen, mit
langfristiger Wirkung.
Freisetzung in die Umwelt
vermeiden.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

Bei Hautreizung: Arztlichen
Rat einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Bei Hautreizung oder
-ausschlag: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.
Kontaminierten
Kleidungsstiicke ausziehen
und vor erneutem Tragen
waschen.

3-Morpholino-2-hydroxy-propansulfons

Natriumsalz 1 -2 %
Reaktionsmasse aus
5-Chlor-2-methyl-4-isothiazolin-3-on
[EG-Nr. 247-500-7] und
2-Methyl-4-isothiazolin-3-on
[EG-Nr. 220-239-6] (3:1)

<0,05 %

Verursacht leichte
Hautreizungen.



Sample Buffer B

Conjugate Diluent

PI-DSL1028100T-04

H318

P280

P305+P351+P338

P310

P332+P313

GEFAHR
H314

H317

P280
P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

P333+P313

P362+P364

GEFAHR

Verursacht schwere
Augenschaden.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

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

Sofort
GIFTNOTRUFZENTRALE
oder Arzt anrufen.

Bei Hautreizung: Arztlichen
Rat einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Dodecylsulfat Natriumsalz 1
-<3%
Tris(hydroxymethyl)-
aminomethane
(aminomethan) 1 -2 %
Alkohol, C12-14 sekundar,
ethoxyliert 3 - 5 %

Verursacht schwere
Veratzungen der Haut und
schwere Augenschaden.
Kann allergische
Hautreaktionen verursachen.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

BEI BERUHRUNG MIT
DER HAUT (oder dem
Haar): Haut mit Wasser
abwaschen.

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

Sofort
GIFTNOTRUFZENTRALE
oder Arzt anrufen.

Bei Hautreizung oder
-ausschlag: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Kontaminierten
Kleidungsstiicke ausziehen
und vor erneutem Tragen
waschen.
Harnstoff-Wasserstoffperoxid
10-20 %

Reaktionsmasse aus

Stopplésung A

5-Chlor-2-methyl-4-isothiazolin-3-on

[EG-Nr. 247-500-7] und
2-Methyl-4-isothiazolin-3-on
[EG-Nr. 220-239-6] (3:1)

< 0,05 %
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H316
H317
H318

H412

P273

P280

P305+P351+P338

P310

P333+P313

P362+P364

GEFAHR

H314

P280

P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

Verursacht leichte
Hautreizungen.

Kann allergische
Hautreaktionen verursachen.
Verursacht schwere
Augenschaden.

Schadlich fur
Wasserorganismen, mit
langfristiger Wirkung.
Freisetzung in die Umwelt
vermeiden.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

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

Sofort
GIFTNOTRUFZENTRALE
oder Arzt anrufen.

Bei Hautreizung oder
-ausschlag: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.
Kontaminierten
Kleidungsstiicke ausziehen
und vor erneutem Tragen
waschen.
Tris(hydroxymethyl)-
aminomethane
(aminomethan) 1 - 3 %
Alkohol, C12-14 sekundar,
ethoxyliert 3 - 5 %
Reaktionsmasse aus

5-Chlor-2-methyl-4-isothiazolin-3-on

[EG-Nr. 247-500-7] und
2-Methyl-4-isothiazolin-3-on
[EG-Nr. 220-239-6] (3:1)
<0,05 %

Verursacht schwere
Veratzungen der Haut und
schwere Augenschaden.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

BElI VERSCHLUCKEN:
Mund ausspulen. KEIN
Erbrechen herbeifiihren.
BEI BERUHRUNG MIT
DER HAUT (oder dem
Haar): Haut mit Wasser
abwaschen.

BElI KONTAKT MIT DEN
AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser
spulen. Vorhandene
Kontaktlinsen nach
Méglichkeit entfernen.
Weiter spilen.

Sofort
GIFTNOTRUFZENTRALE
oder Arzt anrufen.
Schwefelsaure 1 -3 %



Wash solution (20x) GEFAHR

H360 Kann die Fruchtbarkeit
beeintrachtigen oder
das Kind im Mutterleib
schadigen.

P201 Vor dem Gebrauch
besondere Anweisungen
einholen.

P280 Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

P308+P313 BEI Exposition oder falls

betroffen: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Borsaure 0,1 - 0,3 %

di-Natriumtetraborat-Decahydrat

0,1-03%

Das Sicherheitsdatenblatt ist unter
beckmancoulter.com/techdocs verfligbar

PROBENENTNAHME, -BEHANDLUNG,
-LAGERUNG UND VERDUNNUNG

Die empfohlenen Proben sind Serum und Plasma.

Beachten Sie die folgenden Empfehlungen fiir Handhabung, Verarbeitung
und Lagerung von Blutproben:?'

* Bei der Entnahme samtlicher Blutproben sind die routinemafligen
VorsichtsmaBnahmen fir die Venenpunktion einzuhalten.

. Rohrchen stets verschlossen halten.

* Innerhalb von zwei Stunden nach dem Zentrifugieren mindestens 500
WL der zellfreien Probe in ein Lagerréhrchen umfiillen. Réhrchen sofort
dicht verschlieRen.

. Unverdinnte oder verdiinnte Proben dicht verschlossen bei 2 to 8°C
fur héchstens 24 Stunden lagern.

*  Wenn der Assay nicht innerhalb von 24 Stunden durchgefiihrt wird
oder die Proben versendet werden, die Proben bei -20°C oder kalter
fur bis zu 30 Tage einfrieren.

Beim Vorbereiten der Proben die folgenden Richtlinien beachten:

»  Sicherstellen, dass Fibrin-Reste und Zellbestandteile vor der Analyse
entfernt werden.

* Beachten Sie die Empfehlungen des
Blutentnahmerdhrchen-Herstellers im Hinblick auf das Zentrifugieren.

Jedes Labor sollte die Eignung seiner eigenen Blutentnahmerdhrchen und
Serumtrennartikel ermitteln. Diese Artikel kdnnen von Hersteller zu Hersteller
und mitunter auch von Los zu Los unterschiedlich ausfallen.

Wiederholtes Einfrieren und Auftauen von Proben vermeiden.

Lipamische, ikterische oder hamolytische Proben mdoglichst nicht zur Analyse
heranziehen.

MITGELIEFERTE MATERIALIEN
Kit zur Bestimmung von Inhibin A: 96 Mikrotitervertiefungen (Kat.-Nr.
#DSL-10-28100T-1)

Anti-Inhibin A-Beschichtete Mikrotiterplatte (Streifen): Ein Streifenhalter
mit 96 Mikrotitervertiefungen.

Polystyrol-Mikrotitervertiefungen mit Anti-Inhibin B, das an der Innenwand
der Vertiefungen immobilisiert ist.

Bis zum Verfallsdatum bei 2 bis 8 °C in einem wiederverschlieRbaren Beutel
mit Trockenmittel zum Schutz gegen Feuchtigkeit lagern.

PI-DSL1028100T-04

Inhibin A-Antikorper-Enzym-Konjugat-Konzentrat: ein Flaschchen 0,6
mL

Maus-monoklones  Anti-Inhibin-a-Untereinheit
MOPSO, BSA und < 1,0 % ProClin** 300.

Bis zum Verfallsdatum bei 2 bis 8 °C lagern.

Antikoérper-HRP-Konjugat,

Vor der Verwendung in Konjugatdiluent verdiinnen.

Standard: Sechs Flaschchen 1,0 mL und ein Fldschchen 2,0 mL mit
"null" (gebrauchsfertig)

Konzentrationen von ungeféhr 0, 10, 30, 100, 250, 500 und 1000 pg/mL eines
rekombinanten dimeren Inhibin A in bovinem Serum mit <0,5% ProClin 300.

Die exakten Konzentrationen sind den Etiketten der Flaschchen zu
entnehmen.

Bis zum Verfallsdatum ungedffnet bei 2 bis 8 °C lagern.

Nach erster Verwendung bei 2 bis 8°C flir 28 Tage stabil. Fir langere
Zeitrdume bis zum Verfallsdatum in einem -20°C kalten Gefrierschrank
(-15°C bis -24°C) lagern.

Das Messreagenz (Analyt) in den Inhibin A-Kalibrator ist auf den ersten
internationalen Standard der Weltgesundheitsorganisation (WHO) fir
Inhibin-A (Code 91/624) zuriickzufiihren, das 32 kDa eines rekombinanten
menschlichen Inhibin A (1 pg/mL oder 0,037 IU/mL) enthalt. Die
zugewiesenen Werte wurden mithilfe reprasentativer Proben aus dieser
Standardcharge ermittelt und gelten ausschlieRlich fir die Assay-Methoden
der Reagenzien. Die durch andere Methoden ermittelten Werte kdnnen
unterschiedlich sein. Etwaige Unterschiede dieser Art kénnen auf
methodenspezifische Abweichungen zurtickzufiihren sein.

Kontrollen: zwei Flaschchen 1,0 mL (einsatzbereit)

Niedrige und hohe Konzentrationen eines rekombinanten dimeren Inhibin A
in bovinem Serum mit < 0,5 % ProClin 300.

Die erwarteten Werte finden Sie auf einem Beipackzettel.
Bis zum Verfallsdatum ungedéffnet bei 2 bis 8 °C lagern.

Nach erster Verwendung bei 2 bis 8°C fir 28 Tage stabil. Fir langere
Zeitrdume bis zum Verfallsdatum in einem -20°C kalten Gefrierschrank
(-15°C bis -24°C) lagern.

Probenpuffer A: eine Flasche 10,0 mL

Puffer mit bovinem Serumalbumin (BSA), tierischem Serum (Ziege, Maus),
oberflachenaktivem Stoff und Natriumazid.

Bis zum Verfallsdatum bei 2 bis 8 °C lagern.
Probenpuffer B: eine Flasche 10,0 mL

Puffer mit < 20 %-igem Harnstoffwasserstoffperoxid, < 0,5 % ProClin 300 und
Natriumazid.

Bis zum Verfallsdatum bei 2 bis 8 °C lagern.
TMB-Chromgenlosung: eine Flasche 11,0 mL
Tetramethylbenzidine (TMB) in Citratpuffer mit Wasserstoffperoxid.
Bis zum Verfallsdatum bei 2 bis 8 °C lagern.

Stopperlosung A: eine Flasche 11,0 mL

0,2 M Schwefelsaure.

Bis zum Verfallsdatum bei 2 bis 8 °C oder Zimmertemperatur (18-25°C)
lagern.

Konjugat-Verdiinnungsmittel: eine Flasche 15,0 mL

Puffer mit BSA, tierischem Serum (Ziege, Maus), oberflachenaktivem Stoff
und < 1,0 % ProClin 300.

Bis zum Verfallsdatum bei 2 bis 8 °C lagern.
Waschkonzentrat U (20X): Eine Flasche 50,0 mL
Die konzentrierte Lésung muss vor Gebrauch verdinnt werden.

Bis zum Verfallsdatum bei 2 bis 8 °C oder Zimmertemperatur (18-25°C)
lagern.
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Kit fiir die Bestimmung von Inhibin A: 384 Mikrotitervertiefungen (Kat.
#DSL-10-28100T-4)

Anti-Inhibin A-Beschichtete Mikrotiterplatte (Streifen): Vier Streifenhalter
mit je 96 Mikrotiter-Vertiefungen.

Inhibin A-Antikérper-Enzym-Konjugat-Konzentrat: vier Flaschchen 0,6
mL

Standard: zwei Satze (zwolf Flaschchen) 1,0 mL und zwei Flaschchen
2,0 mL mit "null" (gebrauchsfertig)

Kontrollen: zwei Satze (vier Flaschchen) 1,0 mL
Probenpuffer A: vier Flaschen 10,0 mL
Probenpuffer B: drei Flasche 10,0 mL
TMB-Chromgenlosung: eine Flasche 50,0 mL
Stopperlésung A: vier Flaschen 11,0 mL
Konjugat-Verdiinnungsmittel: vier Flaschen 15,0 mL
Waschlésung (20x): zwei 50 mL Flaschen

ERFORDERLICHE, JEDOCH NICHT
MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Zusétzlich zu der
Materialien bendétigt:

Standardlaborausstattung, werden die folgenden

. Mikrotiterplatten-Reader fir Absorptionsmessung bei 450 nm und
vorzugsweise fir Doppelwellenlangenkorrektur zwischen 600 und
630 nm geeignet

. Deionisiertes Wasser
»  Prazisionspipette fir 50-100 pL

»  Orbitalschuttler fur Mikrotiterplatten fir 500-700 Umdrehungen pro
Minute (rpm)

*  Mikrotiterplatten-Wascher

*  Vortexmischer

»  Saugfahige Unterlage zum Trocknen der Streifen
*  Millimeterpapier zur manuellen Datenauswertung

DURCHFUHRUNG

Verfahrenshinweise

»  Fdr die erfolgreiche Nutzung des Inhibin A-ELISA ist ein griindliches
Verstandnis dieser Packungsbeilage erforderlich.

*  Der Kunde ist dafur verantwortlich, die Assays fir die gegebene
Verwendung zu validieren.

*  Um zuverlassige Ergebnisse zu erhalten, sind prazise Laborverfahren
und genaues Befolgen der Packungsbeilage zwingend erforderlich.

»  Eine Standardkurve ist fiir jeden Assay notwendig.

* Alle Reagenzien vor Gebrauch auf Zimmertemperatur (18-25°C)
bringen.

* Reagenzien vor dem Gebrauch durch vorsichtiges Schwenken
grundlich mischen.

*  Keine Kitkomponenten verschiedener Chargen mischen.

* Keine Komponenten nach dem auf dem Etikett angegebenen
Verfallsdatum verwenden.

* Unvollstandiges Waschen verfalscht das

Assay-Prazision.

Ergebnis und die

* Um einen potentiellen Drift des Assays aufgrund unterschiedlicher
Substrat-Inkubationszeiten zu vermeiden, sollte darauf geachtet
werden, die Stopplésung in der gleichen Reihenfolge und mit der
gleichen Geschwindigkeit in die Vertiefungen zu geben wie die TMB
Chromogen-L&sung.

. Beim Umgang mit den Reagenzien vorsichtig vorgehen und den
Eintrag von potenziell fir die Reagenzien schadlichen mikrobieller
Kontamination vermeiden. Dies gilt insbesondere fiir Konjugatdiluent
und Probenpuffer A.

*  Kontamination der TMB Chromogen-Lésung mit den Konjugaten
vermeiden.

*  Fur die Reagenzien, Kalibratoren, Kontrollen und Proben jeweils eine
saubere Einweg-Pipettenspitze verwenden.
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*  Zum Pipettieren von Schwefelsdure und TMB Chromogen-Lésung
Pipetten mit Metallteilen vermeiden.

. Das als Marker verwendete Enzym wird durch Sauerstoff
inaktiviert und reagiert hoch empfindlich auf mikrobielle
Kontamination, Natriumazid, Hypochlorsdure und aromatische
Chlorkohlenwasserstoffe, die in den Wasseraufbereitungsanlagen

von Laboren haufig vorkommen.
. Deionisiertes Wasser verwenden.

* Reagenzien bei Lagerung und Inkubation nicht ibermaRiger Warme
oder direktem Sonnenlicht aussetzen.

Reagenzienvorbereitung

1. Waschlésung: Den Inhalt des Flaschchens in 950 mL destilliertes
Wasser geben und homogenisieren. Die verdiunnte Lésung kann
einen Monat lang bei 18-25 °C oder bis zum Verfallsdatum des Kits
bei 2-8 °C aufbewahrt werden.

2. Inhibin A-Antikérper-Enzym-Konjugatlésung: Das Inhibin
AAntikdrper-  Enzym-Konjugatkonzentrat  sollte  entsprechend
der Anzahl der verwendeten Vertiefungen im Verhaltnis 1 Teil
auf 50 Teile Inhibin A Konjugat-Verdiinnungsmittel verdinnt
werden. Pipettieren Sie fir eine gesamte Platte exakt 220 pL des
Inhibin  A-Antikérper-Enzym- Konjugatkonzentrats in 11 mL des
Konjugat-Verdliinnungsmittels.

HINWEIS: Das Inhibin A-Antikérper-Enzym-Konjugatkonzentrat sollte
10—-15 Minuten vor Gebrauch frisch verdiinnt werden.

3. Mikrotitervertiefungen: Die Anzahl der fir den Assay erforderlichen
Vertiefungen bestimmen. Die Ubrigen, unbenutzten Vertiefungen
sollten in wiederverschlieBbaren Beuteln zum Schutz gegen
Feuchtigkeit aufbewahrt werden.

Testdurchfiihrung

Alle Proben und Reagenzien Zimmertemperatur (18-25°C) erreichen lassen.
Reagenzien vor dem Gebrauch durch vorsichtiges Schwenken mischen.
Nach Rekonstituierung Reagenzien griindlich, aber ohne Schaumbildung
mischen. Kalibratoren, Kontrollen und Proben sollten als Doppelbestimmung
durchgefiihrt werden.

1. Die zu verwendenden Mikrotiterstreifen kennzeichnen.

2. 50 pL der Kalibratoren, Kontrollen und Proben in die entsprechenden
Vertiefungen pipettieren.

3. In jede Vertiefung mit einer Multipipette 50 uL des Probenpuffers A
hinzugeben.

4. In jede Vertiefung mit einer Multipipette 50 yL des Probenpuffers B
hinzugeben.

5. Die Vertiefungen auf einem Orbitalschuttler fir Mikrotiterplatten mit
500-700 rpm fir drei Stunden bei Zimmertemperatur (18-25°C)

inkubieren.
6. Die Antikérper-Enzym-Konjugatlésung vorbereiten, indem
das Antikorper- Enzym-Konjugatkonzentrat in dem Inhibin

A-Konjugat-Verdunnungsmittel so verdinnt wird, wie im Abschnitt
LVorbereitung der Reagenzien“ auf dieser Packungsbeilage
beschrieben.

7. Jede Vertiefung sechs Mal absaugen oder dekantieren und
mit Waschlésung waschen. Dies kann automatisch mit einem
Mikroplatten-Wascher oder manuell mit einer Multipipette erfolgen.
Platte dekantieren und auf einer saugfahigen Unterlage trocken
klopfen.

HINWEIS: Es wird dringend empfohlen, einen automatischen
Mikrotiterplatten-Wascher zu verwenden. Unvollsténdiges Waschen
verfélscht die Assay-Prézision. Wenn kein Mikrotiterplatten-Wascher
verfiigbar ist, befolgen Sie diese Schritte, um die Platten manuell zu
waschen:

(a) Fliissigkeit aus jeder Vertiefung vollstdndig absaugen oder dekantieren

(b) In jede Vertiefung mit einer Prézisionspipette 350 uL der Waschlésung
geben

(c) Fliissigkeit erneut absaugen oder dekantieren
(d) Schritte (b) und (c) fiinf Mal wiederholen

8. Injede Vertiefung mit einer Multipipette 100 pL der Antikérper-Enzym-
Konjugatlésung zugeben.

9. Die Vertiefungen auf einem Orbitalschittler fir Mikrotiterplatten
mit 500-700 rpm fir eine Stunde bei Zimmertemperatur (18-25°C)
inkubieren.
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10. Jede Vertiefung sechs Mal absaugen oder dekantieren und mit
Waschlésung und einem automatischen Mikrotiterplatten-Wascher

waschen. Platte dekantieren und auf einer saugfahigen Unterlage
trocken klopfen.
11. In  jede Vertiefung mit einer Multipipette 100 pL der

TMB-Chromgenlésung hinzugeben.
Nicht dem direkten Sonnenlicht aussetzen.

12. Die Vertiefungen auf einem Orbitalschittler fiur Mikrotiterplatten
mit 500-700 rpm fur 15 Minuten bei Zimmertemperatur (18-25°C)
inkubieren.

HINWEIS: Beachten Sie, dass sich die Farbe je nach tatsédchlicher
Zimmertemperatur schneller oder langsamer als in der angegebenen
Inkubationszeit entwickeln kann. Die Inkubationszeit kann durch
Beobachtung der Farbentwicklung optimiert werden.

13. In jede Vertiefung mit
Stopperlésung zugeben.

einer Prazisionspipette 100 puL der

14. Die Absorption der Losung in den Vertiefungen innerhalb von
30 Minuten ablesen. Dafiir einen Mikrotiterplattenleser verwenden,
der auf 450 nm eingestellt ist.

HINWEIS:

1) Beim Messen der Absorption der Mikrotitervertiefungen muss der
Nullkalibrator als ,Leerwert” programmiert werden.

2) Wenn eine Wellenldngenkorrektur verfiigbar ist, Instrument
auf  duale  Wellenldngenmessung  bei 450 nm mit einer
Hintergrund-Wellenlédngenkorrektur zwischen 600 und 630 nm einstellen.
ERGEBNISSE

1. Den Absorptionsmittelwert fiir jeden Kalibrator, jede Kontrolle oder
jede Probe berechnen.

2. Den Logarithmus der mittleren Absorptionswerte fiir jeden
Kalibrator auf der Y-Achse gegen den Logarithmus der Inhibin
A-Konzentrationen in pg/mL auf der X-Achse unter Verwendung
einer linearen Kurvenanpassung plotten. Alternativ kdnnen die Daten
ebenfalls linear gegeneinander geplottet werden, und es kann eine
geglattete Spline-Kurvenanpassung verwendet werden.

3. Die zutreffendste Kurve durch den Mittelwert der Doppelpunkte
zeichnen.

4. Die Konzentration von Inhibin A bei den Kontrollen und Proben fiir die
Standardkurve bestimmen, indem deren mittlere Absorptionswerte mit
den entsprechenden Inhibin A-Konzentrationen zur Deckung gebracht
werden.

5. Alle Proben, die lber dem am hdchsten konzentrierten Kalibrator
liegen, sollten entsprechend mit Inhibin A-Kalibrator 0 verdinnt und
erneut analysiert werden.

6. Alle Proben mit einem gemessenen Wert unterhalb der
Analyseempfindlichkeit sollten als solche ausgewiesen werden.

7. Den Wert bei Bedarf mit einem Verdiinnungsfaktor multiplizieren.

HINWEIS: Wenn die Absorptionswerte den linearen Messbereich des
Platten-Readers (berschreiten, ist eine zweite Messung bei 405 nm
notwendig (ReferenZfilter zwischen 600 und 630 nm, wenn verfiigbar). In
diesem Fall ist eine zweite Standardkurve wie oben zu erstellen, und zwar mit
den Absorptionswerten aller Kalibratoren bei 405 nm. Die Konzentrationen
der Proben aul3erhalb des Messbereichs bei 450 nm werden dann von der
neuen Standardkurve abgelesen. Die Messungen bei 405 nm sollten die
Messungen bei 450 nm nicht ersetzen.

Standardkurve
Kalibratoren Konz. (pg/mL) A B/Bnax (%)

0 0,00 0,022 (Leerwert) -

1 9,20 0,028 1,021
2 24,3 0,082 2,991
3 90,0 0,305 11,11
4 214 0,733 26,75
5 415 1,302 47,48
6 833 2,741 100,0

(Beispiel einer Standardkurve, nicht zur Berechnung benutzen).

Proben
Bitte nutzen Sie zur Umrechnung von IU/mL die folgende Gleichung:
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1 1U/mL (WHO 91/624) = 26,7 pg/mL
ERWARTETE WERTE

Jedes Labor sollte seine eigenen Referenzbereiche festlegen, um die genaue
Abbildung der spezifischen Populationen sicherzustellen. Die folgenden
dargestellten Werte wurden mit dem Inhibin A ELISA und Serumproben von
offensichtlich normalen, gesunden Erwachsenen gewonnen. Alle Werte
sind in pg/mL angegeben. Bei Frauen mit regelmaRigem Zyklus stellen
die Zahlen unter jeder Phase die Tage vor oder nach dem Anstieg des LH
(Lutenisierendes Hormon) dar.

Population n Mittel- Median 95%

wert Vertrauen
sgrenze

Frauen mit normalem Zyklus

Friihe Follikelphase 136 13,48+0,93 10,54 15,46-28,16

(-14 bis -10)

Mittlere Follikelphase (-9 bis 228 18,63+0,59 17,06 17,87-34,54

-4)

Spate Follikelphase (-3 bis 130 56,10+2,30 52,19 19,49-102,3

-1)

Zyklusmitte (Tag 0) 42 98,87+30,99 98,23 49,92-155,5

Friihe Lutealphase (1 bis 3) 115 71,59+3,39 67,24 35,93-132,7

Mittlere Lutealphase (4 bis 268 75,22+2,63 72,51 13,15-159,6

11)

Spate Lutealphase (12 bis 82 27,87+3,20 17,44 17,28-89,95

14)

IVF-Spitzen 43 792,4+70,63 705,91 354,2-1 690

PCOS - Ovarialsyndrom 26 19,32+2,61 15,65-15,99

Postmenopausal 23 11,15+0,24 1<1-3,88

Normal méannlich 40 11,33+0,42 1<1-3,58

1 Inhibin-A-Werte unterhalb Kalibrator 1 sind extrapoliert.

Die angegebenen Werte in der folgenden Tabelle beziehen sich auf
maternales Serum Inhibin A im zweiten Trimester.

Abgeschlossene| Anzahl der Median Inhibin LOG,, SD
Woche Proben A (pg/mL)
15 30 157,55 0,27
16 124 153,29 0,27
17 74 151,20 0,27
18 45 155,14 0,27
19 20 165,18 0,27
20 16 185,76 0,27

Tabelle wurde mit Werten aus einem Vorsorgezentrum in den USA (2005)
abgeglichen.

QUALITATSKONTROLLE

* Inhibin A ELISA-Kontrollen oder andere Fertigkontrollen sollten sich
innerhalb festgelegter Vertrauensgrenzen bewegen.

*  Die Vertrauensgrenzen fiir Inhibin A ELISA-Kontrollen sind auf einem
Beipackzettel.

» Eine vollstandige Standardkurve und Kontrollen mit niedriger und
hoher Konzentration sollten Bestandteil eines jeden Assays sein.

+  Die TMB Chromogen-L&sung sollte farblos bis zu sehr hell gelb sein.
Die Entwicklung einer blauen Farbe deutet auf Reagenzkontamination
oder Instabilitat hin.

*  Materialien zur Qualitatskontrolle simulieren die Eigenschaften
von Patientenproben und sind von grundlegender Bedeutung fur
die Uberwachung der Systemleistung von immunochemischen
Assays. Kitinterne Kontrollen oder andere handelsibliche
Qualitatskontrollmaterialien sollten mindestens zwei
Analytkonzentrationen abdecken. Ein haufigerer Einsatz von
Kontrollen oder die Verwendung zuséatzlicher Kontrollen bleiben
dem Benutzer Uberlassen, basierend auf den GLP-Regeln oder
Laborakkreditierungsanforderungen und geltenden Gesetzen.
Die Herstelleranweisungen fir Rekonstituierung und Lagerung
befolgen. Jedes Labor sollte Mittelwerte und akzeptable Bereiche
festlegen, um das richtige Leistungsverhalten sicherzustellen.
Qualitatskontroll-Ergebnisse, die sich aulerhalb der festgelegten
Bereiche bewegen, weisen moglicherweise auf ungiiltige
Testergebnisse hin.

17 of 84



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

Reprasentative Daten dienen nur der Veranschaulichung. Die in einzelnen
Labors erzielten Leistungen kénnen anders ausfallen.

Empfindlichkeit

Nachweisgrenze: 2,61 pg/mL

Spezifitat

Der im Immunassay verwendete Antikorper ist hochspezifisch fur Inhibin A.
Prazision

Intra-Assay

Proben aus derselben Serie wurden 25-mal getestet. Der
Variationskoeffizient war jeweils weniger oder gleich 4,6 % fiir Serumproben.

Inter-assay

Proben wurden in Doppelbestimmung in 10 verschiedenen Serien
getestet. Der Variationskoeffizient war jeweils kleiner oder gleich 6,9 % fur
Serumproben.

Genauigkeit
Verdiinnungstest

Hoch konzentrierte Proben wurden mit Nullkalibrator verdiinnt. Die erhaltene
Wiederfindung befindet sich zwischen 97,8 % und 117 %.

Wiederfindungstest

Proben mit geringen Konzentrationen wurden mit bekannten Mengen von
Inhibin A versetzt. Die ermittelten prozentualen Wiederfindungswerte lagen
zwischen 83,5 % und 99,5 %.

PI-DSL1028100T-04
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Messbereich (von der Nachweisgrenze bis zum hdchsten Kalibrator): 2,61
bis ca. 1 000 pg/mL.

EINSCHRANKUNGEN

Die in diesem Kit gelieferten Reagenzien sind auf die Messung von
Inhibin A-Konzentrationen in Serum oder Plasma optimiert.

Bei der Verwendung von Antikdrpern besteht die Maoglichkeit
einer Interferenz durch heterophile Antikdrper in der Probe. In
Proben von Personen, die regelmaRig mit Tieren in Kontakt
waren oder die einer Immuntherapie oder einem diagnostischen
Verfahren mit Immunoglobulinen oder Immunoglobulinfragmenten
ausgesetzt waren, kénnen Antikdrper enthalten sein, z. B. humane
Anti-Maus-Antikérper (HAMA), die eine Interferenz im Immunoassay
verursachen. Zusatzlich dazu kénnen andere heterophile Antikorper
wie humane Anti-Ziegen-Antikérper in Proben vorhanden sein.?
2 Solche stérenden Antikdrper kénnen zu fehlerhaften Ergebnisse
fuhren. Seien Sie vorsichtig bei der Auswertung der Ergebnisse
von solchen Patienten, bei denen der Verdacht auf diese Antikorper
besteht.

Flaschchen nicht benutzen, die Anzeichen fiir eine mikrobielle
Kontamination zeigen oder stark getribt sind.

Die Inhibin A ELISA-Ergebnisse sollten im Zusammenhang mit
dem gesamten klinischen Bild des Patienten interpretiert werden,
einschlief3lich: Symptome, klinische Vorgeschichte, Daten anderer
Tests sowie andere relevante Informationen.



INHIBIN A ELISA
DSL-10-28100T-1, DSL-10-28100T-4

SOLO PER USO PROFESSIONALE,

Il kit del dosaggio immunoassorbente legato all'enzima Inhibin A (ELISA)
fornisce materiali per la misurazione quantitativa dell'inibina A dimerica in
plasma o siero umano. E pensato esclusivamente per uso in vitro come ausilio
nella diagnosi e nel monitoraggio di vari disturbi ormonali riproduttivi. Lo
screening della sindrome di Down (Trisomia 21) nel secondo trimestre usando
marcatori a ultrasuoni e biochimici combinati puo essere valutato con algoritmi
appropriati che possono gfigre eseguiti su software per il calcolo dei rischi

disponibili in commercio. E fortemente raccomandato I'utilizzo di software

convalidati (con contrassegno CE) progettati specificatamente per la valutazione
del rischio della Trisomia 21, ad es. il software alpha.* Il kit Inhibin A & pensato
per essere usato in combinazione con hAFP + hCG + uE3.

RIEPILOGO

Le inibine sono ormoni proteici eterodimeri secreti dalle cellule della
granulosa nell'ovaio delle donne e nelle cellule di Sertoli nel testicolo
degli uomini. Sopprimono selettivamente la secrezione dell'ormone
follicolostimolante (FSH) prodotto dall'ipofisi e hanno anche azioni paracrine
locali sulle gonadi." 2

La forma completamente elaborata della molecola dell'inibina ha un peso
molecolare di circa 32 kD ed & composta di due catene distinte (a e ),
collegate da ponti disolfuro. Le forme di peso molecolare piu elevato, con
forme precursori della subunita a, sono presenti anche in fluido follicolare e
nel siero. Sono inoltre presenti forme della subunita a libera, non associate
con una subunita B e prive dell'attivita biologica dell'inibina. * %8

L'Inhibin A & composta da una subunita a e da una subunita Ba. Le
misurazioni dell'inibina A si sono dimostrate utili nello studio del suo ruolo
nella fisiologia riproduttiva umana.” ® ° Diversi report pubblicati indicano
I'utilita della misurazione dell'inibina A come marcatore endocrino per il
monitoraggio della funzione ovarica.'® ' 12.13.14..16.17 Fing g poco tempo fa,
non era possibile distinguere tra l'inibina dimerica funzionale in circolazione
e la subunita a libera nel normale ciclo mestruale.

Tuttavia, usando la coppia di anticorpi altamente caratterizzata, I'ELISA
sandwich a due siti risulta essere in grado di misurare specificatamente solo
linibina A dimerica."®

PRINCIPIO

L'Inhibin A ELISA & un dosaggio “sandwich” a due fasi amplificato
enzimaticamente. Durante l'analisi, gli calibratori, i controlli e i campioni
vengono incubati in pozzetti di microtitolazione, sensibilizzati con anticorpi
della subunitd B, anti-inibina. Dopo incubazione e lavaggio, in ogni
pozzetto vengono aggiunti gli anticorpi di rivelazione della subunita alfa
anti-inibina sensibilizzati con perossidasi di rafano (HRP). Dopo una
seconda incubazione e lavaggio, nei pozzetti viene aggiunto il substrato
tetrametilbenzidina (TMB).

Infine, viene aggiunta una soluzione acida di arresto. Il grado di
ricambio enzimatico del substrato viene determinato mediante la misura
dell'assorbanza a doppia lunghezza d'onda a 450 nm e 600-630 nm.
L'assorbanza misurata & direttamente proporzionale alla concentrazione di
inibina A nei campioni. Un set di calibratori dell'Inhibin A € usato per tracciare
una curva standard dell'assorbanza rispetto alla concentrazione di inibina A.
Da questa curva standard € quindi possibile calcolare le concentrazioni di
inibina A nei campioni.

AVVERTENZE E PRECAUZIONI
Per uso diagnostico in vitro.
Impiegare le buone pratiche di laboratorio."

Utilizzando la procedura prescritta, i campioni e i prodotti emoderivati
possono essere analizzati di routine con un rischio minimo. Tuttavia,
manipolare questi prodotti come potenzialmente infettivi in conformita
alle precauzioni universali e alle buone pratiche cliniche di laboratorio,
indipendentemente dalla loro origine, trattamento o certificazione
precedente.?® Utilizzare un disinfettante appropriato per la decontaminazione.
Conservare e smaltire questi materiali e i loro contenitori secondo le
normative e le linee guida vigenti.
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CLASSIFICAZIONE PERICOLI GHS
ATTENZIONE

b

H317

Calibrators / Controls

Puo provocare una reazione
allergica cutanea.

Nocivo per gli organismi
acquatici con effetti di lunga
durata.

Non disperdere
nellambiente.

Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhilil viso.

In caso di irritazione

o eruzione della pelle:
consultare un medico.
Togliere tutti gli indumenti
contaminati e lavarli prima di
indossarli nuovamente.
miscela di: 5-cloro-2-metil
- 4-isotiazol-3-one

[n. CE 247-500-7];
2-metil-4-isotiazol-3- one
[n. CE 220-239-6] (3:1)
<0,05%

H412

P273

P280
P333+P313

P362+P364

ATTENZIONE

D

H316

Antibody Enzyme
Conjugate Concentrate

Provoca leggera irritazione
cutanea.

Puo provocare una reazione
allergica cutanea.

Nocivo per gli organismi
acquatici con effetti di lunga
durata.

Non disperdere
nellambiente.

Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhi/il viso.

In caso di irritazione della
pelle: consultare un medico.
In caso di irritazione

o eruzione della pelle:
consultare un medico.
Togliere tutti gli indumenti
contaminati e lavarli prima di
indossarli nuovamente.
3-(N-morfolino)-2-idrossi
acido propano sulfonico,
sale sodico 1 - 2%

miscela di: 5-cloro-2-metil

- 4-isotiazol-3-one

[n. CE 247-500-7];
2-metil-4-isotiazol-3- one
[n. CE 220-239-6] (3:1)
<0,05%

H317

H412

P273

P280

P332+P313

P333+P313

P362+P364

PERICOLO

H316

Sample Buffer A

Provoca leggera irritazione
cutanea.

Provoca gravi lesioni oculari.
Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhi/il viso.

H318
P280
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P305+P351+P338

P310

P332+P313

~
D

H314

Sample Buffer B

H317

P280

P303+P361+P353
P305+P351+P338
P310

P333+P313

P362+P364

=
D

H316

Conjugate Diluent

H317

H318

PI-DSL1028100T-04

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

Contattare immediatamente
un CENTRO ANTIVELENI o
un medico.

In caso di irritazione della
pelle: consultare un medico.
Lauril solfato sodico 1 - < 3%
Tris(idrossimetil)-
aminomethane
(aminometano) 1 - 2%
Alcool, C12—-14 secondario,
etossilato 3 - 5%

Provoca gravi ustioni
cutanee e gravi lesioni
oculari.

Pud provocare una reazione
allergica cutanea.

Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhi/il viso.

IN CASO DI CONTATTO
CON LA PELLE (o

con i capelli): lavare
abbondantemente con
acqua.

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

Contattare immediatamente
un CENTRO ANTIVELENI o
un medico.

In caso di irritazione

o eruzione della pelle:
consultare un medico.
Togliere tutti gli indumenti
contaminati e lavarli prima di
indossarli nuovamente.
Acqua ossigenata-urea 10 -
20%

miscela di: 5-cloro-2-metil

- 4-isotiazol-3-one

[n. CE 247-500-7];
2-metil-4-isotiazol-3- one

[n. CE 220-239-6] (3:1) <
0,05%

Provoca leggera irritazione
cutanea.

Pud provocare una reazione
allergica cutanea.

Provoca gravi lesioni oculari.

Soluzione di arresto A

Wash solution (20x)
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H412

P273

P280

P305+P351+P338

P310
P333+P313

P362+P364

PERICOLO

H314
P280
P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

PERICOLO

H360
P201

P280

Nocivo per gli organismi
acquatici con effetti di lunga
durata.

Non disperdere
nell’ambiente.

Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhilil viso.

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

Contattare immediatamente
un CENTRO ANTIVELENI o
un medico.

In caso di irritazione

o eruzione della pelle:
consultare un medico.
Togliere tutti gli indumenti
contaminati e lavarli prima di
indossarli nuovamente.
Tris(idrossimetil)-
aminomethane
(aminometano) 1 - 3%
Alcool, C12-14 secondario,
etossilato 3 - 5%

miscela di: 5-cloro-2-metil

- 4-isotiazol-3-one

[n. CE 247-500-7];
2-metil-4-isotiazol-3- one
[n. CE 220-239-6] (3:1) <
0,05%

Provoca gravi ustioni
cutanee e gravi lesioni
oculari.

Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhilil viso.

IN CASO DI INGESTIONE:
sciacquare la bocca. NON
provocare il vomito.

IN CASO DI CONTATTO
CON LA PELLE (o

con i capelli): lavare
abbondantemente con
acqua.

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

Contattare immediatamente
un CENTRO ANTIVELENI o
un medico.

Acido solforico 1 - 3%

Pud nuocere alla fertilita o al
feto.

Procurarsi istruzioni
specifiche prima dell'uso.
Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhilil viso.



P308+P313 IN CASO di esposizione

o di possibile esposizione,
consultare un medico.
Acido borico 0,1 - 0,3%
Decaidrato borato di sodio
0,1-0,3%

La scheda tecnica sulla sicurezza ¢ disponibile su
beckmancoulter.com/techdocs

RACCOLTA, MANIPOLAZIONE, DILUIZIONE E
CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI

Siero e plasma sono i campioni raccomandati.

Seguire le seguenti raccomandazioni per il trattamento, l'analisi e la
conservazione dei campioni di sangue:?'

. Prelevare i campioni di sangue attenendosi alle precauzioni di routine
per il prelievo venoso.

»  Tenere le provette sempre sigillate.

. Entro due ore dalla centrifuga, trasferire almeno 500 L di campione in
una provetta di conservazione. Tappare immediatamente la provetta.

»  Conservare i campioni diluiti o non diluiti ben chiusi a 2-8°C per un
periodo non superiore a 24 ore.

* Se il dosaggio non verra eseguito entro 24 ore, o, nel caso in cui
i campioni debbano essere spediti, congelare a -20°C o a una
temperatura inferiore per un massimo di 30 giorni.

Durante la preparazione dei campioni, utilizzare le seguenti linee guida:

*  Assicurarsi che la fibrina e la sostanza cellulare residua siano state
rimosse prima di effettuare I'analisi.

. Per la centrifugazione, seguire le istruzioni del produttore delle
provette di prelievo del sangue.

Ciascun laboratorio deve determinare I'accettabilita delle proprie provette di
prelievo e dei prodotti per la separazione del siero. Tali prodotti possono
presentare variazioni da produttore a produttore e, talvolta, da lotto a lotto.

Evitare ripetuti cicli di congelamento e scongelamento dei campioni.
Non analizzare campioni lipemici, itterici o emolizzati.

MATERIALI FORNITI
Kit per il dosaggio del Inhibin A: 96 pozzetti (Cat. #DSL-10-28100T-1)

Micropiastra rivestita (strisce) Anti-Inhibin A: Uno portastrisce,
contenente 96 pozzetti di microtitolazione.

Pozzetti di microtitolazione in polistirene con B, anti-inhibina immobilizzato
nella parete interna di ogni pozzetto.

Conservare a 2-8°C fino alla data di scadenza nel sacchetto richiudibile
provvisto di un agente essiccante per proteggere dall'umidita.

Concentrato di coniugato Inhibin A: Una fiala, 0,6 mL

Coniugato anticorpo-HRP subunita a anti-inibina monoclonale di topo,
MOPSO, BSA e < 1,0% ProClin** 300.

Conservare a 2-8°C fino alla data di scadenza.
Diluire prima dell'uso in Diluente coniugato.

Calibratori: Seifiale 1,0 mL e una fiala 2,0 mL di calibratore "zero" (pronti
per I'uso)

Concentrazioni di circa 0, 10, 30, 100, 250, 500 e 1000 pg/mL di inhibina A
dimerica ricombinante in siero bovino con < 0,5% ProClin 300.

L'esatta concentrazione é riportata su ciascuna etichetta.
Conservare chiuso a 2—-8°C fino alla data di scadenza.

Stabile a 2-8°C per 28 giorni dopo l'uso iniziale. Per periodi piu lunghi,
conservare in un congelatore a -20°C (da -15°C a -24°C) fino alla data di
scadenza.

Il misurando (analita) negli calibratori dell'Inhibin A & tracciabile in conformita
al Primo standard internazionale dellOMS per Inhibin A (codice 91/624)
contenente inibina A umana da 32 kDa ricombinante (1 pg/mL o 0,037
IU/mL). | valori dello standad si riferiscono al lotto in uso e sono caratteristici
del metodo. | valori assegnati agli standard utilizzati in altri metodi possono
essere differenti per le caratteristiche diverse di ciascun metodo.

PI-DSL1028100T-04

Controllo: due fiale 1,0 mL (pronti per 'uso)

Concentrazioni basse ed elevate di inibina A dimerica ricombinante in siero
bovino con < 0,5% ProClin 300.

| valori attesi sono riportati sul foglio del controllo di qualita.
Conservare chiuso a 2-8°C fino alla data di scadenza.

Stabile a 2-8°C per 28 giorni dopo l'uso iniziale. Per periodi pitu lunghi,
conservare in un congelatore a -20°C (da -15°C a -24°C) fino alla data di
scadenza.

Tampone per campione A: Un flacone 10,0 mL

Tampone con albumina di siero bovino (BSA), siero animale (capra, topo),
tensioattivo e sodio azide.

Conservare a 2-8°C fino alla data di scadenza.
Tampone per campione B: Un flacone 10,0 mL

Tampone con < 20% di perossido di idrogeno urea, < 0,5% ProClin 300 e
sodio azide.

Conservare a 2-8°C fino alla data di scadenza.

Soluzione cromogena TMB: Un flacone 11,0 mL

Tetrametilbenzidina (TMB) in tampone citrato con perossido di idrogeno.
Conservare a 2-8°C fino alla data di scadenza.

Soluzione di arresto A: Un flacone 11,0 mL

0,2 M acido solforico.

Conservare a 2-8°C o a temperatura ambiente (18-25°C) fino alla data di
scadenza.

Diluente del coniugato: Un flacone 15,0 mL

Tampone con BSA, siero animale (capra, topo), tensioattivo e < 1,0% ProClin
300.

Conservare a 2-8°C fino alla data di scadenza.
Concentrato di lavaggio U (20X): Un flacone 50,0 mL
Soluzione concentrata da diluire prima dell'uso.

Conservare a 2-8°C o a temperatura ambiente (18-25°C) fino alla data di
scadenza.

Kit per il dosaggio del Inhibin A: 384 pozzetti (Cat. #DSL-10-28100T-4)

Micropiastra rivestita (strisce) Anti-Inhibin A: Quattro portastrisce,
ognuno contenente 96 pozzetti di microtitolazione.

Concentrato di coniugato Inhibin A: Quattro fiale 0,6 mL

Calibratori: due set (dodici fiale) 1,0 mL e due fiale 2,0 mL di calibratore
zero (pronti per I'uso)

Controllo: Due set (quattro fiale) 1,0 mL (pronti per I'uso)
Tampone per campione A: quattro flaconi 10,0 mL
Tampone per campione B: tre flacone 10,0 mL
Soluzione cromogena TMB: Un flacone 50,0 mL
Soluzione di arresto A: quattro flaconi 11,0 mL

Diluente del coniugato: Quattro flaconi 15,0 mL
Soluzione di lavaggio (20x): Due flaconi 50 mL

MATERIALI RICHIESTI MA NON FORNITI

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

»  Lettore di micropiastre in grado di misurare I'assorbanza a 450 nm e
preferibilmente con possibilita di lettura a doppia lunghezza d'onda tra
600 e 630 nm

* Acqua deionizzata

. Micropipette di precisione per dispensare 50-100 uL
«  Agitatore orbitale di micropiastre 500—-700 rpm

» Dispositivo per il lavaggio delle micropiastre

*  Miscelatore vortex

*  Materiali assorbenti per asciugare le strisce

e Carta millimetrata per il calcolo manuale dei risultati
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PROCEDURA
Note sulla procedura

+  E necessaria la piena comprensione di queste istruzioni allegate alla
confezione per un uso corretto di Inhibin A ELISA.

+  E responsabilita del cliente convalidare il test per l'uso.

« E possibile ottenere risultati affidabili solo impiegando tecniche di
laboratorio precise e seguendo con attenzione le istruzioni allegate
alla confezione.

* Inserire la curva standard in ogni esperimento.

«  Portare tutti i reagenti del kit a temperatura ambiente (18-25°C) prima
dell'uso.

* Miscelare accuratamente i reagenti prima dell'uso, capovolgendoli
delicatamente.

*  Non mischiare componenti del kit di lotti diversi nel corso della stessa
analisi.

* Non utilizzare i componenti oltre la data di scadenza indicata
sull'etichetta.

« Un lavaggio incompleto condiziona negativamente l'esito e la
precisione dell'analisi.

. Per ridurre al minimo la potenziale deviazione dell'analisi dovuta
alla variazione del tempo di incubazione del substrato, & importante
aggiungere la soluzione di arresto nei pozzetti secondo lo stesso
ordine e velocita impiegati per aggiungere la soluzione cromogena
TMB.

*  Manipolare tutti i reagenti attentamente per evitare l'introduzione
di contaminanti microbici che possono danneggiare i reagenti, in
particolar modo il Diluente coniugato e il Sample Buffer A.

. Evitare la contaminazione della soluzione cromogena TMB con i
coniugati.

»  Utilizzare puntali puliti e monouso per ciascun reagente, calibratore,
controllo o campione.

*  Perl'erogazione di acido solforico e della soluzione cromogena TMB,
non utilizzare pipette con parti metalliche.

* L'enzima utilizzato come marcatore viene inattivato dall'ossigeno ed
€ altamente sensibile a contaminazione microbica, sodio azide, acido
ipocloroso e cloroidrocarburi aromatici spesso presenti nell'acqua
impiegata in laboratorio.

. Utilizzare acqua deionizzata.

«  Evitare I'esposizione dei reagenti a calore eccessivo o alla luce solare
diretta durante la conservazione e l'incubazione.

Preparazione dei reattivi

1. Soluzione di lavaggio: versare il contenuto della fiala in 950 mL
di acqua distillata e omogeneizzare. La soluzione diluita pud essere
conservata per un mese a 18-25 °C o fino alla data di scadenza del
kit a 2-8 °C.

2. Soluzione coniugato enzima/anticorpo Inhibin A: Diluire |l
concentrato coniugato enzima-anticorpo Inhibin A in rapporto 1:50
con il Diluente del Coniugato Inhibin A, in base al numero di pozzetti
utilizzati. Per una piastra completa, pipettare esattamente 220 pL del
concentrato coniugato anticorpo/enzima Inhibin A in 11 mL di Diluente
del coniugato.

NOTA:Diluire il coniugato enzima/anticorpo Inhibin A concentrato
10—-15 minuti prima dell'uso.

3. Pozzetti di microtitolazione: Selezionare il numero di pozzetti
sensibilizzati richiesti per I'analisi. Riposizionare i restanti pozzetti
inutilizzati confezione risigillabile con l'essiccante. Risigillare la
confezione per proteggerla dall'umidita.

Schema del dosaggio

Lasciare che campioni e reagenti raggiungano la temperatura ambiente
(18-25°C). Prima dell'uso, mescolare adeguatamente i reagenti,
capovolgendoli delicatamente. Dopo la ricostituzione dei reagenti,
mescolare bene, evitando la formazione di schiuma. Dosare calibratori,
controlli e campioni in duplicato.

1. Contrassegnare le strisce di microtitolazione da utilizzare.
2. Pipettare 50 pL calibratori, controlli e campioni nei rispettivi pozzetti.

3. Aggiungere 50 pL di Sample Buffer A a ogni pozzetto utilizzando una
pipetta di precisione.

PI-DSL1028100T-04

4. Aggiungere 50 pL di Sample Buffer B a ogni pozzetto utilizzando una
pipetta di precisione.

5. Incubare agitando per tre ore a temperatura ambiente (18-25°C) a
500-700 rpm su un agitatore orbitale per micropiastre.

6. Preparare la soluzione coniugato anticorpo-enzima diluendo il
concentrato coniugato anticorpo-enzima nel Diluente del coniugato
Inhibin A come descritto nella sezione “Preparazione dei reagenti” di
questo foglietto illustrativo.

7. Aspirare e lavare ogni pozzetto sei volte con la soluzione di lavaggio
utilizzando un dispositivo di lavaggio per micropiastre automatico o
manualmente utilizzando una pipetta di precisione. Tamponare e
asciugare, capovolgendo la piastra su materiale assorbente.

NOTA: E fortemente consigliato I'utilizzo di un dispositivo automatico per il
lavaggio delle micropiastre. Il lavaggio incompleto condiziona negativamente
la precisione dell'analisi. ~ Se non fosse disponibile un dispositivo di
lavaggio per micropiastre, sequire le seguenti istruzioni per lavare la piastra
manualmente.

(a) Aspirare completamente il liquido da ogni pozzetto

(b) Dispensare 350 uL della soluzione di lavaggio in ogni pozzetto utilizzando
una pipetta di precisione

(c) Aspirare nuovamente il liquido
(d) Ripetere i passaggi (b) e (c) cinque volte

8. Aggiungere 100 pL di soluzione coniugato enzima-anticorpo a tutti i
pozzetti utilizzando una pipetta di precisione.

9. Incubare agitando a 500-700 rpm su un agitatore orbitale per
micropiastre per un'ora a temperatura ambiente (18-25°C).

10. Aspirare e lavare ogni pozzetto sei volte con la soluzione di lavaggio
utilizzando un dispositivo di lavaggio per micropiastre automatico.
Tamponare e asciugare, capovolgendo la piastra su materiale
assorbente.

11. Aggiungere 100 uL di soluzione di cromogeno TMB a tutti i pozzetti
utilizzando una pipetta di precisione.

Evitare I'esposizione alla luce diretta.

12. Incubare i pozzetti, agitando a 500-700 rpm su un agitatore orbitale
per micropiastre per 15 minuti a temperatura ambiente (18-25°C).

NOTA: Il colore puo svilupparsi pit velocemente o piu lentamente del tempo

di incubazione consigliato in base alla temperatura della stanza. Monitorare

visivamente lo sviluppo del colore per ottimizzare il tempo di incubazione.
13. Aggiungere 100 pL della soluzione di arresto in ogni pozzetto.

14. Leggere i valori del’assorbanza della soluzione nei pozzetti entro 30
minuti, utilizzando un lettore di micropiastre impostato su 450 nm.

NOTA:

1) Durante la lettura dell'assorbanza nei pozzetti di microtitolazione e
necessario programmare lo calibratore zero come “Bianco”.

2) Se é disponibile la correzione della lunghezza d’onda, impostare lo
strumento per la misura a doppia lunghezza d’onda a 450 nm con una
correzione della lunghezza d’onda del rumore di fondo impostata tra 600 e
630 nm.

RISULTATI
1. Calcolare l'assorbanza media per ogni calibratore, controllo o
campione.

2. Tracciare la curva di taratura in scala lin-log ponendo sull'asse delle
ordinate (asse delle y) le assorbanze degli calibrador e sull'asse
delle ascisse (asse delle x) le rispettive concentrazioni di inibina A in
pg/mL con l'elaborazione lineare. In alternativa, i dati possono essere
tracciati lineare vs. lineare ed & possibile utilizzare un adattamento a
spline arrotondato.

3. Rappresentare la curva con il "best fit" utilizzando la media dei punti
de i duplicati.

4. Determinare le concentrazioni di inibina A dei controlli e dei
campioni dalla curva standard facendo corrispondere le letture medie
dell'assorbanza con le concentrazioni di inibina A corrispondenti.

5. Diluire opportunamente tutti i campioni le cui letture risultano essere
superiori allo calibratore piu alto utilizzando lo calibratore 0 dell'Inhibin
A e rianalizzarli.
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6. Tutti i campioni con valori inferiori alla sensibilita analitica devono
essere riportati come tali.

7. Se necessario, moltiplicare il valore per un fattore di diluizione.

NOTA: Se i valori di assorbanza superano i limiti del lettore di piastre, €
necessario eseguire una seconda lettura a 405 nm (con filtro di riferimento
a 600-630 nm, se disponibile). In questo caso, procedere a costruire una
seconda curva standard come in precedenza con le letture dell'assorbanza
di tutti gli calibratore a 405 nm. La concentrazione dei campioni fuori scala
a 450 nm e quindi letta dalla nuova curva standard. | valori rilevati a 405 nm
non devono sostituire i valori che rientrano nell'intervallo a 450 nm.

Curva standard

Calibratori Conc. (pg/mL) A B/Buax (%)

0 0,00 0,022 (bianco) -

1 9,20 0,028 1,021
2 24,3 0,082 2,991
3 90,0 0,305 11,11
4 214 0,733 26,75
5 415 1,302 47,48
6 833 2,741 100,0

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

Campioni
Per convertire da IU/mL, usare I'equazione seguente:
1 1U/mL (OMS 91/624) = 26,7 pg/mL

VALORI ATTESI

Ogni laboratorio deve stabilire i propri intervalli di riferimento, per stabilire
una corretta rappresentazione delle popolazioni specifiche. | valori seguenti
presentati sono stati ottenuti con Inhibin A ELISA usando campioni di siero da
adulti sani apparentemente normali. Tutti i valori sono riportati in pg/mL. Per
donne con cicli normali, i numeri al di sotto di ciascuna fase rappresentano i
giorni prima o dopo un picco di LH.

Popolazione n Mean Media Intervallo di
Confidenza
95%
Donne con cicli normali
Fase follicolare iniziale 136 13,48+0,93 10,54 15,46-28,16
(da -14 a -10)
Follicolare media (da-9a 228 18,63+0,59 17,06 17,87-34,54
-4)
Follicolare finale (da -3 a-1) 130 56,10+2,30 52,19 19,49-102,3
Ciclo medio (Giorno 0) 42 98,87+30,99 98,23 49,92-155,5
Luteale iniziale (da1a3) 115 71,59+3,39 67,24 35,93-132,7
Luteale medio (da4 a 11) 268 75,22+2,63 72,51 13,15-159,6
Luteale finale (da12a14) 82 27,87+3,20 17,44 17,28-89,95
Livelli di picco IVF 43 792,4+70,63 705,91 354,2-1.690
PCOS - Ovulatorio 26 19,32+2,61 15,65-15,99
Postmenopausa 23 11,15+0,24 1<1-3,88
Uomini normali 40 11,33+0,42 1<1-3,58

1 Sono estrapolati i valori dell'inibina A inferiori al Calibratore 1.

| valori rappresentati nella tabella seguente sono inibina A in siero materno
nel secondo trimestre.

Settimana campioni Inhibina A LOG,, DS
Completa Mediana
(pg/mL)
15 30 157,55 0,27
16 124 153,29 0,27
17 74 151,20 0,27
18 45 155,14 0,27
19 20 165,18 0,27
20 16 185,76 0,27

Tabella adattata da valori forniti da un centro di screening statunitense
(2005).

CONTROLLO DI QUALITA

* | controlli Inhibin A ELISA o altri controlli disponibili in commercio
devono rientrare nei limiti di confidenza stabiliti.
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. | limiti di confidenza dei controlli Inhibin A ELISA sono stampati sul
foglio del controllo di qualita.

. Per ogni sessione di dosaggio includere sempre una curva standard
completa, compresi i controlli dei livelli bassi e alti.

* La soluzione cromogena TMB deve essere da trasparente a giallo
molto chiaro. Lo sviluppo di un colore blu puo indicare contaminazione
o instabilita del reagente.

. I controlli di qualita sono costituiti da una matrice compatibile con la
matrice dei campioni dei pazienti; la loro determinazione & essenziale
per la verifica delle prestazioni del dosaggio. Includere CQ o altre
matrici di controllo qualita disponibili in commercio che coprano
almeno due livelli di analita. Un utilizzo piu frequente dei controlli o
I'utilizzo di controlli aggiuntivi &€ a discrezione dell'utente in base alle
regole della buona pratica di laboratorio o ai requisiti di accreditamento
del laboratorio e alle leggi vigenti in materia. Seguire le istruzioni del
produttore per la ricostituzione e la conservazione. Ogni laboratorio
deve stabilire i propri valori medi e i propri intervalli di accettabilita.
| risultati dei sieri di controllo qualita all'esterno dell'intervallo di
accettabilita indicano che i risultati forniti dal kit potrebbero non essere
corretti.

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

Vengono forniti dati rappresentativi a mero scopo illustrativo.
possono variare da laboratorio a laboratorio.

| risultati

Sensibilita
Limite rilevazione (LoD): 2,61 pg/mL
Specificita

L’anticorpo utilizzato nel dosaggio immunometrico € altamente specifico per
I'Inibina A.

Precisione
Intra-saggio

Alcuni campioni sono stati dosati 25 volte in uno stesso esperimento. Per
i campioni di siero & stato trovato un coefficiente di variazione del 4,6% o
inferiore.

Inter-saggio

| campioni sono stati analizzati in doppio in 10 diverse serie. | coefficienti di
variazione erano minori o uguali a 6,9% per i campioni di siero.

Accuratezza
Test di diluizione

Alcuni campioni ad alta concentrazione sono stati diluiti con diluizioni seriali
con il calibratore zero. Il recupero € risultato essere compreso tra 97,8% e
117%.

Test di recupero

| campioni a bassa concentrazione sono stati corretti con quantita note di
Inibina A. Le percentuali di recupero ottenute sono comprese tra 83,5% e
99,5%.

Intervallo di misurazione (da Limite rilevazione a valore massimo
calibratore): da 2,61 a circa 1.000 pg/mL.

LIMITAZIONI

. | reagenti forniti in questo kit sono ottimizzati per misurare i livelli di
inibina A in siero o plasma.

. Per le analisi che impiegano anticorpi, & possibile la comparsa
di interferenza nel campione da parte di anticorpi eterofili. |
campioni di soggetti che sono stati esposti periodicamente ad
animali o sottoposti a immunoterapia o procedure diagnostiche che
utilizzano immunoglobuline o frammenti immunoglobulinici possono
produrre anticorpi, ad esempio HAMA, che interferiscono con gli
immunodosaggi. Inoltre, nei campioni possono essere presenti altri
anticorpi eterofili, come ad esempio gli anticorpi umani anti-capra.?®
2 Tali anticorpi interferenti possono causare risultati erronei. Valutare
attentamente i risultati dei pazienti sospettati di avere questi anticorpi.

+  Se sirilevano segni di contaminazione microbica o torbidita eccessiva
in un reagente, scartare il flaconcino.

. | risultati del kit Inhibin A ELISA devono essere valutati assieme agli
altri dati di laboratorio o strumentali e ai segni clinici del paziente.
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La decisione finale sul trattamento deve tenere conto di tutti i dati
disponibili.
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INHIBIN A ELISA
DSL-10-28100T-1, DSL-10-28100T-4

SOLO PARA USO PROFESIONAL,

El kit de enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA)
Inhibin A proporciona materiales para la medicion
cuantitativa de la inhibina A dimérica en el suero o
plasma humano. Este kit esta destinado unicamente
para uso in vitro y como ayuda al diagnéstico

y el control de varios trastornos reproductores
hormonales. La deteccion sistematica del sindrome
de Down (Trisomia 21) en el 2° trimestre por medio de
marcadores bioquimicos y ultrasénicos combinados
puede evaluarse con los algoritmos adecuados que
pueden procesarse en software comercial de calculo
de riesgos.“‘ * Se recomienda encarecidamente
utilizar software validado (con la marca CE) diseiiado
especificamente para evaluar el riesgo de trisomia 21,
ej.: software alpha.* El kit Inhibin A esta concebido para
utilizarse en conjuncién con hAFP + hCG + uE3.

RESUMEN

Las inhibinas son hormonas de proteinas heterodiméricas secretadas por
células de granulosa del ovario en la mujer y por las células de Sertoli en los
testiculos en el hombre. Suprimen selectivamente la secrecion de folitropina
(FSH) y también tienen acciones paracrinas locales en las génadas." 2

La forma enteramente tratada de la molécula de inhibina tiene un peso
molecular de aproximadamente 32 kD y consta de dos cadenas distintas (a 'y
B), ligadas por enlaces bisulfuro. Los formas de mayor peso molecular, con
formas precursoras de la subunidad a, también se dan en el liquido folicular
y el suero. Ademas, también hay presentes formas libres de la subunidad a,
no asociadas a la subunidad B, y sin bioactividad de inhibina.® * 5-©

Inhibin A se compone de: subunidad a y subunidad B,. Las medidas de la
inhibina A resultan utiles para estudiar su funcion en la fisiologia reproductora
humana.” 8 °Varios estudios publicados indican la utilidad de la medicion de
la inhibina A como marcador endocrino para el control de la funcién ovarica.'®
.12,13.14,. 16,17 Hasta hace poco, no era posible distinguir entre la inhibina
dimérica funcional en circulacion y la subunidad a libre en el ciclo menstrual
humano normal.

Sin embargo, con el uso de pares altamente caracterizados de
anticuerpos, se ha observado que el ELISA “sandwich” doble puede medir
especificamente la inhibina A dimérica.'®

PRINCIPIO

El Inhibin A ELISA es un analisis tipo "sandwich" de dos fases amplificado
enzimaticamente. En el andlisis, los calibradores, controles y muestras se
incuban en pocillos de microplaca con un revestimiento de anticuerpos de
subunidad B, anti-inhibina. Tras la incubacién y el lavado, a cada pocillo se
agregan anticuerpos de deteccion de subunidad alfa anti-inhibina marcados
con peroxidasa de rabano (HRP). Después de una segunda incubacion y
lavado, se agrega sustrato tetrametilbenzidina (TMB) en los pocillos.

Por ultimo, se agrega una solucién acida de bloqueo. El grado de coloracion
(“turnover”) enzimatico del sustrato se determina mediante una medicién de
la absorbancia de longitud de onda doble a 450 nm y entre 600 y 630 nm
La absorbencia medida es directamente proporcional a la concentracion de
inhibina A en las muestras. Un conjunto de calibradores de Inhibin A se
utilizan para trazar una curva de patrones de la absorbencia en relacion con
la concentracion de inhibina A. Las concentraciones de inhibina A de las
muestras podran calcularse a partir de esta curva de patrones.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para uso en diagnéstico in vitro.
Adopte buenas practicas de laboratorio.®

Las muestras y los productos hemoderivados pueden procesarse
rutinariamente con un riesgo minimo siguiendo el procedimiento que
se describe. Sin embargo, debe manipular estos productos como
potencialmente infecciosos segun las precauciones universales y las
practicas de laboratorio adecuadas, independientemente de su origen,
tratamiento o certificacion anterior.?° Utilice un desinfectante adecuado para
la descontaminacion. Guarde y deseche estos materiales y sus pocillos en
conformidad con la normativa y las directrices locales.

PI-DSL1028100T-04

CLASIFICACION DE MATERIAL PELIGROSO
SEGUN EL SGA

Calibrators / Controls ~ ATENCION

D

H317 Puede provocar una
reaccion cutanea alérgica.
Nocivo para los organismos
acuaticos, con efectos
nocivos duraderos.

No dispersar en el medio
ambiente.

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

En caso de irritacion cutanea
o sarpullido: consulte a un
médico.

Quitar la ropa contaminada y
lavarla antes de usarla.
masa de reaccion

de: 5-cloro-2-
metil-4-isotiazolin-3-ona

[n.o CE 247-500-7] y
2-metil-4-isotiazolin-3- ona
[n.o CE 220-239-6] (3:1)
<0,05 %

H412

P273

P280

P333+P313

P362+P364

Antibody Enzyme
Conjugate Concentrate

ATENCION

D

H316 Provoca irritacion cutanea
leve.

Puede provocar una
reaccion cutanea alérgica.
Nocivo para los organismos
acuaticos, con efectos
nocivos duraderos.

No dispersar en el medio
ambiente.

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

En caso de irritacion
cutanea: consultar a un
médico.

En caso de irritacion cutanea
o sarpullido: consulte a un
médico.

Quitar la ropa contaminada y
lavarla antes de usarla.
Acido
3-(N-Morfolino)-2-hidroxi
propano sulfénico, sal sédica
1-2%

masa de reaccion

de: 5-cloro-2-
metil-4-isotiazolin-3-ona

[n.o CE 247-500-7] y
2-metil-4-isotiazolin-3- ona
[n.o CE 220-239-6] (3:1)
<0,05 %

H317

H412

P273

P280
P332+P313
P333+P313

P362+P364

PELIGRO

H316

Sample Buffer A

Provoca irritacion cutanea
leve.

Provoca lesiones oculares
graves.

H318
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P280

P305+P351+P338

P310

P332+P313

5
D

H314

Sample Buffer B

H317

P280
P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

P333+P313

P362+P364

PELIGRO

&

Conjugate Diluent

PI-DSL1028100T-04

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

EN CASO DE CONTACTO
CON LOS OJOS: enjuagar
con agua cuidadosamente
durante varios minutos.
Quitar las lentes de contacto
cuando estén presentes y
pueda hacerse con facilidad.
Proseguir con el lavado.
Llamar inmediatamente

a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA o0 a un
médico.

En caso de irritacion
cutanea: consultar a un
médico.

Sulfato de docecilo, sal
sédica1-<3%
Tris(hidroximetil)-
aminomethane
(aminometano) 1 -2 %
Alcohol, C12-14 secundario,
etoxilado 3 - 5 %

Provoca graves quemaduras
en la piel y lesiones oculares.
Puede provocar una
reaccion cutanea alérgica.
Use guantes, ropa y equipo
de proteccion para los ojos y
la cara.

EN CASO DE CONTACTO
CON LA PIEL (o el pelo):
Enjuagar la piel con agua.
EN CASO DE CONTACTO
CON LOS OJOS: enjuagar
con agua cuidadosamente
durante varios minutos.
Quitar las lentes de contacto
cuando estén presentes y
pueda hacerse con facilidad.
Proseguir con el lavado.
Llamar inmediatamente

a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA o0 a un
médico.

En caso de irritacion cutanea
o sarpullido: consulte a un
médico.

Quitar la ropa contaminada y
lavarla antes de usarla.
Hidrégeno perdxido urea 10
-20 %

masa de reaccién

de: 5-cloro-2-
metil-4-isotiazolin-3-ona

[n.o CE 247-500-7] y
2-metil-4-isotiazolin-3- ona
[n.o CE 220-239-6] (3:1) <
0,05 %

Solucién de parada A

Wash solution (20x)
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H316
H317
H318

H412

P273

P280

P305+P351+P338

P310

P333+P313

P362+P364

PELIGRO

H314

P280

P301+P330+P331
P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

PELIGRO

Provoca irritacion cutanea
leve.

Puede provocar una
reaccioén cutanea alérgica.
Provoca lesiones oculares
graves.

Nocivo para los organismos
acuaticos, con efectos
nocivos duraderos.

No dispersar en el medio
ambiente.

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

EN CASO DE CONTACTO
CON LOS OJOS: enjuagar
con agua cuidadosamente
durante varios minutos.
Quitar las lentes de contacto
cuando estén presentes y
pueda hacerse con facilidad.
Proseguir con el lavado.
Llamar inmediatamente

a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA o a un
médico.

En caso de irritacion cutéanea
o sarpullido: consulte a un
médico.

Quitar la ropa contaminada y
lavarla antes de usarla.
Tris(hidroximetil)-
aminomethane
(aminometano) 1 - 3 %
Alcohol, C12-14 secundario,
etoxilado 3 -5 %

masa de reaccion

de: 5-cloro-2-
metil-4-isotiazolin-3-ona

[n.o CE 247-500-7] y
2-metil-4-isotiazolin-3- ona
[n.o CE 220-239-6] (3:1) <
0,05 %

Provoca graves quemaduras
en la piel y lesiones oculares.
Use guantes, ropa y equipo
de proteccién para los ojos y
la cara.

EN CASO DE INGESTION:
Enjuagar la boca. NO
provocar el vémito.

EN CASO DE CONTACTO
CON LA PIEL (o el pelo):
Enjuagar la piel con agua.
EN CASO DE CONTACTO
CON LOS OJOS: enjuagar
con agua cuidadosamente
durante varios minutos.
Quitar las lentes de contacto
cuando estén presentes y
pueda hacerse con facilidad.
Proseguir con el lavado.
Llamar inmediatamente

a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA 0 a un
médico.

Acido sulfurico 1 -3 %



H360 Puede perjudicar a la

fertilidad o dafar al feto.

P201 Procurarse las instrucciones
antes del uso.

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

P308+P313 EN CASO DE exposiciéon

confirmada o supuesta:
consultar a un médico.

Acido bérico 0,1 -0,3 %
Sodio tetraborato
decahidrato 0,1 - 0,3 %

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

RECOLECCION, PROCESAMIENTO,
ALMACENAMIENTO Y DILUCION DE LAS
MUESTRAS

El suero y el plasma son las muestras recomendadas.

Observe las recomendaciones siguientes para la manipulacion, el
procesamiento y el almacenamiento de las muestras sanguineas:?'

* Recoger todas las muestras de sangre observando las precauciones
habituales de la venopuncion.

. Mantener las probetas cerradas en todo momento.

* Antes de dos horas transcurrido el centrifugado, transfiera al menos
500 L de muestra sin células en un tubo de almacenamiento. Tapone
bien el tubo inmediatamente.

*  Guarde las muestras sin diluir y diluidas bien taponadas entre 2 y 8°C
durante un maximo de 24 horas.

. Si no se va a realizar el andlisis antes de 24 horas, ni se van a enviar
las muestras, congele a una temperatura de -20°C o mas fria durante
un maximo de 30 dias.

Observe las directrices siguientes cuando prepare las muestras:

* Antes de realizar el analisis asegurarse de que se han eliminado la
fibrina residual y el material celular.

»  Siga las recomendaciones de centrifugado del fabricante de tubos de
recogida de muestras de sangre.

Cada laboratorio debera determinar la validez de sus propios tubos de
recogida de muestras de sangre y de sus productos para separacion de
suero. Pueden existir diferencias en estos productos entre diferentes
fabricantes y, en ocasiones, entre distintos lotes.

Evite congelar y descongelar las muestras varias veces.
Evitar el analisis de muestras lipémicas, ictéricas o hemolizadas.

MATERIALES PROPORCIONADOS

Equipo para la determinacién de Inhibin A: 96 pocillos (ref.
#DSL-10-28100T-1

Tiras de microplaca revestidas de anticuerpos Anti-Inhibin A: Uno
soporte de tiras, con 96 pocillos de microplaca.

Pocillos de microplaca de poliestireno con anti-inhibina 3, inmovilizado en la
pared interior de cada pocillo.

Almacenar entre 2 y 8 °C hasta la fecha de caducidad en la bolsa desechable
con un desecante para proteger contra la humedad.

Concentrado de conjugado anticuerpo-enzima de Inhibin A: uno vial de
0,6 mL

Conjugado de anticuerpo de subunidad a de anti-inhibina monoclonal de
ratén / HRP, MOPSO, BSA y < 1,0 % de ProClin** 300.

Almacenar entre 2 y 8 °C hasta la fecha de caducidad.
Diluir antes del uso en diluyente de conjugado.

Estandar: Seis viales de 1,0 mL y uno vial de 2,0 mL vial de "cero" (listo
para su uso)

Concentraciones de aproximadamente 0, 10, 30, 100, 250, 500 y 1000 pg/mL
de inhibina A dimérica recombinante en suero bovino con <0,5% de ProClin
300.

PI-DSL1028100T-04

Consulte las etiquetas de los viales para conocer la concentracion exacta.
Almacenar sin abrir entre 2 y 8 °C hasta la fecha de caducidad.

Estable entre 2 y 8°C durante 28 dias después del uso inicial. En el caso
de periodos mas prolongados, debe almacenarse en un congelador a -20°C
(entre -15°C y -24°C) hasta la fecha de caducidad.

La medida (analito) de los calibradores de Inhibin A es certificable por el
Patrén Internacional para Inhibin-A de la Organizaciéon Mundial de la Salud
(cédigo 91/624) que contiene inhibina A humana recombinante 32 kDa (1
pg/mL 6 0,037 Ul/mL). Los valores asignados se establecieron utilizando
muestras representativas de este lote de calibradores, y son especificos
de los métodos de analisis de los reactivos. Es posible que los valores
asignados por otros métodos sean diferentes. Estas diferencias, si existen,
pueden ser debidas a errores sistematicos de los métodos.

Controles: dos viales de 1,0 mL (listo para usar)

Concentraciones bajas y altas de inhibina A dimérica recombinante en suero
bovino con < 0,5 % de ProClin 300.

Los valores esperados se encuentran en el rango de concentracion indicado
en la hoja suplemento.

Almacenar sin abrir entre 2 y 8 °C hasta la fecha de caducidad.

Estable entre 2 y 8°C durante 28 dias después del uso inicial. En el caso
de periodos mas prolongados, debe almacenarse en un congelador a -20°C
(entre -15°C y -24°C) hasta la fecha de caducidad.

Tampon de muestra A: uno frasco de 10,0 mL

Tampon de albdmina sérica bovina (BSA), suero animal (cabra, raton),
surfactante y azida sédica.

Almacenar entre 2 y 8 °C hasta la fecha de caducidad.
Tampén de muestra B: uno frasco de 10,0 mL

Tampén de < 20 % urea-peroxido de hidrogeno, < 0,5 % de ProClin 300 y
azida sédica.

Almacenar entre 2 y 8 °C hasta la fecha de caducidad.

Soluciéon de cromégeno TMB: uno frasco 11,0 mL
Tetrametilbenzidina (TMB) en tampén citrato con peréxido de hidrégeno.
Almacenar entre 2 y 8 °C hasta la fecha de caducidad.

Solucion de Detencién A: uno frasco 11,0 mL

0,2 M de &cido sulfarico.

Almacenar entre 2y 8 °C o a temperatura ambiente (18-25 °C) hasta la fecha
de caducidad.

Diluyente de conjugado: uno frasco 15,0 mL

Tampdn de albumina sérica bovina (BSA), suero animal (cabra, ratén),
surfactante y < 1,0 % de ProClin 300.

Almacenar entre 2 y 8 °C hasta la fecha de caducidad.
Concentrado de lavado U (20X): Uno frasco de 50,0 mL
La solucién concentrada debe diluirse antes de su uso.

Almacenar entre 2y 8 °C o a temperatura ambiente (18-25 °C) hasta la fecha
de caducidad.

Equipo para la determinacion de Inhibin A: 384 pocillos (ref.
#DSL-10-28100T-4)

Tiras de microplaca revestidas de anticuerpos Anti-Inhibin A: Cuatro
soportes de tiras, cada uno contiene 96 pocillos de microtitulacion.

Concentrado de conjugado anticuerpo-enzima de Inhibin A: Cuatro
viales de 0,6 mL

Estandar: Dos juegos (doce viales) de 1,0 mL y dos viales de 2,0 mL de
"cero" (listo para usar)

Controles: Dos juegos (cuatro viales) de 1,0 mL (listo para usar)
Tampoén de muestra A: Cuatro frascos de 10,0 mL

Tampoén de muestra B: tres frascos 10,0 mL

Solucion de cromégeno TMB: Un frasco de 50,0 mL

Solucion de Detencién A: cuatro frascos de 11,0 mL

Diluyente de conjugado: cuatro frascos de 15,0 mL

Solucion de lavado (20x): 2 frascos de 50 mL
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MATERIALES NECESARIOS PERO NO
INCLUIDOS

Ademas del equipo normal de laboratorio se requiere lo siguiente:

*  Lector de microplacas para la medicion de la absorbencia a 450 nm
y preferentemente con capacidad de correccion de longitud de onda
doble de 600 y 630 nm

*  Agua desionizada
. Pipeta de precision para suministrar 50—100 L

«  Agitador de microplacas con una capacidad de 500—700 revoluciones
orbitales por minuto (rpm)

. Lavador de microplacas

*  Mezclador de tipo vortex

*  Materiales absorbentes para secar las tiras

»  Papel grafico para la reduccién de datos manual

PROCEDIMIENTO

Notas sobre procedimientos

. Es necesario comprender totalmente la informacién de este prospecto
para utilizar correctamente Inhibin A ELISA.

*  El usuario es responsable de validar el uso del analisis.

. Unicamente se obtendran resultados de laboratorio fiables si se
utilizan técnicas de laboratorio precisas y se sigue con exactitud la
informacién del prospecto.

* Incluir una curva estandar en cada ensayo.

* Ponga todos los reactivos del kit a temperatura ambiente (18-25°C)
antes del uso.

. Mezcle totalmente los reactivos antes del invirtiéndolos

ligeramente.

uso

*  No mezcle lotes distintos de ningiin componente del kit en un analisis
individual.

*  No utilice ningln componente después de la fecha de caducidad
indicada en su etiqueta.

*  Ellavadoincompleto afectara adversamente al resultado y la precision
del andlisis.

»  Para reducir al minimo la desviacion potencial debido a la variacion
en el tiempo de incubacion del sustrato, es necesario actuar con
precaucion para agregar la solucién de bloqueo en los pocillos en
el misma orden y velocidad usados para agregar la solucién de
cromoégeno TMB.

*  Manipule con cuidado todos los reactivos para evitar la entrada
de contaminantes microbianos que puedan danar los reactivos, en
especial el Diluyente de conjugado y el Tampon para muestras A.

« Evite la contaminacién de la soluciéon de cromégeno TMB con los
conjugados.

. Utilice una punta de pipeta desechable para cada reactivo, calibrador,
control o muestra.

»  Para dispensar el acido sulfurico y la solucién de cromégeno TMB,
evite utilizar pipetas con las piezas metalicas.

* La enzima usada como la etiqueta esta inactivada por oxigeno, y es
altamente sensible a la contaminacién microbiana, a la azida sddica,
al acido hipocloroso y a los clorohidrocarburos aromaticos que existen
a menudo en los suministros de agua de laboratorio.

«  Utilice agua desionizada.

«  Evite exponer el reactivo al calor excesivo o la luz solar directa durante
el almacenamiento y la incubacion.

Preparacion de los reactivos

1. Solucién de lavado: Verter el contenido del vial en 950 mL de agua
destilada y homogeneizar. La solucion diluida se puede almacenar a
18-25 °C un mes o a 2-8 °C hasta la fecha de caducidad del kit.

2. Soluciéon de conjugado de anticuerpo-enzima de Inhibin A:
El concentrado de conjugado de anticuerpo-enzima de Inhibin A
debe diluirse a una relacion de 1 parte en 50 partes de diluyente
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de conjugado de Inhibin A, segun el numero de pocillos utilizados.
Para toda la placa, pipetee exactamente 220 pL del concentrado de
conjugado de anticuerpo-enzima de Inhibin A en 11 mL del diluyente
del conjugado.

NOTA: El concentrado del conjugado de anticuerpo-enzima de Inhibin
A debe diluirse 10-15 minutos antes del uso.

3. Pocillos de microplaca: Seleccione el nimero de pocillos con
revestimiento para el analisis. Los pocillos restantes no utilizados
deben colocarse en la bolsa con cierre con un desecante. La bolsa
debe cerrarse herméticamente para protegerla de la humedad.

Procedimiento del ensayo

Ponga todas las muestras y los reactivos a temperatura ambiente (18-25°C).
Mezcle totalmente los reactivos antes del uso invirtiéndolos ligeramente.
Tras reconstituir los reactivos, mézclelos totalmente y evite la formacion
de espuma. Los calibradores, controles y muestras deben analizarse por
duplicado.

1. Marque las tiras de microplaca que se vayan a utilizar.

2. Pipetee 50 pL de los calibradores, controles y muestras en los pocillos
adecuados.

3. Anada 50 mL del tampon de analisis de muestra A en cada pocillo
utilizando una pipeta de precisién.

4. Anada 50 mL del tampén de analisis de muestra B en cada pocillo
utilizando una pipeta de precision.

5. Incube los pocillos, agitando a 500-700 rpm en un agitador de
microplacas orbital durante tres horas a temperatura ambiente
(18-25°C).

6. Prepare la solucion de conjugado anticuerpo-enzima diluyendo el
concentrado del conjugado anticuerpo-enzima en el diluyente del
conjugado de Inhibin A, segun se indica en la seccién “Preparacion
de los reactivos” de este prospecto.

7. Aspire y lave cada pocillo seis veces durante 30 segundos con la
solucién de lavado utilizando un lavador de microplacas automatico
0 manualmente con una pipeta de aspiracion. Invierta la placa sobre
material absorbente para secar.

NOTA: Es muy recomendable utilizar un lavador de microplacas automatico.
El lavado incompleto afectara adversamente a la precision del anélisis. Si
no es posible utilizar un lavador de microplacas, siga estos pasos para lavar
manualmente la placa:

(a) Aspire completamente el liquido de cada pocillo

(b) Afiada 350 uL de solucién de lavado en cada pocillo utilizando una pipeta
de precision.

(c) Aspire de nuevo el liquido
(d) Repita los pasos (b) y (c) cinco veces

8. Anada 100 pL de la solucién de conjugado anticuerpo-enzima en cada
pocillo utilizando una pipeta de precision.

9. Incube los pocillos, agitando a 500-700 rpm en un agitador de
microplacas orbital durante una hora a temperatura ambiente
(18-25°C).

10. Aspire y lave cada pocillo seis veces con la solucién de lavado
utilizando un lavador de microplacas automatico. Invierta la placa
sobre material absorbente para secar.

11. Afada 100 yL de soluciéon de cromégeno TMB en cada pocillo
utilizando una pipeta de precision.

Evite la exposicion a la luz solar directa.

12. Incube los pocillos, agitando a 500-700 rpm en un agitador de
microplacas orbital durante 15 minutos a temperatura ambiente
(18-25°C).

NOTA: Tenga en cuenta que el color puede aparecer mas rapido o mas lento
que el tiempo de incubacién recomendado segun la temperatura de la sala.
Compruebe visualmente la evolucién del color para optimizar el tiempo de
incubacioén.

13. Afada 100 pL de solucién de bloqueo en cada pocillo utilizando una
pipeta de precision.

14. Lea la absorbancia de la solucion en los pocillos en 30 minutos con
un lector de microplacas establecido en 450 nm.
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NOTA:

1) Mientras se lee la absorbencia del pocillo de la microplaca, es necesario
programar el calibrador de cero como “Blank” (Blanco).

2) Si esta disponible la correccién de longitud de onda, fije el instrumento
en una medicion de longitud de onda dual a 450 nm con una correccion de
fondo de la longitud de onda establecida entre 600 y 630 nm.

RESULTADOS

1. Calcule la absorbencia media de cada calibrador, control o0 muestra.

2. Trace el registro de las lecturas de absorbencia media para cada
uno de los calibradores a lo largo del eje Y en relaciéon con las
concentraciones de inhibina A en pg/mL a lo largo del eje X, utilizando
un ajuste de curva lineal. De forma alternativa, los datos pueden
trazarse comparando valores lineales, y puede utilizarse un ajuste de
curva suavizado.

3. Dibuje la curva mejor trazada con la media de los puntos duplicados.

Determine las concentraciones de inhibina A de los controles y las
muestras a partir de la curva de Estandar relacionando sus lecturas
de absorbencia media con las concentraciones correspondientes de
inhibina A.

5. Cualquier lectura de muestra mayor que el calibrador mas alto debe
diluirse adecuadamente con el calibrador 0 de Inhibin A y volver a
analizarse.

6. Cualquier lectura de muestra menor que la sensibilidad analitica debe
notificarse como tal.

7. Multiplique el valor por un factor de dilucién, si procede.

NOTA: Si las lecturas de la absorbancia exceden las limitaciones del lector
de placas, es necesario realizar una segunda lectura a 405 nm (filtro de
referencia entre 600 y 630 nm si esta disponible) En este caso, genere
una segunda curva de calibracion igual que antes con las lecturas de la
absorbencia de todos los calibradores a 405 nm. La concentracion de las
muestras fuera de escala a 450 nm se leeran a partir de la nueva curva de
Estandar. Las lecturas a 405 nm no deben sustituir las lecturas en escala a
450 nm.

Curva estandar

Calibradores Conc. (pg/mL) A B/Buax (%)

0 0,00 0,022 (Blanco) -

1 9,20 0,028 1,021
2 24,3 0,082 2,991
3 90,0 0,305 11,11
4 214 0,733 26,75
5 415 1,302 47,48
6 833 2,741 100,0

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

Muestras
Para convertir desde IU/mL, use la ecuacion siguiente:
1 Ul/mL (OMS 91/624) = 26,7 pg/mL

VALORES ESPERADOS

Cada laboratorio debe establecer sus propios intervalos de referencia para
garantizar una representacion adecuada de las poblaciones especificas.
Los valores siguientes presentados se obtuvieron con Inhibin A ELISA
utilizando muestras séricas de adultos sanos aparentemente normales.
Todos los valores se indican en pg/mL. Para mujeres con ciclo ovulatorio
normal, los valores por debajo de cada fase representan los dias antes o
después del incremento de LH.

PI-DSL1028100T-04

Poblacion n Media Mediana 95% De
Intervalo De
Confianza

Mujeres con ciclo ovulatorio normal

Fase folicular temprana (-14 136 13,48+0,93 10,54 15,46-28,16

a-10)

Folicular media (-9 a -4) 228 18,63+0,59 17,06 17,87-34,54

Folicular tardia (-3 a -1) 130 56,10+2,30 52,19 19,49-102,3

Ciclo medio (Dia 0) 42 98,87+30,99 98,23 49,92-155,5

Fase luteinica temprana (1 115 71,59+3,39 67,24 35,93-132,7

a3)

Fase luteinica media (4 a 268 75,22+2,63 72,51 13,15-159,6

11)

Fase luteinica tardia (12a 82 27,87+3,20 17,44 17,28-89,95

14)

Niveles maximos de FIV 43 792,4+70,63 705,91 354,2-1690

PCOS - Ovulatorio 26 19,32+2,61 15,65-15,99

Postmenopausia 23 11,15+0,24 1<1-3,88

Hombres normales 40 11,33+0,42 1<1-3,58

1 Se han extrapolado los valores de la inhibina A por debajo del Calibrador 1.

Los valores representados en la tabla siguiente son inhibina A de suero
materno en el segundo trimestre.

Semana N.° de muestras | Mediana Inhibin LOG,, SD
Completada A (pg/mL)
15 30 157,55 0,27
16 124 153,29 0,27
17 74 151,20 0,27
18 45 155,14 0,27
19 20 165,18 0,27
20 16 185,76 0,27

Tabla adaptada de valores proporcionados por un centro de deteccién
sistematica de EE. UU. (2005).

CONTROL DE CALIDAD

Los controles de Inhibin A ELISA u otros controles comerciales deben
estar dentro de limites de confianza establecidos.

*  Loslimites de confianza para los controles de Inhibin A ELISA indicado
en la hoja suplemento.

. En cada andlisis debe incluirse una curva de patron completa, con
controles de nivel bajo y alto.

*  Lasolucion de cromégeno TMB debe ser entre incolora y amarilla muy
palida. El desarrollo de un color azul puede indicar contaminacion o
inestabilidad del reactivo.

* Los materiales del control de calidad simulan las caracteristicas
de las muestras del paciente, y son esenciales para supervisar el
rendimiento del sistema de los andlisis inmunoquimicos. Incluya el
Control de calidad u otros materiales de control de calidad disponibles
en el mercado que contemplen al menos dos niveles de analito. Un
uso mas frecuente de los controles o el uso de controles adicionales
se deja a criterio del usuario en base a las practicas de laboratorio
correctas o los requisitos de acreditacion del laboratorio y las leyes
aplicables. Siga las instrucciones del fabricante en relacion con
la reconstituciéon y el almacenamiento. Cada laboratorio debe
establecer valores medios e intervalos aceptables para garantizar un
rendimiento adecuado. Los resultados de control de calidad que no
estan dentro de los intervalos aceptables pueden indicar resultados
de prueba no validos.

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

Se facilitan datos representativos solo a modo de ejemplo. EIl rendimiento
obtenido en los distintos laboratorios puede variar.

Sensibilidad
Limite de Deteccion (LD): 2,61 pg/mL
Especificidad

El anticuerpo que se usa en el inmunoanalisis es altamente especifico para
la inhibina A.
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Precisién
Intra- ensayo

Las muestras se evaluaron 25 veces en las mismas series. Los coeficientes
de variacion fueron < a 4,6 % para las muestras de suero.

Inter-analisis

Las muestras se analizaron por duplicado en 10 series diferentes. Los
coeficientes de variaciéon fueron inferiores o iguales al 6,9 % para las
muestras de suero.

Precision
Prueba de dilucion

Las muestras altamente concentradas se diluyeron serialmente con el
calibrador Cero. Los porcentajes recuperados fueron entre 97,8 % y 117 %.

Prueba de recuperacion

Se afadieron muestras de baja concentraciéon a cantidades conocidas de
inhibina A. Los porcentajes de recuperacion obtenidos fueron del 83,5 % al
99,5 %.

Intervalo de medicion (desde el Limite de Deteccién hasta el calibrador mas
alto): de 2,61 a aproximadamente 1000 pg/mL.

LIMITACIONES

. Los reactivos suministrados en este kit estan optimizados para medir
los niveles de inhibina A en suero o plasma.
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Para los andlisis que emplean anticuerpos, es posible que los
anticuerpos heterdfilos produzcan interferencia en la muestra. Las
muestras de los individuos que han estado en contacto frecuente
con animales o han recibido inmunoterapia o procedimientos
de diagndstico que utilizan inmunoglobulinas o fragmentos de
inmunoglobulina, pueden producir anticuerpos, ej.: HAMA, que
interfieren en los inmunoanalisis. = Ademas, otros anticuerpos
heterdfilos, tales como anticuerpos de anti-cabra humanos, pueden
estar presentes en las muestras.?? 2® Estos anticuerpos perturbadores
pueden producir resultados erréoneos. Evalle detenidamente los
resultados de los pacientes que se sospeche que tengan estos
anticuerpos.

Descarte el vial, si hubiera evidencia de contaminacién microbiana o
una excesiva turbidez en el reactivo.

Los resultados de Inhibin A ELISA deben interpretarse a la luz de
la presentacion clinica total del paciente, incluidos: los sintomas,
la historia clinica, los datos de pruebas adicionales e informacion
adicional adecuada.



INHIBIN A ELISA
DSL-10-28100T-1, DSL-10-28100T-4

EXCLUSIVAMENTE PARA FINS PROFISSIONAIS,

O kit de ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) Inibina A fornece
materiais para a medicdo quantitativa de inibina A dimérica em plasma ou soro
humano. Destina-se estritamente a utilizagao in vitro como um auxiliar no
diagnéstico e na monitorizagao de varias doengas reprodutivas hormonais. O
rastreio da sindrome de Down (Trissomia 21) no segundo trimestre utilizando
marcadores de ultrassom e bioquimicos combinados pode ser avaliado com os
algoritmos adequados, que poderzrl ggzr executados em software de calculo de
Recomenda-se vivamente a utilizagao de
software validado (com marcagao CE) especialmente concebido para avaliar o

risco comercialmente disponivel.

risco de Trissomia 21, por exemplo, software alpha.* O kit de Inibina A destina-se
a ser utilizado em combinagao com hAFP + hCG + uE3.

RESUMO

As inibinas sdo hormonas de proteinas heterodiméricas segregadas por
células granulosas do ovario na mulher e células de Sertoli dos testiculos
no homem. Estas suprimem seletivamente a secregdo da hormona de
estimulagéo folicular (FSH) da hipdfise e também tém agbes paracrinas
locais nas génadas."?

A forma totalmente processada da molécula de inibina tem um peso
molecular de aproximadamente 32 kD e é composta por duas cadeias
distintas (a e B), ligadas por pontes de dissulfeto. As formas de peso
molecular mais elevado, com formas precursoras da subunidade a também
ocorrem em soro e fluido folicular. Além disso, as formas livres da
subunidade a, ndo associadas a uma subunidade 3 e sem bioatividade de
inibina, também estdo presentes.®*56

A Inibina A é composta por uma subunidade a e uma subunidade Ba. As
medigdes de inibina A provaram ser Uteis no estudo da sua fungdo na
fisiologia reprodutiva humana.”®® Varios relatérios publicados indicam a
utilidade da medigdo da inibina A como um marcador enddcrino para a
monitorizagdo da fungdo ovarica.'® 121314151617 Até recentemente, ndo
era possivel distinguir entre a inibina dimérica funcional em circulagéo e a
subunidade a livre no ciclo menstrual humano normal.

No entanto, ao utilizar o par de anticorpos altamente caracterizado,
revelou-se que a «sanduiche» ELISA de local duplo apenas é capaz de
medir especificamente a inibina A dimérica.'®

PRINCIPIO

O ELISA de Inibina A é um ensaio tipo «sanduiche» de duas fases
enzimaticamente amplificado. No ensaio, os calibradores, os controlos e as
amostras sdo incubados em pogos de microtitulagdo que foram revestidos
com anticorpos de subunidade B, de anti-inibina. Apds a incubagdo e
lavagem, o anticorpo de deteg&o da subunidade alfa de anti-inibina rotulado
com peroxidase de rabano (HRP) é adicionado a cada pogo. Apds um
segundo passo de incubagédo e lavagem, o substrato de tetrametilbenzidina
(TMB) é adicionado aos pogos.

Por ultimo, é adicionada uma solugdo de paragem acida. O grau de
conversdo enzimatica do substrato é determinado pela medigdo da
absorvancia de comprimento de onda duplo a 450 nm e entre 600 e
630 nm. A absorvéancia medida € diretamente proporcional & concentragéo
de inibina A nas amostras. E utilizado um conjunto de calibradores de
Inibina A para tragar a curva padrdo de absorvancia versus a concentragéo
de inibina A. As concentragdes de inibina A nas amostras podem entao ser
calculadas a partir desta curva padréo.

AVISOS E PRECAUGOES

Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.
Utilize as boas praticas laboratoriais.'®

As amostras e os produtos hemoderivados podem ser regularmente
processados com o minimo de risco seguindo o procedimento descrito. No
entanto, manuseie estes produtos como sendo potencialmente infeciosos
conforme as precaugdes universais e boas praticas laboratoriais clinicas,
independentemente da sua origem, tratamento ou certificagédo anterior.?°
Utilize um desinfetante apropriado para a descontaminagdo. Armazene e
elimine estes materiais e respetivos recipientes segundo os regulamentos
e as normas locais.

PI-DSL1028100T-04

CLASSIFICACAO DE PERIGO GHS
ATENCAO

D

H317

Calibrators / Controls

Pode provocar uma reagéo
alérgica cutanea.

Nocivo para os organismos
aquaticos com efeitos
duradouros.

Evitar a libertagéo para o
ambiente.

Use luvas de protegao,
vestuario de protegéo e
protegado ocular/protegéo
facial.

Em caso de irritagdo ou
erupcgao cutanea: consulte
um médico.

Retirar a roupa contaminada
e lava-la antes de a usar.
mistura reacional de:

H412

P273

P280

P333+P313

P362+P364

5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-ona

[n.o CE 247-500-7] e
2-metil-4-isotiazolin-3-ona
[n.o CE 220-239-6] (3:1)
<0,05%

Antibody Enzyme

ATENCAO
Conjugate Concentrate

D

H316 Provoca irritagéo cutanea
ligeira.

Pode provocar uma reagéo
alérgica cutanea.

Nocivo para os organismos
aquaticos com efeitos
duradouros.

Evitar a libertagédo para o
ambiente.

Use luvas de protecéo,
vestuario de protegdo e
protegédo ocular/protegéo
facial.

Em caso de irritagdo
cutdnea: consulte um
médico.

Em caso de irritagéo ou
erupgao cutanea: consulte
um médico.

Retirar a roupa contaminada
e lava-la antes de a usar.

Acido

H317

H412

P273

P280

P332+P313

P333+P313

P362+P364

3-(N-Morfolino)-2-hidroxipropanosulfon

sal sédico 1 - 2%
mistura reacional de:

5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-ona

[n.o CE 247-500-7] e
2-metil-4-isotiazolin-3-ona
[n.o CE 220-239-6] (3:1)
<0,05%

PERIGO

H316

Sample Buffer A

Provoca irritagdo cutanea
ligeira.

Provoca lesdes oculares
graves.

Use luvas de protegéo,
vestuario de protegao e
protegdo ocular/protegédo
facial.

H318

P280
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Sample Buffer B

Conjugate Diluent

PI-DSL1028100T-04

P305+P351+P338

P310

P332+P313

PERIGO
H314

H317

P280
P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

P333+P313

P362+P364

PERIGO

SE ENTRAR EM
CONTACTO COM

OS OLHOS: enxaguar
cuidadosamente com agua
durante varios minutos. Se
usar lentes de contacto,
retire-as, se tal lhe for
possivel. Continuar a
enxaguar.

Contacte imediatamente um
CENTRO DE INFORMACAO
ANTIVENENOS ou um
médico.

Em caso de irritagéo
cutanea: consulte um
médico.

Laurilsulfato de soédio 1 - <
3%

Tris(hidroximetil)-
aminomethane
(aminometano) 1 - 2%

Alcool, C12-14 secundario,
etoxilado 3 - 5%

Provoca queimaduras na
pele e lesbes oculares
graves.

Pode provocar uma reagéo
alérgica cutanea.

Use luvas de protegao,
vestuario de protegéo e
protegédo ocular/protegéo
facial.

SE ENTRAR EM
CONTACTO COM A PELE
(ou o cabelo): enxaguar a
pele com agua.

SE ENTRAR EM
CONTACTO COM

OS OLHOS: enxaguar
cuidadosamente com agua
durante varios minutos. Se
usar lentes de contacto,
retire-as, se tal lhe for
possivel. Continuar a
enxaguar.

Contacte imediatamente um
CENTRO DE INFORMAGCAO
ANTIVENENOS ou um
médico.

Em caso de irritagéo ou
erupgao cutanea: consulte
um meédico.

Retirar a roupa contaminada
e lava-la antes de a usar.
Peroxido de hidrogénio com
ureia 10 - 20%

mistura reacional de:
5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-ona
[n.o CE 247-500-7] e
2-metil-4-isotiazolin-3-ona
[n.o CE 220-239-6] (3:1)

< 0,05%

Solugédo de Paragem A
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D

H316
H317
H318

H412

P273

P280

P305+P351+P338

P310

P333+P313

P362+P364

PERIGO

H314

P280

P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

Provoca irritagcdo cutanea
ligeira.

Pode provocar uma reagéo
alérgica cutanea.

Provoca lesdes oculares
graves.

Nocivo para os organismos
aquaticos com efeitos
duradouros.

Evitar a libertagéo para o
ambiente.

Use luvas de protegao,
vestuario de protegéo e
protegado ocular/protegéo
facial.

SE ENTRAR EM
CONTACTO COM

OS OLHOS: enxaguar
cuidadosamente com agua
durante varios minutos. Se
usar lentes de contacto,
retire-as, se tal lhe for
possivel. Continuar a
enxaguar.

Contacte imediatamente um
CENTRO DE INFORMACAO
ANTIVENENOS ou um
médico.

Em caso de irritagéo ou
erupgao cutanea: consulte
um médico.

Retirar a roupa contaminada
e lava-la antes de a usar.
Tris(hidroximetil)-
aminomethane
(aminometano) 1 - 3%

Alcool, C12-14 secundario,
etoxilado 3 - 5%

mistura reacional de:
5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-ona
[n.o CE 247-500-7] e
2-metil-4-isotiazolin-3-ona

[n.o CE 220-239-6] (3:1)

< 0,05%

Provoca queimaduras na
pele e lesdes oculares
graves.

Use luvas de protegéo,
vestuario de protegdo e
protegéo ocular/protegédo
facial.

EM CASO DE INGEQTAO:
enxaguar a boca. NAO
provocar o vomito.

SE ENTRAR EM
CONTACTO COM A PELE
(ou o cabelo): enxaguar a
pele com agua.

SE ENTRAR EM
CONTACTO COM

OS OLHOS: enxaguar
cuidadosamente com agua
durante varios minutos. Se
usar lentes de contacto,
retire-as, se tal lhe for
possivel. Continuar a
enxaguar.



P310 Contacte imediatamente um
CENTRO DE INFORMAGCAO
ANTIVENENOS ou um
médico.

Acido sulfurico 1 - 3%

Wash solution (20x) PERIGO

H360 Pode afetar a fertilidade ou
0 nascituro.

P201 Pedir instrucdes especificas
antes da utilizagao.

P280 Use luvas de protecéo,
vestuario de protegao e
protegédo ocular/protegéo
facial.

P308+P313 EM CASO DE exposicéao

ou suspeita de exposicao:
consulte um médico.

Acido bérico 0,1 - 0,3%
Borato de sodio
decahidratado 0,1 - 0,3%

A Ficha de dados de seguranga esta disponivel em
beckmancoulter.com/techdocs

COLHEITA, PROCESSAMENTO,
ARMAZENAMENTO, E DILUICAO DAS
AMOSTRAS

O soro e plasma sdo as amostras recomendadas.

Siga as recomendacdes abaixo para manusear, processar e armazenar
amostras de sangue:?'

*+ Colher todas as amostras de sangue tomando as precaugdes
habituais para a colheita venosa.

*  Manter as provetas sempre fechadas.

. Duas horas apds a centrifugagéo, transfira pelo menos 500 pL de
amostra sem células para um tubo de amostra de armazenamento.
Vede cuidadosamente o tubo de amostra de imediato.

*  Armazene amostras diluidas ou nao diluidas bem vedadas a 2-8 °C
por um periodo maximo de 24 horas.

. Se o ensaio nado for concluido dentro de 24 horas, ou no caso de
expedicdo de amostras, congele a uma temperatura igual ou inferior
a —20 °C durante até 30 dias.

Siga as seguintes instrugdes na preparagéo das amostras:

»  Certificar-se de que a fibrina e a matéria celular residuais tenham sido
removidas antes da analise.

» Para a centrifugagéo, siga as instrugdes do fabricante dos tubos de
amostra de colheita de sangue.

Cada laboratério deve determinar a aceitabilidade das préprias provetas de
colheita de sangue e dos produtos de separagéo do soro. Estes produtos
podem variar entre fabricantes diferentes e, as vezes, de um lote para o
outro.

Evite ciclos de congelamento e descongelamento repetidos das amostras..
Evitar a analise de amostras lipémicas, ictéricas ou hemolisadas.

MATERIAIS FORNECIDOS

Kit para a determinagdo de Inibina A:
n.° DSL-10-28100T-1)

Tiras de microtitulagao revestidas de anticorpos de anti-inibina A: Um
suporte de tiras, com 96 pogos de microtitulagdo.

96 pocos (Cat.

Pogos de microtitulagado de poliestireno com anti-inibina 8, imobilizada na
parede interior de cada pogo.

Armazenar entre 2 a 8°C antes da data de expiragédo, na embalagem original
com um dessecante para proteger da humidade.

PI-DSL1028100T-04

Concentrado conjugado de anticorpo-enzima Inibina A: um recipiente
de 0,6 mL

Conjugado HRP de anticorpo de subunidade a anti-inibina monoclonal de
rato, MOPSO, BSA e < 1,0% de ProClin** 300.

Armazenar entre 2 a 8°C até a data de expiragéo do kit.
Dilua antes de utilizar no diluente de conjugado.

Calibradores: Seis recipientes de 1 mL e um recipiente de 2 mL de
calibrador «zero» (pronto a utilizar)

Concentragdes de aproximadamente 0, 10, 30, 100, 250, 500 e 1000 pg/mL
de inibina A dimérica recombinante em soro bovino com < 0,5% de
ProClin 300.

Consulte os rotulos dos recipientes para obter as concentragdes exatas.
Armazenar fechado entre 2 a 8°C até a data de expiragéo do kit.

Estavel a uma temperatura entre 2 e 8 °C durante 28 dias apos utilizagéo
inicial. Para periodos de tempo mais longos, armazene num congelador a
—20 °C (-15 a —24 °C) até a data de validade.

O mensurando (analito) nos calibradores de Inibina A é rastreavel em
conformidade com a Padrdo Internacional da Organizagdao Mundial de
Saude para Inibina A (cédigo 91/624) com inibina A humana 32 kDa
recombinante (1 pg/mL ou 0,037 Ul/mL). Os valores atribuidos foram
estabelecidos utilizando amostras representativas deste lote de padréo, e
sdo especificos das metodologias de ensaio dos reagentes. Os valores
atribuidos através de outras metodologias poderédo ser diferentes. Estas
diferencas, caso existam, poderdo ser causadas por tendéncias entre os
métodos.

Controlos: dois recipientes de 1,0 mL (pronto a utilizar)

Concentragdes baixas e altas de inibina A dimérica recombinante em soro
bovino com < 0,5% de ProClin 300.

Os valores esperados sdo na gama de concentragdo indicada num
suplemento.

Armazenar fechado entre 2 a 8°C até a data de expiragédo do kit.

Estavel a uma temperatura entre 2 e 8 °C durante 28 dias apos utilizagao
inicial. Para periodos de tempo mais longos, armazene num congelador a
—20 °C (-15 a —24 °C) até a data de validade.

Tampao de amostra A: um frasco de 10,0 mL

Tamp&o com albumina de soro bovino (BSA), soro animal (cabra, rato),
surfatante e azida sédica.

Armazenar entre 2 a 8°C até a data de expiragéo do kit.
Tampao de amostra B: um frasco de 10,0 mL

Tampdo com < 20% de peroxido de hidrogénio de ureia, < 0,5% de
ProClin 300 e azida sédica.

Armazenar entre 2 a 8°C até a data de expiragéo do kit.

Solucao cromogénica TMB: um frasco de 11,0 mL

Tetrametilbenzidina (TMB) em tampao de citrato com peréxido de hidrogénio.
Armazenar entre 2 a 8°C até a data de expiragéo do kit.

Solugao A de paragem: um frasco de 11,0 mL

0,2 M de acido sulftrico.

Armazenar entre 2 a 8°C ou a temperatura ambiente (18-25°C) até a data de
expiragéo do kit.

Diluente de conjugado: um frasco de 15,0 mL

Tampdo com BSA, soro animal (cabra, rato), surfatante e < 1,0% de
ProClin 300.

Armazenar entre 2 a 8°C até a data de expiragéo do kit.
Solugao de lavagem U (20x): Um recipiente de 50 mL
Solugéo concentrada, deve ser diluida antes do uso.

Armazenar entre 2 a 8°C ou a temperatura ambiente (18-25°C) até a data de
expiragéo do kit.
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Kit para a determinagio de Inibina A: 384 pogos (Cat.

n.° DSL-10-28100T-4)

Tiras de microtitulagdo revestidas de anticorpos de anti-inibina A:
Quatro suportes de tiras, cada um contendo 96 pogos de microtitulagéo.

Concentrado conjugado de anticorpo-enzima
recipientes de 0,6 mL

Inibina A: quatro

Calibradores: doze recipientes de 1 mL e dois recipientes de 2 mL de
calibrador «zero» (pronto a utilizar)

Soros de controlo: quatro recipientes de 1,0 mL (pronto a utilizar)
Tampao de amostra A: quatro frascos de 10,0 mL

Tampao de amostra B: trés frascos de 10,0 mL

Solugado cromogénica TMB: um frasco de 50,0 mL

Solugao A de paragem: quatro frascos de 11,0 mL

Diluente de conjugado: quatro frascos de 15,0 mL

Solucao de lavagem (20x): dois recipientes de 50 mL

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO
FORNECIDOS
Em adi¢do ao material usual de laboratério, é ainda necessario:

*  Leitor de placas de microtitulagdo capaz de medir a absorvancia a
450 nm e preferencialmente capaz de corrigir o comprimento de onda
duplo entre 600 e 630 nm

+  Agua desionizada
. Pipeta de precisédo para dispensar 50-100 pL

» Agitador de placas de microtitulagdo capaz de 500-700 rotagdes
orbitais por minuto (rpm)

. Lavador de microplacas

e Vortex

*  Material absorvente para secagem das tiras
. Papel gréafico para analise manual dos dados

PROCEDIMENTO

Notas de procedimento

. E necessario um pleno entendimento deste folheto informativo para
utilizar o ELISA de Inibina A com sucesso.

«  Edaresponsabilidade do cliente validar o ensaio para a sua utilizaggo.

. Resultados confiaveis somente serdo obtidos utilizando técnicas de
laboratério precisas e seguindo exactamente o folheto informativo.

. Uma curva padrao deve ser feita em cada ensaio.

*  Colocar todos os reagentes a temperatura ambiente (18-25°C) antes
de usar.

. Homogeneizar os reagentes antes do uso por inverséo suave.
. Nao misture os componentes de kits de lotes diferentes.

* Nao utilize qualquer componente para além da data de validade
indicada no rétulo.

*  Uma lavagem incompleta ir4 afectar negativamente os resultados e a
precisdo do ensaio.

. Para minimizar os possiveis desvios no ensaio, devido a variagao
no tempo de incubagédo do substrato, deve-se adicionar a solugédo
stop, nos pogos da microplaca, na mesma sequéncia e velocidade
utilizadas na adi¢éo da solugdo de cromégeno TMB.

. Manuseie todos os reagentes com cuidado para evitar introduzir
contaminantes microbianos que podem danificar os reagentes,
especialmente o diluente de conjugado e o tamp&o da amostra A.

. Evite a contaminagdo da solugdo de cromogénio TMB com o
conjugado.

. Use uma ponta descartavel e limpa para cada reagente, calibrador,
controlo e amostra.

»  Paradispensar o acido sulftrico e a solugao de cromogénio TMB, evite
pipetas com partes metalicas.

* A enzima utilizada como marcador é inactivada pelo oxigénio e &
altamente sensivel & contaminagéo microbioldgica, azida de sddio,
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acido hipocloroso e cloro frequentemente encontrados em aguas
fornecidas ao laboratério.

*  Use agua deionizada.

. Evite a exposi¢do dos reagentes ao calor excessivo ou luz directa
durante o armazenamento e incubacéo.

Preparacao dos Reagentes

1. Solugéo de lavagem: deite o contetdo do frasco em 950 mL de agua
destilada e homogeneize. A solugdo diluida pode ser armazenada a
18—25 °C durante um més ou a 2-8 °C até a data de validade do kit.

2. Solugédo conjugada de anticorpo-enzima Inhibin A: O Concentrado
de conjugado anticorpo-enzima Inhibin A deve ser diluido na relagédo
de 1 parte para 50 partes de Diluente de conjugado Inhibin A, de
acordo com o numero de pogos utilizado. Para um prato inteiro, utilize
exactamente 220 pL de Concentrado de conjugado anticorpo-enzima
Inhibin A em 11 mL de Diluente de conjugado.

NOTA:O Concentrado de conjugado anticorpo-enzima Inhibin A deve
ser diluido 10 a 15 minutos antes da utilizag&o.

3. Placas de Microelisa: Seleccione o numero de pogos revestidos
necessarios para o ensaio. Os pogos restantes, ndo utilizados,
devem ser colocados na embalagem original com um dessecante. A
embalagem deve ser fechada para proteger da humidade.

Procedimento de Ensaio

Deixe que todos os reagentes e amostras atinjam a temperatura da sala
(18-25°C). Mistura os reagentes cuidadosamente, invertendo com cuidado
antes da utilizagdo. Depois da reconstituicdo dos reagentes, misture
cuidadosamente evitando a criagdo de espuma. Os calibradores, controlos
e amostras devem ser ensaiados em duplicado.

1. Identificar os pogos da placa a serem usados.

2. Coloque 50 pL dos calibradores, controlos e amostras nos pogos
apropriados.

3. Adicione 50 pL do tamp&o de amostra A a cada pogo, utilizando uma
pipeta de precisao.

4. Adicione 50 pL do tampao de amostra B a cada poco, utilizando uma
pipeta de precisao.

5. Incube os pogos, agitando a 500-700 rpm num agitador de
micro-prato orbital, durante trés horas a temperatura da sala
(18-25°C).

6. Prepare a solugdo conjugada de anticorpo-enzima, diluindo o
Concentrado de conjugado anticorpo-enzima no Diluente de
conjugado Inhibin A, conforme descrito na secgdo “Preparagdo dos
reagentes” das instru¢des do pacote.

7. Aspire e lave cada pogo seis vezes com uma solugdo de lavagem,
utilizando uma lavadora de micro-prato automatica, ou manualmente
utilizando uma pipeta de precisdo. Absorva e seque, invertendo o
prato em material absorvente.

NOTA: A utilizag&o de uma lavadora de micro-prato automatica é fortemente
recomendada. A lavagem incompleta afectara adversamente a precisdo do
ensaio. Se ndo estiver disponivel uma lavadora de micro-prato, siga estes
passos para lavar o prato manualmente:

(a) Aspire completamente o liquido de cada pogo

(b) Coloque 350 uL da solugéo de lavagem em cada pogo utilizando uma
pipeta de precisdo

(c) Aspire novamente o liquido
(d) Repita os passos (b) e (c) cinco vezes

8. Adicione 100 pL da solugdo conjugada anticorpo-enzima para cada
pogo utilizando uma pipeta de preciséo.

9. Incube os pocgos,
micro-prato orbital,
(18-25°C).

10. Aspire e lave cada pogo seis vezes com a solugdo de lavagem,
utilizando uma lavadora de micro-pratos automatica. Absorva e
seque, invertendo o prato em material absorvente.

agitando a 500-700 rpm num agitador de
durante uma hora a temperatura da sala

11. Adicione 100 pL da solugcdo de cromogénio TMB em cada pogo
utilizando uma pipeta de precisao.
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Evitar a exposigao directa a luz solar.

12. Incube os pogos,
micro-prato orbital,
(18-25°C).

NOTA: Nédo esquega que a cor pode-se desenvolver mais rapidamente ou
mais lentamente que o tempo de incubagao recomendado, dependendo da
temperatura da sala localizada. Controle visualmente o desenvolvimento da
cor para optimizar o tempo de incubagéo.

agitando a 500-700 rpm num agitador de
durante 15 minutos a temperatura da sala

13. Adicione 100 pL da solugdo tampdo em cada pogo utilizando uma
pipeta de preciséo.

14. Efetue a leitura da solugao nos pogos dentro de 30 minutos, utilizando
um leitor de microplacas definido para 450 nm.

NOTA:

1) Durante a leitura da absorvancia do pogo de microtitulacdo, é necessario
programar o calibrador zero como um “Branco”.

2) Se a corregdo do comprimento de onda estiver disponivel, defina o
instrumento para medigdo de comprimento de onda duplo a 450 nm, com
corregao do comprimento de onda de fundo definida entre 600 e 630 nm.

RESULTADOS
1. Calcule a absorvancia média para cada calibrador, controlo ou
amostra.

2. Trace o registo das leituras de absorvancia média para cada um dos
calibradores ao longo do eixo y versus o registo das concentragdes de
inibina A em pg/mL ao longo do eixo x, utilizando um ajuste de curva
linear. Alternativamente, os dados podem ser tragados de forma linear
vs. linear e é possivel utilizar um ajuste de curva polinomial suavizada.

3. Desenhe a melhor curva de ajuste através da média dos pontos
duplicados.

4. Determine as concentragbes de Inibina A dos controlos e das
amostras a partir da curva padrdo, fazendo corresponder as suas
leituras de absorvancia média com as concentragbes de Inibina A
correspondentes.

5. Qualquer leitura de amostra superior ao calibrador mais elevado deve
ser adequadamente diluida utilizando o Calibrador 0 de Inibina A e
novamente testada.

6. Qualquer amostra com uma leitura de absorvancia menor que a
sensibilidade analitica deve ser reportada.

7. Multiplicar o valor obtido pelo factor de diluicdo, se necessario.

NOTA: Se as leituras de absorvancia excederem os limites do leitor
de placas, sera necessaria uma segunda leitura a 405 nm (filtro de
referéncia entre 600 e 630 nm se disponivel). Nesse caso, prossiga com a
construgdo de uma segunda curva padrdao conforme acima com as leituras
de absorvancia de todos os calibradores a 405 nm. A concentragdo das
amostras fora da escala a 450 nm é, em seguida, lida a partir da nova curva
padrdo. As leituras a 405 nm néo deverdo substituir as leituras dentro da
escala a 450 nm.

Curva Padrao

Calibradores Conc. (pg/mL) A /Bmax (%)
0 0,00 0,022 (em -
branco)

1 9,20 0,028 1,021
2 24,3 0,082 2,991
3 90,0 0,305 11,11
4 214 0,733 26,75
5 415 1,302 47,48
6 833 2,741 100,0

(Exemplo de curva padréo, néo utilize para célculo)

Amostras
Para converter de Ul/mL, utilize a equagéo seguinte:
1 Ul/mL (WHO 91/624) = 26,7 pg/mL

VALORES ESPERADOS

Cada laboratério deve estabelecer os seus préprios intervalos de referéncia
para garantir uma representacdo adequada das populagdes especificas. Os
valores apresentados em seguida foram obtidos com o ELISA de Inibina A,
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utilizando amostras de soro de adultos aparentemente saudaveis. Todos os
valores sao indicados em pg/mL. Para mulheres em idade fértil, os nimeros
sob cada fase representam os dias antes e depois do surto de LH.

Populagao n Média Mediana 95% de
intervalo de
confianca
Mulheres em idade fértil
Fase folicular precoce (-14 136 13,48+0,93 10,54 15,46-28,16
a-10)
Folicular média (-9 a—4) 228 18,63+0,59 17,06 17,87-34,54
Folicular tardia (-3 a —1) 130 56,10+2,30 52,19 19,49-102,3
Ciclo médio (Dia 0) 42 98,87+30,99 98,23 49,92-155,5
Lutea precoce (1 a 3) 115 71,59+3,39 67,24 35,93-132,7
Lutea média (4 a 11) 268 75,22+2,63 72,51 13,15-159,6
Lutea tardia (12 a 14) 82 27,87+3,20 17,44 17,28-89,95
Niveis de pico de IVF 43 792,4+70,63 705,91 354,2-1690
PCOS — Ovulatério 26 19,32+2,61 15,65-15,99
Pés-menopausa 23 11,1540,24 1<1-3,88
Homens normais 40 11,33+0,42 1<1-3,58

1 Os valores de inibina A abaixo do Calibrador 1 s&o extrapolados.

Os valores representados na tabela seguinte sdo de inibina A de soro
materno no segundo trimestre.

Semana N°. de amostras Inibina A LOG,, DP
completa mediana
(pg/mL)
15 30 157,55 0,27
16 124 153,29 0,27
17 74 151,20 0,27
18 45 155,14 0,27
19 20 165,18 0,27
20 16 185,76 0,27

Tabela adaptada a partir de valores fornecidos por um centro de rastreio
dos EUA (2005).

CONTROLO DE QUALIDADE

Os controlos ELISA de Inibina A ou outros controlos comerciais devem
situar-se dentro dos limites de confianca estabelecidos.

*  Os limites de confianga para os controlos ELISA de Inibina A estao
indicado num suplemento.

»  Deve ser incluida em cada ensaio uma curva padrdo completa, junto
com controlos de nivel baixo e alto.

* A solugéo de cromégeno TMB deve ser incolor. O desenvolvimento
de coloragdo azul pode indicar contaminagdo ou instabilidade do
reagente.

*  Os materiais de controlo de qualidade simulam as caracteristicas das
amostras dos pacientes e sdo fundamentais para a monitorizagdo
do desempenho do sistema de ensaios imunoquimicos. Inclua o
CQ ou outros materiais de controlo de qualidade disponiveis no
mercado que abranjam, no minimo, dois niveis de analitos. A
utilizagdo mais frequente de controlos ou a utilizagdo de controlos
adicionais é deixada ao critério do utilizador, com base nas boas
praticas laboratoriais ou requisitos de acreditagdo do laboratério e
legislagao aplicavel. Siga as instru¢gdes do fabricante relativamente
a reconstituicdo e ao armazenamento. Cada laboratorio deve
estabelecer os seus préprios valores médios e intervalos aceitaveis
para garantir um desempenho adequado. Os resultados de controlo
de qualidade que nado estiverem dentro dos intervalos aceitaveis
podem indicar resultados de testes invalidos.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
(Para mais detalhes, veja a data sheet “APPENDIX”)

Sao fornecidos dados representativos apenas para fins ilustrativos. O
desempenho pode variar de um laboratério para outro.

Sensibilidade

Limite de detecéo (LD): 2,61 pg/mL

Especificidade

O anticorpo utilizado no imunoensaio é altamente especifico para Inibina A.
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Precisado
Intra-ensaio

As amostras foram analisadas 25 vezes na mesma série. Foram encontrados
coeficientes de variagao inferiores ou iguais a 4,6% para amostras de soro.

Inter-ensaio

As amostras foram analisadas em duplicado em 10 séries diferentes. Foram
encontrados coeficientes de variagdo inferiores ou iguais a 6,9% para
amostras de soro.

Exactidao
Teste de Diluigao

As amostras altamente concentradas foram diluidas em série com o
calibrador zero. As percentagens de recuperagé@o obtidas variaram entre
97,8 e 117%.

Teste de Recuperagao

As amostras de concentragdo baixa foram misturadas com quantidades
conhecidas de Inibina A. As percentagens de recuperagéo obtidas variaram
entre 83,5 e 99,5%.

Intervalo de medigcdo (desde o Limite de detecdo ao calibrador mais
elevado): 2,61 até aproximadamente 1000 pg/mL.

PI-DSL1028100T-04

LIMI
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TAGOES

Os reagentes fornecidos neste kit sédo otimizados para medir niveis
de inibina A em soro ou plasma.

Para ensaios que utilizam anticorpos, existe a possibilidade de
interferéncia por anticorpos heteroéfilos na amostra. As amostras
de individuos que tenham sido expostos regularmente a animais
ou que tenham sido submetidos a imunoterapia ou procedimentos
de diagndsticos utilizando imunoglobulina ou respetivos fragmentos
podem produzir anticorpos, por exemplo HAMA, que interferem com
os imunoensaios. Para além disso, outros anticorpos heterdfilos,
como anticorpos humanos anticabra, podem estar presentes nas
amostras.?>? Tais anticorpos interferentes podem produzir resultados
errados. Os resultados de pacientes suspeitos de terem estes
anticorpos devem ser avaliados com cuidado.

Se existir evidéncia de contaminagdo microbiana ou turvagao
excessiva num reagente, elimine o frasco.

Os resultados do ELISA de Inibina A devem ser interpretados com
base no quadro clinico geral do paciente, incluindo: sintomas,
histérico clinico, dados de testes adicionais e outras informagdes
apropriadas.



INHIBIN A ELISA
DSL-10-28100T-1, DSL-10-28100T-4

MA KUN BRUGES AF FAGPERSONER,

Inhibin A-enzymet, der er bundet til inmunsorbentassaykittet (ELISA) indeholder
materiale til den kvantitative maling af dimerisk inhibin A i humant serum eller
plasma. Det er udelukkende beregnet til in vitro brug som et hjalpemiddel til
diagnose og overvagning af forskellige hormonale reproduktive sygdomme.
Screening for Down's syndrom (Trisomy 21) i 2. trimester med en kombination af
biokemiske og ultralyd-markerer kan vurderes med passende z;lltg;)sritmer, der kan

kores pa kommercielt tilgaengeligt software til risikovurdering. """ Det anbefales

pa det kraftigste at bruge godkendt (CE-mzaerket) software, der er specifikt
beregnet til risikovurdering af Trisomy 21, f.eks. software alpha.* Inhibin A-kittet
er beregnet til brug i kombination med hAFP + hCG + uE3.

RESUME

Inhibiner er heterodimeriske proteinhormoner, der udskilles af
granulosa-celler i ovarierne hos kvinden og i Sertoli-cellerne i testiklerne
hos manden. De undertrykker selektivt frigerelsen af follikel stimulerende
hormon (FSH) fra hypofysen og udfgrer ogsa lokale paracrine handlinger
i kenskirtlerne."?

Den fuldt behandlede form af inhibinmolekylet har en molekyleerveegt pa
omtrent 32 kD og bestar af to distinkte keeder (a og ), der er bundet til
hinanden af disulfidbindinger. Former med hgjere molekylaervaegte, med
forstadieformer af a-underenheden, forkommer ogsd i follikuleer vaeske
og serum. Derudover forekommer ogsa frie a-underenhedsformer, uden
tilknytning til en B-underenhed, og uden inhibin bioaktivitet.>#6

Inhibin A bestar af en a-underenhed og en fs-underenhed. Malinger
af inhibin A har vist sig at veere nyttige i studiet af dets rolle i den
menneskelige reproduktive fysiologi.”®° Adskillige offentliggjorte rapporter
indikerer anvendeligheden af inhibin A-malinger som en endokrin marker til
overvagning af den ovariale funktion.%112131415.16.17 |ndtj| for nyligt var det
ikke muligt at skelne mellem cirkulerende, funktionel dimerisk inhibin og fri
a-underenhed i den normale menneskelige menstruelle cyklus.

Ved brug af et par hgijt karakteristiske antisoffer er det blevet fastslaet, at den
to-sidede sandwich-ELISA specifikt kan male kun den dimeriske inhibin A."®

PRINCIP

Inhibin A ELISA er en enzymetrisk forsteerket to-trins "sandwich"-assay. |
assayet, inkuberes kalibratorer, kontroller og prever i mikrotiterbrgnde, som
er blevet coated med anti-inhibin B, underenhedsantistof. Efter inkubation
og skylning tilfgjes anti-inhibin alpha-underenhedsdetekteringsantistof med
meerket peroxidase fra peberrod (HRP) til hver brend. Efter yderligere en
omgang med inkubation og skylning, tilfajes substrat tetrametylbenzidin
(TMB) til brendene.

Til sidst tilseettes en syrestoppende oplgsning. Graden af
enzymturnoverhastigheden for substratet bestemmes ved absorbansmaling
med dobbelt bglgeleengde ved 450 nm og mellem 600 og 630 nm.
Den malte absorbans er direkte proportional med koncentrationen af
inhibin A i proverne. Et saet med inhibin A-kalibratorer anvendes til at
plotte en absorbansstandardkurve i forhold til inhibin A-koncentrationen.
Inhibin A-koncentrationerne i prgverne kan derefter beregnes fra denne
standardkurve.

ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER

Til in vitro diagnostisk brug.
Brug god laboratoriepraksis.'®

Praver og blodafledte produkter kan behandles rutinemaessigt med minimal
risiko vha. den beskrevne procedure. Handter dog disse produkter
som potentielt smitsomme iht. universelle forholdsregler og god Kklinisk
laboratoriepraksis, uagtet deres oprindelse, behandling eller tidligere
certificering.? Anvend et passende desinficeringsmiddel til dekontaminering.
Disse materialer og deres beholdere skal opbevares og bortskaffes i
overensstemmelse med lokale bestemmelser og retningslinjer.

GHS FAREKLASSIFIKATION
ADVARSEL

O

Calibrators / Controls
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Antibody Enzyme
Conjugate Concentrate

Sample Buffer A
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H317

H412

P273
P280

P333+P313

P362+P364

ADVARSEL

D

H316
H317

H412

P273
P280

P332+P313
P333+P313

P362+P364

FARE

H316
H318
P280

P305+P351+P338

P310

P332+P313

Kan forarsage allergisk
hudreaktion.

Skadelig for vandlevende
organismer, med langvarige
virkninger.

Undga udledning til miljget.
Baer beskyttelseshandsker,
beskyttelsestgj og
gjen-/ansigtsbeskyttelse.
Ved hudirritation eller udslet:
Sag leegehjeelp.

Alt tilsmudset tej tages af og
vaskes inden anvendelse.
en blanding af:
5-chlor-2-methyl-4-isothiazolin-3-on
[EF nr. 247-500-7] og
2-methyl-4-isothiazolin-3-on
[EF nr. 220-239-6] (3:1)
<0,05%

Forarsager mild hudirritation.
Kan forarsage allergisk
hudreaktion.

Skadelig for vandlevende
organismer, med langvarige
virkninger.

Undga udledning til miljget.
Baer beskyttelseshandsker,
beskyttelsestgj og
@jen-/ansigtsbeskyttelse.
Ved hudirritation: Sgg
lzegehjeelp.

Ved hudirritation eller udslet:
Sag leegehjeelp.

Alt tilsmudset tgj tages af og
vaskes inden anvendelse.
3-(n-morpholino)-2-hydroxypropansulfc
natriumsalt 1 - 2%

en blanding af:
5-chlor-2-methyl-4-isothiazolin-3-on
[EF nr. 247-500-7] og
2-methyl-4-isothiazolin-3-on
[EF nr. 220-239-6] (3:1)
<0,05%

Forarsager mild hudirritation.
Forarsager alvorlig
gjenskade.

Baer beskyttelseshandsker,
beskyttelsestgj og
@jen-/ansigtsbeskyttelse.
VED KONTAKT MED
JJINENE: Skyl forsigtigt med
vand i flere minutter. Fjern
eventuelle kontaktlinser, hvis
dette kan geres let. Fortsaet
skylning.

Ring straks til en
GIFTINFORMATION eller en

leege.

Ved hudirritation: Seg
leegehjeelp.
Natriumlaurylsulfat 1 - < 3%
Tris(hydroxymethyl)-
aminomethane (methylamin)
1-2%

Alkohol, C12-14-sekundeer,
ethoxyleret 3 - 5%



Sample Buffer B

Conjugate Diluent

PI-DSL1028100T-04

&

H317

P280
P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

P333+P313

P362+P364

D

H316
H317

H318

H412

P273
P280

P305+P351+P338

P310

P333+P313

P362+P364

Forarsager sveere
forbreendinger af huden

og gjenskader.

Kan forarsage allergisk
hudreaktion.

Baer beskyttelseshandsker,
beskyttelsestgj og
gjen-/ansigtsbeskyttelse.
VED KONTAKT MED
HUDEN (eller haret): Skyl
under koldt vand.

VED KONTAKT MED
JINENE: Skyl forsigtigt med
vand i flere minutter. Fjern
eventuelle kontaktlinser, hvis
dette kan gares let. Fortsaet
skylning.

Ring straks til en
GIFTINFORMATION eller en
leege.

Ved hudirritation eller udslet:
Sag leegehjeelp.

Alt tilsmudset tgj tages af og
vaskes inden anvendelse.
Urinstofhydrogenperoxid 10
- 20%

en blanding af:
5-chlor-2-methyl-4-isothiazolin-3-on
[EF nr. 247-500-7] og
2-methyl-4-isothiazolin-3-on

[EF nr. 220-239-6] (3:1)

< 0,05%

Forarsager mild hudirritation.
Kan forarsage allergisk
hudreaktion.

Forarsager alvorlig
gjenskade.

Skadelig for vandlevende
organismer, med langvarige
virkninger.

Undgé udledning til miljget.
Baer beskyttelseshandsker,
beskyttelsestgj og
gjen-/ansigtsbeskyttelse.
VED KONTAKT MED
JINENE: Skyl forsigtigt med
vand i flere minutter. Fjern
eventuelle kontaktlinser, hvis
dette kan gares let. Fortsaet
skylning.

Ring straks til en
GIFTINFORMATION eller en .
leege.

Ved hudirritation eller udslet:
Sag leegehjeelp.

Alt tilsmudset tgj tages af og
vaskes inden anvendelse.
Tris(hydroxymethyl)-
aminomethane (methylamin) .
1-3%
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Alkohol, C12-14-sekundeer,
ethoxyleret 3 - 5%
en blanding af:

5-chlor-2-methyl-4-isothiazolin-3-on

[EF nr. 247-500-7] og
2-methyl-4-isothiazolin-3-on
[EF nr. 220-239-6] (3:1)

< 0,05%
Speaerreoplgsning A FARE

H314 Forarsager svaere
forbreendinger af huden
og @jenskader.

P280 Beer beskyttelseshandsker,
beskyttelsestgj og
gjen-/ansigtsbeskyttelse.

P301+P330+P331 | TILFALDE AF

INDTAGELSE: Skyl munden.
Fremkald IKKE opkastning.

P303+P361+P353 VED KONTAKT MED
HUDEN (eller haret): Skyl
under koldt vand.

P305+P351+P338 VED KONTAKT MED
JJINENE: Skyl forsigtigt med
vand i flere minutter. Fjern
eventuelle kontaktlinser, hvis
dette kan geres let. Fortsaet
skylning.

P310 Ring straks til en
GIFTINFORMATION eller en
leege.

Svovlsyre 1 - 3%
Wash solution (20x) FARE

H360 Kan skade
forplantningsevnen eller
det ufedte barn.

P201 Indhent seerlige anvisninger
for brug.

P280 Baer beskyttelseshandsker,
beskyttelsestgj og
gjen-/ansigtsbeskyttelse.

P308+P313 VED eksponering eller

mistanke om eksponering:
Sag leegehjeelp.

Borsyre 0,1 - 0,3%
Natriumboratdecahydrat 0,1
-0,3%

Sikkerhedsdatablad er tilgeengelig pa
beckmancoulter.com/techdocs

INDSAMLING, BEHANDLING, OPBEVARING
OG FORTYNDING AF PRGVER
Serum og plasma er de anbefalede prgver.

Overhold falgende anbefalinger om handtering, bearbejdning og opbevaring
af blodpraver:*'

Alle blodprgver tages,
venepunktur iagttages.

idet rutinemaessige forholdsregler for

Pravergr skal altid veere tilproppede.

inden for to timer efter
Saet omgéende prop pa

Overfgr mindst 500 pL cellefri prove,
centrifugering, til et opbevaringsproverar.
provergret.

Opbevar ufortyndede eller fortyndede prover teet tillukket ved 2-8 °C i
hgjst 24 timer.

Hvis assayet ikke vil blive fuldfert i Igbet af 24 timer, eller hvis der skal
fragtes praver, skal assayet nedfryses ved -20 °C eller koldere i op til
30 dage.



Brug de fglgende retningslinjer ved klargering af prever:

«  Sorg for at resterende fibrin- og cellularmaterialer er blevet fiernet for
analyse.

* Folg centrifugeringsanbefalingerne fra fabrikanten af

blodtapningsrare.

Det individuelle laboratorium bgr bestemme acceptabilitet for sine egne
blodtapningsrer og serumadskillelsesprodukter. Variationer i disse produkter
kan eksistere mellem fabrikanter og til tider mellem lot.

Undgé gentagen frysning og optening af praver.
Undga analysering af lipaemiske, ikteeriske eller haemolyserede prover.

LEVEREDE MATERIALER
Kit til bestemmelse af inhibin A: 96 brgnde (Kat. #DSL-10-28100T-1)

Microtiterstrips coated med anti-inhibin A-antistof:
indeholdende 96 microtiterbrgnde.

En stripholder,

Mikrotiterbrgnde af polystyren med anti-inhibin 8, immobiliseret til indersiden
af veeggen pa hver brgnd.

Skal opbevares ved 2 til 8 °C til udlgbsdatoen i den genlukkelige pose med
et tarremiddel.

Koncentrat af inhibin A antistof-enzymkonjugat: et 0,6 mL hatteglas

Musemonoklonalt anti-inhibin  a-underenhed antistof-HRP

MOPSO, BSA og < 1,0% ProClin** 300.
Opbevares ved 2 til 8 °C frem til udlgbsdatoen.

konjugat,

Fortynd fer brug i konjugatfortyndingsmiddel.

Kalibratorer: Seks 1 mL hatteglas og et 2 mL hatteglas med "nul”
kalibratorer (klar-til-brug)

Koncentrationer pa omtrent 0, 10, 30, 100, 250, 500 og 1000 pg/mL
rekombinant dimerisk inhibin A i bovin serum med < 0,5% ProClin 300.

Se heetteglasmzerkaterne for de ngjagtige koncentrationer.
Opbevares uabnet ved 2 til 8 °C frem til udlgbsdagen.

Stabil ved 2 til 8 °C i 28 dage efter indledningsvis brug. For leengere perioder,
opbevar i en fryser ved -20 °C (-15 °C til -24 °C) indtil udlgbsdato.

Maleenheden (analyt) i inhibin A-kalibratorer er sporbare til World Health
Organization First International Standard for Inhibin-A (kode 91/624), som
indeholder rekombinant 32 kDa humant inhibin A (1 pg/mL eller 0,037 IE/mL).
De tildelte veerdier blev fastsldet ved brug af repraesentative prever fra
dette standardlot og er specifikke for analysemetodologier for reagenserne.
Veerdier, som tildeles ved hjeelp af andre metodologier, kan vaere anderledes.
Hvis der er sadanne forskelle, kan de skyldes forskydninger mellem metoder.

Kontroller: to 1,0 mL haetteglas (klar-til-brug)

Lave og hgje koncentrationer af rekombinant dimerisk inhibin A i bovin serum
med < 0,5% ProClin 300.

Konfidensgreenserne for kontroller er trykt pa tilleegget.
Opbevares uébnet ved 2 til 8 °C frem til udlgbsdagen.

Stabil ved 2 til 8 °C i 28 dage efter indledningsvis brug. For laengere perioder,
opbevar i en fryser ved -20 °C (-15 °C til -24 °C) indtil udlgbsdato.

Provebuffer A: En 10,0 mL flaske

Buffer med bovin serum albumin (BSA), dyreserum (ged, mus), surfactant og
natriumazid.

Opbevares ved 2 til 8 °C frem til udlgbsdatoen.

Prgvebuffer B: En 10,0 mL flaske

Buffer med < 20% carbamidperoxid, < 0,5% ProClin 300 og natriumazid.
Opbevares ved 2 til 8 °C frem til udlgbsdatoen.
TMB-kromogenoplgsning: En 11,0 mL flaske

Tetrametylbenzidin (TMB) i citratbuffer med hydrogenperoxid.
Opbevares ved 2 til 8 °C frem til udlgbsdatoen.

Stopoplesning A: En 11,0 mL flaske

0,2 M svovlsyre.

Opbevares ved 2 til 8 °C eller stuetemperatur (18-25 °C) frem til
udlgbsdatoen.

Konjugatfortyndingsmiddel: En 15,0 mL flaske

Buffer med BSA, dyreserum (ged, mus), surfactant og < 1,0% ProClin 300.
PI-DSL1028100T-04

Opbevares ved 2 til 8 °C frem til udlgbsdatoen.
Skylleoplesning U (20X): Et 50 mL hatteglas
Koncentrerede oplgsninger skal fortyndes far brug.

Opbevares ved 2 til 8 °C eller stuetemperatur (18-25 °C) frem il
udlgbsdatoen.

Kit til bestemmelse af inhibin A: 384 brende (Kat. #DSL-10-28100T-4)

Microtiterstrips coated med anti-inhibin A-antistof: Fire stripholdere, der
hver indeholder 96 microtiterbrgnde.

Koncentrat af inhibin A antistof-enzymkonjugat: fire 0,6 mL hzetteglas

Kalibratorer: Tolv 1 mL hatteglas og to 2 mL hatteglas med "nul"
kalibratorer (klar-til-brug)

Kontrolsera: fire 1,0 mL hatteglas (klar-til-brug)
Prevebuffer A: Fire 10,0 mL flasker

Provebuffer B: Tre 10,0 mL flasker
TMB-kromogenoplgsning: En 50,0 mL flaske
Stopoplesning A: Fire 11,0 mL flasker
Konjugatfortyndingsmiddel: Fire 15,0 mL flasker
Skylleoplgsning (20X): to 50 mL haetteglas

MATERIALER PAKRAVET, MEN IKKE
LEVERET

Ud over almindeligt laboratorieudstyr skal falgende bruges:

*  Mikrotiterpladeleeser, der kan méale absorbans ved 450 nm og gerne
kan korrigere dobbelt bglgelaengde mellem 600 og 630 nm

. Deioniseret vand
. Praecisionspipette til levering af 50-100 pL

*  Mikrotiterpladeryster med kapacitet pa 500-700 orbitale omdrejninger
pr. minut (omdr/m)

*  Mikrotitreringspladevasker

*  Vortex-mikser

*  Absorberende materiale til farvning af stripsene
*  Grafpapir til manuel databehandling

PROCEDURE

Procedurebemaerkninger

*  Engrundig forstaelse af denne pakkeindleegsseddel er ngdvendig for
korrekt brug af inhibin A ELISA.

» Det er kundens ansvar at validere analysen til eget brug.

. Der opnés kun palidelige resultater ved at bruge praecise
laboratorieteknikker og ngjagtigt at felge pakkens indstiksseddel.

*  Der skal inkluderes en standardkurve i hver assay.
+ Lad alle szettets reagenser fa stuetemperatur (18-25°C) fer brug.
«  Bland reagenserne omhyggeligt far brug ved forsigtig vending.

» Bland ikke forskellige lots af nogen saetkomponent inden for en
individuel analyse.

*  Anvend ikke en komponent efter udigbsdatoen.

*  Ukomplet vask vil have en ugunstig pavirkning pa resultatet og
analysepreaecisionen.

»  Veer omhyggelig med at tilfgje stopoplasningen i brendene i samme
reekkefelge og hastighed, som TMB-chromogenoplgsningen tilfgjes i,
for at minimere potentiel analyseafvigelse som folge af i variation i
substraternes inkubationstid.

introducere
isaer

* Handter alle reagenser forsigtigt for ikke at
mikrobielle urenheder, der kan beskadige reagenserne,
konjugatfortyndingsmidlet og pravebuffer A.

+ Undga kontaminering af med

konjugaterne.

TMB-chromogenoplasningen

«  Brug en ren éngangspipettespids til hvert reagens, hver kalibrator,
kontrol eller prgve.

* Undgad pipetter med metaldele ved dosering af svovisyre og
TMB-chromogenoplgsning.
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*  Enzymet, der bruges som maerkningen, inaktiveres af oxygen, og
er yderst fglsom over for mikrobiel kontaminering, natriumazid,
hypochlorsyre og aromatiske klorkulbrinter, findes ofter i laboratoriers
vandforsyning.

*  Brug deioniseret vand.

* Undga at eksponere reagenserne for staerk varme eller direkte sollys
under opbevaring og inkubation.

Klargering af reagenser

1. Skylleoplasning: Indholdet i heetteglasset haeldes over i 950 mL
destilleret vand og homogeniseres. Den fortyndede opl@sning kan
opbevares ved 18-25 °C i én maned eller ved 2-8 °C indtil kittets
udlgbsdato.

2. Oplesning af inhibin A-antistof-enzymkonjugat: Koncentratet af
inhibin A-antistof-enzymkonjugat skal fortyndes i forholdet 1 del til 50
dele inhibin A-konjugatfortyndingsmiddel, i forhold til det brugte antal
brgnde. For en hel plade, pipettér ngjagtigt 220 pL koncentrat af
inhibin A-antistof-enzymkonjugat i 11 mL konjugatfortyndingsmiddel.
BEM/ERK: Koncentratet af inhibin A-antistof-enzymkonjugat skal
veere frisk fortyndet 10-15 minutter for brug.

3. Mikrotitreringsbronde: Vealg det antal coatede brende, der er
ngdvendige for analysen. De resterende ubrugte brgnde skal
anbringes i den genlukkelige pose med et tgrremiddel. Posen skal
lukkes igen for at beskytte mod fugt.

Assayproceduren

Lad alle prgver og reagenser opna stuetemperatur (18-25°C). Bland
reagenserne grundigt ved forsigtig inversion fer brug. Efter genfortynding af
reagenserne, bland grundigt, undga skum. Kalibratorer, kontroller og praver
skal analyseres i duplikat.

1. Markér de mikrotitreringsstrips, der skal bruges.

2. Pipettér 50 plL kalibratorer, kontroller og praver til de relevante brgnde.
3. Tilfgj 50 pL prevebuffer A til hver brend med en praecisionspipette.
4

Tilfgj 50 pL inhibin prgvebuffer B til hver brend med en
praecisionspipette.

5. Inkuber brgndene ved rystning ved 500-700 omdr/m i en
orbitalmikropladeryster i mindst tre timer ved stuetemperatur
(18-25°C).

6. Forbered oplgsningen af antistof-enzymkonjugat ved at
fortynde koncentratet af antistofenzymkonjugat i inhibin
A-konjugatfortyndingsmedlet som  beskrevet under afsnittet

"Forberedelse af reagenser" i denne pakkeindlaegsseddel.

7. Opsug og vask hver brgnd seks gange med skylleoplgsningen med en
automatisk mikropladevasker eller manuelt med en praecisionspipette.
Tor pladen ved at vende den pa hovedet pa et absorberende
materiale.

BEM/ERK: Det anbefales pa det kraftigste at bruge en automatisk
mikropladevasker. Utilstreekkelig  afvaskning vil negativt pavirke

assaypraecision. Folg disse trin for at vaske pladen manuelt, hvis en
mikropladevasker ikke er tilgaengelig:

(a) Opsug vaesken fuldsteendigt fra hver brgnd

(b) Dispenser 350 uL vaskeopl@sning i hver brend med en preecisionspipette
(c) Opsug veesken igen

(d) Gentag trinnene (b) og (c) fem gange

8. Tilfgj 100 pL oplasning af antistof-enzymkonjugat til hver brend med
en praecisionspipette.

9. Inkuber brgndene ved rystning ved 500-700 omdr/m i en

orbitalmikropladeryster i mindst en time ved stuetemperatur (18-25
°C).

10. Opsug og vask hver brgnd seks gange med skylleoplgsningen med
en automatisk mikropladevasker. Tgr pladen ved at vende den pa
hovedet pa et absorberende materiale.

11. Tilfgj 100 yL TMB kromogenoplgsning til hver brgnd med en
praecisionspipette.

Undga eksponering for direkte sollys.

12. Inkuber brgndene ved rystning ved 500-700 omdr/m i en

orbitalmikropladeryster i 15 minutter ved stuetemperatur (18-25 °C).

PI-DSL1028100T-04

BEMAERK: Vaer opmaerksom pa, at farven kan udvikles hurtigere eller
langsommere end den anbefalede inkubationstid afhaengigt af den
lokale rumtemperatur. Overvag visuelt farveudviklingen for at optimere
inkubationstiden.

13. Tilfaj 100 pL stoppeoplagsning til hver brand med en praecisionspipette.

14. Aflees absorbansen af oplagsningen i brandene inden for 30 minutter
med en mikropladelzeser, der er indstillet til 450 nm.

BEMZAERK:

1) Under afleesning af mikrotiterbrandens absorbans er det ngdvendigt at
programmere nul kalibrator som en "Blank”.

2) Hvis balgelaengdekorrektion er tilgeengelig, indstilles
instrumentet til dobbelt bglgeleengdemaling ved 450 nm med
baggrundsbalgeleengdekorrektion indstillet mellem 600 og 630 nm.
RESULTATER
1. Beregn den gennemsnitlige absorbans for hver kalibrator, kontrol eller
prave.
2. Plot loggen med gennemsnitlige absorbansafleesninger for

hver af kalibratorer langs y-aksen versus loggen med inhibin
A-koncentrationerne i pg/mL langs x-aksen, med en lineser
kurvetilpasning. Alternativt kan dataene plottes lineaert vs. lineeert,
og en udglattet spline-kurvetilpasning kan bruges.

3. Tegn den bedst passende kurve ved hjeelp af gennemsnittet af
duplikatpunkterne.

4. Fastsla inhibin A-koncentrationerne i kontroller og prever fra
standardkurven ved at sammenligne deres gennemsnitlige
absorbansaflaesninger med de tilsvarende inhibin A-koncentrationer.

5. Enhver prgveafleesning hgjere end den hgjeste kalibrator skal
passende fortyndes med inhibin A kalibrator 0, og genanalyseres.

6. Enhver provelaesning, der er lavere end den analytiske fglsomhed,
skal rapporteres som sadan.

7. Multiplicér veerdien med fortyndingsfaktor, om ngdvendigt.

BEMAERK: Hvis absorbansafleesningerne overstiger greenserne for
pladeleeseren, er en yderligere aflesning ved 405 nm ngdvendig
(referencefilter mellem 600 og 630 nm, hvis tilgaengeligt). | sa tilfeelde
fortseettes der med at konstruere en nummer to standardkurve som ovenfor
med absorbansafleesninger af alle calibratorer ved 405 nm. Koncentrationen
af prgver uden for skalaen ved 450 nm afleeses derefter fra den nye
standardkurve. Afleesningerne ved 405 nm skal ikke erstatte afleesningen
pé skalaen ved 450 nm.

Standardkurve
Kalibratorer Konc. (pg/mL) A B/Bmaks (%)

0 0,00 0,022 (Blank) -

1 9,20 0,028 1,021
2 24,3 0,082 2,991
3 90,0 0,305 11,11
4 214 0,733 26,75
5 415 1,302 47,48
6 833 2,741 100,0

(Eksempel pa standardkurve, ma ikke anvendes til beregning).

Praver
Brug fglgende formel for at konvertere fra IE/mL:
1 IE/mL (WHO 91/624) = 26,7 pg/mL

FORVENTEDE VARDIER

Det enkelte laboratorium skal etablere sine egne referenceintervaller
for at sikre korrekt repraesentation af specifikke populationer. Fglgende
preesenterede veerdier blev opndet med inhibin A ELISA ved brug af
serumprgver fra tilsyneladende normale raske voksne. Alle vaerdier angives
i pg/mL. For kvinder med normal cyklus repreesenterer tal under hver fase
dage for eller efter LH-stigning.
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Population n Genne- Gennemsnit 95%
mshit konfidens
interval
Kvinder med normal cyklus
Tidlig follikelfase (-14 til -10) 136 13,48+0,93 10,54 15,46-28,16
Midtfollikuleer (-9 til -4) 228 18,63+0,59 17,06 17,87-34,54
Sent follikuleer (-3 til -1) 130 56,10+2,30 52,19 19,49-102,3
Midtcyklus (Dag 0) 42 98,87+30,99 98,23 49,92-155,5
Tidlig luteal (1 til 3) 115 71,5943,39 67,24 35,93-132,7
Midt luteal (4 til 11) 268 75,22+2,63 72,51 13,15-159,6
Sen luteal (12 til 14) 82 27,87+3,20 17,44 17,28-89,95
IVF-peakniveauer 43 792,4+70,63 705,91 354,2-1690
PCOS - AEglesning 26 19,32+2,61 15,65-15,99
Postmenopausal 23 11,15+0,24 1<1-3,88
Normale mand 40 11,33+0,42 1<1-3,58

1 Inhibin A-vaerdier under Kalibrator 1 ekstrapoleres.

Veerdierne i falgende tabel er maternal serum-inhibin A i andet trimester.

Gennemfert uge| Antal prover Median inhibin LOG,, SD
A (pg/mL)

15 30 157,55 0,27
16 124 153,29 0,27
17 74 151,20 0,27
18 45 155,14 0,27
19 20 165,18 0,27
20 16 185,76 0,27

Tabel tilpasset fra veerdier fra et screeningcenter i USA (2005).

KVALITETSKONTROL

. Inhibin A ELISA-kontrollerne eller andre kommercielle kontroller skal
ligge indenfor de etablerede konfidensgraenser.

*  Konfidensgraenserne for inhibin A ELISA-kontroller er trykt pa
tillegget.

*  Enkomplet standardkurve, plus lave og hgje kontroller, skal inkluderes
i hvert assay.

*  TMB-chromogenoplgsningen skal vaere uden fra farvelgs til meget
lys gul. Udvikling af en bla farve kan indikere, at reagenset er
kontamineret eller ustabilt.

. Kvalitetskontrolmaterialer simulerer karakteristika af prgver og
er vigtige for monitorering af systemydelsen ved immunkemiske
analyser. Medtag QC eller andet kommercielt tilgeengeligt
kvalitetskontrolmateriale, der deekker mindst to analytniveauer.
Hyppigere brug af kontroller eller brug af yderligere kontroller er
efter brugerens sken baseret pa god laboratoriepraksis eller krav
til laboratorieakkreditering og geeldende love. Fglg producentens
anvisninger vedrgrende restitution og opbevaring. Hvert laboratorie
skal etablere gennemsnitsveerdier og acceptable omrader til at sikre
en korrekt ydelse. Kvalitetskontrolresultater, der ikke falder inden for
acceptable omrader, kan veere en indikation pa ugyldige testresultater.

PRASTATIONSKARAKTERISTIKA
(Der henvises til dataarket i "TILLAGET” for yderligere oplysninger)

Repreesentative data er udelukkende til illustrationsmaessige formal.
Praestationsresultater kan variere afhaengig af de individuelle laboratorier.

PI-DSL1028100T-04

Sensitivitet

Detektionsgraense: 2,61 pg/mL

Specificitet

Det antistof, der anvendes i immunanalysen, er meget specifikt over for
inhibin A.

Pracision

Inden for samme analyse

Proverne blev analyseret 25 gange i den samme serie.
Variationskoefficienterne fandtes at veere under eller lig med 4,6% for
serumprgver.

Mellem analyser

Prgverne blev analyseret i duplikat i 10 forskellige serier.
Variationskoefficienterne fandtes at veere under eller lig med 6,9% for
serumprgver.

Ngjagtighed
Fortyndingstest

Pragver med hgje koncentrationer blev seriefortyndet med nulkalibrator. De
opnaede genfindingsprocenter 1& mellem 97,8% og 117%.

Genfindingstest

Praver med lav koncentration blev spiked med kendte maengder af inhibin A.
De opnaende genoprettelsesprocenter Ia mellem 83,5% og 99,5%.

Maleinterval (fra detektionsgreense til den hgjeste kalibrator): 2,61 til cirka
1000 pg/mL.

BEGRANSNINGER

Reagenserne i dette kit er optimeret til at male inhibin A-niveauer i
serum eller plasma.

« | tilfeelde af analyser, der benytter antistoffer, er der mulighed for
interferens fra heterofile antistoffer i prgven. Praver fra personer, som
regelmaessigt har veeret eksponeret for dyr, har faetimmunbehandling
eller har gennemgéet diagnostiske procedurer ved hjeelp af
immunglobuliner eller immunglobulinfragmenter, kan producere
antistoffer f.eks. HAMA, som interfererer med immunanalysen. Hertil
kommer, at der kan veere andre heterofile antistoffer, f.eks. humane
anti-ged-antistoffer, i prover.?*?® Sadanne interferensantistoffer kan
give fejlagtige resultater. Resultater for patienter, som er misteenkt for
at have disse antistoffer, skal undersgges omhyggeligt.

*  Hvis der forekommer tegn pa mikrobiel kontaminering eller voldsom
turbiditet i et reagens, skal heetteglasset kasseres.

* Inhibin A ELISA-resultaterne skal fortolkes under hensyntagen til det
samlede kliniske billede af patienten, herunder: symptomer, klinisk
historie, data fra yderligere test og anden aktuel information.
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INHIBIN A ELISA
DSL-10-28100T-1, DSL-10-28100T-4

MONO I'A ENATTEAMATIKH XPHZH,

To KIT eV{UMIKIIG OVOOOTTPOTPOPNTIKNAG avdAuang avaoTaATivng A (ELISA)
TapEXEl VAIKA yia TNV TTOCOTIKN YETPNON TG Sipgpoug avaoTaATivig A oTov
avBpwirivo opd i To TAdoua. MpoopileTal auoTnpd yia in vitro xpRon

wg Bondnua oTn didyvwon kai TrapakoAoldnon dia@épwv OpUOVIKWY
avaTrapaywyikwyv diatapayxwyv. H avixveuon Tou ouvdpopou Down (Tpiowpia 21)
KATd TO 20 TPIUNVO ME XPAROTN CUVSUAOTUEVWY BIOXNHIKWY KOl UTTEPNXOYPAPIKWV
SeIkTWYV, pTropei va afloAoynBei pe KaTdAAnAoug aAyopiBpoug Tou uTropouv 'X;‘,’zs
XPnoipotroin8olv og UTTOPIKA S1a0£010 AOYIOHIKO UTTOAOYIOHOU KIVEUVOoU.
ZuvioTdTal IBIAITEPA N XPAON ETMKUPWHEVOU AOYIOHIKOU (TToU QPEPEI ORHAvVON
CE) e181kd oxedlaguévou yia Tnv afioAéynon Tou Kivduvou Tng Tpiowpiag 21,
.X. To Aoyiopiké alpha.* To KIT avaoTaATivng A TTpoopileTal yia XpARon o€
ouvduaouo pe hAFP + hCG + uE3.

2YNOWH

O1 avaoToATiVEG €ival ETEPODIPEPEIG TTPWTEIVIKEG OPUOVEG TTOU EKKPivovTal
atd Ta KOKKIOKUTTOPO TwWV WOBNKWYV OTIG YUVaikeg Kal oTa kKUTTapa Sertoli
TwV OpXEwv OToug Avdpeg.  KaTaoTéEAAOUV ETTIAEKTIKG TNV EKKPION TNG
opuovng digyepong Twv Bulakiwv Tng utréeuong (FSH) kai €xouv etmriong
TOTTIKEG TTAPAKPIVIKEG BPATEIC OTIC yovadeg.?

H TARpwg emTECEpyacuévn HOPPr) TOU JOPIOU TNG VOO TAATIVNG £XEI HOPIAKO
Bdapog mepimou 32 kD kai atroteAgital amd TIG dU0 EeXWPIOTEG AAUCIdEG
(a kai B) TTou guvdéovTal pe BICOUAPIBIKEG YEQUPES. Mop@Eg uwnAdTEPOU
HopiakoU BApoug, Pe TTPOOPOUEG HOPPEG TNG a-UTTopovAdag, epgavifovTal
€TMiONG 070 UYPO WOBUAdKIOU Kai Tov 0pd. EmmimmAéov, umrdpyouv €TTiong
eAeUBePEG HOPPEG O-UTTOPOVADAG, N CUVOEdEUEVEG UE B-UTTOPOVADA KAl PE
EMeIYn BlodpacTIkATNTAG avaoTaATtivng. 3458

H avaoTtaAtivn A atroTeAgital ammd pia uTTopgovada o Kal hia UTTopovada fa.
O1 PeTPAOEIG TNG AVOOTOATIVRG ATTOBEIKVUOVTAI XPNOIUEG OTN WEAETN TOU
poAou NG TNV Quoiohoyia TG avBpwTivng avarmapaywyAgs.”®® MoAAég
ONUOCIEUPEVEG ava@OPEG UTTOBEIKVUOUV Tn XPNOIYOTNTA TNG METPNONG
NG avacToATivng A wg €vOOKpIVIKoU OEiKTN yia Tnv TTapakoAoudnaon Tng
AeiToupyiag Twv woBnkwy. 0 M121314181617 \ey o) pdoparTa, v ATav duvarh
n d1dkpion PETAgU TNG dpaoTIKAG SiuePOUG avaaTaATivng oTnv KUKAogpopia
TOU QiJaTOG Kal TNG EAEUBEPNG UTTOPOVADAG O OTOV QUGIOAOYIKO avOPWTTIVO
€UuNvo KUKAO.

QoT1600, PE TN XPAON Tou uWnAd XapakTnpiopévou {eUyog QVTICWHATWY,
S10TMIoTWONKE 6T 0 TTPoadiopiopdg ELISA dUo Béaewv (TUTTOU «sandwichy)
éxel TN SuvaTdTnTa va UeTPdEl £1I8IKG POvo Tn Sipepr] avacTaAtivn A. ™8

APXH THZ AIAAIKAZIAZ

H avdAuon avaoTtoAtivng A ELISA €ival pia evfupaTika evioxupévn avaAuon
TUTTOU «sandwich» dUo Bnudtwyv. Kard tnv avdAuon, Ta Babuovountég, ol
papTUpPEG Kal Ta deiypaTta emwadovtal o€ Bubiopata HIKPOTITAOOATNONG TTOU
€XOUV ETTIKAAUQOEI PE avTiowpa UTTopovAadag Ba avTi-avacTaATivng B. MeTtd
TNV ETTWAOCN Kal TNV EKTTAUCT), TTPOCTIBETAI AVTICWHA aviXVEUONG UTTOPOVAdAG
GAQa QVTI-OVOOTOATIVNG ETMIONUOCUEVO PE UTTEPOEEIOATN ayplopaTTavidag
(HRP) oe kdbe BuBupiopya. Metd amd éva 0eUTEPO OTASIO ETTWOCNG KAl
éKTTAUONG, TO UTTOaTpwUa TeTPpaueBuABev(divn (TMB) TrpooTiBetan oTa
BubBiopara.

Téhog, TTpooTiBetal 6&Ivo didGAupa avacTtoAlg. O Babudg evQuuartikig
METATPOTTAG TOU UTTOOTPWHOTOG TTPOCBIOPIZETAI HE METPNOTN QTTOPPOPNCNG
OImAoU prkoug Kuuatog oTta 450 nm kai petagy Twv 600 kai 630 nm. H
peTpnBeioa amoppdenon eival eUBEWG avaAoyn TTPOG Tn CUYKEVTPWON TNG
avaoTaAtivng A ota deiyparta. XpnaolgoTrolgital éva oUvolo Babuovountég
avaoTaATivng A yia TNV aTTEIKOVION HIOG TTPOTUTING KAPTTUANG atmoppo®nong
évavTl TNG OUYKEVTPWONG TNG avaaTaAtivng A. O  OUYKEVTPWOEIG
avaoTaATtivng A ota deiyyata Ytmopolv OTn GUVEXEIA VA UTTOAOYIOTOUV OTTo
AuTA TNV TTPOTUTTN KAPTTUAN.

MPOEIAOIMNOIHZH KAI MPO®YAAZEIZ

MNa diayvwoTikA XpAon in vitro.
Tnpeite TIG 0PBEG £PYAOTNPIOKES TTPAKTIKEG. '

Ta Seiypata kKol Ta TTPOIOVTA QipaTOg MTTOPOUV va uTtoBdAAovTal O€
ouvABn emegepyaaia pe eAGXIOTO KivOUvo Xpnolgotrolwvtag Tn Siadikagia
TToU Treplypd@eTal.  XelpifeoTe WOTOOO TA TTPOIGVTA QUTA WG duvNTIKA
MOAUCHOTIKA, TNPWVTOG TIG YEVIKEG TTPOQUAGEEIG Kal TIG 0pBEG KAIVIKEG
EPYOAOTNPIAKES TTPOKTIKEG, AveEAPpTNTa atrd TNV TTPOEAEUCN, TNV £TTEEEPYATia

PI-DSL1028100T-04

i TNV TrponyoUuevn TICOTOTIOINGH Toug.
ATTOAUPAVTIKO yia TNV atroAlpavon.

0

XpnoIUoTToIEiTE  KATAAANAO

PUAGOOETE KOl QTTOPPITITETE TA

UAIKG auTd, KOBWG Kal TOUG TTEPIEKTEG TOUG, CUP@WVA WPE TOUG TOTTIKOUG

KOVOVIGHOUG Kal TIG KATEUBUVTHPIEG 0ONYiEG.

TAZINOMHZH ENIKINAYNOTHTAZ KATA MNEZ

MPOXOXH

D

H317

Calibrators / Controls

H412
P273

P280
P333+P313

P362+P364

MPOXOXH

D

H316

Antibody Enzyme
Conjugate Concentrate

H317

H412

P273

P280

P332+P313

P333+P313

P362+P364
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Mrropei va TTpokaAéoel
AAAEPYIKA DEPUATIKA
avtidpaaon.

EmBAaBég yia Toug
udpoRioug opyaviopoug, PE
MOAKPOXPOVIEG ETTITITWOEIG.
Na amogelyeTtal n
atreAeuBépwon oTo
TTEPIBAANOV.

Na @opdTe TTPOCTATEUTIKA
YAvTIQ, TTPOCTATEUTIKA
evdUpOTa Kal HECA ATOUIKAG
TTPOCTACIAG VIO TO YATIO/TO
TTPOOWTTO.

Edav mraparnpnBei
€peBIoPAG Tou déPuaTOg

1 EMPavVIOTEN £§avONua:
ZUdBouAeuBeite/eTIoKEPOEiTE
ylarpo.

BydATte Ta poAucpéva pouxa
KAl TTAUVTE T TIPIV TA
XPNOIUOTIOINOETE.

pada avridpaong aTmo:
5-xAwpo-2-peBuro-4-1000€10{oAIV-3-6vi
[apiB. EK 247-500-7] kai
2-peBuA-4-1000¢€1aloA-3-6vn
[apiB. EK 220-239-6] (3:1)
<0,05%

MpokaAei ATTIO £pEBICPS TOU
OépuaTog.

Mrropei va TTpokaAéoel
AaAAePYIKA DEPUATIKA
avtidpaan.

EmpBAaBég yia Toug
udpoRioug opyaviopoug, PE
MOAKPOXPOVIEG ETTITITWOEIG.
Na amogelyeTtal n
atreAeuBépwon oTo
TTEPIBAANOV.

Na @opdTe TTPOCTATEUTIKA
YAvTIQ, TTPOCTATEUTIKA
evdUpOTa Kal HEOA ATOUIKAG
TTPOCTACIAG VIO TO PATIO/TO
TTPOOWTTO.

Edav mraparnpnBei
epeBIoP6G TOUu BépPPaTog:
oupBouAeuBeiTe/eTTIOKEPOEITE
yIaTPO.

Edav tmraparnpnBei
€PEBIOPOG TOU OEPUATOG

n ey@avioTei §avOnua:
ZupBouleuBeite/emoKePOEiTE
ylatpo.

BydATte Ta poAucpéva pouxa
Kal TTAUVTE Ta TTPIV TA
XPNOIUOTTOINCETE.
3-(N-Mop@oAivo)-2-udpotu
Mpotrdvio ZouA@ovikod ogu,
Ahag varpiou 1 - 2%



Sample Buffer A

Sample Buffer B

PI-DSL1028100T-04

KINAYNOZ

H316
H318

P280

P305+P351+P338

P310

P332+P313

KINAYNOZ
H314

H317

P280

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

pada avtidpaong aTro:
5-xAwpo-2-ueburo-4-10001aloAiv-3-6vn
[apiB. EK 247-500-7] kai
2-ueBur-4-1600€1aloA-3-6vn

[apiB. EK 220-239-6] (3:1)

<0,05%

MpokaAei ATTIO £PEBIGUS TOU
Sépuarog.

MpokaAei coapr) opOaApIkA
BAGBN.

Na @opdTe TTPOOTATEUTIKA
yavTia, TTPOOTATEUTIKG
evdUpaTa Kal HECA ATOMIKAG
TTPOCTACIAG YI TO YATIO/TO
TTPOOWTTO.

YE MNEPINTQZH ENA®HZ
ME TA MATIA: gemrAUveTE
TIPOCEKTIKA PE VEPO

YO OPKETA AeTITd. Edv
UTTAPXOUV POKOI ETTAPAG,
agaIpéoTE TOUG, EQOCOV
gival eUKoAo. ZuvexioTe va
CeTTAEveETE.

KaAéoTe apéowg 10 KENTPO
AHAHTHPIAZEQN 1 évav
yIaTPO.

Edv maparnpnBei
€PEBIOPOG TOU DEPUATOG:
oupBouAeubeiTe/eTTioKEPOEITE
yloTpd.

A\aoupuAoBeIkd vaTpIo 1 - <
3%

Tpio(udPOgUUEBUA)-
apivopedavn 1 - 2%
AAKOOAN, deuTepoTayNG
C12-14, aiBofuhiwpévn 3 -
5%

MpokaAei coBapd depuaTiKG
eyKaupaTa Kal 0QOaAYIKEG
BAGBes.

Mrtropei va TTpoKaAETEl
aA\epYIKA BepUaTIKA
avTidpaon.

Na @opdTe TTPOCTATEUTIKA
YAvTIa, TTPOCTATEUTIKA
evdUpOTa Kal HECA ATOUIKAG
TTPOCTACIAG YIO TO YATIO/TO
TTPOOWTTO.

2E MNEPINTQZH ENA®HZ
ME TO AEPMA (1} e Ta
HaAAIG): EeTAUvTE TNV
EMOEPUIdA PE VEPO.

>XE MNEPINTQZH ENAD®HZ
ME TA MATIA: getmrAUveTe
TIPOOEKTIKA pE vePS

yla apkeTa AeTitd. Edv
UTTAPXOUV (POKOI ETTAPAG,
agaIpéoTE TOUG, EQOTOV
gival eUKOAO. ZuveyioTe va
CeTTAEveTE.

KaAéote apéowg 10 KENTPO
AHAHTHPIAZEQN 1 évav
ylaTpo.
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Conjugate Diluent

P333+P313

P362+P364

KINAYNOZ
H316

H317

H318

H412
P273

P280

P305+P351+P338

P310

P333+P313

P362+P364

AidAupa avaotoAfg A KINAYNOZ

Edv mapartnpnOei
€PEBIOCPOG TOU OEPUATOG

N ep@avioTei e€avOnua:
>upBouleuBeiTe/eTTIOKEPOEITE
ylatpo.

BydaAte Ta poAuopuéva pouxa
Kal TTAUVTE Ta TTPIV TO
XPNOILOTIOINCETE.

‘Evwon oupiag -
uTTEPOEEIBIOU TOU UDPOYOVOU
10 - 20%

péada avtidpaong aTro:
5-xAwp0o-2-ueburo-4-1000€1aloAIV-3-6vr
[apiB. EK 247-500-7] kai
2-pebui-4-1000¢€1al0A-3-6vn
[apiB. EK 220-239-6] (3:1)

< 0,05%

MpokaAei ATTIO £pEBIGUS TOU
OépuarTog.

Mrropei va TTpokaAéoel
aM\epYIKA BepUaTIkA
avtidpaon.

MpokaAei coapr) opOaApIkA
BAGBN.

EmBAaBég yia Toug
udpoRIoug opyaviguoug, HE
MAKPOXPOVIEG ETTITITWOEIG.
Na atrogelyetal n
ateAeuBépwaon oTo
TePIBAAAOV.

Na @opdre TTPOCTATEUTIKA
YyAavTIia, TTPOCTATEUTIKA
evOUpaTa Kal p€Ca OTOMIKAG
TTPOCTACIAG YIO TO PATIOTO
TPOCWTTO.

YE NEPINTQXH ENA®HZ
ME TA MATIA: gemrAUveTe
TTIPOCEKTIKA PE VEPO

YO OPKETA AeTTTd. Edv
UTTAPXOUV (POKOI ETTAPAG,
aPaIPEDTE TOUG, EQOCOV
gival eUKoAo. ZuvexioTe va
EETTAEveTE.

KaAéoTe apéowg 10 KENTPO
AHAHTHPIAZEQN 1 évav
yiaTpo.

Edv mapartnpnBei
€PEBIOCPOG TOU OEPUATOG

f eg@avioTei €€avOnua:
>upBouAeuBEeiTE/ETTIOKEPOEITE
yIaTPO.

BydaATe Ta poAuopéva pouxa
Kal TTAUVTE Ta TIPIV TO
XPNOIUOTIOINCETE.
Tpio(udPOgUUEBUA)-
apivouedavn 1 - 3%
AAKOOAN, deutepoTayng
C12-14, ailBoguAhiwpévn 3 -
5%

pala avridpaong aTmo:
5-xAwpo-2-peBuAo-4-1000€10{0AIV-3-6Vi
[apiB. EK 247-500-7] kai
2-peBuA-4-1000¢€1aloA-3-6vn
[apiB. EK 220-239-6] (3:1)
< 0,05%



H314 MpokaAei coBapd depuaTIKA
€YKaUPATO KOl OPOOAUIKEG
BAGBes.

Na @opdre TTPOCTATEUTIKA
YyavTia, TTPOOTATEUTIKA
evdUpaTa Kal HEoa aTOMIKAG
TTPOCTAGIAG YIa Ta HATIOTO
TTPOCWTTO.

2E NEPINTQZH
KATAMNOZHY: gemrAuveTe

10 oTOpA. MHN TrpokaAéoeTe
EUETO.

>E MNEPINTQZH ENA®HZ
ME TO AEPMA (1 pe Ta
HaAAId): EeTAUvTE TNV
emdepUida PE vEPOD.

>E MEPINTQZH ENA®HZ
ME TA MATIA: gemrAUveTe
TIPOOEKTIKA pE vePS

yla opKeTa AeTiTd. Edv
UTTAPYOUV (POKOI ETTAPAG,
aQaIpEDTE TOUG, EQOTOV
gival eUKoAo. ZuveyioTe va
CeTTAEveETE.

KaAéoTe apéowg 10 KENTPO
AHAHTHPIAZEQN 1 évav
ylarpo.

Oenkod ofu 1 - 3%

P280

P301+P330+P331
P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

Wash solution (20x) KINAYNOZ

H360 MTropei va BAdwer Tn
yoviuétnTta A 10 £€upuo.
E@odiaoTeite pe TIG €I8IKEG
odnyieg TpIv atré Tn XpAon.
Na @opdTe TTPOOTATEUTIKA
YAvTIa, TTPOCTATEUTIKA
evdUpOTa Kal HECA ATOMIKAG
TTPOCTACIAG VIO TO YATIO/TO
TTPOOWTTO.

>e TrepiTTwon €kBeong N
mlavéTnTag ékBeang:
oupBouAeubeiTe/eTTioKEPOEiTE
yIaTPO.

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

P201

P280

P308+P313

To deAtio dedopévwyv aoedAeiag diatiBetal oTn dieubuvon
beckmancoulter.com/techdocs

2YANOTH, ENMEZEPIAZIA, ATTOOHKEYZH KAI
APAIQZH TQN AEIrMATQN

Ta ouvioTwyeva deiypata givar opdg kal TTAdopa.

Tnpeite TIG akOGAOUBEG CUOTATEIG VIO TO XEIPIOUO, TNV €TTEEEPYATia Kal Tn
@UAagEn derypdTwy aiparog:?!

*  ZUMAEETE OAa Ta SeiypaTa aigaTog TNPWVTAG TIG GUVABEIG TIPOQUAAEEIG
yia QAEBOTTAPAKEVTNON.

*  Na diatnpeite TAVTA TOUG CWARVEG KAEIGTOUG PE Ta ETMIOTOMIA TOUG.

*  Eviog 800 wpwv PETA TN QUYOKEVTPNON, METAPEPETE TOUAGXIOTOV
500 pL TOU €AelBepou KUTTAPWYV OeiyuaTog o€ €va CWANVAPIO
ammoBnkeuong. KAgioTe epunTIkG TO CWANVAPIO APECWG.

*  QuldooeTe TO PN apalwpéva f Ta apaiwpéva deiydata oepayiouéva
o@IXTa@ oToug 2-8 °C yia SIGoTNa TTou 8ev UTTEPPAIVEI TIG 24 WPEG.

*  Av n avdAuon dev TPOKeITal va OAOKANPwOE eviog 24 wpwv f av
n ammooToAr Twv JelyudTwy TTPOKEITal va uTTePREi auTtd To diIGoTna,
KaTayuTe o€ Beppokpaaia —20 °C A xapnAdTepn yia didoTnua £éwg 30
NUEPWV.

XpNnoIPOTIOINOTE  TIG  TTAPAKATW
TIPOETOINACIA TWV OEIYHATWV:

KoTeUBUVTAPIEG  0dnyieg KaTtd TNV

PI-DSL1028100T-04

. BeBaiwOeite OTI N UTTOAEIUUATIKA IVIKA KOl TO KUTTAPIKO UAIKO €xouv
QATTOPAKPUVOET TTpIv aTTd TNV avaAuon.

*  AkoAouBAoTE TIG 0OnyieG TOU KOTOOKEUAOTH) TWV OCwANvapiwv
OUAAOYNG aigaTOg OXETIKA PE TN QUYOKEVTPNON.
KaBe epyaoTtripio TpéTmel va TTpoadiopidel Ta aTTodeKTd Opla yia Ta SIKA Tou
owAnvdpia cUAoYNG aipaTog Kal T TTPOIGVTA dlaxwpliopoUu opou. EveéxeTal
va UTTApYOouV dIa@opEéG O€ QUTA Ta TTPOIOVTA UETAEU KOTOOKEUAOTWY Kal,
MEPIKEG POPEG, METAEU TTAPTIOWV.
ATTOQUYETE VO YUXETE KAI VO EETTAYWVETE ETTAVEIANUUEVA Ta eiypaTa.

ATroQUyeTE TOV TTPOGOIOPICHS  AITTAIMIKWY,
OEIYHATWV.

NMAPEXOMENA YAIKA

KiT_yia Tov mpocdiopiopué Tng avaoToAtivng A: 96 Bubioparta (ap.
kataAéyou DSL-10-28100T-1)

EmikaAuppéveg Taivieg pe avriowpa avri-avaoToaAtivng A: Mia Béon
TaIVIWV TToU TTEPIEXEl 96 BuBiouaTta pIKPOTITAOSOTNONG.

IKTEPIKWV 1 QINOAUOHEVWV

BuBiopata PIKPOTITAOTIOINGNG  TTOAUCTUPEVIOU HE  AVTI-QVACTAATIV)  Ba
AKIVNTOTTOINUEVA OTO ECWTEPIKO ToiXwHa K&Be BuBiopaTog.

QuAagte oToug 2 éwg 8 °C  upéxpl TNV nuepounvia  AAgng ato
€TTAVAcQPAyIfOUEVO BUAaKa pE EnPavTikd UAIKO yia TTpooTacia ammd Tnv
uypacia.

ZUPTTOKVWHAO ouleUYHATOG AVTICWHATOG-EVUNOU avaoTaATivng A: éva
@1aAidio Twv 0,6 mL

>0Ceuypa povokAwvikoU avTiowpatog HRP TrovTikoU avTi-avaoTaATivig
a-utroopddag, MOPSO, BSA kai < 1,0% ProClin** 300.

DuAaETe 0TOUG 2 WG 8 °C PEXPI TNV NUEPOUNVia ARENG.

ApaiwoTe TTPIV aTrd TN XPAON 0€ apaiwTIKO ouleUyuaToq.

BaBupovountég: €51 @iaAidia Tou 1 mL kai éva @iaAidio Twv 2 mL Tou
«uNndevikoU» BaBuovounTn (£Tola TTPOG XPAON)

>uykevipwoelg mepimmou 0, 10, 30, 100, 250, 500 kai 1.000 pg/mL
avaouvduaopévng Sipepous avaoTaATtivng A og opd Boegiag TTpoéAeuong HE
<0,5% ProClin 300.

AvaTpEETE OTIG ETIKETEG TOU QIAIDIOU YIa TIG OKPIBEIG CUYKEVTPWOEIG.
DuAdgTe KAEIOTO GTOUG 2 WG 8 °C péxpl TNV nuEpounvia ARENG.

2100ep0 o€ Bepuokpaaia 2 £wg 8 °C yia 28 nuépeg PETA TNV ApXIKA XPHAON.
Mo peyaAlTtepeg TTePIddOUG, YuAdooeTe oe kKatawuktn —20 °C (—15 °C fwg
—24 °C) péxpl TNV nuepounvia ARgng.

H petpoluevn oucia (avaAudpevn oucia) ota  baBuovountig Tng
avaoTaATtivng A IxvnAareital oupggwva pe 1o 10 AigBvég mpdrutro Tou MOY
yia Tnv AvaoTaAtivin A (Kwdikog 91/624) Trou TTEPIEXEI AVOOUVOUACHEVN
avBpwTrivn avacTtaATtivi A 32 kDa (1 pg/mL r} 0,037 IU/mL). O1 ekxwpnuéveg
TINEG uTTOAOYiOTNKAV ME BACN QVTITTPOCWTTEUTIKA Oeiypata améd authv
TNV TOpTida TTPOTUTIWV KOl €ival  XOPAKTNPIOTIKEG TnG peBodoloyiag
Tpoadiopiopol Twv avTidpacTtnpiwv. O TiuéG TTou KaBopilovtal pe AAAEG
peBodoAoyieg evdExeTal va eival dla@opeTikéG.  Or dlaQopég auTEG, €AV

UTTAPXOUV, EVOEXETAI VA OPEIAOVTAI OE GUOTNUOTIKA OQAAYaTA PETAEU TwV
HEBOOWV.

Maptupeg: AUo @iaAidia Tou 1,0 mL (étoiya yia xpAon)

XapnAég  Kal  UWNAEG  OUYKEVTPWOEIG  avaouvduaoupévng  diuepoug
avaoTaAtivng A ag opd Bociag Tpoéheuong pe <0,5% ProClin 300.

O1 avapevopeveg TIMEG KupaivovTal WETAEU TWV OCUYKEVIPWOEWVY TTOU
avaypa@ovTal € CUPTTANPWHOTIKG QUAAGDIO.

DuAaETe KAEIOTS 0TOUG 2 WG 8 °C péXPI TNV nuepounvia ARgng.

2100epd o€ Bepuokpaaia 2 €wg 8 °C yia 28 nuépeg PHETA TNV apXIKA XPAON.
Ma peyaAutepeg mepIddoug, uAdooeTe o€ katawuktn —20 °C (=15 °C €wg
=24 °C) péxp1 TNV nuepopnvia ARgng.

PuBuioTiké SidAupa deiyparog A: Mia @idAn Twv 10,0 mL

PuBuioTikd diGAupa pe aABoupivn opol Bociag mTpoéAeuong (BSA), opd
CwikNG TTPoéAeUaNG (aiya, TTOVTiKI), ETTIPAVEIODPACTIKO Kal adidio Tou vaTpiou.

QDulagTe oTOUG 2 £WG 8 °C PéXPI TNV NUEPOMNVIa ARENG.
PuBuioTiké SidAupa Seiypartog B: Mia @idAn Twv 10,0 mL

PuBpioTikd didAupa pe <20% utrepoéeidio udpoyovou oupiag,< 0,5% ProClin
300 kai agidlo vaTpiou.

DuAaETe 0TOUG 2 £WG 8 °C PEXPI TNV NUEPOUNVia ARENG.
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AidAupa xpwpoyovou TMB: Mia @idAn Twyv 11,0 mL

TetpapeBuAroBevqidivn (TMB) o€ KITPIKO puBUIOTIKG SIGAUMO PE UTTEPOLEIDIO
TOU UdpOoYodVOoU.

DuAagTe oToUG 2 £WG 8 °C péXpI TNV NUEPOMNVia ARENG.

AidAupa avaoToAng A: Mia @idAn Twv 11,0 mL

0,2 M Benkd ogu.

DuAdgre oToug 2 £wg 8 °C 1| o€ Beppokpaacia dwuarTiou (18-25°C) péxpl TNV
nuepopnvia Afgng.

ApaiwTik6 oulelypatog: Mia @idAn Twv 15,0 mL

PuBuioTikéd didAupa pe BSA, opd (wikAG TTpoéAeuong (aiya, TTOVTIKI),
emIPaveIndpacTiko Kal <1,0% ProClin 300.

DulaETe aToug 2 £wg 8 °C péxpl TNV nuEpPopnvia ARENG.
AigAupa TAGong U (20x): ‘Eva @iaAidio 50 mL
To CUPTTUKVWHEVO BIGAUMG TTPETTEN Va apalwBei TTpIv aTTé TN XpRon.

DuAagTe aToug 2 €wg 8 °C 1) oe Beppokpaaia dwuartiou (18-25°C) uéxpl TNV
nuepopnvia Angng.

KiT yia Tov mpocodiopioud tng avaotaAtivng A: 384 BuBicuara (ap.
KataAdyou DSL-10-28100T-4)

EmikaAuppéveg Taivieg pe avriowpa avri-avaoTaAtivng A:  Téooepig
Baoeig Taviwy, €kaoTn pe 96 BubBiopata PIKPOTITAOOOTNONG.

ZUPTTUKVWHA OUdeUYHATOG QAVTICWHOTOG-EVEUUMOU avaoTaATivng A:
Téooepa @iaAidia Twv 0,6 mL

BaBpuovountég: Awdeka @iaAidia Tou 1 mL kai 0o @laAidia Twv 2 mL
TOU «NdevikoU» BabuovounTh (£Toipa TTPog XprAon)

Opoi eAéyyou: Téooepa @iaAidia Tou 1,0 mL (£Toipa yia xprion)
PuBpioTik6 didAupa deiypatog A: Téooepig @idAeg Twv 10,0 mL
PuBuioTiké SidAupa deiyparog B: Tpeig @idAeg Twv 10,0 mL
AidAupa xpwpoyoévou TMB: Mia @idAn Twyv 50,0 mL

AidAupa avaoToAng A: Téooepig @iaAeg Twv 11,0 mL
ApaiwTiké ouleuypartog: Téooepig @IaAeg Twv 15,0 mL
AigAupa TAUONG (20x): 2 @iaAidia Twv 50 mL

ATAITOYMENA YAIKA MNMOY AEN NAPEXONTAI

O atraItouuevog epyaaTnPIakog £E0TTAICUGG, ETTITTAéOV TOU ouvhBoug, gival o
£gng:
*  ZUuOKeun avayvwong TTAGKAG PIKPOTITAOSOTNONG IKAVH yia PETPNON
ammoppdenong ota 450 nm kal Katd TTPOTiNan Ikavr yia diépbwaon
SITAoU pAKkoug KUpaTog petagu Twyv 600 kai 630 nm

*  Amoviopévo vepd
. Miméra akpiBeiag yia 1 xopAiynon 50—-100 pL

*  Avodeutripag  TTAGKAG  MIKPOTITAOSOTNONG
TIEPIOTPOPEG TPOXIAG ava AETTTO (rpm)

Ikavog  yia  500-700

. >uokeun TTAUONG TTAAKAG MIKPOTITAOBOTNONG

*  Avapiktng Vortex

*  Atmoppo@nTikd UAIKG yia oTéEyvwua Twv Awpidwv

*  XapTi ypa@IKWV yia pn autéyatn avaywyr dedouévwy

AIAAIKAZIA
AIAAIKAZTIKEE THMEIQZEIZ

* H AemmTopepng kaTtavonon autoU Tou £€vOETOU CUOKeuagiag eival
aTapaiTNTN YIa TNV EMTUXA XPAonN TNG ueB6dou ELISA avaoTtaAtivng
A.

. H emkUpwaon Tou TTPoadiopioyol yia XprRon atroteAei euBivn Tou
TTEAATN.

* AgiomoTta amoteAéopota  AapBdvovrar  pévo  pe TN XPAon
EPYOAOTNPIAKWY TEXVIKWV OKPIBEIOg Kal TNV 0pBr Tpnon Tou évBeTou
OUOKEUAOIaG.

*  Kavere TOUTOXPOVO TNV TIPOTUTIN KAWTIUAN KOl TOV  TTOOOTIKO

TTPOCOIOPITHO TWV OEIYUATWV.

«  Aognote 6Aa Ta avTIdPACTAPIO TOU KIT va épBouv ot Beppokpaaia
dwuartiou (18-25°C) Trpiv amé Tn xpron.
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*  Avopeifte KaAd Ta avTidpacThApIo TIPIV aTré T XPAGCNH AVOKIVWVTAG
Ama.

*  Mnv avapiyvieTe SIAQOPETIKEG TTAPTIOEG OTTOIOUDKTTOTE GUCTATIKOU TOU
KIT EVTOG €VOG eXwPIOTOU TTPOCBIOPICHOU.

*  Mn XpnoIYOTIOIEITE OTTOIOOATIOTE AVTIOPACTAPIO PETA TNV NUEPOPNVia
AAENG TTOU avaypAQETal OTNV ETIKETA TOU.

* H avemapkng TAUON Ba emnpedoel apvnTika Tnv €KBaon Kai Tnv
akpiBeia Tou TTPoadiopicuou.

. MNa v elaxioTotroinon TMOaAvAg TTAPEKKAIONG Tou TTPOGBIoPICHOU
e€aitiag d1aPoPwWV OTO XPOVO ETTWACNG TOU UTTOOTPWUOTOG, TTPETTE
va @PovTifeTe WOTE va TIPOCOETETE TO AVAOXETIKO OIdAupa oTa
TNyadia pe Tnv idia oeipd Kai TaxUTnTa TTOU XPNCIUOTIOINCATE VI TNV
TTPOoCBnKn Tou dioAUpaTog Xpwuoydvou TMB.

. Katd tov xeipiopé 0Awv Twv avTidpacoTnpiwv aTTaITEITaI TTPOCOoXN,
WOTE VO ATTOQEUYETAI N £10AYWYH HIKPOBIOKWY JOAUCHATIKWY OUCIWV
TTOU PTTopouv va BAdyouv Ta avTIOPaoTAPIa, EIOIKA TO APAIWTIKO
oulelypaTtog kal To puBuIoTIKG didAupa SeiypaTog A.

e Amo@uyete Tn PoOAuvon Tou BioAUpaTog Xpwuoydévou TMB pe 1a
ouduyn.

«  XpnoiyotroiRote kaBapd avaAloiyo plyxog TITTETOG Yia KABE
avTidpacTApPIo, BaBuovounTtr, YapTtupa ry deiyua.

. MNa 1N diavopny Benkol ogéog kai dlaAUpaTOg Xpwpoyovou TMB,
ATTOQEUYETE TIG TTITTETEG JE PETAAAIKG PEPN.

*+ To évlupo TTOU XPNOIUOTIOIEITAI WG ETTICAPAVON ATTEVEPYOTTOIEITAI
Je TO ofuyovo Kkal egival €EQIPETIKA €uaioBnTo O€ MHIKPOPIOKN)
MOAuvon, agidio Tou vaTpiou, UTTOXAWPIWOEG 0EU KAl apWHOTIKOUG
XAwPOUSPOYyoVvAVOPAKEG TIOU  CUVAVTWVTAI OTNV  €PYOQCTNPIAKA
TTapoxr vepou.

. Na XpnOoIUOTTOIEITE ATTIOVIOUEVO VEPO.

*  Ato@uyeTe TNV €KBEON TwV AvTIOPACTNPIWY O€ UTTEPPOAIKA BepudTnTa
f dueon NAIOBOAR KaTd TN @UAAEN Kal ETTwacn.

MpogToipacia avridpaonTpiwv

1.  AidAuua mAuong: EyxuoTe 1o Trepiexdpevo Tou @iahidiou og 950 mL
ATTECTAYUEVOU VEPOU KAl OPOYEVOTTOINOTE.  To apaiwpévo diGAupa
uTTopei va atmrobnkeutei atoug 18-25 °C yia éva pAva f atoug 2—8 °C
HEXPI TNV NuEPOpNnvia ARENG Tou KIT.

2. 2uduyég SidAupa avriowpdrwv-ev{Upwyv Inhibin A: To ouluyég
OUUTTUKVWHAO  avTIOWHATWV-evUUwVY  Inhibin - A Ba  Tmpémel  va
apaiwveral o€ avaAoyia 1 pépoug og 50 pépn Tou cuuyoug SIGAUPATOG
Inhibin A, avdAoya pe Tov apIBud Twv XPNGCIKMOTIOIOUUEVWY TTNYAdIWY.
MNa pio o0AOKANPN TTAGKA, YETAQEPETE PE TITTETA aKpIBwG 220 yL atmd
TO OUQUYEG CUMTTUKVWUA avTIOWHATWV-ev¢UUwY Inhibin A og 11 mL
ouluyoug dIaAUPaTOG.

SHMEIQ>H:To ouluyés ouummukvwua aviiowudarwv-ev{ouwy Inhibin A
Ba mpémrel va eivai mpoopara apaiwuévo, 10-15 Aerrra mpiv amé m
Xxpnon.

3. [Tnyadia pikporitAodornong: EmA&ETe  Tov  apiBud  Twv
ETMKAAUPPEVWV TTNYAdIWV TTOU aTraiTouvTal yia Tov TTpoadIopiouo.
Ta uttéAoITTa aypnaipoTroinTa TTNyadia TTPETTEl va ToTToBeTnBoUv GTO
eTmavao@payi{opevo BUAaka pe EnpavTikd UAIKS. O BUAakag TTPETTEI
va £TTavVaoPPAyIcTEi yia TTpoaTacia atmd Tnv uypacia.

Aiadikacia €§éraong

AoprioTe 6Aa Ta deiypaTta kal Ta avTidpacTrpla va épBouv ot Bepuokpacia
dwypariou (18-25°C). Avapifte kaAd Ta avmidpacTrpia TIPIV atTd T XPRon
avokivwvtag Amma. Metd Tnv avacuoTacn Twv avTidpaoTnpiwy, avapigre
KOAQ, aTTOQEUYOVTAG TO OXNUATIOPO appou. Ta Babuovountég, or Aedopéva
Kol Ta deiypata TTPETEl va TTpoadlopiovTal €1G SITTAOUV.

1. ZnueiwaoTe TIg Awpideg PIKPOTITAODATNONG TTou Ba Xpnaiuotroinfouy.

2. Metagépete pye mmméta 50 pb Twv Pabuovountég, papTUPWV Kal
Oelypdtwy ata KatdAAnAa TTnyadia.

3. TpocBéote 50 pL Tou pubuIcTIKOU BioAUpaTog deiypatog A oe KaBe
BuUBICUA XPNOIYOTTOILVTAG TTITTETA aKpIBEiag.

4. TpocBéoTe 50 pL Tou puBuIoTIKOU dlaAUparog deiyparog B oe kKabe
BuUBIoua xpnoiyoTToILVTAG TTITTETA aKPIBEiag.

5. EmwdoTte 10 TTNYAdIA, pe avadeuon oTig 500—700 rpm o€ TPOXIOKO
avadeuTAPa PIKPOTTAAKAG, Yia TPEIG WPEG O€ Bepuokpacia dwuariou
(18-25°C).

6. ETtoiydoTte 10 0UQUYEG BIGAUNA OVTICWHATWV-EVIUPWY OPAIVOVTAG
TO OUQUYEG OUUTTUKVWUG  QVTIOWHATWV-eVCUPNWY  OTO  ApaiwTIKO
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oulevypatog Inhibin - A OTTwg  TTEPIYPAYETOl  OTRV  €vOTNTA
"MpoeToiyacia avridpacTnpiwv" Tou TTapdvTog EVBETOU CUCKEUATIAG.

7. ExteAéote avappdéenon kal TTAUON KdBe Tnyadiol €€ @opég ue
10 dIGAupa TTAUONG XPNOIPOTIOIWVTAG AUTOMATN CGUOKEUR TTAUONG
MIKPOTTAGKOG 1) XEIPOKivNTA  XPNOIMOTIOIVTAG TTITTETA  OKPIiBEINg.
XTUTTOTE aTTOAG Kal OTEYVWOTE avaoTpéPovTag Tnv TIAAKa o€
ammoppoPnTIKG UAIKO.

SHMEIQZH: H xprion auréuarng ouokeuns mAUongS UIKpOTTAGKag ouvioTdrai
101aitepa.  H areAng mAuon Ba emnpedoel duouevws TV akpifeia Tou
mpoadiopiouol. Eav dev diatiBetal cUOKeUn TTAUGNS UIKPOTTAGKAS, yia TN
XEIPOKivNTN TTAUGN Tng TTAGKQAS ekTEAéDTE Ta €N¢ Bruara:

(a) Avappogriare TApwg 10 UYPOS aTrd KABs TTNYyad!

(b) Aiaveiuere 350 pL tou OiaAduatog TAUong o€ kGBs  TTRYAdI
XpnaiuotroliwvTag TITTETAa akpifeiag

(c) Avappogpraorte {avd 1o uypo
(d) EmavaAdaBere ta Briparta (b) kai (c) mévie QOPES

8. TpocBéote 100 pL SiaAtpatog oufuyolg avTICWHPATOG-EVUUWY O€
KABe TTNYAd! XPNOIUOTIOIWVTAG TTITTETA OKPIBEING.

9. EmwdoTte T TTNYAdIa, pe avadeuon oTig 500—700 rpm o€ TPOXIOKO
avadeuTipa PIKPOTTAAKAG, yia pia wpa ot Beppokpagia dwpuartiou
(18-25°C).

10. EkrteAéoTe avappodenon kar TTAUON kGOt TnyadioU £€1 QOopég ME
T0 dIGAupa TTAUCNG XPNOIPOTIOIWVTAG AUTOPATN CUOKEUN TTAUONG
MIKPOTTAGKOG.  XTUTIOTE OTTaAd avooTpEéPovTag Tnv TIAGKO O€
aATTOPPOPNTIKO UAIKO.

11. MpoobéaTte 100 pL SiaAupartog xpwuoyovou TMB oe kGBe Trnyadi
XPNOIPOTIOIWVTAG TTITTETA aKPiBEIaG.

Amro@uyere Tnv ékBean artnv duegon nAioBoArn.

12. EmwdoTte 10 TTNyadia, pe avadeuon oTig 500-700 rpm o€ TPOXIaKO
avadeuTApa PIKPOTTAGKAG, yia 15 AeTiTd o€ Beppokpaagia dwuaTiou
(18-25°C).

SHMEIQZH: Na yvwpilere 611 T0 XpWwpa UTTOopEl va avamTuxBei mo ypryopa
n 1Mo apyd o€ Ox€0n LE TO OUVIOTWUEVO XPOVO ETWAcns avdAoya e tnv
To1TIKN BploKpacia dwyariou. Na mapakoAouBeite omrTika Tnv avarmruén Tou
Xpwuarog yia 1 BeATIOTOTOINON TOU XPOVOU EMTWACTS.

13. MpooBéote 100 pL avaoxemkoU OlaAlpaTog o€ KABe TTNYAdI
XPNOIUOTTOIWVTAG TTITTETA AKPIBEING.

14. EkteAéoTe avdyvwon Tng amoppod®nong Tou OlaAlpatog  oTa
BuBiopata evidg 30 AETMTWV  XPNOIPOTIOIDVTAG MIO  GUOKEUN
avayvwong PIKPOTTAOKWY puBuiopévn ota 450 nm.

SHMEIQZH:

1) Kard v avdyvwon 1ng amoppdéenong tou mnyadiol UIKPoTITAodOTNong,
TPETTEI VA TTPOYPAUUATIOETE TO UNOEVIKO BaBuovountg wg "TupAd”.

2) Eav diatiBetar 016p0wan UAKoUS KUUarog, pubuioTe 1o 6pyavo o€ uérpnon
OirAoU unkoug kuuarog ara 450 nm ue 1 016pOwWACN UNKOUS KUOUATOS
utroBaBpou pubuiouévn peraéu 600 kai 630 nm.

AMNOTEAEZMATA
1. YmoloyioTe Tn péon amoppdenon yia kabe baBuovounTtig, ydptupa i
O¢eiypa.

2. Kartaypdywte o©€ ypa@iky TAPACTOCN TIG UETPACEIS  PEONG
amoppdPnong yia KEBe éva atrd Ta TTPOTUTTA KATA MAKOG Tou dfova y
£VAVTI TWV CUYKEVTPWOEWYV TNG avaoTaATivng A oe pg/mL kaTtd pfRkog
TOu G&ova X, XPNOIMOTIOIVTAG IO YPAUMIKT) KOPTTUAN TIPOGAPHOYAG.
EvoAAokTIKG, Ta Oedopéva PTTOpoUV va KATAypa@ouVv YPOPMIKA
£VaVTl YPOUUIKWY KOl UTTOPE va XpnGoIKoTIoINOei hia opaAoTToinuévn
KauTTUAN TTIPOCapHOYNG HOVTEAOU «spliney.

3. ZxedidoTe TNV KAAUTEPN KAUTTUAN TTPOCAPUOYHG HECW TNG HEONG TIUAG
TwV JITTAWV ONUEiwv.

4. TMpoodiopioTe TIG CUYKEVTPWOEIG AvaoTaATivg A Twv PapTUpwyV Kai
TwV SEIYPATWY aTTO TNV TTPOTUTIN KAPTTUAN avTIoTOIXI{oVTaG TIG HECEG
TIMEG ATTOPPOPNONG WE TIG AVTIOTOIXEG TUYKEVTPWOEIG AVACTAATIVNG A.

5. Omoiadnmote pétpnon deiypatog uwnAoTepn ommd TO UWNASTEPO
baBuovounTtig Ba TpETTEl va apaiwveTal KATAAANAa pe xprAon Tou
BaBuovountrg 0 avaoTaATtivng A Kal va eTravaBeBaiwveral.

6. Kdabe deiypa pe TiuA xaunAoTeEPN atrd Tnv avaAuTIK euaicBOnaoia TTPETTEl
va ava@épeTal avaoya.
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7. TloANOTTAOCIAOTE TNV TIUF ME CUVTEAEOTA Opaiwong, GV OTTAITEITAL.

SHMEIQZH: Edv o1 perpnoeic amoppopnans utepBaivouv  Toug
TEPIOPIOCUOUS TNG OUOKEUNS avayvwons TAAkag, amaiteital  6edtepn
avdyvwaon ora 405 nm (giAtpo avapopds ueraéu twv 600 kar 630 nm,
Qv UTTApXEl).  Z€ QUTH TNV TIEPITITWON, TTPOXWPNAOTE OTNV KATAOKEUN
uiag 0eUTEPNS TUTTIKAG KAUTTUANG OTTwS TTapamavw, UE TIS avayVWOEIS
amoppoéenons 6Awv twv PBabuovountés ora 405 nm. H ouykévipwon
Twv OelyuaTwy EKTOS KAinakag ora 450 nm SiaBalerar karomyv amé m véa
mporutTn KauTrUAn. Or avayvwoelg ota 405 nm dev mpémel va avrikaBioTouv
TIC QVayVWOEI§ EVIOS KAipakag ata 450 nm.

MpoTUTrN KAPTTUAN

BabuovopnTég GUYKEVTP. A B/Bmax (%)
(pg/mL)

0 0,00 0,022 (Tuphd) -

1 9,20 0,028 1,021
2 24,3 0,082 2,991
3 90,0 0,305 11,11
4 214 0,733 26,75
5 415 1,302 47,48
6 833 2.741 100,0

(Mapdderyua mPOTUTTNG KAUTTUANG, va un xpnoiuorroinbei yia Toug
utroAoyiouoUg).

AgiypaTta

Ma 1N petarpotrA ammd IU/mL, xpnoiyotroinoTe Tnv akéAoudn egicwon:
1 1U/mL (WHO 91/624) = 26,7 pg/mL

ANAMENOMENEZ TIMEZ

Kdabe epyaotipio Ba mpémrel va kabopioel Ta OIk& Tou €Upn avagopdg,
TTPOKEINEVOU VO €EACPANICEI T OWOTH AVTITIPOCWTTEUCT OUYKEKPIUEVWV
TAnBuopwyv. O1 akéAoubeg TIPéG TTou TTapouaidlovTal Af@enkav pe ELISA
avaoTaATtivng A pe xprion delypdtwy opoU atrd QAIVOUEVIKA UYIEIG EVAAIKEG.
OAgg o1 Tigég avagépovtal ae pg/mL. MNa TIg yuvaikeg e QUGIOAOYIKO KUKAO,
ol apIBuoi KATw a1t KABE PACcN AVTITIPOCWTTEUOUV NUEPEG TTPIV ] YETE TNV
augnon LH.

MANBuo oG n Méoog Aidpecog  95% eupog
EPTTIOTOCUVN(

lFuvaikeg pe QuoIoAoyikd KUKAO

Mpwipn woBuAakikn @daon 136 13,48+0,93 10,54 15,46-28,16

(-14 éwg -10)

MeooBuhakiwdng (-9 éwg 228 18,63+0,59 17,06 17,87-34,54

—4)

TéAog Bulakiwdoug (-3 éwg 130 56,10+2,30 52,19 19,49-102,3

-1)

Méoa kukAou (Huépa 0) 42 98,87+30,99 98,23 49,92-155,5

Apxikf wobnkwv (1 éwg 3) 115 71,59+3,39 67,24 35,93-132,7

Méon wobnkwv (4 éwg 11) 268 75,22+2,63 72,51 13,15-159,6

TeAikn wobnkwv (12 éwg 82 27,87+3,20 17,44 17,28-89,95

14)

Avwrepa emimeda IVF 43 792,4+70,63 705,91 354,2-1.690

PCOS - QoppnkKTIKA 26 19,32+2,61 15,65-15,99

Metd TNV epunvoTTauon 23 11,15+0,24 1<1-3,88

Duaioloyikoi avdpeg 40 11,33+0,42 1<1-3,58

1 O1 nipég avaaTaAtivng A Trou eival xapnAdtepeg atd Tov fabuovountr 1
uttoAoyifovTal pe TTapeKBOAR.

O1 Tigég TTou TTapéxovTal oTov akdAoubo Trivaka agopolv Tnv avaoTaAtivn A
MNTPIKOU 0poU OTO BEUTEPO TPIPNVO.

OAokAnpwpévn | Ap. delypdtwv Méon LOG,, SD
eBSopada avaoTaATivn
(pg/mL)
15 30 157,55 0,27
16 124 153,29 0,27
17 74 151,20 0,27
18 45 155,14 0,27
19 20 165,18 0,27
20 16 185,76 0,27

lNivakag mpooapuoouévos amo TIuES TTOU TTapacxEéBnkav armod KEVIPO
TPOKATAPKTIKOU Ay ou Twv HIA (2005).
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EAErXOzZ NOIOTHTAZ

O1 paptupeg ELISA 1ng avaoTtaAtivng A i dAAol eptropikd Siabéaipol
HAPTUPEG TTPETTEI VO EUTTITITOUV O€ KaBopiouéva épia ePTTrioToouvng.

*  Ta 6pla epmmioToolvng yia Toug paptupeg ELISA Tng avaoTaAtivng A
£XOUV EKTUTTWOEI OTIG CUPTTANPWHOTIKO QUAAGDIO.

. e kGBe avdAuon TpéTTel va TrepIAaPBAvETal pia TTARPNG TTPATUTIN
KOQUTTUAN, UV PAPTUPEG XaunAoU kal uwnAoU eTmiTTédou.

*  To didAupa xpwpoyovou TMB Trpémel va gival GXpwHO €wg TTOAU
avoIKTé KiTpIvo. H avdamtugn PTTAE XpwHATOG PTTOPET VO UTTOBEIKVUEI
pyoéAuvaon ) aoT@deia avTidpaoTnpiou.

¢ Ta UAIKG TTOIOTIKOU €AEYXOU TTPOCOUOIWVOUV Ta XOPOKTNPIOTIKGE TWV
OelyudTwy aoBevwyv Kal givalr ammapaitnta yia Tnv TrapakoAoudnaon
TNG amodoong TOU CUCTHAMATOG TWV OVOCOXNMIKWY OVOAUCEWV.
SuptreplhapPavere UANIKG TToloTIKOU eAéyxou (QC) 1 dGAAa UAIKG
TTOIOTIKOU €AEYXOU TOU €UTTOPIOU TTOU KOAUTITOUV TOUAGXIOTOV dUO0
emimeda TNG avaAudpevng ouaiag. H 1o ouxvh xprion paptipwy i
n xpHon TPocOeTwyY PapTUPpWV EVATTIOKEITAI TNV KPion Tou XPAOTN
Je BAan TIG OpBEG EPYOOTNPIAKES TIPAKTIKESG 1 TIG ATTAITATEIG KAI TOUG
I0XUOVTEG VOPOUG TTEPI TTIOTOTIOINONG €pyaoTnpiwv.  AkoAouBeite
TIG 0dnyi€g TOU KATAOKEUOOTH 60OV a@opd Tnv avacluoTtacn Kai
™ @QUAagn. Kdabe epyaoTrpio TTPETTEl va KoBopioel PECEG TIMEG
Kol a1TodekTd Opla yia Tn dlac@AAion TnG owaoTng amédoons. Ta
ATTOTEAECUATA TTOIOTIKOU EAEYXOU TTOU OEV EUTTITITOUV OTA OTTOOEKTA
€Upn PTTOPEi va UTTOONAWVOUV PN éyKupa aTToTEAEoPATA €EETAONG.

XAPAKTHPIZTIKA AMNMOAOzZHZ

(BAémre Tn ocAida “APPENDIX” yia mepioo0TepeS ASTTOUEPEIES)

Ta avTITTPOCWTTEUTIKA dedopéva TTapEXOVTal HOVO WG TTAPAdEIYUa.
H atrédoon TTou eTTITUYXAVETAI OE KABE EPYAOCTPIO PTTOPE Va BIAPEPEL.

Evaiolnoia
Opio avixveuong (OA): 2,61 pg/mL
Ege1dikeuon

To avTiowpa TToU XPNOIUOTIOIEITAI GTOV OVOCOTTPOGOIOPICHO Eival IBIaiTEpa
€€eIOIKEUPEVO YIa TNV avaaTaATivn A.

AkpiBeia
EvT166 Tng doKiung

Aldopa deiypata egetdoTnkav 25 @opég oTtnv idla oeipd. Or ouvTeEAECTEG
atTOKAIONG TTOU TTPOEKUYAV ATAV PIKPOTEPOI 1) icol pe 4,6% yia Ta deiyparta
OpwV.

PI-DSL1028100T-04

EkT16G Tng SoKIUAg

Ta deiypata avoAuBnkav €ig dimAdolv o€ 10 SiagopeTikég oeipég. Ol
ouvTeAeoTEG pETABANTOTNTAG BPEBnKav va gival kaTw atro r icol e 6,9% yia
Ta deiypaTa opou.

AxpiBeia

Aokiuf apaiwong

Aeiyparta uwnAng ouykEéVTPWONG apaiwdnkav oTo undeviko BabuovounTo. Ta
TTO000TA AVAKTNONG KupaivovTal petagu 97,8% kai 117%.

AOKIPA avdkTnong

Ta deiypota XapunAAG OUYKEVTPWONG EVIOXUBNKAV WPE YVWOTEG TTOOOTNTEG
avaoTaAtivng A. Ta TToo000TA avakTnong Tou Afednkav ATav petagl 83,5%
kal 99,5%.

EUpog pérpnong (amé 10 Opio avixveuong £wg
BaBuovountn): 2,61 £wg mepitrou 1.000 pg/mL.

NMEPIOPIZMOI

« Ta avTidpaoTApIO TIOU Trapéxovial ME OQuTG TOo KIT  gival
BeATioToTrOINUEVA YIa TN PETPNON TWV ETTITTEOWYV AvACTAATIVNG A OTOV
opd ) 010 TTAGOHA.

TOV  uynAdTEPO

. MNa avaAloeig TTou XPNOIYOTIoIoUV AvVTICWHATA, UTTAPXEl TTIBavoeTnTa
TTapePPOARG atrd eTepdPIAG avTiowpaTta oto dOeiyya. Ta deiypata
ATOPWV TTOU eKTEIBEVTAI oUXVA O€ {Wa i £xouv AdRel avoooBeparTreia
N éxouv umtoBAnBei oe OlayvwoTiKEG €eTTEURACEIS OTIG OTTOIEG
XPnoiyotrololvTal AvOCOCQPOIPIVEG R TUAUOTA  AVOCOCPAIPIVWV,
EVOEXETAI VO TTAPAYAYOUV QVTICWHATA, TT.X. QvOPWITIVA avTI-Juikd
avriowpata  (HAMA), T1ou  TpokahoUv — TTapePPOAr)  OTOug
avooOoTTPOCdIOPIOYOUG.  ZTa OeiypaTa €VOEXETAI VO UTTAPXOUV Kal
AAAa €TEPOQIAG avVTIOWPATA, OTTWG TI.X. QVTICWMATA avBpwIToU
£vavTl TTPWTEIVWV aiyag.?2® Ta ev AOyw TTapeUBAAGPEVA QVTIOWUATA
mOavév va TTpokaAécouv ea@aiuéva atroteAéopata. Na agioloyeite
TIPOCEKTIKA TA OTTOTEAECUATA AOBEVWIV TTOU UTTOTITEUECTE OTI PEPOUV
autd T AVTICWHATA.

« Av umdpyouv evdeigelg pikpoBlakAg poAuvong R
BoA&TNTAG O€ £va avTIdPACTHPIO, ATTOPPIYTE TO PIAAIBIO.

uTTEPPBOAIKAG

« Ta v epunveia Twv OTTOTEAEOUATWY Tou  TTPOGOIOPIGHOU
avaoTaAtivng A ELISA, 6a mpémel va Aapfdveral uméwn n
OUVOAIKA KAIVIKT| €IkOva Tou acBevolg, GUNTTEPIAUBAVOUEVWY TwV
CUUTITWUATWY, TOoU KAIVIKOU 10TOPIKOU, Twv dedouévwv TTpocOeTwY
e€eTAOEWYV KAl GAAWV TTANPOPOPIWY TTOU KPivOVTal KATAAANAEG.
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INHIBIN A ELISA
DSL-10-28100T-1, DSL-10-28100T-4

CSAK MEGFELELéEN KEPZETT SZAKEMBEREK
HASZNALHATJAK,

Az Inhibin A enzim-immunassay (ELISA) készlet az inhibin A dimer human
szérumban vagy plazmaban térténé kvantitativ méréséhez valé eszk6zoket
tartalmazza. A készlet kizarélag in vitro médon hasznalhato, kiilonb6z6
hormonalis reprodukciés rendellenességek diagnosztizalasanak és
monitorozasanak elosegitésére. Ezenkiviil Down-szindroma (21-es triszomia)
szlirésére is alkalmazhaté a 2. harmadban, biokémiai és ultrahangos markerekkel
egyiitt hasznalva, a kereskedelmi forgalomban kaphaté k%ckézatelemzc'i

szoftvereken altal hasznalt algoritmusok segitségével. """ Hatarozottan

javasoljuk, hogy a 21-es triszomia kockazatanak értékeléséhez késziilt,
hitelesitett (CE-jeloléssel rendelkezd) szoftvert hasznaljon, pl az alpha szoftvert.*
Az Inhibin A készlet a hAFP, a hCG és az uE3 vizsgalatokkal egyiitt valé
hasznalatra szolgal.

OSSZEFOGLALAS

Az inhibinek heterodimer fehérjehormonok, amelyeket nékben a petefészek
granulosaseijtjei, férfiakban a here Sertoli-sejtjei termelnek. Szelektiven

és lokalis parakrin hatast fejtenek ki a nemi szervekben.'?

Az inhibin molekula végsé formajanak molekulatdémege korilbelil 32 kD,
és két (alfa és béta) lancbdl all, amelyeket diszulfidhidak kétnek 6ssze. A
tisz6folyadékban és a szérumban el6fordulnak nagyobb molekulatémegi
formak is, amelyek az alfa-alegység prekurzor formait tartalmazzak. Emellett
eléfordulnak az inhibinre jellemzd bioloégiai hatassal nem rendelkezé,
béta-alegység nélkiili szabad alfa-alegységek is.>*5°

Az inhibin A egy alfa-alegységb6l és egy bétas-alegységbdl all. Az
inhibin A mérése hasznosnak bizonyult az emberi reprodukciéban betdltott
szerepének vizsgalataban.”®° Szamos kdzleményben ramutatnak az inhibin
A mérések hasznossagara a petefészek-funkcié kovetésére alkalmas
markerként.'0111213.14181617 Faés7en eddig nem lehetett megkiilénbdztetni
egymastol a keringésben 1évé dimerikus inhibint és a szabad alfa-alegységet
a normal human menstruacios ciklusban.

A pontosan ismert tulajdonsagokkal rendelkezd antitestekkel végzett két
kotéhelyes szendvics ELISA azonban alkalmas a kifejezetten csak a
dimerikus inhibin A mérésére.®

MUKODESI ELV

Az Inhibin A ELISA egy enzimmel er&sitett kétlépéses ,szendvics”
vizsgalat. A vizsgalat soran kalibratorok, kontrollokat és mintakat
inkubalunk mikrotitraciés Uregekben, amelyek be vannak vonva
anti-inhibin bétaj-alegység antitestekkel. Az inkubalas és ledblités utan
torma-peroxidazzal (HRP) jeldlt anti-inhibin alfa-alegység indikator antitest
hozzaadasa torténik minden Uregbe. A masodik inkubalasi és ledblitési
|épés utan tetrametil-benzidin (TMB) szubsztratot toltiink az Uregekbe.

Végul savas ledllité oldat hozzaadasa torténik. A szubsztrat enzimatikus
atalakulasi sebességének mérése kettés, 450 nm és 600-630 nm
hullamhosszi abszorbanciaméréssel térténik. A mért abszorbancia

Ezutan egy
sorozat Inhibin A kalibratorok segitségével az abszorbancia és az inhibin A
koncentracidja kozotti 6sszefliggést abrazold normal goérbe meghatarozasa
torténik. A mintak inhibin A-koncentracidjat ezutan ki lehet szamitani ebbél
a gorbébdl.

FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK

In vitro diagnosztikai hasznalatra.
Alkalmazza a helyes laboratériumi gyakorlatot.™

A mintdk és a vérbdl szarmazé termékek rutinszerlien feldolgozhatok
az ismertetett eljaras segitségével, minimalis kockazattal. =~ Azonban
az altalanos ovintézkedéseknek és a helyes klinikai laboratoriumi
gyakorlatoknak megfeleléen ezeket a termékeket kezelje potencialisan
fertézésveszélyesként, tekintet nélkul az eredetliikre, a kezelésukre és
a korabbi mindsitésekre.?’Hasznaljon megfelelé fertétlenitészereket a
szennyezddések eltavolitasara. Ezen anyagokat a helyi szabalyozasoknak
és iranyelveknek megfeleléen tarolja és semmisitse meg.

PI-DSL1028100T-04

Calibrators / Controls

Antibody Enzyme
Conjugate Concentrate

Sample Buffer A
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FIGYELEM!

D

H317

H412

P273

P280
P333+P313

P362+P364

FIGYELEM!

D

H316
H317

H412

P273

P280

P332+P313

P333+P313

P362+P364

VESZELY!

H316
H318

P280

GHS SZERINTI VESZELYESSEGI BESOROLAS

Allergias bérreakciot valthat
ki.

Artalmas a vizi élévilagra,
hosszan tarté karosodast
okoz.

Kertlni kell az anyagnak a
kornyezetbe val6 kijutasat.
Védbkesztyl, védbéruha

és szemvédb/arcvedd
hasznalata kételez6.
Bérirritacio vagy kiltések
megjelenése esetén: orvosi
ellatast kell kérni.

Az szennyezett
ruhadarabokat le kell vetni és
hasznalat el6tt ki kell mosni.
keveréke;
5-kl6r-2-metil-4-izotiazolin-3-on
[EK-szam: 247-500-7] és
2-metil-4-izotiazolin-3-on
[EK-szam: 220-239-6] (3:1)
keveréke <0,05%

Enyhe bérirritaciot okoz.
Allergias bdrreakciot valthat
ki.

Artalmas a vizi élévilagra,
hosszan tarté karosodast
okoz.

Kerilni kell az anyagnak a
kérnyezetbe valo kijutasat.
Védbkesztyli, védéruha

és szemvédb/arcvédd
hasznalata koételez6.
Bérirritacio esetén: orvoshoz
kell fordulni.

Bérirritacio vagy kiltések
megjelenése esetén: orvosi
ellatast kell kérni.

Az szennyezett
ruhadarabokat le kell vetni és
hasznalat elé6tt ki kell mosni.
3-(N-morfolin)-2-hidroxi-propan
szulfonsav, natriumsoé 1 - 2%
keveréke;
5-kl6r-2-metil-4-izotiazolin-3-on
[EK-szam: 247-500-7] és
2-metil-4-izotiazolin-3-on
[EK-szam: 220-239-6] (3:1)
keveréke <0,05%

Enyhe bérirritaciét okoz.
Sulyos szemkarosodast
okoz.

Védbkesztyli, védbruha
és szemvédd/arcvéds
hasznalata kotelezé.



P305+P351+P338

P310

P332+P313

Sample Buffer B VESZELY!

<

H314
H317

P280
P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

P333+P313

P362+P364

Conjugate Diluent VESZELY!

&

H316
H317

H318

PI-DSL1028100T-04

SZEMBE KERULES
ESETEN: T6bb percig tartd
Gvatos oblités vizzel. Adott
esetben a kontaktlencsék
eltavolitasa, ha kénnyen
megoldhat6. Az oblités
folytatasa.

Azonnal forduljon
TOXIKOLOGIAI
KOZPONTHOZ vagy
orvoshoz.

Bdrirritacio esetén: orvoshoz
kell fordulni.
Natrium-lauril-szulfat 1 - <
3%

Tris(hidroxi-metil)-
aminomethane
(amino-metan) 1 - 2%
Alkohol, C12-14, szekunder,
etoxilalt 3 - 5%

Sulyos égési sérilést és
szemkarosodast okoz.
Allergias bérreakciot valthat
ki.

Védbkesztyli, védbruha

és szemvédb/arcvedd
hasznalata kételezd.

HA B__C")RRE (vagy hajra)
KERUL: A bért le kell 6bliteni
vizzel.

SZEMBE KERULES
ESETEN: Tobb percig tartd
dvatos oblités vizzel. Adott
esetben a kontaktlencsék
eltavolitasa, ha kénnyen
megoldhaté. Az oblités
folytatasa.

Azonnal forduljon
TOXIKOLOGIAI
KOZPONTHOZ vagy
orvoshoz.

Bérirritacio vagy kiltések
megjelenése esetén: orvosi
ellatast kell kérni.

Az szennyezett
ruhadarabokat le kell vetni és
hasznalat el6tt ki kell mosni.
karbamid hidrogén peroxid
10 - 20%

keveréke;
5-kl6r-2-metil-4-izotiazolin-3-on
[EK-szam: 247-500-7] és
2-metil-4-izotiazolin-3-on
[EK-szam: 220-239-6] (3:1)
keveréke < 0,05%

Enyhe bérirritaciét okoz.
Allergias bérreakciot valthat
ki.

Sulyos szemkarosodast
okoz.

Leédllito oldat A

Wash solution (20x)
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H412

P273

P280

P305+P351+P338

P310

P333+P313

P362+P364

VESZELY!

H314

P280
P301+P330+P331
P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

VESZELY!

H360

P201

Artalmas a vizi élévilagra,
hosszan tarté karosodast
okoz.

Kertlni kell az anyagnak a
kornyezetbe valo kijutasat.
Védbkesztyli, védéruha
és szemvéddb/arcvédd
hasznalata kételez6.

SZEMBE KERULES
ESETEN: Tébb percig tartd
Gvatos oblités vizzel. Adott
esetben a kontaktlencsék
eltavolitasa, ha kénnyen
megoldhat6. Az oblités
folytatasa.

Azonnal forduljon
TOXIKOLOGIAI
KOZPONTHOZ vagy
orvoshoz.

Bérirritacio vagy kilitések
megjelenése esetén: orvosi
ellatast kell kérni.

Az szennyezett
ruhadarabokat le kell vetni és
hasznalat elétt ki kell mosni.
Tris(hidroxi-metil)-
aminomethane
(amino-metéan) 1 - 3%
Alkohol, C12-14, szekunder,
etoxilalt 3 - 5%

keveréke;
5-kl6r-2-metil-4-izotiazolin-3-on
[EK-szam: 247-500-7] és
2-metil-4-izotiazolin-3-on
[EK-szam: 220-239-6] (3:1)
keveréke < 0,05%

Sulyos égési sériilést és
szemkarosodast okoz.
Védbkesztyli, védbruha
és szemvéddé/arcvédd
hasznalata kételez6.

LENYELES ESETEN: a
szajat ki kell obliteni. TILOS
hanytatni.

HA BORRE (vagy hajra)
KERUL: A bért le kell ébliteni
vizzel.

SZEMBE KERULES
ESETEN: Tobb percig tartd
6vatos oblités vizzel. Adott
esetben a kontaktlencsék
eltavolitasa, ha kénnyen
megoldhaté. Az 6blités
folytatasa.

Azonnal forduljon
TOXIKOLOGIAI
KOZPONTHOZ vagy
orvoshoz.

Kénsav 1 - 3%

Karosithatja a
termékenységet és a
sziiletend6 gyermeket.
Hasznalat el6tt ismerje meg
a vizsgalatra vonatkozo
kuldnleges utasitasokat.



P280 Védbkesztyli, védbruha

és szemvédd/arcvédd
hasznalata kotelezé.
Expozicié vagy annak
gyanuja esetén: orvosi
ellatast kell kérni.

Borsav 0,1 - 0,3%
Natrium-borat dekahidrat 0,1
-0,3%

P308+P313

A biztonsagi adatlap megtalalhaté a kovetkez6 cimen:
beckmancoulter.com/techdocs

MINTAVETEL, FELDOLGOZAS, TAROLAS ES
HIGITAS
Az ajanlott mintak: szérum és plazma.

Tartsa be az alabbi, a vérmintak kezelésére, feldolgozasara, és tarolasara
vonatkozo javaslatokat:?'

« A vénas vérvételre vonatkozé szokasos
figyelembevételével vegye le a vérmintakat.

ovintézkedések

* A mintavételi csdveket mindig dugaszolja be.

* A centrifugalas utan két 6ran belll helyezzen at legalabb 500 pL
sejtmentes mintat egy tarolécsébe. Azonnal szorosan dugaszolja be
a mintacsovet.

* A higitatlan vagy higitott mintdk szorosan lezarva, 2-8 °C-on
legfeljebb 24 6raig tarolhatok.

* Ha a mérés nem torténik meg 24 6ran belll, vagy szallitani kivanja
a mintakat, fagyassza legalabb —20 °C-ra; a mintak igy 30 napig is
elallnak.

A mintak el6készitésekor az alabbi utmutatast kell kovetni:

*  Gy6z6djon meg réla, hogy a maradék fibrint és sejteket az elemzés
megkezdése el6tt eltavolitotta.

»  Kovesse a vérmintavételi cs6 gyartdjanak utasitasait a centrifugalasra
vonatkozéan.

Minden laboratériumnak meg kell hataroznia a sajat vérmintavételi csévei és
szérum elkulonité termékei elfogadhatésagat. Eléfordulhatnak eltérések a
kildnb6zd gyartoktdl, és idénkeént a kiilonbozd tételekbdl szarmazé termékek
kdzott is.

Lehet6leg kertljik a mintak ismételt kiolvasztasat és visszafagyasztasat.
Ne vizsgaljon lipémikus, ikterikus vagy hemolizalt mintakat.

SZALLITOTT ANYAGOK

Az inhibin A meghatarozasara szolgalé készlet: 96 lireg

Az Inhibin A kalibral6 oldat a vizsgalandé anyag visszavezetheté az
Egészségugyi vilagszervezet altal készitett Els6 nemzetkdzi szabvanyos
inhibin A anyagra (kod: 91/624), amely 32 kDa molekulatémegl human
rekombinans inhibin A-t tartalmaz (1 pg/mL vagy 0,037 IU/mL). A
standardhoz rendelt értékeket reprezentativ mintak segitségével allapitottuk
meg, és azok jellemz6k a reagensek metodikajara. Ha megfigyelheték ilyen
kildnbségek, az a médszerek kdzotti torzitas miatt lehet.

Kontrollok: két 1,0 mL-es liveg (hasznalatra kész)

ProClin 300-at tartalmazé szarvasmarha-szérumban.

A koncentraciotartomanyban megadott vart értékek a mellékletben

talalhatok.
Felnyitas nélkil 2 és 8 °C kozotti hémérsékleten a lejarati datumig tarthato el.

2-8 °C-on tarolva az els6 alkalmazas utan 28 napig hasznalhat6. Hosszabb
idére —20 °C-os fagyasztdban (—15 °C és —24 °C kozott) tarolhatd, a lejarati
id6ig.

Mintapuffer A: Egy 10,0 mL-es palack

Puffer szarvasmarha-szérum albuminnal (BSA), éllati szérummal (kecske,
egér), fellletaktiv anyaggal és natrium-aziddal.

2 és 8 °C kozotti hdmérsékleten a lejarati datumig tarthato el.
Mintapuffer B: Egy 10,0 mL-es palack

< 20% urea-hidrogén-peroxidot, < 0,5% ProClin 300-at és natrium-azidot
tartalmazé puffer.

2 és 8 °C kozotti hdBmérsékleten a lejarati datumig tarthaté el.

TMB kromogén oldat: Egy 11,0 mL-es palack

Tetrametil-benzidin (TMB) hidrogén-peroxidot tartalmazé citratpufferben.
2 és 8 °C kozotti hdmérsékleten a lejarati datumig tarthato el.

Leallité oldat A: Egy 11,0 mL-es palack

0,2 M kénsav.

2 és 8 °C kozotti vagy szobahdémérsékleten (18-25°C) a lejarati datumig
tarthato el.

Konjugatum-oldészer: Egy 15,0 mL-es palack

BSA-t, allati szérumot (kecske, egér), fellletaktiv anyagot és < 1,0%
ProClin 300-at tartalmazo puffer.

2 és 8 °C kozotti hdmérsékleten a lejarati datumig tarthato el.
Mosoboldat U (20 x): Egy 50 mL-es liveg
Koncentralt oldat, melyet hasznalat el6tt higitani kell.

2 és 8 °C koOzotti vagy szobah&mérsékleten (18-25°C) a lejarati datumig
tarthato el.

Az inhibin A meghatarozasara szolgalé készlet: 384 iireg

(katalégusszam: #DSL-10-28100T-1)

Anti-Inhibin A antitesttel bevont mikrotitracios csik: Egy csiktartd, amely
96 mikrotitracios Ureget tartalmaz.

Polisztirén mikrotitracids liregek, amelyek belsé felszinéhez anti-inhibin bétas
van kotve.

Az Ujra lezarhato tasakban a nedvesség ellen védé deszikkans anyaggal 2
és 8 °C kozotti hémérsékleten a lejarati datumig tarthato el.

Inhibin A-antitest-enzim konjugatum koncentratum:
liveg

egy 0,6 mL-es

Inhibin-alfa-alegység elleni egér monoklonalis antitest és HRP konjugatuma,
MOPSO, BSA és < 1,0% ProClin** 300.

2 és 8 °C kozotti hdmérsékleten a lejarati datumig tarthato el.
Hasznalat el6tt higitani kell konjugatum-higitoszerrel.

Kalibratorok: Hat darab 1 mL-es liveg és egy 2 mL-es, ,,nulla” kalibratort
tartalmazé liveg (hasznalatra kész)

Kb. 0, 10, 30, 100, 250, 500 és 1000 pg/mL koncentracioju
rekombinans dimerikus inhibin A < 0,5%-o0s ProClin 300-at tartalmazé
szarvasmarha-szérumban.

A pontos koncentraciok az Gvegek cimkéjén talalhatok.
Felnyitas nélkil 2 és 8 °C kozotti hémérsékleten a lejarati datumig tarthato el.

2-8 °C-on tarolva az elsé alkalmazas utan 28 napig hasznalhaté. Hosszabb
idére —20 °C-os fagyasztoban (—15 °C és —24 °C kozo6tt) tarolhato, a lejarati
idéig.

PI-DSL1028100T-04

(katalégusszam: #DSL-10-28100T-4)

Anti-Inhibin A antitesttel bevont mikrotitraciés csik: Négy csiktarto,
egyenként 96 mikrotitracios ureggel.

Inhibin A antitest-enzim konjugatum koncentratum: négy 0,6 mL-es
liveg

Kalibratorok: tizenkét db 1 mL-es liveg és két db 2 mL-es, ,nulla”
kalibratort tartalmazo iliveg (hasznalatra kész)

Kontrollszérumok: négy darab 1,0 mL-es liveg (hasznalatra kész)
Mintapuffer A: Négy 10,0 mL-es palack

Mintapuffer B: Harom 10,0 mL-es liveg

TMB kromogén oldat: Egy 50,0 mL-es palack

Leallité oldat A: Négy 11,0 mL-es palack

Konjugatum-oldoészer: Négy 15,0 mL-es palack

Mosooldat (20 x): két 50 mL-es liveg

SZUKSEGES, DE NEM SZALLITOTT ANYAGOK

A standard laboratériumi felszerelésen kivil az alabbiak sziikségesek:

»  Mikrotitertalca-leolvas6, amely alkalmas az abszorbancia mérésére
450 nm-en és lehetbleg a 600 és 630 nm kozotti kettés hullamhossz
korrekcidra is

* Loncserélt viz
*  50-100 pL adagolasara alkalmas precizids pipetta
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. Mikrotiter talcarazo, amely képes percenkénti 500-700 orbitalis
fordulatra (rpm)

*  Mikrotitraciés lemezmoso

*  Vortex kever§

* Nedvszivo anyag a csikok felitatdsahoz
*  Miliméterpapir a kézi adatredukciohoz

ELJARAS
AZ ELJARASHOZ FUZOTT MEGJEGYZESEK

* Az Inhibin A ELISA vizsgalat sikeres hasznalatahoz alaposan at kell
tanulmanyozni a mellékelt tajékoztatot.

. A teszt validalasa a felhasznalé feladata.

*  Csak preciz laboratoriumi technoldgia alkalmazasaval és a teszthez
kapott tajékoztatd pontos kovetésével kaphatunk megbizhato
eredményeket.

*  Minden vizsgalathoz készitsen standardgdrbét.

* Hasznalat el6tt a minden reagensnek szobahdmérsékletl legyen
(18-255C).

* Felhasznalas elétt az reagenseket, az tvegek dvatos felforditasaval
alaposan keverjuk fel.

*  Egy mérés soran ne keverjink eltéré gyartasi tételeket egyik reagens
esetében sem.

*  Acimkén lathaté lejarati idén tul egyik 6sszetevét se hasznaljuk fel.

* A nem teljesen gondos mosas az eredményt és a mérés pontossagat
elénytelendl érintheti.

* Nagyon nagy gondot kell ra forditani arra, hogy a leallitd oldatot
ugyanolyan sorrendben és id6ben adagoljuk a mélyedésekhez, mint
ahogyan korabban a TMB kromogén oldattal tettlk, igy elkerilhetjik
a szubsztratum inkubacios id6ében tértént valtozadsok okozta mérési
eredmény pontatlansagat.

* Mindegyik reagenst Ovatosan kell kezelni a mikrobakkal valo
szennyez6dés elkerllése érdekében, mert az karosithatja a
reagenseket, kllondsen a konjugatum-higitészert és a mintapuffer
A-t.

»  Kerlljik a TMB kromogén oldat szennyez6dését a konjugatumokkal.

* Minden reagens, kalibral6 oldat, kontroll oldat és minta beméréséhez
tiszta, egyszer hasznalatos pipetta hegyeket hasznaljunk.

* Akénsav és TMB kromogén oldat adagolasahoz ne hasznaljunk fém
alkatrészeket is tartalmazé pipettakat.

*  Ajeldlésnek hasznalt enzimet oxigénnel inaktivaltak, és igen érzékeny
a mikroorganizmusokkal val6 szennyezédésre, natrium azidra,
hipoklérsavra és aromas klorofluorokarbonokra, amelyek gyakran
eléfordulnak a laboratorium vizében.

. Hasznaljunk ionmentesitett vizet.

* Areagenseket tarolas és inkubalas alatt lehetéleg ne érje tul nagy hé
vagy kozvetlen napfény.

A reagensek el6készitése

1. Moséoldat: Ontse az liveg tartalmat 950 mL desztillalt vizbe, majd
homogenizalja. A higitott oldat 18-25 °C-on tarolhaté egy honapig
vagy 2-8 °C-on a készlet lejarati datumaig.

2. Inhibin A antitest-enzim konjugalt oldat: Az Inhibin A
antitest-enzim Konjugatum koncentratumot 1-50 aranyban kell
higitani Inhibin A Konjugatum-oldészerrel, a hasznalt lyukak
szamanak megfeleléen. Egy egész talca esetében pipettazzon
pontosan 220 pL Inhibin A antitest-enzim Konjugatum koncentratumot
11 mL Konjugatumoldészerbe.

MEGJEGYZES: Az Inhibin A antitest-enzim  Konjugatum
koncentratumot frissen, a hasznalat el6tt 10-15 perccel kell
felhigitani.

3. Mikrotitralé mélyedések: Valasszunk ki a vizsgalathoz sziikséges
szamu, bevonattal ellatott mélyedést. A fennmaradd, fel nem hasznalt
mélyedéseket deszikkans anyag jelenlétében vissza kell rakni az ujra
lezarhaté tasakba. A tasakot le kell zarni, hogy a nedvesség ne tudjon
behatolni.

PI-DSL1028100T-04

A vizsgalat menete

Varja meg, hogy valamennyi minta és reagens elérje a szobahémérsékletet
(18-25°C). Hasznalat el6tt keverje Ossze a reagenseket az ampullak
megforgatasaval. A reagensek rekonstiticidja utan keverje 6ssze Oket
alaposan, lgyelve ra, hogy ne habosodjanak fel. A kalibratorok, Kontrollat
és mintakat duplikalva kell megvizsgalni.

Jeldljuk meg, melyik mikrotitralé csikot kell hasznalni.

2. Pipettazzon 50 pL kalibratorok, kontrollt és mintat a megfeleld
lyukakba.

3. Preciziés pipetta segitségével adjon mindegyik Ulregbe 50 uL
mintapuffer A-t.

4. Preciziés pipetta segitségével adjon mindegyik Uregbe 50 pL
mintapuffer B-t.

5. Inkubalja a Iyukakat, razza fel ©&ket 500-700-as rpm-en
(fordulaton) egy orbitalis mikrotalca-razén harom oéran keresztiil,
szobah6mérsékleten (18-25°C).

6. Készitse el az antitest-enzim konjugalt oldatot Ugy, hogy felhigitja
az antitest-enzim Konjugatum koncentratumot az Inhibin A
Konjugatumolddszerben az ,A reagensek el6készitése” c. fejezetben
ismertetettek szerint.

7. Szivja és oblitse ki a lyukakat hatszor az 6blité oldattal egy
automatikus mikrotanyér-oblitd segitségével vagy kézzel, egy
precizios pipetta segitségével. Itassa fel és szaritsa ki a lyukakat
abszorbeald anyag segitségével.

MEGJEGYZES: Javasoljuk az automatikus mikrotalca-6blité hasznalatat. A
nem tbkéletes lebblités negativ hatassal van a vizsgalat pontossagara. Ha
mikrotalca-6blit6 nem all rendelkezésre, az alabbiak szerint eljarva 6blitse le
a talcakat sajat kezlileg:

(a) Szivja ki teljesen a folyadékot a lyukakbol

(b) Egy precizibs pipetta segitségével juttasson 350 uL 6blité oldatot minden
egyes lyukba

(c) Szivja ki ismét a folyadékot
(d) Ismételje meg a (b) és (c) lépést még 6tszdr

8. Adjon 100 pL antitest-enzim konjugalt oldatot az egyes lyukakba egy
precizios pipetta segitségével.

9. Inkubalja a Iyukakat, razza fel ©&ket 500-700-as rpm-en
(fordulaton) egy orbitalis mikrotanyér-razén egy oéran keresztll,
szobahémérsékleten (18- 25°C).

10. Szivja és Oblitse ki a lyukakat hatszor az 06blit6 oldattal egy
automatikus mikrotalca-6blité segitségével. Itassa fel és szaritsa ki a
lyukakat abszorbeald anyag segitségével.

11. Adjon 100 pL TMB kromogén oldatot az egyes lyukakba egy precizios
pipetta segitségével.

Ne tegyiik ki kbzvetlen napfény hatasdanak.

12. Inkubdlja a Iyukakat, razza fel &ket 500-700-as rpm-en
(fordulaton) egy orbitalis mikrotanyér-razéon 15 percen keresztiil,
szobah6mérsékleten (18-25°C).

MEGJEGYZES: Az adott szobahémérséklettdl fiiggéen elSfordulhat, hogy
a szin sokkal gyorsabban vagy lassabban is kialakul az ajanlott inkubalasi
id6héz képest. Ezért az inkubalasi id6 optimalizélasa érdekében kisérje
figyelemmel a szin kialakulasat.

13. Adjon 100 pL ledllité oldatot az egyes lyukakba egy preciziés pipetta
segitségével.
14. Olvassa le a cellakban lévé oldat abszorbanciajat 30 percen belil,
450 nm-re bedllitott microplate olvaséval.
MEGJEGYZES:

1) A mikrotélcas lyukak abszorpciés tulajdonsaganak leolvasasa kézben a
nulla kalibrator ,iires*“re kell allitani.

2) Ha rendelkezésre all hullamhossz-korrekcio, éllitsa a késziiléket kétféle
hullamhosszu iizemmaddra: 450 nm-es mérésre, a hattérben 600 és 630 nm
ko6zétti hullamhossz-korrekciéval.

EREDMENYEK
1. Szamitsa ki a kalibrator, kontrollok vagy mintak abszorpcidjanak
kozépértékét.

2. Abrazolja a kalibrator atlagos abszorbanciajanak a logaritmusat az
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pedig az x-tengelyen, és illesszen hozza egy lineéaris gorbét.
Masik megoldasként az adatok linearis-linearis és simitott spline
gorbeillesztéssel is dbrazolhatok.

3. Rajzolja fel a legjobban illeszked6 gorbét a két értéken elhelyezkedd
pontok kézépértéke mentén.

gbrbe alapjan ugy, hogy a gérbén az atlagos abszorbancia-értéknek
megfelel helyen leolvassa az inhibin A-koncentraciot.

5. Haegy minta értéke magasabb, mint a legmagasabb értéku kalibrator,
megfeleléen higitani kell az Inhibin A Kalibrator 0-val, és meg kell
ismételni a vizsgalatot.

6. Az analitikai érzékenységi hatarnal alacsonyabb leolvasott értéket
annak megfeleléen kell kezelni.

7. Az eredményt sziikség esetén egy higitasi tényez&vel kell beszorozni.

MEGJEGYZES: Ha az abszorbancia értéke meghaladja a talcaleolvasé
hatarértékeit, akkor sziikség van egy masodik mérésre is, amelyet
405 nm-en kell elvégezni [referenciasziiré (ha van): 600—630 nm kézott].
Ez esetben késziteni kell egy uj normal gérbét a fent leirt moédon, az
abszorbanciaértékeket 405 nm-en mérve. A 450 nm-en meghatarozott
mérési tartomanyon kiviil esé mintak koncentracioja leolvashaté az Gj normal
gorbérél. A 450 nm-en leolvasott, méréstartomanyon beliili értékeket nem
irjak feliil a 405 nm-en leolvasott értékek.

Standard gorbe

Kalibratorok Konc. (pg/mL) A B/Buax (%)

0 0,00 0,022 (Ures) B

1 9,20 0,028 1,021
2 24,3 0,082 2,991
3 90,0 0,305 11,11
4 214 0,733 26,75
5 415 1,302 47,48
6 833 2,741 100,0

(A megadott standard gérbe csak minta: konkrét szamitasokhoz nem
hasznalhat6)

Mintak

Az IU/mL mértékegységre torténd atvaltdshoz haszndlja a kovetkezd
egyenletet:

1 1U/mL (WHO 91/624) = 26,7 pg/mL

VARHATO ERTEKEK

Minden laboratériumnak meg kell hataroznia a sajat referenciatartomanyat
az egyes populaciok megfeleld abrazolasa érdekében. A kovetkezd
értékeket mértiik az Inhibin A ELISA hasznalataval, latszélag egészséges
feln6ttek szérummintai vizsgalataval. Az 6sszes érték mértékegysége
pg/mL. A normalisan menstrualé nék esetén az egyes fazisok melletti
szamok az LH-csucs el6tti és utani napokat jelentik.

Populacié n Ko6zép Ko6zé- 95%-0s

pérték konfidencia-
intervallum

Normal ciklusui nék

Korai follicularis fazis (-14-tl 136 13,48+0,93 10,54 15,46-28,16

-10-ig)

Kozépso follicularis fazis (a 228 18,63+0,59 17,06 17,87-34,54

—9. naptdl a —4. napig)

Késéi follicularis fazis (a 130 56,10+2,30 52,19 19,49-102,3

—3. naptdl a —1. napig)

K6zépidd (0. nap) 42 98,87+30,99 98,23 49,92-155,5

Korai lutealis fazis 115 71,59+3,39 67,24 35,93-132,7

(1-3. napig)

Kozépso lutedlis fazis 268 75,22+2,63 72,51 13,15-159,6

(4—11. nap)

Késoi lutedlis fazis 82 27,87+3,20 17,44 17,28-89,95

(12-14. nap)

IVF esetén meért 43 792,4+70,63 705,91 354,2-1690

csucsszintek

PCOS, az ovulacié ideje 26 19,32+2,61 15,65-15,99

korul

Menopauza utan 23 11,15+0,24 1<1-3,88

| Egészséges férfiak 40 11,33+0,42 1<1-3,58

1 Az 1-es kalibrator értékénél alacsonyabb inhibin A-értékek extrapolalt
értékek.
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A kovetkez6 tablazatban bemutatott értékek a terhesség masodik

vonatkoznak.

Befejezett hét | Mintak szama Inhibin A LOG;,, szoras
median értéke
(pg/mL)
15 30 157,55 0,27
16 124 153,29 0,27
17 74 151,20 0,27
18 45 155,14 0,27
19 20 165,18 0,27
20 16 185,76 0,27

A tablazatban bemutatott adatokat egy egyestilt allamokbeli sziirési kézpont
biztositotta (2005-ben).

MINOSEG-ELLENORZES

* Az Inhibin A ELISA kontrollok és az egyéb kereskedelmi
forgalomban kaphaté kontrollok értékének a meghatarozott
konfidenciatartomanyba kell esnie.

* Inhibin A ELISA kontrollok a koncentraciétartomanyban megadott vart
értékek a mellékletben talalhatok.

*  Mindegyik teszt soran mérni kell egy teljes normal gdérbe
meghatarozasahoz sziikséges mintakat, és egy, a méréstartomanynal
alacsonyabb értékli és egy magasabb értéki kontrollt is.

« A TMB kromogén oldatnak szintelennek vagy egészen halvany
sarganak kell lennie. Kék szin megjelenése a reagens
szennyez6édését vagy instabilitasat jelentheti.

* A mindség-ellenérzési anyagok szimuldljadk a betegek mintainak
tulajdonsagait, és nélkildzhetetlenek az immunkémiai mérések
teljesitményének kovetéséhez. Alkalmazzon legalabb kétféle
analitkoncentraciojd QC vagy mas, a kereskedelemben kaphato
kontrollanyagot. A kontrollok gyakoribb hasznalatarél, valamint
tovabbi kontrollok alkalmazasardl a felhasznald belatasa szerint
donthet, a helyes laboratériumi gyakorlat vagy a laboratériumi
akkreditacios kovetelmények és a vonatkozé jogszabalyok
alapjan. Kovesse a gyartd feloldasra és tarolasra vonatkozd
utasitasait. A megfelel6 teljesitmény eléréséhez ajanlatos
minden laboratériumnak meghataroznia a sajat kdzépértékeit és
elfogadhato értéktartomanyait. Az elfogadhaté tartomanyon kivul esd
minéség-ellenérzési eredmény azt jelentheti, hogy a teszt eredményei
nem érvényesek.

MINOSEGI JELLEMZOK
(Tovabbi részletek a Mellékletben)

A reprezentativ adatok kizardlag szemléltetd jellegéek.
laboratériumok eredményei ettél eltérhetnek.

A kulonallé

Erzékenység

Kimutathatésagi hatarérték (LoD): 2,61 pg/mL

Specificitas

Az immunassayben hasznalt antitestek nagymértékben specifikusak az
inhibin A-ra.

Pontossag

Intra-assay

Mintdk mérése toértént ugyanabban a sorozatban 25-szér. A variaciés
koefficiens értéke szérummintakra 4,6% vagy az alatti volt.

Inter-assay

Mintakat duplikdtumban, 10 kilénb6z6 sorozatban mértik. A variacios

koefficines szérummintakra 6,9% vagy az alatti volt.

Valéssag

Higitasi teszt

Magas koncentraciét tartalmazé mintédkat sorozatosan higitottak a zéré
kalibratorral. A reprodukalhatésagi arany 97,8—-117% volt.

Visszanyerési teszt

Az szérummintakhoz hozzaadtak
mennyiségl inhibin A-t. A reprodukalhatésagi arany 83,5-99,5% volt.

Mérési tartomany (a kimutathatésagi hatarértékétél és a legmagasabb
koncentracidju kalibrator értékéig): 2,61 és korilbelll 1000 pg/mL kdzott.

ismert
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KORLATOZASOK

PI-DSL1028100T-04

A készletben mellékelt reagensek az inhibin A szintjének a szérumban
vagy a plazmaban valé mérésére vannak optimalizalva.

Antitesteket alkalmazé vizsgdlatokban fennall a minta heterofil
antitestjei altal okozott zavar6 hatds lehetésége. Olyan
személyekben, akik  rendszeresen  érintkeznek  allatokkal,
immunterapiaban részesultek, vagy immunglobulinnal vagy
immunglobulin-tdredékkel ~ végzett diagnosztikai  eljarasokban
vettek részt, olyan dllat elleni human antitestek (példaul HAMA)
termelédhetnek, amelyek zavarjak az immunassayt. Raadasul mas
heterofil antitestek, mint a human anti-kecske antitestek is jelen
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lehetnek a mintakban.?*?® Ezen antitestek hibas eredményeket
okozhatnak. Koriltekintéen kell értékelni azon betegek eredményeit,
akiknél ilyen antitest jelenlétének gyanuja mertdil fel.

A reagens mikrobialis fertézottségére utald jelek esetén vagy tul
zavaros, akkor dobja ki az ampullat.

Az Inhibin A ELISA vizsgalat eredményeit a paciens teljes klinikai
korképének ismeretében kell értelmezni, amelybe beletartoznak
a tunetek, a kortorténet, tovabbi vizsgalatok adatai és egyéb
informaciok.



INHIBIN A ELISA
DSL-10-28100T-1, DSL-10-28100T-4

POUZE PRO PROFESIONALNIi POUZITI,

Souprava enzymové imunoanalyzy s enzymem vazanym na imunosorbent
(ELISA) ke stanoveni inhibinu A obsahuje materialy pro kvantitativni méfeni
dimerniho inhibinu A v lidském séru nebo plazmé. Je uréena vyhradné pro
pouzitiin vitro jako pomoc pfi diagnostice a monitorovani riznych hormonalnich
poruch reprodukce. Screening Downova syndromu (trizomie 21) ve 2. trimestru
pfi pouziti kombinovanych biochemickych a ultrazvukovych markerti mize byt
vyhodnocen pomoci pfislusnych algoritmu, se kter)’/rzr}i’ 4(59 mozné pracovat v

komeréné dostupnych softwarech pro vypocet rizika. Diirazné se doporuéuje

pouzivat ovéreny (s oznaéenim CE) software uréeny specialné pro vyhodnoceni
rizika trizomie 21, napf. software alfa.* Souprava inhibinu A je uréena pro pouziti
v kombinaci s hAFP + hCG + uE3.

SHRNUTI

Inhibiny jsou heterodimerni proteinové hormony vylu€ované granulozovymi
burikami vaje¢nikd u Zen a Sertoliho burfikami varlat u muzl. Selektivné
potlacuji sekreci folikulostimulaéniho hormonu hypofyzy (FSH) a maji také
lokalni parakrinni Gginky v pohlavnich Zlazach."?

PIné zpracovana forma molekuly inhibinu m& molekulovou hmotnost pfiblizné
32 kD a sklada se ze dvou odlisnych fetézcli (a a B) propojenych disulfidovymi
mustky. Formy s vy$8i molekulovou hmotnosti, s prekurzorovymi formami
a—podjednotky, se vyskytuji také ve folikularni tekutiné a séru. Kromé
toho jsou také pfitomny formy bez a-podjednotky, které nejsou spojené s
B-podjednotkami, a nemaji bioaktivitu inhibinu.®45°

Inhibin A se sklada z a-podjednotky a Ba-podjednotky. Méfeni inhibinu A se
ukazuji byt uziteéna pfi studiu jeho role ve fyziologii lidské reprodukce.”8°
Nékolik publikovanych zprav ukazuje uzite€nost méfeni inhibinu A jako
endokrinniho markeru pro monitorovani funkce vajecnikg.'®"1213.14.15.16.17 o5
do nedavné doby nebylo mozné rozlisit cirkulujici funkéni dimerni inhibin a
volnou a-podjednotku v normalnim menstruaénim cyklu u zen.

Avsak pfi pouZiti vysoce charakterizovaného paru protilatek bylo zjisténo,
Ze dvoumistny sendvicovy test ELISA je schopen specificky zméfit pouze
dimerni inhibin A.'

PRINCIP

ELISA ke stanoveni inhibinu A je enzymaticky amplifikovany dvoukrokovy
Lsendviovy“ test. V testu se inkubuji kalibratory, kontroly a vzorky
v jamkach mikrotitratnich destiCek, které byly potazeny protilatkou
anti-inhibinu B, podjednotky. Po inkubaci a promyti se do kazdé jamky
pfida detekéni protilatka alfa podjednotky inhibinu A oznaéena kfenovou
peroxidazou (HRP). Po druhé inkubaci a promyti se do jamek pfida substrat
tetrametylbenzidinu (TMB).

A nakonec se pfida stop roztok. Stupen enzymaticky zpracovaného substratu
se stanovi na zakladé méreni absorbance dvou vinovych délek pfi 450 nmav
rozmezi 600 az 630 nm. Namérena absorbance je pfimo umérna koncentraci
inhibinu A ve vzorcich. Sada kalibratord inhibinu A se pouziva k sestrojeni
kalibraéni kfivky absorbance proti koncentraci inhibinu A. Z této kalibra¢ni
kfivky je pak mozné vypocitat koncentrace inhibinu A ve vzorcich.

VAROVANI A OPATRENI
Pro diagnostické ucely in vitro.
Pouzivejte zasady spravné laboratorni praxe.'®

Vzorky a materialy pochazejici z krve mohou byt rutinné zpracovavany
s minimalnim rizikem za pouzZiti nize popsaného postupu. S témito
materidly vSak zachazejte jako s potencialné infekénimi podle vSeobecnych
bezpeénostnich opatfeni a zasad spravné klinické laboratorni praxe
bez ohledu na jejich plvod, Upravu nebo pfedchozi certifikaci.?’ Pro
dekontaminaci pouzivejte vhodny dezinfekéni prostfedek. Tyto materialy
a jejich obaly skladujte a likvidujte v souladu s mistnimi predpisy
a smérnicemi.

KLASIFIKACE NEBEZPECi PODLE GHS

Calibrators / Controls ~ VAROVANI

O

PI-DSL1028100T-04

Antibody Enzyme
Conjugate Concentrate

Sample Buffer A
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H317

H412
P273
P280
P333+P313

P362+P364

VAROVANI

D

H316
H317

H412
P273
P280
P332+P313
P333+P313

P362+P364

NEBEZPECI

H316
H318

P280

Muze vyvolat alergickou
kozni reakci.

Skodlivy pro vodni
organismy, s dlouhodobymi
ucinky.

Zabrarfite uvolnéni do
zivotniho prostredi.
Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

PFi podrazdeni kuze

nebo vyrazce: Vyhledejte
lékafskou pomoc/osetteni.
Kontaminované &asti odévu
svléknéte a pred pouzitim
vyperte.

reakéni smés:

5-chlor-2-methyl-4-isothiazol-3(2H)-on

[Cislo ES 247-500-7] a
2-methyl-4-isothiazol-3(2H)-on
[Cislo ES 220-239-6] (3:1)
<0,05 %

ZpUsobuje mirné podrazdéni
kize.

Muze vyvolat alergickou
kozni reakci.

Skodlivy pro vodni
organismy, s dlouhodobymi
ucinky.

Zabrafite uvolnéni do
Zivotniho prostfedi.
Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

Pri podrazdéni kize:
Vyhledejte 1ékafskou
pomoc/oSetreni.

PFi podrazdeni kuze

nebo vyrazce: Vyhledejte
lékarskou pomoc/osetreni.
Kontaminované &asti odévu
svléknéte a pred pouzitim
vyperte.
3-(n-morfolino)-2-hydroxy
propan kyselina sulfonova,
sodna sul 1-2 %

reakéni smés:

5-chlor-2-methyl-4-isothiazol-3(2H)-on

[Cislo ES 247-500-7] a
2-methyl-4-isothiazol-3(2H)-on
[¢islo ES 220-239-6] (3:1)
<0,05 %

ZpUsobuje mirné podrazdéni
kaze.

ZpUsobuje vazné poskozeni
oci.

Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.



Sample Buffer B

Conjugate Diluent

PI-DSL1028100T-04

P305+P351+P338

P310

P332+P313

PECi
&

H314
H317

P280

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

P333+P313

P362+P364

PECi
&

H316

H317

PRI ZASAZENI OCI: N&kolik
minut opatrné vyplachujte
vodou. Vyjméte kontaktni
€ocky, pokud jsou nasazeny
a pokud je Ize vyjmout
snadno. Pokracujte ve
vyplachovani.

Okamzité volejte
TOXIKOLOVGI,CKEV
INFORMACNI STREDISKO
nebo Iékare.

Pfi podrazdéni kize:
Vyhledejte 1ékarskou
pomoc/oSetfeni.

Laurylsulfat sodny 1 -<3 %
Tris(hydroxymethyl)-
aminomethane
(aminomethan) 1 -2 %
Alkohol, sekundarni C12-14,
ethoxylovany 3 - 5 %

Zpusobuje tézké poleptani
kiize a poskozeni odi.

Mulze vyvolat alergickou
kozni reakci.

Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

PRI STYKU S KUZi (nebo
s vlasy): Oplachnéte kizi
vodou.

PRI ZASAZENI OCI: N&kolik
minut opatrné vyplachujte
vodou. Vyjméte kontaktni
Cocky, pokud jsou nasazeny
a pokud je Ize vyjmout
snadno. Pokracujte ve
vyplachovani.

Okamzité volejte
TOXIKOLOGICKE
INFORMACNI STREDISKO
nebo lékare.

Pri podrazdéni kuze

nebo vyrazce: Vyhledejte
lékafskou pomoc/osetteni.
Kontaminované ¢asti odévu
svléknéte a pfed pouzitim
vyperte.

Peroxid vodiku urea 10 - 20
%

reakéni smes:
5-chlor-2-methyl-4-isothiazol-3(2H)-on
[Cislo ES 247-500-7] a
2-methyl-4-isothiazol-3(2H)-on

[Cislo ES 220-239-6] (3:1)

< 0,05 %

Wash solution (20x)

Zpusobuje mirné podrazdéni
kize.

Miize vyvolat alergickou
kozni reakci.
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Stop roztok

H318

H412

P273

P280

P305+P351+P338

P310

P333+P313

P362+P364

NEBEZPECI

H314

P280

P301+P330+P331
P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

NEBEZPECI

&

H360

ZpUsobuje vazné poskozeni
oCi.

Skodlivy pro vodni
organismy, s dlouhodobymi
ucinky.

Zabrarite uvolnéni do
zivotniho prostredi.
Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy
§tit.

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

Okamzité volejte
TOXIKOLOGICKE
INFORMACNI STREDISKO
nebo lékare.

PFi podrazdeni kuze

nebo vyrazce: Vyhledejte
lékarskou pomoc/osetteni.
Kontaminované &asti odévu
svléknéte a pred pouzitim
vyperte.
Tris(hydroxymethyl)-
aminomethane
(aminomethan) 1 - 3 %
Alkohol, sekundarni C12-14,
ethoxylovany 3 -5 %
reakéni smés:
5-chlor-2-methyl-4-isothiazol-3(2H)-on
[Cislo ES 247-500-7] a
2-methyl-4-isothiazol-3(2H)-on
[Cislo ES 220-239-6] (3:1)
<0,05%

ZpUsobuje tézké poleptani
kize a poskozeni o&i.
Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy
&tit.

PRI POZITI: Vyplachnéte
Usta. NEVYVOLAVEJTE
zvraceni.

PRI STYKU S KUZi (nebo
s vlasy): Oplachnéte kazi
vodou.

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

Okamzité volejte
TOXIKOLOGICKE
INFORMACNI STREDISKO
nebo lékare.

Kyselina sirova 1 -3 %

MuUze poskodit reprodukéni
schopnost nebo plod v téle
matky.



P201 Pred pouzitim si obstarejte

specialni instrukce.

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

P308+P313 PRI expozici nebo podezfeni

na ni: Vyhledejte Iékafskou
pomoc/oSetreni.

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

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

SBER A PRIPRAVA, SKLADOVANI A REDENI
VZORKU

Sérum a plazma jsou doporuéené vzorky.

Dodrzujte nasledujici doporu€eni pro zachazeni se vzorky krve, jejich
zpracovani a skladovéani:?'

* V8echny vzorky krve odebirejte za dodrZeni

bezpecnostnich opatfeni pro venepunkci.

obvyklych

*  Zkumavky udrzujte stale uzavfené zatkou.

. Do dvou hodin po odstfedéni pfeneste nejméné 500 pl frakce bez
bunék do skladovaci zkumavky. Zkumavku okamzité pevné uzavrete.

*  Nezfedéné i zfedéné vzorky tésné uzaviené ulozte pfi teploté 2-8 °C
po dobu maximalné 24 hod.

» V pfipadé, Ze analyza nebude dokoncena béhem 24 hod, nebo v
pfipadé prepravy vzork(, zmrazte pfi teploté -20 °C nebo niz$i po
dobu az 30 dna.

PFi pfipravé vzorkd dbejte nasledujicich pokyn(:
+  Ujistéte se, Ze pred analyzou byly odstranény zbytky fibrinu a bunééné
Castice.
. PFi odstfedéni dbejte doporuceni vyrobce zkumavek.

Kazda laboratof by si méla ur€it pfijatelnost svych vlastnich zkumavek pro
odbér krve a produktl na separaci séra. Tyto vyrobky mohou vykazovat
odchylky v zavislosti na vyrobci a ob&as i na Sarzi.

Vyvarujte se opakovaného zamrazovani vzorka.
Zamezte analyzovani lipemickych, ikterickych nebo hemolyzovanych vzorkd.

POSKYTNUTE MATERIALY
Souprava ke stanoveni inhibinu A: 96 jamek (Kat. ¢ DSL-10-28100T-1)

Mikrotitracni prouzky potazené protilatkou anti-inhibinu A: jeden
ramecek prouzk(l obsahujici 96 jamek mikrotitracnich desticek.

Polystyrénové mikrotitracni jamky s protilatkou anti-inhibin 4 fixovanou k
vnitini sténé kazdé jamky.

Skladujte pfi 2-8 °C do data exspirace v uzaviratelném sacku se susici
vloZkou, abyste zabranili pfistupu vihkosti.

Koncentrat konjugatu protilatky proti inhibinu A s enzymem: jedna 0,6
ml lahvicka

Konjugat mysi monoklonalni protilatky proti a-podjednotce inhibinu s HRP,
MOPSO,BSA a <1,0 % ProClin** 300.

Skladujte pfi 2-8 °C do data exspirace.
PFed pouZitim roziedte v diluentu pro konjugat.

Kalibratory: Sest 1ml lahvicek a jedna 2ml lahvicka ,nulového*
kalibratoru (pfipravené k pouziti)

Koncentrace pfiblizné 0, 10, 30, 100, 250, 500 a 1000 pg/ml rekombinantniho
dimerniho inhibinu A v hovézim séru s < 0,5 % ProClin 300.

Pfesné koncentrace viz etikety na lahvi¢kach.
Skladujte uzaviené pfi 2—8 °C do data exspirace.

Stabilni pfi teploté 2 az 8 °C po dobu 28 dnu po pocate¢nim pouziti. Po
delSi obdobi skladujte v mrazni¢ce pfi -20 °C (-15 °C az -24 °C) az do data
expirace.

PI-DSL1028100T-04

Méfenou veli€inu (analyt) v kalibratorech inhibinu A Ize vysledovat az k
prvnimu mezinarodnimu standardu Svétové zdravotnické organizace pro
inhibin-A (kéd 91/624), ktery obsahuje rekombinantni lidsky 32 kDa inhibin
A (1 pg/ml nebo 0,037 IU/ml). Uvedené hodnoty byly stanoveny s pouzitim
reprezentativnich vzorkd z této Sarze standardu a jsou specifické pro
metodiku kontrolnich rozbord reagencii. Hodnoty ziskané jinymi metodami
se mohou liSit. Takové rozdily — vyskytnou-li se — mohou byt zplsobeny
odchylkami mezi metodami.

Kontroly: dvé 1,0 ml lahvi¢ky (pfipravené k pouziti)

Nizké a vysoké koncentrace rekombinantniho dimerniho inhibinu A v
hovézim séru s < 0,5 % ProClin 300.

Koncentragni rozmezi o€ekavanych hodnot jsou uvedena v pfiloze navodu.
Skladujte uzavrené pfi 2-8 °C do data exspirace.

Stabilni pfi teploté 2 az 8 °C po dobu 28 dnl po pocatecnim pouziti. Po
del$i obdobi skladujte v mrazni¢ce pfi -20 °C (-15 °C az -24 °C) az do data
expirace.

Vzorkovy pufr A: jedna 10,0 ml lahvicka

Pufr s hovézim sérovym albuminem (BSA), zvifecim sérem (kozim, mysim),
povrchoveé aktivnimi latkami a azidem sodnym.

Skladujte pfi 2-8 °C do data exspirace.

Vzorkovy pufr B: jedna 10,0 ml lahvicka

Pufr s <20 % peroxidu moc€oviny, < 0,5 % ProClin 300 a azidem sodnym.
Skladujte pfi 2-8 °C do data exspirace.

Chromogenovy roztok TMB: jedna 11,0 ml lahvicka
Tetrametylbenzidin (TMB) v citratovém pufru s peroxidem vodiku.
Skladujte pfi 2-8 °C do data exspirace.

Stop roztok A: jedna 11,0 ml lahvicka

0,2M kyselina sirova.

Skladujte pfi at 2-8 °C nebo pfi pokojové teploté (18-25°C) az do data
exspirace.

Diluent pro konjugat: jedna 15,0 ml lahvicka

Pufr s BSA, zvifecim sérem (kozim, my$im), povrchové aktivni latkou a <
1,0% ProClin 300.

Skladujte pfi 2-8 °C do data exspirace.

Promyvaci roztok U (20x): Jedna 50 ml lahvicka

Koncentrovany roztok musi byt pfed pouzitim zfedén.

Sklagujte pfi at 2-8 °C nebo pfi pokojové teploté (18-25°C) az do data
exspirace.

Souprava ke stanoveni inhibinu A: 384 jamek (Kat. ¢ DSL-10-28100T-4)

Mikrotitraéni prouzky potazené protilatkou anti-inhibinu A: Ctyfi ramecky
prouzku, kazdy obsahuje 96 mikrotitracnich jamek.

Koncentrat konjugatu protilatky proti Inhibinu A s enzymem: ¢tyri 0,6
ml lahviéky

Kalibratory: dvanact 1 ml lahviéek a dvé 2 ml lahvi¢ky ,,nulového*
kalibratoru (pfipravené k pouziti)

Kontroly: étyri 1,0 ml lahvi€ky (pfipravené k pouziti)
Pufr pro fedéni vzorkt A: étyfi 10,0 ml lahvicky
Pufr pro fedéni vzorka B: tfi 10,0 ml lahvicky
Chromogenovy roztok TMB: jedna 50,0 ml lahvicka
Stop roztok A: ¢tyii 11,0 ml lahvicky

Diluent pro konjugat: ¢tyfi 15,0 ml lahvicky
Promyvaci roztok (20x): 2 lahvicky (po 50 ml)

VYZADOVANE, ALE NEPOSKYTNUTE
MATERIALY

Kromé obvyklého laboratorniho zafizeni je pro analyzu potfebné nasledujici
vybaveni:

«  Ctecka mikrotitraénich desti¢ek schopna méfeni absorbance pfi 450
nm a pfednostné schopna dvoji korekce vinové délky v rozmezi 600
az 630 nm

. Deionizovana voda
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. Presna mikropipeta na 50-100 pl

« Trepacka na mikrotitratni destiCky schopna dosahnout 500-700
orbitalnich otacek za minutu (ot/min)

*  Automaticka promyvacka desticek

*  Vibra¢ni michadlo

*  Savy material pro osuseni prouzk( jamek
*  Graficky papir pro analyzu dat

POSTUP

Poznamky k postupu

. Diikladné pochopeni této pfibalové informace je nezbytné pro
Uspésné pouziti soupravy ELISA ke stanoveni inhibinu A.

» Uzivatel je zodpovédny za posouzeni vhodnosti soupravy pro
zamyslené pouziti.

*  Spolehlivé vysledky lIze ziskat pouze pfi uplatnéni spravnych
laboratornich postup(l a pfi pfesném dodrzovani navodu.

*  Pro kazdou novou sérii analyz je nutné provést novou kalibraci.

* Reagencie pred pouzitim vytemperujte na
(18-25°C).

»  Peclivé promichejte reagencie pred pouzitim jemnym obracenim.

laboratorni teplotu

*  Nemichejte rizné Sarze zadné ze slozek soupravy v ramci jednoho
stanoveni.

*  Nepouzivejte zadnou slozku po uplynuti doby exspirace uvedené na
jejim Stitku.

*  Nedostate¢né promyti jamek muize mit za nasledek S$patnou
reprodukovatelnost a nespravné vysledky.

*  Aby se zabranilo driftu zpdsobnému rtizné dlouhou inkubaci substratu,
je tfeba pipetovat stop roztok do jamek ve stejném poradi a se stejnou
rychlosti jako byl pipetovan roztok chromogenu TMB.

*  SevSemireagenciemi manipulujte opatrné, aby se zabranilo zavedeni
mikrobialnich kontaminantli, které mohou reagencie poskodit,
zejména diluent pro konjugat a vzorkovy pufr A.

»  Zabrante kontaminaci roztoku TMB roztoky konjugata.

*  Pro kazdou reagencii, kalibrator, kontrolu ¢&i vzorek pouZijte novou
vymeénnou Spicku pipety.

*  Pro davkovani kyseliny sirové a roztoku chromogenu TMB pouzijte
pipety bez kovovych ¢asti.

*  Enzym pouzity v soupravé se inaktivuje kyslikem a je velmi citlivy na
mikrobialni kontaminaci, azid sodny, kyselinu chlornou a aromatické
chlorované uhlovodiky, které se Casto vyskytuji v laboratornich
rozvodech vody.

*  Pouzivejte deionizovanou vodu.

* Nevystavujte reagencie pfi skladovani a pfi inkubaci nadmérnému
teplu a pfimému slune¢nimu svétlu.

Priprava a skladovani reagencii

1. Promyvaci roztok: Nalijte obsah lahvicky do 950 ml destilované vody
a homogenizujte. Zfedény roztok Ize skladovat pfi teploté 18-25 °C
po dobu jednoho mésice nebo pfi teploté 2—8 °C az do data exspirace
soupravy.

2. Roztok konjugdtu protilatky s enzymem: Koncentrat konjugatu
protilatky s enzymem by se mél rozfedit v poméru 1 dil do 50 dild
diluentu pro konjugat inhibinu A podle poctu pouzitych jamek. Pro
celou destiCku napipetujte 220 pl koncentratu konjugatu protilatky s
enzymem do 11 ml diluentu pro konjugat.

POZNAMKA: Koncentrat konjugatu protilatky s enzymem by mél byt
pred pouZzitim Cerstvé fedény po dobu 10-15 min.

3. Mikrotitracni jamky: VVezméte pocet jamek, které budete potfebovat
pro analyzu. Zbylé jamky znovu zasunte do sacku s vysouSedlem a
peclivé uzaviete. Sacek musi byt peclivé uzavren, zabrarite pfistupu
vlhkosti.

Schéma postupu

Nechte vSechny vzorky a reagencie temperovat na pokojovou teplotu
(18-25°C). Pred pouzitim reagencie peclivé promichejte jemnym obracenim.
Po rekonstituci reagencii dikladné promichejte, zamezte pfitom tvorbé pény.
Kalibratory, kontroly a vzorky by mély byt analyzovany v duplikatech.

PI-DSL1028100T-04

Oznacte jamky pro analyzu.
2. Do pfislusnych jamek napipetujte 50 pl kalibrator(, kontrol a vzorku.
3. Prfesnou pipetou pfidejte do kazdé jamky 50 pl pufru pro fedéni vzorkl
A

4. Presnou pipetou pfidejte do kazdé jamky 50 pl pufru pro fedéni vzork

5. Jamky se inkubuji za tfepani pfi 500—700 ot/min na orbitalni tfepacce
mikrotitranich destiCek po dobu tfi hodin pfi pokojové teploté
(18-25°C).

6. Roztok konjugatu protilatky s enzymem se pfipravi zfedénim
koncentrovaného konjugatu protilatky s enzymem v diluentu pro
konjugat inhibinu A, jak je popsano v ¢asti ,Pfiprava reagencii“ tohoto
pfibalového letaku.

7. Odsajte a promyjte kazdou jamku Sestkrat promyvacim roztokem
pomoci automatické promyvacky mikrotitracnich desti¢ek nebo ruéné
pomoci pfesné pipety. Odsajte a vysuste prevracenim desticky na
absorp¢ni material.

POZNAMKA: Dirazné se doporuduje pouZit automatickou promyvacku
mikrotitraénich desticek. Neuplné vymyti bude mit nepfiznivy vliv na pfesnost
rozboru. Neni-li promyvacka k dispozici, postupujte podle nasledujicich
krokt pro ruéni myti desticek:

(a) Z kazdé jamky zcela odsajte tekutinu

(b) Do kazdé jamky napipetujte 350 ul promyvaciho roztoku pomoci presné
pipety

(c) Znovu odsajte tekutinu
(d) Pétkrat opakujte kroky (b) a (c)

8. Presnou pipetou pfidejte do kazdé jamky 100 pl roztoku konjugatu
protilatky oznaené enzymem.

9. Jamky se inkubuji za tfepani pfi 500-700 ot/min na orbitalni tfepacce
mikrotitracnich desti¢ek po dobu jedné hodiny pfi pokojové teploté
(18-25°C).

10. Odsajte a promyjte kazdou jamku Sestkrat promyvacim roztokem
pomoci automatické promyvacky mikrotitracnich desti¢ek. Odsajte
do sucha prevracenim desti¢ky na absorpéni material.

11. Pfesnou pipetou pfidejte do kazdé jamky 100 pl chromogenového
roztoku TMB.

Chrarite pred pfimym sluneénim svétlem.

12. Jamky se inkubuiji za tfepani pfi 500—700 ot/min na orbitalni trepacce
mikrotitracnich destic¢ek po dobu 15 minut pfi pokojové teploté
(18-25°C).

POZNAMKA: Zbarveni se muze vyvinout rychleji nebo pomaleji, nez je
doporucena doba inkubace, a to v zavislosti na okolni teploté. Vizuéalné
sledujte vyvoj zbarveni, aby bylo mozné optimalizovat dobu inkubace.

13. Presnou pipetou pfidejte do kazdé jamky 100 pl stop roztoku.

14. Odectéte absorbanci roztoku v jamkach do 30 minut na é&tecce
mikrotitracnich desti¢ek nastavené na 450 nm.

POZNAMKA:

1) Pri odectu absorbance mikrotitraéni jamky je tfeba naprogramovat nulovy
kalibrator jako ,Blank®.

2) Pokud je k dispozici korekce vinové délky, nastavte pfistroj na méreni dvou
vinovych délek — jednu pri 450 nm a druhou vinovou délku pro korekci pozadi
v rozmezi 600 az 630 nm.

VYSLEDKY
1. Vypocitejte prmérnou absorbanci pro kazdy kalibrator, kontrolu nebo
vzorek.

2. Vyneste logaritmus primérné absorbance pro kazdy z kalibrator(
na ose y proti logaritmu koncentrace inhibinu A v pg/ml na ose x s
pouzitim linearniho prolozeni. Alternativné Ize pouzit zaneseni dat
linearné vs. linearni a rovhomérné propojeni aproximacéni kfivkou.

3. Prdmérem duplikatt proloZte co nejlépe odpovidajici kfivku.

Stanovte koncentrace inhibinu A kontrol a vzork(i ze standardni
kfivky sparovanim jejich stfednich hodnot odectd absorbance s
odpovidajicimi koncentracemi inhibinu A.

5. Kazdy odecet vzorku vy$S$i, nez je nejvysSi kalibrator, by mél byt
vhodné rozfedén pomoci kalibratoru 0 inhibinu A a znovu analyzovan.
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6. Vysledky vSech vzorki s odeétenou hodnotou niz$i nez hodnota

koncentrace kalibratoru 1.
7. Vynasobte nalezenou hodnotu faktorem fedéni, je-li tfeba.

POZNAMKA: V pfipadé, Ze odedty absorbance prekroéi mez na étedce
desticek, je zapotfebi druhy odecet pfi 405 nm (referencni filtr v rozmezi 600
az 630 nm, pokud je k dispozici). V tomto pfipadé prejdéte ke konstrukci
druhé kalibracni krivky, jak je uvedeno vyse, s odeCty absorbance vSech
kalibratortl pri 405 nm. Koncentrace vzorki mimo stupnici méreni pfi 450
nm se pak odecte z nové Kalibracni kfivky. Odecty pfi 405 nm by nemély
nahrazovat odecty namérfené na stupnici pfi 450 nm.

Kalibrac¢ni krivka

Kalibratory Konc. (pg/ml) A B/Bpax (%)

0 0,00 0,022 (Blank) -

1 9,20 0,028 1,021
2 24,3 0,082 2,991
3 90,0 0,305 11,11
4 214 0,733 26,75
5 415 1,302 47,48
6 833 2,741 100,0

(Priklad typického stanoveni, nepouZzivejte pro vypocet.)
Vzorky

Pro pfevod IU/ml pouzijte nasledujici rovnici:

1 1U/ml (WHO 91/624) = 26,7 pg/ml

OCEKAVANE HODNOTY

Kazda laboratof by si méla stanovit vlastni referenéni rozsahy, zajistujici
nalezité zastoupeni specifickych populaci. Nasledujici uvedené hodnoty
byly ziskany pomoci soupravy ELISA ke stanoveni inhibinu A pfi pouziti
vzorkll séra od zjevné normalnich zdravych dospélych osob. VSechny
hodnoty jsou uvedeny v pg/ml. Pro Zeny s normalnim menstruaénim cyklem
predstavu;ji ¢isla pod kazdou fazi dny pfed nebo po nahlém vzestupu LH.

Populace n Stred. Median 95 % rozsah
hodn. spolehlivosti

Zeny s normalnim cyklem

Casna folikularni faze (-14 136 13,48+0,93 10,54  15,46-28,16

az -10)

Stiedni folikularni faze (-9 228 18,63+0,59 17,06 17,87-34,54

az -4)

Pozdni folikularni faze (-3 130 56,10+2,30 52,19 19,49-102,3

az -1)

Uprostied cyklu (den 0) 42 98,87+30,99 98,23 49,92-155,5

Rana lutedini faze (1 az3) 115 71,59+3,39 67,24 35,93-132,7

Stfedni lutedini faze (4 az 268 75,22+2,63 72,51 13,15-159,6

11)

Pozdni lutealni faze (12 az 82 27,87+3,20 17,44 17,28-89,95

14)

Vrcholové hladiny IVF 43 792,4+70,63 705,91 354,2-1 690

PCOS - Ovulacni stav 26 19,32+2,61 15,65-15,99

Po menopauze 23 11,15+0,24 1<1-3,88

Normalni muzi 40 11,33+0,42 1<1-3,58

1 Hodnoty inhibinu A pod hodnotou kalibratoru 1 jsou extrapolovany.

Hodnoty uvedené v nasledujici tabulce jsou inhibin A v matefském séru ve
druhém trimestru.

Ukonéeny tyden| Pocet vzorkii |Median inhibinu LOG,, SD
A (pg/ml)
15 30 157,55 0,27
16 124 153,29 0,27
17 74 151,20 0,27
18 45 155,14 0,27
19 20 165,18 0,27
20 16 185,76 0,27

Tabulka upravena podle hodnot poskytnutych americkym screeningovym
centrem (2005).

KONTROLA KVALITY

*  Kontroly ELISA inhibinu A nebo jiné komeréni kontroly by se mély
pohybovat ve stanovenych mezich spolehlivosti.

PI-DSL1028100T-04

*  Koncentraéni rozmeni pro kontrolni vzorky ELISA inhibinu A jsou
vytistény na dodatku navodu.

»  Kazdy rozbor by mél zahrnovat kalibraéni kfivku, plus kontroly nizkych
a vysokych hladin.

*  Roztok chromogenu TMB by mél byt bezbarvy az velmi lehce Zluty.
Modré zbarveni roztoku TMB signalizuje kontaminaci nebo nestabilitu
reagencie.

*  Materidly pro kontrolu jakosti simuluji vlastnosti klinickych vzork( a
jsou nezbytné ke sledovani vykonnosti systému imunochemickych
analyz. Pouzijte material pro kontrolu jakosti QC nebo jiné komeréné
dostupné materidly pro kontrolu jakosti, jez pokryvaji nejméné
dvé hladiny analytu.  Cast&j$i provadéni kontrol nebo prFidani
dalSich kontrol je ponechano na uvazeni uzivatele na zakladé
spravné laboratorni praxe nebo pozadavkl na akreditaci laboratofe
a pfislusnych zakond. Respektujte pokyny vyrobce ohledné
rekonstituce a uskladnéni.  Kazdé laboratorni pracovisté musi
v zajmu zajisténi optimalniho vykonu urcit své vlastni stfedni hodnoty
a pripustné rozsahy. Vysledky kontroly jakosti vybocujici z pfijatelnych
mezi mohou byt pfiznakem neplatnych vysledk( testd.

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY

(Podrobnosti jsou uvedeny v priloze "APPENDIX")

Vzorova data slouzi pouze k ilustrativnim ucelim. Vysledky ziskané v
jednotlivych laboratofich se mohou lisit.

Citlivost
Mez méritelnosti (LoD): 2,61 pg/ml
Specifita

Protilatka pouzita v imunoanalytickém testu je vysoce specificka pro inhibin
A

Presnost
Intra-assay

Vzorky byly analyzovany 25x v jednom stanoveni. Hodnota variaéniho
koeficientu byla mensi nebo rovna 4,6 % pro vzorky séra.

Inter-assay

Vzorky byly analyzovany duplikatech v 10 nezavislych analyzach. Hodnoty
variacnich koeficientt byly mensi nebo rovny 6,9 % pro vzorky séra.

Spravnost
Test redéni

Vzorky s vysokou koncentraci byly postupné fedény nulovym kalibratorem.
Naméfené hodnoty ,recovery” se pohybovaly v rozmezi 97,8 % az 117 %.

Test ,,recovery*

Vzorky s nizkou koncentraci byly obohaceny znamymi mnoZstvimi inhibinu
A. Dosazené hodnoty se pohybovaly v procentualnim rozmezi 83,5 % az 99,5
%.

Rozsah méreni (od meze meéfitelnosti az po nejvyssi kalibrator): 2,61 do
priblizné 1 000 pg/ml.

OMEZENI

* Reagencie dodané v této soupravé jsou optimalizovany pro méfeni
hladin inhibinu A v séru nebo plazmé.

« U stanoveni vyuzivajicich protilatky existuje moznost interference
heterofilnimi protilatkami ve vzorku.  Vzorky osob, které byly
pravidelné ve styku se zvifaty nebo podstoupily imunoterapii i
diagnostické procedury vyuzivajici imunoglobuliny nebo fragmenty
imunoglobulind, mohou produkovat protilatky, jako napfiklad HAMA,
které interferuji pfi imunologickych rozborech. Ve vzorcich mohou
byt pfitomny také dalSi heterofilni protilatky, napfiklad lidské protilatky
proti kozim proteinim.?22® Takové interferujici protilatky mohou vést
k chybnym vysledkam. Vysledky pacient(, u nichz existuje podezfeni
na pfitomnost takovychto protilatek, posuzujte s opatrnosti.

»  Pokud reagencie jevi znamky mikrobialni kontaminace nebo je silné
zakalena, lahvicku vylijte.

*  Vysledky stanoveni inhibinu A ELISA testu by mély byt interpretovany
ve svétle celkového klinického obrazu pacienta, véetné pfiznaka,
anamnézy, Udajl z dalSich testd a dalSich pfislusnych informaci.
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INHIBIN A ELISA
DSL-10-28100T-1, DSL-10-28100T-4

SADECE PROFESYONEL KULLANIM iGiN,

inhibin A enzime bagh bagisiklik deneyi (ELISA) kiti, insan serumu veya
plazmasinda dimerik inhibin A’nin kantitatif 6lciimii icin malzemeler saglar.
Cesitli hormonal iireme bozukluklarinin tanisi ve izlenmesinde yardimci olarak
kesinlikle in vitro kullanim amaciyla tasarlanmigtir. 2. trimesterde birlesik
biyokimyasal ve ultrason markoérleri kullanilan Down sendromu (Trizomi 21)
taramasi, piyasada bulunan risk hesaplama yazihminda ¢ahstirilacak uygun
algoritmalarla degerlendirilebilir. " Ozellikle Trizomi 21 riskini degerlendirmek
tizere tasarlanmisg onayli (CE isaretli) bir yazilm, 6rn. yazilim alfa kullaniimasi
onerilmektedir.* inhibin A kiti hAFP + hCG + uE3 ile kombinasyon halinde
kullaniimahdir.

OZET

inhibinler kadinlarda yumurtahgin graniiloza hiicreleri ve erkeklerde
testislerin Sertoli hucreleri tarafindan salgilanan heterodimerik protein
hormonlaridir. Hipofiz bezindeki folikiil uyarici hormon (FSH) salgilanmasini
segici bicimde baskilarlar ve ayrica gonadlarda lokal parakrin islemleri
sergilerler."?

inhibin molekiiliiniin tam iglenmis formunun molekiiler agirhg yaklagik
32 kD’dir ve bu form disuilfit kdprileri ile baglanan iki ayri zincirden (a ve )
olusur. Follikller sivi ve serumda a-alt biriminin prekilrsoér bigimlerine sahip
daha ylksek molekiler agirlikli bigimler de olusur. Ayrica, B-alt birimiyle
iliskili olmayan ve inhibin biyoaktivitesinden mahrum serbest a-alt birim
formlari da mevcuttur.®+5°

inhibin A bir a-alt birimi ve bir Ba-alt birimi igerir. inhibin A &lgiimleri,
insan Ureme fizyolojisindeki rolinin incelenmesinde faydahdir.”#° Cegitli
yayinlanmis raporlar, inhibin A 6lgimuinin over fonksiyonunu izlemede
endokrin markori olarak kullanildigini géstermektedir, 0112131418817 yg
zamana kadar, insanlardaki normal menstriasyon déngustnde dolagimdaki
fonksiyonel dimerik inhibin ile serbest a-alt birimi arasinda ayirim yapmak
mumkin degildi.

Ancak, yiksek seviyede karakterize antikor ¢ifti kullanilarak, iki tarafli sandvig
ELISAnin ézellikle sadece dimerik inhibin A'y1 élgebildigi bulunmustur. '

PRENSIP

inhibin A ELISA, enzimatik olarak gliglendirilmis iki adimli “sandvig” bir testtir.
Testte kalibratorler, kontroller ve 6rnekler anti-inhibin B, alt birimi antikoruyla
kaplanmis mikrotitrasyon kuyucuklarinda inkiibe edilir.  Inkiibasyon ve
yikamanin ardindan, her kuyucuga yabanturpu peroksidaz (HRP) etiketli
anti-inhibin alfa alt birimi saptama antikoru eklenir. Ikinci inkiibasyon ve
yilkama adiminin ardindan, kuyucuklara substrat tetrametilbenzidin (TMB)
eklenir.

Son olarak, asidik durdurma g¢ozeltisi eklenir. Substratin enzimatik
devir derecesi 450 nm'de ve 600 ile 630 nm arasinda ikili dalga boyu
absorbansi 6lgimuyle belirlenir. OIQUIen absorbans, orneklerdeki inhibin
A konsantrasyonuyla dogru orantilidir. Inhibin A konsantrasyonuna karsi
standart absorbans egrisi cizmek (izere bir inhibin A kalibratérler seti
kullanihr.  Orneklerdeki inhibin A konsantrasyonlari bu standart egriden
hesaplanabilir.

UYARILAR VE ONLEMLER
In vitro diagnostik kullanim igindir.
lyi laboratuvar uygulamalarini kullanin.*®

Ornekler ve kan Uriinleri, agiklanan prosedir kullanilarak minimum risk
ile duzenli olarak iglenebilir. Ancak, bu Urlnleri, kaynagina, islenmesine
veya On sertifikalarina bakilmaksizin evrensel koruma onlemlerine ve iyi
klinik laboratuvar uygulamalarina uygun olarak, bulasici potansiyele sahip
maddeler gibi kullanin.?® Dekontaminasyon igin uygun bir dezenfektan
kullanin. Bu maddeleri ve kaplarini yerel ydnetmeliklere ve kilavuzlara uygun
olarak saklayin ve atin.

GHS TEHLIKE SINIFLANDIRMASI
UYARI

O

Calibrators / Controls

PI-DSL1028100T-04

Antibody Enzyme
Conjugate Concentrate

Sample Buffer A
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H317
H412
P273

P280
P333+P313

P362+P364

UYARI

D

H316
H317

H412
P273

P280

P332+P313

P333+P313

P362+P364

TEHLIKE

H316
H318
P280

P305+P351+P338

P310

P332+P313

Alerjik cilt reaksiyonlarina yol
acar.

Sucul ortamda uzun siire
kalici, zararli etki.

Cevreye verilmesinden
kaginin.

Koruyucu eldiven, koruyucu
kiyafet ve g6z koruyucu/yliz
koruyucu kullanin.

Ciltte tahris veya kasinti
s0z konusu ise: Tibbi
yardim/mudahale alin.
Kirlenmis giysilerinizi ¢ikarin
ve yeniden kullanmadan
once yikayin.

reaksiyon kitlesi:
5-kloro-2-metil-4-izotiazolin
-3-one [EC# 247-500-7] ve
2-metil-4-izotiazolin-3-one
[EC# 220-239-6] (3:1)
<%0,05

Hafif cilt tahrisine yol agar.
Alerjik cilt reaksiyonlarina yol
acar.

Sucul ortamda uzun sire
kalici, zararl etki.

Cevreye verilmesinden
kaginin.

Koruyucu eldiven, koruyucu
kiyafet ve gbz koruyucu/ylz
koruyucu kullanin.

Ciltte tahris s6z konusu ise:
Tibbi yardim/midahale alin.
Ciltte tahris veya kasinti
s6z konusu ise: Tibbi
yardim/mudahale alin.
Kirlenmis giysilerinizi gikarin
ve yeniden kullanmadan
once yikayin.
3-(N-Morfolino)-2-hidroksi
Propan Siilfonik Asit,
Sodyum Tuzu 1 - %2
reaksiyon kitlesi:
5-kloro-2-metil-4-izotiazolin
-3-one [EC# 247-500-7] ve
2-metil-4-izotiazolin-3-one
[EC# 220-239-6] (3:1)
<%0,05

Hafif cilt tahrisine yol agar.
Ciddi g6z hasarina yol acar.
Koruyucu eldiven, koruyucu
kiyafet ve g6z koruyucu/yliz
koruyucu kullanin.

GOZ ILE TEMASI HALINDE:
Su ile birkag dakika dikkatlice
durulayin. Takili ve yapmasi
kolaysa, kontak lensleri
¢ikartin. Durulamaya devam
edin.

Hemen ULUSAL ZEHIR
DANISMA MERKEZININ
114 NOLU TELEFONUNU
veya doktoru/hekimi arayin.
Ciltte tahris s6z konusu ise:
Tibbi yardim/midahale alin.



Sample Buffer B

Conjugate Diluent

PI-DSL1028100T-04

TEHLIKE

&

H314
H317

P280

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

P333+P313

P362+P364

5
D

H316
H317

H318
H412

P273

P280

P305+P351+P338

Sodyum Lauril Siilfat 1 - <
%3

Tris(hidroksimetil)-
aminomethane
(aminometan) 1 - %2
Alkol, C12-14-ikincil,
etoksillenmis 3 - %5

Ciddi cilt yaniklarina ve g6z
hasarina yol agar.

Alerjik cilt reaksiyonlarina yol
acar.

Koruyucu eldiven, koruyucu
kiyafet ve g6z koruyucu/yliz
koruyucu kullanin.

CILDIN (VEYA SACIN)
UZERINDE OLMASI
HALINDE: Cildinizi su ile
durulayin.

GOZ ILE TEMASI HALINDE:
Suile birkag dakika dikkatlice
durulayin. Takili ve yapmasi
kolaysa, kontak lensleri
cikartin. Durulamaya devam
edin.

Hemen ULUSAL ZEHIR
DANISMA MERKEZININ
114 NOLU TELEFONUNU
veya doktoru/hekimi arayin.
Ciltte tahris veya kasinti
s6z konusu ise: Tibbi
yardim/mudahale alin.
Kirlenmis giysilerinizi ¢gikarin
ve yeniden kullanmadan
once yikayin.

Ure Hidrojen Peroksit 10 -
%20

reaksiyon kutlesi:
5-kloro-2-metil-4-izotiazolin
-3-one [EC# 247-500-7] ve
2-metil-4-izotiazolin-3-one
[EC# 220-239-6] (3:1) <
%0,05

Hafif cilt tahrisine yol agar.
Alerjik cilt reaksiyonlarina yol
acar.

Ciddi g6z hasarina yol agar.
Sucul ortamda uzun sire
kalici, zararl etki.

Cevreye verilmesinden
kaginin.

Koruyucu eldiven, koruyucu
kiyafet ve g6z koruyucu/yliz
koruyucu kullanin.

GOZ ILE TEMASI HALINDE:
Suile birkag dakika dikkatlice
durulayin. Takili ve yapmasi
kolaysa, kontak lensleri
cikartin. Durulamaya devam
edin.

P310

P333+P313

P362+P364

Durdurma GozeltisiA  TEHLIKE

H314

P280

P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

TEHLIKE

&

H360

Wash solution (20x)

P201

P280

P308+P313

Hemen ULUSAL ZEHIR
DANISMA MERKEZININ
114 NOLU TELEFONUNU
veya doktoru/hekimi arayin.
Ciltte tahris veya kasinti
s6z konusu ise: Tibbi
yardim/mudahale alin.
Kirlenmis giysilerinizi ¢ikarin
ve yeniden kullanmadan
once yikayin.
Tris(hidroksimetil)-
aminomethane
(aminometan) 1 - %3
Alkol, C12-14-ikincil,
etoksillenmis 3 - %5
reaksiyon kutlesi:
5-kloro-2-metil-4-izotiazolin
-3-one [EC# 247-500-7] ve
2-metil-4-izotiazolin-3-one
[EC# 220-239-6] (3:1) <
%0,05

Ciddi cilt yaniklarina ve g6z
hasarina yol acar.
Koruyucu eldiven, koruyucu
kiyafet ve géz koruyucu/yliz
koruyucu kullanin.

YUTULDUGUNDA: Agzinizi
calkalayin. Istifra etmeye
CALISMAYIN.

CILDIN (VEYA SAGIN)
UZERINDE OLMASI
HALINDE: Cildinizi su ile
durulayin.

GOZ ILE TEMASI HALINDE:
Su ile birkag dakika dikkatlice
durulayin. Takili ve yapmasi
kolaysa, kontak lensleri
cikartin. Durulamaya devam
edin.

Hemen ULUSAL ZEHIR
DANISMA MERKEZININ
114 NOLU TELEFONUNU
veya doktoru/hekimi arayin.
Sulfurik Asit 1 - %3

Dogmamis gocukta hasara
yol agabilir veya tremeye
zarar verebilir.
Kullanmadan 6nce 6zel
talimatlari okuyun.
Koruyucu eldiven, koruyucu
kiyafet ve g6z koruyucu/yliz
koruyucu kullanin.

Maruz kalinma veya
etkilesme halinde ISE:
Tibbi yardim/bakim alin.
Borik Asit 0,1 - %0,3
Sodyum Borat Dekahidrat
0,1 - %0,3

Guvenlik Bilgi Formunu beckmancoulter.com/techdocs

adresinde bulabilirsiniz

NUMUNE TOPLANMASI, SAKLANMASI VE

DILUSYONU

Onerilen érnek tiirleri serum ve plazmadir.
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Kan érneklerinin kullanimi, islenmesi ve saklanmasi ile ilgili olarak asagidaki
tavsiyelere uyun:?'

*  Tum kan orneklerini hastadan kan alinmasi ile ilgili rutin énlemlere
dikkat ederek toplayin.

*  Tupleri daima tapal halde tutun.

»  Santriflij sonrasindaki iki saat igcinde saklama tlpline en az 500 uL
hiicresiz drnek aktarin. Tlpl hemen stoperle sikica kapatin.

»  Seyreltimemis veya seyreltiimis ornekleri en fazla 24 saat sireyle
2-8°C’de sikica kapatiimis olarak saklayin.

« Test 24 saat icinde tamamlanmayacaksa veya Ornekler sevk
edilecekse, 30 giune kadar -20°C veya daha dusuk sicaklikta

dondurun.
Ornekleri hazirlarken agagidaki kilavuz ilkeleri kullanin:
ve hicresel maddelerin

. Analizden o6nce fibrin kalintilarinin

giderildiginden emin olun.

*  Santrifiijleme islemi igin kan toplama tlpl Ureticisinin talimatlarini
izleyin.

Her laboratuar kendi kan toplama tiiplerinin ve serum ayristirma utrinlerinin
kabul edilebilirligini belirlemelidir. Bu urlnler degisik Ureticiler ve zaman
zaman da lotlar arasinda farklilik gosterebilir.

Orneklerin tekrarli bicimde dondurulmasindan ve ¢dziilmesinden kaginin.
Lipemik, ikterik veya hemolize érnekleri test etmekten kaginin.

SAGLANAN MALZEMELER
inhibin A saptamasi icin kitler: 96 kuyucuk (Kat. #DSL-10-28100T-1)

Anti-inhibin A Antikor Kaplh Mikrotitrasyon stripleri: 96 mikrotitrasyon
kuyucugu igeren bir strip tutucu.

Her kuyucugun i¢ duvarina sabitlenmis anti-inhibin 8, igeren polistiren
mikrotitrasyon kuyucuklari.

Tekrar kapatilabilir posette nemden korumak Uzere bir kurutucu ile son
kullanma tarihine kadar 2-8°C sicaklikta saklayin.

inhibin A Antikor-Enzim Konjugat Konsantresi: bir adet 0,6 mL flakon

Fare monoklonal anti-inhibin a-alt birimi antikor-HRP konjugati, MOPSO,
BSA ve < %1,0 ProClin** 300.

Son kullanma tarihine kadar 2-8°C'de saklayin.
Kullanmadan 6nce Konjugat Diliient icinde seyreltin.

Kalibratorler: Alti adet 1 mL flakon ve bir adet “sifir” kalibratorlii 2 mL
flakon (kullanima hazir)

< %0,5 ProClin 300 igeren sigir serumunda yaklasik 0, 10, 30, 100, 250, 500
ve 1.000 pg/mL rekombinant dimerik inhibin A konsantrasyonlari.

Kesin konsantrasyonlar igin flakon etiketlerine bakin.
Son kullanma tarihine kadar 2-8°C sicaklikta agilmamis olarak saklayin.

ilk kullanimdan sonra 2 ila 8°C'de 28 giin siireyle stabildir. Daha uzun
sureler igin son kullanma tarihine kadar -20°C dondurucuda (-15°C ila -24°C)
saklayin.

inhibin A kalibratérler &lgiilen biyiklik (analit), rekombinant 32 kDa insan
inhibin A (1 pg/mL veya 0,037 IU/mL) igeren inhibin-A (kod 91/624) igin
Diinya Saglik Orgiitii Birinci Uluslararasi Standardi ile izlenebilir. Belirlenmig
degerler, bu standard lotundan alinan temsili érnekler kullanilarak tespit
edilmistir ve reaktiflerinin test metodolojilerine 6zgiidir. Diger metodolojiler
tarafindan belirlenen degerler farkl olabilir. Varsa, bu tur farkliliklarin nedeni
yontemler arasi sapma olabilir.

Kontroller: iki adet 1,0 mL flakon (kullanima hazir)

< %0,5 ProClin 300 igeren sigir serumunda disuk ve ylksek rekombinant
dimerik inhibin A konsantrasyonlari.

Beklenen konsantrasyon araligi kit iginde ayrica not olarak eklenmistir.
Son kullanma tarihine kadar 2-8°C sicaklikta acilmamis olarak saklayin.

ilk kullanimdan sonra 2 ila 8°C’de 28 giin siireyle stabildir. Daha uzun
sureler igin son kullanma tarihine kadar -20°C dondurucuda (-15°C ila -24°C)
saklayin.

Ornek Tamponu A: Bir adet 10,0 mL sise

Sigir serum albiimini (BSA), hayvan serumu (kegi, fare), siirfaktan ve sodyum
azid igeren tampon.

Son kullanma tarihine kadar 2-8°C'de saklayin.
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Ornek Tamponu B: Bir adet 10,0 mL sise

< %20 ure hidrojen peroksit, < %0,5 ProClin 300 ve sodyum azid igeren
tampon.

Son kullanma tarihine kadar 2-8°C'de saklayin.

TMB Kromojen Cozeltisi: Bir adet 11,0 mL’lik sise

Hidrojen peroksit igeren sitrat tamponunda tetrametilbenzidin (TMB).
Son kullanma tarihine kadar 2-8°C'de saklayin.

Durdurma Gozeltisi A: Bir adet 11,0 mL sise

0,2 M siilfurik asit.

Son kullanma tarihine kadar 2-8°C'de veya oda sicakliginda (18-25°C)
saklayin.

Konjugat Dillient: Bir adet 15,0 mL’lik sise

BSA, hayvan serumu (kegi, fare), strfaktan ve < %1,0 ProClin 300 igeren
tampon.

Son kullanma tarihine kadar 2-8°C'de saklayin.
Yikama ¢ozeltisi U (20x): Bir adet 50 mL’lik flakon
Konsantre sollsyon kullanmadan 6nce dilie edilmelidir.

Son kullanma tarihine kadar 2-8°C'de veya oda sicakliginda (18-25°C)
saklayin.

inhibin A saptamasi igin kitler: 384 kuyucuk (Kat. #DSL-10-28100T-4)
Her biri 96

Anti-inhibin A Antikor Kapli Mikrotitrasyon stripleri:
mikrotitrasyon kuyucugu igeren dort strip tutucu.

inhibin A Antikor-Enzim Konjugat Konsantresi: dért adet 0,6 mL flakon

Kalibratorler: on iki adet 1 mL flakon ve iki adet “sifir” kalibratorlii 2 mL
flakon (kullanima hazir)

Kontrol serumlari: dort adet 1,0 mL flakon (kullanima hazir)
Ornek Tamponu A: Dort adet 10,0 mL sise

Ornek Tamponu B: Ug adet 10,0 mL sise

TMB Kromojen Cozeltisi: Bir adet 50,0 mL’lik sise
Durdurma Gozeltisi A: Dort adet 11,0 mL sise

Konjugat Diliient: Dort adet 15,0 mL’lik sise

Yikama ¢ozeltisi (20x): iki 50 mL flakon

GEREKLI OLAN ANCAK SAGLANMAYAN
MALZEMELER

Standard laboratuvar ekipmanlarina ek olarak asagidaki
gerekmektedir:

malzemeler

* 450 nm’de absorbans 6l¢gimi yapabilen ve tercihen 600 ile 630 nm
arasinda ikili dalga boyu diizeltmesi yapabilen mikrotitrasyon plaka
okuyucu

*  Deiyonize Su
*  50-100 pL iletmek igin hassas pipet

»  Dakikada 500-700 orbital devir (rpm) yapabilen mikrotitrasyon plaka
calkalayici

*  Mikrotitrasyon plaka yikayici

*  Vorteks karigtirici

»  Stripleri emdirmek igin emici materyal
*  Manuel veri azaltma igin grafik kagidi

PROSEDUR
ISLEMLE ILGILI NOTLAR

+  inhibin A ELISA'nin basarili bigimde kullanilmasi igin bu prospektiis
iyice anlasiimalidir.

«  Testi kendi kullanimi igin dogrulamak musterinin sorumlulugundadir.

*  Guvenilir sonuglar ancak hassas laboratuvar tekniklerinin kullaniimasi
ve prospektuse dogru sekilde uyulmasiyla elde edilir.

*  Her deney icin bir standard egrisi dahil edilmelidir.
*  Kullanimdan énce tim kit reaktiflerini oda sicakhigina (18-25°C) getirin.
* Reaktifleri kullanimdan 6nce hafif ters gcevirmeyle iyice karistirin.
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. Herhangi bir kit bileseninin cesitli lotlarini tek bir test igin karigtirmayin.

. Hicbir bileseni etiketinde gosterilen son kullanma tarihinden sonra
kullanmayin.

«  Tam olmayan yikama sonucu ve testin dogrulugunu olumsuz etkiler.

*  Substrat inkibasyon suresindeki degisiklikler nedeniyle olasi test
sapmalarini en aza indirmek Uzere kuyulara durdurucu sollsyonu,
TMB kromojen solisyonunu eklemek igin kullanilan sira ve hiz
kullanilarak eklemeye dikkat edilmelidir.

. Reaktiflere zarar verebilecek mikrobik kontaminasyonlardan kaginmak
icin tum reaktifleri, 6zellikle Konjugat Diliient ve Ornek Tampon Ay
dikkatle kullanin.

« TMB kromojen solisyonunun konjugatlarla kontaminasyonundan
kaginin.

*  Her reaktif, kalibrator, kontrol veya 6rnek igin temiz bir tek kullanimlik
pipet ucu kullanin.

«  Silfirik asit ve TMB kromojen solisyonu vermek igin metal kisimlari
olan pipetlerden kaginin.

. Etiket olarak kullanilan enzim oksijenle inaktive olur ve mikrobik
kontaminasyon, sodyum azit, hipokloréz asit ve laboratuvar su
kaynaklarinda siklikla bulunan aromatik hidrokarbonlara yuksek
Olglide hassastir.

. Deiyonize su kullanin.

* Reaktiflerin saklama ve inklibasyon sirasinda asiri sicaklik veya
dogrudan giines 1s1gina maruz kalmasindan kaginin.

Reaktiflerin hazirlanmasi

1.  Yikama Cozeltisi: Flakonun icerigini 950 mL distile suya dokin ve
homojenlestirin. Seyreltilen ¢ozelti, bir ay 18-25°C’de veya kitin son
kullanma tarihine kadar 2-8°C’de saklanabilir.

2. Inhibin A Antikor-Enzim Konjugat Coézeltisi: Inhibin A Antikor-
Enzim Konjugat Konsantresi, kullanilan kuyu sayisina gére 1 kisima
50 kisim Inhibin A konjugat seyrelticisi oraninda seyreltiimelidir.
Tdm plaka icin tam olarak 220 L Inhibin A antikor-enzim konjugati
Konsantresini 11 mL konjugat seyrelticisine pipetleyin.
NOT: Inhibin A antikor-enzim konjugati Konsantresi, kullanimdan
10-15 dakika dnce taze olarak seyreltiimelidir.

3. Mikrotitrasyon Kuyulari: Test icin gerekli kaphh kuyu sayisini
secin. Kalan kullaniimamig kuyular tekrar muhurlenebilir posete bir
kurutucuyla yerlestiriimelidir. Poset nemden korumak uzere tekrar
muhurlenmelidir.

Test prosediirii

Tim Orneklerin ve reaktiflerin oda sicakligina (18-25°C) gelmesini bekleyin.
Reaktifleri kullanmadan 6nce yavasca ters ylz ederek iyice karistirin.
Reaktifleri sulandirdiktan sonra, kdpuk olusumunu 6nleyerek iyice karistirin.
Kalibratorler, kontroller ve 6rnekler iki kez test edilmelidir.

Kullanilacak mikrotitrasyon striplerini isaretleyin.

2. Uygun kuyulara kalibratdrler ¢dzeltiler, kontroller ve érneklerden 50 pL
pipetleyin.

3. Hassas pipetler kullanarak her kuyucuga 50 pL Ornek Tamponu A
ekleyin.

4. Hassas pipetler kullanarak her kuyucuga 50 pyL Ornek Tamponu B
ekleyin.

5. Kuyulari, oda sicakliginda (18-25°C), orbital mikroplaka karistiricida
ve 500-700 rpm'de (¢ saat karistirarak inkiibe edin.

6. Antikor-enzim konjugat Konsantresini, bu paket ekinin “Reaktiflerin
Hazirlanmasi” kisminda agiklandigi sekilde, Inhibin A konjugat
seyrelticisi icinde seyrelterek antikor-enzim konjugat c¢ozeltisini
hazirlayin.

7. Her bir kuyuyu, otomatik mikropaka yikayici ile veya hassas bir pipet
kullanarak elle alti kez aspire edip yikayin. Plakayl emici madde
Uzerine ters gevirerek kurutun.

NOT: Otomatik mikroplaka yikayici kullaniimasi kesinlikle 6nerilir.
Tamamlanmamig yikama testin hassasiyetini olumsuz etkiler. Bir mikroplaka
yikayici yoksa, plakayi elle yikamak igin su adimlari izleyin:

(a) Her bir kuyudaki siviyi tamamen aspire edin
(b) Hassas pipet kullanarak her bir kuyuya 350 uL yikama ¢bzeltisi dagitin

(c) Siviyi tekrar aspire edin
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(d) (b) ile (c) arasindaki adimlari bes kez tekrar edin

8. Hassas pipet kullanarak, her bir kuyuya 100 pL antikor-enzim
konjugati ekleyin.

9. Kuyulari, oda sicakliginda (18-25°C), orbital mikroplaka karistiricida
ve 500-700 rpm'de bir saat karistirarak inkiibe edin.

10. Her bir kuyuyu, otomatik mikroplaka yikayici kullanarak, yikama
cOzeltisiyle alti kez aspire edin. Plakay!r emici madde uzerine ters
cevirerek kurutun.

11. Hassas pipet kullanarak, her bir kuyuya 100 yL TMB kromojen ¢ozeltisi
ekleyin.

Dogrudan giines 1sigina maruz birakmayin.

12. Kuyulari, oda sicakliginda (18-25°C), orbital mikroplaka karistiricida
ve 500-700 rpm'de 15 dakika karistirarak inklbe edin.

NOT: Mevcut oda sicakligina bagli olarak, rengin &nerilen inkiibasyon
stresinden daha hizli veya daha yavas olusabilecegini unutmayin.
Inkiibasyon siiresini optimize etmek icin renk olusumunu gérsel olarak
izleyin.

13. Hassas pipet kullanarak, her bir kuyuya 100 pyL durdurma ¢ozeltisi
ekleyin.

14. 450 nm’ye ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu kullanarak
kuyucuklardaki ¢oOzeltinin absorbans degerini 30 dakika iginde
okuyun.

NOT:

1) Mikrotitrasyon kuyusunun absorbansini okurken, sifir Kalibratér “Bos”
olarak programlamak gerekmektedir.

2) Dalga boyu diizeltmesi mevcutsa, dalga boyu diizeltmesi 600 ila 630 nm'ye
ayarlanmisg olarak, cihazi 450 nm'de ikili dalga boyu dlgiimiine ayarlayin.

SONUCLAR
1. Herkalibratér, kontrol veya érnek i¢in ortalama absorbansi hesaplayin.

2. Y ekseni Uzerinde kalibratorleri her birinin ortalama absorbans
okumalarinin logunu x ekseni Uzerinde pg/mL cinsinden inhibin A
konsantrasyonlarinin loguna karsi, dogrusal egri uydurma kullanarak
gizin. Alternatif olarak, veriler dogrusal/dogrusal olarak gizilebilir ve
diz spline egri uydurma kullanilabilir.

3. Cift noktalarin ortalamasindan en uygun egriyi segin.

Kontrollerin ve 6rneklerin _inhibin A Kkonsantrasyonlarini, ortalama
absorbans okumalarint ilgili Inhibin A konsantrasyonlariyla eslestirerek
standart egriden tespit edin.

5. En yiksek kalibratérden yilksek olan 6érnek okumalari inhibin A
Kalibrator 0 kullanilarak uygun bigcimde seyreltiimeli ve tekrar test
edilmelidir.

6. Analitik hassasiyetten daha dislk O6lgllen herhangi bir érnek bu
sekilde rapor edilmelidir.

7. Gerekirse degeri bir seyreltme faktortyle carpin.

NOT: Absorbans okumalari plaka okuyucunun sinirlarini asarsa, 405 nm’de
ikinci bir okuma gerekir (varsa 600 ile 630 nm arasinda referans filtre). Bu
durumda, 405 nm’deki tiim standartlarin absorbans okumalariyla yukaridaki
gibi ikinci bir standart egri olusturmaya gecin. 450 nm’deki élgeksiz érneklerin
konsantrasyonu bu durumda yeni standart egriden okunur. 405 nm’deki
okumalar 450 nm’deki 6lgekli okumalarin yerini almamalidir.

Standard egrisi

Kalibratérler Kons. (pg/mL) A B/Binax (%)

0 0,00 0,022 (Kon) -

1 9,20 0,028 1,021
2 24,3 0,082 2,991
3 90,0 0,305 11,11
4 214 0,733 26,75
5 415 1,302 47,48
6 833 2,741 100,0

(Standard egrisi érnegi, hesaplamada kullanmayiniz).
Numuneler

IU/mL’den dénistiurme igin asagidaki denklemi kullanin:
1 1U/mL (WHO 91/624) = 26,7 pg/mL
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BEKLENEN DEGERLER

Spesifik poptlasyonlarin uygun sekilde temsil edilmesini saglamak igin her
laboratuvar kendi referans araliklarini olugturmalidir. Normal gériinen saglikli
yetiskinlerin serum 6rnekleri kullanilarak Inhibin A ELISA ile asadida verilmis
olan degerler elde edilmistir. TUm degerler pg/mL cinsinden bildiriimektedir.
Normal adet déngusiine sahip kadinlarda, her fazin altindaki rakamlar LH
dalgasi 6ncesi veya sonrasindaki gunleri temsil eder.

Popiilasyon N Ortalama Medyan %95 Giiven
araligi
Normal Adet Dongiisiine Sahip Kadinlar
Erken Folikiler Evre (-14 ila 136 13,48+0,93 10,54 15,46-28,16
-10)
Orta Follikiler (-9 ila -4) 228 18,63+0,59 17,06 17,87-34,54
Geg Follikuler (-3 ila -1) 130 56,10+2,30 52,19 19,49-102,3
Orta Déngl (Gilin 0) 42 98,87+30,99 98,23 49,92-155,5
Erken Luteal (1 ila 3) 115 71,5943,39 67,24 35,93-132,7
Orta Luteal (4 ila 11) 268 75,22+2,63 72,51 13,15-159,6
Geg Luteal (12 ila 14) 82 27,87+3,20 17,44 17,28-89,95
IVF Pik seviyeleri 43 792,4£70,63 705,91 354,2-1.690
PCOS - Yumurtlama 26 19,32+2,61 15,65-15,99
Postmenopozal 23 11,15+0,24 1<1-3,88
Normal Erkekler 40 11,33+0,42 1<1-3,58

1 Kalibrator 1 altindaki inhibin A degerleri ekstrapolasyon sonucudur.

Asagidaki tabloda temsil edilen degerler ikinci trimesterdeki maternal serum
inhibin A'dir.

Tamamlanan Numune adedi | Medyan inhibin LOG,, SS
hafta A (pg/mL)
15 30 157,55 0,27
16 124 153,29 0,27
17 74 151,20 0,27
18 45 155,14 0,27
19 20 165,18 0,27
20 16 185,76 0,27

ABD’deki bir tarama merkezinden elde edilen degerlerden uyarlanan tablo
(2005).

KALITE KONTROL

+ Inhibin A ELISA kontrolleri veya diger ticari kontroller, belirlenen giiven
limitleri dahilinde olmalidir.

+ inhibin A ELISA kontrollerinin giiven limitleri ek (izerinde basilir.

*  Her teste tam bir standart egri ve ayrica dusik ve yuksek seviyede
kontroller dahil edilmelidir.

*  TMB kromojen sollisyonu renksiz ila ¢ok agik sari arasinda olmalidir.
Mavi bir rengin olusmasi reaktif kontaminasyonu veya instabiliteye
isaret edebilir.

« Kalite kontrol malzemeleri, hasta o&rneklerinin o6zelliklerini taklit
eder ve imminokimyasal testlerin sistem performansini izlemek
icin gereklidi. En azindan analitin iki dizeyini kapsayan KK
veya piyasada bulunan diger kalite kontrol materyallerini ekleyin.
Kontrollerin daha sik kullaniimasi veya ek kontrollerin kullaniimasi, iyi
laboratuvar uygulamalari ya da laboratuvar akreditasyon sartlari ve
ilgili yasalarin gerektirdigi kosullara bagli olarak kullanicinin kararina
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birakilir. Hazirlama ve saklama igin Ureticinin talimatlarini izleyin. Her
laboratuvar uygun performansi saglamak igin ortalama degerleri ve
kabul edilebilir araliklar olusturmalidir. Kabul edilebilir araliklarda yer
almayan kalite kontrol sonuglari gegersiz test sonuglarini gosterebilir.

PERFORMANS OZELLIKLERI
(daha fazla bilgi icin ekteki “APPENDIX-EK” veri formuna bakiniz)

Temsili veriler yalnizca drnek olarak verilmistir.
edilen performans farklilk gosterebilir.

Her bir laboratuarda elde

Duyarlilik

Tespit Limiti (LoD): 2,61 pg/mL

Ozgiilliik

immiinoanalizde kullanilan antikor yiiksek diizeyde inhibin A'ya 6zgiddir.
Kesinlik

Deney-igi

Numuneler, ayni seri icinde 25 kez denenmistir. Serum numuneleri igin
degisim katsayisi % 4,6 e esit veya altinda bulunmustur.

Testler arasi

Ornekler 10 farkh seride cift olarak analiz edilmistir. Varyasyon katsayilari
serum ornekleri igin %6,9’un altinda ya da bu degere esit bulunmustur.

Dogruluk
Diliisyon testi

Yuksek konsantrasyonlu numuneler seri olarak sifir kalibratér ile diltie edildi.
Diizeltme orani % 97,8 ile % 117 arasinda bulunmustur.

Diizeltme testi

Diisiik konsantrasyonlu érnekler bilinen inhibin A miktarlari ile spayklanmistir.
Elde edilen geri kazanim ylizdeleri %83,5 ile %99,5 arasindadir.

Olgiim araligi (Tespit limitinden en yiiksek kalibratére kadar): 2,61 ila
yaklasik 1.000 pg/mL.

SINIRLAMALAR

Bu kitte verilen reaktifler serum veya plazmadaki inhibin A seviyelerini
o6lcmek Uzere optimize edilmigtir.

*  Antikorlarin kullanildig1 testlerde, o6rnekteki heterofil antikorlarla
etkilesim olasiligr vardir. Surekli olarak hayvanlarin oldudu
ortamda bulunan veya immunoglobulinler ya da imminoglobulin
fragmentlerinin kullanildigi immunoterapi veya tanisal prosedirler
alan bireylerin 6rnekleri, HAMA gibi imminoanalizlerle etkilesen
antikorlar Uretebilir. Ayrica, 6rneklerde insan anti-kegi antikorlari gibi
baska heterofil antikorlar da bulunabilir.?>?® Etkilesime giren bu tiir
antikorlar hatali sonuclar tretebilir. Bu antikorlara sahip oldugundan
stiphe duyulan hastalarin sonuglarini dikkatle degerlendirin.

»  Birreaktifte mikrobik kontaminasyon veya asiri bulaniklik belirtisi varsa
siseyi atin.

. inhibin A ELISA sonuglari, hastanin semptomlari, klinik dykiisi, ilave
testlerden alinan veriler ve diger uygun bilgiler gibi genel klinik durumu
dikkate alinarak yorumlanmalidir.
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INHIBIN A ELISA
DSL-10-28100T-1, DSL-10-28100T-4

TONbKO ANnA NPO®ECCUOHAIBHOIO NPUMEHEHUA,
Ha6op TBepaodrazHoro mmmyHodepMeHTHOro aHanm3a
(ELISA) ans nHrmbuHa A cogepXxut maTtepuansl

Onsi KOIMYECTBEHHOr0 U3MepeHUsi AUMEepPHOro
MHrM6uHa A B 4YenoBe4YeCKOM CbIBOPOTKE UMK

nna3me. OH npegHa3HayeH UCKNIOYUTENBHO ANs
ucnonb30oBaHuA in vitro Kak BcnoMmoraTenbHoe CpeaAcTBO
ANarHOCTUKU N KOHTPOJA Pa3fUYHbIX rOPMOHaNbHbIX
HapyLleHUn penpoayKTUBHON PyHKUMN. CKPUHUHT

Ha CuHapom [ayHa (Tpucomus 21) Ha 2 TpumecTpe €
MCNoJfib30BaHMEM KOMOMHUPOBAHHbIX 6MOXUMNYECKNX
M yNbTPa3BYKOBbLIX MapKepPOB MOXET OLeHMBaTbCA C
COOTBETCTBYIOLNMU anNiropuTMamMm, BbiMOSNTHAEMbIMU Ha
KOMMepyeckn AOCTYNHOM NPOrpamMMHOM obecneyeHuu
pacuyeTta puckoB.”  HactosTenbHO pekomeHAayeTcA
ucnosnb3oBaTb ogo6peHHoe (c mapkupoBkon CE)
nporpammMmHoe obecnevyeHue, npegHasHayeHHoe
cneuuvanbHO AN OLEeHKU pucka Tpucomum 21,
Hanpumep, nporpamMmmHoe ob6ecne4yeHue alpha.* Ha6op
MHrMbuHa A npegHa3HaveH Ans UCMONIb30BaHUSA B
couyetaHum ¢ hAFP + hCG + uE3.

KPATKOE OMNMUCAHUE

MHrmbuHbl npeacrtaBnsioT cobon retepogumepHble HGenKoBble FOPMOHBI,
CeKpeTupyemble rpaHynesHbIMU KNeTkaMyn XEHCKUX ANYHWMKOB W KNeTKamu
Ceptonu sindek y MyxuuH.  OHW CEenekTMBHO MOAABMSIOT CeKpeLuio
runocusapHoro ponnmkynocTumynupytotlero ropmona (PCI) 1 okasbisatoT
nokanbHoe napakpyHHOe BO3AeicTBIE Ha roHapl."?

MonekynsipHas Macca nonHOCTblo 0bpaboTaHHOW hOpMbl  MONEKynbl
MHMMbuHa cooTBeTcTBYET npubnuantensHo 32 k[ M coctouT K3 AOBYX
oTAenbHbIX LUenen (o u ), COEAUHEHHbIX AUCYNbMOUAHBIMU CBA3SMU.
dopmbl ¢ BonbLLEN MOMEKYNSIPHON Maccomn, C NPeKypcopHbIMM hopMamu
a-cyObeanHuLbl, Takke oBHapyxuBalTCA B (DONMUKYNAPHOW XUOKOCTU K
CblBOPOTKE kpoBW. Kpome Toro, Takke npucyTCTBYIOT CBOBoAHblIE POPMbI
0-CyObeanHULbl, He CBA3aHHble C B-CyObeanHuLeln 1 He AeMOHCTpUpYLoLLe
BMONOrNYEcKyr akTUBHOCTb MHIMBKHA.3*5°

MHrmbuH A coctout n3 a-cybbeauHuupl 1 Ba-cydbeanHuubl. NokasaHo, 4to
N3MepeHust HrMbrHa A nonesHbl Npy N3y4eHUn ero ponu B penpoayKTUBHON
duavonorum yenoseka.”®® Heckonbko onyBrnnkoBaHHbLIX OTYETOB yKa3blBaloT
Ha BO3MOXHOCTb MCMOMNb30BaHUsi U3MEPEHUI MHIMBUHA A KakK 9HOOKPUHHOTO
Mapkepa [ns KOHTPONs (PyHKUMM sandHukos,'0 1121314181817 Na yenapgHmx
nop ObINO HEBO3MOXHO pas3nuyaTb LMPKYNUPYIOLWMA  YHKLUUOHAMbHbIV
OVNMEPHbI MHTMOWMH 1 cBOBOAHYI0 O-CyGbeanHuUy npu  HopMasibHOM
MEHCTPYanbHOM LMKIE Y KEHLLMH.

OpHako nyTem  MCMomnb30BaHMS XOPOLIO OMWCAHHOW napy aHTuTen
OBYXCalTHbIN  «caHaBuY»-aHanuad ELISA  cnocobeH cneunduyeckum
06pa3oM N3mMepsaTb TOMbKO AMMEPHbIA UHIMBUH A.'8

nPAHUMUN

Metog ELISA pgns wuHrMbrnHa A npencrtaBnsieT cobon  OBYXCaMTHbIN
«COHABUY»-aHanNM3 C (epMeHTHbIM yCUneHneM. B oatom aHanuse
KanubpaTtopbl, KOHTPOMbHble Matepuansl ¥ npobbl UHKYGUPYOT B
AYenKkax MUKPOMNAHLIETOB ANS TUTPOBaHMWS, MOKPbITbIX aHTUTENOM K fa
cybbeanHmue vHrMbuHa. [ocrne uHKYOMpoBaHMS M OTMBIBKM B KaxKayto
AYenky [00aBNAT aHTMTEeno Ans obHapyxeHus anbda-cybbeanHuubl
MHrMbUHa, MapkmpoBaHHOe nepokcuaason xpeHa (HRP). MNocne BToporo
aTana WHKYGupoBaHUsi M OTMbIBKM B sveiikv pobasnsiotr cyberpat
TuTpametTunbeHananH (TMB).

HakoHeu, pobGaBnsieTcs KuCnbli ocTaHaBnuBatowmin pacteop. CreneHb
depmeHTHOro obmeHa cybcTparta onpefensieTcs UsMepeHneM NornoLLeHus
Ha ABYX AnuHax BomfH Ha 450 HM n mexay 600 n 630 HM. W3mepeHHoe
normnoLeHMe npsMO MPOMOPLIMOHANBHO KOHLEHTpauum uHrubnHa A B
npobax. Habop kannbpaTopoB MHrMOMHaA A UCMonb3yeTcs A5t NOCTPOEHUS
CTaHAapTHOW KPMBOWM MOIMOLLEHNS OTHOCUTENBbHO KOHLUEHTpauum UHrmbnHa
A. KoHueHTpauum nHrmbmnHa A B npo6ax MoryT BbiTb paccuuTaHbl Mo 3TOW
CTaHAAPTHON KPUBOW.

PI-DSL1028100T-04

NPEOYNPEXAOEHNA U MEPbDI
NMPEOOCTOPOXHOCTHU

Ona guarHocTuku in vitro.

CobnioaaiiTe NpaBMna Haanexatuei nabopaTopHoi npakTuku. '

Mpy cobniogeHnn onucaHHOW npoueaypbl puck pabotbl ¢ npobamu n
npenapatamu KpoBu MMHUManeH. OgHako ¢ aTUMK NPoAyKTamMmm HeobXoANMO
obpalatbCa Kak C MNOoTeHUManbHO WHMEKLMOHHO-ONacHbIMK, cobrniopast
yHVBepcanbHble Mepbl NPefoCTOPOXHOCTM W MpaBwuna Hagnexalien
nabopaTopHO/ MpakTVKM BHE 3aBUCMMOCTU OT WX MPOUCXOXAEHWS,
obpaboTkn W npeauwecTeyiolleii cepTudmkaumn.?’ [na  AesvHdexummn
ncnosnb3yiiTe COOTBETCTBYIOLLEE Ae3nHUUMpyloLlLiee CPpeacTBo. XpaHute
WU yTUNM3UpYWTe [AaHHble MaTtepuanbl WU KOHTeMHepbl W3-Mof HuUX B
COOTBETCTBUW C MECTHLIMU NPEANUCAHNSAMU U PYKOBOACTBaMM.

KNACCU®UKALINA ONMACHOCTEWU NO
CUCTEME CIC

Calibrators / Controls  OCTOPO>XHO!

H317 MoxXeT BbI3blBaTb
annepruyeckyro KOoXHyH
peakuuio.

BpegHo anst BoAHbIX
OpraHnsMoB C
[OMroCpOYHbIMU
nocrneacTBUsSIMU.

He ponyckaTtb nonagaHus B
OKpy>KatoLLyto cpeay.
HapeBaTtb 3aWuTHbIE
nepyaTku, 3aluTHYO
odexnay, CpeacTsa 3aluThbl
opraHoB 3peHus / nuua.
Mpw pasgpaxeHnn Koxm
VI NOSIBNEHUN ChINK:
obpatutbes K Bpauy.
CHATb 3arpsi3HEHHy0
ogexay U npoMbITb

ee nepea MOBTOPHbLIM
MCMOoNb30BaHUEM.
peakLMoHHasi CMecb U3
5-xnopo-2-meTtun-
4-130TNA30NNH -3-oH

[EC Ne 247-500-7] n
2-MeTUN-4-n30THa3oNmnH
-3-0oH [EC Ne 220-239-6](3:1)
<0,05%

H412

P273

P280

P333+P313

P362+P364

Antibody Enzyme OCTOPOXHO!

Conjugate Concentrate

H316 Bbi3bIBaET HE3HAYUTENBHOE
pasfapaxeHue KOXu.

MoxeT BbI3blBaTb
annepruyeckyto KOXHyH
peakuumio.

BpenHo ansi BogHbIX
OpraHnsMoB C
[0NrOCPOYHBIMM
nocneacTBUsSIMU.

He ponyckaTtb nonagaHus B
OKpY)KaloLLyto cpeqy.
HapesaTtb 3awuTHblE
nepyaTku, 3aLUuUTHYIO
odexnay, CpeacTsa 3aluThbl
OopraHoB 3peHus / nuua.
Mpun pasgpaxeHun Koxu:
obpatutbes kK Bpauy.

Mpu pasgpaxeHnn Koxm
WY NOSIBNEHUN CbIN:
obpatutbest K Bpayy.

H317

H412

P273

P280

P332+P313

P333+P313
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Sample Buffer A

Sample Buffer B
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P362+P364

OMACHO!

H316
H318

P280

P305+P351+P338

P310

P332+P313

D

H314

H317

P280

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

CHATb 3arpsisHEHHYIO
oaexay U npoMbiTb
ee nepea NOBTOPHbLIM
MCronb3oBaHUEM.

3-(N-mopdhonmnHo)-2-rmapokcnnponaHcynbgOHOBOW

KUCNOTbI HaTpueBas corb 1
-2%

peakumnoHHasi cMecb U3
5-xnopo-2-metun-
4-130TNasoNuH -3-oH

[EC Ne 247-500-7] un
2-MeTnn-4-M30TnMasonmH
-3-oH [EC Ne 220-239-6](3:1)
<0,05%

Bbl3biBaeT He3HauMTenbHOE
pasgpaxeHune KOXW.
Bbi3biBaeT cepbesHble
NOBPEXAEHUS rMas.
HapgesaTtb 3awuTHbIe
nepyaTku, 3aLuTHY
oaexnay, CpeacTsa 3aluThbl
opraHoB 3peHust / nuua.
NnPW NONAOAHNN B
MASBA: ocTopoXHO
npoMbIBaTb BOAOM
HecKonbKo MUHYT. CHATb
KOHTaKTHbIE MUH3bI, €Crnn
OHW €CTb M 3TO Nerko
caenatb. [MpogomkuTb
npomblBaHue.

HemenneHHo obpatuTbes B
TOKCUKONOI’MYECKNA
LIEHTP vnu k Bpayy.

Mpy paspgpaxeHnn Koxu:
obpatutbes kK Bpady.
Hatpusa naypuncynbdar 1 -
< 3%

Tpuvc (rmapokcumeTwn) -
aminomethane
(amuHomertaH) 1 - 2%
Cnunpt, C12-14-BTOPUYHBIN,
3TOKCUNUPOBaHHBI 3 - 5%

Bbl3biBaeT cepbesHblie 0Xoru
KOXW 1 NOBPEeXAeHWs rmas.
MoxeT BbI3blBaTb
annepruieckyro KOXHyo
peakuumio.

HapeBaTtb 3aWuTHbIE
nepyaTku, 3aluTHY
odexnay, CpeacTsa 3awuThbl
opraHoB 3peHunst / nuua.
MNP NONAJAHUN HA
KOXY (unn Bonochl):
NPOMbITb KOXY BOZOMN.
MPW NONAOAHNN B
[TIA3A: oCTOpPOXHO
npombIBaTh BOAOW
HeCKonbko MUHYT. CHATb
KOHTaKTHbIE NMUH3bI, ecnu
OHW €CTb 1 3TO Nerko
coenatb. [MpogomkuTb
npomblBaHue.
HemenneHHo obpatutbes B
TOKCUKONOIMYECKNIA
LIEHTP vnu k Bpayy.

Conjugate Diluent

Crton-pacteop A
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P333+P313

P362+P364

OMACHO!

o

D

H316

H317

H318

H412

P273

P280

P305+P351+P338

P310
P333+P313

P362+P364

OMACHO!

Mpw pasgpaxeHnn Koxm
WINWN NOSIBNIEHUN ChIMK:
o6paTuTbCs K Bpauy.

CHATb 3arpsi3HEHHyo
odexay U npoMbITb

ee nepea NoBTOPHbIM
MCMOonNb30BaHNEM.
Komnnekc nepokcuaa
Bogopoaa v moyesuHbl 10 -
20%

peakumnoHHasi CMecb 13
5-xnopo-2-metun-
4-130TNasoNunH -3-oH

[EC Ne 247-500-7] u
2-MeTun-4-n30TMasonmH
-3-oH [EC Ne 220-239-6](3:1)
< 0,05%

BbI3bIBaeT HE3HAYMTENBHOE
pasfapaxeHue KOXu.
MoxeT BbI3blBaTb
annepruyeckyto KOXHyH
peakuuio.

Bbi3biBaeT cepbesHble
NOBPEXAEHWS rnas.
BpenHo anst BogHbIX
opraHu3MoB €
[0MroCpOYHbIMU
NnocneacTBUSIMUA.

He ponyckaTtb nonagaHusi B
OKpY>KatoLLyto cpeay.
HapeBatb 3alUMTHbIE
nepyaTku, 3aLuTHY
opexay, cpeacTea 3aluThl
opraHoB 3peHust / nuua.
NP NONAOAHNN B
IMABA: ocTopoXHO
npoMbIBaTb BOAOM
HEeCKomnbKo MUHYT. CHSATb
KOHTaKTHbIE NINH3bI, €CNn
OHW €CTb M 3TO Nerko
caenatb. [MpopgomknTb
npomblBaHueE.
HemenneHHo obpatuTbes B
TOKCUKONOIMYECKNA
LIEHTP vnnu k Bpayy.

Mpu pasgpaxeHnn Koxm
WY NOSIBNEHUN CbINU:
obpatutbes K Bpayy.
CHATb 3arpsi3HEHHyo
ogexagy U npoMbITb

ee nepea NOBTOPHbLIM
MCMOMb30BaHNEM.

Tpuc (rmgpokcmumeTun) -
aminomethane
(amuHomertaH) 1 - 3%
CnnpTt, C12-14-BTOpPUYHBIN,
3TOKCUMUPOBAHHBIN 3 - 5%
peakumnoHHasi CMecCb 13
5-xnopo-2-metun-
4-130TMA30NNH -3-OH

[EC Ne 247-500-7] un
2-MeTnn-4-n30TMasonvH
-3-0H [EC Ne 220-239-6](3:1)
< 0,05%



H314 BbI3biBaeT cepbesHble 0Xoru
KOXM 1 NOBPEXAEHUs rMaa.
HapeBatb 3aWuTHbIE
nepyaTku, 3aluTHY
ofexay, cpeacTea 3aLmThl
opraHoB 3peHus / nuua.
MNPW NPOIMATbIBAHNN:
npornonockatb pot, HE
BbI3blBaTb PBOTY.

NPV NONAOAHUN HA
KOXY (unu Bonochl):
NPOMbITb KOXY BOLOW.
NPV NMONAJAHNN B
MABA: ocTopoXHO
npoMbIBaTb BOAOM
HECKOMbKO MUHYT. CHATb
KOHTaKTHbIE MUH3bI, €cnn
OHW eCTb W 3TO Nerko
caenatb. [MpopgomknTb
npoMbIBaHueE.
HemenneHHo obpatuTbes B
TOKCUKONOTIMYECKNN
LIEHTP vnu k Bpayy.

CepHas kucnota 1 - 3%

P280

P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

Wash solution (20x) OlNACHO!

H360 MoxeT npuBecTtn

K HapyLleHuo
pPEnpoAYKTUBHON OYHKLMM
UV HaHecTu Bpes pebeHky
B yTpo6e marepu.

Mepen ncnonb3oBaHvemM
nony4uTb creuuarnbsHbie
WHCTPYKLMN.

HapesaTtb 3awuTHbIE
nepyaTku, 3aLiMTHYO
oaexnay, CpeacTsa 3aluThbl
OopraHoB 3peHus / nuua.
MPW BosgencTBum

UV NOAO03PEHUN Ha
BO3AeNcTBMNe: 0bpatutbes
3a MeAMLMHCKOW NMOMOLLbHO.
BopHas kucnota 0,1 - 0,3%
Hatpus 6opar, agekarngpat
0,1-0,3%

P201

P280

P308+P313

Macnopt 6e3onacHOCTU OOCTYNEH Ha cawTte
beckmancoulter.com/techdocs

NONYYEHUE, OBPABOTKA, XPAHEHUE U
PA3BEAEHUE OBPA3LIOB

PeKOMeH,D,yeMbIMVI I'|p06aMVI ABNAKOTCA CbIBOPOTKa U niasma.

Mpn o6paGoTke W XxpaHeHMM npoG KPoBW Heobxogumo cobnogaTb
cregytowme UHCTpyKLmm:?!

+  Cobepute Bce npobbl KpoBW, cOOGMOAasi YCTaHOBMEHHbIE Mepbl
NPEeAOCTOPOXKHOCTU MPY BEHOMYHKLUK.

*  XpaHuTe Npobupku BCe BPEMS 3aKyNOpeHHbIMU.

* B TeyeHune OByx 4acoB nocre LeHTpUdyrupoBaHua nepeHecuTe no
MeHblLuen mepe 500 Mkn Npobbl 6e3 KNeTok B MPOBUPKY ANA XpaHEHUS.
HemepnneHHo NNoTHO 3akynopekTe Npobupky.

*  XpaHuTb HepasBefeHHble WNU pasBegeHHble Npobbl B MNMOTHO
3aKynopeHHbIX cnakoHax npu Temnepatype 2-8°C He O6onee
24 vacos.

. Ecnu aHanu3 He GypeT 3aBepLUeH B TedeHne 24 4acoB, a Takke Ans
TPaHCMOPTUPOBKKN, 3aMopo3bTe Npobbl Npu —20°C unu Hwxke ans
XpaHeHusi B TeyeHne Bpemenun oo 30 gHen.

Mpu noaroToBke 06pa3LoB cobroaanTe criegylolime pekoMeHgaumm:

*  Ybegutecb B TOM, 4TO 06pa3subl He coaepXaTt puUbpMHA 1 KNETOYHbIX
3NeMeHTOB Nnepef NpoBeAeHeEM aHanuaa.

PI-DSL1028100T-04

*  TMpu ueHTpudyrpoBaHumn cneayiite pekomMmeH4aunsM Npovu3BoANUTENs
npobupok ansa cbéopa Kposu.

B kaxxpow nabopatopuu cnegyeTt yCTaHOBUTL MPUIOAHOCTb MCMOMb3yeMbIX
npobupok ans cbéopa KpoBU U NPOAYKTOB pasgeneHns CbIBOpOTkN. [laHHble
NpoAyKTbl MOFyT pasnuMuyaTbCs B 3aBMCMMOCTW OT MPOWM3BOAWUTENS UMK
napTuu.

M3beraliTe NOBTOPHbIX LIMKIO 3aMOpaXmnBaHusi/oTTanBaHnsi o6pasuos.

M3berarite aHanmsa NMNEMUYECKUX, UKTEPUYECKMX UIN FreMOSIM3NPOBaHbIX
obpasuos.

NPEAOCTABJIAEMbIE MATEPUATbI

HaGop pans onpepeneHvusi uHrubuHa A: 96 sveek (Kar. Ne
DSL-10-28100T-1)

MuWKpOTUTPALIMOHHbIE MONOCKW, NOKPbITbIE AHTUTENOM K UHITMOUHY A:
OpavH gepxarenb MONOCOK, cogepxXalymnii 96 a4eek Ans MUKPOTUTPOBAHUS.

MonucTuponoBble SYENKN TUTPALIMOHHOTO MUKPOMMAaHLLETa C aHTUTENOM K
WNHIMOWUHY (35, UMMOOUNN30BAHHBIM Ha BHYTPEHHEWN MOBEPXHOCTU KaxKOow
AYEKM.

XpaHutb npu 2-8°C A0 OKOHYaHWUSi cpoka rogHOCTW, B MIIOTHO 3aKpbITOM
OpUrMHaNbLHOM MakeTe C OcyLUMTeneMm, Ans 3alnTbl OT BIaXXHOCTMU.

KoHueHTpaT koHblorata aHTuTena K MHrMouHy A—depmeHTa:
c¢dnakoH 0,6 mn

OAUH

KoHbloraT MbILLMHOTO MOHOKIMOHANbLHOrO aHTuTena K o-cybbeauHuue
nHrMbnHa n HRP, MOPSO, BSA 1 < 1,0% ProClin** 300.

XpaHnuTb npu 2-8°C A0 OKOHYaHWSA CpoKa rogHOCTHU.
PasBeguTe, npexae 4em vcrnonb3oBaTk pa3baBuTenb KOHbOraTa.

Kanu6partopbl: Llectb cdnakoHoB no 1 mn u oauH cnakoH 2 mn
«HyrneBoro» Kanuobparopa (rotoBbl K UCNONb30BaHUIO)

KoHueHTpauuu npubnusutensHo 0, 10, 30, 100, 250, 500 n 1 000 nr/mn
pPeKoMBUMHAHTHOro AUMepHOro MHrmbuHa A B 6bidben coiBopoTke ¢ < 0,5%
ProClin 300.

TouHble 3HaYeHUSI KOHLIEHTPaLMM CM. Ha 3TVKeTKax (hrakoHOB.
HeBCKpbIThIN peareHT xpaHutcst npu 2-8°C 4o OKOHYaHWS CpoKa rogHOCTU.

CrabwuneH npun 2—8°C B TeueHue 28 aHel nocne nepBUYHOIO UCMONb30BaHUS.
[ns Gonee pnuTenbHOro XpaHeHust xpaHuTb npu —20°C B MOPO3USIbHOM
kamepe (0T —15°C go —24°C) 0o ncTeyeHust Cpoka rogHoCTy.

N3avepsiemas BenuunHa (aHanuT) B KkanubpaTtopax wWHrMOuHa A
NpocnexvBaeTcs [0 MEPBOro MexAyHapoaHoro cTaHgapta BcemupHoi
opraHusaumn 3apaBooxpaHenuns (BO3) ans mHrmbuHa-A (kop 91/624),
cofepKallero peKoMOUHaHTHbIN YenoBeyeckuin MHMMObWH A 32 ka (1 nr/mn
unu 0,037 ME/mn). 3apaHHble 3HayeHUst Obinv MonyyeHbl Npu aHanuse
penpeseHTaTMBHbIX MPOG U3 3TOM napTuM Kanubpartopa W SBMASOTCA
cneunduyeckuMmn 4ns METOAMK KONMYECTBEHHOTO ONPefeneHnsl peareHToB.
3HayeHuns, nonyyeHHble C MOMOLLbLIO APYIMX METOAMUK, MOryT OTIM4YaTbCS.
3TN pas3nuums MoryT GOblTb OOYCNOBMIEHbl OTKMOHEHWSIMW, Bbl3BaHHLIMM
OTNNYNAMY METOAOB.

KoHTponbHble MaTepuanbi:
MCMONb30BaHUI0)

ABa c¢dnakoHa no 1,0 mn (roToBbl K

Huskas 1 BbicoKasi KOHLEHTpaLuum pekoMBUHAHTHOrO ANMEPHOTO MHIMOWHA
A B 6blubeit ceiBopoTke ¢ < 0,5% ProClin 300.

Oxvpaemble AManasoHbl KOHLEHTPAUMIA yKkasaHbl Ha BKIagplLle.
HeBcKpbITbI peareHT xpaHuTcs npu 2-8°C 40 OKOHYaHUSI CPOKa rOAHOCTH.

CrabwuneH npun 2—8°C B TeueHue 28 aHel nocne nepBUYHOIO UCMONb30BaHMS.
[na Gonee AnuTEnbHOro xpaHeHus XpaHuTb npu —20°C B MOPO3UIIbHOW
kamepe (o1 —15°C no —24°C) 0o ucteyeHmst cpoka rogHoCTy.

Bydep A npobbi: ognH dnakoH 10,0 mn

Bydep ¢ anbbymmHom Gbiuben cbiBOpoTkM (BSA), XMBOTHON CbIBOPOTKOW
(ko3beit, MbILLWHOW), CypdakTaHTOM U HaTpus asuaoMm.

XpaHuTb npu 2-8°C 4O OKOHYaHWSA CPOKa rOQHOCTW.

Bydep B npo6bi: oauH cdnakon 10,0 mn

Bydep ¢ < 20% rmgponeputa, < 0,5% ProClin 300 1 asngom HaTpus.
XpaHutb npn 2-8°C 00 OKOHYaHMSA cpoKa rogHOCTW.

PacTBop xpomoreHa TMB: oauH ¢nakoH 11,0 mn

TetpameTun6ensuamH (TMB) B untpatHoM Bydbepe ¢ nepekmceio Bogopoaa.
XpaHuTb npu 2-8°C [0 OKOHYaHMS Cpoka roAHOCTU.

66 of 84



OcTtaHaBnuBaowWwmin pacteop A: oauH cdnakoH 11,0 mn
0,2 M cepHas kucnora.

Xpauute npu 2-8°C wnu npu komHaTHom Temnepatype (18-25°C) po
OKOHYaHWs cpoka rogHoOCTH

[OunioeHT KOHblOraTa: oguH cnakoH 15,0 mn

Bydrep c BSA, XMBOTHOW CbIBOPOTKON (KO3bEW, MbILLMHON), CypdakTaHTOM U
<1,0% ProClin 300.

XpaHuTb npu 2-8°C A0 OKOHYaHMS CpoKa roaHOCTU.
MpombiBoYHLIN pacTBop Y (20X): OauH donakoH 50 mn

KoHUeHTpupoBaHHbIi ObITb

Mncnonb3oBaHNEM.

pacTeop [OOJKEeH passeneH nepen

XpaHuute npu 2-8°C wnu npu komHaTHom Temnepatype (18-25°C) po
OKOHYaHWs cpoka rogHoOCTU

Habop ana onpepeneHus wuHrmbuHa A: 384 savenku (Kar. Ne
DSL-10-28100T-4)is>

MUKpPOTUTPALIMOHHBLIE MOSIOCKU, NOKPbITbIE AHTUTENIOM K UHIMGUHY A:
YeTblpe AepxkaTens Nofiocok, Kaxabli U3 KOTOpbIX coaepxuT 96 sueek aAns
MUKPOTUTPOBaHUS.

KoHueHTpaT KoHblorata aHTUTena K UHrMbuHy A—cdepmeHTa: uveTbipe
cnakoHa no 0,6 mn

Kanubpatopbl: ABeHaauaTb ¢hnakoHOB no 1 mn u aBa dnakoHa no 2 mn
«HyneBoro» Kanubparopa (roToBbl K UCNONb30BaHWIO)

KoHTponbHasi cbiBOpoOTKa:
MCMONb30BaHWUI0)

yeTbipe ¢nakoHa no 1,0 mn (rotoBa K

Bydep A npo6bi: yeTbipe ¢nakoHa 10,0 mn

Bydep B npo6bi: Tpu cpnakoHa 10,0 mn

PactBop xpomoreHa TMB: oauH cdnakoH 50,0 mn
OcTtaHaBnuBawLwmit pactBop A: yeTbipe dnakoHa no 11,0 mn
OunioeHT KOHblOraTa: YyeTbipe cnakoHa no 15,0 mn
MpombiBOYHbIN pacTBOp (20X): 2 hnakoHa no 50 mn

HEOBXOAUMBIE, HO HE
NMPEAOCTABINAEMbBIE MATEPUAITbI

Mommmo cTaHgapTHoro naéopaTopHoro o6opyaoBaHNA HEoBXoAUMO MMETb
cneaywolee:

*  YCTPOWCTBO ONS1 CUYUTBLIBAHUS MUKPOMMAHLLETOB AN TUTPOBaHWS,
crnocobHoe MamepsTb nornoteHe Ha 450 HM K, NpeanoYTUTENLHO,
CrnocobHOe BbIMOMHATL KOPPEKLMNIO HA BTOPOW ANVHE BOJHbI, MeXay
600 1 630 HMm

. [evoHunanpoBaHHas Boga
. MpeuwnsunoHHas nuneTka ansa seoga 50—100 mkn

*  YCTpOWCTBO ANA BCTPAXMBAHWS TUTPALMOHHOMO MWKpOMMaHLUeTa,
crnocobHoe BbinonHUMTL 500—700 opbuTanbHbIX 060POTOB B MUHYTY
(06/MuH)

. MwuKponnaHLeTHbI BOLIEP
*  Boprekc
*  OunbrpoBanbHas Gymara

»  Tpaduueckas Gymara gns o6paboTku pesynbTaToB BpyYHYH

NMPOLUELOYPA
3ameuaHus no npoueaype

*  HeobxoaMmo BHUMAaTENbHO M3y4YWUTb 3TOT BKMaAblll B YNaKOBKY Ans
ycneLHoro ncnonb3oBaHuns metoga ELISA anst unrmbnHa A.

+  [Monb3oBatenb obsi3aH CaMOoCTOSATENbHO noaTBepXaaThb
[OCTOBEPHOCTb BbIMONTHAEMbIX UCCIEA0BAHWIA.

* [paBunbHble pesynbratel  OyayT — nonyyeHbl  TOMbKO — Npw
UCMONb30BaHUN  TOYHOW  NabopaToOpHOW TEXHWUKM WU CTPOroM

BbINOSIHEHUW JAaHHON NHCTPYKUUN.

*  AHanua kanubpoBoYHbIX NP6 AOMKEH NPOBOANTLCS OOHOBPEMEHHO
€ nccnegyembiMu obpasuamu.

*  [Nepen vcnonb3oBaHMeM BCe KOMMOHEHTbI Habopa [0MKHbI AOCTUYb
KOMHaTHou TemnepaTypsbl (18-25°C).
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* TwarenbHO nepemellanTe BCe peareHTbl
ncnonb3oBaHMeM, OCTOPOXXHO nepeBopaynBas.

n obpasupl nepen

M He cmewwmBanTe kakne-nmbo peareHTbl N3 pa3HbIX J10TOB.

* He VICI'IOJ'II:SyI;ITe peareHTbl Mnocne OKOHYaHWA CpoKa roaHOCTH,
YKa3aHHOro Ha 3TUKeTKe.

* HenonHas npombiBKa HEraTMBHO BMMSAET HA TOYHOCTb PE3YNLTaToB.

*  Yto6bl CBECTU K MUHUMYMY BO3MOXHbIE BapuaLuu U3-3a pasHoro
BPEMEHW MHKYGaLumn ¢ cy6CcTpaToM, BHOCUTE CTOP-PacTBOp B NMyHKU B
TOM e NocrefoBaTeNnbHOCTY U C TaKOM e CKOPOCTbIO, KaK 1 pacTBop
TMB.

*  C OCTOpOXHOCTbIO paboTaiTe co BCEMU peareHTamu BO u3bexaHve
MUKPOOMOMOIMYECKOro 3arpsi3HEHUsl, KOTOPOE MOXET MOBpeavTb
peareHTbl, ocobeHHO pa3baBuTenb KoHblorata u Gycep A Npobbi.

*  He ponyckanTe 3arpsisHeHus pactBopa xpoMmoreHa TMB koHbloratom.

. MCHOHbByﬁTe YNCTble OOHOPa30oBble HAKOHEYHWKU ONnA KaXaoro
peareHTa, CtTaHgapTa, KOHTPOnA 1 06pa3ua.

*  [nsa gpobaBneHus xpomoreHHoro pacteopa TMB u cton-pactsopa He
ncnonb3yvTe NUNETKN C METaNIMYECKUMM HYacTaAMN.

+  ®epMmeHT, Wucnonb3yembll B KadyecTBe METKW, WHAKTUBMPYETCSH
KMCMOPOAOM, U OH KpanHe 4YyBCTBUTENEH K MUKPOBUONornyeckum
3arpsi3HEHUsIM,  XITOPHOBaTUCTOW  KUCMOTe, asugy Hatpust U
apoMaTMyeckum XJopyriieBogopoaamM, 4acto MpUCYTCTBYHOLLMM B
Boge. Vicnonb3yinTe Bogy BbICOKOrO KayecTBa.

*  Wcnonb3synte AenOHN3NPOBaHHYIO BOAY.

*  W3BeranTe KOHTaKTa peareHTOB C MCTOYHMKaMW Tenmna W MnpsimbiM
COMHEYHBIM CBETOM NPU XPaHEHUW PEareHTOB M BO BPEMSI MHKYGaLuK.

MoproTroBka peareHTOB

1. [pombi8OYHBbIU pacmeop: BbINMMBAKT CoAepXumoe dnakoHa B
950 mMn AUCTUNNMPOBAHHOM BOAbI 1 TOMOreHU3NpytoT. Pa3BegeHHbIN
pacTBOp MOXHO XpaHuTb npu Temnepatype 18-25°C oguH mecsy
unu npn 2—-8°C 0o UcTedeHnst cpoka rogHocTn Habopa.

2. Pacmeop KOHblO2ama aHmumesno-¢gpepmeHm Inhibin A:
KoHueHTpaT koHbtorata Inhibin A cnegyet pa3soavTb B COOTHOLLEHUU
1 vactb k 50 uyactam pasBoguTenst Kowbtorata Inhibin A B
COOTBETCTBUM C KOMNWYECTBOM UCMOMb3yEMbIX MYHOK. Onsa
3anornHeHns Lenoro nnaHweTra BHecuTe MuneTkon ToyHo 220 pL
KOHUEeHTpaTa KoHblorata aHtuteno-cgpepmeHt Inhibin A B 11 mL
pa3baBuTens KoHbloraTa.
TNMPUMEYAHUE: pa3zsodumb KoHueHmpam kKoHbto2ama Inhibin A
crnedyem 3a 10-15 muHym 0o ucnonb308aHUsl.

3. ”yHKu MukponnaHwema: Bosbmute Heobxogumoe KonmMyecTBo
NYHOK Ansa TeKyLLl,eﬁ noctaHoBku. OcTaBluMecs He ncnonb3yemble
NYHKU HeobxoanMmo BEpPHYTb B NakeT C ocywwuTenem n TwartenbHO
3aKpbITb NaKeT, Ana 3aWnTbl OT NnonagaHua Bnaru.

MNpoueaypa aHanusa

[ante Bcem obpasuam M peareHTaMm [OOCTMYb KOMHaTHOW TemnepaTypbl
(18-25°C). lNepen vcnonb3oBaHMEM TLLATENBHO MEpeMeLLanTe peareHTbl,
OCTOPOXHO NepeBopaymBasi. [locne BOCCTaHOBMNEHUSI CMELLANTE peareHThl,
n3berasi ob6pasoBaHNa neHbl. Crnegyet NpoBOAWUTL aHanu3 kanubpaTopos,
KOHTPOIbHbIX U UCCreayeMbix 06pasLoB B ABYX CEpPUsIX.

1. Hagnuwwure ncnonbdyemble CTpUnbl.

2. BHecute nwunetkor 50 pL  kanubpaTopHbIX, KOHTPOMbHbLIX W
uccrnegyemblx 06pasLoB B COOTBETCTBYHOLLMNE TNYHKN.

3. [o6asbre 50 mkn 6ydepa A Npobbl B KaXAYHO SSYENKY NPELM3NOHHON
nNUNETKON.

4. [Oobasbre 50 mkn bydepa B npobbl B Kaxayto S4eriky NpeunsnoHHon
MUNETKON.

5. WHkyBupyiite nyHku B opbuTanbHOM annaparte Ansi BCTPSIXMBaHWS
MukponnaHweTtoB npu 500-700 rpm B TeyeHMe Tpex 4acoB Mnpu
KOoMHaTHou Temnepartype (18-25°C).

6. [lpuroToBbTE pacTBOpP KOHbKOrata aHTUTENO-PEPMEHT nyTem
pasBedeHUsi  KOHLEHTpaTa KoHbtorata aHTUTeno-hepmMeHT B
pasBoguTene koHbtorata Inhibin A, kak onucaHo B pasgene

“MoprotoBka peareHTOB” AaHHOMO NUCTKa-BKNagplwa.

7. AcnupupynTe M OTMOWMTE KaXKAyr NyHKY LWeCTb pa3 pacTBOPOM Arfis
OTMbIBaHMSA, UCNOMb3ysl aBTOMAaTUYECKUIA annapaTt Ans OTMbIBaHUA
NMaHLWeTOB UMW BPYYHYIO C MOMOLLbIO TOYHOW NUNeTKn. MNpoMokHUTE
1 BbICYLLMTE MNaHLLET, ONPOKWNHYB ero B abcopbupytowunii matepuan.
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TNMPUMEYAHUE: HacmosimenbHo — pekomeHOyemcsi  r10/1b308ambCsi
asmomamuyeckuMm annapamom O OMMbIBaHUS MUKPOIMIaHWemos.
HernonHoe ommMbigaHue MoXxem oKaszamb HebnazonpusimHoe enusiHue
Ha u mo4yHocmb aHanusa. B cnyyae omcymcmeuss asmomamuyecKkoeo
annapama Onsi omMbl8aHUsi MUKporiaHwemos crnedyime crnedyouwum
amanam 01151 OMMbI8aHUsI 8PYYHYIO:

(a) MNonHocmbto acrniupupytime XudKkocmb U3 KaxxooU JyHKU

(b) BHecume no 350 uL pacmeopa 05151 ommbigaHUsi 8 Kaxoyto IyHKy C
MOMOWbI0 MOYHOU nunemxu

(c) CHosa acniupupytime xudkocmb
(d) Nosmopume amarnki (b) u (c) name pa3

8. [obasbre 100 pL pacTtBopa KOHbOraTa aHTUTENO-PEPMEHT B KaXAYHO
NYHKY C MOMOLLbIO TOYHOW NUNETKM.

9.  WHkybupyiite nyHku B opbuTanbHOM annaparte Ansi BCTPSIXMBaHWS
MuKponnaHweToB npu 500-700 rpm B TeyeHuWe OOHOrO 4aca npwu
KOMHaTHou Temnepartype (18-25°C).

10. Acnupupynte u OTMOWTE Kaxayl FyHKy LeCcTb pa3 pacTBOPOM
ANs OTMbIBAHMS C MOMOLLbIO aBTOMaTWYecKoro annaparta Ans
OTMbIBaHMS MUKPOMIaHLWETOB. [MPOMOKHWTE U BbICYLUUTE MITaHLLET B
abcopbupytoliem matepuane.

11. Oob6asbte 100 pL pactBopa xpomoreHa TMB B kaxayw NyHKYy C
MOMOLLbI0 TOYHOW MUMETKM.

U36ezalime nonadaHusi NPSIMbIX COSTHEYHbIX JTy4qel.

12. WHkybupyiiTe nyHkn B opOMTanbHOM annaparte Ansi BCTPSXMBaHWUs
MukponnaHweTos npu 500-700 rpm B TeyeHue 15 MUHYT npu
KOMHaTHou Temnepartype (18-25°C).

MNMPUMEYAHUE: Yuymume, 4mo u3sMeHeHue ugema MOXem pa3eumbcs
bbicmpee unu medrneHHee, YeM 8 peKoMeHOOB8aHHble CPOKU UHKybauuu,
8 3asucumMocmu om memrepamypbl 8 OMeWeHUU. [na eblbopa
onmumarsibHo20 CpoKa UHKybauuu crnedume 3a U3SMEHeHuUeM ueema
8u3yarsibHO.

13. Oob6asbre 100 pL ocTaHaBnMBaroLLEro pacTBopa B Kaxayk NyHKY C
NMOMOLLIbIO TOYHOW MUNETKMN.

14. BbInonHWTE cUMTLIBAHWE NOIMOLLEHUSA B S4enkax B TedeHne 30 MUHYT,
MCMNONb3ys CYUTbIBATENb MUKPOMMAHLLETOB, HACTPOEHHBIN Ha 450 HM.

NPUMEYAHUE:

1) Bo epems peaucmpayuu o2rnoweHus 8 IIyHKe MUKpornnaHwema
Heobxodumo 3anpozpammuposame Hyreeou Kanubpamop kak "[lycmo”.

2) Ecnu OocmyrnHa Koppekmupoeka OfuHbl 80JIHbl, Hacmpoume npubop
Ha u3amepeHue Ha 080UHOU OnuHe e0nHbl Ha 450 HM ¢ 3adaHHoU
Koppekmupoegkol ghoHo8ol 80s1HbI om 600 8o 630 Hm.

PE3YJIbTATbI

1. Paccuutaiite cpegHee 3HayeHVe MOIMOLLEHNUs  Ans
kanuépaTtopa, KOHTPOsSIbHOro 0o6pasua Unu Npoobkl.

Kaxxgaoro

2. MMocTtponTte rpacuk norapupma CpeaHUX 3HAYEHUI MOrMOLLEHNUs
ANS KaXaoro u3 kanubpaTtopoB MO OCK Y OTHOCUTENbHO rorapudma
KOHUEHTpauui nHrmbuHa A B nr/Mnm no ocu X, ucnonb3ys nogbop
TNIMHENHON KpMBOW. BMeCTO 3TOro MOXHO CTPOUTb rpadmK NMHENHbIX
3HAYEHUA OTHOCUTENMBHO JMHENHbIX 3HAYEHUN U  KCMOMb30BaTb
noaGop crrnaXeHHON KPUMBOWM «CrnanHy.

3. TlocTpoyite Haumyudlylo 3SMMAMPUYECKYID KPUBYIO 4epe3 cpefHee
3HayeHne AyOrnMpYHOLLMXCS TOYEK.

4. OnpegenuTte KOHLEHTPaUMW MHIMBUHA A KOHTPOMbHBIX MaTtepuanos
1 npo6 No CTaHOapTHOM KPUBOM, COMOCTABMB UX CPefHMe 3HaYeHust
MOMOLLEHNS! C COOTBETCTBYIOLLMMM KOHLIEHTPaLMAMM MHIMBUHA A.

5. Bce npobbl €O 3HauyeHusaMM OGornblue 3Ha4YeHWss HambonbLiero
KanubpaTtopa cnegyeT Hagnexawmm obpasoM pas3BoauTb C
ucnonb3oBaHMeMm kanubpatopa A umHrMOMHa A 1 aHanuM3npoBaTb
MOBTOPHO.

6. Bce o00pasubl K  KOHUEHTpauuMen Huxke  aHanMTU4eckom
YyBCTBUTENBHOCTM MeToAa AOMKHbI ObiTb NPeACTaBeHbl Kak «HDKE
aHanuTU4YeCcKon YyBCTBUTENBHOCTY METOAAY.

7. Ecmm  HeobxogMMO,  yMHOXbTE  3HayeHWe,  MONlyYeHHoe U3
KanubpoBOYHON KPWMBOW, Ha COOTBETCTBYIOLUMIA KOIPPULUEHT
pasBeaeHus.

TNMPUMEYAHUE. Ecnu 3Ha4yeHUs1 No2roweHus rnpeesbiuarm o2paHudeHus
cyumbigamens rnnaHwemos, mpebyemcsi mopoe cHumeigaHue Ha 405 HmM
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(pegpepeHcHbIl punbmp mexdy 600 u 630 HM, ecriu docmyneH). B amom
crlyqae 8bIrnosIHume rnocmpoeHue emopol cmaHOapmHolU Kpueol, Kak
rokasaHo 8bllie, CO 3HAYeHUSIMU [02/10UWeHUsI 8CeX CmaHOapmos Ha
405 Hm. KoHueHmpauyus npob, ebixodsawux 3a npedesbl wkarbl Ha 450 HM,
3amem onpedenigemcs rno Hoeoli cmaHOapmHOU Kpugeol. 3HadeHus Ha
405 HM He QomKHbI 3aMeHsimb cobol He ebixodsuue 3a rpedesnbl WKasbl
3Ha4yeHus Ha 450 Hm.

KannbpoBouHas kpuBas

Kann6patopsl KoHueHTpauus A B/Baxc (%)
(nr/min)

0 0,00 0,022 (6nank) -

1 9,20 0,028 1,021
2 24,3 0,082 2,991
3 90,0 0,305 11,11
4 214 0,733 26,75
5 415 1,302 47,48
6 833 2,741 100,0

(Mpumep munuyHol kanubposoyHol Kpueol. He ucronb3oeame 0nsi
obcyema pesynbmamos.)

O6pasubl
[ns npeobpasoBaHnsa ME/Mn ncnonb3ayinte cnegytoLlee ypaBHeHMeE:
1 ME/mn (BO3 91/624) = 26,7 nr/mn

OXUWOAEMbIE 3HAYEHUA

B kaxpow nabopaTtopuu criegyeT yCTaHOBUTb COGCTBEHHbIE pedepeHCHbIe
MHTEepBarbl B Liensx obecneveHns eamHoobpasns pesynsratos. Cnegyouve
npeacTaBneHHble 3HadeHus 6binm nonyyeHsl ¢ ELISA ans uHrMbuHa A c
MCMNONb30BaHMEM MNPOO CbIBOPOTKU OT KIMHWUYECKU 3[40POBbIX B3POCIbIX
cybbekToB.  Bce 3HayeHusi coobuwatotcs B nr/mMn.  [ONs KEHWWH C
HOpMarnbHbIM LIMKIOM YMcna nof Kaxaon ason npeactaBnsalT AHW OO0 U
nocne Bbl6poca LH.

Monynauus N CpegHee CpepgHasa 95% Aosepu
TelNnbHbIN
WHTepBan
XeHWmHbI ¢ HOpManbHbIM MEHCTPYarbHbIM LUKIIOM
PaHHasa donnukynapHas 136 13,48+0,93 10,54 15,46-28,16
dasa (o1 -14 go -10)
CpepnHsia donnukynsapHas 228 18,63+0,59 17,06 17,87-34,54
(o1 -9 po —4)
Mo3gHas cdonnukynapHaa 130 56,10+2,30 52,19 19,49-102,3
¢hasa (o1 -3 go —1)
CepegwvHa umkna (oeHb 0) 42 98,87+30,99 98,23 49,92-155,5
PaHHsasa nioTemHoBas dpasa 115 71,59+3,39 67,24 35,93-132,7
(ot 1 po 3)
CpegHsas nioTemHoBas gasa 268 75,22+2,63 72,51 13,15-159,6
(o1 4 go 11)
Mo3gHas notemHoBas asa 82 27,87+3,20 17,44 17,28-89,95
(ot 12 po 14)
MakcumanbHble 43 792,4+70,63 705,91 354,2-1 690
KOHUeHTpauuu IVF
CIMNKA — oBynsaTopHas 26 19,32+2,61 15,65-15,99
¢dopma
MocTmeHonay3a 23 11,15+0,24 1<1-3,88
340poBbie MY)XXYUHbI 40 11,33+0,42 1<1-3,58
1YpoBHM MHMMBMHa A Hxe cTaHaapTa G SKCTpanonMpoBaHsbI.
3HayeHus1, MpeAcTaBlneHHble B crieaywllen Tabnuue, NpeacTaBnsoT
KOHLEHTPALMIO MHIMGUHA A B CbIBOPOTKE MaTepyn Ha BTOPOM TPUMECTPE.
MonHas Hepgens| Yucno npo6 MeauaHHbIN LOG,, CO
WHIMGMH A
(nr/mn)
15 30 157,55 0,27
16 124 153,29 0,27
17 74 151,20 0,27
18 45 155,14 0,27
19 20 165,18 0,27
20 16 185,76 0,27

Ta6nuua CO 3Ha4YeHusIMU, npedocmaeneHHb/MU CKPUHUH208bIM UeHMpPoM 8
CLUA (2005).
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KOHTPOJ'Ib KAYECTBA

KoHTponbHble maTepuanbl ELISA gns wHrmbuHa A wnu gpyrue
KOMMepYeckne KOHTPOSbHble MaTepuansl [OMKHbl nonajate B
yCTaHOBIEHHbIe JoBEpUTENbHbIE Npeaerbl.

. [oBeputenbHble npegensl Anst KOHTPOnbHbIX o6pasuoB ELISA
MHMMB6UHa A ykasaHbl Ha BKnagblwe.

« B «kaxgbwh aHanu3 Tpebyercsa BKMOYATb MOMHYH0 CTaHAAPTHYHO
KPVBYIO, @ Takke KOHTPOSbHble MaTepuasnbl HW3KOW W BbICOKOW
KOHLIEHTpaumu.

. PactBop xpomoreHa TMB pgomkeH ObiTb 6GeCUBETHbBIM MK
CBETMNO-XKENTbIM. MosiBneHne ronyGoro oOKkpalMBaHUsi MOXET
yKa3blBaTb HA KOHTAMUHALUMIO UM HECTabUINBHOCTbL peareHTa.

*  KoHTponbHble MaTepuanbl  VMWUTUPYIOT — XapakTepuUCTUKM npob
NauueHToB M MMEIT BaXHellee 3HaveHue [ANS  KOHTPOns
XapaKTepucTmk cucTeMbl MMMYHOOMMY€eCcKoro aHanuaa.

Wcnonb3yiite QC wnu gpyrve [ocTynHbele AN npuobpeTteHus
maTepuarnbl KOHTPOMS KayecTBa, KOTOpble MOKPLIBAKOT KaK MUHUMYM
OBa ypoBHsl aHamuTa. bonee yactoe npoBeaeHWE KOHTPOIbHbIX
aHanu3oB UMK KCMOMb30BaHWE AOMNOMHUTENbHBIX METOAO0B KOHTPOSS

ABNSETCH MNpeporatMBoM  MoOfb3oBaTenss CUCTEMbl C  Y4ETOM
TpeboBaHui xopole nabopaTopHOW MpakTUkM, nabopaTopHon
akkpeguMTauMM M OENCTBYIOLLEro  3aKoHOAaTenbCTBa. ana

BOCCTaHOBIEHWSI KOHLEHTPALIMU U XPaHEHUS CrieaynTe UHCTPYKUUAM
npoussoauTens. B kaxpoit nabGopatopuu credyeT YCTaHOBUTb
CpefHue 3HaYeHUs U MPUEMNEMbIE AMANa3oHbl B LIENAX MPOBEPKU
COOTBETCTBYIOLWMX pabounx napameTpoB.  PesynbraTbl KOHTPOns
KayecTBa, He COOTBETCTBYIOLUME NPUEMIEMOMY AManasoHy, MOryT
yKa3blBaTb Ha OLIMGOYHbIE pe3ynbTaThl TECTUPOBaHUS.

TEXHUYECKUE XAPAKTEPUCTUKA
(Bonee nodpobHast uHghopmayusi npueedeHa 8 pasdene “APPENDIX”)

PenpeseHTaTyBHble  AaHHble  MNPEfOCTaBMEHbl  UCKMIOYUTENBHO  Afs
nosicHeHuii. MNokasatenu, nonyyeHHble B KOHKPETHOW nabopaTtopuu, MOryT
oTnnyaThes.

YyBCTBUTENBLHOCTbL
Mpepen yyBcTBUTENLHOCTYU (LOD): 2,61 nr/imn
CneuunduyHoCcTb

AHTWTENO, UCMoMb3yeMoe B WMMYHOMOIMYECKOM aHanuse,
BbICOKOCNELMPUYHBIM Anst MHIMOUHA A.

ABNAeTcA

BocnpoussoanmocTb
BHyTpu aHanusa

AHanus o6pasuoB npoBoaunu B 25 pennukartax B npegenax ogHou cepum
onpegeneHun. KoadduumeHT Bapnaumm nsMepeHHbIX ypOBHEN B CbIBOPOTKE
KpoBW He npesbiwan 4,6%.
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Me)Kp.y aHanusamu

Ananua obpasuoB B gybnukatax nposoaunu B 10 pasnuyHbIX cepusx
onpegeneHun. KoadhduumeHT Bapnaumm nsMepeHHbIX ypOBHEN B CbIBOPOTKE
KpoBu He npesbiwan 6,9%.

To4yHOCTb
TecT Ha pa3BeageHue

O6pasupbl CbIBOPOTKM KPOBM C BbICOKMM YPOBHEM CEPUAHO Pa3BOAMIM
HyneBoW kanubposBoyHow npobon. [lMpoueHT “oTkpbiTNA” coctasun 97,8% -
117%.

TecT Ha OTKpbITUE CTaHAAPTHOM A06aBKM

B npo6bl ¢ HU3KOM KOHLEHTpaumen nHrmbrHa A bbinm fob6aBneHbl M3BECTHbIE
KonuyecTBa ero. onyyYyeHHble 3HaYEHUs NMPOLIEHTa U3BMEYEHNS COCTaBUMN
oT 83,5% no 99,5%.

Ovnana3oH namepeHun (OT npegena YyBCTBUTENbHOCTM A0 HambonbLuero
kanubparopa): ot 2,61 go npubnuantensHo 1 000 nr/mn.

OFPAHI/ILIEHI/IFI

PeareHTbl, cogepxalymecs B JaHHOM HaGope, onNTYMU3MPOBaHbl AMs
N3MepEeHUs: KOHLEHTPaUWi MHIMOVHa A B CbIBOPOTKE UMK Nasme.

*  [Ina aHanu3os, UCNONb3YIOLWKNX aHTUTENa, CyLLEeCTByeT BEPOSATHOCTb
UHTepdepeHUMn reTepodunbHbIMU aHTUTENnamm B npobe. [pobbl
y NauMeHTOB, UMEIOLIMX MOCTOSIHHbLIA KOHTaKT C >XUBOTHBLIMW, WK
NPOXOAMBLUMX MMMYHOTEpanuio, UNn AUarHoCTUYeckue npoueaypsbl
C UCMONb30BaHNEM UMMYHOrMOBYNMHOB UMN UX pparMeHToB, MOryT
cogepxatb aHTuTena (T.e. HAMA), KoTopble BNUSAIOT Ha pe3ynbTaThbl
MMMYHHOro aHanusa. Kpome Toro, B mpobax MoryT npucyTcTBOBaTb
npouve retepodunbHble aHTUTEna (Hanpumep, 4YernoBeyeckue
aHTMKo3bM aHTuTena).??? UntepdepeHums ¢ 3TUMKU aHTUTEnamm
MOXeT NPUBECTM K NOMYYEHUIO OLUMBOYHbBIX pe3ynsTaToB. TljaternsHo
npoBepsinTe pesynsTaTbl aHanu3oB MaLMEHTOB C MOAO3PEHVWEM Ha
Hanuyve aTUX aHTUTen.

* TMpu npusHakax GakTepuarnbHOrO 3arpsi3HEHUS! WU MOBbILLIEHHOW
MYTHOCTU peareHTa (hrakoH Heo6XxoaMMo BbIGPOCUTD.

. Pesynetathl ELISA ans uHrmbuHa A [OMKHbI MHTEPMNPETMPOBATHLCSA
C y4eTOM OOLMUX KIUMHMYECKUX MNPOSIBNIEHUA NauMeHTa, BKIoYasi
CUMMNTOMbI,  ucToputo  GonesHn,  faHHble  OOMOSNHUTENbHbBIX
nccrneaoBaHnii U NpoYyo MHGOPMaLMIO.

69 of 84



INHIBIN A ELISA
DSL-10-28100T-1, DSL-10-28100T-4

DOAR PENTRU UZ PROFESIONAL,

Setul pentru teste de imunoabsorbtie enzimatica
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ELISA) pentru inhibina
A furnizeaza materiale pentru masurarea cantitativa a inhibinei
A dimerice in ser sau plasma umana. Acesta este destinat
exclusiv pentru utilizare in vitro ca ajutor in diagnosticarea si
monitorizarea diverselor tulburari hormonale reproductive.
Screeningul de sindrom Down (trisomie 21) in al 2-lea trimestru
folosindu-se markeri biochimici si de ultrasunete combinati
poate fi evaluat cu algoritmi adecvati, care pot fi rulati pe
software-uri de calculare a riscului disponibile in comert.u' ®
Se recomanda cu insistenta utilizarea unui software-uri validat
(cu marcaj CE) desemnat in mod special pentru evaluarea
riscului de trisomie 21, de exemplu software-ul alpha.* Setul
pentru inhibina A este destinat utilizarii in combinatie cu hAFP
+ hCG + uE3.

REZUMAT

Inhibinele sunt hormoni proteici heterodimerici secretati de catre celulele
granuloase ale ovarului la femeie si de catre celulele Sertoli din testicule la
barbat. Acestea suprima selectiv secretia hormonului pituitar de stimulare
foliculara (FSH) si au, de asemenea, actiuni locale paracrine in gonade.'?

Forma complet procesatd a moleculei de inhibind are o masda moleculara de
aproximativ 32 kDa si este compusa din doud catene distincte (a si B), legate prin
punti de disulfura. Formele cu masda moleculara mai mare, cu forme precursoare
ale subunitatii a, apar, de asemenea in lichidul folicular si in ser. Tn plus, sunt,
de asemenea, prezente forme de subunitati a libere, neasociate cu o subunitate
B si neprezentand bioactivitate a inhibinei.>*>®

Inhibina A este compusa dintr-o subunitate a si o subunitate B,. Masuratorile de
inhibind A s-au dovedit a fi utile in studiile legate rolul sau in fiziologia reproducerii
umane.”®® Mai multe rapoarte publicate indic3 utilitatea masurarii inhibinei A ca
marker endocrin pentru monitorizarea functiei ovariene 0111%1314151617 pany de
curand, nu a fost posibil sa se faca distinctia dintre inhibina dimerica functionala
circulanta si subunitatea a libera in ciclul menstrual uman normal.

Cu toate acestea, prin utilizarea perechii de anticorpi foarte caracterizate, s-a
constatat ca testul ELISA cu doi anticorpi (,sandwich”) este capabil s mdsoare in
mod specific numai inhibina A dimerics.’®

PRINCIPIU

ELISA pentru inhibind A este un test in doua etape (,sandwich”) amplificat
enzimatic. Tn testare, calibratoare, controalele si probele se incubeazd in
godeuri pentru microtitrare care au fost acoperite cu anticorp de subunitate B,
anti-inhibind. Dupa incubare si spalare, in fiecare godeu se adaugd anticorp de
detectie a subunitatii alfa anti-inhibinad etichetat cu peroxidaza din hrean (HRP).
Dupd o a doua etapd de incubare si spalare, in godeuri se adaugad substratul
tetrametilbenzidina (TMB).

n cele din urm3, se adaugd o solutie acidd de stopare. Gradul de fluctuatie
enzimaticd a substratului este determinat prin masurarea duald a absorbantei
lungimii de unda la 450 nm si intre 600 nm si 630 nm. Absorbanta masurata este
direct proportionala cu concentratia de inhibind A din probe. Pentru trasarea unei
curbe standard de absorbtie in raport cu concentratia de inhibina A se foloseste
un set de calibratoare de inhibind A. Concentratiile de inhibind A din probe pot
fi apoi calculate din aceasta curbd standard.

AVERTIZARI SI MASURI DE PRECAUTIE
Pentru utilizare in diagnosticarea in vitro.
Utilizati bune practici de laborator.”

Probele si produsele derivate din sange pot fi procesate in mod obisnuit, cu
riscuri minime, utilizindu-se procedura descrisd. Cu toate acestea, manipulati
aceste produse ca fiind potential infectioase in conformitate cu masurile de
precautie universal valabile si bunele practici de laborator clinic, indiferent
de originea, tratarea sau certificarea lor prealabild.*® Pentru decontaminare,
utilizati un dezinfectant corespunzator. Depozitati si eliminati aceste materiale si
recipientele acestora in conformitate cu reglementarile locale si cu instructiunile.

PI-DSL1028100T-04

CLASIFICAREA RISCURILOR N SISTEMUL GHS

Calibrators / Controls ATENTIE

H317 Poate produce o reactie
alergica la nivelul pielii.

Nociv pentru mediul acvatic cu
efecte pe termen lung.

Evitati dispersarea in mediu.
Purtati manusi de protectie,
imbracaminte de protectie

si echipament de protectie
pentru ochi/fata.

in caz de iritare a pielii sau de
eruptie cutanata: solicitati sfat
medical sau ingrijire medicala.
Scoateti imbracamintea
contaminata si spalati-o
fnainte de reutilizare.

amestec de:
5-cloro-2-metil-4-izotiazolin-3-ond
[nr. CE 247-500-7] si
2-metil-4-izotiazolin-3-ona [nr.
CE 220-239-6](3:1) <0,05%

H412

P273
P280

P333+P313

P362+P364

Antibody Enzyme
Conjugate Concentrate

ATENTIE

H316 Provoaca iritatii cutanate
usoare.

Poate produce o reactie
alergica la nivelul pielii.

Nociv pentru mediul acvatic cu
efecte pe termen lung.

Evitati dispersarea in mediu.
Purtati manusi de protectie,
imbracaminte de protectie

si echipament de protectie
pentru ochi/fata.

in caz de iritare a pielii:
solicitati sfat medical/ingrijire
medicala.

n caz de iritare a pielii sau de
eruptie cutanata: solicitati sfat
medical sau ngrijire medicala.
Scoateti imbracamintea
contaminatd si spalati-o
inainte de reutilizare.

Acid 3-(N-morfolino)-2-hidroxi
propan sulfonic, sare de sodiu
1-2%

amestec de:
5-cloro-2-metil-4-izotiazolin-3-ona
[nr. CE 247-500-7] si
2-metil-4-izotiazolin-3-ona [nr.
CE 220-239-6](3:1) <0,05%

H317
H412

P273
P280

P332+P313
P333+P313

P362+P364

PERICOL

&

H316

Sample Buffer A

Provoaca iritatii cutanate
usoare.

Provoaca vatdmarea grava a
ochilor.

Purtati manusi de protectie,
imbracaminte de protectie
si echipament de protectie
pentru ochi/fata.

H318

P280
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Sample Buffer B

Conjugate Diluent

PI-DSL1028100T-04

P305+P351+P338

P310

P332+P313

PERICOL

&

H314
H317

P280

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310
P333+P313

P362+P364

PERICOL

H316
H317
H318

H412

iN CAZ DE CONTACT CU OCHII:
clatiti cu atentie cu apa timp
de mai multe minute. Scoateti
lentilele de contact, daca
este cazul si dacd acest lucru
se poate face cu usurinta.
Continuati sa clatiti.

Sunati imediat la un CENTRU
DE INFORMARE TOXICOLOGICA
sau la un medic.

Tn caz de iritare a pielii:
solicitati sfat medical/ingrijire
medicala.

Laurilsulfat de sodiu 1 - < 3%
Tris (hidroximetil) —
aminometan 1 - 2%

Alcool, C12-14-secundar,
etoxilat 3 - 5%

Provoaca arsuri grave ale pielii
si lezarea ochilor.

Poate produce o reactie
alergica la nivelul pielii.
Purtati mdnusi de protectie,
imbrdacaminte de protectie

si echipament de protectie
pentru ochi/fata.

TN CAZ DE CONTACT CU PIELEA
(sau parul): Clatiti pielea cu
apa.

N CAZ DE CONTACT CU OCHII:
clatiti cu atentie cu apa timp
de mai multe minute. Scoateti
lentilele de contact, daca
este cazul si dacd acest lucru
se poate face cu usurinta.
Continuati sa clatiti.

Sunati imediat la un CENTRU
DE INFORMARE TOXICOLOGICA
sau la un medic.

n caz de iritare a pielii sau de
eruptie cutanata: solicitati sfat
medical sau ingrijire medicala.
Scoateti imbrdacamintea
contaminata si spalati-o
fnainte de reutilizare.

Peroxid de hidrogen si uree 10
- 20%

amestec de:

5-cloro-2-metil-4-izotiazolin-3-ona

[nr. CE 247-500-7] si
2-metil-4-izotiazolin-3-ona [nr.
CE 220-239-6](3:1) < 0,05%

Provoaca iritatii cutanate
usoare.

Poate produce o reactie
alergica la nivelul pielii.
Provoaca vatdmarea grava a
ochilor.

Nociv pentru mediul acvatic cu
efecte pe termen lung.

Solutie inhibatoare A

Wash solution (20x)
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P273
P280

P305+P351+P338

P310
P333+P313

P362+P364

PERICOL

<

H314

P280

P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

PERICOL

H360
P201

P280

P308+P313

Evitati dispersarea in mediu.
Purtati mdnusi de protectie,
imbracaminte de protectie

si echipament de protectie
pentru ochi/fata.

iN CAZ DE CONTACT CU OCHII:
clatiti cu atentie cu apa timp
de mai multe minute. Scoateti
lentilele de contact, daca
este cazul si dacd acest lucru
se poate face cu usurinta.
Continuati sa clatiti.

Sunati imediat la un CENTRU
DE INFORMARE TOXICOLOGICA
sau la un medic.

n caz de iritare a pielii sau de
eruptie cutanata: solicitati sfat
medical sau ingrijire medicala.
Scoateti Tmbracamintea
contaminata si spalati-o
fnainte de reutilizare.

Tris (hidroximetil) —
aminometan 1 - 3%

Alcool, C12-14-secundar,
etoxilat 3 - 5%

amestec de:
5-cloro-2-metil-4-izotiazolin-3-ona
[nr. CE 247-500-7] si
2-metil-4-izotiazolin-3-ona [nr.
CE 220-239-6](3:1) < 0,05%

Provoaca arsuri grave ale pielii
si lezarea ochilor.

Purtati manusi de protectie,
imbracaminte de protectie

si echipament de protectie
pentru ochi/fata.

IN CAZ DE INGHITIRE: clititi
gura. NU provocati voma.

TN CAZ DE CONTACT CU PIELEA
(sau parul): Clatiti pielea cu
apa.

iN CAZ DE CONTACT CU OCHII:
clatiti cu atentie cu apa timp
de mai multe minute. Scoateti
lentilele de contact, daca
este cazul si dacd acest lucru
se poate face cu usurinta.
Continuati sa clatiti.

Sunati imediat la un CENTRU
DE INFORMARE TOXICOLOGICA
sau la un medic.

Acid sulfuric 1 - 3%

Poate dauna fertilitdtii sau
fatului.

Obtineti instructiuni speciale
fnainte de utilizare.

Purtati mdnusi de protectie,
imbracaminte de protectie
si echipament de protectie
pentru ochi/fata.

N CAZ DE expunere sau
posibilitate de expunere:
solicitati sfat medical/ingrijire
medicala.

Acid boric 0,1 - 0,3%

Borat de sodiu decahidrat 0,1
-0,3%



Fisa tehnicd de securitate este disponibila la
beckmancoulter.com/techdocs

COLECTAREA, PROCESAREA, DEPOZITAREA SI
DILUAREA PROBELOR
Serul si plasma sunt probele recomandate.

Respectati urmatoarele recomanddri pentru manipularea, procesarea si pastrarea
probelor de sange:*

e  Colectati toate probele de sidnge respectand precautiile de rutina pentru
punctia venoasa.

e  Pastrati intotdeauna eprubetele inchise ermetic.

e in interval de doud ore de la centrifugare, transferati cel putin 500 pl
de probd fard celule intr-o eprubetd de depozitare. Acoperiti imediat
eprubeta cu un capac etans.

e Depozitati probele nediluate sau diluate bine inchise la 2°C-8°C timp de
cel mult 24 de ore.

e Daca testarea nu se finalizeazd in decurs de 24 de ore sau in scopul livrarii
de probe, congelati la -20°C sau la temperaturd mai scdzuta timp de pana
la 30 de zile.

Utilizati urmatoarele indicatii la pregatirea probelor:

e Asigurati-va ca fibrina reziduala si materia celulara au fost eliminate Tnainte
de analiza.

3 Respectati recomanddrile producatorului eprubetelor de colectare a
sangelui pentru centrifugare.

Fiecare laborator trebuie sa determine acceptabilitatea propriilor eprubete de
colectare a sangelui si a produselor de separare a serului. Variatiile acestor
produse ar putea exista in functie de producatori si uneori de la lot la lot.

Evitati congelarea si decongelarea repetatd a probelor.

Evitati testarea probelor lipemice, icterice sau hemolizate.

MATERIALE FURNIZATE
Set pentru determinarea inhibinei A: 96 godeuri (nr. cat. DSL-10-28100T-1)

Benzi pentru microtitrare acoperite cu anticorp anti-inhibind A: Un suport de
benzi contindnd 96 de godeuri pentru microtitrare.

Godeuri pentru microtitrare din polistiren cu anti-inhibind B, imobilizata pe
peretele interior al fiecarui godeu.

Pastrati la 2°C-8°C pana la data de expirare in punga resigilabila cu un desicant
pentru protectie impotriva umiditatii.

Concentrat de conjugat anticorp-enzima inhibina A: o fiola de 0,6 ml

Conjugat anticorp monoclonal de subunitate a anti-inhibina de soarece-HRP,
MOPSO, BSA si < 1,0% ProClin** 300.

Depozitati la 2°C-8°C pand la data de expirare.
Diluati Tnainte de utilizare in diluant pentru conjugat.

Calibratoare: sase fiole de 1 ml si o fiola de 2 ml de calibrator ,zero” (gata de
utilizare)

Concentratii de aproximativ 0, 10, 30, 100, 250, 500 si 1000 pg/ml de inhibind A
dimerica recombinanta in ser bovin cu < 0,5% ProClin 300.

Pentru concentratiile exacte, consultati etichetele de pe fiole.
Depozitati nedeschis la 2°C—-8°C pana la data de expirare.

Stabil intre 2°C si 8°C timp de 28 de zile dupa utilizarea initiald. Pentru perioade
mai lungi, pastrati intr-un congelator de -20°C (intre -15°C si -24°C) pana la date
de expirare.

Marimea de masurat (analitul) din calibratoare de inhibind A este trasabila
la Primul standard international pentru inhibind A al Organizatiei Mondiald a
Sanatatii (cod 91/624) contindnd inhibind A umand recombinantd de 32 kDa
(1 pg/ml sau 0,037 Ul/ml). Valorile atribuite au fost stabilite utilizindu-se probe
reprezentative din acest lot de standard si sunt specifice metodologiilor de
testare a reactivilor. Valorile atribuite prin alte metodologii pot fi diferite. Astfel
de diferente, dacd sunt prezente, pot fi cauzate de eroarea sistematica dintre
metode.

Controale: doua fiole de 1,0 ml (gata de utilizare)

Concentratii scazute si ridicate de inhibina A dimericd recombinanta in ser bovin
cu < 0,5% ProClin 300.

Valorile asteptate sunt indicate pe un supliment din intervalul de concentratii.

PI-DSL1028100T-04

Depozitati nedeschis la 2°C-8°C padna la data de expirare.

Stabil intre 2°C si 8°C timp de 28 de zile dupa utilizarea initiala. Pentru perioade
mai lungi, pastrati intr-un congelator de -20°C (intre -15°C si -24°C) pana la date
de expirare.

Tampon pentru proba A: un flacon de 10,0 ml

Tampon cu albumind serica bovina (BSA), ser animal (capra, soarece), surfactant
si azida de sodiu.

Depozitati la 2°C-8°C pand la data de expirare.

Tampon pentru proba B: un flacon de 10,0 ml

Tampon cu < 20% peroxid de hidrogen-uree, < 0,5% ProClin 300 si azida de sodiu.
Depozitati la 2°C-8°C pana la data de expirare.

Solutie de cromogen TMB: un flacon de 11,0 ml

Tetrametilbenzidind (TMB) in tampon de citrat cu apa oxigenata.

Depozitati la 2°C-8°C pana la data de expirare.

Solutie de oprire A: un flacon de 11,0 ml

0,2 mol acid sulfuric.

Depozitati la 2°C-8°C sau la temperatura camerei (18-25°C) pana la data de
expirare.

Diluant pentru conjugat: un flacon de 15, ml

Tampon cu BSA, ser animal (caprd, soarece), surfactant si < 1,0% ProClin 300.
Depozitati la 2°C-8°C pana la data de expirare.

Solutie de spalare U (20X): O fiola de 50 ml

Solutia concentrata trebuie diluatd nainte de utilizare.

Depozitati la 2°C-8°C sau la temperatura camerei (18-25°C) pana la data de
expirare.

Set pentru determinarea inhibinei A: 384 godeuri (nr. cat. DSL-10-28100T-4)

Benzi pentru microtitrare acoperite cu anticorp anti-inhibind A: Patru suporturi
de benzi, fiecare contindnd 96 de godeuri pentru microtitrare.

Concentrat de conjugat anticorp-enzima pentru inhibina A: patru fiole de 0,6 ml

Calibratoare: douasprezece fiole de 1 ml si doua fiole de 2 ml de calibrator
,zero” (gata de utilizare)

Seruri de control: patru fiole de 1,0 ml (gata de utilizare)
Tampon pentru proba A: patru flacoane de 10,0 ml
Tampon pentru proba B: trei flacoane de 10,0 ml
Solutie de cromogen TMB: un flacon de 50,0 ml

Solutie de stopare A: patru flacoane de 11,0 ml

Diluant pentru conjugat: patru flacoane de 15,0 ml

Solutie de spalare (20X): doua fiole de 50 ml

MATERIALE NECESARE, DAR NEINCLUSE

in afard de echipamentul de laborator standard, sunt necesare urmatoarele
articole:

e  (Cititor de placi pentru microtitrare capabil sa mdsoare absorbanta la
450 nmol si, de preferinta, capabil de corectie duald a lungimii de unda
intre 600 nm si 630 nm

e Apa deionizata
. Pipeta de precizie pentru distribuire de volume de 50-100 pl

e  Agitator de placi pentru microtitrare capabil de 500-700 rotatii orbitale
pe minut (rpm)

e  Masina de spalat pentru pldci pentru microtitrare
. Agitator pentru omogenizare
e  Materiale absorbante pentru tamponarea benzilor

e  Hartie grafica pentru reducerea manuald a datelor

PROCEDURA
Note de procedura

e  Pentru utilizarea cu succes a testului ELISA pentru inhibind A este necesara
o intelegere aprofundata a acestui prospect.

e  Este responsabilitatea clientului sa valideze testul pentru utilizare.
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e Rezultate fiabile vor fi obtinute numai prin utilizarea unor tehnici precise
de laborator si respectarea cu exactitate a instructiunilor din prospect.

3 Pentru fiecare test trebuie inclusa o curba standard.

e Aduceti toti reactivii din set la temperatura camerei (18-25°C) inainte de
utilizare.

e Amestecati bine reactivii inainte de utilizare prin rasturnare usoara.

e Nu amestecati diverse loturi de orice componente ale setului intr-un test
individual.

. Nu utilizati nicio componenta dupa data de expirare de pe eticheta sa.
e  Spalarea incompletd va afecta in mod negativ rezultatele si precizia testarii.

e Pentru a minimiza deriva potentiald a testarii din cauza variatiei timpului de
incubare a substratului, trebuie avut grija sa se adauge solutia de stopare
in godeuri in aceeasi ordine si cu aceeasi viteza care s-a utilizat pentru
addugarea solutiei de cromogen TMB.

e  Manipulati cu grija toti reactivii pentru a evita introducerea de
contaminanti microbieni care pot deteriora reactivii, in special diluantul
pentru conjugat si tamponul pentru probd A.

3 Evitati contaminarea solutiei de cromogen TMB cu conjugatele.

3 Utilizati un varf de pipetd de unica folosinta curat pentru fiecare reactiv,
calibrator, control sau esantion

3 Pentru distribuirea de acid sulfuric si solutie de cromogen TMB, evitati
folosirea de pipete cu parti metalice.

e Enzima folositd ca etichetd este inactivatd de oxigen si este extrem de
sensibild la contaminare microbiana, azidd de sodiu, acid hipocloros
si clorohidrocarburi aromatice gdsite adesea in sursele de apa ale
laboratoarelor.

e  Utilizati apa deionizata.

e  Evitati expunerea reactivilor la caldura excesiva sau la lumina directd a
soarelui in timpul depozitarii si incubdrii.

Pregdtirea reactivilor

1. Solutie de spdlare: turnati continutul fiolei in 950 ml de apa distilata si
omogenizati. Solutia diluatd poate fi pastrata la 18°C-25°C timp de o luna
sau la 2°C-8°C pana la data de expirare a setului.

2. Solutie de conjugat anticorp-enzimd pentru inhibind A: concentratul de
conjugat anticorp-enzima pentru inhibind A trebuie diluat la un raport de
1 parte in 50 de parti din diluantul pentru conjugat pentru inhibinad A, in
functie de numarul de godeuri utilizate. Pentru o intreaga placa, pipetati
exact 220 pl de concentrat de conjugat anticorp-enzima pentru inhibind A
in 11 ml de diluant pentru conjugat.
OBSERVATIE: concentratul de conjugat anticorp-enzimd pentru inhibind A
trebuie diluat proaspdt cu 10-15 minute inainte de utilizare.

3. Godeuri pentru microtitrare: selectati numarul de godeuri acoperite
necesare pentru testare. Godeurile neutilizate ramase trebuie plasate
in punga resigilabild cu un desicant. Punga trebuie resigilatd pentru a
asigura protectie Tmpotriva umiditatii.

Procedura de testare

Permiteti tuturor probelor si reactivilor sd ajunga la temperatura camerei
(18-25°C). Amestecati bine reactivii prin rasturnare usoard inainte de utilizare.
Dupad reconstituirea reactivilor, amestecati bine, evitand formarea de spuma.
Calibratoare, controalele si probele ar trebui testate in duplicat.

1. Marcati benzile pentru microtitrare care trebuie utilizate.

2. Pipetati 50 pl
corespunzatoare.

de calibratoare, controale si probe 1in godeurile

3. Addugati 50 pl de tampon de proba A la fiecare godeu utilizand o pipeta
de precizie.

4. Adaugati 50 pl de tampon pentru proba B la fiecare godeu utilizdnd o
pipeta de precizie.

5. Incubati godeurile agitdnd la 500-700 rpm pe un agitator orbital de
microplaci, timp de trei ore, la temperatura camerei (18-25°C).

6. Preparati solutia de conjugat anticorp-enzima prin diluarea concentratului
de conjugat anticorp-enzimad in diluantul pentru conjugat pentru inhibina
A asa cum este descris in sectiunea ,Prepararea reactivilor” din acest
prospect.
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7. Aspirati si spalati fiecare godeu de sase ori cu solutia de spalare utilizand
0 masind de spalat automata pentru microplaci sau manual, utilizind
o pipetd de precizie. Tamponati si uscati inversand placa pe materialul
absorbant.

OBSERVATIE: se recomandd cu insistentd utilizarea unei masini de spdlat automate
pentru micropldci. Spdlarea incompletd va afecta in mod negativ precizia testadrii.
Dacd nu este disponibild o masind de spdlat pentru micropldci, urmati acesti pasi
pentru a spdla manual placa:

(a) Aspirati complet lichidul din fiecare godeu

(b) Distribuiti 350 ul de solutie de spdlare in fiecare godeu utilizind o pipetd de
precizie

(c) Aspirati din nou lichidul
(d) Repetati pasii (b) si (c) de cinci ori

8.  Addugati 100 pl de solutie de conjugat de anticorp-enzima la fiecare godeu
utilizand o pipeta de precizie.

9. Incubati godeurile agitand la 500-700 rpm pe un agitator orbital de
microplaci, timp de o ord, la temperatura camerei (18-25°C).

10. Aspirati si spalati fiecare godeu de sase ori cu solutia de spalare utilizand
0 masind de spdlat automata pentru microplaci. Tamponati si uscati
inversand placa pe materialul absorbant.

11. Adaugati 100 pl de solutie cromogena TMB fin fiecare godeu utilizind o
pipetd de precizie.

Evitati expunerea lumina directd a soarelui.

12. Incubati godeurile agitind la 500-700 rpm pe un agitator orbital de
microplaci, timp de 15 minute, la temperatura camerei (18-25°C).

OBSERVATIE: culoarea se poate dezvolta mai rapid sau mai lent decdt timpul de
incubatie recomandat in functie de temperatura localizatd a camerei. Monitorizati
vizual dezvoltarea culorii pentru a optimiza timpul de incubatie.

13. Adaugati 100 pl de solutie de stopare in fiecare godeu utilizind o pipeta
de precizie.

14. Cititi absorbanta solutiei din godeuri in decurs de 30 de minute utilizand
un cititor de microplaci setat la 450 nm.

OBSERVATIE:

1) In timpul citirii absorbantei godeului pentru microtitrare, este necesar sd
programati calibrator de zero ca ,Blank” (,Blanc”).

2) Dacd este disponibild corectia lungimii de undd, setati instrumentul la
mdsurarea duald a lungimii de undd la 450 nm cu corectie a lungimii de undd in
fundal setatd intre 600 nm si 630 nm.

REZULTATE

1. Calculati absorbanta medie pentru fiecare calibrator, control sau proba.

2. Trasati logaritmul citirilor medii de absorbantd pentru fiecare dintre
calibratoare de-a lungul axei y in raport cu logaritmul concentratiilor
de inhibind A in pg/ml de-a lungul axei x, utilizind o curbd de ajustare
liniard. Ca alternativa, datele pot fi reprezentate grafic liniar vs. liniar si
poate fi utilizata o curbad de ajustare spline netezita.

Trasati cea mai buna curba de ajustare prin media punctelor duplicate.

4. Determinati concentratiile de inhibind A ale controalelor si probelor
din curba standard prin potrivirea citirilor medii de absorbanta cu
concentratiile corespunzatoare de inhibind A.

5. Orice citire a probei mai mare decat calibrator cel mai mare trebuie diluata
in mod corespunzator utilizandu-se calibrator 0 de inhibina A si retestata.

6. Orice citire a probei inferioard sensibilitdtii analitice trebuie raportatd ca
atare.

7. Daca este necesar, inmultiti valoarea cu un factor de diluare.

OBSERVATIE: dacd citirile de absorbantd depdsesc limitdrile cititorului de pldci, este
necesard oa doua citire la 405 nm (filtru de referintd intre 600 nm si 630 nm,
dacd este disponibil). In acest caz, continuati cu construirea unei a doua curbe
standard — ca mai sus — cu citirile de absorbantd ale tuturor calibratoare la
405 nm. Concentratia probelor ,in afara scalei” la 450 nm se citeste apoi din
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curba standard noud.
scald” la 450 nm.

Curba standard

Citirile la 405 nm nu trebuie sd inlocuiascd citirile ,pe

Calibratoare Conc. (pg/ml) A B/Bro (%)

0 0,00 0,022 (Blanc) -

1 9,20 0,028 1,021
2 24,3 0,082 2,991
3 90,0 0,305 11,11
4 214 0,733 26,75
5 415 1,302 47,48
6 833 2,741 100,0

(Exemplu de curbd standard; nu utilizati pentru calcule.)

Probe
Pentru conversie din Ul/ml, utilizati urmdtoarea ecuatie:
1 Ul/ml (OMS 91/624) = 26,7 pg/ml

VALORI PRECONIZATE

Fiecare laborator trebuie sa stabileasca propriile intervale de referinta pentru a
asigura reprezentarea corespunzatoare a populatiilor specifice. Urmatoarele valori
prezentate au fost obtinute cu testul ELISA pentru inhibind A utilizdndu-se probe
de ser de la adulti sdanatosi aparent normali. Toate valorile sunt raportate in

pg/ml. Pentru femei cu ciclu normal, numerele de sub fiecare faza reprezinta

zilele Tnainte sau dupad cresterea brusca a nivelului de LH.

Populatie n Medie Valoare Interval de
medie incredere de

95%

Femei cu ciclu normal

Faza foliculara timpurie (de la 136 13,48+0,93 10,54 15,46-28,16

-14 la -10)

Faza foliculara de mijloc (intre 228 18,63+0,59 17,06 17,87-34,54

-9 si -4)

Faza foliculard tardiva (intre 130 56,10+2,30 52,19 19,49-102,3

-3 si -1)

Fazad de mijloc a ciclului (ziua 42 98,87+30,99 98,23 49,92-155,5

0)

Faza luteald timpurie (intre 1 115 71,59%3,39 67,24 35,93-132,7

si 3)

Fazd luteala de mijloc (intre 268 75,22+2,63 72,51 13,15-159,6

4 si 11)

Faza luteald tardiva (intre 12 82 27,87%3,20 17,44 17,28-89,95

si 14)

Niveluri de varf IVF 43 792,4+70,63 705,91 354,2-1690

PCOS - Ovulator 26 19,32+2,61 +5,65-15,99

Post-menopauza 23 11,1540,24 1t<1-3,88

Barbati normali 40 11,33+0,42 1t<1-3,58

t Valorile pentru inhibind A sub Calibratorul 1 sunt extrapolate.

Valorile prezentate in tabelul urmator sunt pentru inhibind A seric materna in al
doilea trimestru.

Saptamana Nr. de probe Inhibina A LOG,, SD

finalizata mediana (pg/ml)
15 30 157,55 0,27
16 124 153,29 0,27
17 74 151,20 0,27
18 45 155,14 0,27
19 20 165,18 0,27
20 16 185,76 0,27

Tabel adaptat din valori furnizate de un centru de screening din SUA (2005).

CONTROLUL CALITATII

e  Controalele ELISA sau alte controale disponibile in comert pentru inhibinad
A trebuie sd se incadreze intre limitele de incredere stabilite.

e Limitele de incredere pentru controalele ELISA pentru inhibind A sunt
tiparite pe supliment.

e n fiecare test trebuie inclusa o curbi standard complets, plus controale
de nivel scazut si de nivel ridicat.

PI-DSL1028100T-04

e  Solutia de cromogen TMB trebuie sa fie de la incolora pana la culoare
galbena foarte deschisd. Dezvoltarea unei culori albastre poate indica
instabilitatea sau contaminarea reactivilor.

e  Materialele de control al calitatii simuleazad caracteristicile probelor de la
pacienti si sunt esentiale pentru monitorizarea performantelor sistemului
in testdrile imuno-chimice. Includeti materialul de control al calitatii (QC)
sau alte materiale de control al calitatii disponibile care acopera cel putin
douad niveluri de analit. Utilizarea mai frecventa a controalelor sau a unor
controale suplimentare ramane la discretia utilizatorului, in functie de
bunele practici de laborator sau cerintele de acreditare a laboratorului
ori legislatia in vigoare. Respectati instructiunile producatorului pentru
reconstituire si depozitare.  Fiecare laborator trebuie sd stabileascd
valori medii si intervale acceptabile pentru a asigura functionarea
corespunzatoare. Rezultatele controlului calitatii care nu se incadreaza in
intervale acceptabile pot indica rezultate nevalide ale testelor.

CARACTERISTICI DE PERFORMANTZ\
(Pentru mai multe detalii, consultati fisa tehnicd ,,ANEXA”)

Datele reprezentative sunt furnizate doar in scop ilustrativ. Performanta obtinuta
in laboratoarele individuale poate varia.

Sensibilitate

Limitd de detectie (LoD): 2,61 pg/ml

Specificitate

Anticorpul utilizat in testul imunologic este foarte specific pentru inhibina A.
Precizie

Intra-testare

Probele au fost testate de 25 de ori in aceeasi serie. Coeficientii de variatie au
fost gasiti mai mici sau egali cu 4,6% pentru probe de ser.

Inter-testare

Probele au fost analizate in duplicat in 10 serii diferite. Coeficientii de variatie au
fost gasiti mai mici sau egali cu 6,9% pentru probe de ser.

Acuratete
Test de diluare

Probele cu concentratie ridicata au fost diluate serial cu calibratorul zero.
Procentajele de recuperare obtinute au fost intre 97,8% si 117%.

Test de recuperare

Probele cu concentratie scazuta au fost imbogatite cu cantitati cunoscute de
inhibind A. Procentajele de recuperare obtinute au fost intre 83,5% si 99,5%.

Interval de masurare (de la limita de detectie pana la calibratorul cu valoarea
cea mai ridicatd): intre 2,61 pg/ml si aproximativ 1000 pg/ml.

LIMITARI

e Reactivii furnizati in acest set sunt optimizati pentru masurarea nivelurilor
de inhibina A in ser sau plasma.

. Pentru testdari care implicd anticorpi, existd posibilitatea interferentei
anticorpilor heterofili din probd. Probele de la persoane care au fost
expuse regulat la animale sau au beneficiat de imunoterapie sau de
proceduri de diagnosticare care utilizeaza imunoglobuline sau fragmente
de imunoglobuline pot produce anticorpi, de exemplu HAMA, care
interfereaza cu testele imunologice. Tn plus, in probe pot fi prezenti
alti anticorpi heterofili, precum anticorpi umani anti-capra.?>* Astfel de
anticorpi care produc interferente pot provoca rezultate eronate. Evaluati
cu grija rezultatele pacientilor pentru care prezenta acestor anticorpi este
suspectata.

e Dacd exista dovezi de contaminare microbiana sau turbiditate excesiva
intr-un reactiv, aruncati fiola.

e  Rezultatele testelor ELISA pentru inhibind A trebuie sa fie interpretate
in coroborare cu tabloul clinic al pacientului, incluzdnd: simptome,
antecedentele medicale, datele unor testari suplimentare si orice alte
informatii relevante.
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INHIBIN A ELISA
DSL-10-28100T-1, DSL-10-28100T-4

SAMO ZA PROFESIONALNU UPOTREBU,

Komplet za inhibin A enzimski imunosorbent test
(ELISA) obezbeduje materijale za kvantitativno
odredivanje dimernog inhibina A u humanom serumu
ili plazmi. Namenjen je iskljuc¢ivo za in vitro upotrebu
kao pomoéno sredstvo u dijagnostikovanju i praéenju
razli€itih hormonskih reproduktivnih poremeéaja.
Skrining na Daunov sindrom (trisomija 21) u 2.
tromesecju koriS§éenjem kombinovanih biohemijskih i
ultrazvuénih markera moze se proceniti odgovarajué¢im
algoritmima koji se mogu izvrsavati na komercijalno
dostupnom softveru za izraéunavanje rizika.”** Strogo
se preporucuje upotreba odobrenog softvera (sa
oznakom CE) posebno odredenog za procenu rizika od
trisomije 21, npr. softvera alfa.* Komplet za inhibin A
je namenjen za upotrebu u kombinaciji sa hAFP + hCG
+ uE3.

KRATAK PREGLED

Inhibini su hormoni heterodimernih proteina koje lu¢e granulozne ¢elije jajnika
kod zZena i Sertolijeve Celije testisa kod muskaraca. Oni selektivno suprimiraju
lu¢enje folikul stimuliSuéeg hormona (FSH) hipofize i takode imaju lokalno
parakrino dejstvo u gonadima.'?

Potpuno obradeni oblik molekula inhibina ima molekulsku tezinu od priblizno
32 kD i sastoji se od dva odvojena lanca (a i B), koji su povezani disulfidnim
vezama. Oblici sa vecom molekulskom tezinom, sa prekursorskim oblicima
a-subjedinice, takode se javljaju u folikularnoj tecnosti i serumu. Pored
toga, takode su prisutni oblici slobodne a-subjedinice, nepovezani sa
B-subjedinicom, kojima nedostaje bioaktivnost inhibina.®*58

Inhibin A se sastoji od a-subjedinice Ba-subjedinice. Odredivanja inhibina
A pokazala su se korisnim u ispitivanju ljudske reproduktivne fiziologije.”#°
Nekoliko objavljenih izvestaja ukazuje na korisnost odredivanja inhibina A kao
endokrinog markera za pracéenje funkcije jajnika.'®":12131418.1617 Do nedavno
nije bilo moguce razlikovati cirkuliSuéi funkcionalni dimerni inhibin i slobodnu
a-subjedinicu u normalnom ljudskom menstrualnom ciklusu.

Ipak, upotrebom dobro okarakterisanog para antitela, utvrdeno je da se

ELISA ,sendvi¢* testom na dva mesta moze specificno odredivati samo
dimerni inhibin A%

PRINCIP

Inhibin A ELISA test je enzimski poja¢an dvostepeni ,sendvi¢” test. U testu,
kalibratori, kontrole i uzorci se inkubiraju u bunarci¢ima za mikrotitraciju koji
su oblozeni anti-inhibin B subjedinica antitelom. Nakon inkubacije i ispiranja,
u svaki bunar¢i¢ se dodaje anti-inhibin alfa subjedinica detekciono antitelo
obelezeno peroksidazom rena (HRP). Nakon drugog koraka inkubacije i
ispiranja, u bunarci¢e se dodaje supstratni tetrametilbenzidin (TMB).

Na kraju se dodaje kiseli rastvor za zaustavljanje. Stepen enzimske
transformacije supstrata se odreduje merenjem apsorbanse na dve talasne
duzine, na 450 nm i izmedu 600 i 630 nm. Izmerena apsorbansa je direktno
proporcionalna koncentraciji inhibina A u uzorcima. Komplet inhibin A
kalibratori se koristi za crtanje standardne krive apsorbanse u odnosu na
koncentraciju inhibina A. Koncentracije inhibina A u uzorcima se zatim mogu
izraCunati sa ove standardne krive.

UPOZORENJE | MERE OPREZA

Za in vitro dijagnosti¢ku upotrebu.
Pridrzavajte se smernica dobre laboratorijske prakse.®

Uzorci i proizvodi dobijeni iz krvi mogu se, uz minimalni rizik, rutinski obraditi
koris¢enjem opisanog postupka. Medutim, ovim proizvodima treba rukovati
kao sa potencijalno infektivnim supstancama, u skladu sa univerzalnim
merama predostroznosti i smernicama dobre kliniCke laboratorijske prakse,
bez obzira na njihovo poreklo, obradu ili prethodnu sertifikaciju.?’ Koristite
odgovarajuci dezinficijens za dekontaminaciju. Ove materijale i posude u
kojima se oni nalaze ¢uvajte i odlazite u otpad u skladu sa lokalnim propisima
i smernicama.

PI-DSL1028100T-04

GHS KLASIFIKACIJA OPASNOSTI

Calibrators / Controls ~ UPOZORENJE

H317 Moze da izazove alergijske
reakcije na koZi.

H412 Stetno za Zivi svet u vodi s
dugotrajnim posledicama.

P273 Izbegavati
ispustanje/oslobadanje u
zivotnu sredinu.

P280 Nositi zastitne rukavice,
zastitnu odecu i zastitna
sredstva za ocillice.

P333+P313 Ako dode do iritacije koze ili
osipa: Potraziti medicinski
savet/misljenje.

P362+P364 Kontaminiranu odecu skinuti
i oprati pre kori§¢enja.
reakciona masa:
5-hloro-2-metil-4-izotiazolin-
3-on [EC br. 247-500-7]

i 2-metil-4-izotiazolin-3-on
[EC br. 220-239-6](3:1)
<0,05%

Antibody Enzyme UPOZORENJE

Conjugate Concentrate

H316 Izaziva blagu iritaciju koze.

H317 Moze da izazove alergijske
reakcije na kozi.

H412 Stetno za Zivi svet u vodi s
dugotrajnim posledicama.

P273 Izbegavati
ispustanje/oslobadanje u
Zivotnu sredinu.

P280 Nositi zastitne rukavice,
zastitnu odedu i zastitna
sredstva za ocillice.

P332+P313 Ako dode do iritacije
koze: Potraziti medicinski
savet/misljenje.

P333+P313 Ako dode do iritacije koze ili
osipa: Potraziti medicinski
savet/misljenje.

P362+P364 Kontaminiranu odecu skinuti
i oprati pre kori§¢enja.
3-(n-morfolino)-2-hidroksi
propan sulfonska kiselina,
natrijumova so 1 - 2%
reakciona masa:
5-hloro-2-metil-4-izotiazolin-
3-on [EC br. 247-500-7]

i 2-metil-4-izotiazolin-3-on
[EC br. 220-239-6](3:1)
<0,05%

Sample Buffer A OPASNOST

H316 Izaziva blagu iritaciju koze.

H318 |1zaziva ozbiljno ostecenje
odiju.

P280 Nositi zastitne rukavice,

zastitnu odecu i zastitna
sredstva za odillice.
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P305+P351+P338 DODIR S OCIMA: Pazljivo

P310

P332+P313

Sample Buffer B

H314
H317

P280

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

P333+P313

P362+P364

Conjugate Diluent

H316
H317

H318

H412

P273

PI-DSL1028100T-04

OPASNOST

<&

OPASNOST

<

ispirati vodom nekoliko
minuta. lzvaditi kontaktna
socCiva, ako postoje i ako su
lako dostupna. Nastaviti sa
ispiranjem.

Odmah pozovite CENTAR
ZA KONTROLU TROVANJA
ili lekara.

Ako dode do iritacije

koze: Potraziti medicinski
savet/misljenje.

Natrijum lauril sulfat 1 - < 3%
Tris(hidroksimetil)—
aminometan 1 - 2%

Alkohol, C12-14-sekundarni,
etoksilovani 3 - 5%

Izaziva teSke opekotine koze
i oStecCenje oka.

Moze da izazove alergijske
reakcije na kozi.

Nositi zastitne rukavice,
zastitnu odedu i zastitna
sredstva za ocillice.

AKO DOSPE NA KOZU (ili u
kosu): Isprati koZzu vodom.

DODIR S OCIMA: Pazljivo
ispirati vodom nekoliko
minuta. lzvaditi kontaktna
socCiva, ako postoje i ako su
lako dostupna. Nastaviti sa
ispiranjem.

Odmah pozovite CENTAR
ZA KONTROLU TROVANJA
ili lekara.

Ako dode do iritacije koze ili
osipa: Potraziti medicinski
savet/misljenje.
Kontaminiranu odecu skinuti
i oprati pre kori§¢enja.

Urea hidrogen peroksid 10 -
20%

reakciona masa:
5-hloro-2-metil-4-izotiazolin-
3-on [EC br. 247-500-7]

i 2-metil-4-izotiazolin-3-on
[EC br. 220-239-6](3:1) <
0,05%

|zaziva blagu iritaciju koze.
Moze da izazove alergijske
reakcije na kozi.

Izaziva ozbiljno oStecenje
ociju.

Stetno za Zivi svet u vodi s
dugotrajnim posledicama.
Izbegavati
ispustanje/oslobadanje u
zivotnu sredinu.

P280

P305+P351+P338

P310
P333+P313

P362+P364

OPASNOST

H314

Rastvor za
zaustavljanje A

P280
P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

Wash solution (20x) OPASNOST

&

H360
P201

P280

P308+P313

Nositi zastitne rukavice,
zastitnu odecu i zastitna
sredstva za ocillice.

DODIR S OCIMA: Pazljivo
ispirati vodom nekoliko
minuta. lzvaditi kontaktna
socCiva, ako postoje i ako su
lako dostupna. Nastaviti sa
ispiranjem.

Odmah pozovite CENTAR
ZA KONTROLU TROVANJA
ili lekara.

Ako dode do iritacije koze ili
osipa: Potraziti medicinski
savet/misljenje.
Kontaminiranu odecu skinuti
i oprati pre kori§¢enja.
Tris(hidroksimetil)—
aminometan 1 - 3%
Alkohol, C12-14-sekundarni,
etoksilovani 3 - 5%
reakciona masa:
5-hloro-2-metil-4-izotiazolin-
3-on [EC br. 247-500-7]

i 2-metil-4-izotiazolin-3-on
[EC br. 220-239-6](3:1) <
0,05%

Izaziva teske opekotine koze
i oStecCenje oka.

Nositi zastitne rukavice,
zastitnu odedu i zastitna
sredstva za ocillice.

AKO SE PROGUTA:
isperite usta. NE izazivati
povracanje.

AKO DOSPE NA KOZU (ili u
kosu): Isprati kozu vodom.

DODIR S OCIMA: Pazljivo
ispirati vodom nekoliko
minuta. lzvaditi kontaktna
soCiva, ako postoje i ako su
lako dostupna. Nastaviti sa
ispiranjem.

Odmah pozovite CENTAR
ZA KONTROLU TROVANJA
ili lekara.

Sumporna kiselina 1 - 3%

MozZe da osteti plodnost ili
nerodeno dete.

Potrebna su posebna
uputstva pre upotrebe.
Nositi zastitne rukavice,
zastitnu odecu i zastitna
sredstva za ocillice.

AKO ste izloZeni ili zabrinuti:
Potrazite medicinski
savet/misljenje.

Borna kiselina 0,1 - 0,3%
Natrijum-borat dekahidrat
0,1-0,3%

Dokument ,Bezbednosni list“ dostupan je na internet stranici

beckmancoulter.com/techdocs
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PRIKUPLJANJE UZORAKA, OBRADA,
SKLADISTENJE | RAZBLAZIVANJE

Serum i plazma su preporuceni uzorci.
Postujte sledece preporuke za rukovanje, obradu i uvanje uzoraka krvi:?'

*  Prikupite sve uzorke krvi poStujuci rutinske mere predostroznosti za
venepunkciju.

*  Epruvete uvek drzite zatvorenim.

» U roku od dva sata nakon centrifugiranja, prebacite najmanje 500 pl
uzorka koji ne sadrzi ¢elije u epruvetu za skladiStenje. Odmah ¢Evrsto
zatvorite epruvetu za uzorak.

* Nerazblazene ili razblazene uzorke Cuvajte Cvrsto zatvorene na
temperaturi od 2 do 8°C ne duze od 24 sata.

*  Ukoliko test nece biti zavrSen u roku od 24 sata ili u slu¢aju transporta
uzoraka, zamrznite na —20°C ili nizoj temperaturi do 30 dana.

Prilikom pripreme uzoraka pridrzavajte se sledec¢ih smernica:

. Proverite da li su rezidualni fibrin i ¢elijski materijal uklonjeni pre
analize.

»  Sledite preporuke proizvodaca epruveta za prikupljanje uzorka krvi u
vezi sa centrifugiranjem.

Svaka laboratorija treba da utvrdi kriterijume za prihvatljivost sopstvenih
epruveta za prikupljanje uzoraka krvi i proizvoda za odvajanje seruma. Kod
ovih proizvoda mogu postojati varijacije izmedu proizvodaca i, s vremena na
vreme, od lota do lota.

Izbegavati ponovljeno zamrzavanje i odmrzavanje uzoraka.
Izbegavaijte testiranje lipemicnih, iktericnih ili hemolizovanih uzoraka.

ISPORUCENI MATERIJALI

Komplet za odredivanje inhibina A: 96 bunaréi¢a (kat. br.

Stabilno na temperaturi od 2 do 8°C 28 dana nakon prve upotrebe. U duzim
periodima Cuvati u zamrzivacu temperature —20°C (-15°C do —24°C) do
datuma isteka roka trajanja.

Pufer za uzorak A: jedna bocica od 10,0 ml

Pufer sa albuminom govedeg seruma (BSA), Zivotinjski serum (koze, misa),
surfaktant i natrijum azid.

Cuvati na temperaturi od 2 do 8°C do datuma isteka roka trajanja.

Pufer za uzorak B: jedna bocica od 10,0 ml

Pufer sa < 20% urea vodonik peroksida, < 0,5% ProClin 300 i natrijum azid.
Cuvati na temperaturi od 2 do 8°C do datuma isteka roka trajanja.

Rastvor TMB hromogena: jedna bo¢ica od 11,0 ml

Tetrametilbenzidin (TMB) u citratnom puferu sa vodonik peroksidom.
Cuvati na temperaturi od 2 do 8°C do datuma isteka roka trajanja.

Rastvor za zaustavljanje A: jedna bocica od 11,0 ml

0,2 M sumporne kiseline.

Cuvati na temperaturi od 2 do 8°C ili sobnoj temperaturi (18-25°C) do datuma
isteka roka trajanja.

Rastvor konjugata: jedna bocica od 15,0 ml

Pufer sa BSA, zZivotinjski serum (koziji, misiji), surfaktanti < 1,0% ProClin 300.
Cuvati na temperaturi od 2 do 8°C do datuma isteka roka trajanja.

Rastvor za ispiranje U (20X): Jedna bo¢ica od 50 ml

Koncentrovani rastvor mora da se razblazi pre upotrebe.

Cuvati na temperaturi od 2 do 8°C ili sobnoj temperaturi (18-25°C) do datuma
isteka roka trajanja.

Komplet za odredivanje
DSL-10-28100T-4)

inhibina A: 384 bunaréi¢a (kat. br.

DSL-10-28100T-1)

Trake za mikrotitraciju oblozene anti-inhibin A antitelom: Jedan drza¢
traka, koji sadrzi 96 bunarci¢a za mikrotitraciju.

Bunargic¢i za mikrotitraciju od polistirena sa anti-inhibinom 8, imobilisanim na
unutradnjem zidu svakog bunar¢i¢a.

Cuvati na temperaturi od 2 do 8°C do datuma isteka roka trajanja navedenog
na vrecici sa zatvaraCem i desikantom koji Stiti od vlage.

Koncentrat inhibin A antitelo-enzim konjugata: jedna bocica od 0,6 ml

Misije monoklonsko anti-inhibin a-subjedinica antitelo-HRP konjugat,
MOPSO, BSA i < 1,0% ProClin** 300.

Cuvati na temperaturi od 2 do 8°C do datuma isteka roka trajanja.
Pre upotrebe razblazite u rastvoru konjugata.

Kalibratori: Sest boéica od 1 ml i jedna bocica od 2 ml ,nultog“
kalibratora (spremno za upotrebu)

Koncentracije od priblizno 0, 10, 30, 100, 250, 500 i 1.000 pg/ml
rekombinantnog dimernog inhibina A u govedem serumu sa < 0,5% ProClin
300.

Tacne koncentracije potrazite na nalepnicama bocica.
Cuvati neotvoreno na temperaturi od 2 do 8°C do datuma isteka roka trajanja.

Stabilno na temperaturi od 2 do 8°C 28 dana nakon prve upotrebe. U duzim
periodima Cuvati u zamrzivacu temperature —20°C (-15°C do —24°C) do
datuma isteka roka trajanja.

Odredivana veli¢ina (analit) u inhibin A kalibratori je sledljiva prema Prvom
medunarodnom standardu Svetske zdravstvene organizacije za inhibin-A
(Sifra 91/624) koji sadrzi rekombinantni humani inhibin A molekulske tezine
32 kDa (1 pg/ml ili 0,037 IU/ml). Dodeljene vrednosti su uspostavljene
kori§¢enjem reprezentativnih uzoraka iz ovog lota standarda i odredene su
za metodologije testa reagenasa. Vrednosti koje su dodeljene na osnovu
drugih metodologija mogu se razlikovati. Takve razlike, ukoliko postoje,
mogu biti izazvane (bias-om) odstupanjima izmedu metoda.

Kontrole: dve bocice od 1,0 ml (spremno za upotrebu)

Niske i visoke koncentracije rekombinantnog dimernog inhibina A u govedem
serumu sa < 0,5% ProClin 300.

Ocekivane vrednosti su u opsegu koncentracije navedenim na dodatku.
Cuvati neotvoreno na temperaturi od 2 do 8°C do datuma isteka roka trajanja.
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Trake za mikrotitraciju oblozene anti-inhibin A antitelom: Cetiri drzaga
traka, od kojih svaki sadrzi 96 bunarci¢a za mikrotitraciju.

Koncentrat inhibin A antitelo-enzim konjugata: éetiri bocice od 0,6 ml

Kalibratori: dvanaest bocica od 1 ml i dve bocice od 2 ml ,,nultog”
kalibratora (spremno za upotrebu)

Kontrolni serumi: etiri bo€ice od 1,0 ml (spremno za upotrebu)
Pufer za uzorak A: cetiri bocice od 10,0 ml

Pufer za uzorak B: tri bocice od 10,0 ml

Rastvor TMB hromogena: jedna bocica od 50,0 ml

Rastvor za zaustavljanje A: Cetiri bocice od 11,0 ml

Rastvor konjugata: cetiri bocice od 15,0 ml

Rastvor za pranje (20x): dve bocice od 50 mli

POTREBNI MATERIJALI KOJI NISU
OBEZBEDENI
Pored standardne laboratorijske opreme, potrebne su sledece stavke:

«  Cita¢ ploge za mikrotitraciju podrzava merenje apsorbanse na 450 nm
i preferencijalno podrzava korekciju dve talasne duzine izmedu 600 do
630 nm

*  Dejonizovana voda

. Precizna pipeta za sipanje 50-100 pl

+  Sejker ploge za mikrotitraciju koji podrzava 500-700 okreta u minuti
(rpm)

*  Perac ploce za mikrotitraciju

*  Vrtlozna mesalica

*  Apsorbentni materijali za isuSivanje traka

. Milimetarski papir za ru€nu redukciju podataka

POSTUPAK

Proceduralne napomene

» Detaljno razumevanje ovog uputstva u pakovanju neophodno je za
uspesnu upotrebu inhibin A ELISA testa.

»  Kupac ima obavezu da proveri test za upotrebu.
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. Pouzdani rezultati ¢e se dobiti samo upotrebom preciznih
laboratorijskih tehnika i uz tacno pracenje uputstva u pakovanju.

. Standardna kriva mora biti obuhvaéena sa svakim testom.

. Pre upotrebe dovedite sve reagense u kompletu na sobnu temperaturu
(18-25°C).

. Pre upotrebe temeljno promesajte reagense laganim obrtanjem.

* Ne meSajte razlicite lotove bilo koje komponente kompleta u okviru
pojedinacnog testa.

*  NeKkoristiti ni jednu komponenti iz pakovanja nakon datuma isteka roka
koji je naznacen na nalepnici.

*  Nepotpuno pranje ¢e negativno uticati na ishod i preciznost testa.

« Da bi se smanjilo potencijalno odstupanje rezultata testa usled
varijacija u vremenu inkubacije supstrata, treba voditi raCuna da
se rastvor za zaustavljanje dodaje u bunarcice istim redosledom i
brzinom koji su kori§¢eni za dodavanje rastvora TMB hromogena.

»  Svim reagensima treba rukovati paZljivo kako bi se izbeglo uvodenje
mikrobioloskih kontaminanata koji mogu ostetiti reagense, a posebno
rastvor konjugata i pufer za uzorak A.

*  l|zbegavajte kontaminaciju rastvora TMB hromogena konjugatima.

. Za svaki reagens, kalibrator, kontrolu ili uzorak koristite Cisti vrh za
pipetu za jednokratnu upotrebu.

«  Za sipanje rastvora sumporne kiseline i TMB hromogena izbegavajte
pipete sa metalnim delovima.

*  Enzim koji se koristi za obeleZzavanje inaktivira se kiseonikom i veoma
je osetljiv na mikrobioloSku kontaminaciju, natrijum azid, hipohlornu
kiselinu i aromati¢ne hlorougljovodonike koji se Cesto nalaze u
zalihama vode u laboratoriji.

«  Koristite dejonizovanu vodu.

* |zbegavati izlaganje reagenasa prevelikoj toploti ili direktnoj suncevoj
svetlosti tokom skladiStenja i inkubacije.

Priprema reagenasa

1. Rastvor za ispiranje: sipajte sadrzaj bocice u 950 ml destilovane
vode i homogenizujte. RazblaZeni rastvor se moze €uvati mesec dana
na temperaturi od 18 do 25°C ili na temperaturi od 2 do 8°C do datuma
isteka roka trajanja kompleta.

2. Rastvor inhibin A antitelo-enzim konjugata: koncentrat inhibin A
antitelo-enzim konjugata treba razblaziti u odnosu 1 deo u 50 delova
inhibin A rastvora konjugata, u skladu sa brojem koriS¢enih bunar€ica.
Za celu plo¢u, pipetom sipajte taéno 220 pl koncentrata inhibin A
antitelo-enzim konjugata u 11 ml rastvora konjugata.

NAPOMENA: koncentrat inhibin A antitelo-enzim konjugata treba da
bude svezZe razblazen 10-15 minuta pre upotrebe.

3. Bunarciéi za mikrotitraciju: izaberite broj oblozenih bunar¢i¢a koji
je potreban za test. Preostale bunarCi¢e koji se nece Koristiti treba
staviti u vrecicu sa zatvaracem i desikantom. Vrecica se mora ponovo
zatvoriti radi zastite od vlage.

Postupak testa

Sacekajte da se svi uzorci i reagensi izjednae na sobnoj temperaturi
(18-25°C). Pre upotrebe temeljno promesajte reagense blagim okretanjem.
Nakon rekonstitucije reagenasa temeljno promesaijte, izbegavajuéi stvaranje
pene. Kalibratori, kontrole i uzorke treba testirati u duplikatu.

1. Oznacite trake za mikrotitraciju koje ¢e biti koriScene.

2. Pipetom sipajte 50 pl kalibratora, kontrola i uzoraka u odgovarajuce
bunarcice.

Preciznom pipetom dodajte 50 pl pufera za uzorak A u svaki bunarcic.
Preciznom pipetom dodajte 50 pl pufera za uzorak B u svaki bunarci¢.

Inkubirajte bunar¢i¢e protresanjem brzinom od 500-700 obr/min na
orbitalnom Sejkeru mikroplo€e, tokom tri sata na sobnoj temperaturi
(18-25°C).

6. Pripremite rastvor antitelo-enzim konjugata razblaZivanjem
koncentrata antitelo-enzim konjugata u inhibin A rastvoru konjugata,
kao Sto je opisano u poglavlju ,Priprema reagenasa“ ovog uputstva
u pakovanju.

7. Aspirirajte i isperite svaki bunarci¢ Sest puta rastvorom za ispiranje
koriste¢i automatski pera¢ mikroplo€e ili ruéno koristeéi preciznu
pipetu. Upijte i osusSite okretanjem plo€e na apsorbentnom materijalu.

PI-DSL1028100T-04

NAPOMENA: strogo se preporucuje upotreba automatskog peraca
mikroploce. Nepotpuno pranje ¢e negativno uticati na preciznost testa. Ako
pera¢ mikroploCe nije dostupan, pratite korake u nastavku za ruéno pranje
mikroploce:

(a) Potpuno aspirirajte te¢nost iz svakog bunarcic¢a
(b) Preciznom pipetom sipajte 350 ul rastvora za ispiranje u svaki bunarcic¢

(c) Ponovo aspirirajte te¢nost
(d) Ponovite korake (b) i (c) pet puta

8. Preciznom pipetom dodajte 100 pl rastvora antitelo-enzim konjugata
u svaki bunarcic.

9. Inkubirajte bunarci¢e protresanjem brzinom od 500-700 obr/min
na orbitalnom Sejkeru mikroploCe, tokom jednog sata na sobnoj
temperaturi (18-25°C).

10. Aspirirajte i isperite svaki bunarCi¢ Sest puta rastvorom za ispiranje
koriste¢i automatski pera¢ mikroplo¢e. Osusite okretanjem plo¢e na
apsorbentnom materijalu.

11. Preciznom pipetom dodajte 100 pl rastvora TMB hromogena u svaki
bunargié.
Izbegavati izlaganje direktnoj suncevoj svetlosti.

12. Inkubirajte bunarci¢e protresanjem brzinom od 500-700 obr/min na
orbitalnom Sejkeru mikroploce, tokom 15 minuta na sobnoj temperaturi
(18-25°C).

NAPOMENA: imajte na umu da se boja moze razviti brze ili sporije od
preporuc¢enog vremena inkubacije, u zavisnosti od lokalizovane sobne
temperature. Vizuelno pratite razvijanje boje radi optimizacije vremena
inkubacije.

13. Preciznom pipetom dodajte 100 pl rastvora za zaustavljanje u svaki
bunarci¢.

14. Ocitavajte apsorbansu rastvora u bunarci¢ima tokom 30 minuta,
koriste¢i ¢Cita¢ mikroplo¢e postavljen na 450 nm.

NAPOMENA:

1) Tokom ocitavanja apsorbanse bunarci¢a za mikrotitraciju, neophodno je
programirati nulti kalibrator kao ,slepu probu®.

2) Ako je dostupna korekcija talasne duzine, podesite instrument da meri
dve talasne duzine pri 450 nm sa pozadinskom korekcijom talasne duZine
postavijenom na vrednost izmedu 600 i 630 nm.

REZULTATI

1. lzraCunajte srednju apsorbansu za svaki kalibrator, kontrolu ili uzorak.

2. Iscrtajte dijagram logaritamskih o€itanih srednjih vrednosti apsorbanse
za svaki kalibrator na y-osi u odnosu na logaritamske vrednosti
koncentracija inhibina A u pg/ml na x-osi, kori§¢enjem prilagodavanja
krivoj linearne regresije. Alternativno, podaci se mogu iscrtati na
dijagramu sa linearnim osama i moze se Kkoristiti prilagodavanje krivoj
uglacanog splajna.

3. Nacrtajte najprilagodeniju krivu kroz srednje vrednosti tacaka

duplikata.

4. Odredite koncentracije inhibina A u kontrolama i uzorcima sa
standardne krive uparivanjem ogitanih srednjih vrednosti apsorbanse
sa odgovarajuc¢im koncentracijama inhibina A.

5. Bilo koju oc€itanu vrednost uzorka koja je viSa od najviSeg kalibratora
treba prikladno razblaziti koriS¢enjem inhibin A kalibratora 0 i ponovo
testirati.

6. Bilo koju o€itanu vrednost uzorka koja je niza od analiticke osetljivosti
treba izdati kao takvu.

7. Po potrebi pomnozite vrednoS¢u faktora dilucije.

NAPOMENA: ako su ocitane vrednosti apsorbanse vece od ogranicenja
Citaca ploc¢e, neophodno je drugo ocitavanje pri 405 nm (referentni filter
izmedu 600 i 630 nm, ukoliko postoji). U tom slucaju, nastavite sa izradom
druge standardne krive kao $to je gore opisano sa ocitanim vrednostima
apsorbanse svih kalibratora pri 405 nm. Koncentracija nepouzdanih uzoraka
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pri 450 nm se zatim ocitava sa nove standardne krive. Ocitane vrednosti pri
405 nm ne treba da zamene ocitane pouzdane vrednosti pri 450 nm.

Standardna kriva

Kalibratori Konc. (pg/ml) A B/Bnax (%)
0 0,00 0,022 (slepa -
proba)

1 9,20 0,028 1,021
2 24,3 0,082 2,991
3 90,0 0,305 11,11
4 214 0,733 26,75
5 415 1,302 47,48
6 833 2,741 100,0

(Primer standardne krive, ne koristiti za proracun)

Uzorci
Da biste izvrsili pretvaranje iz jedinice IU/ml, koristite slede¢u jednacinu:
1 1U/ml (WHO (SZO) 91/624) = 26,7 pg/ml

OCEKIVANE VREDNOSTI

Svaka laboratorija treba da uspostavi sopstvene referentne opsege kako
bi se obezbedilo pravilno predstavljanje odredenih populacija. Sledecée
prikazane vrednosti su dobijene inhibin A ELISA testom uz koriS¢enje
uzoraka seruma naizgled normalnih zdravih odraslih osoba. Sve vrednosti
su izdate u pg/ml. Kod Zena sa normalnim ciklusom, brojevi navedeni ispod
svake faze predstavljaju dane pre ili posle skoka LH.

Populacija n Srednja Srednji 95% opseg
vrednost pouzdanosti

Zene sa normalnim ciklusom

Rana folikularna faza (-14 136 13,48+0,93 10,54 15,46-28,16

do -10)

Srednja folikularna faza (-9 228 18,63+0,59 17,06 17,87-34,54

do —4)

Kasna folikularna faza (-3 130 56,10+2,30 52,19 19,49-102,3

do -1)

Sredina ciklusa (dan 0) 42 98,87+30,99 98,23 49,92-155,5

Rana lutealna faza (1 do 3) 115 71,59+3,39 67,24 35,93-132,7

Srednja lutealna faza (4 do 268 75,22+2,63 72,51 13,15-159,6

11)

Kasna lutealna faza (12 do 82 27,87+3,20 17,44 17,28-89,95

14)

Vr$ni nivoi IVF 43 792,4+70,63 705,91 354,2-1.690

Sindrom policisti¢nih 26 19,32+2,61 15,65-15,99

jajnika (PCOS) - ovulatorni

Postmenoazua 23 11,15+0,24 1<1-3,88

Normalni muskarci 40 11,33+0,42 1<1-3,58

T Vrednosti inhibina A manje od kalibratora 1 su ekstrapolirane.

Vrednosti u sledecoj tabeli predstavljaju inhibin A seruma majke u drugom
tromesedju.

Zavrsena Br. uzoraka Medijana za LOG,, SD
nedelja inhibin A (pg/ml)
15 30 157,55 0,27
16 124 153,29 0,27
17 74 151,20 0,27
18 45 155,14 0,27
19 20 165,18 0,27
20 16 185,76 0,27

Tabela prilagodena na osnovu vrednosti dobijenih od americkog centra za
skrining (2005).
KONTROLA KVALITETA

* Inhibin A ELISA kontrole ili druge komercijalne kontrole treba da se
nalaze unutar uspostavljenih limita pouzdanosti.

*  Limiti pouzdanosti za inhibin A ELISA kontrole odStampani su
navedenim na dodatku.

. Potpunu standardnu krivu, kao i kontrole niskog i visokog nivoa, treba
ukljuditi u svaki test.
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*  Rastvor TMB hromogena treba da bude bezbojan do veoma svetlo Zut.
Razvijanje plave boje moze ukazivati na kontaminaciju ili nestabilnost
reagensa.

*  Materijali za kontrolu kvaliteta simuliraju karakteristike uzoraka
pacijenta i od sustinskog su znacaja za praéenje rada sistema kod
imunohemijskih testova. Ukljucite kontrolu kvaliteta (QC) ili druge
komercijalno dostupne materijale za kontrolu kvaliteta koji se koriste
za najmanje dva nivoa analita. Ce$¢a upotreba kontrola ili upotreba
dodatnih kontrola je diskreciono pravo Kkorisnika, na osnovu smernica
dobre laboratorijske prakse ili zahteva za akreditaciju laboratorije i
vazecih zakona. Pratite uputstva proizvodaca u vezi rekonstitucije
i skladistenja. Svaka laboratorija treba da utvrdi srednje vrednosti
i prihvatljive opsege kako bi se obezbedio pravilan rad. Rezultati
kontrole kvaliteta koji se ne nalaze unutar prihvatljivih opsega mogu
ukazivati na netacne rezultate testa.

KARAKTERISTIKE PERFORMANSI
(za vise detalja, videti “DODATAK”)

Reprezentativni podaci su obezbedeni u svrhu ilustracije.
dobijene u pojedina¢nim laboratorijama mogu da variraju.

Perfomanse

Osetljivost

Limit detekcije (LoD): 2,61 pg/ml

Specificnost

Antitelo koje se koristi u imunotestu je veoma specifi¢no za inhibin A.
Preciznost

Unutar serije

Uzorci su testirani 25 puta u istoj seriji. Koeficijent varijacije je ispod ili jednak
4,6% za uzorke seruma.

Izmedu serija

Uzorci seruma su testirani u duplikatu u 10 razlicitih serija. Ustanovljeni su
koeficijenti varijacije maniji ili jednaki 6,9% za uzorke seruma.

Ta€nost
Test razblazivanja

Visoko koncentrovani uzorci seruma su serijski razblazivani nultim
kalibratorom. Dobijeni procenti recovery vrednosti bili su izmedu 97.8% i
117%.

Recovery test

U uzorke niske koncentracije dodate su poznate koli€ine inhibina A. Dobijeni
procenat recovery vrednosti iznosio je izmedu 83,5% i 99,5%.

Merni opseg (od limita detekcije do najviSeg kalibratora): od 2,61 do otprilike
1.000 pg/ml.

OGRANICENJA

* Reagensi koji se isporu¢uju u ovom kompletu su optimizovani za
odredivanje nivoa inhibina A u serumu ili plazmi.

»  Zatestove u kojima se Kkoriste antitela postoji moguénost interferencije
heterofilnih antitela u uzorku.  Uzorci osoba koje su redovno
bile u kontaktu sa Zivotinjama ili koje su primile imunoterapiju ili
bile podvrgnute dijagnostickim postupcima u kojima se Koriste
imunoglobulini ili fragmenti imunoglobulina, mogu stvoriti antitela,
npr. HAMA, koja interferiraju sa imunotestovima. Pored toga, druga
heterofilna antitela, kao Sto su humana anti-kozija antitela, mogu biti
prisutna u uzorcima.??? Takva interferiraju¢a antitela mogu uzrokovati
pogresne rezultate. Pazljivo procenite rezultate pacijenata za koje se
sumnja da imaju ova antitela.

* Ako postoje dokazi o mikrobioloSkoj kontaminaciji ili preteranoj
zamucenosti reagensa, bacite bocicu u otpad.

. Rezultate inhibin A ELISA testa treba tumaciti u svetlu celokupne
klinicke slike pacijenta, ukljuujuéi: simptome, klini€ku istoriju,
podatke iz dodatnih testova i druge prikladne informacije.
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APPENDIX Serum Dilution factor Inhibin A (pg/mL) Ratio (%)
samples Measured/
PERFORMANCE CHARACTERISTICS Measured | Expected | Expected
. S1 - 720.1 - -
Sumr.n-ar.y and explanation of the test 1:2 3676 360.3 102.0
Sensitivity 1:4 201.7 180.1 112.0
Limit of Detection (LoD): 2.61 pg/mL 1:8 100.7 90.07 111.9
- 1:16 47.12 45.04 104.6
Specificity 3 = 847 2 - =
The Inhibin A ELISA assay is highly specific for inhibin A. The following 1:2 4141 423.6 97.76
substances did not exhibit cross-reactivity in the Inhibin A ELISA. 1:4 230.3 211.8 108.8
HORMONE CONCENTRATION TESTED 18 112.2 105.9 106.0
Inhibin B 7 ng/mL 1._16 57.06 52;95 10_7.8
Activin-A 1 pg/mL S3 . 644.6
Activin-B 1 pg/mL 1:2 348.4 322.3 108.1
Pro-Alpha C 0.27 pg/mL 1:4 188.1 161.2 116.7
- 1:8 87.05 80.58 108.0
Interference 1:16 42.13 40.29 104.6
The following substances in the amounts listed did not significantly interfere EDTA ol ot hi i (O
with the measurement of inhibin A in the Inhibin A ELISA. apema Dilution factor|  Inhibin A (pgimt) | Hatio (6)
Substance Concentration Substance Concentration - Measured EXP?Cted Exp?cted
Tested Tested P1 704.0
Bilirubin 5 mg/dL Aminophylline 100 pg/mL 1:2 362.4 352.0 103.0

(conjugated) 1:4 187.5 176.0 106.5

Triglycerides 500 mg/dL Acetaminophen 100 pg/mL 1:8 93.89 88.00 106.7

Hemoglobin 100 mg/dL Caffeine 100 pg/mL 1:16 45.20 44.00 102.7

Follistatin 1 pg/mL Ibuprofen 100 pg/mL P2 ) 678.6 ) )
Alpha 2 10 pg/mL Indomethacin 100 pg/mL 1:2 304.2 339.3 89.66
Macroglobulin 1:4 154.6 169.6 91.11
HSA 6 g/dL Acetylsalicylic 100 pg/mL 1:8 76.73 84.82 90.46
Acid 1:16 35.21 42.41 83.00
Catalase 1 units/mL Ascorbic Acid 100 pg/mL P3 - 484.8 - -
1:2 239.5 242.4 98.79
Precision 1:4 107.3 121.2 88.54
|ntra-assay 1:8 53.30 60.60 87.96
1:16 25.09 30.30 82.81
Serum samples S1 S2 S3
Number of determinations 25 25 25 Recovery test
Mean value (pg/mL) 47.26 206.4 741.2 Known amount of Inhibin A was added to 5 serum or plasma samples and
CV., % 4.41 3.20 4.58 assayed according to the procedure of the kit.

EDTA plasma samples P1 P2 P3 Serum | Endog.| Added Expected |Measureq Ratio (%)
Number of determinations 25 25 25 samples | conc. conc. conc. conc. Measured/
Mean value (pg/mL) 32.56 305.73 710.76 (pg/mL)| (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) | Expected
CV. % 437 211 524 S1 14.77 6.18 20.96 20.86 99.54

14.03 17.51 31.54 28.54 90.50

Inter-assay 14.64 36.29 50.92 46.44 91.19
S2 29.84 9.74 39.57 38.52 97.34

Serum samples S1 S2 S3 30.24 | 29.62 59.86 55.34 92.44
Number of determinations 10 10 10 29.39 57.57 86.95 81.24 93.43
Mean value (pg/mL) 37.36 282.0 374.9 S3 3201 | 1297 44.98 42.20 93.82
C.V. (%) 6.86 4.87 3.18 3259 | 39.59 72.18 66.45 92.07
31.37 76.20 107.57 94.09 87.47

EDTA plasma samples P1 P2 P3 S4 | 4145 | 16.81 58.26 55.13 94.63
Number of determinations 10 10 10 42.43 51.65 94.08 87.66 93.18
Mean value (pg/mL) 26.13 77.44 575.38 40.64 02.45 133.09 116.59 87.60
CV., % 5.11 7.86 3.59 S5 1548 | 5.96 21.44 17.90 83.48

Accurac 14.71 17.11 31.82 27.70 87.04
y 15.33 35.81 51.14 43.18 84.43

Dilution test

Three serum and EDTA plasma samples were diluted with 0 pg/mL Inhibin A

calibrator and assayed.
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EDTA | Endog.| Added Expected |Measureq Ratio (%)
plasma | conc. conc. conc. conc. Measured/
(pg/mL)| (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) Expected
P1 579.6 9.42 589.0 553.2 93.92
587.2 28.66 615.9 590.0 95.80
571.1 55.75 626.9 618.6 98.69
P2 25.31 8.03 33.34 35.34 106.0
25.59 24.32 49.91 50.38 100.9
25.00 47.51 72.50 72.49 99.99
P3 60.37 17.01 77.38 75.24 97.23
61.83 52.10 113.9 111.6 97.94
59.25 92.45 151.7 146.5 96.57
P4 48.29 16.81 65.10 71.01 109.1
49.44 51.65 101.1 92.69 91.70
47.35 92.45 139.8 135.6 96.97
P5 351.8 5.96 357.8 320.6 89.61
3344 75.33 409.7 383.8 93.67
348.4 35.81 384.2 427.3 111.2
Expected values
Figure 1: Physiological Profiles of Inhibin A, Estradiol and

Progesterone During the Normal Ovulatory Cycle

The mean * SE concentrations of inhibin A, estradiol, and progesterone in 35
subjects (9 subjects with two cycles each, total 44 normal cycles) are shown,
aligned relative to the day of the mid cycle LH peak. The inhibin A levels
remained low (13.6 pg/mL) during the early follicular phase and rose in the
late follicular phase to reach a peak concentration (98.9 pg/mL) on the day of
the LH peak. After the LH peak, inhibin A levels fell briefly, then rose again
during early to mid luteal phase, and fell again in concert with the drop in
progesterone during the late luteal phase (28.3 pg/mL). Estradiol and inhibin
A were highly correlated during the follicular phase (day -14 to -2) as evident
by the following linear regression data:

120 7 350 T T T 8
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100 7 o—o Frogesterone 714
—_ 250 = _ é
i} ] =
£ g0 % —1251
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=T 2 5]
£ 150 F 3§ B &
: 2 1a 2
E40 4 F @ 18 &
4 o
20 4 L —
50 2
o - 0 1]

-15 -10 -5 0 5 10 15
Day from LH Surge

Inhibin A = 0.18 [Estradiol] +3.3 Inhibin A range™: 3.0 - 82.8 pg/mL
n =433 Estradiol range: 5.0 - 359 pg/mL
r=0.80 95% Confidence interval for

slope = 0.17 - 0.19
p < 0.001 95% Confidence interval for
intercept = 1.8 - 4.8

FInhibin A values below Calibrator 1 are extrapolated.

Figure 2: Inhibin A and Estradiol Profiles in Ovulation Induction Cycles

The mean + SE concentrations of inhibin A and estradiol in 20 subjects during
ovarian stimulation for IVF are shown, aligned to the day of hCG treatment.
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Serum and Plasma Comparisons

Figures 3 and 4 compare inhibin A levels in paired serum vs. EDTA plasma
and serum vs. Heparin plasma samples, respectively.

Figure 3 - Serum vs. EDTA Plasma
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1600

Figure 4 - Serum vs. Heparin Plasma
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Comparison of Inhibin A and Estradiol

Two hundred forty-six samples were collected from subjects scheduled for
IVF at two different centers. Inhibin A was measured by ELISA and estradiol
was measured by two separate commercially available kits. Regression
analysis yielded the following:

Inhibin A = 0.247 [Estradiol] + 67.6 Inhibin A range' = 2.2 - 1,395 pg/mL
n = 246 Estradiol range = 10 - 5,960 pg/mL
r=0.85 95% Confidence interval for slope

= 0.227 - 0.267
p < 0.0001 95% Confidence interval for intercept
=441 -91.2

1 Inhibin A values below Calibrator 1 are extrapolated.

Beckman Coulter, the stylized logo, and the Beckman Coulter product and
service marks mentioned herein are trademarks or registered trademarks of
Beckman Coulter, Inc. in the United States and other countries.

*alpha is a trademark of Logical Medical Systems Ltd.

**ProClin™ is a trademark of The Dow Chemical Company (“Dow”) or an
affiliated company of Dow.
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