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1.0 INTENDED USE

ElAgen Ferritin kit is a colourimetric immunoenzymatic method for the
quantitative determination of the concentration of Ferritin in human serum
and plasma.

2.0 SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST

One of the most prevalent human disorders is the dietary deficiency of iron and
the resulting anemia (1). The assays for iron, total iron-binding capacity, and
other assessments of iron compounds in the body are clinically significant (2).
Iron-storage compounds in the body include hemoglobin, hemosiderin,
myoglobin, and the cytochromes. In most tissues, Ferritin is a major iron-
storage protein (3). Human Ferritin has a molecular weight of approximately
450,000, and consists of a protein shell around an iron core. Each molecule of
Ferritin may contain as many as 4,000 iron atoms (4). Under normal conditions,
this may represent 25% of the total iron found in the body. In addition, Ferritin
can be found in several isomers (5). High concentrations of Ferritin are found in
the cytoplasm of the reticuloendothelial system, liver, spleen, and bone marrow
(6). Methods previously used to measure iron in such tissues are invasive,
cause patient trauma and lack adequate sensitivity (7). The measurement of
Ferritin in serum is useful in determining changes in body iron storage, and is
non-invasive with relatively little patient discomfort. Serum Ferritin levels can be
measured routinely and are particularly useful in the early detection of iron-
deficiency anemia in apparently healthy people (8, 9). Serum Ferritin
measurements are also clinically significant in the monitoring of the iron status
of pregnant women, blood donors, and renal dialysis patients. High Ferritin
levels may indicate iron overload without apparent liver damage, as may be
noted in the early stages of idiopathic hemochromatosis (10). Ferritin levels in
serum have also been used to evaluate clinical conditions not related to iron
storage, including inflammation, cronic liver disease, and malignancy (11).

3.0 PRINCIPLE OF THE ASSAY

ElAgen Ferritin kit is based on the simultaneous binding of human Ferritin to
two monoclonal antibodies: one immobilized on microwell plates, the other
coniugated with horseradish peroxidase (HPR).

After incubation the bound/free separation is performed by a simple solid-
phase washing. The enzyme in the bound fraction reacts with the Substrate
(TMB) developing a blue colour that turns into yellow after adding the Stop
solution (H,SOy).

The Ferritin concentration in the sample is calculated on the basis of a series
of calibrators.

The color intensity is proportional to the Ferritin concentration in the sample.

4.0 CONTENT OF THE KIT
4.1 MICROPLATE (code 15PIA) MTPLATE
1 microplate, 12 x 8 breakable wells coated with monoclonal Anti-Ferritin

antibodies.
Store at 2-8°C.

4.2 CALIBRATORS

6 vials containing human liver Ferritin with gentamicin 0.01% as preservative.
Open the package of coated microplate only when it is at room
temperature.and close immediately after use.

Store at 2-8°C.

Calibrator Symbol Code Concentration* Volume
Calibrator 0 CALO] | 15cAL0 | Ong/mL 3mL
Calibrator 1 CAL1 15CAL1 | 5ng/mL 1.0 mL
Calibrator 2 CAL2| | 15CAL2 | 20 ng/mL 1.0 mL
Calibrator 3 CAL3| | 15CAL3 | 100 ng/mL 1.0 mL
Calibrator 4 15CAL4 | 400 ng/mL 1.0mL
Calibrator 5 [CAL5] | 15cALs | 1000 ng/mL 1.0 mL
* approximate concentration.

The calibrators are calibrated against the WHO 1 IS Ferritin Human Liver
80/602

4.3 CONJUGATE (code 15HRP) CONJ

1 vial containing 13 ml monoclonal anti-Ferritin antibody conjugate to
horseradish peroxidase (HRP).

Ready to use.
Store at 2-8°C.

4.4 SUBSTRATE HS (LS.TMB-H202.HK) SUBS|TMB

1 vial containing 13 ml of a stabilized mixture of TMB 0.25g/l (3,3',5,5"-
Tetramethylbenzidine) and H,O, (Hydrogen Peroxide).

Ready to use
Store at 2-8°C.

4.5 STOP SOLUTION (LS.STOP.K)
1 vial containing 13 ml of H,SO, 0.3 M.

Ready to use
Store at 2-8°C

The MSDS is available upon request of laboratory personnel

SOLN|STOP
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4.6 WASH BUFFER 20X (cod. TLAVD) |WASH|BUF|20X]

1 bottle containing 50 ml of concentrated washing buffer, containing phosphate
buffer 50mM pH 7.4 and Tween20 1g/l.

Preparation of Wash Buffer working solution: dilute contents of wash buffer
concentrate (50 ml) to 1000 ml with distilled water.

STORAGE store at room temperature (20-27°C). Stable until kit expiry date.

5.0 STORAGE AND STABILITY AFTER THE FIRST OPENING
e Kit components should be stored at 2-8°C and should be protected against
sunlight.

6.0 MATERIALS AND EQUIPMENT REQUIRED BUT NOT PROVIDED

o Distilled water

e Automatic dispensers.

e Microplate reader capable of measuring the O.D.s at 450, 405 and 620 nm
e Precision pipettes: 0.02 and 0.1 ml

e Disposable pipette tips

e Absorbent paper

e Graph paper

e Control sera

7.0 WARNINGS AND PRECAUTIONS

71 SAFETY PRECAUTIONS

o Reagents contain Proclin 300% and Gentamicin as preservatives.

e Avoid contact with reagents containing hydrogen peroxide, sulphuric acid
and preservatives which may be toxic if ingested. Do not pipette by mouth.

e Calibrators contain human serum. They have been found to be non reactive
for HbsAg and to anti-HIV antibodies by FDA; however, these products
should be handled as potentially hazardous.

e Follow all local, state and national regulations for disposal of all waste
material.

7.2 TECHNICAL PRECAUTIONS

e Follow the utmost precision when diluting and dispensing the reagents.

* Do not use reagents belonging to different lots.

e Reliable and reproducible results will be obtained when the assay procedure
is carried out with a complete understanding of the package insert instructions
and with adherence to good laboratory practice.

e The wash procedure is critical. Insufficient washing will result in poor
precision and falsely elevated absorbance readings.

8.0 SPECIMEN COLLECTION AND STORAGE

Ferritin determination can be carried out using either plasma or serum. If
dispensing does not occur by five days from gathering, store specimen at
-20°C.

9.0 ASSAY PROCEDURE

9.1 PREPARATION FOR ASSAY

e All reagents should be allowed to reach room temperature (18-25 °C)
before use.

e All reagents should be mixed by gentle inversion or swirling prior to use. Do
not induce foaming

e Since it is necessary to assay in duplicate, two wells should be prepared for
each point of the Standard curve (0-5 Calibrators), two for each Specimen
and one for the Blank.

9.2 PIPETTING AND INCUBATION STEPS
A. Dispense 20 pl of each calibrator and specimen in duplicate, leaving one
well empty for the blank.

B. Dispense 100 pl of conjugate into the wells of calibrators and specimen;
do not add coniugate into the Blank well.

C. Incubate 1 h at +22-28°C (room temperature).

o

Remove the reagent mixture, then wash dispensing 0.3 ml diluted wash
solution into each well; wash twice again so as to completely remove the
liquid.

Dispense: 100 pl Substrate into each well.

Incubate 10 minutes in the dark at room temperature (22+28°C).
Dispense: 100 pl Stop Solution into each well.

Read optical density, within 30 minutes, at 450 nm and 405 nm setting
the reference filter at 620 nm. If it is possible to do it automatically, adjust
the reader to zero using the Blank.

Tomm

10.0 CALCULATION OF RESULTS

10.1 QUALITY CONTROL

Good laboratory practice requires that all controls (low, medium, and high) are
run. A statistically significant number of controls should be assayed to establish
mean values and acceptable ranges to assure proper performance.

10.2 OD CONVERSION

The optical densities (O.D.s) of some calibrators and samples may be higher
than 2.0; in such a case, they could be out of the measurement range of the
microplate reader. It is therefore necessary, for O.D.s higher than 2.0, to
perform a reading at 405 nm (=wavelength of peak shoulder) in addition to 450
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nm (peak wavelength) and 620 (reference filter for the subtraction of
interferences due to the plastic).

For microplate readers unable to read the plate at 3 wavelengths at the same
time, it is advisable to proceed as follows:

- Read the microplate at 450 nm and at 620 nm.

- Read again the plate at 405 nm and 620 nm.

- Find out the wells whose ODs at 450 nm are higher than 2.0

- Select the corresponding ODs read at 405 nm and multiply these values at
405 nm by the conversion factor 3.0 (where OD 450/0D 405 = 3.0), that is:
OD 450 nm = OD 405 nm x 3.0

Warning: The conversion factor 3.0 is suggested only. For better accuracy.
the user is advised to calculate the conversion factor specific for his own
reader.

10.3 DATA REDUCTION - AUTOMATED METHOD

Subtract the Blank OD from calibrator and sample ODs

Use the 4 parameters logistic — preferred — or the smoothed cubic spline
function as calculation algorithm.

10.4 DATA REDUCTION - MANUAL METHOD

e Subtract the Blank OD from calibrator and sample ODs

e Calculate the average OD for each point in the standard curve and for
each sample.

e Log-to-log draw on paper the values of Ferritin calibrators, then
extrapolate the straight line.

e Read the corresponding Ferritin concentrations of controls and samples

10.5 MEASUREMENT RANGE

The present method allows the determination of Ferritin concentrations from
5 ng/ml to 1,000 ng/ml. Use the zero calibrator to dilute samples having
concentrations > 1,000 ng/ml.

11.0 EXPECTED VALUES

Each laboratory should establish its own range on the basis of the patients’
population.

The Ferritin plasma values are included in the following ranges:

Number of patients Mean (ng/mL) Range (ng/mL)

Fertile women:50 53 6-180

Women in post-menopause: 105 8 — 350

30

Men 50 175 20 -400
12.0 LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

e No “hook effect” was observed up to 50,000 ng/ml of Ferritin with the
present method.

e No interferences from rheumatoid factors, bilirubin, hemoglobin,
cholesterol, triglycerides have been observed with the present method.

e For diagnostic purposes, the results obtained by this test should be used as
an adjunct to other data (e.g., symptoms, results of other tests, clinical
impressions) available to the physician.

13.0 PERFORMANCE CHARACTERISTICS

13.1 PRECISION

a) Within-run precision.

Within-run precision has been evaluated by replicate determinations on three
different control sera assayed in one assay. The within-run variability is
reported below:

Serum sample 1 2 3
Number of replicates 16 16 16
Average Ferritin (ng/mL) 15.6 76.1 160.2
Standard Devation 0.84 28 52
% CV 5.4 3.7 3.24

b) Between-run precision.

Between-run precision has been evaluated on three different control sera
assayed in two different analyses. The between-run variability is reported
below:

Serum sample 1 2 3

Number of replicates 16 16 16

Average Ferritin (ng/mL) 15.4 78.2 165.2

Standard Deviation 0.88 3.6 6.93

CV% 57 46 4.2
13.2 RECOVERY

Two patients were given known quantities of Ferritin in growing amount.
The average recovery compared to the previous concentrations was 98.0 %.
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Expected Observed

Concentration | Concentration

(ng/ml) (ng/ml) Recovery %
SAMPLE 1
Q. added: 18
50 ng/ml 68.0 65.0 95.6
100 ng/ml 118 122 1034
200 ng/ml 218 210 96.3
SAMPLE 2
Q. added: 128
50 ng/ml 178 169 94.9
100 ng/ml 228 234 102.6
200 ng/ml 328 317 96.6
SAMPLE 3
Q. added: 8.7
12.5 ng/ml 21.2 224 106.2
25 ng/ml 33.7 31.8 944
50 ng/ml 58.7 56.4 96.1
100 ng/ml 108.7 105.9 974

13.3 LINEARITY
Two patient samples were serially diluted with zero calibrator for a linearity
study. The mean recovery was 103.5 %.

Expected Observed
Concentration Concentration Expected%
(ng/mL) (ng/mL)
Sample 1
Dilution
Non diluted 86
1:2 43.0 45.1 105.4
1:4 215 221 102.8
1:8 10.75 124 107.9
Sample 2
Dilution
Non diluted 128
1:2 64 65 101.6
1:4 32 304 93.7
1:8 16 171 106.1

13.4 METHOD COMPARISON
The ElAgen Ferritin kit (y) was compared to another RIA commercial method
(x).
Y =2.8 +1.06X
r=0.99

13.5 SENSITIVITY
The minimal detectable concentration of Human Ferritin by this assay is
estimated to be 1.0 ng/mL.

13.6 SPECIFICITY
The cross-reactivity of antibodies, as calculated at 50% according to Abraham,
are shown in the following table:

Iso Liver Ferritin 1000 %
Iso Spleen Ferritin 80.0 %
Iso Heart Ferritin 120 %

14.0 AUTOMATION

Application protocols for the proper automation on the Adaltis microtiterstrips
analyzers (Labotech, Personal Lab and Nexgen) are available upon request at
Adaltis directly.

15.0 SUGGESTIONS FOR TROUBLESHOOTING
Adherence to assay procedure and specifications, as well as a correct use of

after addition of
substrate

- errors in performing the assay procedure (e.g. accidental pipetting
of reagents in a wrong sequence or from the wrong vial, etc.)

too low reaction
(too low ODs)

- incubation time too short, incubation temperature too low

too high reaction
(too high ODs)

- incubation time too long, incubation temperature too high
- water quality for wash buffer insufficient (low grade of deionization)
- insufficient washing (conjugates not properly removed)

unexplainable
outliers

- contamination of pipettes, tips or containers
-inconstant and insufficient washing (conjugates not properly
removed)

too high within-
run CV%

- reagents and/or strips not pre-warmed to Room Temp. prior to use
- plate washer is not washing correctly (suggestion: clean washer
head)

too high between-
run CV%

- incubation conditions not constant (time, temperature)

- controls and samples not dispensed at the same time (with the
same intervals) (check pipetting order)

- person-related variation

reagents and proper pipetting, may help to avoid the following kinds of errors.

ERROR

POSSIBLE CAUSES / SUGGESTIONS

OD very different
(+ 50%) from OD
reported on QC

- incorrect dispensing volume of reagents (suggestion: check the
correspondence between the volume dispensed by the pipette and
the one required by the assay; re-calibrate again pipettes)

- incorrect temperature or incorrect incubation time (suggestion: more
care in the incubator manteinance; note down the beginning of the
incubation)

-error in washing or in photometer reading (suggestion: check
operating or settings of respective instruments)

- contamination of Substrate or Conjugate (suggestion: use only
disposable and clean plastic containers)

Low reproducible
results

-not constant dispensing volume of samples or reagents
(suggestion: check the pipettes precision and the correspondence
between the volume dispensed by the pipette and the one required
by the assay; re-calibrate again pipettes)

-error in washing or in reading (suggestion: check operating or
settings of respective instruments)

- contamination of Substrate (suggestion: use only disposable and
clean plastic containers)

- pollution or degradation of reagents (suggestion: use appropriate
tips, disposable and clean plastic containers for reagents and high
quality distilled or equivalent water)

no colourimetric

reaction

- some reagent not pipetted
- strong contamination of Conjugate or Substrate
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Lesen Sie die komplette Gebrauchsanweisung vor Testbeginn!
SYMBOLE, DIE AUF DEN ETIKETTEN VERWENDET WERDEN:

Microplate
CONJ[HRP Conjugate
Calibrator 0
Calibrator 1
Calibrator 2
Calibrator 3
Calibrator 4
Calibrator 5
Substrate HS (TMB)
Stop Solution
Wash buffer 20X
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Nicht direktem Sonnenlicht aussetzen.

Hersteller

Achtung, Gebrauchsanweisung beachten.

In-vitro-Diagnostikum

D~ [ N
gl >k

Biogefahrdung (siehe Abschnitt 7
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1.0 VERWENDUNGSZWECK
Der Testsatz EIAgen Ferritin ist ein immunenzymometrischer Assay zur
quantitativen Bestimmung von Ferritin in humanem Serum oder Plasma.

2.0 PHYSIOLOGIE

Eine der am haufigsten auftretenden Stérungen beim Menschen ist
ein Eisenmangel und die daraus resultierende Anamie (1). Assays
fur Eisen, Eisenbindungskapazitat und andere Nachweismethoden
fur Eisenkomponenten sind klinisch relevant (2). Zu den
Eisenspeicherkomponenten im Ko&rper gehéren Hamoglobin,
Hamosiderin, Myoglobin und die Zytochrome. In den meisten
Geweben ist Ferritin das Haupteisenspeicherprotein (3).

Humanes Ferritin hat ein Molekulargewicht von ca. 450000 und
besteht aus einer kugelférmigen Proteinhulle, die einen Kern aus
Eisenkomplexen umgibt. Jedes Ferritinmolekll enthalt nicht
weniger als 4000 Eisenatome (4). Unter normalen Bedingungen
reprasentiert dies 25 % des gesamten Eisens im Korper.
Aulerdem wird Ferritin in vielen Isomeren gefunden (5). Hohe
Ferritinkonzentrationen werden im Zytoplasma des
retikuloendothelialen Systems, in der Leber, der Milz und im
Knochenmark gefunden (6). Frihere Methoden zur Messung von
Eisen in diesen Geweben sind invasiv, traumatisieren den
Patienten und haben keine ausreichende Sensitivitdat (7). Die
Messung von Ferritin in Serum ist nutzlich fir den Nachweis von
Veranderungen des Koérpereisenspeichers und ist nicht invasiv bei
relativ geringer Patientenbelastung. Serumferritinkonzentrationen
kénnen routinemalig gemessen werden und sind insbesondere
nutzlich fur eine frihe Erkennung von Eisenmangelandmie bei
scheinbar Gesunden (8, 9). Serumferritinmessungen sind
auRerdem klinisch relevant bei der Uberwachung des Eisenstatus
von Schwangeren, Blutspendern und Dialysepatienten. Hohe
Ferritinkonzentrationen kénnen auf eine Eisenlberladung ohne
Leberschaden hinweisen, wie sie im frihen Stadium von
idiopathischer Hamochromatose auftritt (10). Serumferritinkonzen-
trationen wurden auch verwendet fir klinische Konditionen, die
nicht in Beziehung zum Eisenspeicher stehen, wie Entziindungen,
chronischer Lebererkrankung und malignen Erkrankungen (11).

3.0 TESTPRINZIP

Der Test basiert auf der ELISA-Technik (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay).

Anti-Ferritin-Antikérper sind an eine Festphase gebunden, und das
Konjugat enthalt Anti-Ferritin-Antikrper, gekoppelt an Meerrettich-
peroxidase. Wahrend einer Inkubation wird das Antigen in der
Probe von beiden Antikérpern gebunden, und es wird ein
Sandwich-Komplex gebildet. Nach einer Inkubation wird der
ungebundene Uberstand aus den Kavititen gewaschen und das
Substrat zugegeben. Nach erneuter Inkubation wird die Reaktion
gestoppt, und die Extinktion wird bei 450 nm gemessen.

Die entstandene Farbintensitat ist direkt proportional zur
Konzentration des Antigens in der Probe.

4.0 KITKOMPONENTEN
4.1 MICROPLATE (Code 15PIA) MTPLATE

1 Mikrotiterplatte, 12 x 8 einzeln brechbare Wells, beschichtet mit
monoklonalen Anti-Ferritin-Antikérpern.

Lagerung bei 2-8 °C.

Offnen Sie die Packung mit den beschichteten Mikrotiterplatten erst, wenn
sie_ Raumtemperatur erreicht hat, und verschlieRen Sie sie danach sofort
wieder.

4.2 CALIBRATORS
6 Flaschchen humanes Leberferritin @ mit 0,01 % Gentamycin als
Konservierungsstoff.

Lagerung bei 2-8 °C.

Calibrator Symbol | Code Konzentration* Fiillmenge
Calibrator 0 CALO| | 15CALO | O ng/mL 3mL
Calibrator 1 CAL1] | 15CAL1 | 5 ng/mL 1.0 mL
Calibrator 2 CAL2]| | 15cAL2 | 20 ng/mL 1.0 mL
Calibrator 3 CAL3] | 15CAL3 | 100 ng/mL 1.0 mL
Calibrator 4 15CAL4 | 400 ng/mL 1.0mL
Calibrator 5 [CAL5] | 15cAL5 | 1000 ng/mL 1.0 mL

* annahernde Konzentration.

Die Kalibratoren sind gegen den 1. IS 80/602 fir humanes Leberferritin
standardisiert.
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4.3 CONJUGATE (Code 15HRP) CONJ|HRP

Konjugat; 1 Flaschchen (13 ml) enthdlt monoklonale Anti-Ferritin-Antikdrper,
gekoppelt an Meerrettich-Peroxidase (HRP).

Gebrauchsfertig.

Lagerung bei 2-8°C.

4.4 SUBSTRATE HS (LS.TMB-H202.HK) SUBS|TMB
Substrat; das Flaschchen enthalt 13 ml einer stabilisierten Mischung aus
3,3,5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) und Wasserstoffperoxid (H,0,).
Gebrauchsfertig

Lagerung bei 2-8°C.

4.5 STOP SOLUTION (LS.STOP.K) SOLNI|STOP
Stopplésung; 1 Flaschchen (13 ml) 0,3 M H,SO,4
Gebrauchsfertig

Lagerung bei 2-8°C

Das Sicherheitsdatenblatt (MSDS) ist auf Anfrage erhéltlich.

4.6 WASH BUFFER 20X (Cod. TLAVD) [WASH

Waschpufferkonzentrat; 1 Flasche (50 ml) mit konzentriertem Waschpuffer,
enthalt 50mM Phosphatpuffer, pH 7,4 und Tween20 1g/I.

Zubereitung der Waschpuffer-Gebrauchslosung: Verdiinnen Sie den Inhalt
des Waschpufferkonzentrates (50 ml) mit destilliertem Wasser auf 1000 ml.
Lagerung bei Raumtemperatur (20-27°C) bis zum auf der Packung
angegebenen Verfallsdatum

5.0 LAGERUNG NACH DEM ERSTEN OFFNEN
e Die Kitkomponenten sollten geschiitzt gegen Sonnenlicht bei 2-8 °C
gelagert werden.

6.0 ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

e Destilliertes Wasser

e Multipetten.

o Mikrotiterplatten-Reader fiir die Messung von ODs bei 450, 405 und 620
nm

Prazisionspipetten: 0,02 and 0,1 ml

Einmal-Pipettenspitzen

Saugféahiges Papier

Millimeterpapier

Kontrollseren

7.0 HINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

7.1  SICHERHEITSHINWEISE

e Alle Reagenzien dieses Kits sind ausschlieBlich fur die In-vitro-Diagnostik
bestimmt.

e Nur zur Verwendung durch Fachpersonal und entsprechend der GLP
(,Gute Laborpraxis*)

e Tragen Sie Einweg-Handschuhe und Schutzkleidung wéahrend des
Umgangs mit Proben oder Produkten auf Serumbasis.

e Die Reagenzien enthalten Proclin 3007 und Gentamycin als
Konservierungsstoffe.

e Vermeiden Sie Kontakt mit Reagenzien die Wasserstoffperoxid,
Schwefelsdure oder Konservierungsstoffe enthalten, die bei Verschlucken
toxisch sein kénnen. Nicht mit dem Mund pipettieren.

e Die Kalibratoren enthalten Humanserum. Sie wurden von der FDA als
nichtreaktiv fir HbsAg und Anti-HIV-Antikérper befunden, sollten aber
trotzdem als potentiell infektios betrachtet werden

e Beachten Sie bei der Abfallentsorgung alle lokalten und nationalen Gesetze
und Vorschriften.

7.2 TECHNISCHE VORSICHTSMASSNAHMEN

e Achten Sie auf héchste Prazision bei der Verdiinnung und beim Pipettieren
der Reagenzien.

e Verwenden Sie keine Reagenzien verschiedener Lots.

e Die Arbeitsanleitung ist genau zu beachten; eine sorgfaltige Arbeitstechnik
ist fir korrekte Ergebnisse erforderlich. Eine Anderung der
Testdurchfiihrung kann zu falschen Ergebnissen fiihren.

e Der Waschvorgang ist sehr wichtig. Unzureichendes Waschen fiihrt zu
schlechter Prazision und falsch erhdhter Extinktionsmessung.

8.0 PROBENGEWINNUNG UND -LAGERUNG

Sie koénnen in diesen Assay Serum- oder Plasmaproben einsetzen. Wenn Sie
die Proben nicht innerhalb von 5 Tagen nach der Entnahme einsetzen, lagern
Sie sie bei -20 °C.

9.0 TESTDURCHFUHRUNG

9.1 VORBEREITUNG DES TESTANSATZES

e Alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur (18-25°C) bringen und
sorgféltig mischen.

e Alle Reagenzien sollten vor der Testdurchfiihrung vorsichtig durch
Umdrehen Uber Kopf oder durch Schitteln gemischt werden. Vermeiden
Sie Schaumbildung.

e Da eine Messung in Doppelbestimmung erforderlich ist, sollten zwei Wells
fur jeden Punkt der Standardkurve (Calibrators 0-5), zwei fir jede Probe
und ein Well fir das Blank vorbereitet werden.
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9.2 PIPETTIER- UND INKUBATIONSSCHRITTE

1. 20 pl der Kalibratoren, Kontrollen und Proben in Doppelbestimmung in
die entsprechenden Kavitaten pipettieren. Lassen Sie ein Well fir das
Blank frei.

2. 100 pl Konjugat in die Wells fiir Kalibratoren und Proben pipettieren

(nicht in das Blank).

60 Minuten bei Raumtemperatur (22-28 °C) inkubieren lassen.

Dekantieren Sie den Inhalt der Wells durch Umdrehen der Platte und 3-

4-maliges festes Aufklopfen auf Absorptionspapier, um die Flussigkeit

und Luftblasen griindlich zu entfernen. Fillen Sie die Wells 2-mal mit 0,3

ml verdliinntem Waschpuffer. Dekantieren Sie jeweils den Inhalt der

Kavitaten durch Umdrehen der Platte und 3-4-maliges festes Aufklopfen

auf Absorptionspapier.

100 pl EIAgen Substrat HS in alle Kavitéaten pipettieren.

10 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren.

Pipettieren Sie 100 pl EIAgen Stoppldsung in alle Kavitaten.

Messen Sie die Extinktion innerhalb von 30 Minuten nach Zugabe der

Stopplésung auf einem Photometer fiir Mikrotiterplatten bei 450 und 405

nm bei einer Referenzwellenldnge von 620 nm. Falls dies automatisch

mdglich ist, flihren Sie einen Leerwertabgleich des Photometers durch.

»ow
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10.0 BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

10.1 QUALITATSKONTROLLE

Eine gute Laborpraxis erfordert es, dass alle Kontrollen (niedrig, mittel und
hoch) eingesetzt werden. Fiihren Sie die Qualititskontrolle entsprechend der
geltenden Richtlinien und Gesetze durch.

10.2 OD CONVERSION
Optische Dichten Uber 2,0 liegen auflerhalb des Messbereichs einiger
Mikrotiterplatten-Reader. Daher ist es notwendig, fir ODs > 2,0 eine Messung
bei 405 nm (Peak-Schulter) zusatzlich zur Messung bei 450 nm (Peak-
Wellenlange) und bei 620 nm (ReferenZfilter fiir die Subtraktion von Stérungen
durch das Plastik) durchziihren.
Fir Mikrotiterplatten-Reader, die nicht bei 3 Wellenlédngen gleichzeitig messen
kénnen, sollte man folgendermafien vorgehen:
- Messen Sie die Mikrotiterplatte bei 450 nm und 620 nm.
- Messen Sie erneut bei 405 nm und 620 nm.
- Suchen Sie die Wells mit ODs hoher als 2,0 bei 450 nm heraus.
- Multiplizieren Sie die ODs dieser Wells, die bei 405 nm gemessen wurden, mit

dem Umrechnungsfaktor 3,0:

0OD450 nm = OD405 nm X 3.0

Warnhinweis: Der Umrechnungsfaktor 3.0 ist nur ein Vorschlag. Fir eine
optimale Richtigkeit sollte der Benutzer seinen eigenen geratespezifischen
Umrechnungsfaktor berechnen.

10.3 DATENAUSWERTUNG

Automatisierte Methode

Subtrahieren Sie die OD der Blank von den ODs der Kalibatoren und
Proben.

Verwenden Sie (vorzugsweise) die 4-Parameterlogistik oder Kubic-Spline fiir
die Kurvenglattung als Kalkulationsalgorithmus

Manuelle Methode

Subtrahieren Sie die OD der Blank von den OD-Mittelwerten der Kalibatoren
und Proben.

Tragen Sie die ODs der Kalibratoren auf einer logarithmischen y-Achse
gegen die Konzentrationen auf einer logarithmischen y-Achse auf. Die
Konzentrationen fiir die Patientenproben kdnnen aus dieser Kurve abgelesen
werden.

10.4 MESSBEREICH

Die vorliegende Methode ermdglicht die Bestimmung von Ferritin in einem
Konzentrationsbereich von 5 bis 1000 ng/ml. Verwenden Sie den
Nullkalibrator fiir die Verdiinnung von Proben mit einer Konzentration > 1000
ng/ml.

11.0 ZU ERWARTENDE WERTE

Nach Mdéglichkeit sollte jedes Laboratorium seine eigenen Referenzbereiche
erstellen.

Es wurden folgende Plasma-Ferritin-Werte gefunden:

KollektivgroRe Mittelwert (ng/ml) Bereich (ng/ml)

Fertile Frauen: 50 53 6-180

Frauen in der Post- 105 8 — 350

menopause: 30

Manner: 50 175 20 - 400
12.0 GRENZEN DES VERFAHRENS

e Bis zu einer Konzentration von 50000 ng/ml Ferritin wurde mit der
vorliegenden Methode kein Hook-Effekt beobachtet.

e Es wurden keine Interferenzen mit Rheumafaktoren, Bilirubin,
Hamoglobin, Cholesterin und Triglyzeriden bei der vorliegenden Methode
beobachtet.

e Zur Erstellung der Diagnose sollte die Bestimmung von Ferritin immer nur
in Verbindung mit anderen Laborwerten und klinischen Informationen
verwendet werden.
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13.0 TESTCHARAKTERISTIKA

13.1 PRAZISION

a) Intraassay-Préazision.

Die Intraassay-Prazision wurde durch mehrfache Bestimmung von drei
verschiedenen Kontrollseren in einem Testansatz ermittelt.

Serumproben 1 2 3
Anzahl der Replikate 16 16 16
Ferritin-Mittelwert (ng/ml) 15.6 76.1 160.2
Standardabweichung 0.84 2.8 52
% CV 54 3.7 3.24

b) Interassay-Prazision.
Die Interassay-Prazision wurde mit drei verschiedenen Kontrollseren in zwei
Testansatzen ermittelt.

Serumproben 1 2 3
Anzahl der Replikate 16 16 16
Ferritin-Mittelwert (ng/ml) 15.4 78.2 165.2
Standardabweichung 0.88 3.6 6.93
CV% 5.7 4.6 4.2

13.2 WIEDERFINDUNG

Drei Patientenseren wurden bekannte Mengen von Ferritin in steigender
Konzentration zugefigt.

Die mittlere Wiederfindung im Vergleich zu vorherigen Konzentration lag bei
98.0 %.

Erwartete Gemessene Wieder-
Konzentration Konzentration | findung
(ng/ml) (ng/ml) %
PROBE 1
Ausgangskonz.: 18
50 ng/ml 68.0 65.0 95.6
100 ng/ml 118 122 103.4
200 ng/ml 218 210 96.3
PROBE 2
Ausgangskonz.: 128
50 ng/ml 178 169 94.9
100 ng/ml 228 234 102.6
200 ng/ml 328 317 96.6
PROBE 3
Ausgangskonz.: 8.7
12.5 ng/ml 21.2 224 106.2
25 ng/ml 33.7 31.8 944
50 ng/ml 58.7 56.4 96.1
100 ng/ml 108.7 105.9 97.4

13.3 LINEARITAT - VERDUNNUNG
Zwei Patientenproben wurden seriell mit Nullstandard verdiinnt. Die mittlere
Wiederfindung lag bei 103, 5 %.

Erwartete Gemessene
Konzentration Konzentration Wieder-
(ng/ml) (ng/ml) findung%
Probe 1
Verdiinnung
Unverdiinnt 86
1:2 43.0 45.1 105.4
1:4 215 22.1 102.8
1:8 10.75 124 107.9
Probe 2
Verdiinnung
Unverdiinnt 128
1:2 64 65 101.6
1:4 32 304 93.7
1:8 16 171 106.1

13.1 METHODENVERGLEICH
Der ElAgen Ferritin-Assay (y) wurde mit einem kommerziellen RIA (x)
verglichen:
Y =2,8 +1,06X
r=0,99

13.1 SENSITIVITAT
Die untere Nachweisgrenze dieses Assays flir humanes Ferritin liegt bei ca. 1,0
ng/ml.

13.1 SPEZIFITAT
Folgende Materialien wurden auf ihre Kreuzreaktion im ElIAgen Ferritin-Assay
getestet (Berechnung nach Abraham):

Iso Leber-Ferritin 1000 %
Iso Milz-Ferritin 80.0 %
Iso Herz Ferritin 120 %
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14.0 AUTOMATISIERUNG

Testprotokolle fir die Automatisierung auf Mikrotiterplatten-Analysengeraten
von Adaltis (Labotech, PersonalLAB und Nexgen) sind auf Anfrage direkt bei

Adaltis erhaltlich.

15.0 “ TROUBLESHOOTING” (PROBLEMLOSUNGEN)

Wenn Sie sowohl die Angaben in der Gebrauchsanweisungen fir die
Testdurchfiihrung und deren Spezifikationen beachten, als auch sorgfaltig
mit den Reagenzien umgehen und pipettieren, kdnnen Sie die folgende

Fehler vermeiden.

Problem

Mégliche Ursachen/Ldsungsvorschlage

ODs weichen stark (x
50 %) von den im QC-
Zertifikat angegebenen
ab

falsches Pipettiervolumen fiir Reagenzien
(Vorschlag: Vergleichen Sie das pipettierte
Volumen mit dem fir den Assay bendtigten;
rekalibrieren Sie die Pipetten)

falsche  Temperatur oder Inkubationszeit
(Vorschlag: mehr Sorgfalt bei der Wartung des
Inkubators; notieren Sie den Beginn der
Inkubation)

Fehler beim Waschen oder bei der
Photometermessung (Vorschlag: Uberpriifen Sie
die Funktion und Einstellungen des
entsprechenden Gerates)
Kontamination des Substrates
Verwenden Sie nur saubere
Plastikbehalter)

(Vorschlag:
Einweg-

Geringe
Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse

Verunreinigung oder vorzeitiger Verfall von
Reagenzien  (Vorschlag: Verwenden Sie
geeignete Spitzen, saubere Einweg-
Plastikbehalter fur die Reagenzien und
destilliertes Wasser von guter Qualitét)

Keine Farbentwicklung
nach  Zugabe des
Substrates

Reagenz nicht pipettiert

starke Kontamination des Konjugates oder
Substrates

Fehler bei der Testdurchfihrung (z.B.
versehentliches Pipettieren der Reagenzien in
falscher Reihenfolge oder aus einem falschen
Flaschchen etc.)

Zu geringe Reaktion
(zu niedrige ODs

falsches Konjugat (z.B. aus einem anderen Kit)
versehentliche Kontamination/vorzeitiger Verfall
des Konjugates

Zu starke Reaktion
(zu hohe ODs)

Inkubationszeit zu lang, Inkubationstemperatur
zu hoch

Wasserqualitdt fur den Waschpuffer nicht
ausreichend (niedriger Grad an Deionisation)
ungeeignetes  Waschen  (Konjugat  nicht
griindlich entfernt)

Nicht
Ausreiller

erklarbare

Kontamination von Pipetten, Spitzen oder
Behaltern
ungeeignetes  Waschen  (Konjugat nicht

grindlich entfernt)

Zu hohe Intraassay
% CV

Reagenzien und/oder Streifen nicht vor
Gebrauch auf Raumtemperatur vorgewarmt.
Plattenwasher wascht nicht korrekt (Vorschlag:
Waschkopf reinigen)

Zu hohe Interassay
% CV

Inkubationsbedingungen nicht konstant (Zeit,
Temperatur)

Kontrollen und Proben nicht zu selben Zeit
pipettiert (im selben Zeitabstand)

Priifen Sie die Pipettierreihenfolge)
personenabhéngige Variation
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1.0 NMPOOPIZOMENH XPHZH

To kit EIAgen Ferritin gival pia XpwpOPETPIKR avoooeviupikr péBodog yia Tov
TT000TIKO TTPOadIopIcUd TNG CUYKEVTPpWONG Thg Peppitivng oTov avBpwITivo
0op0 Kal To TTAGoa.

2.0 MEPIAHWH KAI ENE=HIH:IH THZ EEETAZEQX

Mia amé TG ™o diodedopéveg dlaTapaxég Tou avBpwTTou eival n dIATPOPIKA
QVETTAPKEIQ TOU O10Pou Kai n TrpokUTITouca avaiyia (1). Or avaAUoElg yia To
aidnpo, TNV oAIKr IKavOeTNTa SéoUEUONG TOU OIBAPOU Kal GAAEG aglohoynaEIg yia
TIG EVWOEIG TOU OISAPOU OTO OWHA €ival KAIVIKG OnUavTikéG (2). ZTig o1dnpo-
QATTOONKEUTIKEG  EVWIOEIG OTO OWMa  TrepIAauBAavovial n  aigoo@aipivn, n
aigoaidnpivn, n HUOCQAIPIVR Kal T KUTOXPWHATA. XTOUG TTEPIOCOOTEPOUG
10T0UG, n ®Peppitivn €ival n Kopia o1dNPO-OTTOBNKEUTIKA TTpwTeivn (3). H
avBpwrivn Peppitivn €xel oplakd Bdapog Trepitrou 450.000 kai atroTeAeiTal atrd
éva TTIPWTEIVIKO TTEPIBANUA yUpw omé €va Tupfva o1drpou. Ka&Be poépio
Deppitivng evdéxeTal va TrepiExel £wg kal 4.000 dropa oidfpou (4). Yo
@UOIOAOYIKEG OUVONAKEG aUTO UTTOPEI va avTITTPOoWTTEUEl £WG Kal To 25% Tou
OUVOAIKOU OI1BrpPoU TTou UTTAPXEl oTo owpa. EmmmAéov, n ®eppitivn atravrdral
o€ TTOAAG 1oopepn (5). YwnAég ouykevipwaelg Tng Peppitivng aTTavTwvTal aTo
KUTTaPOTTAQO A Tou SIKTUOEVO0BNAIOKOU CUCTANATOG, GTO ATTAP, TO GTTARVA KAl
TO JUEAS TwV 00TWV (6). O1 uéBodol TTou XPNCIPOTIOIOUVTAV GTO TTAPEABOV yia
va PETPOUV TO GidNPo o€ auToUg Toug 1I0ToUG ATV ETTEPRATIKEG, TPAUNATI(OVTOG
Tov 00Bevr) Kal Xwpig va €xouv €TTapkr euaioBnoia (7). H pérpnon tng
PeppiTivng oTOV 0pd XPNOIPEVUE! YIa TOV TIPOODIOPIOHO TWV PETABOAWY OTNV
aTtmoBniKeUon Tou OIBAPOU OTO CWHA, EVW Eival PN ETTEURATIKI KAl UE MIA OXETIKA
HIKPr) evoxAnon Tou aoBevoug. Ta emimeda NG Peppitivng Tou opol PTTopolv
va pETPOUVTal O€ KaBnuepivy Baon kai gival 1I010ITEPA XPAOIKA Yia TOV TIPWIKO
EVTOTTIONO TNG OIBNPOTTEVIKAG AVAIMIAG OE QaIVOPEVIKA uyi droua (8, 9). O1
petprioeig NG Peppitivng Tou opol  €xouv KAIVIKR onupacia  yia v
TTapakoAoUBnon TNG KATAGTAONG TOU GIBAPOU OTIG EYKUOUG, TOUG aINOOOTEG Kal
TOUG 00BevEiG VEPPIKAG alpokdBapong. Ta uywnAa emimeda Peppitivng UTTOPET
va arroTeAolv €vdeign yia peydAa @opTia o1drfpou Xwpig OHWG ENPAvA NTTATIKA
BAGBN, 6TTwg pTTopEi va TrapatnenBei  kaTd Ta TTPpWIYa oTadia TG 1I510TTaboUg
aiyoxpwpdtwong (10). Ta emimeda g Peppitivng oTov  opd  €xouv
XpnoigotroinBei  €tmiong yia TNV agloAdynon KAIVIKWV ouvBnkwv Trou 8¢
oxetifovial e TNV OTTOBRAKEUGN TOU OIBAPOU, TTEPIAUBAVOUEVWY  TWV
@AEyHOVWY, TNG XPOVIOG NTTATIKAG VOOOU Kal Twv kakonBeiwv (11).

3.0 APXH THZ AOKIMAZIAZ

To it EIAgen Ferritin BagiCetal otnv Tautdxpovn déopeucn NG avBpwImivng
PeppiTivng 06 SUO HOVOKAWVIKG QVTICWHOTA: TO £€va AKIVATOTIOINKEVO OF
TIAGKEG  MIKPOPPEQTIWV Kal TO GANO OUQEUypéVO PE UTTEPOEEIDAON XPEVOu
(HPR).

Merd v emwaon o  OlOXWPIOPOG  Tou  deopeupévou/eAelBepou
TTpayyaroTroleital e €va atmAd TAUCINO OTepeds @dong. To €viupo OTO
Oeapeupévo kKAdopa avmidpd pe 1o Yméotpwua (TMB) avamtiooovtag éva
UTTAE Xpwua Tou aAAGdel og KiTpIvO pe TNV TIPocBrkn Tou JlaAlpaTog
Mavtong (H2S04).

H ouykévipwon Peppitivng oTo deiypda uttohoyiGetal pe Bdon pia oeipd
BaBuovounTwyv.

H évraon Tou XpwuaTog gival avahoyn Tpog Tn cuykévipwon Peppitivng oto
Oeiypa.

4.0 XIYITATIKATOY KIT
4.1  MIKPOMAAKA (kwdik6g 15PIA) MTPLATE]
1 pIKPOTTAGKA pE 12 X 8 BIACTTACINA QPEATIO ETTIKAAUPMEVA PJE MOVOKAWVIKGA

avriowpata avT-Oeppitivng.
PuldooeTal oToug 2-8°C.

4.2 AIAAYMATA BAOMONOMHZIHZ

6 @iaAidia TTou TrEPIEKoUV DePPITiV AVBPWTTIVOU ATIOTOG ME YEVTAUIKIVI WG
ouVTNENTIKG, CUYKEVTPWOEwS 0,01%.

Avoitte Tn ouokeuaoia Twv ETMKAAUPUEVWY UIKPOTTAOKWY pévov  étav
amokTAoel Tn Beppokpagia TePIBAAAOVTOG Kal KAEIOTE TN aUECWG UETE TN
Xxpnon.

PuldooeTal oToug 2-8°C.

AiGAuvpa . . . . p
BaBpovéunone ZUpBolo | Kwdikég | Tuykévipwaon Oykog
AidAupa 0 ng/mL 3 mL
BaBuovéunong | |CALO 15CALO

0

AidAupa 5 ng/mL 1.0 mL
BaBpovéunong | [CAL1 15CAL1

1

AiGAupa 20 ng/mL 1.0 mL
BaBuovounong | |CAL2 15CAL2

2

AidAupa 100 ng/mL 1.0 mL
BaBpovéunong | [CAL3 15CAL3

3

AidAupa 400 ng/mL 1.0 mL
BaBpovéunong | |CAL4 15CAL4

4

AiGAupa 1000 ng/mL 1.0 mL
BaBuovounong | |CALS 15CAL5

5

* gUYKEVTPWON KATA TTPOCEYYION.

O1 BaBuovountég éxouv BabuovounBei katd 1O 1 IS Ferritin Human Liver
80/602 Tou MOY.
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4.3 IYZEYIMA (xwdikég 15HRP) CONJ[HRP
1 @iaAidio TTou Trepiéxel 13 ml pOVOKAWVIKOU avTIowuaTog avT-Peppitivng,
ouleuypévo pe utrepogeiddon xpévou (HRP).
‘EToI1u0 TTPOG XpAOoN.

PuAdooeTtal aToug 2-8°C.

4.4 YMNOXTPQMA HS (LS.TMB-H202.HK) SUBS|TMB
1 @ioAidio Tou TrepiExel 13 ml ammd éva oTabepotroinuévo peiypua Tou TMB
0,25g/1 (3,3,5,5-TerpapeburBevqidivn) kai Tou HyO, (utrepogeidio ToU
udpoydvou).

‘ETOIJO TTPOG XPAON.
PuAdooeTal oToug 2-8°C.

4.5 AIAAYMA MAYZHX (LS.STOP.K) SOLN|STOP
1 @iahidio Trou Trepiéxel 13 ml H,SO,40,3 M.
‘ETOIlO TTPOG XPAoN.
PuAdooeTal oToug 2-8°C.
To MSDS diariBerarl kaToTIV QITAOEWS TOU TTPOCWITIKOU TOU £pYa0TNPioU

4.6 PYOMIZTIKO AIAAYMA TMAYZHX 20X (kwd. TLAVD)

WASH

1 @idAn Tou TrepiExel 50 ml TrUKvoU puBuIoTIKOU JiaAUuaTog TTAUONG UE
PUBHIOTIKG BIdAUPa PwWaPopikwv 50mM pH 7,4 kai Tween20 1g/l.
MNpoeToipacia Tou diaAUpaTog epyaaiag yia PuBuioTiké AidAupa MAGong:
APQIWOTE MPE OTTECTAYMEVO VEPO TO TIEPIEXOMEVO TOU TTUKVOU PUBMIOTIKOU
diaApatog AUong (50 ml) éwg Ta 1000 ml.

®YAAZH ¢uhdooetal ot Beppokpaocia dwpatiou (20-27°C). TMapapével
avaAAoiwTo péxpl TNV nuepounvia ARgewsg.

5.0 ®YAAZH KAI ZTAGEPOTHTA META TO NMPQTO ANOIrMA
e Ta ouoTaTikd Tou KIT TIPETTEl Vo QUAdOaovTal aToug 2-8°C Kkal TIPETTEl va
TPooTaTEUOVTAI OTTO TO WG TOu AAIOU.

6.0 YAIKA KAl EZOMNAIZMOX TMOY ANAITOYNTAI AAAA AEN
MAPEXONTAI

e AmeaTaypévo vepo

e Autéparol Siavopeig.

2UOKeEUN avayvwong PIKpoTTAdkag ikavr) va petpd Tig O.T1. ata 450, 405 kai

620 nm

Mréreg akpifeiag: 0,02 kai 0,1 ml

AvoAWoIPa pUyXN TITTETWV

ATtToppOoPNTIKG XaPTi

XapTi ypa@IKWy TTAPaoTACEWY

Opodg papTupag

7.0 MNPOEIAONOIHZEIZ KAI MPO®YAAZEIZ

71 NMPO®YAAZEIZ AZOAAEIAZ

e Ta avmidpacTApIa wg ouvtnENTIKE TTEPIEXoUV Proclin 3007 kai [evrapikivn.

o ATOQUYETE TNV ETTAQN HPE QVTIOPACTAPIO TTOU TTEPIEXOUV UTTEPOEEIDIO TOU
udpoyodvou, Belikd 0&U Kal ouvTNENTIKA Ta OTToia UTTOPE va gival Togika av
kataroBoUv. Mnv avappo@dTe Ue TO OTOMA.

o O1 BaBuovountég mepiéxouv opd avBpwtrou. ATré Tov FDA dev éxel BpeBei
va avtidpolv yia HbsAg kai avriowpata anti-HIV. Qotdéoo, Ta Tpoidvra
QUTG TTPETTEN Va XEIpiCovTal wg duvNTIKA ETTIKIVOUVa.

e AkoAouBroTe 6Aoug Toug TOTTIKOUG, TTOAITEIOKOUG Kal £BVIKOUG Kavoviopoug
yia Tn d1d6eon Twv aroBARTWY.

7.2 TEXNIKEZ MPO®YAAZEIX

e Orav apaiwvete kal dlavéPeTe Ta avridpaoTrpia, TNPAROTE 600 Yivetal Tn
ueyaAUTepn duvaTtdv akpifeia.

e Mn xpnoiyoTToIEiTe AVTIOPATTAPIA TTOU AVAKOUV € OIAPOPETIKEG TTAPTIOEG.

o AgiémoTa Kal emavoAfyIua aTroTEAéoPaTa UTTOPOUV VA UTTGPXOUV OTav Tn
diadikaaia TNG avaAuong TNV TTPAYUATOTIOIEITE EXOVTAG KATAVONGEl TIANPWG TIG
odnyieg Tou €évBeTOU TNG OUOKEUOOIAG Kal WE TTPOCHAWON OTn OWGTH
£PYOOTNPIAK TTPAKTIKH.

e H diadikacia Tng TAUONG eival Kpioiun. AVeETTapkEG TTAUCIMO €XEl WG
QATTOTEAECHA  QVETTAPKN OKPIBEIa Kal €0QOAUEVWG augnuéveg €evOEigelg
amoppoPnong.

8.0 ZYAAOIH KAI ®YAA=H AEIFMATOZ
O mpoadiopiopdg NG Peppitivng pTTopei va £pBel €1 TTEPAG eiTe 0€ TTAGOHA EiTE
oe opd. Av n Oiavopry dev TTPAYHATOTIOINDEI €VTOG TTEVTE NUEPWYV OTTO TN
OUYKEVTPWOT, QUAGETE TO Beiypa oToug -20°C.

9.0 AIAAIKAZIA ANAAYZHZ

9.1 NPOETOIMAZIA A THN ANAAYZH

e [1poTOU XPNOIYOTTOIOETE OTTOIOBNATIOTE AVTIOPACTAPIO APACTE TO va EpBel
o¢ Beppokpaocia dwyartiou (18-25 °C).

e OAa 10 avTIdpaACTAPIO TIPIV TN XPACNH TIPETTEI va avaplyviovTal JE AT
avakivnon i epioTpo@r). Mn dnuioupyeite appo.

e A6 TN OTIyur) TTOU N av@Aucn €ival aTTapaitnTo va yivel €1 JITTAoUV, TTPETTEN
yla k&g onueio TG TumkAG KapTUAnG (BaBuovountég 0-5) va
TIPOETOINAOTOUV dUO PPEATIA, dUO PPEGTIA yia KGBe Aciyua kai éva yia To
TuA6.
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9 2 AIANOMH ME NINETEZ KAl BHMATA ENQAZHZ
Alavépete 20 pl ékaoTou BaBuovounTth kai deiypatog €1G dITTAOUY,
APrVOVTAG £Va PPEATIO GOEIO VIO TO TUPADS.

B. Aiavépere 100 pl Tou oOulelypatog péoa  OTA  @PEATIA  TWV
BaBuovounTwy kal Tou deiyyatog. Mnv TpooBéTeTe GUCEUyUa YECT GTO
@peATIO Tou TugAoU.

C. EmwdorTe yia 1 h atoug +22-28°C (Bepuokpacio dwparTiou).

D. Aq@aipéoTe TO Peiyua Twv avTidpacTnpiwy, HETd TTAUVETE KGO PpedTIO
xopnywvtag 0,3 ml apaiwpévou pubuIoTIKOU BIGAUPATOG TTAUCNG.
MAUveTE BUO POPEG WATE va aPAIPECETE TTARPWG TO UYPO.

Ailavépere: 100 pl YTooTpwpatog o€ KGOe QpedTio.

F. EmwdoTte 10 Aemtd oto okoTddl ot Bepupokpacia dwpuariou (22-
28°C).

G. Aiavépere: 100 pl AlaAUpaTtog MNavong o€ kGBe PPEeATIO.

H.  AiaBdoTe TNV OoTITIKA TTUKVOTNTA, £vTdG 30 min oTa 450 kai 405 nm pe
TO QiIATPO avapopdg pubuiopévo ota 620 nm. Av gival EQIKTO KAVTE TO
QUTOPATWG, pPuUBpifovTag TN OUOKEUR avdyvwong oTo  pndév
XPNOIMOTIOIWVTAG TO TUPAS.

10.0 YMOAOrIZMOZ AMOTEAEZMATQN

10.1 MOIOTIKOZ EAEMXOz

H owoTA epyaoTnpIoKA TTPOKTIKA aTTaitei va ekTEAOUVTAl OAOI OI HAPTUPEG
(xapnAoi, pecaiol kai uynAoi). Tla vo KOTAPTIOETE TIG WECEG TIPEG KOl TO
ATTOdEKTA OPIa TIHWV WOTE va JIaCQAAICETE TN OWOTH OaTTGd00N, TIPETTEl VA
QavaAUOETE éva OTATIOTIKE ONUAVTIKO apIBP6 pHopTUpWV.

10.2 METATPOIMH ONT. MYKN. (On)

O1 ommikég TTUkvOTNTEG (OD) Opiopévwy diaAupdtwy Babuovéunong kai
delypdTwy ptropei va eival uwnAdTepeg amd 2,0 oTnv oTToia TTEPITITWON
uTTOpEi va BpiokovTal EKTOG TOU EUPOUG PETPNONG TNG OUCKEUAG avayvwong
HIKpoTTAGKag. Ma 1o Adyo auto eival atrapaitnto, ol Ol TTou gival upnAdTEPES
amé 2,0 va diaBdalovtal ota 405 nm (= pAKoG KUPATOG TOU WHUOU KOPU®PAG)
pagi pe Ta 450 nm (uAKog KUPATOG KOpU®PAG) Kal 620 (@iATpo avagpopdg yia
TNV a@aipean TnG TTApePBOARG Adyw Tou TTACTIKOU).

Y€ OUOKEUEG avAyvwong MIKPOTTAGKWY TTou Oev eival ag Béon va diaBadouv
TauTOXPOVa TNV TIAGKa OTa 3 pAKN KUOPOTOG, 00G OUpBouAeUoupe va
TTPOXWPAOETE OTIWG TTAPAKATW:

- AlaBdaoTe TN pikpotrAdka ota 450 nm kai Ta 620 nm.

- AlaBdaoTe TGN TV TTAGKa oTa 405 nm kai 620 nm.

- Bpeite Ta @pedTia Twv omroiwv o1 Ol ota 450 nm gival peyaAutepeg amd 2,0
- EmAégTe Tig avtioToixeg OMN diaBdoTe ota 405 nm TTOAAATTAQGIGOTE TIG TIHEG
autég ata 405 nm ei T0 ouvTeAeaTh petatpotig 3,0 (dmou Ol 450/0MM 405
= 3,0), To omroio givai: Of1 450 nm = Of1 405 nm x 3,0

Mpoeidomoinon: O cuvreAeotAg petatpomng 3,0 amAwg mpoteiveral. Ma
HeyaAuTepn akpifeia, 0 XpAoTnG OUPBOUAEUETAI VO UTTOAOYIOEI TO OUVTEAEDTH
METATPOTIAG TTOU Eival €18IKOG YIa TN BIKF) TOU CUOKEUH avAyvwong.

10.3 ANAIQrH AEAOMENQN - AYTOMATOMNOIHMENH ME©OOAOZ
Agaipéote TV OMN Tou TugAou améd Tig Of Tou PabpovounTr Kai Tou
Seiyparog

XpnoiyoTroINoTe TIG 4 AOYIOTIKEG TTAPAPETPOUG - TTOU TTPOTIYoUvTal - 1) TNV
opaAn Aeitoupyia KUBIKAG €50uGAUVONG WG UTTOAOYIOTIKO aAy6pIBuo.

10.4 ANAIQrH AEAOMENQN - XEIPOKINHTH MEGOAOX

e Agaipéote TV Ol Tou TugAou amd Tig O Tou BabuovounTth Kai Tou
Oeiyparog

e YmoAoyioTe Tn péon O yia k&Be anueio TNG TUTTIKAG KAUTTUANG Kal K&Be
Seiyparog.

e IxedidoTe ot JIAOYapIBUIKG XapTi TIG TIHEG Twv Badpovountwv Tng
DeppITivng KaI PETE TTPOEKTEIVETE TNV €UBEIQ ypaupr.

e AloBaoTe TIG aVTIOTOIXEG OUYKEVTPWOEIG PePPITiVNG TWV HapTUpwV Kal
Twv SElyHATWY

10.5 EYPOZ METPHZHZ

H Ttapoloa pébodog emTpéTel TOV  TIPOCDIOPIOUO  GUYKEVTPUWOEWYV
Deppitivng ammd 5 ng/ml €wg 1.000 ng/ml. Ta va apaiwoeTe deiypata TTou
€xouv ouykevipwaelg > 1.000 ng/ml xpnaoipotroifoTe 1o BabuovounTr) undév.

11.0 ANAMENOMENEZ TIMEZ

KdBe epyaoTtipio TIpETTEl va KATAPTIOEI TO BIKO TOU €UPOG TIWV PE BAon Tov
TTANBUO PO TWV ACBEVWV.

O1 ipég PeppiTivng oTo TTAGOUA TTEPIAAUBAVOVTAI OTA TIAPAKATW EUPN TIMWV:

ApIBpo6g aaBeviov Méon miun (ng/mL) | EOpog TIHWV
(ng/mL)
luvaikeg o€ yoviun 1epiodo:50 53 6-180
luvaikeg ot peTa- 105 8 — 350
gypnvomauon: 30
Avopeg 50 175 20 - 400
12.0 MEPIOPIZMOI THZ MEGOAOY

e Me Tnv Tapouoca péBodo dev TTapaTnprdnke kavéva “hook effect” éwg Ta
50.000 ng/ml ®eppiTivng.

e Me Tnv TapoUoa péBodo dev TTapaTnErBNKe Kapia TTapePBOAr ammd Toug
peuparoeldeig  TTaPAyovTeG, Tn  XOAepuBpivn, Tnv aigoo@aipivn, TN
XoAnoTepivn, Ta TPIYAUKEPIdIA.

e [ia JdiayvwoTikoUg OKOTTOUG Ta aTToTEAéOPOTA TTOU TIAPONnKav peE TNV
€EETAON QUTH TIPETTEI VO XPNOIMOTIOIOUVTal HOVO WG TIPOCBETO OTOIXEID Hadi
e GAAa Oedopéva (TTX. CUUTITWMATO, OTToTEAéoUaTa GAwV eCeTATEWY,
KAIVIKEG EVIUTTWOEIG) TToU dIaTiBevTal aToV 1aTPO.
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13.0 XAPAKTHPIZTIKA AMOAOZHZ

13.1 AKPIBEIA

a)AkpiBela evTog Tou idlou KUKAOU.
H akpiBeia evidg Tou idlou KUkKAou agloAoyrbnke pe emavoAappavopevoug
TIPOCdIoPIoUOUG Ot TPEIG DIAPOPETIKOUG 0poUG PAPTUPEG TTOU avaAuBnkav ot
Jia av@Auon. H diakuuavan eviog Tou idlou KUKAOU avapEPETAl TITAPAKATW:

Agiypa opol 1 2 3
ApiBudg eTTavaAfpewy 16 16 16
Méon mprp  Peppitivng 15.6 76.1 160.2
(ng/mL)

TutmikA ATtokAion 0.84 2.8 5.2
%CV 54 3.7 3.24

B) AkpiBela peTagld KUKAwv.
H akpifeia petagld KUKAwv agloAoynBnke pe TPEIG BIAPOPETIKOUG OPOUG
udpTUupeg TTOU avaAuBnkav oe dUo dlagopeTikéG avaAuoelg. H diakupavon
HETAEU TWV KUKAWY aVOQEPETAI TTAPAKATW:

Aciypa opol 1 2 3
ApiBudg eTTavaAfpewy 16 16 16
Méon Ty Peppitivng 15.4 78.2 165.2
(ng/mL)

TutmikA ATTokAion 0.88 3.6 6.93
CV% 5.7 4.6 4.2
13.2 ANAKTHZH

e OUo aoBeveigc 86ONkav yvwoTég ToooTNTEG PeppiTivng, augavopevng

TToooTNTAG.

H péon mipr avdktnong oe GUYKPION TIPOG TIG TTPONYOUHEVEG OUYKEVTPWOEIG

Arav 98,0 %.

Avapevopevn Mapartnpoupevn
ZUYKEVTPWON ZUYKEVTPWON
(ng/ml) (ng/ml) Avdktnon %
Aciypa 1
MpooTBépevn  M.:
18
50 ng/ml 68.0 65.0 95.6
100 ng/ml 118 122 103.4
200 ng/ml 218 210 96.3
Aciypa 2
MpooTmiBépevn  M.:
128
50 ng/ml 178 169 94.9
100 ng/ml 228 234 102.6
200 ng/ml 328 317 96.6
Aciypa 3
MpoomiBépevn  M.:
8.7
12,5 ng/ml 21.2 224 106.2
25 ng/ml 337 31.8 944
50 ng/ml 58.7 56.4 96.1
100 ng/ml 108.7 105.9 97.4
13.3 AMMIKOTHTA

Mo N peAETN ypappIkOTNTAG, dUo deiypaTa acBevwv apaiwbnkav Katé oeipa
pe 10 BaBuovountnh pndév. H péon nipr) avéktnong frav 103,5 %.

Avapevopevn MaparnpoUpevn
TuykévTpwon Zuykévipwon Avapevopev
(ng/mL) (ng/mL) n%
Aciypa 1
Apaiwon
Mn apaiwpévo 86
1:2 43.0 451 105.4
1:4 215 221 102.8
1:8 10.75 12.4 107.9
Acgiypa 2
Apaiwon
Mn apaiwpévo 128
1:2 64 65 101.6
1:4 32 30.4 93.7
1:8 16 171 106.1

13.4 ZYITKPIZH MEOOAOY

To it EIAgen Ferritin (y) ouykpiBnke pe pia GAAn eptropikr péBodo RIA (x).

Y =2,8+1,06X
r=0,99

13.5 EYAIZOHZIA

H eAdxiotn avixveloiun ouykévipwon tng AvBpwtivng Peppitivng amd v
avaAuon autr utrohoyigeTar 6T givar 1,0 ng/mL.
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13.6 EIAIKOTHTA
H diaoTaupolpevn avTidpacTIKOTNTA TwV avTIOwWUATwY, 6TTWG uTroAoyileTal
oto 50% oUpewva pe Tov Abraham, Trapouadidfovial OTOV TTAPAKATW

TTivaka:

Iso ®eppitivn ‘H1artog
Iso Peppitivn ZTTANVOG
Iso ®eppitivn Kapdidg

100.0 %
800 %
120 %

14.0 AYTOMATIZMOZX

Ta TTPWTOKOAAG €QAPUOYAG YIO TO OWOTO QUTOUATIONO OTOUG OVOAUTEG
Taviwv pikpoTiTAwv Adaltis (Labotech, Personal Lab kai Nexgen) diatiBevrai
peTd a1éd ameuBeiag rapayyeAia otnv Adaltis.

15.0

ZYZTAZEIZ A THN ANTIMETQMIZH NMPOBAHMATQN

H mmpook6AAnon otn diadikacia Kal TIG TTpodiaypagEg TNG dOKINATiag, OTTwg
€TiIONG N OWAOTA XPACN Twv avTidpaoTnpiwy Kai n KatdAANAn diavour Pe Tig
TTTETEG, iIOWG BoNBACOUV GTNV ATTOPUYH TWV TTAPOKATW EIDWV TPAAPATWY:

ZOAAMA

MIGANA AITIA/ZYZTAZEIZ

H On eivar oAU
SIapopETIKNA (*
50%) até Tnv Onn

- diavopry AavBaopévwy Oykwv avTidpaoTnpiwv (cuoTaon: eAéyETe
TNV avTioTolxia JETAgU TOU XOPNYOUHEVOU OTTO TNV THTTETA GYKOU Kal
auToU TTou aTraiTei n dokiyacia. BaBuovounoTe ek vEOU TIG TTITTETEG)

- h\avBaopévn Beppokpacia 1 AavBoaopévog  XPOvVog  ETTWAONG
(ouoTaon: TePICOATEPN TTPOCOXT OTN CUVIAPNON TOU ETTWACTAP.
ZNUEIWOTE TO XPOVO Evapgng TNG ETTWAONG)

ToU  ava@épetal | - o@dApa oto TAUCIHO 1) TN PETPNON TOU QOACUATOPWTOPETPOU
oT1o QC (ouoTaon: eAéyETe TN Aerroupyia 1 TIG pUBUICEIG Twv AVTICTOIXWV
opyavwy)
- géAuvon Tou YmooTpwpartog f Tou Zulelydatog (oUoTaon:
XPnoiyoTTolEiTe Yévo Kabapd, TTAaaTIKG doxeia piag xpong)
- un oTaBepry diavopr) GykKwv Tou BeiydaTtog f Twv avridpaoTnpiwy
(ouoTaon: eAéyETe TNV aKPiBEIO Twv TITTETWV Kal TNV AvVTIOTOIXid
HETAEU TOU Xopnyoupevou amd TNV TITTETA OyKOU Kal auTolU TTou
ataiTei n Sokipaacio. BaBuovouRoTe ek VEOU TIG TIITTETEG)
XapnAi - o@dApa oTto TTAUCIPO 1) T péTpnon (cuoTaon: eAéyETe TN Aeitoupyia
. 1 TIG PUBUICEIG TWV QVTIOTOIXWV OPYAVWV)
eTavOANYIPOTNTA . . 3 . . .
AmOTEAEOPETWY - po)\uvqn TOU Ynomgwumog ’(cuowon. XPNOIUOTIOIEITE  POVO
KaBapd, TTAaoTIKG doxeia piag xpriong)
- péAuvon 1 amoikodounon Twv avTidpacTnpiwv (cUoTaon: yia Ta
avTIdPACTAPIO  XPNOIYOTIOIEITE  KATAAANAa  akpo@uala, Kabapd
TAQOTIKG Soxeia pIag XPAong Kai uwnAng TroidtnTag ) dAAo
1003UVapO VEPO)
Xwpig - KATT0I0 aVTIOPACTHPIO deV XOpnynBnKe
XPWHOUETPIKA - uynAf poéAuvon Tou ZuleUypaTog i Tou YTTOOTPWHATOG
avTidpaon - o@ahyata otnv emTéAeon Tng diadikaciag Tng Sokipaaiag (TTx.
META v | Tuxaia Siavoun Twv avTidpacTnpiwy PE TNV TITTETA 0 AavBaouévn
TpoaBrikn Tou aAAnAouyia fi a1ré T0 AGBOG PIaAIdIO, KATT.)
UTTOOTPWHGTOG
TTOAU XapnAf | - TOAO olviopog Xpdvog €mmwaong, TOAU XopnAn Bepuokpacia
avridpaon (oAU |  emwaong
XaupnAég OM)
-TTOAU  peydhog XpOvog €TTWaoNG, TOAU uynArf  Beppokpaacia
TTOAU uynAf £TTWOONG
avtidpaan (oAU | - avetrapknig ToIdTNTA vePoU yia To puBpIoTIKG &/pa TTAUONG (XaUNAGS
uynAég OMM) Babudg atmmoviopou)
- QVETTapkEG TTAUCIPO (Ta oulelypaTta Sev arodakpUvenkav owaTd)
aveEriynTee - HOAUVON THITTETWYV, AKPOPUTIWV I doXEiwV
: . -00T00ég  Kal  aveTmapkéG  TAUOIMO  (Ta oulelydata  dev
aKPOiEG TIPEG

QTTOPaKPUVONKAY owoTd)

n CV% eival oAU
uynAr €viég TOU
KUKAOU

-T1a  avmidpaoTrpia  f/kal o Talvieg Odev  TTpoBepudvenkav o€
O¢eppokpaaia Aw. TIPIV atré Tn Xpron

- 70 TTAUVTAPIO TTAOKWYV dev TTAévEl CwoTd (oUaTaon: KabapioTe TNV
KEQOAAI TOu TTAUVTNpiou)

n CV% eival oAU
uynAf HeTagU
KUKAWV

- 01 OUVBrKeG eTTWaON dev gival oTaBEPEG (XPOVol, Beppokpaaia)

- Ol pAPTUPEG Kai Ta deiypaTta dev SiavéuovTal Tautdxpova (Pe Ta idia
SiaoTApaTa) (eAEyETe TN oEIpd SIAVOPNG PE TNV TTITTETA)

- SlOKUPOVON TTOU OXETICETAI UE TOV AVEPWITIVO TTapdyovTa
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1.0 FINALITA’ D’USO

Il kit EIAgen Ferritin € un metodo immunoenzimatico colorimetrico per la
determinazione quantitativa della concentrazione della Ferritina nel siero e
plasma umano.

2.0 INTRODUZIONE E SPIEGAZIONE DEL TEST

La deficienza di ferro e la conseguente anemia & sicuramente il disturbo piu
comune nell'uomo (1). | dosaggi per il ferro come la capacita totale di legare
ferro o altri saggi per la valutazione di composti contenenti ferro presenti nel
corpo umano sono clinicamente significativi (2). | composti che immagazzinano
ferro comprendono I'emoglobina, 'emosiderina, la mioglobina e i citocromi. In
molti tessuti, la Ferritina rappresenta la principale riserva di ferro(3). La ferritina
umana, dal peso molecolare di circa 450,000 daltons, & costituita da una
porzione esterna proteica che avvolge un core di ferro. Ogni molecola di
Ferritina pud contenere fino a 4,000 atomi di ferro (4). In condizioni di normalita,
pud rappresentare il 25% del ferro totale presente nel corpo. La Ferritina &
caratterizzata da numerosi isomeri (5). Alti livelli di Ferritina sono tipici nel
citoplasma del sistema reticolo endoteliale, nel fegato, nella milza, e nel midollo
osseo (6). | metodi comunemente usati per la determinazione del ferro, in alcuni
tessuti, sono invasivi e causano trauma nel paziente e spesso mancano di
sensibilita (7). La determinazione della Ferritina nel siero € utile nello stabilire
modificazioni delle riserve corporee di ferro € un metodo non-invasivo che non
comporta disagi al paziente. | livelli sierici di Ferritina possono essere misurati
in modo routinario e sono utili nella rilevazione precoce di anemia in soggetti
apparentemente sani (8, 9). La determinazione della ferritina nel siero &
clinicamente significativa nel monitoraggio dei livelli di ferro nelle donne in
gravidanza, nei donatori di sangue e nei pazienti in dialisi. Livelli elevati di
Ferritina possono indicare un sovraccarico di ferro senza danni epatici, come si
registra negli stadi precoci della emocromatosi idiopatica (10). La
determinazione di Ferritina nel siero &€ impiegata nella valutazione non solo
della riserva corporea di ferro ma anche di diverse condizioni cliniche quali
l'infiammazione, I'epatopatia cronica e il tumore (11).

3.0 PRINCIPIO DEL TEST

ElAgen Ferritin kit & basato sulla cattura simultanea della Ferritina umana da
parte di due anticorpi monoclonali, uno immobilizzato nella micropiastra,
I'altro coniugato con la perossidasi (HPR).

Dopo un determinato periodo di incubazione, la separazione dell'antigene
libero-legato si ottiene mediante semplice lavaggio della fase solida.
L’enzima presente nella frazione legata, reagendo con il Substrato TMB
sviluppando una colorazione blu che vira al giallo dopo aggiunta dello Stop
solution (H,SOy).

La concentrazione della Ferritina nel campione & calcolata in base a una
serie di calibratori.

L’intensita del colore sviluppato & proporzionale alla concentrazione di
Ferritna presente nel campione.

4.0 MATERIALI CONTENUTI NEL KIT
4.1 MICROPIASTRA (codice 15PIA) MTPLATE

1 micropiastra con 12x8 pozzetti separabili sensibilizzati con anticorpi
monoclonali Anti-Ferritina.
Conservare a 2-8°C.

4.2 CALIBRATORI

6 flaconi contenenti Ferritina di fegato umana con gentamicina 0.01% come
conservante.

Aprire la busta del micropiastra solo dopo averla riportata a temperatura
ambiente e chiuderla subito dopo il prelievo delle strips da utilizzare
Conservare a 2-8°C.

Calibratore Simbolo | codice concentrazione* | volume
Calibratore 0 CALO 15CALO | O ng/mL 3mL
Calibratore 1 CAL1 15CAL1 | 5ng/mL 1.0 mL
Calibratore 2 CAL2| | 15CAL2 | 20 ng/mL 1.0 mL
Calibratore 3 CAL3 15CAL3 | 100 ng/mL 1.0mL
Calibratore 4 15CAL4 | 400 ng/mL 1.0 mL
Calibratore 5 [CAL5] | 15CcALs | 1000 ng/mL 1.0mL
* concentrazione approssimata.

Gli standard calibrati contro il WHO 1™ IS Ferritin Human Liver 80/602

4.3 CONIUGATO (codice 15HRP) CONJ

1 flacone contiene 13 mL di anticorpo monoclonale anti-Ferritina coniugato con
perossidasi di rafano (HRP).

Pronto all’'uso

Conservare a 2-8°C

4.4 SUBSTRATO HS (LS.TMB-H202.HK) SUBS|TMB

1 flacone con 13 ml di una miscela stabilizzata di TMBO. 25¢g/L (3,3',5,5'-
Tetrametilbenzidina) e H,O, (Perossido d’ldrogeno).

Pronto all'uso

Conservare a 2-8°C
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4.5 SOLUZIONE BLOCCANTE (LS.STOP.K)

SOLN|STOP

1 flacone con 13 ml di H,SO,4 0.3 M pronto all’'uso.

Pronto all’'uso

Conservare a 2-8°C

La scheda di sicurezza & a disposizione dell’utilizzatore professionale

4.6 SOLUZIONE DI LAVAGGIO 20X (cod. TLAVD) [WASH|BUF

1 flacone contenente 50 ml di washing buffer concentrato, contenente tampone
fosfato 50mM pH 7.4 e Tween20 1g/l .

Preparazione della soluzione di lavaggio diluita: Diluire il contenuto del
flacone (50 mL) a 1000 mL con acqua distillata.

Conservazione: la soluzione di lavaggio diluita & stabile a 2 — 8°c. fino alla data
di scadenza del kit.

5.0

6.0

7.0

71

8.0

CONSERVAZIONE E STABILITA’ DOPO LA PRIMA APERTURA
Conservare tutti i reattivia +2 + 8C°, al riparo dalla luce.

MATERIALI E STRUMENTI NECESSARI NON FORNITI NEL KIT

Acqua distillata

Dispensatori automatici.

Lettore per micropiastre in grado di compiere letture di OD a 450, 405 e 620
nm.

Pipette di precisione da 0.02 e 0.1 ml

Puntali usa e getta

Carta assorbente

Carta millimetrata

Sieri di controllo

AVVERTENZE E PRECAUZIONI

NORME DI SICUREZZA
| reagenti contengono Proclin 3007 e Gentamicina come conservanti.
Evitare il contatto con reagenti che contengono perossido di idrogeno,
acido solforico e conservanti che possono essere tossici se ingeriti. Non
pipettare con la bocca.
| calibratori contengono siero di origine umana. Pur essendo risultato
negativo ai test per 'HbsAg e gli anticorpi anti HIV approvati dalla FDA,
queste soluzioni vanno trattate come materiale potenzialmente infetto.
Eseguire lo smaltimento dei rifiuti seguendo le leggi vigenti.

PRECAUZIONI TECNICHE
Osservare la massima precisione nella diluizione e nella dispensazione dei
reattivi.
Non usare reattivi appartenenti a lotti diversi.
Al fine di ottenere risultati affidabili e riproducibili leggere con attenzione le
istruzioni all'uso ed ottemperare alle corrette pratiche di laboratorio.
La fase di lavaggio & critica. Si consiglia di lavare con cura i pozzetti per
evitare letture di assorbanza poco precise e falsamente elevate.

RACCOLTA DEL CAMPIONE E CONSERVAZIONE

La determinazione della puo6 essere effettuata su plasma o su siero. Se il
dosaggio non viene effettuato entro cinque giorni dal prelievo conservare il
campione a -20°C.

9.0

9.1

PROCEDURA DEL TEST

PREPARAZIONE DEI REAGENTI

Si raccomanda di portare tutti i reagenti a temperatura ambiente (18-25
°C) prima dell'uso.

Agitare i reagenti delicatamente prima dell'uso. Evitare la formazione di
schiuma.

Poiche e necessario operare in doppio, allestire due pozzetti per ogni
punto della curva Standard (Calibratori 0-5)), due per ogni Campione ed
una per il Bianco.

9.2 PROCEDURA DI DISPENSAZIONE E INCUBAZIONE

A

B.

Dispensare 20 pl di ciascun calibratore e campione in doppio, lasciare
un pozzetto vuoto per il bianco.

Dispensare 100 pl di coniugato nei pozzetti dei calibratori e dei campioni,
non aggiungere coniugato nel pozzetto del bianco.

Incubare 7 h a +22-28°C (temperatura ambiente).

Allontanare la miscela di reazione, lavare aggiungendo in ogni pozzetto
0,3 mL di soluzione di lavaggio diluita; ripetere due volte il lavaggio
allontanando completamente il liquido.

Dispensare: 100 pl di Substrato in tutti i pozzetti.

Incubare 70 minuti a temperatura ambiente (22+28°C), al riparo dalla
luce.

Dispensare: 100 pl di Soluzione bloccante in tutti i pozzetti.

Leggere la densita ottica a 450 nm e 405 nm con il filtro di riferimento
selezionato a 620 nm entro 30 minuti. Se & possibile farlo in automatico
azzerare con il Bianco.

10.0 CALCOLO DEI RISULTATI

10.1 CONTROLLO DI QUALITA’

Una corretta pratica di laboratorio richiede I'utilizzo, in ogni seduta di dosaggio,
di tutti i controlli (basso medio ed alto).
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Un numero statisticamente significante di controllii dovrebbe essere saggiato
per stabilire i valori medi e i limiti di accettabilita per garantire una corretta
performance del test.

10.2 CONVERSIONE DELLE OD

Le densita ottiche superiori a 2.0 potrebbero essere fuori dal range di

misurazione di alcuni lettori di micropiastre. E necessario in questi casi

eseguire anche una lettura a 405 nm (= lunghezza d’onda alla quale si trova

la spalla del picco) oltre alla lettura a 450 nm (lunghezza d’onda del picco) e

a 620 nm (filtro di riferimento per la sottrazione delle interferenze dovute alla

plastica).

Se si utilizzano i lettori non in grado di leggere a 3 lunghezze d'onda

contemporaneamente, si raccomanda di procedere come segue:

o leggere la micropiastra a 450 nm e a 620 nm.

e leggere di nuovo la micropiastra a 405 nm e 620 nm.

e selezionare i pozzetti le cui OD a 450 nm sono piu alte di 2.0.

e selezionare le corrispondenti OD a 405 nm e moltiplicare questi valori a
405 nm per fattore di conversione 3.0 (dove OD 450/0D 405 = 3.0), cioe:
OD 450 nm = OD 405 nm x 3.0

Nota bene: il fattore 3.0 € solamente suggerito. Per migliore accuratezza, gli
utilizzatori devono calcolare il fattore di conversione sul proprio lettore.

10.3 ELABORAZIONE DEI DATI- METODO AUTOMATICO

Sottrarre il valore di OD del Bianco dai valori di OD dei campioni e del
calibratori

Utilizzare i metodi: 4 parametri logistici o cubic spline come algoritmo di
calcolo.

10.4 ELABORAZIONE DEI DATI- METODO MANUALE

e Sottrarre il valore di OD del Bianco dai valori di OD dei campioni e del
calibratori

e Calcolare 'OD media di ciascun punto della curva standard e di ogni
campione.

e Riportare su carta log-log i valori dei calibratori della Ferritina ed
estrapolare la retta.

e Leggere le corrispondenti concentrazioni della Ferritina dei controlli e dei
campioni

10.5 INTERVALLO DI MISURA

Questo metodo consente di determinare concentrazioni di Ferritina da 5
ng/mL a 1.000 ng/mL. Per campioni con concentrazione superiore a 1000
ng/mL diluite il campione con il calibratore 0.

11.0 VALORI ATTESI

Ogni  laboratorio dovrebbe stabilire il proprio
popolazione dei pazienti.

| valori plasmatici di Ferritina sono compresi nei seguenti intervalli:

range basandosi sulla

N° pazienti Media (ng/mL) Range (ng/mL)
Donne in eta fertile:50 53 6-180
Donne in post-menopausa 30 105 8 — 350
Uomini 50 175 20 - 400
12.0 LIMITI DELLA PROCEDURA

e In questo metodo, non & stato osservato effetto Hook fino a 50,000
ng/mL di Ferritina.

e Non sono state osservate interferenze da fattori reumatoidi, bilirubina,
emoglobina, colesterolo e trigliceridi.

e Per uso diagnostico, utilizzare i risultati ottenuti con questo test in
aggiunta ad altri dati (ad es. sintomi, risultati di altri test, valutazioni
cliniche)

13.0 CARATTERISTICHE DEL SAGGIO

13.1 PRECISIONE

a) Precisione Intra-saggio.

La precisione Intrasaggio & stata valutata in piu replicati su tre differenti sieri
di controllo testati in un'unica seduta analitica. La variabilita intrasaggio &
riportata di seguito:

Campioni di siero 1 2 3
Numero di Replicati 16 16 16
FerritinaMedia (ng/mL) 15.6 76.1 160.2
Deviazione Standard 0.84 2.8 5.2
CV% 54 3.7 3.24

b) Precisione Inter-saggio.

La precisione Intersaggio & stata valutata su tre differenti sieri di controllo
testati in due diverse sedute analitiche. La variabilita intersaggio € riportata di
seguito:

Campioni di siero 1 2 3
Numero di Replicati 16 16 16
FerritinaMedia (ng/mL) | 15.4 78.2 165.2
Deviazione Standard 0.88 3.6 6.93
CV% 57 4.6 4.2
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13.2 RECUPERO
A due pazienti sono stati aggiunti quantita note crescenti di Ferritna.
Il recupero medio con riferimento alle concentrazioni originali € stato di 98.0 %.

Atteso Osservato

Concentrazion | Concentrazione

e

(ng/mL) (ng/mL) % Recupero
CAMPIONE 1
Q aggiunta: 18
50 ng/ml 68.0 65.0 95.6
100 ng/ml 118 122 103.4
200 ng/ml 218 210 96.3
CAMPIONE 2
Q aggiunta: 128
50 ng/ml 178 169 94.9
100 ng/ml 228 234 102.6
200 ng/ml 328 317 96.6
CAMPIONE 3
Q aggiunta: 8.7
12.5 ng/ml 21.2 224 106.2
25 ng/ml 33.7 31.8 944
50 ng/ml 58.7 56.4 96.1
100 ng/ml 108.7 105.9 974

13.3 LINEARITA
Due pazienti sono stati scalarmente diluiti con lo standard zero in uno studio
di linearita. La media del recupero & stata di 103.5 %.

Concentrazion | Concentrazione
e Attesa Osservata % di
(ng/mL) (ng/mL) Atteso
Campione 1
Diluzione
Non diluito 86
1:2 43.0 45.1 105.4
1:4 215 221 102.8
1:8 10.75 12.4 107.9
Campione 2
Diluzione
Non diluito 128
1:2 64 65 101.6
1:4 32 30.4 93.7
1:8 16 171 106.1

13.4 CONFRONTO TRA METODI
ElAgen Ferritin kit (y) & stato confrontato con un altro metodo commerciale RIA
(x).
Y =2.8 +1.06X
r=0.99

13.5 SENSIBILITA’
La minima concentrazione determinabile di Human Ferritina da questo test
1.0 ng/mL.

13.6 SPECIFICITA’
Le cross reattivita dell’ anticorpo calcolate al 50% secondo Abraham sono
mostrate nella tabella:

Iso Ferritina di Fegato 1000 %
Iso Ferritina di Milza 80.0 %
Iso Ferritina di Cuore 120 %

14.0 AUTOMAZIONE

| protocolli applicativi per una corretta automazione sui dispositivi di analisi
(Labotech, Personal lab e Nexgen) di micropiastre ADALTIS sono disponibili
dietro richiesta direttamente ad ADALTIS.

15.0 SUGGERIMENTI PER LA RISOLUZIONE DEI PROBLEMI
L’aderenza alla procedura e alle specifiche, cosi come il corretto uso dei
reagenti e I'opportuna dispensazione possono evitare i seguenti tipi di errori.
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ERRORE POSSIBILI CAUSE e SUGGERIMENTI

e errato volume di dispensazione dei campioni o dei reagenti
(suggerimento: controllare la corrispondenza fra il volume
impostato nelle pipette e quello richiesto dal saggio, tararle

nuovamente)
. e errata temperatura o errato tempo di incubazione
OD molto diverse (+
" (suggerimento: manutenzione piu scrupolosa

50%) da quelle

riportate nel QC dell'incubatore, annotare all'inizio dellincubazione)

errore nell’esecuzione dei lavaggi e della lettura fotometrica
(suggerimento:  controllare il  funzionamento o le
impostazioni dei rispettivi strumenti)

contaminazione del Substrato (suggerimento: usare solo
contenitori di plastica monouso puliti)

volume di dispensazione dei reagenti e campioni non
costante (suggerimento: controllare la precisione delle
pipette e la corrispondenza tra il volume dispensato e
quello richiesto dal saggio, nel caso tararle nuovamente)
errore nell’esecuzione dei lavaggi e della lettura fotometrica
Risultati poco (suggerimento:  controllare il funzionamento o le
riproducibili impostazioni dei rispettivi strumenti)

contaminazione del substrato (suggerimento: usare
contenitori di plastica monouso puliti)

inquinamento o degradazione dei reagenti (suggerimenti:
utilizzare puntali appropriati, contenitori per il travaso dei
reagenti, monouso adatti e acqua distillata o equivalente)

. alcuni reagenti non sono stati dispensati
Nessuna  reazione

colorimetrica  dopo « forte contaminazione del coniugato o del substrato
raggiunta del | ® Errata sequenza di esecuzione (es. dispensazione
Substrato, accidentale di reagenti in una sequenza sbagliata o dal

contenitore sbagliato)

Reazione troppo tempo di incubazione troppo breve, temperature di
blanda (OD troppo incubazione troppo bassa
basse)

tempo di incubazione troppo lungo o temperatura di
incubazione troppo alta

qualita scadente dellacqua usata per la soluzione di
lavaggio (basso grado di deionizzazione)

lavaggio non efficiente (coniugato non propriamente
rimosso)

Reazione troppo
intensa (OD troppo
alte)

« contaminazione delle pipette, dei puntali o dei contenitori
lavaggio incostante e insufficiente (coniugato non
propriamente rimosso)

Inspiegabili  risultati
aberranti

reagenti e/o strip non portate a temperatura ambiente prima
dell'uso

il lavatore per micropiastre non lava correttamente
(suggerimento: pulire la testa del lavatore)

CV% intrasaggio
elevato

condizioni di incubazione non costanti (tempo o
temperature)

o : )
CV% intersaggio controlli e campioni non dispensati allo stesso tempo (con

elevato . . . h
stessi intervalli; (suggerimento: controllare la sequenza di
dispensazione)

o variabilita intrinseca degli operatori
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1.0 BEDOELD GEBRUIK

De EIAgen Ferritin-kit is een colorimetrische immuno-enzymmethode voor de
kwantitatieve bepaling van de concentratie ferritine in menselijk serum en
plasma.

2.0 SAMENVATTING EN TOELICHTING OP DE TEST

Een van de meestvoorkomende menselijke aandoeningen is ijzerdeficiéntie
in voedsel en de daaruit resulterende anemie (1). De assays voor ijzer, de
totale ijzerbindende capaciteit en andere vaststellingen van ijzerverbindingen
in het lichaam zijn klinisch significant (2). |[Jzeropslagverbindingen in het
lichaam zijn hemoglobine, hemosiderine, myoglobine en de cytochromen. In
de meeste weefsels is ferritine een van de belangrijkste ijzeropslagproteinen
(3). Menselijke ferritine heeft een moleculair gewicht van ongeveer 450.000,
en bestaat uit een proteineschild rond een ijzerkern. ledere ferrintine-
molecuul kan maar liefst 4.000 ijzeratomen bevatten (4). Onder normale
condities kan dit 25% van de totale hoeveelheid ijzer in het lichaam
representeren. Daarnaast kan ferritine in verschillende isomeren
aangetroffen worden (5). Hoge concentraties van ferritine wordt aangetroffen
in het cytoplasma van het reticulo-endotheliale systeem, de lever, de milt en
het beenmerg (6). Eerder gebruikte methoden om ijzer in dergelijke weefsels
te meten zijn invasief, veroorzaken patiénttrauma en zijn niet voldoende
gevoelig (7). De meting van ferritine in serum is nuttig bij het bepalen van
veranderingen in ijzeropslag in het lichaam, en is niet-invasief met relatief
weinig ongemak voor de patiént. Ferritineniveaus in serum kunnen
routinematig gemeten worden en zijn in het bijzonder nuttig bij de
vroegtijdige detectie van anemie door ijzerdeficiéntie bij ogenschijnlijk
gezonde mensen (8, 9). Ferritinemetingen in serum zijn tevens klinisch
significant voor het bewaken van de ijzerniveaus van zwangere vrouwen,
bloeddonors en nierdialysepatiénten. Hoge ferritineniveaus kunnen wijzen op
ijzeroverlading zonder duidelijke leverbeschadiging, zoals opgemerkt kan
worden in vroege stadia van idiopathische hemochromatose (10).
Ferritineniveaus in serum zijn ook gebruikt om klinische condities te
evalueren die niet gerelateerd zijn aan ijzeropslag, zoals ontsteking,
chronische leveraandoeningen en maligniteit (11).

3.0 PRINCIPE VAN DE ASSAY

De ElAgen Ferritin-kit is gebaseerd op de gelijktijdige verbinding van menselijke
ferritine aan twee monoklonale antilichamen: de één geimmobiliseerd in
microputjes, de ander geconjugeerd met mierikswortelperoxidase (HPR).

Na incubatie wordt de gebonden/vrije separatie uitgevoerd door een
eenvoudige vaste-fase-wassing. Het enzym in het gebonden gedeelte
reageert met het substraat (TMB), waarbij een blauwe kleur wordt
ontwikkeld, die geel wordt na toevoeging van de stopoplossing (H,SO,).

De ferritineconcentratie in het monster wordt berekend op basis van een
serie kalibratoren.

De kleurintensiteit is proportioneel met de ferritineconcentratie in het monster.

4.0 INHOUD VAN DE KIT

4.1 MICROPLAAT (code 15PIA) MTPLATE

1 microplaat, 12 x 8 scheidbare putjes die gecoat zijn met monoclonale anti-
ferritine antilichamen.

Bewaren bij 2-8°C.

4.2 KALIBRATOREN

6 flesjes met ferritine uit de menselike lever met gentamicine 0,01% als
conserveringsmiddel.

Open de verpakking van de gecoate microplaat alleen wanneer deze op
kamertemperatuur is, en sluit hem onmiddellijk na gebruik.

Bewaren bij 2-8°C.

Kalibrator Symbool | Code Concentratie* Volume
Kalibrator 0 [CALQ| 15CALO | 0 ng/mL 3mL
Kalibrator 1 CAL1 15CAL1 5 ng/mL 1,0 ml
Kalibrator 2 15CAL2 | 20 ng/mL 1,0ml
Kalibrator 3 15CAL3 | 100 ng/mL 17,0 mi
Kalibrator 4 15CAL4 | 400 ng/mL 1,0ml
Kalibrator 5 [CAL5| 15CAL5 | 1000 ng/mL 1,0 ml

* concentratie bij benadering.

De kalibratoren zijn gekalibreerd tegen de WHO IS Ferritin Human Liver
80/602

4.3 CONJUGAAT (code 15HRP) [CONJ[HRP]
1 flesje met 13 ml monoklonale anti-ferritine antilichamen-conjugaat met
mierikswortelperoxidase (HRP)
Gebruiksklaar.
Bewaren bij 2-8°C.

4.4 HS-SUBSTRAAT (LS.TMB-H202.HK) SUBS|[TMB]
1 flesje met 13 ml van een gestabiliseerd mengsel van TMB 0,25g/I (3,3',5,5'-
tetramethylbenzidine) en (waterstofperoxide).
Gebruiksklaar
Bewaren bij 2-8°C.
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4.5 STOPOPLOSSING (LS.STOP.K)
1 flesje met 13 ml 0,3 M.H,SO,
Gebruiksklaar
Bewaren bij 2-8°C
De  materiaalspecificaties  zijn  verkrijgbaar op verzoek van het
laboratoriumpersoneel.

4.6 WASBUFFER20X (cod.TLAVD)

1 fles met 50 ml geconcentreerde wasbuffer, met fosfaatbuffer 50mM pH 7,4 en
Tween20 1g/l.

Prepareren van de wasbufferwerkoplossing: verdun de inhoud van het
wasbufferconcentraat(50 ml) tot 1000 ml met gedistilleerd water.

OPSLAG bewaren bij kamertemperatuur (20-27°C). Stabiel tot de vervaldatum.

5.0 OPSLAG EN STABILITEIT NA EERSTE OPENING
e De onderdelen van de kit moeten bewaard worden bij 2-8°C en moeten
beschermd worden tegen zonlicht.

6.0 BENODIGDE MATERIALEN EN APPARATUUR DIE NIET
BIJGELEVERD ZIJN

e Gedistilleerd water

e Automatische pipetten.

e Microplaat-reader die geschikt is voor het meten van de OD's bij 450, 405
en 620 nm

e Precisiepipetten: 0,02 en 0,1 ml

o Wegwerp-pipetpunten

e Absorberend papier

o Grafiekpapier

e Controleserums

7.0 WAARSCHUWINGENEN VOORZORGSMAATREGELEN

7.1 VEILIGHEIDSMAATREGELEN

e Reagentia bevatten Proclin en Gentamicine als conserveringsmiddelen.

e Vermijd contact met reagentia die waterstofperoxide, zwavelzuur en
conserveringsmiddelen bevatten die giftig kunnen zijn bij inname. Niet
pipetteren met de mond.

e Kalibratoren bevatten menselijk serum. Ze zijn niet-reactief bevonden op
HbsAg en anti-HIV antilichamen met behulp van door FDA goedgekeurde
methoden; deze producten moeten echter als potentieel gevaarlijk worden
beschouwd.

e Volg alle plaatselijke en nationale voorschriften m.b.t. het wegwerpen van
afvalmateriaal strikt op.

7.2 TECHNISCHE VOORZORGSMAATREGELEN

e Wees uiterst precies bij het verdunnen en pipetteren van de reagentia.

e Gebruik geen reagentia die tot verschillende lots behoren.

e Betrouwbare en reproduceerbare resultaten worden verkregen wanneer de
assay-procedure  wordt uitgevoerd met volledig begrip van de
gebruiksaanwijzing in de verpakking, en met naleving van de "goede
laboratoriumpraktijk" (GLP).

e De wasprocedure is essentieel. Onvoldoende wassing beinvioedt de
precisie en veroorzaakt foutief verhoogde absorptielezingen.

8.0 MONSTERVERZAMELING EN OPSLAG

Ferritin-bepaling kan uitgevoerd worden met plasma of serum. Als het doseren
niet plaatsvindt binnen vijf dagen na verzameling, sla het monster dan op bij
-20°C.

9.0 ASSAY-PROCEDURE

9.1 VOORBEREIDING VOOR DE ASSAY

e Laat alle reagentia op kamertemperatuur komen (18-25 °C) voor gebruik.

e Alle reagentia moeten gemengd worden door de flesjes voorzichtig om te
keren of rond te wentelen voor gebruik. Niet laten schuimen

e Aangezien de assay in duplicaat uitgevoerd moet worden, moeten twee
puties geprepareerd worden voor ieder punt van de standaardcurve (0-5
kalibratoren), twee voor ieder monster en één voor het blanco materiaal.

9.2 STAPPEN VOOR HET PIPETTEREN EN DE INCUBATIE
A. Pipetteer 20 pl van iedere kalibrator en monster in duplicaat, waarbij u
één putje leeg houdt voor het blanco materiaal.

B. Pipetteer 100 pl conjugaat in de putjes van de kalibratoren en de
monsters; voeg geen conjugaat toe in het lege putje.

C. Incubeer gedurende 1 uur bij +22-28°C (kamertemperatuur).

o

Verwijder het reagensmengsel, en voer een wassing uit door 0,3 ml
verdunde wasoplossing in ieder putje te pipetteren; voer de wassing nog
tweemaal uit om de vloeistof volledig te verwijderen.

Pipetteer: 100 pl substraat in ieder putje.

Incubeer 10 minuten in het donker bij kamertemperatuur (22+28°C).
Pipetteer: 100 pl stopoplossing in ieder putje.

Lees de optische dichtheid, binnen 30 minuten, bij 450 nm en 405 nm,
waarbij het referentiefilter op 620 nm ingesteld is. Indien het mogelijk is
om dit automatisch te doen, dient u de reader op nul te zetten met behulp
van het lege putje.

Teomm
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10.0 BEREKENING VAN RESULTATEN

10.1 KWALITEITSCONTROLE

De goede laboratoriumpraktijk vereist dat alle controles (laag, gemiddeld en
hoog) worden uitgevoerd. Een statistisch significant aantal controles dient
geanalyseerd te worden om gemiddelde waarden en acceptabele bereiken vast
te stellen, om de juiste prestaties te verzekeren.

10.2 OD-CONVERSIE

De optische dichtheden (OD's) van sommige kalibratoren en monsters
kunnen hoger dan 2,0 zijn; in dergelijke gevallen kunnen ze buiten het
meetbereik van de microplaat-reader vallen. Het is daarom noodzakelijk om
bij OD's van hoger dan 2,0 een lezing op 405 nm (=golflengte van de
piekschouder) uit te voeren naast de lezing op 450 nm (piekgolflengte) en
620 (referentiefilter voor de aftrekking van interferenties ten gevolge van het
plastic).

Als er microplaat-readers worden gebruikt die niet in staat zijn om 3
golflengtes tegelijk te lezen, wordt geadviseerd om als volgt te werk te gaan:

- Lees de microplaat op 450 nm en op 620 nm.

- Lees de plaat nogmaals op 405 nm en 620 nm.

- Kijk welke putjes een OD bij 450 nm hebben die hoger dan 2,0 is

- Selecteer de corresponderende OD's bij 405 nm en vermenigvuldig deze
waarden bij 405 nm met de conversiefactor 3,0 (waarbij OD 450/0D 405 =
3,0), dat wil zeggen: OD 450 nm = OD 405 nm x 3,0

Waarschuwing: de conversiefactor 3,0 is slechts een richtlijn. Voor grotere
nauwkeurigheid moeten gebruikers de conversiefactor berekenen die
specifiek is voor hun eigen reader.

10.3 GEGEVENSREDUCTIE - AUTOMATISCHE METHODE

Trek de OD van het lege putje af van de OD's van de kalibrator en de
monsters.

Gebruik de 4 parameters logistics — bij voorkeur — of de cubic spline-functie
als berekeningsalgoritme.

10.4 GEGEVENSREDUCTIE HANDMATIGE METHODE

e Trek de OD van het lege putje af van de OD's van de kalibrator en de
monsters.

e Bereken de gemiddelde OD voor ieder punt in de standaardcurve en voor
ieder monster.

e Teken op papier de waarden van de ferritine-kalibratoren, en extrapoleer
vervolgens de rechte lijn.

e Lees de corresponderende ferritine-concentraties van de controles en de
monsters

10.5 MEETBEREIK

Met deze methode kunnen ferritine-concentraties van 5 ng/ml tot 1.000 ng/ml
bepaald worden. Gebruik de nulkalibrator om monsters te verdunnen met
concentraties > 1.000 ng/ml.

11.0 VERWACHTE WAARDEN

leder laboratorium dient zijn eigen bereik op basis van de patiéntpopulatie
vast te stellen.

De ferritinewaarden in plasma zijn opgenomen in de volgende bereiken:

Aantal patiénten Gemiddelde Bereik (ng/mL)
(ng/mL)
Vruchtbare vrouwen:50 53 6-180
Vrouwen na de menopauze: 105 8 — 350
30
Mannen 50 175 20 -400
12.0 BEPERKINGEN VAN DE PROCEDURE

e Met deze methode is geen “hook-effect” geobserveerd tot 50.000 ng/ml
ferritine.

e Met deze methode zijn geen interferenties vanuit rheumatoide factoren,
bilirubine, hemoglobine, cholesterol en triglycerides geobserveerd.

e Voor diagnostische doeleinden moeten de resultaten die verkregen zijn uit
deze test altijd gebruikt worden in combinatie met andere gegevens (bv.
symptomen, resultaten van andere tests, klinische indrukken) van de arts.

13.0 PRESTATIEKENMERKEN
13.1 PRECISIE

a) Precisie binnen de test.
Precisie binnen de run is geévalueerd via replicaatbepalingen van drie
verschillende controleserums die geanalyseerd zijn in één assay. De
variabiliteit binnen de test wordt hieronder vermeld:

Serummonster 1 2 3
Aantal replicaten 16 16 16
Gemiddelde ferritine 15.6 76.1 160.2
(ng/mL)

Standaarddeviatie 0.84 2.8 5.2
% CV 54 3.7 3.24

b) Precisie tussen de tests.

Precisie tussen de runs is geévalueerd via replicaatbepalingen van drie
verschillende controleserums die geanalyseerd zijn in twee verschillende
analyses. De variabiliteit tussen de tests wordt hieronder vermeld:
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Serummonster 1 2 3

Aantal replicaten 16 16 16

Gemiddelde ferritine 15.4 78.2 165.2

(ng/mL)

Standaarddeviatie 0.88 3.6 6.93

CV% 5.7 4.6 4.2
13.2 RECOVERY

Aan twee patiénten werden bekende hoeveelheden ferritine in een toenemende
hoeveelheid gegeven.
De gemiddelde recovery vergeleken met de eerdere concentraties was 98,0 %.

Verwachte Geobserveerde
concentratie concentratie
(ng/ml) (ng/ml) Recovery %
MONSTER 1
Hoev. toegevoegd:
18
50 ng/ml 68.0 65.0 95.6
100 ng/ml 118 122 103.4
200 ng/ml 218 210 96.3
MONSTER 2
Hoev. toegevoegd:
128
50 ng/ml 178 169 94.9
100 ng/ml 228 234 102.6
200 ng/ml 328 317 96.6
MONSTER 3
Hoev. toegevoegd:
8,7
12,5 ng/ml 21.2 224 106.2
25 ng/ml 337 31.8 944
50 ng/ml 58.7 56.4 96.1
100 ng/ml 108.7 105.9 97.4

13.3 LINEARITEIT
Twee patiéntmonsters werden in serie verdund met nulkalibrator voor een
lineariteitsonderzoek. De gemiddelde recovery was 103,5 %.

Verwachte Geobserveerde
concentratie concentratie Verwacht%
(ng/mL) (ng/mL)
Monster 1
Verdunning
Niet verdund 86
1:2 43.0 45.1 1054
1:4 215 221 102.8
1:8 10.75 124 107.9
Monster 2
Verdunning
Niet verdund 128
1:2 64 65 101.6
1:4 32 304 93.7
1:8 16 171 106.1

13.4 METHODEVERGELIJKING
De ElAgen Ferriti-kit (y) is vergeleken met een andere RIA in de handel
verkrijgbare methode (x).

Y =2,8+1,06X
r=0,99

13.5 GEVOELIGHEID
De minimaal detecteerbare concentratie van menselijke ferritine door deze
assay wordt geschat op 1,0 ng/mL.

13.6 SPECIFICITEIT
De kruisreactiviteit van antilichamen, zoals berekend op 50% volgens
Abraham, wordt in de volgende tabel weergegeven:

Iso-leverferritine 100,0 %
Iso-miltferritine 80,0 %
Iso-hartferritine 120 %

14.0 AUTOMATISERING

Toepassingsprotocollen voor de juiste automatisering op de Adaltis
microtiterstrip-analyzers (Labotech, Personal Lab en Nexgen) zijn op verzoek
rechtstreeks bij Adaltis verkrijgbaar.
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15.0 SUGGESTIES VOOR HET OPLOSSEN VAN PROBLEMEN
Naleving van de assay-procedure en specificaties, evenals een correct
gebruik van reagentia en goede pipettering, kan helpen om de volgende

fouten te vermijden.

FOUT

MOGELIJKE OORZAKEN / SUGGESTIES

oD zeer
verschillend  (+
50%) van OD op
QC

- onjuist pipetteringsvolume van reagentia (suggestie:
controleer de overeenkomst tussen het gepipetteerde
volume en het vereiste volume voor de assay; kalibreer
de pipetten opnieuw)

- onjuiste temperatuur of onjuiste incubatietijd (suggestie:
wees zorgvuldiger in het incubatoronderhoud; noteer het
begin van de incubatie)

-fout bij het wassen of in de fotometerlezing (suggestie:
controleer de werking of de instelingen van de
betreffende instrumenten)

- verontreiniging van substraat of conjugaat (suggestie:
gebruik alleen schone wegwerphouders van plastic)

- niet-constant  pipetteringsvolume van monsters of
reagentia (suggestie: controleer de precisie van de
pipetten en de overeenkomst tussen het gepipetteerde
volume en het vereiste volume voor de assay; kalibreer
de pipetten opnieuw)

colorimetrische
reactie

na toevoeging
van substraat

Lage - fout bij het wassen of het lezen (suggestie: controleer de
reproduceerbare | werking of de instelingen van de betreffende
resultaten instrumenten)

-verontreiniging van substraat (suggestie: gebruik alleen
schone wegwerphouders van plastic)

-vervuiling of degradatie van reagentia (suggestie:
gebruik de juiste punten, schone wegwerphouders voor
reagentia en gedistilleerd water van hoge kwaliteit)

geen -geen reagens gepipetteerd

- sterke verontreiniging van conjugaat of substraat
-fouten in de uitvoering van de assay-procedure (bv.
onbedoelde pipettering van reagentia in onjuiste
volgorde of uit verkeerde flesjes, enz.)

te zwakke
reactie (te lage
OD's)

-incubatietijd te kort, incubatietemperatuur te laag

te sterke reactie
(te hoge OD's)

-incubatietijd te lang, incubatietemperatuur te hoog

- waterkwaliteit voor de wasbuffer is onvoldoende (lage
deionisatiegraad)
-onvoldoende wassingen
verwijderd)

(conjugaat niet volledig

onverklaarbare
uitschieters

- verontreiniging van pipetten, punten of houders
-inconstante en onvoldoende wassingen (conjugaten niet
volledig verwijderd)

te hoge binnen-
run CV%

-reagentia en/of strips niet op kamertemperatuur gebracht
voor gebruik

- microplaatwasher wast niet goed (suggestie: reinig de
kop van de washer)

te hoge tussen-
run CV%

- incubatiecondities niet constant (tijd of temperatuur)

-controles en monsters niet gepipetteerd op hetzelfde
tijdstip (met dezelfde intervallen) (controleer de
pipetteringsvolgorde)

- persoonsgebonden variatie
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1.0 UTILIZAGAO PREVISTA

O kit EIAgen Ferritin é um método imunoenzimatico colorimétrico para a
determinagdo quantitativa da concentragéo de Ferritina no soro e plasma
humano.

2.0 RESUMO E EXPLICAGAO DO TESTE

Um dos distarbios humanos mais prevalentes é a deficiéncia dietética do
ferro e a anemia dai resultante (1). As analises ao ferro, capacidade de
ligagdo total do ferro e outras avaliagbes dos compostos de ferro sdo
clinicamente significativas (2). Os compostos de armazenamento de ferro no
organismo incluem a hemoglobina, hemosiderina, mioglobina e os
citocromos. Na maioria dos tecidos, a ferritina € uma importante proteina de
armazenamento do ferro (3). A ferritina humana tem um peso molecular de
aproximadamente 450.000 e consiste numa cobertura de proteina a volta de
um nucleo de ferro. Cada molécula de ferritina pode conter um maximo de
4000 atomos de ferro (4). Sob condi¢cdes normais, tal pode representar 25%
do ferro total encontrado no organismo. Além disso, a ferritina pode ser
encontrada em varios isémeros (5). Encontram-se concentragbes elevadas
de ferritina no citoplasma do sistema reticulo-endotelial, figado, bago e
medula 6ssea (6). Os métodos previamente usados para medir o ferro
nestes tecidos sao invasivos, causam lesdes nos doentes e carecem de uma
sensibilidade adequada (7). A medicdo de ferritina no soro é util para
determinar alteragdes nas reservas de ferro do organismo e nao é invasiva,
causando, assim, relativamente pouco desconforto ao doente. Os niveis de
ferritina no soro podem ser medidos rotineiramente e sdo particularmente
uteis na detecgdo precoce da deficiéncia em ferro, ou anemia, em pessoas
aparentemente saudaveis (8,9). As medigbes séricas da ferritina séo
também clinicamente significativas na monitorizagdo do estado do ferro nas
mulheres gravidas, dadores de sangue e doentes em didlise. Niveis
elevados de ferritina podem indicar uma sobrecarga de ferro sem lesdes
hepaticas aparentes, tal como pode ser observado nos estadios precoces da
hemocromatose idiopatica (10). Os niveis séricos da ferritina também tém
sido usados para avaliar condi¢des clinicas que néo estao relacionadas com
o armazenamento do ferro, incluindo inflamagéo, doenga hepatica cronica e
malignidade (11).

3.0 PRINCIPIO DO ENSAIO

O kit ElAgen Ferritin baseia-se na ligagdo simultanea da ferritina humana a
dois anticorpos monoclonais: um imobilizado em placas de micropocos, o
outro conjugado com peroxidase de arboracio (HRP).

Ap6s incubacao, é realizada a separacéo da fracgao ligadallivre através de
uma lavagem de fase soélida simples. A enzima na fracgao ligada reage com
o substrato (TMB), desenvolvendo uma coloragdo azul que muda para
amarelo ap6s adigdo da solugdo de paragem (H,SOy).

A concentragdo de ferritina na amostra, é calculada com base numa série de
calibradores.

A intensidade da cor é proporcional a concentragéo de ferritina presente na
amostra.

4.0 CONTEUDO DO KIT
4.1  MICROPLACA (CODIGO 15PIA) MTPLATE

1 microplaca, 12x8 pocos divisiveis cobertos com anticorpos monoclonais
anti-ferritina.
Conserve a 2-8°C.

4.2 CALIBRADORES

6 frascos contendo ferritina do figado humano com gentamicina a 0,01%,
como conservante.

Abra a embalagem da microplaca coberta, apenas quando esta estiver a
temperatura ambiente e feche imediatamente apds a sua utilizagéo.

Conserve a 2-8°C.

Calibrador Simbolo | Cédigo Concentragao* Volume
Calibrador 0 CALO 15CALO | Ong/mL 3mL
Calibrador 1 CAL1 15CAL1 5 ng/mL 1,0 mL
Calibrador 2 CAL2 15CAL2 | 20 ng/mL 1,0 mL
Calibrador 3 CAL3 15CAL3 | 100 ng/mL 1,0 mL
Calibrador 4 CAL4 15CAL4 | 400 ng/mL 1,0 mL
Calibrador 5 CALS 15CAL5 1000 ng/mL 1,0 mL
* Concentragéo aproximada.

Os calibradores foram calibrados de acordo com o 1° Padréo Internacional
(IS) da OMS para a ferritina hepatica humana 80/602.

4.3 CONJUGADO (cédigo 15HRP) CONJ
1 frasco 13 mL contendo anticorpo anti-ferritina conjugado com peroxidase
de armoracio (HRP).
Pronto a usar.
Conserve a 2-8°C.

4.4 SUBSTRATO HS (LS.TMB-H202.HK) SUBS

1 frasco (13 ml) contendo uma mistura estabilizada de TMB 0, 25g/l (3,3'
5,5'- Tetrametilbenzidina) e H,O, (péroxido de hidrogénio).

Pronto a usar

Conserve a 2-8°C.
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4.5 SOLUGAO DE PARAGEM (LS.STOP.K)

SOLN|STOP

1 frasco (13 ml) de 0,3 M H,SO,.

Pronto a usar

Conserve a 2-8°C

A ficha de seguranca MSDS esté disponivel para ser fornecida ao pessoal
laboratorial que assim o solicitar.

46 TAMPAO DE LAVAGEM 20X (céd. TLAVD) [WASH

1 frasco com 50 ml de tampéo de lavagem concentrado, contendo 50mM de
tampao fosfatado, pH 7,4 e 1g/l Tween 20.

Preparagdo da solugdo de trabalho de Tampao de Lavagem: dilua o
contetido do tampéo de lavagem concentrado (50 ml) para 1000 ml, com agua
destilada.

ARMAZENAMENTO conserve a temperatura ambiente (20-27°C). Estavel até
ao fim do prazo de validade do kit.

5.0

6.0

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE APOS A PRIMEIRA
ABERTURA
Os componentes do kit devem ser armazenados a 2-8°C e devem ser
protegidos da luz solar.

MATERIAIS E EQUIPAMENTO NECESSARIOS MAS NAO
FORNECIDOS

Agua destilada

Distribuidores automaticos.

Leitor de microplacas capaz de medir as DOs a 450, 405 e 620 nm

Pipetas de precisdo: 0,02 e 0,1 ml

Pontas de pipeta descartaveis

Papel absorvente

Papel grafico

Soros de controlo

7.0 ADVERTENCIAS E PRECAUGOES

71

8.0

PRECAUGOES DE SEGURANGA
Os reagentes contém Proclin 3007 e Gentamicina como conservantes.
Evite o contacto com reagentes que contenham peroxido de
hidrogénio, acido sulfurico e conservantes que podem ser téxicos,
se ingeridos. N&o utilize a boca na pipetagem.
Os calibradores contém soro humano. A FDA verificou que estes sdo néo
reactivos para HbsAg e para os anticorpos anti-HIV; no entanto, estes
produtos devem ser manuseados como potencialmente perigosos.
Siga os regulamentos locais, estaduais e nacionais no que
respeita a eliminagéo de todos os residuos.

PRECAUGOES TECNICAS
Use da maxima precisao quando diluir e distribuir os reagentes.
Nao utilize reagentes de lotes diferentes.
Serao obtidos resultados fiaveis e reprodutiveis quando o procedimento do
ensaio é efectuado com o total conhecimento das instrucdes contidas no
folheto informativo e em conformidade com as boas praticas de laboratério.
O procedimento de lavagem é crucial. Uma lavagem insuficiente afecta a
precisdo e provoca leituras de adsorgao erroneamente elevadas.

COLHEITA E CONSERVAGAO DAS AMOSTRAS

A determinacdo da ferritina pode ser efectuada utilizando soro ou plasma. Se
nado se realizar a distribuicdo no espago de 5 dias da colheita, conserve a
amostra a —20°C.

9.0
9.1

PROCEDIMENTO DO ENSAIO

PREPARAGAO DO ENSAIO
Todos os reagentes e amostras devem atingir a temperatura ambiente
(18...25°C) e ser devidamente agitados por inversdo antes da utilizagao.
Todos os reagentes devem ser misturados por inversao suave ou
movimentos de rotagéo, antes da sua utilizagdo. Nao crie espuma.
Uma vez que é necessario realizar o ensaio em duplicado, devem ser
preparados dois pocos para cada um dos pontos da curva Padrao
(calibradores 0-5), dois para cada amostra e um para o Branco.

9.2 PASSOS DA PIPETAGEM E INCUBAGAO

A

B.

Distribua 20 pl de cada calibrador e amostra em duplicado, deixando um
pogo vazio para o branco.

Distribua 100 pl de conjugado nos pogos dos calibradores e da amostra;
nao adicione conjugado ao pogo do Branco.

Incube durante 1 hora a +22-28°C (temperatura ambiente).

Remova a mistura de reagente, em seguida lave com 0,3 ml de solugao
de lavagem em cada pogo; lave novamente duas vezes para remover
completamente o liquido.

Distribua: 100 ul de substrato em cada poco.

Incube durante 10 minutos no escuro, a temperatura ambiente
(22+28°C).

Distribua: 100 pl de solugdo de paragem em cada pogo.

Leia a densidade optica, dentro de 30 minutos, a 450 e 405 nm com o
filtro de referéncia definido para 620. Se possivel, faga-o
automaticamente, ajuste o leitor para zero usando o branco.
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10.0 CALCULO DE RESULTADOS

10.1 CONTROLO DE QUALIDADE

As boas praticas de laboratério requerem que todos os controlos (controlos
baixos, médios e altos) sejam processados. Deve ser testado um numero
estatisticamente significativo de controlos para a determinagdo de valores
médios e intervalos aceitaveis, de modo a assegurar um desempenho
adequado.

10.2 CONVERSAO DE D.O.

As densidades épticas (D.O.s) de alguns calibradores e amostras podem ser
superiores a 2.0, neste caso, podem estar fora do intervalo de medicéo do
leitor de microplacas. Torna-se, assim, necessario efectuar, para as D.O.s
superiores a 2.0, uma leitura a 405 nm (=comprimento de onda do pico de
leitura), além de 450 nm (comprimento de onda de pico) e 620 (filtro de
referéncia para a subtracgéo de interferéncias devido ao plastico).

No caso de leitores de microplacas que ndo possam realizar a leitura da
placa a 3 comprimentos de onda em simultaneo, é aconselhavel proceder do
seguinte modo:

- Leia a microplaca a 450 nm e a 620 nm.

- Leia novamente a placa a 405 nm e 620 nm.

- Descubra os pogos cujas DOs a 450 nm s&o superiores a 2.0

- Seleccione as DOs correspondentes lidas a 405 nm e multiplique estes
valores a 405 nm pelo factor de converséo 3.0 (sendo que DO 450/DO 405 =
3.0), isto é: DO 450 nm = DO 405 nm x 3.0

Adverténcia: O factor de conversdo 3.0 é meramente indicativo. Para maior
exactiddo, recomenda-se que o utilizador calcule o factor de converséo
especifico para o seu proprio leitor.

10.3 REDUGAO DE DADOS — METODO AUTOMATICO

Subtraia a D.O. do branco das DOs do calibrador e da amostra.

Use os 4 parametros logisticos — de preferéncia — ou a fungdo “cubic spline”
como algoritmo de célculo.

10.4 REDUGAO DE DADOS — METODO MANUAL

e Subtraia a D.O. do branco das DOs do calibrador e da amostra.

e Calcule a média da DO para cada ponto na curva padrao e para cada
amostra.

e Desenhe no papel os valores dos calibradores da ferritina e, em seguida,
efectue a extrapolagéo da linha direita.

e Leia as concentragées de ferritina correspondentes aos controlos e
amostras.

10.5 INTERVALO DE MEDIGAO

O presente método permite a determinacédo das concentragdes de ferritina a
partir de 5 ng/ml a 1,000 ng/ml. Use o calibrador zero para diluir as amostras
que tenham concentragdes > 1,000 ng/ml.

11.0 VALORES ESPERADOS

Cada laboratério deve estabelecer o seu proprio intervalo com base na
populagdo de doentes.

Os valores plasmaticos da ferritina estao incluidos nos seguintes intervalos:

Numero de doentes Média (ng/ml) Intervalo (ng/ml)

Mulheres fertéis: 50 53 6-180

Mulheres na pds-menopausa: 105 8 - 350

30

Homens: 50 175 20 -400
12.0 LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

e Nao foi observado qualquer “efeito de gancho” até 50,000 ng/ml de
ferritina, com o presente método.

e Nao foram observadas com o presente método, quaisquer interferéncias
causadas por factores reumatéides, bilirrubina, hemoglobina, colesterol e
triglicéridos.

e Para fins diagnosticos, os resultados obtidos por este teste devem ser
usados em conjunto com outros dados (ex: sintomas, resultados de

outros testes, impressdes clinicas) que o médico possua.

13.0 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
13.1 PRECISAO

a) Precisdo intra-ensaio.
A precisdo intra-ensaio foi determinada com base nas determinacdes de
réplicas de trés soros de controlo diferentes, durante 0 mesmo ensaio. A
variabilidade intra-ensaio é apresentada de seguida:

AMOSTRA DE SORO 1 2 3
Numero de réplicas 16 16 16
Ferritina média (ng/mL) 15.6 76.1 160.2
Desvio padréo 0.84 2.8 5.2
% CV 54 3.7 3.24

b) Precisao inter-ensaios.

A precisdo inter-ensaio foi determinada com base nas determinacdes de
réplicas de trés soros de controlo diferentes, em dois ensaios diferentes. A
variabilidade inter-ensaio é apresentada de seguida:
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Amostra de Soro 1 2 3

Numero de Réplicas 16 16 16

Ferritina média (ng/mL) 15.4 78.2 165.2

Desvio Padrdo 0.88 3.6 6.93

CV% 5.7 4.6 4.2
13.2 RECUPERAGAO

Foram dadas a dois doentes quantidades conhecidas e cada vez maiores de
ferritina.
A média de recuperagdo comparada com as concentragdes anteriores foi de
98,0%.

Concentragdao | Concentragao

esperada observada

(ng/ml) (ng/ml) %

Recuperacéao

AMOSTRA 1
Q.adicionada: 18
50 ng/ml 68.0 65.0 95.6
100 ng/ml 118 122 1034
200 ng/ml 218 210 96.3
AMOSTRA 2
Q.adicionada: 128
50 ng/ml 178 169 94.9
100 ng/ml 228 234 102.6
200 ng/ml 328 317 96.6
AMOSTRA 3
Q.adicionada: 8.7
12,5 ng/ml 21.2 224 106.2
25 ng/ml 33.7 318 94.4
50 ng/ml 58.7 56.4 96.1
100 ng/ml 108.7 105.9 974

13.3 LINEARIDADE
Duas amostras de doentes foram diluidas em série com o calibrador zero,
para a realizagdo de um estudo de linearidade. A recuperagdo média foi de
103.5 %.

Concentragao Concentragao

esperada observada

(ng/ml) (ng/ml) % Esperada
Amostra 1
Diluicao
Néo diluida 86
1:2 43.0 45.1 105.4
1:4 215 221 102.8
1:8 10.75 124 107.9
Amostra 2
Diluicdo
N&o diluida 128
1:2 64 65 101.6
1:4 32 304 93.7
1:8 16 171 106.1

13.4 COMPARAGAO ENTRE METODOS
O kit EIAgen Ferritin foi comparado com outro método comercial RIA (x).
Y =2,8 +1,06X
r=0,99

13.5 SENSIBILIDADE
Estima-se que a concentragdo minima de ferritina humana detectavel por este
ensaio seja de 1,0 ng/ml.

13.6 ESPECIFICIDADE
A reactividade cruzada dos anticorpos, calculada a 50% de acordo com o
método de Abraham, é indicada na tabela abaixo:

Ferritina Iso Figado 1000 %
Ferritina Iso Bago 80,0 %
Ferritina Iso Coragdo 120 %

14.0 AUTOMATIZAGAO

A Adaltis esta disponivel para fornecer, mediante pedido, os protocolos de
aplicagéo relativos a automatizagdo adequada nos analisadores de tiras de
microtitulos Adaltis (Labotech, Personal Lab e Nexgen) .

15.0 SUGESTOES PARA RESOLUGAO DE PROBLEMAS

O cumprimento do procedimento e das especificagdes do ensaio, bem como
uma utilizagcdo correcta dos reagentes e uma pipetagem adequada, ajudara a
evitar os seguintes erros.
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ERRO POSSIVEIS CAUSAS / SUGESTOES

- dosagem incorrecta do volume de reagentes (sugestdo:
verifique a correspondéncia entre o volume dispensado pela
pipeta e o volume necessario ao ensaio; calibre novamente
as pipetas)

DO muito | - temperatura incorrecta ou tempo de incubagéo incorrecto

diferente (+ 50%) (sugestéo: tenha mais cgiqado gqrr) a mgnutenga:lo da

da DO indicada incubadora; anote o horario de inicio da incubagao)

no CQ - erro na lavagem ou na leitura do espectrofotémetro

(sugestao: verifique o funcionamento ou as definigées dos

respectivos aparelhos)

- contaminag&o do Substrato ou do Conjugado (sugest&o:
utilize apenas recipientes de plastico descartaveis e limpos)

- dosagem irregular do volume das amostras ou reagentes
(sugestao: verifique a precisao das pipetas e a
correspondéncia entre o volume dispensado pela pipeta e o
volume necessario ao ensaio; calibre novamente as pipetas)

- erro na lavagem ou na leitura (sugestéo: verifique o
funcionamento ou as definigdes dos respectivos aparelhos)

- contaminagao do Substrato (sugest&o: utilize apenas
recipientes de plastico descartaveis e limpos)

- poluicéo ou degradagdo dos reagentes (sugestdo: utilize
pontas adequadas, recipientes de plastico descartaveis e
limpos para os reagentes e agua destilada ou agua
equivalente de alta qualidade)

Baixos resultados
reprodutiveis

Nenhuma -
reacgao -

alguns reagentes nao foram pipetados

forte contaminag&do do conjugado ou do Substrato
colorimétrica - erros na execugdo do procedimento do ensaio (ex.:
apds a adigao do pipetagem acidental dos reagentes numa sequéncia
substrato incorrecta ou a partir do frasco errado, etc.)

Reaccao - tempo de incubagao demasiado curto, temperatura da
demasiado baixa incubagdo demasiado baixa
(D.O.s demasiado

baixas)

- tempo de incubagdo demasiado longo, temperatura de
Reacgéo incubagédo demasiado alta
demasiado  alta | - baixa qualidade da agua para o tampé&o de lavagem (baixo

(D.O.s demasiado grau de desionizagéo)

altas) - lavagem insuficiente (conjugados removidos de forma
inapropriada)

aspectos - contaminagdo das pipetas, pontas ou recipientes

aspectos - lavagem irregular e insuficiente (conjugados removidos de

inexplicaveis

forma inapropriada)

- os reagentes e/ou tiras ndo alcangaram a temperatura
ambiente antes da utilizagdo

- O sistema de lavagem da placa néo esta a lavar
devidamente (sugestdo: limpe a cabega do sistema de
lavagem)

CV% intra-ensaio
demasiado alto

CV% entre | -
ensaios -
demasiado alto

condigdes de incubagdo ndo constantes (tempo, temperatura)
controlos e amostras ndo dispensados ao mesmo tempo (com
os mesmos intervalos) (verifique a ordem da pipetagem)

- variagdo relacionada com as pessoas intervenientes
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