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TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA - English
INTENDED USE

Washing Buffer 1+11.5 dilution of 2..8°C 3 weeks
concentrate
Incubation Buffer / After opening 2..8°C 2 Months
Sample dilution Buffer
Stop Solution After opening 2..8°C Expiry date
TEST PROCEDURE

The TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA is a quantitative test for the determination of ADAMTS13 antigen in
human plasma, using venous-drawn fresh and/or frozen human citrated (3.2 % sodium citrate) platelet poor plasma.
The assay is performed on microplate readers capable of reading a wavelength of 450 nm. By performing ADAMTS13
antigen assay in combination with an activity and autoantibody assay it is possible to differentiate between activity
neutralizing and non-neutralizing autoantibodies. The TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA is intended for
prescription use in laboratories by professionals, qualified to perform ELISA-based assays.

The TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CAL Set is used for calibrating the TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA.

The TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CONT Set is used for quality control of the TECHNOZYM ADAMTS13
Antigen ELISA.

SUMMARY

ADAMTS13 (a disintegrin-like and metalloproteinase with thrombospondin type 1 motif 13) is an enzyme (VWF-
cleaving protease or VWF-CP) that specifically cleaves von Willebrand factor (VWF) multimers, which induce platelet
thrombus formation under high shear stress. A functional defect of this enzyme leads to the presence of higher
molecular weight forms of VWF and thus to increased platelet aggregation, mainly in the microvasculature. This is
believed to be the major cause for thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP).

REAGENTS

The TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA contains:

Reagent / Content Description

Microtiterplate coated with a monoclonal
anti ADAMTS13 antibody, directed against
the CUB domain; Drying agent included in
aluminum bag

12 x 8 wells ELISA test strips

Numbered from 1 to 5; lyophilized; with lot-

Sx1x Calibrator plasma* specific concentrations
0.5mL
(values see batch table)
High and low control plasma; lyophilized,
2x1x . . N
0.5mL Control plasma** with lot- specific concentrations

(values see batch table)

Anti-ADAMTS-13 POX; dyed blue; liquid,

1x0.3mL Conjugate ready to use

Tetramethylbenzidine substrate; liquid,

1x12mL TMB Substrate
ready to use

buffer concentrate PBS; pH 7.3; containing

1x80mlL Wash buffer concentrate detergent; 0.01 % merthiolate; liquid

PBS; pH 7.3; contains stabilizer protein;

1x90 mL Incubation Buffer / Sample dilution Buffer 0.05% proclin: and dye: liquid, ready to use

1x12mL Stop solution Sulphuric acid 2.5 %; liquid, ready to use

ELISA Plate sealer during incubation
process

*Additionally, the calibrators are sold separately as TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CAL Set 5 x 0.5 mL
(REF 5450661).

**Additionally, the controls are sold separately as TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CONT Set 2 x 0.5 mL
(REF 5450663).

2 pcs Plate sealer

Material required (not supplied with the kit)

- Distilled water

- Measuring cylinder (1000 mL)

- Precision pipettes (50, 100 and 1000 pL)

- Variable pipette (100 and 1000 pL)

- Multichannel and/or dispensing pipettes (100 and 200 uL)

- ELISA washer or multichannel pipette

- ELISA reader with 450 nm filter, with a 620 nm reference filter if available
- Laboratory timer

Warning and precautions

- IVD for in vitro diagnostic use only.

- This kit is intended for use by personnel trained in laboratory procedures and universal precautions for the use
of chemicals and potentially biohazardous substances must be applied.

- All human blood or plasma products as well as test samples must be considered as potentially infectious. They
have to be handled with appropriate care and in strict observance of safety regulations. The rules pertaining to
disposal are the same as applied to disposing hospital waste.

- Calibrators and control plasmas are made from human blood and any individual plasma involved in the
procedure is tested HbsAg, HIV 1/2 Ab and HCV-Ab-negative. However, all human blood products should be
handled as potentially infectious material.

- Get a Material Safety Data Sheet for this product from www.technoclone.com.

Symbol Warning and Precautions Product

H315 Causes skin irritation. Stop solution
H319 Vauses serious eye irritation.

P264 Wash hands thoroughly after handling.
Contains sulphuric acid.

H317 May cause an allergic skin reaction. Incubation buffer

P280 Wear protective gloves.
Contains methylisothiazol.

Stability and storage
The expiry date printed on the labels is only applicable to storage of the unopened containers at 2...8 °C.

Stability opened / in use:

Material / Reagent State Storage Stability
ELISA test strips After opening 2...8 °C with adhesive film in Expiry date
aluminium bag with drying agent
Calibrators, control plasmas | After reconstitution <-20°C 6 months
After opening 2.8°C 6 months
Conjugate
Working solution Room temperature (18...25 °C) | 60 minutes
TMB Substrate After opening 2.8°C Expiry date
Wash Buffer concentrate After opening 2.8°C 6 months

Temp. : TF0474.01 Date of printing : 260630

Preparation of plasma samples

Collect nine parts of freshly drawn venous blood in one part trisodium citrate (3.2 %). Refer to CLSI Document H21-
AS5 for instructions on specimen collection, handling, and storage.

Fresh plasma samples must be measured within three hours. At -20 °C they can be stored for several months.
Samples may not be frozen and thawed several times.

Thaw frozen samples rapidly at 37 °C and centrifuge if necessary. Gently mix before testing. After thawing, the assay
must be performed within 2 hours.

Samples are used undiluted.

Preparation of reagents
Before starting the test, all the required components are to be brought to room temperature.
When reconstituting plasmas, mixing reagents or buffers avoid foaming.

- Washing buffer: Dilute 1 part by volume washing buffer concentrate with 11.5 parts by volume distilled water
(1+11.5). Mix well! (diluted washing buffer concentrate = washing buffer). There may be crystalline precipitations
which will dissolve at 37 °C within 10 minutes.

Conjugate working solution: Dilute 1 part by volume conjugate with 50 parts by volume incubation buffer (1+50).
Mix well!

Mix 10 pL conjugate with 500 pL incubation buffer for 8 test wells.

- Calibrators and control plasmas: Calibrators and control plasmas are reconstituted with 500 pL distilled water and
mixed for 10 seconds after a reconstitution time of 15 minutes. Calibrator and control plasmas are used undiluted.
Reconstituted components are clear to slightly turbid. When freezing calibrator or control plasmas the minimum
volume should be 150 pL!

Performance of the test

Pipette calibrators, control plasmas, samples 50 UL
SAMPLE INCUBATION into test wells H
(reference 1,2,7)

Incubate at room temperature 120 minutes
WASHING (reference 1,3,4) Washing buffer 4 x 250 L
CONJUGATE REACTION Pipette conjugate working solution into wells 50 L
(reference 1,2,7) Incubate at room temperature 60 minutes
WASHING (reference 1,3,4) Washing buffer 4 x 250 L

SUBSTRATE REACTION Pipette TMB Substrate solution into test wells 50 L

(reference 1,2,7)

Incubate at room temperature 15 minutes

STOPPING (reference 1,2) Pipette stopping solution into wells 50 L

shake 10 sec.,
measure within 10
min.

MEASUREMENT (reference 5) ELISA reader, 450 nm

References

1. Reagents of different lots must not be combined.
2. Precision and performance, among others, essentially depend on the following factors:
- Thorough mixing of all substances used for dilution, 10 sec. with Vortex Mixer.
- Test calibrators, controls and samples in duplicates.
- Incubate at indicated temperature (RT: room temperature, 18...25 °C).
- Strict observance of the order of pipetting and of the time element as indicated.
- The time for sample incubation, conjugate and substrate reaction as indicated starts after pipetting the last
sample. Incubation times should not vary by more than + 5 %.
- During sample incubation and conjugate reaction, the time for pipetting calibrators / control plasmas /
samples and / or conjugate solutions must not exceed 60 seconds per ELISA test strip (8 wells).
During substrate reaction and at stopping, the time needed for pipetting the substrate and/or the stopping
solution must not exceed 10 seconds per ELISA test strip. Short pipetting times may be secured by using
multichannel- and dispensing pipettes.
3. Label / number strips with a water resistant pen in case the strips accidentally fall out of the frame during
testing.
4. After the last washing, wells must be aspirated thoroughly, turned upside down and positioned on a blotting
paper; by gentle tapping, the last remnants must be removed.
5. By measuring the difference in wave lengths at 450 and 620 nm the precision of the test is increased.
6. A calibration curve has to be created for every assay.
7. For every incubation step, the test plate has to be covered with plate sealer.

LIMITATION OF THE TEST

Precision

Reproducibility was determined with different samples.

Sample code Assigned value [IU/mL] CV % within run CV % total
High control 0.55 6.36 9.97
Low control 0.1 571 6.62

Correlation with antigen in TECHNOZYM ADAMTS13 fluorogenic method is r2: 0.9 for normal samples and r2:0.91 for
TTP samples.

Limit of detection and assay range

When assay is performed as indicated in section ‘Test Procedure’, the detection limit of this assay is 0.012 IU/mL. The
upper limit of the assay range may vary with each lot of kit depending on the assayed value of the calibrator plasma
supplied in the kit. Samples with values outside the range of the reference curve should be re-tested at an appropriate
dilution to obtain accurate results.

STANDARDISATION

Standards and controls are produced from a normal donor and they are calibrated against the WHO International
Standard for ADAMTS13. Consult the batch table.

LITERATURE

Please contact Technoclone www.technoclone.com or your local distributor.
EDITORIAL NOTE

This document is available in several languages. The translations have been done using the master document in
English. In the event of doubts or discrepancies, the wording in the master document in English shall take
precedence.

TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA - Deutsch
ANWENDUNG

Der TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA ist ein chromogener Test zur Bestimmung der ADAMTS13
Antigenkonzentration in humanem Citratplasma.

Als Probe wird Citratplasma (3,2 % Na-Citrat) benétigt, das entweder aus frisch abgenommenem venésem Blut oder
aus eingefrorenen Proben stammt. Fir die Auswertung / Messung wird ein Mikrotiterplatten Photometer mit einer
Messwellenlange von 405 nm benétigt. Der Wert der ADAMTS13 Antigenkonzentration in Kombination mit der
Aktivitats- und Antikorperbestimmung kann die klinische Differenzierung von aktivitatsneutralisierenden und nicht
neutralisierenden Autoantikdrpern unterstiitzen. Der TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA soll entsprechend der
Gebrauchsanweisung durch Laborpersonal verwendet werden, das fiir die Durchfiihrung von ELISA Assays geschult
ist.

Das TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CAL Set wird fiir die Kalibrierung des TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen
ELISA verwendet.

Das TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CONT Set wird fiir die Qualitatskontrolle des TECHNOZYM ADAMTS13
Antigen ELISA verwendet.

ZUSAMMENFASSUNG

Symbol Warnhinweise und Vorsichtsmanahmen Produkt

H315 Verursacht Hautreizungen. Stopplosung
H319 Verursacht schwere Augenreizung.

P264 Nach der Anwendung griindlich Hande waschen.
Enthélt Schwefelséure.

H317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen. Inkubationspuffer

P280 Schutzhandschuhe tragen.
Enthélt Methylisothiazol.

Lagerung und Stabilitat

Die Reagenzien sind ungeoffnet bei +2...8 °C zu lagern und bis zu dem auf den Etiketten angegebenem Datum
verwendbar. Stabilitét nach Rekonstitution / nach Offnen:

Material / Reagenz Zustand Lagerung Stabilitat
ELISA Teststreifen 2...8 °C mit Abklebefolie im Ablaufdatum
Nach Offnen Aluminiumbeutel mit
Trockenmittel
Kalibrator, Kontrollplasma Nach Rekonstitution <-20°C 6 Monate
Nach Offnen 2..8°C 6 Monate
Konjugat
Gebrauchslésung Raumtemperatur (18...25 °C) 60 Minuten
TMB Substrat Nach Offnen 2.8°C Ablaufdatum
Waschpuffer Konzentrat Nach Offnen 2.8°C 6 Monate
Waschpuffer 1+11,5 Verdiinnung des 2.8°C 3 Wochen
Konzentrats
Inkubatlons?uffer/ Nach Offnen 2..8°C 2 Monate
Probenverdiinnungspuffer
Stopplésung Nach Offnen 2.8°C Ablaufdatum

TESTDURCHFUHRUNG

ADAMTS13 (a disintegrin-like and metalloproteinase with thrombospondin type 1 motif 13) ist ein Enzym (VWF
cleaving Protease oder VWF-CP), das fiir die spezifische Spaltung von von Willebrand Faktor (WWF) Molekiilen
verantwortlich ist. Diese groBen VWF Molekile kénnen unter Einfluss hoher Scherkrafte zur Bildung von
Plattchenthromben filhren. Ein funktionaler Defekt dieses Enzyms fiihrt zu ungewodhnlich groen vVWF Molekilen und
dadurch zu erhdhter Pléattchenaggregation, hauptséchlich in der Mikrovaskulatur. Dieser Vorgang wird als
Hauptursache der thrombotischen thrombozytopenischen Purpura (TTP) angesehen.

REAGENZIEN

It cannot be excluded that certain forms of ADAMTS13 (with mutations in the CUB domains) are not equivalently
measured due to reduced binding to the capture antibody on the plate.

Thrombin is reported to degrade ADAMTS13. Therefore serum samples should be avoided.
INTERPRETATION OF RESULTS

TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen results are reported in IU/mL. The assay results should be used with other
information, including the clinical context, in forming a diagnosis.

CALCULATION OF RESULTS

Setting up a reference curve:
X axis: ADAMTS13 Activity [IlU/mL]
Y axis: Extinction at 450 nm
Graph plot is linear-linear with a best fit.
Assessment of reference curve:
The validity of the test may be checked based on the calculated control values.
Measuring concentration of samples:
Read off the concentration from the reference curve.

If there are samples, with extinction coefficients higher than the extinction of the highest point on the calibration curve,
they have to be pre diluted with incubation buffer (1+1 or 1+3). The measured concentration then has to be multiplied
with the dilution factor 2 or 4, respectively.

REFERENCE RANGE

Normal range for ADAMTS13 Antigen: 0.41 — 1.41 IU/mL.

It is recommended that individual laboratories establish their own normal range. When interpreting the serological
results, the history of the patient has to be taken into account.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Performance data are given below. Results obtained in individual laboratories may differ.

Der TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA Kit enthélt:

Material Beschreibung

Mit monoklonalem anti ADAMTS13
Antikorper, (gegen die CUB Doméane
gerichtet) beschichtete Mikrotiterplatte;
Trocknungsmittel im Aluminiumbeutel

12 x 8 wells ELISA Teststreifen

beigefligt

Nummeriert von 1 bis 5; lyophilisiert; mit
5x1x Kalibrations PI . chargenspezifischen Konzentrationen
0,5mL allorations Flasma (Die Konzentrationswerte sind der

Wertetabelle zu entnehmen)

Hohe und niedrige Kontrollplasmen,
2x1x " lyophilisiert; mit chargenspezifischen
0,5mL Kontroll Plasma Konzentrationen (Die Konzentrationswerte

sind der Wertetabelle zu entnehmen)
anti-ADAMTS-13 POX; blaugefarbt; fliissig

1x0,3mL Konjugat

Tetramethylbenzidin Substrat; flissig,
gebrauchsfertig

PBS; pH 7,3; detergenshaltig; 0,01%

1x12mL TMB Substrat

1x 80 mL Waschpufferkonzentrat Merthiolat; fliissig
PBS; pH 7,3 enthalt Stabilisatorprotein;
1x90 mL Inkubationspuffer / Probenverdiinnungspuffer 0,05% Proclin; und Farbstoff; fliissig;

gebrauchsfertig

Schwefelsaure 2,5 %; flissig,

1x12mL Stopplésung gebrauchsfertig

Abdeckfolie wéhrend der
Inkubationsschritte

* Die Kalibratoren sind auch separat als TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CAL Set 5 x 0.5 mL (REF 5450661)
erhéiltlich.

** Die Kontrollen sind auch separat als TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CONT Set 2 x 0.5 mL (REF 5450663)
erhaltlich.

2 Stiick Abdeckfolie fiir ELISA Platten

Bendtigtes Material (nicht im Kit enthalten)

- Aqua dest.

- Messzylinder (1000 mL)

- Prazisionspipetten (50, 100 und 1000 pL)

- Variable Pipette (100 und 1000pL)

- Mehrkanal- bzw. Dispensierpipetten (100 und 200 pL)

- ELISA- hgerat oder Mehrkar
- ELISA-Reader mit 450 nm Filter und 620 nm ReferenZfilter falls verfigbar
- Labortimer

Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen

- Nur zur Anwendung als in vitro Diagnostikum.

- Das Testkit ist zur Verwendung durch Laborpersonal bestimmt welches im Umgang mit der Testmethode sowie
mit allgemeinen SicherheitsmaRnahmen im Umgang mit Chemikalien und potentiellem biologischen Risiko
geschult ist.

- Alle humanen Blut- bzw. Plasmaprodukte und Proben miissen als potentiell infektios angesehen werden. Sie
sind mit der notwendigen Sorgfalt und entsprechend den Sicherheitsvorschriften zu behandeln und wie
Krankenhausmiill zu entsorgen.

- Obwohl alle Kalibratoren und Kontrollen, hergestellt aus humanem Blut, und alle hierzu verwendete
Einzelplasmen fiir HbsAg, HIV 1/2 Ak und HCV-Ak negativ getestet sind, miissen sie als potentiell infektios
betrachtet werden.

- Ein Sicherheitsdatenblatt kann von www.technoclone.com heruntergeladen werden.

Vorbereiten der Plasmaproben

Neun Teile frisches vendses Blut werden mit einem Teil Natriumcitratidsung (3,2 %), durch leichtes schwenken
gemischt. Hinweise zur Aufbereitung des Blutes, sowie seiner Lagerung sind der Empfehlung des Deutschen Instituts
fiir Normung (DIN58905), oder der CLSI Guideline H21-A5 zu entnehmen.

Frische Citratplasma Proben konnen bis zu 3 Stunden bei Raumtemperatur aufbewahrt werden. Bei -20 °C kénnen
sie mehrere Monate aufbewahrt werden. Proben diirfen nicht mehrfach eingefroren und wieder aufgetaut werden.

Gefrorene Proben sind bei 37 °C im Wasserbad aufzutauen und nétigenfalls erneut zu zentrifugieren. Vor der Analyse
sind die Proben durch Schwenken noch einmal durchzumischen. Nach dem Auftauen missen die Proben innerhalb
von 2 Stunden analysiert werden.

Die Proben werden unverdiinnt eingesetzt.
Vorbereiten der Reagenzien
Vor Testbeginn alle bendtigten Testkomponenten auf Raumtemperatur bringen.

Beim Rekonstituieren von Plasmen, sowie Mischen von Reagenzien oder Pufferldsungen ist Schaumbildung zu
vermeiden.

- Waschpuffer: 1 Volumenteil Waschpufferkonzentrat mit 11,5 Volumenteilen Aqua dest. verdiinnen (1+11,5). Gut
mischen! (verdiinntes Waschpufferkonzentrat = Waschpuffer). Eventuelle kristalline Niederschlage l6sen sich bei
37 °C innerhalb von 10 min auf.

Konjugatsgebrauchslésung: 1 Volumenteil Konjugat mit 50 Volumenteilen Inkubationspuffer verdiinnen (1+50).
Gut mischen!
Fur 8 Testvertiefungen 10uL Konjugat mit 500 L Inkubationspuffer mischen.

- Kalibrationsplasmen und Kontrollplasmen: Die Kalibrationsplasmen und Kontrollplasmen werden mit 500 yL Aqua
dest. rekonstituiert und nach einer Rekonstitutionszeit von 15 min, 10 Sekunden gemischt. Die Kalibratoren und
Kontrollen werden unverdiinnt eingesetzt.

Die rekonstituierten Plasmen sind klar bis leicht triib. Sollten die Kalibrationsplasmen, beziehungsweise die
Kontrollplasmen eingefroren werden so ist das Minimalvolumen von 150 pL zu beachten!

Testverfahren

Kalibratoren, Kontrollplasmen, Proben in

PROBEN-INKUBATION Testvertiefung pipettieren Sopk
(Hinweise 1,2,7)

Bei Raumtemperatur inkubieren 120 Minuten
WASCHEN (Hinweise 1,3,4) Waschpuffer 4 x 250 L

Konjugatgebrauchslésung in Testvertiefung 50 UL
KONJUGAT-REAKTION pipettieren M

(Hinweise 1,2,7)

Bei Raumtemperatur inkubieren 60 Minuten
WASCHEN (Hinweise 1,3,4) Waschpuffer 4 x 250 L
SUBSTRAT-REAKTION Substratlosung in Testvertiefungen pipettieren 50 pL
(Hinweis 1,2,7) Bei Raumtemperatur inkubieren 15 Minuten
STOPPEN (Hinweis 1,2) Stoppldsung in Testvertiefungen pipettieren 50 uL

10 Sekunden
schiitteln,
ELISA reader, 450 nm Messung
innerhalb von 10
Minuten

MESSUNG (Hinweis 5)

Hinweise

Reagenzien verschiedener Chargen diirfen nicht kombiniert werden.
2. Préazision und Wiederfindung hangen u.a. von folgenden Faktoren entscheidend ab:
- Gute Durchmischung aller Verdiinnungsansatze, 10 Sek. auf Probenmischer.
- Durchfiihrung von Doppelbestimmungen.
- Inkubation bei der korrekten Temperatur (RT: Raumtemperatur; 18...25 °C).
- Genaue Einhaltung von Pipettierreihenfolge und Zeittakt.
- Die angegebene Zeit fiir die Probeninkubation, Konjugat- und Substratreaktion wird nach der Pipettierung
der letzten Probe genommen. Inkubationszeiten sollten um nicht mehr als +5 % variiert werden.
Bei der Probeninkubation und Konjugatreaktion darf die Zeit fiir die Pipettierung der Kalibratoren /
Kontrollplasmen / Proben bzw. Konjugatldsung 60 Sek. pro ELISA-Teststreifen (8 Vertiefungen) nicht
(iberschreiten.
Bei der Substratreaktion und beim Stoppen darf die Pipettierzeit der Substrat- bzw. Stopplésung 10 Sek. pro
ELISA-Teststreifen nicht (iberschreiten. Kurze Pipettierzeiten werden durch Verwendung von Mehrkanal-
bzw. Dispensierpipetten erreicht.
3. Teststreifen mit wasserfestem Stift markieren, falls sie wahrend des Testes versehentlich aus der Halterung
fallen sollten.
4. Nach dem letzten Waschvorgang miissen die Testvertiefungen leer gesaugt und auf saugfahigem Papier
ausgeklopft werden.
5. Durch Differenzwellenlangenmessung bei 450 nm und 620 nm wird die Prazision des Tests erhéht.
6. Fir jeden Test muss eine neue Standardkurve erstellt werden.
7. Beijedem Inkubationsschritt miissen T ifen mit Al ie at t werden.

TESTEINSCHRANKUNGEN

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass manche Formen von ADAMTS13 (mit Mutationen in den CUB-
Doménen) eine geringere Affinitdt zu dem Bindungsantikorper auf der Platte besitzen und daher deren Konzentration
nicht absolut vollstandig bestimmt werden kann.

ADAMTS13 kann durch Thrombin gespalten werden, daher sollten Serumproben vermieden werden.



ERGEBNISINTERPRETATION

TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen Ergebnisse werden in IU/mL ausgegeben. Die Testergebnisse sollten zur
Diagnose mit weiteren Informationen, wie zum Beispiel dem klinischen Kontext kombiniert werden.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Erstellng der Bezugskurve:

X Achse: ADAMTS13 Antigen [IlU/mL]

Y Achse: Extinktion bei 450 nm
Die Bezugskurve ist linear-linear. Werte durch eine passende Ausgleichsgerade verbinden.
Beurteilung der Bezugskurve:
Die Auswertbarkeit des Tests kann anhand der ermittelten Kontrollwerte Gberpriift werden.
Konzentrationsbestimmung der Proben:
Konzentrationen der Proben an der Bezugskurve ablesen.

Sollte der Extinktionswert einer Probe hoher als der des héchsten Standards liegen, so muss die Probe mit
Inkubationspuffer vorverdiinnt werden (1+1 oder 1+3). Die ermittelte Konzentration wird in diesem Fall mit dem
Verdiinnungsfaktor 2 bzw. 4 multipliziert.

REFERENZBEREICH

Normalbereich fiir ADAMTS13 Aktivitat: 0,41 — 1,41 1U/mL.

Es wird empfohlen, dass jedes Labor seinen eigenen Normalbereich bestimmt. Die Beurteilung und Interpretation der
serologischen Ergebnisse darf nur durch entsprechendes Fachpersonal erfolgen. Dabei muss die Patientenanamnese
beriicksichtigt werden.

SPEZIFISCHE LEISTUNGSDATEN

Nachstehend werden reprasentative Leistungsdaten angezeigt. Die Ergebnisse des einzelnen Labors kénnen davon
abweichen.

Prézision

Die Reproduzierbarkeit wurde mit unterschiedlichen Proben bestimmt.

Probenname Kalibrierter Wert [IU/mL] Prézision im Lauf (VK%) VK %total
Hohe Kontrolle 0,55 6,36 9,97
Niedrige Kontrolle 0,11 571 6,62

Die Korrelation mit der Antigenbestimmung im TECHNOZYM ADAMTS13 fluorogenen Testkit ist fiir Normalplasmen
R2=0,9 und fir TTP Plasmen R?=0,91.

Nachweisgrenze und Messbereich

Die Nachweisgrenzesgrenze liegt bei 0,012 IU/mL ADAMTS13 Aktivitit wenn die Angaben in ,Testdurchfiihrung”
befolgt werden. Die obere Grenze des Messbereiches kann mit dem Kit Lot variieren und ist abhangig vom
kalibrierten Wert des hochsten Standards. Um genaue Ergebnisse zu erhalten, sollten Proben, deren Ergebnisse
auBerhalb der Standardkurve liegen, in einer entsprechenden Verdiinnung nachgetestet werden.

STANDARDISIERUNG

Standards und Kontrollen werden aus einem Normalspender produziert und werden gegen den Internationalen WHO
Standard fiir ADAMTS13 kalibriert. Siehe Wertetabelle.

LITERATUR

Bitte wenden Sie sich an Technoclone www.technoclone.com oder an Ihren zustandigen Handler.
ANMERKUNG

Dieses Dokument ist in mehreren Sprachen verfiigbar. Als Masterdokument fiir die Ubersetzung wurde das englische
Dokument herangezogen. Bei eventuellen Unstimmigkeiten oder Schreibfehlern in der Ubersetzung, ist das Master
Dokument in Englisch vorrangig.

TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA - Francais
UTILISATION PREVUE

Le coffret ELISA TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen est un test quantitatif pour la détermination de I'antigéne
ADAMTS13 dans le plasma humain, en utilisant du plasma humain citraté (3,2% citrate de sodium), pauvre en
plaquettes, frais et/ou congelé. Le test est effectué sur des lecteurs de microplaques capables de lire I'absorbance a
une longueur d'onde de 450nm. En effectuant un dosage d'antiggne ADAMTS13 en combinaison avec un test
d'activité et un test de présence d'auto-anticorps, il est possible de différencier les auto-anticorps neutralisants et non-
neutralisants de I'activité. Le coffret TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA est destiné a étre utilisé par des
laboratoires spécialisés qualifiés pour effectuer des tests basés sur la méthode ELISA.

Le coffret TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CAL Set est utilisé pour étalonner le coffret ELISA TECHNOZYM
ADAMTS13 Antigen.

Le coffret TECHNOZYM ADAMTS13 Activity CONT Set est utilisé pour le contrle de la qualité du coffret ELISA
TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen.

RESUME

I'emploi

Pour recouvrir la plaque ELISA pendant les

étapes d'incubation.

* Les calibrateurs sont également vendus séparément dans le coffret TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CAL Set
5x 0,5 mL (REF 5450661).

** Les controles sont également vendus séparément dans le coffret TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CONT Set
2 x 0,5 mL (REF 5450663).

2 pcs Films adhésifs protecteurs

Matériel requis (non fourni avec le kit)

- Eaudistillée

- Eprouvette graduée de 1000 mL

- Pipettes de précision (50, 100, 1000 uL)

- Pipettes réglables (100 et 1000 pL)

- Pipettes multicanaux (100 et 200 L)

- Automate de lavage ELISA ou pipettes multicanaux

- Lecteur de plaques ELISA équipé d'un filtre & 450 nm et si possible avec un filtre de référence a 620 nm
- Chronometre

Avertissements et précautions

- Dispositif médical IVD uniquement pour le diagnostic in vitro.

- Ce coffret est destiné a étre utilisé par du personnel qualifié a suivre les procédures et les précautions d’'usage
dans les laboratoires pour l'utilisation de substances chimiques et biologiques potentiellement contaminantes.

- Tous les produits élaborés a partir de sang humain et de plasma aussi bien que tous les échantillons doivent
étre considérés comme étant potentiellement infectieux. lls doivent étre manipulés avec une attention
particuliére, et ceci dans la stricte observance des régles de sécurité. Les régles concernant le stockage des
déchets sont identiques a celles appliqués a I'nopital.

- Les calibrateurs et les plasmas de contrdle sont fabriqués a partir de sang humain et tout plasma individuel
impliqué dans la procédure est testé HbsAg, HIV 1/2 Ab et HCV-Ab-négatif.
Cependant, comme tout plasma humain, ils doivent étre manipulés comme du matériel potentiellement
infectieux.

- La fiche de sécurité peut étre obtenue sur le site www.technoclone.com.

Symbole Avertissements et précautions Produit

H315 Provoque une irritation de la peau.
H319 Provoque une sévére irritation des yeux.
P264 Se laver les mains soigneusement aprés
manipulation.

Contient de I'acide sulfurique.

Solution d arrét

H317 Peut provoquer une allergie cutanée.

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

Contient du Methylisothiazol.

Tampon d'incubation

Stabilité et stockage

La date d’expiration des réactifs sur les flacons concernent uniquement le stockage des flacons non ouverts a +2...8
°C. Stabilité aprés reconstitution / aprés ouverture:

Matériel/Réactif Etat
Bandelettes de test ELISA

Stockage Stabilité

2...8 °C sous film adhésif avec Date de
agent dessicant, dans un sachet | péremption
en aluminium

Apreés ouverture

Plasmas calibrateurs et Aprés reconstitution <-20°C 6 mois
contréles
Aprés ouverture 2.8°C 6 mois
Solution de Conjugue Solution de travail Température ambiante 60 minutes
(18...25 °C)
Substrat TMB Apreés ouverture 2..8°C Date de
péremption
Tampon de lavage Aprés ouverture 2.8°C 6 mois
concentré
Tampon de lavage dilué 1+11,5 dilution de la 2..8°C 3 semaines
solution concentrée
Tampon d’incubation Apreés ouverture 2..8°C 2 mois
Solution d’arrét Aprés ouverture 2.8°C Date de
péremption

PROCEDURE DU TEST

SOLUTION D’ARRET (réf. 1,2) Ajouter la solution d’arrét dans chaque puits 50 pL

Agiter 10 sec.,
mesurer avant 10
minutes

MESURE (réf. 5) Lecture de plaque ELISA, 450nm

Références

Ne pas utiliser ensemble des réactifs provenant de différents lots.
2. Le bon déroulement et la précision du test dépendent des facteurs suivants:
- Bien mélanger les substances utilisées lors des dilutions: vortex 10 secondes.
- Les standards, les controles et les échantillons doivent testés en double.
- Les incubations doivent effectuées a la température indiquée (température ambiante : +18...25 °C).
- Respecter strictement I'ordre de pipetage et le temps d'incubation pour chaque élément comme indiqué.
- Le temps d'incubation des échantillons, conjugués, et substrat démarre aprés le pipetage du dernier
échantillon. Les temps d'incubation ne doivent pas varier de + 5 %.
Durant 'incubation des échantillons et la réaction avec le conjugué, les temps de pipetage du calibreur /
échantillon / contréle et/ou des solutions conjuguées, ne doivent pas excéder 60 secondes par barrette de
test ELISA (8 puits).
Durant la réaction du substrat et lors de I'arrét de la réaction, le temps nécessaire au pipetage du substrat
et/ou de la solution d’arrét ne doit pas excéder 10 secondes par barrette. Pour cela utiliser de préférence
une pipette multicanaux.
3. Numéroter les barrettes avec un feutre résistant a I'eau au cas ou les bandes tombent accidentellement de la
plaque durant le test.
4. Apres le dernier lavage, les puits doivent étre rigoureusement secs : pour cela, retourner la plaque d’analyse
sur du papier absorbant et la taper doucement.
5. En mesurant la différence de densité optique & 450 nm et 620 nm, la précision de I'analyse est augmentée.
6. Une courbe de calibration doit étre effectuée pour chaque analyse.
7. Durant chaque étape d’incubation, la microplaque ou les barrettes doivent étre recouvertes par le film
protecteur.

LIMITES DU TEST

Il n'est pas exclu que certaines formes d’ADAMTS13 (avec une mutation dans les domaines CUB) ne soient pas
mesurées de fagon équivalente due a la réduction de la liaison a I'anticorps fixé sur la microplaque.

La thrombine dégraderait 'ADAMTS13. Par conséquent, les échantillons de sérum doivent étre évités.

INTERPRETATION DES RESULTATS

Les résultats du coffret TECHNOZYM ADAMTS13 Antigéne sont rapportés en Ul/mL. Les résultats du test doivent
étre interprétés en tenant compte d'autres informations, y compris le contexte clinique, pour établir un diagnostic.

CALCUL DES RESULTATS

Etablissement de la gamme d’étalonnage:
Axe des X: Concentration d’antigéne ADAMTS13 [UI/mL]
Axe des Y : Densité optique mesurée a 450 nm

Le graphique est de type linéaire-linéaire. Le meilleur modéle mathématique doit étre choisi pour la courbe de
calibration.

La gamme d’étalonnage:
La validité du test doit étre vérifiée sur la base des valeurs calculées des controles.
Mesure de la concentration des échantillons:

Lire la concentration a partir de la gamme d'étalonnage.

Si des échantillons ont une densité optique supérieure a celle du point le plus haut de la gamme d’étalonnage, ils
doivent alors étre pré-dilués avec le tampon de réaction (1+1 ou 1+3). La concentration mesurée doit alors étre
multipliée par 2 ou 4, respectivement.

INTERVALLE DE REFERENCE

Les valeurs normales pour la concentration d’antiggéne ADAMTS13 sont comprises entre: 0,41 — 1,41 Ul/mL.

Il est recommandé pour chaque laboratoire d'établir ses propres valeurs normales. Lors de linterprétation des
résultats, I'historique ainsi que le profil pathologique des patients doivent étre pris en compte.

PERFORMANCES

L’ADAMTS13 (désintégrine-like et métalloprotéinase avec thrombospondine de type 1 motif 13) est une protéase
spécifique du facteur von Willebrand (vVWF) ou VWF-CP qui clive spécifiquement et réduit la taille des multiméres du
facteur von Willebrand (VWF), lesquels conduisent a la formation d’agrégats plaquettaires dans la microcirculation ot
les forces de cisaillement sont élevées. Si I'activité de TADAMTS13 est plus basse pour diverses raisons, le VWF
circule sous la forme anormale de multiméres de grandes tailles pouvant s’accumuler dans le sang entrainant des
phénoménes de coagulation anormaux, par activation et adhésion des plaquettes puis formation de caillots, qui
peuvent a leur tour générer un syndrome de microangiopathie thrombotique (MAT) dont une des formes est le
Purpura Thrombotique Thrombocytopénique (PTT).

REACTIFS

Le coffret TECHNOZYM ADAMTS13 Activity ELISA contient:

Réactif / Contenu Description

Recouverts avec un anticorps monoclonal
anti ADAMTS13 directement dirigé contre

12 x 8 puits Barrettes de test ELISA le domaine CUB. Les barrettes sont
emballées dans un sac en aluminium
contenant un agent dessicant.
Lyophilisés, numérotés de 1a 5. Les

5x1x " . . . .

05mL Calibrateurs plasmatiques concentrations sont dépendantes du lot

(consulter le tableau des valeurs)

Controles plasmatiques haut et bas,

2x1x N " lyophilisés. L ncentration: nt
Controles plasmatiques** yophilises. Les concentrations so

0,5mL dépendantes du lot.
(consulter le tableau des valeurs)

. . . anticorps monoclonal anti-ADAMTS13
1x0,3mL Solution de conjugué POX ; Liquide, prét & l'emploi
1x12mL Substrat Chromogéne TMB Tentra‘mvethylbe_znmdlne Substrat ; liquide,

prét a 'emploi
1%80mL ) PBS; pH 7,3 contenant un détergent
Tampon de lavage concentré merthiolate 0,01%; liquide
" . o PBS; pH 7,3 contenant un stabilisant de
1x90omL | Tameon dincubation / Tampon de dilution des | protgine, 0,05% Prociin; liquide, prét &
échantillons I'emploi
1x12mL Solution d'arrét Acide sulfurique 2,5 % ; liquide, prét a

Préparation des échantillons

Le sang est collecté dans des tubes contenant du citrate 3,2 % comme anticoagulant pour un ratio de 9 volumes de

sang pour 1 volume d'anticoagulant puis mélangé doucement par retournement. Se référer au document du CLSI

H21-A5 pour les instructions sur le prélévement, la manipulation et le stockage des échantillons.

Les échantillons peuvent étre conservés jusqu’a 3 heures au maximum a température ambiante.

Les é i p étre kés a -20 °C d
és et dé é i fois de suite.

mois. Les é

ne doivent pas étre

Décongeler rapidement les échantillons congelés a 37 °C et les centrifuger si nécessaire. Mélanger doucement les
échantillons avant de les tester. Aprés décongélation, le dosage doit étre effectué dans les 2 heures.

Les échantillons sont utilisés non dilués.

Préparation des réactifs
Eviter la formation de mousse lors de la reconstitution des plasmas, des réactifs ou des tampons.

- Tampon de lavage a utiliser : Diluer 1 vol de tampon de lavage concentré avec 11,5 volumes d’eau distillée
(1+11,5). Bien mélanger ! Il se peut qu'il y ait un précipité cristallin: celles-ci se dissolvent a 37 °C en 10 minutes.
Le tampon de lavage cité par la suite est toujours du tampon de lavage dilué.

- Solution de travail de conjugué : Diluer 1 vol de conjugué avec 50 volumes du tampon d’incubation.
Mélanger 10 pL de conjugué avec 500 pL de tampon d'incubation pour 8 puits

- Calibrateurs et contréles plasmatiques : Les calibrateurs et les contrdles plasmatiques sont reconstitués avec 500
WL d’eau distillée. Attendre la stabilisation pendant 15 minutes puis agiter la solution pendant 10 secondes. Les
calibreurs et contréles sont utilisés non dilués.

Les solutions reconstituées sont claires ou trés Iégérement troubles.
Lors de la congélation de calibrateurs ou de plasmas de controle, le volume minimum doit étre de 150 pL!

Procédure

INCUBATION DES ECHANTILLONS Ajouter les calibrateurs / contréles / échantillons | 50 pL
(référence 1,2,7) Incuber & température ambiante 120 minutes
LAVAGE (réf. 1,3,4) Tampon de lavage, 4 lavages 4 x 250 pL
REACTION AVEC LE CONJUGUE Ajouter la solution de travail de conjugué 50 pL
(reference 1,2,7) Incuber & température ambiante 15 minutes
LAVAGE (réf. 1,3,4) Tampon de lavage, 4 lavages 4 x 250 pL
REACTION DU CHROMOGENE Ajouter la solution de substrat chromogéne 50 pL
(reference 1,2,7) Incuber & température ambiante 60 minutes

Les performances ont été établies a partir des données ci-dessous. Les résultats obtenus peuvent varier selon les
Laboratoires.

Précision

La reproductibilité a été déterminée avec différents échantillons.

Echantillons Valeur assignée [IU/mL] CV % dans la série CV % total
Controle haut 0,55 6,36 9,97
Controle bas 0,11 571 6,62

La corrélation de TADAMTS13 antigéne avec la méthode du TECHNOZYM ADAMTS13 fluorogénique est de r>= 0,9
pour les échantillons normaux et de r2=0,91 pour les échantillons ayant un PTT.

Limite de quantification et zone de mesure

Lorsque dosage est réalisé comme indiqué dans la section « Procédure du test », la limite de quantification de ce test
est de 0,012 Ul/mL pour la concentration d’antigégne ADAMTS13. La limite supérieure de détection peut varier en
fonction de chaque lot de coffret en fonction de la valeur du plasma d'étalonnage fourni dans le coffret. Les

échantillons ayant des valeurs en dehors de la plage de la courbe de référence doivent étre retestés a une dilution
appropriée afin d'obtenir des résultats précis.

STANDARDISATION

Les calibrateurs et les contrdles sont produits & partir de donneurs normaux et ils sont étalonnés contre le standard
international WHO pour 'ADAMTS13. Consulter le tableau spécifique du lot.

LITTERATURE

Veuillez-vous adresser a la société Technoclone ou directement a votre revendeur.

NOTE DE REDACTION

Ce document est disponible en plusieurs langues. Les traductions ont été effectuées en utilisant le document maitre
en anglais. En cas de doute ou de discordance, le document maitre en anglais prévaut.
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TECHNOZYM ADAMTS13 Activity ELISA - Italiano
IMPIEGO

Dopo apertura 2-8°C 6 mesi

Coniugato Soluzione di lavoro Temperatura ambiente 60 minuti
(18-25 °C)

Substrato TMB Dopo apertura 2-8°C Data di scadenza
Tampone di lavaggio Dopo apertura 2-8°C 6 mesi
(concentrato)
Tampone di lavaggio 1+11,5 diluizioni del 2-8°C 3 settimane

concentrato
Tampone d'incubazione / Dopo apertura 2-8°C 2 mesi
tampone diluizione
campioni
Soluzione di stop Dopo apertura 2-8°C Data di scadenza

PROCEDURA DEL TEST

INTERVALLO DI RIFERIMENTO

Intervallo di normalita di ADAMTS13 antigene: 0,41 — 1,41 IU/mL
Si raccomanda a ciascun laboratorio di determinare i propri valori di normalita.
Nell'interpretazione dei dati di tale dosaggio va tenuta in considerazione tutta la storia clinica del paziente.

PERFORMANCE DEL TEST

TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA ¢ un test di tipo quantitativo per la determinazione di ADAMTS13 Antigene
in campioni di plasma, utilizzando plasma umano (3.2 % sodio citrato) da prelievo venoso fresco e/o congelato povero
di piastrine. Il saggio viene eseguito su lettori di micropiastre con capacita di lettura di lunghezze d’onda di 450 nm. Il
test ADAMTS13 Antigen ELISA, in combinazione con il test per la determinazione dell'attivita e degli autoanticorpi,
permette di discriminare I'attivita di anticorpi neutralizzanti e non. TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA & inteso
per un uso in laboratorio da parte di professionisti qualificati per eseguire analisi basate sulla metodica ELISA.

TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CAL Set & utilizzato per la calibrazione di TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen
ELISA.

TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CONT Set & utilizzato per il controllo di qualita di TECHNOZYM ADAMTS13
Antigen ELISA.

RIASSUNTO

ADAMTS13 (a disintegrin-like and metalloproteinase with thrombospondin type 1 motif 13) & un enzima (VWF-
cleaving protease o VWF-CP) che taglia in modo specifico i polimeri di dimensione anomala del fattore von Willebrand
(VWF), che induce la formazione di trombi piastrinici in condizioni di stress elevato. Se I'attivita di ADAMTS13 &
inferiore al normale, tali polimeri di grandi dimensioni di VWF si possono accumulare causando eventi trombotici da
aggregazione piastrinica, che possono portare allo sviluppo di TMA (microangiopatia trombotica) come la TTP-
trombocitopenia purpurea.

REAGENTI

TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA, contiene:

Reagenti / Contenuto Descrizione

Rivestite con anticorpi monoclonali anti-

12x8 Strip test ELISA ADAMTS13, diretti verso il dominio CUB.

pozzetti Confezionate in busta in alluminio con
disseccante
5x1x Numerati da 1 a 5; liofilizzati; le
0.5 mL Calibratori* concentrazioni sono lotto-specifiche
” (Consultare la tabella dei valori)
Plasma di controllo a concentrazione bassa
2x1x Pl di controllo™ ed alta, liofilizzati; le concentrazioni sono
0,5mL asma di controflo lotto-specifiche

(Consultare la tabella dei valori)

anti-ADAMTS13 POX; colorante dye blue;
liquido

1x0,3mL Coniugato

Tetramethylbenzidine substrato; liquido,
pronto uso

PBS; pH 7,3; contiene detergenti; 0,01 %
mertiolato; liquido, concentrato

1x12mL Substrato (TMB)

1x80mL Tampone di lavaggio concentrato

Tampone di incubazione / tampone per diluire PBS; pH 7,3; contiene proteina

1x90 mL A - stabilizzante; 0,05 % proclina; colorante;
anche i campioni o "
liquido; pronto all'uso
1x12mL Soluzione di stop Acido Solforico 2,5 %; liquido, pronto all'uso
2 pezzi Film adesivo Film sigillante per piastre ELISA, da usare

durante lo step di incubazione
* | calibratori sono venduti anche separatamente come TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CAL Set 5 x 0,5 mL
(REF 5450661)

** | controlli sono venduti anche separatamente come TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CONT Set 2 x 0,5 mL
(REF 5450663).

Materiali necessari ma non forniti con il kit:

- Acqua bidistillata

- Cilindro graduato da 1000 mL

- Pipette di precisione da 50, 100 e 1000 pL

- Pipetta ripetitiva da 100uL e 1000 pL

- Pipette multicanale e/o dispensanti da 100 e 200 pL

- Buretta per ELISA o pipetta multicanale

- Lettore di piastra ELISA con filtro a 420 nm e con filtro di riferimento a 620 nm, se disponibile
- Timer di laboratorio

Avvertenze e precauzioni

- IVD per uso diagnostico in vitro.

- Questo kit deve essere utilizzato da personale addestrato nelle procedure di laboratorio, per l'uso di reagenti
chimici e di sostanze potenzialmente a rischio biologico.

- Tutti i prodotti derivanti da sangue o plasma cosi come tutti i campioni, devono essere considerati come
potenzialmente infettivi. Devono essere maneggiati con particolare attenzione e in stretta osservanza delle
regole di sicurezza. Le regole riguardanti lo smaltimento dei rifiuti sono le stesse applicate allo smaltimento dei
rifiuti ospedalieri.

- | calibratori e i plasmi di controllo sono prodotti a partire da sangue umano e ogni plasma & stato testato e
trovato negativo per gli anticorpi per HIV 1/2, HBs Ag e HVC. Tutti i prodotti derivati da sangue umano devono
essere maneggiati con cura ed essere considerati come materiale potenzialmente infetto.

- La Scheda di Sicurezza & disponibile su www.technoclone.com.

Simbolo Avvertenze e precauzioni Prodotto

H315 Causa irritazioni cutanee.

H319 Provoca grave irritazione oculare.
P264 Lavare bene dopo I'utilizzo.
Contiene acido solforico.

Soluzione di stop

H317 Puo provocare reazioni allergiche sulla pelle.
P280 lindossare guanti protettivi.
Contiene Metilisotiazolinone.

Tampone di incubazione

Stabilita e conservazione
La data di scadenza riportata sull'etichetta & relativa alla confezione della fiala chiusa e conservata a 2-8 °C.

La stabilita dopo ricostituzione/apertura:

Materiale / Reagente Stato Conservazione Stabilita

Strips del kit ELISA Dopo apertura 2-8 °C con il film adesivo, poste | Data di scadenza
nel sacchetto di alluminio con
essiccante

Calibratori, plasmi controllo | Dopo ricostituzione <-20°C 6 mesi

Temp. : TF0474.01 Date of printing : 260630

Preparazione dei campioni di plasma

Tipologia di campione: plasma umano citrato. Raccogliere il sangue in provette con sodio citrato al 3.2 % come
anticoagulante, in rapporto: 9 volumi di sangue e 1 volume di Citrato, miscelare delicatamente per inversione. Riferirsi
al documento CLSI H21-A5 per le istruzioni specifiche per la raccolta, gestione e conservazione dei campioni.

| campioni, dopo il prelievo, possono essere conservati fino a 3 ore a temperatura ambiente. A -20 °C possono essere
conservati per diversi mesi. Evitare cicli di congelamento e scongelamento ripetuti.

Scongelare rapidamente i campioni a 37 °C e centrifugarli se necessario. Mescolare delicatamente prima di utilizzare
i campioni per il test. Il saggio deve essere eseguito entro 2 ore dallo scongelamento dei campioni.

| campioni non vanno diluiti.
Preparazione dei reagenti
Prima di iniziare il saggio, tutti i componenti necessari devono essere portati a temperatura ambiente.

- Tampone di lavaggio: Diluire 1 parte di volume del tampone di lavaggio concentrato con 11,5 parti di volume di
acqua bidistillata (1+11,5). Miscelare bene (il tampone di lavaggio diluito & il tampone utilizzato nei lavaggi). Si
potrebbero formare dei precipitati cristallini che si scioglieranno a 37 °C in 10 minuti.

Soluzione coniugato: Diluire 1 parte di coniugato con 50 parti di tampone di incubazione.

Mescolare 10 pL di coniugato con 500 pL di tampone di incubazione per 8 pozzetti.

Calibratori e plasmi di controllo: i calibratori e i plasmi controllo sono ricostituiti con 500 L di acqua bidistillata e
miscelati per 10 secondi dopo un tempo di ricostituzione di 15 minuti. | calibratori e i controlli non vanno diluiti.

| reagenti ricostituiti vanno da un aspetto limpido a leggermente torbido. Calibratori e controlli possono essere
congelati in aliquote minime da 150 uL.

Procedura del saggio

dispensare calibratori, plasmi controllo, 50 pL
INCUBAZIONE CAMP.(RIF. 1,2,7) campioni nei pozzett

Incubare a temperatura ambiente 120 minuti
LAVAGGI (rif. 1,3,4) Tampone di lavaggio 4 x 250 pL

) Dispensare il coniugato nei pozzetti 50 L

REAZIONE CONIUGATO (rif 1,2,7)

Incubare a temperatura ambiente 60 minuti
LAVAGGI (rif. 1,3,4) Tampone di lavaggio 4 x 250 pL
SUBSTRATO Dispensare il substrato nei pozzetti 50 L
(rif 1,2,7) Incubare a temperatura ambiente 15 minuti
STOP (rif 1,2) Inserire la soluzione di stop nei pozzetti 50 L
MISURAZIONE Agitare 10

} Lettore di piastre ELISA, 450 nm secondi; misurare

(rif 5) entro 10 minuti

Riferimenti

1. Non mescolare reagenti di lotti diversi.

2. Precisione e performance dipendono dai seguenti fattori:

- miscelare tutte le componenti usate per la diluizione 10 secondi con il Vortex Mixer.

- Utilizzare i calibratori, i controlli e i campioni in duplicato.

- Incubare alla temperatura indicata (RT: temperatura ambiente, 18...25 °C).

- Osservare rigorosamente |'ordine di dispensazione dei vari reagenti ed i tempi come indicato.

- Il tempo di incubazione del coniugato, substrato e campioni inizia dopo la dispensazione dell'ultimo
campione. | tempi di incubazione non dovrebbero variare di +/- 5 %.

- Durante la dispensazione dei campioni e del coniugato, il tempo di dispensazione dei calibratori/controlli,
campioni e / o coniugato non dovrebbe eccedere i 60 secondi per strip (8 pozzetti).

- Durante la reazione del substrato e della soluzione di stop, il tempo per la dispensazione non dovrebbe
eccedere i 10 secondi per strip ELISA. Si possono abbreviare i tempi di dispensazione con I'uso di una
multicanale.

Contrassegnare con una penna indelebile ogni strip in caso di caduta accidentale dal telaio di plastica.

Dopo I'ultimo lavaggio i pozzetti devono essere completamente aspirati, capovolti e posti su carta assorbente,

rimuovendo le gocce rimanenti battendo delicatamente sugli stessi.

5. La precisione del test &€ aumentata se si calcola la differenza tra la lettura a lunghezza d’onda 450 nm e quella

a 620 nm.

Determinare la curva di calibrazione per ogni test.

Durante ciascuna incubazione la micropiastra deve essere coperta con i fogli adesivi forniti nel kit.

How

No

LIMITAZIONI DEL SAGGIO

Di seguito sono riportati le performance del test. | risultati ottenuti possono differire da un laboratorio all’altro.
Precisione

La riproducibilita & stata determinata con diversi campioni.

Codice campione Valore assegnato [IU/mL] CV % per seduta CV % totale
Controllo alto 0,55 6,36 9,97
Controllo basso 0,11 571 6,62

Correlazione con il test fluorogenico TECHNOZYM ADAMTS13 & r?= 0,9 per campioni normali e r?=0,91 per campioni
con TTP.

Limiti di rilevazione e valori di intervallo

Quando si esegue il test come indicato nella sezione “Procedura del test’, il limite di rilevazione dellantigene
ADAMTS13 & di 0,012 IU/mL. Il limite superiore di misurazione del saggio potrebbe variare a seconda del lotto,
questo dipende dal plasma utilizzato come calibratore presente all'interno del kit. | campioni con valori al di fuori del
range della curva standard andrebbero testati nuovamente utilizzando una diluizione appropriata per ottenere risultati
piu accurati.

STANDARDIZZAZIONE

Calibratori e controlli sono prodotti da un pool di plasmi di donatori sani e calibrati rispetto lo standard internazionale
WHO per ADAMTS13. Consultare la tabella lotto specifica.

LETTERATURA

Si prega di contattare la Technoclone oppure il Vostro distrubutore.

NOTE EDITORIALI

Questo documento & disponibile in diverse lingue. Le traduzioni sono state eseguite partendo dal documento master
in lingua inglese. Nel caso di dubbi o discrepanze, il documento master in inglese ha la priorita.

TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA - Portugués
UTILIZAGAO

os produtos provenientes de sangue humano devem ser manuseados como material potencialmente
infeccioso.
- Obtenha a ficha de dados de seguranga deste produto em www.technoclone.com.

Simbolo Avisos e precaugdes Produto

H315 Causa irritagdo na pele.

H319 Provoca irritagdo ocular grave.

P264 Lave bem as m&os apds 0 manuseio.
Contém &cido sulfurico.

Solugéo de paragem

H317 Pode causar uma reagao alérgica da pele.
P280 Usar luvas de protecao.
Contém Metilisotiazol.

Tampao de incubagdo

Armazenamento e estabilidade
A data de validade impressa nos rétulos aplica-se aos frascos por abrir e armazenados entre +2...8 °C.

Estabilidade apds reconstituigdo/abertura:

Material / Reagente Estado Armazenamento Estabilidade
Trias de teste ELISA Apos abertura 2...8 °C com filme adesivo em Data de Validade
saco de aluminio com agente
Calibradores, plasmas Apds reconstituigdo <-20°C 6 meses
controlo
Ap6s abertura 2.8°C 6 meses
Conjugado Solugao trabalho Temperatura ambiente 60 minutos
(18...25 °C)
TMB Substrato Apds abertura 2..8°C Data de Validade
Tampao lavagem conc. Apos abertura 2..8°C 6 meses
Tampao lavagem Diluigdo 1+11,5 do 2..8°C 3 semanas
concentrado
Tampao de incubagéo / Apos abertura 2.8°C 2 meses
tampao de diluigdo amostra
Solugdo de paragem Apos abertura 2..8°C Data de Validade

PROCEDIMENTO DO TESTE

O TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA é um teste quantitativo para a determinagéo do antigeno ADAMTS13 no
plasma humano, usando plasma humano citratado (3,2 % de citrato de sédio) pobre em plaquetas fresco e / ou
congelado extraido por via venosa.. O ensaio é realizado em leitores de microplacas capazes de ler um comprimento
de onda de 450 nm. Ao realizar o ensaio ADAMTS13 antigen em combinagdo com um teste de atividade e
autoanticorpos, é possivel diferenciar entre autoanticorpos neutralizantes da atividade e ndo neutralizantes. O
TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA destina-se ao uso em laboratérios por profissionais qualificados para
realizar ensaios baseados em ELISA.

O Conjunto de Calibraggo TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen é usado para calibrar o TECHNOZYM ADAMTS13
Antigen ELISA.

O Conjunto de Controlo TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen é usado para controlo de qualidade do TECHNOZYM
ADAMTS13 Antigen ELISA.

RESUMO

A ADAMTS13 (uma metaloproteinase do tipo desintegrina com trombospondina tipo 1 motivo 13) € uma enzima
(protease de clivagem do vVWF ou vVWF-CP) que especificamente cliva multimeros anormalmente grandes do Factor
de vonWillebrand (VWF), os quais induzem a formagdo dum trombo de plaquetas em situagdes de elevado stress.
Se, no entanto, a actividade da ADAMTS13 esta diminuida, por algum motivo, os multimeros anormalmente grandes
do VWF podem acumular-se na corrente sanguinea causando trombose devido & agregacao plaquetaria, que por sua
vez pode levar @ TMA (microangiopatia trombotica) tal como TTP (purpura trombocitopénica trombética).

REAGENTE

Non si pud escludere che alcune forme di ADAMTS13 (con mutazioni nel dominio CUB) siano equivalentemente
misurabili, a seguito della riduzione del legame all'anticorpo di cattura nella piastra.

La trombina degrada ADAMTS13. Per questo motivo si dovrebbero evitare i campioni di siero.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

| risultati di TECHNOZYM ADAMTS13 Activity sono riportati in Ul/mL. | risultati del test dovrebbero essere interpretati
insieme ad altre informazioni, che includono il contesto clinico, per formare una diagnosi.

CALCOLO DEI RISULTATI

Costruzione di una curva standard:
asse delle X: concentrazione di ADAMTS13 antigene [IU/mL]
asse delle Y: densita ottica a 450 nm

Il grafico & lineare-lineare con una migliore adattabilita.

Calcolo della curva standard:

La validita del saggio dovrebbe essere controllata sulla base dei valori ottenuti con i controlli.
Misurazione delle concentrazioni dei campioni:

Calcolare le concentrazioni dalla curva standard.

Se ci sono campioni con coefficiente d’estinzione piu alto rispetto a quello della curva, questi devono essere pre-diluiti
con il tampone di incubazione (1+1 o 1+3). La misura delle concentrazioni poi deve essere moltiplicata per il fattore di
diluizione 2 o 4, rispettivamente.

O TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA contém:

Material / Reagente Descrigao

Revestidas com um anticorpo monoclonal
anti ADAMTS13, direcionada contra o
dominio CUB; O agente secante é
fornecido num saco de aluminio

12 x 8 pogos | Tiras teste de ELISA

2x6mL Substrato GST-WWF73 liofilizados

Numerados de 1 a 5; liofilizados. As

Sx1x Plasma Calibrador * concentragdes sao especificas de lote
0,5mL

(consulte a tabela do lote)

Plasmas de controlo alto e baixo;
2x1x pI de Controlo™ liofilizados. As concentragdes s&o
0,5mL asma de Controlo especificas de lote (consulte a tabela do

lote)

anti-ADAMTS13 POX; corado de azul;
liquido

1x0,3mL Conjugado

Tetrametilbenzidina Substrato; liquido;
pronto a usar

PBS; pH 7,3; contém detergente; 0,01 %
mertiolato; liquido

1x12mL Substrato de cor TMB

1x 80 mL Tampao de lavagem concentrado

PBS; PH 7,3; contém estabilizador de
proteina; 0,05 % procline e corante, liquido;
pronto a usar

Tampao de incubagéo / tampé&o de diluigdo da

1x90 mL
amostra

1x12mL Solugao de paragem Acido sulfarico 2,5 %, liquido; pronto a usar

Selador placas de ELISA, durante o

processo de incubagdo

* Adicionalmente, os calibradores sdo vendidos separadamente como TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CAL Set
5x 0,5 mL (REF 5450661).

** Adicionalmente, os controlos sdo vendidos separadamente como TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CONT Set
2x0,5 mL (REF 5450663).

2 unidades Selador de placas

Material necessario (ndo fornecido com o kit)

- Agua destilada

- Proveta (1000 mL)

- Pipetas de precis&o (50, 100 e 1000 pL)

- Pipeta variavel (100 e 1000pL)

- Pipetas de dispensa e/ou Multicanal (100 e 200 pL)

- Lavadora de placas de ELISA ou pipeta Multicanal

- Leitor de ELISA com filtro de 450 nm, e com um filtro de referéncia de 620 nm se possivel
- Cronémetro

Avisos e precaugodes

- Apenas para utilizagao no diagnéstico in vitro.

- Este kit é destinado ao uso por pessoal treinado em procedimentos laboratoriais, em precaugdes universais
para o uso de produtos quimicos e de substancias que apresentam risco biolégico potencial.

- Todos os produtos provenientes de sangue humano ou plasma, bem como as amostras devem ser
considerados potencialmente infecciosos. Devem ser manuseados com especial atengédo e com rigorosa
observancia das regras de seguranga. Os requisitos para eliminagédo de desperdicios sdo os mesmos que os
aplicados para a eliminag&o de lixo hospitalar.

- Os controlos e calibradores sao feitos a partir de sangue humano e qualquer plasma individual envolvido no
procedimento é testado como AgHbs, Anticorpo anti-HIV1/2 e Anticorpo anti-HCVnegativo. No entanto, todos

Preparagao das amostras

Material de amostra: plasma humano colhido com citrato de sédio. O sangue é colhido para tubos com 3,2 % de
anticoagulante citrato tamponado a uma razao de 9 volumes de sangue para 1 volume de anticoagulante, e depois &
misturado suavemente por inversdo. Consulte o CLSI documento H21-A5 para obter instrugdes sobre a colheita,
manuseio € armazenamento das amostras

As amostras podem ser armazenadas a temperatura ambiente, até trés horas. As amostras podem ser armazenadas
a -20°C durante varios meses. As amostras ndo devem ser congeladas e descongeladas vérias vezes.

Descongele rapidamente as amostras congeladas a 37 ° C e centrifugue se necessario. Misture delicadamente antes
do teste. Apos o descongelamento, o ensaio deve ser realizado dentro de 2 horas

Nao é necessaria diluigdo para as amostras.

Preparagao de reagente

Antes de comegar o teste, todos os componentes necessarios devem estar & temperatura ambiente.

- Tampao de lavagem: Dilua 1 parte da solugdo de lavagem concentrada com 11,5 partes de agua destilada
(1+11,5). Misture bem! (Tampéo de lavagem concentrado apds diluigdo = tampao de lavagem). Pode haver
precipitagdes cristalinas que se dissolverao a 37 °C em 10 minutos.

- solucdo de trabalho do conjugado: Dilua 1 parte de conjugado com 50 partes de tampé&o de incubagéao.
Misture 10 pL conjugado com 500 L tampé&o de incubagao para 8 pogos.

- Calibradores e plasmas de controlo: Os calibradores e plasmas de controlo s&o reconstituidos com 500 pL de
agua destilada e agitados durante 10 segundos apés um tempo de reconstituicdo de 15 minutos. Ndo é
necessaria diluicéo para controlos e calibradores.

Os componentes reconstituidos apresentam-se claros a ligeiramente turvos. Ao congelar calibradores ou plasmas
de controlo, o volume minimo deve ser de 150 pL!

Execugéo do teste

Pipete os calibradores, plasmas de controlo e

|NCUBAQAO DA AMOSTRA amostras para os pogos teste 50 4L
(referéncia 1,2,7)

Incube a temperatura ambiente 120 minutos
LAVAGEM (referéncia 1,3,4) Tampao de lavagem 4 x 250 L

N Pipete a solugao de trabalho de conjugado para 50 UL
REAGAO DO CONJUGADO 0s pogos teste H
(referéncia 1,2,7)

Incube a temperatura ambiente 60 minutos

LAVAGEM (referéncia 1,3,4) Tampéo de lavagem 4 x 250 pL

N Pipete a solugao de Substrato para os pogos 50 UL
REAGAO DO SUBSTRATO teste H
(referéncia 1,2,7)

Incube a temperatura ambiente 15 minutos
PARAGEM (referéncia 1,2) Pipete solugé@o de paragem nos pogos 50 L
agite 10

MEDIGAO ( referéncia 5) Leitor de ELISA, 450 nm segundos, mega

dentro de 10 min.

Referéncias

N&o devem ser combinados reagentes de lotes diferentes.

2. Aprecisdo e o desempenho, entre outros, dependem essencialmente dos seguintes factores:

- Agitag&o cuidada de todas as substancias usadas para diluigdo, 10 segundos no agitador Vortex.

- Calibradores do teste, controlos e amostras em duplicado.

Incubagéo a temperatura indicada (temperatura ambiente, 18...25 °C).

Cumprimento rigoroso da ordem de pipetagem e do tempo tal como indicado.

- O tempo para a incubagado de amostra, para a reacgdo do conjugado e do substrato, tal como indicado,
comega apds a pipetagem da ultima amostra. Os tempos de incubagéo ndo devem variar mais do que + 5
%.

Durante a incubagé@o de amostra e a reacgao do conjugado, o tempo para pipetar os calibradores/ plasmas

de controlo /amostra e/ou o conjugado ndo deve exceder 60 segundos por tira de testes de ELISA (8

pOGos).

- Durante as reacgdes do substrato e de paragem, o tempo necessario para pipetar o substrato e/ou a
solugéo de paragem ndo deve exceder 10 segundos por tira de testes de ELISA. Tempos de pipetagem
curtos podem ser garantidos usando pipetas Multicanal.

3. Marque/numere as tiras com um marcador resistente a agua no caso das tiras acidentalmente cairem da

armagéo durante o decorrer do procedimento.

4. Apbs a ultima lavagem, os pogos devem ser aspirados completamente, devem ser virados para baixo e

colocados num papel absorvente; batendo suavemente, deve ser removido o liquido remanescente.

Medindo a diferenga em comprimento de onda a 450 nm e 620 nm a precisdo do teste é aumentada.

Para cada ensaio tem que ser criada uma curva de calibragéo.

Para cada passo de Incubagéo a placa deve ser coberta com o selador de placa.

Noo



LIMITAGAO DO TESTE

N&o se pode excluir que certas formas de ADAMTS13 (com mutagdes no dominio CUB) ndo sdo medidas
equivalentemente devido a uma redugéao da ligagdo ao anticorpo de captura na placa.

A trombina ¢ reconhecida por degradar a ADAMTS13. Por este motivo devem ser evitadas amostras de soro.
INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Os resultados do TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen sdo apresentados em IU/mL. Os resultados do teste devem ser
usados com outras informagdes, incluindo o contexto clinico, na formagédo de um diagnéstico.

CALCULO DOS RESULTADOS

Preparar a curva de calibragao:
Eixo dos X: Concentragao antigénio ADAMTS13 [IU/mL]
Eixo dos Y: Absorvéncias a 450 nm
O gréfico € linear-linear com o melhor ajustamento.
Avaliacao da curva de calibragao:
A validagao do teste pode ser verificada com base nos valores do controlo calculados.
Medicao da concentragido das amostras:
Leia a concentragao a partir da curva de referéncia.

Se houver amostras com densidades 6pticas maiores do que a densidade dptica do ponto mais alto da curva, elas
devem ser previamente diluidas com tampao de reacgéo (1+1 ou 1+3). Nesse caso a concentragdo medida tem que
ser multiplicada pelo factor de diluigdo 2 ou 4, respectivamente.

INTERVALO DE REFERENCIA

Intervalo normal para ADAMTS13 antigen: 0,41 — 1,41 IU/mL

E recomendavel que os laboratérios individualmente, estabelegam o seu préprio intervalo normal. Na interpretagao
dos resultados serolégicos, deve ser tido em consideragéo o histérico do paciente.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Os dados do desempenho sdo mostrados abaixo. Os resultados obtidos em laboratérios individuais podem ser
diferentes.

Precisdao

A reprodutibilidade foi determinada com amostras diferentes.
Codigo da amostra Valor atribuido [IU/mL] CV % dentro da corrida CV % total
Controlo Alto 0,55 6,36 9,97
Controlo baixo 0,11 571 6,62

Correlagdo com o antigénio em TECHNOZYM ADAMTS13 método fluorogénico é R? = 0,9 para as amostras normais
e R?=0,91 para as amostras de TTP.

Intervalo do ensaio e limite de detegao

Quando ensaio é realizado como indicado na seg&o "Procedimento de teste", o limite de detegéo deste ensaio é de
0,012 IU/mL a ADAMTS13 antigen. O limite superior do intervalo de andlise pode variar com o lote do Kkit,
dependendo do valor analisado do plasma calibrador fornecido no kit. . Amostras com valores fora do intervalo da
curva de calibragdo devem ser testadas novamente com uma diluigdo apropriada para obter resultados precisos.

PADRONIZAGAO

Os padroes e controlos sdo produzidos a partir de um pool de plasma de doadores normais, calibrados contra o
Padréo Internacional da OMS para a ADAMTS13. Consulte a tabela do lote.

BIBLIOGRAFIA

Por favor entrar em contacto com a Technoclone ou com o seu distribuidor local.
NOTA EDITORIAL

Este documento esta disponivel em varios idiomas. As tradugdes foram feitas usando o documento original em
inglés. Em caso de duvidas ou discrepancias, a redagéo do documento em inglés deve prevalecer.

TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA - Pycckui
HA3HAYEHUE

TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA - aTo konuyecTBeHHbI MeToA Ana onpeaeneHus aHtureHa ADAMTS13 B
nnasme kpoBu Yenoseka, OBpa3LoOM AnNs uccneaoBaHus siBnsieTcs uutpatHas (3,2 % uutpaTta HaTpusi) nnasma
Yeroseka C HU3KAM COfiepXaHNeM TPOMGOLINTOB, CBEXasi, NONYYeHHas HEeMOCPEACTBEHHO U3 BEHO3HOI KPOBM, W/unu
3aMOpOXeHHas. AHanu3 MpoOBOAWTCS C MCMONb30BAHMEM MUKPOMMAHWETHBIX PUAEPOB, CMOCOGHBIX CHUTLIBATHL
pesynbTaThl Npu AnvHe BonHbel 450 HM. Mpu onpeaenerun aHTureHa ADAMTS13 B coveTaHnn C OLIEHKON aKTUBHOCTH
M COOEpXKaHWeM ayToaHTUTeN, MOXHO ONpeAenuTb aKTMBHOCTb HETPanu3yloWmx M He HeilTpanusyioumx
aytoaHTuten. Metoq TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA npefHasHayeH Ans UCMONb30BaHWUSI B YCNOBUSIX
naBopatopuu, KBanuduLmpo! coTpy, s onbIT NpoBeeHna UDA ananusa.

Habop TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CAL Set ucnonbayetcs Ans nposeaeHun kanubposku VDA aHanusa
TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen.

Ha6op TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CONT ncnonb3ayeTcsi Ansi NpoBeAeHns KOHTpons kavecTtsa VOA aHanusa
TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen.

BBEOEHUE

PctBOp cepHoOit kucnotel, 2, 5 %, Xuakun,
1x12wmn Cron-pactBop
rOTOB K MCMOMb30BaHNIO
resvBHas nneHka Ans saknemsaHus UOA
2wt AgresvsHas nneHka An A
MUKPONMaHLLETa BO BPEMS NHKYGaLMM

* Kpome Toro, kanubpaTtopbl MOryT GbiTb NOCTaBReHbl AononHUTensHo, Habop TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen
CAL Set 5 x 0,5 mL (Kat Ne 5450661).

** Kpome TOro, KOHTPOINK MOryT BbiTh NOCTaBMEHbl AONOMHUTENBHO, Ha6op TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CONT
Set 2 x 0,5 mL (Kat Ne 5450663).

HEOBXOAUMBIE MATEPUAIbI (He BXxoasaT B cocTas Habopa)

- [uctunnuposaHHas Boga

- MepHbIi umnuHap (1000 mn)

- KanubposaHHble nunetku (50, 100 n 1000 mkn)

- MuneTtku ¢ perynupyemsim o6bemom(100 1 1000 mkn)

- MHorokaHanbHble nuneTku n/unu gucnexcepsl (100 n 200 mkn)

- VI®A Bolep, nnn MHorokaHarnbHas nuneTka

- WA pupep co ceeTocpunbtpamm 450 1 620 HM (hUnbTP CPaBHEHUS, ECIU €CTb B HANUYUK)
- TaBopaTopHblit Tanmep

NPEAYNPEXAEHUA U MEPbI NPEOOCTOPOXHOCTHU

- IVD, Tonbko ANs AMAarHOCTUKM in vitro.

- Otor Habop npefHa3HayeH Ans WUCMOMb30BaHUS MEPCOHanoM, obyqeHHbIM NabopaTopHeiM Npouesypam v
OGLUENPUHSATEIM MepaM NPEAOCTOPOKHOCTU MPU UCMOMb30BAHUS XUMUYECKUX BELLECTB M MOTEHLMAMNbHO
onacHbIX Anst 310pOBbA BELECTB.

- Bce NpoiyKTel KPOBM UMM NNa3Mel YeNoBeka, a Takke 0GpasLibl, AOMKHLI PACCMATPUBATLCS Kak NOTEHUNANbHO
MH(EKUMOHHO onacHble. C  HAMKM crefyeT obpawatbCs G COGMIOAEHUEM COOTBETCTBYIOWUMX —Mep
NPeaocTopoOXHOCT M 1 npasun 6esonacHocTu. Mpasuna yTUNM3aUMM Takue Xe, kak ANs rocnuTanbHbiX
0TXOA0B.

- KanubpaTops! 1 KOHTPOINbHasH Masma M3roTaBNMBAlOTCS M3 KPOBM YenoBeka, W niobas oTaernbHas nnasma,
ydyacTeylolas B npoueaype, Tectupyetcs Ha HbsAg, aHTutena k BUY 1/2 n antutena k Bupycy renatuta C
oTpuuaTeneHeiMu. OAHaKo, Co BCeMu NPOAYKTaMm1 KpoBM Yernoseka creAyeT oGpallaTbCs Kak C NoTeHUUansHO
MH(EKLIMOHHO ONAacHLIM MaTepuanom.

- MacnopT GesonacHocTW —MaTepuanos, BXOAsWMX B cocTas HaGopa, npeactaBneH Ha  caiite
www.technoclone.com.

Cumson MpeaynpexaeHst U Mepbl NPeA0CTOPOKHOCTH Mpopykt

H315 Bbi3blBAET pasapaxkeHue Koxu.

H319 MNpu nonagaHnu B rNasa Bbi3bliBaeT BbipaXeHHOe
pasgpaxeHue.

P264 TwwaTtensHo BbIMbITb pyki nocne paGoThl.
CopnepxXuT CEepHYIo KUCTOTY.

Cron-pactsop

H317 MOXeT BbI3BaTb annepruyeckyio KoXHYI0 peakumio. WHkyGaumonHeii Gycpep

P280 HapeBaiiTe 3alUTHbIE NepyaTKu.
CoaepXuT METUNM30TUa30N.

CTABUITIbHOCTb U XPAHEHUE
CpoOK roiHOCTU, yKa3aHHbI Ha STUKETKE, MPUMEHUM K XpPaHEHUIO HEBCKPbITbIX KOHTENHepoB npu + 2...8 °C.

CTabunbHOCTL OTKPBITHIX / UCMONb30BaAHHBIX PeareHToB:

Matepuan/PeareHT CocTosiHne XpaHenve CrabunbHocTb
N®A TecT-cTpunbl Mocne BCKpbITUS 2...8 °C B anioM1H1meBom B TeyeHue Bcero
nakeTe C afAre3vBHOM NNEHKOW U | Cpoka rogHoCTH
ocywmTenem
Kanu6patopsl, Mocne pacTeOpeHust <-20°C 6 mecsueB
KOHTPOMbHas nnasma
Mocne BCKpbITUS 2.8°C 6 mMecaues
Konbiorat Pa6ouuit pacTeop KomHaTHas TemnepaTypa 60 MUHYT
(18...25 °C)
TMB cy6cTpat Mocne BCKpbITUS 2..8°C B TeyeHve Bcero
CpoKa roAHOCT!
KoHueHTpaT npombiBodHOro | Mocne BekpbITus 2.8°C 6 mecaues
6ydepa
Bydep ans npombiok 1+11,5 pasBefeHHbIN 2..8°C 3 Hegenun
KOHLIEHTpaT
WHkyBaumoHHbIn Bycep / Mocne BekpbITUA 2..8°C 2 mecaua
6ycep Ans passeaeHus
o6pasuoB
Cron-pacTsop Mocne BCKpbITUS 2..8°C B TeyeHue Bcero
CpoKa roAHoCT!

NPOLEOYPA AHAITIU3A

MPOMBbIBKA (3amuanus 1,3,4) Bydep ans npombiskn 4 x 250 mMkn
BHecuTe pacTBop cyGeTpaTa B flyHKM 50
PEAKUMA C CYBCTPATOM MUKpONnaHLLIeTa mKn
(3amevanus 1,2,7)
WHkyBupyiiTe Npu KOMHaTHON TemnepaTtype 15 MUHYT
OCTAHOBKA (sameuanms 1,2) Brecure cTon-pacTaop & nykkw 50 mkn

MuKponnaHwera

BCTPsXHUTE B
TeueHwue 10 cek,
n3mepbTE B
TedeHne 10 MuH.

WM3MEPEHMUE (3ameyanue 5) N®A-puaep, 450 Hm

3ameuanns

1. He cmewwuBaiTe peareHTbl M3 pasHbIX NOTOB.

2. TOYHOCTb 1 ApYrUe XapaKTEPUCTUKM 3HAUUTENBHO 3aBUCST OT CRIeAyIoLnX (hakTopoB:

- TwaTenbHo nepemeluaiiTe BCE peareHTbl, UCMOMb3yeMble AMs Pa3sBefeHUs, BOPTEKCUPYITE B TeyeHne
10 cekyHA.
- AHanuaupyiite kanubpaTtopbl, KOHTPONK 1 obpasLibl B Ay6NsAX.

WHky6upyiiTe npu ykasaHHoW TemnepaTtype (komHaTHas Temnepatypa +18...25 °C).

Crporo cobntoaanTe NopsAoK NMNETUPOBAHWSA U yKazaHHOe Bpemsi MHKyGaLmu.

- Bpewms uHkyGauun oGpa3iioB, KoHblorata M cy6CTpaTa HauMHAeTCs C MOMEHTa BHECEHUsi peareHTta B

nocneaHio NyHKy. Bpems nhky6auum He MoxeT BapbupoBaTh Gonee Yem + 5 %.

- Bo Bpems uHkyGauuu ¢ oGpasuamu U peakLuM CKOHbIOraTOM BPEMsl MUNEeTUPOBaHWA KannGpaTopos,

KOHTporen, 06pa3LoB 1 pacTBOpa KOHbIOraTa He A0MKHO NpeBbilate 60 CekyHA Ha OAMH CTpUN (8 NYHOK).

Bo Bpemsi peakuum ¢ CyGCTPaTOM 1 CTON-PAcTBOPOM, BpEMsi HEOGXOAUMOE AMs NMNETUPOBaHus cyGeTpata

W CTOn-pacTeopa He [OMKHO MpesbiluaTe 10 CekyHsn Ha CTpun. Bpems nuneTupoBaHus MOXeT GbiTb

COKPALLIEHO NPV MCTONb30BaHIY MHOTOKaHanbHOI NUNETKV UMk AUcneHcepa.

MomevyaliTe CTPUNbLI BOAOCTOMKMM KapaHAALLOM Ha Cly4ail UX BbINaAEH!s NpU NPOBEAEHUN aHanmaa.

4. Tocne nocneaHeil NPOMbIBKM XWAKOCTb M3 NYHOK 10MKHA BbiTb TILATENLHO acnMpuUpoBaHa, MUKpONMaHILeT
HeoBX0AMMO MepeBepHyTL NHKaMU BHW3, MOMECTUTb Ha (DUNLTPOBAnNbHYIO Gymary, OCTOPOXHO MOCTy4aTh
nepeBepHyTLIM MUKPONaHLWeETOM no Gymare, YTo6bl yaanuTh OCTaBLUYIOCS KNAKOCTb.

5. BuxpomaTuyeckoe CuuTbIBaHWe Npu AnWHe BOMHbI 450 HM (OCHOBHas BoMHa) U 620 HM (BOnHa cpaBHeHWs)
YBENMUMBAET TOYHOCTb ONPEAENEHNIA.

6. KanubposouHasi kpuBasi [JOMKHa CTPOUTLCSA MPY KaXA0M NPOBEAEHUN aHanmaa.

7. Mpw Kaxaor NHKyBaLMK MUKpONnaHLLET HeoBXOANMO HaKpbIBaTb aAre3nBHON NNEHKOW.

w

OrPAHMYEHUA METOOA

Henb3s uckniountb, 4to onpepeneHHble dopmbl ADAMTS13 (Hanpumep, ¢ MmyTauueir B gomeHe CUB) wmoryt
M3MEpsiTLCS  HENpaBUMbHO BCMEACTBME CHIWKEHWS CBA3bIBAHUS C aHTUTenamy, (UKCUPOBAHHBIMM B MyHKaX
MUKpONMaHWeTa.

YcTaHoBneHo, YTo TpoMGuH NpuBoauT K Aerpafdauun ADAMTS13. MoaTtomy, ucnonb3oBaHWs 06pasLioB CbIBOPOTKN
cnepyet usGerate.

WHTEPNPETAUUA PE3YNIbTATOB

Pesynbtathl avanusa TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen npeactasneHsl B ME/Mn. PesynbTaThl aHanusa
HeobX0AMMO MHTEPNPETUPOBATL C Y4ETOM /IPYroit MH(OPMALMM MO NaLMEHTy, BKIKYas Pe3ynbTaTkl KIMHAYECKOTO
o6CrefoBaHms, NOCTABMEHHBIN ANarHo3.

PACYET PE3YJIbTATOB

MocTpoeHue KaNMGPOBOYHON KPUBOM:

Ocb X: KOHLEeHTpauusi aHTureHa ADAMTS13 [ME/mn]

Ocb Y — onTuyeckas NaoTHOCTb npy 450 HM
Tpacuk C NMHEIHBIMU OCSMM KOOPAWHAT C HAUNYYLIMM NPOUNEM SINHUM PErPECCUM.
OueHKa KanubpoBOYHOW KPMBOI:
[10CTOBEPHOCTL Pe3ynbTaToB MOXET GbiTh NPOBEPEHA MO 3HAUEHUAM B KOHTPOMbHbIX 06pa3Liax.
WU3mepeHUe KOHUEHTpauuK B ob6pasuax:
CuuTaiiTe KOHLIEHTPaLMIO NO KanMbGpOBOYHON KPUBON.

Ecnv ecTb 06pasibl C ONTUYECKON MMOTHOCTLIO BbIlIE BEPXHE TOYKM kanubpoBKM, WX CrieayeT passecTut
nHkyBaunoHHbIM Bydepom (1+1, nnn 1+3). MamepeHHyIo KOHLEHTPaLmIo 3aTeM Heo6X0AMMO YMHOXWTL Ha hakTop
passeaeHnsi 2 unu 4, COOTBETCTBEHHO.

PE®EPEHCHbIE 3HAYEHUA

[InanasoH HopManbHbIX 3Ha4YeHWit Ans aHTureHa ADAMTS13: 0,41 — 1,41 ME/mn.

PekomMeH10BaHO kaxaoi nabopaTopun YCTaHOBUTL CBOM COGCTBEHHbIE INana3oHbl HOPMarnbHbIX 3Ha4YeHWN. Mpu
WHTepenpeTauumn pesynbTaToB CePONorMyecknx UCCreaoBaHuii Takke Heo6xoaMMO OLEHNBATL KIMHUYECKUE AaHHbIe
no nauneHTam.

XAPAKTEPUCTUKU METOOA

ADAMTS13 (pesuHTerpuHonoaobHas meTannonpoTenHasa ¢ MOTMBOM Tpom6ocnoHauHa 1 Tuna) npeacrasnser
coboit hepmeHT (npoTeasa, pacwennswowas VWF unu VWF-CP), cneuududeckv pacliennsiowmin HeobblYHO
Bonblune MynbTUMepb! thaktopa oH Bunnebpanaa (VWF), nHayuupytowmii obpasoBaHue cryctka TpomMGouuToB B
YCIOBMSX  BbIPAXEHHOTO  HAampsikeHUst casura.  OyHKUMOHAnbHbIM  fedekT oToro  hepMeHTa MpUBOAUT K
dopmupoBaHmio hopm VWF ¢ Gonee BbICOKOW MONEKYNSPHON Maccoi 1, CreaoBaTernibHO, K YBENMUYEHUIO arperauuu
TPOMBOUMTOB, fNaBHeIM 06pa3oM, B MUKPOLMPKYNATOPHOM pycre. lMpeanonaraioT, YTo 370 SBMSETCS OCHOBHOW
NpU4MHON pa3BuTUs TpomGoTUYeckor TpomBoumToneHnyeckon nypnypbl (TTP).

PEAFEHTbI

Ha6op TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA copepxuT:

PearenT / CocTas Onucanve

MOKPbITHI MOHOKMOHAMLHLIMIA aHTUTeNnamm

12 x 8 nyHok | VDA MUKpONnaHLWETHbIE CTPUMbI K ADAMTS13, k pomeny CUB. B

anioM1H1eBOM nakete HaxoauTcs
ocywwuTens

5x1x05 MpoHymepoBaHbl 0T 1 A0 5, nnodunusars.

i ” Kanu6poBoyHasi nnasma* KoHueHTpauun noT cneundunyHble (YpoBHU
yKkasaHbl B Tabnuue ¢ notamm)
KoHTponbHbie Nnasambl C BLICOKOW M HU3KOM

2x1x0,5 KOHLEHTpaumei; nnodunmsats!

KoHTponbHasi nnasma**
MmN KoHueHTpauun noT cneunduyHble (ypoBHW

yKkasaHbl B Tabnuue ¢ notamm)

Aututena k ADAMTS13 POX; okpalieH B

1x0,3mn Kowbtorat M o
CHWIA, XUKMIA, FOTOB K MCMONb30BaHMIO
1x12mn XpomorenHsii cy6cTpar TMB Cy6eTpaT TeTpameTUnBeH3NauH, XKUakuii,
rOTOB K MCTOSb30BaHMIO
R . 9
1x80mn KoHueHTpaTt 6ycdepa Ans NnpoMbIBOK @CB; pH 7,3; COREPXUT ASTEPTEHT, 0.01%
MEPTUONSIT; KUAKMIA
" ®CB, pH 7,3, conepxuT cTabunuanpytownii
1x90 mn ViHkyGaumoRHeIl Gycpep/Gydhep Ans passenetis 6enok, 0,05 % [poknuH, u Kpacuters,

o6pasuoB .
KUAKWMA, FOTOB K CTIONb30BaHUIO

NOAroTOBKA OBPA3LOB MJIA3MbI

Ot6epute B Npobupky 9 06LemMOB cBexecobpaHHO BEHO3HOI KPOBW M OJHY YacTb TpUHaTpWit uutpata (3,2 %). B
nokymente CLSI H21-A5 npeacTaBrneHbl WMHCTPYKUMM Mo cBopy, NOATOTOBKE W XpaHeHWo 06pasuoBs.
CBsexecoGpaHHble 06pasLibl NNa3mbl A0MMKHEI GbiTb NPOTECTUPOBAHLI B TeueHne Tpex 4acos. Mpu -20 °C X MOXHO
XPaHUTb B TEYEHUEe Heckonbkux MmecsieB. OBpaslbl HeMb3s 3aMOPaXMBaTb M Pa3MOPaXMBaTL HECKOMBKO pa3.
BbicTpo pasmoposbTe 3amopoxeHHble o6pasusl npu 37 °C U Npu HEoBX0AUMOCTU LIeHTpUdYrupyinTe. AkkypaTHO
nepemeluaiiTe nepes TeCTUpoBaH1eM. Mocne oTTauBaHUs aHanM3 OMKEH GbiTb BLIMOMHEH B TEYEHNE 2 4aCOoB.

O6pasLybl UCONb3YITCA Hepa3BeAEHHbIMU.
NOAroTOBKA PEAFEHTOB

lMNepen Hauanom TeCTUPOBaHNs BCE HEOGXOAMMBIE KOMMOHEHTbI A0MKHbI BbiTb HArpeTbl 10 KOMHATHON TEMNepPaTypbI.
Mpu pacTBOpPeHWUK NNa3mbl, NepemeLLnBanTe peareHTbl Unu 6ydepsbl, n3beras o6pa3oBaHUs NEHbI.

- Bydep ans npombiBok: Passeaute 1 o6bem koHueHTpaTa 6ydepa Ans npombiBok B 11,5 o6beme
AvCTURRMpOoBaHHoiA Bogel (1+11,5). Xopolwuo nepemetuaiite! (PasseeHHbI KOHLEHTpaT Bycepa Anst NPOMbIBOK =
6ycbep Ans NpombIBOK). MoxeT 06pa3oBaTbCsA KpUCTaNMUECKUI 0CaaoK, KOTOPbLIA pacTBopsieTcs npu +37°C B
TeyeHue 10 MUHYT.

PaBounii pacTBop koHbtorata: Passeaute 1 06bem koHbloraTa B 50 o6bemax nHkyGaLmoHHoro Gydepa
[ns npoBeAeHWs aHanu3a B 8 nyHkax cMeluaiiTe 10 Mkn KoHblorata ¢ 500 MKN UHKYGaLMOHHOTO

(= ans passefeHns o6pasuos) Gydepa.

- KanuBpaTopbl 1 KOHTPOrbHbIE Mnasmbl: Kannbpatopbl M KOHTPOIbHbIE NNasMbl pacteopute B 500 MKn
[AMCTUNNMPOBaHHOI BOAbI, NepemMellaiiTe B TedeHne 10 cekyHa 1 AaiiTe NOCTOATL B TedeHne 15 MUHYT.
Kanu6paTopbi 1 KOHTPOMM UCTIOMB3YIOTCS HEPa3BEAEHHBIMM.

PacTBOpeHHbIE KOMMOHEHTHI OT NPO3payHbIX 40 Crierka MyTHBIX. [py 3amMopaxuBaHuM kanuGpaTopos unu
KOHTPOMbHbIX NNasM MUHUMArbHbI 06BEM AOMKEH BbiTb He MeHee 150 mkn!

NPOBEOEHUE AHANU3A
BHecuTe KanubpaTopbl, KOHTPOMbHbIE NNa3Mbl 50 micn
VHKYBALINA MPOB 1 06pasubl B NyHKW MUKpONMaHweTa
(ccbinku 1,2,7)
WHkyBupyitTe Npu KOMHaTHON TemnepaType 120 MuHyT
MPOMBbIBKA (3amevaHnus 1,3,4) Bydep ans npombiBok 4 x 250 mkn
BHecuTe pabounii pacTBOp KOHbiOraTa B MyHKI
PEAKLIMSA C KOHBIOTATOM MUKpORTaHIWETa 50 mkn
(3amevanus 1,2,7)
WHkyBupyiTe Npu KOMHATHON TemnepaType 60 MUHYT

[aHHble NpuBesieHb! HKE. PeaynbTaTel, NONyYeHHbIe B OTAEMbHbIX 1aGopaTopusix, MOryT OTANYATLCS.
BOCMPOU3BOAUMOCTb

Bocnpon3soaMMOcTe onpeaensnack C pasnuyHbIMin NpoGamu.

Llenesoe 3HaueHve CV % BHYTpU cepum o
Obpaseny [ME/mn] aHanusos CV % obee
KOHTpOJ‘Ib BbICOKOro
YPOBHS 0,55 6,36 9,97
KOHTpOJ‘Ib HU3KOro
YPOBHS 0,11 5,71 6,62

Koppensiuma pesynbtatoB, nonyyeHHbix metogom TECHNOZYM ADAMTS13, ¢ pesynbTatamu hnyopecLeHTHOro
MeToaa: Ans HopMmanbHbix 06pasLos r2= 0,9, Ans 06pasLoB NaLMEHTOB ¢ TPOMBOLIMTONEHUYECKOM Nyprypoit r2=0,91.

MPEQEN YYBCTBUTENBHOCTU U IMANA30H U3MEPAEMbIX 3HAYEHUN

Ecnu aHanu3 npoBoaurncst B COOTBETCTBUM C ykasaHWsiMu B pasaene «[poseaeHue aHanusay, npeaesn obHapyxeHus
[faHHoro aHanuaa coctaenseT 0,012 ME/mn. BepxHuit npeaen AuanasoHa onpeaeneHns aHanuaa MoXeT oTnnyaTbes
B pa3HbIX NapTUsiX HABOPa 1 3aBUCUT OT OLIEHEHHOTO 3HauYeHUs! B kanubpaTopax (nnasma), NocTaBnsiemMon B HaGope.
O6pa3Libl CO 3HaYeHUsIMM 3a NpeJenami avanasoHa KanuGpPOBOYHON KPUBOWM ANs NOMYYEHUs TOUHBIX Pe3yNnbTaToB
[NOMMKHbI GbITb NOBTOPHO NMPOTECTMPOBaHBI MPY COOTBETCTBYIOLIEM Pa3BEAEHNM.

CTAHOAPTU3ALINUA

CTaHaapTHbIE 1 KOHTPOSbHBIE 0GPa3Likl NOMyYeHs! 13 Nyna HOPManbHOM AOHOPCKOI NNasMbl U KannGpPoBaHs! Mo
MexayHapoaHomy ctangapty BO3 ans ADAMTS13. Undbopmaums ykasaHa B Tabnuue notos.

JINTEPATYPA

Moxanyiicta, cesxuTeck ¢ Technoclone www.technoclone.com unu 3A0 «BroXummak».

3AMEYAHUE NO PEQAKLUNKU

OTOT NOKYMEHT [OCTYNeH Ha Heckorbkix si3bikax. lMepesofbl Gbini caenaHbl C WUCMOMb3OBAHNEM OCHOBHOTO
ZIOKyMEHTa Ha aHTINACKOM si3blke. B Criydae COMHEHMIA Ui pacxoxaeHui, hopMynvpoBKa B OCHOBHOM AOKYMEHTe
Ha aHIMIMACKOM 513bIKE UMEET NPEUMYLLECTBEHHYIO CUlYy.
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TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA - Espafiol
USO PREVISTO

EITECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA es una prueba cuantitativa para la determinacion del antigeno ADAMTS13
en plasma humano, utilizando plasma humano fresco y/o congelado, pobre en plaquetas, extraido por via venosa y
citratado (3.2 % de citrato sddico). El ensayo se realiza en lectores de microplacas capaces de leer una longitud de
onda de 450 nm. Al realizar el ensayo ADAMTS13 Antigen en combinacion con un ensayo de actividad y
autoanticuerpos, es posible diferenciar entre autoanticuerpos neutralizantes y no neutralizantes. El ensayo
TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA estad destinado a su uso con receta médica en laboratorios por parte de
profesionales cualificados para realizar ensayos basados en ELISA.

El kit TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CAL se utiliza para calibrar el ensayo ELISA TECHNOZYM ADAMTS13
Antigen.

El kit TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CONT se utiliza para el control de calidad del ensayo ELISA TECHNOZYM
ADAMTS13 Antigen.

RESUMEN

Material/reactivo Estado Almacenamiento Estabilidad
ELISA test strips Después de abrir 2...8 °C con pelicula adhesiva en Fecha de
bolsa de aluminio con agente caducidad
secante
Calibrators, control plasmas | Después de la <-20°C 6 meses
reconstitucion
Después de abrir 2.8°C 6 meses
Conjugate
Solucién de trabajo Temperatura ambiente (18...25 °C) 60 minutos
TMB Substrate Después de abrir 2..8°C Fecha de
caducidad
Wash Buffer concentrate Después de abrir 2.8°C 6 meses
Washing Buffer Dilucion 1+11.5 del 2.8°C 3 semanas
concentrado
Incubation Buffer / Después de abrir 2..8°C 2 meses
Sample dilution Buffer
Stop Solution Después de abrir 2.8°C Fecha de
caducidad

PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

Evaluacion de la curva de referencia:

La validez de la prueba puede verificarse basandose en los valores de control calculados.

Medicion de la tracion de las muestras:

Lea la concentracion en la curva de referencia.

Si hay muestras con coeficientes de extincion superiores a la extincion del punto mas alto de la curva de calibracion,
deben diluirse previamente con tampén de incubacion (1+1 o 1+3). A continuacion, la concentracion medida debe
multiplicarse por el factor de dilucion 2 o 4, respectivamente.

RANGOS DE REFERENCIA

Rango normal para el antigeno ADAMTS13: 0.41-1.41 IU/mL.

Se recomienda que cada laboratorio establezca su propio rango normal. A la hora de interpretar los resultados
serolégicos, se debe tener en cuenta el historial del paciente.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

ADAMTS13 (una metaloproteasa similar a la desintegrina con trombospondina tipo 1 motivo 13) es una enzima (VWF-
cleaving protease o VWF-CP) que escinde especificamente los multimeros del factor von Willebrand (VWF), que
inducen la formacién de trombos plaquetarios bajo un alto estrés de cizallamiento. Un defecto funcional de esta enzima
da lugar a la presencia de formas de VWF de mayor peso molecular y, por lo tanto, a un aumento de la agregacion
plaquetaria, principalmente en la microvasculatura. Se cree que esta es la causa principal de la purpura trombética
trombocitopénica (PTT).

REACTIVOS

EI TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen ELISA contiene:

Reactivo / Contenido Descripcion

Placa de microtitulacién recubierta con un

12x8 Tiras de ensayo ELISA anticuerpo monoclonal anti-ADAMTS13,

pocillos dirigido contra el dominio CUB; agente
secante incluido en bolsa de aluminio
Numerados del 1 al 5; liofilizados; con

5x1x0.5 " i . .

mL Plasma de calibracion* concentraciones especificas por lote
(valores, véase la tabla de lotes)
Plasma de control alto y bajo; liofilizado,

2x1x05 : .

mL Plasma de control** con concentraciones especificas por lote

(valores, véase la tabla de lotes)

Anti-ADAMTS-13 POX; tefiido de azul;
liquido, listo para usar

1x0.3mL Conjugate

Sustrato de tetrametilbencidina; liquido,

1x12mL TMB Substrate N
listo para usar

Tampon concentrado PBS; pH 7.3;

1x80mL Wash buffer concentrate contiene detergente; 0.01 % de merthiolate;
liquido
PBS; pH 7.3; contiene proteina

1x90 mL Incubation Buffer / Sample dilution Buffer estabilizadora; 0.05 % de proclin; y
colorante: liquido, listo para usar

1x12mL Stop solution Acido sulfdrico al 2.5 %; liquido, listo para

usar

Sellador de placas ELISA durante el
proceso de incubacion

*Ademas, los plasmas de calibracion se venden por separado como TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CAL Set
5x 0.5 mL (REF 5450661).

**Ademas, los plasmas de control se venden por separado como TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen CONT Set
2 x0.5 mL (REF 5450663).

2 unidades Sellador de placas

Material necesario (no incluido en el kit)

- Agua destilada

- Probeta graduada (1000 mL)

- Pipetas de precision (50, 100 y 1000 pL)

- Pipeta variable (100 y 1000 L)

- Pipetas multicanal y/o dispensadoras (100 y 200 pL)

- Lavadora ELISA o pipeta multicanal

- Lector ELISA con filtro de 450 nm, con un filtro de referencia de 620 nm si esta disponible
- Temporizador de laboratorio

Advertencias y precauciones

- IVD solo para uso diagnéstico in vitro.

- Este kit esta destinado a ser utilizado por personal capacitado en procedimientos de laboratorio y se deben
aplicar las precauciones universales para el uso de productos quimicos y sustancias potencialmente
biopeligrosas.

- Todos los productos derivados de la sangre o el plasma humanos, asi como las muestras a analizar, deben
considerarse potencialmente infecciosos. Deben manipularse con el cuidado adecuado y respetando
estrictamente las normas de seguridad. Las normas relativas a su eliminacién son las mismas que se aplican a
la eliminacion de residuos hospitalarios.

- Los plasmas de calibracion y los plasmas de control se elaboran a partir de sangre humana y todos los plasmas
individuales utilizados en el procedimiento se someten a pruebas de HbsAg, VIH 1/2 Ab y VHC-Ab negativas.
No obstante, todos los productos sanguineos humanos deben manipularse como material potencialmente
infeccioso.

- Obtenga la ficha de datos de seguridad de este producto en www.technoclone.com.

Simbolo Advertencias y precauciones Producto

H315 Provoca irritacion cutanea.

H319 Provoca irritacién ocular grave.

P264 Lavarse las manos concienzudamente tras la
manipulacion.

Contiene &cido sulfurico.

Solucién de parada

H317 Puede provocar una reaccion alérgica en la piel. Tampén de incubacion

P280 Llevar guantes de proteccion.
Contiene metilisotiazol.

Estabilidad y almacenamiento

La fecha de caducidad impresa en las etiquetas solo es aplicable al almacenamiento de los envases sin abrir a una
temperatura de entre 2y 8 °C.

Estabilidad una vez abierto/en uso:

Temp. : TF0474.01 Date of printing : 260630

Preparacion de muestras de plasma

Recoja nueve partes de sangre venosa recién extraida en una parte de citrato trisédico (3.2 %). Consulte el documento
CLSI H21-A5 para obtener instrucciones sobre la recogida, manipulacion y aimacenamiento de muestras.

Las muestras de plasma fresco deben analizarse en un plazo de tres horas. A -20 °C pueden almacenarse durante
varios meses. Las muestras no deben congelarse y descongelarse varias veces.

Descongele rapidamente las muestras congeladas a 37 °C y centrifuguelas si es necesario. Mézclelas suavemente
antes de realizar la prueba. Después de descongelarlas, el ensayo debe realizarse en un plazo de 2 horas.

Las muestras se utilizan sin diluir.

Preparacion de los reactivos

Antes de comenzar la prueba, todos los componentes necesarios deben estar a temperatura ambiente.

Al reconstituir plasmas, mezclar reactivos o tampones, evite la formacion de espuma.

- Washing buffer: diluya 1 parte por volumen de Wash buffer concentrate con 11.5 partes por volumen de agua

destilada (1+11.5). Mezcle bien. (diluted washing buffer concentrate = washing buffer). Pueden producirse
precipitaciones cristalinas que se disolveran a 37 °C en 10 minutos.

Conjugate working solution: Diluya 1 parte por volumen de Conjugate con 50 partes por volumen de Incubation
Buffer (1+50). Mezcle bien.

Mezcle 10 pL de Conjugate con 500 pL de Incubation Buffer para 8 pocillos de prueba.

- Plasmas de calibracién y plasmas de control: Los plasmas de calibracion y los plasmas de control se
reconstituyen con 500 uL de agua destilada y se mezclan durante 10 segundos tras un tiempo de reconstitucion
de 15 minutos. Los plasmas de calibracion y los plasmas de control se utilizan sin diluir.

Los componentes reconstituidos son transparentes o ligeramente turbios. Al congelar plasmas de calibracion o
plasmas de control, el volumen minimo debe ser de 150 pL.

Realizacion de la prueba

Pipetee los plasmas de calibracion, control y las

INCUBACION DE LA MUESTRA muestras en las tiras de ensayo ELISA 50 uL
(referencia 1,2,7)

Incubar a temperatura ambiente 120 minutos
LAVADO (referencia 1,3,4) Washing buffer 4 x 250 L

Pipetee conjugate working solution en los 50 UL
REACCION DE CONJUGACION pocillos H

(referencia 1,2,7)

Incubar a temperatura ambiente 60 minutos

LAVADO (referencia 1, 3, 4) Washing buffer 4 x 250 uL

Pipetee la solucién de TMB Substrate en los

REACCION DEL SUSTRATO pocillos de ensayo Sout
(referencia 1, 2, 7)

Incubar a temperatura ambiente 15 minutos
DETENCION (referencia 1,2) Pipetee Stop solution en los pocillos. 50 pL

Agitar durante 10
segundos y medir
en un plazo de 10
minutos.

MEDICION (referencia 5) Lector ELISA, 450 nm

Referencias

1. No se deben combinar reactivos de diferentes lotes.
2. Laprecision y el rendimiento, entre otros, dependen esencialmente de los siguientes factores:

- Mezcla exhaustiva de todas las sustancias utilizadas para la dilucion, 10 segundos con mezclador Vortex.

- Plasmas de calibracion, plasmas de control y muestras por duplicado.

- Incubar a la temperatura indicada (RT: temperatura ambiente, 18...25 °C).

Cumplimiento estricto del orden de pipeteo y del tiempo indicado.

- Eltiempo de incubacién de la muestra, la reaccion del conjugado y el sustrato, tal y como se indica, comienza
después de pipetear la Ultima muestra. Los tiempos de incubacion no deben variar en mas de + 5 %.
Durante la incubacion de la muestra y la reaccién del conjugado, el tiempo de pipeteo de los plasmas de
calibracion /plasmas de control/muestras y/o soluciones de conjugado no debe exceder los 60 segundos por
tira de prueba ELISA (8 pocillos).

- Durante la reaccion del sustrato y al detenerla, el tiempo necesario para pipetear el sustrato y/o la solucién
de detencién no debe exceder los 10 segundos por tira de prueba ELISA. Se pueden garantizar tiempos de
pipeteo cortos utilizando pipetas multicanal y dispensadoras.

3. Etiquete/numere las tiras con un rotulador resistente al agua por si se caen accidentalmente del marco durante
la prueba.

4. Después del ultimo lavado, los pocillos deben aspirarse completamente, volcarse y colocarse sobre un papel
secante; mediante ligeros golpecitos, deben eliminarse los Ultimos restos.

5. La precision de la prueba aumenta al medir la diferencia entre las longitudes de onda de 450 y 620 nm.

6. Se debe crear una curva de calibracion para cada ensayo.

7. Encada paso de incubacion, la placa de prueba debe cubrirse con un sellador de placas.

LIMITACIONES DE LA PRUEBA

A continuacién se indican los datos de rendimiento. Los resultados obtenidos en cada laboratorio pueden variar.
Precision

La reproducibilidad se determiné con diferentes muestras.

Codigo de la muestra Valor asignado [IU/mL] CV % dentro de la serie CV % total
Control alto 0.55 6.36 9.97
Control bajo 0.11 5.71 6.62

La correlacion con el antigeno en el método fluorogénico TECHNOZYM ADAMTS13 es R2 0.9 para muestras normales
y R% 0.91 para muestras TTP.

Limite de deteccion y rango de ensayo

Cuando el ensayo se realiza tal y como se indica en la seccién «Procedimiento de la prueba», el limite de deteccion
de este ensayo es de 0.012 |U/mL. El limite superior del rango de ensayo puede variar con cada lote del kit,
dependiendo del valor analizado del plasma calibrador suministrado en el kit. Las muestras con valores fuera del rango
de la curva de referencia deben volver a analizarse con una dilucién adecuada para obtener resultados precisos.

ESTANDARIZACION

Los estandares y controles se producen a partir de un donante normal y se calibran segun el Estandar Internacional
de la OMS para ADAMTS13. Consulte la tabla de lotes.

BIBLIOGRAFIA

Pongase en contacto con Technoclone www.technoclone.com o con su distribuidor local.
NOTA EDITORIAL

No se puede descartar que ciertas formas de ADAMTS13 (con mutaciones en los dominios CUB) no se midan de forma
equivalente debido a una reduccién de la unién al anticuerpo de captura en la placa.

Se ha descrito que la trombina degrada la ADAMTS13. Por lo tanto, deben evitarse las muestras de suero.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados del TECHNOZYM ADAMTS13 Antigen se expresan en IU/mL. Los resultados del ensayo deben
utilizarse junto con otra informacién, incluido el contexto clinico, para formular un diagnéstico.

CALCULO DE RESULTADOS

Configuracion de una curva de referencia:
Eje X: Actividad ADAMTS13 [IU/mL]
Eje Y: Extincion a 450 nm

La curva de referencia es lineal-lineal con un ajuste best fit.

Este documento esta disponible en varios idiomas. Las traducciones se han realizado a partir del documento original
eninglés. En caso de dudas o discrepancias, prevalecera el texto del documento original en inglés.
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Washing solution concentrate /
Waschigsungskonzentrat / concentrado de
solucién de lavado / solucién de lavado
concentrada / tampéo de lavagem concentrado /
Tampon de lavage concentré /
Vattenldsningskoncentrat /
Vaskeoplasningskoncentrat /

/

D inati ! !
3 h h nacbes |
ninaar | / i
TIpoaBiopiojioi / Gpoii TecToee / stanoveni /
onpeaunuii / podet stanoveni / Definicija

Sidhupa
TIAUGNG / KOHLEHTpMpaK MueL paaTeop /
KOHL{eHTpaT NpoMbiBouHoro pacteopa / Koncentrat
promyvaciho roztoku / Koncetrat solucije za
ispiranje
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