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INS-IRMA

I.  INTENDED USE

Immunoradiometric assay kit for the in vitro quantitative measurement of human Insulin (INS) in
serum.

1. GENERAL INFORMATION
A. Proprietary name : DIAsource INS-IRMA Kit

B. Catalog number : KIP1251 : 96 tests
KIP1254 : 4 x 96 tests

C. Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

I11. CLINICAL BACKGROUND

A Biological activities of insulin
Insulin, a polypeptide hormone with a molecular weight of 5800, is secreted by the beta cells of the islets of
Langerhans from the pancreas. Insulin possesses a wide spectrum of biological actions. It stimulates cellular
glucose uptake, glucose oxydation, glycogenesis, lipogenesis, proteogenesis and the formation of DNA and RNA.
Insulin plays a key role in the regulation of plasma glucose levels (hepatic output inhibition, stimulation of
peripheral glucose utilisation). The resulting hypoglycemic effects of insulin are counterbalanced by hormones
with hyperglycemic effects (glucagon, growth hormone, cortisol, epinephrine). Insulin secretion is mainly
controlled by the plasma glucose levels : hyperglycemia induces a prompt and important increase in circulating
insulin levels. Neural influences, as well as various metabolic and hormonal factors (amino acids, glucagon, gastro
intestinal hormone) also participate to the control of insulin secretion. Type | (insulin dependent : "juvenile”)
diabetes is due to a destruction of the beta cells, with a consequence of absolute lack of insulin. In type 1l (non-
insulin-dependent : "maturity onset") diabetes, insulin resistance may play an important role; however after several
years of evolution, beta-cells failure may occur, leading to a relative insulinopenia requiring, in some cases, insulin
administration. Insulin resistance is associated with high circulation levels of the hormone. The most common case
of insulin resistance is represented by obesity. Various endocrinopathies (acromegaly, Cushing syndrome) as well
as rare cases of insulin receptor defects or cases with anti-insulin receptor antibodies are associated with glucose
intolerance or even diabetes due to insulin resistance. The determination of plasma insulin levels is an important
parameter in the diagnosis of hypoglycemia. Insulin levels are high in cases of insulinoma (beta-cell tumor).
Functional postprandial hypoglycemia may also be associated with inappropriate insulin release to carbohydrate
intake. Insulin levels are determined either in the fasting state or during dynamic test :
a) stimulation test : carbohydrate rich meal, oral glucose tolerance test (OGTT), arginin infusion, tolbutamide or
other sulfonylureas administration.
b) inhibition test : fasting, somatostatine infusion

B. Clinical application of insulin determination
Determination of the beta-cell reserve during glucose tolerance test or after a carbohydrate rich meal, as a
guide for the instauration of insulin therapy;
Contribution to the diagnosis of insulin and non-insulin-dependent diabetes;
Characterisation and follow-up of states of glucose intolerance;
Diagnosis and study of cases of insulin resistance;
Diagnosis of insulinoma and other causes of hypoglycemia.



V.

PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource INS-Irma is an immunoradiometric assay based on coated-tube
separation. Mabsl, the capture antibodies, are attached to the lower and inner
surface of the plastic tube. Calibrators or samples added to the tubes will at first
show low affinity for Mabs1. Addition of Mab2, the signal antibody labelled with
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will complete the system and trigger the immunological reaction. After

washing, the remaining radioactivity bound to the tube reflects the antigen
concentration. The use of several distinct Mabs avoids hyperspecificity, common

to two-site IRMA, as well as a need of a shaker or incubation at 37°C.

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents 96 tests 4x96 tests | Colour Reconstitution
Kit Kit Code
Tubes coated with 2x48 8x 48 dark | Ready for use
H anti INS red
(monoclonal
antibodies)
1 vial 4 vials red Ready for use
Ab il 55ml 55ml
350 kBq 350 kBq
TRACER: *®lodine labelled
anti-INS (monoclonal
antibodies) in HEPES buffer
with bovine serum albumin,
azide (<0.1%), EDTA and an
inert red dye
1 vial 2 vials yellow | Add 2.0 ml distilled
n lyophilized | lyophilized water
Zero calibrator in human
plasma and thymol
CAL Svials | 2x5vials | yellow | Add 0.5 ml distilled
lyophilized | lyophilized water
Calibrator N=1to5
(see exact values on vial
labels) in human plasma and
thymol
1 vial 4 vials brown | Dilute 70 x with
|WASH | SOLN |CONC | 10 ml 10 ml distilled water (use
Wash Solution (Tris-HCI) a magnetic stirrer).
2 vials 2x2vials | silver | Add 0.5 ml distilled
lyophilized | lyophilized water
Controls - N =1or 2
in human plasma with
thymol

Note: 1. Use the zero calibrator for sample dilutions.

2. 1 plU of the calibrator preparation is equivalent to 1 plU of WHO

66/304.

VI.  SUPPLIES NOT PROVIDED

The following material is required but not provided in the kit:

1. Distilled water

2. Pipettes for delivery of: 50 pl, 500 ul and 2 ml (the use of accurate pipettes
with disposable plastic tips is recommended)

Vortex mixer
Magnetic stirrer
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VIl. REAGENT PREPARATION

A Calibrators : Reconstitute the zero calibrator with 2.0 ml distilled water

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing
Aspiration system (optional)
Any gamma counter capable of measuring '?°1 may be used (minimal yield

and other calibrators with 0.5 ml distilled water.
B. Controls : Reconstitute the controls with 0.5 ml distilled water.

VIII.

10.

11.

XI.

Working Wash solution : Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 69 volumes of distilled water to 1 volume of Wash
Solution (70x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

After reconstitution, calibrators and controls are stable for 3 days at 2 to
8°C. For longer storage periods, aliquots of calibrators and controls should
be made and kept at —20°C for maximum 3 months.

Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, tracer is stable until expiry date, if kept in the original
well closed vial at 2 to 8°C.

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

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum must be kept at 2 - 8°C.

If the test is not run within 24 hours, storage at -20°C is recommended
Avoid subsequent freeze thaw cycles.

Do not use haemolysed samples.

PROCEDURE

Handling notes

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

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

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

Prepare a calibration curve for each run, do not use data from previous runs.

Procedure

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

Briefly vortex calibrators, samples and controls and dispense 50 pl of each
into respective tubes.

Dispense 50 pl of tracer into each tube.

Shake the rack containing the tubes gently by hand to liberate any trapped
air bubbles.

Incubate for 2 hours at room temperature.

Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts). Be sure
that the plastic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in
order to remove all the liquid.

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

Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts).

Wash tubes again with 2 ml Wash solution (except total counts) and
aspirate (or decant).

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

Count tubes in a gamma counter for 60 seconds.

CALCULATION OF RESULTS

Calculate the mean of duplicate determinations.

On semilogarithmic or linear graph paper plot the c.p.m. (ordinate) for
each calibrator against the corresponding concentration of INS (abscissa)
and draw a calibration curve through the calibrator points, reject the
obvious outliers.

Read the concentration for each control and sample by interpolation on the
calibration curve.

Computer assisted data reduction will simplify these calculations. If
automatic result processing is used, a 4 parameter logistic function curve
fitting is recommended.
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TYPICAL DATA

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

DILUTION TEST

INS-IRMA cpm B/T (%)
Total count 129481 100
Calibrator 0.0 plU/ml 197 0.15
5.7 plU/ml 529 0.41
13.5 plU/ml 1277 0.99
46.0 plU/ml 4796 3.70
144.0 wlU/ml 16436 12.69
440.0 nlU/ml 44090 34.05
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A.

PERFORMANCE AND LIMITATIONS

Detection Limit

Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators.
The detection limit, defined as the apparent concentration two standard
deviations above the average counts at zero binding, was 1 pIlU/ml.

Specificity

Cross-reactive hormones were added to a high value calibrator (100
ulU/ml or 4 ng/ml). The apparent INS response was measured.

As shown hereafter, animal insulins (except rat insulin) cross-react
whereas human, pork and beef proinsulins present no cross-reaction.

Sample Dilution Theoretical Concent. Measured Concent.
(nIU/ml) (pIU/ml)
Serum 1 11 R 101
12 50.5 46
1/4 25.3 21
1/8 12.6 11
1/16 6.3 6.2
Serum 2 11 - 328
12 164 152
1/4 82 76
1/8 41 36
1/16 20.5 18

Samples were diluted with zero calibrator.

Added analyte to a high value Theoretical Observed INS | Cross-reaction
serum INS values values
(%)
(ng/ml) (ng/ml)
Porcine insulin 8 ng/ml 4.2 17.4 > 100
Bovine insulin 8 ng/ml 3.8 17.8 > 100
Dog insulin 16 ng/ml 4.2 17.2 81
Rabbit insulin 16 ng/ml 4.2 14.1 62
Rat insulin 16 ng/ml 3.8 3.7 0.6
Human proinsulin 32 ng/ml 43 4.4 0.3
Porcine proinsulin 16 ng/ml 4.3 4.7 2.5
Bovine proinsulin 16 ng/ml 43 4.4 0.6
C. Precision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>=*SD cv Serum N <X>+SD Ccv
(WUm) | (%) (WIUmI) (%)
A 10 6.6+0.1 21 A 20 144+0.9 6.5
B 10 53.3+0.8 15 B 20 100.4 £ 6.1 6.1

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

D. Accuracy

RECOVERY TEST

Sample Added INS Recovered INS Recovery
(uIU/ml) (uIU/ml) (%)
Serum 1 245.0 264 107.8
Serum 2 76 73.5 96.7
Serum 3 245 244 99.6
Serum 4 6.75 6.5 96.3

E. Time delay between last calibrator and sample dispensing
As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 30 minutes after the calibrators have been added to the coated
tubes.

TIME DELAY
0' (uIU/ml) 30" (uIU/ml)
Serum 1 8 7
Serum 2 16 17
Serum 3 37 42
Serum 4 81 82

F. Hook effect
A sample spiked with INS up to 125000 pulU/ml gives higher counts than
the last calibrator point.

XIV. LIMITATIONS

- Specimens from patients who have received preparations of mouse
monoclonal antibodies for diagnosis or therapy may contain human anti-
mouse antibodies (HAMA). Such specimens may show either falsely
elevated or depressed values when tested with assay kits which employ
mouse monoclonal antibodies.

- The same kind of interferences in the immunoassay can be induced by the
presence of heterophilic antibodies, rheumatoid factors and/or AIA (anti-
insulin autoantibodies).

- If results are not consistent with other clinical observations, additional
information should be required before diagnosis.

XV. INTERNAL QUALITY CONTROL

- If the results obtained for Control 1 and/or Control 2 are not within the
range specified on the vial label, the results cannot be used unless a

satisfactory explanation for the discrepancy has been given.

- If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
which should be kept frozen in aliquots. Do not freeze-thaw more than
twice.

- Acceptance criteria for the difference between the duplo results of the
samples should rely on Good Laboratory Practises

XVI. REFERENCE INTERVALS

The range of insulin levels in 55 subjects with normal oral glucose tolerance tests,
was 4 to 16 plu/ml

These values are given only for guidance; each laboratory should establish its
own normal range of values.



XVII. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

This kit contains | (half-life: 60 days), emitting ionizing X (28 keV) and y (35.5
keV) radiations.

This radioactive product can be transferred to and used only by authorized
persons; purchase, storage, use and exchange of radioactive products are subject
to the legislation of the end user's country. In no case the product must be
administered to humans or animals.

All radioactive handling should be executed in a designated area, away from
regular passage. A log book for receipt and storage of radioactive materials must
be kept in the lab. Laboratory equipment and glassware, which could be
contaminated with radioactive substances should be segregated to prevent cross
contamination of different radioisotopes.

Any radioactive spills must be cleaned immediately in accordance with the
radiosafety procedures. The radioactive waste must be disposed of following the
local regulations and guidelines of the authorities holding jurisdiction over the

laboratory. Adherence to the basic rules of radiation safety provides adequate
protection.

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

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

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

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.
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XIX. SUMMARY OF THE PROTOCOL

TOTAL CALIBRA- SAMPLE(S)
COUNTS TORS
(ml) (ml) (ml)

Calibrators (0-5) - 0.05 -
Samples - - 0.05
Tracer 0.05 0.05 0.05
Incubation 2 hours at room temperature
Separation - aspirate (or decant)
Working wash solution - 2.0
Separation - aspirate (or decant)
Working wash solution - 2.0
Separation - aspirate (or decant)
Counting Count tubes for 60 seconds

Other translations of this Instruction for Use can be downloaded from our
website: https://www.diasource-diagnostics.com/

DIAsource Catalogue Nr : Revision nr :
KIP1251 — KIP1254 200224-1

Revision date : 24/02/2020
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Lire entierement le protocole avant utilisation.

INS-IRMA

I.  BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunométrique pour la mesure quantitative in vitro de I’Insuline humaine
(INS) dans le sérum humain.

Il.  INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource INS-IRMA kit

B. Numéro de catalogue : KIP1251: 96 tests
KIP1254 : 4 x 96 tests

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

Pour une assistance technique ou une information sur une commande :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

I11. CONTEXTE CLINIQUE

A Activités biologiques de ’insuline
L’insuline, une hormone polypeptidique avec un poids moléculaire de 5800, est sécrétée par les cellules B des ilots de
Langerhans dans le pancréas. L’insuline possede un large spectre d’actions biologiques. Elle stimule la prise de glucose
cellulaire, I’oxidation du glucose, la glycogenése, la lipogenése, la protéogenése et la formation de ’ADN et de I’ARN.
L’insuline joue un rdle clef dans la régulation des niveaux de glucose dans le plasma (Inhibition de production hépatique,
stimulation d'utilisation de glucose périphérique). Les effets hypoglycémique résultant de I'insuline sont contrebalancés par des
hormones avec des effets de hyperglycémie (glucagon, I'hormone de croissance, cortisol, I'adrénaline). La sécrétion d'insuline est
principalement controlée par les niveaux de glucose dans le plasma : I'hyperglycémie incite une augmentation prompte et
importante du niveau d'insuline circulante. Des influences neurales, aussi bien que des facteurs métaboliques et hormonaux
divers (des acides aminés, glucagon, I'normone gastro-intestinale) participent aussi au contr6le de sécrétion d'insuline. Le
diabéte de Type | (insuline dépendant : "juvénile") est provoqué par la destruction des cellules B, avec pour conséquence
I’absence totale d’insuline. Dans le diabéte de type II (non-insulino-dépendant : "Début de la maturité”), la résistance a 1’insuline
peut jouer un réle important; toutefois aprés plusieurs années d’évolution, un manque de cellules f peut arriver, conduisant a une
demande relative d’insulinopenia, dans certains cas, & 1’administration d’insuline. La résistance a I’insuline est associée a des
niveaux de circulation élevés de I’hormone. Le cas le plus répandu de résistance a I’insuline est représenté par 1’obésité. De
nombreuses maladies endocrinologiques (acromégalie, le syndrome de Cushing) aussi bien que les rares cas de défaut de
récepteur d'insuline ou les cas impliquant les anticorps anti-récepteur a insuline sont associés a une intolérance au glucose ou
méme au diabéte en raison de la résistance a I'insuline. La détermination de niveaux d'insuline dans le plasma est un parametre
important dans le diagnostic de I’hypoglycémie. Les niveaux d’insuline sont élevés dans les cas d” « insulinoma » (tumeur des
cellules B). L’hypoglycémie fonctionnelle postprandiale peut aussi étre associée a une libération inappropriée d’insuline et a la
consommation d’hydrates de carbone. Les niveaux d’insuline sont déterminés soit a jeun soit pendant un essai dynamique:
a) test de stimulation: repas riche en hydrates de carbone, test de tolérance de glucose oral (OGTT), infusion d’arginine,
administration de tolbutamide ou autres sulfonylurées.
b) test d’inhibition : diéte, infusion de somatostatine

B. Application clinique du dosage de ’insuline
Détermination des réserves des cellules B pendant le test de tolérance au glucose ou aprés un repas riche en hydrates de
carbone, comme référence pour I’établissement de la thérapie a I’insuline;
Contribution au diagnostic des diabétes d’insuline et non-insulino-dépendant;
Caractérisation et suivi des états d’intolérance au glucose;
Diagnostic et étude des cas de résistance a I’insuline;
Diagnostic de “I’insulinoma” et des autres causes d’hypoglycémie.



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

La trousse DIAsource INS-Irma est une trousse de dosage radio-immunométrique
basée sur la séparation en tube recouvert d'anticorps. Mabsl, les anticorps de
capture, sont attachés sur la surface basse et interne du tube plastic. Les
calibrateurs ou les échantillons ajoutés dans les tubes présenteront dans un
premier temps une faible affinité pour Mabsl. L’addition de Mab2, I’anticorps
signal marqué avec 1'*#1, complétera le systtme et déclenchera la réaction
immunologique. Suite au lavage, la radioactivité restante liée au tube reflétera la
concentration de ’antigéne. L’utilisation de plusieurs Mabs différents évite 1’
hyperspécificité, commune aux IRMA deux-sites, aussi bien que la nécessité
d’un agitateur ou d’une incubation a 37°C.

V. REACTIFS FOURNIS

Reactifs 96 tests 4x96 tests Code Reconstitution
Kit Kit Couleur
Tubes recouverts 2x48 8 x 48 rouge Prét a I’emploi
avec I’anti INS foncé
(anticorps
monoclonal)

1 flacon 4 flacons Rouge | Préta l’emploi

TRACEUR: INS marquée a Sgg)lgq ;glinqu
1"'%]odine (grade HPLC)

dans un tampon HEPES
avec de I'albumine bovine,
de I’azide de sodium
(<0,1%), EDTA et un
colorant rouge inactif

1 flacon 2 flacons Jaune | Ajouter 2,0 ml

Calibrateur 2610 dans du lyophilisé | lyophilisés d’eau distillée
plasma humain et du thymol
CAL “ 5 flacons 2x5 Jaune | Ajouter 0,5 ml

! - lyophilisés | flacons d’eau distillée
Calibrateur N=1a5 lyophilisés
(cfr. Valeurs exactes sur
chaque flacon) dans du
plasma humain et du thymol

1 flacon 4 flacons Brun Diluer 70 x avec de
WASH [ SOLN [CONC

| | | | 10 ml 10 ml I’eau distillée
Solution de Lavage (utiliser un
(Tris-HCI) agitateur

magnétique).

“ 2 flacons 2x2 Gris | Ajouter 0,5 ml
lyophilisés flacons d’eau distillée

Contrdles - N = 1 ou 2 dans Iyophilises
du plasma humain et du
thymol

Note: 1.  Utiliser le calibrateur zéro pour la dilution des échantillons.
2. 1 plU de la préparation du calibrateur est équivalent a 1 plU de
WHO 66/304.

VL. MATERIEL NON FOURNI

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

1. Eau distillée

2. Pipettes pour distribuer: 50 pl, 500 ul et 2 ml (’utilisation de pipettes
précises et de pointes jetables en plastique est recommandée)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour les lavages

Systéme d’aspiration (optionnel)

Tout compteur gamma capable de mesurer 1"'%| peut étre utilisé
(rendement minimum 70%).

Nooksw

VIl. PREPARATION DES REACTIFS

A Calibrateurs : Reconstituer le calibrateur zéro avec 2,0 ml d’eau distillée
et les autres calibrateurs avec 0,5 ml d’eau distillée.
B. Controles : Reconstituer les contrdles avec 0,5 ml d’eau distillée.

C. Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage
en ajoutant 69 volumes d’eau distillée a 1 volume de Solution de Lavage
(70x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la
Solution de Lavage non utilisée a la fin de la journée.

VIIL.

10.

11.

XI.

STOCKAGE ET DATE D’EXPIRATION DES REACTIFS

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

Aprés reconstitution, les calibrateurs et les controles sont stables pendant 3
jours entre 2 et 8°C. Pour de plus longues périodes de stockage, des
aliquots devront étre réalisés et ceux-ci seront gardés a —20°C pour 3 mois
maximum.

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

Aprés la premiére utilisation, le traceur est stable jusqu’a la date
d’expiration, si celui-Ci est conservé entre 2 et 8°C dans le flacon d’origine
correctement fermé.

Des altérations dans l’apparence physique des réactifs de la trousse
peuvent indiquer une instabilité ou une détérioration.

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

Les échantillons de sérum doivent étre gardés entre 2 et 8°C.

Si le test n’est pas réalisé¢ dans les 24 heures, un stockage a -20°C est
recommandé.

Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

Ne pas utiliser d’échantillons hémolysés.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

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

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

Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’augmenter la précision. Respecter les temps d’incubation.
Préparer une courbe de calibration pour chaque nouvelle série
d’expériences, ne pas utiliser les données d’expériences précédentes.

Mode opératoire

Identifier les tubes recouverts fournis dans la trousse, en double pour
chaque calibrateur, échantillon, contrble. Pour la détermination de
I’activité totale, identifier 2 tubes non recouverts d” anticorps.

Agiter au vortex briévement les calibrateurs, les échantillons et les
controles. Puis distribuer 50 ul de chacun d’eux dans leurs tubes respectifs.
Distribuer 50 pl de traceur dans chaque tube.

Agiter l1égérement le portoir de tube manuellement pour libérer toute bulle
d’air emprisonnée.

Incuber pendant 2 heures a température ambiante.

Aspirer (ou décanter) le contenu de chaque tube (a 1’exception des tubes
utilisés pour la détermination de I’activité totale). Assurez-vous que la
pointe utilisée pour aspirer le liquide des tubes atteint le fond de chacun
d’eux pour éliminer toute trace de liquide.

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

Aspirer (ou décanter) le contenu de chaque tube (a I’exception des tubes
utilisés pour la détermination de 1’activité totale).

Laver les tubes a nouveau avec 2 ml de Solution de Lavage (a I’exception
des tubes utilisés pour la détermination de I’activité totale) et aspirer (ou
décanter).

Aprés le dernier lavage, laisser les tubes droits pendant 2 minutes et
aspirer (ou décanter) le reste de liquide.

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

CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.

Dessiner sur un graphique linéaire ou semi-logarithmique les cpm
(ordonnées) pour chaque calibrateur contre la concentration
correspondante en INS (abscisses) et dessiner une courbe de calibration a
I’aide des points de calibration, écarter les valeurs aberrantes.

Lire la concentration pour chaque contréle et échantillon par interpolation
sur la courbe de calibration.



L’analyse informatique des données simplifiera les calculs. Si un systeme
d’analyse de traitement informatique des données est utilisé, il est
recommandé d’ utiliser la fonction « 4 paramétres » du lissage de courbes.

XIL DONNEES TYPES

Les données représentées ci-dessous sont fournies pour information et ne
peuvent jamais étre utilisées a la place d’une courbe de calibration.

TEST DE DILUTION

INS-IRMA cpm B/T (%)
Activité totale 129481 100
Calibrateur 0,0 ulU/ml 197 0,15
5,7 wlU/ml 529 0,41
13,5 wlU/ml 1277 0,99
46,0 plU/ml 4796 3,70
144,0 plU/ml 16436 12,69
440,0 plU/ml 44090 34,05

Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(plU/mI) (p1U/mI)

Serum 1 1/1 _ 101
1/2 50.5 46

1/4 253 21

1/8 12.6 11

1/16 6.3 6.2

Serum 2 1/1 _ 328
1/2 164 152

1/4 82 76

1/8 41 36

1/16 205 18

XML

A Sensibilité

PERFORMANCE ET LIMITES DU DOSAGE

Les échantillons ont été dilué avec le calibrateur zéro.

Vingt calibrateurs zéro ont été testés en parallele avec un assortiment
d’autres calibrateurs. La limite de détection, définie comme la
concentration apparente située 2 déviations standards au-dessus de la
moyenne déterminée a la fixation zéro, était de 1 pIU/ml.

Spécificité

Des hormones cross-réactives ont été ajoutées a un calibrateur de valeur
élevée (100 plU/ml ou 4 ng/ml). La réponse INS apparente a été mesurée.
Comme montrée ci-dessous, Les insulines animales (& ’exception de
I’insuline de rat) cross-réagissent tandis que les pro-insulines humaines,
porcine et de boeuf ne présentent aucune réaction croisée.

E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon
Comme montré ci-dessous, les résultats d’un essai restent précis méme
quand un échantillon est distribué 30 minutes apres que le calibrateur a été
ajouté aux tubes avec 1’anticorps.
DELAI
0' (uIU/ml) 30" (ulU/ml)
Serum 1 8 7
Serum 2 16 17
Serum 3 37 42
Serum 4 81 82

F. Effet crochet

Analyte ajouté au sérum de Concentration | Valeurs INS Réactivité
valeur élevée théorique observées Croisée
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Insuline porcine 8 ng/ml 4,2 17,4 > 100
Insuline bovine 8 ng/ml 38 17,8 > 100
Insuline canine 16 ng/ml 42 17,2 81
Insuline de lapin 16 ng/ml 4,2 14,1 62
Insuline de rat 16 ng/ml 38 3,7 0,6
Pro-insuline humaine 32 ng/ml 4,3 4,4 0,3
Pro-insuline porcine 16 ng/ml 43 47 25
Pro-insuline de beeuf 16 ng/ml 43 4.4 0,6
C. Précision
INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD cv Sérum N <X>+SD CcVv
(n1U/ml) (%) (rIU/ml) (%)
A 10 6,6+0,1 21 A 20 14,4+0,9 6,5
B 10 53,3+0,8 15 B 20 100,4 + 6,1 6,1

SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation

D. Exactitude

TEST DE RECUPERATION

Echantillon INS ajoutée INS récupérée Récupération
(n1U/ml) (n1U/ml) (%)
Serum 1 245.0 264 107.8
Serum 2 76 73.5 96.7
Serum 3 245 244 99.6
Serum 4 6.75 6.5 96.3

XIV.

XV.

XVI.

Un échantillon dopé avec de I’INS jusqu’a 125000 plU/ml donne des cpm
supérieurs au dernier point de calibration.

LIMITATIONS

Les échantillons de patients ayant recu des préparations d'anticorps
monoclonaux de souris pour un diagnostic ou comme traitement peuvent
contenir des anticorps humains anti-souris (HAMA). De tels échantillons
peuvent montrer des valeurs soit faussement élevées soit faussement
basses lorsqu'ils sont analysés avec des trousses d'analyses utilisant des
anticorps monoclonaux de souris.

Le méme genre d’interférences peuvent étre induites par la présence
d’anticorps hétérophiles, de facteurs rhumatoides et/ou d’AIA (auto-
anticorps anti-insuline).

Si les résultats ne sont pas cohérents avec les autres observations
cliniques, des informations supplémentaires doivent étre demandées
avant de poser le diagnostic.

CONTROLE QUALITE INTERNE

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

Chaque laboratoire est libre de faire ses propres stocks d’échantillons
contrdles, lesquels doivent étre congelés aliquotés. Ne pas congeler —
décongeler plus de deux fois.

Les critéres d’acceptation pour les écarts des valeurs en doublet des
échantillons doivent étre basés sur les pratiques de laboratoire courantes.

VALEURS ATTENDUES

Les niveaux d’insuline pour 55 sujets avec des tests de tolérance de glucose
normaux, étaient de 4 a 16 plU/ml

Les valeurs sont donnés a titre d” information; chaque laboratoire doit établir ses
propres écarts de valeurs.



XVII. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de 1'**I (demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive
émettant des rayonnements ionisants X (28 keV) et y (35.5 keV).

Ce produit radioactif peut uniquement étre regu, acheté, possédé ou utilisé par des
personnes autorisées; 1’achat, le stockage, 1’utilisation et 1’échange de produits
radioactifs sont soumis a la Iégislation du pays de l'utilisateur final. Ce produit ne
peut en aucun cas étre administré a ’homme ou aux animaux.

Toutes les manipulations radioactives doivent étre exécutées dans un secteur
désigné, éloigné de tout passage. Un journal de réception et de stockage des
matieres radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de
laboratoire et la verrerie, qui pourrait étre contaminée avec des substances
radioactives, doivent étre isolés afin d’éviter la contamination croisée de plusieurs
isotopes.

Toute contamination ou perte de substance radioactive doit étre réglée
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs doivent
étre placés de maniére a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion aux
régles de base de sécurité concernant les radiations procure une protection
adéquate.

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont été évalués par des
méthodes approuvées par I’Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBsAg,
I’anti-HCV, ’anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
complete que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d’hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des
échantillons de plasma devront étre conformes aux procédures locales de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont été collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I’ESB n'a pas été détectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animales devront étre traités
comme potentiellement infectieux.

L’azide de sodium est nocif s’il est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(’azide de sodium est utilis¢ comme agent conservateur). L’azide dans cette
trousse pouvant réagir avec le plomb et le cuivre dans les canalisations et donner
des composés explosifs, il est nécessaire de nettoyer abondamment a 1’eau le
matériel utilisé.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés. Ne pas pipeter avec la
bouche. Utiliser des vétements protecteurs et des gants a usage unique.
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XIX. RESUME DU PROTOCOLE

ACTIVITE CALIBRA- ECHANTIL-
TOTALE TEURS LON(S)

(ml) (ml) (ml)
Calibrateurs (0-5) - 0,05 -
Echantillons - - 0,05
Traceur 0,05 0,05 0,05
Incubation 2 heures a température ambiante
Séparation - Aspiration
Solution de Lavage - 2,0
Séparation - aspiration
Solution de Lavage - 2,0
Séparation - aspiration
Comptage Temps de comptage des tubes: 60 secondes

Numéro de catalogue DIAsource : Numeéro de révision :
KIP1251 — KIP1254 200224-1

Date de révision : 24/02/2020
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Lees het hele protocol vo6r gebruik.

INS-IRMA

I.  BEOOGD GEBRUIK

Immunoradiometrische testkit voor de in vitro kwantitatieve bepaling van humaan insuline (INS) in
serum.

Il. ALGEMENE INFORMATIE
A. Gedeponeerd handelsmerk: DIAsource INS-IRMA Kit

B. Catalogusnummer: KIP1251: 96 testen
KIP1254: 4 x 96 testen

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

Voor technische assistentie of voor bestelinformatie kunt u contact opnemen met:
Tel.: +32 (0)10 84 99 11 - Fax: +32 (0)10 84 99 91

1. KLINISCHE ACHTERGROND

A Biologische werkingsmechanismen van insuline
Insuline, een polypeptide hormoon met een moleculair gewicht van 5800 Da, wordt uitgescheiden door de betacellen van de
eilandjes van Langerhans van de pancreas. Insuline beschikt over een breed spectrum van biologische werkingsmechanismen.
Insuline stimuleert glucoseopname door de cellen, oxidatie van glucose, glycogenese, lipogenese, eiwitsynthese en de vorming
van DNA en RNA. Insuline speelt een belangrijke rol bij de regulering van de plasmaglucosespiegels (inhibitie van de output van
de lever, stimulering van het perifere glucosegebruik). De daaruit voortvloeiende hypoglycaemische werking van insuline wordt
geneutraliseerd door hormonen met een hypoglycaemische werking (glucagon, groeihormoon, cortisol, epinefrine).
Insulinesecretie wordt hoofdzakelijk geregeld door de plasmaglucosespiegels: hypoglycaemie induceert een onmiddellijke en een
belangrijke verhoging van het circulerende insulinegehalte. Neurale invloeden alsook verscheidene metabole en hormonale
factoren (aminozuren, glucagon, gastrointestinaal hormoon) spelen ook een rol bij de regulering van insulinesecretie. Type-1-
diabetes (insuline-afhankelijke oftewel "juveniele" diabetes) is te wijten aan een vernietiging van de bétacellen, waardoor
insuline totaal ontbreekt. Bij type-2-diabetes (niet-insuline-afhankelijke ofwel “"ouderdomsdiabetes") kan insulineresistentie een
belangrijke rol spelen. Echter, na een jarenlange evolutie is het mogelijk dat de bétacellen falen, wat leidt tot een relatieve
insulinopenie waardoor in sommige gevallen toediening van insuline noodzakelijk is. Insulineresistentie wordt geassocieerd met
een hoog circulerend gehalte van het hormoon. Veelal komt insulineresistentie tot uiting in de vorm van obesitas. Verscheidene
endocrinopatieén (acromegalie, het Cushing-syndroom) alsook zeldzame gevallen van insulinereceptordefecten of gevallen met
anti-insulinereceptorantilichamen worden geassocieerd met glucose-intolerantie of zelfs diabetes naar aanleiding van
insulineresistentie. De bepaling van de insulinespiegel in het plasma is een belangrijke parameter bij de diagnose van
hypoglycaemie . Insulinespiegels zijn hoog ingeval van een insulinoom (tumor aan de bétacellen). Ook functionele postprandiale
hypoglycaemie kan worden geassocieerd met een onjuiste insulineafgifte bij opname van koolhydraten. Insulinespiegels worden
bepaald met ofwel een test wanneer men nuchter is ofwel een dynamische test:
a) stimulatietest: maaltijd rijk aan koolhydraten, orale glucosetolerantietest (OGTT), infuus met arginine, toediening van
tolbutamide of andere sulfonylurea.
b) inhibitietest: nuchter, infuus met somatostatine.

B. Klinische toepassing van insulinebepaling
Bepaling van de reserve van bétacellen tijdens een glucosetolerantietest of na een maaltijd rijk aan koolhydraten, als richtlijn
voor de aanvang van een behandeling met insuline;
Bijdrage tot de diagnose van insuline-afhankelijke en niet-insuline-afhankelijke diabetes;
Karakterisering en opvolging van gevallen van glucose-intolerantie;
Diagnose en bestudering van gevallen van insulineresistentie;
Diagnose van insulinoom en andere oorzaken van hypoglykemie.



IV.  BESCHRIJVING VAN DE METHODE

INS-Irma van DIAsource is een immunoradiometrische bepaling die gebaseerd is
op een scheiding aan de hand van een gecoate tube. Mabsl, de
invangantilichamen, zijn onderaan aan het binnenoppervlak van de plastic tube
gehecht. Kalibrators of monsters die toegevoegd worden aan de tubes zullen
aanvankelijk een lage affiniteit vertonen voor Mabsl. Toevoeging van Mab2, het
signaalgenererend antilichaam dat gelabeld werd met %I, zal het systeem
vervolledigen en de immunologische reactie teweegbrengen. Na de wasfase geeft
de overblijvende radioactiviteit, gebonden aan de buis, de antigeenconcentratie
weer. Door het gebruik van meerdere verschillende Mabs wordt hyperspecificiteit
vermeden, die gebruikelijk is voor IRMA met 2 Mabs, en is een schudder of een
incubatie bij 37°C niet nodig.

V. GELEVERDE REAGENTIA

Reagentia Kit met Kit met | Kleur- Reconstitutie
96 testen 4 x 96 code
testen
Buis gecoat met anti- 2x48 8x48 donker | Klaar voor
INS (monoklonale rood | gebruik
antilichamen)

1 flacon | 4 flacons rood | Klaar voor
TRACER: Anti-INS 3;.5 ;”B' 32'05;'18' gebruik
(monoklonale antilichamen) q a
gelabeld met ?5jood in HEPES
buffer met bovien
serumalbumine, azide (< 0,1%) ,

EDTA en een inerte rode
kleurstof
CAL n 1 flacon, | 2 flacons, geel | 2,0ml
- - gevries- gevries- gedestilleerd water
Nulkalibrator in humaan plasma droogd droogd toevoegen
en thymol
CAL “ 5 flacons, 2x5 geel | 0,5ml
gevries- flacons, gedestilleerd water
Kalibrator - N =1tot 5 droogd gevries- toevoegen
(raadpleeg de flaconetiketten droogd
voor de exacte waarden) in
humaan plasma en thymol
| WASH | SOLN |CONC | 1flacon | 4flacons | bruin | 70 x met
10 ml 10 ml gedestilleerd water
Wasoplossing (Tris-HCI) verdunnen
(gebruik een
magnetische
roerder).
“ 2 flacons, 2x2 zilver | 0,5 ml
gevries- flacons, gedestilleerd water
Controles - N = 1 of 2 droogd gevries- toevoegen
in humaan plasma en thymol droogd
Opmerking: 1. Gebruik de nulkalibrator voor monsterverdunningen.
2. 1 pIE van de kalibratorbereiding is gelijk aan 1 pIE van
WHO 66/304.

VI.  NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN

De volgende materialen zijn noodzakelijk maar worden niet meegeleverd met de
kit:

1. Gedestilleerd water.

2. Pipetten voor een volume van 50 pl, 500 pl en 2 ml (het gebruik van
nauwkeurige pipetten met plastic wegwerptips wordt aanbevolen).
Automatische spuit van 5 ml (type Cornwall) voor de wasfase.
Afzuigsysteem (facultatief).

Vortexmenger.

Magnetische roerder.

Een gammateller die geschikt is voor de bepaling van 2l (rendement van
ten minste 70%).

No o w

VIl. BEREIDING VAN HET REAGENS

A Kalibrators: Reconstitueer de nulkalibrator met 2,0 ml gedestilleerd water
en andere kalibrators met 0,5 ml gedestilleerd water.
B. Controles: Reconstitueer de controles met 0,5 ml gedestilleerd water.
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Werk-wasoplossing: Bereid een voldoende hoeveelheid werk-
wasoplossing door 69 eenheden gedestilleerd water toe te voegen aan 1
eenheid wasoplossing (70 X).

Gebruik een magnetische roerder voor de homogenisering. Op het eind
van de dag moet de ongebruikte werk-wasoplossing afgevoerd worden.

OPSLAG EN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

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

Na reconstitutie zijn de kalibrators en controles gedurende 3 dagen
houdbaar bij 2 tot 8°C. Voor een langere bewaartermijn moeten aliquots
gemaakt worden, die bij -20°C bewaard moeten worden voor maximaal 3
maanden.

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

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

MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

Serum moeten bij 2 tot 8°C bewaard worden.

Indien de bepaling niet binnen 24 uur uitgevoerd wordt, dan wordt
aanbevolen om ze bij -20°C te bewaren.

Vermijd opeenvolgende cycli van bevriezen en ontdooien

Gebruik geen gehemolyseerde monsters.

PROCEDURE

Opmerkingen bij de procedure

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

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

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

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

Procedure

Etiketteer de gecoate buisjes in duplo voor elke kalibrator, voor elk
monster, voor elke controle. Etiketteer 2 normale tubes voor de bepaling
van de totaaltellingen.

Vortex de kalibrators, monsters en controles gedurende korte tijd en
pipetteer 50 pl van elk in de desbetreffende tube.

Pipetteer 50 pl van de tracer in elke tube.

Schud het rek met de buizen voorzichtig met de hand zodat eventueel
ingesloten luchtbellen vrijkomen.

Incubeer gedurende 2 uur bij kamertemperatuur.

Zuig de inhoud van elke buis (met uitzondering van de totaaltellingen) op
(of decanteer). Zorg ervoor dat de plastic tip van de aspirator tot aan de
bodem van de gecoate tube komt zodat alle vloeistof verwijderd wordt.
Was de buizen met 2 ml werk-wasoplossing (met uitzondering van de
totaaltellingen). Vermijd schuimvorming tijdens toevoeging van de werk-
wasoplossing.

Zuig de inhoud van elke buis (met uitzondering van de totaaltellingen) op
(of decanteer).

Was de buizen nogmaals met 2 ml werk-wasoplossing (met uitzondering
van de totaaltellingen) en zuig op (of decanteer).

Na de laatste wasfase moeten de buizen gedurende twee minuten rechtop
blijven staan en zuig daarna de overblijvende vloeistof op.

Tel de buizen in een gammateller gedurende 60 seconden.

BEREKENING VAN DE RESULTATEN
Bereken het gemiddelde voor de bepalingen in duplo.

Zet de cpm (ordinaat) uit voor elke kalibrator tegen de overeenkomstige
INS-concentratie (abscis) op semi-logaritmisch of lineair millimeterpapier



en teken een kalibratiecurve door de kalibratiepunten, waarbij de duidelijke

SD: standaarddeviatie; VC: variatiecoéfficiént

XV.

uitschieters verworpen worden. D. Nauwkeurigheid
3. Lees door interpolatie de concentratie voor elke controle en voor elk
monster op de kalibratiecurve. RECOVERY —TEST
4. Door computergestuurde gegevensreductie worden deze berekeningen
vereenvoudigd. Monster Toegevoegd INS Recovery van INS Re(:é)very
Indien de resultaten automatisch verwerkt worden, wordt de 4 parameter (WIE/mI) (WIE/mI) (%)
logistische functie aanbevolen voor de gepaste curve.
Serum 1 245.0 264 107.8
XIl. KENMERKENDE GEGEVENS Serum 2 76 735 96.7
) ) . ) Serum 3 245 24.4 99.6
De volgende gegevens dienen enkel ter illustratie en mogen in geen geval
gebruikt worden ter vervanging van de real time kalibratiecurve. Serum 4 6.75 6.5 96.3
INS-IRMA cpm BIT (%)
Totaaltelling 129481 100 VERDUNNINGSTEST
Kalibrator 0,0 wlE/MI 197 0.15 Monster Verdunning Theoretische Concentratie die
5,7 ulE/m 529 041 concentratie bepaald werd
13,5 wlE/ml 1277 0,99 (HIE/mI) (WIE/mI)
46,0 plE/mI 4796 3,70
144,0 plE/ml 16436 12,69 Serum 1 11 - 101
440,0 plE/mI 44090 34,05 12 50.5 46
1/4 25.3 21
1/8 12.6 11
1/16 6.3 6.2
XI11. EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN
A.  Detectielimiet serum 2 mn - 328
Twintig nulkalibrators werden bepaald, samen met een reeks andere ﬁ 12‘; 132
kalibrators. De detectielimiet, omschreven als de schijnbare concentratie 8 1 36
van twee standaarddeviaties boven de gemiddelde tellingen bij nulbinding, 1/16 20.5 18
bedroeg 1 pIE/mI.
De stalen zijn verdund met de nulkalibrator.
B. Specificiteit
Kruisreagerende hormonen werden toegevoegd aan een kalibrator met F.  Tijdspanne tussen de laatste kalibrator en distributie van het monster
hoge waarde (100 pIE/mI of 4 ng/ml). De schijnbare respons van INS Zoals hieronder weergegeven wordt, blijven de resultaten van de
werd gemeten. bepaling nauwkeurig, zelfs wanneer een monster 30 minuten na
Zoals hieronder getoond wordt, is er een kruisreactie bij insuline van toevoeging van de kalibrator in de gecoate tubes gepipetteerd wordt.
dieren (met uitzondering van insuline van de rat), terwijl pro-insuline van
de mens, van het varken en van het rund geen kruisreactie vertonen.
TIJDSPANNE
Toegevoegd analyt aan een Theoretische Waargenomen Kruis 0" (WIE/ml) 30" (WIE/ml)
serum met hoge waarde INS waarden INS waarden reactie
Serum 1 8 7
(ng/mh) (ng/mi) (%0 Serum 2 16 17
Insuline van het varken 8 ng/ml 42 17,4 > 100 Serum 3 37 42
Insuline van het rund 8 ng/ml 38 17,8 > 100 Serum 4 81 82
Insuline van de hond 16 ng/ml 4,2 17,2 81
Insuline van het konijn 16 ng/ml 4,2 141 62
Insuline van de rat : 16 ng/ml 38 37 0,6 G. ""Hook"-effect
Pro-insuline van de mens 32 ng/ml 43 4.4 0,3 Een monster, dat met INS gespiket werd tot 125000 pIE/ml, levert hogere
Pro-insuline van het varken 16 ng/ml 43 47 2,5 tellingen op dan het laatste kalibratiepunt.
Pro-insuline van het rund 16 ng/ml 4,3 4,4 0,6
XIV. BEPERKINGEN
- Specimens van patiénten die voor de diagnose of behandeling preparaten
C. Precisie hebben gekregen van monoklonale antilichamen van muizen kunnen
humane  anti-muis-antilichamen (HAMA) bevatten.  Dergelijke
specimens kunnen ofwel vals-verhoogde of vals-verlaagde waarden
BINNEN EEN TEST TUSSEN TESTEN vertonen wanneer ze met testkits worden getest waarbij gebruik wordt
gemaakt van monoklonale antilichamen van muizen.
Serum N <X>+SD | VC%) |[ Serum N <X>+SD Ve - Het zelfde soort storingen in de immunoassay kan worden opgewekt
(WIE/ml) (wIE/ml) (%) door de aanwezigheid van heterofiele antilichamen, reumatoide factoren
A 10 66201 1 A 20 14409 65 en/of AlA (anti-insuline _autoantilichamen). N
A ) SES ' - Als de resultaten niet overeenstemmen met andere klinische
B 10 53,3+0,8 15 B 20 1004 + 6,1 6,1 . - ; h
! ' waarnemingen moet bijkomende informatie worden verkregen voordat
de diagnose wordt gesteld.

INTERNE KWALITEITSCONTROLE

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

Indien gewenst, kan elk laboratorium zijn eigen pools voor
controlemonsters maken, die dan in aliquots bewaard moeten worden in de
diepvriezer. Gelieve niet meer dan twee keer in te vriezen en te ontdooien.

Aanvaardingscriteria voor het verschil tussen de resultaten in duplo van
stalen moeten steunen op gangbare laboratoriumpraktijken.



XVI. REFERENTIE-INTERVALS

De insulineconcentratie van 55 personen met een normale orale
glucosetolerantietest was 4 tot 16 plE/ml.

Deze waarden worden slechts als leidraad gegeven; elk laboratorium moet zijn
eigen normaal bereik van waarden uitmaken.

XVIl. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitsluitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

Deze kit bevat 1?1 (halfwaardetijd: 60 dagen) , dat ioniserende X- (28 keV) en y-
stralen (35.5 keV) uitzendt.

Dit radioactieve product mag enkel overhandigd worden aan en gebruikt worden
door bevoegd personeel; ontvangst, opslag, gebruik en overdracht van
radioactieve producten zijn onderworpen aan de wetgeving van het land van de
eindgebruiker. In geen geval mag het product toegediend worden aan mensen of
dieren.

Alle handelingen met radioactief materiaal moeten plaatsvinden in een daartoe
bestemde ruimte, waar uitsluitend bevoegd personeel toegelaten wordt. Een
logboek met ontvangst en opslag van radioactieve materialen moet worden
bijgehouden in het laboratorium. Laboratoriumapparatuur en glaswerk, dat
eventueel gecontamineerd werd met radioactieve bestanddelen, moeten worden
gesegregeerd om kruisbesmetting van verschillende radioisotopen te vermijden.
Als radioactief materiaal gemorst werd, dan moet dat onmiddellijk gereinigd
worden in overeenstemming met de procedure voor stralingsveiligheid. Het
radioactieve afval moet worden weggegooid in overeenstemming met de
plaatselijke voorschriften en richtlijnen van de autoriteiten waaronder het
laboratorium valt. Naleving van de basisregels van stralingsveiligheid zorgt voor
een juiste bescherming.

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

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

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

Niet roken, drinken, eten of cosmetica aanbrengen in de werkruimte. Niet met de
mond pipetteren. Draag beschermende kleding en gebruik
wegwerphandschoenen.
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XIX. SAMENVATTING VAN HET PROTOCOL

TOTAAL- KALIBRA- MONSTER(S)
TELLINGEN TORS

(ml) (ml) (ml)
Kalibrators (0 -5) - 0,05 -
Monsters - - 0,05
Tracer 0,05 0,05 0,05
Incubatie 2 uur bij kamertemperatuur
Scheiding - opzuigen (of decanteren)
Werk-wasoplossing - 2,0
Scheiding - opzuigen (of decanteren)
Werk-wasoplossing - 2,0
Scheiding - opzuigen (of decanteren)
Telling Tel de buisjes gedurende 60 seconden
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

INS-IRMA

I.  VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fir die quantitative in vitro Bestimmung von humanem Insulin (INS) in Serum.
Il. ALLGEMEINE INFORMATION

A. Handelsbezeichnung : DIAsource INS-IRMA Kit

B. Katalognummer : KIP1251: 96 Tests
KIP1254 : 4 x 96 Tests

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

Far technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91
Fir Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - Kostenfreie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasource.be

I11.  KLINISCHER HINTERGRUND

A Biologische Aktivitdten von Insulin
Insulin, ein Polypeptidhormon mit einem Molekulargewicht von 5800, wird von den Betazellen der Langerhansschen Inseln der
Bauchspeicheldriise sezerniert. Insulin besitzt ein weites Spektrum biologischer Aktivitdten. Es stimuliert die zellulare
Glucoseaufnahme, die Oxidation von Glucose, die Glykogenese, die Lipogenese, die Proteogenese und die Bildung von DNA
und RNA. Insulin spielt eine Schliisselrolle in der Regulation des Plasmaglucosespiegels (Hemmung der Freisetzung aus der
Leber, Stimulation der peripheren Glucoseverbrennung). Die daraus resultierenden hypoglykamischen Effekte von Insulin
werden von Hormonen mit hyperglykamischer Wirkung kompensiert (Glukagon, Wachstumshormon, Cortisol, Adrenalin). Die
Insulinsekretion wird hauptséchlich tber den Plasmaglucosespiegel kontrolliert: Hyperglykédmie induziert einen sofortigen und
wichtigen Anstieg des Insulinspiegels im Blutkreiskauf. Neuronale Einflisse sowie verschiedene metabolische und hormonelle
Faktoren (Aminoséuren, Glukagon, Gastrointestinales Hormon) spielen ebenfalls eine Rolle in der Regulation der Insulin
Sekretion. Typ | (insulinabhéngiger : "juveniler") Diabetes resultiert aus einer Zerstérung der Betazellen, was ein absolutes
Fehlen von Insulin zur Folge hat. Bei Typ Il (nicht-insulin-abhé&ngiger : "Alters-") Diabetes, kann eine Insulinresistenz eine
wichtige Rolle spielen; jedoch kann nach einigen Jahren Krankengeschichte eine Zerstérung der Betazellen erfolgen, die zu einer
relativen Insulinopenie fiihrt und in einigen Fallen Insulingabe bendtigt. Insulinresistenz ist mit einem hohen Blutspiegel dieses
Hormons gekoppelt. Am hadufigsten kommt Insulinresistenz bei Fettsucht vor. Verschiedene Endokrinopathien (Akromegalie,
Cushing Syndrom), sowie seltene Falle von Insulinrezeptordefekten oder Falle mit Anti-Insulin-Rezeptorantikdrpern sind mit
Glukoseintoleranz oder sogar Diabetes aufgrund einer Insulinresistenz gekoppelt. Die Bestimmung des Plasmainsulinspiegels ist
ein wichtiger Parameter bei der Diagnose der Hypoglykamie. Der Insulinspiegel ist hoch bei einem Insulinom (Betazelltumor).
Eine funktionelle postprandiale Hypoglykdmie kann ebenfalls zu einer unangemessenen Insulinausschiittung nach
Kohlenhydrataufnahme fiihren. Insulinspiegel werden entweder niichtern oder mithilfe eines dynamischen Tests bestimmit :
a) Stimulationstest: Kohlenhydratreiche Nahrung, oraler Glucosetoleranztest (OGTT), Arginin-Infusion, Einnahme von
Tolbutamid oder anderen Sulfonylharnstoffen.
b) Inhibitionstest : Fasten, Somatostatin-Infusion

B. Klinische Anwendung der Insulinbestimmung
zur Bestimmung der Betazellreserve bei einem Glucosetoleranztest oder nach einem kohlenhydratreichen Mahl, als Leitlinie
fur die Etablierung einer Insulintherapie;
als Beitrag zur Diagnose des Insulin- und nicht-Insulin-abhéngigen Diabetes;
zur Charakterisierung und Weiterverfolgung von Stadien der Glucoseintoleranz;
zur Diagnose und Untersuchung bei Féllen von Insulinresistenz;
zur Diagnose des Insulinoms und anderer Uraschen der Hypoglykamie.
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Iv.

GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Der DIAsource INS-IRMA ist ein Radioimmuno-Assay in beschichteten

Réhrchen.

Mabl, die Fanger-Antikdrper, haften an der unteren inneren

Oberflache des Plastikrohrchens. In die Réhrchen zugegebene Kalibratoren oder
Proben zeigen zuerst eine niedrige Affinitdt zu Mabl. Zugabe von Mab2, des mit
125 markierten Signalantikérpers, vervollstandigt das System und triggert die
immunologische Reaktion. Nach dem Waschen gibt die verbleibende, an den
Rohrchen haftende Radioaktivitat die Antigenkonzentration wieder. Die
Verwendung einiger unterschiedlicher Mabs und auch die Inkubation bei 37°C
auf einem Schiittler verhindert die sonst bei zweiseitigem IRMA auftretende

Hyperspezifitat.
V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN
Reagenzien 96 Test 4x96 Test | Farb Rekonstitution
Kit Kit Code
Mit anti INS- 2x48 8x48 dunkel | gebrauchsfertig
H beschichtete rot
Réhrchen
(monoklonale
Antikdrper)
1 Gefal 4 Gefal rot gebrauchsfertig
TRACER: #lodmarkierter 3205|2T]B| 3205|2T]B|
Anti-INS (monoklonale 4 q
Antikorper) in HEPES -
puffer mit Rinderserum-
albumin, Azid (<0.1%),
EDTA und inertem roten
Farbstoff
1 GefaR 2 Gefésse | gelb | 2.0 ml dest. Wasser
Null Kalibrator in lyophilisiert lyophil. zugeben
Humanplasma und Thymol
CAL “ 5 Gefésse 2x5 gelb | 0.5 ml dest. Wasser
. lyophilisiert Gefésse zugeben
Kalibrator -N=1t05 Iyophil.
(genaue Werte auf GeféaR-
Etiketten) in Humanplasma
und Thymol
| WASH | SOLN | ConG | 1 GefaR 4 GefaR | braun | 70 x mit dest.
10 ml 10 ml Wasser verdiinnen
Waschlosung (Tris-HCI) (Magnetrirer
benutzen).
“ 2 Gefasse 2x2 siloer | 0.5 ml dest. Wasser
lyophilisiert Gefasse zugeben
Kontrollen - N =1 or 2 Iyophil.
Humanplasma und Thymol

Bemerkung:1. Benutzen Sie den Null-Kalibrator zur Probenverdiinnung.

V1.

2. 1 plU der Standardzubereitung ist dquivalent zu 1 plU WHO
66/304.

ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1.
2.

Nookw

VII.

Dest. Wasser

Pipetten: 50 pl, 500 pl und 2 ml (Verwendung von Prézisionspipetten mit
Wegwerf-Plastikspitzen wird empfohlen)

5 ml automatische Spritze (Cornwall Typ) zum Waschen

Absaugsystem (optional)

Vortex Mixer

Magnetrithrer

Jegl. Gamma-Counter, der 1251 messen kann, kann verwendet werden.
(minimal Yield 70%)

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Kalibratoren: Rekonstituieren Sie den Nullstandard mit 2.0 ml dest.
Wasser, die anderen Standards mit 0.5 ml dest. Wasser.

Kontrollen: Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 0.5 ml dest. Wasser.
Waschldsung: Bereiten Sie ein angemessenes Volumen Waschldsung aus
einem Anteil Waschlésung (70x) mit 69 Anteilen dest. Wasser zu.
Verwenden Sie einen Magnetrithrer zum gleichméRigen Durchmischen.
Verwerfen Sie die nicht benutze Waschlésung am Ende des Tages.

VIII.

=

10.

11.

XL

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen oder Rekonstitution sind die Reagenzien des Kits bis zum
Ablaufdatum (Angaben auf Etikett) bei Lagerung bei 2°C bis 8°C stabil.
Nach der Rekonstitution sind die Kalibratoren und Kontrollen bei 2°C bis
8°C 3 Tage stabil. Aliquots missen bei langerer Aufbewahrung bei -20°C
eingefroren werden fiir maximal 3 Monate.

Frisch zubereitete Waschlsung sollte am selben Tag benutzt werden.
Nach der ersten Benutzung ist der Tracer bei Aufbewahrung im
OriginalgefaR und bei 2° bis 8° C bis zum Ablaufdatum stabil.
Veranderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen ein Anzeichen
fur Instabilitat oder Zerfall sein.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serumproben missen bei 2-8°C aufbewahrt werden.

Falls der Test nicht innerhalb von 24 Std. durchgefiihrt wird, ist die
Aufbewahrung bei -20°C erforderlich.

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Keine hdmolytischen Proben benutzen

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung

Verwenden Sie den Kit oder dessen Komponenten nicht nach
Ablaufdatum. Vermischen Sie Materialen von unterschiedlichen Kit-
Chargen nicht. Bringen Sie alle Reagenzien vor der Verwendung auf
Raumtemperatur.

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

Préazisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhéhen die
Prazision. Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Erstellen Sie fur jeden Durchlauf eine Standardkurve, verwenden Sie nicht
die Daten von friiheren Durchldufen.

Durchfuhrung

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

Vortexen Sie Kalibratoren, Proben und Kontrollen kurz und geben Sie
jeweils 50 pl in ihre Rohrchen.

Geben Sie 50 pl des Tracers in jedes Rohrchen.

Schiitteln Sie vorsichtig die Halterung mit den Réhrchen um Blasen zu
entfernen.

Inkubieren Sie 2 Stunden bei Raumtemperatur.

Saugen Sie den Inhalt jedes Rohrchens ab (oder dekantieren Sie) (auler
Gesamtaktivitat). Vergewissern Sie sich, dass die Plastikspitze des
Absaugers den Boden des beschichteten Rohrchens erreicht, um die
gesamte Flussigkeit zu entfernen.

Waschen Sie die Réhrchen mit 2 ml Waschldsung (auBer Gesamtaktivitat)
und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie). Vermeiden Sie Schaumbildung
bei Zugabe der Waschldsung.

Saugen Sie den Inhalt jeden Réhrchens (auer Gesamtaktivitét) ab.
Waschen Sie die Réhrchen mit 2 ml Waschlésung (auer Gesamtaktivitat)
und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie).

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

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

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.

Tragen Sie auf semilogarithmischem oder linearem Millimeterpapier den
c.p.m. (Ordinate) fiir jeden Standard gegen die entsprechende Konzentration
INS (Abszisse) und zeichnen Sie eine Standardkurve durch die
Standardpunkte, schlieBen Sie offensichtliche ,,Ausreiler* aus.

Berechnen Sie die Konzentration fir jede Kontrolle und Probe durch
Interpolation aus der Standardkurve.

Computergestutzte Methoden konnen ebenfalls zur Erstellung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit
dem Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit einer
“4 Parameter”-Kurvenfunktion.



XII.

TYPISCHE WERTE

Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kénnen
nicht als Ersatz fiir die Echtzeitstandardkurve verwendet werden.

INS-IRMA cpm B/T (%)
Gesamtaktivitat 129481 100

Kalibrator 0,0 ulU/ml 197 0,15

5,7 plU/ml 529 0,41

13,5 wWlU/ml 1277 0,99

46,0 ulU/ml 4796 3,70

144,0 plU/ml 16436 12,69

440,0 plU/ml 44090 34,05

XML

A

LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

Nachweisgrenze

Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen.

Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabweichungen (iber dem gemessenen Durchschnittswerts bei
Nullbindung, entsprach 1 pIU/ml.

Spezifitat

Kreuzreaktive Hormone wurden zu einem hochwertigen Kalibrator (100
plU/ml oder 4 ng/ml) zugegeben. Das scheinbare INS Ergebnis wurde
gemessen. Wie unten angegeben, kreuzreagieren tierische Insuline (auler
Ratteninsulin) wahrend Human-, Schweine- und Rinder Proinsulin keine
Kreuzreaktivitét zeigen.

VERDUNNUNGSTEST

Gemess. Konzent.
(uIU/ml)

Theoret. Konzent.
(nIU/ml)

Probe Verdinn.

Serum 1 1/1

Serum 2 1/1

12 50.5 46
1/4 253 21
1/8 12.6 11

1/16 6.3 6.2

12 164 152
1/4 82 76
1/8 41 36
1/16

Die

E.

Proben wurden mit Null-Kalibrator verdiinnt.

Zeitverzogerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe

Es wird im folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
erhalten bleibt, wenn die Probe 30 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
in die beschichteten Rohrchen zugefugt wird.

ZEITDIFFERENCE

0' (W[U/ml) 30" (uIU/ml)

Serum 1 8 7
Serum 2 16 17
Serum 3 37 42
Serum 4 81 82

Zugeg. Analysat zu hochwert. Theoretische Gemess. INS Kreuz-
Serum Konzent. Werte reaktivitéat
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Schweineinsulin 8 ng/ml 42 17,4 > 100
Rinderinsulin 8 ng/ml 38 17,8 > 100
Hundeinsulin 16 ng/ml 4,2 17,2 81
Kanincheninsulin 16 ng/ml 42 14,1 62
Ratteninsulin 16 ng/ml 38 3,7 0,6
Humanproinsulin 32 ng/ml 43 44 0,3
Schweineproinsulin 16 ng/ml 4,3 4,7 2,5
Rinderproinsulin 16 ng/ml 43 4.4 0,6
C. Prazision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>+SD Ccv Serum N <X>+SD Ccv

(uIU/ml) (%)

(uIU/ml) (%)

A 10
B 10

66+0,1 21
533+0,8 15

A 20
B 20

144+0,9 6,5
100,4 + 6,1 6.1

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit

WIEDERFINDUNGSTEST

Probe Zugeg. INS Wiedergef. INS Wiedergefunden
(uIU/ml) (uIU/ml) (%)
Serum 1 245.0 264 107.8
Serum 2 76 73.5 96.7
Serum 3 245 244 99.6
Serum 4 6.75 6.5 96.3

XIV.

XV.

XVL.

Der

Hook-Effekt
Eine Probe mit INS bis zu 125.000 pIU/ml liefert hohere Messwerte als
der letzte KalibratormeRwert.

ANWENDUNGSGRENZEN

Proben von Patienten, die Zubereitungen von monoklonalen Maus-
Antikorpern zur Diagnose oder Therapie erhalten haben, kdnnen humane
Anti-Maus Antikdrper (HAMA) enthalten. Solche Proben kdnnen
entweder falsch erhdhte oder zu niedrige Werte ergeben, wenn sie mit
Testsystemen getestet werden, die monoklonale Maus Antikorper
enthalten.

Die gleiche Art von Interferenzen in der Immunoassay kann durch das
Vorhandensein von Rheumafaktoren und/oder AIA (Anti-Insulin
Autoantikorper) Heterophilic Antikdrper induziert werden.

Wenn die Ergebnisse nicht mit anderen klinischen Beobachtungen
ibereinstimmen, sollten weitere Informationen vor der Diagnosestellung
ermittelt werden.

INTERNE QUALITATSKONTROLLE

Entsprechen die Ist-Werte nicht den auf den Flaschchen angegebenen Soll-
Werten, kénnen die Werte, ohne treffende Erklarung der Abweichungen,
nicht weiterverarbeitet werden.

Falls zusatzliche Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen
eigenen Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte.
Erinnern Sie sich, dass zwei Gefrier-Auftau-Zyklen erlaubt sind.
Akzeptanzkriterien fir die Differenz zwischen den Resultaten der
Wiederholungstests anhand der Proben missen auf Guter Laborpraxis
beruhen.

REFERENZ INTERVALLE

Bereich des Insulinspiegels bei 55 Personen mit normalen Werten beim

oralen Glukose-Toleranztest betrug 4 bis 16 pIE/ml.

Diese Werte sind nur

Richtwerte; jedes Labor muss seinen eigenen

Normalwertbereich ermitteln.



XVII. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur firr diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt 2| (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende X (28 keV) und
v (35.5 keV) Strahlungen emittiert.

Dieses radioaktive Produkt kann nur an autorisierte Personen abgegeben und darf
nur von diesen angewendet werden; Erwerb, Lagerung, Verwendung und
Austausch radioaktiver Produkte sind Gegenstand der Gesetzgebung des Landes
des jeweiligen Endverbrauchers. In keinem Fall darf das Produkt an Menschen
oder Tieren angewendet werden.

Der Umgang mit radioaktiven Substanzen sollte fern von Durchgangsverkehr in
einem speziell ausgewiesenen Bereich stattfinden. Ein Logbuch fir Protokolle
und Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausriistung und die
Glashehalter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden konnen,
missen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radioisotopen zu verhindern. Verschittete radioaktive Substanzen mussen sofort
den Sicherheitshestimmungen entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfalle
missen entsprechend den lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fir das
Labor zustdndigen Behorden gelagert werden. Das Einhalten der
Sicherheitsbestimmungen fir den Umgang mit radioaktiven Substanzen
gewdhrleistet ausreichenden Schutz.

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

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern stammen aus L&ndern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde.

Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen enthalten, als potenziell
infektids betrachtet werden.

Vermeiden Sie Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid als
Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder Kupfer in den
Abflussrohren reagieren und so hochexplosive Metallazide bilden. Spiilen Sie
wéhrend der Waschschritte den Abfluss griindlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Ihrem Arbeitsberreich, und verwenden
Sie keine Kosmetika. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Verwenden Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.
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XIX. ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

GESAMT- KALIBRA- PROBE(N)
AKTIVITAT TOREN

(ml) (ml) (ml)
Kalibratoren (0-5) - 0,05 -
Proben - - 0,05
Tracer 0,05 0,05 0,05
Inkubation 2 Std. bei Raumtemperatur
Trennung - absaugen (oder dekant.)
Waschldsung - 2.0
Trennung - absaugen (oder dekant.)
Waschldsung - 2.0
Trennung - absaugen (oder dekant.)
Gamma Counter 60 Sekunden messen
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per ’uso

INS-IRMA

I. USO DELKIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro dell’insulina umana (INS) in siero.

I1. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE
A. Nome commerciale: DIAsource INS-IRMA Kit

B. Numero di catalogo: KIP1251: 96 test
KIP1254:  4x96 test

C. Prodotto da: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgio.

Per informazioni tecniche o su come ordinare il prodotto contattare:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

1. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Attivita biologiche dell’insulina
L’insulina € un ormone polipeptidico con peso molecolare di 5800 dalton, secreto dalle cellule beta delle isole di Langerhans del pancreas.
Possiede un ampio spettro di azioni biologiche: stimola 1’uptake di glucosio da parte delle cellule e la sua ossidazione, promuove la
formazione di glicogeno, la lipogenesi, la produzione di proteine e la sintesi di DNA e RNA,; svolge un ruolo essenziale nella regolazione dei
livelli di glucosio (inibizione della glicogenolisi epatica e stimolazione dell’utilizzazione periferica del glucosio). | suoi effetti
ipoglicemizzanti sono controbilanciati da ormoni con effetto iperglicemizzante (glucagone, ormone della crescita, cortisolo, adrenalina).
La secrezione di insulina & controllata dai livelli plasmatici di glucosio: I’ipoglicemia induce un aumento immediato e sostenuto dei livelli di
insulina; anche il sistema nervoso e vari fattori metabolici o ormonali (aminoacidi, glucagone, ormoni gastrointestinali) partecipano al
controllo della secrezione dell” insulina.
Il diabete mellito di tipo | (insulino-dipendente o giovanile) & dovuto alla distruzione delle beta cellule con assoluto di insulina. Nel diabete
mellito di tipo 1l (non insulino-dipendente o della maturita), la resistenza periferica all’insulina puo essere causa di iperglicemia, comunque
dopo alcuni anni si arriva ad un esaurimento delle beta cellule con deficit di insulina che in circa il 30% dei soggetti richiede la
somministrazione di insulina. L’insulino resistenza ¢ associata ad elevati livelli circolanti di ormone; ¢ comunemente dovuta all’obesita.
Alcune endocrinopatie (acromegalia, sindrome di Cushing), rari casi di difetti dei recettori o di auto anticorpi anti recettori sono associati con
intolleranza al glucosio o a diabete mellito dovuto a insulino resistenza.
La determinazione dei livelli plasmatici di insulina ¢ un’importante ausilio per la ricerca delle cause dell’ipoglicemia. Si trovano livelli
elevati di insulina nell’insulinoma (tumore delle beta cellule). Una ipoglicemia post-prandiale funzionale pud essere associata con liberazione
inappropriata di insulina dopo un pasto ricco di carboidrati.
Si possono determinare i livelli di insulina sia a digiuno che dopo test dinamico:

a) Test da stimolo: pasto ricco di carboidrati, test di tolleranza al glucosio (OGTT), infusione di arginina, somministrazione di

tolbutamide o di altre sulfoniluree.
b)  Test da inibizione: digiuno, infusione di somatostatina.

B.  Applicazioni cliniche del dosaggio dell’insulina

. Determinazione della funzione residua delle beta cellule con il test di tolleranza al glucosio o dopo un pasto ricco di carboidrati, come
guida per una eventuale terapia sostitutiva con insulina.

] Contributo alla diagnosi differenziale di diabete mellito insulino o non insulino dipendente.

] Caratterizzazione e follow-up dell’intolleranza al glucosio.

. Diagnosi e studio dei casi di insulino resistenza.

. Diagnosi di insulinoma e di altre cause di ipoglicemia.



IV.  PRINCIPIO DEL METODO

Il kit DIAsource INS-IRMA ¢ un dosaggio immunoradiometrico con separazione
coated tube. Gli anticorpi di cattura, Mabs 1, sono adsorbiti sulla superficie interna
della parte inferiore di provette di polistirene. Standard e campioni hanno dapprima
una bassa affinita per i Mabs 1; I’aggiunta di anticorpi di segnale Mabs 2, marcati
con *#1, provocano un aumento di affinitd per i Mabs 1 e I’inizio della reazione
immunologica. Al termine dell’incubazione la radioattivita non legata alla fase
solida viene allontanata mediante lavaggio. La radioattivita residua e direttamente
proporzionale alla concentrazione di insulina in standard e campioni. L’uso di
alcuni anticorpi monoclinali diversi evita I’iperspecificita del dosaggio, frequente

nei dosaggi IRMA a due siti, I’incubazione in agitazione e I’incubazione a 37°C.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da Kit da Codice Volume di
96 test 4x96 test colore ricostituzione
Provette
U sensibilizzate con 2x48 | 8x48 | Rosso | Pronte per Iuso
anticorpo anti INS
(anticorpi scuro
monoclonali)
Ab 125|
- | 1flacone | 4 flaconi Rosso Pronto per 1’'uso
Marcato: anti-INS (Anticorpi
monoclonali) marcati con 25| | 5.5ml 55ml
in tampone HEPES con BSA, | 350 kBq 4 x 350
sodio azide (<0,1%), EDTA e
un colorante inerte rosso kB
o o]
Calibratore zero in plasma 1 flacone | 2 flaconi Giallo Aggiungere 2 ml
humano, contenente timolo liofiliz. liofiliz. di acqua distillata
o [0
Calibratore 15 (e 5 flaconi 2x5 Giallo Aggiungere 0,5
concentrazioni  esatte  degli | liofiliz. flaconi ml di acqua
calibratore sono riportate sulle i ogin .
] ; - liofiliz. distillata
etichette dei flaconi), in plasma
umano, contenente timolo
|WASH | SOLN |CONC | Diluire 70 x con
1 flacone | 4 flaconi Bruno acqua distillata
Tampone di lavaggio (TRIS 10 ml 10 ml usz_indo un
HCI) agitatore
magnetico
| CONTROL | N | Aggiungere 0,5
Controlli: N =102, in plasma 2 flaconi 2x2 Argento $Lg;|:faqua
umano, contenente timolo liofiliz. flaconi
liofiliz.

Note:

1. Usare lo standard zero per diluire i campioni.

2. 1 pUl della preparazione standard é equivalente a 1 pUl di WHO

66/304

VL. REATTIVI NON FORNITI

Il seguente materiale é richiesto per il dosaggio ma non é fornito nel Kit.

1. Acqua distillata.

2. Pipette per dispensare 50 pl, 500 pl e 2 ml (Si raccomanda di
utilizzare pipette accurate con puntale in plastica monouso).
Agitatore tipo vortex.
Agitatore magnetico.

Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).

3
4.
5. Pipetta a ripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.
6
7

Contatore gamma con finestra per *°I (efficienza minima 70%)

VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratore: Ricostituire lo calibratore zero con 2 ml di acqua distillata e
gli altri calibratore con 0,5 ml di acqua distillata.

Controlli: Ricostituire i controlli con 0,5 ml di acqua distillata.

Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 69
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(70 x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea.
La soluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

VIIL.

10.

11.

XI.

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

ciascuna etichetta.

Dopo ricostituzione, calibratore e controlli sono stabili 3 giorni a 2-8°C e,

suddivisi in aliquote a —20°C per periodi pit lunghi per un massimo di 3
mesi.

La soluzione di lavoro del tampone di lavaggio deve essere preparata fresca

ogni volta e usata nello stesso giorno della preparazione.

Dopo apertura del flacone, il marcato é stabile fino alla data di scadenza

riportata sull’etichetta, se conservato a 2-8°C nel flacone originale ben
tappato.

Alterazioni dell’aspetto fisico dei reattivi possono indicare una loro

instabilita o deterioramento.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Conservare i campioni di siero a 2-8°C.
Se non si desidera eseguire il dosaggio entro 24 ore dal prelievo, si

raccomanda di conservare i campioni a —20°C.

Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.
Non usare campioni emolizzati.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze generali

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

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

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

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

Metodo del dosaggio
Numerare le provette sensibilizzate necessarie per dosare in duplicato
ogni standard, campione o controllo. Numerare 2 provette non
sensibilizzate per la determinazione dell’attivita totale.
Agitare brevemente su vortex standard, campioni e controlli. Dispensare
50 pl di standard, campioni e controlli nelle rispettive provette.
Dispensare 50 pl di marcato in tutte le provette.
Scuotere delicatamente il portaprovette per liberare eventuali bolle
d’aria intrappolate nel liquido contenuto nelle provette.
Incubare 2 ore a temperatura ambiente.
Aspirare (o decantare) il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in
quelle per Dattivita totale, facendo attenzione che il puntale
dell’aspiratore raggiunga il fondo delle provette e che aspiri tutto il
liquido.
Lavare tutte le provette, tranne quelle per ’attivita totale, con 2 ml di
soluzione di lavoro di tampone di lavaggio, evitando di provocare la
formazione di schiuma.
Aspirare (o decantare) il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in
quelle per I’attivita totale.
Lavare nuovamente tutte le provette, tranne quelle per I’attivita totale,
con 2 ml di soluzione di lavoro di tampone di lavaggio e aspirare (o
decantare).
Dopo il secondo lavaggio lasciare decantare le provette in posizione
verticale per due minuti circa e aspirare eventuali gocce di liquido
residue.
Contare tutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

Costruire la curva di calibrazione su carta millimetrata semilogaritmica o
lineare ponendo in ordinata le medie dei colpi per minuto (cpm) dei
replicati degli standard e in ascissa le rispettive concentrazioni di insulina.
Scartare i duplicati palesemente discordanti.

Determinare le concentrazioni e controlli per interpolazione sulla curva di
taratura.

E’ possibile utilizzare un sistema di interpolazione dati automatizzato.



Con un sistema automatico di interpolazione dati, utilizzare la curva a 4
parametri.

XII. CARATTERISTICHE TIPICHE
| sotto riportati sono forniti a titolo di esempio e non devono essere

utilizzati per calcolare le concentrazioni di insulina in campioni e controlli
al posto della curva standard, che va eseguita per ogni dosaggio.

| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.

TEST DI RECUPERO

INS-IRMA cpm BIT (%)
Attivita totale 129481 100
Calibratore 0,0 ulU/ml 197 0,15
5,7 WlU/ml 529 0,41
13,5 plU/ml 1277 0,99
46,0 pIU/ml 4796 3,70
144,0 pIU/ml 16436 12,69
440,0 plU/ml 44090 34,05

XIHI. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A.  Sensibilita

Venti replicati dello standard zero sono stati dosati insieme agli altri standard.

La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con cpm
pari alla media piu 2 deviazioni standard di 20 replicati dello standard zero,
risultata essere 1 pUI/ml.

B. Specificita

Alcuni ormoni, potenzialmente in grado, di cross-reagire nel dosaggio sono stati
aggiunti allo standard

100 plU/ml (4 ng/ml). E’ stata misurata la risposta apparente nel kit INS.

Come mostrato nella successiva tabella, le insuline animali, ma non I’insulina di
ratto, cross-reagiscono nel dosaggio, mentre le proinsuline umana, bovina e
porcina, non presentano cross-reazioni.

Campione Insulina aggiunta Insulina Recupero
(uIU/ml) recuperata (%)
(uIU/mI)
Siero 1 245.0 264 107.8
Siero 2 76 735 96.7
Siero 3 245 24.4 99.6
Siero 4 6.75 6.5 96.3
E. Tempo trascorso tra I’aggiunta dell’ultimo calibratore e il campione

Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio si mantiene accurato anche
quando un campione viene aggiunto nelle provette sensibilizzate 30 minuti dopo
I’aggiunta del calibratore.

TEMPO TRASCORSO

0' (uIU/ml) 30" (uIU/ml)
Siero 1 8 7
Siero 2 16 17
Siero 3 37 42
Siero 4 81 82

Analista aggiunto allo Concentrazione Valori Cross-
standard a valore elevato teorica osservati di reattivita
insulina (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Insulina porcina 8 ng/ml 42 17,4 > 100
Insulina bovina 8 ng/ml 38 17,8 > 100
Insulina di cane 16 ng/ml 42 17,2 81
Insulina di coniglio 16 ng/ml 42 14,1 62
Insulina di ratto 16 ng/ml 3,8 3,7 0,6
Proinsulina umana 32 ng/ml 43 4,4 0,3
Proinsulina porcina 16 ng/ml 43 47 25
Proinsulina bovina 16 ng/ml 43 44 0,6
C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD cv Siero N <X>=*SD Ccv
(uIU/ml) (%) (uIU/ml) (%)
A 10 6,6 £0,1 2.1 A 20 14,4+0,9 6,5
B 10 53,3+0,8 15 B 20 100,4+ 6,1 6,1

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accuratezza
TEST DI DILUIZIONE

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(nIUml) (nIUml)
Siero 1 11 R 101
1/2 50.5 46
1/4 25.3 21
1/8 12.6 11
1/16 6.3 6.2
Siero 2 11 R 328
12 164 152
1/4 82 76
1/8 41 36
1/16 20.5 18

E. Effetto hook
Un campione ha cui & stata aggiunta insulina fino a 125.000 plU/ml ha
cpm superiori a quello dello standard piu concentrato.

XIV. LIMITAZIONI

- Campioni di pazienti che abbiano assunto preparazioni a base di
anticorpi monoclonali murini a scopo diagnostico o terapeutico
potrebbero contenere anticorpi umani antimurini (HAMA). Tali
campioni, quando testati con metodiche basate sull’impiego di
anticorpi monoclonali murini, potrebbero produrre valori falsamente
elevati o ridotti.

- Lo stesso tipo di interferenze nel dosaggio immunologico puo essere
indotta dalla presenza di anticorpi eterofili, fattori reumatoidi e/o AIA
(autoanticorpi anti-insulino).

- Qualora i risultati non fossero in linea con le altre osservazioni
cliniche si rendera necessaria la raccolta di ulteriori informazioni
prima della formulazione di una diagnosi.

XV. CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO

- Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
all’interno dei limiti riportati sull’etichetta dei flaconi, non ¢ opportuno
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, a meno che non si trovi una
giustificazione soddisfacente.

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

- | criteri di accettazione delle differenze tra i risultati in duplicato dei
campioni devono basarsi sulla buona prassi di laboratorio.

XVI. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

L’intervallo dei livelli di insulina in 55 soggetti con test di tolleranza al glucosio
orale normale € risultato essere pari a 4 — 16 plU/ml.

Questi valori sono puramente indicativi, per cui ciascun laboratorio potra stabilire
i propri intervalli normali.

XVII. PRECAUZIONI PER L’USO

Sicurezza

11 kit & solo per uso diagnostico in vitro.

Il kit contiene %I (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) e v (35.5 keV)
ionizzanti.

L’acquisto, a detenzione, 1’utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale. In nessun caso il prodotto pud essere



somministrato ad esseri umani o animali.

Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando si manipola materiale
radioattivo. Le sostanze radioattive devono essere conservate in propri contenitori
in appositi locali che devono essere interdetti alle persone non autorizzate. Deve
essere tenuto un registro di carico e scarico del materiale radioattivo. Il materiale
di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all’uso di isotopi specifici per
evitare cross-contaminazioni.

In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare riferimento
alle norme locali di radioprotezione. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti
secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per ’uso di sostanze radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
| reattivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o da FDA e si sono rivelati negativi per HBs
Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di
offrire la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare
epatiti, AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi o i campioni
di siero o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

Tutti i prodotti di origine animale o loro derivati provengono da animali sani. |
componenti di origine bovina provengono da paesi dove non sono stati segnalati
casi di BSE. E’ comunque necessario considerare i prodotti di origine animale
come potenziali fonti di infezioni.

Evitare ogni contatto dell’epidermide con i reattivi contenenti sodio azide come
conservante. La sodio azide puo reagire con piombo rame o ottone presenti nelle
tubature di scarico per formare metallo-azidi esplosive. Smaltire questi reattivi
facendo scorrere abbondante acqua negli scarichi.

Nei luoghi dove si usano sostanze radioattive non € consentito consumare cibi o
bevande, fumare o usare cosmetici. Non pipettare i reattivi con pipette a bocca.
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XIX. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Attivita totale Calibratore Campioni
Controlli
pl pl pl
Calibratore (0 - 5) - 50 -
Campioni, controlli - - 50
Marcato 50 50 50
Incubazione 2 ore a temperatura ambiente

Separazione
Soluzione di lavoro
tampone di lavaggio
Separazione
Soluzione di lavoro
tampone di lavaggio
Separazione

Aspirare
2ml

Aspirare
2ml

Aspirare

Conteggio

Contare le provette per 1 minuto
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Leer el protocolo completo antes de usar.

INS-IRMA

I.  INSTRUCCIONES DE USO

Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa in vitro de la Insulina (INS) humana en suero.
Il.  INFORMACION GENERAL

A.  Nombre: DIlAsource INS-IRMA Kit

B. NoOmero de Catélogo: KIP1251: 96 tests
KIP1254 : 4x96 test

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

Para cuestiones técnicas y informacion sobre pedidos contactar:
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

11l. INFORMACION CLINICA

A Actividades Bioldgicas de insulina
Insulina, una hormona polipéptidica con un peso molecular de 5800, es segregada por las células beta de los islotes de
Langerhans del pancreas. Insulina efectia muchas actividades bioldgicas. Estimula el consumo celular de glucosa, la oxidacion
de glucosa, la glicogénesis, la lipogénesis, la proteogénesis y la formacion de DNA y RNA. Insulina desempefia un papel
importante en la regulacion de los niveles de glucosa en plasma (inhibicion del output hepatico, estimulo del uso periférico de
glucosa). Los efectos hipoglucémicos de insulina son compensados por hormonas con efectos hiperglucémicos (glucagon,
hormona de crecimiento, cortisol, epinefrina). La segregacion de insulina es controlada principalmente por los niveles de glucosa
en plasma: hiperglucemia induce una elevacion inmediata y importante en los niveles de insulina circulando. Influencias
nerviosas, asi como varios factores metabolicos y hormonales (aminoacidos, glucagon, hormona gastrointestinal) participan en el
control de la segregacion de insulina. Diabetes tipo I (dependiendo de insulina “juvenil”) se debe a la destruccion de las células
beta, resultando en una falta absoluta de insulina. En diabetes tipo 1l (no dependiendo de insulina “comienzo de la maturidad”) la
resistencia a la insulina puede desempefiar un papel importante; sin embargo es posible que ocurre una disfuncion de las células
beta después de algunos afios de evolucion, causando una insulinopenia que requiere a veces la administracion de insulina. La
resistencia a la insulina guarda relacion con niveles altos de circulaciéon de la hormona. Obesidad constituye el caso mas
frecuente de resistencia a la insulina. Varias endocrinopatias (acromegalia, sindrome de Cushing) asi como los casos escasos de
defectos del receptor de insulina o casos con anticuerpos contra el receptor de insulina guardan relacion con la intolerancia para
glucosa o incluso con diabetes causado por resistencia a la insulina. La determinacién de los niveles de insulina en plasma es un
parametro importante para €él diagnostico de la hipoglucemia. Los niveles de insulina estan altos en caso de insulinoma (tumor de
las células beta). La hipoglucemia funcional postprandial también puede guardar relaciéon con una liberacion inadaptada al
consumo de hidratos de carbono. Los niveles de insulina se determinan en ayunas o durante un test dindmico:
a) test de estimulo: una comida rica en hidratos de carbono, test de tolerancia para glucosa oral (OGTT), infusion de arginina,

tolbutamida o otra administracion sulfonilurea.
b) test de inhibicién: dieta, infusion de somatostanina.
B. Aplicacion clinica de la determinacion de insulina

Determinacion de la reserva de las células beta durante el test de tolerancia para glucosa o después de una comida rica en

hidratos de carbono, como referencia para la implantacion de la terapia con insulina;

Contribucion en la diagnosis de diabetes dependiendo o no dependiendo de insulina;

Caracterizacion y observacion de los estados de intolerancia para glucosa;

Diagnosis 'y analisis de casos de resistencia a la insulina;

Diagnosis de insulinoma y otros casos de hipoglucemia.



IV.  PRINCIPIOS DEL METODO

INS-Irma de DIAsource es un radioinmunoensayo basado en la separacion en
tubo recubierto de anticuerpos. Mabs1, los anticuerpos de captura, se adhieren en
la parte interior inferior de las paredes del tubo de poliestireno. Al principio
calibradores o muestras afiadidos en los tubos presentardn poca afinidad con
Mabsl. La adicion de Mab2, el anticuerpo sefial marcado con I, completara el
sistema y activara la reaccién inmunolégica. Después del lavado, la radiactividad
restante adherida al tubo, refleja la concentracion del antigeno. El uso de varios
Mabs distintos evita hiperespecificidad, propio del IRMA de dos-puntos, y el uso
de un agitador o la incubacién a 37°C.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Reactivos 96 test 4x96 test Cadigo Reconstitucion
Kit Kit de Color
Tubos recubiertos 2x48 8x48 rojo Listo para uso
U con anti INS oscuro
(anticuerpos
monoclénales)
1 vial 4 viales rojo Listo para uso
5.5 ml 5.5 ml
350 kBq 350 kBq
TRAZADOR: anti-INS
(anticuerpos monoclonales)
marcado con 1125 en tamp6n
HEPES con albimina
bovina, azida (<0.1%),
EDTA y un colorante rojo
inerte
1 vial 2 viales amarillo | Afadir 2 ml de
n liofilizado | liofilizados agua destilada
Calibrador cero en plasma
humano y thymol
CAL “ 5 viales 2x5viales | amarillo | Afiadir 0,5 ml de
liofilizados | liofilizados agua destilada
CalibradoresN=1a5
(mirar los valores exactos en
las etiquetas) en plasma
humano y thymol
1 vial 4 viales marrén Diluir 70 x con
|WASH | SOLN |CONC | 10 ml 10 ml agua destilada
Solucién de lavado (Tris- (utilizar agitador
HCl) magnético)
2 viales 2x2viales | plateado | Afiadir 0,5 mlde
“ liofilizados | liofilizados agua destilada
Controles-N =102
en plasma humano y thymol

Nota: 1. Para diluciones de muestras utilizar estandar cero.
2. 1 pUI de la preparacion del calibrador es equivalente a 1 pUI de WHO

66/304.

VI. MATERIAL NO SUMINISTRADO

El material mencionado a continuacion es necesario y no esta incluido en el kit

1.  Aguadestilada

2. Pipetas de 50ul, 500l y 2 ml (Se recomienda el uso de pipetas precisas con
puntas desechables de plastico)

Vortex
Agitador magnético

Nookw

VII. PREPARACION DE REACTIVOS

Jeringa automatica 5 ml (tipo Cornwall) para el lavado
Sistema de aspiracion (opcional)
Contador de radiaciones gamma para medir 1'% ( minima eficiencia 70%)

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

Controles: Reconstituir los controles con 0,5 ml de agua destilada.
Solucion de lavado de trabajo: Preparar el volumen necesario de
Solucién de lavado de trabajo mezclando 69 partes de agua destilada por 1
parte de Solucién de lavado (70x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucion de lavado de trabajo no utilizada al
final del dia.

VIIL.

10.

11.

XL

ALMACENAJE Y CADUCIDADES DE LOS REACTIVOS

Antes de abrir 6 reconstituir todos los componentes de los kits son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan a 2-8°C.
Después de su reconstitucion los calibradores y controles son estables
durante 3 dias a 2-8°C. Para periodos mas largos, alicuotar y guardar a —
20°C para un maximo de 3 meses.

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

Después del primer uso, el trazador es estable hasta la fecha de caducidad,
si se guarda en el vial original cerrado a 2-8°C.

Las alteraciones de los reactivos en el aspecto fisico pueden indicar
inestabilidad ¢ deterioro.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras de suero deben ser guardadas a 2-8°C.

Si el ensayo no se realiza en 24 hrs., almacenar las muestras a —20°.
Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

No utilizar muestras hemoliticas.

PROTOCOLO

Notas de manejo

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

Agitar minuciosamente todos los reactivos y muestras, agitdndolos o
girandolos suavemente. Con el fin de evitar ninguna contaminacién
utilizar puntas de pipetas desechables y limpias para la adicién de cada
reactivo y muestra.

El uso de pipetas de precision 6 equipamiento de dispensacién automéatica
mejorara la precision. Respetar los tiempos de incubacion.

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

Protocolo

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

Agitar brevemente los calibradores, muestras y controles y dispensar 50 pl
de cada uno en sus respectivos tubos.

Dispensar 50 pL del trazador en cada tubo, incluyendo los tubos
correspondientes a las Cuentas Totales.

Agitar suavemente la gradilla de tubos para soltar cualquier burbuja
adherida a las paredes de los tubos.

Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.

Aspirar (0 decantar) el contenido de cada tubo (excepto los de Cuentas
Totales). Asegurarse que la punta de la pipeta de aspiracién toca el fondo
del tubo con el fin de aspirar todo el liquido.

Lavar los tubos con 2 ml de Solucién de lavado de trabajo (excepto los de
Cuentas Totales) y aspirar (0 decantar). Evitar la formacion de espuma
durante la adicién de la Solucién de lavado.

Aspirar (0 decantar) el contenido de cada tubo (excepto los de Cuentas
Totales)

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

Después del Gltimo lavado, dejar los tubos en posicion inversa durante 2
minutos y aspirar él liquido restante.

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

CALCULO DE RESULTADOS

Calcular la media de los duplicados.

Representar en un gréfico semilogaritmico o linear las c.p.m. (ordenada)
para cada calibrador frente a las concentraciones de INS (abscisa) y
dibujar una curva de calibracion por los puntos de calibracion, rechazando
los extremos claros.

Leer la concentracion para cada control y muestra por interpolacion en la
curva de calibracion.

Métodos computarizados de computacion de resultados pueden ser
utilizados para la construccién de la curva de calibracion. Si se utiliza un
sistema automatico de calculo de resultados, se recomienda usar la
representacion grafica “ 4 parametros”.



XIL EJEMPLO DE RESULTADOS

Los datos mostrados a continuacion sirven como ejemplo y nunca deberan
ser usados como una calibracion real.

TEST DE RECUPERACION

INS-IRMA cpm B/T (%)
Cuentas Totales 129481 100
Calibrador 0,0 pUl/ml 197 0,15
5,7 uUl/ml 529 0,41
13,5 pUl/ml 1277 0,99
46,0 pUIl/ml 4796 3,70
144,0 pUl/ml 16436 12,69
440,0 pUl/ml 44090 34,05

Muestra INS INS Recuperado
afiadido Recuperado (%)
(HUIl/mI) (HUl/ml)

Suero 1 245.0 264 107.8

Suero 2 76 735 96.7

Suero 3 245 24.4 99.6

Suero 4 6.75 6.5 96.3

X111. REALIZACION Y LIMITACIONES

A Limite de deteccion
Veinte calibradores cero fueron medidos en una curva con otros
calibradores.
El limite de deteccién, definido como la concentracién aparente resultante
de dos desviaciones estandares sobre la media de enlace del calibrador
cero, fue de 1 pUl/ml.

B. Especificidad

Hormonas con reaccion cruzada se afiadieron a un calibrador con un valor
elevado (100 pUI/ml o 4 ng/ml). La respuesta aparente fue medida.

Como se demuestra méas abajo, las insulinas animales (excepto insulina de
rata) presentan una reaccion cruzada y proinsulinas humanas, bovinas y de
cerdo no presentan una reaccion cruzada.

Componente afiadido a un suero Concent. Concent. Reaccion-
con un valor elevado Teobrica Medida cruzada
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Insulina de cerdo 8 ng/ml 4,2 17,4 > 100
Insulina bovina 8 ng/ml 38 17,8 > 100
Insulina de perro 16 ng/ml 4,2 17,2 81
Insulina de conejo 16 ng/ml 42 14,1 62
Insulina de rata 16 ng/ml 3,8 37 0,6
Proinsulina humana 32 ng/ml 43 4,4 0,3
Proinsulina de cerdo 16 ng/ml 43 4,7 25
Proinsulina bovina 16 ng/ml 43 4,4 0,6

C. Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>*SD CcVv Suero N <X>+SD CVv
(LUI/ml) (%) (LUI/ml) (%)

A 10 6,6+0,1 2.1 A 20 14,4+£0,9 6,5
B 10 53,3+0,8 15 B 20 100,4 + 6,1 6,1

SD : Desviacion Estandar; CV: Coeficiente de Variacion

D. Exactitud

TEST DILUCION

Muestra Dilucién Concent. Concent.
Tedrica Medida
(HUl/ml) (nul/ml)
Suero 1 1/1 _ 101
1/2 50.5 46
1/4 25.3 21
1/8 12.6 11
1/16 6.3 6.2
Suero 2 1/1 _ 328
1/2 164 152
1/4 82 76
1/8 41 36
1/16 20.5 18

Las muestras fueron diluidas con el calibrador cero.

E. Tiempo de espera entre la dispensacion del ultimo calibrador y la de
la muestra
Como se muestra a continuacion la precision del ensayo se mantiene
incluso en el caso de dispensar la muestra 30 minutos después de haberse
adicionado el calibrador a los tubos recubiertos.

TIEMPO DE ESPERA

Suero [0} 30'
(HUIl/mI)
Suero 1 8 7
Suero 2 16 17
Suero 3 37 42
Suero 4 81 82

F. Efecto “hook”
Una muestra dopada con INS hasta 125000 pUI/ml presenta cuentas mas
elevadas que el dltimo punto de calibracion.

XIV. LIMITACIONES

- Es posible que las muestras de pacientes que han recibido preparaciones
de anticuerpos monoclonales de ratén para diagnostico o terapia, puedan
contener anticuerpos humanos anti ratén (HAMA). Los resultados de
estas muestras analizadas con kits que utilizan anticuerpos monoclonales
de ratén, pueden dar valores falsamente aumentados o disminuidos.

- El mismo tipo de interferencias en el inmunoanélisis puede ser inducido
por la presencia de anticuerpos heterofilicos, factores reumatoides o AIA
(autoanticuerpos anti-insulina).

- Si los resultados no concuerdan con otras observaciones clinicas, sera
necesario obtener informacién adicional antes de hacer un diagnostico.

XV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

- Si los resultados obtenidos para el Control 1 y/6 Control 2 no estan dentro
del rango especificado en la etiqueta del vial, los resultados obtenidos no
podran ser utilizados a no ser que se pueda dar una explicacion
convincente de dicha discrepancia

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

- Los criterios de aceptacion de la diferencia entre los resultados de los
duplicados de las muestras se apoyan en las précticas de laboratorio
corrientes.

XVI. INTERVALOS DE REFERENCIA

Los niveles de insulina en 55 individuos con ensayos de tolerancia para glucosa,
normales fueron de 4 a 16 pUl/ml.

Estos valores solamente sirven de pauta; cada laboratorio tiene que establecer sus
propios valores normales.

XVII. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Seqguridad
Para uso solo en diagnéstico in vitro.

Este kit contiene 1'% (vida media : 60 dias) emisor de rayos X (28 keV) y de rayos
v (35.5 keV) ionizantes.

Este producto radiactivo solo puede ser manejado y utilizado por personas
autorizadas; la compra, almacenaje, uso y cambio de productos radiactivos estan



sujetos a la legislacion del pais del usuario. En ningln caso el producto deberéa ser
suministrado a humanos y animales.

Todo el manejo de producto radiactivo se hard en una érea sefializada, diferente
de la de paso regular. Debera de utilizarse un libro de registros de productos
radiactivos utilizados. El material de laboratorio, vidrio que podria estar
contaminado radiactivamente deberd de descontaminarse para evitar la
contaminacién con otros is6topos.

Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de acuerdo
con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios radiactivos deberan ser
almacenados de acuerdo con las regulaciones y normativas vigentes de la
legislacion a la cual pertenezca el laboratorio. El ajustarse a las normas basicas de
seguridad radiologica facilita una proteccion adecuada.

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

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

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

No fumar, beber, comer 6 utilizar cosméticos en el area de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes.

XVIIIL.BIBLIOGRAFIA

1. FLIER, J.S., KAHN, C.R. and ROTH, J. (1979).
Receptors, antireceptor antibodies and mechanisms of insulin
resistance.
N. Engl. J. Med., 300; 8:413-419.

2. FRIER, B.M., ASHBY, J.P., NAIRN, .M. and BAIRS, J.D. (1981).
Plasma insulin, C-peptide and glucagon concentrations in patients
with insulin-dependent diabetes treated with chlorpropamide.

Diab. Metab., 7;1:45-49.

3. JUDZEWITSCH, R.G., PFEIFER, M.A., BEST, J.D., BEARD, J.C.,,
HALTER, J.B. and PORTE D.Jr. (1982).
Chronic chlorpropamide therapy of non-insulin-dependent diabetes
augments basal and stimulated insulin secretion by increasing islet
sensitivity to glucose.
J.Clin. End. and Metab., 55;2:321-328.

4. KOSAKA, K., HAGURA, R. and KUZUYA, T. (1977).
Insulin responses in equivocal and definite dlabetes, with special
reference to subjects who had mild glucose intolerance but later
developed definite diabetes.
Diabetes, 26;10:944-952.

5. STARR, J.I., MAKO, M.E., JUHN, D. and RUBENSTEIN, A.H. (1978).
Measurement of serum proinsulin-like material : cross-reactivity of
porcine and human proinsulin in the insulin radioimmunoassay.

J. Lab. Clin. Med., 91;4:691-692.

6. TEMPLE, R.C., CARRINGTON, C.A., LUZIO, S.D., OWENS, D.R,,
SCHNEIDER, A.E., SOBEY, W.J., HALES, C.N. ( 1989).
Insulin deficiency in non-insulin-dependent diabetes.
The Lancet, Feb.11:293-295.

7. TEMPLE, R.C., CLARK, P.M., NAGI, D.K., SCHNEIDER, A.E.,
YUDKIN, J.S., HALES, C.N. (1990).
Clin. Endocrin., 32:689-693.

8. TEMPLE, R.C., CLARK, P.M., HALES, C.N. (1992).
Measurement of insulin secretion in type 2 diabetes : problems and
pitfalls.
Diabetic medicine, 9:503-512.

9. CLARK, P. (1993)
Evaluation of Medgenix Insulin-lIrma.
Addenbrooke's Hospital Cambridge, UK.

XIX. RESUMEN DEL PROTOCOLO

CUENTAS CALIBRADO MUESTRA(S)
TOTALES RES CONTROL(S)
(nh (nh (uD
Calibradores (0 al 5) - 50 -
Muestras, controles - - 50
Trazador 50 50 50
Incubacion 2horasa T.A.
Separacion - aspirar
Solucién de Lavado - 2,0ml
Separacion - aspirar
Solucién de Lavado - 2,0ml
Separacion - aspirar
Contaje Contar los tubos durante 60 segundos
DIAsource Catalogo Nr : Revision nr :
KIP1251 — KIP1254 200224-1
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Leia todo o protocolo antes de utilizar.

INS-IRMA

I.  UTILIZAGAO PREVISTA

Kit para ensaio Imunoradiométrico para a determinacéo quantitiva in vitro da insulina humana (INS) no
soro.

Il.  INFORMAGCAO GERAL
A. Nome do proprietario : Kit DIAsource INS-IRMA

B. N°de catalogo : KIP1251: 96 testes
KIP1254 : 4 x 96 testes

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

Para assisténcia técnica ou encomendas, contacte:
Tel : +32 (0)1084 99 11 - Fax: +32(0)1084 99 91

I1l. FUNDAMENTACAO CLINICA

A Actividades bioldgicas da insulina
A Insulina é uma hormona polipéptidica com um peso molecular de 5800 KD, segregada pelas células beta dos ilhéus de
Langerhans situados no pancreas. A Insulina possui um espectro amplo de ac¢des bioldgicas. Estimula a captacéo celular de
glicose, a oxidacéo da glicose, a glicogénese, lipogénese, proteogénese e a formacédo de DNA e de RNA. A Insulina desempenha
um papel chave na regulagdo dos niveis plasmaticos da glicose (inibicdo da libertacdo hepética, estimulagéo da utilizagdo
periférica de glicose). Os efeitos hipoglicémicos resultantes da insulina sdo contrabalancados por hormonas com efeitos
hiperglicemiantes (glucagéo, hormona do crescimento, cortisol, epinefrina).A secrecéo de Insulina é largamente controlada pelos
niveis plasmaticos de glucose: a hiperglicémia induz um aumento répido e importante dos niveis circulantes de insulina. As
influéncias neuronais, bem como vérios factores hormonais e metabdlicos (aminoacidos, glucagdo, hormona gastrintestinal)
também participam no controlo da secre¢do da insulina. A diabetes Tipo | (insulino-dependente: "juvenil™) deve-se a destruicao
das células beta, tendo por consequéncia a auséncia absoluta de insulina. Na diabetes tipo Il (ndo-insulina-dependente: “inicio na
maturidade"), a resisténcia a insulina pode desempenhar um papel importante; contudo, apds varios anos de evolugéo, pode
ocorrer a falha das células beta, com insulinopenia e em certos casos é necessaria a administracéo de insulina. A resisténcia a
Insulina é associada com niveis circulantes elevados da hormona. O caso mais comum de resisténcia a insulina é representado
pela obesidade. Vérias endocrinopatias (acromegalia, sindroma de Cushing), bem como casos raros de defeitos ao nivel dos
receptores ou casos com anticorpos anti-insulina, sdo associados com intolerancia a glicose ou até diabetes devidos a resisténcia a
glicose. A determinagdo dos niveis plasmaticos de insulina é um pardmetro importante no diagndstico de hipoglicémia. Os niveis
de Insulina sdo elevados em casos de insulinoma (tumor das células beta). A hipoglicemia funcional p6s-prandial pode também
estar associada com libertacdo inapropriada insulina depois de ingestdo de hidratos de carbono. Os niveis de Insulina séo
determinados quer por estado de jejum, quer por teste dinamico.
a) teste de estimulagdo: refeicéo rica em hidratos de carbono, teste de tolerancia oral a glicose (OGTT), infuséo de arginina,
tolbutamida ou administragéo de outras sulfonilureias.
b) teste de inibi¢do: jejum, infusdo de somatostatina

B. Aplicacdo clinica da determinag&o da insulina:
. Determinacéo da reserva de células beta durante o teste de tolerancia oral a glicose ou depois de uma refei¢do rica em
hidratos de carbono, como um indicador para a instauracéo de terapéutica com insulina
Contribuigéo para o diagnéstico de diabetes tipo | ou Il
Caracterizagdo e monitorizagao de estados de intolerancia a glicose.
Diagnostico e estudo de casos de resisténcia a insulina



Iv.

PRINCIPIOS DO METODO

O DIAsource INS-Irma é um ensaio imunoradiométrico baseado na separagdo em
tubo revestido. Os Mabsl, capturadores de anticorpos (Ac), séo ligados a
superficie interna inferior, do tubo de plastico. Os calibradores ou amostras
adicionados aos tubos vao inicialmente, demonstrar baixa afinidade para o
Mabs1. A adigdo do Mab2, o anticorpo de sinal, marcado com I, vai completar
o0 sistema e despoletar a reaccdo imunolégica. Depois da lavagem, a actividade
radioactiva remanescente ligada ao tubo, reflecte a concentragdo de antigénio
(Ag). A utilizacdo de vérios Acs diferentes evita a hiperespecificidade, comum
aos IRMA de 2 locais, bem como a utilizagdo de um agitador ou incubacéo a

37°C.
V. REAGENTES FORNECIDOS
Reagentes Kit 96 Kit 4x96 | Cddigo de | Reconstitui¢do
testes testes cor
. 2x48 8x48 Vermelho | Pronto a
U Tubos revestidos escuro utilizar
com anti INS (Acs
monoclonais)
1 4 vermelho | Pronto a
recipiente | recipientes utilizar
Marcador: anti-INS marcado 5.5ml 55ml
com 5] (Acs monoclonais) 350 kBq 350 kBq
em tamp&o HEPES com
soro bovino, albumina,
azida(<0.1%), EDTA e
corante inerte
1 2 amarelo | Adicione 2.0 ml
i recipiente | recipientes de 4gua
Calibrador Zero em plasma | iocilizao | liofilizados destilada
humano e timol
CAL “ 5 2x5 amarelo | Adicione 0.5 ml
L recipientes | recipientes de 4gua
Calibrador -N =125 liofilizados | liofilizados destilada
(ver valores exactos nos
rétulos dos recipientes) em
plasma humano e timol
| WASH | SOLN |CONC | 1 4 castanho | Dilua 70 x com
recipiente | recipientes agua destilada
Solugdo de lavagem (Tris- 10 ml 10 ml (use um agitador
HCl) magnético).
“ 2 2x2 prateado | Adicione 0.5 ml
recipientes | recipientes de dgua
Controlos - N = 1 ou 2 liofilizados | liofilizados destilada
Em plasma humano e timol

Note:

V1.

1. Use o calibrador zero para dilui¢des da Amostra.
2. 1 plU da preparagio padrdo ¢ equivalente al plU do OMS 66/304.

MATERIAL NAO FORNECIDO

O seguinte material é necessario, mas ndo fornecido com o kit :

1.
2.

Nookw

VII.

Agua destilada

Pipetas autométicas de: 50 ul, 500 pl e 2 ml (recomenda-se 0 uso de
pipetas adequadas com pontas descartaveis)

Misturador vortex

Agitador magnético

Seringa automética de 5 ml (tipo Cornwall) para lavagem

Sistema de aspiracéao (opcional)

Qualguer contador gama com capacidade para medir ?°I pode ser utilizado
(alcance minimo 70%).

PREPARAGAO DOS REAGENTES

Calibradores : Reconstitua o calibrador zero com 2.0 ml de 4gua destilada
e outros calibradores com 0.5 ml de agua destilada

Controlos : Reconstitua os controlos com 0.5 ml de 4gua destilada.
Solucdo de Lavagem de Trabalho: Prepare um volume adequado de
Solugdo de Lavagem de Trabalho, adicionando 69 volumes de &gua
destilada a 1 volume de solucdo de lavagem (70x). Use um agitador
magnético para homogeneizar. Elimine a solugéo de lavagem ndo utilizada
no final do dia.

VIIl. CONSERVAGAO E PRAZO DE VALIDADE DOS REAGENTES

I ol o

10.

11.

XI.

Antes de serem abertos ou reconstituidos, todos os componentes do kit sdo
estaveis até ao final do prazo de validade, indicado no rétulo, desde que
mantidos entre 2-8°C.

Depois da reconstituicéo, os calibradores, controlos sdo estaveis durante 3
dias entre 2 a 8°C. Para periodos de conservagdo mais longo, devem ser
feitas aliquotas e mantidas a —20°C para 0 maximo de 3 meses.

A Solucdo de Lavagem de Trabalho recentemente preparada deve ser
utilizada no mesmo dia.

Apds a 17 utilizacdo, o marcador é estavel até ao final do prazo de
validade, desde que mantido no recipiente original bem fechado, entre 2 a
8°C

As alteragbes na aparéncia fisica dos reagentes do kit podem indicar
instabilidade ou degradacéo.

RECOLHA E PREPARAGCAO DAS AMOSTRAS

Soro podem ser mantidos entre 2 - 8°C.

Se o teste ndo for realizado dentro de 24 h, recomenda-se que conserve a -
20°C.

Evite ciclos de congelamento e descongelamento sucessivos

N&o utilize amostras hemolizadas.

PROCEDIMENTO

Notas de manipulagao

Néo utilize o kit ou os seus componentes apés a expiracdo do prazo de
validade. Nao misture componentes de lotes diferentes. Antes de utilizar
todos os reagentes devem estar a temperatura ambiente. Misture
completamente 0s reagentes e as amostras com agitagdo ou rotacdo suaves.
Para evitar contaminag@es cruzadas, use uma pipeta com ponta descartavel
para a adi¢do de cada reagente e amostra.

As pipetas de precisdo elevada ou a pipetagem automatica vdo aumentar a
precisdo. Respeite os tempos de incubagéo. Prepare uma curva padrdo para
cada andlise e ndo utilize dados de analises anteriores.

Procedimento

Rotule os tubos revestidos em duplicado, para cada calibrador, amostra e
controlo. Para a determinacdo de contagens totais, marque 2 tubos
normais.

Misture por breves momentos, no misturador vortex calibradores,
amostras, controlos e dispense 50 pl de cada para os tubos respectivos.
Dispense 50 pl de marcador para cada tubo.

Agite manualmente o tabuleiro (rack) que contém os tubos.

Incube durante 2 h a temperatura ambiente.

Aspire (ou decante) o contetido de cada tubo (excepto as contagens totais).
Certifique-se que a ponta de plastico do aspirador atinge o fundo do tubo
revestido, para remocéo de todo o liquido.

Lave os tubos com 2 ml de Solugdo de Lavagem de Trabalho (excepto as
contagens totais). Evite a formacéo de espuma durante a adigéo de Solucéo
de Lavagem de Trabalho

Aspire (ou decante) o conteido de cada tubo(excepto as contagens totais).
Lave novamente os tubos com 2 ml da Solucéo de Lavagem de Trabalho
(excepto as contagens totais) e aspire (ou decante).

Apds a udltima lavagem deixe os tubos na posigdo vertical durante 2
minutos e aspire até a Ultima gota de liquido.

Conte 0s tubos no contador gama durante 60 segundos.

CALCULO DOS RESULTADOS

Calcule a média das determinagdes em duplicado.

Em papel semilogaritmico ou de grafico linear desenhe o c.p.m.
(ordenadas para cada padrdo contra a concentracdo correspondente de
INS (abcissas) e desenhe uma curva padréo (de calibracéo) através dos
pontos padrdo e rejeite 0s pontos aberrantes éhvios.

Leia a concentragdo para cada controlo e amostra por interpolagdo na
curva de calibragéo.

A reducédo dos dados através de computador simplificara estes calculos.
Se o processamento dos resultados for automatico, é recomendado um
ajustamento de curvas de funcéo logistica de 4 pardmetros.



XII.

DADOS TIPICOS

Os dados seguintes servem apenas como exemplo e nunca devem ser utilizados
em vez da curva de calibragéo executada em tempo real.

TESTE DE DILUICAO

INS-IRMA cpm B/T (%)

129481 100

Contagem Total

Calibrador 0,0 ulU/ml 197 0,15
5,7 WiU/ml 529 0,41
13,5 pIU/ml 1277 0,99
46,0 pIU/ml 4796 3,70
144,0 plU/ml 16436 12,69
440,0 uIU/ml 44090 34,05

X11l. DESEMPENHO E LIMITAGOES

Amostra Diluicéo Conc. tedrico. Conc. medida
(RIU/mI) (HIU/mI)

Soro 1 11 - 101
12 50.5 46

1/4 25.3 21

1/8 12.6 11

1/16 6.3 6.2

Soro 2 11 - 328
12 164 152

1/4 82 76

1/8 41 36

1/16 20.5 18

As amostras foram diluidas com calibrador zero.

A.  Limite da deteccdo _ F.  Atraso de tempo entre o Gltimo calibrador e a dispensa da amostra
Foram analisados 20 calibradores zero juntamente com outros Conforme demonstrado a seguir, os resultados das analises continuam
calibradores. precisos, mesmo quando é dispensada uma amostra 30 minutos depois da
O limite de deteccéo, definido como a concentracéo aparente dois desvios adigao do calibrador aos tubos revestidos.
padréo acima da média de contagem com 0 ligagdes, foi de 1 plU/ml.

B.  Especificidade ATRASO DE TEMPO
As hormonas com reactividade cruzada foram adicionadas a um calibrador ) :
de tittulo elevado (100 ulU/ml ou 4 ng/ml). Foi medida a resposta aparente 0" (WIU/ml) 30" (uIU/ml)
do INS. . - - - Soro 1 8 7
Conforme demonstrado a seguir, as insulinas animais (excepto insulina de Soro 2 16 17
rato) apresentam reactividade cruzada, enquanto as insulinas humanas Soro 3 37 12
porcinas e bovinas ndo apresentam reactividade cruzada. Soro 4 81 82

Analito adicionado a um soro de | Conc. teérico. | Valores observados | Reaccéo-
elevada concentragéo de INS cruzada 3
(ng/ml) G. Efeito”Hook”
(ng/ml) (%) Uma amostra com INS até 125000 uIU/ml apresenta contagens superiores
do que o ultimo ponto de calibragéo.
Insulina Porcina 8 ng/ml 4,2 17,4 > 100
Insulina Bovina 8 ng/ml 38 17,8 > 100
Insulina Canina 16 ng/ml 4,2 17,2 81 ~
Insulina de Coelho 16 ng/ml 4,2 14,1 62 XIV. LIMITAGOES
Insulina de Rato 16 ng/ml 3,8 3,7 0,6 . . .
Proinsulin Humana 32 ng/ml 43 44 03 - Amostras de pacientes que receb_eram preparagGes de anticorpos
proinsulin Porcina 16 ng/ml 43 47 25 monoclonais de camundongos para diagnostico ou terapia podem conter
proinsulin Bovina 16 ng/ml 43 4.4 0,6 anticorpos humanos anti-camundongos (HAMA). Essas amostras podem
apresentar tanto valores falsamente elevados ou diminuidos quando
testado com kits de teste que utilizam anticorpos monoclonais de
. camundongos.
C.  Precisdo - O mesmo tipo de interferéncias no imunoensaio pode ser induzido pela
presenca de anticorpos heterofilicos, fatores reumatdide e / ou AlA
INTRA-ENSAIO INTER-ENSAIO (auto-anticorpos anti-insulina). )
- Anticorpos heterofilicos no soro humano podem reagir com o reagente
Soro N <X> + DP cv Soro N <X> + DP cv de imun_oglobuIin_as,_interferindo com os imupoepsaios.
(uIU/ml) (%) (n1U/ml) (%) Os pacientes rotineiramente expostos a animais ou produtos de soro
animal podem estar propensos a esse tipo de interferéncia e valores
A 10 660,11 21 A 20 14,4+0,9 6,5 andmalos podem ser observados no caso da presenga de anticorpos
B 10 533+08 15 B 20 100,4+6,1 6.1 heterofilicos. Avaliar cuidadosamente os resultados de pacientes com
= = ——— — — suspeita de ter esses anticorpos.
DP : Desvio Padréo; CV: Coeficiente de variagéo Se os resultados nao forem consistentes com outras observagdes clinicas,
L x informacdo adicional deve ser exigida antes do diagndstico.
D. Exactidao ¢ g g
TESTE DE RECUPERACAO XV. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO
Amostra INS Adicionado INS Recuperagio - Se o0s resultado_s _obtidos para o Contro!o_l e/ou 2 ndo se situarem dentro do
(nIU/ml) Recuperado (%) intervalo especificado no rétulo do recipiente, os resultados ndo podem ser
(uIU/ml) usados, sem que haja uma explicacdo satisfatéria para a discrepancia
verificada.
- Se tal for desejavel, cada laboratdrio pode fazer os seus pools de amostras
Soro 1 245.0 264 107.8 de controlo, que devem ser mantidas na forma de aliquotas congeladas. N&o
Soro 2 76 735 96.7 efectue mais de 2 ciclos de congelagdo/descongelagao.
Soro 3 245 244 99.6 - Os critérios de aceitacdo da dlferer)q_a entre 0s regu!tados duplos das
amostras devem basear-se nas Boas Praticas de Laboratério.
Soro 4 6.75 6.5 96.3
XVI. INTERVALOS DE REFERENCIA

O intervalo dos niveis de insulina em 55 individuos com testes normais de
tolerancia oral a glucose foi de 4 a 16 plU/ml.

Estes valores servem apenas de orientagdo; cada laboratorio deve estabelecer o
seu proprio intervalo de valores normais.



XVII. AVISOS E PRECAUGOES

Seguranga

Para utilizaco em diagndstico in vitro.

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

Este produto radioactivo pode ser transferido e utilizado apenas por pessoas
autorizadas; a aquisicéo, conservagdo, uso e troca de produtos radioactivos esta
sujeita a legislagdo nacional. Em caso algum este produto podera ser administrado
a seres humanos ou a animais.

Toda a manipulagdo de material radioactivo deve ser executada em area propria
longe de locais de passagem. Deve ser mantido no laboratério um livro de notas
(log book) para a recepgdo e conservacdo dos materiais radioactivos. O
equipamento de laboratério contaminado e as substancias perigosas devem ser
eliminadas e separadas para evitar contaminacéo por diferentes is6topos.
Quaisquer derrames de material radioactivo devem ser imediatamente limpos de
acordos com os procedimentos de radiosseguranga. O lixo radioactivo deve ser
eliminado de acordo com a legislacdo local e com as directrizes vigentes. A
adesdo as regras basicas de seguranga com material radioactivo confere a
proteccéo adequada.

O material de origem humana utilizado na preparagéo do reagente foi testado e
considerado néo reactivo ao antigénio de superficie da Hepatite B (HBs Ag), aos
anticorpos do virus da Hepatite C (HCV) e aos anticorpos do virus da
Imunodeficiéncia humana (HIV-1 e HIV-2). Dado que nenhum método de ensaio
conhecido pode oferecer a seguranca completa da auséncia de agentes
infecciosos, os reagentes e as amostras dos doentes devem ser manuseados como
sendo potencialmente infecciosos.

Todos os produtos animais e derivados foram recolhidos a partir de animais
saudaveis. Os componentes bovinos sdo oriundos de paises onde ndo foram
notificados casos de BSE. No entanto os componentes com substancias animais
devem ser tratados como potencialmente infecciosos.

A azida sodica pode reagir com as canalizagdes de chumbo ou cobre formando
azidas metélicas altamente explosivas. Portanto, deixar fluir &gua em abundancia
nos tubos durante a eliminag&o de liquidos para prevenir a acumulagéo de azidas?
Evitar contacto com a pele, olhos e mucosas (azida sédica como conservante)
Néo fume, beba, coma ou aplique cosméticos na area de trabalho. Néo utilize as
pipetas com o auxilio da boca. Use vestuario de proteccdo e luvas descartaveis.
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XIX. RESUMO DO PROTOCOLO

CONTAGENS CALIBRAD AMOSTRA(S)
TOTAIS ORES

(ml) (ml) (ml)
Calibradores (0-5) - 0.05 -
Amostras - - 0.05
Marcador 0.05 0.05 0.05
Incubacéo 2 h & temperatura ambiente
Separagao - Aspire (ou decante)
Solugdo de Lavagem de - 2.0
Trabalho
Separagao - aspire (ou decante)
Solugdo de Lavagem de - 2.0
Trabalho
Separagdo - aspire (ou decante)
Contagem Conte os tubos durante 60 seg
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Awpdaote 0AOKANPO TO TPOTOKOALO TPV ATO TN YP1IOMN.

INS-IRMA

1. XPHXHI'IA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Kit avocopadiopetpikod mpocdopiopod yioo tnv in Vitro mocotikny pétpnon g ovOpmmivng
woouvkivig (INS) otov opd.

Il. T'ENIKEX INHPODOPIEX
A. Epmopuci ovopoosia:  Kit INS-IRMA g DIAsource

B. ApwOpodc kararéyov: KIP1251: 96 e&etdoelg
KIP1254: 4 x 96 g&etdioelg

I'' Koatraokevaleror amdé tqv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

TN teyviki) fon0sia 1| IANPoPoOpics 6YETIKA pE TAPAYYELIEG ETKOIVOVI|GTE GTO.:
TnA.: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

111. KAINIKO YIIOBAGPO

A Bioloyikég dpdoeis THG 1vaoviivyg
H woovkivn, pio molvrentidikn oppovn pe poplokd Bapog 5800, amexkpivetor omd ta B-ktrapa tov vnoidwv tov Langerhans
omo 1o maykpeas. H woovdivn dabétel Eva evphd @acpo Blohoyikdv dpacemv. Aleyeipel T KLTTOPIKN TpOSANYN TG YALKOING,
v o&eldmon g yAvkding, T yAvukoyéveon, T MTOYEVEST), TV TPOTEIVOYEVEST Kot To oynuoticpd tov DNA kot tov RNA. H
woovAiv mailer onpavTikd poro ot PO TOV EMITESMV TG YAVKOLNG TOV TAAGLATOG (OVAGTOAY TNG NTUTIKNG TAPOY®YNG,
Siéyepon ™G TEPUWPEPIKNG yxpnoponoinong g YAukOIng). Ot TPoKVOATOVGES VLTOYAVKOULIKEG EVEPYELEG TNG LVGOLAIVNG
avtiotabpifovror and opudveg pe vmOYALKOWUKESG evépyeleg (YAvkaydvo, avéntikn opuovn, koptiloln, emwveepivn). H
OTEKKPLON TNG VGOLAIVIG eAEYYETAL KVuplmg amd Ta emimeda TG YAVKOLNG 610 TAdGUo: 1 LIepyAvKatics TPoKaAel dpeon Kot
ONHOVTIKY ovénon ota enineda TG Kukho@opodcog tveovhivng. Nevpikés emdpdoets, kabmg kot Sidpopot petoffortkol Kot
oppovikoi mopdyovteg (apvoééa, YAUKOyOVo, YOOTPEVIEPIKT) OpUOVN) EMIONG GUUUETEYOVV GTOV EAEYXO TNG OMEKKPLONG TNG
woovAivie. O tomov I (tveovivoeLoptdpevog: "veavikog") drafntng opeiletor o KaTOGTPOPN TV B-KUTTAP®V, [E GUVETELD
™mv amdAvtn EMelyn voovAivng. Zto tomov I (un wooviwvoelaptdpevog: "ue Evopén oty dpun nAkia') dwPrm, evoéyetar
va. mailer onpavTikd pOAO M AVTIGTACN GTNV WGOVAIVY. Q0Td00, HETd amd apketd xpovia eEEMENG, pmopel va epeaviotel
OVETAPKELDL TOV B-KUTTAp®V, TOL 00NYel O OYETIKN] WWOOLAVOTEVIQ, T OO0 OMALTEl, OE UEPIKEG MEPUTTAOCELS, XOPNYNOoN
woovAivie. H avtictaon omv woovkivn cuoyetileton pe vynAd emineda kvkAogopiog g oppdvng. H mo cvvibng ortio
avTioTaoNG OTNV WOOLAIVY yKetal otV movoapkio. Audpopeg evdokpvomddeieg (akpopeyaiio, ovvdpopo Cushing) kabag
KOl OTAVIEG TEPITTMOEL; EAAEIUUATOV GTOVG VTOSOXEIG TNG VGOVAIVIG 1| TEPTTMOGELS HE OVTICOUOTE TOV VITOSOYEDV OVTL-
woovAivig ovoyetiCovtot pe dvcavedio otn YALKOLN 1 akoun Kot St Ady® avtiotaong oty woovAivi. O mpocdoplopdg
TOV EMMEIOV TNG WOOLAIVING OTO TAAGHO OTOTEAEL ONUAVTIKY TOPAUETPO OTN ddyvmon Tng vroyAvkoupiog. To emineda g
WWOOLAIVIG €lval VYNAG G TEPITTMGELS VGOVALVOUATOS (OYKOG TV B-Kuttdpmv). H Aettovpykn) petayeupatikn vroyAvkopio
pmopet emiong vo cuoyetiletar pe pn evoedetyuévn ameAevBépmon WGoVAIvG Katd TV mpdoAnym vépoyovavipdkmv. Ta
emimeda TG woeovrivng mpocdiopilovtar gite oe KoTdoTao Ynotelog gite KoTd T Sidpketa Suvapkng e&étaong:
o) E&ftaon diéyepong: yedua mthodoto g vdpoyovavOpakes, TeoT avoyng o€ YAvkoln Anedeica and to otopa (OGTT), £yyvon
apywivng, xopriynon toAfovtaptiong 1 GAAL®V GOLAPUVOAOVPLOV.
B) E&&taom avaotolng: vnoteia, £yyXvon copaTooTUTiVIG

B. Kk epapuoyn tov mpocotopiouot veovliviyg
IIpocdopiopds tov omobépatog tmv B-kuttdpmv Kotd ) didpketa TG e€€taong avoyng ot yYAvkoln 1 Hetd amd éva yedua
TAOVGL0 € VIPOYOVAVOPAKES, G 0ONYOS Yo Tov kKabopiopd TG Bepameiag ue tvGovAivn.
Zopfoin ot d10yVEOGT VGOVAVOEENPTAOUEVOD KL L) IVGOVAIVOEEAPTMILEVOL ST
Xapakmpiopds kot Tapakorovdnon Katactdoemv dvcaveéiog otn YAvKoln.
Atbryveoon Kot LEAETN TEPTTMOGEMV OVTIGTAGTG GTNV WVGOLAIVN.
Abyveon vGOLAMVALOTOG Kot GAAMV oLTimV VITOYAVKOLioG.



IV.  BAXIKEY APXEXY THX MEO®OAOY

H &&raon INS-Irma g DIAsource eivor £€vag  0voGopadtopeTptkos
Tpocdopiopds mov Paciletar o doxwPIoHd emoTpOpUEvaY coinvopiov. To
Mabsl, to avTicOpoTe GUAANYNG, TPOCKOAAMVTOL GTNV KAT® KOl ECOTEPIKN
EMPAveEIL TOV TANOTIKOD coAnvapiov. Ot Babpovountés N ta deiypoto mov
mpootibevtat oto coANVaplo epaviCovy Kot apynv YoUNAr cLYYEVELD TPOG Ta
Mabsl. ITpocfikn Mab2, tov avTIcOUOTOG GTHLOTOSOTNONG TTOL VOl GLOGUEVO
pe I, 0o olokAnpmosl 10 cOGTNHA Kol 0o TUPOSOTAGEL TNV AVOGOAOYIKT|
avtidpaon. Metd v mAOON, T VLTOAEUOUEVY] POSIEVEPYELD, TOV  Eivar
decpevpévn 610 COANVEPLO, ovTovakAd T cLYKEVTP®ET ToL avtydvov. H yprion
apKETOV dokpltdv Mabs anogedyel v vrepeldikdtnta, mov givor cuvidng oe
IRMA 800 onpeimv, Kabdg Kot TNV 0vAyKn GLUCKELNG AVAGELONG 1| EXMAUCNG
otovg 37° C.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

Avtidpostipra Kt 96 Kt 4x96 | Xpopatt Avaovotaon
egetGoeov | €§ETAOEW K0g
v K®OKOG
Zoinvapa 2x48 8 x 48 okovpo | ‘Etowpo yo
U EMOTPOUEVOL [E KOKKIVO | xpnion
anti INS
(HovoKA®VIKG
1 gokidwo | 4 grokidw kokkwvo | "Etowpo yu
Ab 1 5,5 ml 5,5 ml xprion
< 350 kBq 350 kBq
IXNHOETHX: Avti-INS
(LOVOKA®VIKG aVTIGOUOTO)
onpospéva pe lwdivn og
pudotiko diaivpo HEPES
pe Boeta oporevkmpativn,
alido (<0,1%), EDTA kot
e adpovig KOKKIvN
APOOTIKN
1 uekidio | 2 Quohidio kitpwvo | Ilpoobécte 2,0
CAL n Avoghonot | Avo@omot ml aneotoypévou
nuévo nuévo vePOD
Mndevikdg fabpovountig oe
avOpdTvo TAGopa Ko
Bopdin
5 prokida 2x5 kitpwvo | IIpoobécte 0,5

Avopthomot QUIAISIOL ml aneotaypévon
Babuovounic N = 1 éoc nuévo )\.UO(])l?\.OﬂiDl VEPOL
; . . NHEVO
(deite Tig akpieig Tyég
TAVO OTIG ETIKETEG TOV
prrdiov) oe avdpdrvo
mAdopo kot Bupdin
| WASH | SOLN |CONC | 1 goAido | 4 erodidi KOQE Apordete 79 X
10 ml 10 ml UE AMESTAYHEVO
Atéhopa mhoong (Tris-HCI) vepo .
(xpnoyomomote
HOyVNTIKO
avadevTnpa).
2 proidio 2 x’2 aonui MpocOiote Q,S
Avogihonot | QloAidio ml oneotoypévon
Yhka ehéyxov - N =112 nuévo kumptykonon vEPOD
oe avphmivo TAdopa pe THEVO
Bopoin
Inpeioon: 1. Xpnowomoteite T0 pundevikd Pobpovounty Y opoidOELS

detypdrov.
2. 1 plU 1ov nopackevdopatog tov Pabpovount ivat wcodbvapo
pe 1 plU rov WHO 66/304.

V1.  ANAAQXIMA I10Y AEN ITAPEXONTAI

Ta axdrlovBo VA omattodvTonl 0ALE deV TAPEYOVTOL GTO KIT:

1. Ameotaypévo vepd

2. IMinéteg yio dravopn: 50 pl, 500 pl ko 2 ml (cuviotdron n gpron TETOV
akpBeiag pe avoAdoLa TAUCTIKG pOYYN)

Avopeikg otpopiitopon

Moayvntikog avadevtnpag

Avtopat ovpryya tev 5 ml (tvmov Cornwall) yio mAdon

ZooTnua avappoenong (TpootpeTikd)

Mmopei va ypnoponombel omoocdmote omapldunTg oKTiveov y pe
duvatdra pétpnong tov 2l (edéyiot anddoon 70%).

Nookrw

VIL.

VIII.

10.

ITAPAYXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BoOpovopntés: Avacvotiote 1o pndevikd Pobuovopunt) pe 2,0 ml
ameotaypévov ¥datog kot dAiovg Babpovountés pe 0,5 ml anectaypévon
V010G,

Yhka ehéyyov: Avacvotiote ta vAkd eréyyov pe 0,5 ml angotaypuévov
vePO.

Awdlopa mhoong epyaciog: Ilpoetolpudote emapkn Oyko StaAvpaTog
TGOS epyaciog pe mpooBnkn 69 dykwv aneotaypévov vepol oe 1 dyko
SroAdpatog TAvong (70x). XpnNOUYOTOMOoTE LOYVNTIKO OVOSELTHPOL VLol TV
opoyevomoinom. Amoppiyte TO pun YPNOLLOTOMUEVO dldAvpe TAVGNG
epyaciog 6to TEA0G TG NUEPAC.

DPYAAZEH KAl HUEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ipw oand 10 Gvorypo M TV ovacOotaot, OAO TO GLOTOTIKG TOVL KIT
mapapévouy otadepd Eog v muepopunvio ANENg, M omoia avaypapeTa
OGNV €TIKETO TOV PLOABI0V, EpdoOV dratnpovvtal o Beppokpacio 2 £mg
8°C.

Meté v avacvotaon, ot Pobpovountéc Kot To VAIKG  eléyyxov
mapapévouy otabepd yo pio efdopdda oe Beppokpacio 2 émg 8° C. T
peyaATepeg TEPLOdONg POAAENG, Tpénel va oynpotifovial KAGGHATO Kot
va. dtatnpodvton 6tovug —20° C yia to ToAd 3 prjves.

Dpéoko, mapaoKELACSUEVO OldAvpe TADoNG epyociog Ba mpémer vo
APNOoToLEiTOL TV 18100 NUEPOL.

Metd v mpdTn xprion tov, o ywnhémg nopapével otabepdc mg v
nuepopnvioa AENG, €pdoov dotnpeitol 6To apykd, EPUNTIKG KAEWOTO
@Lkidlo og Beppoxpaocio 2 £wg 8° C.

Toxov petaPorés TG PUOIKNG ELOAVIONG TAOV AVTISPOGTNPIOV TOV KIT
EVOEXETOL VoL VTOSNADVOLY 06TAbEW 1} adhoimon).

2YAAOIH KAI IIPOETOIMAXIA AEITMATQN

Ta detypoto opov TpémeL va puAdocovtat o€ Beppokpacio 2-8° C.

Eav n e&étaon dev mpaypotonombei evidg 24 opdv, cvvietdral n eOAAEN
otovg -20° C.

AmopelyeTe TOVG EMaKOA0VOOVG KOKAOVG KATAWLENG-OTOWVENG.

Mnv ypnoiponoteite delypato mov £Xovv VIOoTEL UUOAVOT).

ATAAIKAXIA

TNHELDOELS GYETIKA PIE TO YEPIGRO

Mn XpNOWOTOIEITE TO KIT 1) TO CLCTUTIKA HETA TNV Muepounvio AnENG.
Mnv avoperyviete VAKA ard dopopetikég maptideg kit. Dépete OAa o
avtdpaoctiplo og Heppokpacio Sopatiov Tpwv and ™ xprHom.

Avapeiéte kohd Ola ta aviidpootipir Kot To defypoto pe  omoAn
avakivnon 1 avadevon. Xpnowomoeite éva kabapd avaAOOO pOYXOg
mAETAG Y. TNV TPocHniKn kdbe dlogopeTikol ovtdpactnpiov kot
SelyLOTOG TTPOKEEVOL VOL ATOQUYETE TNV EMUOALVVOT.

H oxpifewr Peltidveron pe ypion mmetd@v LYnANg okpifsag M
OVTOUOTOTOMUEVOL  eE0TAMGHOD Swavopng pe mumétec.  Tmpeite toug
APOVOLG ETDACTC.

ITpoetoydote poe KopmoAn Pobpovounong ywo kébe avéivon kot pn
¥pnotponoteite dedopéva amd TPOTYOOUEVES OVOADGELS.

Awdkacio

INUAVETE TO EMOTPOUEVE COANVAPLY E1G SITAOVV Y10 kGOe Bobrovounty,
detypa, VKO eléyyov. Tl TOV TPOGIOPIGUO TOV GUVOAIKAOV HETPTIGEWV,
ONUAVETE 2 PUGLOAOYIKA COANVAPLOL.

ZtpoPikiote v Aiyo BobBpovountéc, delypoato Kot VAKGE €AEyyoL Kot
Saveipete 50 pl omd £K0GTO OE OVTIGTOTYO COANVAPLOL.

Awveipete 50 ml yvn0ém oe kabe cwAinvapo.

Avakivnote amadd pe To ¥€pt ™ Paon oTpEng TV cOANVIPI®V Yo va
ameLevBePOCETE TVYOV TAYLOEVUEVEG QUCOAIOES OEPQL.

Enwdote eni 2 dpeg oe Oeppokpacio dopotiov.

Avappopnote (| petayyiote) to meplexopevo ke cwinvopiov (pe
e&aipeon ekeiva TOL OPOPOVV TIG GUVOMKEG LeTpioels). BePoaimbeite o1t
T0 TAOCTIKO pOYYX0S TOL ovappopnt @BAaver otov mubuéva Tov
EMOTPOUEVOV COANVAPIOL TPOKEWEVOL Va apatpedel OAN 1 TocdTTA TOV
VYpOY.

IM\ovete Ta coinvapio pe 2 ml Swddpotog mAvong epyaciog (pe eéaipeon
£KELVAL TOV APOPOVV TIG GUVOAIKEG HETPNOELS). ATOPVYETE TO GYNUATIOUO
appod KoTd T SLAPKELD TG TPOGOHNKNG TOL SAVUATOG TAVGONG EPYACTIOGC.
Avappopnote (| petayyiote) to mepiexdpevo kabe cwinvopiov (pe
eEaipeon) eKEVaL TOL APOPOVV TIG GUVOMKEG UETPNGELS).

ITAOvete o coAnvapa kot wéAt pe 2 ml dtohdpotog Thoong epyaciog (pe
eEaipeomn exeiva IOV APOPOVV TIG GUVOMKEG HETPNOELS) KOL OVOPPOPOTE
(1 petayyiore).

Metd v televtaio mAdon, aprote to coAnvaplo vo ctofodv oe Opbia



0¢om Y10 3V0 AEMTA KO AVAPPOPNGTE TN GTOYOVE VYPOD TOV OTOUEVEL.
11.  YmoPdAAete oe pétpnomn to coAnvaple o amapOunth axtiveov y v 60
devtepoOrenTaL.

Xl.  YIIOAOT'IEMOX TN AIIOTEAEEMATQN

e

Ymoloyiote T péon T TOV SITADV TPOGIOPIGUMV.

2. e nuhoyaptOikod 1 Ypoppd xopti YpoenuiTov, TepIGTHOTE YPUPLKE
TG ¢.p.m. (Kpovoels ava Aemtd) (teTaypévn) yio ke Pabpovount évavtt
™mg avrtiotoyng ovykévipmong g INS (tetunuévn) kot oxedldote o
KopmoAn Babpovounong pécw tav onueiov tov Paduovountr, aroppiyte
TIG ELPAVEIG U1 OTOSEKTES TULES.

3. AwBdote T ovykévipoon Yoo k@be VAKO eAéyyov kar Oelypo pe
nopeBoin oty kopmrdAn abuovounong.

4, Avoyoyn dedopévov pe ™ Ponbee miektpovikod vmoloyloth Oa

ATAOTOMGEL QVTOVG TOVG VIOAOYIoHoVs. Edv ypnoylomoteitan avtdpatn

emefepyocion  OmOTELECUAT®OV, OULVIOTATOL  TPOGOPUOYT]  KOUTOANG

AOYIGTIKNG GUVAPTNONG 4 TAPAUETPOV.

XIl.  TYIIIKA AEAOMENA

Ta axdlovBa dedopéva mpoopilovior povo og emeEnynon Kol dev TPEREL Vo
YAPNOLOTOIOVVTOL TOTE VT TNG KAUTVANG BaBLOVOUNONG TPy LLOTIKOD ¥POVOL.

A. OpOotnTa

INS-IRMA cpm B)

Zvvolkn pétpnon 129481 100
Babpovountig 0,0 plU/ml 197 0,15
5,7 ulU/ml 529 0,41
13,5 plU/ml 1277 0,99
46,0 plU/ml 4796 3,70
144,0 plU/ml 16436 12,69
440,0 wlU/ml 44090 34,05

XII. AITIOAOZXH KAI ITEPIOPIXMOI

A ‘Opro aviyvevong
YroPMbnkav ce mpocdopiopd eikoot undevikoi Pabpovountéc poli pe
éva obvolo dAhmv Babuovountdv. To Opo avixvevong, opilduevo g n
(QOLVOLEVIKT) GUYKEVIP®OT] 600 TUTK®V OTOKAGEDV TAV® Omd TG NEGES
UeTpoELS o€ Pndevikn déopevon, nrav 1 plU/ml.

B. Ewwomra

Oppodveg  Sl0GTOVPOVUEVIG  OVTIOPACTIKOTNTAS TPOCTEOMKAY o€ €va
Babpovounti vymiig twng (100 plU/ml i 4 ng/ml). Metprinke 1
pawopevikn amokpion g INS.

Onwg gaivetor Mo KAT®, WooLAives (O®OV (EKTOG TNG WWGOLAIVIG TOL
apovpaiov)  eu@ovilovy  SlCTOVPOVUEVH]  OVTIOPACTIKOTNTO  EVA
avOpdmives, yoipeieg kot Pdeteg  mpoivoovdiveg  dgv  mopovotdlovv
SLOTAVPOVUEVT) AVTISPACTIKOTNTA.

EZETAXH ANAKTHZHX
Agiypa Ipoctedeica AvoktnOsica Avaxtnon
INS INS (%)
(nlU/mI) (nlU/ml)
Opég 1 245.0 264 107.8
Opdg 2 76 73.5 96.7
0Opéc 3 245 24.4 99.6
Opéc 4 6.75 6.5 96.3
EZETAXH APAIQIHE
Agiypa Apaioon OcmpnTiki MetpnOsica
GUYKEVTPOO GUYKEVTPOOT
(IU/mI) (ulU/ml)
Opog 1 UL - 101
12 50.5 46
1/4 253 21
1/8 12.6 11
1/16 6.3 6.2
Opodg 2 UL - 328
12 164 152
1/4 82 76
1/8 41 36
1/16 20.5 18
Ta detypoato apoiddnkay pe undevikod fadpovount.
E. Mecodwdotnpe petolv T dwavopng tehevtaiov Padpovounti ko

deiyparog

Onwg QoiveTol OTr GUVEXEWN, TO OMOTEAECUOTO TOV TPOCOLOPIGHOD
mapapévouy opbd ardpo kot 6tav Sravépetar va detypa 30 demtd petd

™V Tpoctnkn tov BobrovounTdv 6o EMGTPOUEVE COANVAPLOL.

IIpoctedeica avarvopevn oveia Ocopnrikég HopatnpnOei | Awotavpodpe
o€ 0p6 VYN TipNg Tipég INS ogg Tipég INS | v avridpaon
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Xoipetog voovkivn 8 ng/ml 42 17,4 > 100
Boetog tvoovAivn 8 ng/ml 38 17,8 > 100
Ttvoovkrivn okOAOL 16 ng/ml 4,2 17,2 81
Iwvoovkivn kovvedod 16 ng/ml 42 14,1 62
Ttvoovkrivn apovpaiov 16 ng/ml 3,8 3,7 0,6
AvOpdTIVY TPOoiveoLAivny 32 43 4,4 0,3
ng/ml 4,3 4,7 2,5
Xoipetog mpoiiveoviivn 16 ng/ml 43 4,4 0,6
Boetog npoivoovrivny 16 ng/ml
T. Akpipera
T'TA TON IAIO ITPOXAIOPIEMO METAEY AIA®OPETIKOQN
[TPOZAIOPIZEMON
Opog N <X>=*T.A. Z.A. Opog N <X>=+T.A. LA
(uIU/ml) (%) (uIU/ml) (%)
A 10 6,6+0,1 2.1 A 20 14,4+0,9 6,5
B 10 53,3+0,8 15 B 20 100,4 + 6,1 6,1
T.A.: Tomn amoxiion, X.A.: Zoviedeotig SloKOLAVOTG

MEZOAIAXTHMA
0' (ulU/ml) 30" (ulU/ml)
Opégl 8 7
Opodg 2 16 17
Opdg 3 37 42
Opog 4 81 82
XT. ®owopevo aykiotpov (hook)

XIV.

Aetypo mov gppohdotnke pe INS éwg 125000 plU/ml diver vymidtepeg
petprioels amd to onpeio Tov tedevtaiov fabuovount.

IIEPIOPIXMOI

Aglypato  omd  acBevel mov  €ouvv  AGPel  mapACKELAGLOTO
HOVOKAMVIK®V  OVTICOUATOV TOVTIKOD Yol OKOTOVg Oudyveonsg 1
Oepomeiog, evOeEyOHEVOg VO TEPEYOLY OVOPOTIVOL OVTICOUATO OVTi-
moviikod (HAMA). Ze avtd ta detypoato pmopodv va mapatnpndodv
YEVOMDG AVENUEVEG | WELODG UELMUEVEG TWES, OTOV EAEYYOVTOL HE KIT
TPOGOIOPIGHOV TOV XPNGILOTOLOVV LOVOKAMVIKE OVTIGMILOTO TTOVTUKOV.
Hapodpoteg mapepforés oy avocodokipacio pmopel va Tpokinbodv
amd TNV TOPOLOIN ETEPOAOYMV AVTICOUATMV, PEVLATOEWDV TAPUYOVIOV
kot /1 AlIA (avtoavTichpoto avt-tveovrivig).

Ta  €TepoPMKE  GVTICONOTO OTOV  avOpOTIVO 0pd  UTOPOVV Vo
AVTIOPAGOVV [E OVOGOGPOIPIVES TMV OVTIOPACTNPI®V, TPOKUADVTOG
nopeBoAN o€ in Vitro avoGoTPOGI0PIGHOVG.

Aocbeveic mov ektifevranr taktikd oe (Do M mpoidvta Lwikod opod
gvdgyopévag va givon entppenceic oe autnv Vv mopeprfoin. [Taboroykég
TWég  pmopodv  va  mopatnpnbodv  GE  TOPOVGIO.  ETEPOPIAMIKMOV
avticopdtov. A&oloyeite pe mpocoyn To OMOTELECUOTO 0GOEVDV,
GTOVG OTOI0VG VILAPYEL VIOYIOL AVTAV TMV AVTICOUATOV.



Edv to omotedéopato Sev  givor odpeovo pe  GAheg KAVikég
TopaTNPNOELS, Ba YpeloTel 1 AMYN TEPATEP®D TANPOPOPLOY TPV OTtd
™ B€om g Srdryveong.

XV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

- Edv 1o amoteléopata mov Aappdavovtor yio to VKo ghéyxov 1 fi/kon to
VAKO eréyyov 2 de Ppiokovtar gvidg Tov mediov Tipumv mov Kabopileton
OTNV ETIKETA. TOL QUIADIOV, To amoTeAéopato dev eivar duvatd va
xpnotpomombovy, ektdg edv Exet dobel wavomomrTiky e€fynon vy v
OoVULP®ViaL.

- Edav eivon embBountd, kabe epyactiplo pmopel vo dnpovpynioet to dkd
T0v pelypoto derypdtomv gléyxov, To omoion TPEMEL VO O0THPOVVTOL
KOTEWYLYLEVE 6E KAGGHATH. MNV KOTOWOYETE-OMOWVYETE TEPIGGOTEPO OO
500 popéc.

- Ta kprnpio. awodoyns yio T Spopd HeTa&d TV SMAMY OTOTEAEGUATOV
tov deypdtov Oo mpémer vo Pacilovior oe opBéc epyaocTnploég
TPAKTUKES.

XVI. AIAXTHMATA ANADPOPAX

To medio TV tev emmédmv ™G woovkivng oe 55 vmokeipeva pe
PLGLOAOYIKEG e€eTdoels avoyng o€ YAukoln Anebeica amd o otopa NTav 4
$wg 16 plu/ml

Ot Tipég avtég mapéyovrar povov og odnydc. Kabe epyaotipio Oa mpémet
Vo, KaO1EpOOEL TO S1KO TOV PLGIOAOYIKO TTEGIO TIHMV.

XVIl. IPODPYAAZEIX KAI IIPOEIAOIIOIHXEIY

Aopdieia

Moévo yia Srayveotikn xprion in vitro.

To kit avtéd mepiéyet 1o 2 1 (Xpdvog nuilong: 60 Nuépeg), wa padievepyr| ovcia
n onoia gknéunel wviCovoo aktvoPforio X (28 keV) kot y (35.5 keV).

Avtd 10 padievepyd Tpoidv givar duvatd va petapepbel kKot va ypnoyiomomOet
povo amd e€ovolodotnuéve dropo. H ayopd, odran, ypron kot avtodloyn
padIEVEPYDY TPOIOVTI®V VLIOKEWTAL OTN VvopobBesio g x®dpog Tov TEAKOD
ypMnotn. Ze kapio mepintwon 6gv TPEMEL Vo, yopnyeiTal To TPoidv o€ avOpmOTOVG
N {da.

Olog o yepopdg 0L padievepyod vVAov BOo mpémer vo ekteAeiton o€
KaOOPIoHEVO YDPO, HOKPLE amd YMDPOVLG TOKTIKNG OlEAEVONG. XTO €PYNOTNPLO
npémeL v, dratnpeitor nuepordYLo o v mapoAafn kot T GOAAEN padievepydv
vakov.  Efomhopog kot yvGhva okedn tov gpyootnpiov, ta omoio Oo
Hmopovoav va. LOALVOOUV pe padievepyEg ovaies, Ba Tpémet va QUAGGGOVTOL g
EeywprtoTd YOPO Yo TV TPOANYN ETUOAVVOTG TV SLOPOPOV PUSIOIGOTOTMV.
Toyov Sppoéc padievepydv vYpaV Tpénet vo. kaBapilovtar apécms GOUPOV LE
115 Sradkacies acpdrelag omd padevépyeta. Ta padievepyd amdPAnta Tpénet va
ATOPPITTOVTOL GOUPMOVOL LE TOVG TOTIKOVG KOVOVIGHOVG Kol TIG KOTELOLVTIPLEG
odnyleg TV apydv mov €ovv dikalodooio oto epyaotipo. H tpnon tov
BootK®OV KOvOVeV 0GQAAELNG 0O PASIEVEPYELD TAPEYEL EXOPKT TPOGTAGIOL.

Ta ovotatikd avOpdOTVOL CipoTog TOL TEPLAUPAVOVTAL GTO KIT OUTO €(OVV
eheyyOei pe pebodovg eykexpipéveg otnv Evpodmn f/kor and tov FDA kot €xet
Sumotodel 6T givan apvntikd og mpog v napovsio HBSAQ, avti-HCV, avri-
HIV-1 kou 2. Kapio yvootry pébodog dev eivar duvatd vo mapéyet mAnpn
Sraopdrion 0Tt Topdywya Tov avOpOTVOL aipatog o Oo peTadMoovY Nratitda,
AIDS 1 dAAeg Aodéels. Emopévag, o yepiopds avtidpactnpiov, derypdtov
0pov N TAACHATOG Bol TPETEL VoL YIVETOL GOUPOVA LE TIS TOTIKEG S1adIKaoieg Tepl
ACQAAELOG.

Oia ta Lowd mpoidvta kot mapdywyo £xovv cuAiexBel amd vy Coa. Ta Posia
GLOTATIKG TPOEPYOVTAL and YDPeS Omov dev £xel avapepbei BSE. IMap' OA' avtd,
ovotoTikd mov mepEyovv Lmikég ovoieg Ba mpémer va oviyetonilovior ©g
SUVNTIKOG LOAVGUOTIKA.

ATmopelyete  OmOWONTOTE  €MAP]  TOL  OEPUOTOG  HE  AVTIOPACTIPLOL
(ypnowomoteitar alido tov vatpiov g cvuvinpntikd). To alido oto kit AWTO
evdéyetal va avTdpacet e LOAVPS0 Kat YOAKO TV VIPUVAIKOY COANVAOGE®V Kot
VoL GYNUOTICEL Le TOV TPOTo oTO Wiaitepa ekpnktikd alido petddiov. Katd m
Sdpkelo Tov PpaTog TAVONG, EKTAVOVETE TNV OTOYETEVST| HE UEYOAN TOGOTNTO
vEPOL, Y10 TNV TPOANYN TVYOV GLGGOPEVONG aldiov.

Mnyv kamvilete, unv mivete, UV TpOTE KoL U1 YPNOYOTOLEITE KUAAVDVTIIKA GTO
ydpo epyooiog. Mnv Stavépete [e TTETO YPNOLLOTOIDVTOG TO GTOUO GOG.
XPNOOTOLEITE TPOGTATEVTIKO POVYIGHO KO OVOADGIUO YEVTLOL.
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Przed zastosowaniem nalezy przeczytaé caly protokél.

INS-IRMA

l. PRZEZNACZENIE

Oznaczenie immunoradiometryczne do iloSciowego pomiaru ludzkiej insuliny (INS) w surowicy metoda in vitro.

1. INFORMACJE OGOLNE
A. Nazwa firmowa: DIAsource INS-IRMA Kit

B.  Numer katalogowy: KIP1251: 96 oznaczen
KIP1254: 4 x 96 oznaczen

C. Wyprodukowano przez: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgia.

Dzial pomocy technicznej oraz informacje dotyczace zamowien:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

1. INFORMACJE KLINICZNE

A Aktywnos¢ biologiczna insuliny
Insulina, hormon polipeptydowy o masie czasteczkowej 5800, jest wydzielana przez komorki beta wysp Langerhansa trzustki. Insulina
charakteryzuje si¢ szerokim spektrum dziatania biologicznego. Stymuluje wychwyt glukozy przez komorke, utlenianie glukozy, glikogenezg,
lipogenezg, proteogenezg i tworzenie DNA i RNA. Insulina odgrywa kluczowsa rolg w regulacji poziomoéw glukozy w osoczu (hamowanie
wydzielania glukozy przez watrobg, stymulacja utylizacji glukozy w tkankach obwodowych). Wptyw insuliny na podwzgorze jest
bilansowany przez inne hormony dziatajace na podwzgorze (glukagon, hormon wzrostu, kortyzol, epinefryna). Wydzielanie insuliny jest
kontrolowane gléwnie przez poziom glukozy w osoczu. Hiperglikemia prowadzi do wydzielania i znacznego wzrostu poziomu insuliny we
krwi krazacej. W kontroli wydzielania insuliny uczestnicza rowniez komorki ukladu nerwowego oraz inne czynniki metaboliczne
i hormonalne (aminokwasy, glukagon, hormon zotadkowo-jelitowy). Cukrzyca typu 1 (cukrzyca insulinozalezna, tzw. ,,mtodziefncza”) jest
spowodowana zniszczeniem komorek beta co prowadzi do catkowitego braku insuliny. W cukrzycy typu 2 (cukrzyca insulinoniezalezna,
tzw. “dorostych”) wazna rol¢ odgrywa oporno$¢ na insuling, jednak po kilku latach postgpu choroby moze wystapi¢ niewydolno§é¢ komorek
beta, prowadzac do wzglednej insulinopenii wymagajacej, w niektorych wypadkach, podawania insuliny. Insulinooporno$¢ zwigzana jest
z wysokimi stezeniami hormonu w krazeniu. Najczgstsza przyczyng insulinoopornosci jest otylo§¢. W réznych endokrynopatiach
(akromegalii, zespole Cushinga), podobnie jak w niektorych, rzadkich przypadkach defektow receptora insulinowego, lub wystepowaniem
przeciwciat anty-insulinowych moze wystapi¢ nietolerancja glukozy, lub nawet cukrzyca zwigzana z insulinoopornoscig. Wyniki oznaczenia
poziomow insuliny w osoczu s3 waznym parametrem w diagnostyce hipoglikemii. Poziomy insuliny sa wysokie w przypadkach insulinoma
(guza komorek beta). Czynnos$ciowa hipoglikemia po positku moze réwniez by¢ zwigzana z nieprawidlowym wydzielaniem insuliny
W odpowiedzi na podaz weglowodanow. Poziomy insuliny moga by¢ oznaczane albo na czczo, albo w testach dynamicznych :
a) testy stymulacji: po podaniu positku z duza zawartoécia weglowodanéw, test doustnego obcigzenia glukoza (OGTT), test po podaniu
argininy, tolbutamidu lub innych pochodnych sulfonylomocznika.
b) testy hamowania: na czczo, po podaniu somatostatyny

B. Zastosowanie kliniczne oznaczania pozioméw insuliny
Okreslenie rezerwy komorek beta w czasie testu tolerancji glukozy lub po positku o bogatej zawartosci weglowodanow, jako
wskazowka rozpoczgcia insulinoterapii;
Pomoc w réznicowaniu cukrzycy insulinozaleznej lub insulinoniezaleznej;
Charakteryzacja i obserwacja stanéw nietolerancji glukozy;
Rozpoznawanie i badanie przypadkéw insulinoopornoscei;
Rozpoznawanie wyspiaka (insulinoma) i innych przypadkéw hipoglikemii.



IV.  ZAGADNIENIA DOTYCZACE METODY

Oznaczenie DIAsource INS-IRMA jest metoda immunoradiometryczna, oparta
na separacji w oplaszczonych probowkach. Mabs 1 - przeciwciata
przechwytujace — sa umocowane do dolnej i wewngtrznej powierzchni
plastikowej probowki. Kalibratory lub probki, dodawane do probowek, beda na
poczatku wykazywaly niskie powinowactwo do Mabsl. Dodanie Mab2,
przeciwciata sygnatowego oznakowanego ¥ zakonczy etap i wyzwoli reakcje
immunologiczng. Po przeptukaniu, stopien radioaktywnosci zwigzanej z
probowka odzwierciedla st¢zenie antygenu. Stosowanie odmiennych Mab
pozwala na uniknigcie nadmiernej czuloéci, powszechnie wystepujacej w
dwustronnych oznaczeniach IRMA, podobnie jak konieczno$ci stosowania
wytrzasarki lub dlugiej inkubacji w temperaturze 37°C.

V. DOSTARCZONE ODCZYNNIKI

Odczynniki Zestaw 96 Zestaw Kolor Rekonstytucja
oznaczen 4x 96
oznaczen
Probowki 2x48 8x48 ciemno- | Gotowe do
H oplaszczone czerwony | zastosowania
przeciwciatami
anty-INS
(przeciwciata
monoklonalne)
1 fiolka 4 fiolek | czerwony | Gotowe do
Ab 1 55ml 55ml zastosowania

350 kBq 350 kBq

ZNACZNIK : Przeciwciata
(monoklonalne) anty-INS
oznakowane Jodem'? w
buforze HEPES zawierajacym
bydleca albuming surowicza,
azydek (0,1%), EDTA

i czerwony barwnik

1 fiolka 2 fiolek z0Mty Doda¢é 2 ml wody
CAL “ liofil. liofil. destylowanej
Kalibratory 0 w osocza
pochodzenia ludzkiego z
tymolem

CAL “ 5 fiolek 2x5 26lty | Dodaé 0,5 ml
liofil. fiolek wody
Kalibratory N = 1 - 5 liofil. destylowanej
w osocza pochodzenia
ludzkiego z tymolem
(doktadne wartosci na
etykietach fiolek)

|WASH | SOLN |CONC | 1 fiolka 4 fiolek brazowy | Rozciefczy¢ 70x

10 ml 10 ml woda destylowana
Roztwoér phuczacy (TRIS- (wykorzystac
HCl) mieszadto
magnetyczne).
2 fiolek 2x2 srebrny | Doda¢ 0,5 ml
covtrou | | i | foek wody
Kontrole 1 i 2 w osocza liofil. destylowanej

pochodzenia ludzkiego z
tymolem

Uwaga: 1. Do rozcienczen probek nalezy stosowac¢ kalibrator zerowy.
2. 1 plU preparatu kalibratora jest réwnowazne do 1 ulU WHO
66/304.

V1. MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

Ponizsze materialy s3 wymagane, ale nie sa dostarczone w zestawie:

1. Woda destylowana

2. Pipety do dostarczania objetosci: 50 ul, 500 ul, i 2 ml. (zaleca sig
stosowanie ~ wlasciwych pipet z jednorazowymi koncowkami
plastykowymi)

Mieszadto wirowe

Mieszadto magnetyczne

Strzykawka automatyczna o obj¢tosci 5 ml (rodzaj Cornwall) do ptukania
Uktad do aspiracji (opcjonalnie)

Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma odpowiedni do
pomiaru I (minimalny uzysk 70%).

Nookrw

VII. PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

A. Kalibratory: Rekonstytuowaé kalibrator 0 przy pomocy 2 ml wody
destylowanej a inne kalibratory przy pomocy 0,5 ml wody destylowanej.

B. Kontrole: Kontrole nalezy rekonstytuowaé przy pomocy 0,5 ml wody
destylowanej.
C. Roboczy roztwor pluczacy: Wiasciwa objetos¢ roboczego roztworu

pluczacego nalezy przygotowaé dodajac 69 objetosci wody destylowane;j
do 1 objetosci roztworu ptuczacego (70x). Do homogenizacji nalezy
wykorzysta¢ mieszadlo magnetyczne. Niewykorzystany roboczy roztwor
pluczacy nalezy wyla¢ pod koniec dnia.

VIIl. PRZECHOWYWANIE I DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

- Przed otwarciem lub rekonstytucja wszystkie skladniki zestawu
zachowuja trwato$¢ do daty waznos$ci przedstawionej na etykiecie, jezeli
s przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C.

- Po rozpuszczeniu, kalibratory i kontrole zachowuja stabilno$¢ przez 3 dni
w temperaturze od 2 do 8°C. W razie koniecznosci dtuzszego
przechowywania, niewielkie objgtosci powinny by¢ przechowywane
w temperaturze —20°C dla maksymalnie 3 miesiace.

- Swiezo przygotowany roboczy roztwor pluczacy powinien byé
wykorzystany w tym samym dniu.

- Po jego pierwszym zastosowaniu, znacznik izotopowy zachowuje
trwatos¢ do podanej daty waznosci jezeli jest przechowywany
W oryginalnej, dobrze zamknigtej fiolce w temperaturze od 2 do 8°C.

- Zmiany w wygladzie fizycznym odczynnikéw w zestawie moga
wskazywac na ich niestabilnos¢ lub zuzycie.

IX.  POBIERANIE I PRZYGOTOWANIE MATERIALU DO BADANIA

- Prébki surowicy musza by¢ przechowywane w temperaturze
2-8°C.

- Jezeli oznaczenie nie jest wykonywane w ciagu 24 godzin, zaleca si¢
przechowywanie w temperaturze -20°C.

- Unika¢ powtarzanych cykli zamrazania i rozmrazania.

- Nie wolno wykorzystywac probek shemolizowanych.

X. PROCEDURA

A Uwagi dotyczace obshugi
Nie wolno wykorzystywaé skladnikoéw zestawu po uptynigciu daty
wazno$ci. Nie wolno miesza¢ materialtdéw pochodzacych z roéznych serii
zestawdw. Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki powinny
osiggnac¢ temperatur¢ pokojowa.
Wszystkie odczynniki i probki nalezy doktadnie wymiesza¢ przez
delikatne potrzasanie lub obracanie. Aby uniknaé zanieczyszczenia
krzyzowego do dodawania poszczegdlnych odczynnikow i probek nalezy
wykorzystywac czyste, jednorazowe koncowki pipet.
Pipety wysokiej precyzji lub pipety automatyczne poprawiaja precyzj¢
wykonania oznaczenia. Przestrzega¢ czaséw inkubacji.
Przygotowa¢ krzywa kalibracyjna dla kazdego cyklu pomiarowego, nie
wolno wykorzystywaé danych z poprzednich oznaczen.

B. Procedura

1. Dla kazdego kalibratora, probki i kontroli nalezy oznaczy¢ optaszczone
probowki w badaniach podwdjnych. W celu okreslenia catkowitych
zliczen nalezy oznaczy¢ 2 zwykle probowki.

2. Szybko wymiesza¢ wirujac: kalibratory, probki i kontrole, i dozowaé po
50 ul kazdej substancji do odpowiednich probowek.

3. Dozowa¢ 50 pl znacznika do kazdej probowki.

4. Delikatnie potrzasa¢ (recznie) stojak z probowkami, aby uwolnié
wszelkie, uwiezione pecherzyki powietrza.

5. Inkubowa¢ przez 120 minut w temperaturze pokojowe;j.

6. Aspirowac¢ (lub odla¢) zawartosé¢ kazdej probowki (z wyjatkiem probéwek
do catkowitego zliczania). Aby usuna¢ caty plyn nalezy upewnic sig, ze
plastikowa koncoéwka aspiratora osiagneta dno optaszczonej probowki.

7. Przeptukaé probowki przy pomocy 2 ml roboczego roztworu pluczacego
(z wyjatkiem proboéwek do catkowitego zliczania). W trakcie dodawania
roboczego roztworu pluczacego nalezy unika¢ wytwarzania piany.

8. Aspirowac¢ (lub odlac¢) zawarto$¢ kazdej probowki (z wyjatkiem probowek
do catkowitego zliczania).
9. Ponownie przeptuka¢ probéwki przy pomocy 2 ml roztworu phluczacego

(z wyjatkiem probowek do catkowitego zliczania) i aspirowaé (lub odlag).
10.  Po ostatnim ptukaniu, pozostawi¢ probowki w pozycji stojacej do gory na
dwie minuty i aspirowac pozostate krople ptynu.
11.  Zlicza¢ probowki w liczniku gamma przez 60 sekund.



XL

XII.

OBLICZANIE WYNIKOW

Obliczy¢ srednig oznaczen podwdjnych.

Na papierze milimetrowym lub w kratke¢ wykresli¢ c.p.m. (rzgdna) dla
kazdego kalibratora wobec odpowiadajacego stgzenia INS (odcigta) oraz
wykreslic krzywa kalibracji przez punkty kalibratora, odrzucajac
oczywiste wartosci odbiegajace od linii sSrodkowe;.

Odczyta¢ stezenie dla kazdej kontroli i probki przez naniesienie na krzywa
kalibracyjna.

Redukcja danych przy pomocy komputera pozwoli uprosci¢ te obliczenia.
Jezeli ma by¢ zastosowane automatyczne przetwarzanie wynikow, zaleca
si¢ dopasowanie krzywej logistycznej 4 parametrowe;j.

PRZYKEAD DANYCH TYPOWYCH

Ponizsze dane sa przedstawione wylacznie w celach przykladowych i nie
powinny by¢ nigdy stosowane zamiast rzeczywistych krzywych kalibracyjnych.

INS-IRMA cpm B/T
(%)
129481 100
Zliczanie catkowite

Kalibrator 0,0 plU/ml 197 0,15
5,7 WlU/ml 529 0,41
13,5 plU/ml 1277 0,99
46,0 plU/ml 4796 3,70
144,0 piU/ml 16436 12,69
440,0 ulU/ml 44090 34,05

XIHI.

A.

DZIALANIE I OGRANICZENIA

Granica wykrywania

Dwadziescia kalibratorow zerowych oznaczano wraz z zestawem innych
kalibratorow. Granica wykrywania, zdefiniowana jako odmienne stgzenie
dwoch odchylen standardowych powyzej przecigtnej wartosci zliczania
przy wiazaniu zerowym ksztattowata si¢ na poziomie 1 nIU/ml.

Swoistos¢

Dodawano hormony reagujace krzyzowo do kalibratora o wysokim poziomie
(100 puIU/ml lub 4 ng/ml). Oznaczano przyblizona odpowiedz INS .

Jak przedstawiono, insuliny zwierzgce (z wyjatkiem insuliny szczurzej)
reaguja krzyzowo, podczas gdy proinsuliny ludzkie, wieprzowe i wotowe
nie przejawiajg reakcji krzyzowe;.

Dodany analit do surowicy Teoretyczne Obserwowane Reakcja
0 wysokim poziomie warto$ci INS warto$ci INS krzyzowa
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Insulina wieprzowa 8 ng/ml 4,2 17,4 > 100
Insulina bydlgca 8 ng/ml 3,8 17,8 > 100
Insulina psia 16 ng/ml 42 17,2 81
Insulina krélicza 16 ng/ml 42 14,1 62
Insulina szczurza 16 ng/ml 3,8 3,7 0,6
Proinsulina ludzka 32 ng/ml 43 4,4 0,3
Proinsulina wieprzowa 16 ng/ml 43 47 25
Proinsulina wolowa 16 ng/ml 43 4.4 0,6

C. Precyzja
W SERII POMIEDZY SERIAMI
Surowica N X+S.D. CcVv Surowica N X+£S.D. cv
(RIU/mI) % (Iuml) | %
A 10 6,6 +0,1 2.1 A 20 144+0,9 6,5
B 10 | 533+08 | 15 B 20 | 100,4+6,1 | 61

SD Odchylenie standardowe; CV: Wspotczynnik zmiennosci

D. Dokladnos¢
BADANIE ODZYSKU
Probka INS dodana INS odzyskany Odzysk
(nIU/ml) (uIU/ml) (%)
Surowica 1 245.0 264 107.8
Surowica 2 76 735 96.7
Surowica 3 245 24.4 99.6
Surowica 4 6.75 6.5 96.3
BADANIE ROZCIENCZENIA
Probka Rozcienczenie Stez. teoretyczne Stez. zmierzone
(uIU/mI) (nIU/ml)
Surowica 1 11 _ 101
12 50.5 46
1/4 253 21
1/8 12.6 11
1/16 6.3 6.2
Surowica 2 1/1 - 328
12 164 152
1/4 82 76
1/8 41 36
1/16 20.5 18
Probki zostaly rozcienczone przy pomocy kalibrator zerowy
E. Opoznienie  pomiedzy  oznaczeniem  ostatniego  kalibratora
i dozowaniem probki
Jak wykazano, wyniki pomiaru pozostaja dokladne nawet wowczas, gdy
od momentu dodania kalibratora do optaszczonych probowek mingto
30 minut.
OPOZNIENIE
0" (IU/mI) 30" (LIU/mI)
Surowica 1 8 7
Surowica 2 16 17
Surowica 3 37 42
Surowica 4 81 82
F.  Efekt hook'a

Probka nasycona INS o stezeniu do 125000 uIU/ml daje wyzsze warto$ci
zliczen niz ostatni punkt kalibracyjny.

XIV. OGRANICZENIA

XV.

Prébki od pacjentdw, ktérzy w celach diagnostycznych Ilub
terapeutycznych otrzymywali preparaty z mysich przeciwciat
monoklonalnych, moga zawiera¢ ludzkie przeciwciata anty-mysie
(HAMA). Probki takie, oznaczane z uzyciem zestawOw testowych
wykorzystujacych mysie przeciwciata monoklonalne, moga wykazywac
wartosci fatszywie zawyzone lub zanizone.

Tego samego typu interferencje w oznaczeniach immunologicznych

moga by¢ spowodowane obecnos$cia przeciwcial heterofilnych,
czynnikéw reumatoidalnych i (lub) AIA (przeciwcial przeciwko
insulinie).

Jezeli wyniki nie sa zgodne z obserwacjami klinicznymi, przed
postawieniem rozpoznania powinny by¢ uzyskane dodatkowe
informacje.

WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

Jezeli wyniki uzyskane dla kontroli 1 i/lub 2 nie znajduja si¢ w zakresie
okreslonym na etykiecie fiolki, wyniki nie moga zosta¢ wykorzystane
dopoki nie uda si¢ znalez¢ whasciwego wyjasnienia tego odchylenia.

Jezeli to konieczne, kazde laboratorium moze wykona¢ wiasne probki
zbiorcze w celach kontrolnych, ktére powinny by¢ zamrozone w matych
objetosciach. Nie wolno zamraza¢ i rozmraza¢ wigcej niz dwukrotnie. Nie
wolno rozmraza¢ i zamraza¢ cz¢sciej niz dwukrotnie.



- Dopuszczalne kryteria dotyczace roéznicy pomigdzy wynikami oznaczen
podwdjnych prébek powinny by¢ zgodne z zasadami prawidlowej pracy w
laboratorium.

XVI. ZAKRESY REFERENCYJNE

Zakres pozioméw insuliny u 55 0s6b o normalnej tolerancji na test glukozy
podawanej doustnie wyniost 4 do 16 pIU/ml.

Wartosci te sa podane jedynie dla orientacji; kazde laboratorium powinno
opracowac swoje wiasne zakresy wartosci prawidtowych.

XVII. SRODKI OSTROZNOSCI I OSTRZEZENIA

Bezpieczenstwo

Tylko do diagnostyki in vitro.

Zestaw zawiera ¥l (Okres polowicznego rozpadu: 60 dni), emitujacy
promieniowanie jonizujace X (28 keV) i y (35,5 keV).

Ten produkt radioaktywny moze by¢ transportowany i wykorzystany wytaczne
przez osoby autoryzowane; zakup, przechowywanie, stosowanie i wymiana
produktow radioaktywnych podlega regulacjom prawnym kraju uzytkownika
koncowego. W zadnym wypadku produkt nie moze by¢ podawany ludziom lub
zwierzgtom.

Obstuga materiatlow radioaktywnych powinno by¢ przeprowadzana w miejscach
do tego przeznaczonych, z dala od miejsc ogdlnej uzytecznosci. W laboratorium
musi by¢ przechowywany rejestr przyje¢ i przechowywania materialow
radioaktywnych. Wyposazenie laboratorium oraz szkto, ktére moze by¢ skazone
substancjami radioaktywnymi powinno by¢ oddzielone w celu uniknigcia
krzyzowego zanieczyszczenia roznych radioizotopow.

Wszelkie plamy z substancji radioaktywnych musza by¢ natychmiast
oczyszczone  zgodnie z  procedurami  dotyczacymi  bezpieczenstwa
radiologicznego. Odpady radioaktywne musza by¢ usuwane zgodnie
Z miejscowymi przepisami i ogoélnie przyjetymi wytycznymi obowiazujacymi
w laboratorium.  Przestrzeganie  podstawowych  zasad  bezpieczefistwa
radiologicznego zapewnia wystarczajace zabezpieczenie.

Sktadniki zawierajace ludzka krew, dostarczone w zestawie, zostaty przebadane
metodami zaaprobowanymi przez instytucje europejskie i/lub FDA. Stwierdzono,
Ze nie zawierajg one HbsAg, przeciwcial anty-HCV, anty-HIV-1 i 2. Zadna ze
znanych metod nie moze da¢ catkowitej pewnosci ze materialy pochodzenia
ludzkiego nie przeniosa czynnikow zakaznych wirusowego zapalenia watroby,
AIDS i innych. Dlatego postgpowanie z odczynnikami i prébkami surowicy lub
osocza powinno by¢ zgodne z miejscowymi procedurami dotyczacymi
bezpieczenstwa.

Produkty pochodzenia zwierzgcego byly pobierane od zdrowych zwierzat.
Sktadniki bydlgce pochodza z krajow, w ktorych nie odnotowano wystgpowania
BSE. Pomimo to, sktadniki zawierajace substancje pochodzenia zwierz¢cego
powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.

Unika¢ kontaktu skory z odczynnikami (zawieraja azydek sodowy jako $rodek
konserwujacy). Azydek znajdujacy si¢ w zestawie moze reagowaé z miedzia
i olowiem w ukladzie kanalizacyjnym tworzac zwiazki o wiasciwosciach
wybuchowych. W czasie ptukania odprowadzany ptyn nalezy ptuka¢ duzymi
objetosciami wody, aby zapobiec kumulacji azydkow.

Nie wolno pali¢, spozywac napojow ani pokarméw, badz uzywaé kosmetykow w
miejscu pracy. Nie pipetowa¢ ustami. Zaktada¢ ubranie ochronne i r¢kawiczki
jednorazowe.
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XIX. PODSUMOWANIE PROTOKOLU

CALKOWITA KALIBRATORY PROBKA( 1)
LICZBA
ZLICZEN
ml ml ml
Kalibratory (0-5) - 0,05 B
Prébki - - 0,05
Znacznik izotopowy 0,05 0,05 0,05
Inkubacja 120 minut w temperaturze pokojowej
Rozdzielenie - aspiracja (lub odlewanie)
Roztwor pluczacy - i
Rozdzielenie - aspiracja (lub odlewanie)
Roztwor pluczacy - )
Rozdzielenie - aspiracja (lub odlewanie)
Zliczanie Zliczanie probowek przez 60 sekund
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c € IIpoyereTe Heusi NPOTOKOJI NpeaH ynorpeda

INS-IRMA

l. YIIOTPEB A

VmyHopaaroMeTpruueH Habop 3a KOJIMYECTBEHU U3MepBaHus iN Vitro ua yoseruku udcyud (INS) B cepym.

1. OB1lIA HHDOPMALIUA

A. TatenroBano ume: DIAsource INS-IRMA Kit

B. Karayio:xxen Homep: KIP1251: 96 tecta
KIP1254: 4 x 96 Tecta

C. Tpousseneno ot: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

3a TexHHYECKAa MOMONI HJIM MOPbYKA:
Teu.: +32 (0)10 84.99.11 dakc: +32 (0)10 84.99.91

Il. KIHHHUYEH IIPETJIE]]

A. buonozuuna akmuenocm na UHCYIUHA

VHCYIMHBT € HNOJIMIENTHACH XOPMOH ¢ MOJIeKyJHO Terso 5800, koifTo ce cexpernpa oT OeTa KJIETKHTe Ha JIaHrepXaHCOBHTE
OCTPOBHU Ha MaHkpeaca. IHCYJIMHBT UMa IIUPOK KPbr OT Ouonornynu edexru. Toil cTUMYJIMpa YCBOSIBAHETO Ha IJIFOKO3aTa OT
KJICTKUTE, OKHCJIEHHETO Ha IJIIOKO03aTa, IVIMKOI'eHe3ara, JIMIOoreHe3aTa, nporeuHorenesara u ¢opmupanero Ha JJHK u PHK.
WHCcynuHBT Urpae KIII040Ba POJis B PETYJIMPAHETO HA TIa3MEHHWTE HUBA Ha IUIIOK03aTa (MOTHCKAHE Ha YE€PHOAPOHATA MPOILYKIIHs
U CTUMyJIMpaHe Ha mepud)epHOTO ycBosiBaHe Ha IUIOKo3ara). Ha mocnepBamnre XUMOrIMKEMHYHH e)eKTH HAa MHCYJIMHA Ce
HPOTHUBOIIOCTABST XOPMOHH C XHIIEpriMKeMiueH eekt (IIIOKAroH, pacTeKeH XOPMOH, KOPTH30JI, aJpeHannH). MHcymHoBaTa
CeKpelHs ce KOHTPOJIMPa OCHOBHO OT HMBAaTa Ha IUIa3MEHaTa TIIFOK03a: XHMIIEPIIINKEMHUATa HHAYINPa Obp30 M CUTHU(HKAHTHO
HapacTBaHe HA MHCYJIHHOBHTE HHBA B KPBbBOOOpalleHueTo. BIHAHNETO Ha HEpBHATA CUCTEMa, KAKTO M y4aCTUETO Ha Pa3IuyHU
MeTa0OJMTHH ¥ XOPMOHAIHH (paKTOpH (aMHHOKHMCENHHH, TIIOKAaroH, raCTPOMHTECTHHAIHH XOPMOHH) OKa3BaT KOHTPOJ BBPXY
WHCYJIMHOBaTa ceKpenus. 3axapHuAT quaber Tum | (MHCYIMHO-3aBHCHM THIT: “FOBEHMIICH”) ce JBDKM Ha pa3pyliaBaHe Ha Oera
KJIETKMTE C TIOCIE/BAllA MbjHa yunca Ha udcynuH. [Ipu tun || (HeMHCYNTMHO-3aBHCHM THIT: “‘C HAYyalo B 3psiia Bb3pact’),
MHCYJIHHOBAaTa PE3UCTEHTHOCT BEPOATHO HIpae BakKHa POJIs, HO HE3aBUCHMO OT TOBA, CJie]] HAKOJIKO FOJMHU HA €BOJIOIUS MOXeE
Jla HaCTBITH HEJOCTaThYHOCT Ha OeTa KJIETKHUTE, KOATO Ja JIOBE/e 10 OTHOCHTETHA MHCYIMHOTICHHS, M3UCKBAIA B HAKOU CITydan
TIPHIIOKEHNETO Ha MHCYIMH. MHCy/IMHOBaTa pEe3NCTEHTHOCT € CBBbP3aHA C BHCOKM HHMBAa Ha XOPMOHA B KPBbBOOOpAIIEHHETO.
WucynuHoBaTa pPE3UCTEHTHOCT C€ Cpella Haii-4ecTo MNpH 3aTIbCTABaHE. Pa3znuuHuTe €HIOKPHHOJIOTUYHU 3a00JIABaHUS
(axpomeranus, ciHApoM Ha KbIIMHT) KakTo U peJIKuTe Citydan Ha Je(eKTH Ha PENenTopa 3a HHCYJIMH WM HalM4due Ha aHTUTeNa
Cpellly MHCYIMHOBHS PEIENTOp Ca CBbP3aHM C HapyIIEH TIIFOKO3€H TOJNEPAHC MM JOPU ¢ AMaleT, AbJDKAIl ce Ha MHCYJIHHOBA
pesucteHTHOCT. OmpeneNsiHETO Ha IUIa3MEHMTE HMBAa Ha HHCYIHHA € BaXKeH MOKas3aTel 3a [JUarHOCTUIMpaHe Ha
XHTIOTTIMKEMUsTa. MIHCYTMHOBUTE HMBA ca BHCOKH B CIIydaWTe Ha WHCYJIMHOM (Tymop Ha Oera kiertkute). DyHKIMOHATHATA
TIOCTIIPaH/IAIHA XHUIIOTJIMKEMHSI MOXE CBIIO Ja Objle CBBp3aHa KaKTO C HEMPABHIHO OT/ENSAHE Ha WHCYNHHA, Taka M C
HENPABUIIHO YCBOSIBAHE Ha BBINIEXUApaTHTE. VIHCYIMHOBHTE HUBA C€ OMPEAENAT WM Ha INIaJHO, WIH 110 BpeMe Ha AUHAMUYEH
TECT:

a)  CTHMYyJAIMOHEH TecT : Gorata Ha BBIVIEXHMAPATH XpaHa , OpalieH IIoKo30 TonepanteH tect (OI'TT), undy3us Ha aprHHUH,
HpHeM Ha TONOYTaMUJ] WX APYTO CyI(OHUITYPEIHO CPEACTBO.

b)  Tecrt c motuckane : rmagyBane, nHMY3HUSI HA COMATOCTATHH.

B. Knunuuno RPUTIONHCECHUE na onpedenanemo HueAmMa na ULCYIUNA

OmpenensiHe Ha pe3epBa OT OeTa KJIETKH 0 BpeMe Ha OpaTHHS TIIFOKO30 TOJISPAHTEH TECT WIIM ClIe] NpHeM Ha OoraTa Ha
BBIIIEXUPATU XPaHa KaTo HACOKA 32 Bh3CTAHOBSIBAHE HAa HHCYIHHOBATA TEPAIIHS,

JlonpuHacs 3a ANATHOCTUIUPAHETO Ha MHCYJIHHO3aBUCHM U HEUHCYJIMHO3aBUCHUM JHA0ET;

XapakTepusupaHe M Ipocie/IsIBaHe Ha ChCTOSHUATA Ha HAapYILEH IIIOKO3EH TOJIEPAHC;

JluarHocTHIpane U U3CIEABaHE Ha CITy4auTe Ha HHCYIHHOBA PE3UCTCHTHOCT;

JluarHocTuypane Ha HHCYJIHHOM H APYTH CITy4ad Ha XHIOTJIUKEMHUS.



\V. ITPHHIIUIIH HA METO/]A

DIAsource INS-IRMA ¢ uMyHOpaIMOMETpHYHO H3ClIeBaHe Ha 0aza Ha
cemapanus Ha MOKpuTH enpysetku. Mabsl (MoHOKIOHaIHK aHTHTENA 1), KOUTO
ca NpPUXBALIAIM aHTHTENA, Ca PA3MOJOXCHH [0 [OJHATa ¥ BBTPELIHATA
MOBBPXHOCT Ha IIacTMacoBata enpyserka. Kanubparopure win npodure, KOUTO
ce 100aBAT KbM EIPYBETKUTE OTHAYajo Mokassar ciab adunuter kbM Mabsl.
Jo6assneto na Mabs2, kouTo ca CHMrHaiHM aHTUTeNa, Mapkupanud c %,
3aBBPIIBAT CHUCTEMaTa M IIyCKaT B XOJ HMyHolormyHara peakuus. Cien
HM3MUBAHE OCTaThYHATA PAJAMOAKTUBHOCT, CBBP3aHAa C EIpyBETKATa, OTpa3siBa
aHTHUreHHata KoHueHTtpauws. [locpencTBom ymorpebara Ha HSKOJNKO OTACITHH
Mabs ce u36srBa CBpbX4yBCTBUTENHOCTTA, XapakTepHa 3a aBydacroBata IRMA,
KaKTO M HEOOXOJAMMOCTTAa OT ypel 3a pasKialllaHe WIM WHKyOaumus IpH
temneparypa 37°C.

V. H3IOJI3BAHU PEATEHTH

PearenTu Kouauuec Koamuec IBeTen Ipurorpsine
TBO TBO KO
96 Tecta 4x96
TecTa
EnpyseTku, NoKpuTH ¢ 2x48 8x48 I'oToB 32
U antu-INS TBMHO ynorpe6a
(MOHOKIIOHATHI 4epPBCHO
AHTHUTEIA)
1 naxon 4
Ab 1251 55ml ¢iakona YepBeH ToroB 3a
350 kBq 5.5ml ynorpeba
4 x 350
MPOCJIEJSIBALLIO kBq
BEIIECTBO: ®iiox
HaroBapeHute anTu-INS
(MOHOKIIOHAJIHU aHTHTEIA)
anrutena B HEPES Gydep
CBhC CBKHCKHU CEpyMEH
anbymus, azuj (<0.1%),
EDTA u uHepTHa yepBeHa
Gost
1 dnaxon 2 JobaBere 2
CAL 0
THOGUIH (akona KBIT ml
3UpaH moduim JeCTUINpaHa
Hynes kannGpaTop B SHpaHi BoAa
YOBEIIKA [LIa3Ma M THMOJ
5 2x5 Jlo6asere 0.5
CAL N ¢nakoHa (akona HKBIT ml
nnoduiu nodun JleCTHINpaHa
Kanu6parop N=1 105 3HUpaHH 3HpaHu BOJIA
(BMXK TOYHHTE CTOMHOCTH
Ha eTHKeTa Ha (JIaKOHHUTE) B
YOBEIIKA [L1a3Ma M THMOI
1 dnaxon 4 Paspenere
10 ml ¢raxona kadsB 70x ¢
WASH | SOLN | CONC 10 ml JIeCTHIINpaHa
BOJA
W3mmBamy pasreop (TRIS- (znonzsatire
HCI) MarHuTeH
cerniaparop)
2 2x2 Jlobasere 0.5
| CONTROL | N ‘ ¢nakoma | dQmakoma | cpeGbpen | ml
nnodunu nodunm JleCTHINpaHa
KonTponu 1 1 2 B yoBemka 3UpaHu 3UpaHu BO/a
I1a3Ma C TUMOI

3abenexka: 1. M3nomnsgaiite HyneBns KanuOpaTop 3a paspex/jaHe Ha mpobara.
2.1 plU or kanubpupanus npenapar e keuBajienter Ha 1 HlU ot
WHO 66/304.

V1. CPEJ/ICTBA, KOHTO HE CE OCHI'YPABAT

CrnenHuTe MaTepHany ca He0OXOAUMH, HO HE Ce OCHTYpsIBaT B Habopa:

1.  Jecrunmpana Bojaa

2. Twunern or: 50 pl, 500 pl u 2 ml (mpenopruBa ce H3MON3BaHETO Ha
TIPE3HHU MUIETH C HaKpaiHKIIM 33 eTHOKpaTHA yrnoTpeba ).

3aBUXpsIL] CMECUTEI

MarnureH cenaparop

5 ml aBromariuna cipunioka (tun Cornwall) 3a u3amuBane
AcnuparmonHa cucrema (1o u300op).

Besxakbe ramMa Gpostd, KOHTO MOXKE J1a U3MEpH YIIOTPEOSHOTO KOJIUYECTBO
15| (Munumanen kanauutet ot 70%)

Nookw
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10.

. IIPUT'OTBAHE HA PEAI'EHTA

Kamu6paropn: PexoHcrutympaiite HyneBus Kamubpatop ¢ 2 ml
JIeCTUIIMpaHa BoJa, a Apyrus kaamoparop — ¢ 0.5 ml necrunpana Boaa.
Konrtposu: PexoncTurynpaiite kourpoiute ¢ 0.5 ml necrunupana Boza.
Pa6oTten m3muBaim pasrBop: Ilogrorsere amexBaTeH 00eM OT pabOTHUA
W3MHUBAIL Pa3TBOp upe3 A00aBsiHeTO Ha 69 obema IecTUinpaHa Boja KbM |
obeM oT m3MuBanys pasTBop (70X). M3nom3BaiiTe MarHuTeH cemaparop, 3a
Ia XoMoreHmsupaTe. M3xBbpreTe HEyNOTpeOEHOTO KOJNMYECTBO OT
pabOTHMS M3MUBAIL PA3TBOP B Kpas Ha JEHs.

CBXPAHEHHE U CPOK HA I'OJJHOCT HA PEATEHTHTE

Bcuyky KOMIOHEHTH Ha KUTa ca CTAaOWIIHU JI0 JaTaTa Ha CPOKa Ha TOAHOCT,
IIOCOYEH Ha OINAKOBKaTa, IIPU TeMIeparypa Ha cbxpanenue ot 2 °C no 8°C
Ipey OTBapsIHE WIH PeKOHCTUTYHPAHE.

Cren pekOHCTHTYHpaHe, KaIHOpaTopuTe M KOHTPOIUTE ca CTAOMIHH 3a
cpok oT 3 nHuM npu Ttemmepatypu 2-8°C. 3a mO-IBIACM NEPUOIM Ha
ChbXpaHeHHe TpsOBa Jia ce IPUTOTBAT PaBHU YaCTH M Ja CE ChXpaHsABaT IIPH
temnepatypa —20°C 3a MakcumyM 3 Mecera.

[psicio mnpurorBeHuss PaGoreH wu3MMBall pa3TBop TpsiOBa jga Oble
U3II03BAH CHIYS JICH.

Crnen mbpBaTa ymoTpeba, Tpelicepa € CTaOWJIeH [0 H3THYAaHE CpOKa Ha
TOJIHOCT, aKO C€ ChXpaHsABa B OPUTMHAIHMS JOOpe 3aTBOpPEH (MIAKOH IpH
Temmnepatypu 2-8°C.

Ilpomenn BBB (U3MUYECKHS BHA Ha peareHTUTe Ha KHTa WHIUIMPAT
HECTaOMITHOCT MITH HETOJJHOCT.

CBbBUPAHE HA IIPOBHTE H OBPAFOTKA

CepymbT TpsiOBa [a ce ChXpaHsBat npu temmeparypu 2-8°C.

AKO TecTBT He Ce HalpaBH B paMKuTe Ha 24 daca, ce IIpernopbyuBa
ChXpaHeHue 1pu remrnepatypa -20°C.

N36srBaiiTe mocneaBamy MUK HAa 3aMpa3sBaHe-Pa3Mpa3sBaHe.

He n3nomn3Baiite xemonu3upaHu npooH.

IIPOLIE/TYPA

O0mmu OeJeskKn

He wn3nonsBaiite kxuTa WiIM KOMIIOHEHTHUTE My CJIe]] JaraTa Ha H3THYaHE
cpoka Ha rogHocT. He cMecBaiiTe MaTepuaiy OT pa3iIM4HU NapTHAN KHTOBE.
IIpenu ynotpeba octaBeTe BCHYKM pEareHTH Ha CTaiiHa TeMieparypa.
BrumarenHo cMecBaliTe BCHYKM peareHTH ¢ TNIpoOHTEe dYpe3 HEXHO
pakialiaHe MIM BBbPTEIMBO pa3MecBaHe. 3a Ja M30erHeTe KpbCTOCAHA
KOHTaMMHAIMs, M3I0JI3BaliTe YMCT NHUIECTEH HAaKpaWHUK 3a CIHOKpaTHA
ynotpeba 3a 100aBsSHETO Ha BCEKH PeareHT KbM ChOTBETHATA MMpoda.
Bucoko mnpenusMpaHdTe MHIETH WIM ABTOMATHYHUTE IHIETH OuXa
nojo6puu ToyHoctTa. ChroOpassiBaiiTe ce ¢ BpeMETO 3a MHKYOaIusl.
IMToxrorBere kaIMOpanMoOHHA KPHBa 3a BCSIKO M3MEpBaHEe M HE W3IIOJI3BaiiTe
JJAHHH OT MPE/UIIHA U3MEPBaHUS.

IIpouenypa

Osnavere JBe MO JBEe MOKPHTUTE EHNPYBETKH 3a BCEKM Kaaumbparop,
KOHTpOJa U npoba. 3a onpenesnsHe Ha oduwms Opoit umiyiicu, obo3Havere 2
HOPMAJIHH E€NPYBETKH.

PaskiaTere 3a kpaTko BpeMe KaumOpaTopHTe, KOHTPOIHTE M MPOOHTE U
pasmpezernere o 50 Pl OT BCSKO B CHOTBETHHTE CLIPYBETKH.

Pasnpenenere mo 50 pl or mpociensBamoTo BEIIECTBO BBB BCSKA
eTpyBeTKa.

PasTbpceTe HEXHO € phKa CTOMKaTa C eMpyBETKMTE, 3a Ja OCBOOOAHWTE
HAKOE OCTaThYHO BB3/IyIIHO MEXypHe.

Nnkybupaiite 3a 2 gaca npu cTaifHa TemrmepaTypa.

Acnupupaiite (1M TpeneiTe) ChAbPKAHUETO Ha BCSKA enpyBeTKa (OCBEH
eNpYBETKUTE 3a ONpeselsHe Ha oOmms Opoi mMmyicu). YBepere ce, 4e
MJIACTMACOBHMAT Kpai Ha acmuparopa JOCTUTa JBHOTO HAa MOKpUTaTa
eNpyBETKa, 3a JIa MOXKe J1a OTCTPaHH LsJIaTa TEIHOCT.

M3mnakuere enpysetkure ¢ 2 ml or M3muBaums pastBop (ocBeH
eNPYBETKHTE 3a ONpeAeNsHe Ha oOumms Opoll wmmmyincu). U30srBaiite
MONTy4aBaHETO Ha TIHA 10 BpeMe Ha J00aBsiHETO Ha PaboTHUA M3MHBAIL
pasTBOp.

Acnmpupaiite (MM TIpeneiTe) ChabPKAHUETO Ha BCSKA ENpyBETKA (OCBEH
EMPYBETKUTE 32 ONPEIEIHE Ha OOIINsT OPOil HMITYIICH).

M3mnakHeTe oTHOBO enpyBetkute ¢ 2 Ml or M3muBainust pasrBop (0cBeH
eTpYBETKNTE 3a ONpe/ielsHe Ha 0oOmMs Opoi MMITYJIICH) M acrupupaiite
(unm npeneiite).

Crnei TOCNEIHOTO M3IUIaKBAaHE, OCTABETE CHPYBETKHUTE JIa CTOST OOBPHATH
Harope 3a IB¢ MUHYTHU U aClUPUPANTEe OCTAHAIHUTE KAITYUIIH OT TEYHOCTTA.



11. Oruerere enpyBeTKUTE B ramMa Opostd 3a 60 CeKyHIH.

X1l. H3YUCIABAHE HA PE3YJITATHTE

1. W3uucnere CpE€AHOTO AapUTMETUYHO Ha PE3YJITATUTE, MOJYUCHH OT ABE IO

JIBE ENPYBETKUTE.

Ha nonynorapuTMuyHa WM JMHEWHA Auarpama BbpXy rpadudHa xapTus
HaHeceTe (Ha OpAHMHATaTa) OpOAT Ha MHHYTA 3a BCEKH KainuOpaTop (oOmg
Opoil wWMImylIcH B MHUHYTa) cHopsMo (Ha abcmucaTa) CBHOTBETHATa
koHueHtpauust Ha INS u HauepraiiTe KaaMOpalMOHHA KpHBa mpe3
KanuOpanMOHHHUTE TOYKH KaTO HE BKIIIOUBATE TOUKHUTE, KOUTO OUESBUIIHO HE
TIPUHAUIEKAT KbM Ta3H KpHBa.

Ilpouerere KOHLEHTpaUMUTE 3a BCAKA KOHTPOIA
HHTEPIIOINpPaHe BEPXY KalHOpaIliOHHATa KPHBA.

Te3n u3UHCICHUS MOTaT Ja ce YJECHAT Upe3 acHCTHPAHO pelylpaHe Ha
JAHHUTE MOCPEJCTBOM KOMIIIOTBD. AKO C€ H3I0J3Ba aBTOMAaTHYHA
00paboTka Ha pe3yNTaTUTe, Ce IPeropbuBa NPIIaraHeTo Ha 4-apaMeTpoBa
JOTHUCTHYHA (YHKIMOHATHA KPHUBA.

u nupoba uype3

XW. XAPAKTEPHH JIAHHH

IlaHHI/ITe, H3JIOKEHU MO-A0Jy Ca CaMO 3a WIKOCTpalus U HUKOra HE OuBa Ja ce
U3M0JI3BAaT BMECTO HCTHHCKaTa KaJ'H/I6p3.I_II/IOHHﬁ KpuBa.

D. TouHocr
BBH3CTAHOBUTEJIEH TECT
Ipoba Jo6aBen INS Bb3cTaHOBeH Bb3cTaHoBsiBaHe
(nIU/ml) INS (%)
(nIU/ml)
Cepym 1 245.0 107.8
Cepym 2 76 735 96.7
Cepym 3 245 24.4 99.6
Cepym 4 6.75 96.3
TECT C PA3PEX/JIAHE
IIpo6a Paszpexnane Teoperuuna H3mepena
KOHIEHTPANHUS KOHIEHTPAIHs
(uIU/ml) (uIU/ml)
Cepym 1 11 - 101
12 50.5 46
1/4 25.3 21
1/8 12.6 11
1/16 6.3 6.2
Cepym 2 7 - 328
12 164 152
1/4 82 76
1/8 41 36
1/16 20.5 18

INS-IRMA cpm B/T (%)
061 6poit 129481 100
Kasnmub6parop 0.0 ulU/ml 197 0.15
5.7 pIU/ml 529 0.41
13.5 plU/ml 1277 0.99
46.0 pIU/ml 4796 3.70
144.0 pIU/ml 16436 12.69
440.0 uIU/ml 44090 34.05

XU U3ITB/THEHHE H O PAHUYEHHUA

IpoGute ca OuiM pa3peieHH ¢ HyJIeB Kaauoparop.

E.

3akbcHeHHE

Kakro e mokaszano 1O-0J1y, PE3YJITATUTE OT U3NUTBAHETO OCTaBaT TOYHU HOPHU

KOT

aTo npobara e pasmpezneneHa 30 MUHYTH CJeJ KaTo KaauOpaTtopbT € Oumi

A.

OmnpenesieH TUMHT

JIBaneceT HyneBU KanuOpaTopa ca OWJIM M3MUTAHU 33€HO C KOMIUIEKT OT
npyrn KammOpatopu. OmnpeneneHus JIHMHT, JeQUHHpPAaH KaTo sBHATa
KOHIIGHTpallusl Ha IB€ CTaHAAPTHH OTKJIOHEHWS HaJ CpPemHMs Opoil mpu
HYJIEBO CBBp3BaHe, ¢ 6mt 1 plu/ml.

Cneunduynoct

Kpbcrocano pearupamm XopMoHHM Osixa 100aBEHM KbM KanuOpatop ¢
Bucoka croiiHocT (100 pIU/ml wmm 4 ng/ml). Ssaumst INS ortroBop Gerre
n3mepeH. Kakto e Moka3aHO Clef TOBa, YXHBOTHHCKHTE HHCYJIHHH (C
M3KJIIOYEHHe HA HHCYJMHA Y IUIBXOBE) JaBa KPbCTOCAHA DPEaKTHBHOCT

J00aBeH KbM IIOKpUTATa EIPYBETKA.

OTJIOXKEHOCT BbB BPEMETO
0' (uIU/ml) 30" (uIU/ml)
Cepym 1 8 7
Cepym™m 2 16 17
Cepym 3 37 42
Cepym™m 4 81 82

JIOKaTO YOBEIIKHUTE, CBMHCKHATE W TOBEXKIWTE IPOMHCYJIMHM HE JiaBaT
KPBCTOCAHA PEAKTUBHOCT.
JlodaBeno aHAJTMTHYHO Teopernunn Ycranosenn Kpncrocana
BeIleCTBO KbM CepyMa ¢ BHCOKA INS INS peakuus
KOHIIeHTPAIHS cToifHoCTH cToiiHoCTH
(%)
(ng/ml) (ng/ml)
CBUHCKH UHCYIIMH 8 ng/ml 4.2 17.4 > 100
ToBexan uHCYIMH 8 ng/ml 3.8 17.8 > 100
Kyuemku nHCymuH 16 ng/ml 4.2 17.2 81
3aeuiky MHCYIIHH 16 ng/ml 42 14.1 62
Hucynun y mrsxose 16 ng/ml 3.8 3.7 0.6
Yoseuiku npouncyaun 32 ng/ml 43 44 0.3
Caunckn npouncymx 16 ng/ml 4.3 4.7 2.5
Tosexan npouncynun 16 ng/ml 43 44 0.6
C. IMpeuusnoct
10 BPEME HA M3IIUTBAHETO MEXAY U3IIMTBAHETO
Cepym N <X>+SD Ccv Cepym N <X>+SD cv
(WIUml) | (%) (IUml) | (%)
A 10 6.6+0.1 2.1 A 20 144+0.9 6.5
B 10 53.3+0.8 15 B 20 1004 + 6.1 6.1

SD : CranpaptHo otkinonenne; CV: Koedunuenrt na Bapuarmst

F.

Edexr Ha KykHuKaTa

Enna npo6a ¢ no6asen INS 1o 125000 nIU/ml curHanusupa 3a HaAXBBPISIHE Ha
Hali-BHCOKaTa KOHIIEHTpAIs Ha Kaambparopa.

XIV. OrPAHHYEHHA

XV.

ITpo6u oT manmeHTH, KOUTO ca IPUENH NpernapaTé OT MUIIA MOHOKJIOHATHH
AQHTHTENIA 3a JMarHOCTHKA MM JICYEHHE, MOTaT Ja ChIbPIKAT YOBCIIKH
antu-mMumy  antutena (HAMA). Tesu npobu MoraT na NOKakaT WIH
(hanmMBO TOBHINCHW, WIM HaMalleHH CTOWHOCTH, KOTaTo Ce TecTBaT ¢
KHTOBE, KOMTO M3IOJI3BAaT MHUIIN MOHOKJIOHAIHH aHTHTENIA.

CpmusT BUA MHTEp(QEPEHIINN B IMYHOTECTa MOTaT Ja ObIaT HHIYLIUPAaHA
OT HAIMYHMETO Ha XeTepO(MIHH aHTUTENA, PEBMATOMIHU (DAKTOPH H/WIH
AlA (aHTUMHCYJIMHOBY aBTOAHTHTEIA).

AKo pe3yiTaTHTe He ca CbBMECTHMH C JIPYTU KIMHWYHH HAONIONCHUS, IIe
ce M3HUCKBA JOBIHUTEIHA HH(OPMALHS PEIN OCTABSHE Ha [UarHo3a.

BBTPELIEH KAYECTBEH KOHTPOI

Axo pesynratute, noixydeHu 3a Konrpoma 1 w/mmm Konrtpona 2 He ca B
paMKHTE Ha HHBOTO, YKa3aHO Ha CTHKeTa Ha (hrakoHa, TO pe3yJTaTHTe He
Morart jia ObaT MU3MON3BAaHU, OCBEH aKO HE Ce MPEIOCTABH 3a/{0BOIUTEIIHO
00sICHEHHE Ha TOBA HECHOTBETCTBHE.

Io xenanue, BCsika TaOOpaTOpHst MOKE a CH HATIPABU COOCTBEH KOMILICKT
OT KOHTPOJIHU MPOOH, KOUTO TPsIOBA /1a Ce ChXPAHSABAT 3aMPa3CHH B KPaTHU
choTHOLIeHUs.. He mopmaraiitTe Ha IUKBIa 3aMpassiBaHe-pa3MpassBaHe
[OBEYE OT JBA IIBTH.



- Kpurepuurte 3a mnpuemaHe Ha pasiMKata OT JBOMHHTE pE3y/iTaTH Ha
npobute Tpsi6Ba ma ce omupar Ha Jlobpara JlaboparopHa IIpaxTuka.

XVI. PE®EPEHTHH HHTEPBAIH

I'paHunmTe 3a WMHCYJIMHOBUTE HHUBA NPU 55 MHAMBUAA C HOPMAJICH OpajieH
[IIFOKO30 ToJiepanTeH TecT Osixa 4 10 16 plu/ml

Te3u cToifHOCTH ca JafieHHM caMO KaTo HAcoKa; BCsKa TabopaTopus TpsbBa na
YCTaHOBH CBOM COOCTBEHHM HOPMAIIHH TPaHUIIN HA CTOHHOCTHTE.

XVII. IIPEJIIIA3SHU MEPKH H IIPE/IYIIPEK/ITEHHA

BesonacHoct

Cawmo 3a in vitro anarsocruka.

Tosu HaGop chabpxa 2| (mosysxkusoT: 60 aHM), eMuTHpal] Honusupamu X (28
keV) u y (35.5 keV) rpuenust.

To3u paanoakTHBEH NMPOAYKT MOKE Ja Ce IpeHacs M Ja Ce U3IOJN3Ba CamMo OT
OTOPM3HpPAHH JIUI@; IOKYIKaTa, ChbXPAaHCHHETO, yHnotpebaTa M pa3MsHaTa Ha
paJMOaKTUBHY MPOMYKTH Ca IpeIMeT Ha 3aKOHOAATENICTBOTO Ha Ibp)kaBaTa, Ha
Kpaiinus notpeburen. To3u npoaykT He OMBa B HUKAKbB Cllydal Jia ce mpuiiara
Ha XOpa MU )KHUBOTHH.

BopaBenero ¢ paguakTUBHUS NPOIYKT TPsIOBa a ce M3BBPIIBA B ONpe/eieHa 3a
LieJITa TEPUTOPHUS, JaJied OT PEryISIPHH 30HU Ha IpeMHHaBaHe. B nabopaTopusra
TpsibBa 1a ce MHOAJbp)Ka [HEBHUK 3a IOJyYaBaHETO M CHXPAHCHHETO Ha
paguoakTUBHU Matepuand. JlaGopaTopHaTa EKHUIHMPOBKA U CTBKIAPHS, KOHTO
Morar Jja ObJlaT KOHTAMUHUPAHH C PaJIHOaKTUBHU CyOcTaHIuHU, TpsiOBa 1a ObaaT
OTJENCHH C ILel fJa ce M30erHe KPhCTOCAHA KOHTAMUHALMA C PasIMYHU
PaJHOU30TOIIH.

BesikakBu  pasiMoakTHBHM INPBCKM TpsiOBa Ja ce IOYMCTBAT He3abaBHO B
CBOTBETCTBUE C IPOLEAYPUTE 3a pajuallioHHa Oe3omacHOCT. PaamoakTuBHHTE
OTHambLM TpsiOBa Ja ce M3XBBPIAT, CIEABAaHKM MECTHHTE Hapendu U
PBKOBOJICTBA HA BIIACTHUTE, YNPAKHABALIM IOPUCAMKIMATA, HaJ 1abOpaTOPUHTE.
IpunbpxaHeTo KbM OCHOBHUTE IIpaBMIa 3a PAJULMOHHA 0E€30MacHOCT
OCHUTypsIBaT aJIeKBaTHA 3allUTA.

YoBemkuTe KPbBHU KOMIIOHCHTH, BKJIFOYEHH B KHUTA, ca OWIM TECTYBaHH 4pe3
onobpenn ot Esponeiicku w/min FDA (AMepukaHCKa areHiis Mo XpaHUTe H
JIeKapCcTBaTa) METOM M Ca Jaiy oTpuuareieH pesynrar 3a HbsAg, antu-HCV,
antu-HIV-1 u 2. Hama u3BecTeH MeTo/I, KOMTO J1a JaBa IbJIHA FapaHIys 3a TOBa,
4Ye YOBELIKUTE KPBbBHU AepuBatu He mnpeHacat xematut, CIIMH wuiam apyru
nadexuun. Eto 3amo, 6opaBeHeTO ChC peareHTHUTE, CEPYMHNUTE WM IUIa3MEHHTE
npoOu TpsiOBa 1a Ob/e B CHOTBETCBHE C MECTHHTE IIPOLEIYPH IO 6€30I1aCHOCT.
Bcuuky KMBOTMHCKM TPOJYKTH M JEpUBaTH ca OWiIM CHOMpPaHU OT 31paBU
JKUBOTHH. BOJICKHTE KOMIIOHEHTH Ca ¢ MPOM3X0J OT CTpaHu, Kpaeto BSE (Boscka
cepyMHa eHiedanonaTus) He € Owia ycraHoBsBaHa. He3aBHCHMO OT TOBa,
KOMITOHEHTHTE, ChIbPIKAIH KMBOTUHCKH CyOCTaHIMH TpsOBa ja ce TpeTupar
KaTO MOTEHIHAITHO HH(PEKIIHO3HH.

W30srBaiiTe KakbBTO M Ja OWIO KOKEH KOHTAaKT C peareHTUTe (ChIBpXKAT
HATPHEB a3UJ] KATO KOHCEPBAHT). AT B TO3M KHT MOXKE J]a pearupa ¢ 0JI0BOTO
¥ MelTa BbB BOJOIPOBOJHHUTE MHCTAJAIMH KaTO IO TO3W HAYWH C€ MOJIydaBaT
CHJIHO €KCIUTO3MBHU MeTanHH asuid. [lo Bpeme Ha M3MHBHUS eTall, IIPOMUHTE
ChC CHJIHA M OOWJIHA CTPYsI BOAA KaHAIM3alMATa, 3a Aa u3dernere GopmupaHero
Ha a3uIH.

He mymere, He mmiiTe, He sDKTe W He CH cllaraiite Ko3MeTHKa B paboTHaTa
teputopus. He munerupaiite ¢ ycra. M3mnon3Baiite 3aiuTHO 0OJIEKIO M PHKaBUIH
3a eJJHOKpaTHa ynoTpeoa.
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OBOBIEHHE HA IIPOTOKOJIA

OBIIIA
AKTUBHOCT
nll

KAJIUBPATOPU MPOBA (M)
nll ml

Kanu6paropu (0-5) - 0.05

IIpo6u - 0.05
Tpeiicep 0.05 0.05 0.05

WukyOarms

2 yaca mpu cTaifHa TemrepaTypa

Cenapanus -
HWsmuBam pastsop -
Cemnapanus -
HWsmupam pastsop -
Cenapauus -

acripupaiite (Mu nperneiire)

acripupaiite (Mu nperneiire)

acnupupaiite (Miu npeneiirte)
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DIAsource INS-IRMA
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1 Coated tube 2X48 Dark red
2 Tracer *?° labelled Anti-INS 1 vial, 5.5ml Red
3 Calibrator 0 lvial, SZ2U=X Yellow
4 Calibrator 1-5 Svial, 8Z2UX Yellow
5 Wash Solution 1 vial, 10ml Brown
6 Control I, Il 2vial, SZUX Silver
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2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

|
1) Mz

control I 14.0-26.0 ulU/ml
control II 56.0-104 ulU/ml
6) BEE2H2 51 Lol A0jof shet

Calibrator 1 : 3.50-6.50 ulU/ml

Calibrator 2 :8.4-15.6 ulU/ml

Calibrator 3:28-52 ulU/ml

Calibrator 4 :84-156 ulU/ml

Calibrator 5 :294-546 ulU/ml
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