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INS-ELISA

I.  INTENDED USE

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

Il. GENERAL INFORMATION
A. Proprietary name : DIAsource INS-ELISA Kit
B. Catalogue number : KAP1251 : 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 Da, 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 oxidation, 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, epinephrin). 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 Il (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.



IV.  PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource INS-ELISA is a solid phase Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay performed on breakable microtiterplates. The assay uses
monoclonal antibodies (MAbs) directed against distinct epitopes of insulin.
Calibrators and samples react with the capture monoclonal antibody (MAb 1)
coated on microtiter well and with a monoclonal antibody (MAb 2) labelled with
horseradish peroxidase (HRP). After an incubation period allowing the formation
of a sandwich: coated MAb 1 — human insulin — MAb 2 — HRP, the
microtiterplate is washed to remove unbound enzyme labelled antibody. Bound
enzyme-labelled antibody is measured through a chromogenic reaction.
Chromogenic solution (TMB ready for use) is added and incubated. The reaction
is stopped with the addition of Stop Solution and the microtiterplate is then read
at the appropriate wavelength. The amount of substrate turnover is determined
colourimetrically by measuring the absorbance, which is proportional to the
insulin concentration.

A calibration curve is plotted and INS concentration in samples is determined by
interpolation from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents 96 tests Color Reconstitution
Kit Code
Microtiterplate with
96 anti INS
(monoclonal 96 wells blue Ready for use
antibodies) coated
breakable wells.
Ab HRP d
1 vial re Ready for use
Conjugate: HRP labelled anti-INS 6mi
(monoclonal antibodies) in TRIS-
HCI buffer with bovine serum
albumin and thymol
ca | o | .
Iyo})r\:illailzed yellow | Add 2.0 ml distilled
Zero calibrator in human plasma water
and thymol
5 vials yellow | Add 1 ml distilled water
Calibrator N=1to5 lvophilized
(see exact values on vial labels) in Yop
human plasma and thymol
brown | Dilute 200 x with
| WASH | SOLN | Ccone | 1 vial distilled water (use a
Wash Solution (Tris-HCI) 10 ml magnetic stirrer).
oo -
2 vials silver | Add 1 ml distilled water
Controls - N =1 or 2 lyophilized
in human plasma with thymol
.
1 vial Ready for use
. : 12 ml black
Chromogenic TMB Solution
(Tetramethylbenzydine)
- 1 vial . Ready for use
) 12 ml white
Stop solution: HCI 1.0 N

Note: 1. Use the zero calibrator for sample dilutions.
2. 1 plU of the calibrator preparation is equivalent to 1 pIU of 2™ IRP
66/304.

VI.

SUPPLIES NOT PROVIDED

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

1.
2.

oA w

VII.

VIIL.

High quality distilled water

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

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Washer for Microtiterplates

Microtiterplate reader capable of reading at 450 nm nm and 650 nm
(bichromatic reading)

REAGENT PREPARATION

Calibrators : Reconstitute the zero calibrator with 2.0 ml distilled water
and other calibrators with 1 ml distilled water.

Controls : Reconstitute the controls with 1 ml distilled water.

Working Wash solution : Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 199 volumes of distilled water to 1 volume of Wash
Solution (200x). 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.

Unused wells must be stored, at 2-8°C, in a sealed bag containing a
desiccant until expiration date.

After reconstitution, calibrators and controls are stable for 1 week at 2 to
8°C. For longer storage periods, aliquots should be made and kept at
-20°C. Awvoid successive freeze thaw cycles.

The concentrated Wash Solution is stable at room temperature until
expiration date.

Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, the conjugate 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 in aliquots at -20°C is
recommended. Avoid subsequent freeze thaw cycles.

Prior to use, all samples should be at room temperature. It is
recommended to vortex the samples before use.

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.
Perform calibrators, controls and samples in duplicate. Vertical alignment
is recommended.

Use a clean plastic container to prepare the Wash Solution.

In order to avoid cross-contamination, use a clean disposable pipette tip
for the addition of each reagent and sample.

For the dispensing of the Chromogenic Solution and the Stop Solution
avoid pipettes with metal parts.

High precision pipettes or automated pipetting equipment will improve the
precision.

Respect the incubation times.

To avoid drift, the time between pipetting of the first calibrator and the last
sample must be no longer than 30 minutes.

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

Dispense the Chromogenic Solution within 15 minutes following the
washing of the microtiterplate.

During incubation with Chromogenic Solution, avoid direct sunlight on
the microtiterplate.
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Procedure

Select the required number of wells for the run. The unused wells should
be resealed in the bag with a desiccant and stored at 2-8°C.

Secure the wells into the holding frame.

Pipette 50 pl of each Calibrator, Control and Sample into the appropriate
wells.

Pipette 50 pl of anti-INS-HRP conjugate into all the wells.

Incubate for 30 minutes at room temperature

Aspirate the liquid from each well.

Wash the plate 3 times by:

= dispensing 0.4 ml of Wash Solution into each well

= aspirating the content of each well

Pipette 100 pl of Chromogenic Solution the into each well within 15 minutes
following the washing step.

Incubate the microtiterplate for 15 minutes at room temperature .

Pipette 100 pl of Stop Reagent into each well.

Read the absorbances at 450 nm (reference filter 630 nm or 650 nm)
within 1 hour and calculate the results as described in section XI.

CALCULATION OF RESULTS

Read the plate at 450 nm against a reference filter set at 650 nm (or 630
nm).

Calculate the mean of duplicate determinations.

On semi-logarithmic or linear graph paper plot the OD values (ordinate)
for each calibrator against the corresponding concentration of INS
(abscissa) and draw a calibration curve through the calibrator points by
connecting the plotted points with straight lines.

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.

TYPICAL DATA

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

C. Precision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>*SD CcVv Serum N <X>=*SD Ccv
(uIUml) (%) (uIUml) (%)
A 23 13.09 £ 0.6 4.8 A 8 13.29£1.08 8.1
B 23 329 +1.9 6.0 B 7 3412+ 3.1 9.0

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

D. Accuracy
RECOVERY TEST
Sample Added INS Recovered INS Recovery
(uIU/ml) (uIU/ml) (%)
Serum 182.1 1745 95.8
86.7 80 92.3
39.6 374 94.4
15.1 13.6 90
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Concent. Measured Concent.
(nIU/ml) (nlU/ml)
Serum 1 m | - 82.3
12 412 4221
1/4 20.6 22.86
1/8 10.3 11.04
1/16 5.15 5.9
1/32 2.58 33
Serum 2
m | - 575
12 28.7 27.7
1/4 14.4 14.5
1/8 7.2 8.0
1/16 3.6 4.4
1/32 1.8 23

INS-ELISA OD units Polychromatic
model
Calibrator 0 wlU/ml 0.025
5.1ulU/ml 0.070
13.8 plU/ml 0.13
44.4 plU/ml 0.507
128 ulu/ml 1.313
250 plu/ml 2.34

XML

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 OD at zero binding, was 0.17 ulU/ml.

Specificity

Cross-reactive hormones were added to a high value calibrator (100
plU/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.

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
Human proinsulin 32 ng/ml 43 44 0.3
Porcine proinsulin 16 ng/ml 43 4.7 25
Bovine proinsulin 16 ng/ml 43 44 0.6

Samples were diluted with zero calibrator.

E.

XIV.

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
wells

TO 10 min 20 min 30 min
Cl 12.8 12.7 124 129
clu 313 30.7 30 28.6

Hook effect
A sample spiked with INS up to 10000 puIU/ml gives higher OD’s than the
last calibrator point.

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.

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

It is recommended that Controls be routinely assayed as unknown samples
to measure assay variability. The performance of the assay should be
monitored with quality control charts of the controls.

It is good practise to check visually the curve fit selected by the computer.



XV. REFERENCE INTERVALS

The range of insulin levels in 29 subjects with normal oral glucose tolerance tests,
was 5 to 19 plU/ml, the range is based on 2.5 to 97.5 percentiles of the dataset.
These values are given only for guidance; each laboratory should establish its
own normal range of values.

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

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 all reagents, Stop Solution contains HCI. In case of
contact, wash thoroughly with water

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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XVIII. SUMMARY OF THE PROTOCOL
SAMPLE(S)
CALIBRATORS CONTROLS
(k) ()
Calibrators (0-5) 50 R
Samples, Controls - 50
Anti-INS-HRP conjugate 50 50
Incubate for 30 min at room temperature.
Aspirate the contents of each well.
Wash 3 times with 400 pl of Wash Solution and aspirate.
Chromogenic Solution 100 100
Incubate for 15 min at room temperature.
. 100
Stop Solution 100
Read on a microtiterplate reader and record the absorbance of each well at 450 nm
(versus 630 or 650 nm)

Other translations of this Instruction for Use can be downloaded from our
website: https://www.diasource-diagnostics.com/
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Lire entierement le protocole avant utilisation.

INS-ELISA

I.  BUT DU DOSAGE

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

I1.  INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource INS-ELISA kit
B. Numéro de catalogue : KAP1251: 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 l’insuline
L’insuline, une hormone polypeptidique avec un poids moléculaire de 5800 Da, est sécrétée par les cellules B des ilots de
Langerhans dans le pancréas. L’insuline posséde 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 de hypoglycémique résultant de I'insuline sont contrebalancés par
des hormones avec des effets de hyperglycémie (glucagon, I'normone de croissance, cortisol, I'adrénaline). La sécrétion d'insuline
est principalement contrdlée 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'hormone gastro-intestinale) participent aussi au controle de sécrétion d'insuline. Le
diabete 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 I’insuline
peut jouer un réle important; toutefois aprées plusieurs années d’évolution, un manque de cellules B peut arriver, conduisant a une
demande relative d’insulinopenia, dans certains cas, a I’administration d’insuline. La résistance a 1’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 & 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 1’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.  PRINCIPES DU DOSAGE

Le kit DIAsource INS-ELISA est un «Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay » en phase solide effectué sur des plagues de microtitration
sécables. La trousse utilise des anticorps monoclonaux (MADbs) dirigés contre
différents épitopes de I’insuline. Les calibrateurs et les échantillons réagissent
avec I’anticorps de capture monoclonal (MAb 1) recouvrant les puits et avec un
anticorps monoclonal (MAb 2) marqué avec la peroxydase (HRP). Aprés une
période d’incubation permettant la formation d’un sandwich: MAb 1 recouvert —
insuline humaine — MAb 2 — HRP, la micro-plaque est lavée afin d’enlever
I’anticorps  libre marqué enzymatiquement. L’anticorps lié marqué
enzymatiquement est mesuré avec une réaction chromogénique. Une solution
chromogénique (TMB prét a utiliser) est ajoutée et incubée. La réaction est
arrétée avec ’addition de Solution d’arrét et la micro-plague est alors lue a la
longueur d’onde appropriée. La quantité de remplacement de substrat est
déterminée colorimétriquement par la mesure de 1’absorbance, qui est
proportionnelle a la concentration en insuline.

Une courbe de calibration est dessinée et la concentration en INS dans les
échantillons est déterminée par interpolation de la courbe de calibration.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 tests Code Reconstitution
Kit Couleur
Micro-plaque de
titration sécable avec . Prét a ’emploi
96 puits recouverts 96 puits bleu
d’anti INS (anticorps
monaoclonal)
Conjugué: anti-INS marqué avec ! 2?;]:?“ Rouge Préta I'emploi
de I’HRP (anticorps monoclonal)
dans un tampon TRIS-HCI avec
de I'albumine bovine et du thymol
Calibrateur zéro dans du plasma Iloﬂ?]ciﬁ:é Jaune Ajouter 2 ml d’eau
humain et du thymol yop distillée
] v]
5 flacons . S
Calibrateur N=125 Iyophilisés Jaune Ajouter 1 ml d’cau
(cfr. Valeurs exactes sur chaque distillee
flacon) dans du plasma humain et
du thymol
Diluer 200 x avec de
| WASH | SOLN |°ONC | 1 flacon By | Icau distllée (utiliser
Solution de Lavage 10ml un agitateur
(Tris-HCI) magnétique).
[eommor ] v ]

- Izg'iciﬁ’s‘zs Gris Ajouter 1 ml d’eau
Contréles - N = 1 ou 2 dans du yop distillée
plasma humain et du thymol

1 flacon Noir Prét a I’emploi
12ml
Chromogene TMB
(Tetramethylbenzydine)
STOP SOLN 1 flacon Blanc Prét a I’emploi
12ml
Réactif d’arrét: HCI 1,0 N

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

VI. MATERIEL NON FOURNI

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

1. Eau distillée d’une haute qualité

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

3. Agitateur vortex

4, Agitateur magnétique

5 Laveur de microplaques

6.

VII.

VIIL.

Lecteur de microplaques capable de lire a 450 nm et 650 nm (lecture
bichromatique)

PREPARATION DES REACTIFS

Calibrateurs : Reconstituer le calibrateur zéro avec 2 ml d’eau distillée et
les autres calibrateurs avec 1 ml d’eau distillée.

Controles : Reconstituer les contrbles avec 1 ml d’eau distillée.

Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage en
ajoutant 199 volumes d’eau distillée a 1 volume de Solution de Lavage
(200x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la
Solution de Lavage non utilisée a la fin de la journée.

STOCKAGE ET DATE D’EXPIRATION DES REACTIFS

Avant ’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.

Des puits inutilisées doivent étre gardées, a 2-8°C, dans un sachet cacheté
contenant un dessiccant jusqu’a la date d’expiration.

Aprés reconstitution, les calibrateurs et les contrdles sont stables pendant 7
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 pendant 3 mois.
Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

La Solution de Lavage concentrée est stable a température ambiante jusqu’a
la date d’expiration.

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

Aprés la premiére utilisation, le conjugué 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 ’apparence physique des réactifs de 1a 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 en aliquots a
-20°C est recommandé.

Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

Avant [’utilisation des échantillons, ceux-ci doivent étre a température
ambiante. On recommande de vortexer les échantillons avant de les utiliser.
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.

Tester les calibrateurs, les contrdles et les échantillons en double. Un
alignement vertical est recommandé.

Utiliser un récipient en plastique propre pour préparer la Solution de
Lavage.

Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour I’addition de chaque réactif et échantillon.

Pour la distribution de solution du chromogeéne et de la Solution d’arrét,
éviter des pipettes avec des parties en métal.

Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’augmenter la précision.

Respecter les temps d’incubation.

Afin d’éviter des anomalies, le délai entre le pipetage du premier
calibrateur et celui du dernier échantillon ne peut pas dépasser 30 minutes.
Préparer une courbe d’étalonnage pour chaque nouvelle série
d’expériences, ne pas utiliser les données d’expériences précédentes.
Distribuer la solution du chromogene dans les 15 minutes apres le lavage
de la micro-plaque de titration.

Eviter I'exposition a la lumiere du soleil lors de I’incubation avec la
solution du chromogéne.

Mode opératoire
Sélectionner le nombre de puits nécessaires pour le test. Les puits inutilisées
doivent étre cachetées de nouveau dans le sachet avec un dessiccant et
gardées a 2-8°C.
Placer les puits dans le support.
Pipeter 50 pl de chaque Calibrateur, Controle et Echantillon dans les puits
appropriés.
Pipeter 50 pl du conjugué anti-INS-HRP dans tous les puits.
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Incuber pendant 30 minutes a température ambiant.
Aspirer le liquide de chaque puits.
Laver la plaque 3 fois en:
. distribuant 0.4 ml de la Solution de Lavage dans chaque puits
. aspirant le contenu de chaque puits
Pipeter 100 pl de la solution chromogénique dans chaque puits dans les 15
minutes apres la phase de lavage.
Incuber la microplaque pendant 15 minutes a température ambiante.
Pipeter 100 pl du Réactif d’arrét dans chaque puits.
Lire les absorbances a 450 nm (filtre de référence 630 nm ou 650 nm)
endéans 1’heure et calculer les résultats comme décrits dans la section XI.

CALCUL DES RESULTATS

Lire la plaque & 450 nm contre un filtre de référence mis a 650 nm (ou 630
nm).

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.

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

Lire la concentration pour chaque contrdle 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.

DONNEES TYPES

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

INS-ELISA Unités DO modeéle
polychromatique

Calibrateur 0 pwlU/ml 0.025

5.1plU/ml 0.070

13.8 plU/ml 0.13

44.4 plU/ml 0.507

128 wlu/ml 1.313

250 plu/ml 2.34

XML

A.

PERFORMANCE ET LIMITES

Sensibilité

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 DO déterminée a la fixation zéro, était de 0,17 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.

Analyte ajouté au sérum de Concentration Valeurs INS Réactivité
valeur élevée théorique observées Croisée
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Insuline porcine 8 ng/ml 42 17,4 > 100
Insuline bovine 8 ng/ml 3,8 17,8 > 100
Insuline canine 16 ng/ml 42 17,2 81
Insuline de lapin 16 ng/ml 42 14,1 62
Insuline de rat 16 ng/ml 3,8 3,7 0
Pro-insuline humaine 32 ng/ml 43 4.4 0,3
Pro-insuline porcine 16 ng/ml 4,3 4,7 2,5
Pro-insuline de beeuf 16 ng/ml 43 4.4 0,6

C.

Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI

Sérum N

<X>+*SD cv
(uIUml) (%)

<X>+SD Ccv Sérum N

(u1Uml) (%)

W >

23 13.09 £ 0.6 4.8 A 8
23 329 £1.9 6.0 B 7

13.29 +1.08 8.1
3412+3.1 9.0

SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation

D. Exactitude

TEST DE RECUPERATION

Echantillon INS ajoutée INS récupérée Récupération
(n1U/ml) (pIU/ml) (%)
Sérum 182.1 1745 95.8
86.7 80 92.3
39.6 374 94.4
15.1 13.6 90
TEST DE DILUTION
Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(pIU/ml) (nlU/ml)
Sérum 1 m | - 82.3
12 41.2 42.21
1/4 20.6 22.86
1/8 10.3 11.04
1/16 5.15 59
1/32 2.58 33
Sérum 2
m - 57.5
1/2 28.7 27.7
1/4 14.4 14.5
1/8 7.2 8.0
1/16 3.6 4.4
1/32 1.8 2.3

Les échantillons ont été dlilué avec le calibrateur zéro.

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 aprées que le calibrateur ait

été ajouté aux puits.

TO 10 min 20 min 30 min
Cl 12.8 12.7 12.4 12.9
clu 31.3 30.7 30 28.6

Effet crochet
Un échantillon dopé avec de I’INS jusqu’a 10.000 plU/ml donne des DO
supérieurs au dernier point de calibration.

XIV. CONTROLE DE QUALITE INTERNE

Si les résultats obtenus pour le(s) contrdle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans
I’intervalle spécifié sur I’étiquette du flacon, les résultats ne peuvent pas étre
utilisés @ 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.

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

On recommande que les contrdles soient testés de facon routiniere comme
des échantillons inconnus pour mesurer la variabilité du test. La réalisation
du test doit étre suivie avec des fichiers de controle de qualité des controles.



= On recommande de Vérifier visuellement le lissage de la courbe sélectionnée
par ’ordinateur.

XV. VALEURS ATTENDUES

Les niveaux d’insuline pour 29 sujets avec des tests de tolérance de glucose
normaux, étaient de 5 a 19 plU/ml, la portée est basée sur les percentiles de 2,5%
& 97,5%.

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

XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

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
compleéte 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.

Eviter le contact de la peau avec tous les réactifs. La Solution d’arrét contient de
I’HCI. En cas de contact, laver avec beaucoup d’eau.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires. Ne pas pipeter avec la bouche. Utiliser des vétements protecteurs et
des gants a usage unique.
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XVI1I.RESUME DU PROTOCOLE

CALIBRATEURS ECHANTILLON(S)
(1) CONTROLES
()
Calibrateurs (0-5) 50 R
Echantillons , Controles - 50
Conjugué Anti-INS-HRP 50 50

Incuber pendant 30 min a température ambiante.
Aspirer le contenu de chaque puits.
Laver 3 fois avec 400 pl de la Solution de Lavage et aspirer.

Solution chromogénique 100 100

Incuber pendant 15 min a température ambiante.

Solution d’arrét 100 100

Lire sur un lecteur de micro-plaques et enregistrer ’absorbance de chaque puits a 450
nm (contre 630 ou 650 nm)
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

INS-ELISA

I.  VERWENDUNGSZWECK

Ein immunenzymetrisches Assay fir die quantitative in vitro Bestimmung von humanem Insulin (INS)
in Serum.

Il. ALLGEMEINE INFORMATION
A. Handelsbezeichnung : DIAsource INS-ELISA Kit
B. Katalognummer : KAP1251 : 96 Tests

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

Fur technische Unterstlitzung 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 Aktivitaten von Insulin
Insulin, ein Polypeptidhormon mit einem Molekulargewicht von 5800 Da, wird von den Betazellen der Langerhansschen Inseln
der Bauchspeicheldriise sezerniert. Insulin besitzt ein weites Spektrum biologischer Aktivitaten. 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 hypoglykédmischen Effekte von Insulin
werden von Hormonen mit hyperglykamischer Wirkung kompensiert (Glukagon, Wachstumshormon, Cortisol, Adrenalin). Die
Insulinsekretion wird hauptséchlich iber den Plasmaglucosespiegel kontrolliert: Hyperglykdmie induziert einen sofortigen und
wichtigen Anstieg des Insulinspiegels im Blutkreiskauf. Neuronale Einflisse sowie verschiedene metabolische und hormonelle
Faktoren (Aminoséauren, Glukagon, Gastrointestinales Hormon) spielen ebenfalls eine Rolle in der Regulation der Insulin
Sekretion. Typ | (insulinabhangiger : “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 fihrt und in einigen Féllen Insulingabe bendtigt. Insulinresistenz ist mit einem hohen Blutspiegel dieses
Hormons gekoppelt. Am haufigsten kommt Insulinresistenz bei Fettsucht vor. Verschiedene Endokrinopathien (Akromegalie,
Cushing Syndrom), sowie seltene Falle von Insulinrezeptordefekten oder Falle mit Anti-Insulin-Rezeptorantikdérpern 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 Hypoglyk&mie kann ebenfalls zu einer unangemessenen Insulinausschittung nach
Kohlenhydrataufnahme fiihren. Insulinspiegel werden entweder nichtern oder mithilfe eines dynamischen Tests bestimmt :
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
fir 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.



IV. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Der DIAsource INS-ELISA ist ein solid phase-Enzyme Amplified Sensitive
Immunoassay (ELISA) in einer portionierbaren Mikrotiterplatte. Der Assay
benutzt monoklonale Antikdrper (MAK), die gegen verschiedene Epitope von
Insulin gerichtet sind. Kalibratoren und Proben reagieren mit dem priméren
monoklonalen Antikorper (MAkK 1), mit dem die Wells der Mikrotiterplatte
beschichtet sind, und mit einem monoklonalen Antikérper (MAK 2), der mit
Meerrettich-Peroxidase (MRP) markiert ist. Nach einer Inkubationsphase bildet
sich ein Sandwich-Komplex: MAKk 1 - Humaninsulin - MAk 2 - MRP; nicht
gebundene enzymbeschriftete Antikdrper werden durch Waschen der
Mikrotiterplatte entfernt. Gebundene enzymbeschriftete Antikorper werden durch
eine Farbreaktion gemessen. Farblésung (gebrauchsfertiges TMB) wird
hinzugefugt und inkubiert. Die Reaktion wird durch Hinzufiigen einer
Stopplésung beendet und die Mikrotiterplatte wird bei addquater Wellenldnge
ausgewertet. Die Menge an Substratumsatz wird kolorimetrisch durch Messung
der Absorption bestimmt, die proportional zur Insulinkonzentration ist.

Es wird eine Kalibrationskurve erstellt und die INS-Konzentration in den Proben
wird durch Interpolation von der Kalibrationskurve bestimmt.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenzien 96 Tests Farb Rekonstitution
Kit Code
Mikrotiterplatte mit 96
anti INS- beschichtete gebrauchsfertig
- abbrechbaren Wells 96 Wells blau
(monoklonale
Antikorper)
Konjugat: MRP beschriftete Anti- 4 .
INS (monoklonale Antikdrper) in ! gf;?g Rot gebrauchsfertig
TRIS-HCI -puffer mit 0
Rinderserum- albumin und
Thymol
2 ml dest. Wasser
Null Kalibrator in Humanplasma 1 Gefal Gelb Zugeben
und Thymol lyophilisiert
caL
Kalibrator -N=1t05 5 Gefésse Gelb 1 ml dest. Wasser
(genaue Werte auf Gefal- Iyophilisiert zugeben
Etiketten) in Humanplasma und
Thymol
| WASH | SOLN |CONC | 200 x mit dest. Wasser
1 GefaR Braun verdlnnen
Waschlosung (Tris-HCI) 10ml (Magnetriihrer
benutzen).
[eovmror] v
2 Gefésse silber 1 ml dest. Wasser
Kontrollen - N = 1 or 2 Iyophilisiert zugeben
Humanplasma und Thymol
1 GefaB gebrauchsfertig
schwarz
12 ml
Chromogenes TMB
(Tetramethylbenzydin)
STOP SOLN 1 GefaR . gebrauchsfertig
12ml weild
Stoppreagenz: HCI 1,0 N

Bemerkung:1. Benutzen Sie den Null-Kalibrator zur Probenverdiinnung.
2.1 plU der Kalibratorzubereitung ist dquivalent zu 1 plU 2nd IRP
66/304.

VI.  ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1. Hochwertiges destilliertes Wasser

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

3. Vortex Mixer

VIIL.

x

Magnetrithrer

Waschgerat fir Mikrotiterplatten

Mikrotiterplatten-Lesegerat zur Auswertung bei 450 nm und 650 nm
(Bichromatische Auswertung)

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Kalibratoren: Rekonstituieren Sie den Null-Kalibrator mit 2 ml dest.
Wasser, die anderen Kalibratoren mit 1 ml dest. Wasser.

Kontrollen: Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 1 ml dest. Wasser.
Waschlésung: Bereiten Sie ein angemessenes VVolumen Waschlésung aus
einem Anteil Waschlésung (200x) mit 199 Anteilen dest. Wasser zu.
Verwenden Sie einen Magnetrithrer zum gleichméBigen Durchmischen.
Verwerfen Sie die nicht benutze Waschldsung am Ende des Tages.

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.
Nicht verwendete Wells sollten dicht in der Folie verschlossen mit
Trockenmittel bei 2° bis 8°C gelagert werden bis zum Verfallsdatum.

Nach der Rekonstitution sind die Kalibratoren und Kontrollen bei 2°C bis
8°C 7 Tage stabil. Aliquots mussen bei langerer Aufbewahrung bei -20°C
eingefroren werden, dan sind Sie 3 Monate haltbar. Vermeiden Sie
wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Die konzentrierte Waschlfsung ist bei
Verfallsdatum haltbar.

Frisch zubereitete Waschldsung sollte am selben Tag benutzt werden.

Nach der ersten Benutzung ist das Konjugat bei Aufbewahrung im
OriginalgefaR und bei 2° bis 8° C bis zum Ablaufdatum stabil.
Verénderungen im Aussehen der Kitkomponenten kdnnen ein Anzeichen
fur Instabilitat oder Zerfall sein.

Raumtemperatur bis zum

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serumproben miissen 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.

Vor Gebrauch missen alle Proben Raumtemperatur
Vortexmischen der Proben wird vor Gebrauch empfohlen.
Keine hdmolytischen Proben benutzen

erreichen.

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.

Fihren Sie Kalibratoren, Kontrollen und Proben doppelt aus. Vertikale
Ausrichtung wird empfohlen.

Verwenden Sie zur  Zubereitung der  Waschldsung  reinen
Kunststoffbehélter.
Verwenden Sie saubere Wegwerf-Pipettenspitzen, um

Kreuzkontamination zu vermeiden.

Verwenden Sie zur Pipettierung der chromogene Losung und der
Stopplésung keine Pipetten mit Metallteilen.

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erh6hen die
Prazision.

Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Zur Vermeidung eines Drifts diirfen zwischen der Pipettierung des ersten
Kalibrators und der letzten Probe nicht mehr als 30 Minuten verstreichen.
Erstellen Sie fir jeden Durchlauf eine Standardkurve, verwenden Sie nicht
die Daten von friiheren Durchldufen.

Pipettieren Sie die chromogene Ldsung innerhalb von 15 Minuten nach
dem Waschen der Mikrotiterplatte.

Waéhrend der Inkubation mit der chromogene
Mikrotiterplatte vor direktem Sonnenlicht zu schitzen.

Losung ist die

Durchfiihrung
Waéhlen Sie die erforderliche Anzahl der Wells fir den Lauf aus. Nicht
verwendete Wells sollten wieder dicht in der Folie verschlossen mit
Trockenmittel bei 2° bis 8°C gelagert werden.
Befestigen Sie die Wells im Halterahmen.
Pipettieren Sie jeweils 50 pl Kalibrator, Kontrolle und Probe in die
entsprechenden Wells.
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Pipettieren Sie 50 pl Anti-INS-MRP Konjugat in alle Wells.
Inkubieren Sie 30 Minuten bei Raumtemperatur
Saugen Sie die Flissigkeit aus jedem Well ab.
Waschen Sie die Platte dreimal:

. pipettieren Sie 0,4 ml Waschldsung in jeden Well

. saugen Sie der Inhalt jedes Wells ab
Pipettieren Sie 100 pl der chromogene Ldsung innerhalb von 15 Minuten
nach dem Waschvorgang in jeden Well.
Inkubieren Sie die Mikrotiterplatte 15 Minuten bei Raumtemperatur.
Pipettieren Sie 100 pl des Stoppreagenzes in jeden Well.
Werten Sie die Absorptionen bei 450 nm (Referenzfilter 630 nm oder 650
nm) innerhalb 1 Stunde aus und berechnen Sie die Resultate wie in
Abschnitt XI beschrieben.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Werten Sie die Platte bei 450 nm gegen einen Referenzfilter auf 650 nm
(oder 630 nm) aus.

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.

Tragen Sie auf semilogarithmischem oder linearem Millimeterpapier den
c.p.m. (Ordinate) fir jeden Standard gegen die entsprechende
Konzentration INS (Abszisse) und zeichnen Sie eine Kalibrationskurve
durch die Kalibrationspunkte, indem Sie die eingetragenen Punkte durch
gerade Linien verbinden.

Berechnen Sie die Konzentration fiir jede Kontrolle und Probe durch
Interpolation aus der Kalibrationskurve.

Computergestitzte 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.

TYPISCHE WERTE

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

INS-ELISA OD Einheiten

Polychromatisches Modell

0.025
0.070
0.13
0.507
1.313
2.34

Kalibrator 0 pwlU/ml

5.1ulU/ml
13.8 plU/ml
44.4 plU/ml
128 ulu/ml

250 plU/ml

C. Préazision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>*SD CcVv Serum N <X>=*SD cVv
(nIU/ml) (%) (nIU/ml) (%)
A 23 13.09+0.6 4.8 A 8 13.29+£1.08 8.1
B 23 329 +1.9 6.0 B 7 3412+ 3.1 9.0
SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient
D. Genauigkeit
WIEDERFINDUNGSTEST
Probe Zugeg. INS Wiedergef. INS Wiedergefunden
(uIU/ml) (uIU/ml) (%)
Serum 182.1 1745 95.8
86.7 80 92.3
39.6 374 94.4
15.1 13.6 90
VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdinn. Theoret. Konzent. Gemess. Konzent.
(uIU/ml) (uIU/ml)
Serum 1 L 82.3
12 41.2 42.21
1/4 20.6 22.86
1/8 10.3 11.04
1/16 5.15 5.9
1/32 2.58 3.3
Serum 2 v - 57.5
12 28.7 27.7
1/4 14.4 145
1/8 7.2 8.0
1/16 3.6 4.4
1/32 1.8 2.3

XIHI.

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 (ber dem gemessenen Durchschnittswerts bei
Nullbindung, entsprach 0,17 pIU/ml.

Spezifitat

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

Zugeg. Analysat zu hochwert. Theoretische Gemess. INS Kreuz-
Serum Konzent. Werte reaktivitét
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Schweineinsulin 8 ng/ml 42 17,4 > 100
Rinderinsulin 8 ng/ml 3.8 17,8 > 100
Hundeinsulin 16 ng/ml 42 17,2 81
Kanincheninsulin 16 ng/ml 42 14,1 62
Ratteninsulin 16 ng/ml 3,8 3,7 0
Humanproinsulin 32 ng/ml 43 44 0,3
Schweineproinsulin 16 ng/ml 43 47 25
Rinderproinsulin 16 ng/ml 43 44 0,6

Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verdiinnt.

E.

XIV.

Zeitverzdgerung 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 Wells zugefiigt wird.

TO 10 min 20 min 30 min
Cl 12.8 12.7 12.4 12.9
clu 31.3 30.7 30 28.6
Hook-Effekt

Eine Probe mit INS bis zu 10.000 uIU/ml liefert hohere Messwerte als der
letzte KalibratormeRwert.

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.
Akzeptanzkriterien flr die Differenz zwischen den Resultaten der
Wiederholungstests anhand der Proben missen auf Guter Laborpraxis
beruhen.

Es wird empfohlen, Kontrollen im Assay routinemaRig wie unbekannte
Proben zu behandeln, um die Assayvarianz zu messen. Die Leistung des
Assay muss mit den Qualitétskontrollkarten der Kontrollen Uberprift
werden.

Es hat sich bewéhrt, die durch den Computer ausgewéhlte Kurvenanpassung
visuell zu Giberprifen.



XV. REFERENZ INTERVALLE

Der Bereich des Insulinspiegels bei 29 Personen mit normalen Werten beim
oralen Glukose-Toleranztest betrug 5 bis 19 ulU/ml, bereich auf basis der 2,5%
und 97,5% percentile.

Diese Werte sind nur Richtwerte; jedes Labor muss seinen eigenen
Normalwertbereich ermitteln.

XV. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

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 allen Reagenzien; Stoppldsung enthalt HCI. Bei
Kontakt griindlich mit Wasser sptlen.

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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XVI.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

KALIBRATOREN PROBE(N)
(1) KONTROLLEN
(u1)
Kalibratoren (0-5) 50 R
Proben, Kontrollen - 50
Anti-INS-MRP Konjugat 50 50

30 min. bei Raumtemperatur inkubieren.
Inhalt jedes Wells absaugen.
Dreimal mit 400 pl Waschldsung waschen und absaugen.

Chromogeneldsung 100 100

15 min. bei Raumtemperatur inkubieren.

Stopplésung 100 100

Auf einem Mikrotiterplatten-Lesegerat auswerten und Absorption jedes Wells bei 450
nm (gg. 630 oder 650 nm).




Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per ’uso

INS-ELISA

. USO DELKIT

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

1. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource INS-ELISA Kit
B. Numero di catalogo: KAP1251: 96 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 I’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). I 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 Il (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

DIAsource INS-ELISA é un immunodosaggio a sensibilita amplificata in fase
solida, eseguito su piastre per microtitolazione frazionabili. Il saggio utilizza
anticorpi monoclonali (MAbs) direttamente contro epitopi distinti dell’insulina. |
calibratori e i campioni reagiscono con la cattura dell’anticorpo monoclonale
(MAb 1) che riveste il pozzetto di microtitolazione e con un anticorpo
monoclinale (MAb 2) marcato con horseradish perossidasi (HRP). Dopo un
periodo di incubazione che consenta la formazione di un sandwich: MAb 1 di
rivestimento — insulina umana — MAb 2 — HRP, la piastra di microtitolazione
viene lavata per rimuovere I’anticorpo marcato con enzima non legato.
L’anticorpo marcato con enzima non legato viene misurato attraverso una
reazione cromogenica La soluzione cromogenica (TMB pronta all’uso) viene
aggiunta e incubata. La reazione viene interrotta con I’aggiunta di Stop Solution;
quindi la piastra di microtitolazione viene letta alla lunghezza d’onda adeguata.
La quantita di turnover del substrato viene determinata colorimetricamente
misurando 1’assorbanza che ¢ proporzionale alla concentrazione di insulina.

Viene tracciata una curva di calibrazione e la concentrazione INS nei campioni
viene determinata per interpolazione dalla curva di calibrazione.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Piastra di microtitolazione
con 96 pozzetti separabili 96 pozzetti blu Pronte per 1’uso
rivestiti anti INS (anticorpi
monoclonali)
Ab HRP
. - 1 flacone Rosso Pronto per I'uso
Coniugato: marcato HRP anti-INS
(Anticorpi monoclonali) in tampone 6ml
TRIS-HCI con BSA e timolo
o 1]
Calibratore zero in plasma umano | 1 flacone Giallo Aggiungere 2 ml di
contenente timolo liofiliz. acqua distillata
o o]
Calibratore 1-5 (le concentrazioni 5 flaconi Giallo Aggiungere 1 ml di
esatte degli calibratore sono riportate liofiliz. acqua distillata
sulle etichette dei flaconi), in plasma
umano contenente timolo
| WASH | SOLN | CONC| Diluire 200 x con
1 flacone Bruno acqua distillata
Tampone di lavaggio (TRIS HCI) 10 ml usando un agitatore
magnetico
| CONTROL | N | Aggiungere 1 ml di
- - 21l i Al isti
Controlli: N = 10 2, in plasma aconi rgento acqua distillata
umano contenente timolo liofiliz.
12 ml nero Pronte per I’uso
TMB cromogena
(tetrametilbenzidina)
STOP | SOLN 1 flacone _
12 ml bianco Pronte per I’uso
Reagente di arresto: HCI 1,0 N

Note: 1. Usare lo standard zero per diluire i campioni.
2.1 pUl della preparazione standard é equivalente a 1 pUI di 2nd IRP

66/304

VI.  REATTIVI NON FORNITI

11 seguente materiale é richiesto per il dosaggio ma non & fornito nel kit.

1. Acqua distillata di qualita elevata

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

3. Agitatore tipo vortex.

utilizzare

o

VII.

VIII.

wn

Agitatore magnetico.

Lavatrice per piastra di microtitolazione

Lettore piastra di microtitolazione con una potenza di lettura di 450 nm e
650 nm (lettura bicromatica)

PREPARAZIONE DEI REATTIVI
Calibratore: Ricostituire lo calibratore zero con 2 ml di acqua distillata e
gli altri calibratore con 1 ml di acqua distillata.
Controlli: Ricostituire i controlli con 1 ml di acqua distillata.
Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 199
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(200 x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea.
La soluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

Le pozetti inutilizzate devono essere conservate a 2-8°C, in un contenitore
sigillato che contenga un essiccante fino alla data di scadenza.

Dopo ricostituzione, calibratore e controlli sono stabili 7 giorni a 2-8°C e,
suddivisi in aliquote a —20°C per periodi piu lunghi per 3 mesi. Evitare
ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

La soluzione di lavaggio concentrata é stabile a temperatura ambiente fino
alla data di scadenza.

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 coniugato 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.

Prima dell’impiego, tutti i campioni devono essere a temperatura ambiente.
Si raccomanda di vortexare i campioni prima di utilizzarli.

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.

Eseguire calibratori, controlli e campioni in doppio. Si raccomanda
I’allineamento verticale.

Utilizzare un contenitore di plastica pulito per preparare la soluzione di
lavaggio.

Per evitare cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni
volta che si usi un nuovo reattivo o campione.

Per la distribuzione della soluzione cromogena e la Stop Solution evitare
pipette con parti metalliche.

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

Rispettare i tempi di incubazione.

Per evitare derive, I’intervallo tra il pipettaggio del primo calibratore e
I’ultimo campione non deve essere superiore a 30 minuti.

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

Distribuzione della soluzione cromogena entro 15 minuti dopo il lavaggio
della piastra di microtitolazione.

Durante I’incubazione con la soluzione cromogena evitare la luce diretta
del sole sulla piastra di microtitolazione.

Metodo del dosaggio
Selezionare il numero di pozetti necessario per il test. Le pozetti inutilizzate
devono essere risigillate nel contenitore con un essiccante e conservate a 2-
8°C.
Assicurare le pozetti nel telaio di supporto.
Pipettare 50 pl di ogni calibratore, controllo e campione nei pozzetti
adeguati.
Pipettare 50 pl di coniugato anti-INS-HRP in tutti i pozzetti.



Pipettare 100 pl di soluzione cromogena entro 15 minuti dalla fase di

Incubare la piastra di microtitolazione per 15 minuti a temperatura

Leggere le assorbanze a 450 nm (filtro di riferimento a 630 nm o 650 nm)

Leggere la piastra a 450 nm rispetto a un filtro di riferimento regolato a

Costruire la curva di calibrazione su carta millimetrata semilogaritmica o
lineare ponendo in ordinata le medie dei OD dei replicati degli standard e
in ascissa le rispettive concentrazioni di insulina., collegando i punti

Determinare le concentrazioni e controlli per interpolazione sulla curva di

5. Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente.
6.  Aspirare il liquido da ogni pozzetto.
7. Lavare la piastra 3 volte :
= versando 0,4 ml di soluzione di lavaggio in ogni pozzetto
. aspirando il contenuto di ogni pozzetto
8.
lavaggio.
9.
ambiente.
10. Pipettare 100 pl di reagente d’arresto in ogni pozzetto.
11.
entro 1 ora e calcolare i risultati come descritto nella sezione XI.
XI.  CALCOLO DEI RISULTATI
1.
650 nm (0 630 nm).
2. Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.
3.
tracciati con linee rette.
4.
taratura.
5.

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.

C. Precisione

INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD CcVv Siero N <X>%*SD Ccv
(nlUml) (%) (nlUml) (%)
A 23 13.09 £ 0.6 4.8 A 8 13.29 £ 1.08 8.1
B 23 329 +19 6.0 B 7 34.12+3.1 9.0

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accuratezza

TEST DI DILUIZIONE

INS-ELISA Unité_OD mo_dello
Policromatico
Calibratore 0 plU/ml 0.025
5.1ulU/ml 0.070
13.8 wlU/ml 0.13
44.4 plU/ml 0.507
128 plU/ml 1.313
250 plU/ml 2.34

XIHI.

A.

CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

Sensibilita

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

La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con OD
pari alla media piu 2 deviazioni standard di 20 replicati dello standard zero, &
risultata essere 0,17 pUl/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 Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(nlUmI) (nlUmI)
Siero 1 m 82.3
12 41.2 4221
1/4 20.6 22.86
1/8 10.3 11.04
1/16 5.15 5.9
1/32 2.58 33
Siero 2 m - 57.5
12 28.7 21.7
1/4 14.4 145
1/8 7.2 8.0
1/16 3.6 4.4
1/32 1.8 23
| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.
TEST DI RECUPERO
Campione Insulina aggiunta Insulina Recupero
(uIU/ml) recuperata (%)
(HIU/ml)
Siero 182.1 1745 95.8
86.7 80 92.3
39.6 37.4 94.4
15.1 13.6 90
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 pozzetti sensibilizzate 30 minuti dopo

I’aggiunta del calibratore.

T0 10 min 20 min 30 min
Cl 12.8 12.7 124 129
clu 31.3 30.7 30 28.6

XIV.

Analista aggiunto allo Concentrazione Valori Cross-
standard a valore elevato teorica osservati di reattivita
insulina (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Insulina porcina 8 ng/ml 4,2 17,4 > 100
Insulina bovina 8 ng/ml 3.8 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
Proinsulina umana 32 ng/ml 4,3 4.4 0,3
Proinsulina porcina 16 ng/ml 43 47 25
Proinsulina bovina 16 ng/ml 43 4,4 0,6

Effetto hook
Un campione ha cui € stata aggiunta insulina fino a 10 000 ulU/ml ha OD
superiori a quello dello standard piu concentrato.

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.

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

Si raccomanda di saggiare i controlli con regolarita come campioni
sconosciuti per misurare la variabilita del saggio. La resa del saggio deve
essere monitorata con tabelle di controllo qualita dei controlli.



L] E buona pratica verificare visivamente il modello di curva selezionato dal
computer.

XV. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

L’intervallo dei livelli di insulina in 29 soggetti con test di tolleranza al glucosio
orale normale e risultato essere pari a 5 — 19 puIU/ml; Dintervallo si basa su
percentili da 2,5 a 97,5 del set di dati.

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

XVI. PRECAUZIONI PER L’USO

Sicurezza

11 kit & solo per uso diagnostico in vitro.

| 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 qualsiasi contatto della cute con tutti i reagenti. La Stop solution contiene
HCI. In caso di contatto, lavare abbondamentemente con acqua.

Non fumare, bere, mangiare o applicare cosmetici nell’area di lavoro. Non
pipettare i reattivi con pipette a bocca. Utilizzare indumenti protettivi e guanti
monouso.
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XVIIl. SCHEMA DEL DOSAGGIO

CALIBRATORE CAMPIONI
(ul) CONTROLLI
(1)
Calibratore (0 - 5) 50 R
Campioni, controlli - 50
Coniugato anti-INS-HRP 50 50

Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente.
Aspirare il contenuto di ogni pozzetto.
Lavare 3 volte con 400 pl di soluzione di lavaggio e aspirare.

Soluzione cromogena 100 100

Incubare per 15 minuti a temperatura ambiente.

Reagente di arresto 100 100

Leggere su un lettore per piastra da microtitolazione e registrare 1’assorbanza di ogni
pozzetto a 450 nm (rispetto a 630 0 650 nm)




Leer todo el protocolo antes de utilizar.

INS-ELISA

I.  USOPREVISTO

Ensayo inmunoenzimatico para la medicion cuantitativa in vitro de insulina humana (INS) en suero.

Il. INFORMACION GENERAL
A. Nombre registrado: DIAsource INS-ELISA Kit
B. NUmero de catdlogo:  KAP1251: 96 pruebas

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

Para obtener asistencia técnica o informacion sobre pedidos péngase en contacto con :
Teléfono : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

I1l. ANTECEDENTES CLINICOS

A Actividad bioldgica de la insulina
Insulina, una hormona polipeptidica con un peso molecular de 5800 Da, es secretada por las células beta de los
islotes de Langerhans en el pancreas. La insulina posee una amplia gama de acciones bioldgicas. Estimula la
absorcion celular de glucosa, la oxidacién de la glucosa, glucogénesis, lipogénesis, proteogénesis y la formacién
de ADN Y ARN. La insulina tiene un rol clave en la regulacion de los niveles de glucosa plasmatica (inhibicion de
la produccién hepatica, estimulo de la utilizacidn periférica de la glucosa). Los efectos hipoglucémicos resultantes
de la insulina, se contrarrestan con las hormonas con efecto hiperglucémico (glucagén, hormona del crecimiento,
cortisol, epinefrina). La secrecion de la insulina es controlada principalmente por los niveles de glucosa
plasmética: la hiperglucemia induce un aumento rapido e importante en los niveles de glucosa circulante.
Asimismo influencias neurales asi como varios factores metabdlicos y hormonales (amino &cidos, glucagén,
hormona gastrointestinal) también participan en el control de la secrecion de la insulina. La diabetes tipo |
(dependiente de la insulina: “juvenil”) se debe a la destruccion de las células beta, con la consecuencia de la
carencia absoluta de insulina. En la diabetes tipo II (no dependiente de la insulina: “aparicion en el adulto”), la
resistencia a la insulina puede jugar un papel importante; sin embargo después de varios afios de evolucion, puede
ocurrir una falla de las células beta, produciendo una insulinopenia relativa que requiere, en algunos casos,
administracion de insulina. La resistencia a la insulina estd asociada con altos niveles de la hormona en
circulacion. El caso mas comun de resistencia a la insulina la representa la obesidad. Varias endocrinopatias
(acromegalia, sindrome de Cushing) asi como casos raros de defectos en los receptores de la insulina o casos con
anticuerpos con un receptor anti insulina, estan asociados con intolerancia a la glucosa o incluso diabetes debida a
la resistencia a la insulina. La determinacion de los niveles de insulina plasmatica es un parametro importante en el
diagndstico de hipoglucemia. Los niveles de insulina estan elevados en casos de insuniloma (tumor de células
beta). La hipoglucemia funcional postprandial; también puede estar asociada con la liberacion inadecuada de
insulina por la absorcion de carbohidratos. Los niveles de insulina se determinan ya sea en ayuno o durante la
prueba dinamica :
a) pruebas de estimulacion: comida rica en carbohidratos, prueba oral de tolerancia a la glucosa (OGTT), infusion
de arginina, tolbutamida o administracion de otras sulfonilureas.
b) prueba de inhibicién : ayuno, infusion de somatostatina

B. Aplicacion clinica de determinacién de la insulina
Determinacion de las reservas de células beta durante la prueba de tolerancia a la glucosa o después de una
comida rica en carbohidratos, como guia para la instauracién de un tratamiento con insuling;
Contribucion al diagndstico de diabetes dependiente y no dependiente de la insulina;
Caracterizacion y seguimiento de los estados de la intolerancia a la glucosa;
Diagnostico y estudio de casos de resistencia a la insuling;
Diagnostico de insulinoma y otras causas de hipoglucemia.



IV.  PRINCIPIOS DEL METODO

El DIAsource INS-ELISA es un inmunoensayo enzimatico de sensibilidad
amplificada en fase sélida realizado en microplacas con tiras desprendibles. El
ensayo utiliza anticuerpos monoclonales (MAbs) dirigidos contra epitopes de la
insulina. Los calibradores y las muestras reaccionan con los anticuerpos
monoclonales de captura (MAb 1) que recubren el pocillo de la microplaca y con
un anticuerpo monoclonal (MAb 2) marcado con peroxidasa de rabano picante
(HRP). Después de un periodo de incubacién que permite la formacién de un
emparedado: MAb 1 que recubre — insulina humana — MAb 2 — HRP, la
microplaca se lava para eliminar anticuerpos marcados con la enzima que no se
han unido. Los anticuerpos marcados con la enzima que se han unido, se miden a
través de una reaccion cromogénica. La solucién cromogénica (TMB lista para
usar) se afiade y se incuba. La reaccion se detiene afiadiendo la solucién de parada
y la microplaca se lee a la longitud de onda adecuada. La cantidad de sustrato
utilizado se determina en forma colorimétrica midiendo la absorbancia , la que es

proporcional a la concentracién de insulina.

Se traza una curva de calibracion y se determina la concentracién de la INS en las

muestras, por interpolacion a partir de la curva de calibracion.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Solucién de parada: HCI 1,0 N

Reactivos Kit de 96 Codigo Reconstitucion
pruebas Color
Microplaca con 96 _
pocillos desprendibles 96 pocillos azul Listo para usar
recubiertos con anti P
INS (anticuerpo
monaoclonal
Ab HRP i
1 vial rojo
Conjugado: Anti-INS (anticuerpos 6mi Listo para usar
monoclonales) marcado con HRP
en tampon con albdmina de suero
bovino y timol
o ] - .
- Iio%i;?zaz:do amarillo Anadir 2 ml de agua
. il
Calibrador cero en plasma humano destilada
con timol
CAL ol
Ii(ffi\ﬂ;a?jsos Afiadir 1 ml de agua
Calibrador N=1a5 amarillo destilada
(ver valores exactos en las etiquetas
de los viales) en plasma humano
con timol
|WASH| SOLN |CONC| 1 vial Diluir 200 x con agua
10 ml marrén destilada (utilizar un
Solucién de lavado (Tris-HCI) agitador magnético)
Controles-N =102 liofilizados plata Anadldreit;r;die e
en plasma humano con timol
CHROM T™MB . .
1 vial Listo para usar
. . 12 ml negro
Solucion TMB cromogénica
(Tetrametilbencidina)
4 .
1 vial Listo para usar
12 ml blanco

Nota: 1. Utilizar el calibrador cero para diluir muestras.
2. 1 ulU de la preparacion del calibrador equivale a 1 pIU del 2™ IRP

66/304.

V1.  MATERIALES NO SUMINISTRADOS

Los siguientes materiales son necesarios pero no son suministrados por el kit:
1. Agua destilada de alta calidad

2. Pipetas para dispensar: 50 ul, 500 pl 'y 2 ml (se recomienda utilizar pipetas
precisas con puntas plésticas desechables)

3. Agitador Vortex
4. Agitador magnético

VIII.

Lavadora de microplacas
Lector de microplacas que pueda leer a 450 nm y 650 nm (lectura bi
cromatica)

PREPARACION DE REACTIVOS

Calibradores : Reconstituir el calibrador cero con 2 ml de agua destilada y
los otros calibradores con 1 ml de agua destilada.

Controles : Reconstituir los controles con 1 ml de agua destilada.

Solucion de lavado de trabajo: Prepare un volumen adecuado de solucion
de lavado de trabajo afiadiendo 199 volimenes de agua destilada a 1
volumen de solucién de lavado (200x). Utilice un agitador magnético para
homogenizar. elimine la solucién de lavado de trabajo no utilizada al
finalizar el dia.

ALMACENAJE Y FECHA DE CADUCIDAD DE LOS REACTIVOS

Antes de abrirlos o reconstituirlos todos los componentes de los kits son
estables hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial, si se
mantienen a 2 a 8°C.

Los pocillos no utilizados se deben almacenar a 2-8°C, en una bolsa
sellada que contiene el desecante, hasta la fecha de caducidad.

Después de reconstituir, los calibradores y controles son estables por una
semana a 2 a 8°C. Para periodos de almacenaje prolongados, se deben
preparar alicuotas y almacenar a -20°C. Evitar ciclos de congelacién y
descongelacién sucesivos.

La solucidn de lavado concentrada es estable a temperatura ambiente hasta
la fecha de caducidad.

La solucién e lavado recién preparada, se debe utilizar el mismo dia.
Después del primer uso, el conjugado es estable hasta la fecha de
caducidad, si se mantiene en su vial original debidamente cerrado a 2 a
8°C.

Alteraciones de la apariencia fisica de los reactivos del kit pueden indicar
inestabilidad o deterioro.

TOMA DE LA MUESTRA Y PREPARACION

El suero debe mantenerse a 2 - 8°C.

Si la prueba no se realiza dentro de las 24 horas, se recomienda almacenar
en alicuotas a -20°C. Evitar ciclos de congelacion y descongelacion
sucesivos.

Ante de utilizarlas, todas las muestras deben estar a temperatura ambiente.
Se recomienda agita las muestras en un Vortex antes del uso.

No utilizar muestras hemolizadas.

PROCEDIMIENTO

Notas sobre el manejo

No utilizar los componentes del kit después de la fecha de caducidad.

No mezclar materiales de Kits de diferentes lotes.

Dejar que todos los reactivos alcancen temperatura ambiente antes de
utilizar.

Mezclar muy bien todos los reactivos y muestras agitando o girando
suavemente.

Analizar los calibradores, controles y muestras en duplicado. Se
recomienda la alineacion vertical.

Utilizar un contenedor de plastico limpio para preparar la solucién de
lavado

Para evitar contaminacién cruzada utilizar una punta de pipeta desechable
limpia para afiadir cada reactivo y muestra.

Para dispensar la solucién cromogénica y la solucién de parada, evitar
utilizar pipetas con partes metalicas.

Pipetas de alta precision o equipo para dispensacion automatica mejoraran
la precision.

Adherirse a los tiempos de incubacién

Para evitar deriva, el periodo transcurrido entre el pipeteo del primer
calibrador y la Gltima muestra no debe ser méas de 30 minutos.

Preparar la curva de calibracién para cada ensayo, no utilizar los datos de
ensayos previos.

Dispensar la Solucién Cromogeénica dentro de los 15 minutos posteriores
al lavado de las microplacas.

Durante la incubacion con Solucién Cromogénica, evitar exponer las
microplacas la luz solar directa

Procedimiento

Seleccionar el nimero requerido de pocillos para el ensayo. Las tiras no
utilizadas deben ser selladas en la bolsa con un desecante y guardadas a 2-
8°C
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XIl.

Fijar las tiras en el marco de sostén.

Pipetear 50 pl de cada calibrador, control y muestra en los pocillos
correspondiente.

Pipetear 50 pl del conjugado anti-INS-HRP en todos los pocillos.

Incubar 30 minutos a temperatura ambiente

Aspirar el liquido de cada pocillo.

Lavar la placa 3 veces:

= dispensando 0,4 ml de solucién de lavado en cada pocillo

= aspirando el contenido de cada pocillo

Pipetear 100 pl de solucioén cromogénica en cada pocillo dentro de los 15
minutos después del lavado.

Incubar la microplaca durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Pipetear 100 pl del reactivo de parada en cada pocillo.

Leer las absorbancias a 450 nm (filtro de referencia 630 nm o 650 nm) en
1 horay calcular los resultados como se ha descrito en la seccién XI.

CALCULO DE RESULTADOS

Leer la placa a 450 nm contra un filtro de referencia a 650 nm (o 630 nm).
Calcular la media de los duplicados.

En papel semi logaritmico o de gréfico lineal dibujar la curva de
calibracién con los valores de DO (en la ordenada) para cada calibrador
contra la concentracion correspondiente de INS (en la abscisa) uniendo los
puntos de con lineas rectas.

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

El andlisis de datos asistido por un ordenador simplifica estos célculos. Si
utiliza procesamiento de datos automatico, se recomienda el ajuste de la
curva dada por la funcién logistica de 4 parametros.

EJEMPLO DE RESULTADOS

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

INS-ELISA Unidades de DO del modelo
policromético
Calibrador 0 plU/ml 0,025
5,1uIU/ml 0,070
13,8 plU/ml 0,13
44,4 pn1U/ml 0,507
128 plU/ml 1,313
250 pIU/ml 2,34

XML

A.

RENDIMIENTO Y LIMITACIONES

Limite de la deteccion

Se analizaron 20 calibradores cero al mismo tiempo que un grupo de otros
calibradores. El limite de deteccion, definido como la concentracion
aparente de dos desviaciones estandar sobre la DO promedio cuando hay
cero unién fue de 0,17 plU/ml.

Especificidad

Se afiadieron hormonas que producen reaccion cruzada a un calibrador de
alta concentracion (100 uIU/ml o 4 ng/ml). Se midi6 la respuesta aparente
de INS.

Como se muestra a continuacién, las insulinas animales (excepto la
insulina de rata) producen una reaccion cruzada, mientras que la pro
insulina humana, de cerdo y vacuno no presentan reaccion cruzada.

C. Precisién
INTRA ENSAYO ENTRE ENSAYOS
Suero N <X>+SD CcVv Suero N <X>+SD CcVv
(uIUml) (%) (uIUml) (%)
A 23 13,09+ 0,6 4,8 A 8 13,29 + 1,08 81
B 23 329 +19 6,0 B 7 34,12 +3,1 9,0
SD : Desviacion estndar; CV: Coeficiente de variacion
D. Exactitud
PRUEBA DE RECUPERACION
Muestra INS afladida INS recuperada Recuperacion
(uIU/ml) (uIU/ml) (%)
Suero 182,1 174,5 95,8
86,7 80 92,3
39,6 374 94,4
15,1 13,6 90
PRUEBA DE DILUCION
Muestra Dilucion Conc. tedrica Conc. medida
(uIU/ml) (uIU/ml)
Suerol L 82,3
12 41,2 42,21
1/4 20,6 22,86
1/8 10,3 11,04
1/16 5,15 59
1/32 2,58 3,3
Suero2 N 575
1/2 28,7 27,7
1/4 14,4 14,5
1/8 7,2 8,0
1/16 3,6 4,4
1/32 18 2,3

Analito afiadido a un suero de Valores de Valores de Reaccion
alta concentracion INS tedricos INS cruzada
observados (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Insulina porcina 8 ng/ml 42 17,4 > 100
Insulina bovina 8 ng/ml 3.8 17,8 > 100
Insulina canina 16 ng/ml 42 17,2 81
Insulina de conejo 16 ng/ml 4,2 14,1 62
Insulina de rata 16 ng/ml 3,8 3,7 0
Proinsulina humana 32 ng/ml 43 44 0,3
Proinsulina porcina 16 ng/ml 43 47 25
Proinsulina bovina 16 ng/ml 43 44 0,6

Las muestras se diluyeron con calibrador cero.

E.

Lapso de tiempo entre la dispensacion del Gltimo calibrador y muestra
Como se muestra a continuacion, los resultados del ensayo contintan
siendo precisos aun cuando la muestra se afiade 30 minutos después que
los calibradores han sido afiadidos a los pocillos recubiertos

T0 10 min 20 min 30 min
Cl 12,8 12,7 12,4 12,9
clu 31,3 30,7 30 28,6

Efecto de gancho
Una muestra a la que se le afiade hasta 10000 puIU/ml de INS resulta en
DO maés alta que el Gltimo punto del calibrador.

XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Si los resultados obtenidos para el Control 1 y/o 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 preparar sus propios grupos de
muestras de control, las que deben almacenarse en alicuotas congeladas.

Los criterios de aceptacion de las diferencias entre los resultados de los
duplicados de las muestras deben depender de las Buenas Practicas de
Laboratorio

Recomendamos que los controles sean incluidos rutinariamente en los
ensayos como muestras desconocidas para medir la variabilidad del ensayo.



El funcionamiento del ensayo debe ser controlado con graficos de control de
calidad de los controles.
= Recomendamos un control visual de la curva seleccionada por el ordenador.

XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

El rango de los niveles de insulina en 29 sujetos con pruebas orales de tolerancia
a la glucosa normales, fue de 5 a 19 plU/ml, el rango se basa en los percentiles
2,5 al 97,5 de los datos.

Estos valores son solo una guia, cada laboratorio debe establecer su propio rango
de valores normales.

XVI. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Seguridad

Solo para uso de diagnostico in vitro.

Los componentes de sangre humana utilizados en este kit han sido analizados con
métodos aprobados en Europa y/o la FDA resultando negativos para HBsAg, anti-
VHC, anti-VIH-1 y 2. No se conoce ningin método que asegure que los
derivados de la sangre humana no transmitan hepatitis, SIDA u otras infecciones.
Por lo tanto el manejo de los reactivos y muestras se hard de acuerdo con los
procedimientos de seguridad locales.

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

Evitar contacto de la piel con todos los reactivos, la Solucién de Parada contiene
HCI. En caso de contacto, lavar con abundante agua.

No fumar, beber, comer o utilizar cosméticos en el area de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccién y guantes.
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XVIII. RESUMEN DEL PROTOCOLO
MUESTRA(S)
CALIBRADORES CONTROLES
(k) ()
Calibradores (0-5) 50 R
Muestras, Controles - 50
Conjugado anti-INS-HRP 50 50
Incubar 30 min a temperatura ambiente.
Aspirar el contenido de cada pocillo.
Lavar 3 veces con 400 pl de solucién de lavado y aspirar.
Solucién cromogénica
100 100
Incubar 15 min a temperatura ambiente.
» 100
Solucién de parada 100

Leer en un lector de microplacas y registrar la absorbancia de cada pocillo a 450 nm
(versus 630 0 650 nm)
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T. Karaokevaleron omd v: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Ta teyvikn Bondera 1| TAnpo@opics 6yeTIKA pe TOPAYYEMEG EMKOIVOVI|OTE OTA:
Tni.: 432 (0)10 84.99.11 Dak: +32 (0)10 84.99.91

111.  KAINIKO YIIOBAOPO
A Bioloyixij dpdon tis veovlivig
H woovAivn, o molvmentidwkny opudvn pe popuokd PBapog 5800 Da, amekkpivetor omd o B-kdtTope tov vynoidwv tov
Langerhans a6 1o mdykpeag. H woovdivn dabétetl éva evpd pdopa Broroykdv dpdoemv. Aleyeipel Ty KLTTOPIKY TPOCANYN
™g YAukolng, v o&eldwon g YAVkOING, T YAVKOYEVEGDT), T AMTOYEVEST, TNV TPOTEIVOYEVEST Kot TO GYNUOTICHO Tov DNA
kot Tov RNA. H woovkivn mailel onpavtikd poro otn pdduion tev enmédmv g YAvKOLng Tov TAACHOTOS (AVAGTOAY TG
NTATIKNG TAPOY®YNG, SEYEPST] TG TEPLPEPIKNG YPNOOTOINGONG TNG YAVKOLNG). Ot TPOKVTTOVGEG VIOYAVKOLLIKES EVEPYELEG TNG
WGOVAVNG avTioTafpiloviot omd 0ppOvES e VIEPYAVKAIKEG EVEPYELES (YAvKayOVo, avénTikr oppovn, kopTiloAn, emtveqpivn).
H amékkpion g voovrivig eréyyeton kKupiong amd to eminedo g YAvKOING oto TAGopa: 1 vepyAvkattio TpoKokel deon kot
ONUAVTIKY aO&NoN oTo eMineda TG KLVKAOPOPOVGOS WooLAivic. Nevpikég emdpaoels, Kabmg kot ddpopot petafolucol kot
oppovikoi mapdyovteg (apvo&éa, YALKayOvo, YOOTPEVIEPIKY OPUOVY) €MIONG CLUUETEYOLV GTOV €AEYX0 TNG AMEKKPIONG TNG
woovAivig. O tomov I (vooviwoe&aptapevog: "veavicdg") Swafning opeihetar 6€ KOTAGTPOPN TV B-KVTTAP®YV, [E CUVETELL
™mv andAvTn EAAEWYT WWGOVAIVIC. ZTo TOmov II (1N woovAwvoeiaptdpevog: "pe Evapén otnv dpun niia") dofntn, evoéyeta
vo moilelt onpavtikd poro M avtiotoon oty oovkivi. Qo1660, HETd amd apKeTd ypovia e&EMENG, umopel va epeavioTel
OVETAPKELDL TOV PB-KVTTAp®V, TOL 0dnYel o OYETIKN tvGovAvomevio, M omolo amottel, O€ PEPIKEG TEPUTTAOGELS, XOPNYNoN
woovAivng. H avtiotaon oty tvoovAivn cvoyetiletor pe vymid eminedo kvkloeopiag g oppovng. H mo cvvibng artio
avtioTaomng otV WGovAivn £ykettal otny Tovoapkia. Atdpopeg evdokpvoradeteg (axkpopeyario, covopopo Cushing) kabadg kot
OTAVIEG TEPMTMOEL, EAAEWWUATOV GTOVG VMOJOYEIS TNG WOOLAIVIIG 1| TEPMMTAOCELS WUE OVIIOOUOTO TMV VTOJOYEDMV OVTL-
WGoVAvg cuoyetilovtat pe ducavedio ot YALKOLN 1 akcdun Kot o Adyo avtictaong oty weovAivi. O Tpocdlopiopog
TOV EMTEIMV TNG WWGOVAIVIG 6TO TAGGUO AmOTEAEl ONUAVTIKY TOpAUeTpo oTn dtdyveon g vaoyivkopias. Ta enineda g
WGOVAIVIG glval VYNAG G€ TEPIMTMGELS VGOVAVANATOG (0YKOG TV B-Kuttdpmv). H Aeitovpyikn petayevpatiky vaoyAvkouio
umopet emiong va ovoyetiCeton pe pn evdedetypévn anelevBépmaon woovAivng Koatd v mpoésAnyn vdpoyovavpdkwv. To
emineda TG wooviivng Tpocdiopilovrar eite og katdotaon vnoteiog eite katd T Sidpreto Suvopkng e&étaong:
a) E&taomn diéyepong: yedpa mhovoto og vOpoyovavlpaKes, TeoT avoyng o€ YAvkoin Angdeica amd to otopa (OGTT), éyyvon
apywivng, xopnynon toAPovtapiong 1 GAA®V GOVAQAVLAOVPLOV.
B) E&toon avactong: vnoteia, £yyuon copaTocToTivig

B. Kiwikij epapuoyr tov mpocolopicuot veoviivys
TIpocdopiopdc tov amobépatog Tmv B-KuTtdpov Katd T StdpKela TG eEEToons avoyng otn yYAvkoln 1 petd and éva yeduo
TAOVGLO GE VIPOYOVAVOPIKEG, MG 0dNYOS Yo ToV Kaboptopd g Bepaneiog pe vGOVALvN.
Zoppoin ot SdyvmoT VGOVAVOEERPTOUEVOL Kat U VGOVAVOEEUPTMHEVOL S1afiTn
XapaKTnpiopog Kot Tapakolovdnon Kotactdoemv ducavesiog otn yYAuKOLN.
AGyveon Kot HeELETN TEPITTOCEMV AVTIGTAGTG GTIV LVGOVAIVY.
A13yvVOONIVGOLAVALOTOCOLIAADVALTIOVOTOYAVK OIS,



IV.  BAXIKEX APXEX THX MEOOAOY

O mpocdopiopds  INS-ELISA g DIAsource egivor  évag  evlopikog
0VOGOTPOGOLOPIGUOG EVIGYVUEVNG evarcinaiog otepeng Aong mov ekteleitan o
QTOCTIMHEVEG TAGKES HIKPOTITAOSOTNONG. O TPosSIOpIoHOG YPNGIHOTOLEL LOVOKAMVLKE,
avioopato (MAbs) mov katevBivovtor gvovtiov dlokprtdv emtomOV TG veovAivig. Ot
Babpovountég kat ta deiypata avidpody pe to HovokAmVIKO avticopa cvAnyng (MADb 1)
MOV Eival EMOTPOUEVO OTNV VTOS0YN TG TAGKOG HIKPOTITAOSOTNONG KoL HE €va
povokrovikd avticope (MAD 2) onpacuévo pe papavidiky vrepoteddon (HRP). Metd omd
Mo TEPIOBO EMMAGTS TOV EMTPENEL TO GYNUATIOUO VOGS GAVTOVITG: emOTpOUEVO MAD 1 —
avBpdmvn woovAiiv — MAb 2 — HRP, 1 mhéka pikpotitAodotnong vroPdiieton og mAdon
Yoo va amopakpuvlel to onpacuévo pe viopo odéopevto aviticopo. To onpacuévo pe
£viupO BECUEVUEVO OVTICONA HETPATOL HECH HLOG XPOHOYOVOL avtidpaons. ITpootibeton ko
enwaleton ypopoyovo ddivpo (TMB érowpo yo xpnon). H avtidpaon otapotd pe v
TPOGONKN  aVOCYETIKOD SEAVHATOS KOl GTN OLVEYEWD YIVETOL OVAYyV®ON TNG TAGKOG
kpoTithodotnong oto  katdAnko pnkog kdpatoc. H moocdtmro pETOTPOTHG  TOV
VTOGTPOUOTOG KaOOPILETAL XPOUATOHETPIKG HETPMOVTIAG TNV amoppoenom, n omoio £ivor
av@royn TPOG TN GLYKEVTPMOGT TNG LVGOVAIVIG.

Tapiotdvetonr ypapikd o KopmoAn Pabpovopnong kot tpocdopiletor 1 GUYKEVIP®ON TG
INS ota deiypata pe avoywyn axd mv Kapmdin fabpovopnong.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

Avtidpactipa Kuir 96 Xpopa- AvoeioTac)
nPOGdI0pPL- TIKOG
POV K®IKOG
96 vodoyég umhe "Etowpo yua xpiion
IMhdko
HKPOTITAOSOTNONG
ue 96 omoomdueveg
VIOJ0YEG
EMOTPOUEVEG LE
1 poido kokkwvo | "Etowpo yu yprion
Ab HRP 6 ml
ZoCevypo: Avti-INS (povokAmvikd
aviioopata) onpocpéva pe HRP
og pubotikod ddrvpa TRIS-HCI
pe Poeto oporevkmpATIVI Kot
Bopoin
1 purkido kitpwvo | IpocBiete 2 ml
“ Avogtromot- OMEGTAYUEVOL VEPOL
npévo
Mndevikdg fabpovountig oe
avOpdmvo mAdopa Kot Bupdin
5 Quohidio kitpwvo | IlpocBiste 1 ml
Avogtromot- OMEGTAYUEVOL VEPOL
npévo

Babpovountmg N =1 émg 5

(deite Tig axpiPeic TIHEG TAVE OTIG
ETIKETEG TOV PLIMBIOV) O
avOpdmvo mAdopa Kot Bupdin

|WASH | SOLN |CONC | 1 proidro Kopé Ap(ll(i)(ﬁ'f:. 200 x He
10 ml OMEGTAYIEVO VEPO
Atdhopa thoong (Tris-HCI) (xpnowomouiote
HOYVITIKO avadeuTnpQL).
2 ploAido aonui ﬂpocﬂsc‘l:'s 1ml ]
Avo@tronot- OMEGTAYUEVOD VEPOL
Opoi eréyyov - N=112 nuevo
oe avOpdmvo TAaopo pe Bupoin
CHROM T™MB 1 proAidro pavpo | ‘Etowpo yio xpnon
12 ml
Avéhopa xpopoyovor TMB
(tetpapedurBeviudivn)
1 pukido Aevkd | "Etowpo yio xprion
12 ml
Avaoyetkd avudpaotiplo: HCI
10N
Xnpeioon:1.Xpnowonoteite 10 pndevikd  Pabpovount Yo opoUOCES

detypdtov.
2.1 pIU tov mopackevdopatog tov Babpovountr givol 10od0vVapo pe
1 WU tov 2* IRP 66/304.

VI.  ANAAQXIMA II0Y AEN ITAPEXONTAI
To akdrovba VAKE amortodvior oALG dEv TAPEXOVTOL GTO KIT:
1 AmeoTaypévo vepod VYNANIG To10TNTOG

o0 AW

VII.
A.

VIIL.

> X

IMuéteg yo Swovopn: 50 pl, 500 pl ko 2 ml (cuviotdrar n xprion muretdv
akpiBeiag pe avoldoo Thacticd poyyn)

Avoypeiktng otpopiitopon

MoyvnTikdg ovadevTnpog

ZVokeV TAVOTG Y10 TAGKESG HIKPOTITAOSOTNONG

YuoKeV]  avAyveOomg  TAOKOV  HIKPOTITAOSOTNONG  HE
avayvoong ota 450 nm, kot 650 nm (Arpopatiky avéyveon)

dvvotdTa

ITAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

afpovountés: Avaovotiote to pndevikd Pobupovounty pe 2,0 ml
aneotaypévov vepod kot GAlovg PBabuovountég pe 1 ml ameotaypévov
vePO.

Opoi gréyyov: Avaovotiote Toug 0podg edéyyov pe 1 ml ameotaypévov
vePO.

. Awlvope mhdong epyaciag: Ipostoydote emapkn 6yko SoAOULOTOG
mAvong epyaciog pe mpostnkn 199 dykwv amectaypévov vepov oe 1 dyko
Sodvpatog TAvong (200X). XpnoYOTomoTe HoyvnTIKO avadELTHPa YioL TNV
OUOYEVOTIOINGT. ATOppiyTe TO UM YPNOLLOTOMUEVO StdAvpa TAVONG
£pyaciog oTo TEAOG TG NUEPAS.

DYAAEH KAI HMEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN
Tlpwv omd 0 Gvorypo M TNV avecyOTOON, OAX TO GULOTOTIKG TOVL KIT
nopapévouv otadepd g v nuepounvia AENG, 1 omoia avoypageTaL GTNV
ETIKETA TOV PLoAdioL, Epdoov dratnpodvtar og Beppokpacio 2 Emg 8° C.

Ot un XPNGUOTOMEVEG VTTOSOYES TPETEL VO, PLUAGGGOVTAL 6ToVG 2-8° C, og
GOPUYICHEVT) GOKOVAN OV TEPLEXEL OMOENPAVTIKO TTapdyovTa, HEYXPL TNV
nuepopnvia AM&ng.

Metd v avoovotact, ot Babpovountég kot ot 0poi EAEYXOL TapaUEVOLY
otafepoi yo pio efdopdda oe Oeppokpacio 2 £wg 8° C. o peyakitepeg
TEPLOBOVG PVANENG, TTPETEL VoL oyNUoTilovTon KAAOHATO/SOGELS [og XP1ong
Kot vo, datnpovviar otovg —20° C. ATOQUYETE TOVG EMAVENUUEVOVG
KOKAOVG amOYLENG-KOTAWLENG.

To ovumvkvopévo Sdvpa mAvong eivor otabepd oe  Beppokpacio
dopatiov puéypt mv nuepopnvia AnEnG.

Dpéoko, mOPACKEVOGHEVO Otdhvpo mAdong epyociog Oa mpémer va
yxpNoonoteital v idta nuépa.

Metd v mpdT™ Ypron Tov, o ovlevypo mapapével otabepd Ewg TNV
nuepopmvio. AREng, epdoov dtatnpeitor 6to apykd, ePUNTIKE KAEGTO
proAidio oe Beppokpacio 2 £mg 8° C..

Toyxov petaPorés TG QLOIKNAG ERPAVIONG TOV OVTIOPOCTNPIOV TOV KIT
£VOE ETAL VO VTOINADVOLY aoTdbeta 1 addoimon

2YAAOI'H KAI IIPOETOIMAXIA AEITMATQN

O opdg mpémet vo. puAdooetal otoug 2 - 8°C.

Edv n e&éraon dev mpaypotomombel evidg 24 mpdv, cvviotdrar 1 VAN
oe KAGopota/dooelg pog xprong otovg -20° C. Amogevyete TOvg
£maKOA0VOOVG KOKAOVG KATAYVENG-OmOWVENG.

Dépete Oho Ta delypota oe Beppokpacio dopatiov mTpwv amd ™ ¥PNHOM.
ZOVIOTATOL 1] AVAELEN TOV SEIYHATOV GE GUOKELT] GTPOBLGHOD TPV amd
™ xpron.

Mnv ypnoylomoteite deiypato mov £ovv VIOoTEL apdrvo.

AIAAIKAXIA

ZNUELDOCELS GYETIKA IE TO YEPLGRO

Mn XpNGLULOTOLELTE TO KIT 1] TOL GLCTATIKE LETA TNV NUEpOUNVia AHENS.

MnVv avaperyvOETE VKA 07O S10pOPETIKEG TUPTIOES KIT.

Dépete Oha Ta avtdpactipla oe Beppokpacio dopatiov Tpwv and ™
xpnon.

Avopeiéte kohd OA0 To ovTOpACTAPO KOl TO Oelypoto ME OmOAn

avokivinon 1 avadevon.

Exteléote €1 dumlovv avdinyn tov Babpovountdv, tov opmdv gAEyxov

KO T@V Serypdtov. Zovictdtor kabetn svbvypapion.

Xpnowonomote éva Kobapd, mAaoTikd Soyelo Yoo Vo ETOWUAGETE TO

Stilvpo TAvONG.

Xpnoonoteite éva Kabopd avardoWo pHYYOS TITETAS Yol TV TPOosHKn

KGOe  SopopeTikod avTIdpacTpiov Kol OElyHoTOG TPOKEWEVOL Vo

OTOPVYETE TNV EMUOAVVG.

Ia ™ Swvopr TOL YPOUOYOVOL SLOADMOTOG KOl TOV OVOGYETIKOV

SLADULOTOG OTOPVYETE TUMETEG UE LETOAMKA HEPT.

I'o ) dovoun Tov AMOKAAVTTIKOY SIMAVHATOS KOl TOV GVOGYETIKOV
SADOTOG ATOPVYETE MTETEG LUE HETOAAKA LEPT).

H oxpifeiar Pedtidveronr pe ypion mmetd@v vyning okpifelog M
OVTOHOTOTOMHEVOD EEOMAMGHOD S1OVOUNG UE TTETES.

Trnpeite ToVg YPOVOLS ETMUONG.
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Ia va amo@lyete T LETATOMOT, O YPOVOG HETAED TNG SLOVOUNG e TTETOL
0V TPAOTOL Pobpovopnt) Kot Tov TeAevTaiov detypatog dev mpémer va
etvar peyodvtepog and 30 Aentd.
Ipoetodote po KopmoAn Pobpovounong ywo kébe aviiveon kot un
xpnotponoteite dedopéva amd TPOoNyOOUEVES UVOAVGELS.
Awaveipete 10 xpopoyovo StdAvpa evtdg 15 Aemtdv petd v mhdon g
TAGKOG LUKpOTITAOSOTNONG.
Katd ) didpkela g endaong He TO YPOUOYOVO OGAVUO ATOQVYETE
amevBeiog £kBeomn 6Tov A0 TG TAAKAG IKPOTITAOSOTNONG.

Awdikacio
Enééte tov amartodpevo oplBud vmodoymv yw v ektékeon. Ot
axpnopomointeg vrodoyés Oo mpémel va Eavacepayifoviol 6T GoKoVAN
OV TEPLEYEL OTTOENPAVTIKT) OVGia Kot Vo puidocovtot 2-8°C.
Aocpaliote TIC VTOd0YES 0T dLdTaln GuyKpdTnong.
Awveipete pe mutéto 50 pl omd kébe Pabpovount, opd eréyyov ko
detypo oTig KATAAANAES VLOSOYES.
Awveipete pe mméto 50 pl ovlevypatog avit-INS péoa oe Oheg TIg
VTOSOYEC.
Enodote yo 30 Aentd og Ogppokpacio dopotiov
AvappoenoTte 10 vypd and kdbe vrodoyn.
ITovete v Thdko 3 popéc:
. Savépovtog 0,4 ml Sraddpatog Thbong og kGbe vrodoyn.
. OVOPPOPAVTAG TO TEPLEXOUEVO KAOE VITOSOYNG
Awveipete pe mméto 100 pl - ypopoydvov doddpatog og kabe vodoyn
£vtog 15 hentdv petd to 6tddio mAvong.
Enwdote v mAdke pkpotithoddtnong yo 15 Aemtd oe Ogpuokpocio
dopatiov .
Awwveipete pe muméta 100 pl ovaoyetikod avtidpactnpiov oe Kkabe
vrodoyn.
Kadvte avdyvoon towv aroppoprcewv ota 450 nm (piktpo avaeopds 630
nm 1 650 nm) evtog 1 ®dpag Kot vroloyiote o amoteELEoHOTO OMMOG
mepLypagetat oty evotnta XI.

YIIOAOT'IEMOX TN AIIOTEAEEMATQN

Kavte avayvoon g nAdkog ota 450 nm évavtt evog GiIATpov avapopds
nov pupiletar ota 650 Nm (1) Ta 630 NM).

Ymoloyiote ) péon T TOV STADV TPOGIOPIGUMV.

Te NUAOYupOIKO 1 YPOUUIKO XOPTL YPAPNUATOV, TOPAUCTHOTE YPOUPUKE
g Tipég OD (tetaypévn) yo kdBe Babpovountr €vavtt g avtictoynmg
ovykévtpoons ™G INS (tetpunuévn) war oxedldote o KOpmOAn
Bobpovounong péom tov onueiov tov Babpovounth, cvvoéovtag pe
evbeleg ypappég To oamoTummpEVa oueia.

AwBdote ™ cvykévipwon Yo Kabe opd eAEyxov kat detypo pe avaywyn
oV KoumdAn fabpovounong.

Avoyoyn dedopévov pe ™ Ponbere miektpovikod vmoloyloty Oo
QATAOTOUCEL AVTOVG TOVG VIOAOYIoHOVG. Edv ypnoylonoteitor avtdpot
emefepyocio  omOTELECUAT®OV, GULVIOTATOL  TPOGOPUOYY]  KOUTOANG
AOYIOTIKNG GLUVAPTNONG 4 TAPAUETPOV.

TYIIIKA AEAOMENA

Toa axérovBo dedopévo mpoopiloviar LOVO MG TUPASEYHO KOl SEV TPETEL VO
APNOLLOTOOVVTOL TOTE VTl TNG KAUTVANG Boflovounong mTpoyatikoy xpovov.

TIpootebeica avaroopevn ovoia Ozopnrikés | HoparnpnOsi- AweTovpov-

o€ 0pé VYNNG Ty Tipég INS oeg Tipég INS pevn
ovtidpaon
(ng/ml) (ng/ml)

(%)
Xoipelog voovrivny 8 ng/ml 4.2 17.4 > 100
Boetog tvoovAivn 8 ng/ml 3.8 17.8 > 100
IwvoovAivn okdrov 16 ng/ml 4.2 17.2 81
Itvoovlivn kovvehov 16 ng/ml 4.2 14.1 62
ItvoovAivn apovpaiov 16 ng/ml 3.8 3.7 0
AvOpdmvn mpoiveovrivn 32ng/ml 4.3 4.4 0.3
Xoipetog mpoiiveovrivin 16 ng/ml 4.3 4.7 25
Boetog mpoivoovrivny 16 ng/ml 4.3 4.4 0.6

| Akpipera

T'TA TON IAIO ITPOZAIOPIZMO

METAZY AIAOOPETIKQN

ITPOZAIOPIEMON
Opog N <X>=T.A. A Opog N <X>=*T.A. Z.A
(nIUml) (%) (nIUml) (%)
A 23 13.09 £ 0.6 4.8 A 8 13.29 +1.08 8.1
B 23 329 +19 6.0 B 7 34.12 + 3.1 9.0

A. OpOétnTO

T.A.: Tomuh andrhion, Z.A.: Zovtedeotig dakdpoveng

INS-ELISA Movadeg OD
Holvypopatiké povréro
Bobpovountig 0 plU/ml 0.025
5.1ulU/ml 0.070
13.8 plU/ml 0.13
44.4 plU/ml 0.507
128 wlu/ml 1.313
250 wlU/ml 2.34

XIHI.
A

AIIOAOXH KAI IIEPIOPIXMOI

‘Opro aviyvevong

Metpribnkav gikoot pundevikoi Babpovountés poli pe éva covoro dAhmv
BaOpovoumtév. To Opro ovigvevong, opwloHEVO ®G T (QOIVOUEVIKN
GLYKEVTPOOT 600 TUTK®OV anokAicemv nave ond Tig péoeg petpnoeg OD
og undevikn déopgvon, frov 0,17 plU/ml.

Ewwomra

Oppdveg d100TAVPOVLEVIS aVTIdpacNS TPooTéOKaY o€ éva Padpovount
vynhig g (100 plU/ml 1 4 ng/ml). Metpnbnke n eawopevikn
amokpion g INS.

Onwg gaivetar mo kaT®, WoOLAIves (OMV (EKTOG TNG WWGOVAIVIG TOV
apovpaiov) epgavifouv dloctovpovevn avtidpaocn eved avlpdmvec,
yoipeteg kot PBoeieg mpoivoovriveg dev mapovctdlovy SlaGTOVPOVUEVN
avtidopaon.

AOKIMAZXIA ANAKTHXHX
Agiypa Ipoctedeica AvoktnOzica Avaktion
INS INS (%)
(p1U/ml) (pIU/ml)
Op6 182.1 1745 95.8
Pos 86.7 80 92.3
39.6 37.4 94.4
15.1 13.6 90
AOKIMAZIA APAIQYXHY
Asiypa Apaioon Ocopnriki MetpnOsica
GVYKEVTPOON GVYKEVTPMON
(pIU/ml) (pIU/ml)
Opdg 1 m | - 82.3
12 41.2 42.21
1/4 20.6 22.86
1/8 10.3 11.04
1/16 5.15 5.9
1/32 2.58 33
Opog 2
m - 57.5
1/2 28.7 27.7
1/4 14.4 145
1/8 7.2 8.0
1/16 3.6 4.4
1/32 1.8 2.3

Ta detypota apornbnikay pe undevikd Badpovountr.

E.

Mecodwdotnue petalv T dwovopng tehevtaiov Padpovounti) ko
deiyparog

Onwg @aiveTol oTn GUVEXEWN, TO OMOTEAECUOTO TOV TPOCOLOPIGLOD
nmapapévouy afdmota akdpo Kot otav dtavépeton évo detypa 30 Aemtd
UETE TNV TPOSHNKT TOV BAOLOVOUNTOV GTO ETCTPOUEVO VTTOSOXES

TO 10 Aemtd 20 Aemtd 30 Aemttd
Cl 12.8 12.7 12.4 12.9
clu 313 30.7 30 28.6




XT. ®aowopevo aykiotpov (hook)
Aetypo mov gupohdotre pe INS éwg 10000 plU/ml Siver vyniotepeg
petpfioelg ontikng mokvomtoag (OD) amd 1o onueio tov Televtaiov
Babpovount.

XIV. EXQTEPIKOZX ITIOIOTIKOX EAEIrX0OX

. Edv ta amoteléopata mov AapPdavovtol yio tov opd giéyyov 1 fi/kar tov
0pd eréyyov 2 de Ppiokovtar £vtdg Tov mediov Tipdv mov kobopileton otnv
eTicéto. Tov  QuiAwiov, ta  omoteAécpata  Ogv  givar  duvatd  va
ypnopomombody, extdc €av €xer dobel wavomomtiky e&nynon yw myv
ACVUP®VICL.

. Eav eivor embopuntd, kabe epyactnplo pmopei vo SnUovpynoet To Sikd Tou
petypato derypdrov eléyyov (pools), ta omoio mpémer vo. dratnpovvran
KOTEWVYHEVO 68 KAGOHOTA/SOGELS [LaG YpTions.

. Ta kprriplo. amodoyng yio T dtpopd HeTald TV SIMADY OMOTEAECUATMV
TV detypdtov Oa tpénetl va Pacilovtat og 0pbEG EpYAOTNPLUKES TPOKTIKES.

. Tuviotdrol ot opoi EAEYXOL Vo VTTOPAAAOVTOL GE TPOGIIOPICUO TOKTIKA (G
dyvoota delypota yo va petpdron 1 petafAntomra tov tpocdoptopod. H
am6S0GT TOL TPOGIOPIoHOD TPENEL Vo TTapakorovdeital pe dtorypappoo
TOLOTIKOD EAEYYOV T®V 0pMV ELEYYOL.

. Eivor kokod 10 vo €AEyyeTe OMTIKG TNV TPOGOPUOYN TNG KOUTOANG TOV
emAEyONKe amd TOV VITOAOYLOTH.

XV. TIMEX ANA®OPAX

To medio TUDV TOV EMTESWV TNG WWOOLAIVIG o€ 29 VTOKEINEVH LE PLOLOAOYIKES
e€etdoeig avoyng og yAukoln Anebeica and to otopa Pacileton ota T0c00Td £mi
701G €K0To amd 2,5 éwg 97,5 Tov GLVOLOL TV dedOUEVHV

Ot tipég avtég mapéyovar poévov wg odnyos. Kabe epyaotiplo Oa mpémer va
KoOEPDGEL TO J1KO TOV TED IO PLGIOAOYIKDV TIUMV.

XVI. IIPODPYAAZEIX KAI IIPOEIAOIIOIHXEIX

Acpaleiag

Movo o StoyveooTikn yprion in vitro.

Ta ocvotatikd avOpdTVOL aipotog Tov TEPILAUPAVOVTIOL GTO KIT QUTO EYOVV
eheyyOei pe pebodovg eykexpipéves otnv Evpomn f/kon and tov FDA kot €xet
Samotodel 6T givon opvntikd og Tpog v nopovsio HBSAQ, avti-HCV, avri-
HIV-1 kot 2. Kopio yvooti pébodog dev eivan dvuvatd vo mopéyet mAnpn
Srac@drion 6t Tapdymya Tov avBpdmvou aipatog de Ha HLeTaddcovy nroTitida,
AIDS 7 dMeg Aowdées. Emopévag, o yepiopds ovidpaoctpiov, derypdtov
0pov N TAACHATOG Bol TPETEL VoL YIVETOL GOUPOVA LE TIS TOTIKEG S1adIKaoieg Tepl
ACPAAELOGC.

‘Oho o {owd TpoidvTa Kot Tapdymyo £xovv cuAieydel amd vy (da. Ta Pocio
GLOTATIKG TPOEPYOVTAL aTd XDPeg 0oV dev £xel avapepbel BSE. IMap' OA' avtd,
ovotatikd mov meplEyovv (mikég ovoieg Ba mpémer vo avtetomiloviol g
SUVNTIKOG LOAVGUOTIKA.

Amo@iyete KOBe €O pe TO OpHA pe OA T avTWOPAoTHpL. To avacyETIKO
Siidopa mepiéxet HCL. Ze nepintwon emagpng, TAdveTe ooAaoTkKG pe vepod.

Mnv kanvilete, unv mivete, unv TpOTE KoL U1 YPNOYOTOLEITE KOAAVLVTIIKA GTO
xoOpo epyoocioc. Mnv Swvépete pe mmETOL YPNOLULOTOIDOVTOG TO GTOUO GOG.
XpNOoYonoteite TPOGTATEVTIKO POVYIGHO KOL YAVTLOL [0S YPNONG.
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XVIIl.  HEPIAHYH TOY I[TPQTOKOAAOY
AEITMA(TA)
BAGMONOMHTEX OPOI EAECXOY
(CU] ()
BaBpovountég (0-5) 50 _
Agtypata, opoi eréyyov - 50
20levypa avtt-INS-HRP 50 50

Enwdote yuo 30 Aentd og Oeppokpacio dopotiov.
AvappoenoTe To TEPLEXOUEVO KGOE VITOSOYNS.
IMAovete 3 gopés pe 400 ml Srakdpotog TAHONG Kot AVappPOPNOTE.

APOUOYOVOL SLHADLATOG 100 100

Enwdote yo 15 Aentd og Oeppokpacio dopatiov.

o 100
Avooyetikd dtdivpo 100

Kavte avdyvoon ce cuokev| avlyvoong TAOK®OV HKPOTITA0OOTNONG Kot
Katoyphyte TV anoppoéenon kabe vrodoyng ota 450 nm (évavtt 630 1 650
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Hasznalat el6tt olvassa el a teljes hasznalati utasitast.

INS-ELISA

. VIZSGALAT CELJA
Immunoenzimatikus vizsgalat a human inzulin (INS) szérumbdl torténd in vitro kvantitativ
meghatarozasara.

Il.  ALTALANOS INFORMACIOK

A. Bejegyzett név: DIAsource INS-ELISA Reagenskészlet
B. Katalégusszam: KAP1251 : 96 vizsgalat
C. Gyartd: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Gyakorlati jellegii vagy rendeléssel kapcsolatos kérdésekkel hivja a kdvetkezé szamot:
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

I11. KLINIKAI HATTER

A Azinzulin biolégiai szerepe
Az inzulin 5800 Da molekulasulyu polipeptid hormon, melyet a hasnyalmirigy Langerhans-szigeteinek béta sejtjei
termelnek. A szervezetben sokféle feladatot lat el. Serkenti a sejtek glukozfelvételét, a gliikdz oxidacidjat, a
glikogenezist, a lipogenezist, a proteogenezist és a DNS és RNS termelését. Kulcsszerepet jatszik a plazma
glikdzszintjének szabalyozasaban (a maj glikdzleadasat gatolja, a periféridlis gliikdzfelhasznélast serkenti). Az
inzulin hatéséara kialakuld hipoglikémidt hiperglikémiés hatdst hormonok (glukagon, névekedési hormon, kortizol,
epinefrin) ellensulyozzak. Az inzulin termel8dését elsGsorban a plazma gliikkozszintje szabalyozza: hiperglikémia
esetén azonnal, nagy mértékben né a vérkeringésben az inzulinszint. Idegrendszeri hatasok, valamint kiilonb6z6
anyagcsere- és hormonalis faktorok (aminosavak, glukagon, gasztrointesztinalis hormon) is részt vesznek az
inzulinszekrécid szabalyozadsaban. Az 1. tipust (inzulinfiiggé: "juvenilis") diabéteszt a béta sejtek pusztulasa
okozza, ekkor egyaltalan nem termelddik inzulin. A II. tipusi (nem inzulinfiiggd: "felndttkorban kialakuld™)
cukorbetegség esetében egyrészt az inzulinrezisztencia jatszhat fontos szerepet, illetve sok évi fejlédés utan a béta
sejtek miikddése rendellenessé valhat. Ez relativ inzulinhidnyhoz vezet, egyes esetekben inzulinkezelésre is
szilkség van. Az inzulinrezisztenciat akkor alakul ki, ha a keringésben nagy mennyiségben jelen van a hormon. Az
esetek tobbségében az ilyen beteg thlsulyos. Kiilonb6z6 hormonalis betegségek (akromegalia, Cushing-
szindroma), valamint ritkdn az inzulinreceptorok hibas miikodése, illetve az inzulinreceptor elleni antitestek
jelenléte esetén is kialakulhat gliikdz intolerancia, vagy akar diabetes is az inzulinrezisztencia miatt. A plazma
inzulinszintjének meghatarozasa fontos adatot szolgaltat a hipoglikémia diagndzisanak felallitdsahoz. A magas
inzulinszint inzulindbmat is jelezhet (béta-sejt tumor). A funkcionalis posztprandidlis hipoglikémiat az is okozhatja,
hogy a szénhidratfelvételt kovetéen nem megfeleld az inzulinfelszabadulas. Az inzulinszint két modon
vizsgalhatd, éhgyomri allapotban vagy dinamikus teszttel:
a) stimulacios teszt : szénhidratban gazdag étkezés, oralis glikéz tolerancia teszt (OGTT), arginin infazid,
tolbutamid, vagy mas szulfonilurea beadasa.
b) inhibicios teszt : bojtolés, szomatosztatin infzio

B.  Azinzulinmeghatarozas klinikai felhasznalasa
A béta-sejt tartalékok meghatarozasa glitkoz tolerancia teszt soran, vagy szénhidratban gazdag étkezés utan,
Utmutat6ul az inzulinterapia bedllitasahoz;
Segitség az inzulinfiiggd és nem inzulinfiiggd diabetes diagnozisanak felallitdsahoz;
A gliikdz intolerancia statuszanak jellemzése és kdvetése;
Az inzulinrezisztencias esetek felismerése és tanulmanyozasa;
Inzulindma és mas hipoglikémias esetek diagnosztizalasa.



IV. AMODSZER ELVE

A DIAsource INS-ELISA kitje szilard fazisu fokozott érzékenységli enzimesszé,
mely egyenkeént levalaszthat6 valyulatokat tartalmazé mikrotiter lemez formaban
keril leszallitasra. A készlet olyan monoklonalis ellenanyagokat (Mab) hasznél,
amelyek az inzulin kiilénboz6 epitopjait ismerik fel. A kalibratorok és a mintak
reagalnak a mikrotiter lemez teszthelyeinek feluletére kotétt monoklonalis
ellenanyaggal (MADb 1), valamint a méasik monoklonalis ellenanyaggal (MAb 2),
amely torma peroxidazzal (HRP) van jelolve. Az inkubacios id6 alatt kialakul a
szendvics: a feliilethez kapcsolt MAb 1 — humén inzulin — MAb 2 — HRP
Osszekapcsolodik, majd a lemez mosaséval pedig eltdvozik a szabadon maradt
enzimmel jelolt ellenanyag. A megkotott, enzimmel jeldlt ellenanyag
mennyiségét szinreakcid segitségével lehet mérni. A kromogén oldat (hasznélatra
kész TMB) hozzéadéasa utan inkubalni kell a lemezeket. A reakcidt a Stop oldat
hozzéadasaval kell leéllitani, ekkor a megfeleld hullimhosszon leolvashatok az
eredmények. A szubsztrdtum mennyiségére a mért abszorbanciabdl lehet
kovetkeztetni, ami aranyos az inzulinkoncentraciéval.

Kalibracios gorbét kell felallitani, amelyrdl interpolacioval leolvashat6é a mintak
inzulin-koncentracidja.

V. A REAGENSKESZLET TARTALMA

Reagens Mennyiség 96 Szin Feloldas

mintahoz

Mikrotiter lemez 96 96 teszthely kék Hasznélatra kész

anti-inzulinnal

(monoklonalis

ellenanyag) fedett

egyenként torhetd

valyulatokban
1 ampulla piros Hasznélatra kész

Konjugatum: HRP-vel jeldlt anti-
inzulin (monoklonlis ellenanyag)
TRIS-HCI pufferben, bovin szérum
albuminnal és thymollal

1 ampulla sarga Adjon hozza 2 ml

— - liofilizalt desztillalt vizet
Nulla kalibrator emberi plazma,
thymollal

Adjon hozza 1 ml

CAL “ 5 ampulla sarga

. liofilizalt desztillalt vizet
Kalibratorok - N = 1 - 5 (a pontos
értékeket . az ampullék cimkéin)
emberi plazma, thymollal
1 ampulla barna Higitsa 200 x
|WASH | SOLN |CONC | 10 ml desztillalt vizzel
(hasznaljon

Mosdoldat (TRIS-HCI) maégneses keverdt).

2 ampulla ezlist

Adjon hozza 1 ml
| liofilizalt

desztillalt vizet

| CONTROL | N

Kontrollok - N = 1 vagy 2
thymolt tartalmaz6 emberi plazma

Hasznélatra kész

1 ampulla fekete

Kromogén TMB
(Tetrametilbenzidin)

STOP SOLN 1 ampulla fehér Hasznélatra kész

12 ml

Stop oldat: HCI 1,0 N

Megjegyzés : 1. Mintak higitasahoz hasznalja a nulla kalibratort
2. A kalibrator reagens 1 plU mennyisége megfelel 1 plU

IRP66/304-nek.
VI.  AFELHASZNALO ALTAL BIZTOSITOTT ESZKOZOK

A kovetkezd eszkozoket a készlet nem tartalmazza, de sziikségesek a vizsgalat
elvégzéséhez:

1. Kivalé mindségii desztillalt viz

2. Pipettdk: 50 pl, 500 pl és 2 ml beméréséhez (ajanlott pontos
pipettak és eldobhaté miianyag pipettahegyek hasznalata)

Vortex

Magneses keverd

Mikrotiter lemez moso

Mikrotiter lemez leolvaso, mely egyarant képes 450 nm-en és 650 nm-en
(Bikromatikus leolvasas)

o0k w

VIl. REAGENSEK ELOKESZITESE

A. Kalibratorok: Oldja fel a nulla kalibratort 2 ml, a tébbi kalibratort pedig 1
ml desztillalt vizben.

B. Kontrollok: Oldja fel a kontrollokat 1 ml desztillalt vizben.

C. Higitott mosdoldat: Készitsen megfelelé mennyiségli higitott moséoldatot
Ugy, hogy 199 rész desztillalt vizhez 1 rész mosooldatot (200x) kever.
Homogenizalja magneses keverd segitségével. A napi vizsgélatok
végeztével dntse ki a megmaradt higitott moséoldatot.

VIII. A REAGENSEK TAROLASA ES ELTARTHATOSAGA

- Felnyitads és feloldas nélkil a reagensek 2-8°C-on tarolva a cimkén
feltlintetett id6pontig hasznalhatok.

- A hasznélatlan csikok 2-8°C-on, lezart, nedvszivo anyagot tartalmazé
tasakban a lejarati idejlkig eltarthatok.

- Feloldas utan a kalibratorok és kontrollok at 2-8°C-on egy hétig tarthatok
el. Hosszabb tarolas esetén ossza ket tobb csdbe, és fagyassza le -20°C-
ra. Kerillje a tobbszori lefagyasztast és felolvasztast.

- A tomény Mosooldat szobahdmérsékleten a lejarati idejéig felhasznalhato.

- A frissen készilt higitott mosooldatot még aznap fel kell hasznalni.

- Az elsé hasznalat utin a konjugatum a feltiintetett lejarati idejéig
eltarthato, ha 2-8°C-on, az eredeti ampullaban, jol visszazarva tarolja.

- A reagensek fizikai tulajdonsagainak megvaltozasa valdsziniileg azt jelzi,
hogy megromlottak.

IX. MINTAVETEL ES ELOKESZITES

- A savomintékat 2-8°C-on kell tarolni.

- Amennyiben nem végzi el a vizsgalatot 24 6ran belil, ajanlott a mintakat
-20°C-on szétosztva térolni. Keriilje a minték t6bbszori lefagyasztasat és
felolvasztésat.

- Hasznalat elott varja meg, amig a reagensek szobahomérsékletiire
melegednek. A mintédkat bemérés el6tt ajanlott alaposan megkeverni.

- Ne hasznéljon hemolizélt mintékat.

X. A VIZSGALAT MENETE
A Tudnivalék

Ne hasznélja a reagenseket a lejarati idejikon tul.
Ne keverjen Ossze eltéré gyartasi szamu reagenskészletekbdl szarmazo

anyagokat.

Hasznalat el6tt varja meg, amig a reagensek felmelegednek
szobahdmérékletiire

Minden reagenst és mintat alaposan keverjen meg enyhe razéssal vagy
forgatassal.

A kalibratorokkal, a kontrollokkal és a mintakkal is két parhuzamos
mérést végezzen. A fiiggbleges elrendezés javasolt.

A Mosboldat elkészitéséhez hasznaljon tiszta miianyag edényt.

A keresztszennyez6dés elkeriilése érdekében minden reagens és minta
beméréséhez hasznaljon j eldobhaté pipettahegyet.

A Kromogén TMB és a Stop oldat pipettdzasara ne hasznaljon fém
részeket tartalmazo pipettazot!

Nagypontossagu pipettdk és automata pipettdz6 késziilék hasznalata
noveli a mérés pontossagat.

Tartsa be az inkubacios idoket.

Hogy elkeriilje a csuszast, iigyeljen, hogy az elsé kalibrator és az utolsd
minta bemérése kozott legfeljebb 30 perc teljen el.

Allitson fel kalibracios gorbét minden méréskor, ne hasznélja a koréabbi
mérések adatait.

A Kromogén oldatot a mikrotiter lemez moséasat kévetd 15 percen beliil
pipettazza a valyulatokba. A Kromogén oldattal torténd inkubalas soran
tgyeljen arra, hogy a lemezt ne érje kozvetlen napsugarzas.

B. A vizsgalat menete

1. Viélassza ki a megfelelé szamu valyulatot a vizsgalathoz. A fel nem
hasznalt valyulatok 2-8°C kozott szaritoszert tartalmazo, lezart zacskdban
tarolhatok.

2. A vélyulatokat rogzitse a mikrotiter lemez keretébe.

3. Mérjen 50 pl-t minden kalibratorbél, kontrollbdl és mintabol a megfeleld

teszthelyekre.
4. Pipettdzzon 50 pl anti-INS-HRP konjugatumot minden teszthelyre.
5. Inkubalja 30 percig szobahémérsékleten.
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Szivja le a folyadékot a teszthelyekrdl.

Mossa a lemezt 3-szor igy:

= mérjen be 0,4 ml Mos6oldatot minden teszthelyre

= szivja le a teszthelyek tartalméat

A mosasi 1épést kovetd 15 percen belill pipettazzon minden egyes
valyulatba 100 pul Kromogén oldatot. Inkubalja 15 percig szobahon.
Inkubélja 15 percig szobahdmérsékleten.

Meérjen 100 pl Stop oldatot minden teszthelyre.

Olvassa le az abszorbancigkat 450 nm-en (referencia szlir6 630 nm vagy
650 nm) 1 6ran belll, és a XIl. fejezet alapjan szdmolja ki az
eredményeket.

EREDMENYEK KISZAMITASA

Olvassa le a lemezt 450 nm-en, a referencia sziirét allitsa 650 nm-re
(vagy 630 nm-re).

Szamitsa ki a paArhuzamos mérések atlagat.

Féllogaritmikus vagy lineéaris koordinatarendszerben &brazolja az
egyes kalibratorok OD értékeit (ordinata) a megfeleldé INS
koncentrécid figgvényében (abszcissza), és rajzolja fel a kalibracios
gorbét Ugy, hogy a bejeldlt pontokat 6sszekdti egyenes vonalakkal.
Olvassa le a kontrollok és a mintdk koncentracioit a kalibracios
gorbérdl interpolacio segitségével.

A szamitogépes értékelés leegyszerlisiti ezeket a szamitasokat. Ha
automatikus eredményfeldolgozast alkalmaz, javasolt a 4-paraméteres
logisztikus fliggvény gorbéjének illesztése.

JELLEMZO MERESI EREDMENYEK

A kovetkezd adatok csak példaként szolgalnak, soha ne hasznalja ket a valos
idejii kalibracio helyett.

INS-ELISA OD egységek,
polikromatikus modell

Kalibréator 0 WIU/ml 0.025
5. 1ulU/ml 0.070

13.8 plU/ml 0.13

44.4 plUu/ml 0.507

128 plU/ml 1.313

250 plU/ml 2.34

XI. A VIZSGALAT JELLEMZOI ES KORLATAI

A A kimutathatdsag als6 hatara
Husz nulla kalibratort vizsgaltak meg egy masik kalibrator sorral egyiitt.
A kimutathatosag also hatara, ami a nulla kotddés esetén mért atlagos OD
két standard deviacioval megnovelt értéke, 0.17 uIU/ml-nek bizonyult.
B. Specificitas
Keresztreagalé hormonokat adtak a magas koncentréacioju kalibratorhoz
(100 pIU/ml vagy 4 ng/ml). Ezutan meghataroztak a mintdban mérhetd
inzulin-mennyiséget.
Ahogy ez az aldbbiakbdl is latszik, tobbféle allati inzulin keresztreagal
(kivéve a patkanyét), azonban az emberi, a sertésbdl, illetve a
szarvasmarhabol szdrmaz6 proinzulin nem mutat keresztreakciét.
A nagy koncentracidju savohoz Elméleti INS Mért INS Kereszt-
hozzaadott vegydlet konc. konc. reakcid
(ng/ml) (ng/ml)
)
Sertés inzulin 8 ng/ml 4,2 17,4 > 100
Szarvasmarha inzulin 8 ng/ml 3,8 17,8 > 100
Kutya inzulin 16 ng/ml 4,2 17,2 81
Nyl inzulin 16 ng/ml 4,2 14,1 62
Rat insulin 16 ng/ml 38 3,7 0
Emberi proinzulin 32 ng/ml 43 4.4 0,3
Sertés proinzulin 16 ng/ml 4,3 4,7 2,5
Szarvasmarha proinzulin -~ 16 ng/ml 43 4.4 0,6

C. Reprodukalhatdsag
VIZSGALATON BELULI VIZSGALATOK KOZOTTI
Savo N <X>+SD Ccv Savo N <X>+SD CcVv
(HIU/mI) (%) (IU/ml) (%)

23 13.09 £ 0.6 4.8 A 8 13.29 £ 1.08 8.1
23 | 329 +19 6.0 B 7 3412+ 3.1 9.0
SD: standard deviaci6; CV: variacios koefficiens
D. Pontossag
VISSZANYERES
Minta Hozzaadott INS Visszanyert Visszanyerés
(LIU/mI) INS (uIU/ml) (%)
Savé 182.1 1745 95.8
86.7 80 92.3
39.6 374 94.4
15.1 13.6 90
HIGITASI VIZSGALAT
Minta Higitas Elméleti Mért
koncentréacioé koncentrécié
(HIU/ml) (uIU/ml)
Savé 1 T 82.3
12 41.2 42.21
1/4 20.6 22.86
1/8 10.3 11.04
1/16 5.15 5.9
1/32 2.58 3.3
Savé 2 L 57.5
1/2 28.7 27.7
1/4 14.4 14.5
1/8 7.2 8.0
1/16 3.6 4.4
1/32 1.8 2.3

A minték higitasa a nulla kalibratorral tortént.

E.

XIV.

Az utolso6 kalibrator és a mintak bemérése kozott eltelt idé

Ahogy ezt az aldbbi adatok is mutatjak, a vizsgalat eredményeit nem
befolyésolja, ha egy minta bemérése akar 30 perccel az utolsé kalibrator
utan torténik.

0’ 10° 20° 30°
Cl 12.8 12.7 12.4 12.9
ci 31.3 30.7 30 28.6

Kioltéasi effektus

magasabb OD értéket adnak a legmagasabb kalibratornal.

BELSO MINOSEGELLENORZES

Ha a kontroll 1-re és 2-re kapott eredmények kivil esnek az ampulldk
cimkéin feltintetett tartomanyon, a vizsgalat eredményei nem
hasznéalhatok fel, kivéve, ha ismert az eltérés pontos oka.

lgény esetén barmely laboratorium készithet egy sajat, kontrollként
szolgald savé-poolt, amit azutan szétosztva, lefagyasztva kell tarolni.

A péarhuzamos vizsgalatok eredményei kozotti eltérés elfogadhat6
mértékét a GLP (Good Laboratory Practises) alapjan kell meghatéarozni.
Ajanlott a Kontrollokat ismeretlen mintakként rutinszeriien vizsgalni,
hogy ellendrizheté legyen a vizsgalat variabilitasa. A reagenskészlet



miikodése a kontrollok mingségellenérzé tablazataival dsszehasonlitva
ellendrizhetd.
- Erdemes szemmel is ellendrizni a szamitogép altal illesztett gorbét.

XV. REFERENCIATARTOMANY

Normal oralis glukéz tolerancia tesztet add kisérleti személyekben az inzulin
szint 5-19 plU/ml értéket adott az adathalmaz 2,5 - 97,5 percentiljében. Ezek az
értékek csak iranyaddak; minden laboratériumnak fel kell allitania sajat normal
tartomanyat.

XVI. MUNKAVEDELEM

Biztonsdgi eldirdsok

Csak in vitro diagnosztikai felhasznaléasra.

A készlet emberi vérbol késziilt reagenseit eurdpai szabvanyok szerinti és/vagy
az FDA Aaltal mindsitett modszerrel HBsAg-t6l, valamint anti-HCV, és anti-HIV-
1 és 2 ellenanyagokt6l mentesnek talaltak. Azonban egyetlen ma ismert médszer
alapjan sem allithatd biztosan, hogy az emberi vérbdl késziilt anyagok nem
okozhatnak hepatitist, AIDS-et vagy mas fert6z6 betegséget. Ezért minden ilyen
reagenst és minden savo-, illetve plazmamintat a fert6z6 anyagokra vonatkozo
helyi biztonsagi eldirasoknak megfelelGen kell kezelni.

Minden é&llati eredetli reagens és termék egészséges allatokbdl szarmazik. A
szarvasmarha eredetli reagensek olyan orszagokbol szarmaznak, ahonnan eddig
nem jelentettek BSE esetet. Ennek ellenére minden allati eredetli anyagot
tartalmazo6 reagenst potencialisan fert6zésveszélyesként kell kezelni.

Ugyeljiink arra, hogy egyetlen reagens se érintkezzen a bérrel. A Stop oldat
sosavat tartalmaz. Amennyiben mégis bérre keriilnének, mossa le 6ket alaposan.
Ne dohanyozzon, ne fogyasszon ételt vagy italt, illetve ne hasznaljon
kozmetikumokat a laboratériumban. Ne pipettdzzon szajjal. Munka kozben
viseljen laborképenyt és egyszer hasznalatos kesztytit.
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XVIIL. AZ ELJARAS OSSZEFOGLALASA
o MINTAK,
KALIBRATOROK KONTROLLOK
|

) (kD
Kalibratorok (0-5) 50 R
Mintak, kontrollok - 50
Anti-INS-HRP konjugatum 50 50
Inkubaljuk 30 percig szobahén.
Szivja le a tszthelyek tartalmat.
Mossa haromszor 400 pl mos6oldattal, majd szivja le a folyadékot.
Kromogén oldatot 100 100
Inkubaljuk 15 percig szobahdn
Stop oldat 100 100

Olvassa le a teszthelyek abszorbanciajat mikrotiter lemez leolvasd segitségével 450
nm-en (630 vagy 650 nm-es referenciaval szemben)
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