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IL-1B-ELISA

I.  INTENDED USE

Immunoenzymetric assay for the in vitro quantitative measurement of human Interleukin 1 (IL-1p) in
serum and plasma.

I. GENERAL INFORMATION
A. Proprietary name : DIAsource IL-1B-ELISA Kit
B. Catalogue number : KAP1211: 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

1. CLINICAL BACKGROUND

A. Biological activities

Human interleukin-1 (IL-1) is a key mediator of the host response to various infectious, inflammatory and immunologic
challenges.Two distinct polypeptides, IL-1o and IL-18, mediate IL-1 biological activities and bind to the same cell
surface receptor.Both are initially synthesized as 31-kDA intracellular precursors that are subsequently found as mature
proteins of 17 KDA in monocyte supernates.Membrane-bound IL-1 has also been described and may account for a part of
IL-1 mediated local effects. The primary sources of IL-1 are blood monocytes and tissue macrophages. Other specialized
cells such as T- and B-lymphocytes, various epithelial, endothelial and some mesenchymal cells can also produce IL-1.
IL-1R is the major form secreted by monocytes and macrophages which are believed to be the main source of circulating
(plasma) IL-1. Inhibitions of IL-1 activity have been described in plasma and other biological fluids. IL-1 affects several
unrelated tissues and is a main mediator of the "acute phase" inflammatory responses characterised by alterations in
metabolic, endocrinologic and immunologic functions. This cytokine has an essential role in T-cell activation, providing
one of the necessary signals for IL-2 (T-cell growth factor) production. It is the main mediator of inflammatory processes
by acting on the nervous system (fever, sleep, anorexia), on bone marrow-derived cells (chemotaxis and/or activation of
neutrophils, monocytes and lymphocytes) and on various tissues (fibroblast proliferation, resorption of cartilage and bone
matrices, glial cell proliferation, stimulation of endothelial cell procoagulant activity, etc.). Most of these activities are
directly attributable to IL-18, but others are mediated in collaboration with other cytokines such as IL-6, interferons, and
tumor necrosis factor. IL-1 stimulates the production or acts synergistically with these cytokines and the final biological
activity is thus the result of a network of interactions between these various mediators.

B. Clinical application

The biological properties of IL-1R and its key role in inflammatory processes suggest its involvement in the pathogenesis
of many diseases. Indeed, high amounts of IL-1 are found in the joint effusions of some patients with rheumatoid and
non-rheumatoid inflammatory joint diseases, in infectious pleural or peritoneal fluids, and in the drainage fluid of patients
undergoing chronic diabetes, periodontal diseases, etc. Although little or no IL-18 is normally detected in human plasma
or serum obtained from healthy, rested human subjects, elevated levels have been reported in the circulation of febrile or
septic patients, in patients with Crohn's disease, during graft rejection, in healthy volunteers after extended exercise and in
women following ovulation. Studies based on in vitro production of IL-1 by isolated blood leukocytes have demonstrated
reduced IL-1 production in malnourished patients and cancer patients with large tumor burdens. Hence, this immunoassay
for IL-1B is an important tool to study macrophage activation and to investigate the role of IL-1R in various
(physiological or pathological) immune and inflammatory processes.



IV.  PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource IL-1B-ELISA is a solid phase Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay performed on microtiterplate. The assay uses monoclonal
antibodies (MAbs) directed against distinct epitopes of IL-1B. 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 IL-13 — MAb 2 — HRP, the microtiterplate
is washed to remove unbound enzyme labelled antibody. Bound enzyme-Ilabelled
antibody is measured through a chromogenic reaction. Chromogenic solution
(TMB) 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 IL-1f concentration.

A calibration curve is plotted and IL-1p concentration in samples is determined
by interpolation from the calibration curve. The use of the ELISA reader
(linearity up to 3 OD units) and a sophisticated data reduction method
(polychromatic data reduction) result in a high sensitivity in the low range and in
an extended calibration range.

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents 96 tests Color Reconstitution
Kit Code
Microtiterplate with 96
ant! IL—VIB (monoclonal 96 wells blue Ready for use
antibodies) coated wells
Ab HRP
1 vial Ready for use
Conjugate: HRP labelled anti-IL-1p 6ml red
(monoclonal antibodies) in TRIS-
Maleatel buffer with bovine serum
albumin and thymol
CcAL “ 6 vials
lvophil yellow Add 2 ml distilled
Calibrator N=0t05 yopntt water
(see exact values on vial labels) in human
serum, benzamidin and thymol
Add distilled water
pIL SPE 3 vials black (see on the label for
lyophil. the exact volume)

Specimen Diluent: human serum,
benzamidin and thymol

Dilute 200 x with

WASH| SOLN |CONC| . T
| 1 vial distilled water (use

brown A
Wash Solution (Tris-HCI) 10 ml a magnetic stirrer).
e silver | Add 2 ml distilled
Controls - N = 1 or 2 in human serum, yophil. water
benzamidin and thymol
| CHROM | ™8 | 1 vial Ready for use
25 ml brown
Chromogen TMB
(Tetramethylbenzydine)
Ready for use
STOP SOLN 1 vial i
2ml white

Stopping solution: HCI 1.0N

Note: 1. Use the specimen diluent for sample dilutions.
2. 1 pg of the calibrator preparation is equivalent to 100 mlU of the
NIBSC 1* IS 86/680.

VI

SUPPLIES NOT PROVIDED

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

1.
2.
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VIII.

High quality distilled water

Pipettes for delivery of: 50 pl, 200 pl, 1 ml and 10 ml (the use of accurate
pipettes with disposable plastic tips is recommended)

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Horizontal microtiterplate shaker capable of 700 rpm + 100 rpm

Washer for Microtiterplates

Microtiterplate reader capable of reading at 450 nm, 490 nm and 650 nm
(in case of polychromatic reading) or capable of reading at 450 nm and
650 nm (bichromatic reading)

REAGENT PREPARATION

Calibrators : Reconstitute the calibrators with 2 ml distilled water.
Controls : Reconstitute the controls with 2 ml distilled water.

Specimen Diluent: Reconstitute the specimen diluent to the volume
specified on the vial label with 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 strips must be stored, at 2-8°C, in a sealed bag containing a
desiccant until expiration date.

After reconstitution, calibrators, controls and specimen diluent are stable
for 4 days at 2 to 8°C. For longer storage periods, aliquots should be made
and kept at -20°C for maximum 2 months. Avoid successive freeze thaw
cycles.

The concentrated Wash Solution is stable at 18-25°C 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 removed as soon as possible from the clot of red cells after
clotting and centrifugation, and kept at 4°C. If the samples are not used
immediately, they must be kept at -20°C for maximum 2 months, and at -
70°C for longer storage (maximum one year).
Avoid subsequent freeze thaw cycles.

Prior to use, all samples should be at 18-25°C.
vortex the samples before use.

Sampling conditions can affect values, therefore, strict precautions have to
be taken during sampling to avoid impurities contained in sampling
materials that would stimulate IL-1p production by blood cells and thus
falsely increase plasma IL-1p values.

Collection tubes must be pyrogen-free. Plasma can be collected on sterile
EDTA and rapidly separated after centrifugation. The use of heparin
tubes is discouraged as batches of heparin are often contaminated with
pyrogen.

It is recommended to

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 18-25°C 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.
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To avoid drift, the time between pipetting of the first calibrator and the
last sample must be limited to the time mentioned in section XIII
paragraph E (Time delay).

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

The Chromogenic Solution should be colourless. If a blue colour develops
within a few minutes after preparation, this indicates that the reagent is
unusable, and must be discarded.

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

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

Procedure

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

Secure the strips into the holding frame.

Pipette 200 pl of each Calibrator, Control and Sample into the appropriate
wells.

Pipette 50 pl of anti-IL-1B-HRP conjugate into all the wells.

Incubate for 2 hours at 18-25°C on a horizontal shaker set at 700 rpm *
100 rpm.

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

Incubate the microtiterplate for 15 minutes at 18-25°C on a horizontal
shaker set at 700 rpm + 100 rpm, avoid direct sunlight.

Pipette 100 pl of Stop solution into each well.

Read the absorbencies at 450 nm and 490 nm (reference filter 630 nm or
650 nm) within 3 hours and calculate the results as described in section
XI.

CALCULATION OF RESULTS

Polychromatic Reading:

In this case, the software will do the data processing.

The plate is first read at 450 nm against a reference filter set at 650 nm (or

630 nm).

A second reading is performed at 490 nm against the same reference

filter.

The Software will drive the reader automatically and will integrate both

readings into a polychromatic model. This technique can generate OD’s

up to 10.

The principle of polychromatic data processing is as follows:

. Xi = 0D at 450 nm

. Yi = 0D at 490 nm

L] Using a standard unweighted linear regression, the parameters A &
B are calculated : Y = A*X + B

L] If Xi < 3 OD units, then X calculated = Xi

L] If Xi > 3 OD units, then X calculated = (Yi-B)/A

= A4 parameter logistic curve fitting is used to build up the calibration
curve.

. The IL-1B concentration in samples is determined by interpolation
on the calibration curve.

Bichromatic Reading

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 IL-1§
(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.

XIl.  TYPICAL DATA

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

IL-1B-ELISA OD units Polychromatic
model
Calibrator 0 pg/ml 0.013
24 pg/ml 0.121
89 pg/ml 0.336
320 pg/ml 1.042
574 pg/ml 1.693
1166 pg/ml 2.704

XI1ll. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. 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 0.35 pg/ml.

B. Specificity

No significant cross-reaction was observed in presence of 500 ng/ml of IL-10,
IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, TNF-B, IFN-B, IFN-y, TGF-B,
GM-CSF, OSM , MIP-1a, MIP-1pB, LIF, MCP-1, G-CSF, RANTES. This IL-18
assay is specific for human natural and recombinant IL-1R.

C. Precision

INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>+SD cv Serum N <X>+SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 10 127+3 2.3 A 20 120+ 6 4.9
B 10 733+ 11 14 B 20 549 + 14 2.5

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
D. Accuracy

RECOVERY TEST

Sample Added IL-1B Recovered IL-1B Recovery
(pg/ml) (pg/ml) (%)
Serum 1282 1196 93
605 542 90
329 314 95
157 131 84
72 64 89
31 28 92
Plasma 1282 1208 94
605 573 95
329 321 97
157 146 93
72 67 92
31 29 94
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Concent. Measured Concent.
(pg/ml) (pg/ml)
Serum 171 - 1197
12 598 637
1/4 299 320
1/8 150 164
1/16 75 86
1/32 37 41
Plasma 171 - 688
12 344 336
1/4 172 172
1/8 86 87
1/16 43 51
1/32 26 22
1/64 13 9
1/128 4 4




Samples were diluted with specimen diluent.

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

wells.
TIME DELAY
TO 10 min 20 min 30 min

1 1485 1575 1553 1647

2 1123 1129 1150 1228

4 592 572 595 606

5 375 391 375 375

6 1454 1429 1438 1605
500 641 583 645 658
1000 1107 1087 1158 1158
1500 1440 1261 1399 1425

F. Hook effect
A sample spiked with IL-1f up to 1 pg/ml gives higher OD’s than the last
calibrator point.

XIV. 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.

L] If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
which should be kept frozen in aliquots. Controls that contain azide will
interfere with the enzymatic reaction and cannot be used.

L] 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

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

For guidance, the mean of 22 normal serum samples was 5.4 pg/ml (SD = 3.9),
ranging between 0 pg/ml and 13.6 pg/ml. This study was performed on samples
from apparently healthy persons with low CRP levels.

For guidance, the mean of 103 normal plasma was 2.6 pg/ml (SD = 5.3), ranging
between 0 pg/ml and 17 pg/ml (based on 2.5% to 97.5% percentiles). This study
was performed with samples collected in strict sampling condition

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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XVIIL SUMMARY OF THE PROTOCOL
SAMPLE(S)
CALIBRATORS CONTROLS
(1D (un
Calibrators (0-5) 200 R
Samples, Controls - 200
Anti-IL-1p -HRP conjugate 50 50

Incubate for 2 hours at 18-25°C with continuous shaking at 700 rpm.
Aspirate the contents of each well.
Wash 3 times with 400 pl of Wash Solution and aspirate.

Chromogenic Solution 200 200

Incubate for 15 min at 18-25°C with continuous shaking at 700 rpm.

Stop Solution 100 100

Read on a microtiterplate reader and record the absorbance of each well at 450 nm
(and 490 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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IL-1B-ELISA

I.  BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage immuno-enzymatique pour la mesure quantitative in vitro de I’interleukine 1
humaine (IL-1B) dans le sérum et le plasma.

Il.  INFORMATIONS GENERALES
A.  Nom du produit : DIAsource IL-1B-ELISA kit
B. Numéro de catalogue : KAP1211: 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

L’interleukine-1 humaine (IL-1) est un médiateur-clé de la réponse de 1’hdte a différentes infections, inflammations et
défis immunologiques. Deux polypeptides distincts, les IL-1a. et IL-1p, servent d’intermédiaires aux activités biologiques
de I’IL-1 et se lient au méme récepteur cellulaire de surface. Au départ, tous les deux sont synthétisés sous forme d’un
précurseur intracellulaire de 31 kDa et se retrouvent ensuite dans le surnageant des monocytes sous forme de protéines
matures de 17 kDa. De I’IL-1 liée au récepteur de membrane a été décrite et pourrait expliquer une partie des effets
locaux auxquels I'IL-1 sert d’intermédiaire. Les sources primaires d’IL-1 sont les monocytes sanguins et les macrophages
tissulaires. D’autres cellules spécialisées, comme les lymphocytes T et B, différentes cellules épithéliales, endothéliales et
certaines cellules mésenchymateuses, peuvent également produire de I’'TL-1. L’IL-1p est la forme majeure sécrétée par les
monocytes et les macrophages dont on croit qu’ils sont la source principale de I’IL-1 circulante (dans le plasma). Des
inhibitions de ’activité de I’'TL-1 ont été décrites dans le plasma et d’autres liquides biologiques. L’IL-1 agit sur différents
tissus n’ayant aucun rapport les uns avec les autres et est le médiateur principal des réponses inflammatoires de « phase
aigué » caractérisées par des changements des fonctions métaboliques, endocriniennes et immunologiques. Cette cytokine
joue un role essentiel dans I’activation des cellules T, fournissant un des signaux nécessaires a la production de I’IL-2
(facteur de croissance des cellules T). C’est le médiateur principal des processus inflammatoires par son action sur le
systéme nerveux (fievre, sommeil, anorexie), sur les cellules dérivées de la moelle osseuse (chimiotactisme) et/ou
activation des neutrophiles, monocytes et lymphocytes) et différents tissus (prolifération des fibroblastes, résorption du
cartilage et des matrices osseuses, prolifération des cellules gliales, stimulation de I’activité procoagulante des cellules
endothéliales, etc.). La plupart de ces activités sont directement imputables a I’IL-1, mais d’autres sont médiées en
collaboration avec d’autres cytokines comme I’IL-6, les interférons et le facteur de nécrose tumoral. L’IL-1 stimule la
production ou agit en synergie avec ces cytokines et I’activité finale est donc le résultat d’un réseau d’interactions entre
ces différents médiateurs.

B.  Application clinique

Les propriétés biologiques de I’IL-1f et son rdle clé dans les processus inflammatoires suggeérent sa participation dans la
pathogenése de nombreuses maladies. En effet, on trouve de grandes quantités d’IL-1 dans le liquide d’épanchement
articulaire de certains patients atteints de maladies articulaires inflammatoires rhumatoides et non rhumatoides, dans les
liquides d’infection pleuraux et péritonéaux et dans le liquide de drainage de patients atteints de diabéte chronique, de
maladies parodontales, etc. Bien que peu ou pas d’IL-1f3 ne soit normalement détectée dans le plasma ou le sérum humain
de sujets sains et au repos, des taux élevés ont été rapportés dans la circulation de patients fébriles ou infectés, chez des
patients souffrant de la maladie de Crohn, lors du rejet de greffe, chez des volontaires sains aprés un exercice intense et
chez la femme aprés I’ovulation. Des études basées sur la production in vitro d’IL-1 par des leucocytes isolés du sang ont
montré une diminution de la production d’TIL-1 chez des patients souffrant de mal nutrition et des patients cancéreux avec
une entreprise tumorale étendue. Cet immuno-essai pour I’IL-1f est donc un outil important pour étudier ’activation des
macrophages et investiguer le role de I’IL-1pB dans différents processus immunitaires et inflammatoires (physiologiques et
pathologiques).

I



IV.  PRINCIPES DU DOSAGE

Le kit DIAsource IL-1B-ELISA est un «Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay » en phase solide effectué sur des microplaques. L’analyse utilise
des anticorps monoclonaux (AcM) dirigés contre des épitopes distincts de 1’IL-
1B. Les calibrateurs et les échantillons réagissent avec ’anticorps de capture
monoclonal (AcM 1) recouvrant les puits et avec un anticorps monoclonal (AcM
2) marqué avec la peroxydase (HRP). Aprés une période d’incubation permettant
la formation d’un sandwich: AcM 1 recouvert — IL-1B — AcM 2 — HRP, la
microplaque est lavée afin d’enlever I’anticorps libre marqué enzymatiquement.
L’anticorps li¢ marqué enzymatiquement est mesuré avec une réaction
chromogénique. Une solution chromogénique (TMB — H,0,) est ajoutée et
incubée. La réaction est arrétée avec l’addition de Solution d’arrét et la
microplaque est alors lue a la longueur d’onde appropriée. La quantité de
remplacement de substrat est déterminée colorimétriquement par la mesure de
I’absorbance, qui est proportionnelle a la concentration en IL-1f.

Une courbe de calibration est dessinée et la concentration en IL-1B dans les
échantillons est déterminée par interpolation de la courbe de calibration.
L’utilisation du lecteur ELISA (linéarité jusque 3 unités de DO) et une méthode
de réduction de données sophistiquée (réduction de données polychromatique)
résultent en une haute sensitivité dans la portée basse et en une portée de
calibration étendue.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 tests Code
Kit Couleur

Reconstitution

1T Microplaque de titration
avec 96 puits recouverts

Prét a ’emploi

d’anti IL-1f (anticorps 96 puits bleu
monoclonal)
1 flacon Prét a ’emploi
Conjugué: anti-IL-1B marqué avec de 6ml Rouge
I’HRP (anticorps monoclonal) dans
un tampon TRIS-maléate avec de
I'albumine bovine et du thymol
6 flacons : s
Calibrateur N=0a5 lyophilisés Jaune Ajouter 2 ml deau

distillée
(cfr. Valeurs exactes sur chaque
flacon) dans du sérum humain avec

de la benzamidine et du thymol

Ajouter de I’eau

3 flacons Noir distillée (voir le
lyophilisés volume exact sur
Iétiquette)

DIL SPE

Diluant du spécimen dans du sérum
humain avec de la benzamidine et du
thymol

Diluer 200 x avec de

1 flacon I’eau distillée (utiliser

|WASH| SOLN |CONC|
Brun

Solution de Lavage 10mi un agitateur
(Tris-HCI) magnétique).
o v ],
2 . .
| ?\C.ﬁn,s Gris Ajouter 2 ml d’eau
Contrdles - N = 1 ou 2 dans du sérum | YOPnilises distillée
humain avec de la benzamidine et du
thymol
1 flacon Brun Prét  I"emploi
25 ml a I’emplo1

Chromogéne TMB
(Tetramethylbenzydine)

STOP | SOLN 1 flacon

Solution darrét: HCI 1.0N 12 ml

Blanc Prét a ’emploi

Note: 1. Utiliser le Diluant du spécimen pour la dilution des échantillons.
2. 1 pg de la préparation du calibrateur est équivalent a 100 mIU du
NIBSC 1% IS 86/680.

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, 200 pl, 1 ml et 10 ml (I'utilisation de
pipettes précises et de pointes en plastique est recommandée)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Agitateur de microplaques horizontal capable de 700 rpm + 100 rpm
Laveur de microplaques

Lecteur de microplaques capable de lire a 450 nm, 490 nm et 650 nm (en
cas de lecture polychromatique) ou capable de lire & 450 nm et 650 nm
(lecture monochromatique)

Nookw

VIlI. PREPARATION DES REACTIFS

A. Calibrateurs : Reconstituer les calibrateurs avec 2 ml d’eau distillée.

B. Controles : Reconstituer les contrdles avec 2 ml d’eau distillée.

C. Diluant du spécimen : Reconstituer le Diluant du spécimen avec le
volume d’eau distillée spécifié sur I’étiquette du flacon.

D. 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.

VIIl. 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.

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

= Apres reconstitution, les calibrateurs, le Diluant du spécimen et les controles
sont stables pendant 4 jours entre 2 et 8°C. Pour de plus longues périodes de
stockage, des aliquotes devront étre réalisées et celles-ci seront gardées a —
20°C pendant 2 mois. Eviter des cycles de congélation et décongélation
successifs.

L] La Solution de Lavage concentrée est stable a 18-25°C jusqu’a la date
d’expiration.

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

. Aprés la premicre 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.

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

IX.  PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

L] Le sérum doit étre débarrassé le plus rapidement possible du caillot de
globules rouges aprés coagulation et centrifugation. Il doit étre conservé a
4°C. Si les échantillons ne sont pas tout de suite utilisés, ils doivent étre
conservés a -20°C, au maximum pendant 2 mois, et a -70°C pour une
période plus longue (maximum un an).

L] Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

. Avant 'utilisation des échantillons, ceux-ci doivent étre amenés a 18-25°C.
On recommande de vortexer les échantillons avant de les utiliser.

. Les conditions de la prise d’échantillon pouvant affecter les résultats, il faut
prendre de strictes précautions pendant la prise d’échantillon afin d’éviter
que des impuretés contenues dans le matériel de prélévement ne stimulent la
production d’IL-1fB par les cellules sanguines et ne fassent faussement
augmenter les taux plasmatiques d’IL-1p.

. Les tubes de prélévement doivent étre pyrogen-free. Le plasma peut étre
prélevé sur de ’EDTA stérile et rapidement séparé aprés centrifugation.
L’utilisation de tubes héparinés n’est pas encouragée car les lots d’héparine
sont souvent contaminés par des substances pyrogeénes.

X. MODE OPERATOIRE

A 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 18-25°C avant utilisation.
Meélangez tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce.
Tester les calibrateurs, les controles et les échantillons en double. Un
alignement vertical est recommandé.
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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 la Solution Chromogénique 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 doit étre limité au délai indiqué a
la section XI1I paragraphe E (Délai).

Préparer une courbe d’étalonnage pour chaque nouvelle série
d’expériences, ne pas utiliser les données d’expériences précédentes.
Distribuer la Solution Chromogénique dans les 15 minutes aprés le lavage
de la microplaque de titration.

Eviter I'exposition a la lumiere du soleil lors de I’incubation avec la
Solution Chromogénique.

Mode opératoire

Sélectionner le nombre de barrettes nécessaires pour le test. Les barrettes
inutilisées doivent étre cachetées de nouveau dans le sachet avec un
dessiccant et gardées a 2-8°C.

Placer les barrettes dans le support.

Pipeter 200 pl de chaque Calibrateur, Contréle et Echantillon dans les
puits appropriés.

Pipeter 50 pl du conjugué anti-1L-1B-HRP dans tous les puits.

Incuber pendant 2 heures a 18-25°C dans un agitateur horizontal mis a 700
rpm = 100 rpm.

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 200 pl de la Solution Chromogénique dans chaque puits dans les
15 minutes apres la phase de lavage.

Incuber la microplaque pendant 15 minutes a 18-25°C dans un agitateur
horizontal mis a 700 rpm + 100 rpm, éviter exposition a la lumiere du
soleil.

Pipeter 100 pl de la Solution d’arrét dans chaque puits.

Lire les absorbances a 450 nm et 490 nm (filtre de référence 630 nm ou
650 nm) dans 3 heures et calculer les résultats comme décrits dans la
section XI.

CALCUL DES RESULTATS

Lecture polychromatique:

En ce cas, le software fera le traitement des données.

La plaque est lue d’abord a 450 nm contre un filtre de référence mis a 650

nm (ou 630 nm).

Une seconde lecture est effectuée a 490 nm contre le méme filtre de

référence.

Le software manceuvrera le lecteur automatiquement et intégrera les deux

lectures dans un modele polychromatique. Cette technique peut générer

des DO jusqu’a 10.

Le principe du traitement de données polychromatique est le suivant:

=  Xi=DOa450 nm

=  Yi=DOa490 nm

L] Utilisant une régression linéaire non pondérée standard, les
paramétres A & B sont calculés: Y = A*X + B

= Si Xi<3unités DO, X calculé = Xi

= Si Xi>3unités DO, X calculé = (Yi-B)/A

. Un lissage de courbes « 4 parametres » est utilisé pour la courbe de
calibration.

) La concentration en IL-1B des échantillons est déterminée par
interpolation sur la courbe de calibration.

Lecture bichromatique

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 IL-1p (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 parametres » du lissage de courbes.

X1l. DONNEES TYPES

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

IL-1B-ELISA Unités DO modele
polychromatique

Calibrateur 0 pg/ml 0,013

24 pg/ml 0,121

89 pg/ml 0,336

320 pg/ml 1,042

574 pg/ml 1,693

1166 pg/ml 2,704

X11l. PERFORMANCE ET LIMITES

A. Sensibilité

Vingt calibrateurs zéro ont été testés en paralléle 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 0,35 pg/ml.

B. Spécificité

On n’a pas constaté de réaction croisée significative en présence de 500 ng d’IL-
la, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, TNF-B, IFN-B, IFN-y,
TGF-B, GM-CSF, OSM , MIP-1a, MIP-1B, LIF, MCP-1, G-CSF et RANTES.
Ce dosage de I'IL-1p est spécifique de I'IL-1B humaine naturelle et
recombinante.

C. Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>#*SD CcVv Sérum N <X>+SD cv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 10 127+3 2,3 A 20 120+ 6 4,9
B 10 733+11 1,4 B 20 549 + 14 2,5

SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation

D. Exactitude
TEST DE RECUPERATION

Echantillon IL-1p ajoutée IL-1p récupérée Récupération
(pg/mi) (pg/mi) %)
Sérum 1282 1196 93
605 542 90
329 314 95
157 131 84
72 64 89
31 28 92
Plasma 1282 1208 94
605 573 95
329 321 97
157 146 93
72 67 92
31 29 94
TEST DE DILUTION
Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(pg/ml) pg/ml)
Sérum 7 - 1197
1/2 598 637
1/4 299 320
1/8 150 164
1/16 75 86
1/32 37 41
Plasma 1/1 - 688
12 344 336
1/4 172 172
1/8 86 87
1/16 43 51
1/32 26 22
1/64 13 9
1/128 4 4

Les échantillons ont été dilués avec le Diluant du spécimen.



E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon

Comme montré ci-dessous, les résultats d’un essai restent précis méme quand un

échantillon est distribué 30 minutes apres que le calibrateur ait été ajouté aux

puits.

DELAI
TO 10 min 20 min 30 min

1 1485 1575 1553 1647

2 1123 1129 1150 1228

4 592 572 595 606

5 375 391 375 375

6 1454 1429 1438 1605
500 641 583 645 658
1000 1107 1087 1158 1158
1500 1440 1261 1399 1425

F. Effet crochet
Un échantillon dopé avec de I’IL-1PB jusqu’a 1 pg/ml donne des DO
supérieurs au dernier point de calibration.

XIV. CONTROLE DE QUALITE INTERNE

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

. Chaque laboratoire est libre de faire ses propres stocks d’échantillons
contrdles, lesquels doivent étre congelés aliquotés. Des controles qui
contiennent de 1’azoture influenceront la réaction enzymatique et ne peuvent
pas étre utilisés.

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

= On recommande que les contrbles soient testés de fagon routiniére comme
des échantillons inconnus pour mesurer la variabilité du test. La réalisation
du test doit étre suivie avec des fichiers de contrdle de qualité des contrdles.

= Onrecommande de vérifier visuellement le lissage de la courbe sélectionnée
par I’ordinateur.

XV. VALEURS ATTENDUES

Les valeurs sont données a titre d’information; chaque laboratoire doit établir ses
propres fourchettes de valeurs normales.

A titre indicatif, la moyenne de 22 sérum normaux était de 5,4 pg/ml (SD = 3,9)
et la fourchette des valeurs se situait entre 0 pg/ml et 13,6 pg/ml. Cette étude a été
réalisée sur des échantillons provenant de personnes en bonne santé apparente,
avec de faibles teneurs en CRP.

La moyenne de 103 plasma normaux, prélevés dans de strictes conditions de
prélévement, était de 2,6/ml (SD = 5,3) et la fourchette des valeurs se situait entre
0 pg/ml et 17 pg/ml (basée sur les percentiles de 2,5% & 97,5%).

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, I’anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
complete que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d’hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des
échantillons de plasma devra étre conforme 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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XVIII.RESUME DU PROTOCOLE

CALIBRATEURS ECHANTILLON(S)
(ul) CONTROLES
(k)
Calibrateurs (0-5) 200 R
Echantillons, Contréles - 200
Conjugué Anti-1L-13-HRP 50 50

Incuber pendant 2 heures a 18-25°C avec agitation continue a 700 rpm.
Aspirer le contenu de chaque puits.
Laver 3 fois avec 400 pl de la Solution de Lavage et aspirer.

Solution Chromogénique 200 200

Incuber pendant 15 min & 18-25°C avec agitation continue & 700 rpm.

Solution d’arrét 100 100

Lire sur un lecteur de microplaques et enregistrer I’absorbance de chaque puits a 450
nm (contre 630 ou 650 nm) et 490 nm (contre 630 ou 650 nm)
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

IL-1B-ELISA

I.  VERWENDUNGSZWECK

Ein immunenzymetrisches Assay flr die quantitative in vitro Bestimmung von humanem Interleukin
1B (IL-1P) in Serum und Plasma.

Il.  ALLGEMEINE INFORMATION
A. Handelsbezeichnung : DIAsource IL-1B-ELISA Kit
B. Katalognummer : KAP1211: 96 Tests

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

Fur technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

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

I11. KLINISCHER HINTERGRUND

A. Biologische Aktivitat

Humanes Interleukin-1 (IL-1) ist der Schliisselmediator fiir die Entziindungsantwort Antwort auf unterschiedliche
infektiose, endzlndliche oder immunologische Abl&ufe. Zwei verschiedene Polypeptide, IL-1o und IL-1R, sind als
Mediatoren verantwortlich fiir die biologischen Aktivitdten von IL-1 und binden am selben Oberflachenrezeptor der
Zelle. Beide sind urspriinglich synthetisiert als 31-kDA intrazelluldre Zwischenprodukte, die anschlieBend als reife
Proteine von 17 kDA im Monozyteniiberstand gefunden werden. Membrangebundenes IL-1 wurde auch so beschrieben
und ist moglicherweise fiir einen Teil der durch IL-1 vermittelten lokalen Effekte verantwortlich. Die urspriinglichen
Quellen des IL-1 sind Blutmonozyten und Gewebsmakrophagen. Andere spezialisierte Zellen wie T- und B-
Lymphozyten, unterschiedliche epitheliale, endotheliale und einige mesenchymale Zellen konnen ebenfalls 1L-1
produzieren. IL-1R ist die Hauptform , sekretiert von Monozyten und Makrophagen, welche als Hauptquelle des
zirkulierenden (Plasma) IL-1angesehen werden. Unterdriickungen der Aktivitat von IL-1 wurden bei Plasma und anderen
biologischen Fliissigkeiten beschrieben. IL-1 beeinflusst verschiedene unverbundene Gewebe und ist ein Hauptvermittler
der “akuten Phase” der inflammatorischen Antwort des Organismus, die charakterisiert wird durch die Veranderung der
metabolischen, endokrinologischen und immunologischen Funktionen. Dieses Zytokin spielt eine entscheidende Rolle bei
der Aktivierung der T-Zellen, indem es eines der notwendigen Signale fur die Produktion von IL-2 (T-Zell-
Wachstumsfaktor) induziert. Es ist der Hauptmediator entziindlicher Prozesse, indem es auf das Nervensystem ( Fieber,
Schlaf, Appetitlosigkeit), auf die Knochenmarkszellen (Chemotaxis, und/oder Aktivierung der Neutrophile, Monozyten
und Lymphozyten) und auf verschiedene Gewebe (Proliferation des Fibroblasts, Resorption von Knorpel und
Knochenkittsubstanz, Proliferation der Gliazelle, Stimulation der Prokoagulanzaktivitat der endothelialen Zelle etc.)
einwirkt. Die meisten dieser Aktivitaten werden direkt IL-1R8 zugeschrieben, aber andere werden in Zusammenarbeit mit
anderen Zytokinen wie IL-6, Interferonen und dem Tumor-Nekrose-Faktor vermittelt. IL-1 stimuliert die Produktion oder
wirkt synergistisch mit diesen Zytokinen, wonach die letztendliche biologische Aktivitat das Resultat des Netzwerks der
Interaktionen zwischen den verschiedenen Mediatoren ist.

B.  Klinische Anwendung

Die biologischen Eigenschaften des IL-1 und seine Scliisselrolle bei entziindlichen Prozessen legt seine Involvierung bei
der Pathogenese vieler Krankheiten nahe. In der Tat wurden hohe Werte von IL-1 in Gelenkergiissen einiger Patienten
mit rheumatischen oder nicht-rheumatischen, entziindlichen Gelenkserkrankungen, bei Infektionen pleuraler oder
peritonealer Flissigkeiten, in der Drainageflussigkeit von Patienten, die an chronischer Diabetes leiden, bei parodontalen
Erkrankungen etc. gefunden. Obgleich wenig oder kein IL-18 in humanem Plasma oder Serum, das von gesunden,
ausgeruhten menschlichen Subjekten entnommen wurde, gefunden wird, wird von erhéhten Werten im Kreislauf von
fiebrigen oder septischen Patienten, Patienten mit Crohn-Krankheit, wahrend TransplantatabstoRung, bei gesunden
Freiwilligen nach schwerer korperlicher Anstrengung und bei Frauen nach dem Eisprung berichtet. Studien, die auf der in
vitro Produktion von IL-1 mittels isolierter Blutleukozyten basieren, haben eine reduzierte Produktion von IL-1 bei
schlecht ernahrten Patienten und solchen, die unter groBen Krebstumoren leiden, gezeigt. Daher ist dieser Immunoassay
fiir IL-18 ein wichtiges Werkzeug zur Untersuchung der Makrophagenaktivierung und zur Erforschung der Rolle des IL-
1R bei verschiedenen (physiologischen oder pathologischen) Immun- und Entziindungsprozessen.



IV. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Der DIAsource IL-1B-ELISA ist ein solid phase-Enzyme Amplified Sensitive
Immunoassay (ELISA) im Mikrotiterplattenformat. Derr Assay benutzt
monoklonale Antikdrper (MAbs), die gegen verschiedene Epitope von IL-1B
gerichtet ~ sind. Kalibratoren und Proben reagieren mit dem primaren
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: MAk 1 - IL-1f - MAk 2 - MRP; nicht gebundene
enzymbeschriftete Antikdrper werden durch Waschen der Mikrotiterplatte
entfernt. Gebundene enzymbeschriftete Antikdrper werden durch eine
Farbreaktion gemessen. Farblésung (TMB — H,0,) wird hinzugefiigt und
inkubiert. Die Reaktion wird durch Hinzufiigen einer Stopplésung beendet und
die Mikrotiterplatte wird bei adéquater Wellenldnge ausgewertet. Die Menge an
Substratumsatz wird kolorimetrisch durch Messung der Absorption bestimmt, die
proportional zur IL-1B-Konzentration ist.

Es wird eine Kalibrationskurve erstellt und die IL-1B-Konzentration in den
Proben wird durch Interpolation von der Kalibrationskurve bestimmt. Die
Verwendung des ELISA-Lesegerats (Linearitat bis zu 3 OD-Einheiten) und eine
komplexe Datenreduktionsmethode (polychromatische Datenreduktion) ergeben
eine hohe Sensibilitat im niedrigen Bereich und einen breiten Kalibrationsbereich.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenzien 96 Tests Farb- Rekonstitution
Kit Code
Mikrotiterplatte mit
96 anti IL-1p- 96 Wells Blau gebrauchsfertig
beschichtete Wells
(monoklonale
Antikdrper)
1 GefaR Rot
Konjugat: MRP beschriftete Anti- 6 ml gebrauchsfertig
IL-1B (monoklonale Antikorper)
in TRIS-Maleatpuffer mit
Rinderserumalbumin und Thymol
6 Gefale Gelb 2 ml dest. Wasser
Kalibrator - N =0 bis 5 lyophilisiert zugeben
(genaue Werte auf GefaR-
Etiketten) in Humanserum mit
Benzamidin und Thymol
Dest. Wasser zugeben(
piL SPE " das exakte Volumen
3Cefale | SChWarz | “pivte dem Etikett
Probenverdiinner: Humanserum lyophilisiert ntnehmen)
mit Benzamidin und Thymol entnehmet
|WASH| SOLN |CONC| 200 x mit dest. Wasser
1 GefaR verdlnnen
i 10 ml Braun (Magnetrihrer
Waschlosung (Tris-HCI) agnetrunrei
benutzen).
2 GefaRe Silber 2 ml dest. Wasser
Kontrollen - N = 1 oder 2 lyophilisiert zugeben
Humanserum mit Benzamidin und
Thymol
1 GefaR Braun gebrauchsfertig
Chromogenes TMB 25 ml
(Tetramethylbenzydin)
1 GeféaR Weil gebrauchsfertig
12ml
Stoppl6sung: HCI 1,0N

Bemerkung:1. Benutzen Sie den Probenverdiinner zur Probenverdiinnung.
2. 1 pg der Kalibratorzubereitung ist aquivalent zu 100 mIU des
NIBSC 1% IS 86/680.

VI.  ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1. Hochwertiges destilliertes Wasser

2. Pipetten: 50 pl, 200 ul, 1 ml und 10 ml (Verwendung von
Prézisionspipetten mit Einwegplastikspitzen wird empfohlen)

3. Vortex Mixer

4, Magnetriihrer

o

VII.
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VIII.

Horizontaler Schuttler fur Mikrotiterplatte Kap. 700 rpm + 100 rpm
Waschgerat fir Mikrotiterplatten

Mikrotiterplatten-Lesegerat zur Auswertung bei 450 nm, 490 nm und 650
nm (bei polychromatischer Auswertung) oder zur Auswertung bei 450 nm
und 650 nm (monochromatische Auswertung)

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Kalibratoren: Rekonstituieren Sie die Kalibratoren mit 2 ml dest. Wasser.
Kontrollen: Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 2 ml dest. Wasser.
Probenverdinner: Rekonstituieren Sie den Probenverdinner bis zu dem
genau auf dem Ettikett des Flaschchens angegebenen Volumen mit dest.
Wasser

Waschldsung: Bereiten Sie ein angemessenes Volumen Waschldsung aus
einem Anteil Waschldsung (200x) mit 199 Anteilen dest. Wasser zu.
Verwenden Sie einen Magnetrilhrer zum gleichméBigen Durchmischen.
Werfen Sie die nicht benutzte Waschlésung am Ende des Tages weg.

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen oder der Rekonstitution sind die Reagenzien des Kits bis
zum Ablaufdatum (Angaben auf Etikett) bei Lagerung bei 2°C bis 8°C
stabil.

Nicht verwendete Mikrotiterstreifen sollten bis zum Verfallsdatum dicht in
der Folie verschlossen mit Trockenmittel bei 2° bis 8°C gelagert werden.
Nach der Rekonstitution sind die Kalibratoren, Probenverdinner und
Kontrollen bei 2°C bis 8°C 4 Tage stabil. Aliquots missen bei langerer
Aufbewahrung bei -20°C eingefroren werden, dann sind Sie 2 Monate
haltbar. Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Die konzentrierte Waschlésung ist bei 18-25°C bis zum 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.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Das Serum muss so schnell wie méglich vom Blutgerinnsell der roten
Zellen nach Gerinnung und Zentifugation getrennt und bei 4°C aufbewahrt
werden. Werden die Proben nicht direkt benutzt, miissen sie bei -20°C fiir
maximal 2 Monate gelagert werden. Eine langere Lagerdauer ( maximal 1
Jahr) erfordert eine Lagerung bei -70°C.

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Vor Gebrauch missen alle Proben 18-25°C erreichen. Vortexmischen der
Proben wird vor Gebrauch empfohlen.

Die Bedingungen der Probennahme kdnnen Werte beeinflussen, weshalb
strenge VorsichtsmaBnahmen wahrend des Sammelns ergriffen werden
missen, um Unreinheiten im gesammelten Material, die die IL-1f
Produktion durch Blutzellen stimulieren und somit Plasma IL-1p Werte
falschlich steigerrn kdnnten, zu vermeiden.

Sammelréhrchen dirfen kein Pyrogen enthalten. Plasma kann mit sterilen
EDTA gesammelt und nach der Zentrifugation schnell getrennt werden.
Vom Gebrauch von Heparin-Réhrchen wird abgeraten, da Heparin-Chargen
des ofteren mit Pyrogen kontaminiert sind.

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung
Verwenden Sie den Kit oder
Ablaufdatum.

Vermischen Sie Materialien von unterschiedlichen Kit-Chargen nicht.
Bringen Sie alle Reagenzien vor der Verwendung auf 18-25°C.

Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schitteln
oder Ruhren.

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

Verwenden  Sie zur  Zubereitung  der
Kunststoffbehélter.

Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um Kreuzkontamination
zu vermeiden.

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

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhéhen die
Prézision.

Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

dessen Komponenten nicht nach

Waschlésung  reinen
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Zur Vermeidung von Drift muss die Zeit zwischen dem Pipettieren des
ersten Kalibrators und der letzten Probe auf die Zeit beschrankt werden,
die in Abschnitt XII1 Absatz E (Zeitverzdgerung) erwahnt wird.

Erstellen Sie fiir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von friheren Durchléufen.

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

Wiéhrend der Inkubation mit der Substratlosung ist die Mikrotiterplatte vor
direktem Sonnenlicht zu schiitzen.

Durchfuhrung

Wabhlen Sie die erforderliche Anzahl der Streifen fiir den Lauf aus. Nicht
verwendete Mikrotiterstreifen sollten wieder dicht in der Folie
verschlossen mit Trockenmittel bei 2° bis 8°C gelagert werden.

Befestigen Sie die Streifen im Halterahmen.

Pipettieren Sie jeweils 200 pl Kalibrator, Kontrolle und Probe in die
entsprechenden Wells.

Pipettieren Sie 50 pl Anti-1L-13-MRP-Konjugat in alle Wells.

Inkubieren Sie 2 Stunden bei 18-25°C auf horizontalem Schttler bei 700
rpm £ 100 rpm.

Saugen Sie die Flussigkeit 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 200 pl der Substratldsung innerhalb von 15 Minuten nach
dem Waschvorgang in jeden Well.

Inkubieren Sie die Mikrotiterplatte 15 Minuten bei 18-25°C auf
horizontalem Schittler bei 700 rpm + 100 rpm; vermeiden Sie direktes
Sonnenlicht.

Pipettieren Sie 100 pl der Stoppldsung in jeden Well.

Werten Sie die Absorptionen bei 450 nm und 490 nm (Referenzfilter 630
nm oder 650 nm) innerhalb 3 Stunden aus und berechnen Sie die Resultate
wie in Abschnitt X1 beschrieben.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Polychromatische Auswertung:

In diesem Fall werden die Daten durch die Software verarbeitet.

Die Platte wird zunachst bei 450 nm gegen einen Referenzfilter auf 650

nm (oder 630 nm) ausgewertet.

Eine zweite Auswertung erfolgt bei 490 nm gegen denselben

Referenzfilter.

Die Software steuert das Lesegerdt automatisch und integriert beide

Auswertungen in ein polychromatisches Modell. Diese Technik kann ODs

bis 10 erstellen.

Das Prinzip der polychromatischen Datenauswertung funktioniert wie

folgt:

L] Xi = OD bei 450 nm

L] Yi = OD bei 490 nm

= Standard nicht gewichtet lineare Regression, Parameter A & B
werden berechnet: Y = A*X + B

= Wenn Xi < 3 OD Einheiten, dann X berechnet = Xi

. Wenn Xi >3 OD Einheiten, dann X berechnet = (Yi-B)/A

L] Die Kalibrationskurve wird unter Verwendung einer 4 Parameter
logistischen Kurve erstellt.

= Die IL-1p-Konzentration in den Proben wird durch Interpolation auf
der Kalibrationskurve bestimmt.

Bichromatische Auswertung:

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) fur jeden Standard gegen die entsprechende
Konzentration IL-1B (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.

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

XIl.  TYPISCHE WERTE
Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und konnen nicht als
Ersatz fur die Echtzeitstandardkurve verwendet werden.

IL-1B-ELISA OD Einheiten

Polychromatisches Modell

Kalibrator 0 pg/mli 0,013

24 pg/ml 0,121

89 pg/ml 0,336

320 pg/ml 1,042

574 pg/ml 1,693

1166 pg/ml 2,704

X LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A Nachweisgrenze

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

Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabweichungen iber dem gemessenen  Durchschnittswert  bei
Nullbindung, entsprach 0,35 pg/ml.

B. Spezifitat

Es wurde keine signifikante Kreuzreaktion beobachtet beim Vorhandensein von
50 ng von IL-la, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, TNF-,
IFN-B, IFN-y, TGF-B, GM-CSF, OSM , MIP-1a, MIP-1B, LIF, MCP-1, G-CSF
und RANTES. Dieses IL-1B Assay ist spezifisch fiir humanes natiirliches und
rekombinantes IL-1p.

C. Préazision

INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>*SD CcVv Serum N <X>+SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 10 127+3 2,3 A 20 120+ 6 4,9
B 10 733+11 1,4 B 20 549 + 14 2,5

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit
WIEDERFINDUNGSTEST

Probe Zugeg. IL-1B Wiedergef. IL-1p Wiedergefunden
(pg/mi) (pg/ml) (%)
Serum 1282 1196 93
605 542 90
329 314 95
157 131 84
72 64 89
31 28 92
Plasma 1282 1208 94
605 573 95
329 321 97
157 146 93
72 67 92
31 29 94
VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdunn. Theoret. Konzent. Gemess. Konzent.
(pg/ml) (pg/ml)
Serum 171 - 1197
1/2 598 637
1/4 299 320
1/8 150 164
1/16 75 86
1/32 37 41
Plasma 11 - 688
1/2 344 336
1/4 172 172
1/8 86 87
1/16 43 51
1/32 26 22
1/64 13 9
1/128 4 4




Die Proben wurden mit Probenverdiinner verdinnt.

E. Zeitverzogerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe
Es wird im Folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
gewadhrleistet ist, wenn die Probe 30 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
in die beschichteten Réhrchen zugegeben wird.

ZEITDIFFERENCE

TO 10 min 20 min 30 min

1 1485 1575 1553 1647

2 1123 1129 1150 1228

4 592 572 595 606

5 375 391 375 375

6 1454 1429 1438 1605
500 641 583 645 658
1000 1107 1087 1158 1158
1500 1440 1261 1399 1425

F. Hook-Effekt
Eine Probe mit IL-1p bis zu 1 pg/ml liefert hhere Messwerte als der letzte
KalibratormeRwert.

XIV  INTERNE QUALITATSKONTROLLE

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

L] Falls zusétzliche Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen
eigenen Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte.
Kontrollen mit erhdhten Azidkonzentrationen stéren die Enzymreaktion und
kénnen nicht verwendet werden.

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

L] Es wird empfohlen, Kontrollen im Assay routinemaBig wie unbekannte
Proben zu behandeln, um die Assayvarianz zu messen. Die Leistung des
Assay muss mit den Qualitatskontrollkarten der Kontrollen Gberpriift
werden.

. Es hat sich bewahrt, die durch den Computer ausgewahlte Kurvenanpassung
visuell zu Uberpriifen.

XV. REFERENZ INTERVALLE

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

Zur Orientierung: Der Mittelwert von 22 normalen Serumproben lag bei 5,4
pg/ml (SD = 3,9), Werte zwischen 0 pg/ml und 13,6 pg/ml. Diese Studie wurde
durchgefiihrt mit Proben von anscheinend gesunden Personen mit niedrigen CRP
Werten.

Der Mittelwert von 103 normalen Plasmaproben, gesammelt unter strengen
Sammelbedingungen lag bei 2,6 pg/ml (SD = 5,3), Werte zwischen 0 pg/ml und
17 pg/ml (auf basis der 2,5% und 97,5% Perzentile).

XI1. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur furr diagnostische Zwecke.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit europdischen und
in den 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 dariiber 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 Léndern 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 grindlich mit Wasser spilen.

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

KALIBRATOREN PROBE(N)
(1) KONTROLLEN
(kD)
Kalibratoren (0-5) 200 R
Proben, Kontrollen - 200
Anti-IL-1B-MRP Konjugat 50 50

2 Stunden bei 18-25°C unter standigem Schiitteln bei 700 rpm inkubieren.
Inhalt jedes Wells absaugen.
Dreimal mit 400 pl Waschlésung waschen und absaugen.

Substratlésung 200 200

15 min. bei 18-25°C unter standigem Schitteln bei 700 rpm inkubieren.

Stoppldsung 100 100

Auf einem Mikrotiterplatten-Lesegerat auswerten und Absorption jedes Wells bei 450
nm (gg. 630 oder 650 nm) und 490 nm (gg. 630 oder 650 nm) vermerken.
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IL-1B-ELISA

|.  XPHXHTIA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

AvocoevQUUOUETPIKOG  TTPOCAIOPIoHOG Yoo TV iN Vitro mocotikny pétpnon g avOpdmvng
wreprevkivne-1p (IL-1P) og opd ko TAdopa

Il. T'ENIKEY IINHPO®POPIEX

A Epmopucn ovoposia: Kt IL-1B -ELISA g DIAsource
B. Ap1Opog katoroyov: KAP1211: 96 tpocdiopiopoi
T. Karaokevaleron omd v: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

T teyvikn Boffsra 1| TAnpo@opics oyeTIKA pe TapoyyELieg EMKOIVOVI|OTE GTA:
Tnh.: +32 (0)10 84.99.11 ®of: +32 (0)10 84.99.91

I1l. KAINIKO YIIOBA®PO

A.  Bioloyikij opaon

H avBpomvm wreprevkivi-1 (IL-1) eivan évog pecorapntic-krewdi oty avtidpoon tov Eeviot) oe S1Ggopeg AOHMIELS,
QAEYLOVDIEIG KOl 0VOGOAOYIKES TTPOKANGELS. Avo dwakpitd moivmentidia, n IL-1a kot 1 IL-18, pecoraBovv otig Proloyucég
dpdoeig g IL-1 kot Tpocdévovtot 6ToVv 510 KUTTAPIKO EMPAVELNKO VTOd0YEN. APPOTEPEG GUVTIOEVTUL APYIKA MG EVOOKVTTAPLEG
npddpopeg popeés peyébovg 31-kDA, o1 onoieg axorovbmg avevpiokovion mg dpiueg tpmteives Tav 17 kDA og vrepkeipeva
povokvttapwv. ‘Exel emiong meprypaget n deopevpévn oe pepfpaveg IL-1, n omolo evdéyeton va emdyet opiopéveg amnd Tig
pecorafovpeves and IL-1 tomikég emdpdoeic. Ot kopieg Tnyés g IL-1 givon Tar Lovok)TTOPE TOV GULLOTOG KoL TO LLUKPOPAYO.
TV 10Tdv. AMo g€edikevpévo kotTapa 6mmg to T- kot B-Aepgpokidttopa, didpopa emtOnilokd, evoodnAiakd kot opiopévo
peceyyopoTikd kOTTap pmopovv emiong va mopdyovv IL-1. H IL-1B eivar 1) kdpra popen mov ekkpivetar and o LovokdTTapo.
KO TO. LOKPOQEAYOL KOL T OTTO10L TOTEVETOL TG OTOTEAOVV TIG KVPLEG MNYES TNG KUKAOYOpoVGag 6To TAdopa IL-1. Avactolég
™mg dpactnpomrtag g IL-1 éovv mepypagel oto mhdopo kor ce dAlo Broroywd vypd. H IL-1 ennpedlet opketolg pn
oeTWOUEVOVS 10TOVG Kol ATOTELEL KOPLO HEGOAAPNTH TV QAEYHOVOIOV 0vTIdphoemv «ofeing eaong», mov yopaktnpilovrot
amd GAAOYEG TOV HETAPOMKMY, EVEOKPIVOLOYIKAOV KOl 0VOGOAOYIKOV Agrtovpyldv. H cuykekpiuévn kuttopokivny dadpapatilet
OVGLOOTIKO POAO OTNV EVEPYOTOINGT TOV T-AEUPOKVTTAP®OV, TOPEXOVTAG VO A TO ATOPAITITO, GTHATO Yia THV Tapaywyn 1L-2
(owéntikds mapdyoviog tv T-Aeppokvttdpov). Anotelel Tov KOplo pecoOrafnT TV SaSIKACIOV GAEYHOVIG SpdOVTAS GTO
VeLPIKO cvoTNHa (TVPETAG, VIvog, avopedia), o€ KOTTAPO TPOEPYOUEVO OO TOV 00TIKO HLEAO (YnueoTadio Koun evepyomoinon
0VOETEPOPILAOV, LOVOKVTTAPOV KOL AEUPOKVTTAP®OV) KOl GE SLAPOPOVS 16TOVG (TOAATANGIUGUOS VOBAAGTOVY, amoppdenon
BepéMov ovodY YOVOPOL Kol 0GTMOV, TOAUTANCLUCHOS VEVPOYAOLOKAV KUTTAP®VY, JEYEPCT| TG TPOTNKTIKNG AEITOVPYiOG TV
evdonAokdv Kuttdpov K.6.) o Tig Tepiocdtepes amd avtég Tig SpactnplotnTeg dueso vevbovn eivar 1 IL-1B, @otdc0 dideg
pecohafodvtar og cvvepyacia pe GAleg KutTopokives, Omwg N IL-6, wieppepdveg, kKot o mapdyovia vékpwong oykov H IL-1
Sieyeipel v Topay@yn 1 Spa. GUVEPYIKA LE TIG TAPATAVED KVTTOPOKIVES KoL GUVETMS 1) TEAMKN BLoAoyikh dpactnptotnTa givat To
AmOTELEG O VOGS SIKTVOV GAANAETIOPAGEDV LETAED TV S10POPmV HEGOAAPNTOV.

B. Klvixés spapuoyés

Ot Broroywég w10treg ™G IL-18 ko 0 porog-kAeWi mov Stadpapatilel o€ FLUdIKUGIES PAEYLOVIS VIOINADVOLY TV AVAUEEN
™m¢ oV maboyéveon moAhdv acBeveimv Ilpdypaty, vyniés mocdmteg IL -1B avevpiokoviar oTiG evdoapBpikés cLALOYEG
OPLOUEVAV OGHEVAV [LE PEVUATOEIDEIS KOt UN)-PEVUATOELDEIS PAEYLOVMOIELS TAONGELS TV 0pBpOGEDV, G AOUMIOVS arTtohoyiog
TAEVPITIKEG 1) TEPLTOVATKEG GLUALOYEG KOL OTOU VYPA TOPOYETEVCEMV TAGKOVTIOV amd YPOVIO StafnTn, TEPLOSOVIIKEG TaONOELS,
K.0.K. Molovott ghdyiotn N kaborov IL-1B aviyvedetar puooroykd oe avOpdmvo TAGCUN 1) 0pd VYOV, EEKOVPUCTMV
avOphTvev vrokeévey, avénpéva enineda £xovv avagepbel otny KuKhogopia eumOpET®V 1 ONATIKAOV 0cOevdY, ce acheveig
pe véoo tov Crohn, oe mepmtdoelg andppyng LooeOUATOG, o€ vYlels eBeloviég petd amd moapatetopévny doknon Kot o€
yovaikeg petd v woppnéio. Xe pekéteg Paciopéves oty in Vitro napaywyn IL-1 and amopovopévo AevkokdTTop TOL aipaTog
eavnke peropévn mapayoyn IL-1 oe vroocitiopévoug acbeveic kon kapkvorabeig e Tpoywpnuévovg 6ykovs. Q¢ ek ToVTOV,
avtdG 0 avocomposdoptonds g IL-1P amotekel Eva onpavticd epyaieio yio T PHEALTN TG EVEPYOTOINGNG HAKPOPEY®V KL TN
Sepevvnon tov poérov g IL-1B og mowcideg (uotoroyikég 1 maBoAOYIKES) AVOGOLOYIKEG KO PAEYHOVAIELS S1adKaGiES.



IV.  BAXIKEX APXEX THX MEOOAOY

O mpocdiopiopdg  IL-1B-ELISA g DIAsource eivor évag  evlupukdg
OVOGOTPOGOLOPICUOS  EVIGYVUEVNG  evolcOnciog, oTepeng @Aacng O 0moiog
exteleiton oe TAGKeEG puKpoTitAodoTnong. O TPoodopiopuds  ypnotpomotel
povokiovikd avtoopate (MAbs) mov kotevfivovior evavtiov Stokprrdv
emtomov ¢ IL-1B. Ov Pabpovountés kot to deiypota avidpovv pe To
povokAovikd avticope ooAnyng (MAb 1) mov eivar emotpopévo otmv
VIOdOYN ™G TAGKOG HIKPOTITAOSOTNONG Kot HE €Ve LOVOKAMVIKO avticopo
(MADb 2) onpaocpévo pe papoavidiki vrepo&eddon (HRP). Metd amd o nepiodo
EMMACNG TOV EMTPEMEL TO GYNUOTIONO €VOC GavToultG: emoTpopévo MAb 1 —
avBpdmvn IL-1B — MAb 2 — HRP, n mhdxa pikpotithodotnong vroPfdAietal og
TAhon Yo var amopakpuvlei to onpocpévo pe éviopo adéopevto avticopa. To
onuacpévo pe EvOLHO SECUEVHEVO OVTIOMUO HETPATOL LECH HLOG XPOUOYOVOD
avtidpaone. [pootibeton kon emwaletar ypopoyovo ddivpe (TMB oo y
xpnon). H avtidpaon otapatd pe mv mpocOnkn avooyetikod SoADHOTOS Kot
OTN GLVEXELN YIVETOL OVAYVOGN TNG TAUKASG HKPOTITAOOOTNONG GTO KOTGAANAO
wikog kopatos. H mocdtnta petatpomng tov vmootpopatog kobopiletor
APOUOTOUETPIKG LETPOVTOG TV amoppdenom, N onola givar avdloyn mpog ™
ovykévtpwon g IL-1B.

Topotdvetor ypoewd po kapumdrn Pabupovounong kor mpoodiopiletar 1
ovykévtpoon g IL-1B oto deiypoto pe ovaywmyn amd ™V KOUTOAN
Babuovounongs. H xprion tov ovotiuatog avayvwons ELISA (ypoappukdtnto €mg
3 povédeg OD) kon piog moAdmAokng pebddov avaymyng dedopévav (avayoyn
TOAVYPOUATIKAOV OES0UEVMV) £X0VV MG OTOTEAEGHE LYNAN evoicOncio oto
KOLNMAS TTEDIO TIHDV Kot GTO EKTETAUEVO TTEGTO TI®V Pabpovounong

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

Avtidpactipra Kt 96 Xpopa- AvoeioTac)
TPOGdI0- TIKOG
pLopdOv KOIUKOG
IMAéxa umponrko@om— 96 ke “Etowo yia yprion
ong pe 96 'Dnoﬁoxsg onodoyic
emoTpopéveg pe avtt IL-
1B (novokhovikd
avTIoOUATO)
Ab HRP 1 gokidwo | kokkwvo | "Etowpo yua yprion
6ml
Zolevypa: Avti-1L- 1B (povokimvicd
avtioopata) onpocpéva pe HRP oe
puBuoTcd Sidivpa Tris-punlkdv pe
Bosio oporevkmpotivn kot Oupoin
CAL “ 6 poAidia | kitpwvo | MpocBicte 2 mi
Avo@iro- ATECTAYUEVOV
Babpovountmg N = 0 émg 5 TOMUEVO VEPOL
(deite Tig axpiPeic TIHEG TaVE OTIG
ETIKETEG TOV PLIMIwV) o8 avOpOTTIvO
op0 pe Peviopudivn ko Oupoin
DIL SPE 3 plodidia pavpo Mpocbiote
Avo@iro- ATESTAYUEVO VEPO
TOMHEVO (BA. etcéta oto

Awihopa opaioong detypdtov: og
avBpdmvo opd pe Beviopudivn Ko
Bopoin

@roAidio yo tov
akppn Oyko)

1 puridio KOpE Apardote 200 X pe

WASH| SOLN |CONC|

10 ml AmESTOAYHEVO VEPO
Adhopa thoong (Tris-HCI) (xp'r]clpottomcts
HayvITIKO
avadevTnpa).
2 i i 1T ¢ote 2 ml
QLOAidIOL aonui pf)cﬂsm:s m
Avopiro- OMEGTOYHEVOD
Opoi eréyyov - N =11 2 og avOpomivo TouueEve vepod
0p0 pe Peviopudivn ko Oupoin
| CHROM | T™MB | 1 proido Kopé "Etowpo yio ypion
25ml
Xpwpoyovo TMB
(Tetpapedurfevivdivn)
| sTOP | SOLN | 1 gokido | mphowo | "Etowpo ya yprion
12ml

Avooyetiko ddhopa: HCI 1.0N

Xnpeioon:1.Xpnowonomote SGAvpe opai®ong SEYUATOV Yo 0paioT TV
detypdtov.
2. 1 pg tov TOpacKEVACHOTOS TOV Pabpovountr givol 160dvvapo pe
100 mIU tov NIBSC 1° IS 86/504

VI

ANAAQXIMA I10Y AEN IIAPEXONTAI

To axdérovBa VA amoitodvtor 0ALE Sev TAPEXOVTOL GTO KIT:

1.
2.

3.
4.
5

o

VII.

A

B.

C.

AmeoTayévo vepo VYNANG TTo10TNTOG

Mréteg yuo davopry: 50 ul, 200 pl, 1 ml kor 10 ml (cvvietdror n xprion
TIETOV aKPPELNG LE OVIADOILO TAACTIKA pUYYN)

Avopeiktng otpopidicpon

MoyvnTikog ovadevTnpog

Op1lovTio. GVOKELY AVASEVONG TAUK®OV LIKPOTITAOSOTNONG HE duvaTOTNTOo
700 rpm = 100 rpm

TuokeL TAVONG Y10t TAAKEG HKPOTITAOOOTNONG

Tuokev] avayveoong TAUK®OV IKPOTITAOOOTNONG HE JVVATOTITA avAyvemong
ota 450 nm, 490 nm kot 650 nm (o€ WEPITTOON TOAVYPOUNTIKNG
avayvmong) N pe dvvarodomro avayvoong oto 450 nm kot 650 nm
(OYPOUATIKY AVAYVOOT))

ITAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY
BaOpovountéc: Avacvotote tovg Baduovountés pe 2,0 ml oreotaypévon
VEPOL.
Opoi ghéyyov: Avacvotmote tovg opovg eréyyov pe 2,0 ml omectaypévon
VEPOL.
Awgdvpo  apaioong delypdtov: AvocvoTtiote 1O OGAVUO  apaimong
detypdtov otov  oyko mov Kobopiletor oty etkéto TOv QloAiov pe
OTECTAYUEVO VEPD.
Awgdopa Thvong spyosiog: TIpoetodote emapkr] 6yKo S10AVUATOG TAVGNG
gpyaciog pe mpoobikn 199 oOykev omeotaypévov vepod oe 1 dyko
Srahvpartog TAoong (200x).  Xpnopwomomote  HOyvTIKO  OVOOELTHPO.  Yio
TNV OUOYEVOTOINGTY. ATOPPIYTE TO [N YPNCIUOTOMUEVO SdAVpO. TADONG
€pyaciog 6To TEAOG ™G NUEPAC.

VIIl. ®@YAAZEH KAl HMEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ilpwv omd to Avorypo M TV ovaGLOTOGT, OAOL TO. GLUCTATIKG TOVL KIT
mapapévouy atabepd g TV nuepopnvio AENG, n omoia avaypageTon TNV
£TIKETO TOV PLOALBI0V, EPOCOV Sratnpovvtat og Beppokpacio 2 Emg 8°C.

Ot un ypnoipomomuéveg towvieg mpénel vo. uAdocovtal otovg 2-8°C, og
COPAYIGUEVT] GOKOVAN OV TEPEYEL amonpaviikd mopdyovta, péxpt v
npepopmvia Angng.

Metd v avacvotoon, ot fabpovountés, ot opoi eAEyyov Kot To ddAvpa
apainong derypdtov tapapévooy otabepd eni 4 nuépeg otovg 2-8°C. T
peyoAvtepeg  mepddovg  @OAaENG, Oa  mpémer  va  dnovpynHodv
KAGopato/docelg piag xpriong kot vo dwatnpnbovv oe Beppokpacio -20°C
eni 2 pveg 10 pEYIOTO. ATOQUYETE TOVG EMAVEIMNUUEVOLS KOKAOVG
ATOYLENG-KATAWYVENG.

To cvpmvkvopévo dtdivpo TAvong sivar otabepd oe 18-25°C péypt mv
nuepopnvia Anéne.

Dpéoko, mapackevacpuévo Sdlvpo  mAvong epyaciog Ooa mpémer va
ypnotpomoteitar Ty i nUEPa.

Metd v mpd Yprion tov, 10 cdlevypo mapapével otabfepd £wg ™V
nuepopnvioe. ANEng, €pdcov Jatnpeitor 6TO  APYIKO, EPUNTIKA KAEGTO
QuAidio og Beppoxpacio 2 £mg 8° C.

Toxdv petafoArés TG QLOIKNG EUOAVIONG TOV avVTIOpacTNpimv Tov KT
evOE ETOL VAL VTOSNAGDVOLY aoTdbelo 1} adloimon).

2YAAOT'H KAI IIPOETOIMAXIA AEITMATQN

O opdg Ba mpémet va aparpebei 660 0 duvatdv vopitepa amd TO THYHO TOV
£pLOPOKLTTAPOV peTd TNV THEN KoL TN LYOKEVIpION Kot va dtotnpndet
otovg 4°C. Edv ta deiypota dev ypnotpomombovv apéome, 0o mpénel va
@vAoyBovV otoug -20°C Yo g Kkat 2 unveg 1 otovg -70°C yio peyoddtepng
Suapketag pOAagN (mg éva £100).

Amopelyete ToVg £MaKOA0VOOVS KOKAOVG KOTAWVLENG-OmOWVENG.

Dépete 0o to delypoata oe 18-25°C mpwv amd ™ ypron. Zvvictdtor M
AVAUEEN TOV SEIYHATOV 68 GUGKELT GTPOBIAMOHOD TPV amd TN YPNOM.

O1 cuvOnKeg detyatoANyiog HTOPOvV Vo EXNPEACOVY TS TIHES. [ To Adyo
ovtd Oo mpémer va AauPdvovtar owetnpd pEtpo TPOPOAAENG KoTd TN
duapkelo ™G detypotonyiog Yoo v omo@uyn Tpocuiewv ot detypato
My, ta omoia B diéyepav v mapaywyn IL-1B and apoxdrTopa Kot Ha
av&avav esporpéva i Tipég g IL-1p otov opo.

To coinviploe cvlloyng Oa mpémel vo eivar ghedBepo mopoyevov. To
mAdopa propel vo cuALEyeToL o€ anootelpmpéva eloAidie pe EDTA kot va
Swywpileton tayémg petd ™ @uyokévipnon. Aegv cuviotdrtor 1 ypnon
coAnvapiov mmapivng, STt  cuxvd ot moptideg mmapiving  eivon
EMUOAVGUEVES [LE TVPETOYOVAL.



X.

=

N

10.
11.

XI.

AIAAIKAXIA

ZNPELDCELS GYETIKA IE TO YEIPIGPS

Mn ypNOOTOLEITE TO KIT 1) TOL GUGTOTIKG META TNV Nuepounvia AHENG.

Mnyv avoperyvheTe VAKG 0o SIPOPETIKES TOPTIOES KIT.

Dépete Oha Ta ovtdpactipla og 18-25°C mpv amd ™

xpnon.

Avapei&re kKoAd OAo TO AVTISpOCTIPLO KoL TO SELYHOTO PE amadn avakivion
N avédevon.

Exteléote €1g duthov aviinym tov Badpovountdv, Tmv opdv eAEYYOL Kot
TV detypdtmv. Zvviotdtot Kabetn gvbuypapon.

Xpnoyonomote £va Kabapd, TAAGTIKO d0yelo Yo VoL ETOYAGETE TO StiAvpL
TAvoNG.

Xpnowonoteite éva kKabapd avorldoyo phyxog mMmETOG Yoo TV TPOSHKN
KGOe  SloPopeTIKOD  AVTVOPACTNPIOL Kot  OEIYHOTOG TPOKEWEVOL Vo
amoPOYETE TNV EMUOAVVOT).

AToiyeTe MIMETEG e PETOAAIKA PEPT] V1oL TN SLOVOUT TOV ATOKOALTTIKOD
AAOp0TOG Kot TOV AVaGYETIKOU ALOAVHATOC.

H okpifeio Pertidveton pe ypiion mmetdv vyning  axpifeag M
OVTOUATOTOMUEVOL EEOTAIGHLOV SIUVOUNG LE TUTETES,

Tnpeite Tovg XPOVOLS ENDACTC.

T va amo@iyete ™ petotodmon, o xpovog peta&d g dtavoung pe mméto
0V TP®TOL Pabpovopnty kKol TOVL TEAELTOHOV JEIYHOTOG TPEMEL Vo
neplopiletar 610 Ypovikd Sdotnpro mov avaeépetor oty evotnta XIII,
napdypapog E (Mecodidotnpa).

TIpogtodote por KopmdAn Pabpovounong yw kébe avoilvon kor pn
APNOLOTOIETE dESOUEVO O TPONYOVUEVES AVOADGELC.

To Amokaivrtikd Atdhopo Oo wpémet va givar dypmpo. H dnpovpyio pmke
YPOUATIGHOV GE SIAGTNIO AV AETTOV 0T TNV TPOETOWAGIN VITOSEIKVOEL
TOG TO AvVTWPUoTAPLO dev pmopel va ypnopomomdei kon Oo mpémer vo
amoppredei.

Awaveipete o ATokoAvTTKO AtdAvpa evtog 15 Aemtdv, petd v TAdon g
TAGKOG PIKPOTITAOSOTNONG.

Katd m didpkeln endaong pe 1o Anokalontikd Addvpo, omoebyete myv
£KkBeom ™G TAAKAG HIKPOTITAOSO TGS OTO (HEGO ALOKO WG,

Awdikacio
Ené€te tov amoutodpevo apldpd towidv yioo v avoivorn. Ot un
YPNOUOTOMIUEVEG TOUVIEG TPETEL VOl EAVOCOPAYIOTODV HEGH GTN GAKOVAN e
Tov ano&npavtikd mapdyovta kat va euiaytovv og Beppokpacio 2-8°C.
Acouliote Tig Tovieg LGSO 6T0 TAAIGI0 OTHPIENG.
Awwveipete pe muméto 200 pl ond kdbe Babpovounti, opd eréyyov kot deiypa
OTIG KATAAANAEG VTTOSOYES.
Awveipete pe mméta 50 pl ovlevypatog avti-IL-1B péoo oe Oheg Tig
VTOS0YEG.
Enodote eni 2 dpeg oe 18-25°C emdve oe oplldviio avadevtipa,
pubiopévo otig 700 rpm + 100 rpm.
Avoppoenote 10 vYpod amd kabe vrodoyn.
IM\bvete v mhdka 3 popéc:

. Savépovtog 0,4 ml Sraddpatog Thdong og kGbe vrodoyn.

. avapPOPAOVTUG TO TEPLEXOUEVO K(OE VITOSOYNG.
Awveipete pe mméta 200 pl tov amokeALATIKOD SlAVNATOG Of KAOE
vrodoxN, evtdg 15 Aentdv omd To Pripa TAvoNG.
Enwdote v midko pucpotithoddmong emi 15 Aemtd oe 18-25°C oe
oplovtio avadevtipa otig 700 rpm + 100 rpm, amo@Vyete TV Gueon
£kBeon otV Aok aktvoPolia.
Auwwveipete pe mréta 100 pl avaoyetucod dtoddpatog og kabe vrodoy.
Kavte avéyvoon tov amoppoencemv ota 450 nm kot 490 nm (¢iktpo
avapopds 630 Nm 1 650 NM) evtog 3 POV Kat VIOAOYIGTE TO. ATOTEAEG AT
o6nmg meptypdostar ot evotnto Xl.

YIIOAOTIZMOX TN AIIOTEAEZMATQN

Molvypopatiki avayvoon:
Ymv mepintoon avth, v enefepyacio tev dedouévev Bo kdver To
AOYIGHIKO TOL.
H ovdyvoon g mhdkag yiveton mpdta oto 450 nm évavtt evog @iktpov
avapopds mov pubpiletar ota 650 nm (7 o 630 nm).
Exteleiton devtepn avayvoon oto 490 nm évavtt tov idov @iktpov
aAvoQopag.
To Aoyopucd Tov Ho EvepyomOMGEL AVTONOTA TH GVGKELT] AVAyVEONG Kot Oa
EVOOUOTMOEL KOt TIG OV0 LETPNOELG OE £VOL TOAVYPOUOTIKO HOVTELO. AVTH I
TEXVIKN Uropetl va dnpovpynoet ontikég Tokvottes (OD) Emg an 10.
Bootkn apyn ™G neEepyaciog TV TOAVYPOUATIKOV dESOUEVOV £xEL OEENG:

= Xi = OD oto 450 nm

=  Yi=0D ota490 nm

. XPNOOTOLOVTAG TUTIKT [T GTOOUIGUEVN YPOLLUIKT TOAVEPOUN O,

vroloyiCovtat ot mapdpetpot A& B: Y = A*X + B
= Av Xi <3 povadeg OD, tote vioroyioBév X = Xi
= Av Xi>3 povadeg OD, tote voroyioBév X = (Yi-B)/A

. Xpnotponoteitar TPOSAPUOY AOYIOTIKNG KAUTOANG 4 TOpaUETp@V

Yo Tn SMpovpyia TG KapmoAng fabuovopnone.
. H ovykévtpoon IL-1B ota detypota kabopiletor pécwm avaywyng

otV kaumroin adpovounongc.

B. Aypopotiki avayvoon

1. Kdavte avayvoon mg mhakog oto 450 nm €vovrt evog gidtpov avagopds mov
puOpiletor ota 650 nm (1 ta 630 nm).
2. Ymoloyiote T péon TY| TV STAGV TPOGIIOPIGHADV.

3. Xe nuiloyoplOpcd N YPoUpKo xopti ypaenUiTtov, TapacTHOTE YPOPUKE TIG
Tipég OD (tetoypévn) yuwor ke Pabpovounts évavit g avtiotoymg
ovykévipoong g IL-1f  (tetpumpévn) kot oyedldote ol KOUTOAN
Babpovounong péow tov onueiov Tov Pabuovount, cuvdioviag pe gvbeieg
YPOUUEG TO OTOTVTOUEVO GNUEIDL

4. AwpPdote ™ ovykévipwon Yo KGO 0pd eAEYXOVL Kot deiypo pe ovoymyn
otV kauroin fabuovounonc.

5. Avayoyn dedopévov pe 1t Porbel mAekTpovikov vmoloyiot Oa
OTAOTOMGEL QWTOVG TOLG VIOAOYOHoVS. Edv ypnowomoteiton avtdpotn
emeEepynoio AmOTELEGUATOV, GUVIGTATOL TTPOGOAPLOYT KOUUTOANG AOYLOTIKNAG
GUVAPTNONG 4 TAPOUETPMV.

XIl. TYIIIKA AEAOMENA
To akélovbo dedopéva mpoopiloviol pHOVo ®G TaPAdEYHO Kot OV TPEMEL VO
¥XPNOOTO0VVTOL TOTE avTi TG KopmvAng Pabpovounong mpaypatikod ypovou.

IL-1B-ELISA Movadeg OD
Mo vypopatiké povréro
Bafpovopntig 0 pg/ml 0,013
24 pg/ml 0,121
89 pg/ml 0,336
320 pg/ml 1,042
574 pg/ml 1,693
1166 pg/ml 2,704

XU, AIIOAOXH KAI IIEPIOPIXMOI

A ‘Opro aviyvevong

Metpnnkav eikoot pndevikoi Pobpovountés pall pe éva odvoro GAA@V
Babpovountdv. To 6pro aviyvevong, optlOHEVO MG N PAIVOUEVIKT) GUYKEVTPMOT
Yo tumikdv omokhicewv mave omd Tig péoeg petpnoslg OD oe pundevikn
déopevon, frav 0,35 pg/ml.

B. Ewwétmro

Agv mapatnpfinke onuavtiky dtoctavpodpevn avidpoon rapovsio 500 ng/ml
IL-1a, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-0, TNF-B, IFN-B, IFN-y,
TGF-B, GM-CSF, OSM , MIP-1a, MIP-18, LIF, MCP-1, G-CSF, RANTES. O
mapdv Tpoodopiopds IL-1B eivar edikdg yoo v avBpdmivn, @LoK) Kot
avaocvvdvacpévn IL-16.

C. Axpifswn
I'IA TON IAIO ITPOXAIOPIZMO METAZEY AIA®OPETIKQN [TPOZAIOPIZMON
Opég N <X>=T.A XA Opég N <X>+T.A XA
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 10 127+3 2,3 A 20 120+ 6 4,9
B 10 733+11 14 B 20 549 + 14 25
T.A.: Tomucr} omdxAon, X.A.: Zovtedeo g SLoKOUaveng
D. OpBétnTa
AOKIMAZXIA ANAKTHEHX
Asiypa Ipoctebeica AvoktnOsico IL-1B Avaktnon
IL-1B (pg/ml) (pg/ml) (%)
Opdg 1282 1196 93
605 542 90
329 314 95
157 131 84
72 64 89
31 28 92
IMéGopa 1282 1208 94
605 573 95
329 321 97
157 146 93
72 67 92
31 29 94




AOKIMAZIA APAIQXHE
Agiypa Apaioon OcopnTucn MetpnOsica
cvykévipoon (pg/ml) ocvykévrpoon (pg/ml)
Opég 11 - 1197
1/2 598 637
1/4 299 320
1/8 150 164
1/16 75 86
1/32 37 41
éopa 171 - 688
12 344 336
1/4 172 172
1/8 86 87
1/16 43 51
1/32 26 22
1/64 13 9
1/128 4 4
To deiypota opoadOnkay pe dtdivpa apoaioong detypdtov.
E. Meoodrdotnpo petad g dwavopns terevtaiov fabpovount kou 2

dsiyparog
Onwg QaiveTOL TN GUVEYELD, TO. OTOTEAEGHATO TOV TPOGOOPIGHOD TUPAUEVOLV
aédmota akopa Kot otov dravépeton éva detypo 30 Aemtd petd v mpocdnkn
TV BaOLOVOUNTOV GTO EMGTPOUEVE COAVAPLOL.

XPONIKH KA®YXTEPHZH
TO 10 Aentd 20 Aentd 30 Aentd

1 1485 1575 1553 1647

2 1123 1129 1150 1228

4 592 572 595 606

5 375 391 375 375

6 1454 1429 1438 1605
500 641 583 645 658
1000 1107 1087 1158 1158
1500 1440 1261 1399 1425

F. ®awvépevo aykiotpov (hook)

Agiypo mov eppohbotnre pe IL-1B éwg 1 pg/ml diver vyniotepeg petprioeig
omtikhg mukvotntog (OD) and to onpeio tov tekevtaiov abpovounty.

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

= Edv ta anoteléopota mov Aappdvoviat yio tov opd eréyyov 1 ffkat tov opd
eréyyov 2 de Ppiokovion gvidg tov mediov Twdv mov Kobopiletor oy
etikéto. ov  QuAdiov, T  omotedéopato  dgv  givor  duvatd  va
yxpnotponomBovy, extdg €dv €xel dobel wavomomTiky €&nynon ywo TV
ACVUO®VICL.

= Edv givon emBountd, kdbe epyactiplo umopei va SNUovpynoet T S1kd Tov
pelypato derypdtov gléyyov (pools), ta omoio mpémer va Swrnpovvton
Kateyuypéva og kKhdopota/dooelg pog xpriong. Opoi eléyyov mov mepiEyovv
alidlo Ba emdpdoovv oty evlupikh ovtidpaon kor dgv Umopoldv vo
xpPNoonombovy.

= Ta kpunplo omodoyng Yo m dopopd HeTa&d TV SMAMY OmoTELESUATMV
oV detypdtmv Ba tpénet va Bacilovtat oe 0pBEG EPYOCTNPLOKESG TPOKTIKES.

= Yuviotdtor ot opoi gLEyyxov va VTOPAAAOVTIOL GE TPOGIIOPICUO TOKTIKG MG
ayveoto detypota yoo vo Hetpdtat 1 HetafAntotnta tov tpocdopicpov. H
600N TOV TPOCOIOPICHOD TPEMEL VO TOPakoAoVOEiTOL e SrorypdppoTa
TOLOTUKOV ELEYYOV TMV OPDV EAEYYOV.

=  Eivoar KoAO 10 Vo gAEyYETE OMTIKA TNV TPOGAPUOYN TNG KOUTOANG TOL
emA&yONKe amd TOV VITOAOYLOTY.

XV. TIMEX ANA®OPAX

Ot Tipég avtég moapéyoviar povov wg odnyds. Kabe epyoaotipo Ba mpémel va
KoB1EPDOGEL TO J1KO TOV TEFIO PUGIOAOYIKAV TIUDV.

Qg xabodnynon, o pécog 6pog 22 LGLOAOYIKAV detypdrev mAdopotog ntav 5,4
pg/ml (T.A. = 3.9) pe dwxdpoavon peta&h 0 pg/ml kon 13,6 pg/ml. H pelém
SevepynOnke pe detypato amd epoavag vy dropa pe yaunkd enineda CRP. T'o
Adyovg kaoBodnymong, o pHécog 6pog 103 QUOIOAOYIKAY SetyHdTOV TAGGUOTOG
Nrav 2,6 pg/ml (T.A. = 5,3), pe dwaxvpovon peta&d 0 pg/ml kon 17 pg/ml (pe

Baon to ekatootnuopwa 2,5% Ewg 97,5%) H pekém dievepyndnke pe detypota
oL AMPONKaY VIO AVGTNPEG GLVONKES deryHaTOANYiag.

XVI. ITPODPYAAZEEIX KAI IIPOEIAOIIOIHXEIY

Acpaleiag

Movo yio StayvooTtiky ypfion in vitro.

Ta ocvotatikd avOpdTvVoL aipotog mov TEPLAUPAVOVIOL GTO KIT OVTO £XOVV
eleyyBel pe pebodovg eykekpipéveg otnv Evponn f/xar and tov FDA kot €xet
Sumotodel 6Tt givor apvntikd g mpog v nopovsio HBSAg, avii-HCV, avrti-
HIV-1 ko 2. Kopio yvooty pébodog dev eivan duvatd va mapéyet mAnpn
Sracpdiion 0Tt Tapdywya Tov avBpdTvov aipatog d Ho peTadmdoovy nratitida,
AIDS 7 d\keg howméels. Emopévag, o yepiopos ovidpaotpiov, derypdtov
0pov N TAAGHATOG Oar TPEMEL VaL YIVETOL COUPOVA LE TIG TOTIKEG dadIKOoieg Tepl
ACPAAELOGC.

Ola 1o Lowed mpoidvta Kot mapdymyo £xovv cuikeydet amd vy {do. Ta Boswa
GLOTATIKG TPOEPYOVTAL OO XMPEG Omov dev £xel avapepbei BSE. TTap' OA' avtd,
ovotatikd mov mepEyovy (owés ovoieg Bo mpémer vo avtetonilovior ®g
SUVNTIK®OG LOAVGUOTIKG.

Amopuyete kGO emapn pe to dépua pe Gha To avtdpactipla, To Avacyeticd
Adropa nepiéyer HCL. Ze nepintwon emaeng, mAbvere oyolactikd ue vepo.

Mnv kanvilete, unv mivete, unv TpOTE KoL U1 YPNOILOTOLEITE KOAAVVTIKE GTO
AOPO €PYOoiog. MnV SlavEHETE pE TTETO YPNOLLOTOIOVTOG TO GTOUN GOGC.
XpNOWOTOLEITE TPOGTATEVTIKO POVYICHUO KOL YOVTLOL LLOLG YPTIONG.
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XVIII. MNEPIAHYH TOY ITPQTOKOAAOY
AEITMA(TA)
(kD) ()
Bofpovopntég (0-5) 200 R
Agiypato, opoi eréyyov - 200
X0Cevypa avti-IL-1B-HRP 50 50

Enwdote eni 2 dpeg og 18-25°C pe ovveyn avadevon otig 700 rpm).
AvapponoTe T0 mEPLEXOEVO KGOE VTOdOYNC.
[Mvete 3 popég pe 400 pl Sroddpatog TADGNG Kot avappoPoTE.

AmokolumTikd Atddopa ‘ 200 ’ 200

Enwdote eni 15 hentd og 18-25°C pe cuveyn avadevon otig 700 rpm.

Avaoyetikcd didiopa ‘ 100 ‘ 100

AwBdote 6€ GLOKELT AVAYVMONG TAAKOV LIKPOTITAOSOTNONG KOl KATOYPAWTE THV
anoppognon kabe vrodoyng ota 450 nm- (ko 490 nm) Evavtt 630 (1 650 nm)




Leia todo o protocolo antes de usar.

IL-1B-ELISA

I. USO PREVISTO

Ensaio imunoenzimatico para doseamento quantitativo in vitro da Interleucina 18 (IL-18) humana
em soro e plasma.

Il. INFORMAGCOES GERAIS

A. Nome proprietario: Kit DIAsource IL-1B-ELISA
B. Nimero de catalogo: KAP1211: 96 testes
C. Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays SA

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

Para assisténcia técnica ou informagdes sobre pedidos,
contate: Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

ll. CONTEXTO CLINICO

A. Atividade biolégica

A interleucina -1 humana (IL -1) desempenha um papel importante na resposta do hospedeiro a varios processos infeciosos,
inflamatérios e imunolégicos. Dois polipeptideos distintos, IL-1a e IL-13, medeiam as atividades biolégicas da IL-1 e ligam-se a mesma
célula recetor de superficie. Ambos sdo inicialmente sintetizados como precursores intracelulares de 31 kDA que sé&o
subsequentemente encontrados como proteinas maduras de 17 kDA em sobrenadantes de mondcitos. A IL-1 ligada a membrana,
também foi descrita e pode ser responsavel por uma parte dos efeitos locais mediados por IL-1 . As fontes priméarias de IL-1 sédo
mondcitos sanguineos e macréfagos teciduais. Outras células especializadas, como linfécitos T e B, vérias células epiteliais, endoteliais e
algumas células mesenquimais também podem produzir IL-1. A IL-1f3 é a principal forma secretada por monécitos e macréfagos que se
acredita serem a principal fonte de IL-1 circulante (plasméatica). Foram descritas inibi¢des da atividade da IL-1 no plasma e em outros
fluidos biolégicos. A IL-1 afeta varios tecidos néo relacionados e é o principal mediador das respostas inflamatérias da "fase aguda "
caracterizada por alteragdes nas fungdes metabolicas, endocrinolégicas e imunolégicas. Essa citocina tem papel essencial na ativagédo
das células T, fornecendo um dos sinais necessarios para a produgéo de IL-2 (fator de crescimento de células T). E o principal mediador
dos processos inflamatérios, atuando no sistema nervoso (febre, sono, anorexia), nas células derivadas da medula 6ssea (quimiotaxia e/
ou ativagdo de neutrdéfilos, mondcitos e linfécitos) e em vérios tecidos (proliferacéo de fibroblastos, reabsorcéo de cartilagem e matrizes
Osseas, proliferagdo de células gliais, estimulagéo da atividade pr6-coagulante das células endoteliais, etc.). A maioria dessas atividades
séo diretamente atribuidas a IL-13, mas outras sdo mediadas em colaboragdo com outras citocinas , como IL-6, interferons e fator de
necrose tumoral . A IL-1 estimula a produgdo ou atua sinergicamente com essas citocinas e a atividade biol6gica final é, portanto ,
resultado de uma rede de interagGes entre esses varios mediadores.

B. Aplicacdo clinica

As propriedades biolégicas da IL-1R e seu papel fundamental nos processos inflamatérios sugerem seu envolvimento na patogénese
de muitas doengas. De facto, altas quantidades de IL-1 s&o encontradas nos derrames articulares de alguns pacientes com doengas
articulares inflamatdrias reumatéides e ndo reumatéides, em fluidos pleurais ou peritoneais infeciosos e no fluido de drenagem de
pacientes com diabetes crénica, doengas periodontais, etc. Embora pouca ou nenhuma IL-18 seja normalmente detetada no plasma
ou soro humano de individuos saudaveis, em repouso. No entanto, foram encontrados niveis elevados na circulacdo de pacientes
febris ou sépticos, em pacientes com doenca de Crohn, durante a rejeicdo de enxertos, em voluntérios saudaveis apés exercicios

prolongados e em mulheres apds a ovulagdo. Estudos baseados na producgdo in vitro de IL-1 por leucécitos sanguineos isolados
demonstraram produgéo reduzida de IL-1 em pacientes desnutridos e pacientes com cancro com grandes cargas tumorais. Assim, este

imunoensaio para IL-13 é uma ferramenta importante para estudar a ativacdo de macrofagos e investigar o papel de IL-18 em varios
processos imunes e inflamatérios (fisiolégicos ou patol4gicos).



4. PRINCiPIO DO METODO

O kit IL -18 -ELISA DIAsource é um imunoensaio enzimatico de sensibilidade
amplificada em fase sélida que se realiza em microplaca. O ensaio utiliza
anticorpos monoclonais (MAbs) direcionados contra epitopos distintos de
IL-1B. Os calibradores e as amostras reagem com o anticorpo monoclonal
de captura (MAb1l)que reveste o pogo de microtitulagdo e com um
anticorpo monoclonal (MAb 2) marcado com peroxidase de rabano (HRP).
Ap6s um periodo de incubacéo que permite aformagéo da sanduiche: MAb
1revestido —IL-1B humana —MAb 2 —HRP,a microplaca é lavada para
remover o anticorpo marcado com enzima néo ligado. O anticorpo
marcado com enzima ligado é medido através de uma reagdo cromogénica.
A solugdo cromogénica (TMB) é adicionada e incubada. Areacdo é
interrompida com a adi¢cdo de solugéo de Stop e a microplaca € entdo lida
no comprimento de onda apropriado.

Uma curva de calibragdo é tracada e a concentracdo de IL-1f8 nas
amostras é determinada por interpolacdo da curva de calibragdo. O uso

do leitor ELISA (linearidade de até 3 unidades OD) e um método
sofisticado de reducdo de dados (redugéo policromética de dados)
resulta em alta sensibilidade na faixa baixa e numa faixa de calibragdo
estendida.

V. REAGENTES FORNECIDOS I
96 testes Reconstituicao
Reagentes kit
Microplaca com 96 anti IL-1
(anticorpos monoclonais) 96 pogos Pronto a usar
pogos revestidos
Ab HRP
1fi
Conjugado: anti-IL-1B marcado com Gr:—;}sco Pronto a usar

HRP (anticorpos monoclonais) em
tampéao TRIS-Maleatel com albumina
de soro bovino e timol

6frascos Adicionar 2ml de

i 4gua destilada
CalibradorN=0a5 liofilizados

(ver valores exatos nos rétulos dos frascos)
em soro humano, benzamidina e timol

DIL SPE

3frascos Adicionar agua
liofilizados destilada (veja no rétulo
o volume exato

Diluente de amostra: soro humano,
benzamidina e timol

| WASH | SOLN | CONC| Diluir200 x com agua

destilada (use um
agitador magnético).

1 frasco
10 mL
Solugéo de Lavagem (Tris-HCI)

Controlos -N=1ou 2em soro
humano, benzamidina e timol

2 frascos

iofiizados Adicionar 2ml de

agua destilada

| CHROM | T™MB |

1 frasco
25mL Pronto a usar
Cromogénio TMB (Tetrametilbenzidina)
sToP SOLN 1 frasco
12mL Pronto a usar

Solugéo de stop: HCI 1,0 N

Observagao:1 Use o diluente de amostra para diluigdes de amostra.
2. 1 pg da preparacdo do calibrador é equivalente a 100 mIU do NIBSC 1stIS 86/680.

Vl. MATERIAL NAO FORNECIDO

O seguinte material é necessario, mas néo é fornecido no kit:

1. Agua destilada de alta qualidade

2. Pipetas para medicao de: 50 pl, 200 pl, 1 ml e 10 ml (recomenda -se 0 uso
de pipetas de alta precisdo com pontas de plastico descartaveis)

3. Agitador tipo vortex

4. Agitador magnético

5. Agitador horizontal de microplacas que atinja 700 rpm + 100 rpm

6. Lavador de microplacas

7. Leitor de microplacas capaz de ler em 450 nm, 490 nm e 650 nm (no caso
de leitura policromatica) ou capaz de ler em 450 nm e 650 nm (leitura
bicromatica)

Vil. PREPARACAO DE REAGENTES

A.Calibradores: Reconstitua os calibradores com 2 ml de 4gua destilada
B. Controlos: Reconstitua os controlos com 2 ml de agua destilada

C. Diluente de amostra: Reconstitua o diluente da amostra no
volume especificado no rétulo do frasco com agua destilada.

D. Solugéo delavagem de trabalho: Prepare um volume adequado de

solugdo de lavagem de trabalho adicionando 199 volumes de agua
destilada a 1 volume de solugéo de lavagem (200 x). Use um agitador
magnético para homogeneizar. Elimine a solu¢do de lavagem de
trabalho n&o utilizada no final do dia.

Vil. ARMAZENAMENTO E DATA DE VALIDADE DOS REAGENTES

. Antes da abertura ou reconstituicéo, todos os componentes do kit sdo
estaveis até a data de validade indicada no rétulo do frasco, desde que
mantidos entre 2 e 8°C.

. As tiras dos pogos ndo utilizadas devem ser armazenadas, a 2-
8°C, num saco selado contendo um dessecante até a data de
validade.

. Apos areconstituicdo, os calibradores e controlos séo estaveis por 4
dias entre 2 e 8°C. Para periodos de armazenamento mais longos, as
aliquotas
devem ser mantidas a-20°C por no maximo 2 meses.

Evite ciclos sucessivos de congelamento e descongelamento.

. A solucdo de lavagem concentrada é estavel entre 18 e 25°C até a
data de validade.

] A solucéo de lavagem de trabalho recém-preparada deve ser
usada no mesmo dia.

. Apbs a primeira utiliza¢&o, o conjugado é estavel até ao prazo de
validade, desde que mantido no frasco original bem fechado entre 2 e
8° C.

] Alteragbes na aparéncia fisica dos reagentes do kit podem

indicar instabilidade ou deterioragdo.

=

. COLHEITA E PREPARACAO DE AMOSTRAS

Apos a formacao do coagulo, a amostra deve ser centrifugada e o soro deve
ser removido o mais rapido possivel, e mantido a4 °C . Se as amostras
ndo forem usadas imediatamente, devem ser congeladas a- 20°C por no
maximo 2 meses e a -70°C para armazenamento mais longo (maximo
um ano).

. Evite ciclos repetidos de congelamento e descongelamento.

. Antes de iniciar o doseamento todas as amostras devem estar entre 18 e

25°C. Recomenda-se agitar as amostras antes do uso.

L] As condigBes da colheita podem afetar os valores, portanto, devem ser
tomadas precaucdes durante a colheita e preparagdo das amostras para
evitar que as impurezas contidas nos materiais de colheita possam
estimular a producdo de IL-1 f pelas células sanguineas e, assim,
aumentar falsamente os valores plasmaticos de IL-1.

L] Os tubos de colheita devem ser isentos de pirogénios. O plasma pode ser colhido
em EDTA estéril e rapidamente separado apés a centrifugag&o. O uso de tubos
de heparina é desencorajado, pois os lotes de heparina estdo frequentemente
contaminados com pirogénio.

X. PROCEDIMENTO

A. Notas de manuseamento
N&o use o kit ou componentes do mesmo fora do prazo e validade. Nao
misture materiais de diferentes lotes de Kits.
Permita que todos os reagentes atinjam a temperatura ambiente (18-25°C)
antes de usar. Misture bem todos os reagentes e amostras agitando ou
girando suavemente.
Dosei os calibradores, controlos e amostras em duplicado. O
alinhamento vertical é recomendado.
Use um recipiente de plastico limpo para preparar a solu¢do de lavagem.
Para evitar a contaminacdo cruzada, use uma ponta de pipeta descartavel
limpa para a adi¢do de cada reagente e amostra.
Para dispensar a solugdo cromogénica e a solucéo de stop, evite usar
pipetas com partes metalicas.
Pipetas de alta preciséo ou equipamentos de pipetagem automatizados
melhoram a precisdo. Respeite 0s tempos de incubagao.



Para evitar desvios nos resultados, otempo entre a pipetagem do primeiro
calibrador e a Gltima amostra deve ser limitado ao tempo mencionado na secéao XlI|
paragrafo E (tempo de pipetagem).

Prepare uma curva de calibragdo para cada doseamento, nédo use dados

de doseamentos anteriores.

A solucéo cromogénica deve ser incolor. Se uma cor azul se desenvolver dentro de
alguns minutos ap6s a preparagdo, isso indica que o reagente ndo pode ser usado e
deve ser eliminado.

Dispense a solugdo cromogeénica antes de transcorridos 15 minutos apds a
lavagem da microplaca.

Durante a incubagéo com solucdo cromogénica, evite a luz solar direta na placa

B. Procedimento

1. Selecione o nimero necessario de tiras para o doseamento. As
tiras ndo utilizadas devem ser seladas no saco com um
dessecante e armazenadas entre 2-8°C.
Prenda as tiras na estrutura de suporte.
Pipete 200 pl de cada Calibrador, Controlo e Amostra nos pogos
apropriados.
Pipete 50 pl de conjugado anti-IL-13-HRP em todos 0s po¢os.
Incube durante 2 horas a 18-25°C num agitador horizontal
regulado para 700
rpm + 100 rpm
. Aspire o liquido de cada pocgo.
7. Lave a placa 3 vezes:

» Dispense 0,4 ml de Solucéo de Lavagem em cada pogo

= Aspire o contetdo de cada pogo
8. Pipete 200 pl da Solugdo Cromogénica em cada poco

dentro de 15 minutos ap6s a etapa de lavagem.
9. Incube a placa de microtitulagéo por 15 minutos a 18-25°C num

ar wN

agitador horizontal ajustado para 700 rpm + 100 rpm, evite a luz solar direta.

10. Pipete 100 pl de solugcao de Stop em cada pogo.

11. Leia as absorvéncias a 450 nm e 490 nm (filtro de referéncia 630
nm ou 650 nm) dentro de 3 horas e calcule os resultados conforme
descrito na secao XI.

XI. CALCULO DE RESULTADOS

A. Leitura Policromatica:
1. Neste caso, o software fara o processamento dos dados.
2.A placa é lida primeiro a 450 nm contra um filtro de referéncia definido
para 650 nm (ou 630 nm).
3.Uma segunda leitura é realizada a 490 nm contra o mesmo filtro de
referéncia.
4.0 Software controlara o leitor automaticamente e integrard ambas
as leituras num modelo policromético. Esta técnica pode gerar ODs de
até 10.
5. O principio do processamento de dados policrométicos é o
seguinte:
= Xi=OD a450 nm
= Yi=ODa 490 nm
» Usando uma regressao linear ndo ponderada standard, os
pardmetros A e B sdo calculados Y = A*X + B
= Se Xi < 3 unidades OD, entdo X calculado = Xi
= Se Xi > 3 unidades OD, entdo X calculado = (Yi-B)/A
= Para construir a curva de calibragdo utilize a funcéo 4 parametros
logistica.
= A concentracdo de IL-1B nas amostras é determinada por

interpolacédo na curva de calibracéo.

B. Leitura bicromatica

1. Leia a placa a 450 nm contra um filtro de referéncia definido para 650 nm (ou
630 nm).

2. Calcule a média dos duplicados.

3. Em papel semi-logaritmico ou linear, coloque os valores de OD (ordenadas)

para cada calibrador em relagéo a concentragdo correspondente de IL-18
(abcissa) e desenhe uma curva de calibragdo através dos pontos do calibrador
conectando os pontos com linhas retas.

4. Leia a concentragdo para cada controlo e amostra por interpolacédo na curva
de calibragéo.
5. A reducéo de dados assistida por computador simplificard esses célculos. Se

usar o processamento automatico de resultados, recomenda-se um ajuste de
curva utilizando a funcdo 4 parametros logistica.

Xll. CURVA PADRAO

Os dados a seguir séo apenas para ilustragdo e nunca devem ser usados para substituir
os dados da curva de calibragdo em tempo real.

IL-1B-ELISA Unidades OD Policromaticas
modelo
calibrador 0 pg/ml 0,013
24 pg/ml 0,121
89 pg/ml 0,336
320 pg/ml 1.042
574 pg/ml 1.693
1166 pg/ml 2.704

Xll. DESEMPENHO E LIMITACOES

A. Limite de detecao

Foram testados vinte calibradores zero juntamente com um conjunto de outros
calibradores. O limite de detecéo, definido como a concentracéo dois desvios
padrdo acima da DO média do standard zero, foi de 0,35 pg/ml.

B. Especificidade

Né&o foi observada nenhuma reagdo cruzada significativa na presenca de 500 ng/
ml de IL-1q, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, TNF-B, IFN-B, IFN-y, TGF- B,
GM- CSF, OSM, MIP-1a, MIP-1B, LIF, MCP-1, G-CSF, RANTES . Este ensaio de IL-1B8 é
especifico para IL-18 humana natural e recombinante.

C. Precisao

INTRA ENSAIO INTER ENSAIO
Sérum N <X>* SD cv Sérum N <X> * SD cv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 10 127+3 23 A 20 120+6 49
B 10 733+11 14 B 20 549 + 14 25
SD: Desvio Padréo; CV: Coeficiente de variagéo
D. Precisao
TESTE DE RECUPERAGAO
Amostra Adicionado IL-1B IL-1p recuperado Recuperacio
(pg/ml) (pg/ml) (%)
Sérum 1282 1196 93
oUs 542 920
329 314 95
15/ 131 84
12 64 89
31 28 92
Plasma 1282 1208 94
[S05) 573 95
329 321 97
15/ 146 93
1z 67 92
31 29 94
TESTE DE DILUIGAO
Amostra Diluicao CONCENTRACAO TEORICA. Concentragio medida.
(pg/mi) (pg/ml)
. m -
Sérum 12 598 1%2;
ua 299 320
s 150 164
1o 75 86
1/32 37 41
U1 -
Plasma 12 344 ggg
14 172 172
8 86 87
Ulo 43 51
11382 26 22
1/04 13 9
1/128 4 4




As amostras foram diluidas com diluente de amostra. XVIl. BIBLIOGRAFIA
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Uma amostra enriquecida com IL-18 até 1 pyg/ml origina DOs mais altos
do que o ultimo ponto do calibrador.
XIV. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

. Se os resultados obtidos para o Controle 1 e/ou Controle 2 nao XVII. RESUMO DO PROTOCOLO
estiverem dentro do intervalo especificado no rétulo do frasco, os

resultados ndo podem ser usados a menos que tenha sido AMOSTRA(S)
fornecida uma explicacdo satisfatéria para a discrepancia. CALIBRADORES CONTROLOS
. Se desejar, cada laboratério pode fazer seus proprios pools de (ul) (ul)
amostras de controlo, que devem ser mantidas congeladas em
aliquotas. Os controlos que contém azida interferem na reacéo Calibradores (0-5) 200 )
enzimatica e ndo podem ser usados. Amostras, Controlos - 200
] Os critérios de aceitacao para a diferenca entre os resultados Conjugado anti-IL-1B -HRP 50 50
duplicados das amostras devem basear-se nas Boas Praticas
de Laboratério rsc;?:rr:L::\;:ui:zreaz:dispiio(.: com agitagéo continua a 700 rpm.
. Recomenda -se que o0s controlos sejam  analisados Lavar 3 vezes com 400 pl de Solugao de Lavagem e aspirar.
rotineiramente como amostras desconhecidas para medir a
variabilidade do ensaio. O desempenho do ensaio deve ser Solugao cromogénica 200 200
monitorizado com graficos de controlo de qualidade.
- E uma boa pratica verificar visualmente o ajuste da curva Incubar por 15 min a 18-25°C com agitag&o continua a 700 rpm.
selecionado pelo computador.
XV. INTERVALOS DE REFERENCIA Soluggo de Stop 100 100
Estes valores s&o fornecidos apenas para orientagéo; cada laboratorio Leia num leitor de placas e registe a absorbancia de cada pogo a 450 nm (ou 490 nm)
deve estabelecer sua prépria faixa de valores normais. versus 630 (ou 650 nm)

Para orientagéo, a média de 22 amostras de soro normal foi de 5,4
pg/ml (DP = 3,9), variando entre 0 pg/ml e 13,6 pg/ml. Este estudo foi
realizado em amostras de individuo aparentemente saudaveis com
baixos niveis de PCR. Outras tradugoes desta Instrugao de Uso podem ser baixadas em nosso
Para orientac&o, a média de 103 plasma normal foi de 2,6 pg/ml (DP = site : https://www.diasource-diagnostics.com/

5,3), variando entre 0 pg/ml e 17 pg/ml (baseado no percentil 2,5% a

97,5%). Este estudo foi realizado com amostras colhidas em condiges

de amostragem rigorosas.

XVI. PRECAUC@ES E ADVERTENCIAS

Seguranga

Apenas para uso em diagnéstico in vitro.

Os componentes do sangue humano incluidos neste kit foram testados por

métodos europeus aprovados e/ou aprovados pela FDA e deram resultados

negativos para HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 e 2. Nenhum método conhecido pode

oferecer garantia total de que os derivados do sangue humano né&o transmitem

hepatite, HIV ou outras infe¢des . Portanto, 0 manuseamento de reagentes,

amostras de soro ou plasma deve estar de acordo com os procedimentos de segurancga

locais. Todos os produtos e derivados de origem animal foram colhidos de animais
saudaveis. Os componentes bovinos s&o originarios de paises onde a BSE néo foi
notificada. No entanto, os componentes que contém substancias de origem animal

devem ser tratados como potencialmente infeciosos.

Evite qualquer contato da pele com todos os reagentes , a solugédo de Stop contém HCI. Em
caso de contacto, lave abundantemente com agua.

N&o fume, beba, coma ou apligue cosméticos na area de trabalho. N&o pipetar com a boca. Use
roupas de protecao e luvas descartaveis.


https://www.diasource-diagnostics.com/
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