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Read entire protocol before use.

IL-8-ELISA

INTENDED USE

Immunoenzymetric assay for the in vitro quantitative measurement of human interleukin-8
(IL-8) in plasma.
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GENERAL INFORMATION
Proprietary name : DIAsource IL-8-ELISA Kit
Catalogue number : KAP1301 : 96 tests

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

CLINICAL BACKGROUND

Biological activities

IL-8 (also known as NAP-1 for Neutrophil-activating peptide) is a chemoattractant protein for
neutrophils. This cytokine belongs to a new family of chemotactic peptides called "chemokines".
This proinflammatory mediator is secreted by different cells such as monocytes, neutrophils,
endothelial cells, fibroblast after activation, and by mitogen-stimulated T lymphocytes. IL-8 is a
key cytokine that has been found in scales of psoriasis patients, in synovial fluid of patients
suffering from rheumatoid arthritis and gout. The role of IL-8 in the recruitment of neutrophils in
the lung during ARDS has also been suggested.

Clinical application

The IL-8 level in the septic shock patients was found to correlate with mortality and in acute
graft liver rejection the IL-8 serum levels were reported to have markedly increased. The level
of IL-8 in these or other conditions may prove to be important in characterizing the progress of
these disease conditions.



1v.  PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource IL-8-ELISA is a solid phase Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay performed on microtiterplate. The assay uses monoclonal
antibodies (MAbs) directed against distinct epitopes of IL-8.  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-8 — MAb 2 — HRP, the microtiterplate
is washed to remove unbound enzyme labelled antibody. = Bound enzyme-
labelled antibody is measured through a chromogenic reaction. Chromogenic
solution (TMB) 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-8 concentration.

A calibration curve is plotted and IL-8 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 Reconstitution
Kit
Microtiterplate (96 breakable
wells) anti IL-8 (monoclonal Ready for use
L 96 wells
antibodies) coated wells
Ab HRP
1 vial
Conjugate: HRP labelled anti-IL-8 6ml Ready for use
(monoclonal antibodies) in TRIS-Maleate
buffer with bovine serum albumin and
thymol
1(’0“?5 Add 1 ml distilled
Calibrator N=0to 5 yopau water
(see exact values on vial labels) in
human plasma with benzamidin and
thymol
Add distilled water
DIL SPE 2 vials (see on the label for
lyophil. the exact volume)

Specimen Diluent: human plasma with
benzamidin and thymol

11 ml Ready for use

Incubation Buffer: Phosphate buffer with
bovine serum albumin and thymol

| WASH| SOLN |CONC | , Dilute 200 x with
1 vial distilled water (use a
Wash Solution (Tris-HCI) 10 ml magnetic stirrer).
Iyophil Add 1 ml distilled
Controls - N =1 or 2 in human plasma yophtl. water
with thymol
CHROM TMB 1 vial
12 ml Ready for use
Chromogen TMB
(Tetramethylbenzydine)
STOP SOLN 1 vial
12 ml Ready for use

Stop Solution: HCI 1.0N

Note: 1. Use Specimen Diluent for sample dilutions.
2. 1 pg of the calibrator preparation is equivalent to 1 mU of the NIBSC
1*1S 89/520.

VI. SUPPLIES NOT PROVIDED

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

1. High quality distilled water

2. Pipettes for delivery of: 50 pl, 100 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)
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Vil. REAGENT PREPARATION

Calibrators: Reconstitute calibrators with 1 ml distilled water.

Controls: Reconstitute the controls with 1 ml distilled water.

Specimen Diluent: Reconstitute 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.
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VIII. 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.

IX. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

. Avoid subsequent freeze thaw cycles.

. Prior to use, all samples should be at 18-25°C. It is recommended to
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-8 production by blood cells and thus
falsely increase plasma IL-8 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.

X. 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.

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).
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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 100 pl of Incubation Buffer into all the wells

Pipette 100 pl of each Calibrator, Control and Sample into the appropriate
wells.

Pipette 50 pl of anti-IL-8-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 100 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 30 minutes 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=OD at 490 nm

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

- If Xi <3 OD units, then X calculated = Xi

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

. A 4-parameter logistic curve fitting is used to build up the
calibration curve.

. The IL-8 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-8
(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.

XII. TYPICAL DATA

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

IL-8-ELISA OD units

Polychromatic model

Calibrator 0 pg/ml 0.029

40.4 pg/ml 0.120

58 pg/ml 0.164

156 pg/ml 0.423

551 pg/ml 1.350

1845 pg/ml 2.973

XI1l. 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 1,1 pg/ml.

B. Specificity

No significant cross-reaction was observed in presence of 50 ng of IL-1a, IL-1B,
IL-lIra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, TNF-0, TNF-p, IFN-q, IFN-B, IFN-y,
TGF-B, GM-CSF, OSM, MIP-1a, MIP-1p, LIF, MCP-1, G-CSF, RANTES, PF-4,
BTG, GRO, IP-10 and SCF. This IL-8 assay is specific for human natural and
recombinant IL-8 and is able to recognize the 72 a.a. form of IL-8.

C. Precision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>=+SD Ccv Serum N <X>=SD Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 12 102 +3 32 A 20 150 =13 8.6
B 12 227+8 3.6 B 20 442 + 58 13.1
SD: Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
D. Accuracy
RECOVERY TEST
Sample Added IL-8 Recovered 1L-8 Recovery
(pg/ml) (pg/ml) (%)
Plasma 0 0 -
61 65 105
108 127 118
292 349 119
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Concent. Measured Concent.
(pg/ml) (pg/ml)
Plasma 1/1 - 678
1/2 339 272
1/4 169 148
1/8 85 82
1/16 42 40

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
sample 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min
1 66 53 59 55 62
2 118 114 111 108 113
3 246 224 221 213 221
4 914 906 905 382 855

F. Hook effect
A sample spiked with IL-8 up to 0.5 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.

. 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.

. Acceptance criteria for the difference between the duplicate 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 results of 36 EDTA plasma samples from apparently healthy
persons with low CRP levels, ranged between 0 and 132 pg/ml. Among them, 34
samples obtained values below 50 pg/ml.

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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XVIIIL. SUMMARY OF THE PROTOCOL

SAMPLE(S)
CALIBRATORS CONTROLS
(ub) (u)
Incubation Buffer 100 100
Calibrators (0-5) 100 -
Samples, Controls - 100
Anti-IL-8 -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 100 100

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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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

IL-8-ELISA

VERWENDUNGSZWECK

Enzymimmunoassay zur quantitativen In-vitro-Bestimmung von humanem Interleukin-8
(IL-8) in Plasma.

ALLGEMEINE INFORMATION

A. Handelsbezeichnung: DIAsource IL-8-ELISA Kit

B.Katalognummer: KAP1301: 96 Tests

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

Fiir technische Unterstiitzung oder Bestellinformationen wenden Sie sich bitte an:
Tel.: +32 (0)10 84 99 11Fax: +32 (0)10 84 99 91

I1I1. KLINISCHER HINTERGRUND

A.Biologische Aktivitiit

IL-8 (auch als NAP-1 fiir ,Neutrophile aktivierendes Peptid‘ bekannt) ist ein chemoattraktives
Protein fiir Neutrophile. Dieses Zytokin gehdrt zu einer neuen Familie von chemoattraktiven
Peptiden namens ,,Chemokine®. Dieser Entziindungsmediator wird von verschiedenen Zellen wie
Monozyten, Neutrophilen, Endothelzellen, Fibroblasten nach Aktivierung und von mitogen-
stimulierten T-Lymphozyten abgesondert. IL-8 ist ein Schliissezytokin, das in grolem Umfang
bei Psoriasis-Patienten, in der Gelenkfliissigkeit von Patienten, die an rheumatischer Arthritis
und Gicht leiden, gefunden wurde. Ebenfalls wird vermutet, dass IL-8 bei der Rekrutierung von
Neutrophilen in der Lunge bei akuter respiratorischer Insuffizienz eine Rolle spielt.

B. Klinische Anwendung

Der IL-8-Spiegel bei Patienten mit septischem Schock korreliert offenbar mit der Sterblichkeit,
und bei akuter Abstoung von Lebertransplantaten wurde eine deutliche Erhdhung der IL-8-
Serum-Spiegel berichtet. Der IL-8-Spiegel bei diesen und anderen Erkrankungen koénnte sich als
wichtig bei der Beschreibung des Fortschreitens dieser Krankheitssymptome herausstellen.



1IV. GRUNDSATZE DER METHODE

Der DIAsource IL-8-ELISA ist ein Festphasen-Enzymimmunoassay, der auf
Mikrotiterplatten durchgefiihrt wird. Der Assay nutzt monoklonale Antikorper
(MAKks), die gegen verschiedene Epitope von IL-8 gerichtet sind. Kalibratoren
und Proben reagieren mit dem monoklonalen Fangerantikorper (MAk 1), mit dem
die Kavitdten der Mikrotiterplatte beschichtet sind, und mit einem monoklonalen
Antikdrper (MAk 2), der mit Meerrettich-Peroxidase (MRP) markiert ist. Nach
einer Inkubationsphase bildet sich ein Sandwich: MAKk-1-Beschichtung —
humanes IL-8 — MAk 2 — MRP. Nicht gebundene enzymmarkierte Antikérper
werden durch Waschen der Mikrotiterplatte entfernt. Gebundene
enzymmarkierte Antikdrper werden durch eine Farbreaktion bestimmt.
Chromogene Losung (TMB) wird hinzugefiigt und inkubiert. Die Reaktion wird
durch Zugabe einer Stopplosung angehalten, und die Mikrotiterplatte wird bei der
geeigneten Wellenldnge gelesen. Die Menge an Substratumsatz wird
kolorimetrisch durch Messung der Absorption bestimmt, die proportional zur IL-
8-Konzentration ist.

Es wird eine Kalibrationskurve erstellt, und die IL-8-Konzentration der Proben
wird durch Interpolation von der Kalibrationskurve bestimmt. Der Einsatz des
ELISA-Lesegerits (Linearitit bis zu 3 OD-Einheiten) und einer durchdachten
Datenreduktionsmethode (polychromatische Datenreduktion) ergibt eine hohe
Sensibilitdt im unteren Bereich und in einem erweiterten Kalibrierbereich.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenzien 96 Tests Rekonstitution
Kit
Mikrotiterplatte (96 abbrechbare
Kavititen) mit anti-IL-8- 9% Gebrauchsfertig
beschichteten Kav_ltatten Kavititen
(monoklonale Antikdrper)
Ab HRP
1
Konjugat: MRP-markierte Anti-IL-8 Flaséc}rlnclhen Gebrauchsfertig

(monoklonale Antikdrper) in TRIS-Maleat-
Puffer mit Rinderserumalbumin und

Thymol
[~ ] ;

Flaschchen
lyophilisiert

CAL

1 ml destilliertes
Kalibrator N = 0 bis 5 Wasser hinzufiigen
(fiir genaue Werte siche

Fliaschchenetiketten) in humanem Plasma

mit Benzamidin und Thymol

Destilliertes Wasser
DIL SPE 2 hinzufiigen (fiir das
Flaschchen | genaue Volumen siehe
Probenverdiinnungsmittel: humanes Plasma | lyophilisiert das Etikett)

mit Bezamidin und Thymol

,
Flaschchen
Inkubationspuffer: Phosphatpuffer mit 11 ml

Rinderserumalbumin und Thymol

Gebrauchsfertig

200 x mit destilliertem

WASH | SOLN |CONC | .
| 1 Wasser verdiinnen

Waschlgsung (Tris-HCI) Flaschchen (Magnetriihrer
10 ml verwenden).
2
Flischch 1 ml destilliertes
Kontrollen - N = 1 oder 2 in humanem aschehen Wasser hinzufiigen
Plasma mit Thymol lyophilisiert
CHROM TMB 1
Flaschchen Gebrauchsfertig
Chromogenes TMB (Tetramethylbenzydin) 12ml
STOP SOLN 1
Flaschchen Gebrauchsfertig
Stopplosung: HC1 1.0 N 12ml
Anmerkung:
1. Benutzen Sie das Probenverdiinnungsmittel zur Probenverdiinnung.

2. 1 pg der Kalibratorzubereitung entspricht 1 mU des NIBSC 1. IS 89/520.

VI. NICHT MITGELIEFERTES MATERIAL

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

1. Hochwertiges destilliertes Wasser

2. Pipetten fiir: 50 pl, 100 pl, 200 pl, 1 ml und 10 ml (Verwendung von
Prézisionspipetten mit Einwegpipettenspitzen aus Kunststoff wird

empfohlen)

3. Vortexmixer

4. Magnetriihrer

S. Horizontaler Mikrotiterplatten-Schiittler, Leistung 700 U/min + 100
U/min

6. Waschgerit fiir Mikrotiterplatten

7. Mikrotiterplatten-Lesegerdt zur Auswertung bei 450 nm, 490 nm und
650 nm (bei polychromatischer Auswertung) oder
Auswertungsmoglichkeit bei 450 nm und 650 nm (bei bichromatischer
Auswertung)

VII. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

A. Kalibratoren: Die Kalibratoren mit 1ml destilliertem Wasser
rekonstituieren.

B. Kontrollen: Die Kontrollen mit 1 ml destilliertem Wasser rekonstituieren.

C. Probenverdiinnungsmittel: Das Probenverdiinnungsmittel bis auf das auf
dem Flédschchenetikett angegebene Volumen mit destilliertem Wasser
rekonstituieren.

D. Arbeitswaschlosung: Ein angemessenes Volumen an Waschlosung aus
einem Anteil Waschlosung (200 x) mit 199 Anteilen destilliertem Wasser
herstellen. Mit einem Magnetrithrer homogenisieren. Nicht verwendete
Arbeitswaschlosung nach jedem Arbeitstag entsorgen.

Vill. AUFBEWAHRUNG UND VERFALLDATUM DER HALTBARKEIT

DER REAGENZIEN

. Vor dem Offnen oder Rekonstituieren sind alle Kitkomponenten bei 2 bis
8 °C bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum haltbar.

. Nicht verwendete Streifen miissen bis zum Verfallsdatum in einem

Folienbeutel dicht verschlossen mit Trocknungsmittel bei 2° bis 8 °C
gelagert werden.

= Nach ihrer Rekonstitution sind Kalibratoren, Kontrollen und
Probenverdiinnungsmittel vier Tage bei 2 bis 8 °C haltbar. Fiir ldngere
Lagerungszeiten sind sie zu aliquotieren und bei -20 °C maximal zwei
Monat aufzubewahren. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen vermeiden.

. Die konzentrierte Waschldsung ist bei 18 bis 25 °C bis zum Verfallsdatum
haltbar.

= Die frisch hergestellte Arbeitswaschlosung sollte am selben Tag
aufgebraucht werden.

. Nach der ersten Benutzung ist das Konjugat bei Lagerung im dicht

verschlossenen Original-Flaschchen und bei 2 bis 8°C bis zum
Verfallsdatum stabil.

= Verdnderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen auf Instabilitét
bzw. Zerfall hindeuten.

IX. PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen vermeiden.

. Vor Gebrauch sollten alle Proben 18 bis 25 °C erreichen. Vortexmischen
der Proben wird vor Gebrauch empfohlen.

. Die Bedingungen der Probennahme konnen die Werte beeinflussen. Daher

miissen strikte Vorsichtsmafnahmen wihrend der Probennahme getroffen
werden, um Unreinheiten im Probenmaterial zu vermeiden, die die
Produktion von IL-8 durch Blutzellen stimulieren und so filschlicherweise
die IL-8-Werte im Plasma erhohen wiirden.

= Probenréhrchen miissen pyrogenfrei sein. Plasma kann auf steriler EDTA
gesammelt und nach der Zertrifugierung rasch getrennt werden. Vom
Gebrauch von Heparinrhrchen wird abgeraten, da Heparin-Batches oft
mit Pyrogen kontaminiert sind.



X.DURCHFUHRUNG

A.Hinweise zur Handhabung
Verwenden Sie den Kit oder dessen Komponenten nicht nach
Verfallsdatum.
Vermischen Sie Materialien von unterschiedlichen Kit-Chargen nicht.
Bringen Sie alle Reagenzien vor Gebrauch auf 18 bis 25 °C.
Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes
Schiitteln oder Rithren.
Fihren Sie Kalibratoren, Kontrollen und Proben doppelt aus. Vertikale
Ausrichtung wird empfohlen.
Verwenden Sie zur Herstellung der Waschlosung einen sauberen
Kunststoffbehalter.
Verwenden Sie zur Zugabe jedes Reagenzes und jeder Probe saubere
Einwegpipettenspitzen, um Kreuzkontamination zu vermeiden.
Verwenden Sie zur Pipettierung der chromogenen Losung und der
Stopplosung keine Pipetten mit Metallteilen.
Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhéhen die
Prazision.
Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.
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 XIIT Absatz E (Zeitverzogerung) erwéahnt wird.
Erstellen Sie fiir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve. Verwenden Sie
keine Daten von fritheren Durchléufen.
Die chromogene Losung sollte farblos sein. Verfirbt sie sich innerhalb
weniger Minuten nach der Herstellung blau, bedeutet dies, dass das
Reagenz unbrauchbar ist und entsorgt werden muss.
Pipettieren Sie die chromogene Losung innerhalb von 15 Minuten nach
dem Waschen der Mikrotiterplatte.
Wihrend der Inkubation mit der chromogene Losung ist die
Mikrotiterplatte vor direktem Sonnenlicht zu schiitzen.

B.Verfahren

1. Waihlen Sie die erforderliche Anzahl von Streifen fiir den Durchgang. Die
nicht verwendeten Streifen sollten wieder fest im Beutel verschlossen mit
einem Trocknungsmittel und bei 2 bis 8 °C gelagert werden.

2. Die Streifen im Halterahmen befestigen.
3. 100 pl Inkubationspuffer in alle Kavititen pipettieren.
4. Jeweils 100 pl Kalibrator, Kontrolle und Probe in die entsprechenden

Kavitdten pipettieren.
5. 50 pl Anti-IL-8-MRP Konjugat in alle Kavitdten pipettieren.

6. Zwei Stunden bei 18 bis 25 °C auf einem horizontalen Schiittler bei
700 U/min £ 100 U/min inkubieren.

7. Flissigkeit aus jeder Kavitit absaugen.

8. Platte drei Mal wie folgt waschen:

= 0,4 ml Waschlosung in jede Kavitdt geben
= Inhalt aus jeder Kavitit absaugen

9. Binnen 15 Minuten nach dem Waschschritt 100 pl der chromogenen
Losung in jede Kavitt pipettieren.

10.  Die Mikrotiterplatte 15 Minuten bei 18 bis 25 °C auf einem Schiittler mit
700 U/min + 100 U/min inkubieren. Direktes Sonnenlicht vermeiden.

11. 100 pl Stopplosung in jede Kavitit pipettieren.

12.  Absorptionen bei 450 nm und 490 nm (Referenzfilter 630 nm oder
650 nm) binnen 30 Minuten ablesen und Ergebnisse wie in Abschnitt XI
beschrieben berechnen.

XI. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

A.Polychromatische Auswertung:

1. In diesem Fall iibernimmt die Software die Datenverarbeitung.

2. Platte zuerst bei 450 nm unter Vergleich mit einem Referenzfilter von
650 nm (oder 630 nm) ablesen.

3. Bei 490 nm wird zweite Ablesung unter Vergleich mit demselben
Referenzfilter durchfiihren.

4. Die Software steuert das Lesegerdt automatisch und integriert beide

Ablesungen in ein polychromatisches Modell. Mit dieser Technik konnen
ODs bis 10 generiert werden.
5. Das  Prinzip der polychromatischen  Datenverarbeitung  sicht

folgendermaf3en aus:

. Xi= 0D bei 450 nm

. Xi= 0D bei 490 nm

. Mithilfe einer standardisierten, ungewichteten linearen Regression
werden die Parameter A und B 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

. Eine Vier-Parameter-Logistikkurven-Angleichung wird verwendet,
um die Kalibrationskurve zu erstellen.

. Die IL-8-Konzentration der Proben wird durch Interpolation von der
Kalibrationskurve bestimmt.

B.Bichromatische Auswertung

1. Platte bei 450 nm unter Vergleich mit einem Referenzfilter von 650 nm
(oder 630 nm) ablesen.

2. Den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen berechnen.

3. Tragen Sie auf semilogarithmischem oder linearem Millimeterpapier die

OD-Werte (Ordinate) fiir jeden Kalibrator gegen die entsprechende
Konzentration von IL-8 (Abszisse) ein und zeichnen Sie eine
Kalibrationskurve durch die Kalibrationspunkte, indem Sie die
eingetragenen Punkte durch gerade Linien verbinden.

4. Lesen Sie die Konzentration fiir jede Kontrolle und Probe durch
Interpolation auf der Kalibrationskurve ab.

5. Computergestiitzte ~ Datenreduktion  kann  diese = Berechnungen
vereinfachen.  Falls die Ergebnisberechnung mit dem Computer

durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit einer Vier-
Parameter-Kurvenfunktion.

XIl. TYPISCHE WERTE

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

IL-8-ELISA OD-Einheiten

Polychromatisches Modell

Kalibrator 0 pg/ml 0,029

40,4 pg/ml 0,120

58 pg/ml 0,164

156 pg/ml 0,423

551 pg/ml 1,350

1845 pg/ml 2,973

XI1l. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN

A. Nachweisgrenze

Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen. Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare
Konzentration bei zwei Standardabweichungen iiber dem OD-Durchschnitt bei
Nullbindung, entsprach 1,1 pg/ml.

B.Spezifitiit

Es wurde keine signifikante Kreuzreaktion bei Vorhandensein von 50 ng IL-1a,
IL-1, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, TNF-0, TNF-, IFN-o0, IFN-f,
IFN-y, TGF-B, GM-CSF, OSM, MIP-lo, MIP-1f3, LIF, MCP-1, G-CSF,
RANTES, PF-4, BTG, GRO, IP-10 und SCF beobachtet. Dieser IL-8-Assay ist
spezifisch fiir humanes natiirliches und rekombinantes IL-8 und kann die 72
Antik&rper-Form von IL-8 erkennen.

C.Prizision

INTRA-ASSAY INTER-ASSAY
Serum N <X>=+SD Ccv Serum N <X>=SD Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 12 102+3 3,2 A 20 150 £ 13 8,6
B 12 227+8 3,6 B 20 442 + 58 13,1
SD: Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient
D. Genauigkeit
WIEDERFINDUNGSTEST
Probe Zugegebenes 1L-8 Zuriickgewonnen Riickgewinnung
(pg/ml) es IL-8 (%)
(pg/ml)
Plasma 0 0 -
61 65 105
108 127 118
292 349 119




VERDUNNUNGSTEST

Probe Verdiinnun Theoretische Gemessene
g Konzentration Konzentration
(pg/ml) (pg/ml)
Plasma 11 - 678
12 339 272
1/4 169 148
1/8 85 82
1/16 42 40

Die Proben wurden mit Probenverdiinnungsmittel verdiinnt.

E.Zeitverzogerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe

Wie im Folgenden gezeigt, bleibt die Genauigkeit der Assays selbst dann
gewdhrleistet, wenn die Probe 30 Minuten nach Zugabe des Kalibrators in die

beschichteten Kavititen zugegeben wird.

ZEITVERZOGERUNG
Probe 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min
1 66 53 59 55 62
2 118 114 111 108 113
3 246 224 221 213 221
4 914 906 905 882 855
F.Hook-Effekt

Vermeiden Sie Hautkontakt mit den Reagenzien, die Stopplosung enthélt HCI.
Bei Kontakt griindlich mit Wasser waschen.

Bitte im Arbeitsbereich nicht rauchen, trinken, essen oder Kosmetika anwenden.
Nicht mit dem Mund pipettieren. Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe
tragen.
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XVIII. ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

Eine Probe mit IL-8 bis zu 0,5 pg/ml liefert hohere OD-Werte als der letzte
Kalibratormesswert.

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

. Entsprechen die Werte bei Kontrolle 1 und/oder Kontrolle 2 nicht dem auf
dem Flaschchenetikett angegebenen Bereich, konnen die Ergebnisse ohne
hinreichende Erkléarung der Abweichungen nicht verwendet werden.

. Falls gewiinscht, kann jedes Labor seine eigenen Pools mit
Kontrollproben herstellen, die aliquotiert eingefroren werden sollten.
Azid enthaltende Kontrollen storen die Enzymreaktion und konnen nicht
verwendet werden.

. Akzeptanzkriterien flir die Differenz zwischen den Resultaten der
Wiederholungstests anhand der Proben miissen auf Guter Laborpraxis
beruhen.

. Es wird empfohlen, Kontrollen im Assay routinemaflig wie unbekannte

Proben zu behandeln, um die Assayvarianz zu messen. Die Leistung des
Assay sollte mit den Qualititskontrollkarten der Kontrollen iiberpriift
werden.

. Es gilt als gute Praxis, visuell die vom Computer gewihlte
Kurvenanpassung zu priifen.

XV. ZUERWARTENDE BEREICHE

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

Als Anhaltspunkt: Die Ergebnisse von 36 ETDA-Plasmaproben von
augenscheinlich gesunden Personen mit niedrigen CRP-Spiegeln lagen zwischen
0 und 132 pg/ml. Die Werte von 34 dieser Proben lagen unter 50 pg/ml.

XVI. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur zur In-vitro-Diagnostik.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit européischen
und/oder in USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie waren negativ flir
HBsAg, anti-HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode kann jedoch
vollkommene Sicherheit liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht
Hepatitis, AIDS oder andere Infektionen iibertragen. Deshalb sollte der Umgang
mit Reagenzien, Serum oder Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den lokalen
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 potentiell ansteckend behandelt werden.

PROBE(N)
KALIBRATOREN KONTROLLEN
(u) my
Inkubationspuffer 100 100
Kalibratoren (0-5) 100 -
Proben, Kontrollen - 100
Anti-IL-8-MRP Konjugat 50 50

Zwei Stunden bei 18 bis 25 °C unter stindigem Schiitteln bei 700 U/min inkubieren.
Inhalt aus jeder Kavitdt absaugen.
3 Mal mit 400 pl Waschlosung waschen und absaugen.

Chromogene Losung 100 100

15 Minuten bei 18 bis 25 °C unter stindigem Schiitteln bei 700 U/min inkubieren.

Stopplésung 100 100

Auf einem Mikrotiterplatten-Lesegerét auswerten und die Absorption jeder Kavitét bei
450 nm (und 490 nm) gegeniiber 630 nm (oder 650 nm) verzeichnen.

Andere Ubersetzungen dieser Gebrauchsanweisung kénnen von unserer
Website heruntergeladen werden: https://www.diasource-diagnostics.com/
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per I’uso

IL-8-ELISA

1. USO DEL KIT

Kit immunoenzimetrico per la determinazione quantitativa in vitro dell’interleuchina-8 umana (IL-8) in plasma.

1I. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource IL-8-ELISA Kit
B. Numero di catalogo: KAP1301 : 96 tests
C. Prodotto da: DIAsource ImmunoAssays S.A.

111.

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

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

INFORMAZIONI CLINICHE

Attivita biologiche

La IL-8, nota anche come NAP-1 (Peptide Attivante i Neutrofili), ¢ una proteina chemioattraente per i
neutrofili. Tale citochina appartiene ad una nuova famiglia di peptidi chemiotattici chiamati “chemochine”.
E un mediatore proinfiammatorio che viene secreto da differenti tipi di cellule quali monociti, neutrofili,
cellule endoteliali, fibroblasti attivati e linfociti T fitogeno-stimolati. La IL-8 & una citochina chiave la cui
presenza ¢ stata rilevata nelle scaglie di pazienti affetti da psoriasi e nel fluido sinoviale di soggetti affetti
da artrite reumatoide e gotta. E stato altresi suggerito un ruolo attivo della IL-8 nel reclutamento di
neutrofili nel polmone di soggetti con ARDS.

Applicazione clinica

In pazienti con shock settico, i livelli di IL-8 sono risultati correlati alla mortalita, e in caso di rigetto acuto
dopo trapianto di fegato sono stati evidenziati livelli di IL-8 marcatamente aumentati. La misurazione dei
livelli di IL-8 nei casi succitati e in altre condizioni potrebbe dimostrare una sua validita nella valutazione
della progressione della malattia.

1t



1v.  PRINCIPIO DEL METODO

DIAsource IL-8-ELISA ¢ un immunosaggio a sensibilita amplificata a fase solida
eseguito su piastre di microtitolazione. Il dosaggio utilizza anticorpi monoclonali
(Mabs) diretti contro epitopi distinti dell’IL-8. I calibratori e i campioni
reagiscono con la cattura dell’anticorpo monoclonale (MAb 1) che riveste il
pozzetto di microtitolazione e con un anticorpo monoclonale (MAb 2) marcato
con horseradish perossidasi (HRP). Dopo un periodo di incubazione che consenta
la formazione di un sandwich: MADb 1 di rivestimento — IL-8 umana — MAb 2 —
HRP, la piastra di microtitolazione viene lavata per rimuovere 1’anticorpo marcato
con enzima non legato.  L’anticorpo marcato con enzima non legato viene
misurato attraverso una reazione cromogenica. Si procede quindi con 1’aggiunta
della soluzione cromogena (TMB) e successiva incubazione. La reazione viene
interrotta con I’aggiunta di Soluzione di arresto; quindi la piastra di
microtitolazione viene letta alla lunghezza d’onda adeguata. La quantita di
turnover del substrato viene determinata colorimetricamente misurando
I’assorbanza che ¢ proporzionale alla concentrazione di IL-8.

Viene tracciata una curva di calibrazione e la concentrazione IL-8 nei campioni
viene determinata per interpolazione dalla curva di calibrazione. L’utilizzo del
lettore ELISA (linearita fino a 3 unita OD) associato all’impiego di un sofisticato
metodo di riduzione dati (riduzione dati policromatica) garantisce un’elevata
sensibilita nel range basso dei valori e un esteso range di calibrazione.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da Volume di
96 test ricostituzione
Micropiastra (96 pozzetti
divisibili) pozzetti 96 Pronte per I’uso
||| I rlve_stm a_ntl IL-8 ) pozzetti
(anticorpi monoclonali)
Ab HRP

Coniugato:  anti-IL-8  (anticorpi | | flacone Pronte per I’uso
monoclonali) marcato con HRP in 6 ml
tampone TRIS-maleato con
albumina di siero bovino e timolo.

R Aggi 1 mldi
Calibratore N= 0 - 5 (le ggiungere 1 ml di
concentrazioni esatte degli | 6 flaconi acqua distillata
calibratore sono riportate sulle P

. . O liofiliz.
etichette dei flaconi), in plasma
umano con benzamidina e timolo.
DIL SPE
2 flacone 'A‘gglungerg acqua
. . e distillata (vedi etichetta
Diluente del Campione: plasma liofiliz. . .
o . per volumi esatti)
umano con benzamidina e timolo.
INC BUF
Pronte per I’uso
. . 1 flacone
Tampone di Incubazione: Tampone
. . . 11 ml
fosfato con albumina di siero bovino
e timolo.
| WASH | SOLN |CONC | 1 flacone | Diluire 200 x con acqua
10 ml distillata usando un
Tampone di lavaggio (TRIS HCI) agitatore magnetico).
? flcon
: - liofiliz. i i
Controlli: N=1 02, in plasma 1otz Agglungefe 1 ml di
. acqua distillata
umano con timolo
1 flacone
CHROM| TMB | CONC
12 ml Pronte per ’uso
Soluzione Cromogena TMB
(tetrametilbenzidina)
1 flacone
12 ml Pronto per ’uso
Soluzione di arresto: HCI 1.0N

Note: 1. Usare Diluente del Campione per diluire i campioni.
2. 1 pg della preparazione standard ¢ equivalente a 1 mU del’NIBSC 1*

IS 89/520.

VL

REATTIVI NON FORNITI

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

1.
2.

Nk W
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Acqua distillata di qualita elevata

Pipette per dispensare 50 pl, 100 ul 200 pl, 1 ml e 10 ml (Si raccomanda di
utilizzare pipette accurate con puntale in plastica monouso).

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

Agitatore orizzontale per micropiastre da 700 + 100 rpm.

Lavatrice per piastra di microtitolazione

Lettore di micropiastre per letture a 450, 490 e 650 nm (in caso di lettura
policromatica) o per letture a 450 e 650 nm (in caso di lettura
bicromatica).

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratore: Ricostituire i calibratori con 1 ml di acqua distillata.
Controlli: Ricostituire i controlli con 1 ml di acqua distillata.

Diluente del Campione: Ricostituire il Diluente del Campione aggiungendo
acqua distillata fino al volume riportato sull’etichetta del flacone.

Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 199
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(200x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea. La
soluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

VIII. CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

IX.

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

Le strisce reattive inutilizzate devono essere conservate a 2-8°C, in un
contenitore sigillato che contenga un essiccante fino alla data di scadenza.
Dopo la ricostituzione, i calibratori, i controlli e il Diluente del Campione
sono stabili 4 giorni a 2-8°C. Per periodi di conservazione molto lunghi,
preparare e mantenere le aliquote a —20°C per un massimo di 2 mesi. Evitare
ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

La soluzione di lavaggio concentrata ¢ stabile a 18-25°C fino alla data di
scadenza.

La soluzione di lavoro del tampone di lavaggio deve essere preparata fresca
ogni volta e usata nello stesso giorno della preparazione.

Dopo apertura del flacone, il coniugato ¢ stabile fino alla data di scadenza
riportata sull’etichetta, se conservato a 2-8°C nel flacone originale ben
tappato.

Alterazioni dell’aspetto fisico dei reattivi possono indicare una loro
instabilita o deterioramento.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

Prima dell’impiego, tutti i campioni devono essere a 18-25°C. Si
raccomanda di vortexare i campioni prima di utilizzarli.

Le condizioni di raccolta possono influenzare i valori. Adottare pertanto le
massime precauzioni durante la raccolta per evitare che eventuali impurita
contenute nei campioni possano stimolare la produzione di IL-8 da parte
delle cellule ematiche con conseguente aumento falsato dei livelli sierici di
1L-8.

Le provette di raccolta devono essere apirogene. Il plasma pud essere
raccolto in provette sterili con EDTA e rapidamente separato dopo
centrifugazione. L utilizzo di provette contenenti eparina ¢ sconsigliabile in
considerazione della frequente contaminazione pirogenica dei lotti di
eparina.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze generali

Non usare il kit o suoi componenti oltre la data di scadenza.

Non mescolare reattivi di lotti diversi.

Prima dell’uso portare tutti i reattivi a 18-25°C.

Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione.

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

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

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

Per la distribuzione della Soluzione Cromogena e la Soluzione di arresto
evitare pipette con parti metalliche.

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

Rispettare i tempi di incubazione.

Per evitare derive, ’intervallo tra il pipettaggio del primo calibratore e
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I’ultimo campione deve essere limitato ai tempi riportati nella sezione XIII,
paagrafo E (Tempo Trascorso).

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

La Soluzione Cromogena deve essere incolore. L’eventuale sviluppo di un
colore blu entro pochi minuti dalla preparazione indica che il reagente ¢
inutilizzabile e deve essere eliminato.

Distribuzione della Soluzione Cromogena entro 15 minuti dopo il lavaggio
della piastra di microtitolazione.

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

Metodo del dosaggio

Selezionare il numero di strisce reagenti necessario per il test. Le strisce
reagenti inutilizzate devono essere risigillate nel contenitore con un
essiccante e conservate a 2-8°C.

Assicurare le strisce reagenti nel telaio di supporto.

Pipettare 100 pl di Tampone di Incubazione in ogni pozzetto

Pipettare 100 pl di ogni calibratore, controllo e campione nei pozzetti
adeguati.

Pipettare 50 pl di coniugato anti-IL-8- HRP in tutti i pozzetti.

Incubare per 2 ore a 18-25°C su agitatore orizzontale regolato a 700 + 100
rpm.

Aspirare il liquido da ogni pozzetto.

Lavare la piastra 3 volte :

=  versando 0,4 ml di soluzione di lavaggio in ogni pozzetto

. aspirando il contenuto di ogni pozzetto

Pipettare 100 pl della Soluzione Cromogena in ogni pozzetto entro 15
minuti dal termine della fase di lavaggio.

Incubare la piastra di microtitolazione per 15 minuti a 18-25°C su un
agitatore orizzontale a 700 + 100 rpm; evitare la luce diretta del sole.
Pipettare 100 pl di soluzione di arresto in ogni pozzetto.

Leggere le assorbanze a 450 nm a 490 nm (filtro di riferimento a 630 nm o
650 nm) entro 30 minuti e calcolare i risultati come descritto nella sezione
XI.

CALCOLO DEI RISULTATI

Lettura policromatica:
In questo caso, I’elaborazione dati verra effettuata dal software.
La piastra viene letta a 450 nm rispetto a un filtro di riferimento regolato a
650 nm (o 630 nm).
Verra quindi effettuata una seconda lettura a 490 nm rispetto allo stesso
filtro di riferimento.
11 Software guidera automaticamente il lettore e integrera le
due letture utilizzando un modello policromatico. Tale tecnica puo
generare valori fino a 10 OD.
11 principio dell’elaborazione policromatica dei dati ¢ la seguente:

* Xi=0D a 450 nm

*Yi= 0D at 490 nm

* Utilizzando una regressione lineare standard non pesata, i

parametri A & B sono calcolati: Y = A*X + B

* Se Xi <3 unita OD, X calcolato = Xi

* Se Xi >3 unita OD, X calcolato = (Yi-B)/A
Per tracciare la curva di calibrazione viene utilizzato un modello
di adattamento della curva logistica a 4 parametri.
La concentrazione di IL-8 nel campione viene determinata per
interpolazione sulla curva di calibrazione.

*

*

Lettura bicromatica

Leggere la piastra a 450 nm rispetto a un filtro di riferimento regolato a
650 nm (0 630 nm).

Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

Costruire la curva di calibrazione su carta millimetrata semilogaritmica o
lineare ponendo in ordinata le medie dei OD dei replicati degli standard e
in ascissa le rispettive concentrazioni di IL-8, collegando i punti tracciati
con linee rette.

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

E’ possibile utilizzare un sistema di interpolazione dati automatizzato. Con
un sistema automatico di interpolazione dati, utilizzare la curva a 4
parametri.

XII. CARATTERISTICHE TIPICHE

I dati qui di seguito riportati sono esclusivamente indicativi ¢ non dovranno
assolutamente essere utilizzati in sostituzione della curva di calibrazione tracciata
in tempo reale.

IL-8-ELISA Unita OD

Modello policromatico

Calibratore 0 pg/ml 0,029

40,4 pg/ml 0,120

58 pg/ml 0,164

156 pg/ml 0,423

551 pg/ml 1,350

1845 pg/ml 2,973

XIIl. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A. Sensibilita

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

La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con OD
pari alla media piu 2 deviazioni standard di 20 replicati dello standard zero, ¢
risultata esserel 1,1 pg/ml.

B. Specificita

Nessuna reazione crociata significativa ¢ stata osservata in presenza di 50 ng di
IL-10, IL-1B, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, TNF-a, TNF-B, IFN-a,
IFN-B, IFN-y, TGF-B, GM-CSF, OSM, MIP-1a, MIP-1B, LIF, MCP-1, G-CSF,
RANTES, PF-4, BTG, GRO, IP-10 ¢ SCF. Tale test per il dosaggio della IL-8 ¢
specifico per la IL-8 naturale e ricombinante umana ed ¢ in grado di riconoscere
la IL-8 di 72 aa.

C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>=SD Ccv Siero N <X>=SD CvV
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 12 102+3 32 A 20 150 £ 13 8,6
B 12 227+8 3,6 B 20 442 +£58 13,1

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accuratezza
TEST DI RECUPERO
Campione IL-8 aggiunta 1L-8 Recupero
(pg/ml) recuperata (%)
(pg/ml)
Plasma 0 0 -
61 65 105
108 127 118
292 349 119
TEST DI DILUIZIONE
Campione | Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(pg/ml) (pg/ml)
Plasma 1/1 - 678
172 339 272
1/4 169 148
1/8 85 82
1/16 42 40

I campioni sono stati diluiti con Diluente del Campione.



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

campione 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min
1 66 53 59 55 62
2 118 114 111 108 113
3 246 224 221 213 221
4 914 906 905 882 855

D. Effetto hook

Un campione ha cui ¢ stata aggiunta IL-8 fino a 0,5 pg/ml ha OD superiori
a quello dello standard piu concentrato.

XIV. CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO

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

. Ogni laboratorio pud preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote. I controlli che contengono
azide interferiscono con la reazione enzimatica e quindi non possono essere
utilizzati.

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

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

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

XV. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

Questi valori vengono dati solo come guida; ogni laboratorio deve stabilire i
propri intervalli normali di valori.

Come riferimento, i valori di 36 campioni di plasma EDTA appartenenti a
soggetti apparentemente sani con bassi livelli di PCR sono risultati compresi nel
range 0 — 132 pg/ml. Di questi, 34 hanno prodotto valori inferiori a 50 pg/ml.

XVI. PRECAUZIONI PER L’USO

Sicurezza

11 kit ¢ solo per uso diagnostico in vitro.

I reattivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o da FDA e si sono rivelati negativi per HBs Ag,
anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di offrire
la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare epatiti,
AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi o i campioni di siero
o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

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

Evitare qualsiasi contatto della cute con tutti i reagenti, la Soluzione di Arresto
contiene HCI. In caso di contatto, lavare abbondamentemente con acqua.

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

CALIBRATORE CAMPIONI
M) CONTROLLI
(uD)
Tampone di Incubazione 100 100
Calibratore (0 - 5) 100 -
Campioni, controlli - 100
Coniugato anti-IL-8-HRP 50 50

Incubare per 2 ore a 18-25°C in agitazione continua a 700 rpm.
Aspirare il contenuto di ogni pozzetto.
Lavare 3 volte con 400 pl di soluzione di lavaggio e aspirare.

Soluzione Cromogena 100 100

Incubare per 15 minuti a 18-25°C in agitazione continua a 700 rpm.

Soluzione di arresto 100 100

Leggere su un lettore per piastra da microtitolazione e registrare
I’assorbanza di ogni pozzetto a 450 nm (e 490 nm) rispetto a 630 (o 650
nm)
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Lea todo el protocolo antes de usar.

IL-8-ELISA

INDICACIONES

Ensayo inmunoenzimétrico para la determinacion cuantitativa in vitro de interleucina-8 (IL-6)
(IL-8) en plasma.

11

111

B.

INFORMACION GENERAL
Nombre comercial: DIAsource IL-8-ELISA Kit
Numero de catalogo:  KAP1301: 96 pruebas

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

Para recibir asistencia técnica o informacion sobre pedidos pongase en contacto con:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

ANTECEDENTES CLINICOS

Actividades biologicas

La IL-8 (también conocida como NAP-1, péptido activador de neutr6filos) es una proteina
quimioatrayente de neutrofilos. Esta citocina pertenece a una nueva familia de péptidos
quimiotacticos llamados quimiocinas. Este mediador proinflamatorio es secretado por diferentes
células como monocitos, neutréfilos, células endoteliales, fibroblastos tras la activaciéon y por
linfocitos T estimulados con mitdégenos. La IL-8 es una citocina clave que se ha encontrado en las
escamas de los pacientes de psoriasis y en el liquido sinovial de pacientes que sufren artritis
reumatoide y gota. También se ha sugerido que la IL-8 participa en el reclutamiento de neutrofilos
en el pulmon durante el SDRA.

Aplicacion clinica

Se hallé que el nivel de IL-8 de los pacientes con shock séptico se correlacionaba con la mortalidad,
y en el rechazo agudo de injerto hepatico, se observd que los niveles de IL-8 en suero aumentaron
significativamente. El nivel de IL-8 en estas y otras afecciones podria ser importante para
caracterizar el progreso de estas enfermedades.



IV.  PRINCIPIOS DEL METODO

El DIAsource IL-8-ELISA es un inmunoensayo enzimdtico de sensibilidad
amplificada en fase solida que se realiza en placa de microvaloracion. El ensayo
utiliza anticuerpos monoclonales (AcM) dirigidos contra distintos epitopos de la
IL-8. Los calibradores y las muestras reaccionan con el anticuerpo monoclonal de
captura (AcM 1) que recubre el pocillo de microvaloracién y con un anticuerpo
monoclonal (AcM 2) marcado con peroxidasa de rabano picante (HRP). Tras un
periodo de incubacion que permite la formacion de un saindwich: AcM 1 recubierto
—IL-8 humana — AcM 2 — HRP, se lava la placa de microvaloracion para eliminar
el anticuerpo marcado con enzimas no unidas. El anticuerpo marcado con enzimas
unidas se mide a través de una reaccion cromogénica. Se afiade la solucion
cromogénica (TMB) y se incuba. Se detiene la reaccion afadiendo solucion de
parada y a continuacion se lee la placa de microvaloracion a la longitud de onda
adecuada. La cantidad de sustrato transformado se determina colorimétricamente
midiendo la absorbancia, que es proporcional a la concentracion de IL-8.

Se representa una curva de calibracion y se determina la concentracion de IL-8 de
las muestras mediante interpolacion en la curva de calibracion. El uso del lector
ELISA (linealidad de hasta 3 unidades de DO) y de un método sofisticado de
reduccion de datos (reduccion de datos policromaticos) da lugar a una sensibilidad
alta en el intervalo bajo y a un intervalo de calibracion extendido.

V. REACTIVOS PROPORCIONADOS

Reactivos Kit de Reconstitucién
96
pruebas
Placa de microtitulacion (96 9%
Ty pocillos rompibles) pocillos il List
- recubiertos con anti IL-8 pocttos 15t para usar
(anticuerpos monoclonales)
Ab HRP
1 vial
Conjugado: PHR marcado anti IL-8 6 ml Listo para usar
(anticuerpos monoclonales) en tampon de
maleato-TRIS con albumina de suero bovino
y timol
B3k
6 viales Aiadir 1 ml de agua
Calibrador N=0a5 liofil destilada
(véanse los valores exactos en la etiqueta :
del vial) en plasma humano con
benzamidina y timol
Afladir agua destilada
DIL SPE 2 viales (véase en la etiqueta el
liofil. volumen exacto)
Diluyente de muestras: plasma humano con
benzamidina y timol
1 vial
11 ml Listo para usar
Tampén de incubacion: Tampon fosfato con
albimina de suero bovino y timol
| WASH | SOLN |CONC | Diluir 200 x con agua
1 vial destilada (usar un
Solucién de lavado (Tris-HCI) 10 ml agitador magnético).
liofil Aiadir 1 ml de agua
Controles - N =1 0 2 en plasma humano con 1otk destilada
timol
CHROM TMB 1 vial
12 ml Listo para usar
TMB cromogeénica (tetrametilbencidina )
STOP SOLN 1 vial
12 ml Listo para usar
Solucion de parada: HCI 1,0N

Nota: 1. Usar el diluyente de muestras para las diluciones.
2. 1 pg de la preparacion del calibrador es equivalente a 1 mU del 1¢
estandar internacional 89/520 del NIBSC.

VI. SUMINISTROS NO PROPORCIONADOS

El material siguiente es necesario pero no se proporciona en el kit:

1. Agua destilada de alta calidad

2. Pipetas para dispensacion de: 50 pl, 100 pl, 200 pl, 1 ml y 10 ml (se
recomienda usar pipetas de precision con puntas de plastico desechables)

3. Agitador vortex

4. Agitador magnético

S. Agitador de placas de microvaloracion con capacidad de 700 rpm + 100
rpm

6. Lavador de placas de microvaloracion

7. Lector de placas de microvaloracion con capacidad para leer a 450, 490 y

650 nm (en el caso de lectura policromatica) o con capacidad para 450 y
650 nm (lectura bicromatica)

VII. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Calibradores: reconstituya los calibradores con 1 ml de agua destilada.
Controles: reconstituya los controles con 1 ml de agua destilada.

Diluyente de muestras: reconstituya el diluyente de muestras al volumen
especificado en la etiqueta del vial con agua destilada.

Solucién de lavado de trabajo: prepare un volumen adecuado de solucion
de lavado de trabajo afiadiendo 199 volimenes de agua destilada a 1 volumen
de solucion de lavado (200 x). Use un agitador magnético para homogeneizar.
Deseche la solucion de lavado de trabajo no utilizada al final de la jornada.
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VIII. CONSERVACION Y FECHA DE CADUCIDAD DE LOS REACTIVOS

. Antes de abrir o de la reconstitucion, todos los componentes del kit son
estables hasta la fecha de caducidad, indicada en la etiqueta del vial, si se
conservan entre 2 'y 8 °C.

. Las tiras sin usar deben conservarse entre 2 y 8 °C en una bolsa sellada que
contenga desecante hasta la fecha de caducidad.
. Tras la reconstitucion, los calibradores, los controles y el diluyente de

muestras se mantienen estables durante 4 dias a 2-8 °C. Para periodos de
tiempo mas largos, deben tomarse partes alicuotas y conservarse a -20 °C
durante un maximo de 2 meses. Evite ciclos posteriores de congelacion y

descongelacion.

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

= La solucion de lavado de trabajo recién preparada debera utilizarse en el
mismo dia.

. Después del primer uso, el conjugado se mantiene estable hasta la fecha de
caducidad si se conserva en el vial original bien cerrado entre 2 y 8 °C.

= Las alteraciones del aspecto fisico de los reactivos del kit pueden indicar

inestabilidad o deterioro.

IX. RECOGIDA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

. Evite ciclos posteriores de congelacion y descongelacion.

- Antes de su uso, todas las muestras de estar a 18-25 °C. Se recomienda
agitar las muestras en un vortex antes de su uso.

. Las condiciones de obtencion de las muestras pueden influir en los valores;

por tanto, deben tomarse estrictas precauciones durante su recogida para
evitar impurezas contenidas en los materiales de obtencion de las muestras
que estimulen la produccion de IL-8 por las células sanguineas y aumentar
asi incorrectamente los valores de IL-8 en plasma.

. Los tubos de recogida deben ser apirdgenos. El plasma se puede recoger en
EDTA estéril y separarlo rapidamente tras la centrifugacion. Se
desaconseja el uso de tubos de heparina, ya que con frecuencia los lotes de
heparina estan contaminados con pir6genos.

X PROCEDIMIENTO

A. Notas sobre la manipulacién
No utilice el kit o sus componentes pasada la fecha de caducidad.
No mezcle materiales de distintos lotes de kit.
Todos los reactivos deben estar a 18-25 °C antes de usarse.
Mezcle bien todos los reactivos y muestras agitandolos o revolviéndolos
suavemente.
Realice los calibradores, los controles y las muestras por duplicado. Se
recomienda alinear verticalmente.
Utilice un recipiente de plastico limpio para preparar la solucion de lavado.
Para evitar la contaminacion cruzada, utilice una punta de pipeta desechable
al afiadir cada reactivo y muestra.
No utilice pipetas con partes metalicas para dispensar la soluciéon
cromogeénica y la solucién de parada.



—

—

—

Las pipetas de alta precision o un equipo de pipeteo automatizado mejoraran XII. DATOS TIPICOS

la precision.

Respete los tiempos de incubacion. Los datos siguientes son solo a efectos ilustrativos y no deben utilizarse nunca en
Para que no haya desvios, el tiempo entre el pipeteo del primer calibrador lugar de la curva de calibracion generada en tiempo real.

y la ultima muestra debe limitarse al tiempo indicado en el apartado XIII,

parrafo E (Tiempo de demora).
Prepare una curva de calibracion para cada analisis, no utilice datos de
analisis anteriores.

IL-8-ELISA Unidades de DO
Modelo policromatico

La solucion cromogénica debe ser incolora. Si unos minutos después de la Calibrador 0 pg/ml 0,029
preparacion se vuelve azul, indica que el reactivo no se puede usar y se debe 40,4 pg/ml 0,120
desechar. 58 pg/ml 0,164
Dispense la solucion cromogénica antes de transcurridos 15 minutos desde 156 pg/ml 0,423
el lavado de la placa de microvaloracion. 551 pg/ml 1,350

1845 pg/ml 2,973

Durante la incubacion con solucién cromogénica, evite la luz solar directa

en la placa de microvaloracion.

XIII. EFICACIA Y LIMITACIONES
Procedimiento

Seleccione el numero necesario de tiras para el analisis. Las tiras no A
utilizadas deberian volverse a guardar herméticamente en la bolsa con un
desecante y conservarse entre 2 'y 8 °C.

Fije las tiras en el marco de soporte.

Pipetee 100 pl de tampon de incubacion en todos los pocillos.

Limite de deteccién

Se analizaron veinte calibradores cero junto con un conjunto de otros calibradores.
El limite de deteccion, definido como la concentracion aparente dos desviaciones
estandar por encima del promedio de DO en la union cero, fue de 1,1 pg/ml.

Pipetee 100 pl de cada calibrador, control y muestra en los pocillos B. Especificidad

a(_iecuados. . . . No se observo ninguna reaccion cruzada significativa en presencia de 50 ng de IL-
Pipetee 50 pl del conjugado anti IL-8-HRP en todos los pocillos. la, IL-1B, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, TNF-a, TNF-B, IFN-a, IFN-
Incube durante 2 horas a 18-25 °C en un agitador horizontal configurado a B, IFN-y, TGF-B, GM-CSF, OSM, MIP-1q, MIP-1p, LIF, MCP-1, G-CSF
700 + 100 rpm. RANTES, PF-4, BTG, GRO, IP-10 y SCF. Este ensayo de IL-8 es especifico para

Aspire el liquido de cada pocillo.
Lave la placa 3 veces:
. Dispensando 0,4 ml de solucion de lavado en cada pocillo

la IL-8 humana natural y recombinante, y puede reconocer la forma de 72
aminoacidos de la IL-8.

. Aspirando el contenido de cada pocillo C. Precisién

Pipetee 100 ul de la solucion cromogénica en cada pocillo en los 15 minutos

siguientes al paso de lavado.

Incube la placa de microvaloracion durante 15 minutos a 18-25 °C en un INTRAENSAYO INTERENSAYO

agitador horizontal configurado a 700 + 100 rpm y evite la luz solar directa.

Pipetee 100 pl de solucion de parada en cada pocillo. Suero N <X>+DE CV | Suero N <X>+DE cv
Lea las absorbancias a 450 y 490 nm (filtro de referencia a 630 0 650 nm) (pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
antes de 30 minutos y calcule los resultados conforme se describe en el A 12 10243 32 A 2 1504 13 8.6
apartado XI. B 2 | 27¢8 | 36 | B 20 | 42xss |13

i DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion
CALCULO DE LOS RESULTADOS
D. Exactitud
Lectura policromatica )
En este caso, el software realizara el procesamiento de los datos. PRUEBA DE RECUPERACION
La placa se lee primero a 450 nm con respecto a un filtro de referencia

conﬁgqrado 2650 nm (0 630 nm). . Muestra IL-8 afiadida IL-8 recuperada Recuperacion
Se realiza una segunda lectura a 490 nm con respecto al mismo filtro de o
. (pg/ml) (pg/ml) (%)
referencia.
El software controlara el lector automaticamente e integrara ambas lecturas
en un modelo policromatico. Esta técnica puede generar densidades opticas Plasma 0 0 .
61 65 105

(DO) de hasta 10.

S . . " Lo . 108 127 118
El principio del procesamiento de datos policromaticos es el siguiente: 202 349 119
. Xi=DO a 450 nm
=  Yi=DO a490 nm

. Utilizando una regresion lineal no ponderada estandar, se calculan los
parametros Ay B: Y =A*X +B

) Si Xi < 3 unidades de DO, entonces la X calculada = Xi PRUEBA DE DILUCION

. Si Xi > 3 unidades de DO, entonces la X calculada = (Yi-B)/A

. Se emplea un ajuste de la curva logistica de 4 parametros para generar

la curva de calibracion. Muestra Dilucién Concent. teérica Concent. medida
= La concentracion de IL-8 de las muestras se determina mediante (pg/ml) (pg/ml)
interpolacion en la curva de calibracion.
Plasma 11 - 678
Lectura bicromatica 1/2 339 272
Lea la placa a 450 nm con respecto a un filtro de referencia configurado a 1/4 169 148
650 nm (0 630 nm). 18 85 82
1/16 2 40

Calcule la media de las determinaciones por duplicado.

Represente en papel milimetrado o semilogaritmico los valores de DO (en
las ordenadas) de cada calibrador en funciéon de la concentracion Las muestras se diluyeron con diluyente de muestras.
correspondiente de IL-8 (abscisas) y trace una curva de calibracion por los

puntos de los calibradores conectando los puntos con lineas rectas.

Lea la concentracion de cada control y muestra mediante interpolacion en

la curva de calibracion.

La reduccion de datos con programas informaticos simplificard estos

calculos. Si se emplea un procesamiento automatico de los resultados, se

recomienda un ajuste de la curva mediante funcion logistica de 4

parametros.




E. Tiempo de demora entre el ltimo calibrador y la dispensacion de la
muestra

Como se muestra a continuacion, los resultados del ensayo siguen siendo precisos
incluso cuando se dispensa una muestra 30 minutos después de haber afiadido los
calibradores a los pocillos recubiertos.

TIEMPO DE DEMORA
Muestra 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min
1 66 53 59 55 62
2 118 114 111 108 113
3 246 224 221 213 221
4 914 906 905 882 855

F. Efecto gancho
Una muestra a la que se afladieron 0,5 pg/ml de IL-8 arroja una DO mas alta que
el punto del ultimo calibrador.

XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

. Si los resultados obtenidos para el control 1 o el control 2 no se encuentran
dentro del intervalo especificado en la etiqueta del vial, no se pueden utilizar
dichos resultados, salvo que se proporcione una explicacion satisfactoria
sobre la discrepancia.

. Cada laboratorio puede, si lo desea, realizar sus propias mezclas de
muestras control, que deberian conservarse congeladas en alicuotas. Los
controles que contienen azida interferiran con la reaccion enzimatica por lo
que no se pueden utilizar.

. Los criterios de aceptacion de la diferencia entre los resultados duplicados
de las muestras deben basarse en las Buenas Practicas de Laboratorio.
. Se recomienda analizar los controles de forma rutinaria como muestras

desconocidas para medir la variabilidad del ensayo. La eficacia del ensayo
debe monitorizarse con graficas de control de calidad de los controles.

. Es una buena practica comprobar visualmente el ajuste de la curva
seleccionada por el ordenador.

XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

Estos valores se proporcionan solo como guia; cada laboratorio deberia establecer
su propio intervalo de valores normales.

Como guia, los resultados de 36 muestras de plasma EDTA de personas
aparentemente sanas con bajos niveles de PCR se encontraron entre 0 y 132 pg/ml.
De estas 36 muestras, en 34 se obtuvieron valores inferiores a 50 pg/ml.

XVI. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Seguridad

Solo para uso diagnoéstico in vitro.

Los componentes de la sangre humana incluidos en este kit se han analizado
mediante métodos europeos aprobados y/o métodos aprobados por la FDA, siendo
negativos para HBsAg, anti-VHC y anti-VIH-1 y 2. Ningun método conocido
puede ofrecer una garantia total de que los hemoderivados humanos no transmitan
hepatitis, SIDA u otras infecciones. Por tanto, la manipulacion de reactivos y las
muestras de suero o plasma debe realizarse de conformidad con los procedimientos
de seguridad locales.

Todos los productos y derivados de animales se han obtenido de animales sanos.
Los componentes bovinos son originarios de paises en los que no se ha notificado
EEB. Sin embargo, los componentes que contengan sustancias animales deben
tratarse como potencialmente infecciosos.

Evite el contacto con la piel de los reactivos; la solucion de parada contiene HCI.
En caso de contacto, lavese bien con agua.

No fume, beba, coma ni use cosméticos en la zona de trabajo. No pipetee con la
boca. Lleve ropa protectora y guantes desechables.
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XVIII. RESUMEN DEL PROTOCOLO

MUESTRA(S)
CALIBRADORES CONTROLES
(u) m
Tampon de incubacion 100 100
Calibradores (0-5) 100 -
Muestras, controles - 100
Conjugado anti-IL-8-HRP 50 50

Incube durante 2 horas a 18-25 °C con agitacion continua a 700 rpm.
Aspire el contenido de cada pocillo.
Lave 3 veces con 400 pl de solucion de lavado y aspire.

Solucion cromogénica 100 100

Incube durante 15 minutos a 18-25 °C con agitacion continua a 700 rpm.

Solucion de parada 100 100

Lea en un lector de placas de microvaloracion y registre la absorbancia de cada pocillo
2450 nm (490 nm) frente a 630 (0 650 nm).
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Awpaote 0AOKANPO TO TPOTOKOALO TPV A6 TN XP1ION.

IL-8-ELISA

1. XPHXHT'IA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

AvocoevQUUOUETPIKOG  TPOGOIOPIOUOS Yoo TNV Iin  Vitro wocoTIKN pETPNon NG  avOpdmivng
wtephevkivnc-8 (IL-8) oto mAdopa.

II. TENIKEX IINHPO®OPIEX
A. Epmopw ovopooia: Kit IL-8-ELISA g DIAsource

B. ApwOpog kararoyov: KAP1301: 96 Tpocdlopicpol

I'  Koaraokevaleror omd Tnpv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

TN teyvin fondera 1] TANPOPOPIES GYETIKA PE TOPAYYELIEG EMKOIVOVI|OTE GTO:
TnA.: +32 (0)10 84.99.11 Dag: +32 (0)10 84.99.91

1Il. KAINIKO YIIOBAGPO
A.  Bioloywkij opdon

H IL-8 (yvwot) emiong g NAP-1 — mentidio evepyomoinong twv ovdetepOdpiimv) eivor pio
YNUELOTOKTIKT TPOTEIVN Y1 To. 0VOETEPOPIAQ. H cuykekpiuévn kuttapoxivny amotedel péhog piog
VEOG OIKOYEVELNG YNUEIOTOKTIKOV TERTIOIMV HE TNV OVOUACIO «YNUEWKIVES). AVTOG O
TPOPAEYLOVDONG  peGOAUPNTAG eKkpivetar oamd  Sdpopo  KOTTOPO, WY HOVOKOTTAPO,
ovdeTEPOPIAL,  evooOMAloKd  KVTTOP, 1VOPAGCTEG HETA Oomd €vepyomoinom Kol Ao
gvepyomomuéva ond prtoyovo T-Aeppokdvttapa. H IL-8 eivar pio kuttapokivn-kAedi mov €yet
Bpebel oe peydieg cLYKEVIPMOELS OTO AETIO YOPLAGIKOV acbevav, oe apBpikd vypd nacyovIov
amd peopatoedn apbpitida kot ovpwkr apbpitda. Exer avaeepbel mog n IL-8 evdeyopévmg
Swdpapatifel pOA0 ot GTPATOAGYNON 0VIETEPOPIA®Y GTOV TTVeDOVO KaTd TN dudpketo. ARDS.

B. Klmikés spapuoyés

"Exer pavel nog to enineda g IL-8 oyetiCovtar pe ™ Bvnoyodmta tov acbevdv ce onmtikd
00K, eV €xel avapepbel exoeonpacuévn adénon Tov emmEdOV TG 6TOV 0p0O, GE TEPIMTMOCELS
oelog amdppryng Nratikov pooyeduatog. Tao enimeda g IL-8 o€ avtég kot GAAeS KATAOTACELS
evdéyetal va amodelyfodv onuavTikdg TopAyovTag GTOV TPOCIIOPICUO NG TOPEING QVTMV TV
KAMVIKOV OVTOTHTOV.



1V.  BAXIKEX APXEY THX ME®OA0Y

O mpoodopiopndg IL-8-ELISA g DIAsource eivor  €vag  evlupkog
OVOGOTPOGOLOPICUOS  EVIGYVUEVNG  evoloOnciog, oTepeng @Aaong O 0moiog
exteleitol oe TAGKEG puKpoTITAodOTNoNG. O TPOodopiGuds  ypnotpomotel
povokAmvikd avtioodpoto. (MAbs) mov katevBvvovior evaviiov SloKpLltdv
emtomov ™ IL-8. Ou Pabuovountés koi ta deiypoto avidpodv pe to
HOVOKA®VIKO avticopo cOAANyng (MAb 1) mov eivor emotpopévo oty
VOO0 TNG TAUKAG HIKPOTITAOOOTNONG KOl HE £VO LOVOKAWVIKO OvVTICOUO
(MAD 2) onpacpévo pe pagpavidikn vrepo&eddon (HRP). Metd and o nepiodo
EMMACNG TOV EMTPEMEL TO GYNUOTIONO €VOC GavToLTG: emoTpmpévo MAb 1 —
avOpomivn IL-8 — MAb 2 — HRP, 1 mAdko pikpotithoddtnong vrofdiietal og
TAhon Yo var amopakpuvlel to onpocpévo pe Evippo adéopevto avticopa. To
onuacpévo pe EvOLHo SECUEVHEVO OVTIOMUO HETPATOL LECH HLOG XPOUOYOVOD
avtidpaong. IIpootifetor kot enwaletor ypopoyovo ddivpo (TMB éroyo yo
xpnon). H avtidpaon otapatd pe mv mpocOnkn avooyetikod SoAOHOTOS Kot
OTN GLVEXELN YIVETOL OVAYVOOT TG TAGKAS HKPOTITAOOOTNONG GTO KOTAAANAO
wAkog kopatoc. H mocdtnta petatpomng tov vmootpmpatog Koabopileton
APOUOTOUETPIKG LETPOVTOG TV amoppdenomn, N onolo givar avdloyn mpog ™
ovykévrpoon g IL-8.

Tlapiotdveton ypoewd o Kopmdn Pabpovopnong kot mpocdiopiletor m
ovykévtpoon ¢ IL-8 ota delypota pe avayoyn omd ™V KOUTOAN
Babuovounonge. H xprion tov ovotiuatog avayvwong ELISA (ypoppukdtnto £mg
3 povadeg OD) kot pog moAvmAokng peboddov avaywyng dedopévov (avaymyn
TOAVYPOUATIKAOV OES0UEVMV) €X0VV MG OmOTEAEGHO LYNAN evoucOnoio oto
KOLMAS TEDI0 TIDV KO GTO EKTETAUEVO TTEDTO TIHMV Padpovopunong.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvTidpoaoTtiipra Kt 96 Avacvotaon
TPOGoI0
pLopdv
IIhéko pcpotithoddtong (96 96 ETowo via Yo
OMAGIHOTA PPEATICOV) Sove po yiaxpnon
emKkoAvppévVe epedTia anti 1L- VTO00YES
8 (LOVOKAOVIKA avTIoOUATOL)
1 "Etowpo yu yprion
Ab HRP QLoAido
6 ml

20levypa: Avtt-IL-8 (povokiovikd
avticodpata) onpoacpévoe pe HRP oe
puOuoTiKo drdAvpa Tris-unikdv
e PoOea 0pOLEVKMOUATIVI KO

Bopoin
CAL 6 IIpocBiote | ml
QUAISIOL | ATESTAYHEVOD VEPOD
Avogo-
TOMHEVO

BoBpovounmg N =0 éwg 5

(ocite T axprfeic Tipéc TV
OTIG ETIKETEG TOV PLOMSIOV) o
avOpdmvo mhacpa pe Bevioudivn
Kot Bupoin

2 IIpocOéote
QUAdI0L | amecTaYLEVO VEPO
Avopio- | (BA. etkéta oTo
TOMUEVO | PLaAidio Yo Tov

axpPn 6yKo)

DIL SPE

AtdAvpo apainong delypitov: o
avOpanvo mAdopa pe Beviopudivn
Kot Bopoin

1 "Etowpo yuo yprion
BUF QLAido
11 ml

PuBruotucod Siddvpa enmaong:
Pubuioticd didivpa poo@opikdv
e BoOea 0pOLEVKMOUATIVI KO
Bopoin

1 Apordote 200 X pe
QLS00 | amesTaypHéVo vEPO
10ml | (ypnowomomjote
HOyVNTIKO
aVadELTHPOL).

| WASH | SOLN |CONC |

Adropa mAdong (Tris-HCI)

CONTROL | N 2 pocOéote | ml

QUAISIOL | OTESTOYHEVOD VEPOD
Avopiho-
Tot-
npévo.

Opoti eréyyov -N=1n2
oe avOpamvo Thdopa pe Hupoin

1 "Etowpo yo xprion
CHROM TMB PLOASI0
12 ml
Xpopoyévo TMB
(TetpapedorPevivdivn)
1 "Etowpo yio xprion
PLoAid10
STOP SOLN 12 ml
Avaoyetikd dSuilopa: HCI 1,0N

Inpeioon: 1. Xpnoyoromote StGAvpo apaiwons Selypdtov yuo apainon Tomv
detypdtov.
2. 1 pg tov mapockevdopatog tov Pfabuovountr givar 1wodvvapo pe 1
mU tov NIBSC 1°1IS 89/520

VI. ANAAQXIMA ITIOY AEN ITAPEXONTAI

To axdrovba VA amortodvtar 0ALE dev TaPEXOVTOL GTO KIT:

1. Ameotaypévo vepo VYNNG TOLOTNTOG

2. IMréteg yra Swavopni: 50 pl, 100 pl, 200 pl, 1 ml ko 10 ml (cuvietdron n
¥PNON TIETOV aKpLBeiag e avaldoo TAAGTIKG pOyyT)

3. Avapeiktng otpofiliopon

4. Moyvntikog avadevTipog

5 Op1LovTio GLoKELT] AVASELONG TAAKOV LKPOTITAOSOTNONG LE SuvaTdTNnTOo
700 rpm £ 100 rpm

6. Yvokevn) TAOoNG Yo TAAKEG HKPOTITAOSOTNONG

7. YUOKEVT]  OVAYVOONG TAOKAV — HIKPOTITAOdOTNONG HE  duvordtnta
avayvoong ota 450 nm, 490 nm kot 650 nm (oe mepintoon
TOAVYPOUATIKNG avayvoong) N pe duvatomta aviyveong ota 450 nm
kot 650 nm (Syypopatikny avayvoon)

VII. IIAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

A. BoBpovopntéc: Avacvotiote tovg Babupovountés pe 1 ml aneotaypuévon
vePOU.

B. Opoi ghéyyov: Avoovotiote Tovg 0povg eléyxov pe 1 ml aneotaypévov
VEPOL.

C.  Awlopo apoioong derypdrov: Avoovotiote 1o StdAvpo opoimong
detypdtov otov 0yko mov kabopiletor oty eTikéto ToL QLOABioL pe
AMESTAYUEVO VEPO.

D. Awhvpe whdong epyacios: Ilpoetoipndote emapkn Oyko SoAvpaTog
Ao epyaciog pe mpooOnkn 199 dykwv aneotaypévov vepod oe 1 6yko
Stehvpatog TAvong (200x). Xpnowonomote  LoyvnTIKO  OVOOELTHPO. i
™V opoyevomoinon. Amoppiyte T0 un ypnoomompévo dtdivpe TAdong
epyaciog 6To TEAOG TG NUEPAC.

VIII. DPYAAEH KAI HUEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

. ITpwv amd TO AGvolypo 1 TV OvooHLOTACT], OO TO GUGTOTIKG TOV KIT
mapapévouy otabepd Ewg v muepounvia AEng, M omoia avaypaeeton
OTNV ETIKETO TOV QLoAdiov, epdoov dratnpodvtar oe Beppokpacio 2 €wg
8°C.

. Ot un ypnoonompéveg tawvieg Tpénel va puidocovtar otovg 2-8° C, og
GOPOYIOHEVT COKODAO OV TEPLEXEL amOENPAVTIKO TapdyovTa, HUEXPL TV
npepopmvia AnEng.

. Metd v avoacvotoon, ot Pabpovopntéc, ot opoi eAEyyov Kot To StdAvpa
apaimong derypdtov mopapévouy otabepd eni 4 nuépeg otovg 2-8°C. T
peyoAOtepeg  meptddovg  eulaéng, OBo  mpémer va  dnuovpyndodv
KAAopaTo/000E1S piag xpnong Kot va dtotnpndodv oe Beppokpacio -20°C
eni 2 pAveg 10 MEYIOTO. ATMOQUYETE TOLG EMOVENUUEVOVS KOKAOVG
amdWuéng-katayvéng.

. To ovumvukvopévo Suwihvpa mAdong eivor otobepd oe Oeppokpocio
dopatiov péxpt v nuepopunvia AnEne.

. Dpéoko, mapackevacévo ddivpa TAVONG epyociog Oa mpémel va
y¥pnotomoteitat Tnv i nUEPa.

. Metd v mpdTN ¥pron Tov, T0 oVevypa Topapével otafepd Emg TV
nuepounvion AYéng, epdcov dratnpeitar 6To apYKO, EPUNTIKG KAEWGTO
QuAido og Beppoxpacio 2 £mg 8° C.

= Toy6v petaforég TG QUGIKNAG ERPAVIONG TMV OVTIOPACTNPI®V TOV KIT
evdéyetor va LTodNAd@voLY aotddelo | aAloimon



IX. 2YAAOI'H KAI IIPOETOIMAXIA AEIFTMATQN

P =

- @

11.
12.

Amopelyete ToVg £makOA0VOOVS KOKAOVG KOTAWVLENG-OmTOYVENG.

Dépete Ol o deiypato oe Oeppokpacio dopatiov Tpw amd T YpPHoN.
ZUVIoTATOL 1) AVAPEEN TV SEYHATOV GE GLOKEVT OTPOPIMGHOD TPV amd
™m xpnon.

Ot cuvOnkeg detypotolnyiog pmopodv va exnpedoovv Tig Tipés. [ to
AOY0 awtd Ba Tpémel va Aapfdvovtor ovoTtnpd HETPO TPOPLAUENG KaTE TN
dubprelo g detypatonyiog Yoo TV omopuyn tpoopiemv oto detypata
Mg, ta onoia Oa diéyepav v mapaywyn IL-8 and apoxdtrapa kot Ho
av&avav es@aApéva Tig Tipég g IL-8 otov 0pod.

Ta colnvapur cviroyng Ba mpémer va eivar grevbepa mupoyevav. To
mAdopa propel va cUAAEYETAL GE ammooTelpopuéva euiAidia e EDTA kot vo
Swywpiletor Toxéwg petd ™ Quyokévrpnon. Aev cuviotdrton m ypnon
colnvopiov mmopivng, S0TL ocuyvd ot maptideg nmapivng  eivor
EMUONVGUEVES |LE TUPETOYOVAL.

AIAAIKAXTA

ZNUEIDGELS GYETIKA PE TO YEPLOPO

Mn| XPNGLULOTOLEITE TO KIT 1] TO. GLGTOTIKG HETA TNV NUepOuN Vi AENG.
MnVv avoperyvOETE VAKG 0O S10pOopETIKEG TAPTIOES KIT.

Dépete OMa 0L OVTIOPASTI P 6€ Beppokpacio dopatiov Tpv omd ™
xpfion.

Avopeifte kold OAo TO. OVTIOPACTAPLL KOl TO Ogiypoto KE OmOAn
avokivnon 1 avadevon.

Extedéote g Sumhodv avainym tov Badpovountdv, tov opdv eAEyyov
KO T@V detypdtov. Zuviotdrot kabem svbuypappion.

Xpnoyonoiote €va kabapd, TAAOTIKO G0YEl0 Yoo VO ETOWACETE TO
Stlopo TAOGNG.

Xpnoponoteite éva kabopd avar®doo phyyog TIETAG Yo TV TPocOnkn
KGbe SrapopeTicoy  avTidpaoTnpiov Kot SEiYHOTOC TPOKEUEVOL VO
OTOPVYETE TNV EMPOAVVOT).

Amo@iyete muméteg pe  pETOAMKG  pépm  yww T dlovopn  Tov
ATOKAAVTTIKOD AWADUOTOG Kot TOV AVOGYETIKOV ALOAVUATOC.

H okpifelo Pertidveror pe ypnom amETOV VYNANG axpifelog M
OQVTOULOTOTOMUEVOD EEOTMGHOD SLOVOUNG UE TUTETEG.

Trnpeite ToVg XPOVOLS ETMUOTG.

T vo amo@vyete T HETOTOTION, O XPOVOG LETAED TNG SLOVOUNG e TTETOL
0V TPOTOL Pabpovounty kot TOL TEAELTOIOL delypaTog TPEMEL Vo
mepropiletarl 6To YPoviKd ddotpo Tov avaeépetar oty evotnta XIII,
mapdypoapog E (Mecodidomua).

Mpoctowdote o KopmdAn Pabpovoumons yo kdbe ovaivon kot pn
xpnoponoteite dedopéva amd TPONyOLUEVES UVOAVGELS.

To Amokolvrtikd Awdhvpo Bo mpémer va givan dypopo. H dnpovpyio
umke ypOUOTOS o€ SAoTnHo Alyov Aentdv amd TV TPOETOLOGIO
VTOJEIKVOEL TG TO OVTIOPASTNPO dev pmopel va ypnoyonomdel Kot Ho
TPETEL VO aTopPLPOEl.

Awaveipete 10 ATOKOALTTIKO AtdAvpa eviog 15 Aemtdv omd v mAvon
NG TAGKOG LKPOTITAOSOTNONG.

Katd m didpkelo endaong pe T ATOKOALTTIKO AlGAvLLO, OToQUYETE TNV
£KBeon g TAAKAG IKPOTITAOSOTNGNG GTO AUEGO NAKO GMG.

Awdikacio
Enié€te tov amortodpevo aplBpd towvidv yur v avéivon. Ot un
YPNOUOTOMUEVEG TOLViEG TPETEL VO EAVOCEPAYIGTODV HEGH GTI) GAKOVAO
HE TOV OmoENPaVTIIKO Topdyovta Kot vo. guiaytodv oe Beppokpacio 2-
8°C.
Acpaiiote Tig Tovieg péca 6to TANIGo oTNPENG
Awveipete pe mméto 100 pl pubpuioticov Stoddpotog endaons o€ OLeg Tig
VTOdOYEC.
Awoveipete pe mméta 100 pl and kabe Pabuovounti, opd eréyyov kot
detlypa oTig KatdAAnAeg VTOdOYEC.
Awveipete pe muméta 50 pl ovledypatog avti-IL-8 péco oe Oheg Tig
VIOJOYES.
Enwdote eni 2 dpeg oe Beppokpocio dopatiov emdve oe opllovtio
avadevtipa, pubuicpévo atig 700 rpm = 100 rpm.
Avoppognote T0 VYPO and KAOE VIOJOXN.
TIAovete v TAdka 3 popéc:
. Swvépovrag 0,4 ml dtoddpatog TGN G o€ KABE VTOdoYN.
- avapPOPAOVTIG TO TEPLEYOUEVO KAOE VITOdOYNG
Awaveipete pe mméto 100 pl tov amokoAvmtikod Soddpotog ce KaOe
vrodoyn, evtog 15 Aemtdv omd to fripe TAvong.
Enodote v mhdrka pucpotithoddmong ent 30 Aemtd oe Ogppokpocio
dopoatiov oe opovtio avadevtipo otig 700 rpm + 100 rpm, amo@vyete
v apeon €kBeomn oty nAakt akTvoBolia.
Awowveipete pe mméto 100 pl avaocyetucod dtoddpatog oe k6O vodoyn.
Kévte avéyvoon tov aroppopricemv oto 450 nm kor 490 nm (@iitpo
avapopds 630 nm 1 650 nm) eviog 30 Aemtdv Kot vmoloyiote T
amoterécpata Onmg Teptypdeetat otnv evotnta XI.

—_

XII.

YIIOAOT'IEMOZX TQN AIIOTEAEXMATQN

Molvypopatiki avayvoon:

Ty zmepintoon avth, v enegepyocio Tov dedopévov Bo kavel To

AOYIoHIKO TOV.

H avéyvoon g mhakog yivetor mpdto ota 450 nm €vavtt evog eiktpov

avapopds mov puBuiletar ot 650 nm (1 ta 630 nm).

Extedeiton dedtepn avdyvmon ota 490 nm £€vovtt tov idov @idtpov

avoQopac.

To Aoyiopkod tov Ba evepyomotcel AVTOUATO T GUGKELT AVAYVOONG Kot

B0 eVoOUOTMOOEL KOl TIG dVO HETPNGELS GE £V TOADYPOUATIKO HOVTEAO.

Avti 1 tEQVIKN Propet va dnpovpynoet ontikég mokvotnteg (OD) émg kat

10.

Boaown| apyf ™G emegepynsiog TOV TOAVYPOUOTIKOV dedOUEVOV Exel

webnc:

. Xi=O0D ota 450 nm

. Yi=O0D ota 490 nm

. XPNOULOTOIDVTAG TUTIKY U1 GTOOUIGUEVN YPOLLUIKT TOAVEPOUN o,
vroAoyilovtar ot mapdpetpot A & B: Y = A*X + B

] Av Xi < 3 povadeg OD, tote vroroyicbév X = Xi

] Av Xi >3 povadeg OD, tote voroyioBév X = (Yi-B)/A

] XpNoonoteitor TPOcapHOY AOYIGTIKNG KAUTOANG 4 TapopéTpmv
Yo T dnpovpyia TG KapmoAng Pabpovounonc.

. H ovykévipoon IL-8 oto deiypata kabopileton péom avoywyng
oV KoumdAn fabpovounong.

Ay popatiki avayvoon

Kdvte avayvoon g midkag ota 450 nm £vovtt vog GIATPOL avapopds
mov puopiletan ota 650 nm (M ta 630 nm).

Ymohoyiote T péon TN TOV SITADV TPOGOLOPIGUDYV.

Te nuoyoplfpko M Ypoppkd xopti ypaenudtoy, TopacTNoTE YPUPIKE
TG Tég OD (tetaypévn) yio kaBe Pabuovount évavtt g ovtictoyng
ovykévipoong g IL-8 (tetunuévn) war oyedidote o Kopmoin
Bobpovounong pécwm tov onueiov tov Pabupovounth, cvvdéoviog pe
gu0eieg YPOUUES TO AMOTUTOUEVD OTpEiaL.

AwBdote T ovyKEVTpOOT Yo kGOe 0pd eAEYXOL Ko delypa pe avoymyn
oV KoumOAn fabpovounong.

Avayoyn dedopévev pe T Ponbere miektpovikov vmoroyiot 6Oo
OTAOTOWGEL OVTOVS TOVG LIOAOYIoHOVC. Edv ypnoyomoteitonr avtdpot
emefepyacios  OMOTEAECUATMV, GUVIOTATOL  TPOCOPUOYN  KOUTOANG
AOYIGTIKNG GUVAPTNONG 4 TAPOUETPOV.

TYITIKA AEAOMENA

Ta axdérovBa dedopéva mpoopiloviar HOVO mG TAPASELYHO Kol deV TPEMEL VoL
APNOLLOTOOVVTOL TOTE VT TNG KAUTOANG BafLovounong Tpayatikod xpovov.

IL-8-ELISA Movadeg OD

Molvypopatiké povréro

Babpovountg 0 pg/ml 0,029

40,4 pg/ml 0,120

58 pg/ml 0,164

156 pg/ml 0,423

551 pg/ml 1,350

1845 pg/ml 2,973

XIII. AIIOAOXH KAI ITIEPIOPIZMOI

A.

‘Opuo aviyvevong

Metpionkav eikoor pndevikoi Pobpovountés poall pe éva odvoro dGAAmV
Babpovountdv. To 6po aviyvevong, optlOHEVO MG 1 POLVOLEVIKT) GUYKEVTPMOGT
800 TumKAV amokAicemv mave omd TG péoeg petpriioels OD oe undevikn
déopevon, Ntav 1,1 pg/ml.

B.

Ewwomra

Aev mapoatnpnnke onuavtiky dtactovpodpevn avtidpaon mapovsio 50 ng IL-
la, IL-1p, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, TNF-a, TNF-f, IFN-a,
IFN-B, IFN-y, TGF-B, GM-CSF, OSM, MIP-1a, MIP-1p, LIF, MCP-1, G-CSF,
RANTES, PF-4, BTG, GRO, IP-10 and SCF. O napdv mpocdiopiopdg IL-8 eivar
€0KoG Yoo TNV avBpdmvn, ELokn Kot avacvvovaouévn IL-8 kot pumopei vo
avayvopicet T popen 72 a.a. g IL-8.



C. Axpipero

I'TA TON IAIO ITPOZAIOPIEMO METAZY AIA®OPETIKON
[IPOZAIOPIZMON
Opog | N <X>=+ ZA. || Opég | N |<X>=T.A.| Z.A.
T.A. (%) (pg/ml) (%)
(pg/ml)
A 12 102+3 32 A 20 150 + 13 8,6
B 12 227+8 3,6 B 20 442 + 58 13,1

T.A.: Tomkr andkion, X.A.: Zovtedeotg dtakdpoveng

D. OpBétTa

AOKIMAZXIA ANAKTHXHX
Agiypa Ipooctedeica AvaktnOcica Avaxktnon
IL-8 IL-8 (%)
(pg/ml) (pg/ml)
M\éopo 0 0 -
61 65 105
108 127 118
292 349 119
AOKIMAZXIA APAIQEZHE
Agiypa Apaioon OzopnTiKi Metpn0zica
ovykévipmon OVYKEVTPOON
(pg/ml) (pg/ml)
IMiéopa 1/1 - 678
172 339 272
1/4 169 148
1/8 85 82
1/16 42 40

Ta detypoto apardOnkay pe StAvpa apaimong detyndtmy.

E. MeooddotTnpo petagd Tng dwvopng terevtaiov Padpovounti ko
dsiyparog

Onwg @aivetor 61N GLVEKELD, TO ATOTELEGULOTO TOV TPOGOIOPIGUOD TAPAUEVOVV

agomoto akopa Kot 6tov Swavépetar éva detypa 30 Aemtd petd v mpocHikn

TV BabLovoUNT®OV OTO EMGTPOUEVE COAVAPLA.

XPONIKH KAOYXTEPHXH

Asgiypa 0 Aemtd 10 20 30 40
AemTdL AemTdl Aemtd Aemtd

1 66 53 59 55 62

2 118 114 111 108 113

3 246 224 221 213 221

4 914 906 905 882 855

F. Dawvopevo aykiotpov (hook)

Agtypa mov epfordotnke pe IL-8 éwg 0,5 pg/ml diver vynhotepeg HETPOELS
ontikng mukvottog (OD) amd to onpeio tov tehevtaiov fabpovountn

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETXox

. Eav ta amoteréopato mov Aapfdvovar yo tov opd gréyyov 1 f/kar tov
0pd eréyyov 2 de Bpiokovtat evtdg Tov TEdiov TWAV oL kabopiletar otnv
eTikéto. Tov  QAdiov, T amotedéopora  Ogv  glvar  duvatd  va
yxpnoponomBovyv, ektodg v €xel dobel wavomomTikny €nynon yw v
ACVUO®VIa.

. Edv eivon emBopntd, kdbe epyactniplo pmopet vo Snpovpynoet to 1Kl Tov
petypato derypdtov gléyxov (pools), ta omoio mpémer vo dwatnpodvton
Koteyuypéva o Kidopota/dooelg wog ypnons. Opoi eiéyyov mov
nepéyovv alidio Bo emdpdoovy otny eviupK avtidpact Kot dev Hmopovv
va. xpnopomombovy.

. To kprplo awodoyng yo T d1popd HETOED TOV STAMY OTOTEAEGUATOV
TV detypdTov Ba tpénet va Bacilovial oe 0pbEg epYaoTNPLOKES TPAKTIKES.

. ZovioTtdTal ot 0poi EAEYYOV Vo VITOPAALOVTOL GE TPOGIIOPIGUO TOKTUKE (G
ayvooTto detypota yio ve petpdrat 1 petaPfantdto tov tpocsdiopiopod. H
amdd00N TOV TPOGSIOPIGHOL TPEMEL VO TAPAKOAOVOEITOL pE SLoypappoTo.
TOLOTIKOV ELEYYXOV TMV OPDV EAEYYOV.

. Eivor kokd 10 vo gAéyyxete OmTIKG TNV TPOGOPUOYT| TNG KOUTOANG TOL
emAEXONKE amd TOV VITOAOYLIOTH).

XV. TIMEX ANADPOPAX

O Tipég avtég moapéyovrar povov g odnyods. Kabe epyaotiplo Ba mpémel va
KoOEPOGEL TO S1KO TOV TESIO PUGIONOYIKADV TLUDV.

Q¢ kaBodnynon, ta anoteréopata 36 derypdtov nAdopotog EDTA omd eppavdg
vym Gropo pe yopnAd eminedo. CRP, kopdvonkov peta&d 0 kot 132 pg/ml. Ot
Tég 34 and avtd ta delypora nrov Kito and 50 pg/ml.

XVI. ITPODPYAAZEEIX KAI IIPOEIAOIIOIHXEIY

Acpaleiag

Movo yuo SloyveoTIKN YpHo in Vitro.

To ovotatikd avOpdmivov aiportog mov mephapfdvoviar 6to Kit ovtd Eouv
eleyyBel pe pebodovg eykekpipéveg otnv Evponn f/xar and tov FDA xou €xet
Swamiotmdel 0tL givon apvntikd wg mpog v mapovoio HBsAg, avii-HCV, avti-
HIV-1 kot 2. Kapio yvoori pébodog dev eivor duvatd va mopéyer mAnpn
Sracspdiion 0Tt Tapdywya Tov avOpdTIVOL aipatog de Bo peTadm®oovy Nratitido,
AIDS 7 dhleg howodEelg. Emopévag, o yepiopds ovtidpactnpiov, detypdtmv
0po¥ 1 Thdopatog Ba Tpémet vo yiveTar GOUEMVO UE TIG TOTKEG O10OIKOGIES TEPT
ACPAAELOGC.

Oha o Cowd Tpoidvta Kot Topdymyo govv cuAiexfel omd vy (da. Ta Posia
GLGTOTIKG TPOEpyovTal amd ydpeg 6mov dev £xel avapepbei BSE. Tlap' 6L’ avtd,
ovoTaTIKG oV TEPLEYOVY (oés ovoieg Bo mpémel vo avtyetomiloviol g
SVVNTIKOG LOAVGLLOTIKA.

Amo@vyete KOs emaen pe o dépua pe Oha ta aviwdpactipur, To Avaoyetikd
Adivpa mepiéxet HCL Xe nepintoon enapc, TAOVETE GYOMIOTIKG. [E VEPO.

Mnyv kanvilete, unv Tivete, UV TPOTE KL U1 YPTOIHOTOLEITE KAAAVVTIKG GTO
xdpo epyacioc. Mnv Stavépete pe TUTETO YPNOCLUOTOLOVTOG TO GTOUO GOGC.
XpNOWOTOLEITE TPOGTATEVTIKO POVYIGHO KOL YOVTLOL LG YPNOMG.
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XVIIL.TIEPIAHYH TOY NPQTOKOAAOY

AEITMA(TA)
BAOMONOMH- | po[ EAEFXOY

TEx (D

(uD)
Pubuoticd didiopo 100 100
EMOAOTG
BoOpovountég (0-5) 100 -
Aetypato, opoi Eréyyov - 100
Y0Cevypa avti-IL-8-HRP 50 50

700 rpm).

Avappopnote 1o TEpleyOeVo KaBe VITOdoYNG.
TIAovete 3 popég pe 400 pl Sroddpotog TAHONG Kol 0VOPPOPTOTE.

Enwdote eni 2 dpeg og Oeppokpacio dopotiov Le cuveyn avadevuon oTig

Amokolvrtikd Atddvpa

100

100

700 rpm.

Enodorte eni 15 hentd og Oeppokpacio dopatiov pe cuveyn avadevon oTig

AvaoyeTikod dtdlvpo

100

100

évavtt 630 (M 650 nm)

Awfdote o€ GLOKELY] OVAYVOGNG TAOKOV MKPOTITAOSOTNONG Kot
KOToypayte TNV amoppdenon kabe vrodoyng ota 450 nm  (kar 490 nm)
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