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Read entire protocol before use.

ATA-100

.  INTENDED USE

Radioimmunoassay for the in vitro semi-quantitative measurement of human..free" anti-insulin
antibodies (AIA) in serum and plasma.

I. GENERAL INFORMATION

A. Proprietary name : DIAsource AIA-100 Kit
B. Catalog number : KIP0091 : 100 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 84.99.90

1. CLINICAL BACKGROUND

A. Biological activity
The presence of circulating.anti-zinsulin antibodies (AIA) in diabetics treated with insulin has been
recognized as early as 1955. The highly purified insulin preparations, presently available, are less
immunogenic than someof the previously used, less pure, preparations. Bovine insulin is more
immunogenic than the porcine hormone. Also, it has recently been recognized that AIA may develop, in
patients treated with human insulin.
The determination of circulating anti-insulin antibodies is of clinical importance for the following reasons :
§  Thepresence of free anti-insulin antibodies in plasma interferes with the determination of insulin
by radioimmunoassay;
§  Atvery high titers, the anti-insulin antibodies may induce a state of insulin resistance;
§  Anti-insulin antibodies may influence the quality of the glycemic control, in diabetic patients, by
prolonging the half life of insulin.

B. Clinical applications

§ Evaluation of the presence of free anti-insulin antibodies prior to the determination of insulin
levels, by radioimmunoassay, in patients having received previous insulin therapy ;

§  Evaluation of states of insulin resistance;

§ Adjunct to the diagnosis of surreptitious insulin injections (factitious insulin-induced
hypoglycaemia);

§  Monitoring of the evaluation of anti-insulin antibodies, in patients receiving the newly formulated
human insulin preparations (new cases; patients in whom a previous treatment with porcine or
bovine insulin is replaced by the administration of human insulin).



IV.  PRINCIPLES OF THE METHOD

The presence of circulating anti-insulin antibodies in insulin treated diabetics is
estimated on a semi-quantitative basis, by the determination of the binding of
'B[Tyr-Al4-insulin to the serum fraction precipitated by the polyethylene glycol
(PEG) (gamma globulins).

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents 96 Test Kit Colour Reconstitution
Code
125 1 vial red Add 10 ml distilled
Ag °1
1 ml water
74 kBq

TRACER: '®lodine labelled
INSULINE in phosphate buffer
with bovine serum albumin ,
thymol and sodium azide (<0.1%)

3 Vi}a'ls yellow | Add 1ml distilled water
lyophilised

Controls -N=1to0 3
(see exact values on vial labels) in
human serum with thymol

PEG 1 vial green
105 ml

Ready for use

PEG: Polyethylene glycol (16%)
in phosphate buffer with bovine
serum albumin, Tween 20 and
sodium azide (0.5%)

Negative Control: The first control contains no anti-insulin antibodies. It allows
the determination of the non-specific tracer binding.

Positive Controls: The two other controls respectively contain low and high
levels of bovine free anti-insulin antibodies.

VI.  SUPPLIESNOT PROVIDED

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

1. Distilled water

2. Pipettes for delivery of: 100 pl and 1 ml (the use of accurate pipettes with

disposable plastic tips is recommended)

Disposable polystyrene tubes (12 x 75 mm)

Plastic or aluminium foil

Incubator at 37°C

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Centrifuge operating at 1500 g

Aspiration system (optional)

0. Any gamma counter capable of measuring '*’I may be-used (minimal yield
70%).
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VII. REAGENT PREPARATION

A. Tracers: Reconstitute the tracer with 10 ml distilled water.
B. Controls: Reconstitute the controls with 1 ml distilled water.

VIII. STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

- After reconstitution, tracer and controls are stable for 8 days at 2-8°C.
For longer storage periods, aliquots should be made and kept at —20°C for
maximum 3 months. Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

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

IX.  SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

- Serum or plasma samples must be kept at 2-8°C.

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

- After thawing, the samples should be mixed and centrifuged.

X. PROCEDURE

A. Handling notes
Do not use the kit or components beyond expiry date.
Do not mix materials from different kit lots.
Bring all the reagents to room temperature prior to use.
Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
Use a clean disposable pipette tip for addition of each different reagent and
sample in order to avoid cross-contamination. High precision pipettes or
automated pipetting equipment will improve the precision.
Respect the incubation times.
Prepare a calibration curve for each run, do not use data from previous runs.

B. Procedure

Label polystyrene tubes in duplicate for each control, sample and total

counts.

2. Briefly vortex controls and samples and dispense 100ul of each into the
respective tubes.

3. Dispense 100 pl of *Todine labelled Insuline into each tube, including the
tubes for total counts.

4.  Shake the tube rack gently by hand to liberate any trapped air bubbles.

5. Cover the tubes (with plastic or aluminium foil) and incubate for 2 hours at
37°C.

6.  Add 1 ml of the PEG solution (at room temperature) into each tube, except
the total counts. Briefly vortex the tubes:

7. Incubate for 15 minutes at room temperature.

8. Centrifuge for 15 minutes at 1500 g." The use of a refrigerated centrifuge is
not necessary, provided that the temperature does not rise up to 25°C.

9. Immediately aspirate (or decant) the supernatants carefully from each tube
(except total counts). Be careful not to disturb the precipitate.

10. Count tubes in a gamma, counter for 60 seconds.

—

Xl.  CALCULATION OF RESULTS

—

Calculate the mean of duplicate determinations.
2. Calculate the bound radioactivity as a percentage of the total counts
according to the following formula :

Counts (Control or sample) 1

B/T (%) = x100
Total Counts

XIl.  TYPICAL DATA

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

AIA cpm B/T (%)

Total count 33780

Controls:

Negative Control 1265 3.7
Low Positive Control 6877 20.4
High Positive Control 19435 57.5
Sample 1 4054 12.0
Sample 2 7904 23.4
Sample 3 12363 36.3

XI11. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Precision

INTRA-ASSAY PRECISION INTER-ASSAY PRECISION

Serum N <X>=+SD Ccv Serum N <X>=+SD Ccv
(B/T x100) (%) (B/T x 100) (%)
A 15 32+£04 12.5 A 38 35+£0.7 20
B 15 20.4£0.6 29 B 38 208+ 1.0 4.8
C 15 59.6£ 1.0 1.6 38 60.0£2.0 33

SD: Standard Deviation; CV: Coefficient of variation



XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL

- If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
which should be kept frozen in aliquots.

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

XV. REFERENCE INTERVALS

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

The assay was performed on 80 sera of patients who never received insulin
therapy. The observed binding percentage of '**I-Tyr-A14-human-insulin was the
following: 5.5 % + 0.9 % (mean value + 1 standard deviation). Consequently,
one can consider that a binding percentage of '*’I-Tyr-Al14-human-insulin higher
than the mean value + 3 standard deviations (8.2 %) corresponds to the presence
of circulating anti-insulin antibodies.

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

This kit contains '*°I (half-life: 60 days) ,emitting ionizing X (28 keV) and y (35.5
keV) radiations. This radioactive product can be transferred to and used only by
authorized persons; purchase, storage, use and exchange of radioactive products
are subject to the legislation of the end user's country. In no case the product
must be administered to humans or animals. All radioactive handling should be
executed in a designated area. away from regular passage. A logbook for receipt
and storage of radioactive materials must be kept in the lab. Laboratory
equipment and glassware, which could be contaminated with radioactive
substances, should be segregated to prevent cross contamination of different
radioisotopes.

Any radioactive spills must be cleaned immediately in accordance with the
radiation safety procedures. The radioactive waste must be disposed of following
the local regulations and guidelines of the authorities holding jurisdiction over the
laboratory. Adherence to the basic rules of radiation safety provides adequate
protection.

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

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

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

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics,in‘the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.

XVII. BIBLIOGRAPHY

1. ASLIN C.M., HARTOG M. and GOLDIE D.J. (1978)
The relationship between circulating free and bound insulin, insulin
antibodies, insulin dosage and diabetic control in insulin treated

diabetics.
Acta Endocrinologica 87, 330-338.

2. BAXTER R.C., YVE D.K. and TURTLE T.R. (1976)
Equilibrium binding studies of insulin antibodies in diabetic subjects.
Clin. Chem. 2217, 1089-1094.

3. DECKERT T. and GRUNDALL E. (1970)
The antigenicity of pig insulin.
Diabetologia 6,15-20.

4, DESBUQUOIS B. and AURBACH G.D. (1971)
Use of polyethylene glycol to separate free and antibody-bound
peptides hormones in radioimmunoassays.
J. Clin. Endocrinol. Metab. 33: 732-38.

5. DIXON K. (1974)
Measurement of antibodies to insulin in serum.
Clin. Chem. 20/10, 1275-1281.

6. DIXON K., EXON P.D. and MALINS H. (1975)
Insulin antibodies and the control of diabetes.
Quarterly Journal of Medicine, New Series, XLIV, nl] 176, 543-53.

7. WALDHAUSL, W.K., BRATUSCH-MARRAIN P., KRUSE V., JENSEN
Y., NOWOTNY Y. and VIERHAPPER H. (1985)
Effect of insulin antibodies on insulin pharmacokinetics and glucose
utilization in insulin-dependent diabetic patients.
Diabetes 34: 166-173.

8. CHRISTIANSEN A.H. (1973)
Radioimmunoelectrophoresis in the determination of insulin binding
to IgG. Methodological studies.
Horm. Metab. Res. 5: 147-154.

9. FALHOLT K., HOSKAM J.AM., KARAMANOS B.G., SUSSTRUNK
H., VISWANATHAN M. and HEDING L.G. (1983)
Insulin-specific IgE in serum-of 67 diabetic patients against human
insulin (NOVO), porcine; insulin, and bovine insulin. Four cases
reports.
Diabetes care 6: 61465

10.  FINEBERG S:E., GALLOWAY J.A., FINEBERG N.S. and GOLDMAN
J. (1983)
Effects ‘of species of origin, purification levels and formulation on
insulin immunogenicity.
Diabetes 32:592-599.

11.% FINEBERG S.E., GALLOWAY J.A., FINEBERG N.S., RATHBUN M.J.
and HUFFERD 8. (1983)
Immunogenicity of recombinant DNA human insulin.
Diabetologica 25: 465-469.

XVIII. SUMMARY OF THE PROTOCOL

TOTAL COUNTS SAMPLE(S)

pl CONTROLS
nl

Samples, controls - 100
Tracer 100 100
Incubation 2 hours at 37°C
PEG - 1000
Incubation 15 minutes at room temperature
Centrifugation 15 minutes at 1500 g
Separation Aspirate supernates
Counting Count tubes for 60 seconds
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Lire entiérement le protocole avant utilisation.

ATA-100

. BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunologique pour la mesure quantitative in vitro des anticorps anti-
insuline libres (AIA) dans le sérum ou le plasma humain.

I1. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource AIA-100 kit
B. Numéro de catalogue: KIP0091: 100 tests

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

Pour une assistance technique ou une information sur une commande :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.90

[1l. CONTEXTE CLINIQUE

A. Activités biologiques
La présence des anticorps anti-insuline circulants (AIA) dans des diabétiques traités avec de I’insuline a déja
été découverte en 1955. Les préparations d’insuline trés purifiées qui existent aujourd’hui sont moins
immunogéniques que certaines préparations moins pures qui étaient utilisées auparavant. L’insuline bovine
est plus immunogénique que ’hormone porcine. De méme, il est reconnu que 1’ AIA peut se développer dans
des patients qui sont traités.avec de I’insuline humaine.
La détermination des ‘anticorps anti-insuline circulants a une importance clinique pour les raisons suivantes:
§ La présence des anticorps anti-insuline libres dans le plasma interfére avec la détermination de
I’insuline par un essai radio-immunologique;
§ A de-trés hautes valeurs, les anticorps anti-insuline peuvent induire un état de résistance contre
I’insuline;
§  Les anticorps anti-insuline peuvent influencer la qualité du contrdle glycémique, dans des patients
diabétiques, en prolongeant la demi-vie de I’insuline.

B. Applications cliniques

§ Evaluation de la présence d’anticorps anti-insuline libres avant la détermination des taux en
insuline, par essai radio-immunologique, dans des patients qui ont déja eu une thérapie d’insuline;

§  Evaluation des états de résistance contre 1’insuline;

§ Moyen de diagnostic pour des piqires d’insuline clandestines (hypoglycémie artificiellement
induite par I’insuline);

§  Suivre I’évaluation des anticorps anti-insuline, dans les patients qui regoivent les préparations
d’insuline humaine formulée récemment (nouveaux cas; patients dans lesquels un traitement avec
de I’insuline porcine ou bovine a été remplacé par I’administration de I’insuline humaine).



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

La présence des anticorps anti-insuline circulants dans des diabétiques traités avec
de I’insuline est déterminée a base semi-quantitative, par la détermination de la
liaison de Iinsuline '*I-Tyr-A14 4 la fraction sérique précipitée par le glycol
polyéthyléne (PEG) (globulines gamma).

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 Tests Code Reconstitution
couleur
125 1 flacon rouge Ajouter 10 ml d’eau
Ag 1 P
1 ml distillée
74 kBq

TRACEUR: Insuline marquée a
I"®lodine dans un tampon
phosphate avec de I’albumine
bovine et de 1’azide de sodium
(<0,1%)

3 flacons Jaune Ajouter 1 ml d’eau
lyophilisés distillée

Controles -N=1ou 3
dans du sérum humain avec du
thymol

PEG 1 flacon Vert
105 ml

Prét a I’emploi

PEG: Glycol Polyéthyléne (16%)
dans un tampon phosphate avec de
I’albumine bovine, Tween 20 et
de I’azide de sodium (0.5 %)

Controle négatif: le premier controle ne contient pas d’anticorps anti-insuline. Il
permet la détermination de la liaison de traceur non-spécifique.

Controles positifs: les deux autres contrdles contiennent respectivement des taux
bas et élevés en anticorps anti-insuline bovins.

VI. MATERIEL NON FOURNI

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

1. Eau distillée

2. Pipettes pour distribuer: 100 pl et 1 ml (Iutilisation de pipettes précises et

de pointes jetables en plastique est recommandée)

Tubes en polystyréne jetables (12 x 75 mm)

Papier aluminium ou en plastique

Incubateur a 37°C

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Centrifuge qui marche a 1500 g

Systéme d’aspiration

0. Tout compteur gamma capable de mesurer 1’1251 peut étre utilisé
(rendement minimum 70%).
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VII. PREPARATION DES REACTIEFS

A. Traceur: Reconstituer le traceuravec 10 ml d’eau distillée.
B. Controles : Reconstituer les controles avec 1 ml d’eau distillée.

VIIlI. STOCKAGE ET DATE D’'EXPIRATION DESREACTIFS

- Avant I’ouverture ou la reconstitution, tous les composants de la trousse
sont stables jusqu’a la date d’expiration, indiquée sur 1’étiquette, si la
trousse est conservée entre 2 et 8°C.

- Aprés reconstitution, le traceur et les contréles sont stables pendant 8 jours
entre 2 et 8°C. Pour de plus longues périodes de stockage, des aliquots
devront étre réalisés et ceux-ci seront gardés a —20°C. Eviter des cycles de
congélation et décongélation successifs.

- Des altérations dans 1’apparence physique des réactifs de la trousse
peuvent indiquer une instabilité ou une détérioration.

IX.  PREPARATION ET STABILITE DE L'ECHANTILLON

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

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

- Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

- Aprés la décongélation, les échantillons doivent étre mélangés et puis
centrifugés.

X. MODE OPERATOIRE

A. Notes de manipulation
Ne pas utiliser la trousse ou ses composants apres avoir dépassé la date
d’expiration. Ne pas mélanger du matériel provenant de trousses de lots
différents.  Mettre tous les réactifs a température ambiante avant
utilisation.
Meélanger a fond tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce.
Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour ’addition de chaque réactif et échantillon.
Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’augmenter la précision. Respecter les temps d’incubation.
Préparer une courbe de calibration pour chaque nouvelle série
d’expériences, ne pas utiliser les données d’expériences précédentes.

B. Mode opératoire

1. Identifier un tube en polystyréne pour chaque échantillon, controle et les
comptages totaux.

2. Agiter au vortex briévement les échantillons et les contrdles. Puis

distribuer 100 pl de chacun d’eux dans leurs tubes respectifs.
3. Distribuer 100ul de I’ Insulin marquée a 1’ 125Iodine dans chaque tube, y
compris les tubes sans anticorps pour la détermination de I’activité totale.

4, Agiter gentiment le portoir de tube pour libérer toute bulle d’air
emprisonnée.

5. Couvrir les tubes (avec du papier aluminium ou en plastique) et incuber
pendant 2 heures a 37°C.

6. Ajouter 1 ml de la solution PEG (a température ambiante) a chaque tube,
saufles comptages totaux. Vortexer les tubes briévement.

7. Incuber pendant 15 minutes a température ambiante..

8. Centrifuger pendant 15 minutes a 1500 g. L’utilisation d’un centrifuge
réfrigéré n’est pas nécessaire, si la température ne dépasse pas 25°C.

9. Aspirer (ou décanter)immédiatement avec précaution les supernatants de

chaque tube (sauf les‘comptages totaux). Ne pas déranger le précipité.
10.  Placer les tubes'dans un compteur gamma pendant 60 secondes pour
quantifier la radioactivité.

Xl. . CALCUL DES RESULTATS

1. Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.
2) Calculer la radioactivité liée comme un pourcentage des comptages totaux
selon la formule suivante:

Counts (Control or sample) <100
Total Counts

B/T (%) =

XIl. DONNEESTYPES

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

AIA cpm B/T (%)

Activité totale 33780

Controles:

Contréle négatif 1265 37
Controle Positif Bas 6877 20,4
Controle Positif Elevé 19435 57,5
Echantillon 1 4054 12,0
Echantillon 2 7904 23,4
Echantillon 3 12363 36,3

XIll. PERFORMANCE ET LIMITESDU DOSAGE

Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI

Sérum N <X>+SD CvV Sérum N <X>+SD Cv
(B/T x 100) (%) (B/T x 100) (%)
A 15 32+04 12,5 A 38 3,5+0,7 20
B 15 20,4+ 0,6 2,9 B 38 20,8+ 1,0 4.8
C 15 59,6+ 1,0 1,6 C 38 60,0+ 2,0 33

SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation



XIV. CONTROLE QUALITE INTERNE

- Chaque laboratoire est libre de faire ses propres stocks d’échantillons
contrdles, lesquels doivent étre congelés aliquotés.

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

XV. VALEURSATTENDUES

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

Le test a été effectué sur 80 sérums de patients qui n’avaient jamais eu de thérapie
d’insuline. Le pourcentage de liaison de I'insuline humaine '*I-Tyr-Al14 était:
5,5% + 0,9% (valeur moyenne = 1 déviation standard). Par conséquent, on peut
dire qu’un pourcentage de liaison de I'insuline humaine '*I-Tyr-A14 plus élevé
que la valeur moyenne + 3 déviations standard (8,2%) correspond a la présence
d’anticorps anti-insuline circulants.

XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de '>’I (demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive
émettant des rayonnements ionisants X (28 keV) ety (35.5 keV).

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

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

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

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

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

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

ACTIVITE TOTALE

ECHANTILLON(S)
(u CONTROLES

(uh)
Echantillons, contrdles - 100
Traceur 100 100
Incubation 2 heures at 37°C
PEG - 1000
Incubation 15 minutes a temperature ambiante
Centrifugation 15 minutes a 1500 g
Separation Aspirer le supernatant
Comptage Temps de comptage des tubes : 60 secondes

(radioactivité)
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

ATA-100

VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fiir die quantitative in vitro Bestimmung von humanen freien Anti-Insulin-
Antikdrpern (AIA) in Serum und Plasma.

A.

ALLGEMEINE INFORMATION
Handelsbezeichnung : DIAsource AIA-100 Kit
Katalognummer : KIP0091 : 100 Tests

Hergestellt von: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Fiir technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.90
Fiir Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00.85 74 - Kostenfreie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasource.be

KLINISCHER HINTERGRUND

A. Biologische Aktivitit

Die Anwesenheit von zirkulierenden Anti-Insulin-Antikérpern (AIA) bei mit Insulin behandelten
Diabetikern wurde schon 1955 erkannt. Die hoch reinen Insulinzubereitungen, die heute zur Verfligung
stehen, sind weniger immunogen als einige der frither verwendeten, weniger reinen Zubereitungen.
Rinderinsulin ist immunogener als das Hormon vom Schwein. Weiters wurde erkannt, dass AIA sich in
Patienten entwickeln kénnen, die mit Humaninsulin behandelt werden.

Die Bestimmung «won " zirkulierenden Anti-Insulin-Antikdrpern ist aus den folgenden Griinden von
klinischer Bedeutung:

§

§

§

B.
8

Die~Anwesenheit von freien Anti-Insulin-Antikdrpern im Plasma interferiert mit der
Bestimmung von Insulin im Radio-Immunoassay;

Bei sehr hohen Titern kdnnen die Anti-Insulin-Antikorper einen Zustand von Insulinresistenz
induzieren;

Anti-Insulin-Antikorper konnen die Qualitit der glykdmischen Kontrolle bei Diabetikern
beeinflussen, da sie die Halbwertszeit von Insulin verldngern.

Klinische Anwendungen

Beurteilung der Anwesenheit von freien Anti-Insulin-Antikdrpern vor der Bestimmung des
Insulinspiegels durch Radio-Immunoassay bei Patienten, die frither schon mit Insulin
therapiert wurden;

Beurteilung von Insulinresistenzzustinden;

In Kombination mit der Diagnose von unzuldssigen Insulininjektionen (kiinstliche Insulin-
induzierte Hypoglykdmie);

Kontrolle der Beurteilung von Anti-Insulin-Antikdrpern bei Patienten, die die neu
zusammengesetzten Humaninsulinzubereitungen erhalten (neue Fille; Patienten, bei denen
eine frilhere Behandlung mit Insulin vom Schwein oder Rind durch die Verabreichung von
Humaninsulin ersetzt wird).

de


mailto:ordering@diasource.be

IV. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Die Anwesenheit von zirkulierenden Anti-Insulin-Antikorpern bei mit Insulin
behandelten Diabetikern wird auf einer semi-quantitativen Basis beurteilt, und
zwar durch die Bestimmung der Bindung von '*I-Tyr-Al4-Insulin an die
Serumfraktion, die durch das Polyethylenglykol (PEG) (Gammaglobuline)
ausgefallt wurde.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenz 100 Test Kit | Farbcode Rekonstitution
1 Gefal} Rot 10 ml dest. Wasser
1 ml zugeben
Tracer : '“lod markiertes Insulin 74 kBq

in Phosphatpuffer mit
Rinderserumalbumin mit thymol
und Azid (<0,1%)

3 Gefile Gelb 1 ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben

Kontrollen : N = 1 oder 3 (genaue
Werte auf GefaB-Etiketten)
in Humanserum und thymol

PEG 1 Gefal Griin gebrauchsfertig
105 ml
PEG: Polyethylenglykol (16%) in
Phosphatpuffer mit
Rinderserumalbumin, Tween 20
und Azid (0,5%)

Negative Kontrolle: Die erste Kontrolle enthalt keine Anti-Insulin-Antikérper.
Sie ermdglicht die Bestimmung der unspezifischen Tracer-Bindung.

Positive Kontrollen: Die beiden anderen Kontrollen enthalten respektive
niedrige und hohe Werte von bovinen Anti-Insulin-Antikorpern.

VI. ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1. Dest. Wasser

2. Pipetten: 100 pl und 1 ml (Verwendung von Prdzisionspipetten mit

Einwegplastikspitzen wird empfohlen)

Einwegpolystyrenréhrchen (12 x 75 mm)

Kunststoff- oder Aluminiumfolie

Inkubator bei 37°C

Vortexmixer

Magnetriihrer

Zentrifuge (1.500 g)

Absaugsystem (optional)

0. Jeder Gamma-Counter, der '**I messen kann, kand verwendet werden.
Maximale Messeffizienz sollte gewahrleistet sein.
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VIl. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

A. Tracer: Rekonstituieren Sie die Tracer mit 10 ml dest. Wasser.
B. Kontrollen: Rekonstituieren Si¢ die Kontrollen mit 1 ml dest. Wasser.

VIIlI. AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

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

- Nach der Rekonstitution sind Kontrollen bei 2 bis 8°C 8 Tage stabil. Fiir
eine lingere Aufbewahrung fiir bis zu 3 Monaten sollten diese Reagenzien
aliquotiert und bei —20°C eingefroren werden. Vermeiden Sie wiederholtes
Einfrieren und Auftauen.

- Verdnderungen im Aussehen der Kitkomponenten konnen auf Instabilitit
bzw. Zerfall hindeuten.

IX.  PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

- Serum- und Plasmaproben miissen bei 2-8 °C aufbewahrt werden.

- Falls der Test nicht innerhalb von 24 Std. durchgefiihrt wird, miissen die
Proben bei —20°C aufgehoben werden.

- Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

- Nach dem Auftauen miissen die Proben gemischt und zentrifugiert
werden.

X  .DURCHFUHRUNG

A. Bemerkungen zur Durchfiihrung
Verwenden Sie den Kit oder dessen Komponenten nicht nach dem
Ablaufdatum. Vermischen Sie nie Materialien von unterschiedlichen Kit-
Chargen. Bringen Sie alle Reagenzien vor der Verwendung auf
Raumtemperatur.
Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schiitteln
oder Riihren. Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um
Kreuzkontamination zu vermeiden.
Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhohen die
Prézision. Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.
Erstellen Sie fiir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von fritheren Durchldufen.

B. Durchfiihrung

Beschriften Sie die Polystyrenréhrchen zweimal fiir jede Kontrolle, Probe

und Gesamt.

2. Vortexen Sie Proben und Kontrollen kurz und geben Sie 100 pl von jedem
in ihre Rohrchen.

3. Geben Sie 100 pl des '*I-markierten Insulin in jedes R&hrchen
einschlieBlich der unbeschichteten Rohrchen fiir die Gesamtaktivitit.

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

5. Decken Sie die Rohrchen (mit Kunststoff- oder Aluminiumfolie) ab und
inkubieren Sie 2 Stunden bei 37°C.

6. Pipettieren Sie 1 ml der PEG-Losung (bei Raumtemperatur) in jedes
Rohrchen, auBer Gesamt. Rohrehen kurz vortexen.

7. Inkubieren Sie 15 Minuten-bei Raumtemperatur.

8. Zentrifugieren Sie 15/Minuten lang auf 1.500 g. Die Verwendung einer
gekiihlten Zentrifuge ist nicht erforderlich, wenn die Temperatur nicht auf
liber 25°C steigt:

9. Saugen Sie di¢ Uberstinde sofort von jedem Réhrchen ab (auBer Gesamt)
- auch Dekantieren ist moglich. Achten Sie darauf, das Prazipitat nicht zu
storen.

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

—

Xl BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.
Berechnen Sie die gebundene Radioaktivitit als Prozentsatz von Gesamt
nach folgender Formel:

N —

Counts (Control or sample) 1

B/T (%) = x100
Total Counts

XIl.  TYPISCHE WERTE

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

AIA cpm B/T (%)

Gesamtaktivitat 33780

Kontrollen:

Negative Kontrolle 1265 3,7
Niedrige Positive Kontrolle 6877 20,4
Hohe Positive Kontrolle 19435 57,5
Probe 1 4054 12,0
Probe 2 7904 23,4
Probe 3 12363 36,3

XIII. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

Prazision

INTRA-ASSAY PRAZISION INTER-ASSAY PRAZISION

<X>=+SD Ccv Serum N
(B/T x100) (%)

<X>+SD cv
(B/T x 100) (%)

Serum N

A 15| 32£04 | 125 A 38 3,5+07 20
B 15 | 204+06 | 29 B 38 20,8+ 1,0 48
C 15 | 59,6+1,0 1,6 C 38 60,0 % 2,0 33

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient



XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

- Falls zusitzliche Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen
eigenen Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte.

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

XV. ZUERWARTENDER BEREICH

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

Der Assay wurde an 80 Seren von Patienten durchgefiihrt, die noch nie eine
Insulinbehandlung erhalten hatten. Der beobachtete Bindungsprozentsatz von '*°I-
Tyr-Al4-Humanlnsulin  betrug 5,5% + 0,9% (Durchschnittswert + 1
Standardabweichung). Daher kann man davon ausgehen, dass ein
Bindungsprozentsatz von '-Tyr-Al4-HumanInsulin liber dem
Durchschnittswert + 3 Standardabweichungen (8,2%) die Anwesenheit von
zirkulierenden Anti-Insulin-Antikdrpern angibt.

XVI. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthlt '*I (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende X (28 keV) und
v (35.5 keV) Strahlungen emittiert. Dieses radioaktive Produkt kann nur an
autorisierte Personen abgegeben und darf nur von diesen angewendet werden;
Erwerb, Lagerung, Verwendung und Austausch radioaktiver Produkte sind
Gegenstand der Gesetzgebung des Landes des jeweiligen Endverbrauchers. In
keinem Fall darf das Produkt an Menschen oder Tieren angewendet werden.

Der Umgang mit radioaktiven Substanzen sollte fern von Durchgangsverkehr in
einem speziell ausgewiesenen Bereich stattfinden. Ein Logbuch fiir Protokolle
und Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausriistung und die
Glasbehilter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden konnen,
miissen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radioisotopen zu verhindern.

Verschiittete radioaktive Substanzen miissen sofort den Sicherheitsbestimmungen
entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfille miissen entsprechend den
lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fiir das Labor zustindigen Behorden
gelagert werden. Das Einhalten der Sicherheitsbestimmungen fiir den Umgang
mit radioaktiven Substanzen gewahrleistet ausreichenden Schutz.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit européischen und
in den USA erprobten FDA-Methoden getestet, sic waren negativ fiir HBsAg,
anti-HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode kann jjedoch
vollkommene Sicherheit dariiber liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht
Hepatitis, AIDS oder andere Infektionen {ibertragen. Deshalbsollte 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 Landern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde. Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen
enthalten, als potentiell ansteckend behandelt werden.

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

Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Threm Arbeitsbereich, und verwenden
Sie keine Kosmetika. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Tragen Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.
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XVIII.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

GESAMT- PROBE(N)-
AKTIVITAT KONTROLLEN
(ub) (ul)
Proben, Kontrollen - 100
T 100 100
racer
Inkubation 2 Std. Bei 37°C
PEG - 1000
Inkubation 15 Minuten bei Raumtemperatur
Zentrifugation 15 Minuten bei 1500 g
Separation Uberstand absaugen
Auswertung Messen der Rohrchen 60 Sekunden
DIAsource Katalognummer : Beipackzetiel- Nl}mmer der
KIPOO91 nummer : Originalausgabe :
1700439/de 110217/1

Revisionsdatum: 2011-02-17
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Lees het hele protocol voor gebruik.

ATA-100

BEOOGD GEBRUIK

Radioimmunoassay voor de kwantitatieve bepaling in vitro van menselijke vrije anti-insuline
antilichamen (AIA) in serum en plasma.

ALGEMENE INFORMATIE
Gedeponeerd handelsmerk:  DIAsource AIA-100 kit
Catalogusnummer: KIP0091: 100 testen.

Geproduceerd door: DIAsource ImmunoAssays.S.A.

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

Voor technische assistentie of voor bestelinformatie
kunt u contact opnemen met :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.90

KLINISCHE ACHTERGROND

A. Biologische activiteiten

De aanwezigheid van circulerende‘anti-insuline antilichamen (AIA) bij diabetici die behandeld worden
met insuline is reeds in 1955 ontdekt. De hoogst gepurifi€erde insulinepreparaten die nu beschikbaar
zijn, zijn minder immunogeen ‘dan sommige, minder zuivere preparaten die vroeger gebruikt werden.
Runderinsuline is meer immunogeen dan het varkenshormoon. Het wordt eveneens erkend dat AIA
ontwikkeld kan worden bij patiénten die behandeld worden met humaan insuline.

De bepaling van de circulerende anti-insuline antilichamen is van klinisch belang omwille van de
volgende redenen:

§
§
§

B.
§

De aanwezigheid van vrije anti-insuline antilichamen in plasma komt tussen bij de bepaling
van insuline door een radioimmunoassay;

Bij heel hoge waarden kunnen de anti-insuline antilichamen een toestand van insuline
resistentie induceren;

Anti-insuline antilichamen kunnen de kwaliteit van de glycemische controle beinvloeden bij
diabetici door verlenging van het halfleven van insuline.

Klinische toepassingen

Evaluatie van de aanwezigheid van vrije anti-insuline antilichamen voor de bepaling van de
insulinegehaltes, door radioimmunoassay, bij patiénten die voorgaande insulinetherapie
ondergaan hebben;

Evaluatie van de toestanden van insuline resistentie;

Hulp bij de diagnose van clandestiene insuline injecties (kunstmatige insuline-geinduceerde
hypoglycemie);

Opvolgen van de evaluatie van anti-insuline antilichamen, bij patiénten die nieuw
geformuleerde humane insuline preparaten ontvangen (nieuwe gevallen; patiénten bij wie een
voorgaande behandeling met varkens- of runderinsuline vervangen is door de toediening van
humaan insuline).



1V.  BESCHRIJVING VAN DE METHODE

De aanwezigheid van circulerende anti-insuline antilichamen in diabetici die
behandeld worden met insuline wordt ingeschat op een semi-kwantitatieve basis
door de bepaling van de binding van '*I-Tyr-Al4-insuline aan de serumfractie
neergeslagen door polyethyleen glycol (PEG) (gamma globulines).

V. GELEVERDE REAGENTIA

Reagens Kit voor Kleur- Reconstitutie
96 testen code
Ag 1257 1 flacon Rood 10 ml gedestilleerd
1 ml water toevoegen
74 kBq

Tracer : Insuline gelabeld met
1%j00d in fosfaat buffer met
bovien serum albumine, thymol en

azide (< 0,1%)

CONTROL 3 flacons, geel 1 ml gedestilleerd water

evries- toevoegen
Controles : N =1 of 3 (zie de & g

droogd
exacte waarden op de
flaconetiketten)
in humaan serum met thymol
PEG 1 flacon groen Klaar voor gebruik
105 ml

PEG: Polyethyleen glycol (16%) )
in fosfaat buffer met bovien serum
albumine, Tween 20 en azide (
0,5%)

Negatieve Controle: de eerste controle bevat geen anti-insuline antilichamen.
Het maakt de bepaling mogelijk van de niet specifieke tracerbinding.

Positieve Controles: de twee andere controles bevatten respectievelijk lage en
hoge gehaltes van runds anti-insuline antilichamen.

VI. NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN

De volgende materialen zijn noodzakelijk maar worden niet meegeleverd met de

kit:

1. Gedestilleerd water.

2. Pipetten voor een volume van 100 pl en 1 ml (het gebruik, van

nauwkeurige pipetten met plastic wegwerptips wordt aanbevolen).

Wegwerpbuisjes van polystyreen (12 x 75 mm)

Plastic of aluminium folie

Incubator bij 37°C

Vortexmenger.

Magnetische roerder.

Centrifuge die werkt bij 1500 g

Afzuigsysteem (facultatief).

0.  Een gammateller die geschikt is voor de bepaling van 1251. Een maximale
telefficiéntie moet worden gegarandeerd:

SV XN LW

VIlI. BEREIDING VAN HET REAGENS

A. Tracer: Reconstitueer de tracer met 10 ml gedestilleerd water.
B.  Controles: Reconstitueer de controles met 1 ml gedestilleerd water.

VIIlI. OPSLAGEN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

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

- Na reconstitutie zijn de tracer en controles gedurende 8 dagen houdbaar bij
2 tot 8°C. Voor een langere bewaartermijn moeten aliquots gemaakt
worden, die bij -20°C bewaard moeten worden. Vermijd herhaalde
invriezing en ontdooiing.

- Wijzigingen in het fysieke aspect van kitreagentia kunnen wijzen op
instabiliteit of op een kwaliteitsvermindering.

IX.  MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

- Serum en plasma monsters moeten bij 2-8°C bewaard worden.

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

- Vermijd herhaalde invriezing en ontdooiing.

- Na het ontdooien moeten de stalen gemengd en gecentrifugeerd worden.

X. PROCEDURE

A. Opmerkingen bij de procedure
Gebruik de kit of de componenten niet langer dan de aangegeven
vervaldatum. Materialen van kits van verschillende loten mogen niet
gemengd worden. Laat alle reagentia op kamertemperatuur komen voor
gebruik.
Meng alle reagentia en monsters goed door ze voorzichtig te bewegen of
door er voorzichtig mee te draaien. Om kruisbesmetting te vermijden,
moet een propere wegwerpbare pipettip gebruikt worden voor toevoeging
van elk reagens en monster.
Pipetten met een grote precisie of geautomatiseerde pipetteerapparatuur
zullen de precisie verhogen. Respecteer de incubatietijden.
Bereid een kalibratiecurve voor elke run; men mag geen gegevens
gebruiken van voorafgaande runs.

B. Procedure

1. Label duidelijk één polystyreen tube voor elk staal, elke controle en de
totaaltellingen.

2. Vortex de monsters en controles gedurende korte tijd en distribueer 100 pl
van elk in het desbetreffende buisje.

3. Distribueer 100 pl tracer in elke tube, ook de totaaltellingen.

4. Schud het rek met de buisjes voorzichtig zodat eventuele ingesloten
luchtbellen vrijkomen.

5. Bedek de buisjes (met plastic of aluminium folie) en incubeer gedurende 2
uur bij 37°C.

6.  Voeg 1 ml PEG oplossing/(bij kamertemperatuur) toe aan elk buisje,
behalve de totaaltellingen. Vortex de buisjes even.

7. Incubeer gedurende 15 minuten bij kamer temperatuur.

8. Centrifugeer gedurende 15 minuten bij 1500 g. Het gebruik van een
gekoelde centrifuge/is-nict noodzakelijk, voorzien dat de temperatuur niet
boven de 25°C stijgt.

9.  Aspireer (of decanteer) onmiddellijk de supernatanten zorgvuldig van elk
buisje (behalvede totaaltellingen). Let erop het bezinksel niet te verstoren.

10. Tel de-buisjes in een gammateller gedurende 60 seconden.

Xl. _BEREKENING VAN DE RESULTATEN

1./ Bereken het gemiddelde voor de bepalingen in duplo.
2. Bereken de gebonden radioactiviteit als het percentage van de
totaaltellingen volgens de volgende formule:

Counts (Control or sample) 1

B/T (%) = x100
Total Counts

XIl.  KENMERKENDE GEGEVENS

De volgende gegevens dienen enkel ter illustratie en mogen in geen geval
gebruikt worden ter vervanging van de real time kalibratiecurve.

AIA cpm B/T (%)

Totaaltelling 33780

Controles:

Negatieve Controle 1265 3,7
Lage Positieve Controle 6877 20,4
Hoge Positieve Controle 19435 57,5
Monster 1 4054 12,0
Monster 2 7904 23,4
Monster 3 12363 36,3

XI1. EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN

Precisie
PRECISIE BINNEN EEN TEST PRECISIE TUSSEN TESTEN
Serum N <X>=+SD vVC Serum N <X>=+SD vC
(B/T x100) (%) (B/T x 100) (%)
A 15 32+04 12,5 A 38 35+£0,7 20
B 15 20,4+ 0,6 29 B 38 20,8+ 1,0 4.8
C 15 59,6 £ 1,0 1,6 C 38 60,0 £ 2,0 33

SD: standaarddeviatie; VC: variatiecoéfficiént



XIV. INTERNE KWALITEITSCONTROLE

- Indien gewenst, kan elk laboratorium zijn eigen pools voor
controlemonsters maken, die dan in aliquots bewaard moeten worden in de
diepvriezer.

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

XV. REFERENTIE-INTERVALS

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

De test werd uitgevoerd op 80 sera van patiénten die nooit insulinetherapie
ondergaan hebben. Het geobserveerde bindingspercentage van '*’I-Tyr-Al4-
humaan insuline was als volgt: 5,5% + 0,9% (gemiddelde waarde + 1 standaard
deviatie). Bijgevolg kan men stellen dat een bindingspercentage van '*’I-Tyr-
Al4- humaan insuline hoger dan de gemiddelde waarde + 3 standaarddeviaties
(8,2%) overeenkomt met de aanwezigheid van circulerende anti-insuline
antilichamen.

XVI. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitsluitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

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

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

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

De componenten, afkomstig van menselijk bloed, in deze kit werden getest door
in Europa goedgekeurde en/of door de Amerikaanse FDA goedgekeurde
methoden op aanwezigheid van HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 en2\en gaven een
negatief resultaat. Geen enkele bekende methode kan echter volledige garantie
bieden dat derivaten van menselijk bloed geen hepatitis, aids, of andere infecties
overdragen. Daarom moet men reagentia, serum- of plasmamonsters behandelen
in overeenstemming met de plaatselijke veiligheidsprocedures.

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

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

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

TOTAAL-TELLINGEN MONSTER(S)
(nh CONTROLES
(uh)
Monsters, controles - 100
Tracer 100 100
Incubatie 2 uur bij 37°C
PEG - 1000
Incubatie 15 minuten bij kamer temperatuur
Centrifugatie 15 minuten aan 1500 g
Separatie Aspireer de supernatant
Telling Tel buisjes gedurende 60 seconden
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Leer el protocolo completo antes de usar.

ATA-100

INSTRUCCIONES DE USO

Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa in vitro de los anticuerpos anti-insulina libres
(AIA) humanos en suero y plasma.

INFORMACION GENERAL
Nombre: DIAsource AIA-100 Kit
Numero de Catalogo: KIP0091 : 100 tests

Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Para cuestiones técnicas y informacion sobre pedidos contactar :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax.: +32 (0)10 84.99.90

INFORMACION CLINICA

A. Actividades bioldgicas

La presencia de anticuerpos anti-insulina circulantes (AIA) en diabéticos tratados con la insulina ya es
conocida desde hace 1955. Las preparaciones muy puras que son disponibles ahora son menos
inmunogénicas que unas preparaciones /menos puras que fueron utilizadas antes. La insulina bovina es
mas inmunogénica que la hormona porcina. También ha sido descubierto que los AIA pueden
desarrollarse en pacientes tratados con la insulina humana.

La determinacion de los anticuerpos anti-insulina libres tiene una importancia clinica para :

§

§

§

B.
8

La presencia de los anticuerpos anti-insulina libres en plasma influencia la determinacion de
insulina por radiolmmunoensayo ;

Con valores (muy elevados, los anticuerpos anti-insulina pueden inducer un estado de
resistencia-a la insulina ;

Los anticuerpos anti-insulina puede influenciar la calidad del control glicémico, en pacientes
diabéticos, por la prolongacion de la vida media de la insulina.

Aplicaciones clinicas

Evaluacion de la presencia de los anticuerpos anti-insulina libres antes de la determinacion de
los niveles de insulina, por radioinmunoensayo, en pacientes que ya han experimentado una
terapia con insulina ;

Evaluacion de los estados de la resistencia a la insulina ;

Medio por el diagnostico de inyecciones con insulina clandestinas (hipoglicemia
artificialmente inducida por la insulina factitious insulin-induced hypoglycaemia);
Observacion de la evaluacion de los anticuerpos anti-insulina, en pacientes tratados con las
nuevas preparaciones de insulina humana (casos nuevos; pacientes con quienes un tratamiento
anterior con insulina porcina o bovina ha sido reemplazado por la administrcion de insulina
humana).

CS



IV. PRINCIPIOSDEL METODO

La presencia de los anticuerpos anti-insulina circulantes en diabéticos tratados
con insulina es determinada a base semi-cuantitativa, por la determinacion de la
ligacion de la insulina '*I-Tyr-A14 a la fraccion del suero precipitada por el
glicol polietileno (PEG) (gamma globulinas).

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Reactivos Kit 100 test Codigo Reconstitucion
de Color
Ag 1251 1 vial rojo Aiiadir 10 ml de
1 ml agua destilada

74 kBq
TRAZADOR:Insulin marcado con I'*®
en tampon fosfatico con albumen bovino,
timol y azida (<0,1%)

3 viales plateado | Anadir I ml de
liofilizados agua destilada

Controles - N =1 o 3 (mirar los valores
exactos en las etiquetas)
en suero humano y timol

PEG 1 vial verde Listo para uso

105 ml
PEG: Glicol Polietileno (16%) en tampon
fosfatico con albumen bovino, Tween 20
y azida (0,5%)

Control Negativo: el primer control no contiene anticuerpos anti-insulina.
Permite la determinacion de la ligacion al trazador no especifica.

Controles Positivos: los otros dos controles contienen respectivamente niveles
bajos y elevados de anticuerpos anti-insulina bovina.

VlI. MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

1. Agua destilada

2. Pipetas de 100m y 1 ml (Se recomienda el uso de pipetas precisas_con
puntas desechables de plastico)

Tubos polistirenos desechables (12 x 75 mm)

Hoja de plastico o de alumio

Incubador a 37°C

Vortex

Agitador magnético

Centrifugador a 1500 g

Sistema de aspiracion (opcional)

0.  Contador de radiaciones gamma para medir

SV XN LW

' (‘minima eficiencia 70%)

VII. PREPARACION REACTIVOS

A. Trazador: Reconstituir trazador con 10 ml de agua destilada.
B.  Controles: Reconstituir los controles con 1 ml de agua destilada.

VIIl. ALMACENAJE Y CADUCIDADESDE LOS REACTIVOS

- Antes de abrir 6 reconstituir todos los componentes de los kits son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan a 2-8°C.

- Después de su reconstitucion los calibradores y controles son estables
durante 8 dias a 2-8°C. Para periodos mas largos, alicuotar y guardar a —
20°C. Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

- Las alteraciones de los reactivos en el aspecto fisico pueden indicar
inestabilidad 6 deterioro.

IX. RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

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

- Si el ensayo no se realiza en 24 hrs., almacenar las muestras a —20°.

- Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

- Después de la descongelacion, las muestras deben ser mezcladas y
centrifugadas.

X.  PROTOCOLO

A. Notas de manejo
No utilizar el kit 6 componentes después de la fecha de caducidad. No
mezclar reactivos de diferente numero de lote. Llevar todos los reactivos a
temperatura ambiente antes de su uso.
Agitar municiosamente todos los reactivos y muestras, agitindolos o
girandolos suavemente. Con el fin de evitar ninguna contaminacion
utilizar puntas de pipetas desechables y limpias para la adicion de cada
reactivo y muestra.
El uso de pipetas de precision 6 equipamiento de dispensacion automatica
mejorara la precision. Respetar los tiempos de incubacion.
Preparar la curva de calibracion en cada ensayo, no utilizar los datos de un
ensayo previo.

B. Protocolo
Marcar los tubos polistirenos en duplicado para cada control, muestra y las
cuentas totales.

—

2. Agitar brevemente los muestras y controles y dispensar 100 m de cada uno
en sus respectivos tubos.

3. Dispensar 100 pl de Insulin marcadd con 1125 en cada tubo, incluyendo
los tubos descubiertos a las Cuentas Totales.

4, Agitar suavemente la gradilla de tubos para soltar cualquier barbuja
cautiva de las paredes de los tubos.

5. Cubrir los tubos (con un hoja de plastico.o de aluminio) y incubar durante
2 horas a 37°C.

6. Afiadir 1 ml de la solucion PEG (a temperatura ambiente) en cada tubo,
excepto las cuentas totales. Brevemente vortexar los tubos.

7. Incubar durante 15 minutos-a temperatura ambiente.

8. Centrifugar durante 15 minutos a 1500 g. La utilizacion de un
centrifugador refrigerado no es necesario si la temperature no excede a
25°C.

9. Inmediatamente aspirar (o decanter) prudentemente los supernatants de

cada tubo (excepto cuentos totales). No perturbar la precipitacion.
10.  Medir la actividad de cada tubo durante 60 segundos en un Contador
Gamma.

Xl¢ % CALCULO DE RESULTADOS

1. Calcular la media de los duplicados.
Calcular la radiactividad ligada como un porcentaje de las cuentas totales
segun la formula siguiente :

Counts (Control or sample) 1

B/T (%) = x100
Total Counts

XIl.  EJEMPLO DE RESULTADOS

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

AIA Cpm B/T (%)

Cuentas Totales 33780

Controles:

Control negativo 1265 37
Control bajo positivo 6877 20,4
Control elevado positivo 19435 57,5
Muestra 1 4054 12,0
Muestra 2 7904 23,4
Muestra 3 12363 36,3

XIll. REALIZACION Y LIMITACIONES
Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>+SD CV Suero N <X>+SD Ccv
(B/T x100) (%) (B/T x 100) (%)
A 15 32+04 12,5 A 38 35+£0,7 20
B 15 20,4+ 0,6 29 B 38 20,8+ 1,0 4.8
C 15 59,6 £ 1,0 1,6 C 38 60,0 £ 2,0 33

SD : Desviacidn Estandar; CV: Coeficiente de Variacion



XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

- Si es conveniente, - cada laboratorio puede utilizar sus propios pools de
controles, lo cuales se guardan en alicuotas congeladas.

- Los criterios de aceptacion de la diferencia entre los resultados in duplo de
las muestras se apoyan en las practicas de laboratorio corrientes.

XV. INTERVALOSDE REFERENCIA

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

El ensayo fue efectuado con 80 sueros de pacientes que nunca experimentaron
una terapia con insulina. El porcentaje de ligacion observado de la humana
insulina '*I-Tyr-Al4 fue: 5,5% + 0,9% (valor medio + 1 desviacién estandar).
Consecuentemente, podemos decir que un porcentaje de ligacion de la humana
insulina '*’I-Tyr-A14 superior al valor medio + 3 desviaciones estandares (8,2 %)
coincide con la presencia de anticuerpos anti-insulina circulantes.

XVI. PRECAUCIONESY ADVERTENCIAS

Seguridad

Para uso solo en diagnostico in vitro.

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

Este producto radiactivo solo puede ser manejado y utilizado por personas
autorizadas; la compra, almacenaje, uso y cambio de productos radiactivos estan
sujetos a la legislacion del pais del usuario. En ningun caso el producto debera ser
suministrado a humanos y animales.

Todo el manejo de producto radiactivo se hara en una area sefalizada, diferente
de la de paso regular. Debera de utilizarse un libro de registros de productos
radiactivos utilizados. El material de laboratorio, vidrio que podria estar
contaminado radiactivamente deberda de descontaminarse para evitar la
contaminacion con otros isotopos.

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

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

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

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

No fumar, beber, comer ¢ utilizar cosméticos en el area de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccion y.guantes.
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XVII1.RESUMO DO PROTOCOLO

CUENTAS MUESTRA(S)
TOTALES CONTROL(S)
(uh) (ul)
Muestras, controles - 100
Trazador 100 100
Incubacion 2 horas a 37°C
PEG - 1000
Incubacion 15 minutos a temperatura ambiente
Centrifugacion 15 minutos a 1500 g
Separation Aspirar el supernatante
Contaje Contar los tubos durante 60 segundos
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per I’uso

ATA-100

. USODEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro degli anticorpi anti-insulina liberi (AIA)
in siero o plasma.

[I. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource AIA-100 Kit
B. Numero di catalogo: KIP0091: 100 test
C. Prodotto da: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Per informazioni tecniche o su come ordinare il prodotto contattare:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.90

. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Attivita biologiche
La presenza di anticorpi anti-insulina (AIA)\circolanti nei pazienti diabetici trattati con insulina, ¢ stata
riconosciuta intorno al 1955. Le preparazioni di+insulina altamente purificata attualmente disponibili sono meno
immunogene rispetto ad alcune di quellenmeno pure precedentemente utilizzate. L'insulina bovina ¢ piu
immunogena rispetto all'ormone suino. Inoltre, ¢ stato dimostrato che gli AIA possono svilupparsi anche nei
pazienti trattati con insulina umana,
La determinazione degli anticorpi-anti-insulina circolanti ¢ di importanza clinica per i seguenti motivi:
8 La presenza di anticorpitanti-insulina liberi nel plasma interferisce con la determinazione dell'insulina
mediante test radioimmunologico;
§ A titoli molto alti;gli anticorpi anti-insulina possono indurre uno stato di insulino-resistenza;
8  Gli anticorpianti-insulina possono influenzare la qualita del controllo glicemico, nei pazienti diabetici,
in quanto prolungano l'emivita dell'insulina.

B. Applicazioni cliniche

§ Valutazione della presenza di anticorpi anti-insulina liberi prima della determinazione dei livelli di
insulina, mediante test radioimmunologico, in pazienti che hanno ricevuto una precedente terapia
insulinica;
Valutazione degli stati di insulino-resistenza;
Ausilio alla diagnosi di iniezioni surretizie di insulina (ipoglicemia fittizia insulina-indotta);
Monitoraggio della valutazione di anticorpi anti-insulina, in pazienti che ricevono le preparazioni di insulina
umana formulate di recente (nuovi casi; pazienti in cui un trattamento precedente con insulina suina o bovina
viene sostituito dalla somministrazione di insulina umana).
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1V.  PRINCIPIO DEL METODO

La presenza di anticorpi anti-insulina circolanti nei soggetti diabetici trattati con
insulina viene stimata su base semi-quantitativa, mediante la determinazione del
legame della '®I-Tyr-Al4-insulina alla frazione sierica precipitata dal
polietilenglicole (PEG) (gamma globuline).

V. REATTIVI FORNITI
Reattivi Kit da 100 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Ag 1251 1 flacone 10sso Aggiungere 10 ml di
Iml acqua distillata
Marcato: Insulin marcato con '»I 74 kBq
in tampone fosfato con BSA,
timolo e sodio azide (<0,1%)

CONTROL | N | 3 flaconi argento | Aggiungere 1 mldi
Controlli: N= 103, (e liofilizzati acqua distillata
concentrazioni esatte degli
calibratore sono riportate sulle
etichette dei flaconi) in siero
umano e timolo

1 flacone Verde
PEG ’
105 ml Pronte per 1’uso
PEG: Polietilenglicole (16%) in
tampone fosfato con BSA, Tween
20 e sodio azide (0,5%)

Controllo negativo: Il primo controllo non contiene anticorpi anti-insulina.
Consente la determinazione del legame del tracer non-specifico.

Controlli positivi: Gli altri due controlli contengono rispettivamente livelli bassi
e alti di anticorpi anti-insulina bovini.

VI.  REATTIVI NON FORNITI

1l seguente materiale ¢ richiesto per il dosaggio ma non ¢ fornito nel kit.

1. Acqua distillata.

2. Pipette per dispensare 100 m e 1 ml (Si raccomanda di utilizzare
pipette accurate con puntale in plastica monouso).

Provette monouso in polistirene (12 x 75 mm)

Pellicola in plastica o in alluminio

Incubatrice a 37°C

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

Centrifuga che funzionia 1500 g

Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).

0. Contatore gamma con finestra per I (efficienza minima 70%)
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VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI

A. Marcato: Ricostituire i marcato econ 10 ml di acqua distillata.
B. Controlli: Ricostituire i eontrolli'con 1 ml di acqua distillata.

VIIl. CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

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

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

IX.  RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

- Conservare i campioni di siero o plasma a 2-8°C.

- Se non si desidera eseguire il dosaggio entro 24 ore dal prelievo, si
raccomanda di conservare i campioni a —20°C.

- Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

- Miscelare e centrifugare i campioni dopo lo scongelamento.

X. METODO DEL DOSAGGIO

A. Avvertenze generali
Non usare il kit o suoi componenti oltre la data di scadenza. Non
mescolare reattivi di lotti diversi. Prima dell’uso portare tutti i reattivi a
temperatura ambiente.
Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione. Per evitare
cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni volta che si
usi un nuovo reattivo o campione.
L’uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sistemi di pipettamento
automatici migliora la precisione del dosaggio. Rispettare i tempi di
incubazione.
Allestire una curva di taratura per ogni seduta analitica, in quanto non ¢
possibile utilizzare per un dosaggio curve di taratura di sedute analitiche
precedenti.

B. Metodo del dosaggio

Etichettare le provette in polistirene in duplicato per ogni controllo,

campione e conteggi totali.

2. Agitare brevemente su vortex campioni e controlli. Dispensare 100 mi di
campioni e controlli nelle rispettive provette.

3. Dispensare 100 mi di Insulin marcato con '*I in tutte le provette, comprese
quelle per ’attivita totale.

4. Scuotere gentilmente il portaprovette per liberare eventuali bolle d’aria
intrappolate nel liquido contenuto nelle.proyette.

5. Coprire le provette (con la pellicola in plastica o alluminio) e incubare 2 ore

a37°C.

6.  Aggiungere 1 ml di soluzione PEG (a temperatura ambiente) in ogni
provetta, ad esclusione di-quella per i conteggi totali. Agitare brevemente
su vortex le provette.

7. Incubare 15 minuti.a témperatura ambiente.

8.  Centrifugare per.15 minuti a 1500 g. L'uso di una centrifuga refrigerata non
¢ necessario, a'condizione che la temperatura no si elevi oltre i 25°C.

9.  Aspirare immediatamente (o decantare) i supernatanti con attenzione da
ogni provetta (ad esclusione di quella per i conteggi totali). Prestare
attenzione a non toccare il precipitato.

10. Contare tutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

—

XI..~ CALCOLO DEI RISULTATI

1. Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

2. Calcolare la radioattivita del legame come percentuale dei conteggi totali
in base alle formule seguenti:

Counts (Control or sample) 10
Total Counts

B/T (%) = 0

XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE

I sotto riportati sono forniti a titolo di esempio ¢ non devono essere utilizzati per
calcolare le concentrazioni di anticorpi anti-insulina in campioni e controlli al
posto della curva calibratore eseguita contemporaneamente.

AIA cpm B/T (%)

Attivita totale 33780

Controlli:

Controllo negativo 1265 37
Controllo positivo basso 6877 20,4
Controllo positivo alto 19435 57,5
Campioni 1 4054 12,0
Campioni 2 7904 23,4
Campioni 3 12363 36,3

XIll. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>=+SD Ccv Siero N <X>=+SD Ccv
(B/T x 100) (%) (B/T x 100) (%)
A 15 32+04 12,5 A 38 35+£0,7 20
B 15 20,4+ 0,6 2,9 B 38 20,8+ 1,0 4.8
C 15 59,6 £ 1,0 1,6 C 38 60,0 £ 2,0 33

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione



XIV. CONTROLLO DI QUALITAINTERNO

- Ogni laboratorio puo preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote.

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

XV.INTERVALLI DI RIFERIMENTO

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

11 test ¢ stato effettuato su 80 sieri di pazienti che non avevano mai ricevuto
terapia con insulina. La percentuale di legame osservata di umana insulina '*I-
Tyr-Al4 ¢ stata la seguente: 5,5% + 0,9% (valore medio + 1 deviazione standard).
Di conseguenza, ¢ possibile considerare che una percentuale di legame di umana
insulina-'*’I-Tyr-A14 maggiore rispetto al valore medio + 3 deviazioni standard
(8,2%) corrisponde alla presenza di anticorpi circolanti anti-insulina.

XVI. PRECAUZIONI PER L'USO

Sicurezza

11 kit & solo per uso diagnostico in vitro.

1l kit contiene '*I (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) ey (35.5 keV)
ionizzanti. L’acquisto, la detenzione, 1’utilizzo e il trasporto di materiale
radioattivo sono soggetti a regolamentazione locale. In nessun caso il prodotto
puo essere somministrato ad esseri umani o animali.

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

In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare riferimento
alle norme locali di radioprotezione. I rifiuti radioattivi devono essere smaltiti
secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per I’uso di sostanze radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
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 HIVI 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 dijorigine animale
come potenziali fonti di infezioni.

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

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

Attivita totale Campioni
Controlli
ul (uD)
Campioni, controlli - 100
Marcato 100 100
Incubazione 2ore a37°C
PEG - 1000
Incubazione 15 minuti a temperatura ambiente
Centrifugazione 15 minuti a 1500 g
Separazione Aspirare il supernatante
Conteggio Contare le provette per 1 minuto
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Awpacte 0L0KANPO TO TPOTOKOALO TPV A6 TN YP1iON.

ATA-100

XPHXH I'lA THN OIIOIA ITIPOOPIZETAI

Pad10avoconpocdioplotdc  yuio. tqv  in Vitro  nmui-mocotikny  pétpnorn  eAsvfepwv. avOpdmveov
AVTUVOOLAVIKGV avticoudtov (AIA) e opd Kot TAAGLL.

T'ENIKEY ITNHPO®OPIEXY
Epmopucn} ovopoacia:  Kit ATA-100 g DIAsource
ApOpog katoidyov: KIP0091: 100 mpocdiopicpoi

Koataokevaleton amé Tnv: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

TN teyviki fo10gia | AANPoP opies GYETIKG pe TOPAYYEMES EMKOIVOVI|OTE GTA:
Tnh.: +32 (0)10 84.99:11 Dag: +32 (0)10 84.99.90

KAINIKO YIIOBAGPO

A. Buwhloyua opaon
H mapovcio kukAopopohvioy. avTtiveovAvik®mv aviicopdtov (AIA) ce dwapntikodc mov vrofdiiovial oe
Oepomeio pe wvoovAivn eveomiotnke Non ond to 1955. To eopetikd vynAng KoBopoOTNTOS GKELAGUATO
woovAivig, mov dtatifevral onpepa, eival Aydtepo 0vocoyovo Omd HEPIKE omd To. Arydtepo Kobopd
GKELAGHOTA OV YPNGIpHonoovvTay Tohowotepa. H Posior tvoovrivn givor Atydtepo avoocoyovog and o
xoipelo woovAivi.". “Eyxel emiong dwmotwbel 611 evdéyeton va avomtvuyBoov AIA ce acbevelg mov
vrofdArovtor og Oepancio pe avOpMOTLVY VGOLALVY.
O TpocdopIolOG KUKAOPOPOHVTMOV OVTUVGOVAVIKOV OVIICOUATOV £ival GNUOVTIKOS, O KAVIKY Gmoy),
v Tovg 8&1g Xdyovg:

§

B.
§

H mapovoio eAedBepmv avTIVGOLAVIKOV OVTICOUATOV GTO TAAGUO ETOPA GTOV TPOGIOPIGHO TNG
WGOoVAIVIG He neBO0VE 0VOCOTPOGOPIGHOD.

Ye mOAD LYNAOLG TITAOLG, TOL OVTUVOOLALVIKG OVTIGCOUOTO EVOEYETAL VO TPOKOAECOLV Lol
KOTAGTOGT 0VOYNG OTNY WVGOVALIVY.

To aVTUVGOLAVIKG OVTICOUATO EVOEXETOL VO ETNPEACOVY TNV TOLOTNTO TOL YAVKOULIKOD EAEYYOV,
o€ drafnrtikovg acbeveic, empnrdvovtog Ty Numn G VGOLAIVIG.

Khvikég epappoyécO

A&ohdynon g Tapovcing EAEVHEPOV OVTUVCOVALVIKMV OVTICOUATMV TPV OO TOV TPOCIIOPIGHO
TOV EMTEIWV TNG WVGOLAIVIG, LE 0VOGOTPOGO0PIcUO, G acbeveig Tov voPANONKav TpodSPATO GE
Bepomeio e tvGOUAIvY.

A&L0MOYNON KATAGTAGE®Y 0VOYNG GTNV LVGOVAIVY.

Emwcovpicd péco ot Sudyveon Aobpaiov eyybdoewv woovAivrg (Teyynti vroyAvkoipia,
EMAYOUEVT OTTO LVGOLALVT).

[aparxoiovdnon ™mg a&loAdYNoNG AVTUVGOVAVIKGV OVIICOUATOV, 6 0cbevelc mov vofdAlovtol
o€ Bepomeio pe 0 TPOGPOTO OVETTVUYUEVO CKELAG LT OVOPAOTIVNG LVGOVAIVIG (VEEG TEPUTTMGELS,
acBevelg otovg omoiovg mponyovpevn Bepameio e xoipea 1 fosta tvoovAivn avtkadictatot amd
TN Yopnynom avhpdmIYNGg VGOLAIVIG).



IV.  BAXZIKEX APXEX THX MEGOA0Y

H napovsio. KukLoQOPOOVIOV GVIIVGOVAVIKOV OVTICOUGTOV o8 aobeveig mov
vroPailovtor og Bepameion pe voovAiv voloyileton og nMui-tocotiky Pdon,
Héo® mPocdoplopod g déopevong g ZI-Tyr-Al4-woovdivig oto KAGoHa
T0V 0pov ToL &yel vmootel koBilnon amd v molvaibvievoylukorn (PEG)
(yéppo o@orpiveg).

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvridpoosTtiipra K 96 Xpopa- AvacveTaon
TPoOGdLopt- TIKOG
oPAV KOSKOG
A 125y 1 pradidio kokkwvo | TpocBéote 10 ml
8 1 ml OMEGTAYUEVOV VEPOD
74 kBq
IXNHGOETHX: INZOYAINH
ONUACUEV pE 127 g puOpoTIKO
Siddopa poceopikdv pe Bosta
opokevkopativy,  alidlo  Tov
vatpiov (<0,1%) kot Hupoin
3 ploAidia kitpwvo | TIpocOiote Iml
Avogthonot AMEGTAYUEVOL VEPOD

Opoi eréyyov - N =1 émg 3 nuévo
(deite TG akpiPeic TIéG TAVO OTIG
£TKETEG  TOV  QAdimv)  of
avOpdrvo 0po pe Bupndin

1 praridio npdowvo | ‘Etowpo yo xprion

PEG
105 ml

PEG: TTolvaBvievoylvkoan
(16%) oe pvbpoTicd  didivpo
POCPOPIKAOV ue Bosa
oporevkopativy, Tween 20 kot
alidio Tov vatpiov (0,5%)

ApVNTIKGG 0pOg €LEYYOV: O TPDOTOG 0pOG EAEYYOV BEV TEPLEXEL OVTUVGOVAVIKG
avtio®pato. Entpénel tov mpocdioptopd un e181kng déopevong yvndé.
OgTikoi 0poi eréyyov: Ot 500 GAAOL 0poi EAEYYOV TEPIEYOLV AVTIOTOLYO Y AUNAG
Kot VYNAG enineda POELOV AVTUVEOVAIVIKDOV OVTICOUATOV.

VI.  ANAAQXIMA IIOY AEN ITAPEXONTAI

Ta axdrovBa VA amortodvtor GAAG Sev TAPEXOVTOL GTO KLT:

1. Amectaypévo vepod

2. Twmétec ywoo Swovopn: 100 ul xar 1 ml (cuvictdtor M xpHon MAETOV
axpiBeiog pe avard@opo TAacTIKE poyyn)

Avordoipo convapia and moivetupévio (12 x 75 mm)

IMaotikd eOAL0 1 @OALO aAovpvion

Ernwactmpag otovg 37° C

Avapeikmg otpofiiiopod

MoyvnTikog avadenTnpog

Yvokeun euyokévpiong ota 1500 g

Zoompa avappdenong (TpoatpeTikd)

Mmnopei va ypnoiponombel 0mol06dMmOTE \UETPNTNG ¥ OKTVOPOAloG e
duvaromnto pézpnong tov 21 (ehdyioty anodoon 70%).

SV XNO LA

e

VII. IIAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

A.  IyxwmOéteg: Avacvotiote tovyvnBém pe 10 ml omeotaypévov vepov.
B. Opoi ghéyyov: Avoovotiotertoug opodc eréyyov pe 1 ml omeotaypévov
vEPOL.

VIII. ®YAAZEH KAl HMEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

- Ipwv ond 10 Gvorypo M v avacVotaot, OO TO GUOTOTIKG TOV KIT
mapopévouy otabepd g v nuepounvie AMENG, N omoia avoypaeeTat
oV £TIKETA, EQOoOV dratnpovvial og Oeppokpacio 2 Emg 8° C.

- Metéd ™mv avacvotact, o tyvnfémg kat ot 0poi EAEYYOV TAPOUEVOLV
otafepoi eni 8 uépeg otovg 2-8° C.
TNo peyardtepeg meptodovg @OAaéng, Oa mpémer vo dnuiovpyndodv
KAdopota/d00elg pag xpriong kot va dwatnpndovv og Beppokpacio —20° C
eni 3 pnAveg 10 péyloto.  AmoQeLyeTe TOVG EmakOAovBoLE KOKAOVG
KOTOYOENG-0mOYVENS.

- Toxov petoforésg TG QLOIKNG EUPAVIONS TV AVTIOPACTNPIOV TOL KIT
evdéxeTan VoL vTodNAdvovy aotdfeta 1| oAloimon.

IX.  2YAAOTI'H KAI IIPOETOIMAZIA AEITMAT2N

- Ta deiypota opod M TAAcHATOG TPEMEL VO PLAGCCOVTAL 68 DepHoKpacio
2-8°C.

- Eav n e&étoon dev mpaypatoromdei eviog 24 wpdv, GUVIGTATOL 1| GUANEN
otovg -20° C.

- Amopeghyete Tovg emakdAovBovg KHKAOVG KATAWVENG-UTOYVENGC.

- Metd v amdyuln, 1o OEiyHoTo TPEMEL VO OVOLUELYVOOVTOL KOL VO
VIOPAALOVTOL GE PUVYOKEVTPLOT).

X. ATAAIKAXIA

A,  INPEIDGELS GYETIKA IE TO YEIPLoNG
Mn %PNOYLOTTOLEITE TO KIT 1} TO. GLGTATIKG HETA TV NUEPOUN Vi ARENG.
Mnv avoperyviete VAKE arnd d10popeTIKEG TaPTIdES KIT.
Dépete Oha o avtdpaoctipla oe Oeppokpacio dopatiov mpwv omd ™
xphon.
Avapei&re kKoAd Oho To avTIdpooTipLlo Kot To delypato pe ool avakivion
1 avédevon.
Xpnowonoteite éva kabopd avald@oio phyyog TIETAS Yo TNV TPOosHnKN
KGbe SlapopeTikoy  avTIOPACTNPIOL Kot  OEIYMOTOS TPOKEWEVOL Vo
amo@vyete v empolvvon. H axpifeio Pedtidveton pe ypron nmetdv
VYNNG aKpiPELOG 1) CVTOUATOTOMNUEVOL EEOTAGHOD SLOVOUNG HE TITETES.
Tnpeite TOVG XPOVOLS EXDACTC.
IIpogtolndote po KopmoAn Pabuovopnons yoo kébe avdivom, un

XPNOYLoToLEiTe dedopéva amd mPonyovueves avaldoELS.

B. Awdwacia

1.  Znuévere cornvipla amd TOMGTUPEVIO 1 SITAOVY V1o K6Be 0pd EAEYYOV,
Beiypa kan TIC HETPROEIGTTOD apopoly Tov tyvnbétn T ("total").

2. Avopsifte yio Myo.(HE avapsikt oTpoficpod THmOV vortex) Tovg opovg
eAéyyov kot to detyparto kon daveipete 100 pl and ékoaoto ot avticToryo
COANVAPLO.

3. Awveipete <100 pl woovkivig onpacpévig pe 'l oe kdbe coAnviplo,
GUUTEPIAOUPAVOVTOC TO. COANVAPLY OV A@OPODV TIG WETPNOELS TOL
Y& 1 ("total") .

4. Avoxkwnote anadd pe to xépL T Bdon otHpENG TOV cOANVapiov Yo Vo
anelevbepmoete TVYXOV TOYIOEVUEVEG PUCUADES €.

5.4 "Koldyte to cornvapio (Le @OAAO TAOGTIKOD 1) CAOVUVIOD) Kol EXTOACTE
eni 2 ®peg otovg 37° C.

6. TIpocHéote 1 ml amd 1o Sihvpa PEG (og Oeppokpacio Sopatiov) oe ki
GOMVEPI0, EKTOG Omd EKEIVO TOL APOPODY TIC HETPOELS Tov tvndétn 21
("total"). YmoPdiete o GhVTONO GTPOBIMOHO TO COANVAPLOL.

7. Enodote eni 15 Aentd og Oeppokpacio dopatiov.

8.  ®dvyokevpiote Y 15 dentd otig 1500 g Agv givan amopaitnm n xpnon
GLOKEVNG PLYOKEVTPIONG HE ovotpa Woéng apkel n Ogppokpacio vo un
@bdoet tovg 25° C.

9.  Avappopiote apécng (1] HETOYYIGTE) TPOGEKTIKG To VIEPKEIIEV 0md KEOE
coAvaplo (ne e€aipeon ekeiva OV APOPOVV TIC UETPNGELG TOL YvndET
121 ["total"]). TTpocétte va pm Srotapdéete To ilnua.

10. Metpnote T cOANVAPLO 6€ peETpNTH ¥ akTvoPoAiag yio 60 devteporental.

Xl. YIIOAOTIZMOZX TQN AIIOTEAEEMATQN
1. Ymohoyiote 1 péon Tiun TV STAGOV TPOGSIOPIGUAOV.
Yrohoyiote 0 dECUEVUEVT PASIEVEPYELD MG TOGOOTO TV UETPIGEDY TOL

agopovy tov yvndét I ("total") chpemva pe Tov akdAovdo TOTO:

Metprioeic (OOperéyyov 1 detypior)

B/T(%) =
%) Metpnrioeig yyvn0ét ("Total")

XII.  TYINIKA AEAOMENA

Ta akohovBa dedopéva mpoopiloviar pOVo ®G Topadelypo Kot dev TPEMEL VoL
XPNOYOTOLOVVTOL TOTE GVTL TOV TIUMV TPAYLOTIKOD YPOVOL.

AIA cpm B/T (%)

Kpovoerg tov yvndém 21 ("total ") 33780

Opoti gréyyou:

Apvntikdg 0pdg eELEYOL 1265 3,7
OeT1kOG 0pOG EAEYYOV YOUNAAG TG 6877 20,4
OeT1k6G 0pOG EAEYYOV VYNANG TG 19435 57,5
Astypo 1 4054 12,0
Astypo 2 7904 23,4
Asgiypa 3 12363 36,3




XII. AIIOAOXH KAI IIEPIOPIZMOI1

A. Axpipara

AKPIBEIA I'TA TON IAIO AKPIBEIA METAZEY
IMPOZAIOPIZMO ATA®OPETIKQN ITPOZAIOPIZMOQN
Opog N | <X>zT.A. Z.A. Opog N <X>=+T.A. Z.A.
(B/T x100) (%) (B/T x 100) (%)
A 15 32+£04 12,5 A 38 3,5+0,7 20
B 15 20,4+ 0,6 2,9 B 38 20,8+ 1,0 48
C 15 59,6 £ 1,0 1,6 C 38 60,0£2,0 33

T.A.: Tomkn amokAion, X.A.: ZuvteheoThg dtakdpovong

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

- Eav eivon embountod, kdbe epyootnplo pmopei va dnpuiovpynost to Stk
Tov peiypota derypdtov edéyyov (pools), Ta omoia Tpémet va drotnpodvTon
KOTEYVYUEVE 6E KAAOUATO/SO0ELS pag xpiong.

- Ta kpreipro. amodoyns yio ™ dopopd peta&h TV SIMAMY TOTEAECUATMV
tov dsiypdtov 0o mpémer va Pacifoviar oe opbég epyaocTnplokég
TPOKTIKEG.

XV. TIMEX ANA®OPAX

O tipég avtég mapéyoviar pdvov wg odnyds. Kabe epyoaotipio Ba mpéner va
KaB1EpOGEL TO d1KO TOV TESIO PLUOIOLOYIKDV TIHMV.

O mpoodiopiopdg ektedéotnke pe 80 opolg acBevmv, or omoiot dev eiyav
voPAnOei moté og Bepaneio pe woovrivn. To mapatnpndév 106061 décugvons
me "PI-Tyr-Al4- avlpdmivig woovhivig frav to akdiovdo: 5,5% + 0,9% (uéon
T £ 1 tomkh amokdon).  Katd cvvéreio, pmopei kaveic vo Bempioet ott
1060670 Séopevong g ' PI-Tyr-Al4- avBpdrvng woovhivig vynidtepo omd ™
péon wun + 3 tomikég oamokAioslg (8,2%) aviiotoryei oty  mopovcio
KUKAOQOPOUVIMV OVTLVGOVAVIK®DV OVTICOUATMV.

XVI. HIPODPYAAZEIY KAI IPOEIAOIIOIHXEIY

Aoopaleiog

Movo yia dtoyveotiky ypfion in vitro.

To Kkt avtd mepiéyet 0 2> 1 (Xpdvog qulwng: 60 Nuépec), a padievepym, ovoio
1 omoia ekméumet 1oviCovoa aktivoforio X (28 keV) kot y (35.5 keV).

Avtd 10 padievepyd mpoidv eivor dvvatd vo petagepbel kou va ypnotpomomet
uovo amd e€ovorodomuéva drtopa. H ayopd, @vra&n, ypnen kol avioilayn
padIEVEPYDV TPOIOVTOV VTOKEWTOL oTN vopobesic ™G Y@pag Tov TEMKOD
xpnotn. Xe kapio mepintmon dev mpémet va yopnyeital To Tpoiov oe avlpmdnovg
L{oa.

Olog 0 yepopds TOL padievepyod VAIKOD Oo s TPEMEL Vo eKTEAEiTOL OF
Kkofoplopévo xdpo, LoKptd amd YOPOVG TOKTIKNG OEALVONG. XTO £PYUCTIPLO
TPEMEL VaL dLorTN pEiTa MUEPOLOYIO Yo TV TopoAaBi Kan T @OAAEN padlEveEPYdV
VAkdv.  E€omMopdg kot yvdAwvo okgdn Tov gpyootnpiov, o omoia Oa
pumopovoav vo oAvvOoldv pe padievepyég ovoieg, Ba mpémel va puAGGGOVTUL GE
EeyxwproTd YOPO Yo TNV TPOANYN EMUOAVVON G TV S10POp®V PadLOIGOTOTMY.
Toyov drappoés padievepydv vypdv Tpémet va kabapilovtotl apécms GOUPOVA e
T1g drodikacies aopdrelag amd padievépysia. Ta padievepyd amdPANTo TpEmEL va
ATOPPIRTOVTOL GOUPMOVO LE TOVG TOTIKOVG KUVOVIGHOVG Kot TIG KOTELOLVTAPLEG
odnyieg TOV apydv Tov £xovv dikalodocio 6To gpyocthplo. H mpnon tov
BooIK®OV KOvOV®V Ao QAAELNG 0O PASIEVEPYELD TAPEYEL ETOPKT TPOGTUCTOL.

Ta cvotatikd avBpdTIvoy aiparog Tov TEPIAAUPBAVOVTAL GTO KIT QUTO EYOVV
eleyyBel pe nebodovg eykekpuyéveg oy Evpodnn f/koar and tov FDA kot éxet
Swamiotmbel 011 givan apvnTikd ©g tpog Vv mapovcio. HBsAg, avti-HCV, avti-
HIV-1 xou 2. Kopio yvoot) pébodog dev givar duvotd va mapéxer mAnpm
Slac@diion 0Tt Tapdywya Tov avlpdrivov aipatog de Oo petaddoovy nratitida,
AIDS 1 dMleg howméelc. Emopévag, o yepopdg avtidpaotnpiov, detypdtov
0po¥ N Thdopatog Oo Tpémetl vo yivetar cOUPOVO HE TIC TOTIKEG Sradikacies mepi
ACPOAELOG.

O\a o Cod Tpoidvto Kot mapdywyo £xovv cvAieydei omd vy (oa. Ta Posia
GLOTATIKG TPoEPYOVTAL amd YDPeG Omov dev Exetl avapepbei BSE. TTop' OA' avtd,
ovotatikd mov mepiEyovy Lwikég ovoieg Ba mpémer vo avtetonifovior g
SVVNTIKAOG LOAVGHOTIKG.

Amopehyete  omoladNmoTe  €mapn)  TOL  JEPUOTOC  HE  AVTIOPACTIPLOL
(xpnoonoteitor alidio Tov vorpiov wg cvvinpntikd). To alido oto Kit avtd
evOE TN VoL avTIOPAcEL e LOAVPO Kat YOAKO TV VIPAVAMKDV COAVAOCEMY Kot
Vo, oYNUaTioEL pE Tov TpOmo avTd 1diaitepa ekpnkTikd alidio petdAdov. Kotd
S1pkeln, Tov PAHOTOG TAVONG, EKTAVVETE TNV OTOYETEVOT UE HEYOAN TOGHTNTO
VEPOL, Yo TNV TPOANYN TUY OV GuocdPEVOTS AlIdiov.

Mnv konvilete, unv mivets, unv TPOTE KoL U1 XPNOLULOTOIEITE KAAADVTIKG GTO
xOpo epyacioac. Mmnv davépete pe TITETA YPNOUOTOLOVTOG TO OTOHN GOG.
XpNOUOTOLEITE TPOCTUTEVTIKO POVYIGUO KoL YOVTLL LG XPTONG.
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Kpovozig Tov ypymdém 121 AEIIMA(TA)
("total") OPOI EAETXOY

ul ul
Astypora, opot - 100
EAEYYOV 100 100
Iymbémng
Endoon 2 dpeg otovg 37° C
PEG - 1000
Endaon 15 Aentd og Oeppokpacio dopoation
Puyokévrpion 15 Aentd ota 1500 g
Aoy opiopog Avoppo@noTe TO VIEPKEiEVO
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C€ pl

Przed zastosowaniem nalezy przeczytaé caly protokol.

ATA-100

PRZEZNACZENIE

Oznaczenie radioimmunoenzymatyczne do potilosciowego pomiaru ludzkich wolnych przeciwciat
antyinsulinowych (anti-insulin antibodies (AIA)) w surowicy i w osoczu metoda in vitro.

A.

INFORMACJE OGOLNE
Nazwa firmowa: DIAsource AIA-100
Numer katalogowy: KIP0091 : 100 oznaczen

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

Dzial pomocy technicznej oraz informacje dotyczace zamowien:
Tel.: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.90

INFORMACJE KLINICZNE

Aktywno$¢ biologiczna

Wystgpowanie przeciwciat antyinsulinowych (AIA) u chorych na cukrzycg leczong insuling

zaobserwowano juz w 1955/roku. Obecnie dostgpne preparaty insuliny wysokooczyszczonej sa mniej

immunogenne, niz niektore z preparatow wezesniej stosowanych i stabiej oczyszczonych. Insulina bydlgca

jest bardziej immunogenna od hormonu wieprzowego. Ostatnio zaobserwowano, ze przeciwciata AIA

moga pojawic¢ sig u pacjentow leczonych insuling ludzka.

Oznaczenie przeciwcial antyinsulinowych we krwi krazacej ma znaczenie w nastgpujacych sytuacjach

klinicznych:

8 Wystgpowanie wolnych przeciwciat antyinsulinowych w osoczu moze zaburzy¢ przebieg oznaczenia
insuliny metodami radioimmunoenzymatycznymi.

8 W bardzo wysokich mianach przeciwciata antyinsulinowe moga indukowa¢ stan insulinoopornosci.

8 Przeciwciala antyinsulinowe, poprzez wydluzanie czasu péttrwania insuliny, moga ograniczac jako$¢
kontroli glikemii u pacjentéw chorych na cukrzyce.

Zastosowania kliniczne

8 Okreslenie wystepowania wolnych przeciwcial antyinsulinowych przed oznaczeniem pozioméw
insuliny metodami radioimmunoenzymatycznymi u pacjentdw wczesniej leczonych insuling;

§ Okreslenie stanoéw insulinoopornosci;

8 Pomoc w rozpoznawaniu dodatkowych, nieujawnionych wstrzykiwan insuliny w stanach hipoglikemii
poinsulinowe;j;

§ Monitorowanie wystepowania przeciwcial antyinsulinowych u pacjentow przyjmujacych nowe
preparaty insuliny ludzkiej (nowe przypadki; pacjenci u ktoérych wczesniej stosowane leczenie
insulinami zwierzgcymi jest zastgpowane preparatami insuliny ludzkiej).



IV.  ZAGADNIENIA DOTYCZYCE METODY

Wystgpowanie przeciwcial antyinsulinowych we krwi krazacej u chorych na
cukrzycg, leczonych insuling, jest oznaczane metoda poétilosciowa, poprzez
okreslanie stopnia wiazania '*’I-Tyr-Al4-insuliny do frakcji gammaglobulin w
surowicy, wytracanych za pomoca glikolu polietylenowego (PEG).

V. ODCZYNNIKI DOSTARCZONE

Odczynniki Zestaw 96 Kolor Rekonstytucja
oznaczen
Ag 1251 1 fiolka czerwony | Dodaé 10 ml wody
1 ml destylowanej
74 kBq
ZNACZNIK IZOTOPOWY:

INSULINA znakowana jodem'”
w  buforze fosforanowym z
albuming  surowicy  bydlgcej,
thymolem i azydkiem sodowym

(<0,1%)

3 fiolki srebrny | Dodaé 1 ml wody
CONTROL | N | materiat destylowanej
liofilizowan

Kontrole -N=o0d 1 do 3 ¥

(doktadne wartosci znajduja si¢ na

etykietach fiolek)

w surowicy ludzkiej z thymolem

PEG 1 fiolka zielony Gotowy do zastosowania.

105 ml

PEG: Glikol polietylenowy (16%)
w  buforze fosforanowym z
bydlgca albuming  surowicza,
Tween 20 i azydkiem sodowym
(0,5%)

Kontrola ujemna: Pierwsza probka kontrolna nie zawiera zadnych przeciwciat
antyinsulinowych. Pozwala na oznaczenie nieswoistych, znacznikowych
substancji wiazacych.

Kontrole dodatnie: Dwie pozostate probki kontrolne zawieraja (odpowiednio)
niskie i wysokie poziomy wolnych, bydlgcych przeciwciat antyinsulinowych.

VI. MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

Ponizsze materiaty sa wymagane, ale nie sa dostarczone w zestawie:

1. Woda destylowana

2. Pipety do dozowania: 100 pl i 1 ml (zaleca si¢ korzystanie.z doktadnych

pipet z jednorazowymi koncowkami plastikowymi)

Jednorazowe probowki polistyrenowe (12 x 75 mm)

Folia plastikowa lub aluminiowa

Inkubator 37°C

Mieszadto wirowe

Mieszadto magnetyczne

Wirdéwka 1500 g

Uktad do aspiracji (opcjonalnie)

0. Moze by¢ wykorzystywany, jakikolwiek licznik gamma odpowiedni do
pomiaru '>°I (minimalny uzysk 70%)

So@®NO L AW

VII. PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

A. Znaczniki: Rozpusci¢ znacznik przy pomocy 10 ml wody destylowane;j.
B. Kontrole: Kontrole nalezy rekonstytuowa¢ przy pomocy 1 ml wody
destylowane;j.

VIII. PRZECHOWYWANIE | DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

- Przed otwarciem lub rekonstytucja wszystkie sktadniki zestawu zachowuja
trwalo$¢ do daty waznosci przedstawionej na etykiecie, jezeli sa
przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C.

- Po rekonstytucji, kalibratory i kontrole zachowuja trwato$¢ przez 8 dni,
pod warunkiem przechowywania w temperaturze od 2 do 8°C. W razie
konieczno$ci przechowywania przez diuzszy okres czasu, nalezy
przygotowaé niewielkie objgtosci kontroli, co pozwala przechowywaé je
w temperaturze -20 °C przez 3 miesiace. Unika¢ powtarzanych cykli
zamrazania-odmrazania.

- Zmiany w wygladzie fizycznym odczynnikow w zestawie moga
wskazywac na ich niestabilno$¢ lub zuzycie.

—

XII.

POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE MATERIALZU DO BADANIA

Probki surowicy lub osocza musza by¢ przechowywane w temperaturze
2-8°C.

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

Unika¢ powtarzanych cykli zamrazania-odmrazania.

Po rozmrozeniu probki powinny by¢ wymieszane i odwirowane.

PROCEDURA

Uwagi dotyczace obslugi

Nie wolno wykorzystywa¢ sktadnikow zestawu po uplynigciu podane;j

daty waznosci.

Nie wolno miesza¢ materiatow pochodzacych z ré6znych serii zestawow.
Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki powinny osiagnaé
temperaturg pokojowa.

Wszystkie odczynniki i probki nalezy dokladnie wymiesza¢ przez
delikatne potrzasanie lub obracanie.

Aby  unikna¢  zanieczyszczenia  krzyzowego, do  dodawania
poszczegdlnych odczynnikéw i probek nalezy wykorzystywaé czyste
koncowki jednorazowe pipet. Pipety wysokiej precyzji lub pipety
automatyczne poprawiaja precyzj¢ wykonania oznaczenia.

Przestrzegaé¢ czasow inkubacji.

Przygotowa¢ krzywa kalibracyjna dla kazdego cyklu pomiarowego, nie
wolno wykorzystywaé danych'z-poprzednich oznaczen.

Procedura

Podwadjnie oznaczy¢ probowki polistyrenowe dla kazdej probki kontrolnej,
badanej i do catkowitego zliczania.

Krotko wirowaé probki kontrolne i badane a nast¢pnie dozowa¢ po 100 pl
kazdej substancji do odpowiednich probowek.

Dozowaé po. 100 pl insuliny znakowanej jodem'?® do kazdej probowki, w
tym'doprobowek catkowitego zliczania.

Delikatnie potrzasna¢ statywem w celu uwolnienia uwigzionych
pecherzykow powietrza.

Przykry¢é probowki (folia plastikowa lub aluminiowa) a nastgpnie
inkubowa¢ przez 2 godziny w temperaturze 37°C.

Dodaé¢ po 1 ml roztworu PEG ( w temperaturze pokojowej) do kazdej
probowki z wyjatkiem probowek do calkowitego zliczania. Krotko
wirowac¢ probowki.

Inkubowa¢ przez 15 minut w temperaturze pokojowe;j.

Wirowa¢ przez 15 minut przy 1500 g. Stosowanie wirowek chtodzonych
nie jest konieczne - wystarczy upewni¢ sig, ze temperatura nie wzrosnie
powyzej 25 °C.

Natychmiast ostroznie aspirowaé (lub osuszy¢) supernatanty z kazdej
probowki (z wyjatkiem probowek do catkowitego zliczania). Nalezy
uwazac, aby nie naruszy¢ osadu.

Zlicza¢ probowki w liczniku gamma przez 60 sekund.

OBLICZANIE WYNIKOW

Obliczy¢ $rednia oznaczen podwojnych.
Obliczy¢ radioaktywnos¢ zwiazana jako odsetek zliczen catkowitych,
wedtug nastgpujacego wzoru:

B/T (%) = Liczba zliczen (Probki kontrolnej lub badanej) x 100
Liczba zliczen catkowitych

PRZYKEZAD DANYCH TYPOWYCH

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

AIA cpm B/T (%)
Zliczanie catkowite 33780
Kontrole:
Kontrola ujemna
Kontrola dodatnia, poziom niski: 1265 3.7
Ko i Dot ” 6877 20,4
ontrola dodatnia, poziom wysoki: 19435 575
Probka | 4054 12,0
Probka 2
Probka 3 7904 23,4
robka 12363 36,3




XI11. DZIALANIE | OGRANICZENIA

A. Precyzja

PRECYZJA W SERII PRECYZJA MIEDZY SERIAMI
Surowi N <X>=+SD Ccv Surowi N <X>=+SD Ccv
ca (B/T/ x 100) (%) ca (B/T x 100) (%)
A 15 32+04 12,5 A 38 35+£0,7 20
B 15 20,4+ 0,6 29 B 38 20,8+ 1,0 4.8
C 15 59,6 £ 1,0 1,6 C 38 60,0 £ 2,0 33

SD: Odchylenie standardowe; CV: Wspotczynnik zmiennosci

XIV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

- Jezeli to konieczne, kazde laboratorium moze wykona¢ wilasne probki
zbiorcze w celach kontrolnych, ktére powinny by¢ zamrozone w matych
objgtosciach.

- Dopuszczalne kryteria dotyczace rdznicy pomigdzy wynikami oznaczen
podwojnych probek powinny by¢ zgodne z zasadami prawidtowej pracy w
laboratorium.

XV. ZAKRESY REFERENCYJNE

Warto$ci sa przedstawione wylacznie w celach orientacyjnych, kazde
laboratorium powinno opracowa¢ wiasne wartosci referencyjne.

Przeprowadzono badanie 80 surowic pacjentow, ktorzy nigdy nie przyjmowali
insuliny. Obserwowano nastepujacy odsetek wiazania '**I-Tyr-Al4-insuliny
ludzkiej: 5,5 % + 0,9 % (warto$¢ $rednia = 1 odchylenie standardowe). Dlatego
mozna uznaé, ze wyzszy odsetek wiazania '*I-Tyr-Al4-insuliny ludzkiej od
warto$ci $redniej + 3 odchylenia standardowe (8,2%) odpowiada wystgpowaniu
krazacych przeciwciat antyinsulinowych.

XVI. SRODKI OSTROZNOSCI | OSTRZEZENIA

Bezpieczerstwo

Tylko do diagnostyki in vitro.

Zestaw zawiera I (Okres polowicznego rozpadu: 60 dni), emitujacy
promieniowanie jonizujace X (28 keV) iy (35.5 keV).

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

Obstuga materialow radioaktywnych powinno by¢ przeprowadzana w miejscach
do tego przeznaczonych, z dala od miejsc ogolnej uzytecznosci.- W laboratorium
musi byé przechowywany rejestr przyje¢ i1 przechowywania materialow
radioaktywnych. Wyposazenie laboratorium oraz szkto, ktore moze by¢ skazone
substancjami radioaktywnymi powinno by¢ oddzielone w celu uniknigcia
krzyzowego zanieczyszczenia roznych radioizotopow:

Wszelkie plamy 2z substancji radioaktywnych musza by¢ natychmiast
oczyszczone  zgodnie z  procedurami‘, dotyczacymi  bezpieczenstwa
radiologicznego. Odpady radioaktywne musza by¢ usuwane zgodnie 2z
miejscowymi przepisami i ogélnie przyjetymi wytycznymi obowiazujacymi w
laboratorium. Przestrzeganie podstawowych zasad bezpieczenstwa
radiologicznego zapewnia wystarczajace zabezpieczenie.

Sktadniki zawierajace ludzka krew, dostarczone w zestawie, zostaty przebadane
metodami zaaprobowanymi przez instytucje europejskie i/lub FDA. Stwierdzono,
7e nie zawieraja one HbsAg, przeciwciat anty-HCV, anty-HIV-1 i 2. Zadna ze
znanych metod nie moze da¢ calkowitej pewnosci ze materialy pochodzenia
ludzkiego nie przeniosa czynnikoéw zakaznych wirusowego zapalenia watroby,
AIDS i innych. Dlatego postgpowanie z odczynnikami i probkami surowicy lub
osocza powinno by¢é zgodne z miejscowymi procedurami dotyczacymi
bezpieczenstwa.

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

Unika¢ kontaktu skory z odczynnikami (zawieraja azydek sodowy jako $rodek
konserwujacy). Azydek znajdujacy si¢ w zestawie moze reagowacé z miedzig i
otowiem w ukladzie kanalizacyjnym tworzac zwiazki o wlasciwosciach
wybuchowych. W czasie plukania odprowadzany ptyn nalezy ptukaé¢ duzymi
objetosciami wody, aby zapobiec kumulacji azydkow.

Nie wolno pali¢, spozywac napojow ani pokarmow, badz uzywaé kosmetykow w
miejscu pracy. Nie pipetowaé ustami. Zaktadaé ubranie ochronne i regkawiczki
jednorazowe.
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XVIIT. PODSUMOWANIE PROTOKOLU
CALKOWITA LICZBA PROBKI KONTROLE
ZLICZEN u
ul
Probki, kontrole - 100
Znacznik izotopowy 100 100
Inkubacja 2 godziny w temperaturze 37°C
PEG - 1000
Inkubacja 15 minut w temperaturze pokojowej
Wirowanie 15 minut przy 1500 g
Rozdzielenie Aspirowanie supernatantow
Zliczanie Zliczanie probowek przez 60 sekund
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Used symbols

Consult instructions for use

Storage temperature

Use by

(o]

Batch code

Catalogue number

Control

In vitro diagnostic medical device

Manufacturer

Contains sufficient for <n> tests

WASH | SOLN | CONC

E@zigﬁnw*@

Wash solution concentrated

CAL 0 Zero calibrator
CAL N Calibrator #
CONTROL | N Control #
Ag 1251 Tracer
Ab 1251 Tracer
Ag | 1251 | CcONC Tracer concentrated
Ab | 1251 | cone Tracer concentrated
U Tubes
INC | BUF Incubation buffer
ACETONITRILE Acetonitrile
SERUM Serum

DIL | SPE Specimen diluent
DIL | BUF Dilution buffer
ANTISERUM Antiserum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent
DIL | CAL Calibrator diluent
REC | SOLN Reconstitution selution
PEG

Polyethylene glycol

Extraction solution

Elution solution

Bond Elut Silica cartridges

Pre-treatment solution

NEUTR | SOLN Neutralization solution
TRACEUR | BUF Tracer buffer
Microtiterplate

Ab | HRP HRP Conjugate

Ag~|\, HRP HRP Conjugate

A | m CONC HRP Conjugate concentrate

Ag | H CONC HRP Conjugate concentrate
CONJ BUF

Conjugate buffer

Chromogenic TMB concentrate

‘CHROM TMB | CONC

CHROM | T™B Chromogenic TMB solution
SUB | BUF Substrate buffer
STOP | SOLN Stop solution
INC | SER Incubation serum
BUF Buffer
Ab AP AP Conjugate
su | pnpP Substrate PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotin conjugate concentrate

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentrate

ASS BUF

Assay buffer

BIOT

Biotin conjugate

;

Specific Antibody

SAV HRP CONC

Streptavidin HRP concentrate

NSB

Non-specific binding

2nd Antibody

ACID F

Acidification Buffer

7

Distributor
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Symboles uti

Consulter les instructions d’utilisation

Température de conservation

Utiliser jusque

Numéro de lot

Référence de catalogue

CONTROL

Controle

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Fabricant

Contenu suffisant pour <n> tests

WASH | SOLN | CONC

EQEEIE

Solution de lavage concentrée

CAL 0 Calibrateur zéro
CAL N Calibrateur #
CONTROL | N Controle #

Ag 1251 Traceur

Ab 1251 Traceur

Ag 1251 | CONC Traceur concentré

Ab 1251 | CONC Traceur concentré
lij Tubes

INC BUF

Tampon d'incubation

ACETONITRILE Acétonitrile
SERUM Sérum

DIL | SPE Diluant du spécimen
DIL | BUF Tampon de dilution
ANTISERUM Antisérum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbant

DIL CAL

Diluant de calibrateur

RE( SOLN

i

Solution dereconstitution

PEG

Glycol Polyéthyléne

EXTR SOLN

Solution d’extraction

El SOLN

Solution d’elution

Cartouches Bond Elut Silica

P SOLN

Solution de pré-traitement

NEUTR SOLN

Solution de neutralisation

TRACEUR

Tampon traceur

Microplaque de titration

o L e

HRP Conjugué

Ag [ HRP HRP Conjugué

Ab | CONC HRP Conjugué concentré

Ag | o CONC HRP Conjugué concentré
CONJ F Tampon conjugué
CHROM | TMB | CONC Chromogene TMB concentré
CHROM | T™B Solution chromogéne TMB
SUB | BUF Tampon substrat
STOP | SOLN Solution d’arrét

INC | SER Sérum d'incubation

BUF Tampon

Ab AP AP Conjugué

SUB | PNPP Tampon PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotine conjugué concentré

AVID HRP CONC

Avidine HRP concentré

Tampon de test

Biotine conjugué

Anticorps spécifique

SAV [ HI CONC Concentré¢ streptavidine HRP
NsB Liant non spécifique
2nd Ab Second anticorps
| ACID | BUF |

Tampon d'acidification
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Gebrauchte Symbolen

[BEY Gebrauchsanweisung beachten
/ﬂf Lagern bei

= Verwendbar bis

LOT Chargenbezeichnung
Bestellnummer
Kontrolle

D In Vitro Diagnostikum
Hersteller

i A=

Ausreichend fiir <n> Ansitze

WASH | SOLN | CONC

Waschlosung-Konzentrat

]

Null kalibrator
CAL N Kalibrator #
CONTROL | N Kontrolle #
Ag 1251 Tracer
Ab 1251 Tracer
Ag 1251 | CONC Tracer Konzentrat
Ab 1251 | CONC Tracer Konzentrat
lij Réhrchen
INC | BUF Inkubationspuffer
ACETONITRILE Azetonitril
SERUM Humanserum
DIL | SPE Probenverdiinner
DIL | BUF Verdiinnungspuffer
ANTISERUM Antiserum
IMMUNOADSORBENT Inm]unadsol‘bens
DIL | CAL Kalibratorverdiinnung
REC | SOLN Rekonstitutionslosung
PE Polyethylenglykol
EXTR | SOLN Extraktionslosung
El SOLN Eluierungslosung

Bond Elut Silikakartuschen

T

P SOLN Vorbehandlungslosung
NEUTR | SOLN Neutralisierungslosung
TRACEUR Tracer-Puffer
Mikrotiterplatte
Ab | “HRP HRP Konjugat
Ag | _mre HRP Konjugat
Ab HRP CONC

HRP Konjugat Konzentrat

Ag HRP CONC

HRP Konjugat Konzentrat

CONJ | BUF Konjugatpuffer
CHROM | TMB | CONC Chromogenes TMB Konzentrat
CHROM | TMB Farblésung TMB
SUB | BUF Substratpuffer
STOP | SOLN Stopplosung
INC | sER Inkubationsserum
BUF Puffer
Ab AP AP Konjugat
suB | pNpp Substrat PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotin-Konjugat-Konzentrat

AVID HRP CONC

Avidin-HRP-Konzentrat

Assaypuffer

Biotin-Konjugat

Spezifischer Antikdrper

SAV | H CONC HRP Streptavidinkonzentrat
NsB Unspezifische Bindung
2nd Ab Sekundérer Antikdrper
| ACID | BUF |

Anséduerungspuffer

Revision nr 070716



P.I. Number : 1701000

Gebruikte symbolen

[BEY Raadpleeg de gebruiksaanwijzing
/ﬂf Bewaartemperatuur

= Houdbaar tot

LOT Lotnummer
Catalogusnummer
Controle

=]

Medisch hulpmiddel voor in-vitro diagnostiek

Fabrikant

i A=

Inhoud voldoende voor <n> testen

WASH | SOLN | CONC

Wasoplossing, geconcentreerd

]

Nulkalibrator

CAL N Kalibrator #
CONTROL | N Controle #

Ag 1251 Tracer

Ab 1251 Tracer

Ag | 1251 | cone Tracer geconcentreerd

Ab | 1251 | cone Tracer geconcentreerd
lij Buisjes

INC | BUF Incubatiebuffer
ACETONITRILE Acetonitrile

SERUM Serum

DIL | SPE Specimen diluent

DIL | BUF Verdunningsbuffer
ANTISERUM Antiserum
IMMUNOADSORBENT Inm]unoadsorbent

DIL | CAL Kalibratorverdunner

REC | SOLN Reconstitutieoplossing

PE Polyethyleen glycol
EXTR | SOLN Extracticoplossing
El SOLN Elutieoplossing

Bond Elut Silica kolom

T

P SOLN Pre-behandelingsoplossing
NEUTR | SOLN Neutralisaticoplossing
TRACEUR Tracerbuffer
Microtiterplaat
Ab | “HRP HRP Conjugaat
Ag | _mre HRP Conjugaat
Ab HRP CONC

HRP Conjugaat geconcentreerd

Ag HRP CONC

HRP Conjugaat geconcentreerd

cons | BUF Conjugaat buffer
CHROM | TMB [ CONC Chromogene TMB geconcentreerd
CHROM | T™B Chromogene Oplossing TMB

SUB | BUF Substraatbuffer

STOP | SoLN Stopoplossing

INC | SER Incubatieserum

BUF Buffer
Ab AP AP Conjugaat
SuB | pnep Substraat PNPP

BIOT CONJ | CONC

Geconcentreerd Biotine conjugaat

AVID HRP CONC

Geconcentreerd Avidine-HRP conjugaat

Assay buffer

Biotine conjugaat

Specifiek antilichaam

SAV | HI CONC Streptavidine-HRP concentraat
NSB Aspecifieke binding
2nd Ab 2de antilichaam
| ACID | BUF |

Verzuringsbuffer
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Simbolos utilisados

Consultar las instrucciones de uso

Limitacion de temperatura

Fecha de caducidad

Codigo de lote

Numero de catilogo

CONTROL

Control

Producto sanitario para diagnostico in vitro

Fabricante

Contenido suficiente para <n> ensayos

WASH | SOLN | CONC

EQEEIE

Solucion de lavado concentrada

CAL 0 Calibrador cero
CAL N Calibrador #
CONTROL | N Control #
Ag 1251 Trazador
Ab 1251 Trazador
Ag 1251 | CONC Trazador concentrada
Ab 1251 | CONC Trazador concentrada
lij Tubos
INC BUF

Tampon de incubacion

ACETONITRILE Acetonitrilo

SERUM Suero

DIL | SPE Diluyente de Muestra
DIL | BUF Tampon de dilucion
ANTISERUM Antisuero
IMMUNOADSORBENT Inmunoadsorbente

DIL CAL

Diluyente de calibrador

RE( SOLN

i

Solucion de.Reconstitucion

PEG

Glicol Polietileno

EXTR SOLN

Solucion de extraccion

El SOLN

Solucion de elucion

Cartuchos Bond Elut Silica

P SOLN

Solucion de Pre-tratamiento

NEUTR SOLN

Solucion de Neutralizacion

TRACEUR

Tampon de trazador

Placa de microvaloracion

o L e

HRP Conjugado

Ag | _mre HRP Conjugado

Ab | CONC HRP Conjugado concentrada

Ag | o CONC HRP Conjugado concentrada
CONJ F Tampon de Conjugado
CHROM | TMB [ CONC Cromogena TMB concentrada
CHROM | T™B Solucion Cromoégena TMB
SUB | BUF Tampon de sustrato
STOP | SOLN Solucion de Parada

INC | SER Suero de Incubacion

BUF Tampon

Ab AP AP Conjugado

suB | pNpp Sustrato PNPP

BIOT CONJ | CONC

Concentrado de conjugado de biotina

AVID HRP CONC

Concentrado avidina-HRP

Tampon de ensayo

Conjugado de biotina

Anticuerpo especifico

SAV | H CONC Estreptavidina-HRP Concentrado
NsB Unién no especifica
20d Ab Segundo anticuerpo
| ACID | BUF |

Tampon de Acidificacion
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Simboli utilizzati

Consultare le istruzioni per 'uso

Limitazioni di temperatura

Utilizzare entro

Numero di lotto

Numero di catalogo

Controllo

Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Fabbricante

Contenuto sufficiente per <n> saggi

WASH | SOLN | CONC

Tampone di lavaggio concentrato

Calibratore zero

CAL N Standard #
CONTROL | N Controllo #
Ag 1251 Marcato
Ab 1251 Marcato

Ag | 1251 | conc Marcato concentrato

Ab | 1251 | cone Marcato concentrato
lij Provette

INC | BUF Tampone incubazione
ACETONITRILE Acetonitrile

SERUM Siero

DIL | SPE Diluente campione
DIL | BUF Tampone diluizione
ANTISERUM Antisiero
IMMUNOADSORBENT Immunoassorbente

DIL CAL

Diluente calibratore

RE( SOLN

i

Soluzione di ricostituzione

PEG

Polietilenglicole

EXTR SOLN

Soluzione di estrazione

El SOLN

Soluzione di eluizione

Cartucce di silice bond elut

P SOLN

Soluzione di pretrattamento

NEUTR SOLN

Soluzione di neutralizzazione

TRACEUR

Tracer Buffer

ook

Piastra di microtitolazione

Ab | SHRP HRP Coniugato
Az \| ARP HRP Coniugato
Ab HRP CONC

HRP Coniugato concentrato

Ag HRP CONC

HRP Coniugato concentrato

CONJ F

Buffer coniugato

CHROM CONC

Cromogena TMB concentrato

CHROM T™B

ot

Soluzione cromogena TMB

SUB | BUF Tampone substrato
STOP [ SOLN Soluzione di arresto
INC | SER Incubazione con siero

BUF Buffer
Ab AP AP Coniugato
SUB | PNPP Substrato PNPP

BIOT CONJ | CONC

Concentrato coniugato con biotina

AVID HRP CONC

Concentrato avidina HRP

Soluzione tampone per test

Coniugato con biotina

Anticorpo Specifico

Tampone Acidificante

SAV | H CONC Streptavidina-HRP concentrata
NsB Legame non-specifico
2nd Ab 2° Anticorpo
| ACID | BUF |
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Enrcéiiynon couforov

ZvpPovievteite Tig 0dNyieg ypriong

Oeppokpacio amobikevong

Huepopnvia Anéng

Ap1Bpog maptidog

ApBpdg Kataddyon

Ipétumo ehéyyov

In Vitro Atyvootiko lotpotexvoiytkd mpotov

Kataokevaomg

Tleprexopevo emapkeg Yo «v» e&eTaoeLg

WASH | SOLN | CONC

E@zsﬁﬁaw*@

ZUUTVKVOUEVO SHAVLLOL EKTAVONG

CAL 0 Mndevikog Babpovopntig
CAL N Babpovountg #
CONTROL | N Opdg eréyyov #
A | 1ast Iymbémg
A | st Iymbémg
Ae | 1251 | cone Xpopoyovog Iyvndémg
Ab 1251 | CONC Xpopoyovog Ixyynbémg
lij Torvéaplo
INC | BUF PouBpiotiko tddvpa endaong
ACETONITRILE Axetovirpilio
SERUM Opog

DIL | SPE Adidopa apaioong derypdtmv
DIL | BUF PuBpiotiko dtddovpa apainong
ANTISERUM Avtiopog
IMMUNOADSORBENT AvoG0TPOGPOPNTUKO

DIL CAL

Aparotikd fobiovormtadv

REC | SOLN Addopo avecveTIoN G
PE ToAvaBvAevoyAvkoin

EXTR | SOLN Addopa exyorong

El SOLN Awidopa Ekhoveng

Dvouyyeg mopitiov Bond Elut

P

P SOLN Adhopa Tpoemeepyaciog
NEUTR | SOLN Aihopa eEovdeTépwong
TRACEUR PuBuiotikd dddvpa
IMiéka pkpotithoddTong
HRP Zolevypa
Ag | HRP HRP Zolevypa
A | m cone Xpapoyoévog HRP Zolevypa
Ag HI CONC Xpopoydvog HRP Zolevypo
CoNJ F PouBpiotiko dtddvpa culedypatog
CHROM | T™B | CONC Xpopoyoévog TMB
CHROM | T™B Awdhopa ypopoyovov TMB
SUB | BUF PuBpiotikd StiAv o VIOGTPMOUATOS
STOP [ SOLN AVOGYETIKO avTISPOGTNPLO
INC SER

Opog emdaong

Pubruotico Srdivpa

AP ZoCevypo

PNPP vroctpopotog

BIOT CONJ | CONC

ZUUTVKVOUEVO avTIdpacTiplo culevypévo pe Protivn

AVID HRP CONC

Zopmokvopévo dtaivpo ofdivng-HRP

PuBiotiko tddvpa Tposdtopicron

avTIdpuoTHPLo GuiEVYHEVO ne Plotivn

Ewdwo6 Avticopo

Zopmokvopévn otpentofidivn cvveéevypévn pe HRP

un-edikn déopevon

20 Avticopa

PuBiotiko Atdivpo 6&vo
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Stosowane symbole

Przed zastosowaniem zapoznac sig z instrukcja

Temperatura przechowywania

Zuzy¢ przed

Kod serii

Numer katalogowy

Kontrola

Urzadzenie medyczne do diagnostyki in vitro

Producent

Zawarto$¢ wystarczajaca do <n> testow

WASH [ SOLN | CONC

E@zsgﬁuw*@

Roztwor pluczacy stgzony

CAL 0 Kalibrator zerowy
CAL N Kalibrator nr
CONTROL | N Kontrola nr
Ag 1251 Znacznik izotopowy
Ab | 1251 Znacznik izotopowy

Ag 1251 | CONC Znacznik izotopowy stezony

Ab 1251 | CONC Znacznik izotopowy stezony
lij Probowki

INC | BUF Wymagana inkubacja buforu

ACETONITRILE Acetonitryl

SERUM Surowica

DIL | SPE Rozcienczalnik probki

DIL | BUF Bufor do rozcieficzania
ANTISERUM Antysurowica
IMMUNOADSORBENT Inm]unoadsol‘bent

DIL | CAL Rozcienczalnik Kalibratora

Roztwor de-rozcienczania

Glikol poli(oksy)etylenowy

EXTR | SOLN Roztwor ekstrakcyjny
ELU | sOLN Roztwor elucyjny
GEL Kolumny krzemionkowe Bond Elut
PRE | SOLN Roztwér do przygotowania wstepnego
NEUTR | SOLN Roztwor neutralizujacy
TRACEUR | BUF Bufor znacznika
mikroptytka
Ab | “HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej
Ag | HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej

Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej

Ag H CONC Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej
CONI [ BUF Bufor do koniugacji
CHROM [ TMB | CONC Koncentrat chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)
CHROM [ TMB Roztwér chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)
SUB [ BUF Bufor substratu
STOP | SOLN Roztwor zatrzymujacy reakcje

INC SER

Wymagana inkubacja surowicy

Bufor

Koniugat AP (fosfatazy alkalicznej)

p-nitrofenylofosforan substratowy

BIOT CONJ | CONC

Koncentrat koniugatu biotyny

AVID HRP CONC

Koncentrat peroksydazy chrzanowej z awidyna

Bufor do oznaczania

Koniugatu biotyny

Przeciwciato swoiste

SAV | HI CONC Koncentrat streptawidyny HRP
NSB Wiazanie nieswoiste
2nd Ab Drugie przeciwciato
| ACID | BUF |

Bufor zakwaszajacy
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