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INS-IRMA

.  INTENDED USE

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

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

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

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

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.90

1. CLINICAL BACKGROUND

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

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



V.

PRINCIPLES OF THE METHOD

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

125|
’

will complete the system and trigger the immunological reaction. After

washing, the remaining radioactivity bound to the tube reflects the antigen
concentration. The use of several distinct Mabs avoids hyperspecificity, common
to two-siteIRMA, as well as aneed of a shaker or incubation at 37°C.

V. REAGENTS PROVIDED
Reagents 96 tests 4x96 tests | Colour Reconstitution
Kit Kit Code
Tubes coated with 2x48 8x48 dark | Ready for use
H anti INS red
(monocona
antibodies)
1via 4vids red Ready for use
Ab 1257 55ml 55ml
350 kBq 350 kBq
TRACER: ®odine | abelled
anti-INS (monoclona
antibodies) in HEPES buffer
with bovine serum adbumin,
azide (<0.1%), EDTA and an
inert red dye
1via 2vids yellow | Add 2.0 ml distilled
CAL n lyophilized | lyophilized water
Zero cdibrator in human
serum and thymol
CAL Svids 2x5vids | yellow | Add 0.5 ml distilled
lyophilized | lyophilized water
Cdibraor N=1t05
(see exact vaueson vid
labels) in human serum and
thymol
1via 4vids brown | Dilute 70 x with
| WASH | SOLN |C0NC | 10ml 10ml distilled water (use
Wash Solution (TrisHCI) amagnetic siirrer).
2vids 2x2vids | slver | Add 0.5ml distilled
lyophilized | lyophilized water
Controls-N=1o0r2
in human serum with
thymol

Note: 1. Usethe zero calibrator for sampledilutions.

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

66/304.

VI. SUPPLIES NOT PROVIDED

The following material isrequired but not provided in thekit:

1. Distilled water

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

3. Vortex mixer

4. Magnetic stirrer

5. 5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

6. Aspiration system (optional)

7. Any gamma counter capable of measuring I may be used (minimal yied
70%).

VIl. REAGENT PREPARATION

A. Calibrators : Recondtitute the zero calibrator with 2.0 ml distilled water
and other calibrators with 0.5 ml ditilled water.

B. Controls : Recongtitute the controls with 0.5 ml distilled water.

VIII.

@

10.

11.

XI.

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

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

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

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

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

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum must be kept at 2 - 8°C.

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

Do not use haemolysed samples.

PROCEDURE

Handling notes

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

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

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

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

Procedure

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

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

Dispense 50 pl of tracer into each tube.

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

Incubate for 2 hours at room temperature.

Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts). Be sure
that the plagtic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in
order toremoveall theliquid.

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

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

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

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

Count tubesin a gamma counter for 60 seconds.

CALCULATION OF RESULTS

Calculate the mean of duplicate determinations.

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

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

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



XII.

TYPICAL DATA

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

DILUTION TEST

INS-IRMA cpm B/T (%)
Total count 129481 100
Cdibraor 0.0 plU/ml 197 0.15
5.7 plu/ml 529 041
13.5 wlU/ml 1277 0.99
46.0 WlU/ml 479 3.70
144.0 lU/ml 16436 12.69
440.0 plU/ml 44090 34.05
XI1l. PERFORMANCE AND LIMITATIONS
A. Detection Limit
Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators.
The detection limit, defined as the apparent concentration two standard
deviations above the average counts at zero binding, was 1 plU/ml.
B. Specificity

Crossreactive hormones were added to a high value calibrator (100
wlU/ml or 4 ng/ml). The apparent INS response was measured.

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

Sample Dilution Theoretical Concent. Measured Concent.
(uIU/ml) (uIU/ml)
Serum 1 n - 101
12 50.5 46
va 253 21
18 12.6 11
116 6.3 6.2
Serum 2 n - 328
172 164 152
14 82 76
18 41 36
116 20.5 18

Samples were diluted with zero calibrator.

E.

Time delay between last calibrator and sample dispensing

As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 30 minutes after the calibrators have been added to the coated
tubes.

TIME DELAY

0' (ulU/ml)

30' (ulU/ml)

Serum 1
Serum 2
Serum 3
Serum 4

8
16
37
81

7
17
42
82

Added analyte to a high value Theoretical Observed INS | Cross-reaction
serum INS values values
(%)
(ng/ml) (ng/ml)
Porcineinsulin 8ng/ml 42 17.4 >100
Bovineinsulin 8ng/ml 38 17.8 >100
Doginsulin 16 ng/ml 42 17.2 81
Rabbit insulin 16 ng/ml 42 14.1 62
Rat insulin 16 ng/ml 38 37 0.6
Human proinsulin 32 ng/ml 43 44 0.3
Porcine proinsulin 16 ng/ml 43 4.7 25
Bovine proinsulin 16 ng/ml 43 44 0.6
C. Precision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>=SD Ccv Serum N <X>=SD Ccv
(nIUml) (%) (uIUml) (%)
A 10 6.6+0.1 21 A 20 144+ 0.9 6.5
B 10 533+08 15 B 20 100.4 £ 6.1 6.1
SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
D. Accuracy
RECOVERY TEST
Sample Added INS Recovered INS Recovery
(uIU/ml) (uIU/ml) (%)
Serum 1 245.0 264 107.8
Serum 2 76 735 9.7
Serum 3 245 24.4 99.6
Serum 4 6.75 6.5 96.3

XIV.

XV.

XVI.

Hook effect
A sample spiked with INS up to 125000 plU/ml gives higher counts than
thelast calibrator point.

LIMITATIONS

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

Heterophilic antibodies in human serum can react with reagent
immunoglobulins, interfering with in vitroimmunoassays.

Patients routinely exposed to animals or animal serum products can be
prone to this interference and anomalous values may be observed in case
of the presence of heterophelic antibodies. Carefully evaluate the results of
pati ents suspected of having these antibodies.

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

INTERNAL QUALITY CONTROL

If the results obtained for Control 1 and/or Control 2 are not within the
range specified on the vial label, the results cannot be used unless a
satisfactory explanation for the discrepancy has been given.

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

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

REFERENCE INTERVALS

Therange of insulin levelsin 55 subjects with normal oral glucose tolerance tests,
was4to 16 plU/ml

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



XVII. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

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

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

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

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

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

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

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

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

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.
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XIX. SUMMARY OF THE PROTOCOL
TOTAL CALIBRA- SAMPLE(S)
COUNTS TORS
(ml) (ml) (ml)
Cdibrators (0-5) - 0.05 -
Samples - - 0.05
Tracer 0.05 0.05 0.05
Incubation 2 hours a room temperature
Separation - aspirate (or decant)
Working wash solution - 20
Separation - aspirate (or decant)
Working wash solution - 20
Separation - aspirate (or decant)
Counting Count tubes for 60 seconds
DlAsource Catdogue Nr : P.I. Number : Revisionnr :
KIP1251 — KIP1254 1700509/en 110218/1

Revision date : 2011-02-18

problems and
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Lire entiérement le protocole avant utilisation.

INS-IRMA

. BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunométrique pour la mesure quantitative in vitro de I’ Insuline humaine
(INS) dansle sé&rum humain.

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

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

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

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

[1l. CONTEXTE CLINIQUE

A Activités biologiques de I'insuline
L’insuline, une hormone polypeptidique avec un poids moléculaire de 5800, est sécrétée par les cellules B des flots de
Langerhans dans le pancréas. L’insuline posséde un large spectre d' actions biologiques. Elle stimule la prise de glucose
celulaire, I'oxidation du glucose, la glycogenese, la lipogenese, la protéogenese et la formation de I'’ADN et de I’ARN.
L'insuline joue un réle clef dans la régulation des niveaux de glucose dans le plasma (Inhibition de production hépatique,
stimulation d'utilisation de glucose périphérique). Les effets hypoglycémique résultant de I'insuline sont contrebalancés par des
hormones avec des effets de hyperglycémie (glucagon, I'hormone de croissance, cortisol, I'adrénaline). La sécrétion dinsuline est
principalement contr6lée par les niveaux de glucose dans le plasma : I'hyperglycémie incite une augmentation prompte et
importante du niveau dinsuline circulante. Des influences neurales, auss bien que des facteurs méaboliques e hormonaux
divers (des acides aminés, glucagon, I'hormone gastro-intestinale) participent auss au controle de sécrétion dinsuline. Le
diabéte de Type | (insuline dépendant : "juvénile") et provoqué par la destruction des cdlules B, avec pour conséquence
I’ absence totale d' insuline. Dans | e diabéte de type Il (non-insulino-dépendant : "Début de la maturité’), larésistance al’insuline
peut jouer un réle important; toutefois apres plusieurs années d' évolution, un manque de cellules B peut arriver, conduisant a une
demande relative d'insulinopenia, dans certains cas, a I’administration d'insuline. La résistance a I’insuline est associée a des
niveaux de circulation élevés de I"hormone. Le cas le plus répandu de résistance a I'insuline est représenté par |’ obésité. De
nombreuses maladies endocrinologiques (acromégalie, le syndrome de Cushing) aussi bien que les rares cas de défaut de
récepteur d'insuline ou les cas impliquant les anticorps anti-récepteur a insuline sont associés a une intol érance au glucose ou
méme au diabéte en raison de la résisance a l'insuline. La détermination de niveaux dinsuline dans le plasma est un paramétre
important dans le diagnostic de I" hypoglycémie. Les niveaux d'insuline sont élevés dans les cas d' « insulinoma » (tumeur des
cellules B). L" hypoglycémie fonctionnelle postprandial e peut auss étre associée a une libération inappropriée d'insuline et ala
consommation d' hydrates de carbone. Les niveaux d’insuline sont déterminés soit ajeun soit pendant un dynamique:
a) test de simulation: repas riche en hydrates de carbone, test de tolérance de glucose oral (OGTT), infusion d arginine,
admini stration de tolbutamide ou autres sulfonylurées.
b) test d'inhibition : diéte, infusion de somatostatine

B. Application clinique du dosage deI’insuline
Déermination des réserves des cellules B pendant le test de tolérance au glucose ou aprés un repas riche en hydrates de
carbone, comme référence pour |’ établissement delathérapieal’insuling
Contribution au diagnostic des diabétes d' insuline et non-insulino-dépendant;
Caractérisation et suivi des états d'intolérance au glucose;
Diagnostic et &ude des cas derésistance al’insuline;
Diagnostic de “I"insulinoma” et des autres causes d’ hypoglycémie.

I



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

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

V. REACTIFS FOURNIS

Reactifs 96 tests 4x96 tests Code Reconstitution
Kit Kit Couleur
Tubes recouverts 2x48 8x48 rouge | Prét al’emploi
avec I’anti INS fonce
(anticorps
monoclond)
1 flacon 4 flacons Rouge | Prét al’emploi
- R 55ml 55ml
TRACEUR: INS marquée a 350 kB 350 kB
I"**odine (grade HPLC) q q
dans un tampon HEPES
avec de ' bumine bovine,
de |’ azide de sodium
(<0,1%), EDTA et un
colorant rouge inactif
1flacon 2 flacons Jaune | Ajouter 2,0 ml
Calibrateur 2810 dans du lyophilisé | lyophilisés d'eau digtiliée
sérum humain et du thymol
Sflacons | 2x5 Jane | Ajouter 0,5ml
| - lyophilisés |  flacons d'eau digtillée
Cdibrateur N=1a5 Iyophilisés
(cfr. Vaeurs exactes sur
chaque flacon) dans du
sérum humain et du thymol
1 flacon 4 flacons Brun Diluer 70 x avec de
|WAS"| SOLN |C°NC| 10ml 0mi I'eau distillée
Solution de Lavage (utiliser un
(Tris-HCl) agitateur
magnéti que).
2 flacons 2x2 Gris Ajouter 0,5ml
- lyophilisés |  flacons d'eau digtiliée
Contréles- N = 1 ou 2 dans Iyophilisés
du sérum humain et du
thymol
Note: 1.  Utiliser le calibrateur zéro pour ladilution des échantillons.

2. 1 plU de la préparation du calibrateur est équivalent a 1 plU de
WHO 66/304.

VI. MATERIEL NON FOURNI

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

1. Eau digtillée

2. Pipettes pour distribuer: 50 pl, 500 ul e 2 ml (I'utilisation de pipettes
précises et de pointes jetabl es en plagtique est recommandée)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour leslavages

Systéme d' aspiration (optionnel)

Tout compteur gamma capable de mesurer |
(rendement minimum 70%).

Nooksw

1) peut ére utilisé

VII. PREPARATION DESREACTIFS

A. Calibrateurs : Reconstituer e calibrateur zéro avec 2,0 ml d eau ditillée
et lesautres calibrateursavec 0,5 ml d’ eau distillée.

B. Contrdles : Recongtituer |es controlesavec 0,5 ml d eau distillée.

C. Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage
en goutant 69 volumes d’ eau ditillée a 1 volume de Solution de Lavage
(70x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la
Solution de Lavage non utilisée alafin delajournée.

VIII.

10.

11.

XI.

STOCKAGE ET DATE D'EXPIRATION DESREACTIFS

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

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

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

Aprés la premiére utilisation, le traceur est stable jusqu'a la date
d expiration, s celui-ci est conservé entre 2 et 8°C dans|e flacon d' origine
correctement fermé.

Des atérations dans I'apparence physique des réactifs de la trousse
peuvent indiquer une instabilité ou une détérioration.

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

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

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

Eviter des cycles de congélation et décongéation successifs.

Ne pas utiliser d’ échantillons hémolysés.

MODE OPERATOIRE

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.

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

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

Mode opératoire

Identifier les tubes recouverts fournis dans la trousse, en double pour
chaque calibrateur, échantillon, contréle. Pour la déermination de
I’activité totale, identifier 2 tubes non recouvertsd' anticorps.

Agiter au vortex brievement les calibrateurs, les échantillons et les
contréles. Puis distribuer 50 ul de chacun d' eux dans|eurstubes respectifs.
Distribuer 50 pl de traceur dans chaque tube.

Agiter |égérement le portoir de tube manuellement pour libérer toute bulle
d'air emprisonnée.

Incuber pendant 2 heures a température ambiante.

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

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

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

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

Aprés le dernier lavage, laisser les tubes droits pendant 2 minutes et
aspirer (ou décanter) lereste deliquide.

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

CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.

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

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

L’ analyse informatique des données simplifiera les calculs. S un systéme
d'analyse de traitement informatique des données est utilisé il est
recommandé d’ utiliser lafonction « 4 paramétres » du lissage de courbes.



XII.

DONNEES TYPES

Les données représentées ci-dessous sont fournies pour information et ne peuvent

jamais étre utilisées ala place d’ une courbe de calibration.

INS-IRMA cpm B/T (%)

Adiivité totde 129481 100
Cdibrateur 0,0 plU/ml 197 0,15
5,7 wlU/ml 529 041
13,5 wlU/ml 1277 0,99
46,0 WlU/ml 479 3,70
144,0 wlU/ml 16436 12,69
440,0 wlU/ml 44090 34,05

TEST DEDILUTION

XIHI.

A.

PERFORMANCE ET LIMITESDU DOSAGE

Sensibilité

Vingt calibrateurs zéro ont éé testés en paralléle avec un assortiment
d'autres calibrateurs. La limite de détection, définie comme la
concentration apparente située 2 déviations standards au-dessus de la
moyenne déerminée ala fixation zéro, &ait de 1 plU/ml.

Spécificité

Des hormones cross-réactives ont été gjoutées a un calibrateur de valeur
élevée (100 plU/ml ou 4 ng/ml). Laréponse INS apparente a été mesurée.

Comme montrée ci-dessous, Les insulines animales (a I'exception de
I"insuline de rat) cross-réagissent tandis que les pro-insulines humaines,
porcine et de boeuf ne présentent aucune réaction croisée.

Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(uIU/ml) (uIU/ml)

Serum 1 11 - 101
172 50.5 46

V4 253 21

/8 12.6 11

/16 6.3 6.2

Serum 2 u1 - 328
172 164 152

V4 82 76

/8 41 36

/16 20.5 18

Les échantillons ont éé dilué avec le calibrateur zéro.

E.

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

Comme montré ci-dessous, les résultats d'un restent précis méme
quand un échantillon est distribué 30 minutes apres que le calibrateur a éé
gjouté aux tubesavec I’ anticorps.

DELAI

0" (uIU/ml) 30" (ulU/ml)

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

Analyte ajouté au sérum de Concentration | Valeurs INS Réactivité
valeur élevée théorique observées Croisée
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Insuline porcine 8ng/ml 42 17,4 >100
Insuline bovine 8ng/ml 338 17,8 >100
Insuline canine 16 ng/ml 42 17,2 81
Insuline de lapin 16 ng/ml 42 14,1 62
Insuline de rat 16 ng/ml 38 37 0,6
Pro-insuline humaine 32 ng/ml 43 44 03
Pro-insuline porcine 16 ng/ml 43 47 25
Pro-insuline de boeuf 16 ng/ml 43 44 0,6
C. Précision
INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD Ccv Sérum N <X>+SD Ccv
(nIU/ml) (%) (nIU/ml) (%)
A 10 66+0,1 21 A 20 144+0,9 6,5
B 10 533+08 15 B 20 1004 + 6,1 6,1

SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation

D. Exactitude

TEST DE RECUPERATION

Echantillon INS ajoutée INS récupérée Récupération
(uIU/ml) (uIU/ml) (%)
Serum 1 245.0 264 107.8
Serum 2 76 735 9.7
Serum 3 245 24.4 99.6
Serum 4 6.75 6.5 96.3

F.

XIV.

XV.

XVI.

Effet crochet
Un échantillon dopé avec de I'INS jusqu’ a 125000 plU/ml donne des cpm
supérieursau dernier point de calibration.

LIMITATIONS

Les échantillons de patients ayant regu des préparations d'anticorps
monoclonaux de souris pour un diagnostic ou comme traitement peuvent
contenir des anticorps humains anti-souris (HAMA). De tel's échantillons
peuvent montrer des valeurs soit faussement éevées soit faussement
basses lorsgu'ils sont analysés avec des trousses d'analyses utilisant des
anti corps monocl onaux de souris.

Des anticorps hétérophiles dans le sérum humain peuvent réagir avec le
réactif immunoglobulines, interférant ains avec les méhodes d'analyse
immunol ogiquesin vitro.

L es patients couramment en contact avec des animaux ou des produits de
sérum animal peuvent ére sujets a ces interférences. Des valeurs
anormales peuvent érre observées en cas de présence danticorps
hétérophiles. Evaluer soigneusement les résultats des patients suspectés
d'avair cesanticorps.

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

CONTROLE QUALITE INTERNE

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

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

Les criteres d acceptation pour les écarts des valeurs en doublet des
échantillons doivent étre basés sur |es prati ques de laboratoire courantes.

VALEURSATTENDUES

Les niveaux d'insuline pour 55 sujets avec des tests de tolérance de glucose
normaux, éaient de4 al16 plU/ml

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



XVII. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de I''®| (demi-vie 60 jours), une matiére radioactive
émettant desrayonnementsionisants X (28 keV) ety (35.5 keV).

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

Toutes les manipulations radioactives doivent é&re exécutées dans un secteur
désigné, doigné de tout passage. Un journal de réception e de stockage des
matieres radioactives doit ére tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de
laboratoire et la verrerie, qui pourrait &re 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 &re 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 &é 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 é&re conformes aux procédures local es de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont éé collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I'ESB n'a pas éé déectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animal es devront ére traités
comme potentiellement infectieux.

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

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

ACTIVITE CALIBRA- ECHANTIL-
TOTALE TEURS LON(S)
(ml) (ml) (ml)
Cadibrateurs (0-5) - 0,05 -
Echantillons - - 0,05
Traceur 0,05 0,05 0,05
Incubation 2 heures a température ambiante
Séparation Aspiration
Solution de Lavage 2,0
Séparation aspiration
Solution de Lavage 2,0
Séparation aspiration
Comptage Temps de comptage des tubes: 60 secondes
Numéro de catalogue DI Asource : Numérode P.l. : Numéro de révision :
KIP1251 — KIP1254 1700509/fr 110218/1

Date derévision : 2011-02-18
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

INS-IRMA

I.  VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-lmmunoassay fir die quantitative in vitro Bestimmung von humanem Insulin (INS) in Serum.
[I. ALLGEMEINE INFORMATION

A. Handelsbezeichnung : DIAsource INSIRMA Kit

B. Katalognummer : KIP1251: 96 Tests
KIP1254: 4x96 Tests

C. Hergestellt von: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosguet, 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

1. KLINISCHER HINTERGRUND

A Biologische Aktivitaten von I nsulin
Insulin, ein Polypeptidhormon mit eéinem Molekulargewicht von 5800, wird von den Betazellen der Langerhansschen Inseln der
Bauchspeicheldriise sezerniert. Insulin besitzt ein weites Spektrum biologischer Aktivitaten. Es stimuliert die zdlulare
Glucoseaufnahme, die Oxidation von Glucose, die Glykogenese, die Lipogenese, die Proteogenese und die Bildung von DNA
und RNA. Insulin spiet eine Schilissdrolle in der Regulation des Plasmaglucosespiegels (Hemmung der Freisetzung aus der
Leber, Stimulation der peripheren Glucoseverbrennung). Die daraus resultierenden hypoglykdmischen Effekte von Insulin
werden von Hormonen mit hyperglykamischer Wirkung kompensiert (Glukagon, Wachstumshormon, Cortisol, Adrenalin). Die
Insulinsekretion wird hauptsichlich tber den Plasmaglucosespiegel kontrolliert: Hyperglykamie induziert einen sofortigen und
wichtigen Anstieg des Insulinspiegels im Blutkreiskauf. Neuronale Einfliisse sowie verschiedene metabolische und hormonelle
Faktoren (Aminosauren, Glukagon, Gastrointestinales Hormon) spielen ebenfalls eine Rolle in der Regulation der Insulin
Sekretion. Typ | (insulinabhéngiger : "juveniler") Diabetes resultiert aus einer Zerstérung der Betazellen, was ein absolutes
Fehlen von Insulin zur Folge hat. Be Typ Il (nicht-insulin-abhéngiger : "Alters-") Diabetes, kann eine Insulinresistenz eine
wichtige Rolle spielen; jedoch kann nach einigen Jahren Krankengeschichte eine Zerstérung der Betazellen erfolgen, die zu einer
relativen Insulinopenie fiihrt und in einigen Fallen Insulingabe bendtigt. Insulinresistenz ist mit einem hohen Blutspiegel dieses
Hormons gekoppelt. Am haufigsten kommt Insulinresistenz bei Fettsucht vor. Verschiedene Endokrinopathien (Akromegalie,
Cushing Syndrom), sowie setene Falle von Insulinrezeptordefekten oder Féalle mit Anti-lnsulin-Rezeptorantikorpern sind mit
Glukoseintoleranz oder sogar Diabetes aufgrund einer Insulinresistenz gekoppelt. Die Bestimmung des Plasmainsulinspiegelsist
ein wichtiger Parameter bel der Diagnose der Hypoglykéamie. Der Insulinspiegel ist hoch bei eéinem Insulinom (Betazel ltumor).
Eine funktionelle postprandiale Hypoglykdmie kann ebenfalls zu ener unangemessenen |nsulinausschittung nach
Kohlenhydrataufnahme fiihren. Insulinspiegel werden entweder niichtern oder mithilfe eines dynamischen Tests bestimmt :
a) Stimulationstest: Kohlenhydratreiche Nahrung, oraler Glucosetoleranztest (OGTT), Arginin-Infusion, Einnahme von
Tolbutamid oder anderen Sulfonyl harnstoffen.
b) Inhibitionstest : Fasten, Somatostatin-Infusion

B. Klinische Anwendung der | nsulinbestimmung
zur Bestimmung der Betazellreserve bei einem Glucosetol eranztest oder nach e nem kohlenhydratreichen Mahl, alsLeitlinie
fur die Etablierung einer Insulintherapie;
als Beitrag zur Diagnose des Insulin- und nicht-Insulin-abhangigen Diabetes;
zur Charakterisierung und Weiterverfolgung von Stadien der Glucoseintoleranz;
zur Diagnose und Untersuchung be Fallen von Insulinresistenz;
zur Diagnose des Insulinoms und anderer Uraschen der Hypoglykéamie.
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V.

GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

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

Rohrchen. Mabl, die Fanger-Antikorper,

haften an der unteren inneren

Oberflache des Plastikréhrchens. In die Rohrchen zugegebene Kalibratoren oder
Proben zeigen zuerst eine niedrige Affinitat zu Mabl. Zugabe von Mab2, des mit
15 markierten Signalantikérpers, vervollstandigt das System und triggert die
immunol ogische Reaktion. Nach dem Waschen gibt die verbleibende, an den
Rohrchen haftende Radioaktivitét die Antigenkonzentration wieder. Die
Verwendung einiger unterschiedlicher Mabs und auch die Inkubation bel 37°C
auf einem Schittler verhindert die sonst be zweiseitigem IRMA auftretende

Hyperspezifitat.
V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN
Reagenzien 96 Test 4x96 Test | Farb Rekonstitution
Kit Kit Code
Mit anti INS- 2x48 8x48 | dunkel | gebrauchsfertig
beschichtete rot
Rohrchen
(monoklonade
Antikdrper)
1Gefad 4 Geféd rot | gebrauchsfertig
5 " 55ml 55ml
TRACER: ““lodmarkierter 350 kB B/OKB
Anti-INS (monoklonae q q
Antikdrper) in HEPES-
puffer mit Rinderserum-
adbumin, Azid (<0.1%),
EDTA und inertem roten
Farbstoff
1Gefd | 2Gefzsse | gelb | 20 ml dest. Wasser
Null Kalibrator in lyophilisiert lyophil. zugeben
Humanserum und Thymol
CcAL 5Gefasse | 2x5 | gelb | 0.5ml dest. Wasser
) lyophilisiert Gefésse zugeben
Kadibrator -N=1t05 Iyophil.
(genaue Werte auf Geféf3-
Etiketten) in Humanserum
und Thymol
y 1 Geféal3 4 Gefd | braun | 70 x mit dest.
| WaSH | Soty | cone | 10ml 10ml Wasser verdiinnen
Waschl 6sung (Tris-HCI (Magretriihrer
o ) benutzen).
2 Gefésse 2x2 silber | 0.5 ml dest. Wasser
lyophilisiert Gefésse zugeben
Kontrollen-N=1or 2 Iyophil.
Humanserum und Thymol

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

VI.

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

ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1.
2.

Nooksw

VII.

Dest. Wasser

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

5 ml automati sche Spritze (Cornwall Typ) zum Waschen

Absaugsystem (optional)

Vortex Mixer

Magnetrihrer

Jegl. Gamma-Counter, der 125 messen kann, kann verwendet werden.
(minimal Yield 70%)

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

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

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

VIII.

@

10.

11.

XI.

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen oder Rekonstitution sind die Reagenzien des Kits bis zum
Ablaufdatum (Angaben auf Etikett) bei Lagerung bel 2°C bis8°C gtabil.
Nach der Rekongtitution sind die Kalibratoren und Kontrollen bei 2°C bis
8°C 3 Tage stahil. Aliquots miissen bei langerer Aufbewahrung be -20°C
eingefroren werden fir maximal 3 Monate.

Frisch zubereitete Waschl 6sung sollte am selben Tag benutzt werden.

Nach der ersen Benutzung ist der Tracer bei Aufbewahrung im
Originalgefal3 und bei 2° bis8° C biszum Ablaufdatum stabil.
Veradnderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen ein Anzeichen
fur Ingtabilitét oder Zerfall sein.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serumproben miissen bei 2-8°C aufbewahrt werden.

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

Verme den Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Keine hamol ytischen Proben benutzen

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung

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

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

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersyssem erhéhen die
Prézision. Achten Sieauf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

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

Durchfiihrung

Beschriften Sie je 2 beschichtete Rohrchen fir jeden Kalibrator, jede
Probe und Kontrolle. Zur Bestimmung der Gesamtaktivitét, beschriften Sie
2 normal e Réhrchen.

Vortexen Sie Kalibratoren, Proben und Kontrollen kurz und geben Sie
jeweils 50 pl inihre Réhrchen.

Geben Sie 50 pl des Tracersin jedes Rohrchen.

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

Inkubieren Sie 2 Stunden bei Raumtemperatur.

Saugen Sie den Inhalt jedes Rohrchens ab (oder dekantieren Sie) (aulRer
Gesamtaktivitdt). Vergewissern Sie sich, dass die Plagikspitze des
Absaugers den Boden des beschichteten Roéhrchens erreicht, um die
gesamte Fliissigkeit zu entfernen.

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

Saugen Sie den Inhalt jeden Réhrchens (auRer Gesamtaktivitét) ab.
Waschen Sie die Roéhrchen mit 2 ml Waschl6sung (auRer Gesamtaktivitat)
und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie).

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

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

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppel bestimmungen.

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

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

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



XIl.  TYPISCHE WERTE
Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kénnen
nicht al's Ersatz fur die Echtzeitstandardkurve verwendet werden.
INS-IRMA cpm B/T (%)
Gesamtaktivitét 129481 100
Kaibrator 0,0 plU/ml 197 0,15
5,7 plu/ml 529 041
13,5 wlU/ml 1277 0,99
46,0 WlU/ml 479 3,70
144,0 WlU/ml 16436 12,69
440,0 plU/ml 44090 34,05
XIl. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK
A. Nachweisgrenze
Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen.
Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabweichungen tber dem gemessenen Durchschnittswerts bei
Nullbindung, entsprach 1 plU/ml.
B. Spezifitit

Kreuzreaktive Hormone wurden zu einem hochwertigen Kalibrator (100
wlU/ml oder 4 ng/ml) zugegeben. Das scheinbare INS Ergebnis wurde
gemessen. Wie unten angegeben, kreuzreagieren tierische Insuline (auf3er
Ratteninsulin) wahrend Human-, Schweine- und Rinder Proinsulin keine
Kreuzreaktivitat zeigen.

VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdiinn. Theoret. Konzent. Gemess. Konzent.
(uIU/ml) (uIU/ml)

Serum 1 1 - 101
12 50.5 46

V4 253 21

/8 12.6 11

116 6.3 6.2

Serum 2 V1 - 328
12 164 152

V4 82 76

/8 41 36

116 20.5 18

Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verdiinnt.

Zugeg. Analysat zu hochwert. Theoretische Gemess. INS Kreuz-
Serum Konzent. Werte reaktivitit
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Schweineinsulin 8ng/ml 42 17,4 > 100
Rinderinsulin 8ng/ml 338 17,8 >100
Hundeinsulin 16 ng/ml 42 17,2 81
Kanincheninsulin 16 ng/ml 42 14,1 62
Ratteninsulin 16 ng/ml 38 37 0,6
Humanproinsulin 32 ng/ml 43 44 03
Schweineproinsulin -~ 16 ng/ml 43 47 25
Rinderproinsulin 16 ng/ml 43 44 0,6
C. Prizision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>xSD Ccv Serum N <X>=SD Ccv
(pIU/ml) (%) (pIU/ml) (%)
A 10 66+0,1 21 A 20 144+0,9 6,5
B 10 533+0,8 15 B 20 1004+ 6,1 6,1
SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient
D. Genauigkeit
WIEDERFINDUNGSTEST
Probe Zugeg. INS Wiedergef. INS Wiedergefunden
(uIU/ml) (uIU/ml) (%)
Serum 1 245.0 264 107.8
Serum 2 76 735 9.7
Serum 3 245 24.4 99.6
Serum 4 6.75 6.5 96.3

E. Zeitverzogerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe
Es wird im folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
erhalten bleibt, wenn die Probe 30 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
in die beschichteten Réhrchen zugefiigt wird.
ZEITDIFFERENCE
0' (ulU/ml) 30" (ulU/ml)
Serum 1 8 7
Serum 2 16 17
Serum 3 37 42
Serum 4 81 82
F. Hook-Effekt

Eine Probe mit INS bis zu 125.000 plU/ml liefert héhere Messwerte al's
der letzte Kalibratormel3wert.

XIV. ANWENDUNGSGRENZEN

XV.

XVI.

Der

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

Heterophile  Antikérper  im  humanen  Serum  konnen  mit
Immunglobulinen der Reagenzien reagieren und so mit in vitro
Immunoassays interferieren.

Patienten, die routineméRigen Umgang mit Tieren oder Tierseren haben,
kénnen zu dieser Interferenz neigen und so kénnen anormale Werte in
Gegenwart von heterophilen Antikorpern beobachtet werden. Ergebnisse
von Patienten, bei denen diese Antikdrper vermutet werden, miissen
sorgféltig evaluiert werden.

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

INTERNE QUALITATSKONTROLLE

Entsprechen die I st-Werte nicht den auf den Flaschchen angegebenen Soll-
Werten, kénnen die Werte, ohnetreffende Erklarung der Abweichungen,
nicht weiterverarbeitet werden.

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

REFERENZ INTERVALLE

Bereich des Insulinspiegels bei 55 Personen mit normalen Werten beim

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

Diese Werte sind nur

Richtwerte; jedes Labor muss seinen eigenen

Normalwertbereich ermitteln.



XVII. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt *°| (Halbwertzeit: 60 Tagen) , dasionisierende 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 speziel ausgewiesenen Bereich attfinden. Ein Logbuch fir Protokolle
und Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausriisung und die
Glasbehdlter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden konnen,
mussen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radioi sotopen zu verhindern. Verschiittete radioaktive Substanzen miissen sofort
den Sicherheitsbestimmungen entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfélle
mussen entsprechend den lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fur das
Labor zustdndigen Behtrden gelagert werden. Das Einhaten der
Sicherheitsbestimmungen fir den Umgang mit radioaktiven Substanzen
gewahrleistet ausreichenden Schutz.

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

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern sstammen aus Landern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde.

Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen enthalten, a's potenziell
infekti s betrachtet werden.

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

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

GESAMT- KALIBRA- PROBE(N)
AKTIVITAT TOREN
(ml) (ml) (ml)
Kalibratoren (0-5) - 0,05 -
Proben - - 0,05
Tracer 0,05 0,05 0,05
Inkubation 2 Std. bei Raumtemperatur
Trennung - absaugen (oder dekant.)
Waschl dsung - 20
Trennung - absaugen (oder dekant.)
Waschl dsung - 20
Trennung - absaugen (oder dekant.)
Gamma Counter 60 Sekunden messen
DIAsource ! . Nummer der
Kata ognummer : Bel pafgégstglg?szmer. Origind ausgabe:
KIP1251 — KIP1254 110218/1

Revisionsdatum : 2011-02-18
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Lees het hele protocol voor gebruik.

INS-IRMA

I. BEOOGD GEBRUIK

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

[I. ALGEMENE INFORMATIE
A. Gedeponeerd handelsmerk: DIAsource INS-IRMA kit

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

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

Voor technische assistentie of voor bestelinformatie kunt u contact opnemen met:
Tel.: +32 (0)10 84 99 11 - Fax: +32 (0)10 84 99 90

. KLINISCHE ACHTERGROND

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

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



1V.  BESCHRIJVING VAN DE METHODE

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

V. GELEVERDE REAGENTIA

Reagentia Kit met Kit met | Kleur- Reconstitutie
96 testen 4x96 code
testen
Buis gecoat met anti- 2x48 8x48 donker | Klaar voor
INS  (monoklonde rood | gebruik
antilichamen)
1flacon | 4flacons rood | Klaar voor
- " 55ml 55ml gebruik
TRACER: Anti-INS 350 kB 350 kB
(monoklonae antilichamen) q q
gelabeld met *Zjood in HEPES
buffer met bovien
serumal bumine, azide (< 0,1%) ,
EDTA eneen inerte rode
kleurstof
CAL n 1flacon, | 2flacons, geel 20ml
- . gevries- gevries- gedestilleerd water
Nulkaibrator in humaan serum droogd droogd toevoegen
en thymol
CAL 5 flacons, 2x5 geel 05ml
gevries- flacons, gedestilleerd water
Kdibrator-N =1tot 5 droogd gevries- toevoegen
(raadpleeg de flaconetiketten droogd
voor de exacte waarden) in
humaan serum en thymol
| WASH | SOLN | CONC | 1flacon | 4flacons | bruin | 70 x met
10ml 10ml gedestilleerd water
Wasoplossing (Tris-HCl verdunnen
P o ) (gebruik een
magnetische
roerder).
2 flacons, 2x2 zilver | 0,5 ml
gevries- flacons, gedestilleerd water
Controles- N = 1 of 2 droogd gevries- toevoegen
in humaan serum en thymol droogd

Opmerking: 1. Gebruik denulkalibrator voor monsterverdunningen.
2. 1 plE van de kalibratorbereiding is gdlijk aan 1 pIE van
WHO 66/304.

VI. NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN

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

1. Gedestilleerd water.

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

Vortexmenger.

Magneti sche roerder.

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

Nooksw

VIlI. BEREIDING VAN HET REAGENS

A. Kalibrators: Reconstitueer de nulkalibrator met 2,0 ml gedestilleerd water
en andere kalibrators met 0,5 ml gedestilleerd water.

B. Controles: Reconstitueer de controles met 0,5 ml gedestilleerd water.

C. Werk-wasoplossing: Bereld een voldoende hoevedheid werk-
wasoplossing door 69 eenheden gedestilleerd water toe te voegen aan 1
eenheid wasoplossing (70 X).

VIII.

10.

11.

XI.

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

OPSLAG EN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

V6or opening of recongtitutie zijn alle kitcomponenten houdbaar tot de
vervaldatum, zoals vermeld op het etiket, indien zij bewaard werden bij 2
tot 8°C.

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

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

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

MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

Serum moeten bij 2 tot 8°C bewaard worden.

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

Vermijd opeenvolgende cycli van bevriezen en ontdooien

Gebruik geen gehemolyseerde mongers.

PROCEDURE

Opmerkingen bij de procedure

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

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

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

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

Procedure

Etiketteer de gecoate buiges in duplo voor eke kalibrator, voor ek
monster, voor elke controle. Etiketteer 2 normale tubes voor de bepaling
van de totaaltellingen.

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

Pipetteer 50 pl van de tracer in eke tube.

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

Incubeer gedurende 2 uur bij kamertemperatuur.

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

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

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

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

Tel de buizen in een gammateller gedurende 60 seconden.

BEREKENING VAN DE RESULTATEN

Bereken het gemiddel de voor de bepalingen in duplo.

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

en teken een kalibratiecurve door de kalibratiepunten, waarbij de duidelijke

uitschieters verworpen worden.

Lees door interpolatie de concentratie voor elke controle en voor elk

monster op de kalibratiecurve.

Door computergestuurde gegevensreductie worden deze berekeningen

vereenvoudigd.

Indien de resultaten automatisch verwerkt worden, wordt de 4 parameter
logi stische functie aanbevolen voor de gepaste curve.



XII.

KENMERKENDE GEGEVENS

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

VERDUNNINGSTEST

INS-IRMA cpm B/T (%)

. 129481 100

Totad telling

Kdibrator 0,0 W E/ml 197 0,15
5,7 wWlE/ml 529 041
13,5 plE/ml 1277 0,99
46,0 plE/ml 479% 3,70
144,0 plE/ml 16436 12,69
440,0 plE/ml 44090 34,05

XIHI.

A.

EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN

Detectielimiet

Twintig nulkalibrators werden bepaald, samen met een reeks andere
kalibrators. De detectielimiet, omschreven als de schijnbare concentratie
van twee standaarddeviaties boven de gemiddelde tellingen bij nulbinding,
bedroeg 1 plE/ml.

Specificiteit

Kruisreagerende hormonen werden toegevoegd aan een kalibrator met
hoge waarde (100 pIE/ml of 4 ng/ml). De schijnbare respons van INS
werd gemeten.

Zoals hieronder getoond wordt, is er een kruisreactie bij insuline van
dieren (met uitzondering van insuline van de rat), terwijl pro-insuline van
de mens, van het varken en van het rund geen kruisreactie vertonen.

Monster Verdunning Theoretische Concentratie die
concentratie bepaald werd
(uIE/ml) (nIE/ml)
Serum 1 7 - 101
12 50.5 46
va 253 21
18 12.6 11
116 6.3 6.2
Serum 2 n - 328
172 164 152
14 82 76
18 41 36
16 20.5 18

De stalen zijn verdund met de nulkalibrator.

Toegevoegd analyt aan een Theoretische ‘Waargenomen Kruis
serum met hoge waarde INS waarden INS waarden reactie
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Insuline van het varken 8ng/ml 42 17,4 > 100
Insuline van het rund 8ng/ml 38 17,8 > 100
Insuline van de hond 16 ng/ml 4,2 17,2 81
Insuline van het konijn 16 ng/ml 4,2 14,1 62
Insuline van de rat 16 ng/ml 38 37 0,6
Pro-insulinevandemens 32 ng/ml 43 44 03
Pro-insuline van het varken 16 ng/ml 43 47 25
Pro-insulinevan het rund 16 ng/ml 43 44 06

C. Precisie
BINNEN EEN TEST TUSSEN TESTEN
Serum N <X>*SD | VC%) || Serum N <X>=SD vC
(WE/ml) (WE/ml) (%)
A 10 66+0,1 21 A 20 144+0,9 6,5
B 10 533+0,8 15 B 20 1004+ 6,1 6,1

SD: standaarddeviatie; VC: variati ecoéfficiént

D. Nauwkeurigheid
RECOVERY -TEST
Monster Toegevoegd INS Recovery van INS Recovery
(pIE/ml) (pIE/ml) (%)
Serum 1 245.0 264 107.8
Serum 2 76 735 96.7
Serum 3 24.5 24.4 99.6
Serum 4 6.75 6.5 96.3

F. Tijdspanne tussen de laatste kalibrator en distributie van het monster
Zoals hieronder weergegeven wordt, blijven de resultaten van de
bepaling nauwkeurig, zelfs wanneer een monster 30 minuten na
toevoeging van de kalibrator in de gecoate tubes gepipetteerd wordt.

TIJIDSPANNE
0' (uIE/ml) 30" (uWIE/ml)
Serum 1 8 7
Serum 2 16 17
Serum 3 37 42
Serum 4 81 82
G. "Hook"-effect

Een monster, dat met INS gespiket werd tot 125000 plE/ml, levert hogere
tellingen op dan het laatste kalibratiepunt.

XIV. BEPERKINGEN

XV.

XVI.

De

insulineconcentratie van 55 personen met een

Specimens van patiénten die voor de diagnose of behandeling preparaten
hebben gekregen van monoklonale antilichamen van muizen kunnen
humane anti-muis-antilichamen (HAMA) bevatten. Dergelijke
specimens kunnen ofwel vals-verhoogde of vals-verlaagde waarden
vertonen wanneer ze met testkits worden getest waarbij gebruik wordt
gemaakt van monoklonal e antilichamen van muizen.

Heterofiedle antilichamen in humaan serum kunnen reageren met
reagens mmunoglobulinen, wat een effect kan hebben op in vitro
immunoassays.

Patiénten die regelmatig aan dieren of dierlijke serumproducten worden
blootgesteld, kunnen vatbaar zijn voor een dergdijk effect, terwijl
afwijkende waarden kunnen worden waargenomen wanneer heterofiele
antilichamen aanwezig zijn. Beoorded de resultaten zorgvuldig van
pati énten van wie vermoed wordt dat ze deze antilichamen hebben.

Als de resultaten niet overeensemmen met andere klinische
waarnemingen moet bijkomende informatie worden verkregen voordat
de diagnose wordt gestel d.

INTERNE KWALITEITSCONTROLE

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

Indien gewenst, kan ek laboratorium zjn eigen pools voor
controlemonsters maken, die dan in aliquots bewaard moeten worden in de
diepvriezer. Gelieve niet meer dan twee keer in te vriezen en te ontdooien.
Aanvaardingscriteria voor het verschil tussen de resultaten in duplo van
stalen moeten steunen op gangbare laboratoriumpraktijken.

REFERENTIE-INTERVALS

normale orale

glucosetolerantietest was 4 tot 16 plE/ml.
Deze waarden worden dechts als leidraad gegeven; ek laboratorium moet zijn
eigen normaal bereik van waarden uitmaken.



XVII. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitduitend 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 personed; ontvangst, opsag, 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 uitduitend bevoegd personed toegelaten wordt. Een
logboek met ontvangst en opslag van radioactieve materiallen moet worden
bijgehouden in het laboratorium. Laboratoriumapparatuur en glaswerk, dat
eventueel gecontamineerd werd met radioactieve bestanddelen, moeten worden
gesegregeerd om krui sbesmetting van verschill ende radioi sotopen te vermijden.
Als radioactief materiaal gemorst werd, dan moet dat onmiddellijk gereinigd
worden in overeensemming met de procedure voor dralingsveiligheid. Het
radioactieve afval moet worden weggegooid in overeensemming met de
plaatselijke voorschriften en richtlijnen van de autoriteiten waaronder het
laboratorium valt. Naleving van de bas sregels van stralingsveiligheid zorgt voor
een juiste bescherming.

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

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 al's potentied infectieus materiaal.

Vermijd dat de reagentia (natriumazide als conserveermiddel) in contact komen
met de huid. Azide in deze kit kan reageren met lood en koper in de
afvoerleidingen en op die manier zeer explosieve metaalaziden vormen. Tijdens
de wasfase moeten de afvoerl e dingen ruimschoots met water nagespoel d 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

wegwer phandschoenen.
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XIX. SAMENVATTING VAN HET PROTOCOL

TOTAAL- KALIBRA- MONSTER(S)
TELLINGEN TORS

(ml) (ml) (ml)
Kaibrators (0 -5) - 0,05 -
Monsters - - 0,05
Tracer 0,05 0,05 0,05
Incubatie 2 uur bij kamertemperatuur
Scheiding - opzuigen (of decanteren)
Werk-wasopl ossing - 2,0
Scheiding - opzuigen (of decanteren)
Werk-wasopl ossing - 2,0
Scheiding - opzuigen (of decanteren)
Telling Tel de buises gedurende 60 seconden

DIAsource
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C€

Leer el protocolo completo antes de usar.

INS-IRMA

I INSTRUCCIONES DE USO

Radioinmunoensayo parala determinacion cuantitativain vitro dela Insulina (INS) humana en suero.
1. INFORMACION GENERAL

A. Nombre: DIAsource INS-IRMA Kit

B. Numero de Catalogo: KIP1251: 96 tests
KIP1254: 4x96 test

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

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

[11. INFORMACION CLiNICA
A Actividades Biolégicas deinsulina
Insulina, una hormona polipéptidica con un peso molecular de 5800, es segregada por las células beta de los idotes de
Langerhans del pancreas. Insulina efectia muchas actividades biol dgicas. Estimula € consumo celular de glucosa, la oxidacion
de glucosa, la glicogénesis, la lipogénesis, la proteogénesis y la formacion de DNA y RNA. Insulina desempefia un papel
importante en la regulacion de los niveles de glucosa en plasma (inhibicion del output hepatico, estimulo del uso periférico de
glucosq). Los efectos hipoglucémicos de insulina son compensados por hormonas con efectos hiperglucémicos (glucagon,
hormona de crecimiento, cortisol, epinefrina). La segregacion de insulina es controlada principal mente por los niveles de glucosa
en plasma hiperglucemia induce una elevacion inmediata y importante en los niveles de insulina circulando. Influencias
nerviosas, asi como varios factores metabdlicosy hormonal es (aminoacidos, glucagon, hormona gastrointestinal) participan en €
control de la segregacion de insulina. Diabetes tipo | (dependiendo de insulina “juvenil”) se debe a la destruccion de las células
beta, resultando en una falta absoluta de insulina. En diabetestipo Il (no dependiendo de insulina “comienzo de la maturidad”) la
resistencia a la insulina puede desempefiar un papel importante; sin embargo es posible que ocurre una disfuncién de las células
beta después de algunos afios de evolucién, causando una insulinopenia que requiere a veces la administracion de insulina. La
resstencia a la insulina guarda relacion con niveles altos de circulacion de la hormona. Obesidad congtituye € caso mas
frecuente deresistencia a lainsulina. Varias endocrinopatias (acromegalia, sindrome de Cushing) asi como |os casos escasos de
defectos del receptor de insulina o casos con anticuerpos contra € receptor de insulina guardan relacion con laintolerancia para
glucosa o incluso con diabetes causado por resistencia a lainsulina. La determinacién de los niveles de insulina en plasma es un
parametro importante para é diagnostico de la hipoglucemia. Los niveles de insulina estén altos en caso de insulinoma (tumor de
las células beta). La hipoglucemia funcional postprandial también puede guardar relacién con una liberacion inadaptada al
consumo de hidratos de carbono. L os niveles de insulina se determinan en ayunas o durante un test dinamico:
a) test de estimulo: una comidarica en hidratos de carbono, test de tolerancia para glucosa oral (OGTT), infusion de arginina,

tolbutamida o otraadministracién sulfonilurea.
b) test deinhibicién: dieta, infusién de somatostanina.
B. Aplicacion clinica de la determinacion de insulina

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

hidratos de carbono, como referenciaparala implantacion de laterapia coninsuling;

Contribucion en la diagnosi s de diabetes dependiendo o no dependiendo de insuling;

Caracterizacion y observacion de los estados de intol erancia para glucosa;

Diagnosisy andlissde casosderesistencia alainsuling

Diagnosis deinsulinomay otros casos de hipoglucemia



IV. PRINCIPIOSDEL METODO

INS-Irma de DIAsource es un radioinmunoensayo basado en la separacion en
tubo recubierto de anticuerpos. Mabsl, los anticuerpos de captura, se adhieren en
la parte interior inferior de las paredes del tubo de poliestireno. Al principio
calibradores 0 muestras afiadidos en los tubos presentaran poca afinidad con
Mabsl. La adicién de Mab2, e anticuerpo sefial marcado con *#I, completara e
sistema y activara la reaccion inmunol 6gica. Después del lavado, la radiactividad
restante adherida al tubo, reflga la concentracién del antigeno. El uso de varios
Mabs digtintos evita hiperespecificidad, propio dd IRMA de dos-puntos, y € uso
de un agitador olaincubacion a37°C.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Reactivos 96 test 4x96 test Codigo Reconstitucion
Kit Kit de Color
Tubos recubiertos 2x48 8x48 rojo Listo para uso
con anti INS oscuro
(anticuerpos
monocl 6nales)
1via 4vides rojo Listo parauso
55ml 55ml
350 kBq 350 kBq
TRAZADOR: anti-INS
(anti cuerpos monoclonaes)
marcado con 1125 en tampdn
HEPES con abimina
bovina, azida (<0.1%),
EDTA y un colorante rojo
inerte
1via 2vides amaillo | Anadir 2 ml de
CAL n liofilizado | liofilizados agua destilada
Cdlibrador cero en suero
humano y thymol
CAL Svides | 2x5vides | amaillo | Aiiadir 0,5ml de
liofilizados | liofilizados agua destilada
CdibradoresN =1a5
(mirar los va ores exactos en
|as etiquetas) en suero
bovino y thymol
1via 4vides marrén | Diluir 70 x con
| WASH | SOLN |C0NC | 10ml 10ml agua destilada
Solucién delavado (Tris- (utlllz,a( agitador
HCl) magnéti co)
2vides | 2x2vides | plaeado | Aiadir 0,5ml de
CONTROL | N licfilizados | licfilizados agua destilada
Controles-N=102
en suero humano y thymol

Nota: 1. Paradilucionesde muestrasutilizar esténdar cero.
2. 1 pUl delapreparacion del calibrador esequivalentea 1 pUl de WHO

66/304.

VI. MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

1. Aguadedilada

2. Pipetas de 50m, 500m y 2 ml (Se recomienda el uso de pipetas precisas con
puntas desechabl es de plasti co)

Vortex
Agitador magnético

Nooksw

VII. PREPARACION DE REACTIVOS

Jeringa automética 5 ml (tipo Cornwall) para € lavado
Sistema de aspiraci 6n (opcional)
Contador de radiaciones gamma para medir 1"® ( minima eficiencia 70%)

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

B. Controles: Recongtituir 1os controles con 0,5 ml de agua destilada.

Solucion de lavado de trabajo: Preparar € volumen necesario de
Solucién de lavado de trabajo mezclando 69 partes de agua destilada por 1
parte de Solucién de lavado (70x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucion de lavado de trabagjo no utilizada a
final del dia.

VIII.

10.

11.

XI.

ALMACENAJE Y CADUCIDADESDE LOS REACTIVOS

Antes de abrir 6 recongtituir todos |os 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 recongtitucion los calibradores y controles son estables
durante 3 dias a 2-8°C. Para periodos més largos, alicuotar y guardar a —
20°C paraun maximo de 3 meses.

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

Después del primer uso, el trazador es estable hasta la fecha de caducidad,
s seguardaen el via origina cerrado a2-8°C.

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

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

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

Si @ ensayo no seredliza en 24 hrs., amacenar las muestras a—20°.
Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

No utilizar muestras hemoliticas.

PROTOCOLO

Notas de manejo

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

Agitar minuciosamente todos los reactivos y muestras, agitandolos o
girandolos suavemente. Con € 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 di spensacion automética
meorarala precision. Respetar | ostiempos de incubacién.

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

Protocolo

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

Agitar brevemente los calibradores, muestras y controles y dispensar 50 i
de cada uno en susrespectivos tubos.

Dispensar 50 pL de trazador en cada tubo, incluyendo los tubos
correspondientes alasCuentas Totales.

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

Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.

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

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

Aspirar (o decantar) e contenido de cada tubo (excepto los de Cuentas
Totales)

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

Después del ultimo lavado, dejar los tubos en posicion inversa durante 2
minutosy aspirar é liquido restante.

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

CALCULO DE RESULTADOS

Calcular la media delos duplicados.

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

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

Métodos computarizados de computacién de resultados pueden ser
utilizados para la construccion de la curva de calibracion. S se utiliza un
sstema automatico de calculo de resultados, se recomienda usar la
representacion gréfica“ 4 parametros’.



XII.

EJEMPLO DE RESULTADOS

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

TEST DE RECUPERACION

INS-IRMA cpm B/T (%)
Cuentas Totaes 129481 100
Cadibrador 0,0 pul/ml 197 0,15
5,7 pUl/ml 529 041
13,5 uUl/ml 1277 0,99
46,0 pUl/ml 4796 3,70
144,0 pUl/ml 16436 12,69
440,0 pUl/ml 44090 34,05

Muestra INS INS Recuperado
afiadido Recuperado (%)
(nUl/ml) (nUl/ml)

Suero 1 245.0 264 107.8

Suero 2 76 735 96.7

Suero 3 24.5 24.4 99.6

Suero 4 6.75 6.5 96.3

XIHI.

A.

REALIZACION Y LIMITACIONES

Limite de deteccion

Vente calibradores cero fueron medidos en una curva con otros
calibradores.

El limite de deteccion, definido como la concentracion aparente resultante
de dos desviaciones estandares sobre la media de enlace del calibrador
cero, fuede 1 pUIl/ml.

Especificidad

Hormonas con reaccion cruzada se afiadieron a un calibrador con un valor
elevado (100 pUI/ml 0 4 ng/ml). Larespuesta aparente fue medida.

Como se demuestra mas abajo, las insulinas animales (excepto insulina de
rata) presentan unareaccion cruzada y proinsulinas humanas, bovinasy de

cerdo no presentan una reacci6n cruzada.

Componente aiadido a un suero Concent. Concent. Reaccion-
con un valor elevado Teorica Medida cruzada
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Insulina de cerdo 8ng/ml 42 17,4 >100
Insulina bovina 8ng/ml 338 17,8 >100
Insulina de perro 16 ng/ml 42 17,2 81
Insulina de conejo 16 ng/ml 42 14,1 62
Insulina de rata 16 ng/ml 38 37 0,6
Proinsulinahumana 32 ng/ml 43 44 03
Proinsulinade cerdo 16 ng/ml 43 47 25
Proinsulina bovina 16 ng/ml 43 44 0,6

PRECISION INTRA-ENSAYO

Precision

PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>+SD CV Suero N <X>+SD Ccv
(nUI/ml) (%) (nUI/ml) (%)
A 10 66+01 21 A 20 14,4+ 0,9 6,5
B 10 533+0,8 15 B 20 100,4 + 6,1 6,1
SD : Desviacion Esténdar; CV: Coeficiente de Variacion
D. Exactitud
TEST DILUCION
Muestra Dilucion Concent. Concent.
Tedbrica Medida
(uUI/ml) (uUL/ml)
Suero 1 1 - 101
12 50.5 46
14 253 21
8 12.6 11
116 6.3 6.2
Suero 2 1 - 328
12 164 152
v4 82 76
8 41 36
116 205 18

Las muestras fueron diluidas con € calibrador cero.

E. Tiempo de espera entre la dispensacion del wltimo calibrador y la de
la muestra
Como s muestra a continuacién la precison del ensayo se mantiene
incluso en el caso de dispensar la muestra 30 minutos después de haberse
adicionado el calibrador alos tubosrecubiertos.
TIEMPO DE ESPERA
Suero 0 30'
(nUI/ml)
Suero1 8 7
Suero 2 16 17
Suero 3 37 42
Suero 4 81 82
F. Efecto “hook”

Una muestra dopada con INS hasta 125000 pUI/ml presenta cuentas mas
elevadas que el Ultimo punto de calibracion.

XIV. LIMITACIONES

XV.

XVI.

Es posible que las muestras de pacientes que han recibido preparaciones
de anticuerpos monoclonal es de ratén para diagnostico o terapia, puedan
contener anticuerpos humanos anti raton (HAMA). Los resultados de
estas muestras analizadas con kits que utilizan anti cuerpos monoclonal es
de raton, pueden dar val ores fal ssmente aumentados o disminuidos.

Los anticuerpos heterdfilos en € suero humano pueden reaccionar con
lasinmunoglobulinas que forman parte del reactivo, interfiriendo con los
inmunoensayosin vitro.

Pacientes que en forma rutinaria estdn en contacto con animales o
productos derivados de suero animal, pueden tender a presentar esta
interferencia y se pueden observar valores anémalos en caso de haber
presencia de anticuerpos heterdfilos. Evalle cuidadosamente |os
resultados de aquel los paci entes sospechosos de tener estos anti cuerpos.
S los resultados no concuerdan con otras observaciones clinicas, sera
necesario obtener informacién adicional antes de hacer un diagnosti co.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO

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

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

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

INTERVALOS DE REFERENCIA

Los niveles de insulina en 55 individuos con ensayos de tolerancia para glucosa,
normales fueron de4 a 16 puUl/ml.

Estos val ores solamente sirven de pauta; cada laboratorio tiene que establecer sus
propios val ores normal es.

XVII. PRECAUCIONESY ADVERTENCIAS

Sequridad

Para uso solo en diagnéstico in vitro.

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



Este producto radiactivo solo puede ser mangado y utilizado por personas
autorizadas; la compra, almacenaje, uso y cambio de productos radiactivos estan
sujetos alalegislacion del pais de usuario. En ningin caso € producto debera ser
suministrado a humanos'y animal es.

Todo & manejo de producto radiactivo se hard en una é&rea sefializada, diferente
de la de paso regular. Debera de utilizarse un libro de registros de productos
radiactivos utilizados. El material de laboratorio, vidrio que podria estar
contaminado radiactivamente debera de descontaminarse para evitar la
contaminacién con otrosisétopos.

Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de acuerdo
con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios radiactivos deberan ser
amacenados de acuerdo con las regulaciones y normativas vigentes de la
legidacion alacual pertenezca el laboratorio. El gjustarse a las normas basicas de
seguridad radiolégica facilita una proteccién adecuada.

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

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

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

No fumar, beber, comer 6 utilizar cosméticos en @ éarea de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes.
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XIX. RESUMEN DEL PROTOCOLO

CUENTAS CALIBRADO MUESTRA(S)
TOTALES RES CONTROL(S)
(ul) (ul) (ul)
Cdibradores (0 d 5) - 50 -
Muestras, controles - - 50
Trazador 50 50 50
Incubaci6n 2horasaT.A.
Separacion - aspirar
Solucién de Lavado - 20ml
Separacion - aspirar
Solucién de Lavado - 20ml
Separacion - aspirar
Contge Contar los tubos durante 60 segundos
DlAsource Cataogo Nr : P.I. Numero : Revisionnr :
KIP1251 — KIP1254 1700509/es 110218/1
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per I’uso

INS-IRMA

. USODEL KIT

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

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

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

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

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

. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Attivita biologiche dell’insulina
L’insulina & un ormone polipeptidico con peso molecolare di 5800 dalton, secreto dalle cellule beta delle isole di Langerhans del pancreas.
Possiede un ampio spettro di azioni biologiche: stimola I'uptake di glucosio da parte delle celule e la sua ossidazione, promuove la
formazione di glicogeno, lalipogenes, la produzione di proteine elasintes di DNA e RNA; svolge un ruolo essenziale nella regolazione dei
livelli di glucoso (inibizione della glicogenolis epatica e stimolazione del’utilizzazione periferica del glucoso). | suoi effetti
ipoglicemizzanti sono controbilanciati da ormoni con effetto iperglicemizzante (glucagone, ormone della crescita, cortisolo, adrenalina).
La secrezione di insulina € controllata dai livelli plasmatici di glucosio: I'ipoglicemia induce un aumento immediato e sostenuto dei livelli di
insuling; anche il sstema nervoso e vari fattori metabolici o ormonali (aminoacidi, glucagone, ormoni gastrointestinali) partecipano al
controllo della secrezione dell” insulina.
11 diabete mellito di tipo | (insulino-dipendente o giovanile) € dovuto ala distruzione delle beta cellule con assoluto di insulina. Nél diabete
méllito di tipo Il (non insulino-dipendente o della maturita), la resistenza periferica all’ insulina pud essere causa di iperglicemia, comunque
dopo acuni anni s arriva ad un esaurimento delle beta cellule con deficit di insulina che in circa il 30% dei soggetti richiede la
somministrazione di insulina. L’insulino resistenza é associata ad elevati liveli circolanti di ormone; & comunemente dovuta all’ obesita
Alcune endocrinopatie (acromegalia, sindrome di Cushing), rari cas di difetti dei recettori o di auto anticorpi anti recettori sono associati con
intolleranza al glucosio o a diabete mellito dovuto ainsulino resistenza.
La determinazione dei livelli plasmatici di insulina & un’importante ausilio per la ricerca delle cause del’ipoglicemia. Si trovano livelli
eevati di insulina nél’insulinoma (tumore delle beta cellule). Unaipoglicemia post-prandial e funzional e pud essere associata con liberazione
inappropriata di insulina dopo un pasto ricco di carboidrati.
S possono determinarei liveli di insulina siaa digiuno che dopo test dinamico:

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

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

Applicazioni cliniche del dosaggio dell’insulina

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

Contributo alla diagnos differenziale di diabete mellito insulino o non insulino dipendente.

Caratterizzazione e follow-up del’intolleranza a glucosio.

Diagnos e studio dei cas di insulino resistenza.

Diagnos di insulinoma e di altre cause di ipoglicemia.

” w
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V.

PRINCIPIO DEL METODO

Il kit DIAsource INS-IRMA & un dosaggio immunoradiometrico con separazione
coated tube. Gli anticorpi di cattura, Mabs 1, sono adsorbiti sulla superficie interna
della parte inferiore di provette di polistirene. Standard e campioni hanno dapprima
una bassa affinita per i Mabs 1; I'aggiunta di anticorpi di segnale Mabs 2, marcati
con |, provocano un aumento di affinita per i Mabs 1 e I'inizio della reazione
immunologica. Al termine del’incubazione la radioattivita non legata alla fase
solida viene allontanata mediante lavaggio. La radioattivita residua € direttamente
proporzionale alla concentrazione di insulina in standard e campioni. L'uso di
acuni anticorpi monoclinali diversi evita I'iperspecificita del dosaggio, frequente
nei dosaggi IRMA adue siti, I'incubazione in agitazione e |'incubazione a 37°C.

V. REATTIVI FORNITI
Reattivi Kit da Kit da Codice Volume di
96 test 4x96 test colore ricostituzione
Provette
sensibilizzate con ,
H anticorpo anti INS 2x48 8x48 Rosso Pronte per |’uso
(anticorpi scuro
monoclondi)
Ab 125]
- | 1flacone | 4flaconi Rosso Pronto per I'uso
Marcato: anti-INS (Anticorpi
monoclonai) marcai con 2 | S55ml 55ml
in tampone HEPES con BSA, | 350 kBg 4x 350
sodio azide (<0,1%), EDTA e
un col orante inerte rosso kBq
i
Cdibraore zero in sero | Lflacone | 2flaconi Gidlo Aggiungere 2 ml
humano, contenente timolo liofiliz. liofiliz. di acquadistillata
CAL
Calibraore 15 (le 5 flaconi 2x5 Gidlo | Aggiungere 0,5
concentrazioni  esate degli | lidfiliz. flaconi ml di acqua
cdibratore sono riportate sulle s .
dtichette dei flaconi), in siero liofiliz. distiliaa
humano, contenente timolo
| WASH | SOLN |C0NC | Diluire 70 x con
1flacone | 4 flaconi Bruno acquadigtillata
Tampone di lavaggio (TRIS usando un
HCl) 10mi 10mi agitatore
magneti co
| CONTROL | N | Aggiungere 0,5
Controlli: N=102, insiero 2 flaconi 2x2 Argento gi]!stcijlllgc:ua
umano, contenente timolo liofiliz. flaconi
liofiliz.

Note:

VI.

1. Usare lo standard zero per diluirei campioni.
2. 1 mJI della preparazione standard € equivalente a 1 nJl di WHO
66/304

REATTIVI NON FORNITI

Il seguente material e € richiesto per il dosaggio ma non & fornito nel kit.

1.
2.

Nooksw

VII.

Acquadidtillata

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

Agitatore magnetico.

Pipetta aripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.

Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).

Contatore gamma con finestra per 2| (efficienza minima 70%)

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

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

Controlli: Ricogtituirei controlli con 0,5 ml di acqua digtillata.

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

VIII.

X.

10.

11.

XI.

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

Dopo ricostituzione, calibratore e controlli sono stabili 3 giorni a 2-8°C e,
suddivis in aliquote a —20°C per periodi pit lunghi per un massmo di 3
mesi.

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

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

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

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Conservarei campioni di sieroa2-8°C.

Se non § desidera eseguire il dosaggio entro 24 ore da préeievo, s
raccomanda di conservarei campioni a—20°C.

Evitareripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

Non usare campioni emolizzati.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze generali

Non usare il kit o suoi componenti oltre la data di scadenza. Non
mescolare reattivi di lotti divers. 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 precisone del dosaggio. Rispettare i tempi di
incubazione.

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

Metodo del dosaggio
Numerare le provette sensibilizzate necessarie per dosare in duplicato
ogni standard, campione o controllo. Numerare 2 provette non
sensibilizzate per la determinazione dell’ attivita totale.
Agitare brevemente su vortex standard, campioni e controlli. Dispensare
50 i di standard, campioni e controlli nellerispettive provette.
Dispensare 50 m di marcato in tuttele provette.
Scuotere delicatamente il portaprovette per liberare eventuali bolle
d'ariaintrappolate ndl liquido contenuto nelle provette.
Incubare 2 ore atemperatura ambiente.
Aspirare (o decantare) il liquido contenuto in tutte le provette, trannein
quelle per I'attivita totale, facendo attenzione che il puntae
dell’ aspiratore raggiunga il fondo delle provette e che aspiri tutto il
liquido.
Lavare tutte le provette, tranne quelle per I'attivita totale, con 2 ml di
soluzione di lavoro di tampone di lavaggio, evitando di provocare la
formazione di schiuma.
Aspirare (o decantare) il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in
quelle per Iattivitatotale.
Lavare nuovamente tutte le provette, tranne quelle per I'attivita totale,
con 2 ml di soluzione di lavoro di tampone di lavaggio e aspirare (0
decantare).
Dopo il secondo lavaggio lasciare decantare le provette in posizione
verticale per due minuti circa e aspirare eventuali gocce di liquido
resdue.
Contaretutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolarela media delle determinazioni in duplicato.

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

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

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



XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE

| sotto riportati sono forniti atitolo di esempio e non devono essere utilizzati per
calcolare le concentrazioni di insulinain campioni e controlli a posto della curva
standard, che va eseguita per ogni dosaggio.

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

Cdibratore 0,0 plU/ml 197 0,15

5,7 plU/ml 529 041

13,5 wlU/ml 1277 0,99

46,0 plU/ml 4796 3,70

144,0 Wl U/ml 16436 12,69

440,0 plU/ml 44090 34,05

XIll. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A. Sensibilita

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

La senshilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con cpm
pari ala media pit 2 deviazioni standard di 20 replicati dello standard zero,
risultata essere 1 muUl/ml.

B. Specificita

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

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

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

TEST DI RECUPERO

Campione Insulina aggiunta Insulina Recupero
(pIU/ml) recuperata (%)
(uIU/ml)
Sierol 245.0 264 107.8
Siero 2 76 735 96.7
Siero3 245 24.4 99.6
Siero4 6.75 6.5 9.3

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

TEMPO TRASCORSO
0" (ulU/ml) 30" (ulU/ml)
Seol 8 7
Sero2 16 17
Sero3 37 42
Sero4 81 82

Analista aggiunto allo Concentrazione Valori Cross-
standard a valore elevato teorica osservati di reattivita
insulina (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Insulina porcina 8 ng/ml 42 17,4 > 100
Insulinabovina 8 ng/ml 38 17,8 >100
Insulinadi cane 16 ng/ml 42 17,2 81
Insulinadi coniglio 16 ng/ml 42 14,1 62
Insulinadi ratto 16 ng/ml 38 37 0,6
Proinsulinaumana 32 ng/ml 43 44 0,3
Proinsulina porcina 16 ng/ml 43 47 25
Proinsulinabovina 16 ng/ml 43 44 0,6
C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD Ccv Siero N <X>=+SD Ccv
(uIU/ml) (%) (uIU/ml) (%)
A 10 | 6601 21 A 20 14,4£09 65
B 10 533+0,8 15 B 20 1004+ 6,1 6,1

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accuratezza
TEST DI DILUIZIONE

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(pIUmI) (pIUmI)
Serol 11 - 101
172 50.5 46
14 253 21
/8 12.6 11
/16 6.3 6.2
Sero2 171 - 328
172 164 152
14 82 76
/8 41 36
/16 20.5 18

| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.

E. Effetto hook
Un campione ha cui & stata aggiunta insulina fino a 125.000 mU/ml ha
cpm superiori aquello dello standard piti concentrato.

XIV. LIMITAZIONI

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

- Nell’ esecuzione di tecniche di immunodosaggioin vitro, la presenzain
campioni di siero umano di anticorpi eterofili che possono reagire con
immunoglobuline reattive puo dar luogo ad interferenze.

Pazienti sistematicamente esposti a contatto con animali o con
prodotti derivanti da siero animale possono essere oggetto di tale tipo
di interferenza, con conseguente riscontro di risultati anomali in caso
di presenza di anticorpi eterofili. Si raccomanda pertanto di valutare
attentamente i risultati relativi ai pazienti con sospetta presenza di tale
tipo di anticorpo.

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

XV. CONTROLLODI QUALITA" INTERNO

- Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
al’interno del limiti riportati sull’ etichetta dei flaconi, non & opportuno
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, @ meno che non s trovi una
giustificazione soddi sfacente.

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

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

XVI. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

L'intervallo dei liveli di insulinain 55 soggetti con test di tolleranza al glucosio
orale normale é risultato essere pari a4 — 16 plU/ml.

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



XVII. PRECAUZIONI PER L'USO

Sicurezza

I1 kit € solo per uso diagnostico in vitro.

Il kit contiene *°| (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) ey (35.5 keV)
ionizzanti.

L'acquisto, a detenzione, I'utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale. In nessun caso il prodotto pud essere
somministrato ad esseri umani 0 animali.

Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando s manipola materiale
radioattivo. L e 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 material e 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
ale norme locali di radioprotezione. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti
secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per I’uso di sostanze radi oattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
| reettivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o da FDA e s sono rivelati negativi per HBs
Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di
offrire la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare
epatiti, AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi 0 i campioni
di siero o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

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

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

Nei luoghi dove s usano sostanze radioattive non & consentito consumare cibi o
bevande, fumare o usare cosmetici. Non pipettarei reattivi con pipette a bocca
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XIX. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Attivita totale Calibratore Campioni
Controlli
m m m
Cdibratore (0 - 5) - 50 -
Campioni, controlli - - 50
Marcato 50 50 50
Incubazione 2 ore atemperatura ambiente
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro 2ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro 2ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Conteggio Contare le provette per 1 minuto
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Awpacte 0L0KANPO TO TPOTOKOALO TPV A6 TN YP1iON.

INS-IRMA

1. XPHXHTIA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

K1t ovocopodloleTpikod mpocsdlopicod yio Tthy in Vitro mocotikny pétpnon g avlpomivng
woovkivig (INS) otov 0pd.

II. TENIKEX INAHPO®OPIEX
A. Epmopum ovopasio:  Kit INSIRMA ¢ DIAsource

B. ApOpéc kotaroyov:  KIP1251: 96 efetdoeig
KIP1254: 4 x 96 e&etdoeig

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

TN teyviki fo1]0gra | AANpoPopies oYETIKG pe TOPAYYEMES EMKOIVOVI|OTE GTA:
Tnh.: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.90

[1l. KAINIKO YIIOBAGPO

A Bioloyixég dpaoeis ths wveovlivig
H woovAivn, pio Tolvrertidikny oppdvn pe popiakd Bapog 5800, anckkpivetar omd to B-kdTTape TV vnoidov tov Langerhans
amd 10 Taykpeag. H wvoovrivn dwabétet Eva gupd gdopo Broloyikdv dpdoemv. Aleyeipel Tnv Kuttapikh Tpdoinyn g yAvkoing,
mv o&eidwon g YALKOING, T YAvKOYéVEDT, TN Mmoyévea, TV TpoTeivoyéveon kat 1o oynuatiopd ov DNA kot tov RNA. H
WGoLAIvY mailel onuavtikd poro ot puduion TV eTmESmV TG YAVKOING TOV TAGSHATOS (AVAGTOAY TG NILOTIKNG ToPAYOYNS,
Siéyepon TG TMEPLPEPIKNAG XPNOWOTOINoNS ™G YAKO(NG). Ot TPOoKORATOVGEG VTOYAVKAIWIKEG EVEPYEIEG TNG WGOLAIVIG
avtiotabuilovion amd oppoves pe LIOYALKOWIKES evépyeleg (YAvkoyovo, ovEntiky opudvn, koptildin, emwveppivn). H
ATEKKPLOT TNG WVOOVAIVIG EAEYYETOL KVPImG amrd To EMIMESA TNG YAVKOLNG 6TO TAGGO: 1] VIEPYAVKOLio TPOKOAEL Gpeon Kot
onUavTIK avénon ota emineda TG KLKAOQOPoLoas ooLAiving. Nevpikég emdpdoelg, kabmg kot didpopot petafolikol kot
oppovikol mapdyovieg (apuvotéa, yAukayOvo, YOOTPEVIEPIKY OpuOV) ETIONG GUUUETEXOVY GTOV EAEYX0 TNG OMEKKPIONG TG
woovAivng. O tomov | (vooviivoe&aptdpevos: "veovikds") dufnmg opeiletarl 68 KOTAGTPOOH TOV B-KVTTAP®Y, HUE GUVERELL
mv anodiut Mkenyn veoviivng. 1o tomov Il (un voovivoeEaptduevog: “ue évapén oty dpun nikia") dupnm, evosyetol
vo, mailer onuavtikd pOAO N AVTIOTOOT GTNV WVGOLAIVI. QoT060, HETA amd apKeTd Yxpovia eEEMENG, pmopel vo ELQAVIOTEL
OVETAPKELD TOV PB-KLTTAP®Y, TOV 0dNYEl OE OYETIKN VOOLAVOTEViD, 1 OTOiC OOLTEl, OF UEPIKEG MEPUTTAOCELS, YOPHYNON
woovAiving. H avtiotaon omyv woovAivn cvoyetiletor pe vynid enineda kvkhoeopiag e oppovng. H mo cvuvibng outia
OVTIOTAONG TNV WVGOVLAIVY €yKeltol otny moyvoapkio. Aldpopeg evdokpivorddeieg (axpopeyodio, cuvépopo Cushing) kabmg
KOl OTAVIEG TEPTTMOELG EAMAEUUATOV GTOVG VIOSOYEIG TG WVOGOVAIVIG 1 TEPIMTMOCELS HE OVTICMWUATO TOV VITOSOYEMYV OVTL-
WGOoVAIVIG cvoyetiCovtar pe dvoaveéio ot yAukoln N axdun kot dofntn Aoy avtictaong oty weovAivny. O Tpocdiopiopds
TOV EMTEIOV TG WOOVAVIG 6TO TAGGHO OTOTEAEL ONUAVTIKY TOPAUETPO oTN didyveoon Tng vroylvkaiog. To emineda g
WGOLAIVIG eival VYNAG 6€ TEPITTMOGELS IVGOLVALVOROTOG (OYKOG TOV B-kuTtdpav). H Agitovpyikf] HETOYEVUOTIKY VTOYAVKOLLIO
umopel emiong va cvoyetiCetar pe un evdederypévn amedevbipmwon veovAivig Katd v mpdoAnyn vdpoyovavOpdkov. Ta
enineda ™G oovAivng Tpocdiopiloviar eite o€ KatdoTaon VioTeiog eite katd T didpketa Suvapkng eEétaong:
o) E&étoon Siéyepongc: yebua mhovoio og vdpoyovavlpakes, 166t avoyfic oe YALKOln Anebeica amd 1o otopa (OGTT), £yyvon
apywivng, xopnynon ToABoutapidng 1 GAL®Y GOVAPAVLAOVPLOV.
B) E&étaom avactolg: vnoteia, £y0on COUATOGTUTIVIG

B. Kk epapuoyi tov mpocdoiopiouosv wveovlivyg
I1poodiopiopdg Tov amobEpaTog TV B-KuTTapev Katd T didpkela g e&étaons avoyfig otn YAukoin i petd and éva yedpo
TAOVG1L0 G VIPOYOVAVOpOKES, MG 0dMYOS Yl TOV KaOopPIopd TG Depameiog e VoOLALVT.
Zopuporr ot d1hyveoon eoLAVOEEAPTMUEVOD KOt [T) IVGOLAVOEEAPTMUEVOL dlaPfTn
Xapakmpiopdg kot Tapakorovdnon katactdacemy dvoaveéiog ot YALKOn.
AGyvoon Kot HEAETN TEPITTMOOEMY AV TIOTAONG OTHV VGOVAIVY.
Adyvoon WeouAMVAROTOS Kot GAA®V alTi®v DTOYAVKOLUING.



IV.  BAXZIKEX APXEX THX MEGOA0Y

H e&&taon INS-Irma g DIAsource eivar  évag  avooopadlopeTpikog
Tpoodlopopds mov Pociletar o€ SuyOPIoHd EMOTPOUEVOV coAvapiov. Ta
Mabsl, ta aviichpote cUAANYNG, TPOSKOAMOVTOL 6TV KAT® KOl ECOTEPIKN
eMEAveELn. TOV TANOTIKOL coAnvapiov. Ot Babupovountéc M ta deiypoto woOv
mpootifevtol oto cOANVApLe gpgaviCovy kot apynv YornAn cvyyévelo mpog o
Mabsl. IIposOfikn Mab2, Tov avTic®RATOG GNUATOSOTNONG TOV EIVOL GCHUACUEVO
pe 21, Ba olokAnpdost o choTnue Kot Ba TLPOSOTHGEL TNV GVOGOAOYIKY
avtidpaon.  Metd v mAOON, N VIOAEWOMEVN POSIEVEPYEWN, TOL  Eival
SEGLEVUEV GTO COANVAPLO, OVTAVOKAX TN GLYKEVTP®OT TOV ovTlyovov. H ypron
apkeTdv Srakprtdv Mabs aroeedyet v vrepedikdtnra, Tov givar cuvRONG ot
IRMA 3b0 onueimv, kabdg Kot TV ovAayKn GLOKELNG AVASELOTS 1| ETOUONG
otovg 37° C.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvTidpaoctipla Kt 96 Kt 4x96 | Xpopat AvociveTaon
gEetdocmy | EGETAOEW KOG
v KO3KOG
ZoAnvapto 2x48 8x48 okovpo | ‘Etorpo yo
H EMOTPOUEVOL [LE KOKKvO | xprion
anti INS
(novokhovikd
1wAido | 4 @ukidw kokkwo | ‘Etopo yo
Ab 1257 55ml 55ml xpfion
ks 350kBq 350 kBq
IXNHOETHE: Avti-INS
(HovoKA®VIKG OVTIGOOTO)
ONHACUEVO [LE uslmﬁivn [
puBuoTikd ddhvpo HEPES
ue Boeto oporevKmpOTIv,
alidio (<0,1%), EDTA kou
Qe adpovig KOKKIVNY
APWOOTIKY
1Aido | 2 @ukidw kitpwvo | IlpocBiete 2,0
CAL n Avo@ironot | Avo@iromot ml aneotoypévon
nuévo nuévo vepol
Mn3devikog Badpovopntg o
avOpdrvo 0pod Kot Bupoin
5 puoridio 2x5 kitpwvo | IlpocBiste 0,5
Avogthonot | QoS ml aneotoypévon
Babpovounriic N = 1 éwc5 nuévo )\.UO(PL?\.OT[OI vEPOL
S . . nuévo
(deite T1g axpiPeic Tiuég
TAVO OTIG ETIKETEG TOV
QroMdiov) og avbponvo
0p6 Kot Bupoin
1wAido | 4 @ukidw KopE Apurdote 70 X
| WASH | SOLN |CONC | 10ml 10ml UE ATEGTAYUEVO
Atéhopo Thoong (Tris-HCI) Vepo ’
(xpnoonowiote
HOyVITIKO
avodevThpa).
CONTROL N 2 puohidio 2x2 aonui Mpocbéote 0,5
Avogthonot | QoS ml aneotoypévon
Yok héyxov - N = 11} 2 nuévo )\.UO(PL?\.OT[OI vEPOL
og avBpdvo opd e Bupdin TIHEVO

1. Xpnowonoteite t0 pndevikd Pabpovountn Yoo opULOCELS
detypdtmy.

2. 1 plU tov mapoaockevdopotog tov fabpovount ivat 10odvvaio
pe 1 ulU tov WHO 66/304.

Xnpeioon:

VI.  ANAAQXIMA IIOY AEN ITAPEXONTAI

Ta akdAovBo VAKE arwartovvTon aAAG dev TapEyovToL 6To KIT:

1. Ameotaypévo vepod

2. IMiréteg yio Stavoun: 50 pl, 500 pl kar 2 ml (cvvietdrat n xpfion TmeTdY
axpipeiog pe avardoipo Thactikd poyyn)

Avapeikmg otpofiiiopod

MoyvnTikog avadenTnpog

Avtéporn ovpryye twv 5 ml (torov Cornwall) yio Thvon

ZooTnuo avoppoenong (TpoaipeTikd)

Mmnopei va ypnoworomdei omolocdnmote amaptOunTtc oKTivov Y pe
duvardtnra pérpnong tov 2l (eAdyiom amdSoon 70%).

No O A~w

VII.

VIII.

@

ITAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BaOpovopuntés: Avoocvotiote 1o pndevikd Pobuovounti pe 2,0 mi
ameoToypévov vdatog Ko aAlovg Babuovountég ue 0,5 ml amestayuévon
VdaT0G.

YMkG €Aéyyov: Avoacvothote To VAIKG eAéyyov pe 0,5 ml amecstayuévon
vEPOUL.

Awdopa whdong spyosiog: Ilpostodote emapkn Oyko StaAdpoTog
mAoNG epyaciog pe Tpoodnkn 69 dykwv ameotaypévov vepov og 1 dyko
Srahvportog mAdong (70X). Xpnowomotote HoyvnTikod avadentipa yio v
opoyevonoinon. Amoppiyte T0 U1 YPNOOTOMUEVO SLEAVHE TAVONG
£PYOOL0G 0TO TENOG TNG NUEPAC.

DPYAAEH KAI HMEPOMHNIA AHEHX TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ilpwv ond 10 Gvorypo M v avacotoot, OO TO GUOTOTIKG TOV KIT
mapopévouy otabepd g v nuepounvie AENG, N omoia avoypaeeTat
OTNV ETIKETA TOV QLALdion, €pdcov dwatnpodvial og Beppokpacio 2 £mg
8°C.

Metd v avacOotacn, ot Pabpovountéc kot T VAMKG  EAEYYOL
mapopévouy otabepd yo pio efdopddo og Beppokpacio 2 émg 8° C. T'a
UEYOADTEPEG TEPLODOVG PVANENG, Ttpémel va. oynuatifoviol kKAdopato kot
vo. dtatnpovvtat otovg —20° C yua To oA 3 pnjvec.

DpéoKko, TOPUCKELOOUEVO OldAvue TADoNG epyaciog Oa mpémer vo
xpNoyLomoteitol Ty idio uéPaL.

Metd mv mpd™ xpfion tov, o yvnBémg mapapével otabepds Emg v
nuepounvio. AMENG, epdcov dratnpeitar 610 OPXIKO, EPUNTIKG KAEOTO
@uoAidio og Beppokpaocio 2 £mog 8° C.

Toxov petaforég TG QLOIKNG EUEAVIONG TV AVTIOPOCTNPIOV TOL KIT
evdE ETOL VoL VTTOdINA®VOLV aoTdfeta 1| oAloimon.

2YAAOT'H KAI ITPOETOIMAZIA AEITMAT2N

Ta deiypota opov mpémet va purdccovtal og Beppokpacio 2-8° C.

Eav 1 e&€taon dev mpaypatorombei evidg 24 opdv, cuviotdtor  @OAaEN
otovg -20° C.

Amopehyete Tovg emakdAovBovg KHKAOVG KATAWVENG-UTOWYVENGC.

Mnyv xpNOLOTOLEITE dELYLOTO TOV £YOVV VIOGTEL ALILOALOT).

ATAAIKAXIA

INUEIDCELS CYETIKA PUE TO YEPLGUO

Mn ¥pNOYOTOLEITE TO KIT 1 TO GLOTOTIKG UETA TNV Muepounvia ANéEng.
Mnv ovaperyviete VAKG oo SlapopeTikéc moptideg kit. Pépete OAa TO
avtdpaotipla o€ Oeppokpacio dwpoatiov Tpv amnd n xphon.

Avapei&te kohd Oho To avTdpaoTple Kot T Ogiypoto pe  omokn
avokiviion 17 avadevon. Xpnoponoteite vo kabopd avardcio poyyog
TRETAG Yoo TV TPooOnKn kdfe SapopeTikoy  avTIdPacTNPiov Kot
S&lyLaTOg TPOKEWWEVOL VO, ATOPVYETE TNV EMUOAVVOT).

H oaxpifeio Pertidoveron pe ypion mwmetdv vyniig oxpifelog M
QUTOMATOTOMUEVOL e€omMopol dlavoung pe mutéteg.  Trmpeite Tovg
XPOVOVG ETOACTG.

Ipoetopdote pio kopmdAn Pabuovounong y kabe avalvon kot pn
XPNoyLomoleite dedopéva amd mTponyodueves avardoels.

Awdikaocio

ENUOAVETE TO ETIOTPOUEVO, COANVEAPLY €1 dITAOVVY Yo kGOe Pabpovounty,
deilypa, vAKO gAéyyov. T'a TOV TPOGAIOPIGIO TV GUVOMK®OV HETPHOEMV,
ONUAVETE 2 PUOLOAOYIKA COANVAPLOL.

YtpoPihiote yuwr Alyo Pabupovountég, deiypoto kot LAKE €AEyyov Ko
Saveipete 50 pl amd €xacTo o€ avticToyd COANVAPLA.

Aoveipete 50 ml yym0ém oe kGbe cwinvapio.

Avakwviote amold pe to xépt T Pdon otpENG TOV GOANVAPIOVY Yo Vo
ameAeVOEPDOETE TLYOV TAYIOEVUEVEG PLUOAADEG AéPQL.

Enwdote eni 2 dpeg o€ Oeppokpacio dopatiov.

Avoppopficte (| petayyiote) to mepieyduevo kdbe cwinvapiov (ue
e€aipeon ekeiva mov apopodv Tig cuVorikEg petproels). Befarwdeite 611
T0 TAOOTIKO pOYYOc TOL avappoent ¢Bdver otov muBuéva Tov
EMOTPOUEVOL COANVAPIO TPOKEEVOL Vo apatpedei OAn 1 mocdTnTA TOVL
VYpPOL.

[M\ovete 1o colnvapio pe 2 ml tedvpatog TAdong epyociag (ue e&aipeon
€KEIVO, TTOV 0POPOVV TIG GUVOMKEG UETPNGELS). ATOPUYETE TO GYNUATIGHO
aPPOL KOTA T SLAPKELR TNG TPOSHNKNG TOL SLoAbpaTOg TADO NG EpYOsiagc.

Avoppopficte (| petayyiote) to mepieyduevo kébe cwinvapiov (ue
e€aipeon ekeiva Tov apopody TIg GLVOMKEG HETPHGELS).



10.

11.

XI.

[MAbovete Ta coAnvapia kot wéht pe 2 ml Stoddpatog Thvong epyaciog (ue
e€aipeon ekeiva Tov aPopodv TIg GLVOMKEG LETPGELS) KL OVOPPOPHGTE
(M petayyiote).

Metd v tedevtaio mAvomn, apiote Ta cOANVApPLL vo atafovv o opbia
0¢om yo 300 AemTh Ko AvVaLPPOPNOTE TI 6TAY OV VYPOD TOV ATOUEVEL.
YnoPdailete og pétpnon to convaple o€ amaplunt oaxtivov y yio 60
devtepdrenta.

YIIOAOTIEMOZX TQN AIIOTEAEZMAT2N

Ymnoloyiote tn péon Tiun TV SITAGV TPOGIOPIGUAOV.

e NUAoYaptOpko 1 YPopIIKO XopTl YPOENUATOV, TOPUCTHOTE YPUPIKE,
115 C.p.m. (kpovoelg avd Aemtd) (tetayuévn) yia kabe Babuovountn évavtt
mg avtictoymg ovykévipwong ¢ INS (tetunuévn) kot oxedidote pio
KapmoAn Badpovounong péow twv onueiov tov Badpovounty, aroppiyte
TIG ELLPOVEIG U1 OTOSEKTES TUUEG.

AwBdote ™ cvykévipmon Yoo kGbe vAMKO edéyyov kor delypa pe
mapeUPoAn oV KaumoAn fabuovounong.

T. Axpipara
I'TA TON IAIO ITPOZAIOPIZEMO METAEY AIA®OPETIKQN
[TPOZAIOPIZEMQN
Opog N <X>=+T.A. Z.A. Opog N <X>=+T.A. Z.A.
(uIU/ml) (%) (uIU/ml) (%)
A 10 66+01 21 A 20 14,4+ 0,9 6,5
B 10 533+£0,8 15 B 20 1004+ 6,1 6,1

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

4, Avayoyn dedopévov pe ™ Ponbewr miektpovikov vroloyioty 6Oo
AmAOTOMoEL OVTOVG TOVG VIOAOYIGHOVG. Edv ypnotponoleitan avtdpotm
enefepyoocio  amoteAeopdTOV, GUVIOTATOL  TPOCUPUOYT,  KOUTOANG
AOYLOTIKNG GLUVAPTNONG 4 TOPUUETPDV.

XII.  TYINIKA AEAOMENA

Ta akérovBa dedopévo mpoopiloviar pnovo g emenynon Kot dev TPEMEL Vo
APNOYLOTOLOVVTOL TTOTE AVTE THG KAUTVUANG Bafpovounong mpary Hatikov xpovov.

INS-IRMA cpm B)

Zuvolki| péTpnon 129481 100
Bofpovountig 0,0 plU/ml 197 0,15
5,7 wlU/ml 529 041
13,5 ulU/ml 1277 0,99
46,0 WlU/ml 4796 3,70
144,0 wlU/ml 16436 12,69
440,0 plU/ml 44090 34,05

X, AIIOAOXH KAI IIEPIOPIZEMOI

A. ‘Opro aviyvevong
YropMibnkav og npocdiopiopd gikoot pundevikoi Pabuovountés pali pe
£vo. oOvoro dAlav Babpovountdv. To 6plo aviyvevong, opilldpevo wg n
(QOLVOLEVIKT] GUYKEVTP®OOT S0 TUTIKAOV OMOKAGE®V TAV® 0mtd TIG HEGEG
uetpfioelg og undevikn déopgvon, frav 1 plU/ml.

B. Ewwémra

A. OpBoTTO
EZETAXH ANAKTHXHZ
Agiypa Ipootedeica AvaxtnOcica Avaxtnon
INS INS (%)
(uIU/ml) (uIU/ml)
Opog 1 245.0 264 107.8
Opog 2 76 735 9.7
Opog 3 245 24.4 99.6
Opog 4 6.75 6.5 9.3
EZETAXH APAIQXHZ
Agiypa Apaioon OempNTIKN) MetpnOsica
GUYKEVTP O] GUYKEVTP O]
(MIU/mI) (pIU/ml)
Opog 1 171 - 101
172 50.5 46
14 25.3 21
/8 12.6 11
/16 6.3 6.2
Opog 2 171 - 328
12 164 152
14 82 76
/8 41 36
/16 205 18

Ta deiypora apardOnkay pe undevikd Boadpovountr.

Opuoveg SOTOVPOVUEVNG  OVTIOPACTIKOTNTOG TPOoTEONKAY o8 éval E. Msoodwaotnua petagd tng dwavoung teievtaiov Padpovounti) kot
BaOuovopnt vymAifg tng (100 wlU/ml 4 4 ng/ml). Metpionke n deiyparog
@ovopevikn amokpion g INS. Onwg @oivetar ot OULVEXELD, TO OTOTEAECHOTO TOV TPOGOLOPIGHOD
Onwg eoivetor mo KOT®, WWooLAiveg (dov (eKTOG TNG WWGOLAIVIG TOV mapopévouy opfd axopa kot otav dwavépetor Eva deiypo 30 Aemtd petd
apovpaiov)  epeaviCovy  daocTtavpovuEvn  AvTISPaSTIKOTNTA  EVE ™mv 7pooHNKn TV PabLOVOUNTOV 0TA ETCTPOUEVH COANVAPLA.
avBpamveg, yoipeleg kou Bodeleg  mpoivoovkives  dev  mapovotdlovv
SLGTAVPOVLEVT AVTIOPAGTIKOTN T,
MEXOAIAZTHMA
Mpootedeica avaivopevn ovoia | Osopnrikés | IMopammpnsi | Alactavpodps 0" (ulU/ml) 30" (ulU/ml)
o€ 0p6 VYNNG TIRIG Tipég INS ogg Tipég INS | wvn avridpaon
Opog 1 8 7
(ng/ml) (ng/ml) (%) 0pog 2 16 17
Xoipelog vGovAivn 8ng/ml 42 17,4 >100 8P(?Q i gz ‘813
Bogtog voovlivn 8ng/ml 38 17,8 >100 poS
Twvoovrivn okvROL 16 ng/ml 42 17,2 81
Twvoovkivn kovvehod 16 ng/ml 42 14,1 62 B ;
IlVGOUMQ apovpaiov 16 ngml 338 37 0,6 IT. ®awépevo aykictpov (hook)
AvOpdmvn mpoivoovdivy 32 43 44 03 Agiypo mov gupoldotnke pe INS éwg 125000 pwlU/ml Siver vymAdtepeg
ng/ml 43 4,7 25 petprioetlg amd to onpeio Tov tedevtaiov fobpovount.
Xoipetog npoiivoovrivn 16 ng/ml 43 44 0,6
Bogtog mpoivoovrivy 16 ng/ml




XIV. ITIEPIOPIZMOI

- Agiypoto.  and  ocbeveic mov  €yovv  AdPEl  TOPOOKELAGHOTO
HOVOKAWVIKAV  OVTICOUATOV  TOVTIKOD ylo. oKOmovg didyveong 1
Oepanciog, evdeyopévmg va TEPLEXOLY avOpPOTIVO. OVTICOUOTO OVTi-
nmovtikov (HAMA). Ze avtd 1o deiypota pmopovv va mapatnpndovv
Yeudms aVENUEVEG | YEVOMDG UELWUEVES TILEG, OTAV EAEYYOVTOL UE KIT
TPOGIOPIGHOD TOV XPNGILOTOLOVY LOVOKAMVIKG 0VTICOHATO TOVTIKOD.

- Ta  &tepo@MKd  OvVTICOUATE GTOV  ovOpdOTIVO  0pd  pmopody  va
avTIOPEoOVY HE OVOGOCPULPIVEG TMOV AVIIOPOOTNPI®Y, TPOKOADVTAS
rmapepfoin o€ in Vitro avoconpocdiopiopong.

Acbeveic mov extifevton TokTikd oe (o M wpoiovta {oikov 0opov
evOg OUEVMG VO givan emppeneig og avthv TV TopepPorn. ITaboroyikég
TIHEG  umopovv  va  mopatnpndodv  oe  TOPOVGin  ETEPOPIMKDV
avricopdtov. A&oloyeite pe mpoooyn To amoteAéopate acbevdv,
GTOVG OTOLOVG VILAPYEL VITOYIO AVTMV TMOV UVTICOUATOV.

Eav ta omoteléopata dev  eivar odupovo pe  GAAEG  KAMVIKEG
TP TNPNOELS, Oo xpelaoTel | ARYN TEPAUTEP® TANPOPOPLOV TPV AT
™ Béom g ddryvmong.

XV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

- Edv 1o omotedéopata mov AopPavovtol yio o VAKO gléyyov 1 ffkat to
VAKO eléyyxov 2 dg PBpiokovtar evtdg Tov mediov Tdv mov kabopiletan
oV eTikéta Tov Qaldiov, to omotedéopato dev givar dvvatd vo
xpnoyoromBovv, ektdg dv Exel dobel wavomomtikny e€qynon ywo ™y
ACVUP®VICL.

- Eav eivon embountod, kdbe epyootnplo umopei va dnpiovpynost to Sk
oV pefypota Setypdtov eAéyxov, To omoio TPEMEL Vo daTnpovvVTOL
KOTEYVYUEVE 68 KAAGHOTO. MNV KoToy DY ETE-OTOYVYETE TEPLOGOTEPO AT
800 Qopéc.

- Ta kpreipro. amodoxns yio ™ dopopd peta&h TV SIMADOV ATOTEAECUATOV
tov dsiypdtov o mpémer va Pacifoviar oe opbég epyaocTnplokég
TPAKTIKEG.

XVI. AIAXTHMATA ANADPOPAX

To nedio TWOV TV emmédov TG WWOOVAIvNG oe 55 vrmokeipeva pe
PLG10L0YIKEG EEETAGELG VoG o€ YAVKOLN AngBeioa and To otopa fav 4
$wg 16 plU/ml

O tyég avtég mopéyovior pdvov g odnyds. Kabe epyaotiplo o npénet
Vo, KaB1epOGEL TO S1KO TOL PLGLOAOYIKO TESTIO TIHDV.

XVII. IPODPYAAZEEIY KAI IPOEIAOIIOIHXEIY

Acopdieia

Movo yia dtoyveotiky ypfion in vitro.

To Kkt avtd mepiéyet 10 2 | (Xpdvog quilwnc: 60 nuépec), o padievepyli ovoio
1 onoio eknépmet 1oviCovoa aktvoBoria X (28 keV) kot y (35.5 keV).

Avtd 10 podievepyd mpoidv ivar duvatd vo petapepbei ko va xpnotpomomdei
puovo amd e€ovorodomuéva drtopa. H ayopd, @oro&n, ypnon kot aviodlayn
padlEVEPYdDV TPOIOVIMV VIOKEWVTOL oTN vopobesio ™G xdpag Tov TEMKOD
xpnotn. e kapio mepintwon dev mpémet vo, xopnyeitat To Tpoidv o avhpdTOvG
1 {da.

Olog 0 yepopds TOL poadievepyod VAIKOD Oo TPEmEl vo exTEAEiTOL OF
KaBopPLopéEVO Y DPO, HOKPLL oo XDPOVG TAKTIKNG S1EAEVONG. XTO €PYACTNPLO
TPEMEL VL dLoTNpEiTO MUEPOLOYIO Yiow TV TapodaPr| Kot T QOAAEN PadIEVEPYDV
VAkdv.  E€omMopdg kor yvdAwve okedn Tov gpyactnpiov, to omoia Oa
pmopovoav vo. oAvvOoldv e padievepyég ovoieg, Oa mpémel va puAGcoovVTaL 6F
EeyxwproTd xOPO Yo TNV TPOANYN ETUOAVVONG TV S10POP®V PASLOIGOTOTMV.
Touydv S1appoég padievepydv VYPOV TPETeL Vo, kabapilovtat apéomc GOUPOVO. LE
T1g drodikacies aodrelag amd padievépysia. Ta padievepyd amdPAnTo Tpémel va
ATOPPIRTOVTOL GOUPMOVO LE TOVG TOTIKOVG KUVOVIGLOLG Kot TIG KTeuhuvTipLeg
odnyieg TOV apydv Tov £xovv dikalodocio 610 gpyacthiplo. H mpnon tov
BooIKOV KavOVmV Ao QAAELNS 0O PASIEVEPYELD TAPEYEL EXOPKT TPOCTUGTOL.

Ta cvotatikd avBpdTvoy aipatog Tov TEPIAaUPAvVOVTaL 6TO KIT QUTO £YOVV
eheyyOei pe pebodovg eykekpuéves oty Evponn f/kol and tov FDA kot éyet
Swamiotmbel 011 givan apvntikd ©g Tpog Vv mapovsio. HBSAQ, avti-HCV, avti-
HIV-1 ko 2. Kopio yvoot) pébodog dev eivar dvvord va mapéyet mAnpn
Srac@diion 0Tt Tapdywya Tov avlpdrvov aipatog de Oo petaddoovy nratitida,
AIDS 1} dMeg Aopudéels. Emopévag, o yepiopds aviidpoompiov, detrypdtov
0po¥ N TAdopatog Oa mTpémetl vo yivetar cOUPOVO e TIG TOTIKEG d1adIKaoies mepi
AoPOAELOG.

Oha o Cod Tpoidvta Kot mapdywyo £xovy oviieydei amd vy (oa. Ta Posia
GLOTATIKG TPOEPYOVTAL OTd XDPEG OOV dev Exet avapepbei BSE. TTap' OA' avtd,

ovotatikd mov mepiEyovy Lwikég ovoieg Ba mpémer va avtetonifovior g
SVVNTIKAOG LOAVGHOTIKG.

Amopehyete  omoladfmote  €mapn  TOL  JEPUOTOC  HE  AVTIOPOOTAPLO.
(xpnowomoteitor 0fidio Tov varpiov wg cvvpnrtikd). To alido oto kit awtd
EVOEXETOL VO AVTIOPACEL e LOAVPO Kat YOAKO TOV VIPAVAMKOV COAVAOCEDY KoL
Vo, oYNUaTiosl e Tov Tpomo avtd iaitepa ekpnkTikd alidio petdAiov. Kotd
dudpkeln Tov PAHOTOG TAVONG, EKTADVETE TNV OmOYETEVON UE UEYEAN TocHTNTOL
VEPOL, Yo TNV TPOANYN TVY OV cVocdPEVOTS AlIdiov.

Mnv korvilete, unv mivets, unv TpOTE KoL U1 XPNOLULOTOIEITE KAAAVVTIKG 6TO
xOpo epyaciac. Mmnv davépete pe TITETA YPNOUYOTOLOVTOG TO OTOHN GOG.
X PNOLOTOLEITE TTPOSTATEVTIKO POVYIGHO KOl aVOADCILA YEVTIO.
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XIX. HIEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY

XYNOAIKEXZ BAOGMONO AEII'MA(TA)
METPHZXEIZX MHTEX
(ml) (ml) (ml)
BoOpovopntég (0-5) - 0,05 -
Agiypoto - - 0,05
IxvnBétng 0,05 0,05 0,05
Endaon 2 dpeg og Beppokpacio dopatiov
Awyopiopds - Avoppoenon (1 petdyyion)
AtGdopa TAvong - 2,0
gpyaociog - Avoppoenon (1 petdyyion)
Aoympiopdg - 2,0
Awdhopo Thdong - Avoppoenon (1 petdyyion)
epyaciog
Aoy opiopog
Métpnon Métpnon coinvapiov eni 60 devtepoienta
Ap. katoddyov DI Asource: ApOuog P.1.: Ap. avabedpnong:
KIP1251 — KIP1254 1700509/¢l 110218/1

nuepounvia avabsdpnong : 2011-02-18
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Leia todo o protocolo antes de utilizar.

INS-IRMA

|.  UTILIZAGAO PREVISTA

Kit para ensaio |munoradiométrico para a determinagdo quantitivain vitro dainsulina humana (INS) no
Soro.

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

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

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

Para assisténcia técnica ou encomendas, contacte:
Tel : +32 (0)10 84 99 11 - Fax : +32 (0)10 84 99 90

I1l. FUNDAMENTAGCAO CLIiNICA

A Actividades biol6gicas da insulina
A Insulina é uma hormona polipéptidica com um peso molecular de 5800 KD, segregada pelas células beta dos ilhéus de
Langerhans situados no pancreas. A Insulina possui um espectro amplo de acgdes biolégicas. Estimula a captacdo celular de
glicose, a oxidacio da glicose, a glicogénese, lipogénese, proteogénese e a formagdo de DNA e de RNA. A Insulina desesmpenha
um papel chave na regulagdo dos niveis plasmaticos da glicose (inibicdo da libertagdo hepética, estimulagdo da utilizagdo
periférica de glicose). Os efeitos hipoglicémicos resultantes da insulina sdo contrabalangados por hormonas com efeitos
hiperglicemiantes (glucag&o, hormona do crescimento, cortisol, epinefring).A secregdo de Insulina é largamente controlada pel os
niveis plasmaticos de glucose: a hiperglicémia induz um aumento répido e importante dos nive's circulantes de insulina. As
influéncias neuronais, bem como varios factores hormonais e metabdlicos (aminoacidos, glucagdo, hormona gastrintestinal)
também participam no controlo da secreggo da insulina. A diabetes Tipo | (insulino-dependente: "juvenil”) deve-se a destruigdo
das células beta, tendo por consequéncia a auséncia absoluta de insulina. Na diabetestipo |1 (ndo-insulina-dependente: “inicio na
maturidade"), a resisténcia a insulina pode desempenhar um papel importante; contudo, apds véarios anos de evolugdo, pode
ocorrer a falha das células beta, com insulinopenia e em certos casos € necessaria a administragdo de insulina. A resiséncia a
Insulina é associada com niveis circulantes elevados da hormona. O caso mais comum de resisténcia a insulina é representado
pela obesidade. Varias endocrinopatias (acromegalia, sindroma de Cushing), bem como casos raros de defeitos ao nivel dos
receptores ou casos com anticorpos anti-insulina, sdo associados com intoleréncia a glicose ou até diabetes devidos aresisténciaa
glicose. A determinacéo dos niveis plasmaticos de insulina € um paré@metro importante no diagnéstico de hipoglicémia. Os niveis
de Insulina so eevados em casos de insulinoma (tumor das células beta). A hipoglicemia funcional pés-prandial pode também
estar associada com libertacdo inapropriada insulina depois de ingestéo de hidratos de carbono. Os niveis de Insulina sGo
determinados quer por estado de jgjum, quer por teste dinamico.
a) teste de estimulagdo: refeicdo rica em hidratos de carbono, teste de tolerancia oral a glicose (OGTT), infusdo de arginina,
tolbutamida ou administragéo de outras sulfonilureias.
b) teste deinibicdo: jejum, infusdo de somatostatina

B. Aplicacgdo clinica da determinagéo da insulina:
. Determinagdo da reserva de células beta durante o teste de tolerancia oral a glicose ou depois de uma refeigdo rica em
hidratos de carbono, como um indicador para ainstauragdo de terapéutica com insulina
Contribui¢éo para o diagnéstico de diabetestipo | ou
Caracterizacio e monitorizagdo de estados de intolerancia a glicose.
Diagnostico e estudo de casos deresisténciaainsulina



V.

PRINCIPIOSDO METODO

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

37°C.
V. REAGENTES FORNECIDOS
Reagentes Kit 96 Kit 4x96 | Cédigo de | Reconstitui¢io
testes testes cor
. 2x48 8x48 Vermelho | Pronto a
H Tubos revestidos escuro utilizar
com anti INS(Acs
monoclonas)
1 4 vermelho | Pronto a
recipiente | recipientes utilizar
Marcador: anti-INS marcado 55ml 55ml
com | (Acsmonoclonais) | 350kBq 350 kBq
em tampédo HEPES com
soro bovino, dbumina,
azida(<0.1%), EDTA e
corante inerte
1 2 amaelo | Adicione 2.0 ml
. recipiente | recipientes de &gua
Calibrador Zero em soro liofilizado | liofilizados destilada
humano e timol
5 2x5 amarelo | Adicione 0.5 ml
L recipientes | recipientes de &gua
Calibrador -N =1a5 liofilizados | licfilizados destilada
(ver vaores exactos nos
rétul os dos recipientes) em
soro humano e timol
| WASH | SOLN | CONC | 1 4 castanho | Dilua 70 x com
recipiente | recipientes 4guadestilada
Solugéo de lavagem (Tris- 10ml 10ml (use um agitador
HCl) magnéti co).
- 2 2x2 prateado | Adicione 0.5 ml
recipientes | recipientes de &gua
Controlos-N =1 0u 2 liofilizados | liofilizados destilada
Em soro humano e timol

Note: 1. Useo caibrador zero para dilui¢des da Amostra.

VI.

2. 1 ulU da preparagéo padréo é equivalente al ulU do OMS 66/304.

MATERIAL NAO FORNECIDO

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

1.
2.

Nooksw

VII.

Agua dedtilada

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

Misturador vortex

Agitador magnético

Seringa automatica de 5 ml (tipo Cornwall) para lavagem

Sistema de aspiracado (opcional)

Qualquer contador gama com capacidade para medir 2| pode ser utilizado
(alcance minimo 70%).

PREPARACAO DOS REAGENTES

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

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

VIII. CONSERVAGAO E PRAZO DE VALIDADE DOSREAGENTES

- @

N

o oksw

10.

11.

XI.

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

Depois da reconstitui¢éo, os calibradores, controlos sfo estavei s durante 3
dias entre 2 a8°C. Para periodos de conservagdo maislongo, devem ser
fetas aliquotas e mantidas a—20°C para 0 maximo de 3 meses.

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

Apds a 12 utilizagdo, o marcador é estavel até ao final do prazo de
validade, desde que mantido no recipiente original bem fechado, entre 2 a
8°C

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

RECOLHA E PREPARAGAO DASAMOSTRAS

Soro podem ser mantidos entre 2 - 8°C.

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

Evite ciclos de congelamento e descongelamento sucessivos

N&o utilize amostras hemolizadas.

PROCEDIMENTO

Notas de manipulacio

N&o utilize o kit ou 0s seus componentes apés a expiragdo do prazo de
validade. Nao misture componentes de lotes diferentes. Antes de utilizar
todos os reagentes devem estar a temperatura ambiente. Misture
compl etamente 0s reagentes e as amostras com agitacdo ou rotagio suaves.
Para evitar contaminagdes cruzadas, use uma pipeta com ponta descartavel
para a adicao de cada reagente e amostra.

As pipetas de precisio e evada ou a pipetagem automatica véo aumentar a
precisdo. Respeite os tempos de incubagdo. Prepare uma curva padrao para
cada andlise e ndo utilize dados de andlises anteriores.

Procedimento

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

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

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

Incube durante 2 h a temperatura ambiente.

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

Lave os tubos com 2 ml de Solugéo de Lavagem de Trabalho (excepto as
contagenstotais). Evite aformacéo de espuma durante a adi¢éo de Solugéo
de Lavagem de Traba ho

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

Apbs a Ultima lavagem deixe os tubos na posicao vertical durante 2
minutos e aspire até a tltima gota de l iquido.

Conte os tubos no contador gama durante 60 segundos.

CALCULO DOSRESULTADOS

Calcule a média das determinagdes em duplicado.

Em papel semilogaritmico ou de gréfico linear desenhe o c.p.m.
(ordenadas para cada padrdo contra a concentracdo correspondente de
INS (abcissas) e desenhe uma curva padréo (de calibragéo) através dos
pontos padréo e rejeite os pontos aberrantes 6bvios.

Leia a concentragdo para cada controlo e amostra por interpolacdo na
curva de calibraggo.

A reducdo dos dados através de computador simplificara estes calculos.
Se o processamento dos resultados for automatico, € recomendado um
gjustamento de curvas de funcao logistica de 4 parametros.



XII.

DADOS TiPICOS

Os dados seguintes servem apenas como exemplo e nunca devem ser utilizados

TESTE DE DILUICAO

em vez da curva de calibragdo executada em tempo real.
Amostra Diluicio Conc. teorico. Conc. medida
(uIU/ml) (uIU/ml)

INS-IRMA cpm B/T (%)
129481 100 sored n ; o
Contagem Tota g ‘21 ggg ‘2“15
Cadibrador 0,0 plU/ml 197 0,15 /8 12.6 11
5,7 plU/ml 529 041 116 6.3 6.2

13,5 wlU/ml 1277 0,99

46,0 WlU/ml 479 3,70 Soro 2

144,0 plU/ml 16436 12,69 ro 11 - 328
440,0 plU/ml 44090 34,05 12 164 152
14 82 76
8 a1 36
116 205 18

XIll. DESEMPENHO E LIMITACOES Asamostras foram diluidas com calibrador zero.

A. Limite da c_letecg:ﬁo ) ) F. Atraso de tempo entre o ultimo calibrador e a dispensa da amostra
Foram analisados 20 calibradores zero juntamente com outros Conforme demonstrado a seguir, os resultados das andlises continuam
calibradores. precisos, mesmo quando € dispensada uma amostra 30 minutos depois da
O limite de detecgdo, definido como a concentragdo aparente dois desvios adicéo do calibrador aos tubos revestidos.
padréo acima da média de contagem com O ligagBes, foi de 1 plU/ml.

B. Especificidade ATRASO DE TEMPO
As hormonas com reactividade cruzada foram adicionadas a um calibrador

. : " " (ul | " (ul |
de tittulo elevado (100 plU/ml ou 4 ng/ml). Foi medida a resposta aparente 0" (ulU/ml) 30" (ulU/ml)
doINS. o . Soro 1 8 7
Conforme demonstrado a seguir, as insulinas animais (excepto insulina de Soro 2 16 17
rato) apresentam reactividade cruzada, enquanto as insulinas humanas, Soro 3 37 2
porcinas e bovinas ndo apresentam reactividade cruzada. Soro 4 81 82
Analito adicionado a um soro de | Conc. teérico. | Valores observados | Reacgio-
elevada concentracio de INS cruzada .
(ng/ml) G. Efeito”Hook”
(ng/ml) (%) Uma amostra com INS até 125000 plU/ml apresenta contagens superiores
do que o tltimo ponto de calibragéo.
InsulinaPorcina 8ng/ml 42 17,4 > 100
Insulina Bovina 8ng/ml 338 17,8 >100
Insulina Canina 16 ng/ml 42 17,2 81 A
Insulina de Coelho 16 ng/ml 42 14,1 62 XIV. LIMITAGOES
Insulina de Rato 16 ng/ml 338 37 0,6 . - .
Proinsulin Humana 32 ng/ml 43 a4 03 - Amosiras de pacientes que receperam' preparacdes de anticorpos
proinsulin Porcina 16 ng/ml 43 47 25 monoclonais de camunc_iongos para diagnéstico ou terapia podem conter
proinsulin Bovina 16 ng/ml 43 44 06 anticorpos humanos anti-camundongos (HAMA). Essas amostras podem
apresentar tanto valores falsamente eevados ou diminuidos quando
testado com kits de teste que utilizam anticorpos monoclonais de
. camundongos.
C. Precisdo - Anticorpos heterofilicos no soro humano podem reagir com o reagente
de imunoglobulinas, interferindo com os imunoensaios.
INTRA-ENSAIO INTER-ENSAIO Os pacientes rotineiramente expostos a animais ou prgdu_tos de soro
animal podem estar propensos a esse tipo de interferéncia e valores
Soro N <X> £+ DP cv Soro N <X> £ DP cv andmalos podem ser observados no caso da presenca de anticorpos
(uIU/ml) (%) (uIU/ml) (%) heterofilicos. Avaliar cuidadosamente os resultados de pacientes com
suspeita de ter esses anticorpos.
A 10 66+0,1 21 A 20 14,4+0,9 6,5 Se os resultados ndo forem consi stentes com outras observagdes clinicas,
B 10 533+ 08 15 B 20 1004+ 6,1 6,1 informag&o adicional deve ser exigida antes do diagndstico.
DP : Desvio Padréo; CV: Coeficiente de variacio XV. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO
D.  Exactidio - Seosresultados obtidos para 0 Controlo 1 efou 2 ndo se situarem dentro do
TESTE DE RECUPERAGAO intervalo especificado no rétulo do recipiente, os resultados néo podem ser
usados, sem que haja uma explicagdo satisfatéria para a discrepancia
Amostra INS Adicionado INS Recuperag¢io verificada. . -
(nIU/ml) Recuperado (%) - Se tal for desgavel, cada laboratério pode fazer os seus pools de amostras
(nIU/ml) de controlo, que devem ser mantidas na forma de aliquotas congeladas. N&o
efectue mais de 2 ciclos de congel agdo/descongel agéo.
- Os critérios de aceitagdo da diferenca entre os resultados duplos das
Soro 1 2450 264 107.8 amostras devemn basear-se nas Boas Préticas de Laboratorio.
Soro 2 76 735 96.7 R
Sor0 3 245 8.4 9.6 XVI. INTERVALOSDE REFERENCIA
Soro 4 6.75 65 9.3 O intervalo dos niveis de insulina em 55 individuos com testes normais de
toleréncia oral a glucose foi de4 a16 plU/ml.
Estes valores servem apenas de orientacéo; cada laboratorio deve estabelecer o

seu proprio interval o de valores normais.



XVIl. AVISOSE PRECAUCOES

Seguranca

Para utilizacdo em diagnostico in vitro.

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

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

Toda a manipulagdo de material radioactivo deve ser executada em érea propria
longe de locais de passagem. Deve ser mantido no laboratério um livro de notas
(log book) para a recepcdo e conservagdo dos materiais radioactivos. O
equipamento de laboratério contaminado e as substancias perigosas devem ser
eliminadas e separadas para evitar contaminacao por diferentesisdtopos.
Quaisquer derrames de material radioactivo devem ser imediatamente limpos de
acordos com os procedimentos de radiosseguranca. O lixo radioactivo deve ser
eliminado de acordo com a legidagdo local e com as directrizes vigentes. A
adesdo as regras bascas de seguranca com material radioactivo confere a
proteccao adequada.

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

Todos os produtos animais e derivados foram recolhidos a partir de animais
saudaveis. Os componentes bovinos sdo oriundos de paises onde ndo foram
notificados casos de BSE. No entanto os componentes com substancias animais
devem ser tratados como potencial mente infecci 0sos.

A azida sodica pode reagir com as canalizagBes de chumbo ou cobre formando
azidas metdlicas altamente explosivas. Portanto, deixar fluir agua em abundancia
nos tubos durante a eliminacio de liquidos para prevenir a acumulagdo de azidas®.
Evitar contacto com a pele, olhos e mucosas (azida sddica como conservante)
N&o fume, beba, coma ou aplique cosméticos na area de trabalho. Néo utilize as
pipetas com o auxilio da boca. Use vestuario de proteccio e luvas descartaveis.
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XIX. RESUMO DO PROTOCOLO

CONTAGENS CALIBRAD AMOSTRA(S)
TOTAIS ORES
(ml) (ml) (ml)

Cadibradores (0-5) - 0.05 -
Amostras - - 0.05
Marcador 0.05 0.05 0.05
Incubagéo 2 h atemperatura ambiente
Separagdo - Aspire (ou decante)
Solugéo de Lavagem de - 20
Trabaho
Separagdo - aspire (ou decante)
Solugéo de Lavagem de - 20
Trabaho
Separagdo - aspire (ou decante)
Contagem Conte os tubos durante 60 seg
N° de cata ogo DI Asource : NedeP.l.: N° de revisdo :

KIP1251 - KIP1254 1700509/pt 110218/1

Datadarevisio : 2011-02-18



c € IIpoueTeTe Ui MPOTOKOJ NMpPeEIN yoTpeda

INS-IRMA

l. YIIOTPEBA

VmyHOpanoMeTpraeH Habop 3a KOJIMYECTBEHH U3MEPBaHus iN Vitro Ha yosewku uucyimt (INS) B cepym.

Il.  OBIA HH®OPMAIIHA

A. TlatentoBano ume: DIAsource INS-IRMA Kit

B. Karasoxen Homep: KIP1251: 96 tecra
KIP1254: 4 x 96 Tecra

C. Ipousseneno ot: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

3a TexHUYeCKAa MOMOLI UM MOPBbYKa:
Teua.: +32 (0)10 84.99.11 ®axc: +32 (0)10 84.99.90

I1l.  KIHHHYEH IIPEIJIE]]

A. buonozuuna akmuenocm Ha UHCYTIUHA

VIHCYIMHBT € MOJHUIENTHACH XOpMOH ¢ MoyiekysnHo Terio 5800, koiiTo ce cekperupa ot Gera kieTkuTe Ha JlaHrepxaHcoBUTE
OCTPOBHU Ha MaHkpeaca. HCYIMHBT UMa IHMPOK KPbI OT GuonornyHu epextu. Toil cTUMysHpa yCBOSBAHETO Ha IJIIOKO3aTa OT
KJICTKHTE, OKHCJICHHETO Ha TJII0KO03aTa, IIMKOreHe3aTa, JIMIoreHesara, npoTenHorenesata u ¢opmupanero Ha JJHK u PHK.
HHCyJ’ll/lH’bT urpac Kjar4oBa poJis B pEryJIMpaHETO HAa MJIa3MEHUTE HUBA HA IJIFOKO3aTa (l'lOTl/lCKaHe Ha 4C€pHOApPOHATA MPOAYKIUA
¥ CTUMYJMpaHe Ha Tepru(EpHOTO YCBOsABAHE Ha TIIIOKO3ara). Ha mocnensamure XUMOrIMKEMUYHH €pEKTH HA HHCYJIMHA Ce
IPOTHBOINOCTABAT XOPMOHH C XUIIEPIIIMKEeMHUYeH e(eKT (TJIFOKaroH, pacTeXeH XOPMOH, KOPTH30J1, aJpeHannH). MHcyimHoBara
CeKpeLus ce KOHTPOJIMPa OCHOBHO OT HMBATa HA IUIa3MEHATa IVII0K03a: XUIEPrIMKeMHATa HHAYIHpa ObP30 U CHTHU(PUKAHTHO
HapacTBaHC Ha MHCYJIMHOBUTC HHUBA B prsooﬁpameHMeTo. Biusinuero Ha HEpBHATa CUCTEMA, KaKTO U y4aCTHCTO Ha pa3JIMYHU
MeTa0OJIMTHH M XOPMOHAIHU (paKTOpH (aMHHOKMCEIIMHH, TJIFOKArOH, raCTPOMHTECTHHAIHM XOPMOHH) OKa3BaT KOHTPOI BBPXY
MHCYJIMHOBAaTa CeKpeuust. 3axapHust auader tun | (MHCYJIMHO-3aBHCHM THIL “IOBeHMJIEH”) Ce JABJDKH Ha pa3pyluaBaHe Ha Oera
KJICTKUTE C MOCIe/Balla IbJIHA Jiuiica Ha WHCYJMH. [pu tun || (HeMHCYJIMHO-3aBHCMM THIL “C Hadajuo B 3psula Bb3pact”),
MHCYJIMHOBATa PE3UCTEHTHOCT BEPOSITHO UTPae BaXKHA POJIsl, HO HE3aBUCUMO OT TOBA, CJIEJ HAKOJKO T'OJMHU HA EBOJIIOLIMS MOXE
J1a HACTBIIH HEOCTATHYHOCT Ha OeTa KIETKUTE, KOSITO 1a JOBEAE 10 OTHOCHTEIHA HHCYIMHOICHHS, N3HCKBAIIA B HSIKOH CIIyYau
IPHUIOKEHUETO Ha MHCYJIHH. VHCYIMHOBaTa PE3UCTEHTHOCT € CBBP3aHA C BHCOKM HHMBAa HAa XOPMOHA B KPBHBOOOpAIEHUETO.
VHCynMHOBaTa PE3UCTEHTHOCT C€ Cpella HaW-4ecTo NpH 3aTIbCTsABaHe. PasnMyHHTE CHIOKPUHOJIOTHYHH 3a00IsIBaHHS
(akpomeranmsi, cuHApoM Ha KbIUMHT) KaKTO M PEAKUTE CIydad Ha Ae(eKTH Ha PeLenTopa 3a MHCYJIMH WM HAJIMYKE HA aHTUTENa
Cpelly MHCYJIMHOBHS PELENTOpP ca CBbP3aHU C HapYyIICH TJIFOKO3EH TOJIEPAHC MJIM JOPU € AMaleT, AbJDKAll Ce Ha MHCYJIMHOBA
pesucTeHTHOCT. OmnpenensHeTo Ha IUIa3MEHUTE HHUBAa Ha HHCYJIMHA € BakeH T[0Kas3aTeld 3a JUarHOCTHIMpaHe Ha
XUTIOrIHKeMusTa. NHCYIMHOBUTE HUBA €4 BHCOKH B CIy4auTe Ha MHCYJIMHOM (TymMOp Ha Gera kierkure). DyHKIMOHATHATA
HOCTIIPaHANAIHA XUIIOIJIMKEMHs MOXKE ChIIO Aa ObJe CBbp3aHa KAaKTO C HENPABUIHO OTHACIsSHE HAa HHCYJIMHA, Taka H C
HENPaBUIIHO YCBOSIBAHE HA BBIVICXUIAPATUTE. I/IHCyJ'll/lHOBl/lTe HHBaA CE€ ONPEACIIAT WJIM HA IJIaaHO, UJIA 110 BpEME HAa JUHAMUYCH
TECT:

a)  CTUMyJaUMOHEH TecT : 0orara Ha BBIUICXHIPATH XpaHa , opasieH riiroko30 tonepanted Tect (OI'TT), nudy3us Ha apruHuH,
IpHeM Ha TONOYTaMH[ WK JPYTo CyI(OHHIYPEHHO CPeCTBO.

b)  Ttect c noruckaue : rnagyBane, MHPY3Usl HA COMATOCTATHH.

B. Knunuuno RPUTIONHCEHUEC na onpedenanemo HUGAMA HA UHCYIURA

OmnpezelsiHe Ha pe3epBa OT OeTa KJIETKU 110 BpEMEe Ha OPaJIHKsl TJIFOKO30 TOJIIEPAHTEH TeCT WIIM ClIe]l IIpUeM Ha Gorara Ha
BBIIICXUAPATU XpaHA KaTO HACOKa 3a Bb3CTaHOBSABAHEC HA HHCYJIMHOBAaTa Tepanm{;

HOl'lpl/lHaCﬂ 3a JUAarHOCTUIMPAHETO HA NHCYJIMHO3aBUCUM U HECUMHCYJIMHO3aBUCUM Lll/laﬁeT;

XapakTepu3upaHe U [POCIICAsIBAHE Ha ChbCTOSHHSATA Ha HAPYLICH IIIIOKO3€H TOJIEPAHC;

JIMardoCcTUIIMpPAHE U U3CIIEABAHE HA CIYYauTe HA NHCYJIMHOBA PE3UCTEHTHOCT;

Hl/laFHOCTl/lLll/lpaHe Ha MHCYJIMHOM U JAPYTH ClIydau Ha XUIIOTJIUKEMHUS.



\V. IDPHHIHUIIH HA METO/JA

DIAsource INS-IRMA e uMyHOpaauoOMeTpHYHO H3cieqBaHe Ha 0a3a Ha
cenapanus Ha NOKpUTH enpyBeTku. Mabsl (MoHOKIOHANHM aHTHTENa 1), KOMTO
ca [pHUXBAal[ally AaHTHTENA, Ca PA3MONIOKEHH [0 MJOJHATAa M BBTPELIHATA
HOBBPXHOCT Ha IJIACTMAcoBaTa enpyeerka. Kanubparopute wim mpobute, KOUTO
ce 100aBIT KbM CNPYBETKUTE OTHaYalo rokassar ciab aduxuter kbM Mabsl.
JoGaBsimero Ha Mabs2, KOMTO ca CHTHAIHM aHTHTENd, MapKupanu ¢ 2,
3aBbpLIBAT CHCTEMATa M NYyCKAaT B XOA HWMYHOJIOrMYHaTa peEaKuus. Cneu
U3MHBaHEe OCTaThYHATa PaJHOAKTHBHOCT, CBbp3aHa C eNpyBETKaTa, OTpas3sBa
aHTHIeHHaTa KoHUeHTpaius. [locpencTBoM ymoTpebaTa Ha HSKOJIKO OTICIHH
Mabs ce n3bsrea cBpbX4yBCTBUTEIHOCTTA, XapakTepHa 3a apy4acroBata |IRMA,
KaKTO M HeOOXOOMMOCTTa OT ypex 3a pasKiIallaHe WM HHKyOarus Impu
Temmneparypa 37°C.

V. H3IIOJI3BAHH PEATEHTH

PearenTn Koanuec Koanuec IBeren Ipuroresine
TBO TBO KOJX
96 Tecta 4x96
TecTa
EnpyseTku, mokputu ¢ 2x48 8x48 T'otos 3a
]] anTu-INS THMHO ynorpeba
(MOHOKJIOHAHI 4EPBEHO
aHTHTENa)
1 pnakon 4
Ab . 55ml (naxona 4epBeH T'oTos 32
350 kBq 55ml yrorpeba
4x 350
MPOCJIEJISIBAIIIO kBq
BELLECTBO: **Hox
HaroBapenute aHTH-INS
(MOHOKJIOHAIIHN aHTHTEIa)
anturena B HEPES6ydep
ChC CBKHCKH CEpyMEH
anOymuH, asux (<0.1%),
EDTA u uHepTHa 4epBeHa
605t
1 pnakon 2 Jlo6asete 2
CAL 0 oy (naxona XKBIT ml
3upaH JHo( I JICCTHIIMPAHA
HyuneB kanuGparop B 3HpaHn Boxa
YOBEIIKH CEPYM H THMOI
5 2x5 Jodagere 0.5
CAL N (naxona (naxona XKBIT ml
modpuim | nHopuIH JIeCTHIIMpaHa
Kanu6parop N=1105 3HpaHi 3HpaHi BOJA
(BMXX TOYHHTE CTOMHOCTH
Ha eTHKeTa Ha (JIAKOHHUTE) B
YOBEIIKH CEPYM H THMOI
1 pnakon 4 Pa3penere
10ml (naxona KaQsB 70x ¢
WASH | SOLN | CONC 10 ml JlecTumpana
BOJA
W3musarn pasrsop (TRIS- (msnonssaire
HCl) MarHuTeH
cerraparop)
2 2x2 Jo6asere 0.5
‘ CONTROL ‘ N ‘ ¢nakona | ¢makona | cpe6vpen | ml
modpuim | nropuIH JIeCTHIIMpaHa
KonTpom 11 2 B 4oBeLKH 3UpaHu 3UpaHd BoJa
CepyM € THMOI

3abenexka: 1. M3non3saiiTe Hy/IeBus KAIMOPATOP 3a pa3pexxaaHe Ha mpodara.
2.1 plU or kanubpupanus npenapar e ksuBajenTeH Ha 1 pulU ot
WHO 66/304.

VI. CPEJICTBA, KOUTO HE CE OCUTI'YPABAT

CiieHUTE MaTepHalM ca HEOOXOMMHU, HO HE Ce OCHTYpsIBAT B Habopa:

1.  JecrmimpaHa Boja

2. Tlunemn or: 50 pl, 500 pl u 2 ml (upemopruBa ce H3MON3BAHETO HA
IPEeLU3HN IUIETH C HAKPaHUILM 32 €JHOKPAaTHA YoTpeda ).

3aBUXPSIL CMECUTEN

MarnuTeH cenapaTop

5 ml aBromaTnuna cupuHuoska (tun Cornwall) 3a u3muBane
Acnupannonsa cucrema (mo u36op).

BesikakbB ramMa Oposid, KOMTO MOXE J1a U3MepH yHOTPEOEHOTO KOJIMYECTBO
15| (munnmanen kanaurer ot 70%)

No o A~w

VIII.

10.

11.

. IIPUTOTBAHE HA PEATEHTA

Kanubparopu: Pexoncruryupaiite HyneBus kaimbparop ¢ 2 ml
JIeCTUIIMpaHa BoJa, a qpyrus kanuopatop — ¢ 0.5 ml nectunupana Boza.
Konrposu: Pexoncrurynpaiite kontposure ¢ 0.5 ml necrunmpana soza.
PaGoren usmuBam pastBop: IloarorBere ajexBaTeH 00eM OT pabOTHHS
M3MHBAILl PAa3TBOP 4Ype3 gobaBsiHeTo Ha 69 obema aecTuiMpaHa Boja KbM 1
obeM ot uamuBanwst pa3reop (70X). M3non3saiire MarHuTeH cernaparop, 3a
ma  XoMoreHmsupate. M3xBbpiiere HEyHOTPeOEGHOTO KOJIMYECTBO OT
PabOTHHUSI K3MHBAIL PA3TBOP B Kpasi HA JACHS.

CbXPAHEHUE H CPOK HA I'OJHOCT HA PEATEHTHTE

BCHYKN KOMIIOHEHTH Ha KMTa Ca CTaOMJIHM J10 JaTaTa Ha CPOKA Ha OAHOCT,
MIOCOYCH Ha ONAKOBKaTa, IIPH TeMmIepaTypa Ha cbxpanenue ot 2 °C po 8°C
IPEAU OTBAPSHE MIIM PEKOHCTUTYUPAHE.

Ciiel pEeKOHCTHTYHpaHe, KaaudpaTtopuTe M KOHTPOJUTE Cca CTAOWIIHHU 3a
cpok or 3 g npu Temmepatypu 2-8°C. 3a mO-ABJITH NEPHOAM HA
CbXpaHCHHUE TpﬂﬁBa Jla CC NMPUTOTBAT PaBHU YaCTH U Ja CE€ CbXpaHsABaT IIPU
temneparypa —20°C 3a makcumym 3 Mecera.

Ilpsicko mnpurorBeHuss PaboTeH wu3MuBall pa3TBOp TpsiOBa na Obae
H3I10JI3BaH CbIIUA ACH.

Cuien mbpBata ymorpeba, Tpelicepa e CTaOWICH 0 W3THYaHE CPOKa Ha
FOJHOCT, aKO C€ ChbXpaHsABAa B OPUIMHAIHMS 0Ope 3aTBOpeH (JIaKOH MpH
Temmneparypu 2-8°C.

IlpoMenn BBB (U3MYECKHS BHJ HAa pEAreHTHTe HA KUTAa HHAULMpAT
HECTaOMITHOCT MITH HETOJHOCT.

CbBHPAHE HA IIPOBUTE H OBPABOTKA

CepyMbT TpsiOBa fa ce ChXpaHsaBat npu Temmeparypu 2-8°C.

AKO TecThT HE Ce HampaBu B paMKuTe Ha 24 dYaca, ce HpEHOpbUBa
chXpaHeHue npu Temmeparypa -20°C.

W306srBaiiTe mocieaBaliy UKIM Ha 3aMpa3siBaHe-pa3MpassiBaHe.

He u3non3BaiiTe XeMOJIM3UPaHU IPOOH.

IIPOL[E/]YPA

OO0 deseRKH

He H3l'lOJ'l3BaﬁTe KHATa WJIA KOMIIOHCHTHUTE MY CJIEA JaTaTa Ha HU3TUYaHE
cpoka Ha ropHoct. He cMecBaiiTe MaTepuaiy oT pa3inyHy MapTUIH KUTOBE.
Ipenu ynorpeba ocTaBeTe BCHUYKU PEarcHTH Ha CTaiiHa TeMIIepaTypa.
BHUMATEIHO CMeCBaiiTe BCHYKM pEAreHTH ¢ MpOOUTE upe3 HEXHO
pakialiaHe WIH BBPTEIMBO pa3dMecBaHe. 3a 1a H30erHere KpbCTOCAHA
KOHTaMHHaLWs, H3l'lOJ'l3BaﬁTe YUCT ITHMIICTCH HaKpaﬁHHK 3a C€OHOKpaTHa
ynotpeba 3a 100aBsiHETO Ha BCCKH PeareHT KbM ChOTBETHATA Mpoda.
Bl/lCOKO NPCUU3UPAHUTE TMUICTH HWJIA aBTOMATUYHHUTEC IHUIICTH 614xa
nono6puan Tounocrta. ChobpassBaiite ce ¢ BpeMeTO 3a HHKYOaIHs.
IMoxrorsere KanuOpaliOHHA KPUBA 33 BCSAKO M3MEPBAHE W HE M3ION3BAlTE
JaHHU OT NPECAUIITHA U3MEPBAHUSA.

IIpouenypa

OsHauere [Be IO [BC IIOKPUTHTE CHPYBETKH 3a BCEKH KajaubpaTop,
KOHTpOJIa 1 1po0ba. 3a onpejesiHe Ha o0wust Opoi uMITysicH, o6o3Hauere 2
HOPMAJIHH EIPYBETKH.

Paskiatere 3a KpaTko BpeMe KauuOpaTopuTe, KOHTPOIMTE W IPOOHTE M
pasnpezernere no 50 Pl oT BCSIKO B CHOTBETHUTE €IIPYBETKH.

Pasmpenenere mo 50 ul oT mpocnensBamoTO BELIECTBO BBB BCSKA
enpyBeTKa.

Pa3rbpcere HEXHO € pbKa CTOMKAaTa C CHPYBETKHTE, 32 Ja OCBOOOAUTE
HSKOE OCTaThYHO BB3JYLIHO MEXypYe.

WukyGOupaiite 3a 2 yaca npu craifHa Temmeparypa.

Acnupupaiite (nin npeneiite) ChAbpKaHHETO HA BCsKa enpyBeTKa (OCBeH
eNpyBETKUTE 3a ONpEAeiiHe Ha oOums Opoil uMmyncu). YBepere ce, 4e
IJIACTMACOBUSIT Kpall Ha acnupaTopa JOCTHra JIbHOTO Ha IOKpHTATa
eNpyBETKa, 32 a MOXKE 112 OTCTPAHHU LSUIaTa TEIHOCT.

Wsruiakuere enpyserkure ¢ 2 ml or U3muBamms pastBop (OcBeH
enpyBETKUTE 3a OnpeneinsHe Ha oOwwms Opoit ummyscu). M36srsaiite
MOJIy4aBaHETO Ha IIsIHA 10 BpeMe Ha j00aBsHETo Ha PabOTHHS M3MHBAIL
pasTBOp.

Acnupupaiite (i npeneiite) ChAbpPKaHHETO Ha BCsKa enpyBeTKa (OCBeH
CNPYBETKUTE 3a ONpeJeisiHe Ha 00Lust OPOii HMITYJICH).

Wsruiakuere oTHOBO enpyserkure ¢ 2 Ml or M3muBaius pasrteop (ocBeH
eNpYBETKUTE 3a ONpelelsHe Ha oOLMs Opoll MMIYJICH) M acHupupaiite
(nim npeneiire).

Cren mOCIEHOTO M3IUIAKBAHE, OCTABETE CNPYBETKUTE 1a CTOSAT O0BPHATH
Harope 3a JIB€ MUHYTH U aCIUPUPANTE OCTAHAJIMTE KAYUIU OT TEUHOCTTA.
Otyerere enpyBeTKUTE B rama 6posiy 3a 60 cekyHIH.



XI.

H3YUCITABAHE HA PE3YJITATHTE

W3unciere CpeaHOTO apUTMETHYHO HA PE3yJITATUTE, IOJYYCHH OT JBE 110
JIBE CIPYBETKUTE.

Ha nosnynorapuTMuYHa WIH JIMHEHHA AuarpamMa BBpXy rpaduyHa xaprus
HaHecere (Ha opjuHaTaTa) OpPOST HA MUHYTAa 3a BCEKM KanuOpartop (00w
Opoii wmmmysicu B MuHyTta) cnpsmo (Ha aGcuucaTta) ChOTBETHATa
koHueHTpauuss Ha INS W Hauepraiite KanuOpalMOHHA KpHBa Ipe3
Kaﬂl/lﬁpal_ll/IOHHl/lTe TOYKH KAaTO HE€ BKJIOUBATEC TOYKHUTEC, KOUTO OYEBHUIHO HE
NpUHAJIC)KAT KbM Ta3u KpHUBa.

[lpouerere KOHLEHTpAaLMUTe 3a BCSAKA KOHTpOJAa W
MHTEPIIOJIMpPaHe BbPXY KaIHOpaliOHHATA KPHBA.

Te3n W3YKMCIICHHUS MOraT Ja Ce YJICCHAT 4pe3 acHCTHPAHO peaylupaHe Ha
JAaHHUTEC TIOCPEACTBOM KOMIIKOTBP. AKO C€ H310J13Ba aBTOMAaTH4YHa
00paboTKa Ha pe3yJITaTUTe, Ce PEHOpPbYBa IPUIIAraHeTo Ha 4-napamMeTpoBa

npoba ypes

D. TouHocT

JIOrHCTUYHA QyHKIMOHAIHA KPHBA.

XII. XAPAKTEPHH JAHHHU

HaHHl/lTC, U3JI0KEHHU I10-0J1y Ca CaMO 3a WIIFOCTPALUs 1 HUKOTa HE OuBa Ja ce
H3I10JI3BAaT BMECTO HCTHHCKATa Kannﬁpaunox—u—xa KpuBa.

INS-IRMA cpm B/T (%)
06 Gpoit 129481 100
Kaym6parop 0.0 plU/ml 197 0.15
57 wlU/ml 529 041
13.5 wlu/ml 1277 0.99
46.0 plU/ml 479% 370
144.0 plU/ml 16436 12.69
440.0 plU/ml 44090 34.05

XUI. A3IN'BJIHEHHE H OTPAHHYEHUA

A. OmnpenesieH JUMAT

JlBanecer HyJieBU KaquOpaTropa ca OWIM M3MUTAHU 3a€IHO C KOMIUICKT OT
npyra  kaimuOpatopu. OmnpeneneHuss JHMHT, AeDHHHpPAH KaTo sBHAaTa
KOHLIEHTPALMs Ha IBE CTAHAAPTHH OTKJIOHCHHs HaJ CPEeHHs Opoil mpu

HyJIEBO CBBp3BaHe, ¢ omn 1 plu/ml.

B. Cnenuduunoct

BB3CTAHOBUTEJIEH TECT
Ipoda Jlo6asen INS Bb3cTaHoBeH Bb3cTraHoBsiBaHe
(uIU/ml) INS (%)
(uIU/ml)
Cepym 1 245.0 264 107.8
Cepym 2 76 735 96.7
Cepym 3 245 24.4 99.6
Cepym 4 6.75 6.5 96.3
TECT C PA3PEXJIAHE
IIpo6a Paspexnane Teopernuna H3mepena
KOHUEHTpauus KOHUEHTpauus
(uIU/ml) (uIU/ml)
Cepym 1 11 - 101
172 50.5 46
14 253 21
18 12.6 11
/16 6.3 6.2
Cepym 2 11 - 328
172 164 152
14 82 76
/8 41 36
/16 20.5 18

IIpoGure ca 6K pa3peeHH C HyJIeB KaanOpaTop.

E.

3akbCcHeHHE

Kakro e mokasaHo 1o-70iy, pe3yiITaTuTe OT M3[MHTBAHETO OCTABAT TOYHH JOPH
koraro npobara e pasmnpenencHa 30 MHHYTH Ciie[l KaTO KaluOpaTtopbT € Oui
J100aBEH KbM [OKPHTATA EIPyBETKA.

OTJIOXKXEHOCT BB BPEMETO

Kpbcrocano pearupai XOpMOHH Osixa H00aBeHH KbM KaauOpaTop ¢
Bucoka croitHoct (100 plU/ml wim 4 ng/ml). SIBHusar INS orrosop Geure
u3MepeH. Kakro e Mokas3aHo ciief TOBa, KUBOTHHCKHTE HHCYJIMHH (C
U3KIIFOYECHUE Ha HUHCYJIMHA Y l'lJ'l’bXOBe) JlaBa KpbCTOCaHa PEaKTUBHOCT
JOKAaTO YOBCHIKMTC, CBHHCKHTC H TOBCKIAWUTC TIPOMHCYJMHHW HE JiaBaT

KpbCTOCaHa pCaKTUBHOCT.

Jlo0aBeHo aHAJIMTHYHO Teopernunn Ycranosenn Kpncrocana
BeIlleCTBO KbM CEpyMa ¢ BHCOKA INS INS peakums
KOHIEHTPAIHS CTOHHOCTH CTOIHHOCTH
(%)
(ng/ml) (ng/ml)
CBUHCKM HHCYIIMH 8ng/ml 4.2 174 >100
ToBeX M MHCYITHH 8ng/ml 38 17.8 >100
Kydemnku nacynmis 16 ng/ml 4.2 17.2 81
3aenky HHCYIHH 16 ng/ml 4.2 141 62
Wucymus y wrsxose 16 ng/ml 38 37 0.6
Yoseuku npourcyma 32 ng/ml 43 4.4 0.3
CauHcku nponncymH 16 ng/ml 43 4.7 25
ToBexu npouncymua 16 ng/ml 43 4.4 0.6
C. Ilpeuusnoct
110 BPEME HA M3IIMTBAHETO MEXAY U3IIUTBAHETO
Cepym N <X>+SD Ccv Cepym N <X>+SD Ccv
(nIUml) (%) (nIUml) (%)
A 10 6.6+0.1 21 A 20 144+ 0.9 6.5
B 10 533+ 038 15 B 20 1004+61 | 61

SD : Crangaprro otkionenue; CV: KoeduuneHnT Ha Bapuanus

0" (ulU/ml) 30" (ulU/ml)
Cepym 1 8 7
Cepym 2 16 17
Cepym 3 37 42
Cepym 4 81 82
F. Ed¢ekr Ha KyKHUKaTa

Enna npo6a ¢ nobasen INS g0 125000 wlU/ml curnanusupa 3a HaaXBbPIISHE HA
Haii-BUCOKaTa KOHLIEHTpaLKs Ha KaimubpaTopa.

XIV. OrPAHHYEHHUA

IIpo6Ou OT HalKeHTH, KOUTO Ca PUENH [perapaTi OT MULIM MOHOKJIOHAIHH
aHTUTeNa 32 JAWArHOCTHKA WM JICYCHHE, MOraT Ja ChIbPXKAT YOBEIIKH
antu-mumm anturesa (HAMA). Tesu npobu Morar aa MOKaxar WId
(aiKMBO NOBMIUCHH, WIIM HAMAJICHW CTOWHOCTH, KOrato Ce TeCTBaT ¢
KMTOBE, KOUTO M3II0JI3BaT MUK MOHOKJIOHAJIHU aHTHTEJIA.
XerepoduiHUTE aHTHTENAa B 4YOBCLIKMS CEPyM MOraT jAa pearupar c
peareHTHUTE UMYHOIJIO0YIMHH, CMYIIaBaiKi HH BUTPO HMYHOTECTOBETE.
[MauneHT, PYTHHHO W3JI0XKEHH HAa JKHBOTHH WM Ha HPOAYKTH OT
KUBOTHHCKM CEepyM, MoOrar ja ObIaT [peIpa3lloIokKeHH KbM TE3U
CMYIUCHHS M MOTaT Jja ce HabJI0aBaT aHOMAIIHH CTOMHOCTH B Cily4ail Ha
HalM4Me Ha XeTepOo(MIHM aHTHTena. BHUMATeNHO —MpeLeHsBanTe
pesyiTaTHTe Ha MALMeHTH, 33 KOWTO MMa MOAO3PEHHs, Y& MMaT OT Te3U
aHTUTEIA.

AKo pesysiTaTdTe HE ca CbBMECTHMH C APYIH KIMHUYHU HAOIIOICHUS, 1Ie
Ce W3KMCKBA JOIBJIHUTEIHA HH(OPMALHS [IPEAH II0CTABSHE HA AMAarHO3a.



XV. BBTPEIIIEH KAYECTBEH KOHTPO.I

- Ako pesynrature, nonydenn 3a Konrpona 1 w/wim Konrtpona 2 He ca B
paMKUTE Ha HHBOTO, YKa3aHO Ha CTHKeTa Ha (IAKOHA, TO PE3yJITATHTE HE
Morar Aa ObJaT M3MOJI3BAHH, OCBEH aKO HE Ce MPEJOCTaBH 33I0BOJUTEIHO
00sICHEeHHE Ha TOBA HECHOTBETCTBHE.

- Ilo xenaHue, Besika J1abopaToOpUsi MOJKE Jla CH HalpaBH COOCTBEH KOMILIEKT
OT KOHTPOJIHH NPOOH, KOMTO TPSOBa [1a ce ChbXPaHsBAT 3aMPa3eHH B KPaTHH
choTHOIIEHHs. He momyaraiite Ha WUKBIa 3aMpassiBaHe-pa3MpassiBaHe
IOBEYEC OT [ABa II'bTH.

- Kpurepunte 3a mpueMaHe Ha pa3iukaTta OT ABOWHUTE pE3yNTaTH Ha
npodute TpsiOBa jaa ce onupat Ha JJoOpara JlabopatopHa ITpakTuka.

XVI. PE®EPEHTHH HHTEPBAIH

I'panuuunTe 32 MHCYJIMHOBUTE HHMBa Npu 55 MHIMBHMIA C HOPMAJEH OpalieH
IJIFOKO030 TOJIepaHTeH Tect Osixa 4 10 16 plu/ml

Te3u cTOiHOCTM ca NaJileHH caMO KaTo HAcoka; Bcska sabopaTopust TpsibBa na
YCTQHOBU CBOM COOCTBEHH HOPMAJIHU IPAHHIH HAa CTOHHOCTHTE.

XVII. IIPEJJITA3HH MEPKH U ITPE/]YIIPEK/IEHUA

Be3onacuHoct

Camo 3a in Vitro quarsocruka.

Tosu HaGop chabpxa 2| (momyxusor: 60 HK), emuTHpa Horm3upamm X (28
keV) u y (35.5 keV) npuenus.

To3u paanoakTHBEH MPOAYKT MOXKE Ja Ce IPEeHacs M Ja Ce U3I0N3Ba CaMO OT
OTOPH3MpPAHU JMI[A; IOKyNKaTa, ChXPaHEHHETO, ymoTpebaTa M pa3MsHaTa Ha
PaZMOaKTHBHU IPOAYKTH ca MPEAMET Ha 3aKOHOJATENICTBOTO HA Ibp)KaBaTa, Ha
KpaiiHus notpebuten. To3u mpoayKkT He OMBa B HHKAaKbB CIydail 1a ce mpuiara
Ha XOopa HJIk )KUBOTHHU.

bopaBeHeTo ¢ paanakTHBHHS HPOAYKT TPsiOBa [1a ce U3BHPLIBA B OHpe/eiicHa 3a
LesTa TePUTOPHsL, Jaied OT PeryJIsipHU 30HM Ha peMuHaBaHe. B maGopaTtopusita
TpﬂﬁBa Ja c€ noaabpKa AOHECBHHUK 3a II0JIy4aBaHETO W CBXPAaHCHHETO Ha
pasoaKTHBHUH MaTepuand. JlaboparopHaTta EKHIIMPOBKA M CTBHKIAPHUs, KOHTO
Morar Ja 0bJaT KOHTAMHHHPAHU C PaJHOAKTUBHHU CyOCTaHINH, TPs1OBa aa Obaar
OTHENCHH C el fAa ce H30erHe KPbCTOCAHA KOHTAMHUHALMS C Pa3IndHH
PaZMOU30TOIH.

BesikakBH  pafiioOaKTHBHM HPBCKH TPsiOBa Oa ce IOYMCTBAT He3abaBHO B
CHOTBETCTBHE € NPOLEAYPUTE 3a paJHaliOHHAa 0e30macHOCT. PajnoakTHBHUTE
oTmagblM TpsOBa 1a ce U3XBBPJLIT, CIEIBAHKH MECTHHTE Hapeabu WU
PBKOBOACTBA HA BJIACTUTE, YINPAXKHABAIIW HOPUCIUKUUATA, HAX naﬁopaTopm/lTe.
IlpuaspikaHeTo KbM OCHOBHHUTE MpaBWiIa 33 paJMIMOHHA OE30MaCHOCT
ocurypsBaT aJ€KBaTHa 3alluTa.

qOBeLLlKl/lTe KPBbBHU KOMIIOHEHTH, BKJIFOYCHH B KHUTa, Ca 6l/lJ'll/l TECTYBaHU 4YpE3
onobpenn or Eponeiickn n/umn FDA (AMepukaHCKa areHUus 110 XpaHUTE U
JIeKapCcTBaTa) METOIM M ca jJand orpuuareiaeH pesynrar 3a HbsAg, antu-HCV,
anTu-HIV-1 u 2. Hsaima u3BecTeH MeToi, KOWTO Ja JaBa II'bJIHA TapaHIUs 3a TOBa,
4ye 4YOBELIKUTE KPbBHU jaepuBatd He npeHacsar xenartut, CIIMH wm apyru
nHbekunu. ETo 3a10, 60paBeHETO ChC PEareHTUTE, CEPyMHUTE WIH IJIa3MEHUTE
npodu TpsioBa aa ObJe B ChOTBETCBHE C MECTHHTE MPOLIEAYPH MO 6€30I1aCHOCT.
Benuky JKMBOTHHCKM TPONYKTH W JACpHBATH ca OWiM CbOMpaHH OT 37ApaBH
KUBOTHH. BOJICKMTE KOMIIOHEHTH Ca C IPOU3XOJ OT CTpaHH, Kbjaero BSE (Boncka
cepyMHa eHuedanonartis) He ¢ Ouia ycraHoBsBaHa. HesaBucuMo OT TOBa,
KOMITOHEHTHTE, ChABPIXKAILM XUBOTHHCKH CYOCTaHIMH TpsiOBa Ja ce TPETUpaT
KaTo MOTCHIIMAJIHO l/lH(beKL[l/l03Hl/l.

W36sirBaiite KakbBTO M Ja OWIO KOXKEH KOHTakKT C peareHTHTe (ChIbpKar
HATPHEB a3U/l KATO KOHCEPBAHT). A3HABT B TO3H KHT MOXE [1a pearupa ¢ 0J0BOTO
U ME€ATa BbB BOAOIPOBOAHHUTE MHCTAJALlMM KAaTO IO TO3W HAYMUH CC IOJIy4daBaT
CHUJIHO C€KCIUIO3UBHHW MCTAJIHU a3uu. HO BpEME€ Ha U3MHUBHHIA €Tall, l'lpOMPlﬁTe
ChC CHJIHA M OOMIJIHA CTPYsI BOJA KaHAJIM3ALMATA, 32 Aa U3bernere HopMUpPAHETO
Ha a3uau.

He nyuwiere, He mnuiiTe, HE SDKTE M HE CH CllaraiiTe Ko3MeTHKa B paboTHaTa
Tepuropus. He nunerupaiite ¢ ycra. M3non3spaiite 3aiuTHO 00JICKIIO M PhKaBHIIU
3a eHOKpaTHA yrnoTpeoa.
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XIX. OBOBIEHHUE HA IIPOTOKOJIA
OBIIA
AKTABHOCT KAJIUBPATOPU MPOBA ()
ml ml
ml
Kanu6paropu (0-5) - 0.05 -
ITpobu - 0.05
Tpeiicsp 0.05 0.05 0.05
WHKy6auuns 2 4aca npu CTaiiHa Temneparypa
Cenaparus - acrupupaiite (M npeneiire)
HW3muBai pasrsop -
Cenaparus - acriupupaiite (M npeneiire)
HW3muBai pasrsop -
Cenaparus - acnpupaiite (i npeneiire)
Bpoene Oruerere enpyserkute 3a 60 cekyHm
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Przed zastosowaniem nalezy przeczytaé caly protokol.

INS-IRMA

l. PRZEZNACZENIE

Oznaczenie immunoradiometryczne do il osciowego pomiaru ludzkigj insuliny (INS) w surowicy metoda in vitro.

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

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

C. Wyprodukowano przez: DIAsource ImmunoAssays SA.
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

111, INFORMACJE KLINICZNE

A Aktywnosé biologiczna insuliny
Insulina, hormon polipeptydowy o masie czasteczkowe 5800, jest wydzielana przez komérki beta wysp Langerhansa trzustki. Insulina
charakteryzuje sie¢ szerokim spektrum dziatania biol ogi cznego. Stymuluje wychwyt glukozy przez komoérke, utlenianie glukozy, glikogeneze,
lipogenezg, proteogenezg i tworzenie DNA i RNA. Insulina odgrywa kluczowa role w regulacji pozioméw glukozy w osoczu (hamowanie
wydzielania glukozy przez watrobg, stymulacja utylizacji glukozy w tkankach obwodowych). Wptyw insuliny na podwzgdrze jest
bilansowany przez inne hormony dziatgjace na podwzgdrze (glukagon, hormon wzrostu, kortyzol, epinefryna). Wydzielanie insuliny jest
kontrolowane gtéwnie przez poziom glukozy w osoczu. Hiperglikemia prowadzi do wydzielaniai znacznego wzrostu poziomu insuliny we
krwi krazacg. W kontroli wydzidania insuliny uczestnicza réwniez komérki uktadu nerwowego oraz inne czynniki metaboliczne
i hormonal ne (aminokwasy, glukagon, hormon zotadkowo-jditowy). Cukrzyca typu 1 (cukrzyca insulinozalezna, tzw. ,mtodziencza’) jest
spowodowana zniszczeniem komérek beta co prowadzi do catkowitego braku insuliny. W cukrzycy typu 2 (cukrzyca insulinoniezal ezna,
tzw. “dorostych™) wazna role odgrywa opornosé na insuling, jednak po kilku latach postepu choroby moze wystapi¢ niewydolnosé komoérek
beta, prowadzac do wzglednej insulinopenii wymagajacej, w niektorych wypadkach, podawania insuliny. Insulinoopornosé¢ zwiazana jest
zwysokimi  stezeniami hormonu w krazeniu. Najczestsza przyczyna insulinoopornosci jest otytos¢. W réznych endokrynopatiach
(akromegalii, zespole Cushinga), podobnie jak w niektorych, rzadkich przypadkach defektow receptora insulinowego, lub wystgpowaniem
przeciwciat anty-insulinowych moze wystapi¢ nietolerancja glukozy, lub nawet cukrzyca zwiazana z insulinoopornoscia. Wyniki oznaczenia
poziomow insuliny w osoczu s waznym parametrem w diagnostyce hipoglikemii. Poziomy insuliny s3 wysokie w przypadkach insulinoma
(guza komorek beta). Czynnosciowa hipoglikemia po positku moze réwniez by¢ zwiazana z nieprawidiowym wydzielaniem insuliny
w odpowiedzi na podaz weglowodandw. Poziomy insuliny moga by¢ oznaczane albo na czczo, albo w testach dynamicznych :
a) testy symulagji: po podaniu positku z duza zawartoscia weglowodandw, test doustnego obciazenia glukoza (OGTT), test po podaniu
argininy, tolbutamidu lub innych pochodnych sulfonylomocznika
b) testy hamowania na czczo, po podaniu somatostatyny

B. Zastosowanie kliniczne oznaczania pozioméw insuliny
Okreslenie rezerwy komorek beta w czasie testu tolerancji glukozy lub po positku o bogatej zawartosci weglowodanéw, jako
wskazéwka rozpoczecia insulinoterapii;
Pomoc w réznicowaniu cukrzycy insulinozaleznej lub insulinoniezal eznej;
Charakteryzacjai obserwacja stanéw nietolerancji glukozy;
Rozpoznawaniei badanie przypadkéw insulinoopornosci;
Rozpoznawanie wyspiaka (insulinoma) i innych przypadkéw hipoglikemii.



IV.  ZAGADNIENIA DOTYCZ4CE METODY

Oznaczenie DIAsource INS-IRMA jest metoda immunoradiometryczna, oparta
na separacji w optaszczonych probdéwkach. Mabs 1 — przeciwciala
przechwytujace — s3 umocowane do dolngj i wewngtrznej powierzchni
plastikowej probowki. Kalibratory lub prébki, dodawane do probéwek, beda na
poczatku wykazywaly niskie powinowactwo do Mabsl. Dodanie Mab2,
przeciwciata sygnalowego oznakowanego **°| zakonczy etap i wyzwoli reakde
immunologiczna. Po przeptukaniu, stopien radioaktywnosci zwiazang z
proboéwka odzwierciedla stezenie antygenu. Stosowanie odmiennych Mab
pozwala na uniknigcie nadmierngj czutosci, powszechnie wystgpujace w
dwustronnych oznaczeniach IRMA, podobnie jak koniecznosci stosowania
wytrzasarki lub dtugig inkubacji w temperaturze 37°C.

V. DOSTARCZONE ODCZYNNIKI

Odczynniki Zestaw 96 Zestaw Kolor Rekonstytucja
oznaczen 4x 96
oznaczen
Probowki 2x 48 8x 48 ciemno- | Gotowe do
H oplaszczone czerwony | zastosowania
przeciwciatami
anty-INS
(przeciwciata
monoklonal ne)
1fiolka 4 fiolek czerwony | Gotowe do
Ab 1257 55ml 55ml zastosowania
350 kBq 350 kBq
ZNACZNIK : Przedwciaa
(monoklonane) anty-INS
oznakowane Jodem'® w
buforze HEPES zawiergacym
bydleca abuming surowicza,
azydek (0,1%), EDTA
i czerwony barwnik
1fiolka 2 fiolek z0lty Doda¢ 2 ml wody
CAL n liofil. liofil. destylowanej
Kadibratory O w surowicy
pochodzenialudzkiego z
tymolem
CAL 5fiolek 2x5 20ty | Dodaé¢ 0,5 ml
liofil. fiolek wody
Kalibratory N =1- 5 liofil. destylowanej
w surowicy pochodzenia
ludzkiego z tymolem
(doktadne wartosci na
etykietach fiolek)
1fiolka 4 fiolek brazowy | Rozcienczy¢ 70x
| WASH | SOLN |C0NC | 10ml 10ml woda destyl owana
Roztwér ptuczacy (TRIS- (wykorzystat
HCl) pluczacy ( mieszadto
magnetyczne).
2 fiolek 2x2 srebrny | Dodaé 0,5 ml
ol | folok worly
Kontrole 1i 2 w surowicy liofil. destylowane
pochodzenialudzkiego z
tymolem
Uwaga: 1. Dorozcienczen probek nalezy stosowaé kalibrator zerowy.

2. 1 plU preparatu kalibratora jest réwnowazne do 1 plU WHO
66/304.

VI. MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

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

1. Woda destylowana

2. Pipety do dostarczania objetosci: 50 ul, 500 ul, i 2 ml. (zaleca se¢
sosowanie  wilasciwych pipet z jednorazowymi  koncowkami
plastykowymi)

Mieszadto wirowe

Mieszadto magnetyczne

Strzykawka automatyczna o objetosci 5 ml (rodzaj Cornwall) do ptukania

Uktad do aspiracji (opcjonalnie)

Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma odpowiedni do
pomiaru 2| (minimal ny uzysk 70%).

Nooksw

VII.

VIII.

10.

11.

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

Kalibratory: Rekonstytuowa¢ kalibrator O przy pomocy 2 ml wody
destylowang ainnekalibratory przy pomocy 0,5 ml wody destylowane.
Kontrole: Kontrole nalezy rekonstytuowaé przy pomocy 0,5 ml wody
destylowangj.

Roboczy roztwér pluczacy: Wiasciwa objgtos¢é roboczego roztworu
ptuczacego nalezy przygotowa¢ dodajac 69 objetosci wody destylowane
do 1 objetosci roztworu ptuczacego (70x). Do homogenizacji nalezy
wykorzysta¢ mieszadto magnetyczne. Niewykorzystany roboczy roztwor
ptuczacy nalezy wyla¢ pod koniec dnia.

PRZECHOWYWANI E | DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

Przed otwarciem lub rekonstytucja wszystkie skladniki zestawu
zachowuja trwatos¢ do daty waznosci przedstawionej na etykiecie, jezeli
3 przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C.

Po rozpuszczeniu, kalibratory i kontrole zachowuija stabilnos¢ przez 3 dni
w temperaturze od 2 do 8°C. W razie koniecznosci diuzszego
przechowywania, niewielkie objetosci powinny byé przechowywane
w temperaturze —20°C dla maksymalnie 3 miesiace.

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

Po jego pierwszym zastosowaniu, znacznik izotopowy zachowuje
trwalos¢ do podang daty waznosci jezeli jest przechowywany
w oryginalnej, dobrze zamknigte fiolce w temperaturze od 2 do 8°C.
Zmiany w wygladzie fizycznym odczynnikow w zestawie moga
wskazywac naich niestabilnos¢ lub zuzycie.

POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE MATERIALZU DO BADANIA

Probki
2-8°C.
Jezeli oznaczenie nie jest wykonywane w ciagu 24 godzin, zaleca si¢
przechowywanie w temperaturze -20°C.

Unika¢ powtarzanych cykli zamrazaniai rozmrazania.

Nie wolno wykorzystywac¢ prébek shemolizowanych.

surowicy musza byé przechowywane w temperaturze

PROCEDURA

Uwagi dotyczace obslugi

Nie wolno wykorzystywaé sktadnikow zestawu po uplynieciu daty
waznosci. Nie wolno miesza¢ materiatéw pochodzacych z réznych serii
zestawOw. Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki - powinny
osiagna¢ temperature pokojowa.

Wszystkie odczynniki i probki nalezy dokladnie wymieszaé przez
delikatne potrzasanie lub obracanie. Aby unikna¢ zanieczyszczenia
krzyzowego do dodawania poszczegdlnych odczynnikéw i probek nalezy
wykorzystywa¢ czyste, jednorazowe koncowki pipet.

Pipety wysokigj precyzji lub pipety automatyczne poprawigja precyzjg
wykonania oznaczenia. Przestrzega¢ czasow inkubagji.

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

Procedura

Dla kazdego kalibratora, probki i kontroli nalezy oznaczyé optaszczone
probéwki w badaniach podwdjnych. W celu okredlenia catkowitych
zliczen nalezy oznaczy¢ 2 zwykte probowki.

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

Dozowa¢ 50 pl znacznika do kazdej probowki.

Ddikatnie potrzasa¢ (recznie) stojak z probowkami, aby uwolni¢
wszelkie, uwigzione pecherzyki powietrza.

Inkubowa¢ przez 120 minut w temperaturze pokojowej.

Aspirowa¢ (lub odla¢) zawartos¢ kazdg probowki (z wyjatkiem probéwek
do catkowitego zliczania). Aby usuna¢ caly ptyn nalezy upewni¢ sig, ze
plastikowa koncoéwka aspiratora osiagneta dno optaszczonej probowki.
Przeptuka¢ probowki przy pomocy 2 ml roboczego roztworu ptuczacego
(z wyjatkiem probéwek do catkowitego zliczania). W trakcie dodawania
roboczego roztworu pluczacego nalezy unika¢ wytwarzania piany.
Aspirowa¢ (lub odla¢) zawartos¢ kazdg probowki (z wyjatkiem probéwek
do catkowitego zliczania).

Ponownie przeptuka¢ probéwki przy pomocy 2 ml roztworu ptuczacego
(z wyjatkiem prob6éwek do catkowitego zliczania) i aspirowac (lub odlac).
Po ostatnim ptukaniu, pozostawi¢ probowki w pozycji stojacej do géry na
dwie minuty i aspirowa¢ pozostate krople ptynu.

Zlicza¢ probowki w liczniku gamma przez 60 sekund.



XI.

XII.

OBLICZANIE WYNIKOW

Obliczy¢ srednia oznaczen podwojnych.

Na papierze milimetrowym lub w kratke wykresdli¢ c.p.m. (rzedna) dia
kazdego kalibratora wobec odpowiadajacego stezenia INS (odcieta) oraz
wykresli¢  krzywa kalibracji przez punkty kalibratora, odrzucajac
oczywiste wartosci odbiegajace od linii srodkows.

Odczyta¢ stezenie dlakazdej kontroli i probki przez nanies enie nakrzywa
kalibracyjna.

Redukcja danych przy pomocy komputera pozwoli uprosci¢ te obliczenia
Jezeli ma by¢ zastosowane automatyczne przetwarzanie wynikéw, zaleca
S¢ dopasowanie krzywej logistyczng 4 parametrows.

PRZYKZAD DANYCH TYPOWYCH

Ponizsze dane s3 przedstawione wylacznie w celach przyktadowych i nie
powinny by¢ nigdy stosowane zamiast rzeczywistych krzywych kalibracyjnych.

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

Kdibrator 0,0 lU/ml 197 0,15
5,7 plU/ml 529 041
13,5 wlU/ml 1277 0,99
46,0 plU/ml 4796 3,70
144,0 Wl U/ml 16436 12,69
440,0 plU/ml 44090 34,05

XIHI.

A.

DZIALANIE | OGRANICZENIA

Granica wykrywania

Dwadziescia kalibratoréw zerowych oznaczano wraz z zesawem innych
kalibratoréw. Granica wykrywania, zdefiniowana jako odmienne stgzenie
dwoéch odchylen standardowych powyzej przecietngy wartosci zliczania
przy wiazaniu zerowym ksztattowata si¢ na poziomie 1 plU/ml.

Swoistos¢

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

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

Dodany analit do surowicy Teoretyczne Obserwowane Reakcja
0 wysokim poziomie wartosci INS wartosci INS krzyzowa
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Insulinawieprzowa 8ng/ml 42 17,4 >100
Insulina bydlgca 8ng/ml 338 17,8 >100
Insulinapsia 16 ng/ml 42 17,2 81
Insulinakrdlicza 16 ng/ml 42 14,1 62
Insulina szczurza 16 ng/ml 38 37 0,6
Proinsulinaludzka 32 ng/ml 43 44 03
Proinsulinawieprzowa 16 ng/ml 43 47 25
Proinsulinawotowa 16 ng/ml 43 44 0,6
C. Precyzja
‘W SERII POMIEDZY SERIAMI
Surowica N X+ S.D. CV Surowica N X +S.D. Cv
(uIU/ml) % (uIU/ml) %
A 10 6,6+0,1 21 A 20 144+0,9 6,5
B 10 533+08 15 B 20 | 1004+61 | 61

SD Odchylenie sandardowe; CV: Wsp6tczynnik zmiennosci

D. Dokladnos$é
BADANIE ODZY SKU
Prébka INS dodana INS odzyskany Odzysk
(uIU/ml) (uIU/ml) (%)
Surowica 1l 245.0 264 107.8
Surowica 2 76 735 96.7
Surowica 3 24.5 24.4 99.6
Surowica4 6.75 6.5 96.3
BADANIE ROZCIENCZENIA
Prébka Rozcienczenie Stez. teoretyczne Stez. zmierzone
(uIU/ml) (uIU/ml)
Surowica l 1/1 - 101
12 50.5 46
V4 253 21
/8 12.6 11
116 6.3 6.2
Surowica 2 1/1 - 328
12 164 152
V4 82 76
/8 41 36
116 20.5 18
Probki zostaty rozcienczone przy pomocy kalibrator zerowy
E. Opoznienie  pomiedzy  oznaczeniem  ostatniego  kalibratora
i dozowaniem prébki
Jak wykazano, wyniki pomiaru pozostaja doktadne nawet wéwczas, gdy
od momentu dodania kalibratora do optaszczonych probéwek mingto
30 minut.
OPOZNIENIE
0' (uIU/mIy 30" (ulU/ml)
Surowical 8 7
Surowica 2 16 17
Surowica 3 37 42
Surowica4 81 82
F. Efekt hook'a

Prébka nasycona INS o stezeniu do 125000 plU/ml daje wyzsze wartosci
zliczen niz ostatni punkt kalibracyjny.

XIV. OGRANICZENIA

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

Przeciwciata heterofiine w ludzkigf surowicy moga reagowat z
immunoglobulinami odczynnika, interferujac  z  oznaczeniami
immunol ogicznymi przeprowadzanymi in vitro.

Pacjenci rutynowo eksponowani na zwierzeta lub produkty z surowic
zwierzecych moga wykazywa¢ sktonnos¢ do takich interferencji i w
razie obecnosci przeciwciat heterofilnych wystepowaé moga u nich
nieprawidtowe wyniki testow. Wyniki oznaczen prébek od pacjentow z
takimi przeciwciatami nalezy interpretowaé z ostroznoscia.

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



XV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

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

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

- Dopuszczalne kryteria dotyczace réznicy pomiedzy wynikami oznaczen
podwajnych probek powinny by¢ zgodne z zasadami prawidtowej pracy w
laboratorium.

XVI. ZAKRESY REFERENCYJNE

Zakres pozioméw insuliny u 55 osob o normalng tolerancji natest glukozy
podawangj doustnie wyniést 4 do 16 plU/ml.

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

XVII. SRODKI OSTROZNOSCI | OSTRZEZENIA

Bezpieczerstwo

Tylko do diagnostyki in vitro.

Zestaw zawiera ®| (Okres polowicznego rozpadu: 60 dni), emitujacy
promieniowaniejonizujace X (28 keV) i y (35,5 keV).

Ten produkt radioaktywny moze by¢ transportowany i wykorzystany wytaczne
przez osoby autoryzowane, zakup, przechowywanie, stosowanie i wymiana
produktéw radioaktywnych podliega regulaciom prawnym kraju uzytkownika
koncowego. W zadnym wypadku produkt nie moze by¢ podawany ludziom lub
Zwierzetom.

Obstuga materiatéw radioaktywnych powinno by¢ przeprowadzana w miejscach
do tego przeznaczonych, z dala od migjsc ogdlng uzytecznosci. W laboratorium
mus by¢é przechowywany reestr przyje¢ i przechowywania materiatow
radioaktywnych. Wyposazenie laboratorium oraz szkto, ktére moze by¢ skazone
substancjami  radioaktywnymi powinno by¢ oddzidone w celu uniknigcia
krzyzowego zanieczyszczenia réznych radioizotopow.

Wszelkie plamy z subdsancji radioaktywnych musza byé natychmiast
oczyszczone  zgodnie z  procedurami  dotyczacymi  bezpieczenstwa
radiologicznego. Odpady radioaktywne musza by¢ usuwane zgodnie
zZmigjscowymi przepisami i ogdlnie przyjetymi wytycznymi obowiazujacymi
w laboratorium.  Przestrzeganie  podsawowych zasad  bezpieczenstwa
radiol ogi cznego zapewnia wystarczajace zabezpieczenie.

Skiadniki zawierajace ludzka krew, dostarczone w zestawie, zostaty przebadane
metodami zaaprobowanymi przez instytucje europgjskiei/lub FDA. Stwierdzono,
ze nie zawieraja one HbsAg, przeciwciat anty-HCV, anty-HIV-1 i 2. Zadna ze
znanych metod nie moze da¢ catkowitg pewnosci ze materialy pochodzenia
ludzkiego nie przenioss czynnikow zakaznych wirusowego zapalenia watroby,
AIDSii innych. Dlatego postgpowanie z odczynnikami i probkami surowicy lub
osocza powinno by¢é zgodne z migiscowymi procedurami - dotyczacymi
bezpieczenstwa

Produkty pochodzenia zwierzecego byly pobierane od zdrowych zwierzat.
Sktadniki bydlece pochodza z krajow, w ktérych nie odnotowano wystepowania
BSE. Pomimo to, skladniki zawiergjace substancje pochodzenia zwierzecego
powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.

Unika¢ kontaktu skéry z odczynnikami (zawieraja azydek sodowy jako srodek
konserwujacy). Azydek znajdujacy Si¢ w zestawie moze reagowaé z miedzig
i olowiem w ukladzie kanalizacyjnym tworzac zwiazki o wiasciwosciach
wybuchowych. W czasie ptukania odprowadzany ptyn nalezy ptuka¢ duzymi
objetosciami wody, aby zapobiec kumulacji azydkéw.

Nie wolno pali¢, spozywaé napojow ani pokarmoéw, badz uzywaé kosmetykow w
migjscu pracy. Nie pipetowa¢ ustami. Zaktada¢ ubranie ochronne i rekawiczki
jednorazowe.
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XIX. PODSUMOWANIE PROTOKOLU

CALKOWITA KALIBRATORY PROBKA(I)
LICZBA
ZLICZEN
ml ml ml

Kadibratory (0-5) - 0,05 -
Prébki - - 0,05
Znacznik izotopowy 0,05 0,05 0,05
Inkubacja 120 minut w temperaturze pokojowej
Rozdzielenie - aspiracja (lub odlewanie)
Roztwor ptuczacy - \
Rozdzielenie - aspiracja (lub odlewanie)
Roztwor ptuczacy - \
Rozdzielenie - aspiracja (lub odlewanie)
Zliczanie Zliczanie probéwek przez 60 sekund

Nr kata ogowy DI Asource
KIP1251 — KIP1254

Numer P.I. Nr aktudizagji :
1700509/pl 110218/1

Datawydania: 2011-02-18



P.I. Number : 1701000

Used symbols

Consult instructions for use

Storage temperature

Use by

Batch code

Catal ogue number

Control

In vitro diagnostic medica device

Manufacturer

Contains sufficient for <n> tests

FIIEI*

WASH | SOLN | CONC Wash solution concentrated
cAL 0 Zero cdibrator
cAL N Calibrator #
CONTROL | N Control #
Ag 1251 Tracer
Ab 1251 Tracer
Ag | 125 | conC Tracer concentrated
Ab | 125 | coneC Tracer concentrated
i Tubes
INc | BUF Incubation buffer
ACETONITRILE Acetonitrile
SERUM Serum
oL | sE Specimen diluent
oL | BUF Dilution buffer
ANTISERUM Antiserum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent

DL | cAL Cdlibrator diluent

REC | SOLN Reconstitution solution
Polyethylene glycol
Extraction solution

Elution solution

Bond Elut Silica cartridges

Pre-treatment solution

Neutraization solution

Tracer buffer

Microtiterplate

HRP Conjugate

HRP Conjugate

HRP Conjugate concentrate

HRP Conjugate concentrate

cons | BUF Conjugate buffer

CHROM CONC Chromogenic TMB concentrate

CHROM | T™MB Chromogenic TMB solution
Substrate buffer

stoP | soLN Stop solution

INC

Incubation serum

b,

BUI Buffer
Ab 3 AP Conjugate
suB | PNPP Substrate PNPP

BIOT CONC

i

Biotin conjugate concentrate

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentrate

Ass BUF

Assay buffer

BIOT

Biotin conjugate

i

Ab

Specific Antibody

SAV HRP CONC

Streptavidin HRP concentrate

NSB Non-specific binding
2ndAb 2nd Antibody
ACD | BUF Acidification Buffer
DIsT Distributor
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P.I. Number : 1701000

Symboles utilisés

Bt Consulter lesinstructions d utilisation
/ﬂf Température de conservation
= Utiliser jusque
Numéro de lot
Référence de catalogue
Controle

=]

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Fabricant

i A=

Contenu suffisant pour <n> tests

Solution de lavage concentrée

ca | o Calibrateur zéro
cAL N Cadlibrateur #
CONTROL | N Controle #
Ag 1251 Traceur
Ab 1251 Traceur
Ag | 1251 | CONC Traceur concentré
Ab | 1251 | CONC Traceur concentré
lij Tubes
INC | BUF Tampon dincubation
ACETONITRILE Acétonitrile
SERUM Sérum
oL | sE Diluant du spécimen
piL | BUF Tampon dedilution
ANTISERUM Antisérum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbant
DL | cAL Diluant de calibrateur
ReC | soN Solution de reconstitution

Glycol Polyéthyléne

Solution d’extraction

ELU | SOLN Solution d’elution
GEL Cartouches Bond Elut Silica
PRE SOLN

Solution de pré-traitement

Solution de neutralisation

Tampon traceur

Microplaque detitration

Ab | HRP HRP Conjugué

Ag | HRP HRP Conjugué

Ab | HRP | CONC HRP Conjugué concentré

Ag | HRP | CONC HRP Conjugué concentré
cony | BUF Tampon conjugué
CHROM | TMB | CONC Chromogéne TMB concentré
CHROM | TMB Solution chromogéne TMB
suB | BUF Tampon substrat

SToP | SOLN Solution d'arrét

Nc | =R Sérum dincubation

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

Concentré streptavidine HRP

NS8 Liant non spécifique
2nd Ab Second anticorps
| ACID | BUF |

Tampon d'acidification

Revision nr 070716
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Gebrauchte Symbolen

[HE] Gebrauchsanweisung beachten
/ﬂf Lagern bel

- Verwendbar bis

Chargenbezei chnung
Bestellnummer
Kontrolle

VD In Vitro Diagnostikum

M Hersteller

VA Ausreichend fir <n> Ansétze

Waschl6sung-Konzentrat

CAL 0 Null kaibrator
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
oL | sE Probenverdiinner
oL | BUF Verdunnungspuffer
ANTISERUM Antiserum
IMMUNOADSORBENT | mmnadsorbens
DL | cAL Kalibratorverdiinnung
REC | SOLN Rekonstitutionsl6sung
PEG Polyethylenglykol
EXTR | SOLN Extraktionsl6sung

ELU | SOLN Eluierungsl6sung
GEL Bond Elut Silikakartuschen
PRE SOLN

Vorbehandlungsl 6sung

Neutralisierungsl dsung

Tracer-Puffer

Mikrotiterplatte

HRP Konjugat

HRP Konjugat

HRP Konjugat Konzentrat

HRP Konjugat Konzentrat

cony | BUF Konjugatpuffer
CHROM | TMB | CONC Chromogenes TMB Konzentrat
CHROM | TMB Farblésung TMB

suB | BUF Substratpuffer

stoP | soLN Stoppl &sung

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

ass | BUF Assaypuffer
Ab | BIOT Biotin-Konjugat
Ab Spezifischer Antikorper

HRP Streptavidinkonzentrat

Unspezifische Bindung

Sekundérer Antikdrper

Ansauerungspuffer

Revision nr 070716



P.I. Number : 1701000

Gebruikte symbolen

Raadpl eeg de gebruiksaanwijzing

Bewaartemperatuur

Houdbaar tot

Lotnummer

Catal ogusnummer

Controle

Medisch hulpmiddel voor in-vitro diagnostiek

Fabrikant

Inhoud voldoende voor <n> testen

WASH | SOLN | CONC

E@zsﬁﬁaw*@

Wasoplossing, geconcentreerd

cAL 0 Nulkalibrator

cAL N Kalibrator #

CONTROL | N Controle #

Ag 1251 Tracer

Ab 1251 Tracer

Ag | 1251 | CONC Tracer geconcentreerd

Ab | 1251 | CONC Tracer geconcentreerd
lij Buisies

INC | BUF Incubatiebuffer
ACETONITRILE Acetonitrile

SERUM Serum

oL | sE Specimen diluent

oL | BUF Verdunningsbuffer

ANTISERUM Antiserum

IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent

DL | cAL Kalibratorverdunner
REC | SOLN

Reconstitutieopl ossing

PEG Polyethyleen glycol
EXTR | SOLN Extractieoplossing
ELU | soN Elutieoplossing
GEL Bond Elut Silica kolom
PRE | SoLN Pre-behandelingsoplossing
NEUTR | SOLN Neutralisatieoplossing
TRACEUR | BUF Tracerbuffer
Microtiterplaat
Ab | HRP HRP Conjugaat
Ag HRP HRP Conjugaat
Ab | HRP | CONC HRP Conjugaat geconcentreerd
Ag | HRP | cONC HRP Conjugaat geconcentreerd
conJ | BUF Conjugaat buffer
CHROM | TMB | CONC Chromogene TMB geconcentreerd
CHROM | TMB Chromogene Oplossing TMB
suB | BUF Substraatbuffer
STOP | soLN Stopoplossing
INC | SR Incubatieserum
BUF Buffer
Ab AP AP Conjugaat
suB | PNPP Substraat PNPP

BIOT CONJ | CONC

Geconcentreerd Biotine conjugaat

AVID HRP | CONC

Geconcentreerd Avidine-HRP conjugaat

Assay buffer

Biotine conjugaat

Specifiek antilichaam

Streptavidine-HRP concentraat

Aspecifieke binding

2de antilichaam

Verzuringsbuffer
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Simbolos utilisados

Consultar las instrucciones de uso

Limitacion de temperatura

Fecha de caducidad

Codigo delote

NUmero de catél ogo

Control

Producto sanitario para diagndstico in vitro

Fabricante

<]EEEEEM =
ol |Z =

]

r

Contenido suficiente para<n> ensayos

WASH | SOLN | CONC

Solucion de lavado concentrada

cAL 0 Calibrador cero
CcAL N Cadlibrador #
CONTROL | N Control #
Ag | 1280 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 Tamp6n de dilucion

ANTISERUM Antisuero

IMMUNOADSORBENT Inmunoadsorbente

biL | ca Diluyente de calibrador

REC | SOLN Solucién de Reconstitucion

Glicol Polietileno

Solucion de extraccion

ELU | soN Solucién de elucion

GEL Cartuchos Bond Elut Silica
PRE | SOLN Solucion de Pre-tratamiento
NEUTR | SOLN Solucién de Neutralizacion
TRACEUR | BUF Tampon de trazador

Placa de microvaloracion
Ab | HRP HRP Conjugado
Ag | HRP HRP Conjugado

HRP Conjugado concentrada

HRP Conjugado concentrada

Tamp6n de Conjugado

CHROM ™B CONC

Crombgena TMB concentrada

CHROM | T™MB

Solucion Cromégena TMB

suB | BUF Tampon de sustrato
STOP | soLN Solucion de Parada
INC | ser Suero de Incubacion
BUF Tampdn
Ab AP AP Conjugado
suB | PneP Sustrato PNPP

Concentrado de conjugado de biotina

Concentrado avidinaHRP

Tampoén de ensayo

Conjugado de biotina

Anticuerpo especifico

Estreptavidina-HRP Concentrado

NSB Uni6n no especifica
2nd Ab Segundo anticuerpo
IESEE Tampén de Acidificacion
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Simboli utilizzati

Consultare leistruzioni per I'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

E@zsﬁﬁaw*@

Tampone di lavaggio concentrato

CcAL 0 Calibratore zero
CcAL N Standard #
CONTROL | N Controllo #
Ag 1251 Marcato
Ab 1251 Marcato
Ag | 1251 | cONC Marcato concentrato
Ab | 1251 | CONC Marcato concentrato
lij Provette
INC | BUF Tampone incubazione
ACETONITRILE Acetonitrile
SERUM Siero
oL | sE Diluente campione
DL | BUF Tampone diluizione
ANTISERUM Antisiero
IMMUNOADSORBENT |rm~unoamorbente

DIL CAL

Diluente calibratore

REC SOLN

Soluzione di ricostituzione

Polietilenglicole

EXTR | SOLN

T

Soluzione di estrazione

ELU SOLN

Soluzionedi eluizione

’

Cartucce di silice bond elut

PRE SOLN

Soluzione di pretrattamento

NEUTR | SOLN

Soluzione di neutraizzazione

TRACEUR Ul

Tracer Buffer

Piastradi microtitolazione

o

Al RP HRP Coniugato

Ag HRP HRP Coniugato

A | HrP | conc HRP Coniugato concentrato

Ag | HRP | conc HRP Coniugato concentrato
cong | BUF Buffer coniugato
cHrom | TMB | cone Cromogena TMB concentrato
CHROM | TMB Soluzione cromogena TMB
suB | BUF Tampone substrato

stop | soLn Soluzione di arresto

INC | sER Incubazione con siero

BUF Buffer
Ab AP AP Coniugato
sug | PNPP Substrato PNPP

Concentrato coniugato con biotina

AVID

CONC

BIOT CONJ | CONC

Concentrato avidinaHRP

Soluzione tampone per test

Coniugato con biotina

Anticorpo Specifico

SAV | HRP | CONC Streptavidina-HRP concentrata
NSB Legame non-specifico
20dAb 2° Anticorpo

| ACID | BUF |

Tampone Acidificante
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Enrcéiiynon couforov

ZvpPovievteite Tig 0dNyieg ypriong

Oeppokpacio amobikevong

Huepopnvia Anéng

Ap1Bpog maptidog

ApBpdg Kataddyon

Ipétumo ehéyyov

In Vitro Awyvootiké lotpoteyvortytkd mpotdv

Kataokevaomg

Tepeyopevo emapkég yuo «» eEeTaoELg

WASH | SOLN | CONC

E@zsﬁﬁaw*@

ZUUTVKVOUEVO SHAVLLOL EKTAVONG

CAL 0 Mndevikog Babpovopntig
CcAL N Babpovountg #

CONTROL | N Opodg eréyyov #

Ag | s Iymbémg

Ab 1251 Iyvnbémng

Ag | 1251 | CONC Xpopoyovog Iyvndémg

Ab | 1251 | CONC Xpopoyovog Ixyynbémg
lij Torvéaplo

INC | BUF PouBpiotiko tddvpa endaong
ACETONITRILE Axetovitpilio
SERUM Opog
DL | sE Adidopa apaioong derypdtmv
DL | BUF PouBpiotiko dtidovpa apainong
ANTISERUM Avtiopog
IMMUNOADSORBENT AvocompospopNTIKO
DL | cAL Aparotikd fodpovountdv
REC | SOLN Adhopa ovocHGTIoN G
PEG ToAvatbvievoyAvkoin
EXTR | SOLN Aidopa exydiong
ELU | SOLN Aidopa Ekhoveng

’

Duoryyeg moprtiov Bond Elut

PRE SOLN

Adhopa Tpoemeepyaciog

NEUTR | SOLN

Aihopa eEovdeTépwong

TRACEUR Ul

Pubruotico didivpa

o

IMiéka pkpotithoddTong
Al RP HRP Z0evypa
Ag HRP HRP Z0evypa

Ab HRP CONC

Xpopoyoévog HRP Zolevypa

Ag HRP CONC

Xpopoyoévog HRP Zolevypa

CONJ | BUF PouBpiotiko dtddvpa culedypatog
cHrRom | T™MB | cone Xpwpoydvog TMB
cHRoM | TMB Awdhopa ypopoyovov TMB

SUB | BUF PuBpiotikd StiAv o VIOGTPMOUATOS
stoP | soLN Avaoyetikd avtidpoaotiplo
INC | SR Opog emdaong
BUF PuBuiotikd dddvpa
Ab AP AP Z0Cevypa
SUB | PNPP PNPP vrostpdpatog

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 cvveéevyuévn pe HRP

un-edikn déopevon

20 Avticopa

PuBiotiko Atdivpo 6&vo
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Simbolos utilizados

Consulte instrugdes de utilizagdo

Temperatura de conservaggo

Utilizar antes de

Caodigo delote

NUmero de catél ogo

Controlo

Dispositivo médico de diagndstico in vitro

Fabricante

@ziiﬁﬁm%@
ol |Z =

[}

r

Contetido suficiente para<n> testes

WASH | SOLN | CONC

Solucdo de lavagem concentrada

cAL 0 Calibrador zero
CcAL N Cadlibrador #
CONTROL | N Controlo #
Ag | 1280 Marcador
Ab 1251 Marcador
Ag | 1251 | conc Marcador concentrada
Ab | 125 | conc Marcador concentrada
lij Tubos

iNc | BuF Tamp&o de incubagéo
ACETONITRILE Acetonitrilo
SERUM Soro
oL | se Diluidor de espécimes
oL | Bur Tampéo de diluicdo
ANTISERUM Anti-soro
IMMUNOADSORBENT Imunoadsorvente
biL | ca Diluente do calibrador
REC | SOLN Soluggo de Reconstituigio
PEG Polietileno-glicol
EXTR | soLN Solugéo de Extracéo
e | soN Soluggo de Eluigéo
GEL Cartuchos de silicaBond Elut
PRE | SOLN Soluggo de pré-tratamento
NEUTR | SOLN Soluggo de neutralizacéo
TRACEUR | BUF Tamp&o Marcador
Placade micro titulaggo
A | HRe HRP Conjugagéo
Ag | HRP HRP Conjugagdo

HRP Conjugagdo concentrada

HRP Conjugagdo concentrada

Conjugue o tampéo

CHROM ™B CONC

Cromogénica TMB concentrada

CHROM | T™MB

Solugéo Cromogénica TMB

suB | BUF Tampéo de substrato
STOP | SOLN Solucéo de Paragem
N | =R Soro deincubagéo
BUF Tampéo
Ab AP AP Conjugacéo
SUB | PNPP Substrato PNPP

Concentrado conjugado de biotina

Concentrado HRP de avidina

Tampéo de ensaio

Conjugado de biotina

Anticorpo especifico

Estreptavidina HRP concentrado

NSB Ligagdes néo especificas
2ndAb Anticorpo secundério
| ACID | BUF | Tampéo de acidificagéo
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H3n0,13BaHU CUMBOJIH

BuskTe nHCTpYKIMATA 32 paboTa

Temneparypa Ha CbXpaHEeHHE

Wsnon3sgaiite ¢

IMapTunen xox

Karanosxen Homep

Konrpon

Wln BUTPO TMAarHOCTHYHO MEMIIMHCKO H3/IeTIHe

Ipoussoauren

Cun;p)l(aﬂne JIOCTaTh4yHO 3a <N> TecTa

KonueHTprpan u3MHBall pa3sTBop

Hynes kanu6parop

KanuGpatop #

Kourpon #

Ag

1251

Tpeiicep

Ab

1251

Tpeiicep

Ag 1251 CONC

Konuenrpupan Mapkep

Ab | 1251 | CONC Konuenrpupan Mapkep
lij Enpyserku

INC | BUF Hukyb6armonen Oydep
ACETONITRILE AICTOHUTPHI

SERUM Cepym

DIL | SPE Paspenuren 3a npodure

oL | BUF Bydep 3a paspexnane

ANTISERUM Anrucepym

IMMUNOADSORBENT HmyHoabcopOeHT

Paspeauten 3a kanubpatopa

Ipecn3naBany pa3TBop

Tonuerunen rMkomn

ExcrpakToB pastBop

PastBop 3a emounpane

CHITHKAreTHH TBJIHUTETN

PRE | SOLN Ipen-neyeben pasTBOp
NEUTR | SOLN Heyrpanusupai patsop
TRACEUR Mapxepen 6ydep

MHuKpPOTHTBPHA IJIaCTHHA

HRP xontorar / Konrorar Ha XpsiHOBa [epOKCHa3a

Ag | HRP HRP xontorar / Konrorar Ha XpsiHOBa [EpOKCHIa3a
Ab | HRP | CONC HRP KOHIOTHpaH KOHLIEHTPAT
Ag | HRP | CONC HRP xontorupan KOHIIEHTpaT

CONJ BUF

Bydep 3a koHtorata

Xpomorenen TMB konueHTpar

CHROM TMB | CONC

CHROM | T™MB Xpomorenen TMB pastBop
suB | BUF Cybcrparen 6ydep
STOP | SOLN Cron pa3TBop
INC | SR HWHKky6armoHeH cepym
BUF Bydep

AP kontorar / KoHIOraT Ha ankaiHa gocdaraza

PNPP

Cy6cerpar PNPP / mapa wutpogenun pocdar

buoTuH KOHIOTHpaH KOHLIEHTpAT

AVID

CONC

L | o ]
BIOT CONJ | CONC
[ | e Joore]

AsuanH HRP konuenTpar

Bydep 3a npobute

buoTun xoHiorat

crnenupuIHO AHTHTAIIO

KucenuHu3upai oydep

SAV [ HRP | CONC crpenrtasuad HRP koHueHTpar
NSB He crienu(UIHO CBBp3BaHE
2nd Ab BTOPO aHTHUTAIIO
| ACID | BUF |
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Stosowane symbole

Przed zastosowaniem zapoznac si¢ z instrukcja.

Temperatura przechowywania

Zuzy¢ przed

o]

Kod serii

Numer katal ogowy

Kontrola

Urzadzenie medyczne do diagnostyki in vitro

Producent

Zawartos¢ wystarczajaca do <n> testow

WASH | SOLN | CONC

<]EEEEIM B
ol |37 A

0

r

Roztwér ptuczacy stezony

CAL 0 Kalibrator zerowy
CAL N Kalibrator nr
CONTROL | N Kontrolanr

Ag 1251

Znacznik izotopowy

Ab 1251

Znacznik izotopowy

Ag 1251 | CONC

Znacznik izotopowy stezony

Ab 1251 CONC

Znacznik izotopowy stezony

Probowki

INc | BUF Wymagana inkubacja buforu
ACETONITRILE Acetonitryl
SERUM Surowica
oL | se Rozcienczanik prébki
oL | BUF Bufor do rozcienczania
ANTISERUM Antysurowica
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent
oL | ca Rozcienczalnik kalibratora

Roztwér do rozcienczania

Glikol poli(oksy)etylenowy

Roztwor ekstrakeyjny

Roztwér e ucyjny

Kolumny krzemionkowe Bond Elut

PRE | SOLN Roztwér do przygotowania wstepnego

NEUTR | SOLN Roztwér neutralizujacy

TRACEUR | BUF Bufor znacznika

mikroptytka

A | HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej

Ag | HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej

A | HRP | conc Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej
Ag | HRP | CONC Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej

Q
2
&

BUF

Bufor do koniugacji

CHROM ™B CONC

Koncentrat chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

CHROM | T™MB

Roztwér chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

suB | BUF Bufor substratu
stoP | soLn Roztwér zatrzymujacy reakcje
e | ser Wymagana inkubacja surowicy
BUF Bufor
Ab AP Koniugat AP (fosfatazy alkalicznej)
SuB | PNPP p-nitrofenyl ofosforan substratowy

BIOT CONJ | CONC

Koncentrat koniugatu biotyny

AVID HRP | CONC

Koncentrat peroksydazy chrzanowej z awidyna

Bufor do oznaczania

Koniugatu biotyny

Przeciwciato swoiste

sav | HRP | cone Koncentrat streptawidyny HRP
NSB Wiazanie nieswoiste
2nd Ab Drugie przeciwciato

| ACID | BUF | Bufor zakwaszajacy
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