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INS-EASIA

.  INTENDED USE

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

[I. GENERAL INFORMATION
A. Proprietary name: DIAsource INS-EASIA Kit
B. Catalogue number : KAP1251: 96 tests

C. Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

1. CLINICAL BACKGROUND

A Biological activities of insulin
Insulin, a polypeptide hormone with a molecular weight of 5800 Da, is secreted by the beta cells of the islets of
Langerhans from the pancress. Insulin possesses a wide spectrum of biological actions. It stimulates cellular
glucose uptake, glucose oxidation, glycogenesis, lipogenesis, proteogenesis and the formation of DNA and RNA.
Insulin plays a key role in the regulation of plasma glucose levels (hepatic output inhibition, stimulation of
periphera glucose utilisation). The resulting hypoglycemic effects of insulin are counterbaanced by hormones
with hyperglycemic effects (glucagon, growth hormone, cortisol, epinephrin). Insulin secretion is mainly
controlled by the plasma glucose levels : hyperglycemia induces a prompt and important increase in circulating
insulin levels. Neural influences, as well as various metabolic and hormonal factors (amino acids, glucagon, gastro
intestinal hormone) adso 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 severa
years of evolution, beta-cells failure may occur, leading to a relative insulinopenia requiring, in some cases, insulin
administration. Insulin resistance is associated with high circulation levels of the hormone. The most common case
of insulin resistance is represented by obesity. Various endocrinopathies (acromegaly, Cushing syndrome) as well
as rare cases of insulin receptor defects or cases with anti-insulin receptor antibodies are associated with glucose
intolerance or even diabetes due to insulin resistance. The determination of plasma insulin levels is an important
parameter in the diagnosis of hypoglycemia. Insulin levels are high in cases of insulinoma (beta-cell tumor).
Functional 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 meal, 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.



IV.  PRINCIPLES OF THE METHOD

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

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

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents 96 tests Color Reconstitution
Kit Code
Microtiterplate with 96 wells blue Ready for use
96 anti INS
(monoclona
antibodies) coated
breakable wells.
1via red Ready for use
Ab HRP 6ml
Conjugate: HRP | abelled anti-INS
(monoclond antibodies) in TRIS-
HCI buffer with bovine serum
abumin and thymol
lvid yellow | Add 2.0 ml distilled
CAL n lyophilized water
Zero cdibrator in human serum
and thymol
cAL Svids | yellow | Add 05mi disilled
lyophilized water
Cdibraor N=1t05
(see exact vdueson vid labels) in
human serum and thymol
1via brown | Dilute 200 x with
|WASH| SOLN |CONC| 10ml distilled water (use a
Wash Solution (TrisHCI) magnetic stirrer).
2vids silver Add 1 ml distilled water
Controls-N =1or 2
in human serum with thymol
CHROM T™B lvid black | Ready for use
12 mi
Chromogenic TMB Solution
(Tetramethyl benzydine)
1via white | Ready for use
12 mi
Stop solution: HCI 1.ON

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

VI.

SUPPLIESNOT PROVIDED

The following material isrequired but not provided in thekit:

1.
2.
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VII.

VIII.

High quality distilled water

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

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Washer for Micratiterplates

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

REAGENT PREPARATION

Calibrators : Recongtitute the zero calibrator with 2.0 ml distilled water
and other calibrators with 0.5 ml distilled water.

Controls: Recongtitute the controls with 1 ml distilled water.

Working Wash solution : Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 199 volumes of digtilled water to 1 volume of Wash
Solution (200x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

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

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

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

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

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

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum must bekept at 2 - 8°C.

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

Prior to use, al samples should be at room temperature.
recommended to vortex the samples before use.

Do not use haemolysed samples.

It is

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date.

Do not mix materials from different kit lots.

Bring all the reagents to room temperature prior to use.

Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
Perform calibrators, controls and samplesin duplicate. Vertical alignment
is recommended.

Use a clean plastic container to prepare the Wash Solution.

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

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

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

Respect the incubation times.

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

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

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

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



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

Securethe wellsinto the holding frame.

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

Pipette 50 pl of anti-INS-HRP conjugateinto al the wells.
Incubate for 30 minutes at room temperature
Aspirate the liquid from each well.

§ dispensing 0.4 ml of Wash Solution into each well
§ aspirating the content of each well
Pipette 100 pl of Chromogenic Solution the into each well within 15 minutes

Incubate the microtiterplate for 15 minutes at room temperature .

Pipette 100 pl of Stop Reagent into each well.

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

CALCULATION OF RESULTS
Read the plate at 450 nm againg a reference filter set at 650 nm (or 630

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

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

B. Procedure
1.
2.
3.
wells.
4.
5.
6.
7. Wash the plate 3 times by:
8.
following the washing step.
9.
10.
11.
Xl.
1.
nm).
2.
3.
4.
calibration curve.
5.
fitting isrecommended.
XIl.  TYPICAL DATA

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

C. Precision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>=*SD CcVv Serum N <X>+SD CcVv
(uml) | (%) (iuml) | (%)
A 23 13.09+ 0.6 48 A 8 13.29+ 1.08 81
B 23 32919 6.0 B 7 3412+ 31 9.0

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

INS-EASIA OD unitsPolychromatic
model
Cdibraor oplU/ml 0.025
5.1ulU/ml 0.070
13.8 plU/ml 0.13
44.4 WU/ml 0.507
128 plU/ml 1313
250 plU/ml 2.34

D. Accur acy
RECOVERY TEST
Sample Added INS Recovered INS Recovery
(nIU/mI) (nIU/mI) (%)
Serum 182.1 174.5 95.8
86.7 80 92.3
39.6 374 94.4
151 13.6 0
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Concent. M easured Concent.
(nIU/mI) (nIU/mI)
Serum 1 7 82.3
12 1.2 4221
v4 20.6 22.86
18 10.3 11.04
116 5.15 5.9
132 258 33
Serum 2
v e 57.5
12 28.7 27.7
14 14.4 14.5
18 7.2 80
116 36 44
132 18 23

PERFORMANCE AND LIMITATIONS

Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators.
The detection limit, defined as the apparent concentration two standard
deviations above the average OD at zero binding, was0.17 plU/ml.

X1,
A. Detection Limit
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.

Added analyteto a high value Theoretical Observed INS | Cross-reaction
serum INSvalues 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
Human proinsulin 32 ng/ml 43 44 0.3
Porcine proinsulin 16 ng/ml 43 4.7 25
Bovine proinsulin 16 ng/ml 43 44 0.6

Samples were diluted with zero calibrator.

E.

XIV.
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Time delay between last calibr ator and sample dispensing

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

TO 10 min 20 min 30 min
Cl 12.8 12.7 12.4 12.9
cll 313 30.7 30 28.6

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

INTERNAL QUALITY CONTROL

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

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

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

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

Itisgood practiseto check visually the curve fit selected by the computer.



XV. REFERENCE INTERVALS

Therange of insulin levelsin 29 subjects with normal oral glucose tolerance tests,
was5 to 19 plU/ml, the rangeisbased on 2.5 to 97.5 percentiles of the dataset.
These values are given only for guidance; each laboratory should establish its
own normal range of values.

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

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

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

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

Do not smoke, drink, eat or apply cosmeticsin the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.
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XVIHI. SUMMARY OF THE PROTOCOL

SAMPLE(S)
CALIBRATORS CONTROLS
(1) (uh)
Cdibrators (0-5) 50 R
Samples, Controls - 50
Anti-INS-HRP conjugate 50 50
Incubate for 30 min a room temperature.
Aspirate the contents of each well.
Wash 3 times with 400 pl of Wash Solution and aspirate.
Revelaion Solution 100 100
Incubate for 15 min a room temperature m.
. 100
Stop Solution 100
Read on a microtiterplate reader and record the absorbance of each well a 450 nm
(versus 630 or 650 nm)
DlAsource Catdogue Nr : P.I. Number : Revisionnr :
KAP1251 1700433/en 110712/1

Revision date : 2011-07-12
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Lire entiérement le protocole avant utilisation.

INS-EASIA

. BUT DU DOSAGE

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

[I. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource INS-EASIA kit
B. Numérodecatalogue: KAP1251: 96 tests

C. Fabriquépar : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8 B-1400 Nivelles Belgium.

Pour une assistance technique ou une information sur une commande :
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

[1l. CONTEXTE CLINIQUE

A Activités biologiques de I'insuline
L’insuline, une hormone polypeptidique avec un poids moléculaire de 5800 Da, est sécrétée par les celules 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,
simulation dutilisation de glucose périphérique). Les effets de 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 d'insuline
est principalement controlée 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 & 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 stimulation: 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
Détermination des réserves des cellules B pendant le test de tolérance au glucose ou aprés un repas riche en hydrates de
carbone, comme référence pour |’ 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.  PRINCIPES DU DOSAGE

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

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

V. REACTIFS FOURNIS

Reactifs 96 tests Code Reconstitution
Kit Couleur
Micro-plaque de 96 puits bleu Prét al’emploi
titration sécable avec
96 puits recouvert
d'anti INS (anticorps
monoclonal)
HRP 1 flacon Rouge Prét al’emploi
Conjugué: anti-INS marqué avec 6mi
de |’ HRP (anticorps monoclond)
dans un tampon TRIS-HCI avec
de |'d bumine bovine et du thymol
1 flacon Jaune Ajouter 2,0 ml d’eau
Cdibrateur zéro dans du sérum Iyophilise distillée
humain et du thymol
CAL 5 flacons Jaune Ajouter 0,5ml d'eau
) lyophilisés distillée
Cdibraeur N=1a5
(cfr. Vaeurs exactes sur chague
flacon) dans du sérum humain et
du thymol
| 1 flacon Brun Diluer 200 x avec de
|V"A5H| SOLN |CONC 10ml I eau distillée (utiliser
Solution de Lavage un agitateur
(Tris-HCI) magnetique).
2 flacons Gris Ajouter 1 ml d’eau
lyophilisés distillée
Contréles- N = 1 ou 2 dans du
sérum humain et du thymol
1via Noir Prét al’emploi
12ml
Chromogéne TMB
(Tetramethyl benzydine)
1via Blanc Prét al’emploi
STOP SOLN 12ml
Réactif d’arrét: HCI 1,0N

Note: 1.  Utiliser le calibrateur zéro pour ladilution des échantillons.
2. 1 ulU dela préparation du calibrateur est équivalent &1 plU de 2™
IRP 66/304.

VI.  MATERIELSNON FOURNIS

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

1. Eau ditillée d' une haute qualité

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

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Laveur de micro-plaques

Lecteur de micro-plagues capable de lire @ 450 nm et 650 nm (lecture
bi chromatique)
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PREPARATION DES REACTIFS

Calibrateurs: Reconstituer le calibrateur zéro avec 2,0 ml d' eau ditillée et
lesautres calibrateursavec 0,5 ml d' eau ditill ée..

Controles: Recondtituer les contrélesavec 1 ml d' eau ditillée.

Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage en
gjoutant 199 volumes d' eau distillée & 1 volume de Solution de Lavage
(200x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéser. Eliminer la
Solution de Lavage non utilisée alafin delajournée.

STOCKAGE ET DATE D'EXPIRATION DESREACTIFS

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

Des puits inutilisées doivent ére gardées, a 2-8°C, dans un sachet cacheté
contenant un des ccant jusgu’ a ladate d’ expiration.

Apres reconstitution, les calibrateurs et |es controles sont stables pendant 7
joursentre 2 et 8°C. Pour de plus longues périodes de stockage, des aliquots
devront étre réalisés et ceux-ci seront gardés a —20°C pendant 3 mois.
Eviter des cycles de congélation et décongéation successifs.

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

La Solution de Lavage préparée doit ére utiliséele jour méme.

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

Des altérations dans |’ apparence physique des réactifs de la trousse peuvent
indiquer uneinstabilité 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 en aiquots a
-20°C est recommandé.

Eviter des cycles de congélation et décongéation successifs.

Avant |'utilisation des échantillons, ceux-ci doivent &re a température
ambiante. On recommande de vortexer |es échantillons avant de les utiliser.
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 méanger du matérie provenant de trousses de lots différents.
Mettre tous|es réactifs a température ambiante avant utilisation.

Mélangez tous |esréactifs et | es échantill ons sous agitation douce.

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

Utiliser un récipient en plastic propre pour préparer la Solution de Lavage.
Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour |’ addition de chaque réactif et échantillon.

Pour la digtribution de solution du chromogéne et de la Solution d'arré,
éviter des pipettes avec des parties en métal.

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

Respecter lestemps d'incubation.

Afin déviter des anomalies, le délai entre le pipetage du premier
calibrateur et celui du dernier échantillon ne peut pas dépasser 30 minutes.
Préparer une courbe déalonnage pour chague nouvelle série
d' expériences, ne pas utiliser |es données d' expériences précédentes.
Distribuer la solution du chromogéne dans les 15 minutes aprés le lavage
delamicro-plague detitration.

Eviter exposition alalumiére du soleil lors de I’incubation avec la solution
du chromogene.

Mode opératoire
Sélectionner le nombre de puits nécessaires pour le test. Les puitsinutilisées
doivent é&re cachetées de nouveau dans le sachet avec un desiccant et
gardéesa 2-8°C.
Placer les puits dans | e support.
Pipeter 50 pl de chaque Calibrateur, Contréle et Echantillon dans les puits
appropriés.
Pipeter 50 pl du conjugué anti-INS-HRP dans tous | es puits.
Incuber pendant 30 minutes a température ambiant.
Aspirer le liquide de chaque puits.
Laver laplaque 3 foisen:

§  digtribuant 0.4 ml dela Solution de Lavage dans chague puits

§  agpirant le contenu de chaque puits
Pipeter 100 pl de la solution chromogénique dans chaque puits dans les 15
minutes apres la phase de lavage.



9. Incuber la micro-plaque pendant 15 minutes a température ambiante.

10. Pipeter 100 pl du Réactif d’ arrét dans chaque puits.

11. Lire les absorbances a 450 nm (filtre de référence 630 nm ou 650 nm)
endéans|’ heure et calculer |esrésultats comme décrits dans la section X1.

XI.  CALCUL DES RESULTATS

1. Lirela plague & 450 nm contre un filtre de référence mis a 650 nm (ou 630
nm).

2. Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.

3. Dessner sur un graphique linéaire ou semi-logarithmique les cpm

(ordonnées) pour chague calibrateur contre la concentration
correspondante en INS (abscisses) et dessiner une courbe de calibration a
I’aide des points de calibration, en connectant les points avec des lignes

droites.

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

5. L’ analyse informatique des données simplifiera les calculs. S un systéme

d'analyse de traitement informatique des données est utilisg il est
recommandé d’ utiliser lafonction « 4 paramétres » du lissage de courbes.
XIl. DONNEESTYPES

Les données représentées ci-dessous sont fournies pour information et ne peuvent
jamais étre utilisées ala place d’ une courbe d' éalonnage.

INS-EASIA UnitésOD modéle
polychromatique
Cdibrateur oplU/ml 0.025
5.1ulU/ml 0.070
13.8 plU/ml 0.13
44.4 WU/ml 0.507
128 plU/ml 1313
250 plU/ml 2.34

D. Exactitude
TEST DE RECUPERATION
Echantillon INS gj outée INS récupérée Récupération
(nIU/mI) (nIU/mI) (%)
Sérum 182.1 1745 95.8
86.7 80 92.3
39.6 374 94.4
15.1 136 90
TEST DE DILUTION
Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(nIU/mI) (nIU/ml)
Sérum 1 T 82.3
12 41.2 42.21
v4 20.6 22.86
8 10.3 11.04
116 5.15 5.9
132 2.58 33
Sérum 2
i 57.5
12 28.7 27.7
14 14.4 14.5
8 72 80
116 36 4.4
132 18 23

XI1l. PERFORMANCE ET LIMITES

A. 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 DO déterminée a la fixation zéro, éait de 0,17 plU/ml.

B. Spécificité
Des hormones cross-réactives ont éé 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.

Analyte ajoutéau sérum de Concentration ValeursINS 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
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 CVv Sérum N <X>=*SD CVv
(nlUml) (%) (r1Uml) (%)

A 23 13.09+ 0.6 48 A 8 13.29+ 1.08 8.1

B 23 32919 6.0 B 7 34.12+31 9.0

SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation

Les échantillons ont éé dlilué 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 tubes avec I’ anticorps.

TO 10 min 20 min 30 min
Cl 12.8 12.7 12.4 12.9
cll 313 30.7 30 28.6

F. Effet crochet
Un échantillon dopé avec de I'INS jusqu’a 10.000 ulU/ml donne des DO
supérieursau dernier point de calibration.

XIV. CONTROLE DE QUALITE INTERNE

§ S les réaultats obtenus pour le(s) contrdle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans
I"intervalle spécifié sur I’ &iquette du flacon, les résultats ne peuvent pas étre
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
controles, lesquel s doivent &re congel és aliquotés.

§ Les criteres d acceptation pour les écarts des valeurs in duplo des
échantillons doivent étre basés sur |es pratiques de |aboratoire courantes.

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

§ On recommande de vérifier visudlement la courbe séectionnée par
I’ ordinateur.

XV. VALEURSATTENDUES

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

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



XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont &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 ére 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, |es composants contenant des substances animal es devront ére traités
comme potentiellement infectieux.

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

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

CALIBRATEURS

ECHANTILLON(S)

(1 CONTROLES

(Hh)
Cadibrateurs (0-5) 50 R
Echantillons, Contrdles - 50
Conjugué Anti-INS-HRP 50 50
Incuber pendant 30 min atempérature ambiante.
Aspirer le contenu de chague puits.
Laver 3 fois avec 400 pl de laSolution de Lavage et aspirer.
Solution de Révélaion 100 100
Incuber pendant 15 min atempérature ambiante.
Solution d arrét 100 100

Lire sur un lecteur de micro-plagues et enregistrer |’ absorbance de chaque puits a 450

nm (contre 630 ou 650 nm)
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Vor Gebrauch desKitslesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

INS-EASIA

I.  VERWENDUNGSZWECK

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

[I. ALLGEMEINE INFORMATION
A. Handelsbezeichnung: DIAsource INS-EASIA Kit
B. Katalognummer : KAP1251: 96 Tests

C. Hergestelt von: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgien.

Fur technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

Td : +32 (0)67 88.99.99 Fax: +32 (0)67 88.99.96
Fur Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - K ostenfr eie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasour ce.be

1. KLINISCHER HINTERGRUND

A Biologische Aktivitdten von I nsulin
Insulin, ein Polypeptidhormon mit einem Mol ekulargewicht von 5800 Da, wird von den Betazellen der Langerhansschen Inseln
der Bauchspeicheldriise sezerniert. Insulin besitzt ein weites Spektrum biologischer Aktivitdten. Es stimuliert die zelulare
Glucoseaufnahme, die Oxidation von Glucose, die Glykogenese, die Lipogenese, die Proteogenese und die Bildung von DNA
und RNA. Insulin spielt 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 hyperglykémischer Wirkung kompensiert (Glukagon, Wachstumshormon, Cortisol, Adrenalin). Die
Insulinsekretion wird hauptsichlich tber den Plasmaglucosespiegel kontrolliert: Hyperglykdmie 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 seltene Falle von Insulinrezeptordefekten oder Féalle mit Anti-lnsulin-Rezeptorantikdrpern 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, asLeitlinie
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 | nsulinoms und anderer Uraschen der Hypoglykéamie.
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IV. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

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

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

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenzien 96 Test Farb Rekonstitution
Kit Code
Mikrotiterplatte mit 96 96 Wells blau gebrauchsfertig
anti INS- beschichtete
abbrechbaren Wells
(monoklonae
Antikorper)
HRP 1 Gefédl3 Rot gebrauchsfertig
Konjugat: MRP beschriftete Anti- 6mi
INS (monoklonade Antikorper) in
TRIS-HCI -puffer mit
Rinderserum- abumin und
Thymol
1Gef Gelb | 20ml dest. Wasser
Null Kdibrator in Humanserum Iyophilisiert Zugeben
und Thymol
cAL 5 Gefésse Gelb | 05ml dest. Wasser
. lyophilisiert zugeben
Kdibrator -N=1to5
(genaue Werte auf Geféf3-
Etiketten) in Humanserum und
Thymol
|wasn| son Jeonc| 1GefaR Braun | 200 x mit dest. Wasser
10ml verdiinnen
Waschl ésung (Tris-HCI (Magnetruhrer
o ) benutzen).
2 Gefésse silber | 1 ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben
Kontrollen- N =1or 2
Humanserum und Thymol
1 Gefdl3 schwarz | gebrauchsfertig
2m
Chromogenes TMB
(Tetramethyl benzydin)
1 Gefdl3 weill | gebrauchsfertig
STOP SOLN 12 ml
Stoppreagenz: HCI 1,0 N

Bemer kung: 1. Benutzen Sie den Null-Kalibrator zur Probenverdiinnung.
2. 1 plU der Kalibratorzubereitung ist &quivalent zu 1 plU 2nd IRP
66/304.

VI. ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1. Hochwertiges destilliertes Wasser

2. Pipetten: 50 pl, 500 pl und 2 ml (Verwendung von Prazisionspipetten mit
Wegwerf-Plastik spitzen wird empfohlen)

Vortex Mixer

Magnetrihrer

Waschgerét fur Mikrotiterplatten

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

S

VII.

VIII.
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VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Kalibratoren: Rekongituieren Sie den Null-Kalibrator mit 2.0 ml dest.
Wasser, die anderen Kalibratoren mit 0.5 ml dest. Wasser.

Kontrollen: Rekongtituieren Sie die Kontrollen mit 1 ml dest. Wasser.
Waschlosung: Bereiten Sie ein angemessenes Volumen Waschlésung aus
einem Anteil Waschldsung (200x) mit 199 Anteillen dest. Wasser zu.
Verwenden Sie einen Magnetrihrer zum gleichméRigen Durchmischen.
Verwerfen Sie die nicht benutze Waschlésung am Ende des Tages.

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen oder Rekonstitution sind die Reagenzien des Kits bis zum
Ablaufdatum (Angaben auf Etikett) bei Lagerung bel 2°C bis8°C stabil.
Nicht verwendete Wells sollten dicht in der Folie verschlossen mit
Trockenmittel bei 2° bis 8°C gelagert werden bis zum Verfallsdatum.

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

Die konzentrierte Waschlosung ist bei Raumtemperatur
Verfallsdatum haltbar.

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

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

bis zum

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serumproben miissen bei 2-8°C aufbewahrt werden.

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

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Vor Gebrauch missen ale Proben Raumtemperatur
Vortexmischen der Proben wird vor Gebrauch empfohlen.
Keine hamol ytischen Proben benutzen

erreichen.

DURCHFUHRUNG

Bemer kungen zur Durchfihrung

Verwenden Sie den Kit oder dessen Komponenten nicht nach
Ablaufdatum.

Vermischen Sie Materialen von unterschiedlichen Kit-Chargen nicht.
Bringen Sie alle Reagenzien vor der Verwendung auf Raumtemperatur.
Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schitteln
oder Ruhren.

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

Verwenden Sie zur Zubereitung der Waschlésung  reinen
Kunststoffbehalter.
Verwenden Se saubere Wegwerf-Pi pettenspitzen, um

Kreuzkontamination zu vermeiden.

Verwenden Sie zur Pipettierung der chromogene Lésung und der
Stoppl 6sung keine Pipetten mit Metallteilen.

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersyssem erhéhen die
Prézision.

Achten Sie auf die Einhaltung der | nkubationszeiten.

Zur Vermeidung eines Drifts diirfen zwischen der Pipettierung des ersten
Kalibratorsund der |etzten Probe nicht mehr als 30 Minuten verstreichen.
Erstellen Sie fur jeden Durchlauf eine Standardkurve, verwenden Sie nicht
die Daten von friheren Durchlaufen.

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

Wéhrend der Inkubation mit der chromogene L&sung
Mikrotiterplatte vor direktem Sonnenlicht zu schiitzen.

it de

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

§  pipettieren Sie 0,4 ml Waschlésung in jeden Well

§  saugen Sieder Inhalt jedes Wells ab
Pipettieren Sie 100 pl der chromogene Losung innerhalb von 15 Minuten
nach dem Waschvorgang in jeden Well.



9. Inkubieren Siedie Mikrotiterplatte 15 Minuten bei Raumtemperatur.
10. Pipettieren Sie 100 pl des Stoppreagenzesin jeden Well.

D. Genauigkeit
WIEDERFINDUNGSTEST

11. Werten Sie die Absorptionen bei 450 nm (Referenzfilter 630 nm oder 650 ] ]
nm) innerhalb 1 Stunde aus und berechnen Sie die Resultate wie in Probe Zugeg. INS Wiedergef. INS W'ederger“”de"
Abschnitt XI beschrieben. (u1U/mi) (u1U/mi) )
Serum 182.1 1745 95.8
Xl. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE 86.7 80 2.3
1 Werten Sie die Platte bei 450 nm gegen einen Referenzfilter auf 650 nm 39.6 374 94.4
(oder 630 nm) aus. 151 136 %0
2. Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppe bestimmungen.
3. Tragen Sie auf semilogarithmischem oder linearem Millimeterpapier den
cp.m.  (Ordinate) fir jeden Standard gegen die entsprechende
Konzentration INS (Abszisse) und zeichnen Sie eine Kalibrationskurve VERDUNNUNGSTEST
durch die Kalibrationspunkte, indem Sie die eingetragenen Punkte durch
gerade Linien verbinden. Probe Verdinn. Theoret. K onzent. Gemess. K onzent.
4, Berechnen Sie die Konzentration fir jede Kontrolle und Probe durch (rIU/ml) (rIU/ml)
Interpolation aus der Kalibrationskurve.
5. Computergestiitzte  Methoden kénnen ebenfalls zur Erstellung der Sor
. . . . X um 1 T 82.3
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit U2 .2 221
dem Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit 14 20.6 2286
einer “4 Parameter” -Kurvenfunktion. 18 10.3 11.04
116 515 59
1/32 2.58 33
XIl.  TYPISCHE WERTE
Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kénnen Serum 2 gi 87 257775
nicht al's Ersatz fir die Echtzeitstandardkurve verwendet werden. 14 14.4 145
1/8 7.2 8.0
INS-EASIA OD Einheiten ﬂég f': ;'.‘:1%
Polychromatisches M odell
Kalibrator 0 ulUfml 0.025 Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verdiinnt.
5.1l U/ml 0.070
13.8 ulU/ml 0.13 E. Zeitver zoger ung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe
4.4 1U/ml 0.507 Es wird im folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
128 Wl U/ml 1313 erhalten bleibt, wenn die Probe 30 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
250 plU/mi 234 in die beschichteten Réhrchen zugefiigt wird.

XI1. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze
Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen.
Die Nachweisgrenze, definiert a's die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabweichungen Uber dem gemessenen Durchschnittswerts bei
Nullbindung, entsprach 0,17 plU/ml.

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

Zugeg. Analysat zu hochwert. Theoretische Gemess. INS Kreuz-
Serum Konzent. Werte reaktivitat
(ng/ml) (ng/ml) %)
Schweineinsulin 8ng/ml 42 17,4 >100
Rinderinsulin 8ng/ml 38 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
Humanproinsulin 32 ng/ml 43 44 03
Schweineproinsulin 16 ng/ml 43 47 25
Rinderproinsulin 16 ng/ml 43 44 0,6
C. Préazision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>+SD Ccv Serum N <X>+8D Ccv
(p1U/ml) %) (p1U/ml) %)
A 23 13.09+ 0.6 438 A 8 1329+ 1.08 81
B 23 32919 6.0 B 7 34.12+3.1 9.0

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

TO 10 min 20 min 30 min
Cl 12.8 12.7 12.4 12.9
cll 313 30.7 30 28.6

F. Hook-Effekt
Eine Probe mit INS bis zu 10.000 plU/ml liefert hdhere Messwerte al's der
letzte Kalibratormel3wert.

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

§ Entsprechen die | st-Werte nicht den auf den Flaschchen angegebenen Soll-
Werten, konnen 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.

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

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

§  Eshat sich bewéhrt, die durch den Computer ausgewahlte Kurvenanpassung
visuell zu Uberprifen.

XV. REFERENZINTERVALLE

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

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

XV. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit européischen und
in USA erprobten FDA-Methoden getestet, se waren negativ fir HBSAG, anti-
HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte M ethode 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 Sicherheitshestimmungen
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 allen Reagenzien; Stoppldsung enthdlt HCI. Be
Kontakt griindlich mit Wasser spiilen.

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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XVIII.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

KALIBRATOREN PROBE(N)
(uh) KONTROLLEN

(Hh)

Kalibratoren (0-5) 50 R

Proben, Kontrollen - 50

Anti-INS-MRP Konjugat 50 50

30 min. bei Raumtemperatur inkubieren.

Inhat jedes Wells absaugen.

Dreimal mit 400 pl Waschldsung waschen und absaugen.

Substratl6sung 100 100

15 min. bei Raumtemperatur inkubieren.

Stoppl 6sung 100 100

Auf einem Mikrotiterplaten-Lesegerét auswerten und Absorption jedes Wells bei 450

nm (gg. 630 oder 650 nm).

DIAsource Kata ognummer :
KAP1251

Beipackzettelnummer:
1700433/de

Nummer der
Origind ausgabe:
110712/1

Revisionsdatum : 2011-07-12




C€

Primadi utilizzareil kit legger e attentamente leistruzioni per I'uso

INS-EASIA

. USODEL KIT

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

[I. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commer ciale: DIAsource INS-EASIA Kit
B. Numerodi catalogo: KAP1251: 96 test
C. Prodotto da: DI Asour ce ImmunoAssays SA.

Rue del’Industrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgio.

Per informazioni tecniche o su come ordinareil prodotto contattare:
Tel: +32 (0) 67 88.99.99 Fax: +32 (0) 67 88.99.96

M. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Attivita biologiche ddl’insulina
L’insulina & un ormone polipeptidico con peso molecolare di 5800 dalton, secreto dalle cellule beta delleisole di Langerhans del
pancreas. Possiede un ampio spettro di azioni biologiche: stimola I’ uptake di glucosio da parte delle célule e la sua ossidazione,
promuove la formazione di glicogeno, la lipogenes, la produzione di proteine e la sntes di DNA e RNA; svolge un ruolo
essenziale nella regolazione dei livelli di glucoso (inibizione della glicogenolis epatica e stimolazione dell’ utilizzazione
periferica del glucosio). | suoi effetti ipoglicemizzanti sono controbilanciati da ormoni con effetto i perglicemizzante (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 sistema nervoso e vari fattori metabolici o ormonali (aminoacidi, glucagone, ormoni
gastrointestinali) partecipano a controllo della secrezione dell’ insulina.
11 diabete mellito di tipo | (insulino-dipendente o giovanile) & dovuto alla distruzione delle beta cellule con assoluto di insulina
Nel diabete melito di tipo Il (non insulino-dipendente o della maturitd), la resistenza periferica al’insulina pud essere causa di
iperglicemia, comunque dopo alcuni anni si arriva ad un esaurimento delle beta cellule con deficit di insulina chein circail 30%
dei soggetti richiede la somministrazione di insulina. L'insulino resistenza € associata ad elevati livelli circolanti di ormone; &
comunemente dovuta all’ obesita. Alcune endocrinopatie (acromegalia, sindrome di Cushing), rari 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 laricerca delle cause dell’ipoglicemia. Si trovano
livelli eevati di insulina nél’insulinoma (tumore delle beta cellule). Una ipoglicemia post-prandiale funzionale puo 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 simolo: pasto ricco di carboidrati, test di tolleranza a glucosio (OGTT), infusione di arginina,

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

B. Applicazioni cliniche del dosaggio ddl’insulina
§ Determinazione della funzioneresidua delle beta cellule con il test di tolleranza al 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 dell’ intolleranza al glucosio.
§ Diagnos e studio dei cas di insulino resistenza.
§Diagnosi di insulinoma e di altre cause di ipoglicemia.



1V.  PRINCIPIO DEL METODO

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

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

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Piastradi microtitolazione | 96 pozzetti blu
con 96 pozzetti separabili Pronte per I'uso
rivedtiti anti INS (anticorpi
monoclondi)
Ab HRP
. - 1 flacone Rosso Pronto per I’ uso
Coniugato: marcato HRP anti-INS
(Anticorpi monoclondi) in tampone 6 ml
TRIS-HCI con BSA etimolo
o o]
Cdibratore zero in sero umano 1 flacone Gidlo Aggiungere 2 ml di
contenente timolo liofiliz. acquadistillata
o 1]
Cdibraore 1-5 (le concentrazioni 5 flaconi Gidlo Aggiungere 0,5 ml
esatte degli calibratore sono riportate liofiliz. di acquadistillaa
sulle etichette dei flaconi), in siero
umano contenente timolo
| WASH | SOLN | CONC| Diluire 200 x con
1 flacone Bruno acquadigtillata
Tampone di lavaggio (TRIS HCI) 0ml usando un agitatore
magneti co
| CONTROL | N | Aggiungere 1 ml di
Controlli: N =102, in siero umano 2 flaconi Argento | acquadisiliata
contenente timolo liofiliz.
1 flacone nero Pronte per |’uso
12ml
TMB cromogena
(tetrametil benzidina)
bianco Pronte per |I'uso
sTop SOLN 1 flacone
12ml
Reagente di arresto: HCI 1,0N

Note: 1. Usarelo standard zero per diluirei campioni.
2.1 mJI della preparazione standard € equivalentea 1 nJl di 2nd IRP

66/304

VI. REATTIVI NON FORNITI

Il seguente materiale € richiesto per il dosaggio ma non & fornito nel kit.
1. Acquadidtillatadi qualitaelevata

2. Pipette per dispensare 50 mi, 500 m e 2 ml (S raccomanda di
pi pette accurate con puntal e in plastica monouso).

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

Lavatrice per piastra di microtitolazione

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

utilizzare

o0k w

VII.
A.

B.
C.

VIII.

= m

(S
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PREPARAZIONE DEI REATTIVI
Calibratore: Ricodtituire lo calibratore zero con 2 ml di acqua ditillata e
gli altri calibratore con 0,5 ml di acqua distillata.
Controlli: Ricogtituirei controlli con 1 ml di acqua digtillata.
Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 199
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(200 x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea.
Lasoluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

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

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

La soluzione di lavaggio concentrata & stabile a temperatura ambiente fino
aladatadi scadenza

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

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

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

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Conservarei campioni di sieroa2-8°C.

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

Evitareripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

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

Non usare campioni emolizzati.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze gener ali

Non usareil kit 0 suoi componenti oltre la data di scadenza.

Non mescolareregattivi di lotti divers.

Prima dell’ uso portare tutti i reattivi atemperatura ambiente.

Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione.

Eseguire calibratori, controlli e campioni in doppio. S raccomanda
I’ alineamento verticale.

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

Per evitare cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni
volta che s us un nuovo resttivo o campione.

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

L'uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sistemi di pipettamento
automatici migliorala precisione del dosaggio.

Rispettare i tempi di incubazione.

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

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

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

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

Metodo del dosaggio
Selezionare il numero di pozetti necessario per il test. Le pozetti inutilizzate
devono essererisigillate nel contenitore con un essiccante e conservate a 2-
8°C.
Assicurarele pozetti nel telaio di supporto.
Pipettare 50 pl di ogni calibratore, controllo e campione nei pozzetti
adeguati.
Pipettare 50 pl di coniugato anti-INS-HRP in tutti i pozzetti.
Incubare per 30 minuti atemperatura ambiente.
Aspirareil liquido da ogni pozzetto.
Lavarelapiastra 3 volte:

§  versando 0,4 ml di soluzionedi lavaggio in ogni pozzetto

§  agpirandoil contenuto di ogni pozzetto
Pipettare 100 pl di soluzione cromogena entro 15 minuti dalla fase di
lavaggio.
Incubare la piastra di microtitolazione per 15 minuti a temperatura
ambiente.



10. Pipettare 100 pl di reagente d' arresto in ogni pozzetto.
11. Leggere le assorbanze a 450 nm (filtro di riferimento a 630 nm o 650 nm)
entro 1 orae calcolarei risultati come descritto nella sezione XI1.

XI. CALCOLO DEI RISULTATI
1. Leggere la piastra a 450 nm rispetto a un filtro di riferimento regolato a

650 nm (0 630 nm).
2. Calcolarela media delle determinazioni in duplicato.
3. 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 e in ascissa le rispettive concentrazioni di
insulina., collegandoi punti tracciati con linee rette.

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

5. E' possibile utilizzare un sissema 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 al posto della curva
standard, che va eseguita per ogni dosaggio.

Policromatico
Cdibraore oplU/ml 0.025
5.1ulU/ml 0.070
13.8 plU/ml 0.13
44.4 plu/ml 0.507
128 plU/ml 1313
250 plU/ml 2.34

D. Accuratezza

TEST DI DILUIZIONE

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(nIUml) (nIUml)
Siero 1 v e 82.3
12 41.2 42.21
v4 20.6 22.86
8 10.3 11.04
116 5.15 5.9
132 2.58 33
Siero 2 T 57.5
12 28.7 27.7
14 14.4 14.5
8 72 80
116 36 4.4
132 18 23
| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.
TEST DI RECUPERO
Campione Insulina aggiunta Insulina Recupero
(UIU/ml) recuper ata %)
(u1U/ml)
Siero 182.1 174.5 95.8
86.7 80 92.3
39.6 374 94.4
15.1 136 90

XI1l. 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 OD
pari ala media pit 2 deviazioni standard di 20 replicati dello standard zero, &
risultata essere 0,17 nJl/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.

Analista aggiunto allo Concentrazione Valori Cross-
standard avaloreelevato teorica osservati di reattivita
insulina %
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Insulina porcina 8 ng/ml 42 17,4 >100
Insulina bovina 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 rato 16 ng/ml 38 37 0
Proinsulinaumana 32 ng/ml 43 44 03
Proinsulinaporcina 16 ng/ml 43 47 25
Proinsulinabovina 16 ng/ml 43 44 0,6
C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Sero N <X>+SD Ccv Sero N <X>+SD Ccv
(nIUmi) (%) (nIUmi) (%)
A 23 13.09+ 0.6 48 A 8 13.29+ 1.08 81
B 23 329 +19 6.0 B 7 3412+ 3.1 9.0

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

E. Tempo trascorso tral’aggiunta dell’ultimo calibr atore 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.

TO 10 min 20 min 30 min
Cl 12.8 12.7 12.4 12.9
cll 313 30.7 30 28.6

F. Effetto hook

Un campione ha cui € stata aggiunta insulina fino a 10 000 mU/ml ha OD
superiori a quello dello standard pit concentrato.

XIV. CONTROLLO DI QUALITA' INTERNO

§  Sei riaultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
dl’interno dei limiti riportati sull’etichetta dei flaconi, non & opportuno
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, a 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.

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

§ S raccomanda di saggiare i controlli con regolarita come campioni
sconosciuti per misurare la variabilita del saggio. Laresa dd saggio deve
essere monitorata con tabelle di controllo qualita dei controlli.

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

XV.INTERVALLI DI RIFERIMENTO

L'intervallo dei liveli di insulinain 29 soggetti con test di tolleranza al glucosio
orale normale € risultato essere pari a 5 — 19 plU/ml; I'intervallo s basa su
percentili da2,5a97,5 ddl set di dati.

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



XVI. PRECAUZIONI PER L'USO

Sicurezza

I1 kit € solo per uso diagnostico in vitro.

| reettivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o0 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 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 paes dove non sono stati segnalati
cas di BSE. E' comunque necessario considerare i prodotti di origine animale
come potenziali fonti di infezioni.

Evitare qualsias contatto della cute con tutti i reagenti. La Stop solution contiene
HCI. Incasodi contatto, lavare abbondamentemente con acqua.

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

CALIBRATORE CAMPIONI
(ul) CONTROLLI

(1)
Cdibratore (0 - 5) 50 R
Campioni, controlli - 50
Coniugato anti-INS-HRP 50 50
Incubare per 30 minuti atemperaturaambiente.
Aspirareil contenuto di ogni pozzetto.
Lavare 3 volte con 400 pl di soluzione di lavaggio e aspirare.
Soluzione di rivel azione 100 100
Incubare per 15 minuti atemperatura ambiente.
Reagente di arresto 100 100
Leggere su un lettore per piastra da microtitol azione e registrare |’ assorbanza di ogni
pozzetto a 450 nm (ri spetto a 630 0 650 nm)

Numero di cataogo di DI Asource : P.l. numero: Revisione numero :
KAP1251 1700433/it 110712/1

Datadi revisione : 2011-07-12



Awpacte 0A0KANPO TO TPOTOKOALO TPV OO TN %P

INS-EASIA

I XPHXH I'IA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Av060eVCOUOUETPIKOG TPOGSLOPIGLLOG YioL TNV iN Vitro mocotiky pétpnon g avlpmrivng wveovAivig (INS) otov opd.

1. T'ENIKEXY INHPO®OPIEX

A. Epmopuci} ovopacia: Kut INS-EASIA g DIAsource
B. Ap1Opog KoTardyov: KAP1251: 96 mpocdiopiopol
I. Koataokevaletar amwd tnv: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue deI'Industrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

TN tegvikn Pondera 1] A popopicg oYETIKG pe Tapayyerieg EMKOILVOVI|GTE GTO:
Tni.: +32 (0)67 88.99.99 ®og: +32 (0)67 88.99.96

I1l.  KAINIKO YIIOBA®PO
A Bioloyixiy dpaon thg wveovlivyg
H woovkivn, po moAvmentidikny opuovn pe popuakd Bapog 5800 Da, amekkpivetor omd o0 B-KOTTOPO TV VNGId®V TOL
Langerhans an6 1o ndykpeog. H woovkivn dtabétel éva gupd @dopa Broloyikdv dpdcemv. Aleyeipel TNV KOTTOPIKY TpdcAnym
™G YAUKOLNG, TV 0&eidwon g YAvkALNG, ™ YAvkoyéveon, Tn MToyEveon, TV TPOTEIVOYEVEST Kol TO oynuatiopnd tov DNA
kot Tov RNA. H woovkiv nailet onuaviikd poko ot pdbuion tov enmédov mg yAvkding tov nAdopatog (avootodn g
NTATIKNG TOpoy ®YNG, SIEYEPCT TNG TEPIPEPIKNG Y PNOLLOTTOINGNG TNG YAVKOING). O1 TPOKVTTOVGES VILOYAVKALUKEG EVEPYELES TG
wooLAivng avtictadpifovial and oppoves pe VIEPYAUKOUIKES EVEPYELES (YAVKAYOVO, auENTIKT 0puovn, KOpTILOAN, emtveppivn).
H anékkpion g weovkivng eléyyetotl kupiog and to enineda tng YALVKOLNG 6T0 TAGopa: 1) VepyAvkatpio TPOKarel Gueon Kot
oNUAVTIKY) avénon oto emineda TG KLVKAOQOPOVGHS ooLAivng. Nevpikég emdpaoets, kabdg kot S1dpopol HeTaBOAKOL Kot
oppovikol mapdyovieg (apuvo&éa, yAukayovo, YOOTPEVTIEPIKY OpUdvVN) EMioNG GUUUETEXOLY GTOV EAEYXO TNG OMEKKPIONG TNG
woovAivng. O tomov | (voovivoeEaptduevog: "veovikoc") dafnng opeiletonl 68 KATAGTPOPT TV B-KVTTUP®OV, LE CUVERELN
mv andlutn EMkenymn voovrivne. Xto tomov Il (un woovkivoeEaptdpevog: "ue dvapén oty dpun nikia”) dwapntn, evddyetar
vo, mailer onpovtikd pOAO N AVTIoTHON GTNHV WWGOLAIVY. Qotdc0, petd amd apketd xpovia e£EMENG, Hmopel vao epeaviotel
OVETAPKELD TOV B-KLTTAp®Y, TOv 0dNyel o€ OYeTIK woovAvomevia, 1| Omoio. OOLTEl, OE WEPIKES TEPTTMOGELS, YOPNYNON
woovAiving. H avtiotaon omyv wvoovAdivn ocvoyetifetar pe vynhd eninedo kvkAogopiog g opudvne. H mo ocvvidng oautia
AVTIOTAONG GTNV WVGOLAIVY éyKketton oty TToyvoapkio. Atdpopeg evéokpivomddeies (axpopeyatio, covdpopo Cushing) kadmg kat
OTOVIEG TEPMTMOOELS EMAEIUUATOV GTOVG VTOSOXEIG TNG WOOLAIVIG 1| MEPMMTMOCEIS UE OVTICMOUATO TMV VIOSOYEMV OVTL-
WoOoVAIVIG cvoyetiCovtar pe dvoaveéio ot YAukoin N axoun kot dapnitn Adyw avtictaong oty woovAivi. O Tpocdlopiopdg
TOV EMTESOV TNG WOOVAIVIG OTO TAUGHLO, OTOTEAEL ONUAVTIKT) TOPAUETPO oTN dibyvoon g vroyAvkaytiog. To enineda g
WGOLAIVIG givar VYMAG 68 TEPIMTAOGES WVGOVAVMOUOTOC (0YKOG TOV B-kuTTédpwv). H Aettovpyikh HETAYEVUOTIKY VLOYAVKaLuio
umopel emiong va ovoyetiCeton pe pn evdederypévn omedevbépwon woovkivng katd v mpdoinyn vdpoyovavipikmv. Ta
enineda ™G ooLvAivng Tpocdiopiloviar eite o€ KatdoTaon VoTeiog eite Katd T didpkela Suvapkng eEétaong:
o) E&étoom Siéyepong: yebpa mhovoio og vdpoyovavlpakes, TeoT avoyns o YAk Anedeica and to otopa (OGTT), £yyvon
apywivng, xopnynon ToABovtapidng 1 ALY GOVAPAVLAOVPLOV.
B) E&étaom avactolng: vnoteia, £y0on COUATOGTUTIVIG

B. Klvikiy epapuoyi tov mpocdoiopiouos wveovliviyg
IIpoodiopiopdg Tov amobipatog Tev B-KuTtdpev Katd ) didpkela ™mg eEETaong avoyng ot YALKOLN 1| LETE amd Eva YELUO
TAOVG10 6 VIPOYOVAVOpOKES, MG 0dMYOS Yo TOV KaOOoPIGHO NG DEpameiog e VGOLALVT.
Zopporr ot d1hyveoon veoLAVOEEAPTMUEVOD KOt [T) VGOLAVOEEAPTMUEVOL dlaPfiTn
Xapakmpropdg Kot Tapakorovdnon katactdacemy dvoaveéiog ot yYAvkOn.
AGyvoon Kot HEAETN TEPITTMOOEMY AV TIOTAONG OTHV VGOVAIVY.
AGyvOoNIVeOVAYOUATOGULIAA GV ALTIOVOTOYAVK ALiOG.



IV.  BAXZIKEX APXEX THX MEGOA0Y

O mpoodopiopdg INS-EASIA ¢ DIAsource eivar  évag  eviupukdg
OVOGOTPOGIIOPICUAOG EVICYVUEVNG EvancOnciog oTeEPENG PAONG TOVL EKTEAEITAUL OF
OTOOTMUEVES TAGKEG LKPOTITAOSOTNONG. O TPOGSIOPIGHAG YPNGILOTOLEL LLOVOKAMVIKG.
avtiodpate (MADS) mov kotevbbvoviar evavtiov Swakprtdv entdnmv g woovkivng. Ot
Babpovopuntég ko to Seypoto avidpovv pe 10 povoklmvikd avticopa codinyng (MADb 1)
MOV EiVOL EMOTPOUEVO GTNV VIOJOXN TNG MAGKAG MIKPOTITAOSOTNONG KOl HE £val
povokdmvikd avticopo (MAb 2) onpacpévo pe papavidikn viepoteddon (HRP). Metd and
po mepiodo EnMACTG MOV EMTPENEL TO GYNUOTIONO €VOG Ghvtovtt: emotpopévo MAb 1 —
avOpdnvn wooviivn — MAb 2 — HRP, n mhéka pikpotithodotnong vropdiletor g mAvon
Y va amopakpovdel to onpacuévo pe £viopo odéopevto ovticopo. To onpacpévo pe
£vEupo dEGHEVHEVO OVTICMUO HETPATAL HEGO HLOG YXPOHOYOVOL avTidpacng. ITpootibetar kot
enwaleton ypopoyovo ddhvpa (TMB étowo ywo yprion). H avtidpaon otopoatd pe v
TPOGONKN  AVOGHETIKOD SOADHATOG KOL OTN GUVEXEW YiVETAl avAyveoon g TAAKAG
WKPOTITAO3OTNONG 6T0  KotdAnlo pnkog kdpatoc. H mocodmto  petatpomic  Tov
VIOGTPOHATOS KUDOPILETOL YPOUATOUETPIKE HETPOVTAG TNV AmOpPpOENCY, 1 omoio eivon
avaLoyn TPOG TN GLYKEVTPMOT TNG VGOLAIVNG.

TMapiotdvetor ypopikd o kKapmoin Badpovounong kat tpocsdlopifetar n cLYKEVTP®OON TG
INS ota deiypata pe avayoyn arnd v kaumdin Babpovounong.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvridpoosTtiipra K 96 Xpopa- AvaciveTaon
TPOcdLopt- TIKOG
oPAV KO3KOG
96 vodoyég ume "Etowpo yia xpnon
TMhxa
WKPOTITAOIOTNONG
ue 96 amoondueveg
Vod0xEG
EMOTPOUEVEG UE
1 pradido kokkwo | ‘Etowpo yio xprion
Ab HRP 6ml
Z0Cevypa: Avi-INS (povokhmvikd
avtiodpate) onuoocuévo e HRP
og puouoticd daiopa TRIS-HCI
ue Boeto oporevKMUOTIVI Ko
Bopoin
1 pradido kitpwvo | IpocBéete 2,0 ml
CAL n Avo@iromot- ATEGTOYUEVOD VEPOD
nuévo
Mn3devikog Badpovopntg o
avOpdTvo 0pod Kot Hupoin
5 puoridio kitpwvo | IIpocBéete 0,5 ml
Avopthonot- AMEGTAYUEVOL VEPOD
nuévo

BabBpovopunmg N = 1 émg 5
(Beite Tig axpiPeic TyLég TAVE oTIG
eTcéTeg TOV PLoMdiov) og
avOpdTvo 0pod Kot Bupoin

—| WASH | SOLN |CONC|

1 prahido KopE Aparddote 200 X pe
10ml OMEGTAYUEVO VEPO
(xpnowonowiote

Awdhopo nhdong (Tris-HCI) A ’
HOYVITIKO avaSEVTAPOL).

2 puokidio aonui | MpocBéote 1 ml
CONTROL N . ,
Avopthonot- AMEGTAYUEVOL VEPOD
Opot ehéyxov -N =112 MHevo
og avOpdrvo opo e Ovpdin
CHROM ™B 1 prahido povpo | "Etowpo yia xpion
12 ml
Awddopa ypopoyovor TMB
(tetpapebvArpeviudivn)
1 pradido hevk6 | "Etowpo yio xprion
12 ml
Avooyeticd avtdpaotipto: HCI
10N
Inpeioon: L. Xpnoyonoteite 10 pndevikd  Bobuovount)  yuo  apotdoElg

detypdtmy.
2.1 plU 1ov mapackevdopatog tov Babuovount sivar 1oodvvapo pe
1 plU tov 2°° IRP 66/304.

VI.  ANAAQXIMA I10Y AEN IIAPEXONTAI

Ta akdAovBo VAKE amwartovvTon aAAG dev TapExovToL 6TOo KIT:

1. Ameotoypévo vepd vyming modtntag

2. IMméteg yio Sravopun: 50 ul, 500 pl kar 2 ml (cvvictdton N xprion nmeTdv
axpiPeiog pe avardoipo Thactikd poyym)

3. Avapeikmg otpofiiiopod

4, MoyvnTikog avadenTnpog

5 2VoKELT TAVONG Yo TAGKEG LIKPOTITAOSOTNONG

6.

VII.
A.

VIII.

YUOKELY  avVAYVOONG TAOKOV  HIKPOTITAOSOTNONG  ME  duvaTdTnTo.

avayvoong oto 450 nm, kot 650 nm (Arypopoatiky aviyvoon)

ITAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

ofpovountés: Avocvotiote 1o undevikd Pabuovount ue 2,0 ml
amecToypévov vepo kat GAlovg Babuovountég pe 0,5 ml aneotayuévov
vEPOUL.

Opoi €réyyov: Avacvotote Toug 0polg eAéyyov pue 1 ml aneotayuévov
vEPOUL.

I'.  Awdope nhdong spyosiog: IIpostodote exapkn 6yKo SalOpoTog
mAvong epyaciog pe mpoobnkn 199 dykwv ameotaypévov vepov o 1 dyko
Sralvportog Tioong (200x). Xpnouonoqote Hoyvntikd avadenTipa yio T
opoyevonoinon. Amoppiyte 10 un ypNoomotnuévo  dddvpa TAbong
£PYOOL0G 0TO TENOG TNG NUEPAC.

DPYAAEH KAl HMUEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN
Ipwv and t0 Gvorypo 1 TV avacvotact, Olo T0. CLOTATIKG TOVL KIT
TapopéEVOLY otabepd £ TV nuepounvia ANENG, n oroio avaypaPeToL GTNY
£TIKETOL TOV PLaAdion, epdcov dlatnpovvtal o€ Beppokpacio 2 £wg 8° C.

O1 un ypnoonoimuéves Vtodoyés mpémet va puAdocovtat otovg 2-8° C, og
CEPAYIOUEVT] GOKODAO TOL TEPIEYEL UmMOENPAVTIKO TapAyovTa, UEYPL TV
nuepopmvio ARENG.

Meté ™mv avacvotoon, ot Babiovountés Kat ot 0poi EAEYYXOV TAPAUEVOLY
otafepoi yio pio efdopdade og Oeppokpacio 2 £wg 8° C. T'a peyarvtepeg
nepddovg OAaENC, Tpénel va oynuotiCovior kKAAopoTal/d0oelg g xpnong
kot va dtornpovvtal otovg —20° C. AmOQUYETE TOVG EMAVEIANUUEVOLG
KOKAOVG amOYLENG-KOTAYVENG.

To ovumukvopévo didivpe midong eivar otabepd oe Oegpuokpacio
dopatiov péypt TV nuepounvio ARENS.

Dpéoko, TOPUCKELOOUEVO OtdAvpa TAVoNG epyaciog Oo mpémer va
xpNoyLomoteital Ty idio uéPaL.

Metd v mpdT™) Xprion Tov, 10 ovlevypa mapapével oTtabepd Emg TV
nuepounvio. ANENG, €pdcov dwatnpeitar 610 OPYIKO, EPUNTIKA KAEGTO
@LoAidio og Beppokpaocia 2 Emg 8° C..

Toydv petaPoréc TG GUOIKNG EUPAVIONG TOV AVTIOPOCTNPI®Y TOL KIT
gvdéyeTon va vtodnimvouy aotdfea 1| oAloimon

2YAAOT'H KAI IIPOETOIMAZIA AEITMAT2N

O opd¢ mpémet va purdooetal otovg 2 - 8°C.

Eav 1 e&étaon dev mpaypatorombei evidg 24 opdv, cuviotdtor  @OAaEN
o KkMiopoto/d6celc pog ypnong otovg -20° C. Amogelyete Ttovg
£nakOLoVO0VG KUKAOLG KOTAWVLENG-0mOYVENG.

Dépete Oha To. delypato o Beppokpacio dopotiov mpwv and ™ ypHon.
ZuVIoTATOL 1) OVAUEIEN TOV JEYUGTMV GE GVOKELT GTPOPIMOUOD TPV ard
™ xpfion.

Mnv xpNOLOTOLEITE ELYLOTA TOV £YOVV VIOGTEL OLILOAVOT).

AIAAIKAXTA

INUEIDCELS CYETIKA PUE TO YEPLGUO

Mn %PNOYLOTTOLEITE TO KIT 1} TO. GLGTATIKG HETA TV NUEPOUN Vi ARENG.

Mnv ovoperyvieTe VAKE arnd d10popeTIKEG TaPTIOES KIT.

Dépete Oho. T avTdpaotipla o€ Beppokpocio dopatiov TP omd ™
xpfiom.

Avapei&te kohd Oho To avTdpaoTpe Kot T Ogiypoto pe  omokn

avokivion 1 avadevon.

Extedéote €1 Sumhovv avéAnyn Tov Babpovountdv, tov opav eAEYX0V

KoL TOV deyHaTmv. Zoviotdtot kKaOet gvbuypapion.

Xpnowonomote &va kabapd, TAAOTIKO S0XEI0 YO VO ETOWUACETE TO

StdAvpo TAvoNG.

Xpnowonoteite Eva KoBapd avaddoo pOyyog mmétag yio v tpoctnkn

kGbe Slapopetikoy avtidpactnpiov Kot Selypatog TPOKEWEVOL Vo

ATOPVYETE TNV EXYLOAVVO.

TNo ™ dwwvoun Tov YPOUOYOVOL SAVUATOC KOL TOV OVOCYETIKOD

SLOADOTOC OTTOPVYETE TUMETEG UE UETOANIKG LEPN.

To ) dvopn Tov GTOKOALTTIKOD SIEAVHOTOS KOl TOV OVOCYETIKOD
SLOADHOTOC OITOPVYETE TUMETEG UE UETOANKE LEPN.

H oaxpifeio Pertidoveron pe ypion mwmetdv vyning oxpifelog M
CUTOLATOTONUEVOL EEOTAGHLOD SLOVOUNG LE TTETES,

Tnpeite TOVG XPOVOLS EXDACTC.

I vo amo@OyETE TN HETOTOMION, O ¥POVOG HETAED TNG OVOUNG HE TUTETOL
0V TP®OTOL Poduovounth Kol Tov TEAELTOIOL deiypoTog dev TPEMEL VO
givon peyarvtepog and 30 Aentd.

Ipoetopdote pio KopmdAn Pobuovounong y kabe avalvon kot pn
XPNOYLoToLEiTe dedopéva amd TPonyoOueEVES avaADGELS.

Awaveipete To ypopoyovo dtdivpoe evtdg 15 Aentdv petd v mAvon g
TAGKOG LKPOTITAOSOTNONG.

Katd ™ didpkela g endoaons pe 1o xpopoydvo dtddvpa aro@Oyete
amevdeiog £xBeon oTov A0 TG TAGKAG HIKPOTITAOSOTNONG.



B. Awdwkocio

1. Em\ééte tov amoitovpevo opldpd vmodoydv yio v ektéieotn. Ot
aypnoonointeg vrodoyés o npénel va Eavaoepayilovtar ot caKovAo
OV TEPLEXEL mOEN PAVTIKT OvGia Ko va puAdocovtol 2-8°C.

2. Ac@aliote Tig VTOd0YEG 0TN S1dTAEN CLYKPATNONG.

3. Aoveipete pe mméto 50 Pl and kGbe Pabuovount, opd ehéyyov Kot
delypa oTig KatdAANAES VIO OYEC.

4., MAoveipete pe mméto 50 I ovledypatog ovti-INS péoa oe Oheg Tig
VI0S0YEG.

5. Enwdote o 30 Aentd og Oeppokpacio dopatiov

6. AvappoprioTe o vYpO oo KaBE VITOdOYT.

7. IM\dvete v mhdxa 3 opég:

§  dwavépovrag 0,4 ml Sroddpotog mAdong oe kade vrodoyn.
§ AVOPPOPOVTIG TO TEPLEYOUEVO KADE VITOdOXNG

8. Aoveipete pe mméra 100 Pl ypopoydvov doddpatog oe kabe vrodoyn
evtdg 15 Aentdv petd to 6tado mAvong.

9. Enwdote v mhdka pkpotithoddtnong yioo 15 Aemtd oe Ogppokpacio
dopatiov .

10.  Awveipete pe muméto 100 pl avaoyetikod aviidpoctnpiov oe kdde
vrodoyn.

11. Kévte avayvoon tav anoppogrcemv oto 450 nm (piktpo avapopdg 630
nm 1 650 nm) evtdég 1 dpag kar vIoloyiote To. AmOTEAECUOTA OT®G
meptyphpetor oty gvomra Xl.

Xl. YIIOAOTIZMOZX TQN AIIOTEAEZXMATQN

1. Kavte avayvoon mg mhdkag oto 450 Nm évavtt evog GIATPov avapopdig
mov puOuiletor ota 650 nm (1 Ta 630 Nm).

2. Ynohoyiote T péon TN TOV SITADV TPOGIOPIGUDV.

3. e NUAOYapOpko M YPOpIIKO XopTl YPOENUATOV, TOPUCTHOTE YPUPIKE,
T uég OD (tetayuévn) yio k6O Babuovounty évavtt g avtictonmg
ovykévipoong ¢ INS (tetpunuévn) xor oxedidote pio  KopmOAn
Bobuovounong péom tov onueiov tov Pabupovount, cvvdEovtog e
gubeieg Ypappés 0 amoTuTOUEVE oTUEiaL.

4., AwBdote ™ cvykévipwon Yo kGOs opd eAEYXOL Kot delypa pe avayoyn
otV KapmdAn Pabuovounong.

5. Avayoyn dedopévov pe ™ Ponbewr miektpovikov vroloyioty 6Oo
AmAOTOMOEL AVTOVG TOVG VIOAOYIGHOVG. Edv ypnouomoteitar avtdpotm
enefepyocio.  amoteAeopdTOV, GUVICTATOL  TPOCUPUOYT,  KOUTOANG
AOYLOTIKNG GLUVAPTNONG 4 TOPUUETPDV.

XIl. TYINIKA AEAOMENA

Ta akohovba dedopéva mpoopiloviar pOVo ®g Topddetlypo kKot dev TPENEL Vo
APNOYLOTOLOVVTOL TTOTE AVTE THG KAUTOANG Bafpovounong mpary Hatikov xpovov.

T. Axpipara
I'TA TON IAIO ITPOZAIOPIZEMO METAEY AIA®OPETIKQN
[TPOZAIOPIEMQN
Opog N <X>+*T.A. A Opog N <X>+*T.A. A
@um) | (@) uml) | (%)
A 23 13.09+ 0.6 48 A 8 13.29+ 1.08 81
B 23 329 +19 6.0 B 7 3412+31 9.0

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

A. OpBoTTO
AOKIMAZIA ANAKTHZHX
Agiypa Ipootedeica AvaxtnOcica Avaxtnon
INS INS (%)
(plU/ml) (p1U/ml)
O 182.1 1745 95.8
pos 86.7 80 92.3
39.6 374 94.4
151 136 0
AOKIMAZIA APAIQXHE
Agiypa Apaioon OepNTIKN) Metpn0sica
GUYKEVTP O] GUYKEVTP O]
(p1U/ml) (p1U/ml)
Opdg 1 7 82.3
12 41.2 42.21
V4 20.6 22.86
/8 10.3 11.04
/16 5.15 5.9
132 2.58 33
Opog 2
v e 575
12 28.7 27.7
1/4 14.4 145
/8 72 80
/16 36 44
132 18 23

INS-EASIA Movadeg OD
Mol vyp opatiké povrého
Bofpovountrg oplU/ml 0.025
5.1ulU/ml 0.070
13.8 ulU/ml 0.13
44.4 10/l 0507
128 ulu/mi 1313
250 pl U/l 234
X, AIIOAOXH KAI IIEPIOPIXMOI
A. ‘Opro aviyvevong
Metpfifnkav gikoot undevikoi Babpovountéc pali pe éva ocbvoro drAlwv
BoBpovountav. To Oplo  avigvevong, OoplLoOHEVO ®G 1 QUVOUEVIKA
GLYKEVTPOOT 300 TVTIKGOV amokhicewv mhvm and Tig péoeg petpnoelg OD
og undevikn déopevon, RTav 0,17 ulU/ml.
B. Ewwémra

Opuoveg draotowpodpevng avtidpacng Tpootédnkay o éva Padpovount
vynig twhig (100 wlU/ml 4 4 ng/ml). Metpnonke m @owvoueviky
amokpion g INS.

Onwg eoivetor mo KOT®, WWooLAiveg (dov (eKTOG TG WWGOLAIVIG TOV
apovpaiov) eueaviCovv dwuctovpoduevn avtidpacn evd avOpomiveg

yoipetec kot Boeleg mpoivoovriveg dev mapovctdlovv Suwctovpodusvn

avtidpaon.
Ipootedeica avaivopevn ovoia Ocopnrikés | IMapatnpndei- | Awotavpov-

o€ 0p6 VYNNG TIRIG Tipég INS ogg Tipég INS pevn

avtidpaon
(ng/ml) (ng/ml)
(%)

Xoipelog vGovAivn 8ng/ml 42 17.4 >100
Bogtog oovlivn 8ng/ml 38 17.8 >100
Twvoovrivn okvROL 16 ng/ml 42 17.2 81
Twoovrivn kovvehov 16 ng/ml 42 14.1 62
Twoovrivn apovpaiov 16 ng/ml 38 37 0
AvBpodmvn mpoiveovrivn 32ng/ml 43 44 03
Xoipetog npoiivoovrivny 16 ng/ml 43 4.7 25
Bogtog npoivooviivny 16 ng/ml 43 44 0.6

Ta deiypora apardOnkay pe undevikd Bodpovountr.

E.

XT.

Msoodwaotnua petagd tng dwavoung teievtaiov Padpovounti) kot
dsiypotog

Onwg @oivetar ot OULVEXELD, TO OTOTEAECHOTO TOV TPOGOLOPIGHOD
TapopéVoLy aSlomioTe akopo Kot otav dtovépetor éve deiypa 30 Aemtd
UETA TNV TPOSHNKN TV PAOLOVOUNTOV OTA EXIGTPOUEVO COANVAPLL

TO 10 Aemtd 20 \emtd 30 Aemtd
Cl 12.8 12.7 12.4 12.9
cll 313 30.7 30 28.6

®awvopevo aykictpov (hook)

Agtypa mov gpporidotke pe INS éog 10000 pwlU/ml diver vymAidtepeg
uetpfioelg omtikfg mokvomtog (OD) and 1o onueio tov teAevtaiov
Bobuovounty.

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

8

Edv 1o anoteléopato mov Aapfdvovat yio tov opd ehéyyov 1 fifkar tov
0pd eréyyov 2 d¢ Ppiokovtar evtdg Tov mediov Tinmv mov kKabopileton ot
eTikéto  TOov  QEloAdiov, Tto  omoteléopata  dev  givor  duvatd  va
xpnoworomBovv, ektdg edv €xer dobel wavomomTikny €€fynon yo v
QCVUP®VICL.

Eav eivar emBountd, kébs epyoctiplo pmopel vo dnptovpynoet to diké tTov
ueiypoto derypdrwv gléyyov (pools), to omoio mpémel va dotnpodvtol
KOTEYVYUEVO, 68 KAAoUOTa/SOGELG HLag Y PNoNS.

Ta kprepla. awodoyng yu T S1epopd HeTaé&d TV JMADV 0moTeEleopiTOV
TV detypdtov 0o tpénet va Bacilovtal og 0pBEc epyacTnPLOKEG TPAKTIKEG.



§ Yvviotdtor ot 0poi eAEyyov va vrofdAlovial o€ TPOGIIOPICUO TAKTIKA MG
dyvoota deiypota yo va peTpdrot 1 netofAntdma Tov tpocsdiopiopod. H
63061 TOV TPOGOLOPIGHOD TPEMEL Vo TapaKkoAovdeitarl pe duoypappoto
TOLOTIKOV ELEYYOV TV OPDV EAEYYOV.

§ Eivor koA0 10 vo €Méyyete OMTIKA TNV TPOCOPUOYN TNG KOUTOANG 7OV
emAEyONKe and TOV VTOLOYIOTH.

XV. TIMEX ANA®OPAX

To nedio TIMOV TOV EMTESIOV TG VGOVAIVIG 6€ 29 VITOKEIEVH LE PUGIOMOYIKEG
g€etdoelg avoyng og YALkOIn Angbeica amd 1o otdua Paciletar ota T0GOCTA £MTL
To1g ekatd and 2,5 £wg 97,5 Tov GVVOLOL TV dEdOUEVOV

O tipég avtég mapéyoviar pdvov wg odnyds. Kabe epyaoctipo Oa mpéner va
KaB1EpOGEL TO S1KO TOV TESIO PLUOLOLOYIKDV TIHMV.

XVI. ITPODPYAAZEIY KAl IPOEIAOIIOIHXEIY

Acopaleios

Movo yia dtoyveotiky ypfion in vitro.

Ta cvotatikd avBpdTvoy aipatog Tov TEPIAaUPBAVOVTaL 6TO KIT QUTO £YOVV
eheyyOei pe pebodovg eykekpuéves oty Evponn ffkol and tov FDA kot éyet
Swamiotmbel 011 givan apvntikd ©g Tpog Vv mapovsio. HBSAQ, avti-HCV, avti-
HIV-1 ko 2. Kopio yvooty pébodog dev givor duvatd va mapéyel mAnpn
Sdrac@diion 0Tt Tapdywya Tov avlpdrvov aipatog de Oo petaddoovy nratitida,
AIDS 7 dAdeg Aowméels. Emopévag, o yepopdsg avuidpaoctnpiov, detypdtov
0po¥ N Thdopatog Oa Tpémetl vo yivetar cOUPOVO HE TIG TOTIKEG d1adIKaoies mepi
ACPOAELOG.

O\a ta Cokd Tpoidvto Kot mapdywyo £xovy ovAieydei amd vy (oa. Ta Posia
GLOTATIKG TPOEPYOVTAL ad YDPEG OOV dev éxet avapepbei BSE. TTap' OA' avtd,
ovotatikd mov mepiEyovy Lwikég ovoieg Ba mpémer va avtetonifovior g
SVVNTIKAOG LOAVGHOTIKG.

Amo@iyete kG0s emapn pe 10 dépua pe Oho ta avtdpactipie. To avaoyeTikd
Sudhopo wepiéyel HCI. Ze mepintoon enoghc, TAOVETE GYOAACTIKG UE VEPO.

Mnv konvilete, unv mivets, unv TPOTE KOl U1 XPNOLULOTOIEITE KAAAVVTIKG 6TO
AOpo epyociog. Mnv Slavépete pe TIETO YPNOYOTOIOVTOG TO OTONO GOG.
XpNOUOTOLEITE TPOCTUTEVTIKO POVYIGUO KoL YOVTLOL OGS XPTONG.

XVII. BIBAIOI'PA®PIA

1. FLIER, J.S., KAHN, C.R. and ROTH, J. (1979).
Receptors, antireceptor antibodies and mechanisms of insulin
resistance.
N. Engl. J. Med., 300; 8:413-419.

2. FRIER, B.M., ASHBY, J.P., NAIRN, |.M. and BAIRS, J.D. (1981).
Plasma insulin, C-peptide and glucagon concentrations in patients
with insulin-dependent diabetestreated with chlor propamide.

Diab. Metab., 7;1:45-49.

3. JUDZEWITSCH, R.G., PFEIFER, M.A., BEST, JD., BEARD, JC,
HALTER, J.B. and PORTE D.Jr. (1982).
Chronic chlorpropamide therapy of non-insulin-dependent diabetes
augments basal and stimulated insulin secretion by increasing islet
sensitivity to glucose.
J.Clin. End. and Metab., 55;2:321-328.

4, KOSAKA, K., HAGURA, R. and KUZUYA, T. (1977).
Insulin responses in equivocal and definite dlabetes, with special
reference to subjects who had mild glucose intolerance but later
developed definite diabetes.
Diabetes, 26;10:944-952.

5. STARR, JI., MAKO, M.E., JUHN, D. and RUBENSTEIN, A.H. (1978).
M easurement of serum proinsulin-like material : cross-reactivity of
porcineand human proinsulin in theinsulin radioimmunoassay.

J. Lab. Clin. Med., 91;4:691-692.

6. TEMPLE, R.C., CARRINGTON, C.A, LUZIO, S.D., OWENS, D.R.,
SCHNEIDER, A.E., SOBEY, W.J,, HALES, C.N. ( 1989).
Insulin deficiency in non-insulin-dependent diabetes.
The Lancet, Feb.11:293-295.

7. TEMPLE, R.C.,, CLARK, P.M., NAGI, D.K., SCHNEIDER, A.E.,
YUDKIN, J.S., HALES, C.N. ( 1990).
Clin. Endocrin., 32:689-693.

8. TEMPLE, R.C., CLARK, P.M., HALES, C.N. (1992).
M easurement of insulin secretion in type 2 diabetes : problems and
pitfalls.
Diabetic medicine, 9:503-512.

XVIII. IIEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY
AEITMA(TA)
(CU) (1l
Babpovountég (0-5) 50 _
Agiypota, opoi eEAEyyov - 50
Z0Cevypa avti-INS-HRP 50 50

Enwdote o 30 Aentd o€ Oeppokpacio dopatiov.
AvappoprioTe TO TEPLEXOEVO KABE VITOBOYNC.
IMAovete 3 popéc pe 400 ml Sroddpotog TAbong Kot avappoProTe.

AmokalomTiko dtdAvpLo. 100 100

Enwdote o 15 Aentd og Oeppokpacio dopatiov.

100
Avaoyetikd dtdAvpo 100

Kdvte avayvworn o€ cuokeu avayvmong TAOK®V HIKPOTITAOSOTNONG Kot
Kotaypdyte ™V omoppoenon kade vrodoyng ota 450 nm (évavtt 630 1 650

Ap. katardyov
DIAsource:
KAP1251

ApBuog P.l.: Ap. avobedpnong:
1700433/d 110712/1

Hpepounvia avafempnong: 2011-07-12
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Hasznalat elétt olvassa el ateljes haszndlati utasitast.

INS-EASIA

I.  VIZSGALAT CELJA
Immunoenzimatikus vizsgdat a huméan inzulin (INS) szérumbdl torténé in vitro kvantitativ
meghatérozésira.

1.  ALTALANOSINFORMACIOK

A. Beegyzett név: DIAsource INS-EASIA Reagenskészlet
B. Kataloégusszam: KAP1251: 96 vizsgda
C. Gyarto: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue del'Indudrie 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

Gyakorlati jellegii vagy rendeléssel kapcsolatos kér désekkel hivja a kdvetkezé szamot:
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

1. KLINIKAI HATTER

A Azinzulin biologiai szerepe
Az inzulin 5800 Da molekulastlyd polipeptid hormon, melyet a hasnydlmirigy Langerhans-szigeteinek béta sgjtjei
termelnek. A szervezetben sokféle feladatot 1at . Serkenti a sgjitek glikozfelvételét, a glikoéz oxidacigjat, a
glikogenezist, a lipogenezist, a proteogenezist és a DNS és RNS termelését.  Kulcsszerepet jatszik a plazma
glikdzszintjének szabdlyozasaban (a mdj glikozleadasé gétolja, a periféridlis glikdzfelhaszndlast serkenti). Az
inzulin hatéséra kidakul 6 hipoglikémiét hiperglikémias hatasi hormonok (glukagon, névekedés hormon, kortizol,
epinefrin) elensllyozzak. Az inzulin termel 6dését e sésorban a plazma glilkézszintje szabélyozza: hiperglikémia
esetén azonnal, nagy mértékben né a vérkeringésben az inzulinszint. Idegrendszeri hatasok, valamint kil 6nbdzé
anyagcsere- és hormondlis faktorok (aminosavak, glukagon, gasztrointesztindlis hormon) is részt vesznek az
inzulinszekrécio szabdlyozasdban. Az |. tipusi (inzulinfliggé: "juvenilis') diabéteszt a béta sgtek pusztuldsa
okozza, ekkor egydtaldh nem termeédik inzulin. A 1l. tipusi (nem inzulinfliggs: "felnéttkorban kiaakulé™)
cukorbetegség esetében egyrészt az inzulinrezisztencia jatszhat fontos szerepet, illetve sok évi fejl6dés utan a béta
sejtek mitkodése rendellenessé vaha. Ez relativ inzulinhidnyhoz vezet, egyes esetekben inzulinkezelésre is
szilkkség van. Az inzulinrezisztenciét akkor alakul ki, ha a keringésben nagy mennyiségben jelen van a hormon. Az
esetek tObbségében az ilyen beteg tllsllyos. Kilénbozé hormondlis betegségek (akromegdlia, Cushing-
szindroma), valamint ritkan az inzulinreceptorok hibas miikddése, illetve az inzulinreceptor elleni antitestek
jelenléte esetén is kialakulhat gliikoz intolerancia, vagy akar diabetes is az inzulinrezisztencia miatt. A plazma
inzulinszintjének meghatarozasa fontos adatot szolgéltat a hipoglikémia diagndzisanak feldlitasdhoz. A magas
inzulinszint inzulindmét is jelezhet (béta-seit tumor). A funkciondlis posztprandidis hipoglikémiét az is okozhatja,
hogy a szénhidrétfelvételt kdvetéen nem megfeldd az inzulinfelszabadulds. Az inzulinszint ké& maédon
vizsga hatd, éhgyomri allapotban vagy dinamikus teszttdl :
a) stimulécios teszt : szénhidrédtban gazdag étkezés, ordlis gliikdz tolerancia teszt (OGTT), arginin inf(zio,
tolbutamid, vagy mas szulfonilurea beadasa.
b) inhibiciésteszt : bojtolés, szomatosztatin infizid

B. Azinzulinmeghatérozasklinikai felhasznalasa
A béta-sgjt tartalékok meghatérozasa gliikédz tolerancia teszt sorén, vagy szénhidratban gazdag étkezés utan,
Utmutatoul az inzulinterépia bed litasdhoz;
Segitség az inzulinfliggé és nem inzulinfiiggs diabetes diagndzisanak feldlitasdhoz;
A glukéz intolerancia stétuszanak jellemzése és kivetése;
Az inzulinrezi sztenci és esetek felismerése és tanulmanyozasa;
Inzulindma és més hipoglikémiés esetek diagnosztizal ésa



IV. AMODSZERELVE

A DIAsource INS-EASIA kitje szilard fazisi fokozott érzékenységii enzimesszé,
mely egyenként levdlaszthat6 valyulatokat tartalmazé mikrotiter lemez formaban
kerll leszdllitésra. A készlet olyan monoklondlis elenanyagokat (Mab) hasznal,
reagdlnak a mikrotiter lemez teszthelyeinek fellletére kotétt monoklondlis
dlenanyaggal (MADb 1), valamint a mésik monoklondlis ellenanyaggal (MAb 2),
amely torma peroxidazzal (HRP) van jelélve. Az inkubécios idé alatt kialakul a
szendvics: a felllethez kapcsolt MAb 1 — humén inzulin — MAb 2 — HRP
Osszekapcsol dik, majd a lemez mosasaval pedig etavozik a szabadon maradt
enzimme jeolt elenanyag. A megkotott, enzimme jeldlt  elenanyag
mennyiségét szinreakcio segitségével lehet mérni. A kromogén oldat (haszndlatra
kész TMB) hozzéadasa utén inkubalni kell a lemezeket. A reakciot a Stop ol dat
hozzéadasaval kel ledllitani, ekkor a megfeld6 hullamhosszon leolvashatok az
eredmények. A szubsztrdtum mennyiségére a mért abszorbanciabdl lehet
kovetkeztetni, ami ardnyos az inzulinkoncentracioval.

Kalibréacios gorbét kell feldlitani, amelyrdl interpolacioval leolvashatd a mintak
inzulin-koncentréci6ja.

V. A REAGENSKESZLET TARTALMA

Reagens Mennyiség 96 Szin Feloldas
mintahoz
Mikrotiter lemez 96 96 teszthely kék Hasznd arakész

anti-inzulinna
(monoklondis
ellenanyag) fedett
egyenként torhetd
véyulatokban

1 ampulla

Konjugatum: HRP-vel jeldlt anti-
inzulin (monoklondis ellenanyag)
TRIS-HCI pufferben, bovin szérum
adbuminna ésthymolla

piros Haszndatrakész

1 ampulla sarga Adjon hozza 2 ml
— - liofilizat desztill 8t vizet
Nullakaibréor emberi
vérsavoban, thymolla
5ampulla sarga Adjon hozza 0,5
L liofiliza8t ml desztill 8t vizet
Kaibrétorok - N = 1 - 5 (a pontos
értékeket |. az ampull& cimkéin)
emberi vérsavoban, thymolld
1 ampulla barna Higitsa 200 x
|WASH | SOLN |CONC | 10ml desetill At vizzel
(haszndjon
Mosoolda (TRIS-HCI) mégneses keverst).
2 ampulla ezlist Adjon hozza 1 ml
| CONTROL | N | liofilizalt desztill 4t vizet
Kontrollok - N = 1 vagy 2
thymolt tartal mazé emberi vérsavo
1ampulla fekete Haszndatrakész
2
Kromogén TMB
(Tetrametil benzidin)
sToP SOLN Lampulla fehér Hasznd arakész
12ml

Stop oldat: HCI 1,0N

1. Minték higitdsahoz haszndlja a nullakalibratort
2. A kalibrétor reagens 1 plU mennyisége megfelel 1 plU
IRP66/304-nek.

M egjegyzés:

VI. AFELHASZNALO ALTAL BIZTOSITOTT ESZKOZOK

A kovetkezé eszkozoket a készlet nem tartalmazza, de szilkségesek a vizsgdlat

evégzéséhez:

1. Kival 6 minéségi desztilldlt viz

2. Pipették: 50 pl, 500 pl é& 2 ml beméréséhez (ajanlott pontos
pipettak és eldobhat6 miianyag pipettahegyek hasznalata)

3. Vortex

4, Mégneses keverd

5. Mikrotiter lemez mosd

6. Mikrotiter lemez leolvasd, mely egyarant képes 450 nm-en és 650 nm-en

VII.

VIII.

vy}

AEN

No ok

(Bikromatikus | eolvasas)

REAGENSEK ELOKESZI TESE

Kalibratorok: Oldja fel a nulla kalibrétort 2 ml, a tobbi kalibrétort pedig
0,5 ml desztillalt vizben.

Kontrollok: Oldjafel akontrollokat 1 ml desztillalt vizben.

Higitott mosooldat: Készitsen megfeleld mennyiségii higitott mosooldatot
Ggy, hogy 199 rész desztilldlt vizhez 1 rész mosbdoldatot (200x) kever.
Homogenizdlja mégneses keverd segitségével. A napi  vizsgaatok
végeztével ontseki a megmaradt higitott mosool datot.

A REAGENSEK TAROLASA ES ELTARTHATOSAGA

Felnyitds és feoldas nékil a reagensek 2-8°C-on térolva a cimkén
feltuntetett idépontig hasznélhatok.

A haszndlatlan csikok 2-8°C-on, lezart, nedvszivé anyagot tartalmazé
tasakban algjérati idejukig eltarthatok.

Feloldas utan a kalibratorok és kontrollok at 2-8°C-on egy hétig tarthatok
el. Hosszabb térolas esetén ossza 6ket tobb csdbe, és fagyassza le -20°C-
ra. Kerllje atobbszori lefagyasztast ésfelolvasztast.

A tdmény Mosooldat szobahémérsékleten a lejarati idejéig felhaszndl hato.
A frissen késziilt higitott mosdoldatot még aznap fel kel hasznalni.

Az elss haszndlat utan a konjugdtum a fdtintetett lgjarati idejéig
dtarthat6, ha 2-8°C-on, az eredeti ampullaban, jél visszazarvatérolja

A reagensek fizikai tulajdonsagainak megvéltozasa val 6szintileg azt jelzi,
hogy megromlottak.

MINTAVETEL ESELOKESZITES

A savomintakat 2-8°C-on kell térolni.

Amennyiben nem végzi el a vizsgdlatot 24 érén belil, ganlott a mintékat
-20°C-on szétosztva térolni. Kerlllje a mintak tobbszori |efagyasztasat és
felolvasztésit.

Haszndlat €6tt varja meg, amig a reagensek szobahdmérsékletiire
melegednek. A mintakat bemérés el 6tt gjanlott alaposan megkeverni.

Ne hasznéljon hemolizalt mintékat.

A VIZSGALAT MENETE

Tudnival6k

Ne haszndlja areagenseket a lgjarati ide ikon tdl.

Ne keverjen dssze etéré gyartds szdml reagenskészletekbol szarmazé
anyagokat.

Haszndlat €eétt varja meg,
szobahémérékletiire

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

A kalibratorokkal, a kontrollokkal és a mintakkal is ké parhuzamos
mérést végezzen. A fliggoleges elrendezés javasolt.

A Mosooldat elkészitéséhez haszndljon tiszta miianyag edényt.

A keresztszennyezédés ekerlilése érdekében minden reagens és minta
beméréséhez haszndljon Uj eldobhaté pipettahegyet.

A Kromogén TMB és a Stop oldat pipettazasara ne haszndljon fém
részeket tartalmazo pipettazot!

Nagypontossagu pipettak és automata pipettazéd készilék haszndata
noveli a mérés pontossagat.

Tartsa be az inkubéci 6sidoket.

Hogy ekerillje a csliszast, tgyeljen, hogy az elss kalibrétor és az utolsd
minta bemérése k6zott legfeljebb 30 percteljen €.

Allitson fel kalibracios gorbé minden méréskor, ne haszndlja a korabbi
mérések adatait.

A Kromogén oldatot a mikrotiter lemez mosasat koveté 15 percen be il
pipettézza a valyulatokba. A Kromogén oldattal toérténé inkubélas soran
Ugydjen arra, hogy alemezt ne érje kdzvetlen napsugéarzas.

amig a reagensek felmelegednek

A vizsgalat menete

Véassza ki a megfelelé szama védyulatot a vizsgdlathoz. A fel nem
haszndlt valyulatok 2-8°C kozott széritdszert tartalmazo, lezért zacskban
térol hatok.

A véyulatokat rogzitse a mikrotiter lemez keretébe.

Mérjen 50 pl-t minden kalibrétorbdl, kontrollbdl és mintébdl a megfe el
teszthelyekre.

Pipettdzzon 50 pl anti-INS-HRP konjugatumot minden teszthelyre.
Inkubdlja 30 percig szobahdmérsékl eten.

Szivjaleafolyadékot ateszthelyekrdl.

Mossa a lemezt 3-szor igy:

§ mérjen be0,4 ml Mosoboldatot minden teszthelyre

§ szivjaleateszthelyek tartalmét

A mosas |épést kovetd 15 percen belll pipettazzon minden egyes
vélyulatba 100 pl Kromogén oldatot. Inkubdlja 15 percig szobahén.
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XII.

Inkubdlja 15 percig szobahdmérsékl eten.

Mérjen 100 pl Stop oldatot minden teszthelyre.

Olvassa |le az abszorbancidkat 450 nm-en (referencia sziird 630 nm vagy
650 nm) 1 oran belll, és a Xl. fgezet adapjan szamolja ki az
eredmeényeket.

EREDMENYEK KISZAMITASA

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

Szamitsa ki a parhuzamos mérések étlagat.

Féllogaritmikus vagy linedris koordinatarendszerben &brézolja az
egyes kalibratorok OD értékeit (ordindta) a megfelelé INS
koncentréacio fliggvényében (abszcissza), és rajzolja fel a kalibracios
gorbét ugy, hogy a bejel6lt pontokat 0sszek6ti egyenes vonal akkal .
Olvassa le a kontrollok és a mintak koncentracidit a kalibracios
gorbérdl interpol &ci6 segitségével.

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

JELLEMZO MERES EREDMENYEK

A kovetkezé adatok csak pédaként szolgadlnak, soha ne haszndlja 6ket a valés
idejti kalibrécio helyett.

INS-EASIA OD egységek,
polikromatikus modell

Kalibréator OplU/ml 0.025
5.1uU/ml 0.070

13.8 ulU/ml 0.13

444 n1U/ml 0.507

128 plU/ml 1313

250 plU/ml 2.34

XI1I. A VIZSGALAT JELLEMZO| ES KORLATAI

A. A kimutathatésag also hatéra
Hisz nulla kalibratort vizsgdltak meg egy masik kalibrétor sorral egyiitt.
A kimutathat6sag al s6 hatéra, ami a nulla kétédés esetén mért atlagos OD
ké standard deviécioval megnovelt értéke, 0.17 plU/ml-nek bizonyult.
B. Specificitas
Keresztreagdl 6 hormonokat adtak a magas koncentraci6ju kalibratorhoz
(200 wlU/ml vagy 4 ng/ml). Ezutan meghatéroztdk a mintédban mérhetd
inzulin-mennyi séget.
Ahogy ez az aldbbiakbdl is l&tszik, tobbféle dlati inzulin keresztreagal
(kivéve a patkanyét), azonban az emberi, a sertésbdl, illetve a
szarvasmarhabdl szarmazé proinzulin nem mutat keresztreakci 6t.
A nagy koncentréci¢j i savéhoz Elméleti INS Mért INS K ereszt-
hozzaadott vegyulet konc. konc. reakcio
(ng/ml) (ng/ml)
(%)
Sertés inzulin 8ng/ml 42 17,4 >100
Szarvasmarhainzulin 8ng/ml 38 17,8 > 100
Kutyainzulin 16 ng/ml 42 17,2 81
Nydl inzulin 16 ng/ml 42 14,1 62
Rat insulin 16 ng/ml 338 37 0
Emberi proinzulin 32 ng/ml 43 44 03
Sertés proinzulin 16 ng/ml 43 47 25
Szarvasmarhaproinzulin 16 ng/ml 43 44 0,6
C. Reprodukalhat6sag
VIZSGALATON BELULI VIZSGALATOK KOZOTTI
Savo N | <X>+SD cv Savo N <X>+SD cv
(HIU/ml) (%) (HIU/ml) (%)
A 23 | 13.09+0.6 48 A 8 13.29+ 1.08 8.1
B 23 | 32919 6.0 B 7 3412+31 9.0
SD: standard deviécio; CV: variéci6s koefficiens

D. Pontossag
VISSZANY ERES
Minta Hozzéadott INS Visszanyert Visszanyerés
(UIU/ml) INS (uIU/ml) %)
Savo 182.1 174.5 95.8
86.7 80 92.3
39.6 374 94.4
15.1 136 90
HIGITASI VIZSGALAT
Minta Higitas Elméleti Mért
koncentracié koncentréacio
(u1U/ml) (n1U/ml)
Sav6 1 T 82.3
12 41.2 42.21
v4 20.6 22.86
8 10.3 11.04
116 5.15 5.9
132 2.58 33
Sav6 2 T 57.5
12 28.7 27.7
14 144 145
8 72 80
116 36 4.4
132 18 23

A minték higitasaa nullakalibratorral tortént.

E. Azutolso kalibrator ésa mintak bemér ése kozott eltelt ido

Ahogy ezt az alabbi adatok is mutatjék, a vizsgdlat eredményeit nem
befolyasolja, ha egy minta bemérése akar 30 perccel az utolso kalibrator

utan torténik.
o 10 20 30
Cl 12.8 12.7 12.4 12.9
cl 313 30.7 30 28.6

F. Kioltas effektus
Az aké& 10000 plU/ml-re ndvelt inzulin koncentréciju mintdk is
magasabb OD értéket adnak alegmagasabb kalibratorndl.

XIV. BELSO MINOSEGELLENORZES

- Ha a kontroll 1-re és 2-re kapott eredmények kivil esnek az ampullék
cimkéin feltintetett tartomanyon, a vizsgdat eredményei nem
hasznalhatok fel, kivéve, haismert az etérés pontos oka.

- Igény esetén barmely laboratérium készithet egy sqjat, kontrollként
szolgdl 6 savé-pooalt, amit azutan szétosztva, lefagyasztva kell tarolni.

- A pahuzamos vizsgdlatok eredménye kozotti eltérés elfogadhato
mértékét a GLP (Good Laboratory Practises) alapjan kell meghatarozni.

- Ajanlott a Kontrollokat ismeretlen mintékként rutinszeriien vizsgéni,
hogy elendrizhet6 legyen a vizsgdlat variabilitisa A reagenskészlet
mitkodése a kontrollok minéségellendrzé téblazataival Osszehasonlitva
dlendrizhets.

- Erdemes szemmel is dlendrizni a szamitogép altal illesztett gorbét.

XV. REFERENCIATARTOMANY

Normé ordis glukéz tolerancia tesztet ado kisérleti szeméyekben az inzulin
szint 5-19 plU/ml értéket adott az adathalmaz 2,5 - 97,5 percentiljében. Ezek az
értékek csak irdnyaddak; minden laboratoriumnak fel kell dlitania sajat normal
tartoméanyat.



XVI. MUNKAVEDELEM

Biztonsagi eldirasok

Csak in vitro diagnosztikai felhaszndlasra.

A készlet emberi vérbdl késziilt reagenseit eurdpai szabvanyok szerinti ésivagy
az FDA dtal mindsitett médszerrel HBsAg-tol, valamint anti-HCV, és anti-HIV-
1 és 2 dlenanyagoktdl mentesnek taldlték. Azonban egyetlen maismert modszer
dapjan sem dllithatd biztosan, hogy az emberi vérbsl készilt anyagok nem
okozhatnak hepatitist, AIDS-et vagy mas fert6z6 betegséget. Ezért minden ilyen
reagenst és minden savé-, illetve plazmamintat a fert6zé anyagokra vonatkozo
helyi biztonsagi e 6irasoknak megfele 6en kell kezelni.

Minden dlati eredetii reagens és termék egészséges dlatokbdl szarmazik. A
szarvasmarha eredetli reagensek olyan orszagokbdl szarmaznak, ahonnan eddig
nem jelentettek BSE esetet. Ennek ellenére minden dlati eredetii anyagot
tartalmazo reagenst potencidlisan fertézésveszélyesként kell kezelni.

Ugydjunk arra, hogy egyetlen reagens se érintkezzen a borrel. A Stop oldat
sOsavat tartalmaz. Amennyiben mégis bérre kerliinének, mossa | e ket alaposan.
Ne dohanyozzon, ne fogyasszon éet vagy itat, illetve ne haszndjon
kozmetikumokat a laboratériumban. Ne pipettazzon szgjjal. Munka kozben
viseljen laborkdpenyt és egyszer hasznélatos kesztyiit.

XVII. IRODALOM

1. FLIER, J.S., KAHN, C.R. and ROTH, J. (1979).
Receptors, antireceptor antibodies and mechanisms of insulin
resistance.
N. Engl. J. Med., 300; 8:413-419.

2. FRIER, B.M., ASHBY, J.P., NAIRN, |.M. and BAIRS, J.D. (1981).
Plasma insulin, C-peptide and glucagon concentrations in patients
with insulin-dependent diabetestreated with chlor propamide.

Diab. Metab., 7;1:45-49.

3. JUDZEWITSCH, R.G., PFEIFER, M.A., BEST, JD., BEARD, JC,
HALTER, J.B. and PORTE D.Jr. (1982).
Chronic chlorpropamide therapy of non-insulin-dependent diabetes
augments basal and stimulated insulin secretion by increasing islet
sensitivity to glucose.
J.Clin. End. and Metab., 55;2:321-328.

4, KOSAKA, K., HAGURA, R. and KUZUYA, T. (1977).
Insulin responses in equivocal and definite dlabetes, with special
reference to subjects who had mild glucose intolerance but later
developed definite diabetes.
Diabetes, 26;10:944-952.

5. STARR, JI., MAKO, M.E., JUHN, D. and RUBENSTEIN, A.H. (1978).
M easurement of serum proinsulin-like material : crossreactivity of
porcine and human proinsulin in theinsulin radioimmunoassay.

J. Lab. Clin. Med., 91;4:691-692.

6. TEMPLE, R.C., CARRINGTON, C.A,, LUZIO, SD., OWENS, D.R,,
SCHNEIDER, A.E., SOBEY, W.J,, HALES, C.N. ( 1989).
Insulin deficiency in non-insulin-dependent diabetes.
The Lancet, Feb.11:293-295.

7. TEMPLE, R.C.,, CLARK, P.M., NAGI, D.K.,, SCHNEIDER, A.E,
YUDKIN, J.S., HALES, C.N. ( 1990).
Clin. Endocrin., 32:689-693.

8. TEMPLE, R.C., CLARK, P.M., HALES, C.N. (1992).
M easurement of insulin secretion in type 2 diabetes : problems and
pitfalls.
Diabetic medicine, 9:503-512.

XVIIlI.  AZ ELJIARAS OSSZEFOGLALASA
B MINTAK,
KALIBRATOROK KONTROL L OK
|

() (D)
Kalibréatorok (0-5) 50 R
Mintak, kontrollok - 50
Anti-INS-HRP konjugaum 50 50
Inkubdjuk 30 percig szobahén.
Szivjale atszthelyek tartd mé.
Mossa hédromszor 400 pl mosdol dattal, mad szivjale afolyadékot.
El8hivo ol dat 100 100
Inkubdjuk 15 percig szobahén
Stop oldat 100 100

Olvassa le a teszthelyek abszorbancigé mikrotiter lemez leolvasd segitségével 450
nm-en (630 vagy 650 nm-es referencidva szemben)
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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 | conC 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

con | BUF Conjugate buffer

CHROM CONC Chromogenic TMB concentrate

CHROM | T™MB Chromogenic TMB solution
Substrate buffer

stoP | soLN Stop solution

INC

Incubation serum

bR

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
ACDD | BUF Acidification Buffer
DIsT Distributor
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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
CcAL 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 de titration

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

iNc | =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
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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 Extraktionsldsung

ELU | SOLN Eluierungslsung
GEL Bond Elut Silikakartuschen
PRE SOLN

Vorbehandlungsl 6sung

Neutralisierungsl ésung

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
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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 Cadlibratore 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 xpriong

Oeppokpacio amobikevong

Hpepopnvia Anéng

ApBpog maptidog

ApBpdg Kataddyon

Ipétumo ehéyyov

In Vitro Awyvootiké lotpoteyvortytkd mpotdv

Kataokevaomg

Tepeyopevo emapkég yuo «» eEeTdoEelg

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 Torvaplo

INC | BUF PuBpiotiko dtddvpa endoong
ACETONITRILE Axetovitpilio
SERUM Opog
DL | sE Aidopa apaioong detypdtmv
DL | BUF PouBpiotiko dtidovpa apainong
ANTISERUM Avtiopog
IMMUNOADSORBENT AvocompospopNTIKO
DL | cAL Aparotikd fodpovountdv
REC | SOLN Addopa avocHGTOoT G
PEG ToAvatbvievoylvkoin
EXTR | SOLN Aidopa exydrong
ELU | SOLN Aihopa Ekhoveng

’

Duoryyeg moprriov Bond Elut

PRE SOLN

Aidopa Tpoemeepyaciog

NEUTR | SOLN

Aihopa eEovdetépwong

TRACEUR Ul

Pubruotico didivpa

o

IMiéka pkpotithodoTong
Al RP HRP Z0Cevypa
Ag HRP HRP Z0Cevypa

Ab HRP CONC

Xpopoyoévog HRP Zulevypa

Ag HRP CONC

Xpopoyoévog HRP Zolevypa

CONJ | BUF PuBpiotiko dtidvpa culedypatog
cHrRom | T™MB | cone Xpwpoydvog TMB
cHRoM | TMB Awdhopa ypopoyovov TMB

SUB | BUF PuBpiotikd StiAv o VIOGTPMOUATOG
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 Protivny

AVID HRP | CONC

Zopmokvopévo dtdivpo ofdivng-HRP

PuBiotiko stddvpa Tposdopicron

avTIdPOoTHPLO GLEEVYHEVO 1e PloTivn

Ewdwo6 Avticopa

Zopmokvopévn otpentofidivn cvveéevyuévn pe HRP

un-edikn déopevon

20 Avticopa

PuBiotiko Atdivpo 6&vo
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Hasmalt szimboélumok

Olvassa e ahaszndati Gtmutat6t

Térolési homérséklet

Lejarati ido

Gyartasi kod

Katal 6gus szam

Kontrol

In vitro diagnosztikai eszkdz

Gyarté

Tartalma <n> teszt el végzésére elegendd

WASH [ SOLN | CONC

E@zsﬁﬁaw*@

Moso folyadék koncentrdtum

CAL 0 Zero kalibrétor
CAL N Kalibrétor #
CONTROL | N Kontrol #

Ag 1251

Nyomjelz6 izotop

Ab 1251

Nyomjelz6 izotop

Ag 1251 CONC

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

Ab 1251 CONC

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

i Csdvek
INc | BUF Inkubd 6 puffer
ACETONITRILE Acetonitril
SERUM Szérum
oL | sE Mintahigité
oL | BUF Higité puffer
ANTISERUM Antiszérum
IMMUNOADSORBENT | mmned&orbens
oL | cA Kalibrétor higité
REC | SOLN Mintael 6készité ol dat
PEG Polietilén glikol
EXTR | soLN Extrakci6s ol dat
e | soN Eludl 6 oldat
[ o= | Bond Elut Silicaszilikagél patronok
PRE | SOLN El6kezel§ oldat

Semlegesité oldat

Nyomjelz6 izot6p higitd puffer

Mikrotiter lemez

Ab | HRP HRP konjugétum

Ag | HRP HRP konjugatum

Ab | HRP | CONC HRP konjugétum koncentrétum

Ag | HRP | CONC HRP konjugétum koncentrétum
cong | BUF Konjugétum puffer
CHROM | TMB | CONC Kromogén TMB koncentratum
CHROM | T™MB Kromogén TMB ol dat

suB | BUF Szubsztrét puffer

stop | soLN Stop oldat

INC | SR Inkubéci 6s szérum

BUF Puffer
Ab AP AP konjugétum
suB | PnPP Szubsztrét PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotin konjugdtum koncentrétum

AVID HRP | CONC

Avidin HRP koncentrétum

Vizsgdlati puffer

Biotin konjugatum

Specifikus ellenanyag

Sztreptavidin HRP koncentrdtum

NS8 Nem-specifikus kétédés
2nd Ab Mésodlagos €llenanyag
| ACID | BUF |

Savas puffer
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