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RENIN-EASIA

.  INTENDED USE

Immunoenzymetric assay for thein vitro quantitative determination of active Renin in human plasma.

II. GENERAL INFORMATION
A. Proprietary name: DIAsource Renin-EASIA Kit
B. Catalogue number : KAP1531 : 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

Renin, a polypeptidic enzyme (MW~ 40000) (1) also known as angiotensnogenase, is a
circulating protease secreted by juxtaglomerular cells in the juxtaglomerular apparatus of the

kidneysin response to low blood volume or low body NaCl content.

Renin activates the renin-angiotensin system by cleaving angiotensinogen produced in the liver
into angiotensin | (inactive) which is further converted into angiotensin Il (active) in the vascular
epithelium of the lung. Angiotensin |l can cause vasoconstriction by stimulating the central
nervous system, in addition it stimulates ADH (antidiuretic hormone) secretion and a dosterone

secretion from the adrenal gland (6).

Regulation of blood pressure and renal glomerular filtration control (2) are the most important

functions of renin -angiotensin system.

Plasmatic concentration of renin isinfluenced by concentration of circulating angiotensinogen and
subsequently the concentration of angiotensin 1. High plasmatic levels of angiotensin 11 reduce

renin secretion (negative feed back).

Determination of renin plasma levels is useful in the diagnosis of hypertension and in the

therapeutic follow up of hypertensive patients (3).

Plasmatic concentration of renin decreases in patients with hypertension due to a primary
hyperaldosteronism (4), contrary to renovascular hypertension (5) where concentrations of renin

and aldosterone are both el evated.
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IV. PRINCIPLES OF THE METHOD

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

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

V. REAGENTSPROVIDED

Reagents 96 tests Color Recongtitution
Kit Code
Microtiterplate 96 wells blue | Ready for use

with 96 anti
Renin monoclona

antibodies coated

breakable wells

1via red Tobediluted with
0.05 ml conjugate buffer
(see on the label for the
exact dilution factor)

Ab HRP CONC

Conjugate: HRP labelled anti-Renin
(monoclond antibodies) in TRIS
buffer with bovine serum abumin
and thymol

1via red Ready for use
[ cow | ouay
Conjugate buffer: Tris buffer with
bovine serum abumin and thymol
cAL Gvias yellow | Add 2 ml distilled water
lyophilized
Cdibraors - N = 0to 5, in human
serum and thymol. See exact vadue
onvid labels.
2vi'a-ls silver | Add 2 ml distilled water
lyophilized
Controls-N = 2
in human serum with thymol.
| WASH | SOLN |CONC| 1via brown | Dilute 200 x with
10ml distilled water (use a
Wash solution (Tris-HCl) magnetic stirrer).
CHROM T™B 1vid white | Ready for use
12 mi

Chromogenic TMB Solution
(Tetramethyl benzydine)

1via black | Ready for use
12 mi

Stop solution: HCI 1.ON

Note: 1. Usethe zero calibrator for sample dilution.
2. 1 pg of the calibrator preparation is equivalent to 2.2 +/- 0.2 plU of
NIBSC 68/356.
Values obtained in pg/ml must be multiplied by 2.2 to obtain results in
plU/ml or miu/l.

VI. SUPPLIES NOT PROVIDED

The following material isrequired but not provided in thekit:

1. High quality distilled water

2. Pipettes for delivery of: 25 pl ,100 pl, 200 ul and 1 ml (the use of
accurate pipettes with disposabl e plastic tips is recommended)

Plastic tubes for dilution of samples

Vortex mixer

5. Magnetic stirrer

e

Horizontal microtiterplate shaker capable of 400 rpm + 100 rpm

Washer for microtiterplates

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

9. Optional equipment: The ELISA-AID™ necessary to read the plate
according to polychromatic reading (see paragraph XI.A.)) can be
purchased from Robert Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174 USA.
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VIlI. REAGENT PREPARATION
A. Calibrators: Recongtitute the calibrators with 2 mi ditilled water.
! For a complete solubilisation : after reconstitution, let the vials 30
min on a shaker, then vortex them.
B. Controls: Reconstitute the controls with 2 ml distilled water .

C Working Renin-HRP conjugate : Prepare an adequate volume of conjugate
solution by diluting the concentrated Renin-HRP conjugate with conjugate
buffer. See on the label for the exact dilution factor. Use a vortex to homogenize.
Extemporaneous preparation isrecommended.

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

VIII.STORAGE AND EXPIRATION DATING OF
REAGENTS

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

- After recongtitution, the calibrators and controls are unstable, use them
immediately after recongtitution, freeze them immediately in aliquots and
keep them at —20°C for maximum 6 weeks. They are stable after 1 freeze-
thaw cycle.

- Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

- Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.

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

IX. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

- Samples must be EDTA plasma.

- If thetest isnot run within 4 h, plasma should be aliquoted and stored at
—20°C.

- Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

- Do not use haemolysed samples.

X.  PROCEDURE

A. Handling notes
Do not use the kit or components beyond expiry date.
Do not mix materials from different kit lots.
Bring all the reagents to room temperature prior to use.
Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
Perform calibrators, controls and samples in duplicate. Vertical alignment
is recommended.
Use a clean plastic container to prepare the Wash Solution.
In order to avoid cross-contamination, use a clean disposabl e 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 pi petting equipment will improve the
precision.
Respect the incubation times.
Prepare a calibration curve for each run, do not use data from previous
runs.
Di spense the Chromogenic Solution within 15 minutes following the
washing of the microtiterplate.
During incubation with Chromogenic Solution, avoid direct sunlight on the
microtiterplate.

B. Procedure

1. Select the required number of wells for the run. The unused wells
should bereseadled in the bag with a desicant and stored at 2-8°C.

2. Secure the wellsinto the holding frame.

3. Pipette 200 pl of each calibrator, control and sampleinto the appropriate
wells.

4., Incubate for 1 hour at room temperature on a horizontal shaker set at 400
rpm + 100 rpm.

5. Aspirate the liquid from each well.

6. Woash the plate 3 times



7. Pipette 100ul working anti-Renin-HRP conjugate into all the wells.

8. Incubate for 1 hour at room temperature on a horizontal shaker set at
400 rpm + 100 rpm.
9. Aspirate the liquid from each well.

10. Wash the plate 3 times.

11. Pipette 100 pl of the Chromogenic solution into each well within 15
minutes following the washing step.

12. Incubate the microtiterplate for 30 minutes at room temperature, avoid
direct sunlight

13. Pipette 100 pl of Stop Solution into each well.

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

Xl. CALCULATION OF RESULTS

1. Read the plate at 450 nm against a reference filter set at 650 nm (or 630
nm).

2. Calculate the mean of duplicate determinations.

3. On semi-logarithmic or linear graph paper plot the OD values (ordinate)
for each calibrator againgt the corresponding concentration of Hu Renin
(abscissa) and draw a calibration curve through the calibrator points by
connecting the plotted points with straight lines.

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

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

XIl. TYPICAL DATA

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

Hu Renin-EASIA OD units

Cdibrat
foreor 0 pg/ml 0.074

39 pym | 0121
11 pg/ml 0.2
55  pg/ml 0.68
91 pg/m | 1.068

270  pg/ml 26

XI1l.PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection Limit
Twenty four zero calibrators were assayed along with a set of other
calibrators. The detection limit, defined as the apparent concentration two
standard deviations above the average OD at zero binding, was 0.8 pg/ml.

B. Specificity
The Crossreactivity of Prorenin in this Renin EASIA assay was
determined by adding various concentrations of Prorenin to a plasma
matrix and by measuring the apparent Renin response. Prorenin cross-
reactivity was found to be 0.2 %.

C. Hemoglobin and bilirubin interferences
Hemoglobin at 7.5 mg/ml and hilirubin at 0.2 mg/Iml were tested in Dia

source Renin EASIA kit. Resultsare shown in the table below.
No sgnificant interference was found with bilirubin, but hemolytic

RECOVERY TEST

Sample Added Renin Recovered Renin Recovery
(pg/ml) (pg/ml) (%)
Serum 37.1 38.0 102.4
78.0 62.0 795
131.2 109.1 832
2285 2415 105.7

DILUTION TEST

Sample Dilution Theoretical Concent. M easured Concent.
(pg/ml) (pg/ml)
1 U1 - 103.8
12 536 519
14 242 259
/8 111 12.9
2 U1 - 105.8
12 52.9 516
v4 26.4 26.6
18 13.2 138
116 6.6 5.5

samples should be avoided.
sample Renin value Renin value + Renin value +
(pg/ml) Hemoglobin (pg/ml) | Bilirubin (pg/ml)
Plasma 1 12.8 7.5 13.1
Plasma 2 62.7 41.0 60.0
Plasma 3 10.8 7.1 11.7

D Precision

INTRA ASSAY INTER ASSAY
Sample N <X>+3SD CcVv Sample | N <X>+3SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 22 16.7+ 0.9 54 A 10 16.8+ 1.1 6.2
B 24 67.3+15 22 B 10 64.6+ 22 33

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

E Accur acy

Samples were diluted with zero calibrator.

XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL

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

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

§ Acceptance criteria for the difference between the duplicate results of the
samples should rely on Good L aboratory Practises
§ It is recommended that Controls be routinely assayed as unknown

samples to measure assay variability. The performance of the assay
should be monitored with quality control charts of the controls.
§ Itisgood practiseto check visually the curve fit selected by the computer.

XV. REFERENCE INTERVALS

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

Normal range (0.8 to 16.5 pg/ml) has been determined on 20 normal subjects
with a mean value of 4.9 pg/ml.

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

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

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

Avoid any skin contact with all reagents, Stop Solution contains H2SO4. 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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XVIIl. SUMMARY OF THE PROTOCOL

SAMPLE(S)
CALIBRATORS CONTROLS
(u1) (u1)
Calibrators (0-6) 200 -
Controls, Samples - 200

Aspirate the contents of each well.

Incubate for 1 hour at room temperature with continuous shaking at 400 rpm.

Wash 3 times with 400 pl of Wash Solution and aspirate.

Anti Renin Conjugate 100 100

Incubate for 1 hour at room temperature with continuous shaking at 400 rpm.

Aspirate the contents of each well.

Wash 3 times with 400 pl of Wash Solution and aspirate.

Chromogenic Solution 100 100

Incubate for 30 min a room temperature.

Stop Solution 100 100

Read on amicrotiterplate reader.

Record the absorbance of each well at 450 nm (versus 630 or 650 nm).

DlAsource Catdogue Nr : P.I. Number : Revisionnr :
KAP1531 1700482/en 110120/1

Revision date : 2011-01-20
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Lire entiérement le protocole avant utilisation.

RENIN-EASIA

BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage immuno-enzymatique pour la mesure quantitative in vitro de larénine active dans le
plasmahumain.

INFORMATIONS GENERALES
Nom du produit : DIAsource Renin-EASIA kit
Numéro de catalogue: KAP1531: 96 tests

Fabriqué par : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudrie, 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

CONTEXTE CLINIQUE

La réning, une enzyme polypeptidique (PM ~ 40000) (1) également connue sous le nom
d'angiotensinogénase, est une protéase circulante secrétée par les celules de [|'appareil
juxtaglomérulaire du rein en réponse a un volume sanguin bas ou un contenu corporel en NaCl
faible.

Larénine active le systéme rénine-angiotensine en clivant I'angictensinogene produit par le foieen
angiotensine | (inactive) qui est ensuite ellee-méme convertie en angiotensine |1l (active) dans
I'épithdium vasculaire du poumon. L'angiotensine Il peut provoguer une vasoconstriction par
stimulation du systéme nerveux central. De plus, ele stimule la sécrétion dADH (hormone
antidiurétique) et del'aldostérone par laglande surrénale. (6)

La régulation de la pression sanguine et le controle de la filtration glomérulaire (2) sont les
fonctions les plus importantes du systéme rénine-angiotensine.

La concentration plasmatique en rénine est influencée par la concentration en angiotensinogene
circulant €, par la suite, par la concentration en angiotensine |1. Des taux plasmatiques éevés en
angiotensine |1 réduisent la sécrétion de rénine (rétrocontrdle négatif).

La détermination des taux plasmatiques de larénine est utile dans le diagnostic de I'hypertension e
le suivi thérapeuti que des patients hypertendus (3).

La concentration plasmatique en rénine diminue chez les patients ayant une hypertension due a un
hyperaldostéronisme primaire (4), contrairement a I'hypertension rénovasculaire (5) ol les
concentrations en rénine et en aldostérone sont toutes les deux éevées.



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

La DIAsource Renin-EASIA est une
Immunoassay » en phase solide effectuée sur des microplaques. Les calibrateurs

«Enzyme Amplified Sensitivity

et les échantillons réagissent avec I'anticorps de capture monoclonal (AcM 1)

recouvrant les puits et avec un anticorps monoclonal (AcM 2) marqué avec la

peroxydase (HRP). Aprés une période d'incubation permettant la formation d'un
sandwich: AcM 1 tapissé — Rénine humaine — AcM 2 — HRP, la microplaque est

lavée afin d’enlever I'anticorps libre marqué enzymatiquement. L’ anticorps lié
marqué enzymatiquement est mesuré avec une réaction chromogénique. Une
solution chromogénique (TMB) est gjoutée et incubée. La réaction est arrétée

avec |'addition de Solution d’arrét et la microplague est alors lue a la longueur

d'onde appropriée. La quantité de remplacement de substrat est déerminée
colorimétriquement par la mesure de I'absorbance, qui est proportionnelle a la

concentration en Rénine humaine.

Une courbe de calibration est dessinée et la concentration en Rénine dans les

échantillons est déterminée par interpolation de la courbe de calibration.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 tests Code Reconstitution
Kit Couleur
Plagues de microtitration 96 puits bleu Prét al’emploi
sécable avec 96 puits
recouvert d’ anti Rénine
(anti corps monocl onal)
Ab HRP |conc 1 flacon Rouge | A diluer avec[e )
0,05 ml tampon du conjugué
(voir I'éti quette pour le
Conjugué: anti-Rénine marqué avec facteur exact de
de I”HRP (anti corps monoclond) dilution)
dans un tampon TRIS avec de la
sérum abumine bovine et du thymol
1 flacon Rouge | Prét al’emploi
105ml
Tampon du conjugué: un tampon
TRIS avec de |'d bumine bovine et du
thymol
CAL 6 flacons Jaune | Ajouter 2 ml d'eau
lyophilisés distillée
Cdibrateur N =0 a5, dans du sérum
humain et du thymol
Vaeurs exactes sur chaque flacon.
2 flacons Gris Ajouter 2ml d’eau
lyophilisés distillée
Contréles - N = 1 ou 2 dans du sérum
humain et du thymol
1 flacon Brun Diluer 200 x avec de
|WASH| SOLN |C°NC| 10ml I"eau distillée (utiliser
Solution de Lavage un agitateur
(Tris-HCI) magneti que).
1 flacon Blanc | Prét al’emploi
12ml
Solution Chromogene TMB
(Tetramethyl benzydine)
- 1 flacon Noir Prét al’emploi
oL 12
Solution d' arrét: HCI 1,0N

Note: 1.

de NIBSC 68/356.

Les valeurs obtenues en pg/ml doivent é&re multipliées par 2,2 pour

obtenir lesrésultats en pUI/ml ou mUl/l.

Utiliser le calibrateur zéro pour ladilution des échantillons.
2. 1 pg dela préparation du calibrateur est équivalent a2,2 +/- 0,2 pUl

VI.

MATERIELSNON FOURNIS

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

1.
2.

O N O~

VII.

VIII.

Eau ditillée d' une haute qualité

Pipettes pour distribuer: 25 pl, 100 pl, 200 pl et 1 ml (I'utilisation de
pi pettes préci ses et de pointes en plastique est recommandée)

Destubes en plastique pour la dilution des échantillons

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Agitateur de microplaques horizontal capable de 400 tpm + 100 tpm
Laveur de microplaques

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

Equipement supplémentaire: le ELISA-AID™ nécessaire a lire la plague
selon la lecture polychromatique (voir paragraphe X1.A.) peut &re acheté
chez Robert Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174 USA.

PREPARATION DES REACTIFS

Calibrateurs: Reconstituer les calibrateursavec 2 ml d eau distillée.

! Pour une solubilisation compléte : aprés reconstitution, laisser les
flacons 30 min. sur un agitateur et, ensuite, les passer au vortex.
Controles: Recondtituer les contrélesavec 2 ml d' eau ditillée.

Conjugué RénineHRP de travail: Préparer un volume adéquat de
conjugué de travail en diluant le conjugué rénine-HRP concentré avec le
tampon du conjugué. Voir I'éiquette pour le facteur exact de dilution.
Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. |l est recommandé de
faire une dilution extemporanée.

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

Apres recondtitution, les calibrateurs et les controles sont instables. Les
utiliser immédiatement aprés reconstitution, les congeler immédiatement
en aliquotes et les maintenir a -20°C pendant maximum 6 semaines. |Is
sont stables aprées 1 cycle de congélation-décongél ation.

Eviter des cycles de congélation et décongéation successifs.

La Solution de Lavage préparée doit ére utiliséele jour méme.

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

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

Les échantillons doivent étre du plasma prélevé sur EDTA.

Si letest n'est pasréalisé dans les 4 heures, le plasma doit étre aliquoté et
conservé a-20°C.

Eviter des cycles de congélation et décongéation successifs.

Ne pas utiliser d’ échantillons hémolysés

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants apres avoir dépassé la date
d' expiration.

Ne pas mélanger du 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 distribution de la solution du chromogéne et de la solution d' arrét,
éviter des pipettes avec des parties en métal.

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

Respecter lestemps d'incubation.

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
dela plaque de micratitration.

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



B. M ode opératoire

1. Sélectionner |e nombre de barrettes nécessaires pour le test. Les barrettes
inutilisées doivent ére cachetées de nouveau dans le sachet avec un
dessiccateur et gardées a2-8°C.

2. Placer |es barrettes dans le support.

3. Pipeter 200 pl de chaque Calibrateur, Contrdle et Echantillon dansles
puits appropriés.

4, Incuber pendant 1 heure a température ambiante sur un agitateur horizontal
misa 400 tpm + 100 tpm.

5 Aspirer leliquide de chaque puits.

6. Laver laplaque 3 fois.

7. Pipeter 100 pl du conjugué Rénine-HRP de travail danstousles puits.

8 Incuber pendant 1 heure a température ambiante sur un agitateur horizontal
misa 400 tpm + 100 tpm.

9. Aspirer le liquide de chaque puits.

10. Laver laplague 3 fois.

11.  Pipeter 100 pl de la solution chromogene dans chaque puits dans les 15
minutes apres la phase de lavage.

12.  Incuber la microplague pendant 30 minutes a température ambiante, éviter
exposition alalumiére du soleil.

13.  Pipeter 100 pl dela Solution d’ arrét dans chaque puits.

14.  Lire les absorbances a 450 nm (filtre de référence 630 nm ou 650 nm)
endéans |’ heure et calculer lesrésultats comme décrits dans la section XI1.

Xl. 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 rénine humaine (abscisses) et dessiner une courbe de
calibration a I’ aide des points de calibration, en connectant les points avec
deslignesdroites.

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 utilisé il est
recommandé d’ utiliser lafonction « 4 paramétres » du lissage de courbes.
Xll. DONNEESTYPES

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

Valeur del Vaeur dela
échantillon rzunin: & | vValeur delarénine + rénine +
(pg/m) hémoglobine (pg/ml) bilirubine
P9 (pa/ml)
Plasma 1 12,8 75 13,1
Plasma 2 62,7 41,0 60,0
Plasma 3 10,8 71 11,7
D. Précision
INTRA-ESSAI INTER-ESSAI

Echantillon | N | <X>+SD | CV Echantillon | N | <X>+SD cv

(pg/ml) | (%) (pg/ml) (%)
A 22 | 16709 | 54 A 10| 16811 6.2
B 24 | 673+15 | 22 B 10 | 64622 33

SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation

E. Exactitude
TEST DE RECUPERATION

Renin-EASIA UnitésOD
Calibrateur
0 pg/mi 0,074
3,9 pg/mi 0,121
11 pg/ml 0,2
55  pg/ml 0,68
91  pg/ml 1,068
270  pg/ml 2,6

Echantillon Rénine aj outée Rénine Récupération
(pg/ml) récupérée %)
(pg/ml)
Sérum 371 38,0 102,4
78,0 62,0 79,5
131,2 109,1 832
228,5 2415 105,7
TEST DE DILUTION
Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(pg/ml) (pg/ml)
1 1 - 103,8
12 53,6 51,9
14 24,2 259
1/8 11,1 12,9
2 1 - 105,8
12 52,9 51,6
v4 26,4 26,6
1/8 13,2 138
116 6,6 55

XI1l1. PERFORMANCE ET LIMITES

A. Sensibilité

Vingt-quatre calibrateurs zéro ont éé testés en paralléle avec un assortiment
d'autres calibrateurs. La limite de déection, définie comme la concentration
apparente située 2 déviati ons standards au-dessus de la moyenne DO déterminée a
lafixation zéro, &ait de 0,8 pg/ml.

B. Spécificité

Laréactivité croisée de la prorénine dans |'essai Renin EASIA a é&é déerminéeen
gjoutant différentes concentrations en prorénine a une matrice de plasma et en
mesurant |la réponse apparente de la rénine. La réactivité croisée de la prorénine
sest avéré ére de 0,2%.

C. Interférences de I"hémoglobine et dela bilirubine

L'hémoglobine a 7,5 mg/ml et la bilirubine & 0,2 mg/ml ont éé testées avec la
trousse Renin EASIA de Diasource. Les résultats sont repris dans le tableau ci-
dessous.

Aucune interférence significative n'a éé trouvée avec la hilirubing, mais il faut
éviter d'utiliser les échantillons hémolytiques.

Les échantillon ont été dilués avec le calibrateur zéro.

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
contrdles, lesquels doivent ére congelés aliquotés. Des controles qui
contiennent de |’ azoture influenceront la réaction enzymatique et ne peuvent
pas ére utilisés.

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

- On recommande que les controles 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 valeurs sont donnés a titre d'information; chaque laboratoire doit éablir ses
propres écarts de valeurs.

La fourchette des valeurs normales (0,8 a 16,5 pg/ml) a éé déterminée sur 20
sujets normaux avec une moyenne de 4,9 pg/ml.



XVII1.RESUME DU PROTOCOLE
XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité CALIBRATEURS ECHANTILLON(S)
Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement. () CON-'(-R;)OLES
Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont &é évalués par des H
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

compl &te que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d hépatite, le sida g{:?’ﬁte“réé?'s)t.“ 2(_)0 -

ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des roles, Echantifions 200
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 Incuber pendant 1 heure atempérature ambiante avec agitation continue a400 tpm.
composants bovins proviennent de pays ol I'ESB na pas é&é déectée. Aspirer le contenu de chague puits.

Néanmoins, |es composants contenant des substances animal es devront &tre traités Laver 3 fois avec 400 il delaSolution de Lavage et aspirer.

comme potentiellement infectieux.
Eviter le contact de la peau avec tous les réactifs, la solution d'arrét contient du

HCI. En cas de contact, laver avec beaucoup d’ eau. Conjugué anti-Rénine 100 100

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 Incuber pendant 1 heure atempérature ambiante avec agitation continue & 400 tpm.
des gants a usage unique. Aspirer le contenu de chague puits.

Laver 3 fois avec 400 pl de laSolution de Lavage et aspirer.

XVII. BIBLIOGRAPHIE .
Solution du chromogene 100 100

(2) Primary structure of the human Renin gene: Hardman J.A; and a. ;
DNA (1984): 3(6):457-468. Incuber pendant 30 min atempérature ambiante.

(2) Control of glomerular filtration rate by rennin-angiotensin system : Hall J. E.
and a; Am.J.Physol. (1977) : 233(5) :F366-F372

(3) Raised aldosterone to renineratio predicts antihypertens ve efficacity of Solution d' arrét 100 100
spironolactone; a prospective cohort follow-up study : Lim P.O. and d ;
Br. J. Clin. Pharmacol. (1999) : 48(5) :756-760 . Lire sur un lecteur de micropl aques.

(4) Screening of primary aldosteronism : Schirpenbach C. and & ; ) , o
Best Pract. Res. Clin. Endocrinol. Metab.(2008) : 20(3) : 369-384 . Enregistrer |’ absorbance de chague puits 2450 nm (contre 630 ou 650 nm).

(5) Diagnostic procedure in renovascular hypertension :Distler A. and al.
Clinical nephrology (1991) :36(4):174-180

(6) Circulating and tissue angiotensin systems:Campbell D.J. ;
J. Clin. Invest. (1987) :79(1) :1-6
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L eer el protocolo completo antes de usar .

Renin-EASIA

INSTRUCCIONES DE USO

Ensayo inmunoenzimético parala determinacion cuantitativain vitro de Renina activa en plasma humano.

INFORMACION GENERAL
Nombre; DIAsource Renin-EASIA Kit
NUmerode Catdlogo. KAP1531: 96 determinaciones

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

Para asistencia técnica e informacién sobr e pedidos contactar:
Tel: +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

CONTEXTO CLiNICO

La Renina, una enzima polipeptidica (PM ~ 40000) (1) conocida también como angiotensinogenasa, es una
proteasa circul ante secretada por las células yuxtaglomerulares en € aparato yuxtaglomerular de los rifiones
como respuesta a bajo volumen sanguineo o bajo contenido de NaCl en € organismo.

La Renina activa € sstema renina-angiotensina dividiendo € angiotensinégeno producido en € higado en
Angiotensina | (inactiva) que a su vez es convertida en Angiotensina Il (activa) en € epitelio vascular del
pulmén. La Angiotensina |l puede provocar vasoconstriccion a estimular el sistema nervioso central,
ademés estimula la secrecion de la HAD (hormona anti diurética) y la secrecion de aldosterona en la
glandula suprarrenal .(6)

La regulacion de la presion sanguinea y e control de la filtracion glomerular (2) son las funciones més
importantes del sistema renina-angiotensina.

La concentracion plasmética de la renina esta influenciada por la concentracion del angiotensindgeno
circulante y posteriormente por la concentracion de la Angiotensina Il. Niveles plasméticos altos de
Angiotensinall reducen la secrecion de renina (retroalimentaci 6n negativa).

La determinacién de los niveles plasméticos de renina es (til en € diagnéstico de hipertensiéon y en €
seguimiento terapéutico de los pacientes hipertensos (3).

La concentracion plasmatica de la renina disminuye en pacientes hipertensos debido a hiperal dosteronismo
primario (4), a contrario de la hipertensién renovascular (5) donde tanto la concentracion de la renina como
lade a dosterona, estén aumentadas.



IV. PRINCIPIOSDEL METODO

El DIAsource Renin-EASIA es un Inmunoensayo de fase sdlida Enzimético de
Sensibilidad Amplificada efectuado en microplacas. Los calibradores y las
muestras reaccionan con €l anticuerpo de captura monoclonal (MAb 1) que
recubre los pocillos de la microplaca y con un anticuerpo monoclonal (MAb 2)
marcado con peroxidasa de rabano picante (HRP). Después de un periodo de
incubacion que permite la formacion de un “sandwich”: MAb 1 recubierto —
Renina humana — MAb 2 — HRP, la microplaca se lava para eiminar los
anti cuerpos libres marcados con enzimas. Los anti cuerpos marcados con enzimas
que se han ligado se miden con una reaccién cromogénica. La solucion
cromogénica (TMB) es afiadida e incubada. La reaccién se para con la adicion de
la Solucién de Parada y después la microplaca se lee a la longitud de onda
apropiada. La cantidad de recambio de sustrato es determinada de manera
colorimétrica por la medicién de la absorbancia, que es proporcional a la
concentracion dela Renina humana.

Una curva de calibracién es éaborada y la concentracion de la Renina de las
muestras es determinada por interpolacién en la curva de calibracién.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Reactivos Kit de 96 Cadigo Recongtitucién
determinacio | de Color
nes
Microplaca con anti 96 pocillos Azul | Listo parauso

]

Renina (anti cuerpos
monoclonaes) pocillos
recubiertos
desprendibles

Ab | HRP |CONC | 1via Rojo Debe ser diluido con
0,05 ml tampdn de conjugado
(ver laetiqueta para
comprobar el factor de
dilucién exacta)

Conjugado: anti Renina marcado
con HRP (anticuerpos
monoclonaes) en tampén TRIS
con abudmina de suero bovino y
timol.

1via Rojo Listo parauso

Tampdn de Conjugado: tampén
TRIS con dbiminade suero
bovinoy timal.

6viades amaillo | Afadir 2 ml de agua

CAL liofilizados destilada

H

CdibradoresN =0 d 5, en suero
humano con timol. Ver los vaores
exactos en | as etiquetas de los
vides.

2vides plaeado | Afiadir 2 ml de agua

CONTROL N

Liofilizados destilada

Controles-N =102
en suero humano con timol.

1via marrén | Diluir 200 x con agua

|WASH| SOLN |C°NC| 10ml destilada (utilizar

Solucién delavado (Tris-HCI) agitador magnéti co)

1via blanco | Listo parauso
Solucién CromogénicaTMB
(Tetrametil bencidinag)

1via negro | Listo parauso

Solucién de Parada: HCI 1,0N

Nota: 1. Used calibrador cero paradiluir muestras.

2. 1 pg de la preparacion del calibrador es equivalente a 2,2 +/- 0,2 plU de

NIBSC 68/356.

Los valores obtenidos en pg/ml deben ser multiplicados por 2,2 para

obtener resultados en plU/ml o miU/I.

VI.

MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

1.
2.

ONOOOAW

VII.

VIII.

Agua destilada de alta calidad

Pipetas de 25 m, 100 m, 200 pl y 1 ml (Se recomienda €l uso de pipetas
precisas con puntas desechabl es de pléastico)

Tubos plésticos para dilucién de las muestras.

Vortex

Agitador magnético

Agitador de microplacas horizontal capaz de 400 rpm + 100 rpm

Lavador de microplacas

Lector de microplacas capaz deleer a450 nm, 490 nmy 650 nm (en caso de
lectura policromatica) o capaz de leer a 450 nm y 650 nm (lectura
monocromatica)

Material opcional: e ELISA-AID™ necesario para leer la placa con la
lectura policromética (vease parrafo XI.A.) puede ser comprado a Robert
Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174 USA.

PREPARACION DE REACTIVOS

Calibrador es: Recondtituir los calibradores con 2 ml de agua destilada.

! Para que se disuelvan completamente: después de reconstituidos deje

losviales por 30 min en un agitador luego mézclelos en un vortex.
Controles: Recondtituir los controles con 2 ml de agua destilada.
Conjugado de trabajo Renina -HRP: Prepare un volumen adecuado de
solucion de conjugado diluyendo e conjugado Renina-HRP concentrado
con tampon de conjugado. Ver la etiqueta para comprobar e factor de
dilucion exacto. Usar un agitador vortex para homogenizar. Se
recomienda preparar en e momento de uso.
Solucién de lavado de trabajo: Preparar € volumen necesario de
Solucioén de lavado de trabajo mezclando 199 partes de agua destilada con
1 parte de Solucion de lavado (200x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucion de lavado de trabajo no utilizada al
final del dia.

ALMACENAJE Y CADUCIDADESDE LOS REACTIVOS

Antes de abrir o recondtituir todos los componentes de | os kits son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan a 2-8°C.
Después de reconstituidos, los calibradoresy controles son muy inestabl es,
por lo que deben utilizarse inmediatamente después de la reconstitucion,
congelarse enseguida en partes alicuotas y mantenerse a—20° C durante 6
semanas. Son establ es después de congelar y descongelar 1 vez.

Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

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

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

TOMA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras deben ser de plasma anticoagulado con EDTA.

S d ensayo no serediza en 4 horas, € plasma debe ser alicuotado y
almacenado a—20°C.

Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

No utilizar muestras hemolizadas.

PROCEDIMIENTO

Notas de manejo

No utilizar € kit o componentes después de la fecha de caducidad.

No mezclar reactivos de diferente nimero delote.

Llevar todos | os reactivos a temperatura ambi ente antes de su uso.

Mezclar concienzudamente todos |0s reactivos y muestras, agitandolos o
giréndol os suavemente.

Preparar los calibradores, controles y muestras en duplicado. Se
recomiendala alineacion vertical .

Usar un envase plastico limpio para preparar la Solucion de Lavado.

Con €l fin de evitar cualquier contaminacion utilizar puntas de pipetas
desechablesy limpias parala adicion de cada reactivo y muestra.

Al dispensar la Solucién Cromogénica y la Solucion de Parada, evitar usar
pipetas con partes metdlicas.

El uso de pipetas de precision o equipamiento de dispensacion automética
mejoraralaprecision.

Respetar | ostiempos de incubacion.

Preparar |a curva de calibracion para cada ensayo, no utilizar los datos de
ensayos previos.

Dispensar la Solucién Cromogénica dentro de los 15 minutos posteriores al
lavado delas microplacas.



[ullvs}

12.

13.
14.

XI.

N =

XII.

Durante la incubacion con Solucion Cromogénica, evitar exponer las
microplacas laluz solar directa

Procedimiento

Seleccionar € nimero requerido de pocillos para € ensayo. Los pocillos
sin usar deben ser sellados en la bolsa con un desecante y guardados a
2-8°C.

Fijar los pocillos en € soporte.

Pipetear 200 pl de cada Calibrador, Control y Muestra en € pocillo
apropiado.

Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente en un agitador horizontal a
400 rpm = 100 rpm.

Aspirar € liquido de cada pocillo.

Lavar laplaca 3 veces.

Pipetear 100 pl del conjugado de trabajo Renina-HRP en cada pocillo.
Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente en un agitador horizontal a
400 rpm = 100 rpm.

Aspirar € liquido de cada pocillo.

Lavar laplaca 3 veces.

Pipetear 100 pl de la solucién cromogénica en cada pocillo dentro de los
de 15 minutos después de la fase de lavado.

Incubar la microplaca durante 30 minutos a temperatura ambiente en
posicién horizontal, evitar laluz solar directa.

Pipetear 100 pl del Reactivo de Parada en cada pocillo.

Leer las absorbancias a 450 nm (filtro de referencia 630 nm o 650 nm) en
menos de 1 horay calcular los resultados como se ha descrito en la seccién
Xl

CALCULO DE RESULTADOS

Leer laplacaa 450 nm contraun filtro de referenciaa 650 nm (o 630 nm).
Calcular € promedio de las determinaciones dobl es.

Poner sobre un papel semi-logaritmico o linear los valores de la DO
(ordenada) para cada calibrador contra la concentraci6n de Renina humana
correspondiente (abscisa) y construir la curva de calibracion conectando
los puntos de calibraci6n con lineasrectas.

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

Lareduccién de datos asistida por ordenador puede facilitar estos célculos.
S se utiliza & procesamiento de resultados automatico, recomendamos €l
gjuste dela curva dada por la funcién | ogistica de 4 parametros.

EJEMPLO DE RESULTADOS

Los datos mostrados a continuacion sirven como ejemplo y nunca deberan ser
usados en vez de unacalibracién real.

Renin-EASIA unidades DO
Calibrador
0 pg/mi 0,074
3,9 pg/mi 0,121
11 pg/ml 0,2
55  pg/ml 0,68
91  pg/ml 1,068
270  pg/ml 2,6

XIHI.

A.

FUNCIONAMIENTO Y LIMITACIONES

L imite de deteccion

Veinticuatro calibradores cero fueron medidos en una curva al mismo tiempo que
un conjunto de otros calibradores.

El limite de deteccion, se defini6 como la concentracion aparente  dos
desviaciones esténdares sobre la DO promedio cuando la unién es cero, fue de 0,8

pg/ml.

B.

Especificidad

Lareaccion cruzada de la Prorenina en este ensayo Renin EASIA fue determinada
agregando varias concentraciones de Prorenina a una matriz plasmatica y
midiendo la repuesta aparente de la Renina. La reactividad cruzada de Prorenina
se determind en 0,2%.

C.

Interferencia de la bilirrubinay la hemoglobina

Hemoglobinaa 7,5 mg/ml y bilirrubina a 0,2 mg/ml fueron analizadas con un kit
Diasource Renin EASIA. Losresultados estan en la tabla a conti nuacion.

No se encontr6 interferencia significativa con hilirrubina, pero las muestras
hemol iti cas deben evitarse.

muestra Valor de Valor derenina + Valor derenina +
renina(pg/ml) | Hemoglobina Bilirrubina(pg/ml)
(pg/ml)
Plasma 1 12,8 75 13,1
Plasma 2 62,7 41,0 60,0
Plasma 3 10,8 71 11,7
D. Precision
PRECISION INTRA-ENSAYO PRECISION INTER-ENSAYO
Muestra N <X>+DS CcVv Muestra N <X>*DS Cv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 22 16,7+ 0,9 54 A 10 168+ 1,1 6,2
B 24 67,3+ 15 2,2 B 10 64,6+ 22 33
DS: Desviacion Estandar; CV: Coeficiente de Variacion
E. Exactitud
PRUEBA DE RECUPERACION
Muestra Renina Renina Recuper acion
afiadido recuperado %)
(pg/ml) (pg/ml)
Suero 371 38,0 102,4
78,0 62,0 79,5
131,2 109,1 83,2
228,5 2415 105,7
PRUEBA DE DILUCION
Muestra Dilucién Concent. Concent.
Tedrica Medida
(pg/ml) (pg/ml)
1 1 - 103,8
12 53,6 51,9
14 24,2 25,9
1/8 111 12,9
2 1 - 105,8
12 52,9 51,6
14 26,4 26,6
1/8 13,2 138
116 6,6 55

Las muestras fueron diluidas con calibrador cero

XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

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

Si es conveniente, cada laboratorio puede preparar sus propios grupos de
muestras de control, las que deben almacenarse en alicuotas congeladas.
Los controles que contienen azida interfieren con la reaccion enzimaticay
no pueden ser utilizados.

Los criterios de aceptacion de las diferencias entre los resultados de los
duplicados de las muestras deben depender de las Buenas Précticas de
Laboratorio.

Recomendamos que los controles sean incluidos rutinariamente en los
ensayos como muestras desconocidas para medir la variabilidad del
ensayo. El funcionamiento del ensayo debe ser controlado con gréficos de
control de calidad delos controles.

Recomendamos un control visual de la curva sdeccionada por €
ordenador.



XV. INTERVALOSDE REFERENCIA XVIII.RESUMEN DEL PROTOCOLO

Estos val ores solamente sirven de pauta; cada laboratorio tiene que establecer sus

propios rangos de val ores normal es. CALIBRADORES CONTROLES

Rango norma (0,8 a 16,5 pg/ml) ha sido determinado en 20 sujetos normales (nl) MUESTRA(S)

con un valor promedio de 4,9 pg/ml. (nl)
Cdibrad 0-5 -

XVI. PRECAUCIONESY ADVERTENCIAS e 200 200

Seguridad

Solo parauso de diagnéstico in vitro. Incubar durante 1 hora atemperatura ambiente con agitacion continuaa 400 rpm.
Los componentes de sangre humana utilizados en este kit han sido examinados Aspirar e contenido de cadapodillo,

por métodos aprobados por la CEE y/o la FDA resultando negativos para HBsAg, Lavar 3 veces con 400 ul de la Solucion de Lavado y aspirar.
anti-VHC, anti-VIH-1y 2. No se conoce ningin método que asegure totalmente
que los derivados de la sangre humana no transmitiran hepatitis, SIDA u otras
infecciones. Por lo tanto € mang o de los reactivos y muestras de suero o plasma Conjugado Renina 100 100
se hara de acuerdo con | os procedi mientos de seguridad local es.

Todos los productos animales y derivados han sido obtenidos a partir de animales
sanos. Los componentes bovinos provienen de paises donde la EEB
(Encefal opatia Espongiforme Bovina) no ha sido informada. Sin embargo, los
componentes que contienen sustancias animales deberan ser considerados como
potencial mente infecciosos.

Evitar contacto de la piel con todos los reactivos, la Solucién de Parada contiene
HCI. En caso de contacto, lavar con abundante agua.

No fumar, beber, comer o utilizar cosméticos en € éarea de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes desechables.

Incubar durante 1 hora atemperatura ambiente con agitaci 6n continua a 400 rpm.
Aspirar el contenido de cadapocillo.
Lavar 3 veces con 400 ul de laSolucion de Lavado y aspirar.

Solucién Cromogénica 100 100

Incubar durante 30 minutos atemperatura ambiente

XVIl. BIBLIOGRAFIA Solucion de Parada 100 100

(1) Primary structure of the human Renin gene : Hardman J.A; and dl. ; Leer con un lector de microplacas.
DNA (1984): 3(6):457-468.

(2) Control of glomerular filtration rate by rennin-angiotensin system : Hall J. E.
and al; Am.J.Physol. (1977) : 233(5) :F366-F372

(3) Raised aldosterone to renineratio predicts antihypertens ve efficacity of
spironolactone; a prospective cohort follow-up study : Lim P.O. and d ;
Br. J. Clin. Pharmacol. (1999) : 48(5) :756-760 .

(4) Screening of primary aldosteronism :Schirpenbach C. and a ; DIAsource Cataogo Nro.: P.I. Numero: Revision nro.:
Best Pract. Res. Clin. Endocrinol. Metah.(2006) : 20(3) : 369-384 . KAP1531 1700482/es 110120/1

(5) Diagnostic procedure in renovascular hypertension :Distler A. and al.
Clinical nephrology (1991) :36(4):174-180

(6) Circulating and tissue angiotensin systems :Campbell D.J. ;
J. Clin. Invest. (1987) :79(1) :1-6 Fechadelarevison : 2011-01-20

Registrar |aabsorbancia de cada pocillo a 450 nm (contra 630 0 650 nm).
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per I'uso

Renin -EASIA

I. USO DEL KIT

Kit immunoenzimetrico per la determinazione quantitativain vitro della Renina attivain plasma umano.

. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource Renin-EASIA Kit
B. Numero di catalogo: KAP1531: 96 test
C. Prodotto da: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue de I'Industrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgio.

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

. INFORMAZIONI CLINICHE

La renina, un enzima polipeptidico (MW~ 40000) (1) atrimenti denominato angiotensinogenasi, € una proteasi
circolante la cui secrezione da parte delle cellule juxtaglomerulari site nell’ apparato juxtaglomerulare del rene
avvienein risposta ad un volume ematico ridotto o a unaridotta presenza di NaCl nell’ organismo.

La renina attiva il sistema renina-angiotensina convertendo |’angiotensinogeno prodotto nel fegato in
angiotensina | (inattiva) che viene a sua volta convertita in angiotensina Il (attiva) nell’ epitelio vascolare del
polmone. L’ angiotensina |l pud causare vasocostrizione agendo sul sistema nervoso centrale, nonché stimolare
lasecrezione di ADH (ormone antidiuretico) e quelladi aldosterone da parte della ghiandola surrend e (6).

La regolazione della pressione arteriosa e il controllo della filtrazione glomerulare renale (2) costituiscono le
principali funzioni del sstemarenina-angiotensina

La concentrazione plasmatica di renina € influenzata dalla concentrazione dell’ angiotensinogeno circolante e
conseguentemente dalla concentrazione di angiotensina Il. Elevati livelli plasmatici di angiotensina Il riducono
lasecrezione di renina (feedback negativo).

La determinazione dei livelli plasmatici di renina € utile nelle diagnos di ipertensione e nel follow up
terapeutico del paziente iperteso (3).

Nei pazienti con ipertensione dovuta a iperaldosteronismo primario (4) € evidenziabile una riduzione della
concentrazione plasmatica di renina, contrariamente a quanto avviene in caso di ipertensione renovascolare (5)
ove € riscontrabile un aumento siadei livelli di reninachedi adosterone.



\A PRINCIPIO DEL METODO

DIAsource Renin-EASIA € un immunosaggio a sensibilita amplificata a fase
solida eseguito su piastre di microtitolazione. | calibratori ei campioni reagiscono
con la cattura dell’anticorpo monoclonale (MAb 1) che riveste il pozzetto di
microtitolazione e con un anticorpo monoclonale (MAb 2) marcato con
horseradish perossidas (HRP). Dopo un periodo di incubazione che consenta la
formazione di un sandwich: MAb 1 di rivestimento — Renina umano — 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. Si procede quindi con I’ aggiunta
della soluzione cromogena (TMB) e successiva incubazione. La reazione viene
interrotta con I'aggiunta di Soluzione di arresto; quindi la piastra di
microtitolazione viene letta ala lunghezza d'onda adeguata.  La quantita di
turnover del  substrato viene determinata colorimetricamente misurando
| assorbanza che & proporzional e alla concentrazione di Renina umano.

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

V. REATTIVI FORNITI
Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Piastradi microtitolazione | 96 pozzetti Blu Pronte per I'uso
con 96 pozzetti
separabili, rivestiti anti
Renina (anticorpi
monoclondi)
Ab HRP |conc 1 flacone Rosso Dadiluire conil
| : . 0,05 ml tampone del
Coniugato: marcato HRP anti-Renina coniugato
(Anticorpi monoclondi) in tampone (ponsultare
TRIS con abumina di siero bovino e I" eti chetta per ]
timolo cacolaeil fatore di
diluizione esato)
1 flacone Rosso Pronto per | uso
Tampone del coniugato: tampone 10,5 ml
TRIS con dbuminadi siero bovino e
timolo
CAL 6 flaconi Gidlo Aggiungere 2 ml di
liofiliz acquadistillata
Cdibraore 0-5, in siero umano con ’
timolo. Le concentrazioni esate
degli calibratore sono riportate sulle
etichette dei flaconi.
2 flaconi Argento | Aggiungere 2ml di
liofiliz acquadistillata
Controlli: N =102, insiero umano ’
contimolo
|WASH | SOLN |CONC | 1 flacone Bruno Diluire 200 x con
10m acquadigtillata
Tampone di lavaggio (TRIS HCI) (usando un agitatore
magneti co)
1 flacone Bianco Pronto per I’ uso
12ml
Soluzione Cromogena TMB
(tetrametil benziding)
1 flacone Nero Pronto per | uso
12ml
Soluzione di arresto: HCI 0,1N

Note: Usare zero Calibratore per diluirei campioni.
1 pg dela calibratore preparazione € equivalentea 2,2 +/- 0,2 plU NIBSC
68/356.
Valori ottenuti in pg/ml devono essere moltiplicati per 2,2 afine di
ottenere risultati in plU/ml o mlU/I.

VI. REATTIVI NON FORNITI

Il seguente materiale e richiesto per il dosaggio ma non & fornito ne kit.

1. Acquadidtillatadi qualitaelevata

2. Pipette per dispensare 25 pl, 100 pl, 200 pl e 1 ml (S raccomanda di
utilizzare pipette accurate con puntale in plastica monouso).

Provette di plastica per la diluizione del campioni.

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

Agitatore orizzontale per piastre da microtitolazione, che raggiunga 400
rpm 100 rpm

S

VII.

VIII.

[ullvs}

Lavatrice per piastra di microtitolazione

Lettore di piastre per microtitolazione con letture a 450-490 e 650 nm (ir
caso di lettura policromatica) o con letture a 450 e 650 nm (letture
monocromatica)

Strumentazione opzionale: ELISA-AID™ necessario per la letture
policromatica delle piastre (vedi paragrafo XI.A.) pud essere acquistatc
presso Robert Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174 USA

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratore: Ricogtituirei calibratori con 2 ml di acqua distillata.

I Per una solubilizzazione completa: dopo la ricostituzione,
lasciare le provette su un agitatore per 30 minuti, quindi
vortexarle.

Controlli: Ricostituirei controlli con 2 ml di acquadistillata.

Soluzione di lavoro del coniugato Renina-HRP: Preparare le
quantita necessaria di soluzione del coniugato diluendo il coniugato Renina-
HRP concentrato con il tampone del coniugato. Consultare I’ etichetta per
cacolare il fattore di diluizione esatto. Utilizzare un vortex per
omogeneizzare. S raccomanda la preparazione estemporanea.

Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantite
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 19¢
parti di acqua digtillata ad una parte di tampone di lavaggio concentratc
(200x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea. Le
soluzione di lavoro va scartata a termine della giornata.

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

Dopo ricostituzione, calibratori e controlli sono molto instabili, utilizzarli
immediatamente dopo ricostituzione, congelarli immediatamente in aliquote
e mantenerli a -20°C per 6 settimane. Rimangono stabili dopo un ciclo di
congelamento/scongelamento.

Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

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

Alterazioni dell’aspetto fisico dei reattivi possono indicare una lorc
ingtabilita o deterioramento.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

| campioni devono essere costituiti da plasma trattato con EDTA.

Qualora il test non dovesse essere effettuato entro 4 ore, il plasma dovre
essere suddiviso in aliquote e conservato a-20°C.

Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

Non usare campioni emolizzati.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze generali

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 raccomande
I’ alineamento verticale.

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

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

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

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

Rispettare i tempi di incubazione.

Allestire una curva di calibrazione per ogni seduta andlitica, in quanto nor
€ posshile utilizzare per un dosaggio curve di calibrazione di sedute
analitiche precedenti.

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

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

Metodo del dosaggio

Selezionare il numero di strisce reagenti necessario per il test. Le strisce
reagenti inutilizzate devono essere risigillate nel contenitore con ur
ccante e conservatea 2-8°C.

Assicurarele strisce reagenti ndl telaio di supporto.



3. Pipettare 200 pl di ogni calibratore, controllo e campione nei pozzetti
adeguati.

4, Incubare per 1 ora a temperatura ambiente su un agitatore orizzontale
impostato a 400 rpm + 100 rpm.

5. Aspirareil liquido da ogni pozzetto.

6. Lavarela piastra 3 volte.

7. Pipettare 100 pl della soluzione di lavoro del coniugato Renina-HRP in
tutti i pozzetti.

8. Incubare per 1 ora a temperatura ambiente su un agitatore orizzontale

impostato a 400 rpm + 100 rpm.

9. Aspirareil liquido da ogni pozzetto.

10. Lavarelapiagtra3 volte.

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

12. Incubare la piastra di microtitolazione per 30 minuti a temperatura
ambiente; evitare laluce diretta del sole.

13.  Pipettare 100 ul di soluzione di arresto in ogni pozzetto.

14. Leggere le assorbanze a 450 nm (filtro di riferimento a 630 nm o 650 nm)
entro un’ora e calcolarei risultati come descritto nella sezione XI.

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. Codtruire 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 Renina
umano, collegando i punti tracciati con linee rette.

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

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

Xl CARATTERISTICHE TIPICHE

| dati che seguono sono esclusivamente a scopo illustrativo e non devono esserein
nessun caso utilizzati al posto della curva di taratura "real time".

Renin-EASIA Unita OD
Calibratore
0 pg/mi 0,074
3,9 pg/mi 0,121
11 pg/ml 0,2
55  pg/ml 0,68
91  pg/ml 1,068
270  pg/ml 2,6
XIII. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A. Sensibilita

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

La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione
con OD pari alla media pit 2 deviazioni standard di 16 replicati dello
standard zero, € risultata essere 0,8 pg/ml.

B. Specificita

In questo test di dosaggio EASIA della Renina, la resttivita crociata della
Prorenina € stata determinata misurando la risposta apparente di Renina dopo
aggiunta di varie concentrazioni di Prorenina a una matrice plasmatica. La
regttivita crociata della Prorenina é risultata pari allo 0,2%.

c. Interferenze con emoglobina e bilirubina

Mediante il kit Diasource Renin EASIA sono sate analizzate I'emoglobina alla
concentrazione di 7,5 mg/ml ela bilirubinaa 0,2 mg/Iml. | risultati sono mostrati
nellatabella sotto riportata.

Non sono state osservate interferenze atisticamente significative con la
bilirubina; tuttavia, s devono evitarei campioni emalitici.

Campiore | Veloreddla | valored remmas | /L0
(pg/ml)
Plasma 1 12,8 75 13,1
Plasma 2 62,7 41,0 60,0
Plasma 3 10,8 71 11,7
D. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Campione | N <>+SD CcVv Campione | N <>+SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 2 |167+09| 54 A 10 | 168+11 6,2

B 24 | 67,315 22 B 10 64,6+ 22 33

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

E. Accuratezza
TEST DI RECUPERO

Campione Renina Renina Recupero
aggiunta recuperata (%)
(pg/ml) (pg/ml)
Sero 371 38,0 102,4
78,0 62,0 795
131,2 109,1 832
2285 2415 105,7

TEST DI DILUIZIONE

Campione | Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(pg/ml) (pg/ml)

1 71 - 103,8
12 53,6 51,9
4 24,2 259
8 11,1 12,9
2 71 - 105,8
12 52,9 51,6
V4 26,4 26,6
/8 13,2 13,8
116 6,6 55

| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.

XIV. CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO

- Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sonc
dl’'interno del limiti riportati  sull’ etichetta dei flaconi, non € opportunc
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, a meno che non s trovi une
giustificazione soddi sfacente.

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

- | criteri di accettazione delle differenze tra i risultati in duplicato dei
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 del saggio deve
essere monitorata con tabelle di controllo qualita dei controlli.

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



XV. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

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

Il range di normalita (0,8 - 16,5 pg/ml) € stato determinato su 20 soggetti normali,
con valore medio pari a4,9 pg/ml.

XVI. PRECAUZIONI PER L'USO
Sicurezza

Il kit & solo per uso diagnostico in vitro.

| regttivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
daorganismi di controllo europei o da FDA e s sono rivelati negativi per HBs Ag,
anti HCV, anti HIV1 e anti HI'V2. Non sono disponibili metodi in grado di offrire
la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare epatiti,
AIDS o trasmettere atre infezioni. Manipolare questi resttivi oi campioni di sero
0 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 soluzione di arresto
contiene HCI. In caso di contatto, lavare abbondamentemente con acqua.

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

XVII. RIFERIMENTI BIBLIOGRAFICI

(2) Primary structure of the human Renin gene: Hardman J.A; and al. ;
DNA (1984): 3(6):457-468.

(2) Control of glomerular filtration rate by rennin-angiotensin system : Hall J. E.
and a; Am.J.Physol. (1977) : 233(5) :F366-F372

(3) Raised aldosterone to renineratio predicts antihypertens ve efficacity of
spironolactone; a prospective cohort follow-up study : Lim P.O. and d ;
Br. J. Clin. Pharmacol. (1999) : 48(5) :756-760 .

(4) Screening of primary aldosteronism :Schirpenbach C. and a ;
Best Pract. Res. Clin. Endocrinol. Metab.(2006) : 20(3) : 369-384 .

(5) Diagnostic procedure in renovascular hypertension :Distler A. and al.
Clinical nephrology (1991) :36(4):174-180

(6) Circulating and tissue angiotensin systems:Campbell D.J. ;
J. Clin. Invest. (1987) :79(1) :1-6

XVIII. SCHEMA DEL DOSAGGIO
CALIBRATORE CAMPIONI
) CONTROLLI
(M)
Cdibratore (0 - 5) 200 -
Controlli, Campioni - 200

Incubare per 1 oraatemperauraambiente sotto agitazione continuaa 400 rpm.
Aspirareil contenuto di ogni pozzetto.

Lavare 3 volte con 400 pl di soluzione di lavaggio e aspirare.

Conjugato anti-Renina-HRP

100

100

Incubare per 1 oraatemperauraambiente sotto agitazione continuaa 400 rpm.
Aspirareil contenuto di ogni pozzetto.

Lavare 3 volte con 400 pl di soluzione di lavaggio e aspirare.

Soluzione chromogena 100 100
Incubare per 30 minuti atemperatura ambiente.
Soluzione di arresto 100 100

Leggere su un lettore per piastrada microtitol azione.

Registrare |’ assorbanza di ogni pozzetto a450 nm (rispetto a630 0 650 nm) .

Numero di catalogo di
DIAsource;
KAP1531

P.I. numero:
1700482/it

Revisione numero:
110120/1

Datadi revisione: 2011-01-2C
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Awpacte 0L0KANPO TO TPOTOKOALO TPV €O TN YP1iON.

Renin-EASIA

XPHXH I'lA THN OIIOIA ITIPOOPIZETAI

Avoc0oev{LUOUETPIKOC TTPOGOIOPIGHOC Y10, TNV iN Vitro 1060TiKd Tpocdioptopd Tng evepyods pevivng o€
avOpmmrvo TAAGLO.

T'ENIKEY IIAHPO®OPIEX
Epmopucn ovopaocia: Kut Renin-EASIA ¢ DIAsource
Ap1Opog KoTaroyov: KAP1531: 96 npocdiopicpol

Koataokevaleton amé Tnv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue de I'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

TN teyviki fo0gia 1| IAnpo@ opics oYeTIKG pe TOPOYYEMES EMKOIVOVI|GTE GTA:
Thyl.: +32 (0)67 88.99.99 Dog: +32 (0)67 88.99.96

KAINIKO YIIOBAGPO

H pevivn, éva molvmentidikd évivpo (MB~ 40000) (1), yvooth eniong ¢ oyyE10TOGIVOYEVAOT),
glval pi KOKAOPOPOUGO TPMOTEACT) 7OV EKKPIVETOL OO TOPUCTEPOUUTIKA KOTTOPO OTNV
TOPAGTEPALOTIKI] GUGKEVT] TOV VEQPPOV, MG OTOKPIOT OE HEIONEVO OYKO OiUATOS M YOUNAR
ovykévipmon NaCL oto copo.

H pevivn evepyomotel to sOoTNHO pEVIVG-ayYEI0TAGTVIG LETATPETOVTAS TO TAPOUYOUEVO GTO TP
ayyelotacwvoyovo og ayystotacivn I (avevepyn), n oroio kKotony peTaTpinetal og oyysotoacivn 11
(evepyn) oto ayyswxd embiio tov mvevpdveov. H ayyeotocivny 11 umopel va emipépet
QYYEIOCVGTOCT LEC® OEYEPONG TOV KEVIPIKOD VELPIKOV cvotiuatoc. Emimiéov dieyeipet v
éxkpion ADH (avtidiovpntikn opudvn) kot oAdootepdvng and ta emveepiou (6).

Ol oNUOVTIKOTEPEG AELTOLPYIEG TOV GULOTNWUATOG PEVIVNG-ayYEOTAGivG gival 1 pOBuon g
APTNPLIKAG TECT|C KO 0 EAEYYOG TNG VEPPIKNG CTEIPUUATIKNG dtnomg (2).

H ovykévipwon g pevivng 610 mhdopa ennpedletot amd T oLYKEVIPOGT TOL KUKAOPOPOHVTOG
QYYEIOTAGIVOYOVOL KOl ETOUEVMS, OO TN cvykEvipmon g ayysotacivig I To vynid enineda
ayyelotacivnig Il oto mhdopo emeépovv  peiwon TG Ekkpiong  pevivig  (apvnTikn
avoTPOPOdOTNON)

O kaB0opIo oG TOV EMTESMY PEVIVIIG GTO TAAGLLOL EIVOIL XPNOLLOG GTN SLAYVMGT| TNG VITEPTACNG KoL
otV mapakorovdnon g Bepanciog vepTaciKOV 0c0EVOY (3).

H cvykévipwon pevivng 610 TAAGLLO VAEPTACIKOV acOevdv gival PEIOUEVN AOY® TpmTomabohe
vEPOAd0oTEPOVIGHOD (4), oe avtifeon pe v veppayyeloxn vaéptoaon (5), 6mov avédvovtal ol
GUYKEVIPMGELG TOGO TNG PEVIVING OGO Kol TNG AASOGTEPOVNC.



IV.  BAXZIKEX APXEX THX MEGOA0Y

O mpocdiopiondg Renin-EASIA ¢ DIAsource sivar  évag  evlopikdg
OVOGOTPOGIIOPICUOG  EVIoYVHEVNG evaucOnoiog, otepeng @dong, O 0moiog
ekteleiton oe mAdkeg pikpotitAodomone. Ot PBabuovountés kon ta deiypato
avTdpody pe 1o povoklevikd aviicopo ovlnyng (MAb 1) mov eivar
EMOTPOUEVO OGNV LIOBOYN NG TAGKAG HIKPOTITAOSOTNONG Kot HE  €vol
povokhwvikd ovticopo (MAb 2) onuacpévo pe pagoavidikr vrepoteddon
(HRP). Metd oamd po mepiodo emdaong mov emiTtpénel 10 oYNUOTIoUO evdg
csavrovttg: emiotpopévo MAb 1 — avOpdrivy pevivn — MAb 2 — HRP, 1 thdxo
UIKPOTITA03OTNONG VITOPBAAAETOL G TTAVGT Y10 VO ATOUOKPVVOEL TO GNUACHEVO [E
évlopo adéopevto avticopa. To onuacuévo pe VDO SECUEVUEVO OVTICOLLOL
petpdtor péow oG xpopoydvov avtidpaong. Ilpootifeton ko emwdaleton
xpopoyévo didropo (TMB). H avtidpoaon otapatd pe v mpocdfikn
OVOOYETIKOD SOAVHOTOG KOL OTN GLVEYEID yivetaw ovayveon g TAGKOG
HIKPOTITA0SOTNONG 6T0 KUTGAANAO uiKog KOpatog. H moodmta petotponig ton
VIOOTPOUATOG KOOOPILETOL YPOUATOUETPIKG HETPOVTIAG THV AmOppOPNon, M
onoia givat avaAoyn TPOG T GLYKEVTPMOGT avOpdTIYNG pevivig.

Iapotdveron ypopikd o KoumoAn PBobpovounong kot mpoodiopiletor m
CUYKEVIPOON NG peVivg oTa deiypoto pe avayoyn omd TNV  KOUTOAN
Bobpovounonc.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvridpoosTiipra K 96 Xpopa- AvacvoTaon
TPOcdLopt- TIKOG
oPAV KO3KOG
gk pxpotithodomong 96 vodoyég ume "Etowpo yia ypnon

ue 96 amoondueveg
VOS0YEG EMCTPMUEVEG [UE
avt-pevivn (LovoKA®VIKG

]

avTichuato)
Ab HRP CONC 1 pradido KOKKWVO | ApondoTe pe
0,05 ml pLOHIGTIKG SréAvpa
. . . ovievypoTog

Z0Cevypa: avti-pevivn .

(HovokA®VIKG OVTIGOOTO) (?}' ET,lKSm y}l\(x Tov

onpoopéva pe HRP og pubuiotikd Z Z tmT(]scu)vts ot

Sidhopa TRIS pe Aevkopotivn P s

Boetov opov ko Bupoin

1 prahido kokkwo | ‘Etowpo yo xprion

10,5 ml

PuBpiotikd didhvpa cvledypatog:

puBpotikd didiopo TRIS pe Bosia

opolevkmpativn kot Hopdin

CAL 6 QloAidia kitpwvo | IpocBéete 2 ml
Avopthonot- AMEGTAYUEVOL VEPOD

Babpovountmg N = 0 émg 5, oe THevo

avOpOTLVO 0po e BLpoAN .

Aegite TG oxpiPeig TIHEG AV 6TIg

ETIKETEG TOV PLAMSTIV.

CONTROL N 2 puohidio aonui | MpocBéote 2 ml
Avopthomot- AMEGTAYUEVOL VEPOD

nuévo

Opoi eréyyov -N =172
og avipdTvo opo e Ovpdin

| WASH | SOLN |CONC | 1 pradido KopE Apalwo'rst 200 x pe
10ml OMEGTAYUEVO VEPO
(xpnowomowiote

Awdhopo nhdong (Tris-HCI) , -
HOYVITIKO avaSEVTAPOL).

1 prahido hevko | "Etopo yio xprion
12ml
Xpwopoyovogc TMB
(tetpapebuArpeviudivn)
povpo | "Etowpo yia xpion

- 1 pradido
STOP | SOLN 12ml

Avooyeticd avtdpaotipto: HCI
10N

Xpnowonoteite 10 undevikd Pabpovountn yio apotdCELG
detypdtmy.
2. 1 pg tov mopackevdopatog Babuovountn aviictoei o 2,2
+/-0,2 plU ov NIBSC 68/356.
Ot Tipég mov Aoppdavovior oe pg/ml mpénetl vo tolhomhacidloviat ent 2,2
vt AMqyn amoteleopdrov og lU/ml 4 miU/I.

Inpeioon: 1.

VI.

ANAAQXIMA I10Y AEN ITAPEXONTAI

Ta akdAovBo VAKE amwartovvTon aAAG dev TapExovToL 6TOo KIT:

N =

o0k w

® N

VII.

VIII.

Ameotoypévo vepd vyming TodtnTag

IMirétec v Stavouny: 25 pl, 100 pl, 200 pl xow 1 ml (cvvictdror n xpfion
mretdv akpiPeiog pe avardoiuo TAactikd poyyn)

I aoTikd cOANVAPLY Yo THY ApaimoT dEYUATMV

Avapeikmg otpofiiiopod

MoyvnTikog avadenTnpog

Oplovtiog avadevtpag  TAUKOV HIKPOTITAOSOTNONG HE duvaTOTNTO
meplotpoenc 400 o.a.h. = 100 6.0,

2VoKELT TAVONG Yo TAGKESG LIKPOTITAOSOTNONG

Avayvhotng TAGK®OV HKPOTITA0IOTNONG HE dUVATOTNTO aVAYVOONG GTO.
450 nm, 490 nm kot 650 NM (omVv 7ePinT®ON TOAVXPOUATIKAG
avayvoong) N ue dvvardommra avdyveong ota 450 nm kor 650 nm
(novoypmuoTiky aviyvoon)

Ipoapetikdg eEomhopds: To ELISA-AID™ zov amotteitor yuoo v
avayveooT TG TAGKAG COUP®OVO UE TNV TOADYPOUOTIKY aviyvoon (BA.
napdypapo XI.A.) moleitaw and v Robert Macids Associates, Inc.
Mass. 0.2174 H.IT.A..

ITAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BaOpovopntés: Avacvotiote toug Podupovountég pe 2ml aneotaypuévov
vEPOUL.

| T AMpn S1oAvTOTTOINGN: HETA TV OVOGVOTUCT, P OTE TA PLOAIdLO
vy 30 Min o6& avadevTPa, Kol KOTOTWY ovopsiéte To o€ avopsikm
otpoPricpod (vortex).

Opoi €réyyov: Avacvothote Toug 0polg eAéyyov pe 2 ml aneotayuévov
vEPOUL.

Yolevypo epyociog pevivnig - HRP:  Ilpoetoydote emopkn Oyko
S10A0pOToC  oLCEVLYIOTOS, CPOLOVOVTIOG TO GULUTVKVOUEVO  GOCEVLYUO
Pevivinig-HRPue  pubuiotikd dudvpa ovlevypatog. BA. etikéta yu tov
akpifn ovviedeotn apaimong.  XPNOUOTOMOTE AVOUEIKT GTPOPIMGHOD
(tomov vortex) yio. va opoyevorowoste. Ilpoteivetar mpogtoacio ™
oTypn TG Xprons.

Awdopa whdong epyaciog: Ilpostodote emapki OyKo SAOHOTOG
mAvong epyaciog pe mpoobnkn 199 dykwv ameotaypévov vepov o 1 dyko
Sralvpotog TAoong (200x). XpnoHonoqote HoyvnTikod avadenTipa yio TV
opoyevonoinon. Amoppiyte 10 uUn yPNoomotnuévo dddvpa TAHong
£PY0OL0G 0TO TENOG TNG NUEPAC.

DPYAAEH KAI HMEPOMHNIA AHEHX TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ilpwv ond 10 Gvorypo M v avacVotoot, OO TO GUOTOTIKG TOV KIT
mapopévouy otabepd g v nuepounvie ANENG, N omoia avaypaeeTot
oV £TIkéTa, £QOoOV dratnpovviat og Oeppokpacio 2 Emg 8° C.

Metd v ovacvotacn, ot Pabpovountéc kor ot opoi eAéyyxov eivon
aotofeic. Xpnolonoote TouG ApEcms LETA TV aVUoVOTACT), KOTOYVETE
TOVG ApEC MG 08 KAGopaTa Kot dlotnpnote Tovg otoug —20°C yia émg kot 6
efdopddeg. IMopapévouv otabepoi petd oamd 1 kokho katdyouéng-
amOYuENC.

Amopeghyete T 31080) 1K KOTAWVEN Kot amdyvén.

DpéoKo, TOPUCKELOOUEVO OldAvpa TADoNG epyaciog Oa mpémer vo
xpNoyLomoteital Ty idio uéPa.

Toxov petaforég TG QLOIKNG EREAVIONS TV AVTIOPOCTNPIOV TOL KIT
evdE eTOL VoL LTTOdINA®@VOLV aoTdfeta 1| odloimon.

2YAAOT'H KAI ITPOETOIMAZIA AEITMAT2N

Ta deiypora Tpénel va givor Thdopo pe EDTA.

Edav n dokipacio dev ekteleotel evidg 4 wpdv, 10 mAdopo o mpénel va
Xop1oTel og KAdopata kot va pulaydei otoug —20°C.

Amopeghyete T d1080)1KN KOTAWVEN Kot amdyvén.

Mnyv xpnoLOTOLEITE dELYLOTA TOV £YOVV VIOGTEL ALILOALOT).

ATAAIKAZIA

INUEIDOELS CYETIKA UE TO YEPLGUO
Mn xpnoponoEite TO KIT 1) T0 GLGTATIKA HETA TNV NUEPOpNVia ANENG.
Mnv avaperyviete DMKA omd S1opopeTIKEG TAPTIOES KIT.
Dépete Ol T avTd pacTHplo o€ Beppokpacio dopatiov Tpw and ™ xpHon.
Avopeifte kold OAo To avTdpocTApLe Kot To delypato pue amod avakivnion N
avadevon.
Exteléote e1g Suthodv avainyn tov Babrovountdv, tov opdv erEyyov Kot Tmv
detypdrov. Zovietatat kKOst evhuypappon.
Xpnowonomote éva Kobapd, TAUGTIKO doxelo yoo vo eToydoete T0 StdAvpa
TAOONG.
Xpnowonoteite éva Kobapd avorldoyo phyyog Tétag Yo v Tpoctnkn Kae
S1popeTikod avtdpactnpiov Kot SeiyHaTOg TPOKEWEVOL VO OTOQVYETE TNV
EMPOAVVOT).



10.
11.

12.

13.
14.

XI.

XII.

Amo@iyete mutéteg pe peToOAMKA pépm yw ™ Swavoury tov Xpopoydvov
Aoldpatog Kot Tov AvasyeTikod Al OpaTog.

H oxpifera Pertidveton pe ypnon mmeT®dv
OVTOULOTOTOMUEVOD EEOTAMGUOD SLVOUNG HE TUTETES.
Trnpeite Tovg XPOVOLS EXDACTG.

Ipoetoydote poe KopmdAn Poabuovounong yo kabe ovaivon kot un
xpnoylonoteite S£d0UEVaL amd TPOTYOVUEVES (VOADGELS.

Awveipete to Xpopoyovo Awdivpo evtog 15 Aentdv omd v TAVGT ™G TAGKOG
HIKPOTITAOS OTNONG.

Kotd ™ ddpkelo enmdoong pe 1o Xpopoyovo Awdivpo, omoevyete myv ékbeon
™G TAGKOG LIKPOTITAO3OTNONG GE GUEGO NALKO PMG.

vyniig  axpifelag 1

Awdikaoio
Em\ééte tov omortovpevo apfpd towvidv yioo v avdivon. Ov upn
APNOWLOTOMUEVES TOVIEG TPETEL VO EXVOCPPAYIOTOVV HEGO OTI GOUKOVAN
HE TOV amoENPOVTIKO TOPGyovIo Kol Vo QLAoyTOUV o€ Beppokpacio
2-8°C.
Ac@aliote Tig Towvieg péoa 6To mAaicto othpEng.
Moveipete 200 pl and k@be Babuovountn, opd eléyyxov kar deiypa oTig
KOTOAANAEG VTOSOYEG.
Enwdote yia 1 dpa og Oeppokpacio dopatiov og optlldvtio avadevtipa,
puOuiopévo otig 400 o.a.h. £ 100 6.0
AvappoprioTe 0 VYpO amd KABe VITOdOYT.
IM\dvete v mhaka 3 opég.
Moveipete pe mméra 100 pl pevivn-HRP culevypatog epyaciog oe Oheg
TIG VITOBOYEC.
Enodote yio 1 dpa og Beppokpacio dopatiov og oploviio avadevtinpo
puOuiopévo otig 400 6.0.A. £ 100 6.0u\..
AvappoprioTe o VYPO oo KABE VITOdOYT.
IM\dvete v mhdka 3 opEg.
Aoveipete pe mméto 100 pl tov ypopoydvov SwAdpatog oe KOe
vrodoyn, evtog 15 Aemtdv and to Prpe TAdoNG.
Enwdote eni 30 Aentd og Beppokpacio dopatiov, anopuyete TV dueon
£xbeon otV nhoky okTvoPoric.
Moveipete pe mméto 100 Pl avooyetikod d1odvpotog og KaOe vLodoyn.
Kévte avayvoon tov aroppopficemv oto 450 nm (piktpo avagopig 630
nm 7 650 nm) eviog 1 dpag kot vVoloyicte To OmOTEAEGUATO OMMG
meptyphpetor oty gvomra Xl.

YIIOAOTIEMOZX TQN AIIOTEAEXMATQN

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

Ynohoyiote T pHéon TN TOV SITADV TPOGIOPIGUDV.

e NUAOYapOpkd M YPOUIIKO XopTl YPOENUATOV, TOPUCTHOTE YPUPIK,
T uég OD (tetaypévn) yio kébe Babuovounty évavtt g avtictonmg
GUYKEVIpOONG ™G pevivng (tetumuévn) kot oxedldote o KopmOAn
Bobuovounong péom tov onueiov tov Pabupovounti, cuvdEoviog e
gubeieg Ypappés 1o amoTuTOUEVE oTUEiaL.

AwBdaote ™ cvykévipwon Yo kGOs opd eAEYXOL Kot delypa pe avayoyn
oV Kapumdin Pabuovounong.

Avayoyn dedopévov pe ™ Ponbewr miextpovikov vroloyioty 6Oo
AmAOTOMOEL VTOVG TOVG VIOAOYIGHOVG. Edv ypnouomoteitar avtdpotm
enefepyocio.  amoteAeoUdTOV, GUVIOTATOL  TPOCUPUOYY,  KOUTOANG
AOYLOTIKNG GLUVAPTNONG 4 TOPUUETPDV.

TYIIIKA AEAOMENA

Ta akdrovbo dedopéva Tpoopilovrar Ldvo og TopAdEY e Kot dEV TPEMEL VO
APNOYLOTOLOVVTOL TTOTE AVTE THG KAUTVUANG Bafpovounong mpary Hatikov xpovov.

B. Ewwémra

H dwotavpovpevn avtidpaotikdmra g mpo-peviving og avtdv tov EASIA
TPOGIOPIOUE PEVIVIG TPOGSIOPIoTNKE HESH TPOSHNKNG TPO-pevivig o€ d1dpopeg
GUYKEVIPAOOELS 6€ pio uTpa TAGCUATOG KO LETPAOVTOG THV EROAVT] ATOKPLOT TNE
pevivine.  H daotavpodpevn avtidpactikdmnto g pevivig Ppébnke vav givan
0,2%.

C. MapepPoréc apocporpivig ko yorepvOpivng

Y10 kit Diasource Renin EASIA g&etdotnke 1 aipoc@aipivn o€ cuykévipoon 7,5
mg/ml kor m xokepubpivn oe ovykévipwon 0,2 mg/ml. To omoteléopata
mapotifevor otov akdrovbo mivaka.
Aev avnke onpavtiky mtapepBorr amd ™ yohepubpivn, ta oproivpéva deiypato
0o Tpénel ®oTOGO VL amoPevyovVTaL.

Renin-EASIA Movadeg OD
B ,

aduovoymrig 0 pg/mi 0,074
3,9 pg/mi 0,121

11 pg/ml 0,2

55  pg/ml 0,68

91  pg/ml 1,068

270  pg/ml 2,6

Aglypo Twn pevivng Twn pevivng + Twun pevivng +
(pg/ml) OLHOGQOLPIVN XoAepLOpivn
(pg/ml) (pg/ml)
IMéopa 1 12,8 75 13,1
IM\éopa 2 62,7 41,0 60,0
IM\éopa 3 10,8 71 11,7
D. Akpipaa
I'TA TON IAIO ITPOZAIOPIZEMO METAEY AIA®OPETIKQN
[TPOZAIOPIEMQN
Agiypo | N <X>*T.A. TA. Agiypo | N <X>+*T.A. TA.
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 22 16,7+ 0,9 54 A 10 168+ 1,1 6,2
B 24 67,3+ 15 2,2 B 10 64,6+ 2,2 33
T.A.: Tomkn amokAion, X.A.: ZuvteheoThg Stakdpovong
E. OpBoTTO
AOKIMAZXIA ANAKTHZHX
Agiypa IIpootebeica AvoxktnOsica Avaktnon
pevivny pevivn (%)
(pg/ml) (pg/ml)
Opdg 371 38,0 102,4
78,0 62,0 79,5
131,2 109,1 83,2
2285 2415 105,7
AOKIMAZIA APAIQXHY
Agiypa Apaioon QzopnTiKi MetpnOsica
GLVYKEVTPOON GLVYKEVTPOON
(pg/ml) (pg/ml)
1 1/1 - 103,8
1/2 53,6 51,9
14 24,2 259
1/8 11,1 12,9
2 1/1 - 105,8
1/2 52,9 51,6
1/4 26,4 26,6
1/8 13,2 13,8
1/16 6,6 55

X,

A.

AIIOAOZH KAI IIEPIOPIZMOI

‘Opro aviyvevong

Metprifnkav gikocttécoepig undevikoi Babpovountég poli pe éva ohvoro GAmv
Babpovountav. To 6plo aviyvevong, oplloHeEVO MG 1 POLVOUEVIKT GUYKEVTPOOT
800 Tumik@V omokAicewv mave and Tig péoeg petpioelg OD oe pndeviki
déopevon, firav 0,8 pg/ml.

To deiypa apardOnke pe o undevikod Pobuovount.




XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

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

- Eav eivar emBountd, kébe epyoctiplo pmopel vo dnptovpynoet to diké tTov
ueiypota derypdtov eléyyov (pools), to omoio mpémel va dotnpodvtol
Koteyuyuévo, o khdopotal/ddoelg pag yxpriong. Opoi egléyxov mov
meptEyovy alidio Oa emdpdoovy oty evivpiky avtidpaon kot gV umopodv
Vo, xpnoyorombovy.

- Ta kpreipla. awodoyng yu T S1epopd HeTaé&d TV SMADV 0moTeEleoUiTOV
TV detypdtov Oa tpénet va Bacilovtal og 0pBéc epyacTnPLOKEG TPAKTIKEG.

- Yuviotdtor ot 0poi eAEyyov va vrofdAlovial o€ TPOGIIOPICUO TAKTIKA MG
dyvoota deiypota yio vo peTpdrot 1 petofAntdma Tov tposdiopiopod. H
amO300M TOV TPOGOLOPIGHOD TPEMEL Vo TapaKolovdeitarl pe duoypappoto
TOL0TIKOV ELEYYOV TV OPDY EAEYYOV.

- Eivor koAo 10 vo €Méyyete OMTIKG TNV TPOCOPUOYN TG KOUTOLANG 7OV
emEyONKe amd TOV VTOLOYIOTH.

XV. TIMEX ANA®OPAX

O tipég avtég mapéyoviar pdvov wg odnyds. Kabe epyaoctipo Oa mpénetl va
KaB1EpOOEL TO S1KO TOV TESGIO PLUOLOLOYIKDV TIHMV.

To @uotoroykd gvpog (0,8 éwg 16,5 pg/ml) mposdiopictnke oe 20 puoloroyikd
vrokeipevo pe péon tuqy 4,9 pg/ml.

XVI. ITPODPYAAZEIY KAI IPOEIAOIIOIHXEIY

Acopaleiog

Movo yia dtoyveotiky ypfion in vitro.

Ta cvotatikd avBpdTvoy aipatog Tov TEPIAAUPBAVOVTOL 6TO KIT QUTO EYOVV
eheyyOei pe pebodovg eykekpuéves oty Evponn f/kol and tov FDA kot éyet
Swamiotmbel 011 givan apvntikd ©g Tpog v mapovsio. HBSAQ, avti-HCV, avti-
HIV-1 ko 2. Kopio yvooty pébodog dev eivor duvatd va mapéyel mAnpn
Srac@dion 0Tt Tapdywya Tov avlpdrivov aipatog de Oo petaddoovy nratitida,
AIDS 7 dAdeg Aowméels. Emopévag, o yepopds avtidpaoctnpiov, detypdtov
0po¥ N Thdopatog Oa Tpémetl vo yivetar cOUPOVO e TIG TOTIKEG dladikaoies mepi
ACPOAELOG.

O\a o Cod Tpoidvta Kot mapdywyo £xovy oviieydei omd vy (oa. To Posia
GLOTATIKG TPOEPYOVTAL 0o YDPEG OOV dev éxet avapepbei BSE. TTap' OA' avtd,
ovotatikd mov mepiEyovy Lwikég ovoieg Ba mpémer va avtetonifovior g
SVVNTIKOG LOAVGHOTIKG.

Amoiyete kG0e emapn pe TO dEPUA HE OAOL TOL AVTIOPAOTIPLY, TO OVOUCYETIKO
oo wepiéyel HCl. e mepintoon enoghc, TAOVETE GYOAACTIKG e VEPO.

Mnv konvilete, unv mivets, unv TPOTE KOl U1 XPNOLULOTOIEITE KAAAVVTIKG 6TO
XOpo epyociog. Mnv Slavépete pe TIETO YPNOYOTOIOVTNG TO OTONO GOG.
XpNOUOTOLEITE TPOCTUTEVTIKO POVYIGUO KO YOVTLOL LLOG XPTIONG.
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XVIII.  HEPIAHWH TOY IIPQTOKOAAOY
BAOMONOMH- OPOI
TEX EAErX0Y
(1 AEITMA(TA)

(W)

Babpovountég (0-5) 200 -
Opoi eléyyov, Aparopévo. - 200

Enwdote Yo 1 dpa og Oeppokpacio Sopatiov pe diopkn avadevon oTig
400 c.0.\..

AvappoprioTe TO TEPLEXOUEVO KABE VITOBOYNC.

IMAovete 3 opég pe 400 pl Sroddpatog mhdong Kot avappoehoTe.

Z0Cevypa avTi-pevivig 100 100

Enwdote yio 1 dpa og Oeppokpacio Sopatiov pe diopkn avadevon oTig
400 c.0.\..

AvappoprioTe TO TEPLEXOEVO KAHE VITOSOYNGC.

IMAovete 3 opég pe 400 pl droddpatog mhdong Kot avappoeroTe.

AmokalomTiko dtdAvpLo. 100 100

Enwdote eni 30 Aentd o Oeppokpacio dopotion

Avaoyetikd dtdAvpo 100 100

Kavte avayvoon og cuokeun aviyvoong TAUKOV HIKPOTITAOSOTNONG.
Kotayphyte v aroppdéenon kabe vrodoyng ota 450 nm (évavtt 630 7
650 nm)

Ap. Katardyov DIAsource: ApOuog P.1.: Ap. avabedpnong:
KAP1531 1700482/¢l 110120/1

nuepounvia avabedpnong : 2011-01-20



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

Revision nr 070716



P.I. Number : 1701000

Simbolos utilisados

Consultar las instrucciones de uso

Limitacion de temperatura

Fecha de caducidad

Codigo delote

NUmero de catédl ogo

Control

Producto sanitario para diagndstico in vitro

Fabricante

<]EEEEEM =
ol |Z =

]

r

Contenido suficiente para<n> ensayos

WASH | SOLN | CONC

Solucion de lavado concentrada

cAL 0 Calibrador cero
CcAL N Cadlibrador #
CONTROL [ N Control #
Ag | 1281 Trazador
Ab 1251 Trazador
Ag | 1251 | conc Trazador concentrada
Ab | 1251 | conc Trazador concentrada
lij Tubos

INC | BUF Tampon de incubacion
ACETONITRILE Acetonitrilo

SERUM Suero

DIL SPE Diluyente de Muestra

DIL BUF Tamp6n de dilucion

ANTISERUM Antisuero

IMMUNOADSORBENT Inmunoadsorbente

oL | ca Diluyente de calibrador

REC | SOLN Solucion de Reconstitucion

Glicol Polietileno

Solucion de extraccion

ELU | soN Solucién de elucion

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

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

HRP Conjugado concentrada

HRP Conjugado concentrada

Tamp6n de Conjugado

CHROM ™B CONC

Crombgena TMB concentrada

CHROM | T™MB

Solucion Cromégena TMB

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

Concentrado de conjugado de biotina

Concentrado avidinaHRP

Tampoén de ensayo

Conjugado de biotina

Anticuerpo especifico

Estreptavidina-HRP Concentrado

NSB Uni6n no especifica
2ndAb Segundo anticuerpo
ESEE Tampén de Acidificacion
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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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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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