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C-PEP-EASIA

.  INTENDED USE

Immunoenzymetric assay for the in vitro quantitative measurement of human C-PEPTIDE (C-
PEPTIDE) in serum.

[I. GENERAL INFORMATION
A. Proprietary name : DIAsource C-PEP-EASIA Kit
B. Catalogue number : KAPO401 : 96 tests

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

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

1. CLINICAL BACKGROUND

A. Biological Activity

Insulin is synthesized in the beta-cells of the idets of Langerhans as a precursor molecule, proinsulin.
In the secretory granules of the beta-cells, proinsulin is cleaved into insulin and into a 31-amino-acid
peptide, called the Connecting Peptide or C-Peptide. Insulin and C-Peptide are secreted in equimolar
amounts. However, because of its longer half-life, the plasma concentration of C-peptideis higher than
that of insulin.

The determination of plasma C-Peptide allows an assessment of the endogenous insulin production,
even in the presence of exogenous insulin administration or in the presence of circulating anti-insulin
antibodies.

Moreover, the determination of C-Peptide in urine provides areliable index of the insulin production
when blood sampling is difficult or when an integrated estimation of C-Peptide secretion over a period
of several hoursisreguested.

B. Clinical applications
Assessment of residua beta-cell function in diabetics under insulin therapy
Detection and monitoring of the remission phase of type | diabetes
Adjunct in the differential diagnosis between type | (insulin-dependent) and type Il (non-
insulin-dependent) diabetes
Diagnosis of insulin-induced factitious hypogl ycaemia
Contribution to the diagnosis of insulinoma (insulin suppression test)
Prognostic index of foetal outcome in pregnant diabetic women
Evaluation of insulin secretion in liver disease
Monitoring of pancreatectomy



IV.  PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource C-PEP-EASIA is a solid phase Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay performed on a microtiterplate. A fixed amount of C-PEPTIDE
labelled with horseradish peroxidase (HRP), compete with unlabelled C-
PEPTIDE present in the calibrators, controls and samples for a limited number of
binding sites on a specific antibody.

After 2 hours incubation at room temperature, the microtiterplate is washed to
stop the competition reaction.

The chromogenic solution (TMB — H,0,) is added and incubated for 30 min. 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 inversely
proportional to the C-PEPTIDE concentration.

A calibration curve is plotted and C-PEPTIDE concentration in samples is
determined by interpolation from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents 96 tests Color Reconstitution
Kit Code
Microtiterpl ate 96 wells blue Ready for use
with 96 anti C-
PEPTIDE coated
wells
1via red Dilute 100 x with
| Ag | HRP | CONC | 0.2ml conjugate buffer

Conjugate: HRP |abelled C-
PEPTIDE (HPLC grade) in TRIS-
HCI buffer with bovine serum
abumin and thymol

1via red Ready for use
| CONJ | BUF | 55ml
Conjugate buffer : in TRIS-
MALEATE buffer with bovine
casein and thymol
1via yellow | Add 2.0 ml distilled
CAL n lyophilized water
Zero cdibrator in human serum
and thymol
Svids yellow | Add 1.0 ml distilled
CAL Iyophilized 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

magnetic stirrer).
Wash Solution (Tris-HCI)

2vids silver Add 0.5 ml distilled

Controls-N =1or 2
in human serum with thymol

1via white | Ready for use
| CHROM | TMB | 25ml
Chromogen TMB
(Tetramethyl benzydine)

1via white | Ready for use
| STOP | SOLN | 25ml

Stop solution: HCI 1.0N

Note: 1. Usethe zero calibrator for sampledilutions.
2. 1ng of the calibrator is equivalent to 1 ng of the NIBSC IRR 84/510.

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 delivery of: 50 ul, 100 ul, 200 pl, 500 pl, 1 ml and 2 ml (the
use of accurate pipettes with disposable plastic tips is recommended)
Vortex mixer

Magnetic stirrer

Horizontal microtiterplate shaker capable of 700 rpm + 100 rpm

Washer for microtiterplates

Microtiterplate reader capable of reading at 450 nm and 650 nm (or 630
nm)

REAGENT PREPARATION

Calibrators : Recongtitute the zero calibrator with 2.0 ml distilled water
and the other calibrators with 1.0 ml distilled water.

Controls : Recongtitute the controls with 0.5 ml distilled water.

Working C-Peptide-HRP Conjugate : pipette 50 pl of the conjugate
(concentrated C-Peptide-HRP solution) into 5 ml of conjugate buffer for 96
wells used. Extemporaneous preparation isrecommended

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 reconstitution, all kit components are stable until the
expiry date, indicated on thevial labdl, if kept at 2 to 8°C.

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

After reconstitution, calibrators 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.
The Working C-PEPTIDE-HRP conjugate is stable for 18 hours 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. It is
recommended to vortex the samples before use.

Do not use haemolysed samples.

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date.

Do not mix materials from different kit lots.

Bring 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 limited to the time mentioned in section XIII paragraph E
(Time delay).

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.



10.
11.

XI.

XII.

Procedure

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

Securethe gripsinto the holding frame.

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

Pipette 50 pl of diluted anti-C-PEPTIDE-HRP conjugateinto all the wells.

Incubate for 2 hours at room temperature on a horizontal shaker set at 700
rpm = 100 rpm.

Aspirate the liquid from each well.

Wash the plate 3 times by:

§ dispensing 0.4 ml of Wash Solution into each well

§ aspirating the content of each well

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

Incubate the microtiterplate for 30 minutes at room temperature on a
horizontal shaker set at 700 rpm = 100 rpm, avoid direct sunlight.

Pipette 100 pl of Stop Solution into each well.

Read the absorbencies at 450 nm (reference filter 630 nm or 650 nm)
within 3 hoursand 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
nm).

Calculate the mean of duplicate determinations.

Calculate for each calibrator, control and sample:

OD (Cdlibrator, Control or Sample) X100

B/BO(%) =
6 OD (Zero Cdlibrator)

Using either linear-linear of semi-logarithmic graph paper, plot the
(B/BO(%)) values for each calibrator point as a function of the C-
PEPTIDE concentration of each calibrator point. Reject obvious outliers.
Computer assisted methods can also be used to construct the calibration
curve. If automatic result processng is used, a 4-parameter logistic
function curve fitting isrecommended.

By interpolation of the sample (B/BO (%)) values, determine the C-
PEPTIDE concentrations of the samples from the calibration curve.

TYPICAL DATA

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

C-PEP-EASIA OD units
Cdibrator 0 pmol/ml 1.796
0.05 pmol/ml 1513
0.13 pmol/ml 1.216
0.48 pmol/ml 0.786
16 pmol/ml 0.404
4.9 pmol/ml 0.196

XIHI.

A.

PERFORMANCE AND LIMITATIONS

Detection Limit

Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators.
The detection limit, defined as the apparent concentration two standard
deviations above the average OD at zero binding, was 0.01 pmol/ml.

Specificity

The specificity was estimated by spiking a pool of C-Peptide serum with
concentration lower than 0.03 pmol/ml with the following peptides :

Compound Quantity Cross-reaction

added
(ng/ml) (%)

- Biosynthetic human proinsulin 6.25 12.50

- Purified porcine proinsulin 50.00 ND

- Monkey C-Peptide 6.00 30.00

- Pork C-Peptide 6000.00 0.03

- Pork Insulin 18000.00 0.01

- Pork Glucagon 1000.00 ND

- Beef Glucagon 1000.00 ND

ND : No interference Detected

C. Precision

INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>xSD Ccv Serum N <X>x=SD Ccv
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 20 0.19+ 0.01 58 A 20 0.28+ 0.03 9.2
B 20 0.59+ 0.05 84 B 20 0.74 £ 0.05 72

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

D. Accuracy
RECOVERY TEST
Sample Added C- Recovered C- Recovery
PEPTIDE PEPTIDE (%)
(pmol/ml) (pmol/ml)
Serum 0.60 0.49 82
120 116 97
241 232 9%
4.12 4.02 98
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Concent. Measured Concent.
(pmol/ml) (pmol/ml)
Serum 1 - 413
172 207 1.99
14 103 107
18 0.52 0.54
/16 0.26 0.24
132 0.13 0.11

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 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 aiquots. Controls that contain azide will
interfere with the enzymatic reaction and cannot be used.

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

§ It is recommended that Controls be routindy assayed as unknown samples
to measure assay variability. The performance of the assay should be
monitored with quality control charts of the contrals.

§ 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.

Identification Number of subjects Range pmol/ml)

Diabetestype | 32 0.01-0.28

Diabetestype I 41 0.43-2.60
Normal 41 0.28 -2.00

Theranges are based on 2.5% to 97.5% percentiles.

XVI.

Safety

PRECAUTIONS AND WARNINGS

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, the
chromogen contains TMB and H;O,. 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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XVIII. SUMMARY OF THE PROTOCOL
SAMPLE(S)
CALIBRATORS CONTROLS
(ub) (ul)
Cdibrators (0-5) 100 -
Controls, Samples - 100
Working Anti-C-PEPTIDE-
HRP conjugate 50 50

Incubate for 2 hours a room temperature with continuous shaking at 700 rpm.
Aspirate the contents of each well.
Wash 3 times with 400 pl of Wash Solution and aspirate.

Chromogenic Solution 100 100

Incubate for 30 min a room temperature with continuous shaking a 700 rpm.

Stop Solution 100 100

Read on a microtiterplate reader and record the absorbance of each well a 450 nm
(versus 630 or 650 nm)

DIAsource Catalogue Nr : P.I. Number : Revision nr :
KAPO401 1700522/en 110221/1
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

C-PEP-EASIA

.  VERWENDUNGSZWECK

Ein immunenzymetrisches Assay fir die quantitative in vitro Bestimmung von humanem C-Peptid (C-
PEPTIDE) in Serum.

[I. ALLGEMEINE INFORMATION
A. Handelsbezeichnung : DIAsource C-PEP-EASIA Kit
B. Katalognummer : KAPO401: 96 Tests

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

Fiir technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

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

1. KLINISCHER HINTERGRUND

A. Biologische Aktivitit

Insulin wird in den Beta-Zellen der Langerhans-insen as en Vorldufermolekil, Proinsulin,
synthetisiert. In den Sekretgranula der Beta-Zellen wird Proinsulin in Insulin und in ein Peptid mit 31
Aminosduren, das so genannte C-Peptid (, Connecting Peptide’) gespalten. Insulin und C-Peptid werden
in dguimolaren Mengen sezerniert. Wegen seiner langeren Halbwertszeit ist die Plasmakonzentration
von C-Peptid jedoch hther a's jene von Insulin.

Die Bestimmung von C-Peptid im Plasma ermdglicht eine Beurteilung der endogenen
Insulinproduktion, auch bel Vorliegen exogener Insulinverabreichung oder in  Anwesenheit
zirkulierender Anti-Insulin-Antikérper.

Darliber hinaus bietet die Bestimmung von C-Peptid im Harn einen zuverlassigen Index der
Insulinproduktion, wenn die Abnahme von Blutproben schwierig ist oder wenn eine integrierte
Schétzung der Sekretion von C-Peptid Uber einen Zeitraum von mehreren Stunden erforderlichist.

B. Klinische Anwendungen
Beurteilung der Restfunktion der Beta-Zellen bei Diabetes unter Insulintherapie.
Erkennung und Kontrolle der Remissionsphase von Typ-1-Diabetes.
Zusatz in der Differenzialdiagnose zwischen Typ-1- (insulinabhéngig) und Typ-2- (nicht
insulinabhéngig) Diabetes.
Diagnose insulininduzierter artifizieller Hypoglykdmie.
Beitrag zur Diagnose von Insulinom (Insulin-Suppressionstest).
Prognostischer Index der Wirkung auf den Fotus bel schwangeren Diabetikerinnen.
Bewertung der Insulinsekretion bei Lebererkrankung.
Kontrolle von Pankreatektomie.
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IV. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Der DIAsource C-PEP-EASIA st ein solid phase-Enzyme Amplified Senstive
Immunoassay (EASIA) im Mikrotiterplattenformat. Eine festgesetzte Menge an
mit Meerrettich-Peroxidase (MRP) markiertem C-PEPTIDE konkurriert mit dem
zu messenden, in der Probe oder in dem Kalibrator vorhandenen C-PEPTIDE um
eine fesgesetzte Menge an Antikorperbindungsstellen. Nach 2-stiindiger
Inkubation bei Raumtemperatur wird die Mikrotiterplatte gewaschen, um die
Konkurrenzreaktion zu stoppen.

Farblésung (TMB — H,O;,) wird hinzugefugt und inkubiert. Die Reaktion wird
durch Hinzufuigen einer Stoppldsung beendet und die Mikrotiterplatte wird bei
adaguater Wellenldnge ausgewertet. Die Menge an Substratumsatz wird
kolorimetrisch durch Messung der Absorption bestimmt, die proportional zur C-
PEPTIDE-Konzentration ist. Eine Kalibrationskurve wird gedruckt und die C-
PEPTIDE-Konzentrationen der Proben werden iiber Dosis Interpolation der
Kalibrati onskurve bestimmt.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

96 Test Farb-
Kit code

Reagenzien Rekonstitution

Mikrotiterplatte mit 96 anti

96 Wells Blau gebrauchsfertig

1r] C-PEPTIDE- beschichtete
- Wells
Ag | HRP CONC 1 Gefél3 Rot Mit Konjugatpuffer

02ml 100 x verdiinnen

Konjugat: MRP beschriftete C-

PEPTIDE (HPLC grade) in TRIS-

HCI -Puffer mit Rinderseruma bumin

und Thymol
1Gefad Rot gebrauchsfertig

Konjugatpuffer: TRIS Mdeat-puffer
mit Rindercasein und Thymol

1 Gef&d Gelb
lyophilisiert

2,0 ml dest. Wasser
zugeben

Null-Kdibrator in Humanserum und

Thymol
CAL 5Gefaie | Gelb | 1,0l dest Wasser
) - lyophilisiert zugeben
Kdibrator - N =1his5
(genaue Werte auf Geféf3-Etiketten)
in Humanserum und Thymol
| WASH | SOLN |C0NC | 1 Gefdld Braun | 200 x mit dest. Wasser
10ml verdiinnen
Waschldsung (Tris-HC (Magnetriihrer
o ) benutzen).
2 Gefile Silber | 0,5ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben
Kontrollen - N = 1 oder 2
Humanserum und Thymol
1Gefad WeiR | gebrauchsfertig
CHROM TMB 25ml
Chromogenes TMB
(Tetramethyl benzydin)
1Gefad WeiR | gebrauchsfertig
STOP SOLN 25ml

Stoppl 6sung: HCI 1.0N

Bemerkung: 1. Benutzen Sie den Null-Kalibrator zur Probenverdiinnung.
2.1 ng der Kalibrationszubereitung ist dquivalent zu 1 ng NIBSC
IRR 84/510

VI. ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1. Hochwertiges destilliertes Wasser

2. Pipetten: 50 pl, 100 pl, 200 pl, 500 pl, 1 ml und 2 ml (Verwendung von
Prézi sionspi petten mit Einwegplastikspitzen wird empfohlen)

Vortex Mixer

Magnetrihrer

Horizontaler Schuttler fir Mikrotiterplatte Kap. 700 rpm + 100 rpm
Waschgerét fur Mikrotiterplatten

Mikrotiterplatten-L esegerdt zur Auswertung bei 450 nm und 650 nm (oder
630 nm)

Nookrw

VII.

VIII.

@

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Kalibratoren: Rekongtituieren Sie den Null-Kalibrator mit 2,0 ml dest.
Wasser, die anderen Kalibratoren mit 1,0 ml dest. Wasser.

Kontrollen: Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 0,5 ml dest. Wasser.
Gebrauchsfertiges C-PEPTIDE-HRP-Konjugat: Losen Sie 50 pl des
konzentrierten C-PEPTIDE-HRP-Konjugats in 5 ml Konjugatpuffer (fir 96
Wells). Eswird empfohlen, die L6sung frisch zuzubereiten.

Waschlosung: Bereiten Sie ein angemessenes Volumen Waschl6sung aus
einem Anteil Waschlésung (200 x) mit 199 Anteillen dest. Wasser zu.
Verwenden Sie einen Magnetrihrer zum gleichméRigen Durchmischen.
Werfen Sie die nicht benutzte Waschl 6sung am Ende des Tages weg.

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen oder der Rekonstitution sind die Reagenzien des Kits bis
zum Ablaufdatum (Angaben auf Etikett) bei Lagerung bel 2°C bis 8°C
stabil.

Nicht verwendete Mikrotiterstreifen sollten bis zum Verfallsdatum dicht in
der Falie verschlossen mit Trockenmittel bei 2° bis8°C gelagert werden.
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, dann 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.

Das gebrauchsfertige C-PEPTIDE-HRP-Konjugat ist bei 2-8°C 18 Stunden
lang stabil.

Veradnderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen ein Anzeichen
fur Ingtabilitét 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.

Verme den Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Vor Gebrauch missen ale Proben Raumtemperatur
V ortexmischen der Proben wird vor Gebrauch empfohlen.
Keine hamolyti schen Proben benutzen.

erreichen.

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung

Verwenden Sie den Kit oder dessen Komponenten nicht nach
Ablaufdatum.

Vermischen Sie Materialien 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 Rihren.

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

Vewenden Sie zur Zubereitung der
Kunststoffbehalter.

Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um Kreuzkontamination
zu vermeiden.

Verwenden Sie zur Pipettierung der Farbl 6sung und der Stoppldsung keine
Pipetten mit Metallteilen.

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersyssem erhéhen die
Prézision.

Achten Sie auf die Einhaltung der | nkubationszeiten.

Zur Vermeidung von Drift muss die Zeit zwischen dem Pipettieren des
ersten Kalibrators und der letzten Probe auf die Zet beschrénkt werden,
diein Abschnitt XI1I Absatz E (Zeitverzdgerung) erwahnt wird.

Erstellen Sie fir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von fritheren Durchlé&ufen.

Pipettieren Sie die Farblosung innerhalb von 15 Minuten nach dem
Waschen der Mikratiterplatte.

Waéhrend der Inkubation mit der Farbldsung ist die Mikrotiterplatte vor
direktem Sonnenlicht zu schiitzen.

Waschlésung  reinen

Durchfiihrung

Wahlen Sie die erforderliche Anzahl der Streifen fur den Lauf aus. Nicht
verwendete Mikrotiterstreifen  sollten wieder dicht in der Folie
verschlossen mit Trockenmittel bei 2° bis8°C gelagert werden.

Befestigen Sie die Streifen im Halterahmen.

Pipettieren Sie jeweils 100 pl Kalibrator, Kontrolle und Probe in die
entsprechenden Wells.

Pipettieren Sie 50 pl C-PEPTIDE-MRP Konjugat in ale Wells.

Inkubieren Sie 2 Stunden bei Raumtemperatur auf horizontalem Schiittler
bei 700 rpm + 100 rpm.



XI.

XII.

Saugen Sie die Fliissigkeit aus jedem Well ab.

Waschen Sie die Platte dreimal:

§  pipettieren Sie 0,4 ml Waschlésung in jeden Well

§  saugen Sieder Inhalt jedes Wells ab

Pipettieren Sie 100 pl der Chromogenes TMB innerhalb von 15 Minuten
nach dem Waschvorgang in jeden Well.

Inkubieren Sie die Mikrotiterplatte 30 Minuten bei Raumtemperatur auf
horizontalem Schiittler bel 700 rpm = 100 rpm; vermeiden Sie direktes
Sonnenlicht.

Pipettieren Sie 100 pl der Stopplosung injeden Well.

Werten Sie die Absorptionen bei 450 nm (Referenzfilter 630 nm oder 650
nm) innerhalb 3 Stunden aus und berechnen Sie die Resultate wie in
Abschnitt XI beschrieben.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Werten Sie die Platte bei 450 nm gegen einen Referenzfilter auf 650 nm
(oder 630 nm) aus.

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppel bestimmungen.

Berechnen Sie fir jeden Kalibrator, jede Kontrolle und jede Probe:

B/BO(%) = OD (Kadibrator, Kontrolle oder Probe) X100
OD (Null Kdibrator)

Verwenden Sie semi-logarithmisches oder doppelt-logarithmisches
Millimeterpapier (Uber 3 GroRenordnungen), drucken Sie die (B/B0(%))
Werte fur jeden Kalibratorpunkt as Funktion der C-PEPTIDE-
Konzentration fur jeden Kalibratorpunkt. Schliefen Sie offensichtliche
JAusreil3er’ aus.

Computergestiitzte Methoden koénnen ebenfalls zur Erstelung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit
dem Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit
einer ,4 Parameter’ -Kurvenfunktion.

Bestimmen Sie die C-PEPTIDE-Konzentrationen der Proben uber
Interpolation der Probenwerte (B/B0(%)) der Kalibrationskurve.

TYPISCHE WERTE

Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kénnen
nicht al's Ersatz fur die Echtzeitkalibrationskurve verwendet werden.

C. Prazision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>=+SD Ccv Serum N <X>=+SD Ccv

(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)

A 20
B 20

0,19+ 0,01 58 A 20
0,59+ 0,05 84 B 20

0,28+ 0,03 9.2
0,74+ 0,05 72

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit
WIEDERFINDUNGSTEST

Probe Zugeg. C- Wiedergef. C- ‘Wiedergefunden
PEPTIDE PEPTIDE (%)
(pmol/ml) (pmol/ml)
Serum 0,60 0,49 82
1,20 1,16 97
241 2,32 96
4,12 4,02 98
VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdiinn. Theoret. Konzent. Gemess. Konzent.
(pmol/ml) (pmol/ml)
Serum 1 - 4,13
12 2,07 1,99
V4 1,03 1,07
/8 0,52 0,54
116 0,26 0,24
132 0,13 011

C-PEP-EASIA OD Einheiten

Kadibrator 0 pmol/ml
0,05 pmol/ml
0,13 pmol/ml
0,48 pmol/ml
1,6 pmol/ml
4,9 pmol/ml

1,796
1513
1,216
0,786
0,404
0,196

XIHI.

LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

Nachweisgrenze

Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen.

Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabwei chungen unterhalb des gemessenen Durchschnittswerts bei
Nullbindung, entsprach 0,01 pmol/ml.

Spezifitit

Die Spezifitdt wurde dadurch bestimmt, dass einem Pool von C-Peptid-
Serum mit einer Konzentration unter 0,03 pmol/ml die folgenden Peptide
zugesetzt wurden:

Substanz Zugesetzte Kreuzreaktivitit

Menge
(ng/ml) (%)

- Biosyntheti sches humanes Proinsulin 6,25 12,50

- Gereinigtes Proinsulin vom Schwein 50,00 KF

- C-Peptid vom Affen 6,00 30,00

- C-Peptid vom Schwein 6000,00 0,03

- Insulin vom Schwein 18000,00 0,01

- Glucagon vom Schwein 1000,00 KF

- Glucagon vom Rind 1000,00 KF

KF: KeineInterferenz festgestel It

Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verduinnt.

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.
Kontrollen mit erhdhten Azidkonzentrationen stéren die Enzymreaktion und
kénnen nicht verwendet werden.

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

§ Es wird empfohlen, Kontrollen im Assay routinemal3ig 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

Diese Werte sind nur Richtwerte
Normalwertbereich ermitteln.

jedes Labor muss seinen eigenen

Identifikation Anzahl Personen Bereich (pmol/ml)

Typ-1-Diabetes 32 0,01-0,28

Typ-2-Diabetes 41 0,43-2,60
Normal 41 0,28 - 2,00

Bereich auf Basis der 2,5% und 97,5%

XVI. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

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



Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern sammen aus Léndern, 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; Stopplosung enthédt HCI,
Farbl 6sung enthélt TMB und H,O,. Bei Kontakt griindlich mit Wasser spiilen.
Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Ihrem Arbeitsbereich, 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)
(n) KONTROLLEN
(ub)
Kadibratoren (0-5) 100 -
Proben, Kontrollen - 100
Gebrauchsfertiges C-
PEPTIDE-MRP-Konjugat 50 50

2 Std. bei Raumtemperatur unter standigem Schiitteln bei 700 rpm inkubieren.
Inhat jedes Wells absaugen.
Dreimal mit 400 pl Waschldsung waschen und absaugen.

Chromogenes TMB 100 100

30 min. bei Raumtemperatur unter sténdigem Schiitteln bei 700 rpm inkubieren.

Stoppl 6sung 100 100

Auf einem Mikrotiterplaten-Lesegerét auswerten und Absorption jedes Wells bei 450
nm (gg. 630 oder 650 nm) vermerken.

DIAsource Kata ognummer : Beipackzettelnummer: Or'i\lglijnm dmairsg:rbe'
KAP0401 1700522/de 110021/1




C€

Leer el protocolo completo antes de usar.

C-PEP-EASIA

.  INSTRUCCIONESDE USO

Enzi mainmunoensayo para la determinacion cuantitativain vitro del Peptido-C (C-PEPTIDE) humano
€en suero.

I.  INFORMACION GENERAL

A. Nombre: DIAsource C-PEP-EASIA Kit
B. Numero de Catalogo: KAPO401: 96 tests

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

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

[11. INFORMACION CLiNICA

A. Actividades bioldgicas

Lainsulina es sintetizada en las células beta de las idlas de Langerhans como una molécula precursora,
la proinsulina. En los granulos secretorios de las células beta la proinsulina es escindida en insulina y
en un peptido con 31 aminoacidos, € Peptido de Conexidn o € Peptido-C. Lainsulinay € Peptido-C
son segregados en cantidades equimolares. Sin embargo, la concentracion en plasma del Peptido-C es
mas elevada que la concentracién de lainsulina por su media-vida méslarga.

La determinaciéon ddl Peptido-C en plasma permite una evaluacion de la produccién de insulina
enddgena, incluso en caso de administracién de insulina exdégena o en caso de presencia de anticuerpos
anti-insulina circulantes.

Ademas, la determinacion del Peptido-C en orina presenta un indice seguro para la producciéon de
insulina s muestras sanguineas se obtienen dificilmente 0 S una evaluacion integrada de la secrecién
ddl Peptido-C durante un periodo de unas horas es necesaria.

B. Aplicaciones clinicas
Evaluacion de la funcion de las células beta residual en diabéticos bajo tratamiento con
insulina
Deteccidn y observacion de lafase de remision delas diabetestipo |
Medio auxiliar para € diagndstico diferencial entre las diabetes tipo | (dependiente de la
insulina) y tipo Il (no dependiente de lainsuling)
Diagnastico de la hipoglicemia facticiainducida por lainsulina
Contribucién a diagnéstico de lainsulinoma (test de supresion delainsulina)
indice de prognosis para el resultado fetal en mujeres diabéticas embarazadas
Evaluacién de la secrecion deinsulina en caso de enfermedad del higado
Observacion de la pancreatectomia



IV. PRINCIPIOSDEL METODO

El DIAsource C-PEP-EASIA es un “Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay” a fase solida efectuado con placas de microvaloracion. Una
cantidad fija de C-PEPTIDE marcada con peroxidasa de rabano picante (HRP)
compite con €l C-PEPTIDE a medir, presente en la muestra 6 en € calibrador, por
los puntos de union del anticuerpo.

Después de 2 horas de incubacion a temperatura ambiente, la placa de
microval oraci6n es lavada para parar lareaccion de competicion.

La Solucién cromégena (TMB — H,0;) es afiadiday incubada durante 30 min. La
reaccion se para con la adicion de la Solucion de Parada y la placa de
microval oracion se lee en lalongitud de onda apropiada. La cantidad de recambio
de sustrato es determinada de manera colorimétrica por la medicion de la
absorbancia, que es inversamente proporcional a la concentracion de C-
PEPTIDE. Se dibuja la curva de calibraciéon y las concentraciones de C-
PEPTIDE de las muestras se determinan por interpolacién de la dosis en la curva
de calibracion.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Reactivos 96 tests Codigo Reconstitucion
Kit de Color
Placa de microvaoracion : .
- - 96 pocillos azul Listo para uso
con pocillos recubiertos P istop
anti C-PEPTIDE
1via rojo Diluir 100 x con
| Ag | HRP | CONC | 02ml tampon de conjugado

Conjugado: HRP marcada con C-
PEPTIDE (grado HPLC) en
tampdn TRIS-HCI con abumen
bovino 'y thymol.

1via rojo

Tampdn de Conjugado: tampén
TRIS-maeato con caseina bovina
y thymol.

Listo para uso

1via amaillo | Afadir 2 ml de agua
CAL n liofilizados destilada
Cdlibrador cero en suero humano
con thymol
Sviades amaillo | Afadir 1 ml de agua
CAL liofilizados destilada
CdibradoresN=14d 5
(mirar los va ores exactos en las
etiquetas) en suero humano con
thymol
1via marrén | Diluir 200 x con agua
| WASH | SOLN |C°NC | 10ml destilada (utilizar
Solucién de lavado (Tris-HCl) agitadlor magnéico)
2vides plaeado | Afadir 0,5 ml de agua
ioilizados decti
Controles-N =102
en suero humano y thymol.
1via blanco | Listo parauso
CHROM TMB 25ml
Solucién cromégena TMB
(Tetrametil benzidine)
1via blanco | Listo parauso
STOP SOLN 25ml

Solucién de Parada: HCI 1,0N

Nota: 1. Paradiluciones de muestras utilizar Calibrador cero.
2. 1 ng dela preparacién del calibrador es equivalenteal ng NIBSC IRR
84/510.

VlI. MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

VIII.

Pipetas de 50 i, 100m, 200 pl, 500, 1 ml pl y 2 ml (Se recomienda € uso
de pipetas precisas con puntas desechabl es de plastico)

Vortex

Agitador magnético

Agitador de placas de microvaloracion horizontal capaz de 700 rpm + 100
rpm

Lavador de placas de microval oracion

Lector de placas de microvaloracién capaz de leer a 450 nm y 650 nm (o
630 nm)

PREPARACION REACTIVOS

Calibradores: Reconstituir € calibrador cero con 2,0 ml de agua destilada
y otros calibradores con 1,0 ml de agua destilada.

Controles: Recongtituir |os controles con 0,5 ml de agua destilada.
Conjugado C-PEPTIDE-HRP de trabajo : diluir 50 pl del conjugado C-
PEPTIDE-HRP concentrado en 5 ml tamp6n de conjugado (96 tests). Se
recomiende una preparaci 6n extemporanea.

Solucion de lavado de trabajo: Preparar € volumen necesario de
Solucioén de lavado de trabajo mezclando 199 partes de agua destilada por
1 parte de Solucion de lavado (200x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucion de lavado de trabajo no utilizada a
final del dia.

ALMACENAJE Y CADUCIDADESDE LOS REACTIVOS

Antes de abrir 6 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.
Las tiras sin usar deben ser guardadas a 2-8°C, en un saco sdllado con un
desicante hasta la fecha de caducidad.

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

La Solucién de Lavado concentrada es estable a temperatura ambiente
hasta la fecha de caducidad.

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

El conjugado C-PEPTIDE-HRP de trabajo es estable durante 18 horas a 2-
8°C, evitar laluz solar directa.

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

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

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

Si d ensayo no seredliza en 24 hrs., amacenar las muestras a—20°.

Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

Antes del uso cada muestra debe ser a temperatura ambiente. Vortexar
cada muestra antes del uso.

No utilizar muestras hemolizadas.

PROTOCOLO

Notas de manejo

No utilizar € kit 6 componentes después de la fecha de caducidad.

No mezclar reactivos de diferente numero delote.

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

Agitar municiosamente todos los reactivos y muestras, agitandolos o
giréndol os suavemente.

Efectuar los calibradores, los controles y las muestras por duplicado. Se
recomienda una alineacion vertical .

Utilizar un recipiente de pléastico limpio para preparer la Solucion de
Lavamiento.

Con d fin de evitar ninguna contaminacion utilizar puntas de pipetas
desechablesy limpias parala adicion de cada reactivo y muestra.

Evitar pipetas con piezas de metal para dispensar la Solucién cromégena
Revelacién y la Solucion de Parada.

El uso de pipetas de precision 6 equipamiento de dispensacion automética
mejoraralaprecision.

Respetar | ostiempos de incubacion.

Con € fin de evitar anomalias, € tiempo de espera entre la dispensacion
del primero calibrador y de la Ultima muestra debe ser limitado a tiempo
mencionado a la seccion Xl parrafo E (Tiempo de espera).

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

Dispensar la Solucion cromogena en menos de 15 minutos después del
lavamiento de la placa de microval oracion.

Durante la incubacién con la Solucion cromégena, evitar la luz solar
directa sobre la placa de microvaloracion.



B.
1.

XI.

N

XII.

Protocolo
Seleccionar  nombre requerido de tiras para € ensayo. Las tiras sin usar
tienen que ser selladas en € saco con un desicante y guardadas a 2-8°C.
Fijar lastirasen € suporte.
Pipetar 100 pl de cada Calibrador, Control y Muestra en los pocillos
apropiados.
Pipetar 50 pl del conjugado C-PEPTIDE-HRP en cada pocillo.
Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente en un agitador horizontal a
700 rpm x 100 rpm.
Aspirar € liquido de cada pocillo.
Lavar laplaca 3 veces:
§  Dispensar 0,4 ml dela Solucion de Lavado en cada pocillo
§  Aspirar e contenido de cada pocillo
Pipetar 100 pl de la solucién cromégena en cada pocillo en menos de 15
minutos después de |a fase de lavamiento.
Incubar la placa de microvaloracién durante 30 minutos a temperatura
ambiente en un agitador horizontal a 700 rpm + 100 rpm, evitar laluz solar
directa
Pipetar 100 pl de la Solucion de Parada en cada pocillo.
Leer las absorbancias a 450 nm (filtro de referencia 630 nm o 650 nm) en
menos de 3 horasy calcular los resultados como descrito en la seccidn XI.

CALCULO DE RESULTADOS

Leer laplacaa 450 nm contraun filtro de referenciaa 650 nm (o 630 nm).
Calcular € promedio de las determinaciones dobl es.
Calcular para cada calibrador, control y muestra:

OD (Cadibrador, Controles 6 Muestrar) X100
OD (Cdibrador Cero)

B/BO(%) =

Utilizando papel 3 ciclo semilogaritmico 6 logit-log, representar los
valores de (B/BO%) de cada calibrador frente a las contraciones del C-
PEPTIDE de cada calibrador, rechazando | os extremos claros.

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

Por interpolacién de los valores (B/B%) de las muestras, se determinan los
valores de las concentraciones de las mismas desde la curva de calibracion.

EJEMPLO DE RESULTADOS

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

Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO

PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>=SD Ccv Suero N <X>x=SD Ccv
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)

A 20 0,19+ 0,01 58 A 20 0,28+ 0,03 9,2
20 0,59+ 0,05 84 B 20 0,74+ 0,05 72

SD : Desviacion Esténdar; CV: Coeficiente de Variacion

D. Exactitud
TEST DILUCION
Muestra Dilucion Concent. Concent.
Teobrica Medida

(pmol/ml) (pmol/ml)

Suero 71 - 413

12 2,07 1,99

V4 1,03 1,07

/8 0,52 0,54

116 0,26 0,24

132 0,13 0,11

Las muestras fueron diluidas con calibrador cero.
TEST DE RECUPERACION
Muestra C-PEPTIDE C-PEPTIDE Recuperado
afiadido Recuperado (%)
(pmol/ml) (pmol/ml)

Suero 0,60 0,49 82
1,20 116 97
241 232 96
4,12 4,02 98

C-PEP-EASIA Unidades OD
Cadibrador
0 pmol/ml 1,796
0,05 pmol/ml 1513
0,13 pmol/ml 1216
0,48 pmol/ml 0786
1,6 pmol/ml 0404
4,9 pmol/ml 0:196

X,

A.

REALIZACION Y LIMITACIONES

Limite de deteccion

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

El limite de deteccion, definido como la concentraci 6n aparente resultante
de dos desviaciones estandares debajo la media de enlace del calibrador
cero, fue de 0,01 pmol/ml.

Especificidad

La especifidad fue estimada por la adicién de los siguientes peptidos a una
serie de peptido-C con una concentraci 6n debajo de 0,03 pmol/ml:

Componente Cantidad Reaccién-cruzada
afiadida
(ng/ml) (%)

- Proinsulina humana bi osi ntética 6,25 12,50

- Proinsulina porcina purificada 50,00 ND

- Peptido-C de mono 6,00 30,00

- Peptido-C de cerdo 6000,00 0,03

- Insulina de cerdo 18000,00 0,01

- Glucagon de cerdo 1000,00 ND

- Glucagon bovino 1000,00 ND

ND : Nointerferencia Detectada

XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

XV.

Si los resultados obtenidos para € Control 1 y/6 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

S es conveniente, - cada laboratorio puede utilizar sus propios pools de
controles, 1o cuales se guardan en alicuotas congeladas. Controles que
contienen azida interfieron con la reaccién enzimatica y no pueden ser
utilizados.

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

Recomendamos que los controles sean probados como muestras
desconocidas para medir |a variabilidad del ensayo. El funcionamiento del
ensayo tiene que ser controlado con cartas de control de calidad de los
controles.

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

INTERVALOS DE REFERENCIA

Estos valores solamente sirven de orientacion; cada laboratorio tiene que
establecer sus propios valores normal es.

Identificacién Numero de sujetos Alcance pmol/ml)

Diabetestipo | 32 0,01-0,28

Diabetestipo I 41 0,43-2,60
Normal 41 0,28 -2,00

Alcance basados en percentilos de 2,5% & 97,5%

XVI.

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Sequridad

Para uso solo en diagnéstico in vitro.

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



manejo de los reactivos y muestras se hara de acuerdo con |os procedimientos de
seguridad locales.

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

Evitar contacto dela piel con los restivos, la Solucion de Parada contiene HCI, &
cromoégeno contiene TMB y H,O,. En caso de contacto lavar con abundante
agua.

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

CALIBRADORES MUESTRA(S)
(pl) CONTROL(S)
(ul)
Cadibradores (0 - 5) 100 -
Muestras, controles - 100
Conjugado C-PEPTIDE-
HRP de trabajo 50 50

Incubar durante 2 horas atemperatura ambiente con agitaci 6n continua a 700 rpm.
Aspirar el contenido de cadapocillo.
Lavar 3 veces con 400 ul de laSolucion de Lavado y aspirar.

Solucién cromdgena 100 100

Incubar durante 30 minutos atemperatura ambiente con agitacion continuaa 700 rpm

Solucién de parada 100 100

Leer con un lector de placas de microva oracion y notar la absorbancia de cada pocillo
a450 nm (versus 630 0 650 nm).

DIAsource Cataogo Nr: P.I. Numero: Revisién nr:
KAP0401 1700522/es 110221/1




C€

Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per I’uso

C-PEP-EASIA

. USODEL KIT

Kit immunoenzimetrico per la determinazione quantitativa in vitro del Peptide C umano (C-
PEPTIDE) in siero.

1. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource C-PEP-EASIA Kit

B. Numero di catalogo: KAPO401: 96 test

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

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

. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Attivita biologica

L'insulina viene sintetizzata nelle cellule beta delle isole di Langerhans come una molecola
precursore, la proinsulina. Nei granuli secretori delle cellule beta, la proinsulina viene scissa in
insulina e in un peptide di 31 aminoacidi, denominato Peptide di Collegamento o Peptide C.
L'insulina eil Peptide C vengono secreti in quantita equimolari. Tuttavia, per la sua emivitalunga, la
concentrazione plasmaticadi Peptide C € maggiore rispetto a quella dell'insulina

La determinazione del Peptide C ndl plasma consente una valutazione della produzione di insulina
endogena, anche in presenza di somministrazione di insulina esogena o di anticorpi anti-insulina
circolanti.

Inoltre, 1a determinazione del Peptide C nelle urine fornisce un indice affidabile della produzione di
insulina quando il prelievo del sangue é difficile o quando viene richiesta una stima integrata della
secrezione di Peptide C in un periodo di alcune ore.

B. Applicazioni cliniche
Vautazione della funzione residua delle cellule beta nei pazienti diabetici in terapia
insulinica
Rilevamento e monitoraggio dellafase di remissione del diabete tipo |
Aggiunta nella diagnosi differenziale tra diabete tipo | (insulino-dipendente) e tipo Il (non
insulino-dipendente)
Diagnosi di ipoglicemia fittizia insulino-indotta
Contributo alladiagnos di insulinoma (test di soppressione dell'insuling)
Indice prognostico dello stato del feto nelle donne diabetiche gravide
Valutazione della secrezione di insulina nelle epatopatie
Monitoraggio della pancreatectomia



1V.  PRINCIPIO DEL METODO

DIAsource C-PEP-EASIA € un immunosaggio a sensibilita amplificata a fase
solida eseguito su piastre di microtitolazione. Una quantita definita di C-
PEPTIDE marcato con horseradish perossidas (HRP) compete con il C-
PEPTIDE presente in calibratore e campioni per un numero definito di sti di un
anticorpo. Dopo 2 ore di incubazione a temperatura ambiente, la piastra di
microtitolazione viene lavata per arrestare la reazione di competizione.

La soluzione chromogena (TMB — H,0,) viene aggiunta e incubata. 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 C-PEPTIDE.

La concentrazione di C-PEPTIDE  nei campioni viene calcolata per
interpolazione sulla curva calibratore.
V. REATTIVI FORNITI
Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Piastradi mi cr_oti_tol az_i_one ) 96 pozzetti Blu
con 96 pozzetti rivestiti anti
C-PEPTIDE Pronte per |I'uso
| Ag | HRP | CONC | Diluire 100X con
. 1 flacone Rosso tampone coniugato
Coniugato: marcao HRP C-
PEPTIDE (grado HPLC) intampone | 0.2ml
TRIS-HCI con BSA etimolo
Buffer coniugato: tampone TRIS- 1 flacone Rosso Pronte per |’uso
maleato con caseina bovina e timolo
55ml
o [
Caibratore zero in sero umano | 1flacone Gidlo Aggiungere 2 ml di
contenente timolo liofiliz. acquadistillata
Cdibraore 1-5 (le concentrazioni 5 flaconi Gidlo Aggiungere 1 ml di
esdate degli calibratore sono riportate liofiliz. acquaditillata
sulle etichette dei flaconi), in siero
umano contenente timolo
ASH LN | CONC
WAS 50 Diluire 200 x con
1 flacone Bruno acquadigtillata
) 0ml usando un agitatore
Tampone di lavaggio (TRIS HCl) m magneti co
CONTROL | N | Aggiungere 0,5 ml
Controlli: N = 1 0 2, in Sero umano 2 flaconi Argento | di acquadistillata
contenente timolo liofiliz.
CHROM . 1 flacone bianco gebrauchsfertig
25ml
Soluzione cromogena
(tetrametil benziding)
bianco gebrauchsfertig
STOP | SOLN 1 flacone
25ml
Soluzione di arresto: HCI 1,0N

Note: 1. Usarelo standard zero per diluirei campioni.
2. 1 ng della preparazione calibratore & equivalente a 1 ng NIBSC IRR

84/510

VI. REATTIVI NON FORNITI

11 seguente materiale érichiesto per il dosaggio ma non € fornito nel kit.

1. Acquadidtillatadi qualitaelevata

2. Pipette per dispensare 50 m, 100 pl, 200 pl, 500 M, 1 ml e 2 ml (Si
raccomanda di utilizzare pipette accurate con puntalein plastica monouso).

3. Agitatore tipo vortex.

4. Agitatore magnetico.

5 Agitatore piastra di microtitolazione orizzontale capace di 700 rpm £ 100
rpm

6. Lavatrice per piastra di microtitolazione

7.

VII.

0w

VIII.

Lettore piastra di microtitolazione con una potenza di lettura di 450 nm e
650 nm (0 630 nm).

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratore: Ricodtituire lo calibratore zero con 2 ml di acqua digtillata e
gli altri calibratore con 1 ml di acqua distillata

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

Coniugato C-PEPTIDE-HRP attivo: diluire 50 pl ded coniugato
concentrato C-PEPTIDE-HRP in 5 ml buffer coniugato. Si raccomanda una
preparazi one estemporanea.

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 srisce resttive inutilizzate devono essere conservate a 2-8°C, in un
contenitore sigillato che contenga un essiccante fino alla 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.

Il coniugato attivo C-PEPTIDE-HRP & stabile per 18 ore a 2-8°C, evitarela
luce solare diretta.

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

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Conservarei campioni di sieroa 2-8°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 generali

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

Non mescolarereattivi 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
voltache s us un nuovo resttivo o campione.

Per la digtribuzione della soluzione cromogena e la soluzione di arresto
evitare pipette con parti metalliche.

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

Rispettare i tempi di incubazione.

Per evitare il drift, il tempo tra il pipettamento del primo calibratore e
dell'ultimo campione deve essere limitato al tempo menzionato nella
sezione XI1I paragrafo E (Ritardo).

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

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

Durante I'incubazione con la Soluzione di rivelazione evitare la luce
diretta del sole sullapiastradi microtitolazione.

Metodo del dosaggio

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

Assicurarele strisce reagenti ndl telaio di supporto.

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



4. Pipettare 50 pl di coniugato C-PEPTIDE-HRPin tutti i pozzetti.

5. Incubare per 2 ore a temperatura ambiente su di un agitatore orizzontale
regolato a 700 rpm £ 100 rpm.

6. Aspirareil liquido da ogni pozzetto.

7. Lavarelapiastra 3 volte:

§ versando 0,4 ml di soluzione di lavaggio in ogni pozzetto
§  agpirandoil contenuto di ogni pozzetto

8. Pipettare 100 pl di soluzione cromogena in ogni pozzetto entro 15 minuti
dallafase di lavaggio.

9. Incubare la piasra di microtitolazione per 30 minuti a temperatura
ambiente su di un agitatore orizzontale regolato a 700 rpm + 100 rpm;
evitarelaluce direttadel sole.

10.  Pipettare 100 pl di Soluzione di arresto in ogni pozzetto.

11.  Leggerele assorbanze a 450 nm (filtro di riferimento a 630 nm o 650 nm)
entro 3 ore 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. Calcolare per ogni calibratore, controllo e campione:

OD (Cdlibratore, Controllo e Campione) 1

B/BO (%) =
0 OD (Cdibratore zero )

00

1. Usando carta semilogaritmica a 3 cicli o logit-log e ponendo in ordinata i
rapporti di competizione. B/BO (%) per ogni calibratore e in ascissa le
rispettive concentrazioni di C-PEPTIDE, tracciare la curvadi calibrazione,
scartarei valori palesemente discordanti.

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

4, Per interpolazione sulla curva di calibrazione del rapporti di competizione
di campioni e controlli, determinare le rispettive concentrazioni di C-
PEPTIDE. .

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
calibrazione, che va eseguita per ogni dosaggio.

C. Precisione

INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>=SD Ccv Siero N <X>=SD Ccv
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 20 | 019+0,01 58 A 20 0,28+ 0,03 92
B 20 | 059+0,05 84 B 20 0,74+ 0,05 72

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accuratezza

TEST DI DILUIZIONE

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(pmol/ml) (pmol/ml)
Siero 1 - 4,13
172 2,07 1,99
14 1,03 107
/8 0,52 054
/16 0,26 0,24
/32 0,13 0,11
| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.
TEST DI RECUPERO
Campione C-PEPTIDE C-PEPTIDE Recupero
aggiunta recuperata (%)
(pmol/ml) (pmol/ml)
Siero 0,60 0,49 82
1,20 116 97
241 232 96
412 4,02 98

C-PEP-EASIA Unita OD
Cdibraore
0 pmol/ml 1,796
0,05 pmol/ml 1513
0,13 pmol/ml 1216
0,48 pmol/ml 0:786
1,6 pmol/ml 0404
4,9 pmol/ml 0:196

XIll. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A. Sensibilita

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

La senshilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con OD
pari ala media meno 2 deviazioni standard di 20 replicati dello standard zero,
risultata essere 0,01 pmol/ml.

B. Specificita
La specificita & sata stimata arricchendo un gruppo di sieri con Peptide C
con concentrazioni inferiori @ 0,03 pmol/ml con i seguenti peptidi :

Composto Qua.ntlta Cross-Reattivita

aggiunte
(ng/ml) (%)

- Proinsulinaumanaddi biosintes 6,25 12,50

- Proinsulinasuina purificata 50,00 ND

- Peptide C di scimmia 6,00 30,00

- Peptide C di maide 6000,00 0,03

- Insulinadi maide 18000,00 0,01

- Glucagone di maide 1000,00 ND

- Glucagone di manzo 1000,00 ND

ND : Nessunainterferenzarilevata

XIV. CONTROLLO DI QUALITA' INTERNO

§ Se i risultati 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 congdato in aliquote. | controlli che contengono
azide interferiscono con la reazione enzimatica e quindi non possono essere
utilizzati.

§ | 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 sdlezionato dal
computer.

XV.INTERVALLI DI RIFERIMENTO

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

Identificazione Numero di soggetti Intervallo pmol/ml)
Diabetetipol| 32 0,01-0,28
Diabetetipo Il 41 0,43 -2,60

Normale 41 0,28 - 2,00

Intervallo basati su 2,5% e 97,5% percentili
XVI. PRECAUZIONI PERL'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 i campioni
di siero o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.



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

Evitare qualsas contatto della cute con tutti i reagenti. La Soluzione di arresto
contiene HCI, il cromogeno contiene TMB e H,O,. In caso di 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
(n) CONTROLLI

(ub)
Cdibratore (0 - 5) 100 -
Campioni, controlli - 100
Coniugato C-PEPTIDE-HRP
ativo 50 50
Incubare per 2 ore atemperatura ambiente in agitazione a 700 rpm.
Aspirareil contenuto di ogni pozzetto.
Lavare 3 volte con 400 pl di soluzione di lavaggio e aspirare.
Soluzione cromogena 100 100

Incubare per 30 minuti atemperatura ambiente in agitazione a 700 rpm.

Soluzione 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 :
KAPO401 1700522/t 110221/1
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Awpacte 0L0KANPO TO TPOTOKOALO TPV A6 TN YP1iON.

C-PEP-EASIA

1. XPHXHTIA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Avocoev{LUOUETPIKOC TTPOGOIOPIGLOG Yo TNV iN Vitro mocotik puétpnon tov avlpdmivov C-nentidiov
(C-Peptide) og 0po.

T'ENIKEY IIAHPO®OPIEX
A. Epmopu ovopoasio:  Kit C-PEP-EASIA ¢ DIAsource
B. ApOpég kataroyov: KAPO401: 96 mpocdiopicpol

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

Mo teyviki fo10gra | AANPoPopies GYETIKG pe TOPAYYEMES EMKOIVOVI|OTE GTA:
Tnh.: +32 (0)10 84.99.11 Dag: +32 (0)10 84.99.90

[1l. KAINIKO YIIOBAGPO

A. Buwhloyu opaon

H o0vbeon g woovkivng Aappdver ydpo. ota B-kotToapa tov vinoidmv tov Langerhans wg tpodpopo
Uop1o, TNV TPOIVGOLAIVY. T EKKPITIKG KOKKiOL TV B-KuTtdpmv, 1 TPOIVGOLAIVN dloomdtal o€
woovAiv kat o€ éva tentidlo 31 apvo&émv, To omoio ovopdaletal cuvdetikd entidlo | C-nentidlo. H
woovAivn Kot o C-entidlo EKKpivovTal 6 1IGOUOPLUKEG TOGOTNTEG. Q0TOGO, AOY® NG UEYOADTEPNG
nuong tov, 1 ovuykévipmon tov C-mentidiov 6to TAGGHA gival VYNAGTEPN amd EKEIVN TNG IVGOLAIVNIC.
O 1pocdiopioog tov C-mentidiov 6To TAUCHO ETITPETEL EVOV VITOAOYIOUO TG TAPAYDYNG EVOOYEVODG
WWOOVAIVIG, OKOUN Kol €V TN mopovcio. e£myevovg YOPNYNONG WGOLAIVIIG 1 €V TN Topovcio
KUKAOQOPOOVIMY OVIICOUATMV OVTI-IVGOVAIVIG.

Emumléov, o mpocdiopiodg tov C-nentidiov ata o0pa moapéxetl Evav a&lomioTto SEiKTn TG Topaymyng
woovAivng, otav eivar dVoKOAN 1 AYN JSelyloTog aipoTog 1 OTaV O AOITEITOL OAOKANP®UEVOS
VIOAOYIGLLOG TG EkKplong Tov C-memtidiov yio pia tepiodo apKETOV OPMV.

B. Klwvikéc gpappoyég
. A&1oMdyNoN TG AELTOLPYIOG TOV VTOAEIUUOTIKOV B-KUTTAP®V 6€ d1aPnTikovg mTov Aappdvovy
Oepomeio [l VGOLAIVY
Aviyvevon kot Tapoakorlovdnon g edong veeong diaprn tomov |
Bonbnua otn dapopiky didyvemon petald dwapm tomov | (tvoovivoe€optduevon) kot
dwaPntn tomov I (un woeovAivoeEaptduevov)
Aldyvoon texvnTig VTOYAVKALIOG ETAYOUEVNG At VGOVAIVN
Zoppoin ot didyveoorn veovAvdprotog (€££TaoN KATAGTOANGS VGOLAIVIG)
Agiktng mpdyvmeng g mopeiog Tov euPpvov oe dofnTikEg £YKVES YUVOIKEG
A&oldynon ¢ EKKPLoTG IVGOVAIVIG GE TTEPITTMGT NTATIKNG VOGOL
[Mopoakorovdnon ToyKpEATEKTOUNG



IV.  BAXZIKEX APXEX THX MEGOA0Y

O mpocdiopiopdg C-PEP-EASIA g DIAsource eivor évag  eviupukdg
OVOGOTPOGIIOPICUOG  EVIoYVHEVNG  evaucOnoiog, otepeng @dong, O 0moiog
ektedeital oe mAGKeG pikpoTitAoddmone. M kaBopiopévn moocdtta C-
enTIdiov oNUAcUEVOD pe paavidiky vrepoteddon (HRP), avtaywviletot to pn
onuacpévo C-nentidro mov vtapyel 6Tovg Pabpuovountég, Tovg 0poHg EAEYYOL Kot
T defypoto yuou €vo meplopiopévo aplud Bécewmv déougvong oe évo €181KO
aVTICOUOL.

Metd oo endaon 2 mpdv og Beppokpacio dopatiov, Aapfdvel ydpo Ekmivon
™G TAGKOG KPOTITAOSOTNONG Y10 VO TEPUOTIGTEL 1] AVTIOPOOT AVTOY OVIGHLOD.
Ipooctifeton ypopoyovo diivue (TMB — H,0,) kot enwdaletar yio 30 Aemtd. H
avTIOpaoT OTOUATA UE TNV TPOSONKN AVOUOYETIKOD SLHAVATOG KoL OTY GUVEXELL
yivetor avayvoon g tAdKog tKpoTITAOSOTNONG 6TO KATUAANAO KOG KOUOTOG.
H mocémto pETATPOTNG TOL VIOOTPOUATOG KaBopileTar YPpOUNTOUETPIKG
UETPOVTOG TNV amoppoOeNoN, M omoin &ivar avTioTpOP®g ovAaloyn mpog TN
ovykévipoon tov C-tentidiov.

Iapotdveron ypopikd o KoumoAn PBobpovounong kot mpoodiopiletor m
ovykévipoon g C-PEPTIDE ota deiypota pe avayoynq omd TNV KOUmTOAn
Bobupovounonc.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvridpoosTiipra K 96 Xpopa- AvacveTaon
TPOGdLopt- TIKOG
oPAV KOKOG
TTAdKa pikpoTiTh0d6- 96 vodoyég umie | ‘Etopo yo xprion
mong pe 96 vodoyég
EMOTPOUEVEG [E AVTL
C-PEPTIDE
1 pradido Kokkwvo | Aparddete 100 X pe
N
| Ag | HRP | CONC | 02ml pLOUOTIKG dtdhvpo
ouledypotog
Zolevypa: Avii-C-PEPTIDE
(HovoKA®VIKG OVTIGOOTO)
onpoopéva pe HRP og pubuiotikd
Siiiopa TRIS-HCI pe Bosia
opolevkmpativn Kot Hopdin
CONJ BUF 1 prakido kokkwo | ‘Etopo yo xprion
55ml
PuBpiotikd didhvpa cvledypatog:
o¢ puBpotikd didhopo TRIS-
MA@V pe Bogtor kaleivn kot
Bopoin
CAL n 1 pradido kitpwvo | IpocBéote 2,0 ml
Avopthonot- AMEGTAYUEVOD VEPOD
Mndevikog Babdpovopntg o Nuévo
avOpdrvo 0pod Kot Bupoin
5 groAidia kitpwvo | IpocBéote 1,0 ml
Avopthomot- AMEGTAYUEVOL VEPOD
BafBpovopunmg N = 1 émg 5 Nuévo
(Beite Tig axpiPeic Tyég TAvE oTIG
eTicéTeg TOV PLoMdiov) og
avOpdrvo 0pod Kot Bupoin
| WASH | SOLN |CONC | 1 pradido KopE Apalwo'rst 200 x pe
10ml OMEGTAYUEVO VEPO
Atéhopo Thoong (Tris-HCI) (xpnmpmrromcfs ’
HOyVITIKO avadevTipar).
2 groAida aonui | MpocBiote 0,5 ml
CONTROL N ' .
Avopthomot- AMEGTAYUEVOL VEPOD
Opoi eréyyov - N = 11 2 TIHEVO
og avipdrvo opo e Ovpdin
1 pradido hevko | "Etowpo yua xpnon
CHROM TMB 25ml
Xpwpoyovog TMB
(tetpapebvrpeviodivn)
1 pradido hevko | "Etowpo yio xpnon
STOP SOLN 25ml
Avooyeticd avtdpaotipto: HCI
10N
Inueioon: 1. Xpnowonoteite 10 pndevikd Pabpovounty yur  apoidoELg

detypdtmy.
2. 1 ng tov mapackevdopatog Tov Badpovounty givar 16odHvapo
ue 1 ngtov NIBSC IRR 84/510.

VI.

ANAAQXIMA I10Y AEN ITAPEXONTAI

Ta akdAovBo VAKE arwartovvTon aAAG dev TapéyovToL 6TO KIT:

1
2.

3.
4.
5

VII.

VIII.

Amneotaypévo vepd vYning ToldtnTag

IMrétec yoo dwavopn: 50 pl, 100 pl, 200 pl, 500 ul, 1 ml kox 2 ml
(cuviotdton n xprion TmeTdV akpiPeiog pe avalmoia Thactikd poyyn)
Avapeiktmg otpofiiiopod

MoyvnTikog avadenTnpog

Op1lovTio, GVOKELT AVAGEVLOTIC TAUK®OVY HIKPOTITAOSOTNOTG HE dVVaTOTNTO.
700 rpm x 100 rpm

2VoKELT TAVONG Yo TAGKEG LIKPOTITAOSOTNONG

JUOKELY  AVAYVOONG  TAOKOV — HIKPOTITAOSOTNONG M€
avdyveong ota 450 nm kot 650 nm (1 630 nm)

dvvatomTa

ITAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BaOpovopntés: Avoovotiote 10 undevikd Pabuovounty pe 2,0 mi
aneoTaypévou vepod kot GAlovg Babuovountéc pe 1,0 ml aneotaypévov
VEPOL.

Opoi gréyyov: AvoovosTtiote Tovg opovg eléyyxov pe 0,5 ml aneotayuévov
VEPOL.

Yolevypa gpyasiog C-nentidiov-HRP: Aaveipete pe mméra 50 pl amd 1o
o0Cevypo (cvpunvkvouévo diidvpo C-tentidiov-HRP) oe 5 ml puBuictikod
SoAdpotog ovledypatog yioo 11 96 VIOS0YEG MOV  YPNOULOTOLOVVTOL.
ZUVIOTATOL AVTOGYED IO TPOETOLAGIOL.

Awdopa whdong epyaciog: Ilpostodote emapki] OyKo SoAVHOTOG
mAoong epyaciog pe mpoobnkn 199 dykwv ameotaypévov vepov o 1 dyko
Sravpotog TAoong (200X). XpNoHonoqoTte HoyvnTikod avadenTipa yio T
opoyevonoinon. Amoppiyte 10 un ypNoomotnuévo dddvpa TAHong
£PY0OL0G 0TO TENOG TNG NUEPAC.

DPYAAEH KAI HMEPOMHNIA AHEHX TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ilpwv and 10 Gvorypo 1 TV avacvotact, Olo To. CLOTATIKG TOVL KIT
TapopEVOLY otabepd £ TV nuepounvia ANENG, 1 oroio avaypaPEToL 6TV
£TIKETOL TOV PLaAdion, epdcov dlatnpovvtal o€ Beppokpacio 2 £wg 8° C.

Ot un ypnoonotnuéveg Tawvieg npénel va euidocovtor otovg 2-8° C, og
COPAYIOUEVT] COKODAO TOL TEPIEYEL AMOENPAVTIKO TapAyovTa, UEYPL TV
nuepopmvio ARENG.

Metd ™mv avacvoTtoon, ot Babiovountés Kat ot 0poi EAEYYXOV TAPAUEVOLY
otafepoi yio pio efdopdade og Oeppokpacio 2 £wg 8° C. T'a peyardtepeg
nepddovg OAAENC, Tpénel va oynuotiCovior kKAAopoTal/dooelg 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
xpNoyLomoteitan Ty idio uéPaL.

To oblevypa epyaciog C-nentidiov-HRP mapapéverl otabepd eni 18 dpeg o
Oeppoxpaocia 2 £wg 8° C.

Toxdv petaforéc TG QUOIKNG EUPAVIONG TOV AVTIOPOOTNPI®Y TOL KIT
evdExeTOL VoL VTTodNA®@VOLV aotdfeta 1| oAloimon.

2YAAOT'H KAI ITPOETOIMAZIA AEITMAT2N

O opdg mpémet va purdooetan o€ Oeppokpacio 2-8° C.

Eav n e&étoon dev mpaypatomomei eviog 24 wpdv, cuviotdrat 1 GOAAEN
oe KMaopata/dooelg piag ypnong otovg -20° C. Amogebyete Toug
£nakOLoVO0VG KOKAOLG KOTAWVLENG-0mOYVENG.

Dépete Oha T deiypata og Beppokpacio dopatiov Tpv amd ™ YpHon.
Yuviotdror 1 avapelEn tov dElypHaTev o€ cLOKELT 6TPOBIMoproD TP amd
™ xpfion.

Mnyv xpnoLonoLEiTE dEiyLoTa TOV £YOVV VIOGTEL ALILOALOT).

ATAAIKAZIA

INUEIDOELS CYETIKA PUE TO YEPLGRO
Mn %PNOYLOTTOLEITE TO KIT 1} TO. GLGTATIKG HETA TNV NUEPOUN Vi ARENG.
Mnv avoperyvieTe VAKE arnd d10popeTIKEG TaPTIOES KIT.
Dépete Oha ta avtdpactiple oe Oeppokpacio dopatiov mpwv omd ™
xpfiom.
Avapei&re koAb Oho To avTidpooTipLlo Kot To delypato pe oo avakivion
1 avédevon.
Extedéote €1g dumhovv avainyn tov Babpovountdv, Tav opmdv eAEYYoV Kot
TV detypdtmv. Zuvictdton ket gvhuypapion.
Xpnowonomote &vo kKoBapd, TAACTIKO d0xElo Yyl VO ETOWWACETE TO
StdAvpo TAvoNG.
Xpnowonoteite éva kabopd ovol®oLo pOYY0G TITETAS Yo TV TPOSHNKN
KGbe SlopopeTikoy  avTIOPAOTNPIOL Kol  OEIYMOTOS TPOKEWWEVOL Vo
ATOPVYETE TNV EXYLOAVVOT.



10.

11.

XI.

XII.

To ™ davour] TOVL  XPOUOYOVODL SHADHOTOC KOL TOV  OVOOYETIKOD
SLOADHOTOC OITOPVYETE TUMETEG UE UETOANKE LEPN.

H oxpifele Pektidveton pe ypfion mumet@v vyning akpifeag 1
CUTOUATOTONUEVOL EEOTAGHLOD SLOVOUNG LE TTETES,

Tnpeite TOVG XPOVOLS EXDACTC.

T vo amo@uyete T HETATOMION, 0 XPOVOG HETAED TNG SLUVOUNG UE TITETOL
TOV TPAOTOL PabpovVOUN T KoL TOV TELEVTAIOV deiyroToC dev Tpémet var ivan
peyarvtepog omd 30 Aemtd.

Ipoetopdote po kopumoAn Babupovounong yuwr kabe avdivon kol un
xpNoyLonoteite dedopéva and mponyoOueves avaldoELS.

Awaveipete to xpopoyovo didivpa evtdg 15 Aemtdv petd v mAvon g
TAGKOG LKPOTITAOSOTNONG.

Katd ) didpkelo TG ETOACNG HE TO YPOUOYOVO SOAVLM, ATOQVYETE TV
apeon €kbeon ™ TAGKOG KPOTITA0SOTNONG TNV ALK aKTvoBoiia.

Awdikaoio
En\éére tov omortovpevo aplfpd towvidv yio v avéivon. Ot un
APNOWLOTOMUEVES TOUVIEG TTPETEL VO, EAVOCPPAYIGTOVV HEGH GTI] GOUKOVAN
HE TOV amoénpavTIKO TapdyovTo Kot vo, UAaYTovv og Beppokpacio 2-8°
C.
Ac@oliote Tig Towvieg péoa 670 mAaicto oThpENG.
Aoveipete pe mméro 100 pl and kabe Bobupovount, opd eréyyov kot
delypa oTig KatAANAES VIO OYEC.
Moveipete pe mméto 50 Pl ovledypatog ovti-C-PEPTIDE péoa og Oleg
TIG VITOJOYEC.
Enodote eni 2 dpeg oe Oeppokpacio dopatiov og opliéviio avadevtipo
puOuicpévo otig 700 rpm + 100 rpm.
AvappoprioTe 0 vYpO oo KaBE VITOdOYT.
IM\dvete v mhaka 3 opég:
§  dwvépovrag 0,4 ml Sroddpotog mAdong oe kade vrodoyn.
§ AVOPPOPAOVTOG TO TEPLEYOHEVO KADE VITOdOYNC.
Awoveipete pe mméto 100 pl ypopoydvov dwrvpatog péco o KaOe
vrodoyn evtog 15 Aentdv amd to Pripa g TAvoNG.
Enwdote v mhdka pkpotithoddtnong eni 30 Aemtd oe Ogppokpacio
dopatiov og opiiovtio avadevtipa otig 700 rpm = 100 rpm, aro@idyste
™mv Gueon ékBeon oty Nk axtivoBoiio.
Moveipete pe mméta 100 pl avaoyetikod oviidpactmpiov oe kade
vrodoyn.
Kéavte avéyvoon taov aroppogricenv ota 450 nm (piktpo avagopdg 630
nm 1| 650 nm) evtdg 3 wpdV Kol LVIOAOYIGTE TO. OMOTEAEGUATO OMOG
meptyphpetor oty gvomra Xl.

YIIOAOTIEMOZX TN AIIOTEAEZMAT2N

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

Ynohoyiote T péon TN TOV SITADV TPOGIOPIGUDV.

Ynohoyiote yio k4O Babpovountn, opd eréyyov ko deiypaL

OD (Cdlibrator, Control or Sample) X100
OD (Zero Cdlibrator)

Me xpfiom Y POUIIKOV-YPOUILKOD 1) NIAOY AptOKoD YopTIOD YPOPHLLATOC,
napactote Ypaeikd Tic Tuég (B/BO(%)) yio kdbe onueio Babuovountm
g owvdpmon ™g ovykévipoons tov C-memtidiov ywn kdbe onpeio
Bobpovounty. Amoppiyte TIG ELPAVELS U1 ATOSEKTEG TUES.

lNo v kataokevy g KoumvAng Pobpovounong eivar dvvatd vo
xpnowomomBovv  emiong pébodor pe ™ Ponbsie  MAeEKTPOVIKOD
vroloytoth. Edv ypnoiponoteiton awtopatm eneéepyacio anote euaTmy,
GUVIOTOTOL TPOCOAPLOYT KOUTOANG AOYIGTIKNG GUVAPTNONG 4 TOPAUETPOV.
Me avayoyn tov Twov tov dstypdtov (B/BO (%)), mpocdiopicte Tig
ovykevipdoelg tov C-mentidiov tev detypdtov amd ™V KOUmOAN
Babpovounonc.

B/BO(%) =

TYIIIKA AEAOMENA

Ta akohovBa dedopéva mpoopiloviar pOvVo ®g Tapddetlypo kot dev TPENEL Vo
APNOYLOTOLOVVTOL TTOTE AVTE THG KAUTUANG Bafpovounong mpay Hatikov xpovov.

C-PEP-EASIA Movadeg OD
Bafpovountg 0 pmol/mi 1796
0,05 pmol/ml 1’513
0,13 pmol/ml 1’216
0,48 pmol/ml 0,786
1,6 pmol/ml 0404
4,9 pmol/ml 0,196

XII. AIIOAOXH KAI IIEPIOPIZMOI1

A. ‘Opro aviyvevong
Metprifnkav gikoot undevikoi Babpovountéc pali pe éva ocbvoro drAlwv
BaBpovountdv. To Opo avixvevong, opwopevo ©G 1 QOIVOUEVIKY
GLYKEVTPOOT 300 TVTIKGV amokhicewv mhvm and Tig péoeg petpnoelg OD
og undevikn déopevon, RTav 0,01 pmol/ml.
B. Ewwémra
H eldwdmro vroloyiotnke pe tov eufoiocud evog peiypatog opod C-
nentidiov pe ovykévipoon pikpotepn omd 0,03 ng/ml pe ta akdrovbo
TENTISL:
"Evoon Ipootedeica | Awaotovpodpevn
TOGOTNTA avtidpaon
(ng/ml)
(%)
- Bloovvletikr avOpdmivn mpoiveovrivn 6,25 12,50
- Kekaboppévn yoipelog mpoiiveovrivn 50,00 Mn aviyy.
- C-mentidio paipovg 6,00 30,00
- C-mentidio xoipov 6000,00 0,03
- Ivoovkivn yoipov 18000,00 0,01
- 'Akay6vo yoipov 1000,00 Mn aviyy.
- Bogto yhokaydvo 1000,00 Mn aviyy.
Mn aviyv: Agv avivevbnkoy endpaoelg
T. Axpipara
I'TA TON IAIO ITPOZAIOPIZEMO METAEY AIA®OPETIKQN
[TPOZAIOPIEMQN
Opog N <X>=+T.A. Z.A. Opog N <X>=+T.A. Z.A.
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 20 | 019+001 | 58 A 20 0,28+ 0,03 9.2
B 20 0,59+ 0,05 84 B 20 0,74 £ 0,05 72

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

A. OpBoTTO
AOKIMAZIA ANAKTHZHX
Agiypa Ipootedeica AvaxtnOcica Avaxtnon
C-PEPTIDE C-PEPTIDE (%)
(pmol/ml) (pmol/ml)
Opodg 0,60 0,49 82
1,20 116 97
241 232 9%
412 4,02 98
AOKIMAZIA APAIQXHE
Agiypa Apaioon OempNTIKN) MetpnOsica
GUYKEVTP O] GUYKEVTP O]
(uIU/ml) (uIU/ml)
Opog 71 - 413
12 2,07 1,99
14 1,03 1,07
/8 0,52 0,54
/16 0,26 0,24
/32 0,13 0,11

Ta deiypora apardOnkayv pe undevikd Bodpovountr.

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

8

Edv 1o amoteléopato mov Aapfdavovat yio tov opd ehéyyov 1 fifkar tov
0pd eréyyov 2 d¢ Ppiokovtar evtdg Tov mediov Tipmdv mov kKabopileton ot
eTikéto  TOv  QloAdiov, Tto  omoteléopata  dev  givor  duvatd  va
xpnoworomBovv, ektdg edv €xer dobel wavomomTikny €€fynon ywo v
ACVUP®VICL.

Eav eivar emBountd, k@bs epyoctiplo pmopel vo dnptovpynoet to diké tov
ueiypoto derypdtowv eléyyov (pools), to omoio mpémel va dotnpodvtol
Koteyuyuévo, oe Khdopota/ddoelg piog yxpnong.  Opoi ehéyyov mov
mepiEyovy alidio Oa emdpdoovy oty eviupiky avtidpacn kot gV umopodv
Vo, xpnoyorombovy.



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

§ Yvviotdror ot 0poi eEAEyYov va vrofdAlovial o€ TPOGIIOPICUO TAKTIKA MG
dyvoota deiypota yo vo peTpdrot 1 petofAntdma Tov tpocsdiopiopod. H
amO3061 TOV TPOGOLOPIGHOD TPEMEL Vo TapaKkolovdeital pe duoypappoto
TOL0TIKOD ELEYYOV TV OPDV EAEYYOV.

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

XV. TIMEX ANA®OPAX

O tipég avtég mapéyoviar pdvov wg 0dnyds. Kabe epyaoctipo Oa mpénetl va
KaB1EpOGEL TO S1KO TOV TESGIO PLUOIOLOYIKDV TIHMV.

Tavtomoinon AprOpég atopmv Iedio Tip®dv (pmol/ml)
Awapryng tomov | 32 0,01-0,28
Awfrmg tomov I 41 0,43-2,60

Pvcroroykd 41 0,28 - 2,00

Ta nedio Tipnmv Pacifovio og ekatoomuopla omd 2,5% £wg 97,5%.

XVI. IIPODPYAAZEIY KAI IPOEIAOIIOIHXEIY

Acoopaleios

Movo yia doyveotiky ypfion in vitro.

Ta cvotatikd avBpdTvoy aiparog Tov TEPIAAUPBAVOVTOL 6TO KIT QUTd £YOVV
eheyyOei pe pebodovg eykekpuéves oty Evponn ffkor and tov FDA kot éyet
Swamiotmbel 011 givan apvntikd ©¢ Tpog Vv mapovsio. HBSAQ, avti-HCV, avti-
HIV-1 ko 2. Kopio yvooty pébodog dev eivor duvatd va mapéyel mAnpn
Srac@diion 0Tt Tapdywya Tov avlpdrvov aipatog de Oo petaddoovy nratitida,
AIDS 7 dAdeg Aowméels. Emopévag, o yepopds avtidpaoctnpiov, detypdtov
0po¥ N TAdopatog Oo Tpémet vo yivetar cOUPOVO UE TIG TOTIKEG dladiKaoies mepi
ACPOAELOG.

O\a o Cod Tpoidvto Kot mapdywyo £xovv oviieydei omd vy (oa. Ta Posia
GLOTATIKG TPOEPYOVTAL ad YDPEG OOV dev Exet avapepbei BSE. TTap' OA' avtd,
ovotatikd mov mepiEyovy Lwikég ovoieg Ba mpémer va avtetonifovior g
SVVNTIKOG LOAVGHOTIKG.

Amo@iyete kG0s emapn pe 10 dépua pe Oho ta avtdpaoctipie. To avaoyeTikd
Sudhopo wepiéyer HCl, to ypopoyovo diddvpa mepiéyet TMB kon HO,.  Xe
TEPINTOON ETOPNG, TAVVETE GYOLUGTIKG LE VEPD.

Mnv konvilete, unv mivets, unv TpOTE KOl U1 XPNOLULOTOIEITE KAAAVVTIKG 6TO
AOpo epyociog. Mnv Slavépete pe TIETO YPNOYOTOIOVTAG TO OTONO GOG.
XpNOUOTOLEITE TPOCTOUTEVTIKO POVYIGUO KoL YOVTLO LIOG XPTONG.
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XVIII.  HEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY
AEII'MA(TA)
BAOGMONOMHTEZX OPOI EAETX0Y
(nh ()
BoOpovopntég (0-5) 100 R
Agiypora, opot eLéyyov - 100
Zolevypa avti-C-PEPTIDE-
HRP 50 50

Enmdote eni 2 dpeg oe Oeppokpacio dopatiov pe cvvexn avadevon otig 700 rpm.
AvappopioTe TO TEPLEYOHEVO KGOE VTOSOYNG.
IMovete 3 popés pe 400 ml drordporog TAOONG KoL AVOPPOPHOTE.

Xpwpoyovo dtdivpo 100 100

Enwdote ent 30 hentd o Oeppokpocio dopatiov pe cuvexn avadevon otig 700 rpm).

Avaoyetiko didhopa 100 100

Kdvte aviyvoon 6 GUOKELT aviyveOoNG TAAKOV HIKPOTITAOSOTNONG Kot KoToyphyte
mv anoppdenon kabe vrodoyng ota 450 nm (évavtt 630 1 650 nm)

Ap. xotoioyov DI Asource:
KAP0401

ApOpog P.1.:
1700522/¢l

Ap. avabedpnong:
110221/1




P.I. Number : 1701000

Used symbols

Consult instructions for use

Storage temperature

Use by

Batch code

Catal ogue number

Control

In vitro diagnostic medica device

Manufacturer

Contains sufficient for <n> tests

FIIEI*

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

DL | cAL Cdlibrator diluent

REC | SOLN Reconstitution solution
Polyethylene glycol
Extraction solution

Elution solution

Bond Elut Silica cartridges

Pre-treatment solution

Neutraization solution

Tracer buffer

Microtiterplate

HRP Conjugate

HRP Conjugate

HRP Conjugate concentrate

HRP Conjugate concentrate

cons | BUF Conjugate buffer

CHROM CONC Chromogenic TMB concentrate

CHROM | T™MB Chromogenic TMB solution
Substrate buffer

stoP | soLN Stop solution

INC

Incubation serum

b,

BUI Buffer
Ab 3 AP Conjugate
suB | PNPP Substrate PNPP

BIOT CONC

i

Biotin conjugate concentrate

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentrate

Ass BUF

Assay buffer

BIOT

Biotin conjugate

i

Ab

Specific Antibody

SAV HRP CONC

Streptavidin HRP concentrate

NSB Non-specific binding
2ndAb 2nd Antibody
ACD | BUF Acidification Buffer
DIsT Distributor
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Gebrauchte Symbolen

[HE] Gebrauchsanweisung beachten
/ﬂf Lagern bel

- Verwendbar bis

Chargenbezei chnung
Bestellnummer
Kontrolle

VD In Vitro Diagnostikum

M Hersteller

VA Ausreichend fir <n> Ansétze

Waschl6sung-Konzentrat

CAL 0 Null kaibrator
cAL N Kalibrator #
CONTROL | N Kontrolle #

Ag 1251 Tracer

Ab 1251 Tracer

Ag 1251 CONC

Tracer Konzentrat

Ab 1251 CONC

Tracer Konzentrat

lij Réhrchen
INC | BUF Inkubationspuffer
ACETONITRILE Azetonitril
SERUM Humanserum
oL | sE Probenverdiinner
oL | BUF Verdunnungspuffer
ANTISERUM Antiserum
IMMUNOADSORBENT | mmnadsorbens
DL | cAL Kalibratorverdiinnung
REC | SOLN Rekonstitutionsl6sung
PEG Polyethylenglykol
EXTR | SOLN Extraktionsl6sung

ELU | SOLN Eluierungsl6sung
GEL Bond Elut Silikakartuschen
PRE SOLN

Vorbehandlungsl 6sung

Neutralisierungsl dsung

Tracer-Puffer

Mikrotiterplatte

HRP Konjugat

HRP Konjugat

HRP Konjugat Konzentrat

HRP Konjugat Konzentrat

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

suB | BUF Substratpuffer

stoP | soLN Stoppl &sung

INC | sER Inkubationsserum

BUF Puffer
Ab AP AP Konjugat
suB | PnPP Substrat PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotin-Konjugat-Konzentrat

AVID HRP | CONC

Avidin-HRP-Konzentrat

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

HRP Streptavidinkonzentrat

Unspezifische Bindung

Sekundérer Antikdrper

Ansauerungspuffer
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Simbolos utilisados

Consultar las instrucciones de uso

Limitacion de temperatura

Fecha de caducidad

Codigo delote

NUmero de catél ogo

Control

Producto sanitario para diagndstico in vitro

Fabricante

<]EEEEEM =
ol |Z =

]

r

Contenido suficiente para<n> ensayos

WASH | SOLN | CONC

Solucion de lavado concentrada

cAL 0 Calibrador cero
CcAL N Cadlibrador #
CONTROL | N Control #
Ag | 1280 Trazador
Ab 1251 Trazador
Ag | 1251 | conc Trazador concentrada
Ab | 1251 | conc Trazador concentrada
lij Tubos

INC | BUF Tampon de incubacion
ACETONITRILE Acetonitrilo

SERUM Suero

DIL SPE Diluyente de Muestra

DIL BUF Tamp6n de dilucion

ANTISERUM Antisuero

IMMUNOADSORBENT Inmunoadsorbente

biL | ca Diluyente de calibrador

REC | SOLN Solucién de Reconstitucion

Glicol Polietileno

Solucion de extraccion

ELU | soN Solucién de elucion

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

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

HRP Conjugado concentrada

HRP Conjugado concentrada

Tamp6n de Conjugado

CHROM ™B CONC

Crombgena TMB concentrada

CHROM | T™MB

Solucion Cromégena TMB

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

Concentrado de conjugado de biotina

Concentrado avidinaHRP

Tampoén de ensayo

Conjugado de biotina

Anticuerpo especifico

Estreptavidina-HRP Concentrado

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

Consultare leistruzioni per I'uso

Limitazioni di temperatura

Utilizzare entro

Numero di lotto

Numero di catalogo

Controllo

Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Fabbricante

Contenuto sufficiente per <n> saggi

WASH | SOLN | CONC

E@zsﬁﬁaw*@

Tampone di lavaggio concentrato

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

DIL CAL

Diluente calibratore

REC SOLN

Soluzione di ricostituzione

Polietilenglicole

EXTR | SOLN

T

Soluzione di estrazione

ELU SOLN

Soluzionedi eluizione

’

Cartucce di silice bond elut

PRE SOLN

Soluzione di pretrattamento

NEUTR | SOLN

Soluzione di neutraizzazione

TRACEUR Ul

Tracer Buffer

Piastradi microtitolazione

o

Al RP HRP Coniugato

Ag HRP HRP Coniugato

A | HrP | conc HRP Coniugato concentrato

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

stop | soLn Soluzione di arresto

INC | sER Incubazione con siero

BUF Buffer
Ab AP AP Coniugato
sug | PNPP Substrato PNPP

Concentrato coniugato con biotina

AVID

CONC

BIOT CONJ | CONC

Concentrato avidinaHRP

Soluzione tampone per test

Coniugato con biotina

Anticorpo Specifico

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

| ACID | BUF |

Tampone Acidificante
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Enrcéiiynon couforov

ZvpPovievteite Tig 0dNyieg ypriong

Oeppokpacio amobikevong

Huepopnvia Anéng

Ap1Bpog maptidog

ApBpdg Kataddyon

Ipétumo ehéyyov

In Vitro Awyvootiké lotpoteyvortytkd mpotdv

Kataokevaomg

Tepeyopevo emapkég yuo «» eEeTaoELg

WASH | SOLN | CONC

E@zsﬁﬁaw*@

ZUUTVKVOUEVO SHAVLLOL EKTAVONG

CAL 0 Mndevikog Babpovopntig
CcAL N Babpovountg #

CONTROL | N Opodg eréyyov #

Ag | s Iymbémg

Ab 1251 Iyvnbémng

Ag | 1251 | CONC Xpopoyovog Iyvndémg

Ab | 1251 | CONC Xpopoyovog Ixyynbémg
lij Torvéaplo

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

’

Duoryyeg moprtiov Bond Elut

PRE SOLN

Adhopa Tpoemeepyaciog

NEUTR | SOLN

Aihopa eEovdeTépwong

TRACEUR Ul

Pubruotico didivpa

o

IMiéka pkpotithoddTong
Al RP HRP Z0evypa
Ag HRP HRP Z0evypa

Ab HRP CONC

Xpopoyoévog HRP Zolevypa

Ag HRP CONC

Xpopoyoévog HRP Zolevypa

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

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

BIOT CONJ | CONC

ZUUTVKVOUEVO avTIdpacTiplo culevypévo pe Protivn

AVID HRP | CONC

Zopmokvopévo dtaivpo ofdivng-HRP

PuBiotiko tddvpa Tposdtopicron

avTIdpuoTHPLo GuiEVYHEVO ne Plotivn

Ewdwo6 Avticopo

Zopmokvopévn otpentofidivn cvveéevyuévn pe HRP

un-edikn déopevon

20 Avticopa

PuBiotiko Atdivpo 6&vo
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