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RENIN-EASIA

INTENDED USE

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

GENERAL INFORMATION
Proprietary name : DIAsource Renin-EASIA Kit

Catalogue number : KAP1531 : 96 tests

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 84.99.91

CLINICAL BACKGROUND

Renin, a polypeptidic enzyme (MW~ 40000) (1) also known as angiotensinogenase, is a
circulating protease secreted by juxtaglomerular cells in the juxtaglomerular apparatus of the
kidneys in 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 Il can cause vasoconstriction by stimulating the central
nervous system, in addition it stimulates ADH (antidiuretic hormone) secretion and aldosterone
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 is influenced by concentration of circulating angiotensinogen and
subsequently the concentration of angiotensin Il. High plasmatic levels of angiotensin Il 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 elevated.



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
MAb 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. REAGENTS PROVIDED

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

with 96 anti
Renin monoclonal

antibodies coated

breakable wells

1 vial yellow | To be diluted with
0.05 ml conjugate buffer
(see on the label for the
exact dilution factor)

Ab HRP CONC

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

BUF 1 vial red
10.5 ml

Conjugate buffer: Tris buffer
with bovine serum albumin and
thymol

Ready for use

cAL “ powls o | yellow | Add 2 mi distlled
yop water

Calibrators - N = 0 to 5, in
human serum and thymol. See
exact value on vial labels.

2 vials silver | Add 2 ml distilled
lyophilized water

Controls - N = 2
in human serum with thymol.

1 vial brown Dilute 200 x with
10 mi distilled water (use a
magnetic stirrer).

WASH| SOLN |CONC

Wash solution (Tris-HCI)

CHROM T™B 1 vial brown | Ready for use
12 ml

Chromogenic TMB Solution
(Tetramethylbenzydine)

1 vial white Ready for use
12 ml

Stop solution: HCI 1.0 N

Note: 1. Use the 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
pIU/ml or mIU/I.

VI. SUPPLIES NOT PROVIDED

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

1. High quality distilled water

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

3. Plastic tubes for dilution of samples

4. Vortex mixer

Magnetic stirrer

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 (monochromatic 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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VII. REAGENT PREPARATION

A. Calibrators: Reconstitute the calibrators with 2 ml distilled 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 is recommended.

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 the label, if kept at 2 to 8°C.

- After reconstitution, the calibrators and controls are unstable, use them
immediately after reconstitution, 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 the test is not 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 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.
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.

B. Procedure

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

2. Secure the wells into the holding frame.

3. Pipette 200 ul of each calibrator, control and sample into 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. Wash the plate 3 times



7. Pipette 100l 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
calculate the results as described in section XI

X1l. 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 against 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 assisted data reduction will simplify 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
the real time calibration curve.

Hu Renin-EASIA OD units

Calibrator
0 pg/ml 0.074

3.9 pg/ml 0.121
11 pg/ml 0.2
55  pg/ml 0.68
91  pg/ml 1.068

270  pg/ml 2.6

X111. 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 Cross-reactivity 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 bilirubin at 0.2 mg/Iml were tested in Dia
source Renin EASIA kit. Results are shown in the table below.

No significant interference was found with bilirubin, but hemolytic
samples should be avoided.

E Accuracy

RECOVERY TEST

Sample Added Renin Recovered Renin Recovery
(pg/ml) (pg/ml) (%)
Serum 37.1 38.0 102.4
78.0 62.0 79.5
131.2 109.1 83.2
228.5 2415 105.7

DILUTION TEST

Sample Dilution Theoretical Concent. Measured Concent.
(pg/ml) (pg/ml)
1 n - 103.8
1/2 53.6 51.9
1/4 24.2 259
1/8 11.1 12.9
2 mn - 105.8
12 52.9 51.6
1/4 26.4 26.6
1/8 13.2 13.8
1/16 6.6 5.5

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>+SD Ccv Sample | N <X>=*SD cv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 22 16.7+0.9 5.4 A 10 168+ 1.1 6.2
B 24 67.3+15 2.2 B 10 64.6+22 3.3

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

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.

L] 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.

L] Acceptance criteria for the difference between the duplicate results of the
samples should rely on Good Laboratory Practises
L] 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.
. It is good practise to check visually the curve fit selected by the computer.

XV. REFERENCE INTERVALS

Normal range has been determined on EDTA plasma of 60 apparently
healthy subjects, fasting, aged from 20 to 60:40 males and 20 females,
without oestrogen-progesterone treatment and without treatment for
hypertension. For each subject, two blood samples were taken: one after
1 hour of activity in an upright position and another after remaining in a
supine position for one hour.
Range limits are fixed from 5 to 95 percentile

Upright  0.1-25.5 pg/ml

Supine  0.1-9.7 pg /ml

Each laboratory should establish its own normal range of values.
Be careful many factors can influence renin levels (age, posture, estrogen
treatment, antihypertensive medication,...)

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 cosmetics in 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
()} ()
Calibrators (0-6) 200 -
Controls, Samples - 200

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.

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 at room temperature.

Stop Solution 100 100

Read on a microtiterplate reader.

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

DIAsource Catalogue Nr : P.l. Number : Revision nr :
KAP1531 1700482/en 131029/1

Revision date : 2013-10-29
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RENIN-EASIA

BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage immuno-enzymatique pour la mesure quantitative in vitro de la rénine active dans le
plasma humain.

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

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

Pour une assistance technique ou une information sur une commande :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

CONTEXTE CLINIQUE

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

La rénine active le systéme rénine-angiotensine en clivant I'angiotensinogéne produit par le foie en
angiotensine | (inactive) qui est ensuite elle-méme convertie en angiotensine Il (active) dans
I'épithélium vasculaire du poumon. L'angiotensine Il peut provoquer une vasoconstriction par
stimulation du systéme nerveux central. De plus, elle stimule la sécrétion d'ADH (hormone
antidiurétique) et de I'aldostérone par la glande surrénale. (6)

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

La concentration plasmatique en rénine est influencée par la concentration en angiotensinogene
circulant et, par la suite, par la concentration en angiotensine Il. Des taux plasmatiques élevés en
angiotensine Il réduisent la sécrétion de rénine (rétrocontrdle négatif).

La détermination des taux plasmatiques de la rénine est utile dans le diagnostic de I'nypertension et
le suivi thérapeutique des patients hypertendus (3).

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



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

La DIlAsource Renin-EASIA est une «Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay » en phase solide effectuée sur des microplaques. Les calibrateurs
et les échantillons réagissent avec 1’anticorps de capture monoclonal (AcM 1)
recouvrant les puits et avec un anticorps monoclonal (AcM 2) marqué avec la
peroxydase (HRP). Aprées 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 ajoutée et incubée. La réaction est arrétée
avec I’addition de Solution d’arrét et la microplaque est alors lue a la longueur
d’onde appropriée. La quantité de remplacement de substrat est déterminée
colorimétriquement par la mesure de ’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
Plaques de microtitration 96 puits bleu Prét a ’emploi
sécable avec 96 puits
recouvert d’anti Rénine
(anticorps monoclonal)
Ab HRP |conc 1 flacon Jaune A diluer avec I_e )
0,05 ml tampon du conjugué
(voir I'étiquette pour le
Conjugué: anti-Rénine marqué avec facteur exact de
de ’HRP (anticorps monoclonal) dilution)
dans un tampon TRIS avec de la
sérum albumine bovine et du thymol
BUF 1 flacon Rouge | Préta I’emploi
10,5 ml
Tampon du conjugué: un tampon
TRIS avec de I'albumine bovine et du
thymol
CAL - 6 flacons Jaune Ajouter 2 ml d’eau
lyophilisés distillée
Calibrateur N =0 a5, dans du sérum
humain et du thymol
Valeurs exactes sur chaque flacon.
2 flacons Gris Ajouter 2 ml d’eau
lyophilisés distillée
Contréles - N = 1 ou 2 dans du sérum
humain et du thymol
|WASH | SOLN |CONC | 1 flacon Brun Diluer 200 X avec de
10 ml I’eau distillée (utiliser
Solution de Lavage un agitateur
(Tris-HCI) magnétique).
1 flacon Brun | Préta I’emploi
12 ml
Solution Chromogéne TMB
(Tetramethylbenzydine)
-- 1 flacon Blanc Prét a I’emploi
STOP | SOLN 12 mi
Solution d’arrét: HC1 1,0 N

Note : 1.  Utiliser le calibrateur zéro pour la dilution des échantillons.
2. 1 pg de la préparation du calibrateur est équivalent a 2,2 +/- 0,2 pUI
de NIBSC 68/356.
Les valeurs obtenues en pg/ml doivent étre multipliées par 2,2 pour
obtenir les résultats en pUI/ml ou muUl/l.

VL.

MATERIELS NON FOURNIS

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

1.
2.

®NOO AW

VIL.

Eau distillée d’une haute qualité

Pipettes pour distribuer: 25 ul, 100 pl, 200 pl et 1 ml (I’utilisation de
pipettes précises et de pointes en plastique est recommandée)

Des tubes 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 microplaques capable de lire & 450 nm, 490 nm et 650 nm (en
cas de lecture polychromatique) ou capable de lire & 450 nm et 650 nm
(lecture monochromatique)

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

PREPARATION DES REACTIFS

Calibrateurs : Reconstituer les calibrateurs avec 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 : Reconstituer les contrdles avec 2 ml d’eau distillée.

Conjugué Rénine-HRP de travail: Préparer un volume adéquat de
conjugué de travail en diluant le conjugué rénine-HRP concentré avec le
tampon du conjugué. Voir I'étiquette pour le facteur exact de dilution.
Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. 1l est recommandé de
faire une dilution extemporanée.

Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage en
ajoutant 199 volumes d’eau distillée a 1 volume de Solution de Lavage
(200x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la
Solution de Lavage non utilisée a la fin de la journée.

VIIl. STOCKAGE ET DATE D’EXPIRATION DES REACTIFS

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

Apres reconstitution, les calibrateurs et les contrdles sont instables. Les
utiliser immédiatement apres reconstitution, les congeler immédiatement
en aliquotes et les maintenir a -20°C pendant maximum 6 semaines. lls
sont stables apres 1 cycle de congélation-décongélation.

Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

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

Des altérations dans l’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 le test n’est pas réalisé dans les 4 heures, le plasma doit étre aliquoté et
conservé a -20°C.

Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

Ne pas utiliser d’échantillons hémolysés

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants aprés avoir dépassé la date
d’expiration.

Ne pas mélanger du matériel provenant de trousses de lots différents.
Mettre tous les réactifs a température ambiante avant utilisation.

Meélangez tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce.

Réaliser les calibrateurs, les controles 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 1’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 les temps d’incubation.

Préparer une courbe d’étalonnage pour chaque nouvelle série
d’expériences, ne pas utiliser les données d’expériences précédentes.
Distribuer la solution du chromogéne dans les 15 minutes apreés le lavage
de la plaque de microtitration.

Eviter exposition & la lumiére du soleil lors de I’incubation avec la solution
du chromogéne.



B. Mode opératoire

1. Sélectionner le nombre de barrettes nécessaires pour le test. Les barrettes
inutilisées doivent étre cachetées de nouveau dans le sachet avec un
dessiccateur et gardées a 2-8°C.

2. Placer les barrettes dans le support.

3. Pipeter 200 ul de chaque Calibrateur, Contréle et Echantillon dans les
puits appropriés.

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

5. Aspirer le liquide de chaque puits.

6. Laver la plaque 3 fois.

7. Pipeter 100 pl du conjugué Rénine-HRP de travail dans tous les puits.

8. Incuber pendant 1 heure a température ambiante sur un agitateur horizontal

mis & 400 tpm + 100 tpm.

9. Aspirer le liquide de chaque puits.

10.  Laver la plaque 3 fois.

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

12.  Incuber la microplaque pendant 30 minutes a température ambiante, éviter
exposition a la lumiére du soleil.

13.  Pipeter 100 pul de la Solution d’arrét dans chaque puits.

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

XI.  CALCUL DES RESULTATS

1. Lire la plaque a 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. Dessiner sur un graphique linéaire ou semi-logarithmique les valeurs d’OD

(ordonnées) pour chaque calibrateur contre la concentration
correspondante en rénine humaine (abscisses) et dessiner une courbe de
calibration a 1’aide des points de calibration, en connectant les points avec
des lignes droites.

4. Lire la concentration pour chaque contrdle et échantillon par interpolation
sur la courbe de calibration.
5. L’analyse informatique des données simplifiera les calculs. Si un systeme

d’analyse de traitement informatique des données est utilisé, il est
recommandé d’ utiliser la fonction « 4 paramétres » du lissage de courbes.
XIl. DONNEES TYPES

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

Valeur de la Valeur de la
. . . Valeur de la rénine + rénine +
échantillon (re“/'nfl*) hémoglobine (pg/ml) bilirubine
Pe (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. Précision
INTRA-ESSAI INTER-ESSAI

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

(pg/mh) | (%) (pg/mi) (%0)
A 22 |167+09 | 54 A 10| 168+11 6.2
B 24 | 673£15| 22 B 10| 646£22 33

SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation

E. Exactitude
TEST DE RECUPERATION

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

Echantillon Rénine ajoutée Rénine Récupération
(pg/ml) récupérée (%)
(pg/ml)
Sérum 37,1 38,0 102,4
78,0 62,0 79,5
131,2 109,1 83,2
228,5 2415 105,7
TEST DE DILUTION
Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(pg/ml) (pg/ml)
1 7 - 103,8
12 53,6 51,9
1/4 24,2 259
1/8 11,1 12,9
2 171 - 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

XI1ll. PERFORMANCE ET LIMITES

A. Sensibilité

Vingt-quatre calibrateurs zéro ont été testés en paralléle avec un assortiment
d’autres calibrateurs. La limite de détection, définie comme la concentration
apparente située 2 déviations standards au-dessus de la moyenne DO déterminée a
la fixation zéro, était de 0,8 pg/ml.

B. Spécificité

La réactivité croisée de la prorénine dans I'essai Renin EASIA a été déterminée en
ajoutant différentes concentrations en prorénine a une matrice de plasma et en
mesurant la réponse apparente de la rénine. La réactivité croisée de la prorénine
s'est avéré étre de 0,2%.

C. Interférences de I'hémoglobine et de la bilirubine

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

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

Les échantillon ont été dilués avec le calibrateur zéro.

XIV. CONTROLE DE QUALITE INTERNE

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

- Chaque laboratoire est libre de faire ses propres stocks d’échantillons
controles, lesquels doivent étre congelés aliquotés. Des contrdles qui
contiennent de I’azoture influenceront la réaction enzymatique et ne peuvent
pas étre utilisés.

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

- On recommande que les contrdles soient testés de fagon routiniere 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 visuellement la courbe sélectionnée par
I’ordinateur.

XV. VALEURS ATTENDUES

La fourchette des valeurs normales a été déterminée sur du plasma sur EDTA de
60 sujets apparemment sains, a jeun, agés de 20 a 60 ans, 40 hommes et 20
femmes sans traitement cestrogéno-progestatif et sans traitement pour de
I'hypertension. Deux échantillons de sang ont été prélevés pour chacun des sujets:
une apres une heure d'activité en position debout et une autre apres que le sujet
soit resté allongé sur le dos pendant une heure.
Les limites de la fourchette ont été fixées entre les percentiles 5 et 95.

Debout  0,1-25,5 pg/ml

Allongé surledos 0,1-9,7 pg/ml



Chaque laboratoire doit établir ses propres écarts de valeurs.
Etre prudent: de nombreux facteurs peuvent influencer les taux de rénine (age,
position, traitement aux cestrogénes, médication antihypertensive,...)

XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

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

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires. Ne pas pipeter avec la bouche. Utiliser des vétements protecteurs et
des gants a usage unique.
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XVII1.RESUME DU PROTOCOLE

CALIBRATEURS ECHANTII:LON(S)
(1) CONTROLES
(k1)
Calibrateurs (0-5) 200 R
Contrdles, Echantillons - 200

Incuber pendant 1 heure a température ambiante avec agitation continue a 400 tpm.

Aspirer le contenu de chaque puits.

Laver 3 fois avec 400 pl de la Solution de Lavage et aspirer.

Conjugué anti-Rénine

100

100

Incuber pendant 1 heure a température ambiante avec agitation continue a 400 tpm.

Aspirer le contenu de chaque puits.

Laver 3 fois avec 400 pl de la Solution de Lavage et aspirer.

Solution du chromogene 100 100
Incuber pendant 30 min & température ambiante.
Solution d’arrét 100 100

Lire sur un lecteur de microplaques.

Enregistrer I’absorbance de chaque puits a 450 nm (contre 630 ou 650 nm).
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C€

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

Renin -EASIA

I. USO DEL KIT

Kit immunoenzimetrico per la determinazione quantitativa in vitro della Renina attiva in plasma umano.

I. 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 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 84.99.91

. INFORMAZIONI CLINICHE

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

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

La regolazione della pressione arteriosa e il controllo della filtrazione glomerulare renale (2) costituiscono le
principali funzioni del sistema renina-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
la secrezione di renina (feedback negativo).

La determinazione dei livelli plasmatici di renina e utile nelle diagnosi 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 sia dei livelli di renina che di aldosterone.



V. PRINCIPIO DEL METODO

DIAsource Renin-EASIA & un immunosaggio a sensibilita amplificata a fase
solida eseguito su piastre di microtitolazione. | calibratori e i 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 perossidasi (HRP). Dopo un periodo di incubazione che consenta la
formazione di un sandwich: MADb 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 1’aggiunta di Soluzione di arresto; quindi la piastra di
microtitolazione viene letta alla lunghezza d’onda adeguata.  La quantita di
turnover del substrato viene determinata colorimetricamente misurando
I’assorbanza che ¢ proporzionale alla concentrazione di Renina umano.

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

V. REATTIVI FORNITI
Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Piastra di microtitolazione | 96 pozzetti Blu Pronte per I'uso
con 96 pozzetti
separabili, rivestiti anti
Renina (anticorpi
monoclonali)
Ab HRP |conc 1 flacone Giallo Da diluire con il
| : _ 0,05 ml tam_pone del
Coniugato: marcato HRP anti-Renina coniugato
(Anticorpi monoclonali) in tampone (consultare
TRIS con albumina di siero bovino e Petichetta per .
timolo calcolare il fattore di
diluizione esatto)
BUF 1 flacone Rosso Pronto per uso
Tampone del coniugato: tampone 10,5 ml
TRIS con albumina di siero bovino e
timolo
CAL 6 flaconi Giallo Aggiungere 2 ml di
liofiliz acqua distillata
Calibratore 0-5, in siero umano con ’
timolo. Le concentrazioni esatte
degli calibratore sono riportate sulle
etichette dei flaconi.
2 flaconi Argento | Aggiungere 2 ml di
liofiliz acqua distillata
Controlli: N =102, insiero umano ’
con timolo
| WASH | SOLN |CONC | 1 flacone Bruno Diluire 200 x con
10 ml acqua distillata
Tampone di lavaggio (TRIS HCI) (usando un agitatore
magnetico)
1 flacone Bruno Pronto per I'uso
12 ml
Soluzione Cromogena TMB
(tetrametilbenzidina)
1 flacone Bianco Pronto per I’uso
12 ml
Soluzione di arresto: HCI 0,1IN

Note: Usare zero Calibratore per diluire i campioni.

1 pg dela calibratore preparazione € equivalente a 2,2 +/- 0,2 plU NIBSC
68/356.

Valori ottenuti in pg/ml devono essere moltiplicati per 2,2 alfine di

ottenere risultati in plU/ml o mIU/I.

VI. REATTIVI NON FORNITI

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

1. Acqua distillata di qualita elevata

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

Provette di plastica per la diluizione dei campioni.

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

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

o0 sw

VIL

VIIL.

Lavatrice per piastra di microtitolazione

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

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

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratore: Ricostituire i 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: Ricostituire i controlli con 2 ml di acqua distillata.

Soluzione di lavoro del coniugato Renina-HRP: Preparare la
quantita necessaria di soluzione del coniugato diluendo il coniugato Renina-
HRP concentrato con il tampone del coniugato. Consultare 1’etichetta per
calcolare il fattore di diluizione esatto. Utilizzare un vortex per
omogeneizzare. Si raccomanda la preparazione 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
(200x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea. La
soluzione 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.

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 fresca
ogni volta e usata nello stesso giorno della preparazione.

Alterazioni dell’aspetto fisico dei reattivi possono indicare una loro
instabilita 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 dovra
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 usare il kit o suoi componenti oltre la data di scadenza.

Non mescolare reattivi di lotti diversi.

Prima dell’uso portare tutti i reattivi a temperatura ambiente.

Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione.

Eseguire calibratori, controlli e campioni in doppio. Si raccomanda
I’allineamento verticale.

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

Per evitare cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni
volta che si usi un nuovo reattivo 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 sistemi di pipettamento
automatici migliora la precisione del dosaggio.

Rispettare i tempi di incubazione.

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

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

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

Metodo del dosaggio

Selezionare il numero di strisce reagenti necessario per il test. Le strisce
reagenti inutilizzate devono essere risigillate nel contenitore con un
essiccante e conservate a 2-8°C.

Assicurare le strisce reagenti nel 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. Aspirare il liquido da ogni pozzetto.

6. Lavare la 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. Aspirare il liquido da ogni pozzetto.

10.  Lavare la piastra 3 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 la luce diretta del sole.

13.  Pipettare 100 pl 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 calcolare i risultati come descritto nella sezione XI.

XL CALCOLO DEI RISULTATI

1. Leggere la piastra a 450 nm rispetto a un filtro di riferimento regolato a

650 nm (0 630 nm).

Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

3. Costruire la curva di calibrazione su carta millimetrata semilogaritmica o
lineare ponendo in ordinata le medie dei OD dei replicati degli standard e
in ascissa le rispettive concentrazioni di Renina umano, collegando i punti
tracciati con linee rette.

N

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.

XII. CARATTERISTICHE TIPICHE

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

Renin-EASIA Unita OD
Calibratore
0 pg/ml 0,074
3,9 pg/ml 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, é risultata essere 0,8 pg/ml.

B. Specificita

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

Cc. Interferenze con emoglobina e bilirubina

Mediante il kit Diasource Renin EASIA sono state analizzate I'emoglobina alla
concentrazione di 7,5 mg/ml e la bilirubina a 0,2 mg/Iml. | risultati sono mostrati
nella tabella sotto riportata.

Non sono state osservate interferenze statisticamente significative con la
bilirubina; tuttavia, si devono evitare i campioni emolitici.

Campione Valore della Valore di renina + Yﬁﬁirfug'igznma
renin (pg/ml) | emoglobina (pg/ml) (pg/ml)
Plasma 1 12,8 75 13,1
Plasma 2 62,7 41,0 60,0
Plasma 3 10,8 7,1 11,7
D. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO

Campione N <>+ SD CcVv Campione | N <>+ SD Ccv

(pg/ml) | (%) (pg/ml) (%)
A 22 | 167+09 | 54 A 10 | 168+11 | 62
B 24 | 673x15 | 22 B 10 | 646+22 | 33

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

E. Accuratezza
TEST DI RECUPERO

Campione Renina Renina Recupero
aggiunta recuperata (%)
(pg/ml) (pg/ml)
Siero 37,1 38,0 102,4
78,0 62,0 79,5
131,2 109,1 83,2
228,5 2415 105,7

TEST DI DILUIZIONE

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

1 1/1 - 103,8
1/2 53,6 51,9
1/4 24,2 25,9
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

| 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 sono
all’interno dei limiti riportati sull’etichetta dei flaconi, non € opportuno
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, a meno che non si trovi una
giustificazione soddisfacente.

- Ogni laboratorio pud preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato 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 dei
campioni devono basarsi sulla buona prassi di laboratorio.

- Si raccomanda di saggiare i controlli con regolarita come campioni
sconosciuti per misurare la variabilita del saggio. La resa del saggio deve
essere monitorata con tabelle di controllo qualita dei controlli.

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



XV. INTERVALLI DI RIFERIMENTO XVII. SCHEMA DEL DOSAGGIO

L’intervallo normale ¢ stato determinato su plasma in EDTA prelevato da 60
soggetti apparentemente sani, a digiuno, di etd compresa tra 20 e 60 anni, di cui 40 CA'—'BR'?TORE CAMPIONI
soggetti di sesso maschile e 20 soggetti di sesso femminile, non in terapia con (Hh) CONZ%OLL'
estrogeni-progesterone né in terapia con antipertensivi. A ogni soggetto sono stati H
prelevati due campioni di sangue: il primo dopo 1 ora di attivita in posizione eretta
eil §§gondp quQ 1 ora d’l' permanenza aonposoom posizione coricata. Sono stati Calibratore (0 - 5) 200 )
stabiliti quindi i limiti dell’intervallo dal 5° al 95° percentile: : . _
. Controlli, Campioni 200

posizione eretta 0,1-25,5 pg/ml

posizione supina 0,1-9,7 pg/ml
Ciascun laboratorio deve stabilire il proprio range di normalita. Incubare per 1 ora a temperatura ambiente sotto agitazione continua a 400 rpm.

Aspirare il contenuto di ogni pozzetto.

Da tenere presente che i livelli di renina possono essere influenzati da diversi Lavare 3 volte con 400 p di soluzione di lavaggio e aspirare.

fattori (eta, postura, terapia estrogenica, farmaci antipertensivi...)

Conjugato anti-Renina-HRP 100 100
XVI. PRECAUZIONI PER L’'USO

Incubare per 1 ora a temperatura ambiente sotto agitazione continua a 400 rpm.
Si Aspirare il contenuto di ogni pozzetto.
Slcurezza Lavare 3 volte con 400 pl di soluzione di lavaggio e aspirare.

Il kit & solo per uso diagnostico in vitro.
| reattivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati Soluzione chromogena 100 100
da organismi di controllo europei o da FDA e si 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 o i campioni di siero
o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

Tutti i prodotti di origine animale o loro derivati provengono da animali sani. |
componenti di origine bovina provengono da paesi dove non sono stati segnalati
casi di BSE. E’ comunque necessario considerare i prodotti di origine animale Leggere su un lettore per piastra da microtitolazione.
come potenziali fonti di infezioni.

Evitare qualsiasi 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 reattivi con pipette a bocca. Utilizzare indumenti protettivi e guanti

Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente.

Soluzione di arresto 100 100

Registrare ’assorbanza di ogni pozzetto a 450 nm (rispetto a 630 0 650 nm) .

monouso. Numero di catalogo di . - .
DIASource: P.1. numero: Revisione numero:
KAP1531 1700482/it 131029/2
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Leer el protocolo completo antes de usar.

Renin-EASIA

I.  INSTRUCCIONES DE USO

Ensayo inmunoenzimatico para la determinacién cuantitativa in vitro de Renina activa en plasma humano.

Il.  INFORMACION GENERAL
A.  Nombre: DIAsource Renin-EASIA Kit
B. NUmero de Catdlogo: KAP1531: 96 determinaciones

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

Para asistencia técnica e informacion sobre pedidos contactar:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

I1l. CONTEXTO CLINICO

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

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

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

La concentracion plasmatica de la renina esta influenciada por la concentracién del angiotensin6geno
circulante y posteriormente por la concentracion de la Angiotensina Il. Niveles plasmaticos altos de
Angiotensina Il reducen la secrecidn de renina (retroalimentacion negativa).

La determinacion de los niveles plasmaticos de renina es Util en el diagnostico de hipertension y en el
seguimiento terapéutico de los pacientes hipertensos (3).

La concentracién plasmatica de la renina disminuye en pacientes hipertensos debido a hiperaldosteronismo
primario (4), al contrario de la hipertensién renovascular (5) donde tanto la concentracion de la renina como
la de aldosterona, estan aumentadas.



IV.  PRINCIPIOS DEL METODO

El DIAsource Renin-EASIA es un Inmunoensayo de fase sélida Enzimético de

Sensibilidad Amplificada efectuado en microplacas.

concentracion de la Renina humana.

Una curva de calibracién es elaborada y la concentracién de la Renina de las

Los calibradores y las
muestras reaccionan con el 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
anticuerpos libres marcados con enzimas. Los anticuerpos marcados con enzimas
que se han ligado se miden con una reaccién cromogénica. La solucién
cromogeénica (TMB) es afiadida e incubada. La reaccion se para con la adicién 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 medicion de la absorbancia, que es proporcional a la

se lava para eliminar los

muestras es determinada por interpolacion en la curva de calibracién.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Solucién de Parada: HCI 1,0 N

Reactivos Kit de 96 Cadigo Reconstitucion
determinacio | de Color
nes
Microplaca con anti 96 pocillos Azul | Listo para uso
Renina (anticuerpos
monoclonales) pocillos
recubiertos
desprendibles
Ab | HRP |CONC | 1 vial amarillo | Debe ser diluido con
0,05 ml tampdn de conjugado
Conjugado: anti Renina marcado S(l)?; Iz:oe;;qrueelt?ag?gz: de
con HRP (anticuerpos dilucpién exacta )
monoclonales) en tampén TRIS
con albmina de suero bovino y
timol.
1 vial Rojo Listo para uso
CONJ BUF 10,5 ml
Tampén de Conjugado: tampén
TRIS con albimina de suero
bovino y timol.
AL - 6 viales amarillo | Afadir 2 ml de agua
¢ liofilizados destilada
Calibradores N = 0 al 5, en suero
humano con timol. Ver los valores
exactos en las etiquetas de los
viales.
2 viales plateado | Afiadir 2 ml de agua
Liofilizados destilada
Controles-N=102
en suero humano con timol.
1 vial marrén | Diluir 200 x con agua
|WASH | SOLN |CONC | 10 ml destilada (utilizar
Solucién de lavado (Tris-HCI) agitador magnético)
1 vial marrén | Listo para uso
Solucion Cromogénica TMB
(Tetrametilbencidina)
1 vial blanco | Listo para uso
STOP | SOLN 12 ml

Nota: 1. Use el calibrador cero para diluir 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 pulU/ml o mIU/I.

VI.

MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

1
2.

© N O~ W

VIL.

VIIL.

Agua destilada de alta calidad

Pipetas de 25 pl, 100 pl, 200 pl y 1 ml (Se recomienda el uso de pipetas
precisas con puntas desechables de plastico)

Tubos plasticos 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 de leer a 450 nm, 490 nm y 650 nm (en caso de
lectura policromética) o capaz de leer a 450 nm y 650 nm (lectura
monocromatica)

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

PREPARACION DE REACTIVOS

Calibradores: Reconstituir los calibradores con 2 ml de agua destilada.

! Para que se disuelvan completamente: después de reconstituidos deje
los viales por 30 min en un agitador luego mézclelos en un vortex.
Controles: Reconstituir los controles con 2 ml de agua destilada.
Conjugado de trabajo Renina —HRP: Prepare un volumen adecuado de
solucién de conjugado diluyendo el conjugado Renina-HRP concentrado
con tampon de conjugado. Ver la etiqueta para comprobar el factor de
dilucion exacto. Usar un agitador vortex para homogenizar. Se
recomienda preparar en el momento de uso.

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

ALMACENAJE Y CADUCIDADES DE LOS REACTIVOS

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

Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

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

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

TOMA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras deben ser de plasma anticoagulado con EDTA.

Si el ensayo no se realiza en 4 horas., el plasma debe ser alicuotado y
almacenado a —20°C.

Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

No utilizar muestras hemolizadas.

PROCEDIMIENTO

Notas de manejo

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

No mezclar reactivos de diferente nimero de lote.

Llevar todos los reactivos a temperatura ambiente antes de su uso.

Mezclar concienzudamente todos los reactivos y muestras, agitandolos o
girandolos suavemente.

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

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

Con el fin de evitar cualquier contaminacion utilizar puntas de pipetas
desechables y limpias para la adicién de cada reactivo y muestra.

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

El uso de pipetas de precision o equipamiento de dispensacion automatica
mejorara la precision.

Respetar los tiempos de incubacion.

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

Dispensar la Solucion Cromogénica dentro de los 15 minutos posteriores al
lavado de las microplacas.
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XIL.

Durante la incubacion con Solucién Cromogénica, evitar exponer las
microplacas la luz solar directa.

Procedimiento

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

Fijar los pocillos en el soporte.

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

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

Aspirar el liquido de cada pocillo.

Lavar la placa 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 el liquido de cada pocillo.

Lavar la placa 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 la luz 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 hora y calcular los resultados como se ha descrito en la seccion
XI

CALCULO DE RESULTADOS

Leer la placa a 450 nm contra un filtro de referencia a 650 nm (o 630 hm).
Calcular el promedio de las determinaciones dobles.

Poner sobre un papel semi-logaritmico o linear los valores de la DO
(ordenada) para cada calibrador contra la concentracién de Renina humana
correspondiente (abscisa) y construir la curva de calibraciéon conectando
los puntos de calibracién con lineas rectas.

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

La reduccién de datos asistida por ordenador puede facilitar estos calculos.
Si se utiliza el procesamiento de resultados automatico, recomendamos el
ajuste de la curva dada por la funcién logistica de 4 parametros.

EJEMPLO DE RESULTADOS

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

C.

Interferencia de la bilirrubina y la hemoglobina

Hemoglobina a 7,5 mg/ml y bilirrubina a 0,2 mg/ml fueron analizadas con un kit
Diasource Renin EASIA. Los resultados estan en la tabla a continuacion.

No se encontrd interferencia significativa con bilirrubina, pero las muestras
hemoliticas deben evitarse.

muestra Valor de Valor de renina + Valor de renina +
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 7,1 11,7
D. Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO

PRECISION INTER-ENSAYO

Muestra | N | <X>+DS | CV [ Muestra| N <X>+ DS cv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)

A 22 | 167+09 54 A 10 16,8+ 1,1 6,2

B 24 | 673%15 2.2 B 10 64,622 33

DS : Desviacion Estandar; CV: Coeficiente de Variacion

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

E. Exactitud
PRUEBA DE RECUPERACION
Muestra Renina Renina Recuperacion
afiadido recuperado (%)
(pg/ml) (pg/ml)
Suero 37,1 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.
Teodrica Medida
(pg/ml) (pg/ml)
1 171 - 103,8
12 53,6 51,9
1/4 24,2 25,9
1/8 11,1 12,9
2 171 - 105,8
12 52,9 51,6
1/4 26,4 26,6
1/8 13,2 13,8
1/16 6,6 55

XML

A.

FUNCIONAMIENTO Y LIMITACIONES

Limite 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 estandares sobre la DO promedio cuando la unién es cero, fue de 0,8

pg/ml.

B.

Especificidad

La reaccion 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%.

Las muestras fueron diluidas con calibrador cero

XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Si los resultados obtenidos para el 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 explicacién
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 reaccién enzimética y
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 Practicas 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 gréaficos de
control de calidad de los controles.

Recomendamos un control visual de la curva seleccionada por el
ordenador.



XV. INTERVALOS DE REFERENCIA XVIII.RESUMEN DEL PROTOCOLO

El rango normal se a determinado en plasma EDTA de 60 sujetos aparentemente

sanos, en ayunas de edades entre 20 y 40 afios: 40 hombres y 20 mujeres sin CALIBRADORES CONTROLES
tratamiento de estrégeno-progesterona y sin tratamiento para la hipertension. Se () MUESTRA(S)
tomaron dos muestras de sangre de cada sujeto después de 1 hora de actividad (D)

realizada de pie y otra permaneciendo tumbado durante una hora.

Los limites del ambito de medicion se han fijado entre los percentiles 5 y 95. Calibradores (0 - 5) 200 _
De pie 0,1-25,5 pg /ml Controles, Muestras 200
Tumbado 0,1-9,7 pg/ml

Cada laboratorio debe establecer sus propios valores de rango normal.
Tenga cuidado, muchos factores pueden influenciar los niveles de renina (edad,
postura, tratamiento con estrégeno, medicamentos antihipertensivos,...)

Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion continua a 400 rpm.
Aspirar el contenido de cada pocillo.
Lavar 3 veces con 400 pl de la Solucién de Lavado y aspirar.

XVI. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Conjugado Renina 100 100
Seguridad . N .
S6lo para uso de diagnéstico in vitro. Incu_bar durante l_hora atempera_tura ambiente con agitacion continua a 400 rpm.
L d h ilizad kit h id inad Aspirar el contenido de cada pocillo.
0s componentes de sangre humana utilizados en este kit han sido examinados Lavar 3 veces con 400 pl de la Solucion de Lavado y aspirar.

por métodos aprobados por la CEE y/o la FDA resultando negativos para HBsAg,
anti-VHC, anti-VIH-1 y 2. No se conoce ninglin método que asegure totalmente
que los derivados de la sangre humana no transmitiran hepatitis, SIDA u otras
infecciones. Por lo tanto el manejo de los reactivos y muestras de suero o plasma
se hara de acuerdo con los procedimientos de seguridad locales.

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

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

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

Solucién Cromogénica 100 100

Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente

Solucion de Parada 100 100

Registrar la absorbancia de cada pocillo a 450 nm (contra 630 0 650 nm).
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Awpdaote 0AOKANPO TO TPOTOKOALO TPV ATO TN YP1 oM.

Renin-EASIA

1. XPHXHTIA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Avoocogvlupopetpikdc Tposdloptopdc yia v in Vitro mtocotikd npocsdiopiopud g evepyodc pevivng o
avBpdmivo TAAGLO.

Il. T'ENIKEX IAHPO®OPIEX
A. Epmopwn ovopasia:  Kit Renin-EASIA g DIAsource
B. ApwOuoc karardyov: KAP1531: 96 npocdiopiopol

I''  Koaraokevaletar oo Tqv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

INa Teyvikn Pondsia 1| TANpo@opieg GYETIKA PE TOPAYYEMES ETUKOILVOVI|GTE OTA:
Tni.: +32 (0)10 84.99.11 ®ag: +32 (0)10 84.99.91

I1l. KAINIKO YIIOBA®OPO

H pevivn, éva moivmentidwd éviopo (MB~ 40000) (1), yvoot) emiong ©¢ ayyel0TOGIVOYEVAST),
glval (o KUKAOQOPOLGO TPMTEACT) TOL EKKPIVETOL OMO TOPUCTEPOUATIKA KOTTOPOL OTNV
TOPACTEPALOTIKI] CUCKELT] TOV VEQPOV, OC AmOKPIoN € UEOUEVO OYKO OilaTog 17 YounAn
ovykévipoon NaCL cto copa.

H pevivn evepyomotel to cOotnua pevivng-ayyelotacivng LETATPENTOVTAS TO TAPAYOUEVO GTO NP
ayyslotacvoyovo og ayyelotacivn I (avevepyn), n onola katoémy petatpémetal o€ ayysotacivn 11
(evepyn) oto ayyewokd embnio tov mvevudvev. H ayysotacivny II pmopel va empépet
OYYEOGVOTOOT HECH OLEYEPOTG TOL KEVIPIKOD VELPIKOD GLOTHHOTOG. EmmAéov dieyeipel v
éxkpton ADH (avtidiovpntikny oppdvn) Kot aAdocstepovig and o extve@piota (6).

Ot onpavtikOdTeEPEG AEITOVPYIEG TOV GLOTHUOTOG Pevivig-ayyelotacivig eival n pOBuon g
APTNPLOKNG TTEGNG KO 0 EAEYYOG TNG VEQPIKNG GIEPALOTIKNG d1Onong (2).

H ovykévipmon g pevivng oto mAdopo emnpedletor amd T GVYKEVIPMOT TOV KUKAOPOPOHVTOG
OYYELOTAGIVOYOVOL KO EMOUEVAC, OO TN GLYKEVTp®O™ TG ayyelotocivng II. Ta vymAd emineda
ayysotacivig Il oto 7Adopo em@épovv pelowon G €kkplong  pevivig  (apvnTiky
avaTpoPodoTNoN)

O koBoplopds TV eMTEd®V pevivig 6TO TAACHA iVl XPTCILOG 0T OAYVMGCT TNG VIEPTACTG Kt
oTNV TapoKorovOnon ¢ Bepaneiog vIepTacIKOV acOevdV (3).

H ovykévipwon pevivng 6to TAAGHO VTEPTOCIKOV 0cfevadv gival petmpévn AOy® TpmToTadong
VIEPAAd0GTEPOVICLOD (4), o avtiBeon pe v veppayyelokn vréptaon (5), 6mov av&dvovtor ot
GUYKEVIPADGELG TOCO TNG pEVIVING OGO Kot TNG 0AS0GTEPOVNIG.



IV.  BAXIKEX APXEX THX MEOOAOY

O mpocdopiopdg  Renin-EASIA g DIAsource eivor  évag  evlopukdg
OVOGOTPOGIIOPICHOS  EVICYXVHEVNG gvatcOnoiog, otepeng @dong, o omoiog
extedeiton oe mAdkeg pkpotithodotnong. Ot Babupovountés ko o detypoto
avTidpovv Qe TO0 HOVOKA®VIKO avticope oOAnyng (MAb 1) mov eivau
EMOTPOUEVO OTNV  LTOJOYN] NG TAGKAG HIKPOTITAOOOTNONG Kol He  €vol
povokAmvikd avticopo (MAb 2) onpoopévo pe poeavidikny vrepoleiddon
(HRP). Metd and o mepiodo emdaong mov EMTPENEL TO CYNUOTIOHO €VOG
oGvrovttg: emotpopévo MAb 1 — avBpdmivn pevivn — MADb 2 — HRP, n mhdxa
HuKpoTITAodOTNONG VITOPAALETOL GE TADON Y10l VO ATOpOKPUVOEL TO GNUOGHEVO e
évlopo adéopevto avticopa. To onuacuévo pe évEopo SEGUEVUEVO AVTIGMLLOL
petpdton pécm pog xpopoyovov avtidpoone. Ilpootifeton kot emmaleton
ypopoyovo didhopo (TMB). H avtidpaon otopatd pe v mpooHikn
OVOOXETIKOD OADMOTOG KO OTN GUVEXELD YiveTaw avayvoon Tng mAdKog
HUKPOTITAOSOTNONG 0TO KATAAMNAO PAKOG KOpatog. H Tocodtta petatponng tov
VTOGTPAONOTOS KoBopileTon YPOUATOUETPIKE HETPOVTAG TNV amoppdenon, m
omoia givat avaloyn Tpog Tn GLYKEVIPMOT avOpOTIVIG PEVIVIG.

Topotavetor ypopwd por kopmOAn PBabpovounong kot mpoodiopiletor m
CUYKEVIPOON NG PeEvVIVIG OTO Oeiypoto He avay®yn omd TV  KOUTOAn
Bobpovounonge.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvtidpooTipra Kt 96 Xpopa- AvocioTaoct)
TPOGOL0PL- TIKOG
POV OIS
ke ppoTithodomong 96 vmodoyég umie "Etowpo yu xpnon

pe 96 AMOGTAONEVES
VIOJ0YEG EMOTPMOUEVEG NE
avTL-pevivn (LOVOKA®VIKG
AVTIGMUATE)

&

Ab HRP CONC 1 pradido Kitpvo | Apar@dOTE e
0,05 ml pUOOTIKO StdAvpa
, . . ovevypoTog
2olevypa: avti-pevivn .
(LOVOKA®VIKG aVTIGOUOTO) ((E( }L'lgfujut‘izﬁgfy
onpacpéva pe HRP og pubuictikd o Eiml ) iy
Sidivpa TRIS pe hevkopativny P ne
Bogiov opol ko Bupdin
BUF 1 puoAido kokkwvo | "Etowpo yu yprion
10,5 ml
Pubotikd didhvpo culedypatog:
puOotiko didhopa TRIS pe Bosia
opoievkmpotivy kot Bupdin
CAL “ 6 QloAidio kitpwvo | IlpocBiste 2 ml
Avogiromot- OMEGTAYUEVOL VEPOL
Babpovountig N = 0 g 5, oe npevo
avBpdmvo opd e BupOAN .
Agite 11 axpiPeis Tipég mdve oTig
ETIKETEG TOV PLOMSTMV.
“ 2 poAidio aonui | MpocOéote 2 ml
Avogiromot- OMEGTAYUEVOL VEPOL
npévo

Opoti eréyyov - N=112
oe avOpdmvo opd pe Bupdin

| WASH | SOLN |cone 1 pradido Kapé Apulmcr.v: 200 x He
o Lo o] 10 ml OmMESTAYUEVO VEPD
(xpnoponomote

Aihopa Thoong (Tris-HCI) " i
HOYVITIKO avadeuTnpaL).

1 puoAido Kopé "Etowo yio xpnon
12 ml
Xpopoyovog TMB
(tetpapeborBeviudivn)
Aevkd | 'Etowpo yio xprion

- 1 prakido
STOP | SOLN 12 ml
Avaoyetkd avudpaotiplo: HCI
10N

Inpeioon: 1. Xpnowomoteite t0 undevikd Pabpovount) Yo apotdCELS
detypdtov.
2. 1 pg tov mapackevdopotog Pabpovount avtictoryel oe 2,2
+/- 0,2 pIU tov NIBSC 68/356.
Ot Tyég mov Aappdavovtat og pg/ml mpémet v modamracidlovran eni 2,2

v T Ay amoterecpdtov o ulU/ml  mIU/L

VI.

ANAAQXIMA I10Y AEN IIAPEXONTAI

To axérovba VALK aantovvTat aAld dev TopéYOvVTaL GTO KIT:

I

e

~

VII.

VIIIL

Ameotaypévo vepd VYNNG TodTnTog

MMuéteg yu Sravopny: 25 pl, 100 pl, 200 pl xow 1 ml (cuviotdron n yprion
mRET®V aKPPEiG He AVOADOLLE TAACTUCE PUYXN)

Maotikd coinvéapio yio v opaioon derypdtov

Avoypeiktg otpopiiiopon

Moyvntikdg ovadevTnpog

Oplovtiog avadeutipog TAOK®OV HIKPOTITAOSOTNONG HE duvatdTnta
nepiotpopns 400 o.aA. + 100 c.a.

2voKeVN) TAOONG Y10 TAGKES KPOTITAOSOTNONG

Avayvdotg TAOKOV HIKPOTITAOSOTNONG HE SuvaTOTNTO aVAYVmONG T
450 nm, 490 nm kot 650 nm (otnv TEPITTOON TOAVYPOUOTIKNG
aviyvoong) M pe dvvatdmra avéyveong ota 450 nm kor 650 nm
(novoypopatiky aviyvoon)

Ipoarpetikdg e€onopds: To ELISA-AID™ zov amouteizor yuo tnv
avayvoon g TAGKOG GOUPOVE LE TNV TOAVYPOUATIKH ovayvoon (BA.
nopaypapo XLA) moleitar and v Robert Maciels Associates, Inc.
Mass. 0.2174 H.ILA..

HTAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BaOpovopuntéic: Avoocvotiote tovg Pabpovountéc pe 2ml aneotaypévon
vePOL.

! Tho TApn drerlvtomoinon: petd TV avocvOTAG, AP0TE TO PLEAIOIL
ywe 30 Min 6g avedsvTipe, Ko Kotémy avopei&te Ta 68 avapsikty
otpofihiopo? (vortex).

Opoi eréyyov: Avacvotiote tovg opolg eAéyyov pe 2 ml aneotoypévov
VEPOL.

Xolevypo epyaciag pevivng - HRP: Ilpoetowdote emapkn Oyko
SoAdpatog  GulEVYHATOG, OPOLOVOVING TO GUUTLKVOUEVO  oOlgvypa
Pevivng-HRPpe pvbuiotikd dddvpa cvlevypatog. BA. etikéta yu tov
akpipr| ovvteheot) apoimone Xpnowpwonomote avopeikt orpoPhicpod
(tomov vortex) yw va opoyevomomjoete. Ilpoteiveton mpoegtolpacio T
oTypn g xprong.

Awilope mhdong epyaciog: Ilpogtowdote emopkn OyKo  StaAOUOTOS
mAvong epyaciog pe mposbnkn 199 dykwv amectaypévov vepod o 1 dyko
Srakdpatog Thvong (200X). Xpnoipomotiote poyvntikd ovadeutipa yio myv
OLOYEVOTOINGT. ATOPPIYTE TO UM YPNOULOTOMUEVO StdAvpHE TAVGNG
£pyaciog 6to TEA0G TG NUEPAS.

DPYAAZEH KAl HUEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ilpwv amd 10 Gvorypa 1 TNV avacHoTOot, OAe T GLOTOTIKG TOV KT
mapapévouy otafepd £og TV nuepopnvia AEng, M omoia avoypdeeTal
otV eTKéTa, EQOGOV dratnpodvtat oe Heppokpacio 2 £mg 8° C.

Metd ™v avacvotaon, ot Pabpovountés kot ot opol eréyyov eivon
aotabelg. XpnoHomomoTe ToVg OUESMS HETA TNV AVAGVGTOON, KATOWOETE
TOVG QUESMS GE KAAGHATO Kot Statnprote Tovug 6tovg —20°C yua £m¢ Kot 6
efoopades. Ilapoapévovv otabepoi petd omd 1 kokho KoTdyvéng-
amOYvENG.

Amopevyete T dtadoyikn Katdyoén kot omdyuén.

Dpéoko, mopackevocpévo StdAvpo TAOonG epyoaciag Oa mpémer va
Kpnopomoteitar v o nuépa.

Toy6v petaPorés NG PUOIKNG EUPAVIONG TOV AVTIOPUCTNPIOV TOV KIT
£VOEYETOL VOL VTOSNAGVOLY aoTAOE 1) AAAOI®ON).

2YAAOI'H KAI IIPOETOIMAXIA AEITMATQN

Ta delypora mpémet va etvon tAdopa pe EDTA.

Edav n dokpacio dev extedeotel evidg 4 wpdv, to mAdopo Bo mpémet va
xopotel og KAdopato kot va puiaydei otovg —20°C.

Amogevyete T Stdoyikr| Katdyvén kot oamoyuén.

Mnv ypnoponoteite delypata mov £xovv vrootel apdrvon.

ATAAIKAXIA

ZNUELDGELS GYETIKA IE TO YEIPIGNO
Mn xpnoLonoteite TO KIT 1} TO GUGTUTIKG LETA TV NUepopnvio AnEng.
Mnyv avoperyvoete VAKA oo SLopOPETIKES TAPTIOES KIT.
Dépete Oh0 To AvVTISpacTPLO o€ Beprokpacio dopatiov Tpv amd T xpHoM.
Avopeite kaAd Olo To ovTIOpacTAPLO Kot T Sefypota pe amoln avokivion 1
ovadevon.
Exteléote €16 Sumhovv avénym tev fabpovountdv, Tov opdv eLEYXOoV Kot TV
detypdtav. Zvviotdtat kaBetn evbuypdpon.
Xpnoomomote €va KaBopd, TAAGTIKO SOYEID Y00 VO ETOWUACETE TO SLGAVLOL
mAOoNG.
Xpnowomoteite £va kKaBopd avar®oyo pHyyog MAETAS Yo TV Tpocdnkn kabe
S10(QOPETIKOD aVTIOPUCTNPIOL Kot SEIYHATOG TPOKEWWEVOL VO OTOPVYETE TNV
empolvvon.



=

N

12.

13.
14.

XI.

XIL.

Amoplyete mMmWETEG PE UETOAMKA UEPM Yo TN Otovoun Tov XpOUOYOVoy
AwAdpoTog Kot Tov Avooyetikod AtAdHoToC.

H oxpifeia Pehuidvetor pe ypnon  mAETOV
OVTOLATOTOMUEVOD EEOTAIGLOV SLOVOUNG UE TUTETES.
Tnpeite Tovg ypdvovs endooNCc.

IIpostowpndote o kopumoAn Pobpovounong ywr k@Oe avéivon Kot pn
XPNOLLOTOLEITE dEGOUEVO OO TPOTYOVUEVES OVOAVGELC.

Awaveipete 10 Xpopoydvo Adivpo evidg 15 Aentdv amd v mhoon g TAdkag
WKPOTITAOSOTNONG.

Katd ™ dbpkelo endoong pe 1o Xpopoyovo Awdhvpa, omopiyete vy ékbeon
™G TAGKAG PKPOTITAOSOTNONG 6€ GUEGO NAOKO POG.

vynig  akpifelag M

Awdwkosio
Ené&te tov amoutovpevo opBud tawvidv yie v ovaivon. Ot pn
APNOLOTOUEVEG TaVieg TPEMEL VoL EXAVACPPUYIOTOVV HEGO GT) GOUKOVAO,
He TOV OmoENPAVIIKO mopGyovTe Kol Vo @uAoyTovv og Oeppokpacio
2-8°C.
AcpalioTe TIG Tovieg pésa 610 TANIGLO oTHPLENG.
Awwveipete 200 pl and kdbe Pabpovounty, opd eléyyov kou deiypa otig
KOTAANAES VITOBOYEC.
Enwdote yuo 1 dpa og Beppoxpacio dopatiov g opldvio avadevtipoa,
puOopévo otig 400 c.oA. * 100 6.0
Avappognote To VYpd and kdbe vodoyn.
IT\ovete v Thdko 3 popéc.
Awwveipete pe mméra 100 pl pevivi-HRP ouledypatog epyaciog oe dheg
TIG VITOSOYES.
Enwdote yio 1 dpa og Oeppokpacio dopatiov og oploviio avadevtnpa
pvOopévo otig 400 o.0.h. = 100 G.0.A..
Avappognote To VYPO and kdbe vodoyn.
IT\ovete v Thdko 3 popéc.
Awwveipete pe mméta 100 pl tov ypopoyévov Swrdpatog oe kabe
VodoyN, £vtog 15 Aentdv omd To Pripo TAVGNG.
Enwdote eni 30 Aentd og Oegppokpacio dwpatiov, amopiyete v dueon
£xBeon oy nhakn axtvoPfolio.
Awveipete pe mréto, 100 pl avaoyetikod dwoAdpatog og kGbg vitodoyr.
Kavte avayvoon tov aroppoencewv ota 450 nm (pidtpo avapopdg 630
nm 1 650 nm) evidg 1 dpog kot vmoroyicte To amoTeEAEoHOTA OTOG
mepLypagetat oty evotnta X1

YIIOAOTIEMOX TN AIIOTEAEEMATQN

Kévte avéyvoon g nAdkog ota 450 nm évavtt evog GilTpov avopopds
nov puBpiletar ota 650 nm (1 to. 630 nm).

Ymoloyiote T péon T TOV SADV TPOGIOPICUMV.

Te NUAOYUPIOIKO 1 YPOLUIKO XOPTL YPAPNUATOV, TOPAUCTHOTE YPOUPUKH
g ripés OD (tetaypévn) ya kabe Babuovounth vavit g avtictoynmg
CUYKEVTIPOONG TG Pevivig (TETUMUEVN) Kol OXEOIHOTE W10 KOUTOAN
Bobupovoumong péom tv onueiov tov Pabpovountr, cvvdioviog Le
gvBeieg ypoppés To anoTummpéve onpeia.

AwBdote ™ ovykévipwon Yo KaBe 0pd eAEYXOL Kat defypo pe avoyoyn
otV KoumoAn Pabpovounong.

Avayoyn odedopévev pe T Ponbelr mAektpovikod vmoloyot Oa
OATAOTOMGEL QVTOVG TOVG VIOAOYIoHOVG. Edv ypnolponoteitor avtdpatn
enelepyacio.  OMOTEAECUAT®OV, GUVIOTATOL  TPOGOPUOY  KOUTOANG
AOYLOTIKNG GLVAPTNONG 4 TOPAUETPOV.

TYITIKA AEAOMENA

B. Ewwémra

H Swotovpodpevn avtidpastikdtnra g mpo-pevivng oe avtdv tov EASIA
TPOGSOPIGHO PEVIVIIG TPOGSIOpicTNKE HEC® TPOGOHNKNG TPO-PEVIVIG GE LAPOPES
GUYKEVIPAGELS GE i UNTPO TAAGUOTOS KOt LETPMVTOS TV ELOOVY AmOKPIOT TNE
H Swotavpoduevn ovtdpactikomta g pevivng Ppébnie vov givor

pevivng.
0,2%.

C. MapepPoréc mposearpivng kar yorepvOpivg

Y10 k1t Diasource Renin EASIA g&etdotnke 1) apooc@aipivn o cvykévipoon 7,5
mg/ml ko n yorepuOpivn oe ocvykévipwon 0,2 mg/ml. Ta amoteréopata

nopatifeviol 6Tov akdAovo Tivaka.

Aev @avnke onpovtikn mopeprPoin amd  xoiepuBpivn, to aolvpéva detypora

0o TpEmEL ®OTOGO VO, OTOPEVYOVTAL.

Ta akdrovBa dedopéva mpoopilovtatl LOVO MG TOPASELYLLOL KL SEV TPETEL VoL

YPNOUOTOLOVVTOL TOTE VTl TG KAUTOANG Pafpovopunong mpaypatikod ypovov.

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

Agtypa Ty pevivng Ty pevivng + Ty pevivng +
(pg/ml) apocatpivn yorepuBpivn
(pg/ml) (pg/ml)
[Miéopa 1 12,8 75 13,1
[Mhéopa 2 62,7 41,0 60,0
IMidopa 3 10,8 7,1 11,7
D. Axpipaia
T'TA TON IAIO ITPOZAIOPIZMO METAEY AIA®OPETIKQN
I[TPOZAIOPIEMON
Agiypo | N <X>=*T.A. Z.A. | Agiypa | N <X>*T.A. A
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 22 16,7+0,9 54 A 10 168+1,1 6,2
B 24 673+15 2,2 B 10 64,6+22 33
T.A.: Tomkn andrhion, Z.A.: Zovteleo g SLoKOILOVETG
E. OpOétnTO
AOKIMAZXIA ANAKTHZHX
Agiypa Ipootedeica AvaxktnOeica Avaxktnon
pevivn pevivn (%)
(pg/ml) (pg/ml)
Opog 37,1 38,0 102,4
78,0 62,0 79,5
131,2 109,1 83,2
2285 2415 105,7
AOKIMAZXIA APAIQYXHY
Agiypa Apaioon OcpnTu) MetpnOsica
oVYKEVTpmON oVYKEVTpOON
(pg/ml) (pg/ml)
1 171 - 103,8
1/2 53,6 51,9
1/4 24,2 259
1/8 111 12,9
2 171 - 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

XML

A.

AIIOAOXH KAI ITEPIOPIXMOI

‘Opro aviyvevong

Metprnkav gikoottécoepig undevikoi fabpovopntés pali pe éva ohvoro GAA®V
Bobpovopmtav. To 6plo aviyvevong, opilOUEVO MG 1| PULVOUEVIKT] GLYKEVIPMOT
dYo tumikdv omokMoeov mave amd TG péoeg petprioelg OD oe pundevikn
déopevon, firav 0,8 pg/ml.

To deiypa aponddnke pe to pndevikd Padpovopntr.




XIV. EXQTEPIKOX ITIOIOTIKOX EAETX0OX

- Edv 1o amoteléopata mov Aapfdvoviar yio tov opd ghéyxov 1 f/kon tov
0po6 eléyyov 2 de Ppiokovtar eviog Tov mediov TipdV mov kabopiletar oTnv
eTkéra. Tov  QuiAdiov, To  omotedéopato  dev  givar  duvard  va
yxpnoponomBodyv, ektdg edv €yel dobel wcavomomtikny €€nynon yoo mv
AGVUP®VICL.

- Eav eivon embopntd, kabe epyactnplo umopel vo SnUovpynoet To Stkd Tov
pelypato deypdrov eléyyov (pools), to omoia mpémer va drotnpodvron
Koteyuypéva og  KAGopoata/dooelg pog ypnone. Opoi gléyyov mov
neptEyovv alidlo Ba emdpaoovv oty eVOLIIKY avTidpaon Kot dgv HTopodV
vo. ypnotponombodv.

- Ta kprrfipo. 0modoyng yio T Stpopd PeTOED TV SITAMV OTOTEAECUATOV
oV detypdtmv Oa tpénet va Bacilovtat og 0pbEG EPYACTNPLUKES TPOKTIKES.

- Xvvictdror ot 0poi EAEYXOV Vo VITOPAALOVTOL GE TPOGOLOPIOUO TOKTIKA MG
Ayveoto dglypota yio vor HETpaTaL 1 LETaBANTOTTO TOV Tpocdtoptopod. H
600N TOL TPOGIOPICHOD TPETEL VO TapaKolovOEiTAL pe StorypappoTo
TOLOTIKOD ELEYYOV TMV OPMV EAEYHOV.

- Eivar koo 10 vo eAEyyeTe OMTIKA TNV TPOCGOPUOYN TNG KOUTOLANG TOL
emAEYONKe OO TOV VITOAOYLIOTH.

XV. TIMEX ANA®OPAX

To @uoworoywd evpog kabopiotnke ce mhdopo EDTA 60 eppavog vyudv,
VIioTE®V VITOKEEVMV, NAkiag 20 émg 60 etdv: 40 avdpeg kat 20 yuvaikeg, xopig
Bepancion 016TPOYOVOV-TPOYEGTEPOVIG KOl Ywpic Oepameio véptaong. [ kabe
vrokeipevo Mednkav dvo delypata aipatog: éva puetd andl mpa dpactnplotnrog
og 6pbla B€om Ko GALO Eva HETA oo TopapLov o€ VITio BEoT Yo pio dpaL.

Ta 6pra evpdv givan otabepomompéva peta&d 5% kot 95% ekatooTnroplon
‘Opba Béom 0,1-25,5 pg/ml
"Yrtia 0éon 0,1-9,7 pg/mi
Xpetdletor mpocoyn, O10TL VEGPYOLV TOAOL TOPAYOVTEG TOL UTOPOVV Vo
emnpedoovy to. eminedo pevivng (Mlkio, otdon, Oepomeio pe owotpoydva,
OVTIVTEPTAGIKT] OY®OYT)...).

XVI. ITPODPYAAZEIX KAI IIPOEIAOIIOIHXEIY

Acpaleiag

Movo 1o StoyvooTtiky yprion in vitro.

Ta ovotoTKd avOpdTvoL aipatog mov mepthapPdvoviol 6to Kit avtd Exovv
eleyyOel pe peboddovg eykexpyéveg oty Evpdmn i/kor omd tov FDA kot éxet
Sumotodel 6T givan apvntikd og mpog v mapovoio HBSAG, avti-HCV, avri-
HIV-1 ko 2. Kopio yvoot pébodog dev givar duvatd vo mopéyel mAnpn
Stcpdlion 61t Tapdymya Tov avOpOTIVOL aipatog de Ha peTaddGovY NroTiTda,
AIDS 7 dMeg Aowdéels. Emopévag, o xepiopds avtidpoaotmpiov, derypdtov
0pov N TAAGHOTOG O TPETEL VoL YIVETUL GOUPOVA [E TIS TOTIKEG JLOdIKUGIES TeEPL
ACQAAELOG.

Ola ta Lowd mpoidvta kot mapdywyo £xovv cuAAexBel amd vy Coa. Ta Pocwa
GLGTOTIKG TPOEPYOVTOL and YMpeg Omov dev Exet avapepBei BSE. Ilap' OA' avtd,
ovotoTikd mov mepEyovv Lowég ovoieg Oa mpémer va aviyetomilovial ©g
SVVNTIKOG LOAVGHOTIKA.

Amo@iyete k00e emopn pe TO dEPHO e OAOL TO AVTIOPAGTAPLO, TO OVOCYETIKO
Sdopa mepiéyet HCL. Xe nepintwon emagpng, TAvveTe GYOAUCTIKE pe VEPO.

Mnv kanvilete, unv mivete, unv TpOTE KoL U1 YPNOYLOTOLEITE KOAALVVTIKO GTO
xdpo epyaciog. Mnv SavEuete He TUTETO YPTCLUOTOLOVTIAS TO GTOUO GOUG.
XPNCLOTOLEITE TPOGTUTEVTIKO POVYIGHO Kot YEVTIO MG YP1oNG.
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XVIIl.  [HEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY
BAOGMONOMH- OPOI
TEX EAEI'Xoy
()] AEITMA(TA)
(1D
BaBpovountég (0-5) 200 -
Opot ehéyyov, Apaimpéva - 200

Enodote yio 1 dpa og Oeppokpacio dopotiov pe dlapkn avadevon otig
400 o.0.\..

Avappoenote To TEpleyOpevo KGHe vTodoyNs.

IMAovete 3 gopés pe 400 pl Srakdpatog Thdong kot avappoenoTe.

Y0levypo avti-pevivng 100 100

Enodote yio 1 dpa og Oeppokpacio dopotiov pe dtapkn avadevon oTig
400 c.0A..

AvoppoenoTte To TEpleyOpevVo KaHe VITOdoYNG.

IMAovete 3 gopés pe 400 pl Srakdpatog Thdong kot avappoenoTe.

AmokaAvTTiKd dtdAvpo 100 100

Enwdorte eni 30 Aentd o€ Oeppoxpacio dopatiov

Avooyetikd didlvpo 100 100

Kavte avayvmon 6€ GUGKELT] avayvmong TAAKOY LKPOTITAOIOTNOG.
Koaraypayte v amoppdonon kabe vmodoyng ota 450 nm (évovtt 630 1
650 nm)

Ap. Katardyov DIAsource: ApOuog P.1.: Ap. avabedpnong:
KAP1531 1700482/el 131029/1

nuepounvia avabedpnong : 2013-10-29



Przed uzyciem zestawu nalezy przeczyta¢ dokladnie niniejsza instrukcje

RENIN-EASIA

I. PRZEZNACZENIE

Test immunoenzymometryczny (IEMA) do iloSciowego oznaczania in vitro aktywnej reniny w ludzkim osoczu.

I1. INFORMACJE OGOLNE
A. Nazwa handlowa: DIlAsource Renin-EASIA Kit
B. Numer katalogowy: KAP1531: 96 testow
C. Producent: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgia

Pomoc techniczna i informacja o zaméwieniach dostepna jest pod ponizszymi numerami:
tel : +32 (0)10 84.99.11 faks: +32 (0)10 84.99.91

I111. PODSTAWY KLINICZNE

Renina, enzym polipeptydowy (masa czasteczkowa ~ 40000)H, znany roOwniez jako angiotensynogenaza, jest krazaca
proteazg wydzielang przez komoérki przyklebuszkowe aparatu przyklgbuszkowego nerki w odpowiedzi na niska
objetosci krwi lub obnizony poziom NaCl w organizmie.

Renina aktywuje uktad renina-angiotensyna poprzez rozszczepianie angiotensynogenu produkowanego w watrobie w
angiotensyn¢ | (nieaktywna), ktory jest nastgpnie przeksztalcany w angiotensyne II (aktywna) w nabtonku
naczyniowym ptuc. Angiotensyna Il moze powodowaé zwezenie naczyn poprzez stymulowanie osrodkowego uktadu
nerwoweg[cg]. Ponadto stymuluje wydzielanie hormonu antydiuretycznego (ADH) oraz wydzielanie aldosteronu z
nadnercza™.

Najwazniejszymi funkcjami ukladu renina-angiotensyna jest regulacja cisnienia krwi oraz kontrola filtracji
ktebuszkowej nerek!.

Stezenie reniny w surowicy jest zalezne od st¢zenia krazacego angiotensynogenu, a co za tym idzie od st¢zenia
angiotensyny II. Wysoki poziom angiotensyny II w osoczu zmniejsza wydzielanie reniny (ujemne sprzezenie zwrotne).

Okreslenie poziomu reniny w osoczu jest uzyteczne w diagnostyce nadci$nienia i terapeutycznych obserwacji chorych z
nadci$nieniem®!.

Stezenie reniny w 0soczu zmniejsza si¢ u pacjentdw z nadci$nieniem powodu hiperaldosteronizmu pierwotnego[4], w
odroznieniu od nadcis$nienia nerkowego[sl, w przypadku ktorego podwyzszone sg stezenia zaréwno aldosteronu jak i
reniny.



IV. ZASADA METODY

Test DIAsource Renin-EASIA (Enzyme Amplified Sensitivity
ImmunoAssay) jest testem immunoenzymatycznym fazy stalej o
wzmocnionej czuto$ci, przeprowadzanym na piytkach do
mikromiareczkowania. Surowica kalibracyjna i probki reaguje ze
zwigzanym przeciwciatlem monoklonalnym (MAb 1), ktérym
powleczona jest pitytka do mikromiareczkowania, a takze z
przeciwciatem monoklonalnym (MADb 2) oznakowanym peroksydaza
chrzanowa (HRP). Po okresie inkubacji umozliwiajacej powstawanie
"kanapki": powtoka MAb 1 - ludzka renina - MAb 2 - HRP, ptytka
do mikromiareczkowania jest przeplukiwana w celu usunigcia
niezwigzanego znakowanego enzymu przeciwciata. Zwigzane
przeciwciata  znakowane enzymem sa analizowane przy
zastosowaniu reakcji chromogenicznej.  Po dodaniu roztworu
chromogennego (TMB) nastepuje inkubacja. Reakcja jest
zatrzymywana przez dodanie roztworu hamujacego, a nastgpnie
plytke odczytuje si¢ na odpowiedniej dlugosci fali. Ilo$¢ substratu
uleglego przemianie okresla si¢ kolorymetrycznie poprzez pomiar
absorbancji, ktora jest proporcjonalna do st¢zenia ludzkiej reniny.
Wykresla si¢ krzywa wzorcowa, a st¢zenie reniny w probkach
oznacza si¢ przez interpolacje z tej krzywej.

V. ODCZYNNIKI DOSTARCZANE W ZESTAWIE

odczynnik zestaw | oznaczenie sposéb
96 kodowe rekonstytucji
testow (kolor)

Plytka do 96- niebieski | gotowa do
mikromiareczkowania | dotkowa uzycia

z 96 dotkami plytka
pokrytymi
antyreninowymi

przeciwcialami
monoklonalnymi.

odczynnik zestaw | oznaczenie sposéb
96 kodowe rekonstytucji

testow | (kolor)

1 fiolka biaty gotowy do

| CHROM | TMB | o
12 ml uzycia

Chromogeniczny roztwér TMB
(tetrametylobenzydyny).

| Ab |HRP | CONCl 1fiolka = czerwony | rozcienczyé

0,05 ml zbuforowanym
roztworem
Koniugat: antyrenina (przeciwciata koniugatu
monoklonalne) znakowane HRP w (doktadny

buforze TRIS z albuming surowicy
bydlgcej oraz tymolem.

wspotczynnik
rozciefnczenia
znajduje si¢ na

etykiecie)
CONJ 1 fiolka | czerwony ggtoyvy do
10,5 ml uzycia

Bufor koniugatu: bufor TRIS z
albuming surowicy bydlgcej oraz
tymolem.

CAL “ 6 figl_ek, 701ty doda¢ 2 ml

liofilizat wody
destylowanej
Surowica kalibracyjna o N od 0 do 5,
w surowicy ludzkiej oraz tymolu.

Dokfadne warto$ci zostaty
oznaczone na etykietach fiolek.

2 fiolki, srebrny | dodaé 2 ml
liofilizat wody
destylowanej

CONTROL N

Surowica kontrolna — N=2,
w surowicy ludzkiej z tymolem.

1fiolka = brazowy | rozcienczyé
| WASH |SOLN| ™B | 10ml 200-krotnie za

pomoca wody
Roztwor do przeptukiwania (TRIS z destylowanej
HCI). (zastosowaé
mieszadto
magnetyczne

sToP SOLN 1 fiolka czarny ggtoyvy do
12 ml uzycia

Roztwor zatrzymujacy: 1,0 N HCI

Uwagi:

1. Do rozciefczenia probki nalezy uzyé surowicy
kalibracyjnej "0".

2. 1 pg przygotowanej surowicy kalibracyjnej odpowiada
0.2 plU NIBSC 68/356.
Aby uzyska¢ wynik w pIU/ml lub mIU/1, warto$ci uzyskane w pg/ml
nalezy pomnozy¢ przez 2,2.

VI. MATERIALY NIE DOSTARCZANE W
ZESTAWIE

Nastepujace materiaty, potrzebne do przeprowadzenia badania, nie sg
przez nas dostarczane w zestawie:

1. Woda destylowana wysokiej jakosci.

2. Mikropipety kalibrowane o pojemno$ciach: 25 ul, 100 pl,

200 pl oraz 1 ml (zaleca sie stosowanie pipet o

wymienionych pojemnos$ciach z wymienna, plastikowa

koncowka).

Plastikowe probowki do rozcieficzania probek.

Wytrzasarka vortex.

Mieszadto magnetyczne.

Whytrzasarka plaska do plytek o predkosci 400 £100

obr./min.

Phuczka do ptytek.

8.  Czytnik ptytek o mozliwosci odczytywania fal o dtugosci
450 nm, 490 nm oraz 650 nm (w przypadlu odczytow
polichromatycznych) badz 450 nm i 650 nm (w
przypadku odczytéw monochromatycznych).

9.  Wpyposazenie opcjonalne: ELISA-AID™, niezbg¢dne do
odczytania plytki zgodnie z odczytem
polichromatycznym (patrz punkt XLA.). Mozna je
zakupi¢ od: Robert Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174
USA.

oA w

~

VIl. PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

A. Surowice kalibracyjne. Surowice kalibracyjne nalezy odtworzy¢
poprzez dodanie do nich 2 ml wody destylowane;.

Uwaga! W celu calkowitego rozpuszczenia zawarto$ci, po
dodaniu wody destylowanej nalezy umiesci¢ je na 30 min. na
wytrzasarce plaskiej, a nastepnie w wytrzasarce vortex.

B. Probki surowicy kontrolnej: Probki surowicy kontrolnej nalezy
odtworzy¢ poprzez dodanie do nich 2 ml wody destylowane;j.

C. Koniugat roboczy renina-HRP: Przygotowa¢ odpowiednia
objetos¢ roztworu koniugatu poprzez rozcienczenie koncentratu
koniugatu renina-HRP buforem koniugatu. Doktadny wspotczynnik
rozcienczenia znajduje si¢ na etykiecie. W celu homogenizacji
roztworu nalezy uzy¢ wytrzasarki vortex. Zaleca si¢ przygotowanie
roztworu bezposredniego przed uzyciem.

D. Roboczy roztwéor do przeplukiwania: Przygotowac
odpowiednig objetos¢ roztworu do przeplukiwania poprzez dodanie
199 objetosci wody destylowanej do 1 objetosci roztworu do
przeplukiwania (200x). Do homogenizacji nalezy uzy¢ mieszadta
magnetycznego. Niewykorzystany ~ roboczy  roztwér  do
przephlukiwania nalezy pod koniec dnia wylaé.




VII1. PRZECHOWYWANIE | TERMIN
PRZYDATNOSCI ODCZYNNIKOW

—  Przed otwarciem lub rekonstytucja, wszystkie elementy
zestawu sg stabilne do daty waznosci podanej na
etykiecie, jesli byly przechowywane w temperaturze od 2
do 8 °C.

—  Po rozpuszczeniu, roztwory surowicy kalibracyjnej i
kontrolnej sa niestabilne, nalezy je uzy¢ natychmiast po
rozpuszczeniu, bezzwlocznie zamrozi¢ w podzielonych
porcjach i przechowywa¢ w temperaturze -20 °C przez
maksymalnie 6 tygodni. Sa stabilne po 1 cyklu
zamrazania-rozmrazania.

—  Nalezy unika¢ kolejnych cykli zamrazania-rozmrazania.

- Swiezo przygotowany roboczy roztwor do plukania
plytek powinien by¢ zuzyty w tym samym dniu.

—  Zmiany w wygladzie fizycznym odczynnikéow zestawu
moga wskazywa¢ na ich niestabilno$¢ lub obnizenie
jakosci.

IX. ZEBRANIE | PRZYGOTOWANIE PROBEK

—  Probki osocza musza byc pobierane na EDTA.

—  Jezeli badania nie przeprowadza si¢ w czasie do 4 godzin
po pobraniu, surowice nalezy podzieli¢ i przechowywaé
w -20 °C.

—  Nalezy unika¢ kolejnych cykli zamrazania-rozmrazania.

—  Nie nalezy uzywac probek, ktore ulegty hemolizie.

X. SPOSOB WYKONANIA BADANIA

A. Uwagi ogdlne

Nie nalezy korzysta¢ z zestawu lub jego sktadnikow po uptywie daty
waznosci.

Nie wolno miesza¢ materialow z roznych zestawow.

Przed uzyciem doprowadzi¢ wszystkie odczynniki do temperatury
pokojowej.

Doktadnie wymiesza¢ wszystkie odczynniki i probki przez delikatne
ich poruszanie lub wirowanie.

Nalezy wykona¢ podwojne porcje roztworow surowicy kalibracyjne;j,
surowicy kontrolnej oraz probek. Zaleca si¢ ich rownolegle
poréwnywanie.

Do przygotowania roztworu pluczacego nalezy uzy¢ czystego,
plastikowego pojemnika.

W celu uniknigcia zanieczyszczenia krzyzowego, do dodawania
poszczegbinych odczynnikéw i probkek nalezy stosowal czyste,
jednorazowe koncowki pipet.

Do dodawania roztworu chromogennego i roztworu zatrzymujacego
nie nalezy uzywac pipet z elementami metalowymi.

Stosowanie pipet precyzyjnych lub automatycznych poprawia
precyzj¢ badania.

Nalezy przestrzega¢ podanego czasu inkubacji.

Krzywa kalibracji nalezy przygotowa¢ osobno dla kazdego badania,
nie nalezy uzywac danych z poprzednich badan.

Roztwér chromogenny nalezy uzy¢ w ciggu 15 minut od przemycia
ptytki do mikromiareczkowania.

Podczas inkubacji z roztworem chromogenicznym, unikac
bezposredniego padania $wiatta stonecznego na mikroptytke.

B. Procedura przeprowadzenia badania
1. Do badania nalezy wybra¢ potrzebna liczbg dotkow.

Niewykorzystane dotki nalezy zamkna¢ w torebce ze

srodkiem suszacym i przechowywano w temperaturze 2-8

°C.

Zamontowa¢ dotki w ramce.

3. Nala¢ za pomoca pipety po 200 pul kazdej z surowic:
kalibracujnej, kontrolnej i prébki do odpowiednich
studzienek.

4.  Inkubowaé przez 1 godzing w temperaturze pokojowej na
poziomej wytrzasarce o predkosci 400 + 100 obrotéw na
minutg.

5. Odessaé plyn z kazdego dotka.

6.  Przeplukac plytke 3 razy.

I

7. Nala¢ za pomoca pipety po 100 pl koniugatu roboczego
renina-HRP do wszystkich dotkow.

8.  Inkubowa¢ przez 1 godzing w temperaturze pokojowej na
poziomej wytrzgsarce ustawionej na 400 + 100 obrotéw
na minutg.

9. Odessac ptyn z kazdego dotka.

10. Przepluka¢ ptytke 3 razy.

11. Nala¢ za pomoca pipety po 100 pl chromogenicznego
roztworu do kazdej studzienki w czasie nie dtuzszym niz
15 minut po etapie przeptukiwania.

12. Inkubowaé ptytki do mikromiareczkowania przez 30
minut w temperaturze pokojowej, unikajac
bezposredniego nastonecznienia plytek.

13. Nala¢ za pomoca pipety po 100 pl roztworu
zatrzymujacego do kazdego dotka.

14. Wykona¢ odczyt przy dlugosci fali 450 nm (filtr
referencyjny: 630 nm lub 650 nm) w ciggu 1 godziny, a
nastgpnie obliczy¢ wyniki zgodnie z opisem w czgsci X1.

XI. OBLICZANIE WYNIKOW

1. Odczyta¢ ptytke przy dlugosci fali 450 nm z filtrem
referencyjnym ustawionym na 650 nm (lub 630 nm).

2. Obliczy¢ érednig z dwdch oznaczen.

3. Na pollogarytmicznym lub  liniowym  papierze
milimetrowym oznaczy¢ wartosci OD (0§ rzednych) dla
kazdej surowicy kalibracyjnej wobec odpowiedniego
stezenia ludzkiej reniny (0$ odcietych) i wykresli¢ krzywa
wzorcowa przechodzaca przez punkty kalibracyjne,
taczac je na wykresie prostoliniowymi odcinkami.

4.  Stgzenia dla kazdej surowicy kontrolnej i kazdej probki
odczytaé przez interpolacj¢ krzywej wzorcowe;.

5. Obrobka danych przy uzyciu komputera upro$ci te
obliczenia. W przypadku automatycznego przetwarzania
wynikow zaleca si¢ wykorzystanie krzywej funkcji
logistycznej czteroparametroweyj.

XIl. TYPOWE DANE

Zamieszczone ponizej dane jg jedynie danymi przyktadowymi i w
zadnym wypadku nie powinny by¢ uzyte zamiast rzeczywistej
krzywej wzorcowe;j.

renina ludzka - EASIA jednostki OD

surowica kalibracyjna

0 pg/ml | 0,074
3,9 pg/ml | 0,121
11 pg/ml | 0,2

55 pg/ml | 0,68
91 pg/ml | 1,068
270 pg/ml | 2,6

XIII. WYDAJNOSC I OGRANICZENIATESTU

A. Prog wykrywalnoSci

Badano 24 surowice kalibracyjne "0" wraz z zestawem innych
wzorcoOw. Prog wykrywalno$ci, okreslony jako pozorne stgzenie
dwoch odchylen standardowych powyzej $redniej OD przy zerowym
wiazaniu wynosit 0,8 pg/ml.

B. Specyficznosé

Reaktywnos¢ krzyzowa proreniny w tym tescie Renin-EASIA zostata
okreslona poprzez dodawanie rdznych stezen proreniny do matrycy z
surowica, a nastgpnie pomiar wyraznej reakcji reniny. Reaktywnos¢
krzyzowa proreniny wynosi 0,2%.

C. Interferencje z hemoglobina i bilirubina

Zestaw DIAsource Renin-EASIA Kit byt testowany w obecnosci
hemoglobiny przy stgzeniu 7,5 mg/ml i bilirubiniy w st¢zeniu 0,2
mg/ml. Wyniki przedstawiono w ponizszej tabeli. Nie stwierdzono
znaczacych interferencji z bilirubina, ale nalezy unika¢ probek, ktoe
ulegly hemolizie.



prébka wartos§¢ dla warto$¢ dla reniny + wartos¢ dla
reniny hemoglobina (pg/ml) reniny +
(pg/ml) bilirubina (pg/ml)
surowica 1 12,8 75 13,1
surowica 2 62,7 41,0 60,0
surowica 3 10,8 71 11,7
D. Precyzja
W OBREBIE BADANIA POMIEDZY BADANIAMI
prébka N <X>+ cVv prébka N <X>+ cVv
SD (%) SD (%)
(pg/ml) (pg/ml)
A 22 16.7 5.4 A 10 16.8 £ 6.2
B 24 0.9 2.2 B 10 11 3.3
67.3 64.6 +
15 2.2
SD — odchylenie standardowe
CV — wspoétczynnik zmiennos$ci
E. Dokladnos$¢
BADANIE ODZYSKU
prébka dodana renina odzyskana renina odzysk
(pg/ml) (pg/ml) (%)
osocze 37.1 38.0 102.4
78.0 62.0 79.5
131.2 109.1 83.2
228.5 2415 105.7
BADANIE ROZCIENCZENIA
probka | rozcienczenie | st¢zenie teoretyczne | stgzenie zmierzone
(pg/ml) (pg/ml)
1 171 - 103.8
12 53.6 51.9
1/4 242 259
1/8 11.1 12.9
2 171 - 105.8
12 52.9 51.6
1/4 26.4 26.6
1/8 13.2 13.8
1/16 6.6 5.5

probki rozcienczano surowicg kalibracyjng "0"




XIV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

—  Jezeli wyniki uzyskane dla Probki kontrolnej 1 i/lub
Probki kontrolnej 2, nie mieszcza si¢ w zakresie podanym
na etykiecie fiolki, wartosci te nie moga by¢ stosowane,
chyba ze uzyskano zadowalajace  wyjasnienie
rozbieznosci.

—  Jesli pozadane, kazde laboratorium moze przygotowaé
swoje wiasne probki kontrolne, ktére powinny by¢
przechowywane zamrozone w porcjach. Probki kontrolne
zawierajace azydek interferuja z reakcja enzymatyczng i
nie moga by¢ uzyte.

—  Kryteria akceptacji dla réznicy pomigdzy wynikami
duplikatow probek powinny polega¢ na Dobrej Praktyce
Laboratoryjnej.

—  Zaleca sig, aby probki kontrolne byly rutynowo
oznaczane jako nieznane probki do pomiaru zmiennosci
testu. Wykonanie badania powinno by¢ poréwnywane z
wykresami kontroli jakosci probek kontrolnych.

— Dobra praktyka jest, aby sprawdzi¢ wizualnie
dopasowanie krzywej wygenerowanej przez komputer.

XV. PRZEDZIALY REFERENCYJNE

Zakres normalny zostat okreslony na surowicy z EDTA pobranej od
60 pozornie zdrowych oséb, na czczo, w wieku od 20 do 60 lat. 40
mezezyzn i 20 kobiet, nie leczonych estrogenami ani progesteronem
i nie leczonych na nadci$nienie tgtnicze. Od kazdego pacjenta
pobrano dwie probki krwi: jedna po 1 godzinie aktywnosci w pozycji
pionowej, a druga po pozostawaniu w pozycji lezacej przez godzing.
Granice zakresu ustalono pomigdzy 5 a 95 percentylem.

pozycja pionowa 0,1-25,5 pg/ml

pozycja lezaca 0,1-9,7 pg/ml

Kazde laboratorium powinno ustali¢ wilasny normalny zakres
wartosci.

Nalezy zachowa¢ ostrozno$¢, gdyz na poziom reniny ma wplyw
wiele czynnikdw, takich jak wiek pacjenta, budowa ciafa, leczenie
estrogenami czy przyjmowanie lekow na nadcisnienie oraz inne.

XVI. OSTRZEZENIA I SRODKI OSTROZNOSCI

Bezpieczenstwo

Wylacznie do diagnostyki in vitro.

Sktadniki tego zestawu zawierajace ludzka krew zostaly przebadane
przy zastosowaniu metod zatwierdzonych przez Europe oraz FDA i
stwierdzono w nich wynik ujemny dla HBsAg, anty-HCV, anty-HIV-
1 i 2. Zadna ze znanych metod analitycznych nie daje catkowitej
pewnosci, ze substancje pochodne krwi ludzkiej nie przekazuja
zapalenia watroby, AIDS i innych zakazen. Dlatego postugiwanie si¢
odczynnikami lub probkami surowicy powinny by¢ zgodne z
obowigzujacymi procedurami bezpieczenstwa.

Wszystkie produkty odzwierzgce i ich pochodne zostaty pobrane od
zwierzat zdrowych. Sktadniki bydlece pochodza z krajow, w ktorych
nie notowano przypadkéw BSE. Niemniej jednak, sktadniki
zawierajace substancje odzwierzgce powinny by¢ traktowane jako
potencjalnie zakazne.

Unika¢ kontaktu wszystkich odczynnikéw ze skora. Roztwor
hamujacy zawiera H,SO,. W przypadku kontaktu, przemy¢ skore
doktadnie wodg.

Nie pali¢, nie pi¢, nie jes$¢ i nie stosowaé kosmetykow w obszarze
roboczym. Nie nabiera¢ roztwordéw pipeta za pomoca ust. Stosowaé
odziez ochronng i rgkawice jednorazowe.
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XVIIl. PODSUMOWANIE

prébki kalibracyjne prébki oraz prébki
(V)] kontrolne
(uh)

probki kalibracyjne (0-6) 200 -
prébki kontrolne - 200

Inkubowa¢ przez 1 godzing w temperaturze pokojowej z ciagtym
wytrzasaniem przy 400 obr./min.

Odessa¢ zawarto$¢ kazdego dotka.

Przemy¢ 3 razy po 400 ul roztworu phuczacego i odessac.

koniugat antyrenina 100 100

Inkubowa¢ przez 1 godzing w temperaturze pokojowej z ciagtym
wytrzasaniem przy 400 obr./min.

Odessac¢ zawarto$¢ kazdego dotka.

Przemyc¢ 3 razy po 400 ul roztworu ptuczacego i odessac.

roztwér chromogeniczny 100 100

Inkubowac¢ przez 30 minut w temperaturze pokojowe;j.

roztwor hamujacy 100 100

Odczytuje si¢ na czytniku ptytek do mikromiareczkowania.

Odczytywac absorbancj¢ kazdego dotka przy dlugosci fali 450 nm (wobec 630
lub 650 nm).

nr katalogowy numer P.I.: nr wersji:
DIAsource: 1700482/en 131029/1
KAP1531

Data wniesienia poprawek: 13-10-29.




	Renin Elisa-CE-150630-1-en.pdf
	RENIN-EASIA
	IV. PRINCIPLES  OF  THE METHOD
	XII. TYPICAL DATA
	XIV. INTERNAL  QUALITY  CONTROL
	Safety

	Ab
	CONJ
	N
	CAL
	SOLN
	TMB
	SOLN
	STOP

	Renin-EASIA - 150630-1-fr.pdf
	RENIN-EASIA
	A. Notes de manipulation
	B. Mode opératoire
	XI. CALCUL  DES  RÉSULTATS
	A. Sensibilité
	B. Spécificité
	C. Interférences de l'hémoglobine et de la bilirubine
	D. Précision
	E. Exactitude

	XVI. PRÉCAUTIONS  ET  AVERTISSEMENTS

	Ab
	CONJ
	N
	CAL

	N
	CONTROL
	SOLN
	WASH
	TMB
	CHROM
	SOLN
	STOP

	Renin-EASIA - 150630-1-it.pdf
	B.  Metodo del dosaggio
	Ab
	CONJ
	CAL
	N
	CAL
	N
	CAL

	CONTROL
	SOLN
	CHROM
	STOP
	SOLN
	SOLN
	SOLN
	SOLN

	Renin-EASIA - 150630-1-es.pdf
	Leer el protocolo completo antes de usar.
	IV. PRINCIPIOS DEL MÉTODO
	V. REACTIVOS SUMINISTRADOS
	VI. MATERIAL NO SUMINISTRADO
	VII. PREPARACIÓN  DE REACTIVOS
	VIII. ALMACENAJE Y CADUCIDADES DE LOS REACTIVOS
	IX. TOMA Y PREPARACIÓN DE MUESTRAS
	X. PROCEDIMIENTO
	XI. CÁLCULO DE RESULTADOS
	XII. EJEMPLO DE RESULTADOS
	XIII. FUNCIONAMIENTO Y LIMITACIONES

	Ab
	CONJ
	N
	CAL
	SOLN
	TMB
	CHROM
	SOLN
	STOP
	A. Límite de detección
	B. Especificidad
	C.  Interferencia de la bilirrubina y la hemoglobina
	D. Precisión
	E. Exactitud
	XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO
	XV. INTERVALOS DE REFERENCIA
	XVI.  PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS
	XVII. BIBLIOGRAFIA
	XVIII. RESUMEN DEL PROTOCOLO


	Renin-EASIA - 150630-1-el.pdf
	Renin-EASIA
	IV. ΒΑΣΙΚΕΣ ΑΡΧΕΣ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ
	XII. ΤΥΠΙΚΑ ΔΕΔΟΜΕΝΑ
	XIV. ΕΣΩΤΕΡΙΚΟΣ ΠΟΙΟΤΙΚΟΣ ΕΛΕΓΧΟΣ
	Ασφαλείας
	XVIII.  ΠΕΡΙΛΗΨΗ ΤΟΥ ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟΥ

	Ab
	CONJ
	N
	CAL
	SOLN
	TMB
	CHROM
	SOLN
	STOP




