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Finalita d’'uso

Test immunologico per la determinazione quantitativa in vitro dellinsulina
umana nel siero e nel plasma umani. La determinazione dellinsulina viene
impiegata nella diagnosi e nel trattamento di vari disturbi del metabolismo
dei carboidrati, inclusi diabete mellito ed ipoglicemia.

L'esecuzione delllImmunoAssay in ElettroChemiLuminescenza “ECLIA”
& destinata all'uso sugli immunoanalizzatori cobas e.

Sommario

L'insulina, un ormone peptidico di 51 aminoacidi residui con peso
molecolare di 5808 Da, € secreta nel pancreas dalle cellule  delle isole di
Langerhans e viene immessa in circolo tramite la vena porta ed il fegato. In
genere, l'insulina viene rilasciata in seguito a un impulso nervoso.?

La molecola di insulina biologicamente attiva € monomerica ed & costituita
da due catene polipeptidiche, la catena o con 21 aminoacidi € la catena 3
con 30 aminoacidi, collegate mediante ponti disulfuro. L'insulina & il
prodotto biosintetico del precursore preproinsulina costituita da una catena
singola, successivamente scissa in proinsulina.2345 Per azione di proteasi
specifiche, la proinsulina, a sua volta, viene scissa in insulina e peptide di
connessione (C-peptide), che vengono rilasciati contemporaneamente nel
sangue in concentrazioni equimolari. L'insulina in circolo, con un'emivita di
3-5 minuti, viene trattenuta e degradata preferibilmente nel fegato. Per
questo motivo solo il 50 % circa dellinsulina raggiunge la circolazione
sistemica. L'inattivazione o I'escrezione della proinsulina e del C-peptide
avviene in prevalenza nei reni, e praticamente nulla del C-peptide viene
trattenuto nel fegato. Il C-peptide ha quindi una concentrazione plasmatica
piu alta dell'insulina.

La sequenza aminoacidica dell'insulina & altamente conservata, e cio ha
reso possibile, prima dello sviluppo dellinsulina umana mediante
ingegneria genetica, limpiego efficace di insulina suina o bovina nel
trattamento del diabete mellito.”

L’azione dell'insulina & mediata da recettori specifici e consiste
principalmente nel favorire 'assorbimento di glucosio da parte delle cellule
epatiche, del tessuto adiposo e della muscolatura, da cui deriva I'azione
ipoglicemizzante.28

La determinazione dell'insulina nel siero viene eseguita particolarmente nel
caso di pazienti che presentano una sintomatologia ipoglicemica e pud
essere utile nella classificazione dei diversi tipi di diabete.®'0 Viene
impiegata per la definizione del rapporto glucosio/insulina nonché per
valutazioni riguardanti la secrezione dell'insulina e la funzione delle

cellule B, ad es. nellinterpretazione dei test orali di tolleranza al glucosio
oppure di stimolo della fame.

Un disturbo del metabolismo insulinico pud influire significativamente su
molti processi metabolici. Basse concentrazioni di insulina libera e
biologicamente attiva possono provocare lo sviluppo del diabete mellito. Le
cause vanno ricercate, tra l'altro, nella distruzione delle cellule { (diabete di
tipo 1), nella ridotta attivita dell'insulina ossia nella riduzione della capacita
di sintesi da parte del pancreas (tipo Il), nella presenza in circolo di
anticorpi anti-insulina, nel rilascio ritardato di insulina oppure nella
mancanza (o insufficienza) di recettori dell'insulina.'2

D’altra parte, la secrezione autonoma e non regolata di insulina costituisce
in genere la causa dellipoglicemia, la quale insorge in seguito all'inibizione
della gluconeogenesi, ad es. in caso di insufficienza epatica o renale acuta,
di adenoma insulare o di carcinoma. L'ipoglicemia, pero, pud anche essere
provocata intenzionalmente o non intenzionalmente (ipoglicemia
factitia).10.18

In certi soggetti con ridotta tolleranza al glucosio, lo stato metabolico tende
a degenerare, nel corso del tempo, nel diabete mellito. In caso di
gravidanza, le donne con ridotta tolleranza al glucosio devono sempre

mortalita del feto rende necessario un monitoraggio intensivo.'?

Il test Elecsys Insulin impiega due anticorpi monoclonali, che sono specifici

per l'insulina umana.

Principio del test

Principio sandwich. Durata complessiva del test: 18 minuti.

= 12incubazione: l'insulina presente in 12 pL di campione, un anticorpo
monoclonale bictinilato specifico anti-insulina e un anticorpo

monoclonale specifico anti-insulina, marcato con un complesso di
rutenio®, formano un complesso sandwich.

= 22incubazione: dopo I'aggiunta di microparticelle rivestite di
streptavidina, il complesso si lega alla fase solida mediante I'interazione
biotina-streptavidina.

= La miscela di reazione viene aspirata nella cella di misura dove le
microparticelle vengono attratte magneticamente alla superficie
dell'elettrodo. Successivamente si eliminano le sostanze non legate
impiegando ProCell Il M. Applicando una tensione all’elettrodo, si induce
I'emissione chemiluminescente che viene misurata mediante il
fotomoltiplicatore.

= | risultati vengono calcolati in base ad una curva di calibrazione, che
viene generata in modo specifico per lo strumento con una calibrazione
a 2 punti e con una curva master fornita tramite cobas link.

a) Complesso di rutenio (11) tris(2,2"-bipiridile) (Ru(bpy)3*)
Reattivi - soluzioni pronte all'uso
Il cobas e pack e contrassegnato con INSULIN.

M Microparticelle rivestite di streptavidina, 1 flacone, 5.8 mL:
microparticelle rivestite di streptavidina 0.72 mg/mL; conservante.

R1  Anticorpi anti-insulina~biotina, 1 flacone, 10.3 mL:
anticorpo (murino) monoclonale biotinilato anti-insulina 1 mg/L;
tampone MES® 50 mmol/L, pH 6.0; conservante.

R2  Anticorpi anti-insulina~Ru(bpy)3*, 1 flacone, 9.5 mL:
anticorpo (murino) monoclonale anti-insulina marcato con un
complesso di rutenio 1.75 mg/L; tampone MES 50 mmol/L, pH 6.0;
conservante.

b) MES = acido 2-morfolino-etansolfonico

Precauzioni e avvertenze

Per uso diagnostico in vitro.

Osservare le precauzioni normalmente adottate durante la manipolazione
dei reagenti di laboratorio.

Lo smaltimento di tutti i rifiuti deve avvenire secondo le direttive locali.
Scheda dati di sicurezza disponibile su richiesta per gli utilizzatori
professionali.

Questa confezione contiene componenti classificati, secondo il
Regolamento (CE) N. 1272/2008, come segue:

2-methyl-2H-isothiazol-3-one hydrochloride

EUH 208

L'etichettatura relativa alla sicurezza del prodotto & conforme al
regolamento GHS UE.

Evitare la formazione di schiuma in tutti i reattivi e tipi di campione
(campioni, calibratori e controlli).

Pud provocare una reazione allergica.

Utilizzo dei reattivi

| reattivi contenuti nella confezione formano un’unita inseparabile e sono
pronti all’'uso.

Tutte le informazioni necessarie per I'utilizzo corretto sono disponibili
tramite cobas link.

Conservazione e stabilita

Conservare a 2-8 °C.
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Non congelare.

Conservare il cobas e pack in posizione verticale in modo da garantire la
completa disponibilita delle microparticelle durante il mescolamento
automatico prima dell'uso.

Stabilita:

prima dellapertura a 2-8 °C fino alla data di scadenza indicata

sugli analizzatori 16 settimane

Prelievo e preparazione dei campioni

Solo i tipi di campione elencati di seguito sono stati testati e risultano
accettabili.

Siero, prelevato con provette standard per prelievi di campioni o con
provette contenenti gel di separazione.

Plasma con litio eparina, Ko-EDTA e K3-EDTA.

Valutazione: slope 0.9-1.1 + intercetta entro < 0.8 pU/mL + coefficiente di
correlazione > 0.95.

Stabilita: 4 ore a 20-25 °C, 2 giorni a 2-8 °C, 6 mesi a -20 °C (+ 5 °C).
Congelare solo 1 volta.

| tipi di campione elencati sono stati testati impiegando una selezione di
provette per il prelievo di campioni disponibili in commercio al momento
dell'analisi; non sono, quindi, state testate tutte le provette disponibili di tutte
le case produttrici. Alcuni sistemi per il prelievo di campioni di vari produttori
possono contenere diversi materiali e in alcuni casi possono interferire sui
risultati del test. Quando si trattano i campioni in provette primarie (sistemi
per il prelievo di campioni), seguire le istruzioni del produttore delle
provette.

| campioni contenenti precipitati devono essere centrifugati prima
dell'esecuzione del test.

Non impiegare campioni inattivati a caldo.
Non impiegare campioni e controlli stabilizzati con azide.

Assicurarsi che i campioni ed i calibratori al momento della misura siano
alla temperatura di 20-25 °C.

Per evitare un’eventuale evaporazione, analizzare/misurare i campioni
e calibratori che si trovano sugli analizzatori entro 2 ore.

Materiali a disposizione

Per i reattivi, vedere la sezione “Reattivi — soluzioni pronte all'uso”.

Materiali necessari (ma non forniti)
. 12017504122, Insulin CalSet, per 4 x 1.0 mL

. 05341787190, PreciControl Multimarker, per 6 x 2.0 mL, oppure
11731416190, PreciControl Universal, per 4 x 3.0 mL

= Normale attrezzatura da laboratorio

= Analizzatore cobas e

Altri materiali per gli analizzatori cobas e 402 e cobas e 801:

. 06908799190, ProCell Il M, 2 x 2 L di soluzione di sistema

. 04880293190, CleanCell M, 2 x 2 L di soluzione di lavaggio per
celle di misura

. 07485409001, Reservoir Cup, 8 coppette per la fornitura di
ProCell Il M e CleanCell M

- 06908853190, PreClean Il M, 2 x 2 L di soluzione di lavaggio

. 05694302001, Assay Tip/Assay Cup tray, 6 pile da 6 supporti,
ciascuno contenente 105 puntali e 105 cuvette per il test, 3 scatole di
cartone per rifiuti

. 07485425001, Liquid Flow Cleaning Cup, 2 coppette adapter per
fornire ISE Cleaning Solution/Elecsys SysClean alla Liquid Flow
Cleaning Detection Unit

. 07485433001, PreWash Liquid Flow Cleaning Cup, 1 coppetta
adapter per fornire ISE Cleaning Solution/Elecsys SysClean alla Liquid
Flow Cleaning PreWash Unit

. 11298500316, ISE Cleaning Solution/Elecsys SysClean,
5 x 100 mL di soluzione di lavaggio per il sistema
Esecuzione

Per una performance ottimale del test, attenersi alle indicazioni riportate nel
presente documento per l'analizzatore in questione. Per le istruzioni

cobas’

specifiche dell'analizzatore relative all'esecuzione del test, consultare il
manuale d'uso dello strumento.

La risospensione delle microparticelle prima dell'uso avra luogo
automaticamente.

Collocare il cobas e pack refrigerato (conservato a 2-8 °C) sul reagent
manager. Evitare la formazione di schiuma. La regolazione della
temperatura esatta dei reattivi nonché I'apertura e la chiusura del
cobas e pack avranno luogo automaticamente nello strumento.
Calibrazione

Tracciabilita: questo metodo €& stato standardizzato contro il 12 Standard di
Riferimento IRP 66/304 (NIBSC) dellOMS.

La curva master preimpostata viene adattata all'analizzatore impiegando
I'appropriato CalSet.

Frequenza di calibrazione: effettuare una calibrazione per ogni lotto di
reattivo con reattivo fresco (al massimo 24 ore dopo l'identificazione del
cobas e pack sull'analizzatore).

L'intervallo di calibrazione puo essere esteso in base a valori accettabili
della verifica di calibrazione da parte del laboratorio.

Si consiglia di ripetere la calibrazione come segue:

= dopo 12 settimane se si impiega lo stesso lotto di reagente

= dopo 28 giorni se si impiega lo stesso cobas e pack sull'analizzatore

= alloccorrenza: ad es. se un controllo di qualita si trova al di fuori dei
limiti definiti

Controllo di qualita

Per il controllo di qualita, impiegare PreciControl Multimarker oppure

PreciControl Universal.

In aggiunta, & possibile utilizzare altro materiale di controllo appropriato.

| controlli per le diverse concentrazioni devono essere eseguiti

individualmente almeno 1 volta ogni 24 ore quando il test & in uso, al

cambio di ogni cobas e pack e dopo ogni calibrazione.

Gli intervalli ed i limiti del controllo dovranno essere conformi alle esigenze

individuali di ogni laboratorio. | valori ottenuti devono rientrare nei limiti

definiti. Ogni laboratorio deve definire delle misure correttive da attuare nel

caso che alcuni valori siano al di fuori dei limiti definiti.

Se necessario, va ripetuta la misura dei corrispondenti campioni.

Per il controllo di qualit, attenersi alle normative vigenti e alle linee guida
locali.

Nota: i controlli disponibili in commercio possono contenere insulina di
origine animale. La valutazione dei risultati deve quindi tener conto della
corrispondente reattivita crociata del presente test; vedere la sezione
“Specificita analitica”.

Calcolo

L'analizzatore effettua il calcolo automatico della concentrazione dell'analita
di ogni campione (in pU/mL oppure in pmol/L).

pU/mL x 6.945 = pmol/L
pmol/L x 0.144 = yU/mL

Fattori di conversione:

Limiti del metodo - interferenze

E stato testato I'effetto delle sequenti sostanze endogene e dei seguenti
composti farmaceutici sulla performance del test. Testando le interferenze
fino alle concentrazioni elencate, non é stata osservata alcuna influenza sui
risultati.

Sostanze endogene

Composto Concentrazione testata
Bilirubina <1539 pumol/L oppure <90 mg/dL
Intralipid <1800 mg/dL

Biotina <246 nmol/L oppure <60 ng/mL
Fattori reumatoidi <1200 IU/mL

Valutazione: per le concentrazioni comprese tra 0.4 e 2 yU/mL, la
deviazione ¢ di <0.5 pU/mL. Per le concentrazioni > 2 pU/mL, la deviazione
€ di <10 %.
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L'emolisi interferisce poiché gli eritrociti rilasciano peptidasi degradanti
linsulina.™

Ai pazienti sottoposti a terapia con alti dosaggi di biotina (>5 mg/die), il
campione dovra essere prelevato almeno 8 ore dopo ['ultima
somministrazione di biotina.

Nessun effetto hook ¢ stato riscontrato in caso di concentrazioni di insulina
fino a 20000 pU/mL oppure 138900 pmol/L.

Sostanze farmaceutiche

Tra 16 farmaci di frequente impiego, testati in vitro, solo I'acetilcisteina

a dosaggi terapeutici ha presentato interferenze con il test (valori di insulina
diminuiti).

Inoltre, sono stati testati i seguenti farmaci speciali. Non & stata riscontrata
alcuna interferenza con il test.

Farmaci speciali
Farmaco Concentrazione testata
mg/L
Euglucon 10.5
Tolbutamide 3

| campioni prelevati da pazienti trattati con insulina bovina, suina 0 umana
contengono eventualmente anticorpi anti-insulina.'®9 L'insulina legata a
questi anticorpi viene riconosciuta almeno in parte dagli anticorpi impiegati
nel test Elecsys Insulin.'®

In casi rari possono riscontrarsi interferenze causate da titoli estremamente
alti di anticorpi diretti contro anticorpi specifici anti-analita, di anticorpi
anti-streptavidina o di anticorpi anti-rutenio. Tali effetti sono ridotti al minimo
attraverso un procedimento appropriato del test.

Al fini diagnostici, i risultati devono sempre essere valutati congiuntamente
con la storia clinica del paziente, con gli esami clinici e con altre evidenze
cliniche.

Limiti ed intervalli

Intervallo di misura

0.4-1000 pU/mL oppure 2.78-6945 pmol/L (definito dal limite di sensibilita e
dal massimo valore della curva master). | valori al di sotto del limite di
sensibilita vengono indicati come <0.4 pU/mL (<2.78 pmol/L). | valori al di
sopra dell'intervallo di misura vengono indicati come >1000 pU/mL
(>6945 pmol/L).

Limiti inferiori di misura

Limite del bianco, limite di sensibilita e limite di quantificazione

Limite del bianco = 0.2 pU/mL (1.39 pmol/L)

Limite di sensibilita = 0.4 yU/mL (2.78 pmol/L)

Limite di quantificazione = 1 pU/mL (6.95 pmol/L)

Il limite del bianco, il limite di sensibilita ed il limite di quantificazione sono

stati determinati in conformita ai requisiti EP17-A2 del CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute).

Il limite del bianco corrisponde al valore del 95° percentile ottenuto in

n > 60 misurazioni di campioni privi di analiti in varie serie indipendenti l'una
dall'altra. Il limite del bianco corrisponde alla concentrazione al di sotto della
quale si riscontrano campioni privi di analiti con una probabilita del 95 %.

Il limite di sensibilita viene determinato in base al limite del bianco e alla
deviazione standard dei campioni con concentrazioni basse. Il limite di
sensibilita corrisponde alla concentrazione minima dell'analita che pud
essere rilevata (valore superiore al limite del bianco con una probabilita

del 95 %).

Il limite di quantificazione rappresenta la concentrazione minima dell'analita
che pud essere misurata in modo riproducibile con un CV della precisione
intermedia < 20 %.

Diluizione
Non necessaria a causa dell'ampio intervallo di misura.

Valori di riferimento

Dagli studi con il test Elecsys Insulin, condotti in un centro clinico in
Germania con campioni prelevati da 57 soggetti sani e a digiuno, sono
risultati i seguenti valori (intervallo: 5°-95° percentile):

2.6-24.9 pU/mL (17.8-173 pmol/L)
Stato: MCE Elecsys Insulin, n. di studio: B99P027, del 29 marzo 2001.

cobas’

Ogni laboratorio deve controllare I'applicabilita dei valori di riferimento alla
propria popolazione di pazienti e, se necessario, determinare intervalli di
riferimento propri.

Dati specifici sulla performance del test

Qui di seguito sono riportati i dati rappresentativi delle prestazioni sugli
analizzatori. | risultati dei singoli laboratori possono differire da questi.
Precisione

La precisione € stata determinata impiegando reattivi Elecsys, pool di sieri
umani e controlli, eseguiti in base ad un protocollo (EP05-A3) del CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute): 2 serie al giorno, ciascuna in
duplicato, per 21 giorni (n = 84). Sono stati ottenuti i seguenti risultati:

Analizzatori cobas e 402 e cobas e 801

Ripetibilita Precisione

intermedia
Campione Media DS cv DS Ccv
pU/mL pU/mL % pU/mL %
Siero umano 1 221 0.310 1.4 0.466 2.1
Siero umano 2 3.25 0.141 43 0.172 5.3
Siero umano 3 49.7 0.403 0.8 0.719 1.4
Siero umano 4 505 5.49 1.1 8.19 1.6
Siero umano 5 973 10.4 1.1 14.2 1.5
PC® Multimarker 1 20.2 0.280 1.4 0.400 2.0
PC Multimarker 2 66.8 0.692 1.0 1.06 1.6

¢) PC = PreciControl

Analizzatori cobas e 402 e cobas e 801

Ripetibilita Precisione

intermedia
Campione Media DS cv DS Ccv
pmol/L pmol/L % pmol/L %
Siero umano 1 153 2.15 1.4 3.24 21
Siero umano 2 22.6 0.979 4.3 1.19 5.3
Siero umano 3 345 2.80 0.8 4.99 1.4
Siero umano 4 3507 38.1 1.1 56.9 1.6
Siero umano 5 6757 722 1.1 98.6 15
PC Multimarker 1 140 1.94 1.4 2.78 2.0
PC Multimarker 2 464 4.81 1.0 7.36 1.6

Confronto tra metodi

a) Il confronto del test Elecsys Insulin, 07027559190 (analizzatore
cobas e 801; y), con il test Elecsys Insulin, 12017547122 (analizzatore
cobas e 601; x), ha prodotto le seguenti correlazioni (ulU/mL):

Numero di campioni di siero misurati: 164

Passing/Bablok'” Regressione lineare
y =0.988x - 0.048 y=0.973x +1.09
1=0.993 r=1.00

Le concentrazioni dei campioni erano comprese fra 0.924 e 989 plU/mL.

b) Il confronto del test Elecsys Insulin, 07027559190 (analizzatore
cobas e 402; y), con il test Elecsys Insulin, 07027559190 (analizzatore
cobas e 801; x), ha prodotto le seguenti correlazioni (uU/mL):

Numero di campioni di siero misurati: 198

Passing/Bablok'” Regressione lineare
y =0.996x +0.133 y=0.993x +0.173
1=0.984 r=1.00

Le concentrazioni dei campioni erano comprese fra 0.694 e 957 pU/mL.
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Specificita analitica
Per gli anticorpi monoclonali impiegati nel test sono state determinate le
seguenti reazioni crociate:

Reattante che provoca reazioni | Concentrazione | Reattivita croc.
crociate testata %
Insulina bovina 20000 pmol/L 9.2
Insulina suina 10000 pmol/L 222
Proinsulina umana 111083 pmol/L 0.36
C-Peptide 33109 pmol/L n.rd
Glucagone 288 pmol/L n.r.
Somatostatina 60 pmol/L n.r.
Fattore di crescita insulina-simile | 10000 pmol/L n.r.

d) n. r. = non rilevabile

| risultati ottenuti per la reattivita crociata con gli analoghi ricombinanti
dell'insulina impiegando vari metodi per l'insulina, sono stati pubblicati,

per esempio, da due gruppi in Francia e negli USA.16.1819 | seguenti risultati
sono stati pubblicati da Owen et al.'® per il test Elecsys Insulin:

L'insulina lispro, l'insulina aspart e l'insulina glargine sono tutte state testate
a concentrazioni di 30, 100, 300 e 1000 mIU/L in assenza di insulina.

A tutte le concentrazioni testate, i risultati ottenuti si trovavano al di sotto del
limite di sensibilita del test Elecsys Insulin (<0.4 yU/mL oppure

<2.78 pmol/L).

Inoltre, tali risultati sono anche ben correlati con quelli pubblicati prima da
Sapin et al. per I'insulina lispro.'®
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Per ulteriori informazioni, consultare il manuale d’uso appropriato per il
relativo analizzatore, i rispettivi fogli di applicazione, la Product Information
e le metodiche di tutti i componenti necessari (se disponibili nel vostro
paese).

In questa metodica, per separare la parte intera da quella frazionaria in un

numero decimale si usa sempre il punto. |l separatore delle migliaia non
é utilizzato.

Simboli

Oltre a quelli indicati nello standard 1SO 15223-1, Roche Diagnostics
impiega i seguenti simboli (per gli USA: per la definizione dei simboli
impiegati, vedere dialog.roche.com):

—_
~

_
oo

—_

Volume dopo ricostituzione o mescolamento
GTIN Global Trade Item Number

Contenuto della confezione

Analizzatori/strumenti su cui | reagenti possono essere
usati

Reattivo

Calibratore

—

Le aggiunte, cancellazioni o modifiche sono indicate mediante una linea verticale posizionata al margine.
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