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Please use only the valid version of the Instructions for Use provided with the Kit.
Verwenden Sie nur die jeweils giltige, im Testkit enthaltene, Gebrauchsanweisung.
Si prega di usare la versione valida delle istruzioni per I'uso a disposizione con il kit.
Por favor, use s6lo la versién valida de las instrucciones de uso que se suministran con el kit.
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1 INTENDED USE
Enzyme immunoassay for the direct, quantitative determination of melatonin in human saliva.

2 INTENDED PURPOSE

Enzyme immunoassay for the direct quantitative determination of Melatonin in human saliva. Quantification of melatonin
indicates physiological functions or states of the pineal gland that regulates sleep-wake cycles. This test is applied as an
aid for the diagnosis of sleep disorders. Patient population includes healthy individuals and individuals suspected to be
affected by sleep disorders. The assay should not be performed with patient samples that might be affected by interference
from exogenous melatonin or samples that might be affected by drugs that interact with melatonin metabolism.

The test kit is intended for professional laboratory use by trained personnel. The test kit is not for home or layperson use.
The test kit is intended for manual use or can be adapted to different open platform ELISA processors and can be applied
to open automated platforms.

3 SUMMARY AND EXPLANATION

Melatonin is an intermediate product of tryptophan metabolism and is released into the blood-stream originating from the
pineal gland. Melatonin production is regulated by the circadian timing system. In healthy individuals, it is produced in
synchrony to the light/dark cycle, being tightly restricted to the night, provided it is dark. Light stimulus (mainly in the blue
range) inhibits melatonin synthesis. The role as a physiological marker has been documented in review articles 1 and
textbooks [6-10,

Melatonin concentrations play an important role in the regulation of sleep patterns. The start of melatonin production in the
human body can we assessed via the dim light melatonin onset (DLMO). The DLMO allows characterization of the circadian
rhythm secretion in multiple matrices (such as saliva). In apparently healthy individuals, DLMO occurs 2 - 3 hours before
bedtime.

Disruption to healthy sleep patterns (exposure to bright light at night time or the participation in night shift work) can alter
the DLMO and lead to a phase advance or phase delay of the melatonin concentration in the sample. Salivary melatonin is
a useful biomarker in circadian dysregulation through shift work or exposure to bright light at night. Furthermore, time-
resolved quantification of melatonin levels can provide information about diurnal type (morning versus evening).11
Melatonin concentrations in circulation are highly variable. During the day, melatonin levels are very low. At night, melatonin
concentrations rise. lllustrative examples for melatonin concentrations can be found in the scientific literature for example
in the publications by Ba-Ali et al.l*2l and Wiesner et al.[13],

A large variety of methods to assess the onset of melatonin production has led to a formation of an expert group to establish
recommendations for the calculation beginning of melatonin secretion. Laboratories should follow consensus guidelines on
the generation of data for circadian pacemaking. Benloucif et al. have published a consensus statement for measuring
melatonin in humans in different matrices (such as saliva).®! Several methods to obtain the DLMO in a consensus statement
by Benloucif et al.Bl For example, DLMO can be defined with a threshold calculated at 2 standard deviations above the
average baseline of three or more pre-rise samples.

Clinicians should consider the effects of non-modifiable factors (e.g. age) and modifiable factors (lighting, seasonal change,
physical activity) on the measurement of melatonin concentration produced in humans that are discussed in detail in peer-
reviewed literature.l'] Recommendations for sampling conditions are given in a consensus statement by Benloucif et al.l8
Clinicians should consider the effects of comorbidities (ophthalmic diseases, spinal cord injuries, liver diseases and
disorders, kidney diseases and disorders) on the measurement of melatonin concentration produced in humans that are
discussed in detail in peer-reviewed literature. 11 Clinicians should consider the effects of drugs or nutrition supplements
that either increase (melatonin, antidepressants, MAQO inhibitors) or decrease (1-adrenergic blockers alpha-2 adrenergic
agonist, benzodiazepines) on the measurement of melatonin concentration produced in humans that are discussed in detalil
in peer-reviewed literature. 111 Laboratories should consider the effect of cross-reactivity on the daytime melatonin
concentrations that set the baseline for the quantification of melatonin onset.

4 TEST PRINCIPLE

The assay procedure follows the basic principle of competitive ELISA whereby there is competition between a biotinylated
and a non-biotinylated antigen for a fixed number of antibody binding sites.

The amount of biotinylated antigen bound to the antibody is inversely proportional to the analyte concentration of the
sample. When the system is in equilibrium, the free biotinylated antigen is removed by a washing step and the antibody
bound biotinylated antigen is determined by use of streptavidin-peroxidase as marker and TMB as substrate.

Quantification of unknowns is achieved by comparing the enzymatic activity of unknowns with a response curve prepared
by using known standards.
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WARNINGS AND PRECAUTIONS
1. Forin-vitro diagnostic use only. For professional use only by GLP trained professionals.

2. Before starting the assay, read the instructions completely and carefully. Use the valid version of the package insert
provided with the kit. Be sure that everything is understood.

3. Incase of severe damage of the kit package please contact DRG or your supplier in written form, latest one week after
receiving the kit. Do not use damaged components in test runs, but keep safe for complaint related issues.

4. Broken glass may cause injury. Handle glass vessels with caution.
5. Obey lot number and expiry date. Do not mix reagents of different lots. Do not use expired reagents.

6. Follow good laboratory practice and safety guidelines. Wear lab coats, disposable latex gloves and protective glasses
where necessary.

7. Reagents of this kit containing hazardous may cause eye and skin irritations. See MATERIALS SUPPLIED and labels
for details. Material Safety Data Sheets for this product are available upon request.

8. Chemicals and prepared or used reagents have to be treated as hazardous waste according to national biohazard and
safety guidelines or regulations.

9. The cleaning staff should be guided by the professionals regarding potential hazards and handling.

10. All serious incidents that have occurred in relation to the device shall be reported to the manufacturer and the
competent authority of the Member State in which the user and/or the patient is established.

11. The device contains material of animal origin, which is certified apparently free of infectious or contagious diseases
and injurious parasites. Still the material should be handled with extreme caution.

12. Avoid contact with Stop solution. It may cause irritations and burns.

13. Some reagents contain ProClin 300 as preservative. In case of contact with eyes or skin, flush immediately with water.
When disposing reagents, flush with a large volume of water to avoid built-up.

6 STORAGE AND STABILITY

The kit is shipped at ambient temperature and should be stored at 2 °C - 8 °C. Keep away from heat or direct sunlight. The
storage and stability of specimens and prepared reagents are stated in the corresponding chapters.

The unopened reagents are stable until the expiry date indicated. The kit is stable up to 6 months after the first opening
(not exceeding the expiry date) when the Microtiter plate is packed in a tightly closed bag, the bottles are closed with their
screw caps and the kit is stored at indicated storage temperature.

7 SPECIMEN COLLECTION AND STORAGE

7.1 Specimen collection

The patient should not eat, drink, chew gums or brush teeth for 30 minutes before sampling. Rinse mouth thoroughly with
cold water 5 minutes prior to sample collection.

Do not collect samples when oral diseases, inflammation or lesions exist (blood contamination).
Reddish colour is indicating blood contamination and leading to wrong results.

A minimum of 0.5 mL liquid should be collected. Saliva flow can be stimulated by chewing on a piece of Parafilm®.

It is recommended to freeze samples at -20°C prior to laboratory testing. After thawing, mix and centrifuge 10 minutes at
2000 — 3000 x g to remove particulate material.

Samples should not be taken from patients that took biotin-containing multivitamins or supplements within last 48 hours.

7.2 Sample Collection Device

Saliva can be collected in a suitable sampling device. Sample collection systems which contain cellulose pads should not
be used.

7.3 Specimen storage
Saliva samples can be stored at room temperature for 1 day or at 2 °C - 8 °C for 7 days.

Melatonin in saliva is at least stable for 1 month at -20°C. It is recommended that each laboratory conducts and conducts
and evaluates the further sample stability and establish own specimen storage

Avoid repeated freeze-thaw cycles.
Keep away from heat or direct sunlight.

Version 11.0; 2023-12-20 -kg- -4 -
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MATERIALS SUPPLIED

Quantity Symbol Origin | Component

Microtiter Plate
Break apart strips. MTP (12 strips of 8 wells each) coated with goat anti-

1x12x8 MTP| ) . X ; o : ! . .
MTP rabbit antibody in solution containing bovine serum albumin, anti-rabbit
IgG (goat, polyclonal). Vacuum dried.
Standard A-F
1x10 mL CAL A Ready to use.
1 erl_x Ll [cALBF 0.0; 0.5; 1.5; 5.0; 15; 50; pg/mL
Contains: Melatonin and < 0.1 % sodium azide (w/w).
Control 1+2
1x2x1 | [CONTROL Ready to use. Contains:. Melatonin (low and high) and < 0.1 % sodium
mL 1+2 azide (w/w).
For exact concentrations see labels or QC Cetrtificate.
Melatonin Antiserum
1x7mL | ANTISERUM Ready to use. Contains: Antiserum (rabbit, polyclonal), bovine serum albumin
and < 0.1% ProClin (w/w).
Melatonin Biotin
1x12mL BIOTIN . . . .
Ready to use. Contains bovine serum albumin and < 0.1% ProClin (w/w).
Enzyme Conjugate
1x12mL | ENZCONJ Ready to use. Contains: streptavidin conjugated to HRP

< 0.02 % methylisothiazolinone (w/w) and < 0.02 % bromonitrodioxane (w/w).

Wash Buffer Concentrate (20x)
1 x50 mL Phosphate buffer containing < 0.2 % Tween20 (w/w) and
< 0.02% ProClin (w/w).

>
n
I
os}
[
5

TMB Substrate Solution

1x15mL MB SUB Ready to use. Contains 3,3’,5,5" Tetramethylbenzidine solution.

TMB Stop Solution
Ready to use. 1 M sulfuric acid

_|
@)
O
Z
(@)
o) (0)]

1x15mL MB STO

3X FOIL Adhesive Foil

©CoNOOA~WNME ©

e
= o

=
o

MATERIALS REQUIRED BUT NOT SUPPLIED

Micropipettes (Multipette Eppendorf or similar devices, < 3% CV). Volume: 50; 100 pL
A suitable sampling device should be used

Orbital shaker (400 - 600 rpm)

Vortex mixer

8-Channel Micropipette with reagent reservoirs

Wash bottle, automated or semi-automated microtiter plate washing system
Centrifuge (preferably refrigerated); 2000 - 3000 x g

Microtiter plate reader capable of reading absorbance at 450 nm (reference wavelength 600 - 650 nm)
Bidistilled or deionised water

Paper towels, pipette tips and timer

Refrigerator (2 °C - 8 °C)

PROCEDURE NOTES

Any improper handling of samples or modification of the test procedure may influence the results. The indicated
pipetting volumes, incubation times, temperatures and pre-treatment steps have to be performed strictly according to
the instructions. Use calibrated pipettes and devices only.

Once the test has been started, all steps should be completed without interruption. Make sure that required reagents,
materials and devices are prepared ready at the appropriate time. Allow all reagents and specimens to reach room
temperature (18 °C - 25 °C) and gently swirl each vial of liquid reagent and sample before use. Mix reagents without
foaming.

Version 11.0; 2023-12-20 -kg- -5-
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3. Avoid contamination of reagents, pipettes and wells/tubes. Use new disposable plastic pipette tips for each component
and specimen. Do not interchange caps. Always cap not used vials. Do not reuse wells/tubes or reagents.

4. Itis advised to perform duplicate measurements to be able to identify potential pipetting errors.
5. Use a pipetting scheme to verify an appropriate plate layout.

6. Incubation time affects results. All wells should be handled in the same order and time sequences. It is recommended
to use an 8-channel micropipette for pipetting of solutions in all wells.

7. Microtiter plate washing is important. Improperly washed wells will give erroneous results. It is recommended to use a
multichannel pipette or an automatic microtiter plate washing system. Do not allow the wells to dry between incubations.
Do not scratch coated wells during rinsing and aspiration. Rinse and fill all reagents with care. While rinsing, check that
all wells are filled precisely with Wash Buffer, and that there are no residues in the wells.

8. Humidity affects the coated wells/tubes. Do not open the pouch until it reaches room temperature. Unused wells/tubes
should be returned immediately to the resealed pouch including the desiccant.

9. The relative centrifugal force (g) is not equivalent to rounds per minute (rpm) but it has to be calculated depending on
the radius of the centrifuge.

11 PRE-TEST SETUP INSTRUCTIONS

The contents of the kit for 96 determinations can be divided into 3 separate runs.
The volumes stated below are for one run with 4 strips (32 determinations).
Thimerosal should be avoided in any case.

11.1 Preparation of concentrated components

Dilute/
dissolve

Component Diluent Relation Remarks Storage Stability

up to
10mL | WASHBUHF [CONC 20€dmL bidist. water | 1:20 | Mix vigorously. | 2°C-8°C 4V\?eeks

11.2 Dilution of Samples

Values greater than 50 pg/mL (Standard F) must be diluted with Standard A into the linear range of the standard curve, e.g.
by dilution of 1:10 (Example: 50 pL saliva + 450 pL Standard A). Dilution has to be made in glass tubes.
Measured results have to be multiplied by dilution factor to obtain corrected results.

Values lower than 0 pg/mL should be repeated by an additional measurement.
Note: Additional Standard A with 100 mL can be ordered separately.

12 TEST PROCEDURE
1. Pipette 100 uL of each Standard, Control and sample into the respective wells of the microtiter plate.

2. Pipette 50 uL of Antiserum solution into each well. Cover plate with adhesive foil. Shake plate carefully for
10 seconds.

Incubate 16 - 20 hours at 2 °C - 8 °C.

4. Remove adhesive foil. Discard incubation solution. Wash plate 4 x with 250 uL of diluted Wash Buffer. Remove
excess solution by tapping the inverted plate on a paper towel.

5. Pipette 100 pL of Biotin solution into each well. Cover plate with adhesive foil.
Incubate 2 hours at 18 °C - 25 °C (room temperature) on an orbital shaker (500 rpm).

7. Remove adhesive foil. Discard incubation solution. Wash plate 4 x with 250 uL of diluted Wash Buffer. Remove
excess solution by tapping the inverted plate on a paper towel.

8. Pipette 100 pL of Enzyme Conjugate into each well. Cover plate with adhesive foil.
9. Incubate 1 hour at RT (18 °C - 25 °C) on an orbital shaker (500 rpm).

10. Remove adhesive foil. Discard incubation solution. Wash plate 4 x with 250 pL of diluted Wash Buffer. Remove
excess solution by tapping the inverted plate on a paper towel.

11. Pipette 100 puL of TMB Substrate Solution into each well.
12. Incubate 15 minutes at RT (18 °C - 25 °C) on an orbital shaker (500 rpm).

13. Stop the substrate reaction by adding 100 pL of TMB Stop Solution into each well. Shake briefly.
Color changes from blue to yellow.
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14. Measure optical density with a photometer at 450 nm (Reference wavelength: 600 - 650 nm) within 15 minutes after
pipetting of the Stop Solution.

13 AUTOMATION
For further information please contact: support@drg-international.com

For the use of products on automated instruments it is absolutely necessary to perform and maintain a validation according
to legal requirements. A successful validation of the process is a prerequisite for diagnostic use. The responsibility for the
implementation and documentation of validation in accordance with the country-specific requirements is assumed by the
organization or institution.

14 QUALITY CONTROL

The test results are only valid if the test has been performed following the instructions. Moreover the user must strictly
adhere to the rules of GLP (Good Laboratory Practice) or comparable standards/laws. User and/or laboratory must have
a validated system to get diagnosis according to GLP. All kit controls must be found within the acceptable ranges as
stated on the labels and the QC certificate. If the criteria are not met, the run is not valid and should be repeated. Each
laboratory should use known samples as further controls.

In case of any deviation the following technical issues should be proven: Expiration dates of (prepared) reagents, storage
conditions, pipettes, devices, incubation conditions and washing methods.

It is recommended to participate at appropriate quality assessment trials.

15 CALCULATION OF RESULTS

The obtained ODs of the standards (y-axis, linear) are plotted against their concentration (x-axis, logarithmic) either on
semi-logarithmic graph paper or using an automated method. A good fit is provided with cubic spline, 4 Parameter
Logistics or Logit-Log.

For the calculation of the standard curve, apply each signal of the standards (one obvious outlier of duplicates could be
omitted and the more plausible single value used).

The concentration of the samples can be read directly from the standard curve.

In case of diluted samples the values have to be multiplied with the corresponding dilution factor.

Samples showing concentrations above the highest standard have to be diluted as described in PRE-TEST SETUP
INSTRUCTIONS and re-assayed.

Conversion:
Melatonin (pg/mL) x 4.30 = pmol/L
Typical Calibration Curve (0000ma)  Melatonin direct Saliva ELISA
(Example. Do not use for calculation!) 100% - =gy
Standard | Concentration | ODwean | OD/ODmax —_— hh‘“‘\
(pg/mL) (%) RN
A 0 pg/mL 2.666 100 % 50% A
B 0.5 pg/mL 2.464 92 % I
C 1.5 pg/imL 2.176 82 % 2% e
D 5.0 pg/mL 1.506 56 % 0%
E 15.0 pg/mL 0.794 30 % 01 10 100 f;g_f,i}
F 50.0 pg/mL 0.519 19 %

Measuring Range: from 0.85 pg/mL (LoQ as functional sensitivity) to 38.4 pg/mL (highest concentration showing linear
behavior < highest standard)
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16 EXPECTED VALUES

The results themselves should not be the only reason for any therapeutic consequences. They have to be correlated to

other clinical observations and diagnostic tests.
It is recommended that each laboratory establishes its own range of normal values.

Apparently healthy adults show the following values, which are in accordance to the values reported in the literature. 12

Sampling time

Day Night

n (number of samples) 34 38

Range 0.0 - 9.9 pg/mL 10.1 - 61.4 pg/mL
Measured values Mean value 4.3 pg/mL 24.9 pg/mL

SD 2.6 pg/mL 13.3 pg/mL

2.5" Percentile 0.0 pg/mL 10.4 pg/mL

97.5" Percentile 8.0 pg/mL 58.0 pg/mL
Expected values Mean value 5.5 pg/mL 11.4 pg/mL
according to literaturel? SD 4.0 pg/mL 10.7 pg/mL

The reference limits of melatonin concentration for apparently healthy individuals, calculated as the 2.5% and 97.5t"
percentile of the measured population are 0.0 - 8.0 pg/mL at day and 10.4 - 58.0 pg/mL at night for healthy female and

male individuals.

The start of melatonin production in the human body can be assessed via the dim light melatonin onset (DLMO). In
apparently healthy individuals, it occurs 2 - 3 hours before bedtime, an alteration in the value can indicate disruption to

healthy sleep patterns and sleep disorder.

There are several methods to obtain the DLMO in a consensus statement by Benloucif et al.®l. For example DLMO can be
defined with a threshold calculated at 2 standard deviations above the average baseline of three or more pre-rise samples.
The following table and figure gives an example of the DLMO calculated with Melatonin direct Saliva ELISA for a healthy

adult donor.

Melatonin concentration over time

Melatonin (pg/mL)
R NN W W B b o
U O L1 ©O U1 O U1 O

=
Ul O

4 6 8

Sample taken over time

10

Melatonin

Mean (baseline sample 1- 3) 3.50 pg/mL

SD (sample 1- 3) 0.85 pg/mL

DLMO = Mean (baseline)+2*SD 5.21 pg/mL
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17 LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Samples from patients that took biotin-containing multivitamins or supplements may contain biotin amounts which will cause
interference with the assay.

Specimen collection and storage have a significant effect on the test results. See SPECIMEN COLLECTION AND
STORAGE for details.

For cross-reactivities, see PERFORMANCE.
Thimerosal should be avoided in any case.

Substance Conc. in saliva
The following substances do not have a significant effect Blood 0.10 %
(+/- 20 % of expected value) on the test results up to the - -
stated concentrations Sodium azide 0.01 %

Citric acid 0.001 %

18 PERFORMANCE

18.1 Analytical Specificity (Cross Reactivity)
The cross-reactivity of the melatonin antiserum has been measured against various compounds.

The percent of cross-reactivity is expressed as the ratios | Substance Cross Reactivity (%)

of melatonin concentration to the concentration of the Serotonin 0.54 %

reacting compound at 50% binding of the zero standard. 5-Methoxytryptamine <0.01 %

The results are shown in the following table. : .
N-Acetylserotonin <0.01 %
5-Methoxytryptophol <0.01 %

18.2 Limit of Blank (LoB)

The LoB study was performed with the zero calibrator (Standard A), measured in 28 replicates in one run. Limit of Blank =
0.4 pg/mL.

18.3 Limit of Quantitation (LoQ)

The LoQ study was performed with 10 saliva samples, measured in 10 replicates in one run.
Limit of Quantitation = 0.85 pg/mL (CV = 20%)

18.4 Metrological traceability

Traceability was proven by comparing the results of measurements between Melatonin (direct) Saliva ELISA (SLV-4779),
and LC-MS/MS measurements, performed by a certified independent laboratory (ZRT Laboratory, USA).

The results obtained with the Melatonin (direct) Saliva ELISA (SLV-4779) are metrological traceable to the SI-Unit pg/mL
by mass spectrometry using 10 saliva QC samples.

The calculated maximum uncertainty of Melatonin (direct) Saliva ELISA (SLV-4779) is 14.7 %.
y = Melatonin (direct) Saliva ELISA (SLV-4779) |y = 0.938x LC-MS/MS + 0.088 |r=0.991 |

18.5 Linearity

The linearity study was performed measuring 5 different samples with different concentrations and a serial dilution up to
1.16. The assay showed a linear behavior up to a 1:16 dilution.

18.6 Recovery

The recovery study was performed measuring four different concentrations in three different saliva samples. Increasing
amounts of Melatonin were added to the saliva samples. All samples (spiked and unspiked) were assayed in duplicates.
The Melatonin concentrations were measured and the percentage recovery rates were calculated.

The mean recovery of melatonin including all saliva samples was 98% (range 74 - 114%). The relation between expected
and measured concentrations of melatonin did not significantly deviate over the concentration range studied.

18.7 Precision

The intra/inter assay study was conducted with two day samples and three night samples (3.5 - 25 pg/mL) by using
1 kit lot for 20 days with two runs per day and replicate.

The intra assay precision showed a mean CV of 15.2 % (range: 13.2 - 19.0%)

The inter assay precision showed a mean CV of 19.2 % (range: 16.5 - 23.8 %)

Version 11.0; 2023-12-20 -kg- -9-
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To establish between lot precision the following study design assaying five different samples was used:

3 different reagent lots / 5 days / 1 run per day per lot / 5 replicates per run
The mean between lot variation was 13.4 % (range 8.8 - 17.7%).

19 SHORT PROTOCOL

PRE TEST SET UP

DILUTION Volume Aqua dest. Relation Remarks
WASHBUF|[CONC| 10 mL ad 200 mL 1:20 Example for
32 wells
SAMPLE DILUTION Remarks
saliva Samples suspected to contain concentrations higher than the
highest standard have to be diluted with Standard A

ASSAY PROCEDURE

ICAL A-F, [CONTROL 1+2], Samples 100 pL
50 L
Incubate 16 - 20 h at 2 °C - 8 °C.
Aspirate the contents of each well.
Wash 4 times with 0.25 mL of diluted Wash Buffer and aspirate.
100 pL
Incubate 2 h at 18 °C - 25 °C on an orbital shaker (500 rpm).
Aspirate the contents of each well.
Wash 4 times with 0.25 mL of diluted Wash Buffer and aspirate.
100 pL
Incubate 1 h at 18 °C - 25 °C on an orbital shaker (500 rpm).
Aspirate the contents of each well.
Wash 4 times with 0.25 mL of diluted Wash Buffer and aspirate.
TMB SUBS 100 pL
Incubate 15 min at 18 °C - 25 °C on an orbital shaker (500 rpm)
TMB STOP! 100 pL

Measure optical density with a photometer at 450 nm.
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1 ZWECKBESTIMMUNG
Enzymimmunoassay zur direkten, quantitativen Bestimmung von Melatonin in humanem Speichel.

2 VERWENDUNGSZWECK

Enzymimmunoassay fir die direkte quantitative Bestimmung von Melatonin in humanem Speichel. Die Quantifizierung von
Melatonin zeigt physiologische Funktionen oder Zustéande der Zirbeldriise an, die den Schlaf-Wach-Rhythmus reguliert.
Dieser Test wird als Hilfsmittel fiir die Diagnose von Schlafstérungen eingesetzt. Die Patientenpopulation umfasst gesunde
sowie Personen, bei denen der Verdacht auf Schlafstérungen besteht. Der Test sollte nicht mit Patientenproben
durchgefuhrt werden, die durch exogenes Melatonin beeinflusst werden kénnten, oder mit Proben, die durch Medikamente
beeinflusst werden kdnnten, die den Melatoninstoffwechsel beeinflussen.

Das Testkit ist fur den professionellen Laborgebrauch durch geschultes Personal vorgesehen. Das Testkit ist nicht fiir den
Hausgebrauch oder den Gebrauch durch Laien bestimmt. Der Testkit ist fir den manuellen Gebrauch bestimmt, kann aber
auch an verschiedene ELISA-Prozessoren mit offener Plattform angepasst und auf offenen automatisierten Plattformen
verwendet werden.

3 KLINISCHE BEDEUTUNG

Melatonin ist ein Zwischenprodukt des Tryptophanstoffwechsels und wird von der Zirbeldrise in den Blutkreislauf
abgegeben. Die Melatoninproduktion wird durch einen zirkadianen Rhythmus reguliert. Bei gesunden Menschen wird es
synchron mit dem Hell-Dunkel-Zyklus produziert und ist eng auf die Nacht beschrankt, sofern es dunkel ist. Lichtreize
(hauptsachlich im blauen Bereich) hemmen die Melatoninsynthese. Die Rolle als physiologischer Marker wurde in
Ubersichtsartikeln [1-7] und Lehrbiichern [8-10] dokumentiert.

Die Melatoninkonzentration spielt eine wichtige Rolle bei der Regulierung des Schlafverhaltens. Der Beginn der
Melatoninproduktion im menschlichen Kérper kann mit Hilfe des Dim Light Melatonin Onset (DLMO) bestimmt werden. Der
DLMO ermoglicht die Charakterisierung der Sekretion des zirkadianen Rhythmus in verschiedenen Matrices (z. B. im
Speichel). Bei gesunden Personen tritt der DLMO 2 bis 3 Stunden vor dem Schlafengehen auf.

Eine Stérung des gesunden Schlafverhaltens (Exposition gegentiber hellem Licht zur Nachtzeit oder Nachtschichtarbeit)
kann die DLMO verandern und zu einer Phasenverschiebung oder -verzégerung der Melatoninkonzentration in der Probe
fuhren. Melatonin im Speichel ist ein nitzlicher Biomarker bei zirkadianer Dysregulation durch Schichtarbeit oder nachtliche
Lichtexposition. Au3erdem kann die zeitaufgeléste Quantifizierung des Melatoninspiegels Aufschluss Uber den Tagestyp
(morgens oder abends) geben.[11]

Die Melatoninkonzentration im Blutkreislauf ist sehr unterschiedlich. Tagsuber ist der Melatoninspiegel sehr niedrig. In der
Nacht steigt die Melatoninkonzentration an. Anschauliche Beispiele fur Melatoninkonzentrationen finden sich in der
wissenschaftlichen Literatur z. B. in den Veréffentlichungen von Ba-Ali et al.[12] und Wiesner et al.[13].

Die grol3e Vielfalt an Methoden zur Bewertung des Beginns der Melatoninproduktion hat zur Bildung einer Expertengruppe
gefuhrt, die Empfehlungen fir die Berechnung des Beginns der Melatoninsekretion erarbeitet hat. Die Laboratorien sollten
sich an die Konsensrichtlinien fur die Generierung von Daten fur die zirkadiane Schrittmacherfunktion halten. Benloucif et
al., haben eine Konsenserklarung zur Messung von Melatonin beim Menschen in verschiedenen Matrices (z. B. Speichel)
verdffentlicht.[3] In einer Konsenserklarung von Benloucif et al.[3], werden mehrere Methoden zur Ermittlung der DLMO
genannt. So kann die DLMO beispielsweise mit einem Schwellenwert definiert werden, der bei 2 Standardabweichungen
Uber der durchschnittlichen Basislinie von drei oder mehr Proben vor dem Beginn der Melatoninproduktion berechnet wird.

Mediziner sollten die Auswirkungen von nicht veréanderbaren Faktoren (z. B. Alter) und verdnderbaren Faktoren
(Beleuchtung, jahreszeitliche Verdnderungen, korperliche Aktivitat) auf die Messung der Melatoninkonzentration beim
Menschen berucksichtigen, die in der Fachliteratur ausfihrlich erortert werden[11] Empfehlungen fiir die Probenahme sind
in einer Konsenserklarung von Benloucif et al.[3]. Mediziner sollten die Auswirkungen von Komorbiditaten
(Augenerkrankungen, Rickenmarksverletzungen, Lebererkrankungen und -stérungen, Nierenerkrankungen und -
storungen) auf die Messung der Melatoninkonzentration beim Menschen bericksichtigen, die in der Fachliteratur
ausfuhrlich diskutiert werden.[11] Mediziner sollten die Auswirkungen von Arzneimitteln oder Nahrungserganzungsmitteln
berticksichtigen, die die Melatoninkonzentration beim Menschen entweder erhéhen (Melatonin, Antidepressiva, MAO-
Hemmer) oder senken (1-adrenerge Blocker, alpha-2-adrenerge Agonisten, Benzodiazepine), die in der Fachliteratur
ausfuhrlich  diskutiert werden.[11] Laboratorien sollten die Auswirkung der Kreuzreaktivitat auf die
Melatoninkonzentrationen am Tag berlicksichtigen, die die Grundlage fir die Quantifizierung des Melatoninausgangs
bilden.

4 TESTPRINZIP
Kompetitiver Enzymimmunoassay (ELISA).

Das biotinylierte Antigen (Biotin) und das nicht-biotinylierte Antigen (Probe) konkurrieren um die begrenzte Anzahl an
Bindungsstellen des an die Wells der Mikrotiterstreifen gebundenen Antikdrpers. Nach der Inkubation wird das nicht
gebundene biotinylierte Antigen durch Waschen entfernt. Das antikdrpergebundene biotinylierte Antigen wird durch
Streptavidin-Peroxidase als Marker und TMB als Substrat bestimmt.
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Die Intensitat der gebildeten Farbe nach der Substratreaktion ist umgekehrt proportional zur Antigen-Konzentration in den
Proben. Die Ergebnisse der Proben kdnnen direkt anhand der Standardkurve bestimmt werden.

5 WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN
1. Nur zum In-vitro-Gebrauch. Nur fir den professionellen Einsatz durch GLP-geschultes Fachpersonal.

1. Vor der Testdurchfihrung sollte die Arbeitsanleitung vollstandig und sorgfaltig gelesen werden und verstanden worden
sein. Die gultige Version aus dem Kit verwenden.

2. Im Falle einer erheblichen Beschadigung der Testpackung ist DRG bzw. der jeweilige Lieferant innerhalb einer Woche
nach Empfang der Ware schriftlich zu benachrichtigen. Beschédigte Komponenten dirfen nicht zur Testdurchfuihrung
verwendet werden, sondern sollten so lange aufbewahrt werden, bis der Transportschaden endgultig geregelt ist.

3. Zerbrochenes Glas kann zu Verletzungen fiihren. Vorsicht bei Glasgefa3en.

4. Chargen-Nummer und Verfallsdatum beachten. Es diirfen keine Reagenzien aus unterschiedlichen Chargen in einem
Test verwendet werden. Verfallene Reagenzien dirfen nicht verwendet werden.

5. Gute Laborpraxis und Sicherheitsrichtlinien beachten. Je nach Bedarf sollten Laborkittel, Einmal-Latexhandschuhe
und Schutzbrillen getragen werden.

6. Reagenzien dieses Kits, die Gefahrstoffe enthalten, kbnnen Reizungen der Augen und der Haut hervorrufen. Siehe
Angaben in KOMPONENTEN DES KITS und auf den Etiketten. Sicherheitsdatenblatter fur dieses Produkt sind auf
Anfrage erhéltlich.

7. Chemikalien und vorbereitete, gebrauchte, ungebrauchte oder ablaufende Reagenzien sind unter Beachtung der
jeweiligen nationalen Bestimmungen als Gefahrstoffabfall zu entsorgen.

8. Das Reinigungspersonal ist durch das Fachpersonal beziiglich méglicher Gefahren und Umgang anzuleiten.

9. Alle schwerwiegenden Zwischenfélle im Zusammenhang mit diesem Produkt sind dem Hersteller und der zustandigen
Behorde des Mitgliedstaates zu melden, in dem der Anwender und/oder der Patient niedergelassen ist.

10. Das Produkt enthalt Material tierischen Ursprungs, das nachweislich frei von infektibsen oder ansteckenden
Krankheiten und schadlichen Parasiten ist. Dennoch sollte das Material mit &uf3erster Vorsicht gehandhabt werden.

11. Kontakt mit Stopplosung vermeiden. Kann Hautreizungen und Veratzungen hervorrufen.

12. Einige Reagenzien enthalten ProClin 300 als Konservierungsmittel. Bei Kontakt mit den Augen oder der Haut griindlich
mit Wasser abspiilen. Bei Entsorgung tGber das Abwasser gut spilen, um Anreicherungen zu vermeiden.

13. Einige Reagenzien enthalten ProClin 300 als Konservierungsmittel. Bei Kontakt mit den Augen oder der Haut griindlich
mit Wasser abspiilen. Bei Entsorgung tGber das Abwasser gut spilen, um Anreicherungen zu vermeiden.

6 LAGERUNG UND HALTBARKEIT

Der Kit wird bei Umgebungstemperatur angeliefert und sollte bei 2 °C - 8 °C gelagert werden. Vor Hitze und direkter
Sonneneinstrahlung schitzen. Hinweise zur Lagerung und Haltbarkeit der Proben und vorbereiteten Reagenzien sind den
entsprechenden Kapiteln zu entnehmen.

Alle in der Packung enthaltenen Komponenten sind ungeoffnet bis zum aufgedruckten Verfallsdatum haltbar. Der Kit ist
nach dem Offnen der Verpackung bis zu 6 Monate (nicht iiber das Verfallsdatum hinaus haltbar, wenn Miktotiterplatte
wieder verpackt, die Flaschen mit den zugehorigen Deckeln verschlossen und der Kit bei der angegebenen
Lagertemperatur aufbewahrt wird.

7 PROBENGEWINNUNG UND —AUFBEWAHRUNG

7.1 Probengewinnung

Der Patient sollte 30 Minuten vor der Probennahme nicht essen, trinken, Kaugummi kauen oder Zahne putzen. Funf
Minuten vor der Probenahme den Mund griindlich mit kaltem Wasser spiilen.

Salivaproben nicht bei Krankheiten, Entziindungen oder Verletzungen der Mundhdhle sammeln (Blutkontamination). Eine
rétliche Probe deutet auf Kontamination hin und fuhrt zu falschem Ergebniss.

Es sollten mindestens 0.5 mL Flussigkeit gesammelt werden. Der Speichelfluss kann durch Kauen auf Parafilm® stimuliert
werden.

Es wird empfohlen, die Salivaproben vor der Testdurchfiihrung bei —20°C einzufrieren und nach dem Auftauen zu mischen
und 10 Minuten bei 2000 - 3000 x g zu zentrifugieren, um Partikel zu entfernen.

Mindestens 48 Stunden vor der Probenentnahme sollten Patienten keine biotinhaltige Multivitamine oder
Nahrungsergénzungsmittel einnehmen.
Gefald fur die Probenentnahme

Salivaproben kdnnen in geeigneten Sammelgefaflen gesammelt werden. Probensammelgefal3e, die Zellulose-Pads
enthalten, sollten nicht verwendet werden.
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7.2

Probenaufbewahrung

Speichelproben kénnen bei Raumtemperatur fiir 1 Tag oder bei 2 °C - 8 °C fiir 7 Tage gelagert werden.

Melatonin im Speichel ist bei -20°C mindestens 1 Monat lang stabil. Es wird empfohlen dass jedes Labor eine zusatzliche
Probenstabilitdt durchfiihrt, bewertet und eine eigene Probenlagerung etabliert.

Wiederholtes Auftauen und Einfrieren vermeiden.
Vor Hitze und direkter Sonneneinstrahlung schitzen.

8 KOMPONENTEN DES KITS

,?\\Anzahll Symbol Herkunft | Komponente
enge
Mikrotiterplatte
1x12x Streifen einzeln abbrechbar. MTP (2 Streifen mit je 8 Vertiefungen beschichtet mit
8 Ziege anti-Kaninchen-Antikdrper in einer Losung mit Rinderserumalbumin, anti-
Kaninchen IgG (Ziege, polyklonal) Vakuumgetrocknet
1x10 Standard A-F
mL CAL A Gebrauchsfertig.
1x5x CAL B-F 0.0; 0.5; 1.5; 5.0; 15; 50; pg/mL
1mL Enthalt: Melatonin und < 0.1 % Natriumazid (w/w).
Kontrolle 1+2
1x2x | |CONTROL Gebrauchsfertig. Enthalt: Melatonin (niedrig und hoch) und
1mL 1+2 < 0.1 % Natriumazid (w/w). Genaue Konzentrationen siehe Etiketten oder QC-
Zertifikat.
1x7 Melatonin Antiserum
mL ANTISERUM Gebrauchsfertig. Enthalt: Antiserum (Kaninchen, polyklonal), Rinderserumalbumin und
< 0.1% ProClin (w/w).
1x12 Melatonin Biotin
mL BIOTIN Gebrauchsfertig. Enthalt: Rinderserumalbumin und < 0.1% ProClin (w/w).
1x12 Enzymkonjugat
mL ENZCONJ Gebrauchsfertig. Enthalt: Streptavidin konjugiert mit HRP, Stabilisatoren.
1x50 ASHBUF Waschpuffer Konzentrat (20x)
mL CONC Phosphatpuffer, mit < 0.2 % Tween, 20 (w/w) und < 0.02% ProClin (w/w).
1x15 TMB Substratlésung
mL | [MB SUBS Gebrauchsfertig. Enthilt3,3',5,5 Tetramethylbenzidin Lésung.
1x15 TMB Stopplésung
mL T™MB STOP Gebrauchsfertig. Enthélt 1 M Schwefelsaure
3x FOIL Haftklebefolie

©CoNoORr~wWDME O

ZUSATZLICHES MATERIAL (NICHT IM KIT ENTHALTEN)

Pipetten (Multipette Eppendorf oder vergleichbare Produkte, < 3% VK). Volumina: 50; 100 pL
Geeignete Probenabnahmegefal3e verwenden

Orbitalschuttler (400 - 600 U/min)

Vortex-Mischer
8-Kanal Mikropipette mit Reagenziengefalien

Waschflasche, automatisches oder halbautomatisches Waschsystem fr Mikrotiterplatten

Zentrifuge (vorzugsweise mit Kithlung); 2000 - 3000 x g

Messgerét fur Mikrotiterplatten zur Messung der Absorption bei 450 nm (Referenzwellenlange 600 - 650 nm)
. Bidest. oder deionisiertes Wasser

10. Papiertticher, Pipettenspitzen, Stoppuhr
11. Kihischrank (2 °C - 8 °C)
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10
1.

Ea

11

HINWEISE ZUR TESTDURCHFUHRUNG

Fehler bei der Handhabung der Proben oder Abweichungen von der beschriebenen Testdurchfihrung kdnnen die
Ergebnisse verfélschen. Die angegebenen Pipettiervolumina, Inkubationszeiten, Temperaturen und
Vorbereitungsschritte sind unbedingt gemaf Arbeitsanleitung einzuhalten. Nur kalibrierte Pipetten und Geréate
verwenden.

Sobald mit der Testdurchfiihrung begonnen wird, sollten alle Arbeitsschritte ohne Unterbrechung durchgefuhrt werden.
Es ist sicherzustellen, dass alle bendétigten Reagenzien, Gerate und Hilfsmittel zur rechten Zeit zur Verfigung stehen.
Alle Reagenzien und Proben miussen auf Raumtemperatur (18 °C - 25 °C) gebracht und vor Gebrauch vorsichtig ohne
Schaumbildung gemischt werden.

Kontaminationen der Reagenzien, Pipetten und Wells/Réhrchen sind zu vermeiden. Neue Einmal-Pipettenspitzen fir
jede zu pipettierende Komponente und jede Probe verwenden. Die Deckel der Flaschchen nicht vertauschen. Nicht
bendtigte Flaschchen immer verschlossen halten. Wells/Réhrchen oder Reagenzien dirfen nicht wiederverwendet
werden.

Es wird empfohlen, Doppelbestimmungen durchzufiihren, um eventuelle Pipettierfehler zu erkennen.

Es sollte ein Pipettierschema verwendet werden um die Identifikation der Standards und Proben auf der Platte
sicherzustellen.

Die Inkubationszeiten beeinflussen die Ergebnisse. Bei jedem Pipettierschritt sollten alle Wells in der gleichen
Reihenfolge und im gleichen Zeittakt behandelt werden. Die Verwendung einer 8-Kanal-Mikropipette zum Pipettieren
in alle Wells wird empfohlen.

Die korrekte Durchfiihrung der Waschschritte ist entscheidend. Ungeniigend gewaschene Wells ergeben falsche
Ergebnisse. Die Verwendung einer Multikanalpipette oder eines automatischen Waschsystems flr Mikrotiterplatten
wird empfohlen. Zwischen den Inkubationen die Wells nicht austrocknen lassen. Beim Waschen und Ausschiitteln
durfen die beschichteten Wells nicht beschéadigt werden. Alle Reagenzien miissen daher mit Vorsicht pipettiert werden.
Beim Waschvorgang ist es wichtig, dass alle Wells vollstandig und gleichmafig mit Waschpuffer gefillt werden und
nach dem Ausschitteln kein Rickstand an Flussigkeit zuriickbleibt.

Feuchtigkeit beeinflusst die beschichteten Wells/Réhrchen. Verpackung nicht 6ffnen bevor Raumtemperatur erreicht
ist. Nicht bendtigte Wells/Rohrchen sofort in den wieder verschlieBbaren Beutel mit Trockenmittel zurtickgeben.

Die Erdbeschleunigung einer Zentrifuge (g) entspricht nicht der Umdrehungszahl (U/min), sondern muss in
Abhangigkeit vom Rotordurchmesser der verwendeten Zentrifuge berechnet werden.

TESTVORBEREITUNGEN

Der Inhalt des Kits fur 96 Bestimmungen kann in 3 Laufe aufgeteilt werden.
Die unten angegebenen Volumina sind fur einen Lauf mit 4 Streifen (32 Bestimmungen).
Die Verwendung von Thimerosal sollte in jedem Fall vermieden werden.

11.1 Vorbereitung konzentrierter Komponenten
r;(eorgé/t Komponente Diluent Verhdltnis | Bemerkungen Lagerung | Haltbarkeit
WASHBUF| ad bidest. _ Griindlich o o
10 mL CONC 200 mL Wasser 1:20 mischen 2°C-8°C | 4 Wochen
11.2 Probenverdinnung

Werte > 50 pg/mL (Standard F) missen mit Standard A in den linearen Bereich der Standardkurve hinein verdiinnt werden,
z.B. durch eine Verdinnung von 1:10 (Beispiel: 50 yL Saliva + 450 yL Standard A).

Die Verdinnung sollte in Glasréhrchen erfolgen. Die Messergebnisse missen mit dem Verdiinnungsfaktor multipliziert
werden, um die tatséchlichen Ergebnisse zu erhalten.

Werte < 0 pg/mL sollten durch eine Bestatigungsmessung wiederholt werden.
Bemerkung: Ein zusatzlicher Standard A mit 100 mL kann separat bestellt werden

12
1.

TESTDURCHFUHRUNG
Je 100 pL der Standards, Kontrollen und Proben in die entsprechenden Wells der Mikrotiterplatte pipettieren.

Je 50 pL Melatonin Antiserum in jedes Well.
Platte mit Haftklebefolie abdecken und fir 10 Sekunden vorsichtig schitteln.

16 - 20 Stunden bei 2 °C - 8 °C inkubieren.

Folie entfernen. Inkubationsldsung verwerfen. Platte 4 x mit je 250 pL verdinntem Waschpuffer waschen. Restliche
Flussigkeit auf Papiertiichern ausklopfen.

Je 100 pL Melatonin Biotinlésung in jedes Well pipettieren. Platte mit neuer Folie abdecken.
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6. 2 Stunden bei (18 °C - 25 °C) auf einem Orbitalschittler (500 rpm) inkubieren.

7. Folie entfernen. Inkubationslésung verwerfen. Platte 4 x mit je 250 pL verdiinntem Waschpuffer waschen. Restliche
Flussigkeit auf Papiertlichern ausklopfen.

8. Je 100 pL Enzymkonjugat in jedes Well pipettieren. Platte mit neuer Folie abdecken.
9. 1h bei RT (18 °C - 25 °C) auf einem Orbitalschittler (500 rpm) inkubieren.

10. Folie entfernen. Inkubationslésung verwerfen. Platte 4 x mit je 250 L verdiinntem Waschpuffer waschen. Restliche
Flussigkeit auf Papiertlichern ausklopfen.

11. Je 100 pL TMB Substratlésung in jedes Well pipettieren.
12. 15 Minuten bei RT (18 °C - 25 °C) auf einem Orbitalschittler (500 rpm) inkubieren.

13. Die Substratreaktion durch Zugabe von 100 pL TMB Stoppldsung in jedes Well stoppen. Platte kurz schitteln.
Farbumschlag von blau nach gelb.

14. Die optische Dichte mit einem Photometer bei 450 nm (Referenzwellenlange: 600 - 650 nm) innerhalb von
15 Minuten nach dem Pipettieren der Stopplésung messen.

13 AUTOMATISIERUNG

Fir den Einsatz von Produkten auf einem Automaten ist zwingend eine dokumentierte Validierung, entsprechend der
gesetzlichen Vorgaben, durchzufihren und aufrecht zu erhalten. Eine erfolgreiche Validierung des Prozesses ist die
Voraussetzung flur die diagnostische Verwendung. Die Verantwortung fiir die Durchfihrung und Dokumentation der
Validierung in Ubereinstimmung mit den landerspezifischen Anforderungen tragt die Organisation bzw. Einrichtung.

14 QUALITATSKONTROLLE

Die Testergebnisse sind nur giltig, wenn der Test gemaf der vorliegenden Arbeitsanleitung abgearbeitet wurde. Ferner
muss der Anwender die GLP- Regeln (Good Laboratory Practice) oder vergleichbare Normen und Gesetze beachten.
Anwender und/oder Labor mussen zur Diagnosestellung ein geméafl GLP validiertes System verwenden. Alle Kit-Kontrollen
mussen innerhalb der Akzeptanzbereiche, die auf den Etiketten und dem QC-Zertifikat angegeben sind, gefunden werden.
Wenn die Kriterien nicht erfillt sind, sind die Ergebnisse ungultig und der Test sollte wiederholt werden. Jedes Labor sollte
dartber hinaus eigene bekannte Proben als weitere Kontrollen mitfiihren.

Bei Abweichungen sind die folgenden Fehlermdéglichkeiten zu Uberprifen: Haltbarkeit der (vorbereiteten) Reagenzien,
Lagerungsbedingungen, Pipetten, Gerate und Hilfsmittel, Inkubationsbedingungen und Waschmethoden.

Es wird empfohlen, an den einschlagigen Ringversuchen teilzunehmen.

15 TESTAUSWERTUNG

Die erhaltenen OD der Standards (y-Achse, linear) gegen deren Konzentration (x-Achse, logarithmisch) auftragen,
entweder auf semi-logarithmischem Papier oder durch ein entsprechendes Computerprogramm. Bei Verwendung eines
Computerprogramms werden die Cubic-Spline-Methode, 4-Parameter-Analyse (lin-log) oder Logit-Log-Berechnung
empfohlen.

Zur Berechnung der Standardkurve sollten alle Werte der Standards verwendet werden (bei Doppelwerten kann ein
offensichtlicher Ausreil3erwert eliminiert und stattdessen der plausiblere Einzelwert verwendet werden).
Die Konzentrationen der Proben kénnen direkt von der Standardkurve abgelesen werden.

Die Werte von verdinnten Proben missen mit dem entsprechenden Verdinnungsfaktor multipliziert werden. Proben, die
oberhalb des hdchsten Standards gemessen werden, missen wie in TESTVORBEREITUNGEN beschrieben verdiinnt und
erneut analysiert werden.
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Umrechnung:
Melatonin (pg/mL) x 4.30 = pmol/L
Typische Standardkurve (CO00max) — Melatonin direct Saliva ELISA
(Beispiel. Nicht zur Testauswertung verwenden!) 100% 1 e[| | I'TH
Standard Konzentration | ODwitteiwert [ OD/ODmax 75% H“‘xx
A 0 (pg/mL) 2,666 100 % 50% A u
B 0,5 (pg/mL) | 2,464 92 % oo N
C 1,5 (pg/mL) 2,176 82 % Tt
D 5,0 (pg/mL) 1,506 56 % 0%
E 15,0 (pg/mL) 0,794 30 % 0.1 1.0 10.0 100.0
F 50,0 (pg/mL) | 0,519 19 % (po/ml)

Messbereich: von 0. 85 pg/mL (LoQ als funktionelle Sensitivitat) bis 38.4 pg/mL (héchste Konzentration mit linearem
Verhalten < hochster Standard)

16 NORMWERTE

Therapeutische Konsequenzen sollten nicht allein aufgrund der mit diesem Test ermittelten Werte getroffen werden,
sondern nur unter Berucksichtigung aller klinischen Beobachtungen und weiterer diagnostischer Mittel.

Jedes Labor sollte unter Bertcksichtigung regionaler Gegebenheiten eigene Normalwertbereiche erstellen.

Scheinbar gesunde Erwachsene weisen folgende Werte auf, die mit den in der Literatur angegebenen Werten
Ubereinstimmen.ll

Zeit der Probenahme
Tag Nacht

n (Probenanzahl) 34 38

Bereich 0.0 - 9.9 pg/mL 10.1 - 61.4 pg/mL

Mittelwert 4.3 pg/mL 24.9 pg/mL
Gemessene Werte

SD 2.6 pg/mL 13.3 pg/mL

2.5. Perzentil 0.0 pg/mL 10.4 pg/mL

97.5. Perzentil 8.0 pg/mL 58.0 pg/mL
Erwartete Werte Mittelwert 5.5 pg/mL 11.4 pg/mL
gemaR Literatur [*2 SD 4.0 pg/mL 10.7 pg/mL

Die Referenzgrenzen der Melatoninkonzentration flir scheinbar gesunde Personen, berechnet als 2.5 und 97.5 Perzentile
der gemessenen Population, liegen fir gesunde weibliche und mannliche Personen bei 0.0 - 8.0 pg/mL am Tag und 10.4 -
58.0 pg/mL in der Nacht.

Der Beginn der Melatoninproduktion im menschlichen Kérper lasst sich anhand des Dim Light Melatonin Onset (DLMO)
bestimmen. Bei scheinbar gesunden Menschen tritt er 2 bis 3 Stunden vor dem Schlafengehen ein, eine Veranderung des
Wertes kann auf eine Stérung des gesunden Schlafverhaltens und auf eine Schlafstérung hinweisen.

In einer Konsenserklarung von Benloucif et al.Bl, gibt es mehrere Methoden zur Ermittlung des DLMO.
So kann der DLMO beispielsweise mit einem Schwellenwert definiert werden, der bei 2 Standardabweichungen tber dem
durchschnittlichen Ausgangswert von 3 oder mehr Proben vor dem Aufstehen liegt. Die folgende Tabelle und Abbildung
zeigt ein Beispiel fur die DLMO, die mit dem Melatonin-Direkt-ELISA flr einen gesunden erwachsenen Spender berechnet
wurde.
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Melatonin concentration over time
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Melatonin (pg/mL)

0 2 4 6 8 10
Sample taken over time

Melatonin
Mittelwert (Baseline Probe 1- 3) 3.50 pg/mL
SD (Probe 1- 3) 0.85 pg/mL
DLMO = Mittelwert (Baseline)+2*SD 5.21 pg/mL

17 GRENZEN DES VERFAHRENS

Proben von Patienten, die biotinhaltige Multivitamine oder Nahrungsergéanzungsmittel einnahmen, kénnen Biotinmengen
enthalten, die eine Interferenz mit dem Test verursachen.

Die korrekte Durchfiihrung der Probengewinnung und Aufbewahrung ist entscheidend fir die Testergebnisse. Naheres
sieche PROBENGEWINNUNG UND -AUFBEWAHRUNG.

Angaben zu Kreuzreaktivitaten sind im Kapitel TESTCHARAKTERISTIKA zu finden.
Die Verwendung von Thimerosal sollte in jedem Fall vermieden werden.

Die folgenden Substanzen haben bis zu den Substanz Konz. in Speichel
angegebenen Konzentrationen keinen signifikanten Blut 0.10 %
Einfluss auf die Testergebnisse (+/- 20% des erwarteten Natriumazid 0.01 %
Wertes). Citronensaure 0.001 %

18 TESTCHARAKTERISTIKA

18.1 Analytische Spezifitat (Kreuzreaktivitat)
Die Kreuzreaktivitat des Melatoninantiserums wurde gegen verschiedene Verbindungen gemessen.

Die prozentuale Kreuzreaktivitat wird als Verhéltnis der Substanz Kreuzreaktivitat (%)
Melatininkonzentration, zur Konzentration der Serotonin 0.54
reagierenden Verbindung bei 50% Bindung des i : <
Nullstandards angegeben. Die Ergebnisse sind in der S Methoxytryptamlne 0.01
folgenden Tabelle dargestellt. N-Acetylserotonin <0.01
5-Methoxytryptophol <0.01

18.2 Nachweisgrenze des Blank (LoB)

Die Studie zur Nachweisgrenze des Blank (LoB) wurde mit dem Nullkalibrator (Standard A) durchgefihrt, gemessen in 28-
facher Bestimmung in einem Ansatz. Nachweisgrenze des Blank = 0.4 pg/mL.

18.3 Quantifizierungsgrenze (LoQ)

Die Studie zur Nachweisgrenze LoD wurde mit 10 Speichelproben durchgefiihrt, gemessen in 10-fach Bestimmung in
einem Ansatz. Quantifizierungsgrenze = 0. 85 pg/mL (VK = 20%)
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18.4 Messtechnische Ruckverfolgbarkeit

Die Ruckverfolgbarkeit wurde durch den Vergleich der Messergebnisse zwischen dem Melatonin (direct) Saliva ELISA
(SLV-4779) und LC-MS/MS-Messungen, die von einem zertifizierten, unabhangigen Labor (ZRT-Labor, USA) durchgefihrt
wurden, nachgewiesen.

Die mit dem Melatonin (direct) Saliva ELISA (SLV-4779) erzielten Ergebnisse sind messtechnisch durch
Massenspektrometrie mit 10 Speichel-QC-Proben auf die SlI-Einheit pg/mL rickfihrbar.

Die berechnete maximale Unsicherheit des Melatonin (direct) Saliva ELISA (SLV-4779) betréagt 14,7 %.
y= Melatonin (direct) Saliva ELISA (SLV-4779) ‘ y = 0.938x LC-MS/MS + 0.088 ‘ r=0.991

18.5 Linearitat

Die Studie zur Linearitdt wurde mit funf verschiedenen Proben, mit unterschiedlichen Konzentrationen durchgefiihrt, die
seriell bis 1:16 verdinnt wurden. Der Assay zeigte ein lineares Verhalten bis zu einer Verdiinnung von 1:16.

18.6 Wiederfindung

Die Studie zur Wiederfindung wurde durchgefiihrt, indem vier verschiedene Konzentrationen in drei verschiedenen
Speichelproben gemessen wurden. Den Speichelproben wurden erhdhte Mengen an Melatonin zugesetzt. Alle Proben
(aufgestockte und nicht aufgestockte) wurden in Doppelbestimmung untersucht. Die Melatoninkonzentrationen wurden
gemessen und die prozentualen Wiederfindungsraten berechnet.

Die mittlere Wiederfindungsrate von Melatonin einschlie3lich aller Speichelproben betrug 98% (Bereich 74 - 114%). Das
Verhéltnis zwischen erwarteten und gemessenen Melatoninkonzentrationen wich (Uber den untersuchten
Konzentrationsbereich nicht signifikant ab.

18.7 Prazision

Die Intra-/Interassay-Studie wurde mit zwei Tages- und drei Nacht-Proben (3.5 — 25 pg/mL) unter Verwendung einer Kit-
Charge Uber 20 Tage mit zwei Durchlaufen pro Tag und Wiederholung durchgefihrt.

Die Intra-Assay-Prazision zeigte einen mittleren VK von 15.2 % (Bereich: 13.2 - 19.0 %).

Die Inter-Assay-Prazision zeigte einen mittleren 19.2 % (Bereich 16.5 — 23.8 %)

Zur Bestimmung der Préazision zwischen den Chargen wurde folgendes Studienkonzept mit fiinf verschiedenen Proben
verwendet: 3 verschiedene Reagenzienchargen / 5 Tage / pro Charge 1 Lauf pro Tag / 5 Wiederholungen pro Lauf. Der
Mittelwert zwischen den Chargenschwankungen betrug 13.4 % (Bereich: 8.8 - 17.7 %).
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19 KURZPROTOKOLL

TESTVORBEREITUNGEN
VERDUNNUNG Volumen Aqua dest. Verhéaltnis | Bemerkung
. Beispiel fir
WASHBUF|[CONC| 10 mL 200 mL 1:20 32 Wells
PROBENVERDUNNUNG Bemerkung
Proben, bei denen eine Konzentration Uber dem hdchsten
Speichel Standard erwartet wird, miissen mit Standard A verdinnt
werden.
TESTDURCHFUHRUNG
ICAL A-F|, [CONTROL 1+2|, Proben 100 pL
ANTISERUM 50 pL

Bei 2 °C - 8 °C 16 - 20 h inkubieren
Inkubationslésung verwerfen

4 x mit 0,25 mL verdinntem Waschpuffer waschen, verwerfen und restliche Flissigkeit auf Papiertiichern
ausklopfen.

100 pL

Bei 18 °C - 25 °C 2 h auf einem Orbitalschttler (500 rpm) inkubieren

Inkubationslésung verwerfen

4 x mit 0,25 mL verdinntem Waschpuffer waschen, verwerfen und restliche Flissigkeit auf Papiertiichern
ausklopfen.

100 pL

Bei 18 °C - 25 °C 1 h auf einem Orbitalschittler (500 rpm) inkubieren

Inkubationslésung verwerfen
4 x mit 0,25 mL verdinntem Waschpuffer waschen, verwerfen und restliche Fliissigkeit auf Papiertlichern

ausklopfen.
100 pL
Bei 18 °C - 25 °C 15 min auf einem Orbitalschittler (500 rpm) inkubieren
100 pL

Optische Dichte mit einem Photometer bei 450 nm messen.

Version 11.0; 2023-12-20 -kg- -19-



Melatonin (direct) Saliva ELISA SLV-4779

1 USO PREVISTO
Saggio immunoenzimatico per la determinazione quantitativa diretta di melatonina nella saliva umana.

2 SCOPO PREVISTO

Test immunoenzimatico per la determinazione quantitativa diretta della melatonina nella saliva umana. La quantificazione
della melatonina indica le funzioni o gli stati fisiologici della ghiandola pineale che regola i cicli sonno-veglia. Questo test
viene applicato come ausilio per la diagnosi dei disturbi del sonno. La popolazione di pazienti comprende individui sani e
individui con sospettati di essere affetti da disturbi del sonno. Il test non deve essere eseguito su campioni di pazienti che
potrebbero subire interferenze da parte della melatonina esogena o su campioni che potrebbero essere influenzati da
farmaci che interagiscono con il metabolismo della melatonina.

Il kit & destinato all'uso professionale in laboratorio da parte di personale addestrato. Il kit non € destinato all'uso domestico
o da parte di personale non esperto.

Il kit di analisi € destinato all'uso manuale o puo essere adattato su diversi processori automatici ELISA.

3 SOMMARIO E SPIEGAZIONI

La melatonina un prodotto intermedio del metabolismo del triptofano e viene rilasciata nel flusso sanguigno dalla ghiandola
pineale.! La produzione di melatonina & regolata dal sistema di temporizzazione circadiano. Negli individui sani,viene
prodotta in sincronia con il ciclo luce/buio, prevalentemente di notte, purché sia buio. Lo stimolo della luce (principalmente
nella gamma del blu) inibisce la sintesi di melatonina. Il ruolo di marcatore fisiologico € stato documentato in articoli di
revisione 171 e libri di testo [8-19],

Le concentrazioni di melatonina svolgono un ruolo importante nella regolazione dei modelli di sonno. L'inizio della
produzione di melatonina nell'organismo umano pud essere valutato attraverso il dim light melatonin onset (DLMO). La
DLMO permette la caratterizzazione del ritmo circadiano attraverso le secrezioni in pil matrici (come la saliva). Negli
individui apparentemente sani, la DLMO si verifica 2 - 3 ore prima di andare a letto.

L'alterazione dei modelli di sonno sani (esposizione alla luce intensa di notte o turni di lavoro notturni) possono alterare la
DLMO e portare a un anticipo o a un ritardo della fase di concentrazione di melatonina nel campione. La melatonina salivare
e un utile biomarcatore della disregolazione circadiana dovuta ai turni di lavoro o all'esposizione alla luce intensa durante
la notte. Inoltre, la quantificazione dei livelli di melatonina risolti nel tempo puo fornire informazioni sulla tipologia diurna
(mattina contro sera).[t!

Le concentrazioni di melatonina in circolazione sono molto variabili. Durante il giorno, i livelli di melatonina sono molto
bassi. Di notte, le concentrazioni di melatonina aumentano. Esempi illustrativi delle concentrazioni di melatonina si
trovano nella letteratura scientifica, ad esempio nelle pubblicazioni di

Ba-Ali et al.'4 e Wiesner et al.[13],

La grande varieta di metodi per valutare l'inizio della produzione di melatonina ha portato alla formazione di un gruppo di
esperti per stabilire raccomandazioni per il calcolo dell'inizio della secrezione di melatonina. | laboratori dovrebbero seguire
le linee guida di consenso sulla generazione dei dati per il pacemaking circadiano. Benloucif et al. hanno pubblicato una
dichiarazione di consenso per la misurazione della melatonina nell'uomo in diverse matrici (come la saliva).l®! Diversi metodi
per ottenere la DLMO in una dichiarazione di consenso di Benloucif et al.l®! Ad esempio, la DLMO pud essere definita con
una soglia calcolata a 2 deviazioni standard al di sopra della linea di base media di tre 0 pit campioni pre-sollevamento.

I medici devono considerare gli effetti di fattori non modificabili (ad esempio I'etd) e modificabili (illuminazione, cambiamenti
stagionali, attivita fisica) sulla misurazione della concentrazione di melatonina prodotta nell'uomo, che sono discussi in
dettaglio nella letteratura peer-reviewed.'!l Le raccomandazioni per le condizioni di campionamento sono fornite in una
dichiarazione di consenso di Benloucif et al.Bl. | medici devono considerare gli effetti delle comorbidita (malattie oftalmiche,
lesioni del midollo spinale, malattie e disturbi del fegato, malattie e disturbi dei reni) sulla misurazione della concentrazione
di melatonina prodotta nell'uomo, discussi in dettaglio nella letteratura peer-reviewed. (111 | medici devono considerare gli
effetti di farmaci o integratori alimentari che aumentano (melatonina, antidepressivi, inibitori MAQO) o diminuiscono (bloccanti
1-adrenergici agonisti alfa-2 adrenergici, benzodiazepine) sulla misurazione della concentrazione di melatonina prodotta
nell'uomo, discussi in dettaglio nella letteratura peer-reviewed.*1l | laboratori devono considerare I'effetto della reattivita
incrociata sulle concentrazioni di melatonina diurne che costituiscono la linea di base per la quantificazione dell'insorgenza
della melatonina.

4 PRINCIPIO DEL TEST

La procedura del dosaggio ricalca il principio di base del’ELISA per competizione, con competizione in questo caso di
antigeni biotinilati verso antigeni non biotinilati per un numero fisso di siti anticorpali di legame. La quantita di antigene
biotinilato legato all’anticorpo € inversamente proporzionale alla concentrazione dell'analita nel campione. Quando il
sistema € in equilibrio I'antigene libero biotinilato viene rimosso con una fase di lavaggio e I'antigene biotilinato legato
all’anticorpo si determina usando come marker la streptavidina perossidasi e come reattivo il TMB-substrato.

La quantificazione dei campioni viene raggiunta paragonando I'attivita enzimatica dei campioni rispetto alla curva preparata
usando standard noti.
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5 AVVERTENZE E PRECAUZIONI

Solo per uso diagnostico in-vitro. Per uso professionale solo da parte di professionisti addestrati GLP.

2. Leggere attentamente le istruzioni prima di iniziare il test. Utilizzare il manuale fornito nel kit. Assicurarsi di aver
compreso tutte le indicazioni.

3. In caso di danneggiamento del kit contattare il Vostro fornitore entro 1 settimana dal ricevimento della merce. Non
utilizzare i componenti danneggiati ma conservarli per fornire prove del danno assieme al reclamo che inoltrerete al
produttore/fornitore.

4. Vetro rotto potrebbe causare lesioni. Maneggiare vasi di vetro con cautela.

5. Rispettare lotto e scadenze. Non scambiare o mescolare tra loro reagenti di lotti diversi. Non usare i reagenti scaduti.

6. Attenersi alle Buone Pratiche di Laboratorio e alle direttive di sicurezza. Indossare camici, guanti in lattice e occhiali
protettivi se necessario.

7. Alcuni reagenti del kit contengono sostanze pericolose che potrebbero causare irritazioni a pelle ed occhi. Consultare
la sezione MATERIALE FORNITO e le etichette per i dettagli precisi. Schede di sicurezza del prodotto sono disponibili
su richiesta.

8. | reagenti preparati, usati, non utilizzati o scaduti e le sostanze chimiche del kit devono essere trattati come rifiuti
pericolosi secondo le normative di sicurezza e la legislazione vigente nel Paese in cui il prodotto viene usato.

9. |l personale delle pulizie deve essere informato dal personale specializzato sui possibili rischi e sulle procedure da
adottare.

10. Tutti gli incidenti gravi relativi a questo prodotto devono essere notificati al fabbricante e all'autorita competente dello
Stato membro in cui l'utilizzatore e/o il paziente sono stabiliti.

11. Il prodotto contiene materiale di origine animale, certificato apparentemente esente da malattie infettive o contagiose
e da parassiti dannosi. || materiale deve comunque essere maneggiato con estrema cautela.

12. Evitare il contatto con la soluzione stop. Puo causare irritazioni e ustioni della pelle.

13. Alcuni reagenti contengono il conservante ProClin 300. In caso di contatto con gli occhi o la pelle risciacquare

immediatamente con acqua. Per smaltire i reagenti risciacquare con acqua molto abbondante per evitare il loro

accumulo.

=

6 CONSERVAZIONE E STABILITA

Il kit & spedito e trasportato a temperatura ambiente e deve essere conservato a 2 °C - 8 °C. Non esporre a luce solare
diretta e ad alte temperature. Le informazioni relative a conserva-zione e stabilita di tutti i reagenti e dei campioni sono
riportate nel capitolo corrispondente.

| reagenti non aperti sono stabili fino alla data di scadenza indicata Il Kit & stabile fino a 6 mesi dopo la prima apertura (non
oltre la data di scadenza) se la piastra per microtitolazione & confezionata in una busta accuratamente chiusa, le bottiglie
sono ben chiuse con il loro tappo a vite ed il kit viene conservato alla temperatura di conservazione indicata.

7 PRELIEVO E CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI

7.1 Prelievo dei campioni

Il paziente non dovrebbe bere, mangiare, masticare gomme o lavarsi i denti nei 30 minuti che precedono il prelievo dei
campioni. Risciacquare la bocca a fondo con acqua fresca 5 minuti prima del prelievo del campione.

Non prelevare il campione in caso di infezioni del cavo orale, inflammazioni o lesioni (contaminazione da sangue).
Colorazione rosata o rossastra € indice di presenza di sangue.

Raccogliere un minimo di 0.5 mL di saliva. La salivazione puo essere stimolata masticando un pezzo di Parafilm®.

Si consiglia di congelare il campione prima del test a -20°C. Dopo lo scongelamento, mischiare e centrifugare 10 minuti a
2000 — 3000 x g per rimuovere il materiale particolato.

| campioni non devono essere prelevati da pazienti che hanno assunto multivitaminici o integratori contenenti biotina nelle
ultime 48 ore.

7.2 Contenitore per il campionamento

La saliva pu0 essere raccolta in un apposito contenitore. Non si devono usare sistemi di campionamento che si avvalgano
di filtri in cellulosa.

7.3 Conservazione dei campioni
| campioni di saliva possono essere conservati a temperatura ambiente per 1 giorno o a 2 °C - 8 °C per 7 giorni.

La melatonina nella saliva é stabile per almeno 1 mese a -20°C. Si raccomanda che ogni laboratorio conduca e valuti
l'ulteriore stabilith del campione e stabilisca la propria conservazione dei campioni.

Evitare la ripetizione di cicli di congelamento/scongelamento.
Non esporre alla luce solare diretta e al calore.
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8 MATERIALE FORNITO

Quantita Simbolo Origine | Componente
Micropiastra
Strisce separabili. MTP (12 strisce da 8 pozzetti ciascuna)

1x12x8 coniugato con anticorpo di carpa anti-coniglio in soluzione
contenente albumina di siero bovino, anti-coniglio IgG (capra,
policlonale).
Standard A-F

1x10mL Pronto/a all'uso. 0.0; 0.5; 1.5; 5.0; 15; 50; pg/mL

1x5x1mb CAL B-H Contiene: Melatonina e < 0.1 % sodio azide (p/p).
Controllo 1+2
1x2x1mL CONTROL 1 Pronto/a aII’_uso. _Contiene: Melatonina (bassp e'elevato) e
CONTROL 2 < 0.1 % sodio azide (p/p). Per le concentrazioni esatte vedere le

etichette o il Certificato di Controllo Qualita.
Melatonina Antisiero

1x7mL Pronto/a all'uso. Contiene: Antisiero (coniglio, policlonale), albumina di
siero bovino e < 0.1% ProClin (p/p).
Melatonina Biotina

1x12mL Pronto/a all'uso. Contiene: albumina di siero bovino e
< 0.1% ProClin (p/p).
Coniugato Enzimatico

1x12mL Pronto/a all'uso. Contiene: streptavidina coniugato a HRP,
< 0.02 % metilisotiazolinone (p/p) e < 0.02 % bromonitrodioxano (p/p).
Tampone di Lavaggio Concentrato (20x)

1 x 50 mL WASHBUF| |[CONC| Tampone fosfato contenente < 0.2 % Tween, 20 (p/p) e
< 0.02% ProClin (p/p)..
Soluzione Substrato TMB

1x15mL Pronto/a alluso. Contiene3,3’,5,5 Tetrametilbenzidina soluzione.
Soluzione Stop TMB

1x15mL MB STOP Pronto/a all'uso. Contiene acido solforico 1 M

3 X FOIL Pellicola Adesiva

9 MATERIALI NECESSARI MA NON FORNITI

1. Micropipette (Multipette Eppendorf o similari, < 3% CV). Volumi: 50: 100 pL

2. E’ necessario usare un’attrezzatura idonea per la campionatura

3. Agitatore orbitale (400 - 600 rpm)

4, Vortex mixer

5. Micropipetta 8-Canali con contenitori per reagenti

6. Spruzzetta per lavaggi, lavatore per micropiastre automatico o semi automatico

7. Centrifuga (preferibilmente refrigerata) 2000 - 3000 x g

8. Lettore per micropiastre in grado di leggere ad assorbanza di 450 nm (lunghezza d’onda di riferimento 600 - 650 nm)

9. Acqua bidistillata o deionizzata

10. Carta assorbente, puntali per pipette e timer

11. Frigorifero (2 °C - 8 °C)

10 NOTE PER LA PROCEDURA

1. Qualsiasi manipolazione impropria dei campioni o modifica alla procedura pud compromettere i risultati. Rispettare
rigorosamente i volumi, i tempi e le temperature di incubazione e i passaggi di pretrattamento dei campioni indicati in
metodica. Utilizzare pipette calibrate.

2. Una volta iniziato il test completare tutti i passaggi senza interruzioni. Assicurarsi che tutti i reagenti siano stati
precedentemente preparati in tempo utile. Far raggiungere la temperatura ambiente ai campioni e ai componenti del
kit (18 °C - 25 °C) e mescolare delicatamente ciascun reattivo liquido e campione prima dell’'uso. Non creare schiuma
durante il mescolamento.

3. Evitare la contaminazione di reagenti, pipette, pozzetti o provette. Usare puntali di plastica nuovi per ogni reagente,
standard e campione. Non scambiare i tappi tra loro. Tappare sempre i flaconi non utilizzati. Non riutilizzare
pozzetti/provette o reagenti.

4. Siconsiglia di saggiare in doppio per poter identificare eventuali errori di pipettamento.

5. Usare uno schema di pipettamento per realizzare un’appropriata distribuzione sulla piastra.
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11

Il tempo di incubazione influisce sui risultati. Tutti i pozzetti dovrebbero essere dispensati nello stesso ordine e
sequenza temporale. Si raccomanda una pipetta multicanale a 8 canali per pipettare le soluzioni in tutti i pozzetti.

Il lavaggio della micropiastra & importante. Pozzetti lavati in modo inappropriato possono portare a risultati erronei. Si
raccomanda una pipetta multicanale o un lavatore automatico per piastre. Non far asciugare i pozzetti tra le varie
incubazioni. Non graffiare i pozzetti rivestiti durante risciacqui e aspirazioni. Risciacquare e versare i reagenti con
cura. Durante i risciacqui assicurarsi che i pozzetti siano ben riempiti con la soluzione di lavaggio e che non ci siano
residui nei pozzetti.

L’umidita influisce sui pozzetti/tubi rivestiti. Non aprire I'involucro finché non ha raggiunto la temperatura ambiente.
Riporre immediatamente i tubi/pozzetti non utilizzati nell'involucro con il disseccante.

La forza centrifuga relativa (g) non dev’essere calcolata in giri/minuto, bensi in dipendenza dal raggio della centrifuga.

ISTRUZIONI PRE-TEST

Il contenuto del kit per 96 determinazioni pud essere diviso per 3 esecuzioni separate.
| volumi indicati di seguito si riferiscono a un’esecuzione con 4 strisce (32 determinazioni).
In ogni caso si dovrebbe evitare il thimerosal.

11.1 Preparazione di componenti concentrati

_D|Iu|re/ Componente Diluente Rapporto Note Conservazione | Stabilita
dissolvere
ASHBUF ad 200 acqua . Mescolare o o finoa4
10mL CONC mL bidist. 1:20 energicamente. 2°C-8°C settimane

11.2 Diluizione dei Campioni

Valori superiori a 50 pg/mL (Standard F) devono essere diluiti con Standard A per arrivare al range lineare della curva
standard, ad es. con una diluizione di 1 : 10 (Esempio : 50 uL saliva + 450 pL Standard A). La diluizione é da effettuarsi
in provette di vetro. Per ottenere risultati corretti, i risultati misurati devono essere moltiplicati per il fattore di diluizione.

Valori inferiori a 0 pg/mL comportano un’ulteriore misurazione.
Nota bene: Una dose aggiuntiva di 100 mL di Standard A si pud ordinare separatamente

12

1.
2.

PROCEDURA DEL TEST
Pipettare rispettivamente 100 pL di Standard, Controlli e campioni nei rispettivi pozzetti della Micropiastra.

Pipettare 50 pyL di Soluzione Antisiero in ogni pozzetto. Coprire la piastra con pellicola adesiva. Agitare
cautamente il vassoio per 10 secondi.

Incubare 16 -20h a2 °C - 8 °C.

Rimuovere la pellicola adesiva. Eliminare la soluzione d’incubazione. Lavare la piastra 4 x con 250 pyL di Tampone
Lavaggio diluito. Rimuovere I'eccesso di soluzione picchiettando la piastra capovolta su una salvietta di carta.

Pipettare 100 uL di Soluzione Biotina in ogni pozzetto. Coprire la piastra con pellicola adesiva.
Incubare 2 ore a 18 °C - 25 °C(Temperatura ambiente) su un oscillatore orbitale (500 rpm).

Rimuovere la pellicola adesiva. Eliminare la soluzione d’incubazione. Lavare la piastra 4 x con 250 pL di Tampone
Lavaggio diluito. Rimuovere I'eccesso di soluzione picchiettando la piastra capovolta su una salvietta di carta.

Pipettare in ogni pozzetto 100 pL di Coniugato Enzimatico. Coprire la piastra con pellicola adesiva.
Incubare 1 ora a 18 °C - 25 °C su un oscillatore orbitale (500 rpm).

10. Rimuovere la pellicola adesiva. Eliminare la soluzione d’'incubazione. Lavare la piastra 4 x con 250 uL di Tampone

Lavaggio diluito. Rimuovere I'eccesso di soluzione picchiettando la piastra capovolta su una salvietta di carta.

11.  Pipettare 100 pL di Soluzione Substrato TMB in ogni pozzetto.
12. Incubare 15 minuti a 18 °C - 25 °C su un oscillatore orbitale (500 rpm).
13. Fermare la reazione substrato aggiungendo 100 pL di Soluzione Stop TMB in ogni pozzetto. Mescolare

delicatamente il contenuto agitando leggermente la piastra. Il colore passa da blu a giallo.

14. Misurare la densita ottica con un fotometro a 450 nm (Lunghezza d’onda di riferimento: 600-650 hm) 15 minuti

dopo aver pipettato la Soluzione Stop.
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13 AUTOMAZIONE

Per I'utilizzo di prodotti su strumenti automatici € assolutamente necessario eseguire e mantenere una validazione secondo
i requisiti di legge. Una validazione riuscita del processo € un prerequisito per l'uso diagnostico. La responsabilita per
l'attuazione e la documentazione della convalida in conformita con i requisiti specifici del paese € a carico
dell'organizzazione o l'istituzione.

14 CONTROLLO DI QUALITA

| risultati del test sono validi solo se il test € stato eseguito seguendo le istruzioni per I'uso. L’utente deve inoltre attenersi
rigorosamente ai principi della BPL GLP (Good Laboratory Practice) o a norme equivalenti. Gli utenti e il laboratorio devono
avere un sistema di formulazione della diagnosi conforme alle norme GLP. Tutti i controlli devono risultare compresi entro
gli intervalli accettabili indicati sulle etichette e il Certificato QC. Se i criteri non sono soddisfatti il test non € valido e dovrebbe
essere ripetuto. Ogni laboratorio dovrebbe usare campioni noti come ulteriori controlli.

In caso di deviazioni devono essere forniti i seguenti dati: Scadenza dei reagenti (preparati), condizioni di conservazione,
pipette, strumenti, condizioni d’incubazione e metodi di lavaggio.

Si consiglia la partecipazione a programmi di controllo qualita periodici.

15 CALCOLO DEI RISULTATI

La DO ottenute per gli standard (asse y, lineare) sono messe in grafico rispetto alla loro concentrazione (asse x, logaritmico)
sia su carta per grafico semilogaritmico che con metodo automatico. Buoni risultati si ottengono con grafici cubic spline, 4
Parametri Logistica o Logit-Log.

Per il calcolo della curva standard utilizzare ogni segnale degli standard (omettere ovviamente i valori dei duplicati molto al
di fuori dei risultati attesi e impiegare il valore singolo piu plausibile).

La concentrazione dei campioni puo essere ricavata dalla curva standard.
In caso di campioni diluiti i valori devono essere moltiplicati per il corrispondente fattore di diluizione.

| campioni con concentrazioni superiori al piu alto degli standards devono essere diluiti come descritto nel paragrafo
ISTRUZIONI PRE-TEST e ritestati.

Conversione:
Melatonina (pg/mL) x 4.30 = pmol/L

Tipica Curva di Calibrazione (OD/ODmax)  Melatonin direct Saliva ELISA
(Esempio. Non usare per il calcolo!) 100%
Standard | Concentrazioni | DOwedia DO/DOmax -—_—‘"—*L"“‘\
75% <

A 0 (pg/mL) 2,666 100 % 50% \\

B 0,5 (pg/mL) 2,464 92 % h

C 1,5 (pg/mL) 2,176 82 % 25% =3

D 5,0 (pg/mL) 1,506 56 % 0%

E 15,0 (pg/mL) 0,794 30 % 0.1 1.0 10.0 1000

F 50,0 (pg/mL) | 0,519 19 % (pg/mL)
Campo di misura: di 0. 85 pg/mL (LdQ come sensibilita funzionale) a 38.4 pg/mL (concentrazione piu alta che

mostra un comportamento lineare < standard piu alto)
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16 VALORI ATTESI

| soli risultati di questo test non dovrebbero essere I'unica motivazione alla base di una scelta terapeutica. Devono essere
correlati ad altre osservazioni cliniche e test diagnostici. Si consiglia ad ogni laboratorio di definire i propri valori di
riferimento.

Gli adulti apparentemente sani mostrano i seguenti valori, che sono in accordo con quelli riportati in letteratura. 22l

Tempo di campionamento
Giorno Notte
n (numero di campioni) 34 38
Intervallo 0.0 - 9.9 pg/mL 10.1 - 61.4 pg/mL
Valori misurati Valore medio 4.3 pg/mL 24.9 pg/mL
SD 2.6 pg/mL 13.3 pg/mL
2.5. Percentile 0.0 pg/mL 10.4 pg/mL
97.5. Percentile 8.0 pg/mL 58.0 pg/mL
Valori attesi Valore medio 5.5 pg/mL 11.4 pg/mL
secondo la letteratura 12 SD 4.0 pg/mL 10.7 pg/mL

I limiti di riferimento della concentrazione di melatonina per individui apparentemente sani, calcolati come percentile del
2.5 % e del 97.5 % della popolazione misurata, sono 0.0 - 8.0 pg/mL di giorno e 10.4 - 58.0 pg/mL di notte per individui
sani di sesso femminile e maschile.

L'inizio della produzione di melatonina nel corpo umano puo essere valutato attraverso l'insorgenza della melatonina alla
luce fioca (DLMO). In individui apparentemente sani, si verifica 2 - 3 ore prima di andare a letto; un'alterazione del valore
puo indicare un'alterazione dei modelli di sonno sani e un disturbo del sonno.

Esistono diversi metodi per ottenere la DLMO in una dichiarazione di consenso di Benloucif et al.[®l. Ad esempio, la DLMO
pud essere definita con una soglia calcolata a 2 deviazioni standard al di sopra della linea di base media di 3 0 piu campioni
pre-sonno. La tabella e la figura seguenti forniscono un esempio della DLMO calcolata con il test ELISA diretto della
melatonina nella saliva per un donatore adulto sano.

Melatonin concentration over time

Melatonin (pg/mL)
R R NN W W S P W0
O U1l O U1 O L1t ©O Ut O U1 O

0 2 4 6 8 10

Sample taken over time

Melatonina
Media (campione di riferimento 1- 3) 3.50 pg/mL
SD (Campione 1- 3) 0.85 pg/mL
DLMO = Media (linea di base)+2*SD 5.21 pg/mL
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17 LIMITI DELLA PROCEDURA

Campioni di pazienti che hanno assunto multivitaminici o integratori contenenti biotina possono contenere quantita di biotina
che possono causare interferenze con il test.

La raccolta e conservazione dei campioni ha influenza significativa sui risultati del test. Vedere la sezione PRELIEVO E
CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI per maggiori dettagli. Per le reazioni crociate vedere la sezione PERFORMANCE. In
ogni caso si dovrebbe evitare il thimerosal.

Per le reazioni crociate vedere la sezione PERFORMANCE.
In ogni caso si dovrebbe evitare il thimerosal.

Sostanza Conc. in saliva
le seguenti sostanze influenzano significativamente S
o . ; angue 0.10%
(+/-20 % del valore atteso) irisultati del test fino alle S dg id 0 01 0/0
concentrazioni indicate odio azide : 0
Acido citrico 0. 001 %

18 PERFORMANCE

18.1 Specificita Analitica (Reattivita Crociate)
La reattivita crociata dell'antisiero della melatonina é stata misurata contro vari composti.

La percentuale di reattivita crociata € espressa come Sostanza Reattivita Crociate
rapporto tra la concentrazione di melatonina e la Serotonina 0.54 %
: o i
concentrazione del compostq reagepte al _50 Y% di legame 5-Methoxytryptamine <0.01 %
dello standard zero. | risultati sono riportati nella seguente -
tabella. N-Acetylserotonin <0.01 %
5-Methoxytryptophol <0.01 %

18.2 Limite di Bianco (LdB)

Lo studio LdB é stato eseguito con il calibratore di zero (Standard A), misurato in 28 repliche in una sola corsa. Limite di
Bianco = 0.4 pg/mL.

18.3 Limite di Quantificazione (LdQ)

Lo studio LdQ & stato eseguito con 10 campioni di saliva, misurati in 10 repliche in un unico ciclo.
Limite di Quantificazione = 0. 85 pg/mL (CV = 20%)

18.4 Tracciabilita Metrologica

La tracciabilita & stata dimostrata confrontando i risultati delle misurazioni tra il Melatonin (direct) Saliva ELISA (SLV-4779),
con le misurazioni LC-MS/MS, effettuate da un laboratorio indipendente certificato (ZRT Laboratory, USA).

| risultati ottenuti con Melatonin (direct) Saliva ELISA (SLV-4779) sono tracciabili metrologicamente all'unita SI-Unit pg/mL
mediante spettrometria di massa utilizzando 10 campioni di saliva QC.

L'incertezza massima calcolata del Melatonin (direct) Saliva ELISA (SLV-4779) e del 14.7%.
y = Melatonin (direct) Saliva ELISA (SLV-4779) ‘ y = 0.938x LC-MS/MS + 0.088 | r=0.991

18.5 Linearita

Lo studio di linearita & stato eseguito misurando 5 diversi campioni con diverse concentrazioni e una diluizione seriale fino
a 1:16. Il saggio ha mostrato un comportamento lineare fino ad una diluizione 1:16.

18.6 Recupero

Lo studio di recupero e stato effettuato misurando quattro diverse concentrazioni in tre diversi campioni di saliva. Ai
campioni di saliva sono state aggiunte quantita crescenti di melatonina. Tutti i campioni (addizionati e addizionati ) sono
stati analizzati in duplicato. Sono state misurate le concentrazioni di Melatonina e sono state calcolate le percentuali di
recupero.

Il recupero medio della melatonina, inclusi tutti i campioni di saliva, & stato del % (Intervallo 74 - 114%). La relazione tra le
concentrazioni di melatonina previste e quelle misurate non si & discostata in modo significativo dall'intervallo di
concentrazione studiato.
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18.7 Precisione

Lo studio intra/inter test & stato condotto con due campioni diurni e e tre campioni notturni (3.5 - 25 pg/mL) utilizzando 1
lotto di kit per 20 giorni con due corse al giorno e replicare.

La precisione intra-saggio test ha mostrato un CV medio del 15..2 % (Intervallo 13.2 - 19.0%) e per i campioni notturni (>
10 pg/mL) del 13.9%. Range 13.2 - 14.4%.
La precisione inter-saggio test ha mostrato un CV medio del 19.2 % (Intervallo 16.5 - 23.8 %).Per stabilire la precisione tra
i lotti & stato utilizzato il seguente saggio di progettazione dello studio con cinque diversi campioni: 3 diversi lotti di reagenti
/5 giorni / 1 corsa al giorno per lotto / 5 repliche per corsa

La variazione media tra i lotti & stata del 13.4% (Intervallo 8.8 - 17.7%).

19 PROTOCOLLO CORTO

ISTRUZIONI PRE-TEST

Diluizione Volume Aqua dest. Rapporto Note
Esempio
WASHBUF||CONC]| 10 mL fino a 200 mL 1:20 per 32
pozzetti
DILUIZIONE DIE CAMPIONI Note
| campioni sospettati di avere una concentrazione superiore a quella
Saliva dello standard con concentrazione piu alta devono essere diluiti con
Standard A.
PROCEDURA DI DOSAGGIO
ICAL A-F, [CONTROL 1+2|, campioni 100 pL
ANTISERUM 50 pL

Incubare 16 - 20h a2 °C - 8 °C.
Aspirare il contenuto di ogni pozzetto.

Lavare 4 volte con 0,25 mL di WASHBUF (diluito) ed aspirare.

BIOTIN 100 pL
Incubare 2 h a TA (18 °C - 25 °C) su un oscillatore orbitale (500 rpm).
Aspirare il contenuto di ogni pozzetto.
Lavare 4 volte con 0,25 mL di (diluito) ed aspirare.
ENZCONJ 100 pL
Incubare 1 h a TA (18 °C - 25 °C) su un oscillatore orbitale (500 rpm).
Aspirare il contenuto di ogni pozzetto.
Lavare 4 volte con 0,25 mL di (diluito) ed aspirare.
TMB SUBS 100 pL
Incubare 15 min a TA (18 °C - 25 °C) su un oscillatore orbitale (500 rpm).
TMB STOP. 100 pL
Misurare la densita ottica con un fotometro a 450 nm
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1 USO PREVISTO
Inmunoensayo enziméatico para la determinacién directa, cuantitativa de la melatonina en saliva humana.

2 EL PROPOSITO PREVISTO

Inmunoensayo enzimatico para la determinacidn cuantitativa directa de melatonina en saliva humana. La cuantificacion de
melatonina indica funciones o estados fisiolégicos de la glandula pineal que regula los ciclos de suefio-vigilia. Esta prueba
se aplica como ayuda para el diagndstico de trastornos del suefio. La poblacion de pacientes incluye individuos sanos e
individuos sospechosos de estar afectados por trastornos del suefio. El ensayo no debe realizarse con muestras de
pacientes que puedan verse afectadas por interferencias de melatonina exdgena o muestras que puedan verse afectadas
por farmacos que interactden con el metabolismo de la melatonina.

El kit de pruebas esta destinado al uso profesional en laboratorios por parte de personal capacitado. El ensayo no es para
uso doméstico o no profesional. El kit de ensayo esta pensado para uso manual o puede adaptarse a diferentes
procesadores ELISA de plataforma abierta y puede aplicarse a plataformas automatizadas abiertas.

3 IMPLICACIONES CLINICAS

La melatonina es un producto intermedio del metabolismo del triptéfano y se libera en el torrente sanguineo a partir de la
glandula  pineal. La produccion de melatonina estd regulada por el sistema circadiano.
En los individuos sanos, se produce en sincronia con el ciclo luz/oscuridad, estando estrechamente restringida a la noche,
siempre que ésta sea oscura. El estimulo luminoso (principalmente en la gama del azul) inhibe la sintesis de melatonina.
Su papel como marcador fisiol6gico ha sido documentado en articulos de revision -7y libros de texto [8-10],

Las concentraciones de melatonina desempefian un papel importante en la regulacion de los patrones de suefio. El inicio
de la produccién de melatonina en el cuerpo humano puede evaluarse mediante el inicio de melatonina con luz tenue
(DLMO). ElI DLMO permite caracterizar la secrecion del ritmo circadiano en mdltiples matrices (como la saliva). En
individuos aparentemente sanos, el DLMO se produce entre 2 y 3 horas antes de acostarse.

La alteracion de los patrones de suefio saludables (exposicion a luz brillante por la noche o participacion en un turno de
trabajo nocturno) puede alterar el DLMO y provocar un adelanto o retraso de fase de la concentracion de melatonina en la
muestra. La melatonina salival es un biomarcador Util en la desregulacion circadiana debida al trabajo por turnos o a la
exposicién a luz brillante por la noche. Ademas, la cuantificacion en el tiempo de los niveles de melatonina puede
proporcionar informacién sobre el tipo diurno (por la mafiana frente a por la noche).1]

Las concentraciones de melatonina en circulacién son muy variables. Durante el dia, los niveles de melatonina son muy
bajos. Por la noche, las concentraciones de melatonina aumentan. En la literatura cientifica se pueden encontrar ejemplos
ilustrativos de las concentraciones de melatonina, por ejemplo en las publicaciones de Ba-Ali et al.l'21 y Wiesner et al.[13],

La gran variedad de métodos para evaluar el inicio de la produccion de melatonina ha llevado a la formacién de un grupo
de expertos para establecer recomendaciones para el célculo del inicio de la secrecion de melatonina. Los laboratorios
deben seguir unas directrices consensuadas sobre la generacién de datos para el célculo del ritmo circadiano. Benloucif
et al. han publicado una declaracion de consenso para medir la melatonina en humanos en diferentes matrices (como la
saliva).[®l Existen varios métodos para obtener la DLMO en una declaracién de consenso de Benloucif et al.[l. Por ejemplo,
la DLMO puede definirse como un umbral, calculado como 2 desviaciones estandar por encima de la linea media de base
de tres 0 mas muestras previas a la produccién de melatonina.

Los médicos deben tener en cuenta los efectos de los factores no modificables (por ejemplo, la edad) y los factores
modificables (iluminacién, cambio estacional, actividad fisica) en la medicion de la concentracién de melatonina producida
en los seres humanos que se analizan en detalle en la literatura revisada por pares.!!l En una declaracién de consenso
de Benloucif et al.lBl. Los médicos deben tener en cuenta los efectos de las comorbilidades (enfermedades oftalmicas,
lesiones de la médula espinal, enfermedades y trastornos hepaticos, enfermedades y trastornos renales) en la medicién
de la concentracién de melatonina producida en seres humanos que se analizan en detalle en la bibliografia revisada por
pares.l'll Los médicos deben tener en cuenta los efectos de los fArmacos o suplementos nutricionales que aumentan
(melatonina, antidepresivos, inhibidores de la MAO) o disminuyen (blogueantes adrenérgicos 1, agonista adrenérgico alfa
2, benzodiacepinas) la medicién de la concentracién de melatonina producida en seres humanos que se analizan en detalle
en la bibliografia revisada por pares.[*!l Los laboratorios deben tener en cuenta el efecto de la reactividad cruzada en las
concentraciones de melatonina diurnas que establecen la linea de base para la cuantificacién del inicio de la produccion
melatonina.

4 PRINCIPIO DEL ENSAYO
El procedimiento de ensayo sigue el principio basico de los ELISAs competitivos, donde existe competencia

entre el antigeno biotinilado y el no biotinilado por un ndmero fijo de sitios de unién. La cantidad de antigeno biotinilado
unido al anticuerpo es inversamente proporcional a la concentracion del analito en la muestra. Cuando el sistema esta en
equilibrio, el antigeno biotinilado libre se elimina con una etapa de lavado y el antigeno biotinilado unido al anticuerpo se
determina empleando una estrepravidina-peroxidasa

como marcador y TMB (tetrametilbenzidina) como sustrato. La cuantificacion se logra por comparacién de la actividad
enzimatica de la muestra desconocida con una curva de respuesta preparada con estandares conocidos.
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5 ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Solo para uso de diagnéstico in-vitro. Para uso profesional sélo por profesionales formados en BPL.

2. Antes de comenzar el ensayo lea las instrucciones completa y cuidadosamente. Use la versién valida del prospecto
que se ofrece con el juego de reactivos. Aseglrese de entenderlo todo.

3. Encaso de dafio severo del estuche del juego de reactivos, contacte por favor a su suministrador en forma escrita
antes de transcurrida una semana de la recepcion. No utilice los componentes dafiados en los ensayos pero
guardelos en forma segura para el reclamo.

4. El vidrio roto puede causar lesiones. Maneje los recipientes de cristal con precaucion.

5. Tome en cuenta el nimero de lote y la fecha de caducidad. No mezcle reactivos de diferentes lotes. No use
reactivos vencidos.

6. Cumpla con las buenas practicas de laboratorio y las pautas de seguridad. Use bata de laboratorio, guantes de latex
desechables y gafas de proteccion cuando sea necesario.

7. Los reactivos de este juego que contienen materiales peligrosos pueden causar irritacion ocular y cutanea. Vea
MATERIAL SUMINISTRADO vy las etiquetas para los detalles. Las Hojas de Datos de Seguridad de los materiales
para este producto estan disponibles mediante solicitud directa a DRG.

8. Los reactivos quimicos y los reactivos preparados usados, no usados o expirados deben ser tratados como
desechos peligrosos de acuerdo con las regulaciones nacionales sobre bioseguridad y pautas de seguridad.

9. El personal de limpieza debe ser capacitado por profesionales para el manejo de residuos peligrosos.

10. Todos los incidentes graves relacionados con este producto seran notificados al fabricante y a la autoridad
competente del Estado miembro en el que esté establecido el usuario y/o el paciente.

11. El producto contiene material de origen animal, certificado como aparentemente libre de enfermedades infecciosas o
contagiosas y pardsitos dafiinos. En cualquier caso, el material debe ser manipulado con extrema precaucién

12. Evite el contacto con la solucién de Parada. Puede causar irritaciones y quemaduras en la piel.

13. Algunos reactivos contienen ProClin 300 como conservante. En caso de que se produzca el contacto con los 0jos o

la piel, lavar de inmediato con agua. Al desechar los reactivos, enjuagar todo con gran cantidad de agua para evitar
acumulaciones.

=

6 ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

El juego de reactivos es enviado a temperatura ambiente y debe ser almacenado a 2 °C - 8 °C. Manteniéndose alejado
del calor o de la luz solar directa. El almacenamiento y estabilidad de muestras y reactivos preparados se detalla en los
capitulos correspondientes.

Los reactivos no abiertos son estables hasta la fecha de caducidad indicada. El juego de reactivos es estable hasta 6
meses después primera abertura (sin exceder la fecha de caducidad) si se almacena la placa de microtitulacién
herméticamente cerrada en un bolso y los viales cerrados con sus tapas (de cierre) a la temperatura indicada.

7 TOMA'Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

7.1 Tomade la muestra

El paciente no debe comer, beber, mascar goma o lavarse los dientes 30 minutos antes de la toma de muestra. Enjuagar
la boca con agua fria 5 minutos antes de la toma de muestra.

No colecte muestra en cuando se presenten enfermedades orales, inflamaciones o lesiones (contaminacién con sangre).
El color rojizo indica contaminacion de la sangre y conduce a resultados erréneos.

Se debe recoger un minimo de 0.5 mL de liquido. La produccion de saliva puede ser estimulada mascando un pedazo de
film de Parafilm®. Se recomienda congelar las muestras a -20°C antes del ensayo de laboratorio. Después de descongelar,
mezcle y centrifuge por 10 minutos a 2000 - 3000 x g para remover el material particulado.

No se deben tomar muestras de pacientes que tomaron multivitaminas o suplementos que contienen biotina en las tltimas
48 horas.

7.2 Contenedor paralatoma de muestras

a saliva puede ser colectada en un dispositivo adecuado. No debe utilizarse muestras que contengan celulosa en el sistema
de recoleccion.

7.3 Almacenamiento de muestras
Las muestras de saliva pueden ser almacenadas a temperatura ambiente durante 1 dia o a 2 °C - 8 °C durante 7 dias.

La melatonina en saliva es estable al menos durante 1 mes a -20°C.Se recomienda congelar las muestras y almacenarlas
a -20 °C para un almacenamiento prolongado (< 6 meses).

Evite congelar y descongelar repetidamente.Manténgase alejado del calor o de la luz solar directa.
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8 MATERIALES SUMINISTRADOS

Cantidad Simbolo Origen Componente
Placa de Microtitulacion
1x12x8 Tlrgs separables. MTP (12't|ras cJ!e 8 pozos cada_ yna) revespdo con
anticuerpos de carba anti-conejo en una solucién que contiene
albumina de suero bovino, anti-conejo 1gG (cabra, policlonal).
Estandar A-F
1x 10 mL CAL A Listo para usar. 0.0; 0.5; 1.5; 5.0; 15; 50; pg/mL
1x5x1 Contenido: Melatonina y < 0.1 % azida de sodio (p/p). 0.0; 0.5; 1.5; 5.0; 15;
mL CAL B-F 50; pg/mL
Contenido: Melatonina y < 0.1 % azida de sodio (p/p).
Control 1+2
1x2x1 CONTROL 1] Listo para usar. Contenido: Melatonina (alto y bajo) y < 0.1 % azida de
mL CONTROL 2 sodio (p/p). Por concentraciones exactas vea las etiquetas o el certificado
de Control de Calidad.
Melatonina Antisuero
1x7mL ANTISERUM Listo para usar. Contenido: Antisuero (conejo, policlonal), albimina de
suero bovino y < 0.1% ProClin (p/p).
Melatonina Biotina
1x1zmlL BIOTIN Listo para usar. Contiene albumina de suero bovino y < 0.1% ProClin (p/p).
Conjugado Enzimético
1x12mL ENZCONJ Listo para usar. Contenido: estreptavidina conjugada con HRP,
< 0.02 % metilisotiazolinona (p/p) y < 0.02 % bromonitrodioxano (p/p).
1 %50 mL ASHBUF Solucién Buffer de Lavado Concentrado (20x)
CONC Tampon fosfatada< 0.2 % Tween, 20 (p/p) y < 0.02% ProClin (p/p).
Solucién de Substrato TMB
1x15mL TMB SUBS Listo para usar. Contiene 3,3,5,5’ Tetrametilbenzidina solucion
Solucién de Parada TMB
1x15mtL TMB STOP Listo para usar. Contiene acido sulfdrico 1 M
3x FOIL] Folio Adhesivo

Vortex

NGk~ wWDNE O

600 - 650 nm)
9. Agua bidestilada o desionizada

10.

11. Refrigeracion (2 °C - 8 °C)

MATERIALES REQUIRIDOS PERO NO SUMINISTRADOS

Micropipetas (Multipette Eppendorf o dispositivos similares, < 3 % CV). Volumenes: 50: 100 pL
Un método de muestreo apropiado debe ser utilizado

Agitador orbital (400 - 600 rpm)

Micropipeta multicanal de 8 canales con reservorio de reactivo

Frasco lavador, sistema automatizado o semi-automatizado de lavado de placas de microtitracién

Centrifuga (preferiblemente refrigerada) 2000 - 3000 x g

Fotémetro para placas de microtitulacion capaz de leer absorbancias a 450 nm (longitud de onda de referencia

Toallas de papel, puntas para las micropipetas y cronémetro
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10 INDICACIONES PARA EL PROCEDIMIENTO

1.

Cualquier manipulacion inadecuada de las muestras o modificacién del procedimiento de ensayo puede alterar los
resultados. Los voliumenes a pipetear, los tiempos de incubacion, las temperaturas y etapas de pretratamientos tienen
gue ser efectuados estrictamente siguiendo las instrucciones. Use solo pipetas u otros dispositivos calibrados.

Una vez comenzado el ensayo, se deben completar todas las etapas sin interrupcion. Asegurese de que los reactivos,
materiales y dispositivos necesarios estén listos en el momento adecuado. Permita que todos los reactivos y muestras
alcancen la temperatura ambiente (18 °C - 25 °C) y agite suavemente por rotaciéon cada vial de reactivo liquido o
muestra antes del uso. Evite la formacion de espuma.

Evite la contaminacién de los reactivos, pipetas pocillos y/o tubos. Emplee una punta desechable nueva para cada
reactivo, estandar o muestra. No intercambie las tapas. Tape siempre los viales que no estén en uso. No reutilice los
pocillos, tubos o reactivos.

Se recomienda ensayar por duplicado para poder identificar errores potenciales de pipeteo.
Use un esquema de pipeteo apropiado segun las dimensiones de la placa.

El tiempo de incubacion afecta los resultados. Todos los pocillos deben ser manipulados en el mismo orden y
secuencia de tiempo. Para el pipeteo de soluciones en los pocillos se recomienda una pipeta de 8 canales.

El lavado de la placa de microtitulacion es un paso importante. Los pocillos insuficientemente lavados conllevan a
resultados erréneos. Se recomienda emplear una pipeta multicanal o un sistema automatico de lavado. No deje secar
los pocillos entre incubaciones. Cuide de no dafiar el recubrimiento de las placas durante el enjuague y/o la aspiracion.
Enjuague y agregue los reactivos cuidadosamente. Al enjuagar cerciérese que todos los pocillos estén completamente
llenos con la Solucion Buffer de Lavado y que no haya residuos en ellos.

La humedad afecta los pocillos y tubos recubiertos. No abra la bolsa hasta que alcance la temperatura ambiente. Los
pocillos o tubos que no se empleen deben guardarse inmediatamente en la bolsa resellada con desecante.

La fuerza centrifuga relativa (g) no es equivalente a las revoluciones por minuto (rpm) sino que tiene que ser calculada
teniendo en cuenta el radio del rotor de la centrifug.

11 INSTRUCCIONES PARA LA PREPARACION DEL ENSAYO

El contenido del kit para 96 determinaciones puede ser dividido en 3 ensayos separados.
Los volumenes declarados mas abajo son para un ensayo con 4 tiras (32 determinaciones).
Se debe evitar en cualquier caso el Timerosal.

11.1 Preparacién de componentes concentrados

d[i)gtlj)ella\‘/g Componente Diluyente | Relacion Notas Almacenamiento | Estabilidad
10 mL ASHBUF ad 200 agua 1:20 Mezcle 2°C-8°C hasta
CONC] mL bidest. ’ vigorosamente. 4 semanas

11.2 Dilucién de Muestras

Valores superiores a 50 pg/mL (estandar F) deben ser diluidos con un estandar en el rango lineal de la curva estandar.
Por ejemplo, para la dilucién de 1:10 ( 50 yL de saliva + 450 pL estandar A). La dilucion debe ser hecha en tubos de vidrio.
Para obtener resultados correctos, los datos obtenidos han de multiplicarse por el factor dilucion.

Valores inferiores a < 0 pg/mL se debe repetir para una medicién adicional.
Nota: Un estandar adicional de 100 mL se pueden ordenar por separado.
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12 PROCEDIMIENTO DE ENSAYO
1. Pipetee 100 uL de cada Estandar, Control y muestra en los pozos respectivos de la placa de
microtitulacion.

2. Pipetee 50 pL de Solucién Antisuero en cada pozo. Cubra la placa con folio adhesivo. Agite la placa
cuidadosamente por 10 segundos.

Incube 16 - 20 horas a2 °C - 8 °C.

4. Remueva el folio adhesivo. Descargue la solucién de incubacién. Lave la placa 4 x con 250 uL de
Solucién Buffer de Lavado diluido. Remueva el exceso de solucién golpeando cuidadosamente la placa
invertida sobre un papel toalla.

5. Pipetee 100 pL de Solucion de Biotina en cada pozo. Cubra la placa con papel folio adhesivo.
6. Incube 2 horas a 18 °C - 25 °C (Temperatura ambiente) en un agitador orbital (500 rpm).

7. Remueva el folio adhesivo. Descargue la solucion de incubacion. Lave la placa 4 x con 250 yL de
Solucién Buffer de Lavado diluido. Remueva el exceso de solucién golpeando cuidadosamente la placa
invertida sobre un papel toalla.

Pipetee 100 uL de Conjugado Enzimatico en cada pozo. Cubra la placa con folio adhesivo.
9. Incube 1 hora a 18 °C - 25 °C en un agitador orbital (500 rpm).

10. Remueva el folio adhesivo. Descargue la solucién de incubacion. Lave la placa 4 x con 250 pL de
Solucién Buffer de Lavado diluido. Remueva el exceso de solucién golpeando cuidadosamente la placa
invertida sobre un papel toalla.

11. Pipetee 100 pL de la Solucién Sustrato TMB en cada pozo.
12. Incube 15 minutos a 18 °C - 25 °C en un agitador orbital (500 rpm).

13. Detenga la reaccion del sustrato afiadiendo 100 yL de Solucién de Parada TMB en cada pozo. Agitar
brevemente. Se observara cambios de color azul al Amarillo.

14. Mida la densidad 6ptica con un fotémetro a 450 nm (Longitud de onda de referencia: 600-650 nm) Dentro
de los 15 minutos de pipetear la Solucion de Parada.

13 AUTOMATIZACION

Para el uso de productos en instrumentos automatizados es absolutamente necesario realizar y mantener una validacion
de acuerdo con los requisitos legales. Una validacion exitosa del proceso es un prerrequisito para el uso con fines de
diagnostico. La responsabilidad de la implementacion y documentacién de la validacion de acuerdo con los requisitos
especificos de cada pais recae en la organizacion o institucion.

14 CONTROL DE CALIDAD

Los resultados son validos solamente si el ensayo ha sido realizado de acuerdo con las instrucciones. Ademas el usuario
debe atenerse a las Practicas de Buen Laboratorio (GLP) u otras normas o leyes comparables. Para la determinacién del
diagnostico, el usuario y/o el laboratorio deben de tener un sistema validado de acuerdo con las Buenas Practicas de
Laboratorio (GLP). Los valores de los controles del ensayo deben encontrarse dentro de los rangos de aceptacion
indicados en las etiquetas y el Certificado QC. Si este criterio no se cumple, el ensayo no es valido y debe repetirse. Cada
laboratorio debe emplear muestras conocidas como controles adicionales.

En caso de detectarse alguna desviacion, se debe verificar lo siguiente: Fecha de vencimiento de los reactivos, condiciones
de almacenamiento, pipetas, dispositivos, condiciones de incubacion y método de lavado.

Se recomienda participar en los programas de aseguramiento de la calidad adecuados.

15 CALCULO DE RESULTADOS

La DO de los estandares (eje-y, lineal) se plotean contra su concentracion (eje-x, logaritmico) ya sea en papel semi-
logaritmico o empleando un método automatico. Se logra un buen ajuste con cubic spline,
4 Parameter Logistics or Logit-Log.

Para el calculo de la curva estandar, Aplique cada sefial de los estandares (los duplicados con un valor obviamente fuera
de limites debe omitirse y emplearse el valor Ginico mas plausible).

La concentracion de las muestras se puede leer directamente de la curva estandar.
En caso de muestras diluidas los valores deberan multiplicarse por el factor de dilucién correspondiente.

Las muestras que presenten una sefial mayor a la del estandar mayor tienen que ser diluidas segun se describe en
INSTRUCCIONES PARA LA PREPARACION DEL ENSAYO y analizadas nuevamente.
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Conversion:
Melatonina (pg/mL) x 4.30 = pmol/L
Curva de Calibracion Tipica (0DIODmax)  Melatonin direct Saliva ELISA
(Ejemplo. iNo usar para el calculo!) 100% 1—
T
Estdndar | Concentracién | DOwedio DO/DOmax T~
75% <
N

A 0 (pg/mL) 2,666 100 % 50% PN

B 0,5 (pg/mL) 2,464 92 % h

C 1,5 (pg/mL) 2,176 82 % 25% ——=%

D 5,0 (pg/mL) 1,506 56 % 0%

E 15,0 (pg/mL) 0,794 30 % 0.1 10 10.0 100.0

F 50,0 (pg/mL) | 0,519 19 % (pg/mL)

Rango de medicién: de 0. 85 pg/mL (LdC como sensibilidad funcional) a 38.4 pg/mL (concentracién mas alta que
muestra un comportamiento lineal < estandar mas alto)

16 VALORES ESPERADOS

Los resultados por si solos no deben ser la Unica razén para un tratamiento terapéutico, sino que deben correlacionarse
con observaciones clinicas y ensayos de diagnéstico. Se recomienda que cada laboratorio establezca su propio rango de
valores normales.

Los adultos aparentemente sanos presentan los siguientes valores, que concuerdan con los valores comunicados en la
bibliografia.l1?

Tiempo de muestreo
Dia Noche
n (nUmero de muestras) 34 38
Intervalo 0.0-9.9 pg/mL 10.1 - 61.4 pg/mL
_ Valor medio 4.3 pg/mL 24.9 pg/mL

Valores medidos

DE 2.6 pg/mL 13.3 pg/mL

Percentil 2.5 % 0.0 pg/mL 10.4 pg/mL

Percentil 97.5 % 8.0 pg/mL 58.0 pg/mL
Valores esperados Valor medio 5.5 pg/mL 11.4 pg/mL
segun la literatura (2 DE 4.0 pg/mL 10.7 pg/mL

Los limites de referencia de la concentracion de melatonina para individuos aparentemente sanos, calculados como el
percentil 2.5 % y 97.5 % de la poblacion medida, son 0.0 - 8.0 pg/mL durante el diay 10.4 - 58.0 pg/mL durante la noche
para individuos sanos de ambos sexos.

El inicio de la produccién de melatonina en el cuerpo humano puede evaluarse mediante el inicio de la produccion de
melatonina con luz tenue (DLMO). En individuos aparentemente sanos, se produce entre 2 y 3 horas antes de acostarse;
una alteracién del valor puede indicar una alteracién de los patrones de suefio saludables y un trastorno del suefio.

Existen varios métodos para obtener el DLMO en una declaraciéon consensuada por Benloucif et al.[3¥1 Por ejemplo, la DLMO
puede definirse como un umbral, calculado como 2 desviaciones estandar por encima de la linea media de base de tres o
ma&s muestras previas a la produccidon de melatonina. La tabla y la figura siguientes ofrecen un ejemplo de la DLMO
calculada con el ELISA directo de melatonina en saliva para un donante adulto sano.
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Melatonin concentration over time

50
45
40
35
30
25
20
15
10

Melatonin (pg/mL)

0 2 4 6 8 10

Sample taken over time

Melatonina
Media (muestra de referencia 1- 3) 3.50 pg/mL
DE (Muestra 1- 3) 0.85 pg/mL
DLMO = Media (referencia)+2*DE 5.21 pg/mL

17 LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Las muestras de pacientes que tomaron multivitaminas o suplementos que contienen biotina pueden contener cantidades
de biotina que causaran interferencia con el ensayo. La toma de la muestra y almacenamiento tiene un efecto importante
en los resultados. Vea TOMA DE MUESTRA Y ALMACENAMIENTO para mayores detalles.

Para reactividad cruzada, vea PRUEBAS FUNCIONALES.
Se debe evitar en cualquier caso el Timerosal.

Substancia Conc. en saliva
Los siguientes componentes substancias no tienen un S
P angre 0.10 %
efecto significativo (+/- 20 % del esperado) en los A _dg d di 0 01 0/0
resultados del ensayo las concentraciones indicadas \zlda de sodio D170
Acido citrico 0.001 %

18 PRUEBAS FUNCIONALES

18.1 Especificidad Analitica (Reactividad Cruzada)
La reactividad cruzada del antisuero de la melatonina se ha medido contra varios compuestos.

El porcentaje de reactividad cruzada se expresa como las | Substancia Reactividad Cruzada

proporciones de la concentracion de melatonina a la Serotonina 0.54 %

conf:entraciép del compuesto que reacciona al 50% de la 5-Methoxytryptamine <0.01 %

union del estandar cero. -

Los resultados se muestran en la siguiente tabla. N-Acetylserotonin <0.01 %
5-Methoxytryptophol <0.01 %

18.2 Limite del Blanco (LdB)

El estudio de la LdB se realiz6 con el calibrador cero (Estandar A), medido en 28 réplicas en una sola corrida.
Limite del Blanco = 0.4 pg/mL.

18.3 Limite de Cuantificaciéon (LdC)

El estudio de LdC se realizé con 10 muestras de saliva, medidas en 10 réplicas en una sola corrida.
Limite de Cuantificacion = 0. 85 pg/mL (CV = 20%)

18.4 Trazabilidad Metrologica

La trazabilidad se demostré6 comparando los resultados de las mediciones entre el Melatonin (direct) Saliva ELISA
(SLV-4779), con las mediciones de LC-MS/MS, realizadas por un laboratorio independiente certificado (Laboratorio ZRT,
EE.UU.).
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Los resultados obtenidos con el Melatonin (direct) Saliva ELISA (SLV-4779) son trazables metrologicamente a unidades
Sl pg/mL por espectrometria de masa utilizando 10 muestras de saliva QC.

La incertidumbre maxima calculada del Melatonin (direct) Saliva ELISA (SLV-4779) es del 14.7%.
y = Melatonin (direct) Saliva ELISA (SLV-4779) | y = 0.938x LC-MS/MS + 0.088 r=0.991

18.5 Linealidad

El estudio de linealidad se realiz6 midiendo 5 muestras diferentes con diferentes concentraciones y una dilucién en serie
de hasta 1:16. El ensayo mostré un comportamiento lineal hasta una dilucién de 1:16.

18.6 Recuperacion

El estudio de recuperacion se realizd midiendo cuatro concentraciones diferentes en tres muestras de saliva diferentes.
Se afiadieron cantidades crecientes de Melatonina a las muestras de saliva. Todas las muestras (enriquecidas y sin
enriquecer) se analizaron por duplicado. Se midieron las concentraciones de Melatonina y se calcularon los porcentajes
de recuperacion.

La recuperacion media de melatonina incluyendo todas las muestras de saliva fue del 98% (rango 74 - 114%). La relacion
entre las concentraciones esperadas y las medidas de melatonina no se desvié significativamente en el rango de
concentracion estudiado.

18.7 Precisiéon

El estudio del ensayo intra / inter se realizé con dos muestras diurnas y tres muestras nocturnas (3.5 - 25 pg/mL) utilizando
un lote de un equipo durante 20 dias con dos pasadas por dia y replicando.

La precision intra-ensayo mostré un CV medio del 15.2 % (Intervalo 13.2 - 19.0 %).
La precision inter-ensayo mostré un CV medio del 19.2 % (Intervalo 16.5 - 23.8 %).

Para establecer la precisién entre los lotes se utilizé el siguiente disefio de estudio ensayando cinco muestras diferentes:
3 lotes de reactivos diferentes / 5 dias / 1 corrida por dia por lote / 5 réplicas por corrida.

La media entre la variacion de los lotes fue del 13.4 % (Rango 8.8 - 17.7 %).
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19 PROTOCOLO CORTO

AJUSTES DEL PRE ENSAYO

DILUCION Volumen Aqua dest. Relacion Observac.
WASHBUF CONC 10 mL ad 200 mL 1:20 Ejemplo para
32 pozos

DILUCION DE LAS MUESTRAS

Observaciones

Saliva

Las muestras que contengan concentraciones superiores al nivel
mas alto del Estandar A tienen que ser diluidas.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

CAL A-F, CONTROL 1+2, Muestras

100 pL

ANTISERUM

50 pL

Incube al1l6-20ha2°C-8-°C.
Aspirar el contenido en cada pozo.
Lave la placa 4 x con 0,25 mL de WASHBUF (diluido) y aspire.

BIOTIN 100 pL
Incube 2 h a 18 °C - 25 °C en un agitador orbital (500 rpm).
Aspirar el contenido en cada pozo.
Lave la placa 4 x con 0,25 mL de WASHBUF (diluido) y aspire.
ENZCONJ 100 pL
Incube 1 h a 18 °C - 25 °C en un agitador orbital (500 rpm).
Aspirar el contenido en cada pozo.
Lave 4 x con 0,25 mL de WASHBUF (diluido) y aspire.
TMB SUBS 100 pL
Incube 15 min a 18 °C - 25 °C en un agitador orbital (500 rpm).
TMB STOP 100 pL

Mida la densidad 6ptica con un fotometro a 450 nm.
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SYMBOLS USED

Symbol English Deutsch Italiano Espafiol Francais Portugués
European Conformit CE-Konformitéts- Conformita Conformidad europea Conformité normes | Conformidade
( ( p Y kennzeichnung europea P européennes Europeia

Consult instructions for

use *

Gebrauchsanweisung
beachten *

Consultare le
istruzioni per
I'uso

Consulte las
instrucciones de uso

Consulter les
instructions
d’utilisation

Consultar as
instrucBes de uso

In vitro diagnostic
medical device *

In-vitro-Diagnostikum *

Diagnostica in
vitro

Diagnostico in vitro

Diagnostic in vitro

Dispositivo médico
para diagnéstico in
vitro

Catalogue number * Katalognummer * No. di Cat. No de catélogo Référence Numero de catélogo
Batch code * Chargen-bezeichnung * Lotto no Ndmero de lote No. de lot Cédigo do lote
Contenuto

Contains sufficient for

Ausreichend fiir <n>

non

sufficiente per "n

Contenido suficiente

Contenu suffisant

Suficiente para <n>

<n> tests * Prafungen * saggi para <n> ensayos pour "n” tests determinacdes
Temperature limit * Temperaturarenzwerte * Temperatura di Temperatura de Temperature de Limites de
p P 9 conservazione conservacion conservation temperatura
. Lo " ! Date limite "
Use-by date Verwendbar bis Data di scadenza | Fecha de caducidad dutilisation Prazo de validade
Manufacturer * Hersteller * Fabbricante Fabricante Fabricant Fabricante
Distributor * Vertriebspartner * Distributore Distribuidor Distributeur Distribuidor

THERZ P SR EEEE

Date of manufacture * Herstellungsdatum * ;?:thucilione Fecha de fabricaciéon Date de production | Data de fabricagao
Biological risks * Biologische Risiken * Rischi biologici Riesgos biol4gicos Risques biologiques | Riscos biolégicos
Caution * Achtung * Attenzione Precaucion Attention Cuidado
Unique device eindeutige Identificativo Identificacion Identifiant de Identificador
Identifier * Produktidentifizierung * uplco ‘?‘?' e.XCIUSI.V.a del dispositif unique unlco do
dispositivo* dispositivo * dispositivo *
Nur fur Solo a scopo di Solo para uso en Seulement dans le
For research use only - ; T cadre de
Forschungszwecke ricerca investigacion
recherches
Content Inhalt Contenuto Contenido Conditionnement Contetido
. . - Volume /
Volume / No. Volumen/Anzahl Volume/Quantita | Volumen/NUmero Volume/Quantité .
Quantidade
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