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hOST-IRMA

.  INTENDED USE

Immunoradiometric assay kit for the in vitro quantitative measurement of _human intact osteocalcin
(OST) in serum and plasma.

I. GENERAL INFORMATION

A. Proprietary name : DIAsource hOST-IRMA Kit
B. Catalog number : KIP1381: 96 tests
C. Manufactured by : DIAsource |mmunoAssays S.A.

Rue du Bosguet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

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

1. CLINICAL BACKGROUND

A Biological activities
Osteocalcin or. bone Gla protein (B.G.P) is the major non-collagen protein of the bone matrix. It hasa
molecular. weight of 5800 Da and contains 49 amino acids, including 3 residues of gamma carboxy!
glutamicacid. Osteocalcin is synthesized in the bone by the osteoblasts. After production, it is partly
incorporated in the bone matrix and the rest is found in the blood circulation. The exact physiol ogical
function of osteocalcin is still unclear. A large number of studies show that the circulating levels of
osteocalcin reflect the rate of bone formation.

B. Clinical application
The determination of the blood levels of osteocalcin is valuablefor :
The identification of women at risk of devel oping osteoporosis
M onitoring bone metabolism during the perimenopause and postmenopause
M onitoring bone metabolism during hormone replacement therapy and treatment of premenopausal
women with LH-RH agonists
Monitoring bone metabolism in patients with growth hormone deficiency, hypothyroidism,
hyperthyroidism, chronic renal failure



V.

The DIAsource hOST-IRMA

PRINCIPLES OF THE METHOD

is an immunoradiometric assay based on

coated-tube separation. Mabsl, the capture antibodies, are attached to the lower
and inner surface of the plastic tube. Calibrators or samples added to the tubes
will at first show low affinity for Mabsl. Addition of Mab2, the signal antibody
labelled with I, will complete the system and trigger the immunological
reaction. After washing, the remaining radioactivity bound to the tube reflects the
antigen concentration. The use of severa distinct Mabs avoids hyperspecificity,
common to two-site IRMA.

V. REAGENTS PROVIDED
Reagents 96 tests Colour Reconstitution
Kit Code
Tubes coated with 2x48 brown Ready for use
anti OST (monoclona
antibodies)
1via red Ready for use
TRACER: 2 odine |abelled anti- 440kBg
OST (monoclond antibodies) in
TRISbuffer with bovine serum
adbumin, azide (<0.1%), EDTA,
protease inhibitors and an inert red
dye
1via yellow Add 1.0 ml distilled
CAL “ lyophil. water
Zero cdibrator in osteocdcin free
human serum with benzamidine and
protease inhibitors
Svids yellow Add 0.5 ml distilled
CAL | N | Iyophil. water
Cdibraor N=1t05
(see exact vdueson vid labels) in
osteocalcin free human serum with
benzamidine and protease i nhibitors
1via brown Dilute 70x with
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 110ml distilled water (use a
- magnetic stirrer).
Wash solution (TRIS-HCI)
2vids silver Add 0.5 ml.distilled
| CONTROL | N | lyophil. water
Controls 1 and 2 in human serum
with  thymol, benzamidine and
protease inhibitors

Note: 1

VI.

Usethe zero calibrator for sample dilutions.
2. The origin of the oseocalcin-for the preparation of the
calibratorsis recombinant.

SUPPLIESNOT PROVIDED

The following material isrequired but not provided in thekit:

1.
2.
3.

BOxo~No O A

VII.

Distilled water

Trasylol® at 100001 U/ml

Pipettes for ddlivery of: 50 pl, 500 ul and 1 ml (the use of accurate pipettes
with disposabl e plastic tips is recommended)

Vortex mixer

Tube shaker (400 rpm)

Magnetic stirrer

Refrigerated centrifuge

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

Aspiration system (optional)

Any gamma counter capable of measuring *°I may be used (minimal yield
70%).

REAGENT PREPARATION

Calibrators : Recongtitute the zero calibrator with 1.0 ml distilled water
and other calibrators with 0.5 ml ditilled water.

Controls : Recongtitute the controls with 0.5 ml distilled water.

Working Wash solution : Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 69 volumes of distilled water to 1 volume of Wash
Solution (70x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.

VIII.

10.

11.

XI.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

After recongtitution, calibrators and controls are very ungable, use them
immediately after recongtitution.  For longer storage periods, aliquots
should be made and kept at —20°. Freezing should be performed
immediately after use, do not wait for freezing until all the samples are
pi petted.

Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, tracer is stable until expiry date, if kept in the origina
well-closed vial at 2 to 8°C.

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

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum or heparin and EDTA plasma provide similar results.

Collect blood by venipuncture, taking care to avoid hemolyss, the samples
must be kept in an ice bath. Separate the plasma or serum from the cells
within 3 hours, the use of arefrigerated centrifuge is recommended. Add
100 pl Trasylol® (100001U/ml) to the plasma or serum immediately after
centrifugation (to obtain 1000 IU Trasylol® per ml sample).

With this treatment the samples arer stable for 3 days at 2-8°C. For a
longer delay the samples have to be frozen (- 20°C), however the samples
can only be thawn once! For repeat testing freeze the samples in aiquots
and discard each sampl e after the first thawing.

Do not use citrate plasmay hemolyzed samples or lipemic samples.

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date. Do not mix
materidls from different kit lots. Bring al the reagents to room
temperature prior to use.

Thoroughly mix al reagents and samples by gentle agitation or swirling.
In order to avoid cross-contamination, use a clean disposable pipette tip
for the addition of each reagent and sample.

High precision pipettes or automated pipetting equipment will improve the
precision. Respect the incubation times.

Prepare a calibration curve for each run, do not use data from previous
runs.

Procedure

Label coated tubes in duplicate for each calibrator, sample and control.
For determination of total counts, label 2 normal tubes.

Briefly vortex calibrators, controls, samples and dispense 50 ul of each
into the respective tubes.

Dispense 50 pl of anti-OST-'?®| tracer into each tube, including the
uncoated tubesfor total counts.

Shake the rack containing the tubes gently by hand to liberate any trapped
air bubbles.

Incubate for 2 hours at room temperature on a tube shaker (400 rpm)
Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts). Be sure
that the plastic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in
order toremoveall theliquid.

Wash tubes with 2 ml Working Wash solution (except total counts). Avoid
foaming during the addition of the Working Wash solution.

Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts).

Wash tubes again with 2 ml Wash solution (except total counts) and
aspirate (or decant).

After the last washing, let the tubes stand upright for two minutes and
aspirate theremaining drop of liquid.

Count tubes in a gamma counter for 60 seconds.

CALCULATION OF RESULTS

Calculate the mean of duplicate determinations.

On semi logarithmic or linear graph paper plot the c.p.m. (ordinate) for
each calibrator againgt the corresponding concentration of OST (abscissa)
and draw a calibration curve through the calibrator points, reject the
obviousoutliers.

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

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

If Trasylol® is added to the samples (100 pl/ml), sample values have to be
multiplied by 1.1.



XIl.  TYPICAL DATA

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

hOST-IRMA cpm B/T (%)
Total count 160142 100
Cdibraor 00 ngml 197 0.12
19 ngml 2050 1.27
45  ng/ml 5467 340
195 ng/ml 26254 16.31
46.0 ng/ml 60957 37.86
69.0 ng/ml 86764 53.89

XI11. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection limit
Twenty zero calibrators were assayed along with a set of the other
calibrators. The detection limit, defined as the apparent concentration of
the average count at zero binding plus two standard deviations, was 0.22
ng/ml.

B. Specificity
This method detects intact human osteocalcin. N-terminal and C-terminal
fragments, at their maximum levels found in norma and pathological
samples, were added to a low and a high value calibrator. No cross
reactivity was observed at these concentrations.

DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Measured Concent.
Concent. (ng/ml)
(ng/ml)
A 1 - 60.5
172 30.3 29.0
4 151 127
18 76 6.7
116 38 3.6
/32 19 20

OST CAL 1 OST CAL 2
added Hormone ng/ml ng/ml
- 20 100
N-termina fragment 1-18 at
28 mM 185 125
C-termina fragment at 5.5 19.2 o7
mM
C. Precision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum | Replicate | <X>=SD | CV [[ Serum | Replicate:| ".<X>+SD Ccv
(ng/ml) | (%) (ng/ml) (%)
A 10 299+0.06 | 20 A 10 9.03+ 0.54 5.9
B 10 860+0.08| 10 B 10 20.1+04 42
C 10 200+02 | 10

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

D. Accuracy
RECOVERY TEST

Added OST Recovered OST Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (%)
75 7.6 101

15.0 14.6 97

30.0 329 109

60.0 733 122

Samples were diluted with zero calibrator.

To the best of our knowledge, no international reference material exists for this

parameter.
E. Time delay between last calibrator and sample dispensing
As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sampleis
dispensed 30 minutes after the calibrator has been added to the coated
tubes.
TIME DELAY
Sample 0' 10' 20' 30
X 34 33 33 34
Y 8.8 91 8.8 8.7
z 205 20.8 20.4 20.8
F. Hook-effect
A sample spiked with OST up to 1000 ng/ml gives higher counts than the
last'calibrator point.
XIV. LIMITATIONS
E Specimens from patients who have received preparations of mouse
monoclonal antibodies for diagnosis or therapy may contain human anti-
mouse antibodies (HAMA). Such specimens may show either falsely
elevated or depressed values when tested with assay kits which employ
mouse monoclonal antibodies.
- Heterophilic antibodies in human serum can react with reagent
immunoglobulins, interfering with in vitroimmunoassays.
Patients routinely exposed to animals or animal serum products can be
prone to this interference and anomal ous values may be observed in case
of the presence of heterophelic antibodies. Carefully evaluate the results of
pati ents suspected of having these antibodies.
If results are not consistent with other clinical observations, additional
information should be required before diagnosis.
XV. INTERNAL QUALITY CONTROL
- If the results obtained for Control 1 and/or Control 2 are not within the
range specified on the vial label, the results cannot be used unless a
satisfactory explanation for the discrepancy has been given.
- If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
which should be kept frozen in aliquots.
- Acceptance criteria for the difference between the duplicate results of the
samples should rely on Good L aboratory Practises
XVI. REFERENCE INTERVALS

These values are given only for guidance; each laboratory should establish its

own normal range of values.

Healthy subjects obtained values ranging from 5 to 25 ng/ml (2.5 to 97.5

percentiles).
Pathol ogy nr. of X+ SD

subjects ng/ml

Healthy subjects 61 13.7+55
Premenopausal women 19 106+3.1
Postmenopausal women 25 156+5.9
pati ents with tumor-induced hypercal cemia 29 13.0+12.0
patients with hyperparathyroidism 14 31.6+14.7
patients with hypoparathyroidism 18 51+32




XVII. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

Thiskit contains*®| (half-life: 60 days) ,emitting ionizing X (28 keV) and y (35.5
keV) radiations.

This radioactive product can be transferred to and used only by authorized
persons; purchase, storage, use and exchange of radioactive products are subject
to the legidation of the end user's country. In no case the product must be
administered to humans or animals.

All radioactive handling should be executed in a designated area. away from
regular passage. A logbook for receipt and storage of radioactive materials must
be kept in the lab. Laboratory equipment and glassware, which could be
contaminated with radioactive substances, should be segregated to prevent cross
contamination of different radioi sotopes.

Any radioactive spills must be cleaned immediately in accordance with the
radiation safety procedures. The radioactive waste must be disposed of following
thelocal regulations and guidelines of the authorities holding jurisdiction over the
laboratory. Adherence to the basic rules of radiation safety provides adequate
protection.

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

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

Avoid any skin contact with reagents (sodium azide as preservative). Azidein
this kit may react with lead and copper in the plumbing and in this way form
highly explosve metal azides. During the washing step, flush the drain with a
large amount of water to prevent azide build-up.

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.
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SUMMARY OF THE PROTOCOL

TOTAL CALIBRATORS SAMPLE(S)
COUNTS CONTROLS
ml ml ml
Cdibrators (0-5) - 0.05 -
Samples, Controls - - 0.05
Tracer 0.05 0.05 0.05
Incubation 2 hours & room temperature with shaking (400 rpm)
Separation - aspirate (or decant)
Working Wash - 20
solution
Separation - aspirate (or decant)
Working Wash - 20
solution
Separation - aspirate (or decant)
Counting Count tubes for 60 seconds
DlAsource Catdogue Nr : P.I. Number : Revision Number:

KIP1381

1700521/en

110218/1

Revision date : 2011-02-18
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Lire entiérement le protocole avant utilisation.

hOST-IRMA

BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunométrigue pour la mesure quantitative in vitro de I’ ostéocal cine intacte
(OST) danslesérum et le plasmahumain.

INFORMATIONS GENERALES
Nom du produit : DIAsource hOST-IRMA kit
Numéro de catalogue : KIP1381l: 96 tests

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

Pour une assistance technique ou une information sur une commande :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.90

CONTEXTE CLINIQUE

Activités biologiques

L’ ostéocalcine ou la“GLA protéine osseuse (B.G.P) est la protéine non-collagéne principale de la
moélle osseuse, Elle a un poids moléculaire de 5800 Da et contient 49 acides aminés, comprenant 3
résidus gamma.carboxy-acide glutamique. L’ ostéocal cine est synthétisée dans |’ os par les ostéobl astes.
Apres la production, elle est en partie incorporée dans la moelle osseuse et |e reste se trouve dans la
circulation sanguine. La fonction physiologique exacte de I’ ostéocalcine est encore peu claire. Un
grand .nombre d’ études prouvent que les concentrations circulantes de I’ ostéocalcine reflétent |e taux
de formation d' os.

B. Applicationscliniques

Ladétermination du taux sanguin en ostéocal cine est utile pour :
L’identification des femmes risquant de dével opper de |’ ostéoporose.
Suivre le métabolisme osseux pendant la peri-ménopause et |a post-ménopause.
Suivre le métabolisme osseux pendant une thérapie de remplacement hormonal et le traitement des
femmes en pré-ménopause avec des agonistes LH-RH.
Suivre le métabolisme osseux chez les patients avec déficience en hormone de croissance,
hypothyroidie, hyperthyroidie, insuffisance rénale chronique.



V.

La trousse DIAsource hOST-Irma est une trousse de dosage

PRINCIPE DU DOSAGE

radio-

immunométrique basée sur la séparation en tube recouvert d'anticorps. Mabsl,
les anticorps de capture, sont attachés sur la surface basse et interne du tube
plagtic. Les calibrateurs ou les échantillons ajoutés dans les tubes présenteront
dans un premier temps une faible affinité pour Mabsl. L’addition de Mab2,

I"anticorps signal marqué avec |

1251 complétera le systéme et déclenchera la

réaction immunologique. Suite au lavage, la radioactivité restante liée au tube
reflétera la concentration de I’ antigene. L’ utilisation de plusieurs Mabs différents
évitel’ hyperspécificité, communeaux IRMA deux-sites.

V. REACTIFSFOURNIS
Reactifs 96 tests Code Reconstitution
Kit Couleur
Tubes recouverts 2x48 Brun Prét al’emploi
avec |’anti OST
(anticorps
monoclond)
1 flacon Rouge Prét al’emploi
- s 55ml
TRACEUR: anti - OST marquée a 240 KB
1'% odine (anticorps q
monocl onaux) dans un tampon
TRIS avec de |'d bumine bovine,
de |’ azide de sodium (<0,1%),
EDTA, inhibiteurs de protéase et
un col orant rouge i nactif
CAL n 1flacon Jaune Ajouter 1 ml d’eau
Iyophilisé distillée
Cdibrateur zéro dans du sérum
humain libre d’ ostéoca cine avec
de labenzamidine et des
inhibiteurs de protéase
5 flacons Jaune Ajouter 0,5ml d’eau
Iyophilisés distillée
Cdibrateur N =1a5
(cfr. Vaeurs exactes sur chague
flacon) dans du sérum humain
libre d’ ostéocal cine avec dela
benzamidine et des inhibiteurs de
protéase
| WASH | SOLN |CONC | 1 flacon Brun Diluer 70 x avec.de
10ml I’eau distillée (utiliser
Solution de Lavage un agitateur
(Tris-HCI) magnétique).
- 2 flacons Gris _|/Ajouter 0,5ml d’eau
Iyophilisés distillée
Contréles- N = 1 ou 2 dans du
sérum humain aved du thymol, de
labenzamidine et desinhibiteurs
de protéase
Note:
1. Utiliser le calibrateur zéro pour la dilution des échantillons.
2. L’origine del’ ostéocalcine pour la préparation des
calibrateurs est recombinante.
VI.  MATERIEL NON FOURNI
Le matériel mentionné ci-dessous est requis mais non fourni avec la trousse:
1. Eau digtillée
2. Trasylol® a 2100001 U/ml
3. Pipettes pour distribuer: 50 pl, 500 ul e 1 ml (I'utilisation de pipettes
précises et de pointes en plastique est recommandée)
4. Agitateur vortex
5. Agitateur de tubes (400 rpm)
6. Agitateur magnétique
7. Centrifugeuse réfrigérée
8. Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour leslavages
9. Systéme d' aspiration (optionnel)
10. Tout compteur gamma capable de mesurer I'125 peut é&re utilisé

(rendement minimum 70%).

VII.

VIII.

vy}

PREPARATION DES REACTIFS

Calibrateurs : Reconstituer le calibrateur zéro avec 1,0 ml d'eau ditillée et
lesautres calibrateursavec 0,5 ml d eau ditillée.

Contrdles : Recongtituer |es contrélesavec 0,5 ml d eau distillée.

Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage
en goutant 69 volumes d’ eau distillée a 1 volume de Solution de Lavage
(70x). Utiliser un agitateur magnéique pour homogénéiser. Eliminer la
Solution de Lavage non utilisée alafin delajournée.

STOCKAGE ET DATE D'EXPIRATION DESREACTIFS

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

Apres la reconstitution, les calibrateurs et les contréles sont trés instables,
utiliser immédiatement apres reconstitution. Pour de plus longues périodes
de stockage, des aliquots devront étre réalisés et ceux-ci seront gardés a —
20°C. Congeler immeédiatement aprés |’ usage, ne pas attendre jusqu’a ce
que tous les échantill ons soient pipettés.

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

Aprés la premiére utilisation, le traceur est stable jusgu'a la date
d expiration, s celui-ci est conservé entre 2 et 8°C dans|e flacon d' origine
correctement fermé.

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

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

Le sérum, le plasma hépariné ou le plasma traité avec I'EDTA donne des
résultats similaires.

Collecter le'sang par véniponcture, en évitant I" hémolyse, les échantillons
doivent ‘ére gardés dans un bain de glace. Séparer le plasma ou le sérum
des cellules dans les 3 heures, I'emploi d’une centrifugeuse réfrigérée est
recommandé. Ajoutez 100 pl de Trasylol® (100001U/ml) au plasma ou au
sérum immédiatement apres la centrifugation (pour obtenir 1000 |U de
Trasylol® par ml d’ échantillon).

Avec ce traitement |es échantillons sont stables pour 3 jours a 2-8°C. Pour
une conservation plus longue, les échantillons doivent ére congelés (-
20°C), bien que les échantillons ne puissent ére décongel és qu’une fois!
Pour des tests répétés, congeler les échantillons aliquotés et jeter chaque
échantillon aprésla premiére décongéation.

Ne pas utiliser de plasma citrate et d échantillons hémolysés ou
lipémiques.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants apres avoir dépasst la date
d' expiration. Ne pas mélanger du matériel provenant de trousses de lots
différents.  Mettre tous les réactifs a température ambiante avant
utilisation.

Mélanger tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce. Pour
éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de pipette
pour |' addition de chaque réactif et échantillon.

Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’ augmenter la précision. Respecter lestemps d'incubation.
Préparer une courbe de calibration pour chaque nouvele série
d' expériences, ne pas utiliser les données d' expériences précédentes.

Mode opératoire

Identifier les tubes recouverts fournis dans la trousse, en double pour
chaque calibrateur, contréle, échantillon. Pour la détermination de
I’activité totale, identifier 2 tubes non recouvertsd' anticorps.

Agiter au vortex brievement les calibrateurs, les contrdles et les
échantillons. Puis distribuer 50 ul de chacun d'eux dans leurs tubes
respectifs.

Distribuer 50 pl de traceur dans chaque tube.

Agiter |égérement le portoir de tube manuellement pour libérer toute bulle
d'air emprisonnée.

Incuber pendant 2 heures a température ambiante sous agitation continue
(400 rpm).

Aspirer (ou décanter) le contenu de chague tube (a I’ exception des tubes
utilisés pour la détermination de I'activité totale). Assurez-vous que la
pointe utilisée pour aspirer le liquide des tubes atteint le fond de chacun
d'eux pour éliminer toute trace de liquide.

Laver les tubes avec 2 ml de Solution de Lavage (a I’ exception des tubes
utilisés pour la déermination de I’activité totale) et aspirer. Eviter la
formation de mousse pendant I’ addition de la Solution de Lavage.

Aspirer (ou décanter) le contenu de chague tube (a I’ exception des tubes
utilisés pour la détermination de |’ activité total€).



9. Laver les tubes a nouveau avec 2 ml de Solution de Lavage (a |’ exception
des tubes utilisés pour la détermination de I’ activité totale) et aspirer (ou
décanter).

10. Apreés le derier lavage, laisser les tubes droits pendant 2 minutes et
aspirer (ou décanter) lereste de liquide.

11.  Placer les tubes dans un compteur gamma pendant 60 secondes pour
quantifier laradioactivité.

XlI.  CALCUL DES RESULTATS

1. Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.
2. Dessner sur un graphique linéaire ou semi-logarithmique les cpm

(ordonnées) pour chaque calibrateur contre la concentration
correspondante en OST (abscisses) et dessiner une courbe de calibration
al’aide des points de calibration, écarter les valeurs aberrantes.

3. Lirela concentration pour chaque contréle et échantillon par interpolation
sur la courbe de calibration.
4. L’ analyse informati que des données smplifieralescalculs. Si un systéme

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

5. S le Trasylol® est gjouté aux échantillons (100 pl/ml),
multiplier les valeurs des échantillons par 1,1.

XIl. DONNEESTYPES

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

hOST-IRMA cpm B/T (%)
Activitétotde 160142 100

Cdibrateur 00 ngml 197 0,12
1,9 ng/ml 2050 1,27

45 ngml 5467 340

195 ng/ml 26254 16,31

46,0 ng/ml 60957 37,86

69,0 ng/ml 86764 53,89

C. Précision
INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD Cv Sérum N <X>+SD Cv
(gml) | (%) (ng/ml) (%)
A 10 2,99+ 0,06 2,0 A 10 9,03+ 0,54 59
B 10 8,60+ 0,08 1,0 B 10 20,1+ 0,4 42
C 10 20,0+ 0,2 10

SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation
D. Exactitude

TEST DE RECUPERATION

OST ajoutée OST récupérée Récupération
(ng/ml) (ng/ml) (%)
75 76 101
15,0 14,6 97
30,0 329 109
60,0 733 122
TEST DE DILUTION
Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(ng/ml) (ng/ml)
A 1 - 60,5
172 30,3 29,0
14 151 12,7
18 7,6 6,7
/16 38 3,6
132 19 2,0

XIll. PERFORMANCE ET LIMITESDU DOSAGE

A. Sensibilité
Vingt calibrateurs zéro ont éé testés en paralée avec un assortiment
d'autres calibrateurs. La limite de détection, © définie comme la
concentration apparente située 2 déviations standards au-dessus de la
moyenne déerminée ala fixation zéro, é&ait de 0,22 ng/ml.

B. Spécificité
Cette méthode détecte I’ ostéocalcine intacte humaine. Les fragments N-
terminal et C-terminal, aux concentrations maximum trouvées dans des
échantillons normaux et pathologiques, ont été ajoutés a un calibrateur de
valeur haute et a un calibrateur de valeur basse. On n'a pas observé de
réactivité croisée pour ces concentrations.

OST CAL 1 OST CAL 2
Hormone ajoutée ng/ml ng/ml
- 20 100
Fragment N-termina 1-18 &
28 mM 18,5 125
Fragment C-termind a5,5 192 o7
mM

Les échantillons ont été dilués avec |e calibrateur zéro.

A notre connaissance, aucun matériel de référence internationale n'existe pour ce
paramétre.

E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon
Comme montré ci-dessous, les résultats d'un restent précis méme
quand un échantillon est distribué 30 minutes aprés que le caibrateur ait
éé gjouté aux tubesavec I anticorps.

DELAI
Echantillon 0 10' 20" 30’
X 34 33 33 34
Y 8.8 91 8.8 87
z 20,5 20,8 20,4 20,8

F. Effet crochet
Un échantillon dopé avec de I'OST jusgu’a 1000 ng/ml donne des cpm
supérieursau dernier point de calibration.

XIV.  LIMITATIONS

- Les échantillons de patients ayant regu des préparations d'anticorps
monoclonaux de souris pour un diagnostic ou comme traitement peuvent
contenir des anticorps humains anti-souris (HAMA). De tel's échantillons
peuvent montrer des valeurs soit faussement élevées soit faussement
basses lorsgqu'ils sont analysés avec des trousses d'analyses utilisant des
anti corps monoclonaux de souris.

- Des anticorps hétérophiles dans le sérum humain peuvent réagir avec le
réactif immunoglobulines, interférant ains avec les méthodes d'analyse
immunol ogiquesin vitro.

L es patients couramment en contact avec des animaux ou des produits de
sérum animal peuvent ére sujets a ces interférences. Des valeurs
anormales peuvent ére observées en cas de présence danticorps
hétérophiles. Evaluer soigneusement les résultats des patients suspectés
d'avair cesanticorps.

S les résultats ne sont pas cohérents avec les autres observations
cliniques, des informations supplémentaires doivent ére demandées
avant de poser le diagnostic.



XV. CONTROLE QUALITE INTERNE

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

- Chague laboratoire est libre de faire ses propres stocks d' échantillons
controles, lesquel s doivent &re congel és aliquotés.

- Les critéres d'acceptation pour les écarts des valeurs en duplicat des
échantillons doivent étre basés sur |es pratiques de |aboratoire courantes.

XVI. VALEURSATTENDUES
Les valeurs sont donnés a titre d’ information; chaque laboratoire doit éablir ses

propres écarts de valeurs.
Les sujets sains obtenaient des valeurs de 5 a 25 ng/ml (2,5 a97,5 percentil es).

Pathologie nb. de X+ SD
ujets ng/ml
Sujets sains 61 13,755
Femmes en pré-ménopause 19 106+ 3,1
Femmes en post-ménopaise 25 15,6+ 5,9
Patients avec hyperca cémie induisant une tumeur 29 13,0+ 12,0
Patients avec hyperparathyroidisme 14 31,6+ 14,7
Patients avec hypoparathyroidisme 18 51+32

XVII. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de I''®| (demi-vie 60 jours), une matiére radioactive
émettant des rayonnements ionisants X (28 keV) et y (35.5 keV). Ce produit
radioactif peut uniquement étre recu, acheté, possédé ou utilisé par des personnes
autorisées; I'achat, le stockage, I'utilisation et |' échange de produits radioactifs
sont soumis a la légidation du pays de I'utilisateur final. Ce produit ne peut en
aucun cas ére administré &l homme ou aux animaux.

Toutes les manipulations radioactives doivent é&re exécutées dans un secteur
désigné, doigné de tout passage. Un journal de réception e de stockage des
matieres radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de
laboratoire et la verrerie, qui pourrait &re contaminée avec des substances
radioactives, doivent étre isolés afin d’ éviter la contamination croisée de plusieurs
isotopes.

Toute contamination ou perte de substance radioactive doit éfre).réglée
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs doivent
ére placés de maniére a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion aux
régles de base de sécurité concernant les radiations procure, une protection
adéquate.

Les composants de sang humain inclus dans ce kit_ont &é évalués par des
méthodes approuvées par I’ Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBSAg,
I"anti-HCV, I'anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
compléte que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d' hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement, des réactifs, du sérum ou des
échantillons de plasma devront é&re conformesaux procédures local es de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont éé collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent-de pays ou I'ESB n'a pas é&é détectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animal es devront étre traités
comme potentiellement infectieux.

L'azide de sodium est nocif Sil est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(I'azide de sodium est utilis® comme agent conservateur). L'azide dans cette
trousse pouvant réagir avec le plomb et |e cuivre dans les canalisations et donner
des composés explosifs, il est nécessaire de nettoyer abondamment & I'eau le
matériel utilisé.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés. Ne pas pipeter avec la
bouche. Utiliser des vétements protecteurs et des gants a usage unique.
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XIX,~RESUME DU PROTOCOLE
ACTIVITE CALIBRA- ECHANTIL-
TOTALE TEURS LON(S)
(ml) (ml) CONTROLES
(ml)
Cdlibrateurs (0-5) - 0,05 -
Echantillons, Controles - - 0,05
Traceur 0,05 0,05 0,05
Incubation 2 heures a température ambiante sous agitation continue
(400 rpm).
Séparation - Aspiration
Solution de Lavage - 2,0
Séparation - Aspiration
Solution de Lavage - 2,0
Séparation - aspiration
Comptage Temps de comptage des tubes: 60 secondes
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

hOST-IRMA

VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fir die quantitative in vitro Bestimmung von humanem-intaktem Osteocalcin
(OST) in Serum und Plasma.

ALLGEMEINE INFORMATION
Handelsbezeichnung : DIAsource hOST-IRMA Kit
Katalognummer : KIP1381: 96 Tests

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

Fiir technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.90
Fiir Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - Kostenfreie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasource.be

KLINISCHER HINTERGRUND

Biologische Aktivitét

Osteocalcin  oder—Knochen Gla Protein ist das bedeutendste nicht-kollagene Protein der
Knochenmatrix. Es hat ein Molekulargewicht von 5.800 Da und beinhaltet 49 Aminosduren, inklusiv 3
Gamma-Carboxyglutamatsaure-Reste. Osteocalcin wird in den Osteoblasten synthetisiert. Nach seiner
Bildung ist es zu 80% in die Knochenmatrix inkorporiert. Der Rest wird in die Blutzirkulation
abgegeben. Die genaue physiol ogische Bedeutung von Osteocalcin ist bisher noch unklar. Eine grof3e
Anzahl von Publikationen zeigt, dass die zrkulierenden Werte von Osteocalcin die Rate der
Knochenformation reflektieren.

B. Klinische Anwendung

Die Bestimmung der Blutwerte von Osteocalcin ist nitzlich fir:
die Identifizierung von Frauen mit erh6htem Risiko zur Osteoporose;
Monitoring des Knochenmetabolismus wahrend der Peri- und Postmenopause;
Monitoring des Knochenmetabolismus wahrend hormoneller Ersatztherapie und der Behandlung
prémenopausaler Frauen mit LH-RH Antagonisten;
Monitoring des Knochenmetabolismus von Patienten mit  Wachstumshormonmangel,
Hypothyreose und Hyperthyreose, chronischer Niereninsuffizienz.
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IV. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Der DIAsource hOST-IRMA is en Radioimmuno-Assay in beschichteten
Rohrchen. Mabsl, die Fanger-Antikorper, haften an der unteren inneren
Oberflache des Plastikréhrchens. In die Rohrchen zugegebene Kalibratoren oder
Proben zeigen zuerst eine niedrige Affinitét zu Mabsl. Zugabe von Mab2, des mit
15 markierten Signalantikérpers, vervollstandigt das System und triggert die
immunol ogische Reaktion. Nach dem Waschen gibt die verbleibende, an den
Rohrchen haftende Radioaktivitét die Antigenkonzentration wieder. Die
Verwendung einiger unterschiedlicher Mabs vermeidet die sonst bei zweiseitigem
IRMA auftretende Hyperspezifitat.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenzien 96 Test Farb Rekonstitution
Kit Code
Mit anti OST- 2x48 braun | gebrauchsfertig
H beschichtete
Réhrchen
(monoklonde
Antikdrper)

1Gefad rot gebrauchsfertig

TRACER: Zlodmarkierter Anti- T
OST (monoklondle Antikérper) in q
TRIS puffer mit Rinderserum-
adbumin, Azid (<0,1%), EDTA,
Proteaseinhi bitoren und inertem
roten Farbstoff

1Gef® | gelb | 1mi dest. Wasser
lyophil.

- - . . zugeben
Null Kdibrator in Osteocalcin-freiem
Humanserum mit Benzamidin und
Proteaseinhi bitoren

5 Gefésse gelb 0,5 ml dest. Wasser

lyophil. zugeben
Kdibrator -N=1to5 yop &
(genaue Werte auf Geféf3-Etiketten)
in Osteocd cin-freiem Humanserum
mit Benzamidin und
Proteaseinhi bitoren
| WASH | SOLN | CONC | 1 Gefal3 braun | 70 x mit dest. Wasser
10ml verdiinnen
Waschl 6sung (Tris-HCl (Magnetruhrer
o ) benutzen):

2Gefasse | slber | 05 mldest Wasser
lyophil. zugeben

Kontrollen-N=1or 2
Humanserum mitThymol,
Benzamidin und Proteasei nhibitoren

Bemerkung:
1. Benutzen Sie Null Kalibrator zur Probenverdiinnung.
2. Das Osteocalcin fir die Zubereitung der Kalibratoren ist
rekombinanten Ursprungs.

VI. ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1. Dest. Wasser

2. Trasylol® (10.000 IE/ml)

3. Pipetten: 50 pl, 500 pl und 1 ml (Verwendung von Préazisonspipetten mit

Wegwerf-Plastikspitzen wird empfohlen)

5 ml automati sche Spritze (Cornwall Typ) zum Waschen

Schiittler fir Réhrchen (400 rpm)

Absaugsystem (optional)

Vortex Mixer

Magnetrihrer

Kuhlzentrifuge

0. Jegl. Gamma-Counter, der 1251 messen kann, kann verwendet werden.
(minimal Yield 70%)

BOoxo~No O A

VIl. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

A. Kalibratoren : Rekongtituieren Sie den Null Kalibrator mit 1,0 ml dest.
Wasser, die anderen Kalibratoren mit 0,5 ml dest. Wasser.
B. Kontrollen : Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 0,5 ml dest. Wasser.

VIII.

@

10.

11.

Waschlosung: Bereiten Sie ein angemessenes Volumen Waschlésung aus
einem Anteill Waschlésung (70x) mit 69 Anteilen dest. Wasser zu.
Verwenden Sie einen Magnetrihrer zum gleichméigen Durchmischen.
Verwerfen Sie die nicht benutze Waschlosung am Ende des Tages.

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen oder Rekonstitution sind die Reagenzien des Kits bis zum
Ablaufdatum (Angaben auf Etikett) bei Lagerung bei 2°C bis8°C stabil.
Die Kalibratoren und Kontrollen sind sehr instabil, sie sind sofort nach der
Rekondtitution zu  verwenden. Aliquots missen be  langerer
Aufbewahrung bei —20°C eingefroren werden. Sofort nach Gebrauch
einfrieren, mit dem Einfrieren nicht warten, bis alle Proben pipettiert sind.
Frisch zubereitete Waschl 6sung sollte am selben Tag benutzt werden.

Nach der ersten Benutzung ist der Tracer bei Aufbewahrung im
Originalgefal3 und bei 2° bis8° C biszum Ablaufdatum stabil.
Veradnderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen ein Anzeichen
fur Ingtabilitét oder Zerfall sein.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serumproben, EDTA oder heparinisetes Plasma liefern &hnliche
Ergebnisse.

Blutabnahme durchfiihren, dabei ‘aufVermeidung einer Hamolyse achten.
Die Proben missen in einem Eisbad gelagert werden. Plasma oder Serum
sollten innerhalb von 3 Stunden von den Zellen separiert werden, die
Nutzung einer Kuhlzentrifuge ist ratsam. Unmittelbar nach der
Zentrifugation snd (dem Plasma bzw. Serum 100 pl Trasylol®
(20.000 IE/ml) hinzuzufigen (um 1.000 IE Trasylol® pro ml Probe zu
erhalten).

Mittels dieser Behandlung sind die Proben bis zu 3 Tagen bei 2 - 8°C
stabil. Zur langeren Lagerung Proben sofort bei —20°C einfrieren, die
Proben konnen jedoch nur einmal aufgetaut werden! Zum wiederholten
Messen Proben aliquotiert einfrieren und Aliquote nach Gebrauch
wegwerfen.

Zitratplasma, hamolyti sche oder li pamische Proben nicht verwenden!

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung

Verwenden Sie den Kit oder dessen Komponenten nicht nach
Ablaufdatum. Vermischen Sie Materialen von unterschiedlichen Kit
Chargen nicht. Bringen Sie alle Reagenzien vor der Verwendung auf
Raumtemperatur.

Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schiitteln
oder Rihren. Verwenden Sie saubere Wegwerf-Pipettenspitzen, um
Kreuzkontamination zu vermeiden.

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersyssem erhéhen die
Prézision. Achten Sieauf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Erstellen Sie fur jeden Durchlauf eine Standardkurve, verwenden Sie nicht
die Daten von friiheren Durchléufen.

Durchfiihrung

Beschriften Sie je 2 beschichtete Rohrchen fir jeden Kalibrator, jede
Probe und Kontrolle. Zur Bestimmung der Gesamtaktivitét, beschriften Sie
2 normal e Réhrchen.

Vortexen Sie Kalibratoren , Proben und Kontrollen kurz und geben Sie
jeweils 50 pl inihre Réhrchen.

Geben Sie 50 pl des Tracersin jedes Rohrchen.

Schiitteln Sie vorsichtig die Halterung mit den Rohrchen um Blasen zu
entfernen.

Inkubieren Sie 2 Stunden bei Raumtemperatur unter sténdigem schiitteln
(400 rpm).

Saugen Sie den Inhalt jedes Rohrchens ab (oder dekantieren Sie) (aufRer
Gesamtaktivitdt). Vergewissern Sie sich, dass die Plagikspitze des
Absaugers den Boden des beschichteten Roéhrchens erreicht, um die
gesamte Fliissigkeit zu entfernen.

Waschen Sie die Réhrchen mit 2 ml Waschl 6sung (auRer Gesamtaktivitat)
und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie). Vermeiden Sie Schaumbildung
bei Zugabe der Waschl dsung.

Saugen Sie den Inhalt jeden Réhrchens (auRer Gesamtaktivitét) ab.
Waschen Sie die Roéhrchen mit 2 ml Waschl6sung (auRer Gesamtaktivitat)
und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie).

Lassen Sie nach dem letzten Waschen die Réhrchen 2 Minuten aufrecht
stehen und saugen Sie den verbleibenden Fliissigkeitstropfen ab.

Werten Sie die Rohrchen in einem Gamma-Counter 60 Sekunden aus.



XlI. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

1.  Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppel bestimmungen.

2. Tragen Sie auf semilogarithmischem oder linearem Millimeterpapier den
c.p.m. (Ordinate) fir jeden Standard gegen die entsprechende Konzentration
OST (Abszisse) und zeichnen Sie ene Standardkurve durch die
Standardpunkte, schlieRen Sie offensichtliche, AusreiRer* aus.

3. Berechnen Sie die Konzentration fur jede Kontrolle und Probe durch
Interpolation aus der Standardkurve.

4. Computergestiitzte Methoden konnen ebenfalls zur Erstellung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit
dem Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit einer
“4 Parameter” -Kurvenfunktion.

5. Wenn den Proben Trasylol® zugesetzt wird (100 ul/ml), missen die
Probenwerte mit 1,1 multipliziert werden.

XIl.  TYPISCHE WERTE

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

D. Genauigkeit
WIEDERFINDUNGSTEST
Zugeg. OST Wiedergef. OST (ng/ml) Wiedergefunden
(ng/ml) (%)
75 7,6 101
15,0 14,6 97
30,0 329 109
60,0 733 122
VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdiinn. Theoret. Konzent. Gemess. Konzent.
(ng/ml) (ng/ml)
A 71 - 60,5
12 30,3 29,0
V4 151 12,7
18 7.6 6,7
116 38 36
132 19 2,0

hOST-IRMA cpm B/T (%)
Gesamtaktivitét 160142 100

Kaibrator 00 ngml 197 0,12

1,9 ng/ml 2050 1,27

45 ngml 5467 340

195 ng/ml 26254 16,31

46,0 ngml 60957 37,86

69,0 ngml 86764 53,89

XI1. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze
Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen.
Die Nachweisgrenze, definiert as die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabweichungen Uber dem gemessenen Durchschnittswerts bei
Nullbindung, entsprach 0,22 ng/ml.

B. Spezifitit
Diese Methode detektiert das intakte Osteocalcin. N-terminale und C-
terminale Fragmente, die be normalen und pathologischen Proben
gefunden wurden, wurden zu einem Kalibrator mit hohem und niedrigem
Wert hinzugefugt. Bei diesen Konzentrationen wurde keine Kreuz-
Reaktivitat festgestelIt.

OST CAL 1 OST CAL 2
Zugeg. Hormon ng/ml ng/ml
- 20 100
N-terminaes Fragment 1-18 18,5 125
bei 28 mM
C-terminaes Fragment bei 192 97
55mM
C. Prizision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>xSD Ccv Serum N <X>xSD Ccv
(g/ml) | (%) (ng/ml) (%)
A 10 2,99+ 0,06 2,0 A 10 9,03+ 0,54 59
B 10 8,60+ 0,08 1,0 B 10 20,1+ 0,4 42
C 10 20,0+ 0,2 10

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

Die Proben wurden mit Null Kalibrator verdinnt.

Laut unserem Wissen, gibt es keine internationale Referenzen zu diesen
Parametern.

E.

Zeitverzogerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe

Es wird im folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
erhalten bleibt, wenn die Probe 30 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
in die beschichteten Réhrchen zugefiigt wird.

ZEITABSTAND
Probe 0' 10' 20" 30'
X 34 33 33 34
Y 88 91 88 8,7
z 20,5 20,8 204 20,8
F. Hookeffekt
Eine Probe mit OST bis zu 1000 ng/ml liefert hdhere Messwerte al's der
letzte Kalibratormel3wert.
XIV. ANWENDUNGSGRENZEN

Proben von Patienten, die Zubereitungen von monoklonalen Maus-
Antikorpern zur Diagnose oder Therapie erhalten haben, kénnen humane
Anti-Maus Antikérper (HAMA) enthalten. Solche Proben koénnen
entweder falsch erhdhte oder zu niedrige Werte ergeben, wenn sie mit
Testsystemen getestet werden, die monoklonale Maus Antikorper
enthalten.

Heterophile  Antikérper  im  humanen  Serum  konnen  mit
Immunglobulinen der Reagenzien reagieren und so mit in vitro
Immunoassays interferieren.

Patienten, die routineméRigen Umgang mit Tieren oder Tierseren haben,
kénnen zu dieser Interferenz neigen und so kénnen anormale Werte in
Gegenwart von heterophilen Antikorpern beobachtet werden. Ergebnisse
von Patienten, bei denen diese Antikdrper vermutet werden, miissen
sorgféltig evaluiert werden.

Wenn die Ergebnisse nicht mit anderen klinischen Beobachtungen
Uibereinstimmen, sollten weitere Informationen vor der Diagnosestellung
ermittelt werden.



XV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

- Entsprechen die I st-Werte nicht den auf den Flaschchen angegebenen Soll-
Werten, kénnen die Werte, ohnetreffende Erklarung der Abweichungen,
nicht weiterverarbeitet werden.

- Falls Extra-Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen eigenen
Pool herstellen, der in Aliquots e ngefroren werden sollte.

- Akzeptanzkriterien fur die Differenz zwischen den Resultaten der
Wiederholungstests anhand der Proben missen auf Guter Laborpraxis
beruhen.

XVI. REFERENZ INTERVALLE
Diese Werte sind nur Richtwerte; jedes Labor muss seinen eigenen

Normalwertbereich ermittein.
Gesunde Personen erzielten Werte von 5 bis 25 ng/ml (2,5 bis 97,5 Perzentilen).

Pathologie Anz. der X+ SD
Personen ng/ml
Gesunde Personen 61 13,755
Pramenopausae Frauen 19 106+ 3,1
Postmenopausale Frauen 25 15,6+ 5,9
Patienten mit tumorinduzierter Hyperkadzamie 29 13,0+ 12,0
Patienten mit Hyperparathyreoidismus 14 31,6+ 14,7
Patienten mit Hypoparathyreoidismus 18 51+32

XVII. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt *°| (Halbwertzeit: 60 Tagen) , dasionisierende X (28 keV) und
v (35.5 keV) Strahlungen emittiert.

Dieses radioaktive Produkt kann nur an autorisierte Personen abgegeben und darf
nur von diesen angewendet werden; Erwerb, Lagerung, Verwendung und
Austausch radioaktiver Produkte sind Gegenstand der Gesetzgebung des Landes
des jeweiligen Endverbrauchers. In keinem Fall darf das Produkt an Menschen
oder Tieren angewendet werden.

Der Umgang mit radioaktiven Substanzen sollte fern von Durchgangsverkehr in
einem speziel ausgewiesenen Bereich attfinden. Ein Logbuch fir Protokolle
und Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausriistung und-die
Glasbehdlter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden konnen,
mussen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radioi sotopen zu verhindern. Verschiittete radioaktive Substanzen miissen. sofort
den Sicherheitsbestimmungen entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfélle
mussen entsprechend den lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fur das
Labor zustdndigen Behtrden gelagert werden. Das “ Einhaten der
Sicherheitsbestimmungen fir den Umgang mit radioaktiven Substanzen
gewahrleistet ausreichenden Schutz.

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

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern ssammen aus Landern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde.

Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen enthalten, a's potenziell
infekti0s betrachtet werden.

Vermeden Sie Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid als
Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder Kupfer in den
Abflussrohren reagieren und so hochexplosive Metallazide bilden. Spiilen Sie
wahrend der Waschschritte den Abfluss griindlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen oder wenden Sie Kosmetika nicht in Ihrem
Arbeitsbereich an. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Verwenden Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.
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XIX.~ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS
GESAMT- KALIBRA- PROBE(N)
AKTIVITAT TOREN KONTROLLEN
(ml) (ml) (ml)
Kaibratoren (0-5) - 0,05 -
Proben, Kontrollen - - 0,05
Tracer 0,05 0,05 0,05
Inkubation 2 Std. bei Raumtemperatur unter sténdigem schiitteln
(400 rpm).
Trennung - absaugen (oder dekant.)
Waschl ésung - 2,0
Trennung - absaugen (oder dekant.)
Waschl ésung - 2,0
Trennung - absaugen (oder dekant.)
Gamma Counter 60 Sekunden messen
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Lees het hele protocol voor gebruik.

hOST-IRMA

BEOOGD GEBRUIK

Immunoradiometrische testkit voor de in vitro kwantitatieve bepaling van intact humaan osteocalcine
(OST) in serum en plasma.

ALGEMENE INFORMATIE
Gedeponeerd handelsmerk: DIAsource hOST-IRMA kit
Catalogusnummer: KIP1381: 96 testen

Geproduceerd door: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosguet,2;, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgié.

Voor technische assistentie of voor bestelinformatie kunt u contact opnemen met:
Tel.: +32 (0)10.84 99 11 - Fax: +32 (0)10 84 99 90

KLINISCHE ACHTERGROND

Biologische activiteiten

Osteocalcine of bot-GLA-elwit (B.G.P) is het voornaamste niet-collageen proteine van de botmatrix.
Het heeft een moleculair gewicht van 5800 Da en bevat 49 aminozuren, waaronder 3 residuen van
gamma carboxyl glutamisch zuur. Osteocal cine wordt gesynthetiseerd in het bot door de osteobl asten.
Na productie ‘wordt het gededtelijk geincorporeerd in de botmatrix en de rest wordt in de
bloedcirculatie aangetroffen. De exacte fysiol ogische functie van osteocalcine is nog onduidelijk. Een
groot aantal studies toont aan dat de spiegels van circulerend osteocalcine het botvormingsgehalte
weergeven.

B. Klinischetoepassng

Devaststelling van de spiegels van osteocalcine in het bloed is waardevol voor:
Deidentificatie van vrouwen met risico op de ontwikkeling van osteoporose.
Opvolgen van het botmetabolisme gedurende de perimenopause en de postmenopause.
Opvolgen van het botmetabolisme gedurende hormoonvervangingstherapie en de behandeling van
premenopausal e vrouwen met LH-RH agonisten.
Opvolgen van het botmetabolisme bij patiénten met groeihormoondeficiéntie, hypothyroidisme,
hyperthyraidisme, chronisch nierfalen.



V.

BESCHRIJVING VAN DE METHODE

hOST-Irma van DIAsource is een immunoradi ometrische bepaling die gebaseerd
is op een scheiding aan de hand van een gecoate buis. Mabsl, de
invangantilichamen, zijn onderaan aan het binnenopperviak van de plastic buis
gehecht. Kalibrators of monsters die toegevoegd worden aan de buizen zullen
aanvankedijk een lage affiniteit vertonen voor Mabsl. Toevoeging van Mab2, het

signaalgenererend antilichaam dat gelabeld werd met

125|
’

zal het systeem

vervolledigen en de immunol ogische reactie teweegbrengen. Na de wasfase geeft
de overblijvende radioactiviteit, gebonden aan de buis, de antigeenconcentratie
weer. Door het gebruik van meerdere verschillende Mabs wordt hyperspecificiteit
vermeden, die gebruikelijk isvoor IRMA met 2 Mabs.

V. GELEVERDE REAGENTIA
Reagentia Kit met Kleur- Reconstitutie
96 testen code

buizen gecoa met anti-OST 2x 48 violet | Klaar voor gebruik
(monoklonae antilichamen)

1 flacon rood Klaar voor gebruik

TRACER: Anti-OST Klondl 55 m
: i- (monoklonae 440 kBq

antilichamen) gelabeld met *5jood in
TRIS buffer met bovien

serumal bumine, azide (< 0,1%) ,
EDTA, protease inhibitoren en een
inerte rode kleurstof

Nulkaibrator in osteoca cine-vrij
humaan serum met benzamidine en
protease inhibitoren

1 ml gedestilleerd
waer toevoegen

cAL n 1vial geel
gevries-

droogd

5 flacons, geel 0,5 ml gedestilleerd

gevries- water toevoegen
Kadibrator - N = 1tot 5 droogd
(raadpleeg de flaconeti ketten voor de
exacte waarden) in osteocd cine-vrij
humaan serum met benzamidine en
protease inhibitoren
| WASH | SOLN | CONC | 1 flacon bruin | 70 x met gedestilleerd
10ml water verdunnen
Wasoplossing (Tris-HCI (gebruik een
P 9 ( ) magnetische roerder).
2 flacons, zilver | 0,5ml gedestilleerd
gevries- water toevoegen
Controles- N = 1 of 2 droogd

in humaan serum met thymol,
benzamidine en protease inhibitoren

Opmerking:
1. Gebruik Nulkalibrator voor monsterverdunningen
2. De ogeocacine gebruikt bij de bereiding van de
calibratoren is van recombinante origine.
VI. NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN
De volgende materialen zijn noodzakelijk maar worden niet meegeleverd met de
kit:
1. Gedestilleerd water.
2. Trasylol® bij 100001U/ml
3. Pipetten voor een volume van 50 pl, 500 pl en 1 ml (het gebruik van
nauwkeurige pipetten met plastic wegwerpti ps wordt aanbevolen).
4, Automatische spuit van 5 ml (type Cornwall) voor de wasfase.
5. Schudder voor de buiges (400 rpm)
6. Afzuigsysteem (facultatief).
7. Vortexmenger.
8. Magneti sche roerder.
9. Gekod de Centrifuge
10.  Een gammateller die geschikt is voor de bepaling van I (rendement van

ten minste 70%).

VII.

VIII.

BEREIDING VAN HET REAGENS

Kalibrators: Recongtitueer de nulkalibrator met 1,0 ml gedestilleerd water
en de andere kalibrators met 0,5 ml gedestilleerd water.

Controles: Reconstitueer de controles met 0,5 ml gedestilleerd water.
Werk-wasoplossing: Bereid een voldoende hoevedheid werk-
wasoplossing door 69 eenheden gedestilleerd water toe te voegen aan 1
eenheid wasoplossing (70 X).

Gebruik een magnetische roerder voor de homogenisering. Op het eind
van de dag moet de ongebruikte werk-wasopl ossing afgevoerd worden.

OPSLAG EN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

Vo6or opening of reconstitutie zijn alle kitcomponenten houdbaar tot de
vervaldatum, zoals vermeld op het etiket, indien zij bewaard werden bij 2
tot 8°C.

Na reconstitutie zijn de kalibrators en de controles heel onstabiel, gebruik
hen onmiddellijk na recongtitutie. ~ Voor een langere bewaartermijn
moeten aliquots gemaakt worden, die bij —20°C bewaard moeten worden.
Invriezen moet onmiddellijk na gebruik gebeuren, wacht niet met
invriezen tot alle stalen gepipetteerd zijn.

Een vers bereide werk-wasoplossing moet op dezelfde dag nog gebruikt
worden.

Na het eerste gebruik is de tracer houdbaar tot de vervaldatum, indien
bewaard bij 2 tot 8°C in de oorspronkelijke, goed afged oten flacon.
Wijzigingen in het fysieke aspect van kitreagentia kunnen wijzen op
instabiliteit of op een kwaliteitsvermindering.

MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

Serum en plasma (EDTA en heparine) leveren vergdlijkbare resultaten op.
Verzamel. bloed. door venepunctie; let erop hemolyse te vermijden; de
monsters. moeten in een ijshad bewaard worden. Scheidt het plasma of
serum‘van de cellen binnen 3 uur; het gebruik van een gekoelde centrifuge
is.aanbevolen. Voeg 100 pl Trasylol® (100001U/ml) aan het plasma of
serum toe onmiddellijk na het centrifugeren (om 1000 IU Trasylol® per
ml sampl e te bekomen).

Met deze behandeling zijn de monsters stabiel voor 3 dagen bij 2-8°C.
Voor een langere periode moeten de stalen worden ingevroren (- 20°C),
hoewel de monsters slechts één maal ontdooid kunnen worden! Bevries
voor herhaalde bepaling de monstersin aliquots en dank elk monsters af na
het eerste ontdooien.

Gebruik geen citraat plasma, gehemolyseerde monsters of lipemische
monsters.

PROCEDURE

Opmerkingen bij de procedure

Gebruik de kit of de componenten niet langer dan de aangegeven
vervaldatum. Materialen van kits van verschillende loten mogen niet
gemengd worden. Laat alle reagentia op kamertemperatuur komen voor
gebruik.

Meng alle reagentia en monsters goed door ze voorzichtig te bewegen of
door er voorzichtig mee te draaien. Om kruisbesmetting te vermijden,
moet een propere wegwerpbare pipettip gebruikt worden voor toevoeging
van elk reagens en monster.

Pipetten met een grote precisie of geautomatiseerde pipetteerapparatuur
zullen de precisie verhogen. Respecteer de incubatietijden.

Bereid een kalibratiecurve voor eke run; men mag geen gegevens
gebruiken van voorafgaande runs.

Procedure

Etiketteer de gecoate buiges in duplo voor eke kalibrator, voor ek
mongter, voor eke controle. Etiketteer 2 normale s buizen voor de
bepaling van de totaaltellingen.

Vortex de kalibrators, monsters en controles gedurende korte tijd en
pipetteer 50 pl van ek in de desbetreffende buis.

Pipetteer 50 pl van detracer in elke buis.

Schud het rek met de buizen voorzichtig met de hand zodat eventueel
ingesloten luchtbellen vrijkomen.

Incubeer gedurende 2 uren uur bij kamertemperatuur terwijl er
voortdurend mee geschud wordt (400 rpm).

Zuig de inhoud van elke buis (met uitzondering van de totaaltellingen) op
(of decanteer). Zorg ervoor dat de plastic tip van de aspirator tot aan de
bodem van de gecoate buiskomt zodat alle vloeistof verwijderd wordt.
Was de buizen met 2 ml werk-wasoplossing (met uitzondering van de
totaaltellingen). Vermijd schuimvorming tijdens toevoeging van de werk-
wasoplossing.



8. Zuig de inhoud van elke buis (met uitzondering van de totaaltellingen) op
(of decanteer ).

9. Was de buizen nogmaals met 2 ml werk-wasoplossing (met uitzondering
van de totaaltellingen) en zuig op (of decanteer).

10. Nade laatste wasfase moeten de buizen gedurende twee minuten rechtop
blijven staan en zuig daarna de overblijvende vioei stof op

11.  Te debuizenin een gammateller gedurende 60 seconden.

XI. BEREKENING VAN DE RESULTATEN

1. Bereken het gemiddelde voor de bepalingen in duplo.

2. Zet de cpm (ordinaat) uit voor elke kalibrator tegen de overeenkomstige
OST -concentratie (abscis) op semi-logaritmisch of lineair millimeterpapier
en teken een kalibratiecurve door de kalibratiepunten, waarbij de duideijke
uitschieters verworpen worden.

C. Precisie
BINNEN EEN TEST TUSSEN TESTEN
Serum N <X>*SD | VC%) || Serum N <X>=SD vC
(ng/ml) (ng/ml) (%)
A 10 2,99+ 0,06 2,0 A 10 9,03+ 0,54 59
B 10 8,60+ 0,08 10 B 10 201+ 04 42
C 10 20,0+ 0,2 10

SD: standaarddeviatie; VC: variati ecoéfficiént

D. Nauwkeurigheid

RECOVERY —TEST

3. Lees door interpolatie de concentratie voor eke controle en voor elk
monster op de kalibratiecurve. Toegfzofn%% OST R“"V(enr%:::;' OST Re(c,;v)e ry
4. Door computergestuurde gegevensreductie worden deze berekeningen 8 8 °
vereenvoudigd. 75 76 101
Indien de resultaten automatisch verwerkt worden, wordt de 4 parameter 15,0 14,6 97
logi stische functie aanbevolen voor de gepaste curve. 30,0 32,9 109
5. Als Trasylol® aan de monsters wordt toegevoegd (100 pl/ml), moeten de 60,0 733 122
waarden van de monsters vermenigvuldigd worden met 1,1.
. DE GEGEVEN
X1 KENMERKEN GEG S VERDUNNINGSTEST
De volgende gegevens dienen enkel ter illustratie en mogen in geen geval Monster | Verdunning Theoretische Concentratie die
gebruikt worden ter vervanging van de real time kalibratiecurve. concentratie bepaald werd
(ng/ml) (ng/ml)
hOST-IRMA cpm B/T (%) A V1 ; 60,5
12 30,3 29,0
4 15,1 12,7
/8 7,6 6,7
Totaaltelling 160142 100 116 38 36
132 19 2,0
Kadibrator 0.0 ngml 197 0,12
1,9 ngml 2050 1,27 = -
25 ngmi 5467 340 De monsters zijn verdund met Nulkalibrator.
195 ngml 26254 16,31 ) . . .
460 ngml 60957 37,86 Naar ons beste weten bestaat er geen internationaal referentiemateriaal voor deze
69,0 ngml 86764 53,89 parameter.
F. Tijdspanne tussen de laatste kalibrator en distributie van het monster

XIIl. EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN

A. Detectielimiet
Twintig nulkalibrators werden bepaald, samen met .een reeks andere
kalibrators. De detectielimiet, omschreven als de schijnbare concentratie
van twee standaarddeviaties boven de gemiddelde tellingen bij nulbinding,
bedroeg 0,22 ng/ml.

B. Specificiteit

Deze methode detecteert intact humaan osteocalcine. N-terminale en C-
terminal e fragmenten, op hun maximale spiegels gevonden in normale en
in pathologische monsters, werden.toegevoegd aan een kalibrator met een
hoge waarde en aan een kalibrator met een lage waarde. Er werd geen
kruisreactiviteit geobserveerd bij deze concentraties.

OST CAL 1 OST CAL 2
Toegevoegd hormoon ng/ml ng/ml
- 20 100
N-terminaa fragment 1-18
bij 28 mM 185 125
C-terminad fragment bij 5,5 192 o7
mM

Zoals hieronder weergegeven wordt, blijven de resultaten van de bepaling
nauwkeurig, zelfs wanneer een monster 30 minuten na toevoeging van de
kalibrator in de gecoate tubes gepipetteerd wordkt.

TIIDSPANNE
Monster 0 10' 20" 30’
X 34 33 33 34
Y 8.8 91 8.8 87
z 20,5 20,8 20,4 20,8

"Hook"-effect
Een mongter, dat met OST gespiket werd tot 1000 ng/ml, levert hogere
tellingen op dan het laatste kalibratiepunt.

XIV. BEPERKINGEN

Specimens van patiénten die voor de diagnose of behandeling preparaten
hebben gekregen van monoklonale antilichamen van muizen kunnen
humane anti-muis-antilichamen (HAMA) bevatten. Dergelijke
specimens kunnen ofwel vals-verhoogde of vals-verlaagde waarden
vertonen wanneer ze met testkits worden getest waarbij gebruik wordt
gemaakt van monoklonal e antilichamen van muizen.

Heterofiedle antilichamen in humaan serum kunnen reageren met
reagens mmunoglobulinen, wat een effect kan hebben op in vitro
immunoassays.

Patiénten die regelmatig aan dieren of dierlijke serumproducten worden
blootgesteld, kunnen vatbaar zijn voor een dergelijk effect, terwijl
afwijkende waarden kunnen worden waargenomen wanneer heterofiele
antilichamen aanwezig zijn. Beoorded de resultaten zorgvuldig van
pati énten van wie vermoed wordt dat ze deze antilichamen hebben.

Als de resultaten niet overeensemmen met andere klinische
waarnemingen moet bijkomende informatie worden verkregen voordat
de diagnose wordt gesteld.



XV. INTERNE KWALITEITSCONTROLE

- Indien de resultaten, die verkregen werden voor controle 1 en/of controle
2, niet binnen het berelk vallen zoals vermeld op het flaconetiket, dan
mogen de resultaten niet gebruikt worden tenzij een bevredigende uitleg
gegeven wordt voor de discrepantie.

- Indien gewenst, kan ek laboratorium zijn eigen pools voor
controlemonsters maken, die dan in aliquots bewaard moeten worden in de
diepvriezer.

- Aanvaardingscriteria voor het verschil tussen de resultaten in duplo van
monsters moeten steunen op gangbare laboratoriumpraktijken.

XVI. REFERENTIE-INTERVALS

Deze waarden worden dechts als leidraad gegeven; ek laboratorium moet zijn
eigen normaal bereik van waarden uitmaken.

Gezonde subjecten bekwamen waarden gaande van 5 tot 25 ng/ml (2,5 tot 97,5
percentielen).

Pathologie aantal X+SD
subjecten ng/ml
Gezonde subjecten 61 13,7+5,5
Premenopausale vrouwen 19 10,6+ 3,1
Postmenopausale vrouwen 25 156+ 5,9
Patiénten met tumor-geinduceerde hypercaciémie 29 13,0+ 12,0
Patiénten met hyperparathyroidisme 14 31,6+ 14,7
Patiénten met hypoparathyroidisme 18 51+32

XVII. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitduitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

Deze kit bevat '®| (halfwaardetijd: 60 dagen) , dat ioniserende X- (28 keV) en y-
stralen (35.5 keV) uitzendt.

Dit radioactieve product mag enkel overhandigd worden aan en gebruikt worden
door bevoegd personed; ontvangst, opslag, gebruik en overdracht van
radioactieve producten zijn onderworpen aan de wetgeving van het land van de
eindgebruiker. In geen geval mag het product toegediend worden aan mensen of
dieren.

Alle handelingen met radioactief materiaal moeten plaatsvinden in een daartoe
bestemde ruimte, waar uitduitend bevoegd personed toegelaten wordt: “Een
logboek met ontvangst en opslag van radioactieve materiallen moet ‘worden
bijgehouden in het laboratorium. Laboratoriumapparatuur en glaswerk, dat
eventueel gecontamineerd werd met radioactieve bestanddelen, moeten worden
gesegregeerd om krui sbesmetting van verschill ende radioi sotopen te vermijden.
Als radioactief materiaal gemorst werd, dan moet dat onmidddlijk gereinigd
worden in overeensemming met de procedure voor dralingsveiligheid. Het
radioactieve afval moet worden weggegooid in overeensemming met de
plaatselijke voorschriften en richtlijnen van de autoriteiten waaronder het
laboratorium valt. Naleving van de basisregel s van-stralingsveiligheid zorgt voor
een juiste bescherming.

De componenten, afkomstig van mensdlijk bloed, in deze kit werden getest door
in Europa goedgekeurde en/of door de'Amerikaanse FDA goedgekeurde
methoden op aanwezigheid van HBsAg; anti-HCV, anti-HIV-1 en 2 en gaven een
negatief resultast. Geen enkele bekende methode kan echter volledige garantie
bieden dat derivaten van mensdlijk bloed geen hepatitis, aids of andere infecties
overdragen. Daarom moet men reagentia, serum- of plasmamonsters behandelen
in overeenstemming met de plaatselijke veilighei dsprocedures.

Alle producten en derivaten van dierlijke oorsprong zijn afkomstig van gezonde
dieren. Boviene componenten komen uit landen waar BSE niet gerapporteerd
werd. Toch moeten componenten die bestanddelen van dierlijke oorsprong
bevatten, behandeld worden al's potentied infectieus materiaal.

Vermijd dat de reagentia (natriumazide als conserveermiddel) in contact komen
met de huid. Azide in deze kit kan reageren met lood en koper in de
afvoerleidingen en op die manier zeer explosieve metaalaziden vormen. Tijdens
de wasfase moeten de afvoerl e dingen ruimschoots met water nagespoel d worden
om ophoping van azide te vermijden.

Niet roken, drinken, eten of cosmetica aanbrengen in de werkruimte. Niet met de
mond pipetteren. Draag beschermende kleding en gebruik

wegwer phandschoenen.
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XIX. SAMENVATTING VAN HET PROTOCOL
TOTAAL- KALIBRA- MONSTER(S)
TELLINGEN TORS CONTROLES
(ml) (ml) (ml)
Kdibrators (0 -5) - 0,05 -
Monsters, Controles - - 0,05
Tracer 0,05 0,05 0,05
Incubdtie 2 uren bij kamertemperatuur terwijl er voortdurend
mee geschud wordt (400 rpm)
Scheiding - opzuigen (of decanteren)
Werk-wasopl ossing - 2,0
Scheiding - opzuigen (of decanteren)
Werk-wasopl ossing - 2,0
Scheiding - opzuigen (of decanteren)
Telling Tel de buisjes gedurende 60 seconden
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Leer el protocolo completo antes de usar.

hOST-IRMA

. INSTRUCCIONESDE USO

Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa in vitro de la osteocalcina intacta (OST)
humana en suero y plasma.

I.  INFORMACION GENERAL

A. Nombre: DIAsource hOST-IRMA Kit
B. Numero de Catalogo: KIP1381: 96 tests

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

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

[11. INFORMACION CLiNICA

A Actividades biologicas

La osteocalcina o Gla proteina 6sea (B.G.P) es la proteina no coldgena més importante de la matriz
Osea. Tiene un peso,molecular de 5800 Da y contiene 49 aminoécidos, incluso 3 residuos del &cido
glutdmico gamma carboxilo. La osteocalcina es sintetizada en € hueso por |os osteoblastos. Después
de la produccion, es parcialmente incorporada en la matriz 6sea y € resto se encuentra en la
circulacién sanguinea. La funcidn fisiol 6gica exacta de la osteocalcina ya no es clara. Un gran nimero
de estudios indican que las concentraciones de osteocalcina circulante reflgian la tasa de formacion
Osea.

B. Aplicacionesclinicas
La determinacion de los nivel es de osteocal cina en la sangre es importante para:
Laidentificacién de mujeres que corren e riesgo de que desarrollen osteoporosis
Observacion del metabolismo 6seo durante la peri menopausiay la postmenopausia
Observacion del metabolismo Gseo durante una terapia de reemplazo de hormona y € tratamiento
de mujeres premenopdusicas con agonistas LH-RH
Observacion del metabolismo 6seo en pacientes con deficiencia de la hormona de crecimiento,
hipotiroidismo, hipertiroidismo, fallo renal crénico



IV. PRINCIPIOSDEL METODO

hOST-Irma de DIAsource es un radioinmunoensayo basado en la separacion en
tubos recubiertos de anticuerpos. Mabsl, los anticuerpos de captura, adheridos a
laparteinterior de las paredes del tubo de poliestireno. Al principio calibradores
0 muestras afiadidos en los tubos presentaran poca afinidad con Mabsl. La
adicién de Mab2, el anticuerpo sefidl marcado con I, completara @ sisema y
activara la reaccién inmunoldgica. Después del lavado, |a radiactividad restante
adherida a tubo, reflga la concentracion del antigeno. El uso de varios Mabs

distintos evita hiperespecificidad, propiade losIRMA de dos-puntos.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Controles-N =102

en suero humano, thymol,
benzamidinay inhibidores de
proteasa

Reactivos 96 tests Codigo de Reconstitucion
Kit Color
Tubos recubiertos 2x48 marrén Listo parauso
H con anti OST
(anticuerpos
monocl onaes)
1via rojo Listo parauso
55ml
440 kBq
TRAZADOR: anti-
OST (anticuerpos monocl onaes)
marcado con 1125 en tampén TRIS
con abuminabovina, azida
(<0,1%), EDTA, inhibidores de
proteasa y un colorante rojoinerte
CAL n 1via amaillo Afadir 1 ml de agua
liofilizados destilada
Cdibrador cero en suero humano
libre de osteocdcina  con
benzamidina y inhibidores de
proteasa
CAL Svides amarillo Afadir Q,S ml de
liofilizados agua destilada
CdibradoresN=14d 5
(mirar los va ores exactos en las
etiquetas) en suero humano libre
de osteoca cina con benzamidinay
inhi bi dores de proteasa
1via marrén Diluir 70 x con agua
| WASH | SOLN |C°NC | 0m destilada (ufilizar
Solucién delavado (Tris-HCI) agitadqpriggActioo)
CONTROL N 2vides plateado Afiadir 0,5ml de
liofilizados agua destilada

Nota:

1.  Paradiluciones de muestras utilizar Calibrador cero.

2. El origen de la ogteocalcina para la preparacion de los

calibradores esrecombinante.

VlI. MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

1. Aguadedilada
2. Trasylol® a10000Ul/ml

3. Pipetasde50m, 500m y 1 ml (Se recomienda € uso de pipetas precisas con

puntas desechabl es de plasti co)

Vortex

Agitador magnético
Centrifugarefrigerada

BoOoo~N oM

Agitador de tubos (400 rpm)

Jeringa automética 5 ml (tipo Cornwall) para € lavado
Sistema de aspiracion (opcional)
0. Contador de radiaciones gamma para medir 1'2* ( minima eficiencia 70%)

VII.

VIII.

-

PREPARACION REACTIVOS

Calibradores: Recondtituir el calibrador cero con 1,0 ml de aguadestilada y
otros calibradores con 0,5 ml de agua destilada.

Controles: Recongtituir |os controles con 0,5 ml de agua destilada.
Solucion de lavado de trabajo: Preparar € volumen necesario de
Solucién de lavado de trabajo mezclando 69 partes de agua destilada por 1
parte de Solucién de lavado (70x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucion de lavado de trabagjo no utilizada al
finad del dia.

ALMACENAJE Y CADUCIDADESDE LOS REACTIVOS

Antes de abrir 6 recongtituir todos los componentes de | os kits son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan a 2-8°C.
Después de la recongtitucion los calibradores y los controles son muy
inestables, utilizar inmediatamente después de la reconditucién. Para
periodos mas largos, dicuotar y guardar a -20°C. Congéar
inmediatamente después del uso, no esperar a que todas las muestras sean
preparadas

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

Después del primer uso, el trazador. es estable hasta la fecha de caducidad,
s seguardaen el via origina cerrado.a 2-8°C.

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

RECOGI DA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Suero, plasma 'en EDTA o plasma en heparina presentan resultados
similares.

Recoger la sangre por venipuncion,, evitando la hemdlisis, las muestras se
deben guardar en un bafio de hielo. Separar el plasma o € suero de las
células en menos de 3 horas, se recomienda € uso de una centrifugada
refrigerada. Afiadir 100 pl de Trasylol® (100001U/ml) al plasma o a suero
inmediatamente después de la centrifugacién (para obtener 1000 1U de
Trasylol® a ml de muestra).

Con este tratamiento las muestras estén estables durante 3 dias a 2-8°C.
Para un periodo mas largo las muestras se deben congédar (- 20°C), aunque
las muestras solamente pueden ser descongeladas una sola vez! Para
ensayos repetidos congelar las muestras en alicuotas y tirar cada muestra
después de la primera descongel aci on.

No utilizar plasma citrato y muestras hemolizadas o lipémicas.

PROTOCOLO

Notas de manejo

No utilizar & kit 6 componentes después de la fecha de caducidad. No
mezclar reactivos de diferente numero de lote. Llevar todos los reactivos a
temperatura ambiente antes de su uso.

Agitar minuciosamente todos los reactivos y muestras, agitandolos o
girandolos suavemente. Con € fin de evitar ninguna contaminacion
utilizar puntas de pipetas desechables y limpias para la adicion de cada
reactivo y muestra.

El uso de pipetas de precision 6 equipamiento de dispensacion automética
meorarala precision. Respetar | ostiempos de incubacién.

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

Protocolo

Marcar los tubos recubiertos por duplicado para cada unos de los
estdndares, muestras y controles. Para la determinacion de las Cuentas
Totales, marcar 2 tubos normales.

Agitar brevemente |os calibradores, muestrasy controlesy dispensar 50 i
de cada uno en susrespectivos tubos.

Dispensar 50 pL de trazador en cada tubo, incluyendo los tubos
destinados alas Cuentas Totales.

Agitar suavemente la gradilla de tubos para soltar cualquier burbuja
adherida alas paredes de los tubos.

Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacion constante
(400 rpm).

Aspirar (o decantar) € contenido de cada tubo (excepto los de las Cuentas
Totales). Asegurarse que la punta de la pipeta de aspiracion toca € fondo
del tubo con € fin de aspirar todo  liquido.

Lavar lostubos con 2 ml de Solucién de lavado de trabajo (excepto los de
Cuentas Totales) y aspirar (0 decantar). Evitar la formacién de espuma
durante la adicién dela Solucién de lavado.



10.

11.

XI.

XII.

Aspirar (o decantar) el contenido de cada tubo (excepto los de las Cuentas
Totales)

Lavar de nuevo con 2 ml de Solucién de lavado de trabajo (excepto los de
Cuentas Totales) y aspirar (o decantar).

Después del dltimo lavado, dejar los tubos en posicion inversa durante 2
minutosy aspirar € liquido restante..

Medir la actividad de cada tubo durante 60 segundos en un Contador
Gamma

CALCULO DE RESULTADOS

Calcular la media delos duplicados.

Representar en un gréfico semilogaritmico o linear las c.p.m. (ordenada)
para cada calibrador frente a las concentraciones de OST (abscisa) y
dibujar una curva de calibracion por los puntos obtenidos, rechazando los
duplicados malos

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

Métodos computarizados de proceso de resultados pueden ser utilizados
paradibujar delacurvade calibracion. S se utiliza un sissema automético
de calculo de resultados, se recomienda usar la representacion gréfica “ 4
parametros’.

S Trasylol® es afiadido a las muestras (100 pl/ml), los valores de las
muestras se deben multiplicar por 1,1.

EJEMPLO DE RESULTADOS

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

hOST-IRMA cpm B/T (%)
Cuentas Totdes 160142 100

Cdlibrador 00 ngml 197 0,12
1,9 ngml 2050 1,27

45 ngml 5467 340

195 ng/ml 26254 16,31

46,0 ng/ml 60957 37,86

69,0 ng/ml 86764 53,89

XIHI.

A.

REALIZACION Y LIMITACIONES

Limite de deteccion

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

El limite de deteccion, definido como la concentracion aparente resultante
de dos desviaciones estandares sobre la media.de enlace del calibrador
cero, fue de 0,22 ng/ml.

Especificidad

Este méodo detecta la osteocalcina intacta humana. Fragmentos N-
terminal y C-terminal, encontrados a sus niveles maximos en muestras
normales y patoldgicas, fueron afiadidos a un calibrador con un valor
elevado y a un calibrador con un valor bajo. Ninguna reacci6n cruzada fue
observada con estas concentraciones.

OST CAL 1 OST CAL 2
Hormona afiadida ng/ml ng/ml
- 20 100
Fragmento N-terminal 1-18
a28mM 185 125
Fragmento C-termind a5,5 192 o7
mM

B.

PRECISION INTRA-ENSAYO

Precision

PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>+SD CV Suero N <X>+SD Ccv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 10 2,99+ 0,06 2,0 A 10 9,03+ 0,54 59
B 10 8,60+ 0,08 10 B 10 20,1+ 04 42
C 10 20,0+ 0,2 10
SD : Desviacion Esténdar; CV: Coeficiente de Variacion
D. Exactitud .
TEST DE RECUPERACION
OST OST Recuperado
afiadido Recuperado (%)
(ng/ml) (ng/ml)
75 7,6 101
15,0 14,6 97
30,0 329 109
60,0 733 122
TEST DILUCION
Muestra Dilucion Concent. Concent.
Tedbrica Medida
(ng/ml) (ng/ml)
A 71 - 60,5
12 30,3 29,0
V4 15,1 12,7
18 7,6 6,7
116 38 3,6
132 19 2,0

Las muestras fueron diluidas con calibrador cero.

De acuerdo con nuestros conoci mientos, no existe ninguna preparaci 6n de
referenciainternacional de este parametro.

E. Tiempo de espera entre la dispensacion del wltimo calibrador y la de
la muestra
Como se muestra a continuacién la precision del ensayo se mantiene
incluso en el caso de dispensar la muestra 30 minutos después de haberse
adicionado el calibrador alos tubos cubiertos.
TIEMPO DE ESPERA
Muestra 0 10' 20' 30'
X 34 33 33 34
Y 88 91 8.8 87
z 20,5 20,8 20,4 20,8
F. Efecto “hook”
Una muestra con niveles de OST hasta 1000 ng/ml presenta cuentas mas
elevadas que el Ultimo punto de calibracion.
XIV. LIMITACIONES

Es posible que las muestras de pacientes que han recibido preparaciones
de anticuerpos monoclonal es de ratén para diagnostico o terapia, puedan
contener anticuerpos humanos anti ratén (HAMA). Los resultados de
estas muestras analizadas con kits que utilizan anti cuerpos monoclonales
de raton, pueden dar val ores fal ssmente aumentados o disminuidos.

Los anticuerpos heterdfilos en € suero humano pueden reaccionar con
lasinmunogl obulinas que forman parte del reactivo, interfiriendo con los
inmunoensayosin vitro.

Pacientes que en forma rutinaria estdn en contacto con animales o
productos derivados de suero animal, pueden tender a presentar esta
interferencia y se pueden observar valores anémalos en caso de haber
presencia de anticuerpos heteréfilos. Evalle cuidadosamente los
resultados de aquel los paci entes sospechosos de tener estos anti cuerpos.
S los resultados no concuerdan con otras observaciones clinicas, sera
necesario obtener informacién adicional antes de hacer un diagnosti co.



XV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

- Si los resultados obtenidos para € Control 1 y/6 Control 2 no estan dentro
del rango especificado en la etiqueta del vial, los resultados obtenidos no
podran ser utilizados a no ser que se pueda dar una explicacion
convincente de dicha discrepancia

- Si es conveniente, - cada laboratorio puede utilizar sus propios pools de
controles, lo cuales se guardan en alicuotas congeladas.

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

XVI. INTERVALOSDE REFERENCIA

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

Sujetos sanos obtienen valores de 5 a25 ng/ml (2,5 a 97,5 percentilos).

Patologia nr. de X+ SD
sujetos ng/ml
Sujetos sanos 61 13,755
Mujeres premenopausi cas 19 106+ 3,1
Mujeres postmenopéausi cas 25 156+5,9
Pacientes con hiperca cemiainducida por tumor 29 13,0+ 12,0
Pacientes con hi perparatiroidismo 14 31,6+ 14,7
Pacientes con hipoparatiroidismo 18 51+32

XVII. PRECAUCIONESY ADVERTENCIAS

Sequridad

Para uso solo en diagnéstico in vitro.

Este kit contiene I'® (vida media : 60 dias) emisor derayos X (28 keV) y derayos
v (35.5 keV) ionizantes.

Este producto radiactivo solo puede ser mangado y utilizado por personas
autorizadas; la compra, almacenaje, uso y cambio de productos radiactivos estan
sujetos alalegidacion del paisde usuario. En ningin caso € producto debera ser
suministrado a humanos'y animal es.

Todo & manejo de producto radiactivo se hard en una érea sefializada, diferente
de la de paso regular. Deberd de utilizarse un libro de registros de productos
radiactivos utilizados. El material de laboratorio, vidrio que podria, estar
contaminado radiactivamente debera de descontaminarse para evitar la
contaminacién con otrosisétopos.

Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de acuerdo
con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios radiactivos deberan ser
amacenados de acuerdo con las regulaciones y normativas ‘vigentes de la
legidacion alacual pertenezca el laboratorio. El gjustarse a las'normas basicas de
seguridad radiolégica facilita una proteccién adecuada.

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

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

Evitar cualquier contacto de los reactivos con la pid (azida sddica como
conservante). La azida en este kit puede reaccionar con €l plomo y cobre de las
caflerias y producir azidas metélicas altamente explosivas. Durante € proceso de
lavado, hacer circular mucha cantidad de agua por €l sumidero para evitar el
almacenamiento de laazida.

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

XVIHI. BIBLIOGRAFIA

1. JP. BROWN, P.D. DELMASand a. (May 19, 1984)
"Serum BGP : a specific marker for bone formation in
postmenopausal osteoporosis".
The Lancet, 1091-1093.

2. P.A. PRICE. (1985)
"Vitamin K-dependent formation of osteocalcin and its function".
Vitamins and hormones, 42,65-108.

3. R.E. COLEMAN, G. MASHITER and al. (1988)
"Osteocalcin : a potential marker of metastatic bone disease and
response to treatment".
Eur. J. Cancer Clin. Oncol., 24,1211-1217.

4. S. MINISOLA and al. (1988)
"Serum osteocalcin in primary hyperparathyroidism : short-term
effect of surgery".
Mineral Electrolyte Metab., 14,201-207.

5. L.A. COULTON, C.J. PRESTON and al. (1988)
""An evaluation of serum osteocalcin in Paget's disease of bone and its
response to diphosphonate treatment".
Arthritisand Rheumatism, 31,9,1142-1147.

6. J.S. JOHANSEN, SB. JENSEN and a. (1990)
"Serum BGP : a potential marker of GH deficiency and the response
to GH therapy".
Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 71,1,122-126.

7. M.J. POWER and P.F. FOTTRELL. (1991)
"Osteocalcin : Diagnostic Methods and Clinical Applications".
Crit. Rev. Clin. Lab. Sci., 28,4,287-335.

8. B. DEMIAUX, M.E. ARLOT and al.+(1992)
"Serum osteocalcin is increased in patients with biochemical and
histomorphometric findings"'.
Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 74,5,1146-1151.

9. JC. DUMON, H. WANTIER, F. MATHIEU, M. MANTIA and JJ.
BODY. (1996)
Technical and clinical validation of a new immunoradiometric assay
for human osteocalcin.
European.Journa of Endocrinology, 135,231-237.

XIX.. RESUMEN DEL PROTOCOLO

CUENTAS CALIBRADO MUESTRA(S)
TOTALES RES CONTROL(S)
(ub) (ub) (ub)
Cdibradores (0 d 5) - 50 -
Muestras, controles - - 50
Trazador 50 50 50
Incubacion 2 horas atemperatura ambiente en agitaci 6n constante
(400 rpm)
Separacion - aspirar
Solucién de Lavado - 20ml
Separacion - aspirar
Solucién de Lavado - 20ml
Separacion - aspirar
Contge Contar los tubos durante 60 segundos
DIAsource Cataogo Nr : P.I. Numero : Revisionnr :
KIP1381 1700521/es 110218/1

Fechadelarevision : 2011-02-18
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per I’uso

hOST-IRMA

. USODEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro di osteocalcina intatta (OST)
umanain siero o plasma.

[I. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource hOST-IRMA Kit
B. Numero di catalogo: KIP1381: 96 tests
C. Prodotto da: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Besquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgio.

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

. INFORMAZIONI CLINICHE

A Attvitabiologiche

L'osteocalcina o proteina Gla ossea (BGP, bone Gla protein) € la maggiore proteina non collagene
della matrice ossea, Ha un peso molecolare di 5800 Da e contiene 49 aminoacidi, tra cui 3 residui di
acido gamma.carbossi glutammico. L'osteocalcina viene sintetizzata nelle ossa dagli osteoblasti.
Dopo la produzione, viene parzialmente incorporata nella matrice ossea mentre la parte rimanente
rintracciabile in circolo. La funzione fisiologica esatta dell'osteocalcina non € ancora chiara
Numerosi’ studi dimostrano che i liveli circolanti di osteocalcina riflettono I'indice di formazione
dell'osso.

B. Applicazioneclinica
Ladeterminazione dei livelli ematici di osteocalcina e utile per:
L'identificazione delle donne arischio di osteoporosi
Il monitoraggio del metabolismo osseo durante la perimenopausa e la postmenopausa
Il monitoraggio del metabolismo osseo durante la terapia di sostituzione ormonale e il trattamento
delle donnein premenopausa con LH-RH agonisti.
Il monitoraggio del metabolismo osseo nel pazienti con carenze dell'ormone della crescita,
ipotiroidismo, ipertiroidismo, insufficienza renale cronica



V. PRINCIPIO DEL METODO

Il kit DIAsource hOST-IRMA €& un dosaggio immunoradiometrico con
separazione coated tube. Gli anticorpi di cattura, Mabs 1, sono adsorbiti sulla
superficie interna della parte inferiore di provette di poligtirene. Standard e
campioni hanno dapprima una bassa affinita per i Mabs 1; |’ aggiunta di anticorpi
di segnale Mabs 2, marcati con |, provocano un aumento di affinita per i Mabs
1 e I'inizio della reazione immunologica. Al termine del’incubazione la
radioattivita non legata alla fase solida viene allontanata mediante lavaggio. La
radioattivita resdua € direttamente proporzionale alla concentrazione di
osteocalcinain standard e campioni. L’ uso di alcuni anticorpi monoclinali divers
evital'iperspecificita del dosaggio, frequente nei dosaggi IRMA adue siti..

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Provette sensibilizzate con 2x48 Bruno Pronte per |’uso
anticorpo anti OST
(anticorpi monoclondi)
Ab 1257 1 flacone Rosso Pronto per |’ uso
- o 55ml
Marcato: anti-OST  (Anticorpi | 440 kBq
monoclonai) marcati con ®| in
tampone TRIS con BSA, sodio azide
(<0,1%), EDTA, inibitori della
proteasi e un colorante inerte rosso
CAL n Iilo;lill?lz Gidlo Aggiungere 1 ml di
. L ’ itill
Cdlibratore zero in siero umano senza acquadistillata
osteocalcina contenente benzamidina
einibitori della proteas
CAL 5 flaconi Gidlo Aggiungere 0,5 ml
Cdibraore 1-5 (le concentrazioni liofiliz. di acquadisiliaa
esatte degli calibratore sono riportate
sulle etichette dei flaconi), in siero
umano senza osteoca cina contenente
benzamidinae inibitori dellaproteas
1 flacone Bruno Diluire 70'x con
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 0ml acquadistiliaa
usando un agitatore
) X magnetico
Tampone di lavaggio (TRIS HCI)

CONTROL | N | 2 flaconi Argento. | Aggiungere 0,5ml
Controlli: N =102, in siero umano, liofiliz. di acquadisiliaa
contenente timol o, benzamidina e
inibitori della proteasi.

Note:
1. UsareCalibratorezero per diluirei campioni.
2. L'osteocalcina usata per la preparazione dei calibratori € di
origine ricombinante.

VI. REATTIVI NON FORNITI

Il seguente materiale € richiesto per il dosaggio ma non & fornito nel kit.

1. Acquadistillata
2. Trasylol® a 100001 U/ml
3. Pipette per dispensare 50 n, 500 ml e 1 ml (Si raccomanda di utilizzare

pi pette accurate con puntal e in plastica monouso).

Agitatore tipo vortex.

Agitatore rotante (400 rpm)

Agitatore magnetico.

Centrifugarefrigerata

Pipetta aripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.

Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).

0. Contatore gamma con finestra per 2| (efficienza minima 70%)

BOoxo~No O A

VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI

A. Calibratore: Ricogtituire lo calibratore zero con 1,0 ml di acqua distillata e
gli atri calibratore con 0,5 ml di acquadistillaa
B. Controlli: Ricogtituirei controlli con 0,5 ml di acqua digtillata.

VIII.
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11.

Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 69
parti di acqua ditillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(70 x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea.
Lasoluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

Dopo laricostituzione, i calibratori ei controlli sono molto instabili, quindi
utilizzarli immediatamente dopo la ricodituzione. Per periodi di
conservazione molto lunghi, preparare e mantenere le aliquote a —20°C.
Effettuare il congelamento immediatamente dopo I'uso, non attendere per il
congelamento chetutti i campioni vengano pi pettati.

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

Dopo apertura del flacone, il marcato € stabile fino alla data di scadenza
riportata sull’etichetta, se conservato a 2-8°C nel flacone originale ben
tappato.

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

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Il sero, il plasmada EDTA eil plasma eparina forniscono gli stess valori
Raccogliere il sangue per-venopuntura, prestando attenzione nell'evitare
I'emolisi; mantenerei campioni in un bagno di ghiaccio. Separareil plasma
0 il sero dale cellule'entro 3 ore: s raccomanda I'uso di una centrifuga
refrigerata. Aggiungere 100 pl Trasylol® (100001U/ml) a plasma o siero
immediatamente dopo la centrifugazione (per ottenere 1000 |U Trasylol®
per ml di campione).

Con questo trattamento i campioni sono stabili per 3 giorni a2-8°C. Per un
ritardo- maggiore i campioni devono essere congedati (- 20°C), tuttavia e
possibile scongelarli solo una voltal Per test in ripetizione congelare i
campioni in aliquote e scartare ogni campione dopo il primo scongelamento.
Non utilizzare plasma citrato, campioni emolizzati o lipemici.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze generali

Non usare il kit o suoi componenti oltre la data di scadenza. Non
mescolare reattivi di lotti divers. Prima dell’uso portare tutti i reettivi a
temperatura ambiente.

Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione. Per evitare
cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni volta che s
usi un NUOVO reattivo o campione.

L'uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sisemi di pipettamento
automatici migliora la precisone del dosaggio. Rispettare i tempi di
incubazione.

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

Metodo del dosaggio
Numerare le provette sensbilizzate necessarie per dosare in
duplicato ogni standard, campione o controllo. Numerare 2 provette
non sensibilizzate per la determinazione dell’ attivita totale.
Agitare brevemente su vortex standard, campioni e controlli.
Dispensare 50 m di standard, campioni e controlli nelle rispettive
provette.
Dispensare 50 m di marcato in tutte le provette.
Scuotere delicatamente il portaprovette per liberare eventuali bolle
d'ariaintrappolate ndl liquido contenuto nelle provette.
Incubare 2 ore a temperatura ambiente in agitazione (400 rpm).
Aspirare (o decantare) il liquido contenuto in tutte le provette,
tranne in quelle per I'attivita totale, facendo attenzione che il
puntale dell’ aspiratore raggiunga il fondo delle provette e che aspiri
tutto il liquido.
Lavare tutte le provette, tranne quelle per I'attivita totale, con 2 ml
di soluzione di lavoro di tampone di lavaggio, evitando di
provocare la formazione di schiuma.
Aspirare (o0 decantare) il liquido contenuto in tutte le provette,
trannein quelle per I attivita totale.
Lavare nuovamente tutte le provette, tranne quelle per I'attivita
totale, con 2 ml di soluzione di lavoro di tampone di lavaggio e
aspirare (0 decantare).
Dopo il secondo lavaggio lasciare decantare le provette in
posizione verticale per due minuti circa e aspirare eventuali gocce
di liquido residue.
Contaretutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.



Xl. CALCOLO DEI RISULTATI D. Accuratezza
TEST DI RECUPERO

1 Calcolarela media delle determinazioni in duplicato. -
2. Costruirelacurvadi calibrazione su carta millimetrata semilogaritmica o OST agg'l““ta OST '“/“l:e“‘ta R“;Pe“’
lineare ponendo in ordinata le medie dei colpi per minuto (cpm) dei (ng/ml) (ng/ml) %)
replicati
degli standard e in ascissa lerispettive concentrazioni di OST. Scartarei 75 7.6 101
risultati palesemente discordanti. ;1:3’8 é‘zl’g 18;
3. Determinare le concentrazioni e controlli per interpolazione sulla curva di 60,0 73 12
taratura.
4, E possibile utilizzare un sisema di interpolazione dati automatizzato. Con
un sistema automatico di interpolazione dati, utilizzare la curva a 4
parametri.
5. Sevieneaggiunto Trasylol® ai campioni (100 ul/ml), moltiplicarei valori TEST DI DILUZIONE
per1,1. Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(ng/ml) (ng/ml)
XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE
A 1 - 60,5
| sotto riportati sono forniti atitolo di esempio e non devono essere utilizzati per 12 303 29,0
calcolare le concentrazioni di OST in campioni e controlli a posto della curva gg 1?% 12;
standard, che va eseguita per ogni dosaggio. 116 38 36
1/32 1,9 2,0
hOST-IRMA cpm B/T (%)
| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.
Attivitatotae 160142 100 Al momento non risulta disponibile uno calibratore di riferimento internazionale
per questo parametro.
Cdlibratore 28 232: Zégg gg E. Tempo trascorso tra ’aggiunta dell’ultimo calibratore e il campione
45 ngml 5467 340 Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio s mantiene accurato anche
195 ngml 26254 16,31 quando un campione viene aggiunto nelle provette sens bilizzate 30 minuti dopo
46,0 ng/ml 60957 37,86 I’aggiunta del calibratore.
69,0 ng/ml 86764 53,89
TEMPO TRASCORSO
XI11. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO Campione o 1 2 3o
PR X 34 33 33 34
A. Sensibilita Y 838 91 838 8,7
Venti replicati dello standard zero sono stati dosati inseme agli altri z 20,5 20,8 20,4 20,8
standard.
Lasenshilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con
cpm pari alamedia piti 2 deviazioni standard di 20 replicati dello standard E. Effetto hook

zero, érisultata essere 0,22 ng/m. Un campione ha cui & stata aggiunta OST fino a 1000 ng/ml ha cpm

superiori a quello dello standard pit concentrato.
B. Specificita

Questo metodo rivelal'osteocal cina umana intatta. | frammenti'N-terminale
e C-terminale, rilevati ai loro massimi livelli in campioni‘normali e XIV. LIMITAZIONI
patologici, sono stati aggiunti aun calibratore a bassa e ad elevata
concentrazione. Nessuna crossredttivita e stata osservataa queste

A0 - Campioni di pazienti che abbiano assunto preparazioni a base di anticorpi
concentrazioni.

monoclonali murini a scopo diagnostico o terapeutico potrebbero

contenere anticorpi umani antimurini (HAMA). Tali campioni, quando

testati con metodiche basate sull’impiego di anticorpi monoclonali

OST CAL 1 OST CAL 2 murini, potrebbero produrre val ori falsamente elevati o ridotti.

- Nell’ esecuzione di tecniche di immunodosaggio in vitro, la presenza in
campioni di sero umano di anticorpi eterofili che possono reagire con
immunoglobuline reattive puo dar luogo ad interferenze.

Pazienti s stematicamente esposti a contatto con animali o con prodotti
derivanti da siero animale possono essere oggetto di tale tipo di

Ormone aggiunto ng/ml ng/ml

- 20 100

Frammento N-terminde 1-

18 18,5 125 interferenza, con conseguente riscontro di risultati anomali in caso di
a28 mM ! . X - X .
presenza di anticorpi eterofili. Si raccomanda pertanto di valutare
Frammento C-terminde a attentamente i risultati relativi ai pazienti con sospetta presenza di tale
55mM 19.2 9 tipo di anticorpo.

Qualorai risultati non fossero in linea con e altre osservazioni cliniche s
rendera necessaria la raccolta di ulteriori informazioni prima dela

C. Precisione formulazione di una diagnosi.
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
. . XV. CONTROLLODI QUALITA’ INTERNO
Siero N <X>=+SD Ccv Siero N <X>=+SD Ccv
I % I % o . . . )
(ng/mb) ) (ng/mi) %) - Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
A 10 | 200+006 20 A 10 003+ 0,54 59 aII_ interno dg I|m|_t| riportati a_JII etlchett_a dei flaconi, non € opportuno
B 10 | 860+008 10 B 10 201+ 04 42 u_tlllz_zgrel_ risultati ottenuti per i campioni, a meno che non s trovi una
c 10 | 200+0.2 1.0 B giustificazione soddisfacente.
- Ogni laboratorio puo preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
SD : Deviazione Standard; CV: Coefficente di Variazione controllo, da conservare congelato in aliquote.

- | criteri di accettazione per la differenzatrai risultati doppi dei campioni
devono riflettere laBuona prass di laboratorio



XVI.INTERVALLI DI RIFERIMENTO

Questi valori vengono dati solo come guida; ogni laboratorio deve stabilire i
propri intervalli normali di valori.

| soggetti sani hanno ottenuto valori compresi tra 5 e 25 ng/ml (2,5-97,5
percentili).

Patologia n. di X+SD
Soggetti ng/ml
Soggetti sani 61 13,7+55
donne in premenopausa 19 106+3,1
donne in postmenopausa 25 15,6 £5,9
pazienti con ipercal cemia tumore-indotta 29 13,0+ 12,0
pazienti con iperparatiroidismo 14 31,6+14,7
pazienti con ipoparatiroidismo 18 51+32

XVII. PRECAUZIONI PER L'USO

Sicurezza

I1 kit € solo per uso diagnostico in vitro.

Il kit contiene *°| (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) ey (35.5 keV)
ionizzanti.

L'acquisto, a detenzione, I'utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale. In nessun caso il prodotto pud essere
somministrato ad esseri umani 0 animali.

Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando s manipola materiale
radioattivo. L e sostanze radioattive devono essere conservate in propri contenitori
in appositi locali che devono essere interdetti alle persone non autorizzate. Deve
essere tenuto un registro di carico e scarico del material e radioattivo. Il materiale
di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all’uso di isotopi specifici per
evitare cross-contaminazioni.

In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare riferimento
ale norme locali di radioprotezione. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti
secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per I'uso di sostanze radi oattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
| regttivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o0 da FDA e s sono rivelati negativi per HBs
Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di
offrire la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare
epatiti, AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi oi campioni
di siero o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

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

Evitare ogni contatto dell’epidermide con i resttivi contenenti sodio azide come
conservante. La sodio azide puo reagire con piombo rame o ottone presenti nelle
tubature di scarico per formare metallo-azidi esplosiver"Smaltire questi resttivi
facendo scorrere abbondante acqua negli scarichi.

Nei luoghi dove s usano sostanze radioattive non-€ consentito consumare cibi o
bevande, fumare o usare cosmetici. Non pipettarei.reattivi con pipette a bocca.
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XIX. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Attivita totale Calibratore Campioni
Controlli
m m m
Cdibratore (0t05) - 50 R
Campioni,.controlli - - 50
Marcato 50 50 50
I ncubazione 2 ore atemperatura ambiente in agitazione (400 rpm).
Separazione - Aspirare
Soluzione di lavoro - 2ml
tampone di lavaggio
Separazione - Aspirare
Soluzione di lavoro - 2ml
tampone di lavaggio
Separazione - Aspirare
Conteggio Contare le provette per 1 minuto

Numero di cataogo di DI Asource : P.l. numero: Revisione numero :
KIP1381 1700521/t 110218/1

Datadi revisione : 2011-02-18
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Awpacte 0L0KANPO TO TPOTOKOALO TPV A6 TN YP1iON.

hOST -IRMA

XPHXH I'lA THN OIIOIA ITIPOOPIZETAI

Kit 0vocopadiopeTpikol mposdiopiGod yio Ty in Vitro mocotikn pétpnon mgeavlpomvng dfukmg
ooteokalaivrg (OST) otov 0pd kat 1o TAGGA.

A

H oocteokarsivn f.pwtciv Gla tov ootdv (B.G.P) givor 1 kbpro. pn kolayovohyog mpoTeiv) Tng HECOKLTTAPLOG
ovaiog Tov ooTov.. Exel popraxd Bapog 5800 Da kot mepiéyet 49 apuvoléa, copnepthafavopévmv 3 DToAEIUUdTOY ¥
kapPo&vroyrlovtopikod o&éog. H ovvBeon tng ooteokAiacivig yivetor 610 06td and tovg ooteoPfrdotes. Metd tnv
TOPOYOYN TNG, EVOOUATOVETOL €V UEPEL GTN LECOKVLTTAPLOL OVLGIC TOL 0GTOL Kol 1 vmolourn Ppioketor otV
H axppng puororoywkn Aettovpyio g ootekaioivng elvar akoun acoens. Meydhog
aplOpog HeAETOV delyvouV OTL To. KUKAOPOPOHVTO EMIMESA TNG OGTEOKAAGIVIG OVTAVOKAOVV TO pLOUO aVATTTUENG TV

KukKAogopia. Tov aipartoc.

T'ENIKEY [TNHPO®OPIEX
Epnopuci ovopacia: Kt hOST-IRMA tn¢ DIAsource
ApOpog katardyov:  KIP138l: 96 efetdoeig

Koataokevaleton amé tTnv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

Mo teyviki fo10gia 1| AN poP opics oYETIKG pe TOPAYYEMES EMKOIVOVI|OTE GTA:
Tnh.: +32:(0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.90

KAINIKO YIIOBAOPO

Bioloyixés opdaoeis

00TAOV.
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Kiwirij epapuoyij
O TPoGOOPIGHOG TOV EMTESWDV TNG OGTEOKOAGIVIG 6TO it £lvat TOADTIHOG Yo
Tov evtomio o YOVOIK®Y TOL avTILET®TICOVY TOV KivOLuVo Vo avamTEOVY 06TEOTOPMON

Tnv mopakorovdnorn tov PETABOAIGHOD TV 0GTAOV KATA TN SIUPKEWN TNG TEPLEUUVOTOVGIOKNIG KOl TNG

UETEUUIVOTOVGLOKNG TEPLOSOV

Tnv mopakorovdnomn Tov peTafoAoUOD TV 00TMV KOTA TN StbpKew Bepaneiog OpHOVIKNG VTOKATAGTAGNG

Kot OepomEing TPOEUUIVOTAVC UKDV YOVOUKOV pHe oyoviotés LH-RH

Tnv mopoakorovBnon tov petofoiiopod OV 00TOV o€ 00Beveilc pe avemdpkelo avENTIKAG OpHOVNG,

VOBV PEOEOIG O, VTTEPOVPEOEIBIGHO, XPOVIO. VEPPIKT] OVETTAPKELXL.



IV.  BAXZIKEX APXEX THX MEGOA0Y

H e&étoon hOST-IRMA ¢ DIAsource givar évag avocopadiopetpikds
TPpoodlopopds mov Pociletar o€ SuyOPIoHd EMOTPOUEVOV coAnvapiov. Tao
Mabsl, T aviichpote cUAANYNG, TPOSKOAMOVTOL 6TV KAT® KOl ECOTEPIKN
eMEAveELn. TOV TANOTIKOL coAnvapiov. Ot Babupovountéc M ta deiypoto woOv
mpootifevtol oto cOANVApLe gpgaviCovy kot apynv YornAn cvyyévelo mpog o
Mabsl. IIposOfikn Mab2, Tov avTic®RATOG GNUATOSOTNONG TOV EIVOL GCHUACUEVO
pe 21, Ba olokAnpdost o choTnue Kot Ba TUPOSOTHGEL TNV CVOGOAOYIKY
avtidpaon.  Metd v mAOON, N VIOAEWOMEVN POSIEVEPYEWN, TOL  Eival
SEGLEVUEV GTO COANVAPLO, OVTAVOKAX TN GLYKEVTP®OT TOV ovTlyovov. H ypron
apkeTdv drakprr@v Mabs gumodilel mv vrepedikotta, katt TOL givor cHvndeg
oe IRMA dbo onueiov.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvridpoosTiipra K 96 Xpopatikod AvacveTaon
egeTdosmv S
K®O3KOG
ZOMVEPL0 EMCTPOUEVD. 2x 48 Kopé "Etowpo yio xprion
]] ue Avti-OST
(novokrovikda
avTIoMuUaTe)
1 prakido KOKKLVO "Etowpo yia xpnon
Ab 1 55ml
440 kBq
IXNHOETHEX: Avti-OST
(HovoKA®VIKG OVTIGOLOTO)
ONHACUEVE [LE uslmﬁivn oE
puBpotikd didiopo TRIS pe
Boeta oporevkmpartivn, alido
(<0,1%), EDTA, avactoleig
TPOTEACTG KO [0l adPavig
KOKKIVI {POCTIKN
1 prakido Kitptvo MpocOiote 1,0 ml
CAL n Avo@iromomp ATEGTOYUEVOD VEPOD
£vo
Mndevikog Babdpovopntg o
avOpdrvo 0pd xopic
ooteokalaivn pe Bevioudivn kat
AVOGTOAELG TPMTEAONG
5 puoridio Kitptvo IpocOiote 0,5 ml
Avopthomomp AMEGTAYUEVOL VEPOD
BafBpovopunmg N = 1 émg 5 &vo
(deite T1g oxpiPeis TG TAVED OTIG
£TIKETEG TOV PLoMdimv) oe
avOpdTLVo 0po ywpig
ooteokalaivn pe Bevioudivn kot
OVOGTOAELG TPMTEAONG
| WASH | SOLN |CONC | 1 (?-gxh&o KOOE Apalworg 70x He
ml ATECTAYUEVO VEPD
Addopa Thoong (Tris-HCI) (xpnmpmrrow']cts
HayVNTIKO
avodevThpa).
2 poridio aonui MpocOiote 0,5 ml
CONTROL N ' .
-- Avopromomp ATECTOYUEVOD VEPOD
YAd edéyyov lkat 2 o€ &vo
avOpdrvo 0po pe Bupoan,
BevCopdivn kot avactoleig
TPOTEACTG
Inpsioon: 1. Xpnowonoteite to undevikd Pabpovounty ywe opoutdoeg

SElyHATOV.
2. HooteokoAcivnylatnvapoetopaciotovpadpovountoveivoioy
AOVVIVUCHEVNGTPOELEVOTG.
VI.  ANAAQXIMA I10Y AEN IIAPEXONTAI

Ta akdAovBo VAKE arwartovvTon aAAG dev TapEyovToL 6To KIT:

1. Ameotaypévo vepod
2. Trasylol® ota 10000 IU/ml
3. IMiréteg yio Stavoun: 50 pl, 500 pl kar 1 ml (cuvietdrat n xpfion mmeTdv

axpipeiog pe avardoipo Thactikd poyym)

Avapeikmg otpofiiiopod

MoyvnTikog avadenTnpog

Yvokevn avadsvong coinvopiov (400rpm)

YUGKEVT PLYOKEVTIPLONG e CVOTNHA YOENG

Avtéporn ovpryye tov 5 ml (torov Cornwall) yio Thvon
ZooTnuo avoppoenong (TpoaipeTikd)

© N A

10.

VII.

VIII.

Mmnopei va ypnoworomdei omolocdnmote amaplOunTtc oKTivov Y pe
duvardtnra pétpnong tov 2l (eAdyiom amddoon 70%).

ITAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BoOpovountéc: Ilpaypatomomote ™V  avacDOTOoT TOL  UNSEVIKOD
BaOpovounth pe 1 ml ameotaypévou vepod kot tov Badpovountdov 1-5 pe
0,5ml.

YMkG €Aéyyov: Avacvothote Ta VAIKG eAéyyov e 0,5 ml amectayuévon
vEPOUL.

Awdopa whdong spyosiog: Ilpostodote emapkn Oyko StaAdpotog
mAvoNG epyaciog pe Tpoodnkn 69 dykav ameotaypévov vepov og 1 dyko
Sravportog mAdong (70X). Xpnowomotote HoyvnTikod avadentipa yio v
opoyevonoinon. Amoppiyte T0 U1 YPNOOTOMUEVO SLGAVHE TAVONG
£PYOOL0G 0TO TENOG TNG NUEPAC.

DPYAAEH KAI HMEPOMHNIA AHEHX TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ilpwv ond 10 Gvorypo 1 v avacotoot, OO TO GUOTOTIKG TOV KIT
mapopévouy otabepd g v nuepounvie ARENG, N omoia avaypaeeTat
OTNV ETIKETA TOV QLALdion, €pOcoV dwatnpodvial og Beppokpacio 2 £mg
8°C.

Metd v avacvotaot, ot fadpovountés kot to VAKE gAéyyxov givon mold
aotofn, YPNOWOTONOTE TO OUECES HETE TNV AVAGVGTOON. Ta
peyoAvtepeg  meptddovg  @VAoENG. Oa  mpémer va  dmpiovpynbodv
KkAaopata/ddoelg pag xpnong ko va dtotnpndodv oe Beppokpacio —20°
C. H xoatdyvén Oo mpénel veryivetol apéomg HeTd T ypnom, yo v
Kotoyoén un mepluéveteva dlaveundodv pe mméta Oho to delypato.
AmopehyeTe TOVG ETAKOAQVOOVG KHKAOVG KATAWLENG-ATOWYVENG.

Dpéoko, TOPUoKELAGHEVO OldAvpe TADoNG epyaciog Oa mpémer vo
xpnoworoteitony idio nuépa.

Metd mv mpodt™ YxpfHon tov, o yvnbémg napapével otabepds mg v
nuepounvios, AENG, €pdcov donpeitor 6To apyKd, EPUNTIKA KAEGTO
QuoAidlooe Beppokpacio 2 £og 8° C.

Toydy pnetaforés TG QLOIKNG EREAVIONS TV AVTIOPOCTNPIOV TOL KIT
gvdéxeTOL VoL vITodNAd@Vovy aotdfeta 1| oAloimon.

2YAAOT'H KAI IIPOETOIMAZIA AEITMAT2N

O opdg N 10 mAGopo pe EDTA ko mmapivn mapéyovv mapopolo
OmOTELEGUOTOL.

SVAAEETE TO aipar e QAEBOTAPAKEVTNGT, TPOGEXOVTUG MOTE VOL ATOPVYETE
mv oporvon. Ta deiypota Tpémel vo QLUAGGCOVTOL GE ToyOLOVTPO.
Awywpiote 10 TAGopo 1 Tov 0pd 0md TO KOTTOPO €VIOG 3 MPOV.
Yuviotdtor 1 XPHON OLOKEVNG (QUYOKEVIPIONG HE ovotnue  WoENG.
IpocBéote 100 pl Trasylo® (10000 IU/ml) oto mhdopo 1 otov opd
apéonc petd t euyokévrpion (Yo va AdBete 1000 IU Trasylol® ava mi
deiyportog).

Me avtiv v ene&epyoocio ta deiypato mapapévovy otabepd yio 3 nuépeg
otovg 2-8° C. T peyodvtepo ypovikd d1dotnpo, to delypoto mpémet vo.
kotayvyoviat (- 20° C), oot660 pnopeite vo amoyivéete ta deiypata povo
plo @opd! T emavelknuuévn e&étaom, koatoyvEte oo delypota of
KAdopota Ko amoppiyte kaOe deiypo petd Ty Tpd™ amdyvén.

Mn ypnowonoleite mAGOUA KUTPIKGOV, JSeiypota mov €YOvV VTOOTEL
apolvon N AMmankd deiypora.

ATAAIKAXIA

INUEIDCELS CYETIKA PUE TO YEPLGUO

Mn ¥pNOYOTOLEITE TO KIT 1| TO GLOTOTIKG UETA TNV Muepounvio ANéng.
Mnv ovaperyviete VAKG oo SlapopeTikéc moptideg kit. Dépete OAa TO
avtdpaotipla o€ Oeppokpacio dwpotiov Tpwv amnd ) xphon.

Avapei&te kohd Oho To avTdpaoTpe Kot T Ogiypoto pe  omokn
avokiviion 1 avadevon. Xpnotponoteite éva kaboupd avardoipno poyyog
TRETOG Yoo TV TPooOnKn ke SapopeTikoy  avTIdpacTNpiov Kot
S&lyLaTOG TPOKEEVOL VO, ATOPVYETE TNV EMUOAVVOT).

H oaxpifeio Pertidoveron pe ypion mwmetdv vyning oxpifelog M
QVTOUATOTOMUEVOL e€omMopol dtavoung pe mutéteg.  Trmpeite Tovg
XPOVOVG ETOACTG.

Ipoetopdote pio kopmdAn Pabuovounong y kabe avalvon kot pn
XPNoyLomoteite dedopéva amnd mTponyodueves avardoes.

Awdikaoio

ENUAVETE TO ETIOTPOUEVO, COANVAPLY €1 dITAOVVY Yo kGOe Babpovount,
deilypa, VAKO eAéyyxov. T'a TOV TPOGIOPIGIO TV GUVOMK®OV HETPHOEMV,
ONUAVETE 2 PUOLOAOYIKA COANVAPLOL.

YtpoPihiote yuwr Alyo Pabupovountég, deiypoto kot LAKE €AEyyov Ko
Saveipete 50 pl amd £xacTo o€ AvTicTO A COANVAPLA.



3. Awveipete 50 i ywn@ém  avti-OST-| o kdbe  coAvapro,

cupnspl)»azuﬁdvovmg TOL U1 EMOTPOUEVO, COANVAPLYL Y10 TIG LLETPOELS TOV
yvnoém 125) ("total").

4., Avakwviote amold pe 1o xépt T Pdon otpENG TOV GOANVAPIOVY Yo Vo
ameAeVOEPDOETE TVYOV TAYIOEVUEVEG PUOAADEG aéPQL.

5. Enwdote eni 120 lemtd oe Oeppokpacio dopatiov og avadevtipo
coAnvapiov otig 400 rpm.

6. Avoppopficte (| petayyiote) to mepieyduevo kébe cwinvapiov (ue

e€aipeon ekeiva mov apopody Tig cuVorikég petproels). Befarwbeite 611
T0 TAOOTIKO pOYYOc TOL avappoenty o¢Bdver otov muBuéva Tov
EMOTPOUEVOL COANVAPIO TPOKEEVOL Vo apatpedei OAn 1 mocdTnTA TOVL
VYpPOL.

7. [MAovete 1o colnvapio pe 2 ml tedvpatog Tidong epyosiag (ue e&aipeon
€KEIVOL TOV BPOPOTY TIG PETPTITELS Tov tyvndét 2 ["total"]). Amogiyete
TO GYNUATIONO aPPOV KATA TN SLAPKELN TG TPOSHAKNG TOV SLOAVUATOG

TAOONG EPYUCTOG.

8. Avoppopficte (| petayyiote) to mepieyduevo kdbe cwinvapiov (ue
eEaipeoT eKeiva IOV APOPOTY TIC HETPHOELS TOL tyvnoétn 2| ["total"]).

9. [MAbvete Ta coAnvapia kot wéht pe 2 ml Stoddpatog Thvong epyaciog (ue

e€aipeon ekeiva mov a@opovv TIg peTpioslg Tov yvndém [“total"]) kot
avappo@riote (1 petayyiote).

10.  Metd v tehevtaio TAvoT, aeNoTE T0. COANVAPLH o€ OpOia BEon Yo dV0
AETTA KO avVappOPOTE TO VILOAOLTO VY PO.

11.  YmoPdiiete oe pétpnon ta coinvapio og arxaplBunt axtivov y yio 60
devtepdrenta.

Xl.  YHHOAOTIZMOZX TQN AIIOTEAEZXMATQN

1. Ynohoyiote T péon TN TOV SITADV TPOGIOPIGLDV.

2. e NUAOYapOpkd M YPOUIIKO XopTi YPOENUATOV, TOPUCTHOTE YPUPIKG,
115 C.p.m. (kpovoelg avd Aemtd) (tetayuévn) yia kabe Babuovounth évavtt
mg avtiotoyng ovykévipoong g OST (tetunuévn) kat oxedidote pio
KapmoAn Badpovounong péow twv onueiov tov Badpovounty, aroppiyte
TIG ELLPOVEIG U1 OTOOEKTES TIUEG.

3. AwBdote ™ ocvykévipmon Yoo kGbe vAMKO edéyyov kou deiypa pe
TapeUPOAn 6TV KA Pabuovounong.

4. Avayoyn dedopévov pe ™ Ponbewr miektpovikov vroloyioty Oo
amAOTOMoEL OVTOVG TOVG VIOAOYIGHOVG. Edv ypnoponoteitar avtdpotm
enefepyocio.  amotEAEoUATOV, GUVICTATOL  TPOCUPUOYT,  KOUTOANG
AOYLOTIKNG GLUVAPTNONG 4 TOPUUETPDV.

5. Av mpoctebei oo Seiypata Trasylol® (100 ul/ml), ot tipég tov derypdrov
nwpénel vo, tolomhactootody eni 1,1

XII.  TYINIKA AEAOMENA

Ta akérovBa dedopévo mpoopiloviar pnovo g emenynon Kol OgV TPEMEL Vo
APNOOTOLOVVTOL TOTE avTi TNG KAUTOANG Bafpovounong Tpayatikod xpovov.

OST CAL 1 OST CAL 2
IIpooteBeica oppuévy ng/ml ng/ml
- 20 100
Khéopa 1-18 dxpov N oto
28 MM 185 125
Khéopa dkpov Cota 55 192 o7
mM '
T. Axpipara
I'TA TON IAIO ITPOZAIOPIZEMO METAEY AIA®OPETIKQN
[TPOZAIOPIEMQN

Opéc | Emava | <X>=+T.A. Z.A. Opéc | Emava | <X>=+T.A. Z.A.
Anym (ng/ml) (%) Anym (ng/ml) (%)

10 2,99+ 0,06 20 A 10
10 8,60+ 0,08 10 B 10
10 20,0+ 0,2 10

9,03+ 0,54 59
201+04 42

Ow>

T.A.: Tomwr| omokAon, Z.A.: Zovieheotg SKOHOVONG
A. OpBoTTO

EZETAXH ANAKTHXHX

Mpootedeica OST AvaxtnOsica OST Avaxtnon
(ng/ml) (ng/ml) (%)
75 7,6 101
15,0 14,6 97
30,0 329 109
60,0 733 122
EZEETAXH APAIQXHZE
Agiypa Apaioon OempNTIKN MetpnOsica
GUYKEVTP O] GUYKEVTP O]
(ng/ml) (ng/ml)
A 1 - 60,5
172 30,3 29,0
14 151 12,7
/8 7,6 6,7
/16 38 3,6
132 19 2,0

hOST-IRMA cpm B/T (%)
Zuvolki| péTpnon 160142 100
BoOpovountrg 0,0 ngml 197 0,12
18 ng/ml 2050 1,27
45 ngml 5467 3,40
19,5 ng/ml 26254 16,31
46,0 ng/ml 60957 37,86
69,0 ng/mi 86764 53,89

XIII. AIIOAOXH KAI IIEPIOPIZXMOI1

A. ‘Opro aviyvevong

Metpfifnkav eikoot pndevikoi Pobuovountés pali pe éva obvoro tov GAL®V
Babpovountav. To dplo aviyvevong, oplloHeEVO MG 1 POLVOUEVIKT GUYKEVTPOOT
300 TUTIK®OV OTOKAIGEOV TAV®D omd TIG HECEG LETPNOELG 68 UNOEVIKT déopevoT,
frav 0,22 ng/ml.

B. Ewwémra

Avt 1 néBodog aviyvedel v adikm avOpdmivn ooteokarsivy. Ze va xopuning
Kot o€ évav vyning tiung Pabuovount mpootébnkav kAdopoto dxpov N kot
KAdopota dkpov C, ota péytota eninedd Tovg mov Ppédnkav 6€ GUGLOAOYLKE Kot
oe maboloyikd Oeiypota.  ETIC OLYKEVIPMOOEG OUTEG Ogv  mapatnprdnke
100 TOVPOVUEVT AVTISpOON.

Ta deiypora apardOnkay pe undevikd Bodpovountr.

Ao 600 givar duvatd va yvopifovpe, dev vapyet S1eBVEG LAIKO avapopdg yio
TV TOPAUETPO QVTY.

E. Msoodwaotnua petagd tng Swavoung teievtaiov Padpovounti) Kot
dsiypotog

Onwg @oiveton 6N GUVEKELD, TO ATOTEAECIOTO TOV TPOGIIOPIGUOD TOPUUEVOVY

opfd axopa kot otav dwavépetar Eva detypa 30 Aemtd petd v mtpochHnikn Tev

Bobpovountdv oto ETGTPOUEVE GOATVAPLOL.

MEZOAIAXTHMA
Acgiypo ) 10 20 30'
X 34 33 33 34
Y 88 91 88 87
z 20,5 20,8 20,4 20,8

XT. ®awopevo aykictpov (hook)
Agiypa mov gppordotnke pe OST éwg 1000 ng/ml Siver vynidtepeg petproelg
a6 10 onueio Tov teEevTaiov Pabpovount.



XIV.  IHEPIOPIZMOI

- Agiypoto.  and  ocbeveic mov  €yovv  AdPEl  TOPOOKELAGHOTO
HOVOKAWVIKAV  OVTICOUATOV  TOVTIKOD ylo. oKOmovg didyveong 1
Oepanciog, evdeyopévmg va TEPLEXOLY avOpPOTIVO. OVTICOUOTO OVTi-
nmovtikov (HAMA). Ze avtd 1o deiypota pmopovv va mapatnpndovv
Yeudms aVENUEVEG | YEVOMDG UELWUEVES TILEG, OTAV EAEYYOVTOL UE KIT
TPOGIOPIGHOD TOV XPNGILOTOLOVY LOVOKAMVIKG 0VTICOHATO TOVTIKOD.

- Ta  &tepo@MKd  OvVTICOUATE GTOV  ovOpdOTIVO  0pd  pmopody  va
avTIOPEoOVY HE OVOGOCPULPIVEG TMOV AVIIOPOOTNPI®Y, TPOKOADVTAS
rmapepfoin o€ in Vitro avoconpocdiopiopong.

Acbeveic mov extifevton TokTikd oe (o M mpoidvta (ko 0opov
evOEXOUEVMG VO givan emppeneig og avthv TV TopepPorn. ITaboroyikég
TIHEG  pmopovv  va  mopatnpndodv  oe  TOPOVGi  ETEPOPIMKDV
avricopdtov. A&oloyeite pe mpoooyn To amoteAéopate acbevdv,
GTOVG OTOLOVG VILAPYEL VITOYIO AVTMV TMOV UVTICOUATOV.

Eav ta omoteléopata dev  eivar odupovo pe  GAAEG  KAMVIKEG
TAPOTNPNOELS, Oo xpelaoTel | ARYN TEPAUTEP® TANPOPOPLOV TPV AT
™ Béom g ddryvmong.

XV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

- Edv 1o omoteAéopata mov AopPavovtol Y10 o VAKO gléyyxov 1 ffkat to
VAKO edéyyxov 2 dg Ppiokovtar evtdg Tov mediov Tdv mov kabopiletan
oV eTikéta Tov Qaldiov, to omoteAéopato dev givar dvvatd vo
xpnoyoromBovv, ektdg av Exel dobel wavomomtikny e€qynon ywo v
ACVUP®VICL.

- Eav eivon embounto, kdbe epyootnplo umopei va dnpuiovpynost to Sk
Tov pefypota Setypdtov eAéyxov, To omoio TPEMEL Vo daTnpovvVTOL
KOTEYVYUEVE 68 KAAGHOTOL. MNV KoToy DY ETE-OTOYVYETE TEPLOGOTEPO AT
800 Qopéc.

- Ta kpreipro. amodoyns yio ™ dapopd peta&h TV SIMADOV ATOTEAECUATOV
tov dsiypdtov o mpémer va Pacifoviar oe opbég epyaocTnplokég
TPAKTIKEG.

XVI. AIAXTHMATA ANADPOPAX

O tipég avtég mapéyoviar pdvov wg 0dnyds. Kabe epyaoctipo Oa mpénetr va
KaB1EpOGEL TO S1KO TOV TESGIO PLUOLOLOYIKDV TIHDV.

lNoa vym Gropa enebnoav twég mov kvpaivovioy and 5 éwg 25 ng/ml
(sxatootnuodpla and 2,5 £og 97,5).

IMoBoroyia Ap1Opog X=T.A.
ATOUMV ng/ml

Yy dropa 61 13,7455
TIpogUUNVOTAVGIUKES YUVAIKES 19 10,6 £3,1
METEUUNVOTAVGIUKES YOVAIKEG 25 15,6 +5,9
Acbeveig pe vrepoaoPeotionpio 29 13,0+12,0
TPOKOAOVUEVT OO OYKO

Acbeveig pe vreprapabvpeostdiond 14 31,6+14,7
ofeveig pe vronapabvpeoeldiopnd 18 51+£32

XVII. IPODPYAAZEEIY KAI IPOEIAOITOIHXEIY

Acopdieia

Movo yia Stoyveotiky ypfion invitro.

To Kkt avtd mepigyet 10 2 | (Xpovog quilwnc: 60 nuépec), pa padievepyli ovoio
1 onoio eknépmet 1oviCovoa aktvoBoria X (28 keV) kot y (35.5 keV).

Avtd 10 podievepyd mpoidv ivar duvatd vo petapepbei ko va xpnotpomomdei
puovo amd e€ovorodomuéva drtopa. H ayopd, @vro&n, ypnon kot aviodloyn
padlevepydv TPOiOVI®MV VIOKEWVTOL oTn vopobesioc ™G xdpag TOL TEMKOD
xpnotn. e kapio mepintwon dev mpémet vo. xopnyeitat To TPoidv o avhpdTOVG
1 {doa.

Olog 0 yepopds TOL podievepyod VAIKOD Oo TPémel vo exTEAEiTOL OF
KaBOPIoUEVO X DPO, HOKPLEL 0O XDPOVG TAKTIKNG S1EAEVONG. XTO €PYACTNPLO
TpéMEL VL dloTnpeito MUEPOLOYIO Yo TV Tapodafr| Kot T @UAAEN padIEVEPYDV
VAkdv.  E€omMopdg kot yvdAwva okedn Tov gpyactnpiov, to omoin Oa
pmopovoav vo oAvvOoldv e padievepyég ovoieg, Ba mpémel va puAGcoovVTUL GF
EeywproTd XOPO Yo TNV TPOANYN ETUOAVVONG TV S10POP®V PASLOIGOTOTMV.
Touydv S1appoég padievepydv VYPOV TPETEL Vo, Kabapilovtat apéomc GOUPOVO. e
T1g drodikacies ao@drelag amd padievépysia. Ta padievepyd amdPANTo TpEmeL va
ATOPPIRTOVTOL GOUP®OVO LE TOVG TOTIKOVG KUVOVIGHLOVG Kot TIG KTevhuvTipLeg
odnyieg TOV apydv Tov £xovv dikalodocion 610 gpyocthplo. H mpnon tov
BooIKOV KavOV®V Ao QAAELNG 0O PASIEVEPYELD TAPEYEL ETOPKT TPOGTUGTOL.

Ta cvotatikd avBpdmvoy aiparog Tov TEPIAAUPAVOVTOL 6TO KIT QUTO £YOLV
eheyyOei pe pebodovg eykekpuéves oty Evponn ffkor and tov FDA kot éyet
Swamiotmbel 011 givan apvntikd ©g Tpog Vv mapovsio HBSAQ, avti-HCV, avti-

HIV-1 ko 2. Kopio yvoot) pébodog dev eivor dvvard va mapéyst mAnpn
Srac@dion 0Tt Tapdywya Tov avlpdrivov aipatog de Oo petaddoovy nratitida,
AIDS 1} dMeg Aopdéels. Emopévag, o yepiopds avidpoompiov, detypdtov
0po¥ N Thdopatog Oo Tpémet vo yivetar cOUPOVO UE TIG TOTIKEG dladiKaoies mepi
ACPOAELOG.

O\a ta Cod Tpoidvto Kot mapdywyo £xovv ovAieydei omd vy (oa. To Posia
GLOTATIKG TPOEPYOVTAL OTTd YDPeG OOV dev éxet avapepbei BSE. TTap' OA' avtd,
ovotatikd mov mepiEyovy Lwikég ovoieg Ba mpémer vo avtetonifovior g
SVVNTIKAOG LOAVGHOTIKG.

Amopehyete  omowadNmoTe  €mapn  TOL  JEPUOTOC  HE  AVTIOPOOTAPLO.
(xpnoomoteitor 0fidio Tov varpiov wg cvvmpntikd). To alido oto kit Awtd
EVOEXETOL VO AVTIOPACEL e LOAVPO Kat YOAKO TOV VIPAVAMKOV COANVAOCEDY KoL
Vo, oYNHaTiosl pe Tov Tpomo avtd aitepa ekpnkTikd alidio petdAiov. Kotd ™
dudpkeln Tov PAHOTOG TAVONG, EKTADVETE TNV amOYETEVON UE UEYEAN TocHTTO
VEPOL, Yo TNV TPOANYN TUY OV 6VoGOPEVONS AlIdiov.

Mnv konvilete, unv mivets, unv TpOTE KoL U1 XPNOLULOTOIEITE KAAAVVTIKG 6TO
xOpo epyaciac. Mmnv davépete pe TTETA YPNOYUOTOLOVTOG TO OTOHN GOG.
X PNOLOTOLEITE TTPOSTATEVTIKO POVYIGHO KOl aVOADCILA YEVTIO.
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XIX.  IHEPIAH¥YH TOY IIPQTOKOAAOY

XYNOAIKEXZ BAOGMONO AEITMA(TA)
METPHEEIZ MHTEZ Yaué ghéyyov
(ml) (ml) (ml)
BoOpovopntég (0-5) N 005 N
Agiypora, YAka
eré - - 0,05
YO0V
Lo 0,05 0,05 0,05
Endaon 120 henta o€ Oeppokpocio dopatiov pe avadevon oTig
400 rpm
Awyopiopdsg - Avoppoenon (1 petdyyion)
Addopa TAvong -
epyaciog 2,0
Awyopiopds - Avoppoenon (1 petdyyion)
Adhopa TAvong
epyaciog - 2,0
Awyopiopds - Avoppoenon (1 petdyyion)
Métpnon Métpnon colnvapiov eni 60 devteporenta
Ap. katoddyov DI Asource: ApOuog P.1.: Ap. avabedpnong:
KI1P1381 170052V/el 110218/1

nuepounvia avodedpnong : 2011-02-18




C€

Leia todo o protocolo antes de utilizar.

hOST-IRMA

UTILIZACAO PREVISTA

Kit para ensaio imuno-radiomérico para determinacdo quantitativa in vitro daosteocalcina intacta
(OST) humanano soro e no plasma.

INFORMAGCAO GERAL
Nome do proprietario : Kit DIAsource hOST-IRMA
N° de catalogo : KIP1381l: 96 testes

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

Para assisténcia técnica ou encomendas contacte:
Tel : +32 (0)1084 99 11 - Fax : +32 (0)10 84 99 90

FUNDAMENTAGCAO CLINICA

Actividades bioldgicas

A osteocalcina ou proteina GLA (B.G.P) é a principal proteina ndo-colagénea da matriz éssea. Possui
um peso molecular de 5800 Da e contém 49 aminoécidos, incluindo 3 residuos de &cido glutamico
carboxil gama. A osteocalcina é sintetizada no 0sso pelos osteoblastos. Apos a produgdo, €
parcialmente incorporada na matriz do 0sso, encontrando-se o restante na circulagdo sanguinea. A
funco fisiolgica exacta da osteocalcina mantém-se desconhecida. Um vasto nimero de estudos
demonstrou gque os niveis de circulagdo de osteocal cina reflectem a taxa de formagdo do 0sso.

B. Aplicaggo clinica

A determinag&o dos nivels sanguineos de osteocal cina € importante para:
A identificagdo de mulheres em risco de desenvol verem osteoporose
A monitorizagdo do metabolismo Gsseo durante a perimenopausa e a pésmenopausa
A monitorizagdo do metabolismo 6sseo durante a terapia de substituigdo hormonal e o tratamento
de mulheres em pré-menopausa com agonistas LH-RH.
A monitorizagdo do metabolismo 6sseo em pacientes com deficiéncia da hormona de crescimento,
hipotirdidismo, hipertiréidismo e insuficiéncia renal crénica.



IV. PRINCIPIOSDO METODO

O DIAsource hOST-Irma é um ensaio imunoradiométrico baseado na separacdo
em tubo revestido. Os Mabsl, capturadores de anticorpos (Ac), sfo ligados a
superficie interna inferior, do tubo de plastico. Os calibradores ou amostras
adi cionados aos tubos vao inicalmente, demonstrar baixa afinidade para o Mabsl.
A adigdo do Mab2, O Ac sinal , marcado com '®|, vai completar o sistema e
despoletar a reaccdo imunologica. Depois da lavagem, a actividade radioactiva
remanescente ligada ao tubo, reflecte a concentracdo de antigénio (Ag). A
utilizacdo de vérios Acs diferentes evita a hiperespecificidade, comum aos IRMA
de2locas.

V. REAGENTES FORNECIDOS

Reagentes Kit 96 testes | Codigo de Reconstitui¢iio
cor
Tubos revestidos com 2x48 castanho Pronto a utilizar
anti OST (Acs
monoclonais)
1 recipiente vermelho | Pronto a utilizar
55ml
Marcador: anti-OST marcado com 440 kBg
5] (Acs monoclonais) em tampao
TRIS com soro bovino adbumina,
azida(<0,1%), EDTA, inibidores da
protease e corante inerte
CAL n 1 recipiente amarelo Adicione 1 ml de
. liofilizado égua destilada
Cdlibrador Zero em soro humano
sem osteocd cina com benzamidina
einibidores de protease
CAL 5 recipientes amarelo Adicione 0,5 ml de
. liofilizados égua destilada
Cdibrador-N =1a5
(ver vaores exactos nos rétul os dos
recipiente) em soro humano sem
osteocal cina com benzamidinae
inibidores de protease
| WASH | SOLN | CONC | 1 recipiente castanho Dilua 70 x com
10ml 4gua destilada (use
Solucéo de lavagem (Tris-HCI um agitador
a0 agem ( ) magnéti o).
2 recipientes prateado Adicione 0,5ml de
liofilizados 4gua destilada
Controlos-N = 10u 2
Em soro humano com timol,
benzamidinae inibidores de
protease
Note:

1. UseoCalibrador Zero paradiluicOes da Amostra.
2. A origem da oseocalcina para a preparagdo dos
calibradores é recombinante.

VI. MATERIAL NAO FORNECIDO

O seguinte material é necessario, mas néo fornecido com o kit :

1. Agua destilada

2. Trasylol® a 100001 U/ml

3. Pipetas automaticas de: 50 ul, 500 ul e 1 ml (recomenda-se o uso de

pi petas adequadas com pontas descartaveis)

Seringa automatica de 5 ml (tipo Cornwall) para lavagem

Agitador de tubos (400 rpm)

Sistema de aspiracao (opcional)

Misturador vortex

Agitador magnético

Centrifugacao Refrigerada

0. Qualquer contador gama com capacidade para medir **°| pode ser utilizado
(alcance minimo 70%).

BOoo~No OM

VII.
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VIII.

N

o0k w

PREPARACAO DOS REAGENTES

Calibradores : Reconstitua o calibrador zero com 1,0 ml de 4gua destilada
outros calibradores com 0,5 ml de &gua destilada.

Controlos : Recongtitua os controlos com 0,5 ml de agua destilada.
Solu¢iio de Lavagem de Trabalho: Prepare um volume adequado de
Solugdo de Lavagem de Trabalho ao adicionar 69 volumes de &gua
destilada a 1 volume de solugdo de lavagem (70x). Use um agitador
magnético para homogeneizar. Rejeite a solucio de lavagem néo utilizada
no final do dia

CONSERVACAO E PRAZO DE VALIDADE DOSREAGENTES

Antes de serem abertos ou reconstituidos todos os componentes do kit sdo
estéveis até ao final do prazo de validade, indicado no rétulo, desde que
mantidos entre 2-8°C.

Apos recongtitui¢do, os calibradores e controlos sdo muito instéveis, peo
que deverdo ser usados i mediatamente apos a recongtitui¢do. Para periodos
de conservagdo maislonga, devem ser feitas aliquotas e mantidas a—20°C.
A congelacdo deverd ser imediatamente realizada apds a utilizagdo. N&o
espere para congelar até todas as amostras estarem pipetadas.

A Solugdo de Lavagem de Trabalho recentemente preparada deve ser
utilizada no mesmo dia.

Apbs a 12 utilizagdo, o marcador € estavel até ao final do prazo de
validade, desde que mantido no.recipiente original bem fechado, entre 2 a
8°C

As ateragBes na aparéncia fisica dos reagentes do kit podem indicar
instabilidade ou degradacao.

RECOLHA E PREPARAGCAO DASAMOSTRAS

Soro, plasma com EDTA ou plasma heparinisado déo resultados smilares.

Recolha'.o 'sangue por venipunctura, tomando cuidado para evitar a
hemdlise. As amostras devem ser mantidas num banho de gelo. Separe o
plasma ou o soro das células no prazo de 3 horas. Recomenda-se a
utilizacdo de centrifugacdo refrigerada. Adicione 100 pl de Trasylol®
(100001U/ml) ao plasma ou soro imediatamente apos a centrifugacdo (para
obter 1000 |U de Trasylol® por ml de amosira).

Com este tratamento, as amostras ficam estéveis durante 3 dias a 2-8°C.
Para um periodo mais alargado, as amostras devem ser congeladas (-
20°C). No entanto, as amosiras so podem ser descongeladas umavez! Para
repetir o teste, descongel e as amostras em aliquotas e €imine cada amostra
apbs a primeira descongel acéo.

N&o use plasma com citrato, amostras hemolizadas ou amostras lipémicas.

PROCEDIMENTO

Notas de manipulacio

N&o utilize o kit ou 0s seus componentes apés a expiragdo do prazo de
validade. Nao misture componentes de lotes diferentes. Antes de utilizar
todos os reagentes devem estar a temp. ambiente. Misture compl etamente
0s reagentes e as amostras com agitagdo ou rotacio suaves. Para evitar
contaminagBes cruzadas, use uma pipeta com ponta descartavel para a
adi¢do de cada reagente e amostra.

As pipetas de precisio elevada ou a pipetagem automética vao aumentar a
precisdo. Respeite os tempos de incubagdo. Prepare uma curva padrao para
cada andlise e ndo utilize dados de andlises anteriores.

Procedimento

Rotule os tubos revestidos em duplicado, para cada calibrador, amostra e
controlo. Para a determinagdo de contagens totais, marque 2 tubos
normais.

Misture por breves momentos, no misturador vortex calibradores,
controlos, amostras e dispense 50 pl de cada para os tubos respectivos.
Dispense 50 pul de marcador para cada tubo.

Agite manualmente o tabulero (rack) que contém os tubos.

Incube durante 2 h atemp. ambiente com agitacdo continua (400 rpm).
Aspire (ou decante) o conteldo de cada tubo (excepto as contagenstotais).
Certifique-se que a ponta de plastico do aspirador atinge o fundo do tubo
revestido, para remogéo de todo o liquido.

Lave os tubos com 2 ml de Solugéo de Lavagem de Trabalho (excepto as
contagenstotais). Evite a formacao de espuma durante a adicao de Solucao
de Lavagem de Traba ho

Aspire (ou decante) o contelido de cada tubo(excepto as contagens totais).



10.

11.

XI.

XII.

Lavare nuovamente tutte le provette, tranne quelle per I’ attivita totale, con
2 mL di soluzione di lavoro di tampone di lavaggio e aspirare (0
decantare).

Dopo il secondo lavaggio lasciare decantare le provette in posizione
verticale per due minuti circa e aspirare eventuali gocce di liquido residue.
Conte os tubos no contador gama durante 60 segundos.

CALCULO DOSRESULTADOS

Calcule a média das determinagfes em duplicado.

Em papel semilogaritmico ou de grafico linear desenhe o c.p.m.
(ordenadas para cada padrdo contra a concentracdo correspondente de
OST (abcissas) e desenhe uma curva padréo (de calibragéo) através dos
pontos padréo e rejeite os pontos marginais (outliers) ébvios.

Leia a concentragdo para cada controlo e amostra por interpolacdo na
curva de calibraggo.

A reducdo dos dados através de computador smplificara estes calculos.
Se o processamento dos resultados for automatico, é recomendado um
gjustamento de curvas de funcao logistica de 4 parametros.

Se for adicionado Trasylol® as amostras (100 ul/ml), os valores da
amostragem devem ser multiplicados por 1,1.

DADOS TiPICOS

Os dados seguintes servem apenas como exemplo e nunca devem ser utilizados
em vez da curva de calibraggo executada em tempo real.

D. Exactidio
TESTE DE RECUPERACAO
OST Adicionado OST Recuperado Recuperag¢io
(ng/ml) (ng/ml) (%)
75 7,6 101
15,0 14,6 97
30,0 32,9 109
60,0 733 122
TESTE DE DILUICAO
Amostra Diluicao Conc. teorico. Conc. medida
(ng/ml) (ng/ml)
A 71 - 60,5
12 30,3 29,0
V4 151 12,7
/8 7,6 6,7
116 38 3,6
132 19 2,0

hOST-IRMA cpm B/T (%)

160142 100

Contagem Tota

Cadibrador 00 ngml 197 0,12
1,9 ngml 2050 1,27
45 ngml 5467 340
195 ng/ml 26254 16,31
46,0 ngml 60957 37,86
69,0 ngml 86764 53,89

XIHI.

A.

DESEMPENHO E LIMITAGCOES

Limite da deteccio

Foram analisados 20 calibradores zero juntamente com outros
calibradores.

O limite de detecgdo, definido como a concentracdo aparente 2 dp acima
da média de contagem com O ligagBes foi de 0,22 ng/ml:

Especificidade

Este método detecta a osteocalcina humana intacta. Os fragmentos de
terminal-N e terminal-C, nos niveis maximos encontrados em amostras
normais e patol 6gicas, foram adicionadosa um calibrador de valor baixo a
elevado. N&o foi observada reactividade cruzada nestas concentracoes.

OST CAL 1 OST CAL 2
Hormona adicionada ng/ml ng/ml
- 20 100
Fragmento de termina-N 1-
18 a28 mM 185 125
Fragmento de termind-C a
55mM 19,2 97
C. Precisao
INTRA-ENSAIO INTER-ENSAIO
Soro N <X>+DP Ccv Soro N <X>+DP Ccv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 10 2,99+ 0,06 20 A 10 9,03+ 0,54 59
B 10 8,60+ 0,08 10 B 10 20,1+ 0,4 42
C 10 20,0+ 0,2 10

DP: Desvio Padréao; CV: Coeficiente de variagdo

Asamostras foram diluidas com Calibrador Zero.

N&o existe material de referéncia internacional para este parametro, que sga do
nosso conheci mento.

F. Atraso de tempo entre o ultimo calibrador e a dispensa da amostra
Conforme demonstrado a seguir, os resultados das andlises continuam
precisos, mesmo quando é dispensada uma amostra 30 minutos depois da
adi¢do do-calibrador aos tubos revestidos.

ATRASO DE TEMPO
Amostra 0 10' 20' 30'
X 34 33 33 34
Y 8.8 91 8.8 87
z 20,5 20,8 20,4 20,8

G. Efeito”Hook”

Uma amostra com OST até 1000 ng/ml apresenta contagens superiores do
que o Ultimo ponto de calibrac&o.

XIV. LIMITACOES

Amostras de pacientes que receberam preparacies de anticorpos
monoclonais de camundongos para diagndstico ou terapia podem conter
anti corpos humanos anti-camundongos (HAMA). Essas amostras podem
apresentar tanto valores falsamente eevados ou diminuidos quando
testado com kits de teste que utilizam anticorpos monoclonais de
camundongos.

Anticorpos heterofilicos no soro humano podem reagir com o reagente
de imunoglobulinas, interferindo com osimunoensaios.

Os pacientes rotineiramente expostos a animais ou produtos de soro
animal podem estar propensos a esse tipo de interferéncia e valores
andmalos podem ser observados no caso da presenca de anticorpos
heterofilicos. Avaliar cuidadosamente os resultados de pacientes com
suspeita de ter esses anticorpos.

Se os resultados ndo forem cons stentes com outras observagdes clinicas,
informag&o adicional deve ser exigida antes do diagnostico.



XV. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

- Se os resultados obtidos para o Controlo 1 €/ou 2 ndo se situarem dentro do
intervalo especificado no rétulo do recipiente, os resultados ndo podem ser
usados, sem que hagja uma explicagdo satisfatéria para a discrepancia
verificada.

- Se tal for desgéavel, cada laboratério pode fazer os seus pools de amostras
de controlo, que devem ser mantidas na forma de aliquotas congeladas.

- Os critérios de aceitagdo para a diferenga entre os resultados duplos das
amostras devem basear-se nas Boas Préticas Laboratoriais.

XVI. INTERVALOS DE REFERENCIA

Estes valores sdo dados apenas a titulo de referéncia. Cada laboratério devera
estabelecer 0 seu proprio intervalo normal de valores.

Valores obtidos em individuos saudével's, variando de 5 a 25 ng/ml (2,5 a 97,5
por cento).

Patologia N° de X+ SD
individuos ng/ml
Individuos saudaveis 61 137+55
Mulheres na pré-menopausa 19 106+ 3,1
Mulheres da pdsmenopausa 25 156+5,9
pacientes com hiperca cemiainduzida por tumor 29 13,0+ 12,0
pacientes com hiperparatiréi dismo 14 31,6+ 14,7
pacientes com hi poparatiréidismo 18 51+32

XVII. AVISOSE PRECAUCOES

Seguranca

Para utilizacdo em diagnostico in vitro.

Este kit contém | (meia-vida: 60 dias), emitindo radiacdes X (28 keV) ey (35.5
keV) ionizantes.

Este produto radioactivo pode ser transferido para e utilizado apenas por pessoas
autorizadas, a aquisicio, conservacdo, uso e troca de produtos radioactivos esta
sujeita a legidagdo nacional. Em caso algum ese produto podera ser
administrado a seres humanos ou a animais.

Toda a manipulaggo de material radioactivo deve ser executado em érea propria
longe de locais de passagem. Deve ser mantido no laboratério um livro de notas
(log book) para a recepcdo e conservagdo dos materiais radioactivos. O
equipamento de laboratério contaminado e as substancias perigosas devem  ser
eliminadas e separadas para evitar contaminacao por diferentesisotopos,
Quaisquer derrames de material radioactivo devem ser imediatamente limpos de
acordos com os procedimentos de radio-seguranca. O lixo radioactivo deve ser
descartado de acordo com a legislagdo local e com as directrizes vigentes. A
adesdo as regras bascas de seguranca com material radioactivo confere a
proteccao adequada.

O material de origem humana utilizado na preparacao-do reagente foi testado e
considerado ndo reactivo ao antigénio de superficie da Hepatite B (HBs Ag), aos
anticorpos do virus da Hepatite C (HCV). e aos anticorpos do virus da
Imunodeficiéncia humana (HIV-1 e HIV-2). Dado que nenhum método de ensaio
conhecido pode oferecer a segurancas.completa da auséncia de agentes
infecciosos, manusear os reagentes .e as amostras dos doentes como
potencial mente infecciosos.

Todos os produtos animais e derivados foram recolhidos a partir de animais
saudaveis Os componentes bovinos sdo oriundos de paises onde ndo foram
notificados casos de BSE. No entanto os componentes com substancias animais
devem ser tratados como potencial mente infecci 0sos.

A azida sodica pode reagir com as canalizagdes de chumbo ou cobre formando
azidas metdlicas altamente explosivas. Portanto, deixar fluir agua em abundancia
nos tubos durante a eliminacio deliquidos para prevenir a acumulagdo de azidas™.
Evitar contacto com a pele, olhos e mucosas (azida sddica como conservante)
N&o fume, beba, coma ou aplique cosméticos na area de trabalho. Nao pipete pea
boca. Use vestudrio de protecgdo e luvas descartaveis.
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XIX. «RESUMO DO PROTOCOLO
CONTAGENS CALIBRA- AMOSTRA(S)
TOTAIS DORES CONTROLOS
(ml) (ml) (ml)
Cdlibradores (0-5) - 0,05 -
Amostras, Control os - - 0,05
Marcador 0,05 0,05 0,05
Incubagéo 2 hatemp. ambiente com agitagio continua
(400 rpm)
Separagéo - Aspire (ou decante)
Solugéo de Lavagem de - 2,0
Trabaho
Separagdo - Aspire (ou decante)
Solugdo de Lavagem de - 2,0
Trabaho
Separagdo - aspire (ou decante)
Contagem Conte os tubos durante 60 seg
Ne de cata ogo DI Asource : N°deP.. : N° de revisto :
KIP1381 1700521/pt 110218/1

Datadarevisdo : 2011-02-18



P.I. Number : 1701000

Used symbols

Consult instructions for use

Storage temperature

Use by

Batch code

Catal ogue number

Control

In vitro diagnostic medica device

Manufacturer

Contains sufficient for <n> tests

FIIEI*

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

DL | cAL Cdlibrator diluent

REC | SOLN Reconstitution solution
Polyethyleneiglycol
Extraction solution

Elution solution

Bond Elut Silica cartridges

Pre-treatment solution

Neutraization solution

Tracer buffer

Microtiterplate

HRP Conjugate

HRP Conjugate

HRP Conjugate concentrate

HRP Conjugate concentrate

cons | BUF Conjugate buffer

CHROM CONC Chromogenic TMB concentrate

CHROM | T™MB Chromogenic TMB solution
Substrate buffer

stoP | soLN Stop solution

INC

Incubation serum

b,

BUI Buffer
Ab 3 AP Conjugate
suB | PNPP Substrate PNPP

BIOT CONC

i

Biotin conjugate concentrate

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentrate

Ass BUF

Assay buffer

BIOT

Biotin conjugate

i

Ab

Specific Antibody

SAV HRP CONC

Streptavidin HRP concentrate

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

Revision nr 070716
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Symboles utilisés

Bt Consulter lesinstructions d utilisation
/ﬂf Température de conservation
= Utiliser jusque
Numéro de lot
Référence de catalogue
Controle

=]

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Fabricant

i A=

Contenu suffisant pour <n> tests

Solution de lavage concentrée

ca | o Calibrateur zéro
cAL N Cadlibrateur #
CONTROL | N Controle #
Ag 1251 Traceur
Ab 1251 Traceur
Ag | 1251 | CONC Traceur concentré
Ab | 1251 | CONC Traceur concentré
lij Tubes
INC | BUF Tampon dincubation
ACETONITRILE Acétonitrile
SERUM Sérum
oL | sE Diluant du spécimen
piL | BUF Tampon dedilution
ANTISERUM Antisérum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbant
DL | cAL Diluant de calibrateur
ReC | soN Solution dereconstitution

Glycol Polyéthyléne

Solution d’extraction

ELU | SOLN Solution d’elution
GEL Cartouches Bond Elut Silica
PRE SOLN

Solution de pré-traitement

Solution de neutralisation

Tampon traceur

Microplaque detitration

Ab | “HRP HRP Conjugué

Ag | _HRP HRP Conjugué

Ab | HRP | CONC HRP Conjugué concentré

Ag | HRP | CONC HRP Conjugué concentré
cony | BUF Tampon conjugué
CHROM | TMB | CONC Chromogéne TMB concentré
CHROM | TMB Solution chromogéne TMB
suB | BUF Tampon substrat

SToP | SOLN Solution d'arrét

Nc | =R Sérum dincubation

BUF Tampon
Ab AP AP Conjugué
suB | PNPP Tampon PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotine conjugué concentré

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentré

Tampon de test

Biotine conjugué

Anticorps spécifique

Concentré streptavidine HRP

NS8 Liant non spécifique
2nd Ab Second anticorps
| ACID | BUF |

Tampon d'acidification

Revision nr 070716
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Gebrauchte Symbolen

[HE] Gebrauchsanweisung beachten
/ﬂf Lagern bel

- Verwendbar bis

Chargenbezei chnung
Bestellnummer
Kontrolle

VD In Vitro Diagnostikum

M Hersteller

VA Ausreichend fir <n> Ansétze

Waschl6sung-Konzentrat

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

Ag 1251 Tracer

Ab 1251 Tracer

Ag 1251 CONC

Tracer Konzentrat

Ab 1251 CONC

Tracer Konzentrat

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

ELU | SOLN Eluierungsl6sung
GEL Bond Elut Silikakartuschen
PRE SOLN

Vorbehandlungsl 6sung

Neutralisierungsl dsung

Tracer-Puffer

Mikrotiterplatte

HRP Konjugat

HRP Konjugat

HRP Konjugat Konzentrat

HRP Konjugat Konzentrat

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

suB | BUF Substratpuffer

stoP | soLN Stoppl &sung

INC | sER Inkubationsserum

BUF Puffer
Ab AP AP Konjugat
suB | PnPP Substrat PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotin-Konjugat-Konzentrat

AVID HRP | CONC

Avidin-HRP-Konzentrat

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

HRP Streptavidinkonzentrat

Unspezifische Bindung

Sekundérer Antikdrper

Ansauerungspuffer
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Gebruikte symbolen

Raadpl eeg de gebruiksaanwijzing

Bewaartemperatuur

Houdbaar tot

Lotnummer

Catal ogusnummer

Controle

Medisch hulpmiddel voor in-vitro diagnostiek

Fabrikant

QEEEEEN%@
[e]
r

Inhoud voldoende voor <n> testen

WASH | SOLN | CONC

Wasoplossing, geconcentreerd

cAL 0 Nulkalibrator
CcAL N Kalibrator #
CONTROL | N Controle #
Ag 1251 Tracer
Ab 1251 Tracer
Ag | 1251 | conc Tracer geconcentreerd
Ab | 1251 | conc Tracer geconcentreerd
lij Buisies
INc | BUF Incubatiebuffer
ACETONITRILE Acetonitrile
SERUM Serum
oL | see Specimen diluent
oL | BUF Verdunningsbuffer
ANTISERUM Antiserum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent
biL | ca Kalibratorverdunner
REC | SOLN Reconstitutieoplossing
PEG Polyethyleen glycol
EXTR | SOLN Extractieoplossing
ELU | soN Elutieoplossing
GEL Bond Elut Silica kolom
PRE | SOLN Pre-behandelingsoplossing
NEUTR | SOLN Neutralisatieoplossing
TRACEUR | BUF Tracerbuffer
Microtiterplaat
Ab | “HRP HRP Conjugaat
Ag | Hre HRP Conjugaat

HRP Conjugaat geconcentreerd

HRP Conjugaat geconcentreerd

Conjugaat buffer

CHROM ™B CONC

Chromogene TMB geconcentreerd

CHROM | T™B Chromogene Oplossing TMB
s | BUF Substraatbuffer
stop | soLN Stopoplossing
INC | ser Incubatieserum
BUF Buffer
Ab AP AP Conjugaat
suB | PneP Substraat PNPP

Geconcentreerd Biotine conjugaat

Geconcentreerd Avidine-HRP conjugaat

Assay buffer

Biotine conjugaat

Specifiek antilichaam

Streptavidine-HRP concentraat

NSB Aspecifieke binding
2ndAb 2de antilichaam
| ACID | BUF | Verzuringsbuffer
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Simbolos utilisados

Consultar las instrucciones de uso

Limitacion de temperatura

Fecha de caducidad

Codigo delote

NUmero de catél ogo

Control

Producto sanitario para diagndstico in vitro

Fabricante

<]EEEEEM =
ol |Z =

]

r

Contenido suficiente para<n> ensayos

WASH | SOLN | CONC

Solucion de lavado concentrada

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

INC | BUF Tampon de incubacion
ACETONITRILE Acetonitrilo

SERUM Suero

DIL SPE Diluyente de Muestra

DIL BUF Tamp6n de dilucion

ANTISERUM Antisuero

IMMUNOADSORBENT Inmunoadsorbente

DIL CcAL Diluyente de calibrador

REC | SOLN Solucion de Reconstitucion

Glicol Polietileno

Solucién de extraccion

ELU | soN Solucién de elucion

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

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

HRP Conjugado concentrada

HRP Conjugado concentrada

Tamp6n de Conjugado

CHROM ™B CONC

Crombgena TMB concentrada

CHROM | T™MB

Solucion Cromégena TMB

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

Concentrado de conjugado de biotina

Concentrado avidinaHRP

Tampoén de ensayo

Conjugado de biotina

Anticuerpo especifico

Estreptavidina-HRP Concentrado

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

Consultare leistruzioni per I'uso

Limitazioni di temperatura

Utilizzare entro

Numero di lotto

Numero di catalogo

Controllo

Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Fabbricante

IR
Q
r

Contenuto sufficiente per <n> saggi

WASH [ SOLN | cone Tampone di lavaggio concentrato
CAL 0 Calibratore zero
CcAL N Standard #
CONTROL | N Controllo #
Ag 1251 Marcato
Ab 1251 Marcato
Ag 1251 CONC Marcato concentrato
Ab 1251 | CONC Marcato concentrato
lij Provette
INC | BUF Tampone incubazione
ACETONITRILE Acetonitrile
SERUM Siero
oL | se Diluente campione
DIL BUF Tampone diluizione
ANTISERUM Antisiero
IMMUNOADSORBENT Immunoassorbente

Diluente cdibratore

Soluzionedi ricostituzione

Polietilenglicole

Soluzione di estrazione

Soluzione di eluizione

Cartucce di silice bond elut

Soluzionedi pretrattamento

Soluzione di neutralizzazione

Tracer Buffer

Piastradi microtitolazione

HRP Coniugato
Ag | _HRP HRP Coniugato
Ab | HRP | cone HRP Coniugato concentrato
Ag | HRP | cone HRP Coniugato concentrato
cong | BUF Buffer coniugato

CHROM ™B CONC

Cromogena TMB concentrato

CHROM | T™MB

Soluzione cromogena TMB

Tampone substrato

Soluzione di arresto

INC | ser Incubazione con siero
BUF Buffer

Ab AP AP Coniugato

suB | PNPP Substrato PNPP

Concentrato coniugato con biotina

Concentrato avidinaHRP

Soluzione tampone per test

Coniugato con biotina

Anticorpo Specifico

SAV | HRP | CONC Streptavidina-HRP concentrata
NSB Legame non-specifico
20dAb 2° Anticorpo
IESEE Tampone Acidificante
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Enrelijynon ov OV

[BEY ZvpPovievteite TIg 0dnyieg xpoNg
/ﬂ/ Oeppokpacio amobikevong

- Hugpopnvia Mg

Ap1Opog Taptidag
Ap16pdg kataddyov

Ipétumo ehéyyov

=]

In Vitro Awyvootiké lotpoteyvortytkd mpotdv

Kataokevaomg

i A=

Tepeyopevo emapkég yuo «» eEeTaoELg

ZUUTVKVOUEVO SHAVLLOL EKTAVONG

CAL 0 Mndevikog Babpovopntig
CAL N Babpovountg #
CONTROL | N Opodg eréyyov #
Ag | s Iymbémg
Ab | 1250 Iyvnoémg
Ag | 1251 | CONC Xpopoyovog Iyvndémg
Ab | 1251 | CONC Xpopoyovog Ixyynbémg
lij Twoinvépa
INC | BUF PouBpiotiko tddvpa endaong
ACETONITRILE Axetovitpilio
SERUM Opog
DL | sPE Adidopa apaioong derypdtmv
DL | BUF PuBpiotiko dtddovpa apainong
ANTISERUM Avtiopog
IMMUNOADSORBENT AvocompospopNTIKd
DL | cAL Aparotikd fobiovormtadv
REC | SOLN Addopo avecveTIoN G
PEG ToAvdBvievoylvkoin
EXTR | SOLN Addopa exyorong
ELU | SOLN Awidopa Ekhoveng
GEL Dootyyeg moprtiov Bond Elut
PRE SOLN

Adhopa Tpoemeepyaciog

Aihopa eEovdeTépwong

Pubruotico didivpa

IMiéka pkpotithoddTong
Ab | “HRP HRP Z0evypa
Ag HRP HRP Z0evypa

Xpopoyoévog HRP Zolevypa

Xpopoyoévog HRP Zolevypa

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

CHROM | T™MB Awdhopa ypopoyovov TMB

SUB | BUF PuBpiotikd StiAv o VIOGTPMOUATOS
stoP | soLN Avaoyetikd avtidpoaotiplo

INC | SR Opog emdaong

Pubruotico Srdivpa

AP Z0Cevypa

PNPP vrostpdpatog

BIOT CONJ | CONC

ZUUTVKVOUEVO avTIdpacTiplo culevypévo pe Protivn

AVID HRP | CONC

Zopmokvopévo dtaivpo ofdivng-HRP

PuBiotiko tddvpa Tposdtopicron

avTIdpuoTHPLo GuiEVYHEVO ne Plotivn

Ewdwo6 Avticopo

Zopmokvopévn otpentofidivn cvveéevyuévn pe HRP

un-edikn déopevon

20 Avticopa

PuBiotiko Atdivpo 6&vo
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Simbolos utilizados

Consulte instrugdes de utilizagdo

Temperatura de conservaggo

Utilizar antes de

Caodigo delote

NUmero de catél ogo

Controlo

Dispositivo médico de diagndstico in vitro

Fabricante

Contetido suficiente para<n> testes

WASH | SOLN | CONC

EEEEN =
ol |Z =

]

r

Solucdo de lavagem concentrada

cAL 0 Calibrador zero
CcAL N Calibrador #
CONTROL | N Controlo #
Ag | 1280 Marcador
Ab 1251 Marcador
Ag | 125 | conc Marcador concentrada
Ab | 125 | conc Marcador concentrada
lij Tubos

nc | BuF Tampéo de incubagéo
ACETONITRILE Acetonitrilo
SERUM Soro
oL | se Diluidor de espécimes
oL | Bur Tampao de diluicio
ANTISERUM Anti-soro
IMMUNOADSORBENT Imunoadsorvente
biL | ca Diluente do calibrador
REC | SOLN Solugo deReconstituicdo
PEG Polietileno-glicol
TR | sol Solucao de Extracgio
e | soN Soluggo de Eluigio
GEL

Cartuchos de silicaBond Elut

PRE | SOLN Soluggo de pré-tratamento
NEUTR | SOLN Soluggo de neutralizacéo
TRACEUR | BUF Tamp&o Marcador
Placade micro titulaggo
Ab | “HRP HRP Conjugagéo
Ag | _HRP HRP Conjugaggo
Ab | HRP | conC HRP Conjugagéo concentrada
Ag | HRP | conc HRP Conjugagéo concentrada
CONJ | BUF Conjugue o tampéo

CHROM ™B CONC

Cromogénica TMB concentrada

CHROM | T™MB

Solugéo Cromogénica TMB

suB | BUF Tampéo de substrato
stop | soLN Solugéo de Paragem
N | =R Soro deincubagéo
BUF Tampéo
Ab AP AP Conjugagéo
suB | PneP Substrato PNPP

BIOT CONJ | CONC

Concentrado conjugado de biotina

AVID HRP | CONC

Concentrado HRP de avidina

Tampéo de ensaio

Conjugado de biotina

Anticorpo especifico

Estreptavidina HRP concentrado

NSB Ligagdes néo especificas
2ndAb Anticorpo secundério
| ACID | BUF | Tampéo de acidificagéo

Revision nr 070716





