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hOST-EASIA

.  INTENDED USE

Immunoenzymetric assay for the in vitro quantitative measurement of intact human Osteocalcin (OST)
in serum.

[I. GENERAL INFORMATION
A. Proprietary name: DIAsource hOST-EASIA Kit
B. Catalogue number : KAP1381: 96 tests

C. Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

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 carboxyl
glutamic acid. 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.



IV.  PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource hOST-EASIA is a solid phase Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay performed on breskable microtiterplates. The assay uses
monoclonal antibodies (MAbs) directed against distinct epitopes of human
ogteocalcin.  Calibrators and samples react with the capture monoclonal antibody
(MADb 1) coated on microtiter well and with a monoclonal antibody (MAb 2)
labelled with horseradish peroxidase (HRP). After an incubation period allowing
the formation of a sandwich: coated MAb 1 — human osteocalcin — MAb 2 —
HRP, the microtiterplate is washed to remove unbound enzyme labelled antibody.
Bound enzyme-labelled antibody is measured through a chromogenic reaction.
Chromogenic solution (TMB ready for use) isadded and incubated. The reaction
is stopped with the addition of Stop Solution and the microtiterplate is then read
at the appropriate wavelength. The amount of substrate turnover is determined
colourimetrically by measuring the absorbance, which is proportional to the
osteocal cin concentration.

A calibration curve is plotted and OST concentration in samplesis determined by
interpolation from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents 96 tests Color Recongtitution
Kit Code
96 wells blue Ready for use
Microtiterplate with 96
- anti OST (monoclona
antibodies) coated
breakable wells
1via red Ready for use
12ml
Conjugate buffer: TRIS-HCI
buffer with bovine serum abumin,
bovine casein, EDTA, gentamycin
and thymol
1via red
| Ab HRP | CONC | 04 ml Dilute 50 x with
conjugate buffer
Conjugate: HRP | abelled anti-OST
(monoclond antibodies) in
Stabilizing Buffer
1via yellow | Add 1.0 ml distilled water
CAL n lyophilized
Zero cdibrator in human serum
with protease inhibitors and
benzamidin
Svids yellow | Add 0.5 ml distilled water
cAL Iyophilized
Cdibraor N=1t05
(see exact vdueson vid labels) in
human serum with protease
inhibitors and benzamidin
1via brown | Dilute 200 x with distilled
|WASH| SOLN |CONC| 10ml water (use amagnetic
Wash Solution (Tris-HC) tirrer).
2vids silver | Add 0.5 ml distilled water
Controls-N =1or 2
in human serum with protease
inhibitors, benzamidin and thymol
1via black Ready for use
Chromogenic TMB Solution
(Tetramethyl benzydine)
1via white | Ready for use
Stop Solution: HCI 1IN

Note: 1. Usethe zero calibrator for sample dilutions.
2. The DIAsource OST calibrator is calibrated on a synthetic peptide
(Peninsula 6045).

VI.

SUPPLIESNOT PROVIDED

The following material isrequired but not provided in thekit:

1.
2.
3.

No ok

VII.

VIII.

High quality distilled water

Trasylol® at 100001 U/ml

Pipettes for deivery of: 25 pl, 100 pl, , 500 pl and 1 ml (the use of
accurate pipettes with disposabl e plastic tips is recommended)

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Washer for Micratiterplates

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

REAGENT PREPARATION

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

Controls: Recongitute the controls with 0.5 ml distilled water.

Working anti-OST-HRP conjugate : Prepare an adequate volume of
conjugate solution by adding 40 pl of the concentrated anti-OST-HRP
conjugate to 2 ml of conjugate buffer. Use a vortex to homogenize.
Extemporaneous preparation isrecommended.

Working Wash solution : Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 199 volumes of digtilled water to 1 volume of Wash
Solution (200x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

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

After recondgtitution, calibrators and controls are very ungable, use them
immediately after recongtitution.  For longer storage periods, aliquots
should be made and kept at —20°C for maximally 6 weeks. Freezing
should be performed immediately after use, do not wait for freezing until
al the samplesare pipetted. Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

The concentrated Wash Solution is stable at room temperature until
expiration date.

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

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

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

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

With this treatment the samples are 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 sample after the first thawing.

Do not use haemolysed samples or lipemic samples.

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date.

Do not mix materials from different kit lots.

Bring all the reagents to room temperature prior to use.

Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
Perform calibrators, controls and samplesin duplicate. Vertical alignment
is recommended.

Use a clean plastic container to prepare the Wash Solution.

In order to avoid cross-contamination, use a clean disposable pipette tip
for the addition of each reagent and sample.
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XI.

For the dispensing of the Chromogenic Solution and the Stop Solution
avoid pipettes with metal parts.

High precision pipettes or automated pipetting equipment will improve the
precision.

Respect the incubation times.

To avoid drift, the time between pipetting of the first calibrator and the last
sample must be no longer than 30 minutes.

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

Dispense the Chromogenic Solution within 15 minutes following the
washing of the microtiterplate.

During incubation with Chromogenic Solution, avoid direct sunlight on
the microtiterplate.

Procedure

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

Secure the wellsinto the holding frame.

Pipette 25 pl of each Calibrator, Control and Sample into the appropriate
wells.

Pipette 100 pl of working anti-OST-HRP conjugate into al the wells.
Incubate for 2 hours at room temperature .

Aspirate the liquid from each well.

Wash the plate 3 times by:

§ Dispensing 0.4 ml of Wash Solution into each well

§ Aspirating the content of each well

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

Incubate the microtiterplate for 30 minutes at room temperature horizontal
and avoid direct sunlight.

Pipette 100 pl of Stop Solution into each well.

Read the absorbancies at 450 nm (reference filter 630 nm or 650 nm)
within 1 hour and cal culate the results as described in section XI.

CALCULATION OF RESULTS

Read the plate at 450 nm againg a reference filter set at 650 nm (or 630
nm).

Calculate the mean of duplicate determinations.

On semi-logarithmic or linear graph paper plot the OD values (ordinate)
for each calibrator against the corresponding concentration of OST
(abscissa) and draw a calibration curve through the calibrator points by
connecting the plotted points with straight lines.

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 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.

XII.

TYPICAL DATA

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

hOST-EASIA OD units
Cdibraor 0.0 ng/ml 0.033
1.56 ng/ml 0.118
4.1 ng/ml 0.229
12.7 ng/ml 0.641
315 ng/ml 1.420
75 ng'ml 2415

XIHI.

A.

PERFORMANCE AND LIMITATIONS

Detection Limit

Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators.
The detection limit, defined as the apparent concentration two standard
deviations above the average OD at zero binding, was 0.08 ng/ml.

Specificity

This method detects intact human osteocalcin. N-terminal and C-terminal
fragments have been tested at their maximum levels found in normal and
pathol ogical samples, were added to alow and a high value calibrator. No
crossreactivity was observed at these concentrations.

C. Precision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>+SD Cv Serum N <X>*SD Cv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 114+ 05 47 A 20 11.8+ 0.4 35
B 20 28.2+0.28 31 B 20 27.7+ 155 56

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

D. Accur acy
RECOVERY TEST
Sample Added OST Recovered OST Recovery
(ng/ml) (ng/ml) %)
Serum 14 155 111
4.04 4 99
84 83 9
15 14.5 97
31 31 100
64.6 64.4 99
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Concent. M easured Concent.
(ng/ml) (ng/ml)
1 U1 - 286
12 14.3 14.2
V4 7.1 7.1
/8 36 34
116 18 14
1 - 30.8
2 12 15.4 15
V4 7.7 7.7
/8 38 37

Samples were diluted with zero calibrator.

E.

XIV.

XV.

Hook effect
A sample spiked with OST up to 625 ng/ml gives higher OD’s than the
last calibrator point.

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

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

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

Itisgood practiseto check visually the curve fit selected by the computer.

REFERENCE INTERVALS

These values are given only for guidance; each laboratory should establish its
own normal range of values.
Normal values are expected between 5 to 25 ng/ml.



XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

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

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

Avoid any skin contact with all reagents, Stop Solution contains HCI, the
chromogenic solution contains TMB and H,O,. In case of contact, wash
thoroughly with water.

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.
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XVIII. SUMMARY OF THE PROTOCOL
SAMPLE(S)
CALIBRATORS CONTROLS
(1) (uh)
Cdibrators (0-5) 25 -
Samples, Controls - 25
Working Anti-OST-HRP 100 100
conjugate
Incubate for 2 hours a room temperature.
Aspirate the contents of each well.
Wash 3 times with 400 pl of Wash Solution and aspirate.
Chromogenic Solution 100 100
Incubate for 30 min at room temperature .
Stop Solution 100 100

Read on a microtiterplate reader and record the absorbance of each well a 450 nm

(versus 630 or 650 nm)
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hOST-EASIA

I.  VERWENDUNGSZWECK

Ein immunenzymetrisches Assay fur die quantitative in vitro Bestimmung von humanem intaktem
Osteocalcin (OST) in Serum.

I. ALLGEMEINE INFORMATION

A. Handelsbezeichnung: DIAsource hOST-EASIA Kit

w

Katalognummer : KAP1381: 96 Tests

C. Hergestelt von: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgien.

Fur technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

Td : +32 (0)67 88.99.99 Fax: +32 (0)67 88.99.96
Fur Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - K ostenfr eie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasour ce.be

1. KLINISCHER HINTERGRUND

A. Biologische Aktivitéat

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-Carboxyglutamatsiure-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 zirkulierenden Werte von Osteocalcin die Rate der
Knochenformation reflektieren.

B. Klinische Anwendung
Die Bestimmung der Blutwerte von Osteocalcin ist nitzlich fir:
die ldentifizierung 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-EASIA ist ein solid phase-Enzyme Amplified Senstive
Immunoassay (EASIA) im brechbaren Mikrotiterplattenformat. Der Assay
benutzt monoklonale Antikorper (MAK), die gegen verschiedene Epitope von
human em osteocal cin gerichtet sind. Kalibratoren und Proben reagieren mit dem
priméren monoklonalen Antikérper (MAk 1), mit dem die Wels der
Mikrotiterplatte beschichtet sind, und mit einem monoklonalen Antikdrper (MAk
2), de mit Meerrettich-Peroxidase (MRP) markiet ist. Nach einer
Inkubationsphase bildet sch ein Sandwich-Komplex: MAk 1 — humanem
ogeocalcin - MAk 2 - MRP; nicht gebundene enzymbeschriftete Antikorper
werden durch  Waschen der Mikrotiterplatte  entfernt.  Gebundene
enzymbeschriftete Antikdrper werden durch eine Farbreaktion gemessen.
Farblosung (gebrauchsfertiges TMB) wird hinzugefiigt und inkubiert. Die
Reaktion wird durch Hinzufiigen einer Stopplosung beendet und die
Mikrotiterplatte wird be adaguater Wellenlange ausgewertet. Die Menge an
Substratumsatz wird kolorimetrisch durch Messung der Absorption bestimmt, die
proportional zur osteocal cin konzentration ist.

Es wird eine Kalibrationskurve erstellt und die OST-Konzentration in den Proben
wird durch Interpolation von der Kalibrationskurve bestimmit.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenzien 96 Test Farb- Rekonstitution
Kit Code
Mikrotiterplatte mit 96 Wells Blau | gebrauchsfertig
96 anti OST-
beschichtete

brechbare Wells
(monoklonae
Antikdrper)

1 Gefal3 Rot gebrauchsfertig
Konjugat Puffer: TRIS-HCI-
Puffer mit Rinderseruma bumin,
Rindercasein, EDTA, Gentamycin
und Thymol

1Gefa Rot
04 ml

50 x mit Konjugat
Puffer verdiinnen

Ab | HRP [CONC |

Konjugat: MRP-beschriftete Anti-
OST (monoklonae Antikdrper) in
Stabilisierungspuffer

n 1Gef Gelb | 1,0ml dest, Wasser

Null-Kdibrator in Humanserum Iyophilisiert 2ugeben
mit Benzamidin und
Proteaseinhi bitoren
CAL 5 Gefélle Gelb | 0,5ml dest. Wasser
- . lyophilisiert zugeben
Kdibrator -N =1 his5
(genaue Werte auf Geféf3-
Etiketten) in Humanserum mit
Benzamidin und
Proteaseinhi bitoren
| WASH | SOLN |CONC| 1 Gefay Braun | 200 x mit dest. Wasser
10ml verdiinnen
Waschldsung (Tris-HC (Magnetriihrer
a( ) benutzen).
2 Gefafe Silber | 05 ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben
Kontrollen - N = 1 oder 2
Humanserum mit Benzamidin,
Proteaseinhi bitoren und Thymol
1 Gefdl3 Schwarz | gebrauchsfertig
12 mi
Farblésung TMB
(Tetramethyl benzydin)
- Weil3 | gebrauchsfertig

12ml

Stopplésung: HCL IN

Bemer kung: 1. Benutzen Sie den Null-Kalibrator zur Probenverdiinnung.
2. Der DIAsource OST-Kalibrator wird auf einem synthetischen
Peptid kalibriert (Peninsula 6045).

VI.ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1.
2.
3.

No ok~

VII.

VIII.

Hochwertiges destilli ertes Wasser

Trasylol® (10.000 IE/ml)

Pipetten: 25 ul, 100 pl, 500 pl und 1 ml (Verwendung von
Prézi sionspi petten mit Einwegplastikspitzen wird empfohlen)

Vortex Mixer

Magnetrihrer

Waschgerét fur Mikrotiterplatten

Mikrotiterplatten-L esegerét zur Auswertung bei 450 nm und 650 nm
(bi chromati sche Auswertung)

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Kalibratoren: Rekongtituieren Sie den Null-Kalibrator mit 1.0 ml dest.
Wasser, die anderen Kalibratoren mit 0,5 ml dest. Wasser.

Kontrollen: Rekongtituieren Sie die Kontrollen mit 0.5 ml dest. Wasser.
Gebrauchsfertiges Anti-OST-HRP  Konjugat: Bereiten Sie ein
entsprechendes Volumen der Konjugatldsung durch Zugabe von 40 pl des
konzentrierten Anti-OST-HRP Konjugats zu 2 ml Konjugatpuffer zu.
Verwenden Sie einen Vortex Mixer zum gleichmaigen Durchmischen. Es
wird empfohlen, die L6sung frisch zuzubereiten

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

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

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

Nicht verwendete Wells sollten bis zum Verfalsdatum dicht in der Folie
verschlossen mit Trockenmittel bei 2° bis8°C gelagert werden.

Die Kalibratoren und Kontrollen sind sehr instabil, sie sind sofort nach der
Rekongtitution zu verwenden. Aliquots missen bei langerer Aufbewahrung
bei —20°C eingefroren werden wahrend max. 6 Wochen. Sofort nach
Gebrauch einfrieren, mit dem Einfrieren nicht warten, bis alle Proben
pipettiert snd. Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Die konzentrierte Waschlosung it bei Raumtemperatur bis zum
Verfallsdatum haltbar.

Frisch zubereitete Waschl 6sung sollte am selben Tag benutzt werden.

Nach der esen Benutzung i das konzentrierte Konjugat be
Aufbewahrung im Originalgefal und bei 2° bis 8° C bis zum Ablaufdatum
stabil.

Veradnderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen ein Anzeichen
fur Ingtabilitéat oder Zerfall sein.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Blutabnahme durchfiihren, dabei auf Vermeidung einer Hamolyse achten.
Die Proben missen in einem Eisbad gelagert werden. Serum sollten
innerhalb von 3 Stunden von den Zellen separiert werden, die Nutzung
einer Kuhlzentrifuge ist ratsam. Unmittelbar nach der Zentrifugation sind
dem Serum 100 pl Trasylol® (10.000 IE/ml) hinzuzufiigen (um 1.000 |E
Trasylol® pro ml Probe zu erhalten).

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

Héamolytische oder |ipamische Proben nicht verwenden!

DURCHFUHRUNG

Bemer kungen zur Durchfihrung

Verwenden Sie den Kit oder dessen Komponenten nicht nach
Ablaufdatum.

Vermischen Sie Materialien von unterschiedlichen Kit-Chargen nicht.
Bringen Sie alle Reagenzien vor der Verwendung auf Raumtemperatur.
Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schitteln
oder Ruhren.

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

Vewenden Sie zur reinen
Kunststoffbehélter.
Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um Kreuzkontamination

zu vermeiden.

Zubereitung der  Waschlésung

Verwenden Sie zur Pipettierung der Substratldsung und der Stopplésung
keine Pipetten mit Metallteilen.

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhéhen die
Prézision.

Achten Sie auf die Einhaltung der | nkubationszeiten.

Zur Vermeidung eines Drifts diirfen zwischen der Pipettierung des ersten
Kalibratorsund der |etzten Probe nicht mehr als 30 Minuten verstreichen.
Erstellen Sie fur jeden Durchlauf eine Standardkurve, verwenden Sie nicht
die Daten von friheren Durchlaufen.

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

Wahrend der Inkubation mit der Substratldsung ist die Mikrotiterplatte vor
direktem Sonnenlicht zu schiitzen.

Dur chfiihrung

Wahlen Sie die erforderliche Anzahl der Wedls fir den Lauf aus. Nicht
verwendete Wells sollten wieder dicht in der Folie verschlossen mit
Trockenmittel bel 2° bis 8°C gelagert werden.

Befestigen Siedie Wells im Halterahmen.

Pipettieren Sie jeweils 25 pl Kalibrator, Kontrolle und Probe in die
entsprechenden Wells.

Pipettieren Sie 100 pl gebrauchsfertiges Anti-OST-HRP Konjugat in ale
Wells.

Inkubieren Sie 2 Stunde bel Raumtemperatur

Saugen Sie die Fllissigkeit aus jedem Well ab.

Waschen Sie die Platte dreimal :

§  pipettieren Sie 0,4 ml Waschlésung in jeden Well

§  saugen Sieder Inhalt jedes Wells ab

Pipettieren Sie 100 pl der Farblésung innerhalb von 15 Minuten nach dem
Waschvorgang in jeden Wdll.

Inkubieren Sie die Mikrotiterplatte 30 Minuten bei Raumtemperatur;
vermeiden Sie direktes Sonnenlicht.

Pipettieren Sie 100 pl der Stopplosung injeden Well.

Werten Sie die Absorptionen bei 450 nm (Referenzfilter 630 nm oder 650
nm) innerhalb von 1 Stunde aus und berechnen Sie die Resultate wie in
Abschnitt XI beschrieben.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

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

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppel bestimmungen.

Tragen Sie auf semilogarithmischem oder linearem Millimeterpapier den
cp.m. (Ordinate) fir jeden Standard gegen die entsprechende
Konzentration OST (Abszisse) ein und zeichnen Sie eine
Kalibrationskurve durch die Kalibrationspunkte, indem Sie die
eingetragenen Punkte durch gerade Linien verbinden.

Berechnen Sie die Konzentration fir jede Kontrolle und Probe durch
Interpolation aus der Kalibrationskurve.

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

Wenn Trasylol® zu den Proben hinzugefligt wird (100 pl/ml), missen die
Probewerte mit 1,1 multipliziert werden.

Die Nachweisgrenze, definiert as die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabweichungen Uber dem gemessenen Durchschnittswert bei
Nullbindung, entsprach 0,08 ng/ml.

B. Spezifitat
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  hinzugefigt. Bei diesen Konzentrationen wurde keine
Kreuzreaktivitét festgestellt.
C. Prézision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>+SD Ccv Serum N <X>+8D Ccv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 11,4+ 05 47 A 20 11,8+ 04 35
B 20 28,2+ 0,28 31 B 20 27,7+ 1,55 56
SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient
D. Genauigkeit
WIEDERFINDUNGSTEST
Probe Zugeg. OST Wiedergef. OST Wiedergefunden
(ng/ml) (ng/ml) %)
Serum 14 1,55 111
4,04 4 99
84 83 ]
15 14,5 97
31 31 100
64,6 64,4 99
VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdinn. Theoret. K onzent. Gemess. K onzent.
(ng/ml) (ng/ml)
1 11 - 28,6
12 14,3 14,2
14 71 71
/8 36 34
116 18 14
11 - 30,8
2 12 15,4 15
14 77 77
/8 338 37

XIl.  TYPISCHE WERTE
Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kénnen
nicht al's Ersatz fir die Echtzeitstandardkurve verwendet werden.
hOST-EASIA OD Einheiten
Kadibrator 0,0 ng/ml 0,033
1,56 ng/ml 0,118
41 ng/ml 0,229
12,7 ng/ml 0,641
315 ng/ml 1,420
75 ng/ml 2,415
XII. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK
A. Nachweisgrenze

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

Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verduinnt.

E.

XIV.

8

XV.

Diese Werte sind nur

Hook-Effekt
Eine Probe mit OST bis zu 625 ng/ml liefert hdhere Messwerte als der
letzte Kalibratormef3wert.

INTERNE QUALITATSKONTROLLE

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

Falls zusitzliche Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen
eigenen Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte.
Kontrollen mit erhdhten Azidkonzentrationen stéren die Enzymreaktion und
kénnen nicht verwendet werden.

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

Es wird empfohlen, Kontrollen im Assay routinemaRig wie unbekannte
Proben zu behandeln, um die Assayvarianz zu messen. Die Leistung des
Assay muss mit den Qualitatskontrollkarten der Kontrollen Uberpriift
werden.

Es hat sich bewahrt, die durch den Computer ausgewéhlte Kurvenanpassung
visuell zu Uberprifen.

REFERENZ INTERVALLE

Richtwerte; jedes Labor muss seinen eigenen

Normalwertbereich ermitteln.
Normale Werte sind zwischen 5 bis 25 ng/ml zu erwarten.



XVI. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

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

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

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

Vermeden Sie Hautkontakt mit allen Reagenzien; Stopplosung enthédt HCI,
Farbl 6sung enthalt TMB und H,O,. Bei Kontakt griindlich mit Wasser spiilen.
Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Ihrem Arbeitsbereich, und verwenden
Sie keine Kosmetika. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Verwenden Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.
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XVIII.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

KALIBRATOREN PROBE(N)
(7)) KONTROLLEN
()}
Kaibratoren (0-5) 25 R
Proben, Kontrollen - 25
gebrauchsfertiges Anti- 100 100
OST-MRP Konjugat

2 Stunde bei Raumtemperatur i nkubieren.
Inhat jedes Wells absaugen.
Dreimal mit 400 pl Waschldsung waschen und absaugen.

Farbldsung 100 100

30 min. bei Raumtemperatur inkubieren.

Stoppl 6sung 100 100

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

DI Asource Kata ognummer: Beipackzettelnummer: Or'i\lglijnm dmairsg:rbe'
KAP1381 1700436/de 090504/1
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L ees het hele protocol voér gebruik.

hOST-EASIA

I. BEOOGD GEBRUIK

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

[I. ALGEMENE INFORMATIE
A. Gedeponeerd handesmerk: DIAsource hOST-EASIA kit
B. Catalogusnummer: KAP1381: 96 tests

C. Geproduceerd door: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8 B-1400 Nivelles, Belgié.

Voor technische assistentie of voor bestelinformatie kunt u contact opnemen met:
Tel.: +32 (0)67 889999 - Fax: +32 (0)67 88 99 96

M. KLINISCHE ACHTERGROND

A. Biologische activiteiten

Osteocalcine of bot-GLA-eiwit (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. Osteocalcine wordt gesynthetiseerd in het bot door de osteoblasten.
Na productie wordt het gededtelijk geincorporeerd in de botmatrix en de rest wordt in de
bloedcircul atie 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. Klinischetoepassing
De vaststelling van de spiegels van osteocalcinein 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,
hyperthyroidisme, chronisch nierfalen.



1V.  BESCHRIJVING VAN DE METHODE

De DIAsource hOST-EASIA is een “solid phase Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay” uitgevoerd op breekbare microtiterplaten. De test gebruikt
monoklonale antilichamen (MAbs) gericht tegen verschillende epitopen van
humaan osteocalcine. Kalibrators en monsters reageren met het monoklonale
vangantilichaam (MAb 1) gecoat op een putje en met een monoklonaal
antilichaam (MAb 2) gelabelled met “horseradisch” peroxidase (HRP). Na een
incubati eperiode die de vorming van een sandwich mogelijk maakt: gecoate MAb
1 — humaan osteocalcine — MAb 2 — HRP, wordt de microtiterplaat gewassen om
ongebonden antilichaam gelabelled met enzyme te verwijderen. Gebonden
antilichaam gelabelled met enzyme wordt gemeten door een chromogene reactie.
Een chromogene oplossing (gebruiksklare TMB) wordt toegevoegd en
geincubeerd. De reactie wordt gestopt door de toevoeging van de Stopoplossing
en de microtiterplaat wordt dan gelezen op de gepaste golflengte. De hoevee heid
substraat turnover wordt colorimetrisch bepaald door meting van de absorbantie,
die proportioneel is met de osteocal cineconcentratie.

Een kalibratiecurve wordt uitgezet en de OST-concentratie in de monsters wordt
bepaald door interpolatie van de kalibratiecurve.

V. GELEVERDE REAGENTIA

Reagentia Kit met Kleur- Reconstitutie
96 testen code

Microtiterplaat met 96
anti OST (monoklonae
antilichamen) gecoate

breekbare putjes

96 putjes blauw | Klaar voor gebruik

-- 1 flacon rood Klaar voor gebruik
CONJ BUF 2m

Conjugaat buffer: TRIS-HCI
buffer met bovien serumalbumine,
bovine caseine, EDTA,

gentamycine en thymol
1 flacon rood 50x met conjugaat
N
| Ab | HRP |CO c | 04 ml buffer verdunnen
Conjugaat: anti —OST gel abelled
met HRP (monoklonae
antilichamen) in stabilizerende
buffer
AL n 1 flacon geel 1 ml gedestilleerd water
© gevries- toevoegen
droogd
Nulkalibrator in humaan serum
met benzamidine en protease
inhibitoren
5 flacon geel 0,5 ml gedestilleerd
CAL gevries- water toevoegen
Kalibrator - N = 1tot 5 droogd
(raadpleeg de flaconeti ketten voor
de exacte waarden) in humaan
serum met benzamidine en
protease inhibitoren
|WA H| LN | N | 1 flacon bruin 200 x met gedestilleerd
SH| SO CONC 10ml water verdunnen
(gebruik een

Was oplossing (Tris-HCl) magnetische roerder)

NTROL N 2 flacon zilver 0,5 ml gedestilleerd
€O 0 gevries- water toevoegen

Controles-N=1o0r2 droogd
in humaan serum met
benzamidine, protease i nhibitoren

en thymol

1 flacon zwart Klaar voor gebruik
Chromogene TMB Oplossing
(Tetramethyl benzydine)

- 1 flacon wit Klaar voor gebruik
STOP | SOLN 12ml

Stopoplossing: HCl 1N

Opmerking:
1. Gebruik Nulkalibrator voor monsterverdunningen
2. De DIAsource OST kalibrator wordt gekalibreerd op een
syntheti sche peptide (Peninsula 6045).

VI.

NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN

De volgende materialen zijn noodzakelijk maar worden niet meegeleverd met de

kit:
1.
2.
3.

No oM

VII.

VIII.

Gedestilleerd water.

Trasylol® aan 100001 U/ml

Pipetten voor een volume van 25 pl, 100 pl, 500 pl en 1 ml (het gebruik
van nauwkeurige pipetten met plastic wegwerptips wordt aanbevolen).
Vortexmenger.

Magneti sche roerder.

Wasser voor de Microtiterplaten

Microtiterplaatlezer in staat tot lezen bij 450 nm en 650 nm
(bichromatische | ezing)

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: Recongtitueer de controles met 0,5 ml gededtilleerd water.
Werkend Anti-OST-HRP conjugaat: Bereid een voldoende hoeveelheid
conjugaat oplossing door 40 pl van het geconcentreerde conjugaat (50x)
toe te voegen aan 2 ml conjugaat buffer. Gebruik een vortexmenger voor
de homogenisering. Bereiding op het ogenblik zelf wordt aanbevolen.
Werk-wasoplossing: Bereid een voldoende hoeveelheid werk-
wasoplossing door 199 eenheden gedestilleerd water toe te voegen aan 1
eenhe d wasopl ossing (200 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

V6or opening of reconstitutie zijn ale kitcomponenten houdbaar tot de
vervaldatum, zoals vermeld op het etiket, indien zij bewaard werden bij 2
tot 8°C.

Ongebruikte putjes moeten bewaard worden bij 2-8°C, in een verzegelde
zak met een droogmiddel tot de vervaldatum.

Na reconstitutie zijn de kalibrators en de controles heel onstabiel, gebruik
hen onmiddellijk na recondtitutie. ~ Voor een langere bewaartermijn
moeten aliquots gemaakt worden, die bij —20°C bewaard moeten worden
voor maximaal 6 weken. Invriezen moet onmiddellijk na gebruik
gebeuren, wacht niet met invriezen tot alle monsters gepipetteerd zijn.

De geconcentreerde Wasoplossing is stabid bij kamertemperatuur tot de
vervaldatum.

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

Na het eerste gebruik is het geconcentreerde conjugaat houdbaar tot de
vervaldatum, indien bewaard bij 2 tot 8°C in de oorspronkelijke, goed
afgesloten flacon.

Wijzigingen in het fysieke aspect van kitreagentia kunnen wijzen op
instabiliteit of op een kwaliteitsvermindering.

MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

Verzamel bloed door venepunctie; let erop hemolyse te vermijden; de
monsters moeten in een ijsbad bewaard worden. Scheidt het serum van de
celen binnen 3 wuur; het gebruik van een gekoelde centrifuge is
aanbevolen. Voeg 100 pl Trasylol® (100001U/ml) aan het serum toe
onmiddellijk na het centrifugeren (om 1000 |U Trasylol® per ml samplete
bekomen).

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

Gebruik geen gehemolyseerde monsters of lipemische
monsters.
PROCEDURE

Opmer kingen 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 draasien. 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

Selecteer het vereiste aantal putjes voor de test. De ongebruikte putjes

moeten opnieuw verzegeld worden in de zak met een droogmiddel en

bewaard bij 2-8°C.

Bevestig de putjesin de houder.

Pipetteer 25 pl van elke Kalibrator, Controle en Monster in de gepaste

putjes.

Pipetteer 100 pl werkende anti-OST-HRP conjugaat in alle putjes.

Incubeer gedurende 2 uur bij kamertemperatuur

Aspireer de vloeistof van ek putje.

Woas de plaat 3 maal door:

§ 0.4 ml Wasoplossing te verspreiden in elk putje

§ Deinhoud van elk putje te aspireren

8. Pipetteer 100 pl van de chromogene oplossing in ek putje binnen 15
minuten volgend op de wasfase.

9. Incubeer de microtiterplaat gedurende 30 minuten bij kamertemperatuur,
vermijd direct zonlicht.

10.  Pipetteer 100 pl van het Stopreagensin ek putje.

Lees de absorbanties bij 450 nm (referentiefilter 630 nm of 650 nm)

binnen 1 uur en bereken de resultaten zoal s beschreven n sectie XI.

= m
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Xl. BEREKENING VAN DE RESULTATEN

1. Lees de plaat bij 450 nm tegen een referentiefilter gezet op 650 nm (of 630
nm).

2. Bereken het gemiddel de van de dubbel e bepalingen.

3. Zet voor elke kalibrator de OD waarden (ordinaat) op semi-logarithmisch
of lineair grafisch papier uit tegen de overeenkomstige OST -concentratie
(abscis) en teken een kalibratiecurve door de kalibratorpunten door de
uitgezette punten te verbinden met rechte lijnen.

4, Lees de concentratie voor eke controle en monster door interpolatie op de
kalibratiecurve.
5. Deze berekeningen worden vergemakkelijkt met door de computer

geassisteerde datareductie. Als een automatische verwerking van de
resultaten wordt gebruikt, bevelen wij een 4 parameter logistische functie
curveopbouw aan.

Als Trasylol® aan de monsters wordt toegevoegd (100 pl/ml), moeten de
waarden van de monsters vermenigvul digd worden met 1,1.
XIl. KENMERKENDE GEGEVENS

De volgende gegevens dienen enkel ter illustratie en mogen in geen geval
gebruikt worden ter vervanging van de real time kalibratiecurve.

SD: standaarddeviatie; VC: variati ecoéfficiént
D. Nauwkeurigheid

RECOVERY —TEST

Monster Toegevoegd Recovery van Recovery
OST (ng/ml) OoSsT %)
(ng/ml)
Serum 14 1,55 111
4,04 4 9
84 83 9
15 14,5 97
31 31 100
64,6 64,4 9

VERDUNNINGSTEST

Monster Verdunning Theoretische Concentratiedie
concentratie bepaald werd
(ng/ml) (ng/ml)
1 U1 - 28,6
12 14,3 14,2
V4 71 71
/8 36 34
116 18 1,4
1 - 30,8
2 12 154 15
V4 7,7 7,7
/8 38 37

hOST-EASIA OD eenheden
Kalibrator 0,0 ng/ml 0033
1,56 ng/ml 0118
4,1 ng/ml 0,229
12.7 ng/ml 0641
315 ngml 1,420
75 ng/mil 2415

XI1. 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 0,08 ng/ml.

B. Specificiteit
Deze methode detecteert intact humaan osteocalcine. N-terminale en C-
terminale 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.

C. Precisie

BINNEN EEN TEST TUSSEN TESTEN
Serum N <X>=*SD CcVv Serum N <X>+SD CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 11,4+ 0,5 47 A 20 11,8+ 0,4 35
B 20 28,2+ 0,28 31 B 20 27,7+ 1,55 5,6

De monsters zijn verdund met Nulkalibrator.

E. "Hook" -effect
Een mongter, dat met OST gespiket werd tot 625 ng/ml, levert hogere
tellingen op dan het laatste kalibratiepunt.

XIV. 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 zjn eigen pools voor
controlemonsters maken, die dan in aliquots bewaard moeten worden in de
diepvriezer. Controles die azide bevatten zullen de enzymatische reactie
beinvloeden en kunnen niet gebruikt worden.

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

- Het wordt aanbevolen dat de Controles a's routine bepaald worden al's
onbekende monsters om de variabiliteit van de test te meten. De prestatie
van de bepaling moet bekeken worden met kwaliteitscontrol etabellen van
de controles.

- Het wordt aanbevolen om de curve geselecteerd door de computer visueel
natekijken.

XV. 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).

XVI. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitduitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

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 contact met de huid met alle reagentia, de Stopoplossing bevat HCl,, de XVIII. SAMENVATTING VAN HET PROTOCOL
chromogene oplossing bevat TMB en H,0,. In geval van contact grondig wassen
met water.

Niet roken, drinken, eten of cosmetica aanbrengen in de werkruimte. Niet met de
mond pipetteren. Draag beschermende kleding en gebruik KALIBRA-TORS MONSTER(S)
(ml) CONTROLES
wegwerphandschoenen. (m)
XVII. BIBLIOGRAPHY Kalibrators (0 -5) 25 )
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Primadi utilizzareil kit legger e attentamente leistruzioni per I'uso

hOST-EASIA

USO DEL KIT

Kit immunoenzimetrico per la determinazione quantitativa in vitro di osteocalcina intatta (OST) umana in
sero.

[I. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource hOST-EASIA Kit
B. Numerodi catalogo: KAP1251: 96 test
C. Prodotto da: DI Asour ce ImmunoAssays SA.

Rue del’Industrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgio.

Per informazioni tecniche o su come ordinareil prodotto contattare:
Tel: +32 (0) 67 88.99.99 Fax: +32 (0) 67 88.99.96

INFORMAZIONI CLINICHE

Attvita biologiche

L'osteocal cina 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 livelli circolanti di
osteocalcinariflettono I'indice di formazione dell'osso.

Applicazione clinica

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
donne in premenopausa con LH-RH agonisti.
Il monitoraggio del metabolismo osseo nei pazienti con carenze dell'ormone della crescita, ipotiroidismo,
ipertiroidismo, insufficienza renale cronica



1V.  PRINCIPIO DEL METODO

DIAsource hOST-EASIA € un immunosaggio a sensibilita amplificata a fase
solida eseguito su piastre di microtitolazione frazionabili. |l saggio utilizza
anticorpi monoclonali (MAbs) direttamente contro epitopi distinti dell’umana
osteocalcin. | calibratori e i campioni reagiscono con la cattura dell’ anticorpo
monoclonale (MAb 1) che riveste il pozzetto di microtitolazione e con un
anticorpo monoclinale (MAb 2) marcato con horseradish perossdasi (HRP).
Dopo un periodo di incubazione che consenta la formazione di un sandwich:
MADb 1 di rivesimento — osteocalcin umana — MAb 2 — HRP, la piastra di
microtitolazione viene lavata per rimuovere |’ anticorpo marcato con enzima non
legato. L’anticorpo marcato con enzima non legato viene misurato attraverso
una reazione cromogenica La soluzione cromogenica (TMB pronta all’ uso) viene
aggiunta e incubata. La reazione viene interrotta con I'aggiunta di Soluzione di
arresto; quindi la piastra di microtitolazione viene letta ala lunghezza d’ onda
adeguata. La quantita di turnover del subsrato viene determinata
colorimetricamente  misurando |'assorbanza che € proporzionale ala
concentrazione di osteocalcin.

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

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Piastra di 96 pozzetti blu
mi crotitol azione con Pronte per I’uso
96 pozzetti separabili
rivedtiti anti OST
(anticorpi
monoclonali)
CONJ BUF
. 1flacone Rosso Pronto per I'uso
Tampone del coniugato : TRIS-HCI
con BSA, caseina bovina, EDTA, 2m
gentamicinaetimolo
Ab | HRP |CONC |
- - 1 flacone Rosso Diluire 50 x con
Coniugato: marcao HRP anti-OST
(Anticorpi monoclondi) in Tampone 04ml Tampone del
Stabilizzante Coniugato
o o]
Caibraiore zero in siero umano | 1flacone Gidlo Aggiungere 1,0 ml
contenente benzamidina e inibitori liofiliz. di acquadistillata
dellaproteas
Cdibratore 1-5 (le concentrazioni 5 flaconi Gidlo Aggiungere 0,5 m
esatte degli calibratore sono riportate liofiliz. di acquadistillata
sulle etichette dei flaconi), in siero
umano contenente benzamidina e
inibitori della proteasi
|WASH| SOLN |CONC| Diluire 200 x con
- ’ 1 flacone Bruno acquadistillata
Tampone di lavaggio (TRIS HCI) usando un agitatore
10ml .
magneti co
Controlli: N = L 0 2, in Siero umano 2 flaconi Argento | di acquadistillata
contenente benzamidina, i nibitori liofiliz.
dellaproteas etimolo
12ml Pronto per |’ uso
Soluzione TMB cromogena
(tetrametil benzidina)
12ml Pronto per |’ uso
Soluzione di arresto: HCL IN

Note: 1. Usarelo standard zero per diluirei campioni.
2. Il calibratore OST DIAsource € calibrato su un peptide sintetico

(Peninsula 6045).

VI.

REATTIVI NON FORNITI

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

1.
2.
3.

No o~

VII.

VIII.

Acquadidtillatadi qualitaelevata

Trasylol® a 100001U/ml

Pipette per dispensare 25 i, 100 pl, 500 pl e 1 ml (S raccomanda di
utilizzare pipette accurate con puntale in plastica monouso).

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

lavatrice per piastra di microtitolazione

Lettore piastra di microtitolazione con una potenza di lettura di 450 nm e
650 (lettura bicromatica)

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratore: Ricostituire lo calibratore zero con 1,0 ml di acqua ditillata e
gli altri calibratore con 0,5 ml di acqua distillata.

Controlli: Ricostituirei controlli con 0,5 ml di acqua distillata.

Coniugato anti-OST-HRP attivo : Preparare la quantita necessaria di
soluzione del coniugato aggiungendo 40ul del coniugato anti-OST —HRP
concentrato a 2 ml di Tampone del Coniugato. Usare un agitatore tipo
vortex per rendere la soluzione omogenea. S raccomanda una diluizione
estemporanea.

Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 199
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(200 x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea.
Lasoluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

| pozzetti inutilizzate devono essere conservate a 2-8°C, in un contenitore
sgillato che contenga un essiccante fino ala data di scadenza.

Dopo laricosgtituzione, 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 per
un periodo non superiore a 6 settimane. Effettuare il congelamento
immediatamente dopo |'uso, non attendere per il congelamento che tutti i
campioni vengano pipettati.  Evitare ripetuti cicli di congelamento-
scongelamento dei campioni.

La soluzione di lavaggio concentrata & stabile a temperatura ambiente fino
aladatadi scadenza

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

Dopo apertura del flacone, il coniugato concentrato € 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

Raccogliere il sangue per venopuntura, prestando attenzione nell'evitare
I'emolisi; mantenere i campioni in un bagno di ghiaccio. Separare il siero
dalle cellule entro 3 ore: si raccomanda I'uso di una centrifuga refrigerata.
Aggiungere 100 pl Trasylol® (100001U/ml) al 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 congeati (- 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 campioni emolizzati o lipemici.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze gener ali

Non usareil kit 0 suoi componenti oltre la data di scadenza.
Non mescolareregattivi di lotti divers.

Prima dell’ uso portare tutti i resttivi atemperaturaambiente.
Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione.



Eseguire calibratori, controlli e campioni in doppio. S raccomanda
I’alineamento verticale.

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

Per evitare cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni
volta che s us un nuovo resttivo o campione.

Per la distribuzione della soluzione di rivelazione e la Stop Solution
evitare pipette con parti metalliche.

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

Rispettare i tempi di incubazione.

Per evitare derive, I'intervallo tra il pipettaggio del primo calibratore e
I"ultimo campione non deve essere superiore a 30 minuti.

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

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

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

B. M etodo del dosaggio

1. Selezionare il numero di pozzetti necessario per il test. | pozzetti

inutilizzati devono essere risgillati nel contenitore con un essiccante e

conservati a2-8°C.

Assicurarei pozzetti nel telaio di supporto.

Pipettare 25 pl di ogni calibratore, controllo e campione nei pozzetti

adeguati.

4. Pipettare 100 pl della soluzione di lavoro del coniugato anti-OST-HRP in

tutti i pozzetti.

Incubare per 2 oro atemperatura ambiente.

Aspirareil liquido da ogni pozzetto.

Lavarela piastra 3 volte:

§  versando 0,4 ml di soluzionedi lavaggio in ogni pozzetto

§  agpirandoil contenuto di ogni pozzetto

8. Pipettare 100 pl di soluzione di rivelazione preparata 8 momento in ogni
pozzetto entro 15 minuti dalla fase di lavaggio.

9. Incubare la piasra di microtitolazione per 30 minuti a temperatura
ambiente in posizione orizzontale; evitare laluce diretta del sole.

10.  Pipettare 100 pl di reagente d’ arresto in ogni pozzetto.

11.  Leggere le assorbanze a 450 nm (filtro di riferimento a 630 nm o 650 nm)
entro 1 orae calcolarei risultati come descritto nella sezione XI.

w

No o

XI.  CALCOLO DEI RISULTATI

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

650 nm (0 630 nm).
2. Calcolarela media delle determinazioni in duplicato.
3. Codtruire la curva di calibrazione su carta millimetrata semilogaritmica o

lineare ponendo in ordinata le medie dei colpi per minuto (cpm) dei
replicati degli standard e in ascissa le rispettive concentrazioni di OST.,
collegando i punti tracciati con lineerette.

4, Determinare le concentrazioni e controlli per interpolazione sulla curva di
taratura.

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

If Trasylol® is added to the samples (100 pl/ml), sample values have to be
multiplied by 1,1.

XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE
| sotto riportati sono forniti atitolo di esempio e non devono essere utilizzati per

calcolare le concentrazioni di OST in campioni e controlli a posto della curva
standard, che va eseguita per ogni dosaggio.

La senshilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con OD
pari ala media pit 2 deviazioni standard di 20 replicati dello standard zero, &
risultata essere 0,08 ng/ml.

B. Specificita

Questo metodo rivela I'osteocal cina umana intatta. | frammenti N-terminale e C-
terminale, rilevati ai loro massimi livelli in campioni normali e patologici, sono
stati aggiunti a un calibratore a bassa e ad elevata concentrazione. Nessuna cross
reattivita € stata osservata a queste concentrazioni.

C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD CcVv Siero N <X>+SD CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 11,4+ 0,5 47 A 20 11,8+ 0,4 35
B 20 28,2+ 0,28 31 B 20 27,7+ 1,55 5,6

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accur atezza
TEST DI DILUIZIONE

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(ngml) (ngml)
1 171 - 28,6
12 14,3 14,2
14 71 71
/8 36 34
1/16 18 14
U1 - 30,8
2 12 15,4 15
14 77 7.7
/8 38 37

| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.

TEST DI RECUPERO

Campione OST aggiunta OST recuperata Recupero

(ng/ml) (ng/ml) %)

Siero 14 1,55 111
4,04 4 99

84 83 99

15 14,5 97

31 31 100

64,6 64,4 9

hOST-EASIA UnitaOD
Cdibratore 0,0 ng/ml 0,033
1,56 ng/ml 0,118
4,1 ng/ml 0,229
12,7 ng/mil 0,641
31,5 ng/ml 1,420
75 ng/ml 2415

XIll. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

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

E. Effetto hook

Un campione ha cui & stata aggiunta OST fino a 625 ng/ml ha OD superiori
aquello dello standard pit concentrato.

XIV. CONTROLLO DI QUALITA' INTERNO

§ Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
al’'interno dei limiti riportati sull’etichetta dei flaconi, non & opportuno
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, a meno che non s trovi una
giustificazione soddi sfacente.

§ Ogni laboratorio pud preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote. | controlli che contengono
azide interferiscono con la reazione enzimatica e quindi non possono essere
utilizzati.

§ | criteri di accettazione delle differenze tra i risultati in duplicato de
campioni devono basars sulla buona prass di laboratorio.

§ S raccomanda di saggiare i controlli con regolarita come campioni
sconosciuti per misurare la variabilita del saggio. Laresa ddl saggio deve
essere monitorata con tabelle di controllo qualita dei controlli.

§  E buona pratica verificare visivamente il modello di curva sdezionato dal
computer.

XV. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

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



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

XVI. PRECAUZIONI PER L'USO

Sicurezza

I1 kit € solo per uso diagnostico in vitro.

| reettivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o0 da FDA e s sono rivelati negativi per HBs
Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di
offrire la certezza assoluta cahe derivati da sangue umano non possano provocare
epatiti, AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi o campioni
di siero o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

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

Evitare qualsas contatto della cute con tutti i reagenti. La Soluzione di arresto
contiene HCI, la soluzione cromogena contiene TMB e H,O,. In caso di
contatto, lavare abbondamentemente con acqua.

Non fumare, bere, mangiare o applicare cosmetici nell’area di lavoro. Non
pipettare i reettivi con pipette a bocca. Utilizzare indumenti protettivi e guanti
mOonouso.
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XVIII. SCHEMA DEL DOSAGGIO
CALIBRATORE CAMPIONI
(ul) CONTROLLI
()}

Cdibratore (0 - 5) 25 R
Campioni, controlli - 25
Soluzione di lavoro del 100 100
Coniugato anti-OST-HRP
Incubare per 2 ore atemperatura ambiente.
Aspirareil contenuto di ogni pozzetto.
Lavare 3 volte con 400 pl di soluzione di lavaggio e aspirare.
Soluzione cromogena di 100 100
rivelazione
Incubare per 30 minuti atemperatura ambiente.
Soluzione di arresto 100 100
Leggere su un lettore per piastra da microtitolazione e registrare |’ assorbanza di ogni
pozzetto a 450 nm (ri spetto a 630 0 650 nm)

Numero di cataogo di
DIAsource:
KAP1381

P.l. numero: Revisione numero:
1700436/it 090504/1

Datadi revisione : 2009-05-04
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L eer el protocolo completo antes de usar .

hOST-EASIA

. INSTRUCCIONESDE USO

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

I.  INFORMACION GENERAL

A. Nombre DIAsource hOST-EASIA Kit
B. NUmerodeCatalogo: KAP1381: 96 tests

C. Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

Para cuestiones técnicas y informacion sobr e pedidos contactar :
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

[11. INFORMACION CLiNICA

A. Actividades biolégicas

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
circulacion sanguinea. La funcion 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 el 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

El DIAsource hOST-EASIA es un Enzyme Amplified Sensitivity Immunoassay a
fase sdlida efectuado con placas de microvaloracion rompibles. El ensayo utiliza
anticuerpos monoclonales (MAbs) dirigidos contra epitopes distintos de la
osteocalcina humana. Los calibradores y las muestras reaccionan con €
anticuerpo de captura monoclonal (MAb 1) recubierto en un pocillo de
microvaloracion 'y con un anticuerpo monoclonal (MAb 2) marcado con
peroxidasa de rébano picante (HRP). Después de un periodo de incubacion que
permite la formacion de un sandwich: MAb 1 recubierto — osteocal cina humana —
MADb 2 — HRP, la placa de microvaloracion se lava para quitar los anticuerpos
marcados con enzimas libres. Los anticuerpos marcados con enzimas ligados se
miden con una reaccion cromégena. La solucién cromégena (TMB listo para €
uso) es afladida y incubada. La reaccién se para con la adicion de la Solucion de
Parada y después la placa de microvaloracion se lee en la longitud de onda
apropiada. La cantidad de recambio de sustrato es determinada de manera
colorimétrica por la medicién de la absorbancia, que es proporcional a la
concentracion de la osteocalcina.

Una curva de calibracién es elaborada y la concentracion OST de las muestras es
determinada por interpolacién de la curva de calibracién.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Reactivos 96 tests Caédigo Recongtitucién
Kit de Color
Placade 96 pocillos Azul Listo parauso
microvaoracion con

anti OST (anti cuerpos
monoclonaes) pocillos
recubiertos rompibles

1via Rojo Listo parauso

Tampdn de Conjugado: tampén
TRIS-HCI con dbuminabovina,
caseinabovina, EDTA,
gentamicinay thymol.

|Ab

HRP |CONC | 1vid Rojo | Diluir 50 x con tampén
0,4 ml de conjugado

Conjugado: anti OST marcado con
HRP (anti cuerpos monoclonaes)
en Tampdn Estabilizante.

1via amaillo | Afadir 1 ml de agua
CAL n liofilizados destilada
Cdlibrador cero en suero humano
con benzamidinay inhibidores de
proteasa
5via amaillo | Afadir 0,5 ml de agua
CAL liofilizados destilada
CdibradoresN=14d 5
(mirar los va ores exactos en las
etiquetas) en suero humano con
benzamidinay inhibidores de
proteasa
1via marrén | Diluir 200 x con agua
|WASH| SOLN |C°NC| 10ml destilada (utilizar
Solucién de lavado (Tris-HCl) agitador magnéico)

2viad plaeado | Afiadir 0,5 ml de agua
Liofzaos Gestiada

Controles-N=102
en suero humano, benzamidina,
inhi bi dores de proteasa y thymol.

1via negro | Listo parauso

Solucién CromégenaTMB
(Tetrametil benzidinag)

1via blanco | Listo parauso
STOP | SOLN 2ml

Solucién de Parada: HCl 1IN

Nota:
1.  Paradiluciones de muestras utilizar Calibrador cero.

VI.

2. El calibrador DIAsource OST es calibrado con un péptido
sintético (Peninsula 6045).

MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

1.
2.
3.

No ok

VII.

VIII.

Aguadestilada

Trasylol® a10000Ul/ml

Pipetas de 25 m, 100m, 500 pl y 1 ml (Se recomienda € uso de pipetas
precisas con puntas desechabl es de pléastico)

Vortex

Agitador magnético

Lavador de placas de microval oracion

Lector de placas de microvioracion capaz de leer a 450 nm y 650 nm
(lectura bicromética)

PREPARACION REACTIVOS

Calibradores: Reconstituir € calibrador cero con 1,0 ml de agua degtilada
y otros calibradores con 0,5 ml de agua destilada.

Controles: Recondtituir los controles con 0,5 ml de agua destilada.
Conjugado de trabajo anti-OST —HRP: Prepare un volumen adecuado
de solucion de conjugado agregando 40 pl  del conjugado concentrado
anti-OST -HRP a 2 ml de tamp6n de conjugado. Usar un agitador
magnético para homogenizar. Se recomienda preparar en é momento de
uso.

Solucién de lavado de trabajo: Preparar € volumen necesario de
Solucién de lavado de trabajo mezclando 199 partes de agua destilada por
1 parte de Solucion de lavado (200x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucion de lavado de trabajo no utilizada al
final 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.
Los pocillos que no han sido usados deben ser almacenados entre 2 y 8°C,
en una bolsa sdlada que contenga un desecante hasta la fecha de
expiracion.

Después de la recongitucion los calibradores y los controles son muy
inestables, utilizar inmediatamente después de la reconditucién. Para
periodos mas largos, alicuotar y guardar a —20°C como mucho 6 semanas.
Congédar inmediatamente después del uso, no esperar a que todas las
muestras sean preparadas

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

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

Después de primer uso, el conjugado concentrado es estable hasta la fecha
de caducidad, s se guardaen € vial original cerrado a 2-8°C.

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

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Recoger la sangre por venipuncion, evitando la hemdlisis, las muestras se
deben guardar en un bafio de hielo. Separar €l suero de las células en
menos de 3 horas, se recomienda € uso de una centrifugada refrigerada.
Afiadir 100 pl de Trasylol® (100001U/ml) a suero inmediatamente
después de la centrifugaci6n (para obtener 1000 |U 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 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 municiosamente todos los reactivos y muestras, agitandolos o
girdndolos suavemente. Con € fin de evitar ninguna contaminacion
utilizar puntas de pipetas desechables y limpias para la adicion de cada
reactivo y muestra.
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El uso de pipetas de precision 6 equipamiento de di spensacion automética
meorarala precision. Respetar | ostiempos de incubacién.

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

Protocolo

Seleccionar € nombre requerido de pocillos para € ensayo. Los pocillos
sin usar tienen que ser sellados en € saco con un desicante y guardados a
2-8°C.

Fijar los pocillos en € suporte.

Pipetar 25 pl de cada Calibrador, Control y Muestra en € pocillo
apropiado.

Pipetar 100 pl del conjugado de trabajo anti-OST-HRP en cada pocillo.
Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.

Aspirar € liquido de cada pocillo.

Lavar laplaca 3 veces:

§  Dispensar 0.4 ml dela Solucién de Lavado en cada pocillo

§  Aspirar e contenido de cada pocillo

Pipetar 100 pl de la solucion cromégena en cada pocillo en menos de 15
minutos después de la fase de lavado.

Incubar la placa de microvaloracién durante 30 minutos a temperature
ambiente en posicién horizontal, evitar laluz solar directa.

Pipetar 100 pl del Reactivo de Parada en cada pocillo.

Leer las absorbancias a 450 nm (filtro de referencia 630 nm o 650 nm) en
menos de 3 horasy calcular |os resultados como descrito en la seccién Xl

CALCULO DE RESULTADOS

Leer laplacaa 450 nm contraun filtro de referenciaa 650 nm (o 630 nm).
Calcular € promedio de las determinaciones dobl es.

Poner sobre un papel semi-logaritmico o linear los valores OD (ordenada)
para cada calibrador contra la concentracion de OST correspondiente
(abscisa) y congtruir la curva de calibracion por la conexion de los puntos
de calibracion con lineas rectas.

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

Lareduccién de datos asistido por ordenador puede facilitar estos clculos.
S se utiliza @ procesamiento de resultados automatico, recomendamos la
funcion logistica de 4 pardmetros.

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

XII.

EJEMPLO DE RESULTADOS

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

C. Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO

PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>+SD CcVv Suero N <X>+SD CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)

A 20 11,4+ 0,5 47 A 20 11,8+ 04 35
B 20 28,2+ 0,28 31 B 20 27,7+ 1,55 56

SD : Desviacion Esténdar; CV: Coeficiente de Variacion

D. Exactitud

TEST DILUCION

Muestra Dilucién Concent. Concent.
Tedrica Medida
(ng/ml) (ng/ml)
1 1 - 28,6
12 14,3 14,2
14 71 71
1/8 36 34
116 18 14
1 - 30,8
2 12 15,4 15
14 77 77
/8 38 37
Las muestras fueron diluidas con calibrador cero.
TEST DE RECUPERACION
Muestra OoSsT OSsT Recuperado
afiadido Recuperado %)
(ng/ml) (ng/ml)
Suero 14 1,55 111
4,04 4 99
84 83 99
15 14,5 97
31 31 100
64,6 64,4 99

E. Efecto “hook”

Una muestra con niveles de OST hasta 625 ng/ml presenta cuentas mas

elevadas que el Ultimo punto de calibracion.

hOST-EASIA unidadesOD
Calibrador 0,0 ng/ml 0,033
1,56 ng/ml 0,118
4,1 ng/ml 0,229
12,7 ng/ml 0,641
31,5 ng/ml 1,420
75 ng/ml 2,415

X,

A.

REALIZACION Y LIMITACIONES

Limite de deteccion

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

El limite de deteccion, definido como la concentraci 6n aparente resultante
de dos desviaciones estandares sobre la media de enlace del calibrador
cero, fue de 0,08 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.

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, 1o cuales se guardan en alicuotas congeladas. Controles que
contienen azida interfieren con la reaccion enziméatica y no pueden ser

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

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

Recomendamos un control visual de la curva sdeccionada por

XIV.
utilizados.
corrientes.
controles.
ordenador.
XV.

INTERVALOS DE REFERENCIA

Estos valores solamente srven de orientacion; cada laboratorio tiene que
establecer sus propios valores normal es.
Valores normal es se encuentran entre 5 y 25 ng/ml.



XVI. PRECAUCIONESY ADVERTENCIAS

Sequridad

Para uso solo en diagnéstico in vitro.

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

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

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

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

CALIBRADORES MUESTRA(S)
(nl) CONTROL(S)
(nl)
Cadibradores (0 - 5) 25 R
Muestras, controles - 25
Conjugado de trabgjo anti- 100 100
OST-HRP
Incubar durante 2 horas atemperatura ambiente.
Aspirar el contenido de cadapocillo.
Lavar 3 veces con 400 pl de laSolucién de Lavado y aspirar.
Solucién cromdgena 100 100
Incubar durante 30 minutos atemperatura ambiente
Solucion de Parada 100 100

Leer con un lector de placa de microvaoracion y verifiar la absorbancia de cada
pocillo a450 nm (contra 630 0 650 nm).

DlAsource Catdogo Nr: P.I. Numero: Revision nr:
KAP1381 1700436/es 090504/1

Fecha de larevision : 2009-05-04
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Leiatodo o protocolo antes de utilizar.

hOST-EASIA

UTILIZACAO PREVISTA

Ensai o imunoenzimétrico para determinacdo quantitativa in vitro da osteocal cina intacta (OST) humana
NO SOro.

| NFORMACAO GERAL
Nomedo proprietario DIAsource hOST-EASIA Kit
N° de catalogo : KAP1381: 96 testes

Produzido por : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8 B-1400 Nivelles Belgium.

Para assisténcia técnica ou encomendas, contacte:
Tel : +32(0)67 889999 - Fax: +32(0)67 88 99 96

FUNDAMENTACAO CLINICA

Actividades biol 6gicas

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 fisioldgica exacta da osteocalcina mantém-se desconhecida. Um vasto nimero de estudos
demonstrou que os niveis de circulagdo de osteocal cina reflectem a taxa de formagdo do 0sso.

Aplicacao 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 6sseo durante a perimenopausa e a pésmenopausa
A monitorizagdo do metabolismo 6sseo durante a terapia de substituicdo 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-EASIA é um Imunoensaio de Sensibilidade Amplificada de
Enzima de base sdlida, realizado em placas de micro titulagdo destacavéis. O
ensaio utiliza anticorpos monoclonais (AMbs) especificos para determinantes
antigeéni cos distintos de osteocal cina humana. Os calibradores e amostras reagem
com o anticorpo monoclona de captura (AMb 1) revestido em pogo de micro
titulagdo e com um anticorpo monoclonal (AMb 2) rotulado com peroxidase de
armoré&cio (PA). Ap6s um periodo incubatério que permite a formag&o de uma
sanduiche: AMb 1 revestido — osteocalcina humana — AMb 2 — PA, a placa de
micro titulagdo é lavada para remover a parte livre do anticorpo rotulado
enzimaticamente. O anticorpo ligado rotulado enzimaticamente é avaliado através
de uma reacgdo cromogénica. A solucdo cromogénica (TMB pronta a utilizar) é
adicionada e incubada. A reaccao é interrompida com a adi¢éo de uma Solucdo de
Paragem e, a seguir, a placa de micro titulagdo € lida no comprimento de onda
apropriado. A quantidade de substrato turnover é determinada
colorimetricamente, medindo a sua absorcdo, proporcional a concentragdo de
osteocal cina

A curva de calibracio é tragcada e a concentracdo de OST nas amostras €
determinada por interpolagdo através da curva de calibraggo.

V. REAGENTES FORNECIDOS

Reagentes Kit 96 testes | Codigo

de cor

Placa de micro 96 pogos azul
titulagdo com pogos
removivéls
revestidos anti OST
96 (Anticorpos
monoclonas)

1recipiente | vermelho | Pronto a utilizar

Tampéo Conjugado: tampdo TRIS-
HCI com soro bovino dbumina,
caseinabovina, EDTA,
gentamicinae timol

Reconstituicio

Pronto a utilizar

1recipiente | vermelho | Dilua 50 x com tampéo
CONC | 04 ml conjugado

| Ab | HRP

Conjugacdo: Anti-OST rotulada
com PA (Anticorpos monoclonais)
em Tampé&o de estabilizacéo

1recipiente | amarelo | Adicione 1 ml de &gua
CAL n liofilizado destilada
Cdlibrador Zero em soro humano
com benzamidina e inibidores de
protease

5recipientes | amarelo | Adicione 0,5 ml de
liofilizados 4guadestilada

Cdibrador-N =1a5

(ver vaores exactos nos rétul os dos
recipiente) em soro humano sem
osteocal cina com benzamidinae
inibidores de protease

1recipiente | castanho | Dilua 200 x com &gua
10ml destilada (use um
agitador magnético).

| WASH | SOLN |CONC|

Solugéo de lavagem (Tris-HCI)

2 recipientes | praeado | Adicione 1 ml de dgua
liofilizados destilada

Controlos-N =1o0u2

Em soro humano com timol,
benzamidinae inibidores de
protease

1 recipiente preto Pronto a utilizar
CHROM | TMB 12ml

Solugdo Cromogénica TMB
(Tetrametil benzidinag)

1 recipiente branco | Pronto autilizar
or

Solucéo de Paragem: HCI 1N

Note: 1. Use o Calibrador Zero para dilui¢es da Amostra.
2. O calibrador DI Asource OST é calibrado num peptideo sintético
(Peninsula 6045).

VI.  MATERIAL NAO FORNECIDO

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

1 Agua destilada de &l evada qualidade

2. Trasylol® a 100001 U/ml

3. Pipetas autométicas de; 25 ul, 100 pl, 500 pl e 1 ml (recomenda-se o0 uso
de pipetas adequadas com pontas descartaveis)

Misturador vortex

Agitador magnético

Lavador de Placas de micro titulagdo

Leitor de Placas de micro titulagdo capaz de ler a 450 nm e 650 nm (em
leituras bicrométicas)

No ok

VII. PREPARACAO DOSREAGENTES

A. Calibradores : Reconstitua o calibrador zero com 1,0 ml de agua destilada
e outros calibradores com 0,5 ml de agua destilada.

B. Controlos : Recongtitua os controlos com 0,5 ml de agua destilada.

C. Conjugado anti-OST-HRP functionante: Prepare um volume adequado
de solugéio conjugado adicionando 40ul de conjugado concentrado anti-
OST-HRP para 2 ml de tampdo de conjugado. Use um vortex para
homogeneizar.A diluicéo extemporanea estd recomendada

D. Solucdo de Lavagem de Trabalho: Prepare um volume adequado de
Solucdo de Lavagem de Trabalho ao adicionar 199 volumes de agua
destilada a 1 volume de solugdo de lavagem (200x). Use um agitador
magnético para homogeneizar. Rejeite a solugdo de lavagem néo utilizada
no final do dia

VIIl. CONSERVAGAO E PRAZO DE VALIDADE DOSREAGENTES

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

§ Pocos ndo utilizadas devem ser guardadas a temperaturas entre 2-8°C, num
saco sdado contendo um dissecante, até & sua data de validade ser
ultrapassada.

§  Apos recondtituicio, os calibradores e controlos so muito instveis, pelo
que deverdo ser usados imediatamente apds a recongtituicdo. Para periodos
de conservagdo mais longa, devem ser feitas aliquotas e mantidas a —20°C
por um periodo méximo de 6 semanas. A congelagdo deverd ser
imediatamente realizada ap6s a utilizagdo. N&o espere para congelar até
todas as amosiras estarem pipetadas.

§ A Solugdo de Lavagem concentrada € estavel a temperatura ambiente até
que a sua data de validade sgja ultrapassada.

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

§  Apodsaldutilizacdo, o conjugado concentrado é estavel até ao final do prazo
de validade, desde que mantido no recipiente original bem fechado, entre 2
e8C

§  As dteragbes na aparéncia fisica dos reagentes do kit podem indicar
instabilidade ou degradacéo.

IX. RECOLHA E PREPARACAO DASAMOSTRAS

- Recolha o sangue por venipunctura, tomando cuidado para evitar a

hemdlise. As amostras devem ser mantidas num banho de gelo. Separe o
soro das células no prazo de 3 horas. Recomenda-se a utilizagdo de
centrifugacao refrigerada. Adicione 100 pl de Trasylol® (100001U/ml) ao
soro imediatamente ap6s a centrifugacao (para obter 1000 IU de Trasylol®
por ml de amostra).
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 amostras so podem ser descongeladas uma vez! Para
repetir o teste, descongel e as amostras em aliquotas e elimine cada amostra
apbs a primeira descongel acéo.

- Né&o use amostras hemolizadas ou amostras lipémicas.

X. PROCEDIMENTO

A. Notas de manipulagao
N&o utilize o kit ou 0s seus componentes apés a expiragdo do prazo de
validade.
N&o misture componentes de lotes diferentes.
Antes de utilizar, todos os reagentes devem estar atemp. ambiente.
Misture completamente 0s reagentes e as amosiras com agitagcdo ou
rotacdo suaves.
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XI.

Redlize calibradores, controlos e amostras em duplicado. E recomendado
um alinhamento vertical.

Utilize um contentor limpo de pléastico para preparar a Solugdo de
Lavagem.

Para evitar contaminagdes cruzadas, use uma pipeta com ponta descartavel
para a adicao de cada reagente e amostra.

Quando dispensar a Solucdo Cromogénica e a Solucdo de Paragem evite
utilizar pipetas com partes em metal.

As pipetas de precisio e evada ou a pipetagem automatica véo aumentar a
preciso.

Respeite ostempos de incubagao.

Para evitar variagbes, o tempo que mediar a pipetagem do primeiro
calibrador e da Ultima amostra devera ser limitado aquele mencionado na
secgdo X1 paragrafo E (Interval o de tempo).

Prepare uma curva padréo para cada andlise e ndo utilize dados de andlises
anteriores.

Dispense a Solugdo Cromogénica quando tiverem decorrido 15 minutos
apos a lavagem das placas de micro titulagdo.

Durante a incubaggo com a Solugdo Cromogénica, evite o contacto directo
daluz solar com a placa de micro titulagéo.

Procedimento

Retire 0 nimero de pogos que ird necessitar para a utilizagdo que vai
realizar. Os pogos que néo forem utilizadas deverdo ser colocadas no saco
com um dissecante e armazenadas a uma temperatura entre 2-8°C.

Guarde os pogos no interior do seu invélucro.

Verta com a pipeta 25 pl de cada Calibrador, Controlador e Amostra no
interior dos pocos apropriados para cada um deles.

Verta com a pipeta 100 pl de conjugado de trabalho anti-OST-PA em
todos os pogos.

Incube durante 2 horas a temperatura ambiente

Aspire o liquido de cada um dos pogos.

Lave a placa 3 vezes do seguinte modo:

§ dispense 0.4 ml de Solugéo de Lavagem no interior de cada pogo

§ aspire o conteido de cada pogo

Verta com a pipeta 100 pl de solugdo Cromogénica em cada um dos pogos
quando tiverem decorrido 15 minutos apos os procedi mentos de lavagem.
Incube as placas de micro titulagdo na horizontal durante 30 minutos a
temperatura ambiente, evite a exposi¢do aluz solar directa.

Verta com a pipeta 100 pl de Solugéo de Paragem em cada poco.

Leia as absorgdes a 450 nm (filtro de referéncia 630 nm ou 650 nm)
durante 1 hora e cal cule os resultados tal com esté descrito na seccéo X|.

CALCULO DOSRESULTADOS

Leiaaplacaa 450 nm contraum filtro de referéncia regulado a 650 nm (ou
630 nm).

Calculeaformade duplicar determinagoes.

Em papel de grafico semi-logaritmico ou linear, assnale os valores de OD
(ordenada) para cada calibrador e as correspondentes concentragOes de
OST (abcissa) e desenhe uma curva de calibragdo, ligando entre s os
pontos do calibrador assinalados com linhas rectas.

Leia a concentracdo de cada controlo e amostra por interpolagdo da curva
de calibragdo.

A reducéo de dados assistida por computador ira simplificar estes calculos.
Se for utilizado o processamento automatico dos resultados, €
recomendada a utilizagdo de um formato em curva para uma fungéo
logistica de 4 parametros.

Se for adicionado Trasylol® as amostras (100 pl/ml), os valores da amostra tém
de ser multiplicados por 1.1.

XII.

DADOS TiPICOS

Os dados seguintes servem apenas como exemplo e nunca devem ser utilizados
em vez da curva de calibrag8o executada em tempo real.

B.

Especificidade

Este méodo detecta osteocalcina humana intacta. Os fragmentos terminal-N e
terminal-N foram adicionados a um calibrador de baixo e ato valor, nas suas
maximas concentragdes encontradas em amosiras normais e patologicas.
Nenhuma reactividade cruzada foi observada nestas concentracgdes.

C. Pr ecisdo
INTRA-ENSAIO INTER-ENSAIO
Soro N <X>+DP CcVv Soro N <X>+DP CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 11,4+ 0,5 47 A 20 11,8+ 0,4 35
B 20 28,2+ 0,28 31 B 20 27,7+ 1,55 5,6

DP: Desvio Padréao; CV: Coeficiente de variagdo

D.  Exactid&o .
TESTE DE RECUPERACAO
Amostra OST Adicionado osT Recuper agéo
(ng/ml) Recuperado %)
(ng/ml)
Soro 14 1,55 111
4,04 4 ]
84 83 99
15 14,5 97
31 31 100
64,6 64,4 99
TESTE DE DILUICAO
Amostra Diluicéo Conc. tedrico. Conc. medida
(ng/ml) (ng/ml)
1 1 - 28,6
12 14,3 14,2
V4 71 71
18 36 34
116 18 14
1 - 30,8
2 12 15,4 15
V4 77 7,7
18 38 37

hOST-EASIA Unidades OD
Cdlibradore 0,0 ng/ml 0,033
1,56 ng/ml 0,118
4,1 ng/ml 0,229
12,7 ng/ml 0,641
31,5 ng/ml 1,420
75 ng/ml 2,415

XIIl. DESEMPENHO E LIMITAGCOES

A.

Limite da deteccao

Os calibradores de vinte zeros foram testados em smultaneo com um conjunto de
outros calibradores. O limite de detecgdo, definido como a concentragéo aparente
dois desvios padrao acima do OD médio a compul sdo zero, foi de 0.08 ng/ml.

Asamostras foram diluidas com Calibrador Zero.

E.

XIV.

XV.

Efeito " Hook”
Uma amostra com OST até 625 ng/ml apresenta contagens superiores ao
Gltimo ponto de calibragéo.

CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

Se os resultados obtidos para 0 Controlo 1 €ou 2 nédo se situarem dentro
do intervalo especificado no rétulo do recipiente, os resultados ndo podem
ser usados sem uma explicagdo satisfatoria para a discrepancia verificada.
Se necessrio, cada laboratério pode fazer os seus pools de amostras de
controlo, que devem ser mantidas na forma de aliquotas congeladas.  Os
controlos, como contém azida, interferem directamente com as reaccGes
enziméticas e, por isso, ndo podem ser utilizados.

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

E recomendado que os Controlos sgam rotineiramente testados, como se
de amostras desconhecidas se tratasse, para avaliar a variabilidade do teste.
O desempenho do teste devera ser monitorizado com gréficos de controlo
de qualidade dos controladores.

E boa prética a verificagio visual do formato da curva seleccionado pelo
computador.

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 saudéves, variando de 5 a 25 ng/ml.



XVI. AVISOSE PRECAUCOES XVIIT.RESUMO DO PROTOCOLO

Seguranca
Parautll!zagaoem diagnégtico |ny|.tro. ) . CALIBRADORES égﬁ‘ﬁ;gﬁ(osé
O material de origem humana utilizado na preparacdo do reagente foi testado e (u) (1)
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 Calibradores (0-5) 25
conhecido pode oferecer a seguranga completa da auséncia de agentes Amostras, Controlos _ 2'5
infecciosos, manusear 0s reagentes e as amosiras dos doentes como Conjugado de trabgjo Anti- 100 100
potencial mente infecciosos. OST-PA
Todos os produtos animais e derivados foram recolhidos a partir de animais
saudaveis Os componentes bovinos sdo oriundos de paises onde ndo foram Incubar durante 2 horas & temperatura ambiente
notificados casos de BSE. No entanto, os componentes com substancias animais Aspirar o contetido de cada pogo.
devem ser tratados como potencia mente infecciosos. Lavar 3 vezes com 400 ul de Solugéo de Lavagem e aspirar.
Evite o contacto de qualquer superficie da pele com quaisquer reagentes. A
Solucéo de Paragem contém HCI, o a solugéo cromogénica contém TMB e H,0..
Se ocorrer qualquer tipo de contacto, lave abundantemente a superficie exposta Solug&o Cromogénica 100 100
com agua.
N&o fume, beba, coma ou aplique cosméticos na area de trabalho. Nao pipete pea Incubar durante 30 minutos atemperatura ambiente.
boca. Use vestudrio de protecgdo e luvas descartaveis.
Solugéo de Paragem 100 100
XVII. BIBLIOGRAFIA
Ler no leitor de placas de micro titulag&o e registar a absorvéncia de cada pogo a 450
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Used symbols

Symboles utilisés

Consult instructions for use

Consulter lesinstructions d' utilisation

f ] Storage temperature Température de conservation
: Use by Utiliser jusque

LoT] Batch code Numéro de lot

[FEF] Cata ogue number Référence de catal ogue
[BOHTROL] Control Controle

In vitro diagnostic medica device

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Manufacturer

Fabricant

Contains sufficient for <n> tests

Contenu suffisant pour <n> tests

Wash solution concentrated Solution de lavage concentrée
CAL 0 Zero calibrator Cadlibrateur zéro
CAL N Calibrator # Calibrateur #
CONTROL | N Control # Controle#
Ag | 128l Tracer Traceur
A | sl Tracer Traceur
Ag | 1251 | cone Tracer concentrated Traceur concentré
A 125 | CONC Tracer concentrated Traceur concentré
j Tubes Tubes
INC | BUF Incubation buffer Tampon dincubation
ACETONITRILE Acetonitrile Acétonitrile
SERUM Serum Sérum
DL | sPE Specimen diluent Diluant du spécimen
DL | BUF Dilution buffer Tampon de dilution
ANTISERUM Antiserum Antisérum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent Immunoadsorbant

Cadlibrator diluent

Diluant de caibrateur

Reconstitution solution

Solution de reconstitution

Polyethylene glycol

Glycol Polyéthyléne

Extraction solution

Solution d’extraction

ELU | SON Elution solution Solution d’elution
GEL Bond Elut Silica cartridges Cartouches Bond Elut Silica
PRE | SOLN Pre-treatment solution Solution de pré-traitement

Neutraization solution

Solution de neutralisation

Tracer buffer

Tampon traceur

Microtiterplate

Microplaque detitration

Conjugeate buffer

Ab | HRP HRP Conjugate HRP Conjugué

Ag | HRP HRP Conjugate HRP Conjugué

Ab | HRP | CONC HRP Conjugate concentrate HRP Conjugué concentré

Ag | HRP | CONC HRP Conjugate concentrate HRP Conjugué concentré
CONJ | BUF Tampon conjugué

Chromogenic TMB concentrate

Chromogéne TMB concentré

CHROM TMB | CONC

CHROM | TMB Chromogenic TMB solution Solution chromogéne TMB
SUB | BUF Substrate buffer Tampon substrat
STOP | SOLN Stop solution Solution d’ arrét
INC | SR Incubation serum Sérum dincubation
BUF Buffer Tampon
Ab AP AP Conjugate AP Conjugué
SuB | PNPP Substrate PNPP Tampon PNPP

Biotin conjugate concentrate

Biotine conjugué concentré

Avidine HRP concentrate

Avidine HRP concentré

Assay buffer

Tampon de test

Biotin conjugate

Biotine conjugué

Specific Antibody

Anticorps spécifique

SAV | HRP | CONC Streptavidin HRP concentrate Concentré streptavidine HRP
NS8 Non-specific binding Liant non spécifique
2nd Ab 2nd Antibody Second anticorps
ESEE Adidification Buffer Tampon dacidification
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Gebruikte symbolen

Gebrauchte Symbolen

il Raadpleeg de gebruiksaanwijzing Gebrauchsanweisung beachten

f ] Bewaartemperatuur Lagern bei

= Houdbaar tot Verwendbar bis

LoT] Lotnummer Chargenbezeichnung

REF Catal ogusnummer BestellInummer
[BOHTROL] Controle Kontrolle

owom] Medisch hulpmiddel voor in-vitro diagnostiek In Vitro Diagnostikum

| Fabrikant Hersteller

[ Inhoud vol doende voor <n> testen Ausreichend fir <n> Ansétze

Wasoplossing, geconcentreerd

Waschl6sung-Konzentrat

CAL 0 Nulkalibrator Null kalibrator
CAL N Kalibrator # Kalibrator #
CONTROL | N Controle# Kontrolle #
Ag | 128l Tracer Tracer
A | sl Tracer Tracer
Ag | 1251 | conc Tracer geconcentreerd Tracer Konzentrat
Ab | 1251 | CONC Tracer geconcentreerd Tracer Konzentrat
j Buisies Rohrchen
INC | BUF Incubatiebuffer Inkubationspuffer
ACETONITRILE Acetonitrile Azetonitril
SERUM Serum Humanserum
DL | sPE Specimen diluent Probenverdiinner
DL | BUF Verdunningsbuffer Verdunnungspuffer
ANTISERUM Antiserum Antiserum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent Immunadsorbens
DL | cAL Kalibratorverdunner Kalibratorverdiinnung
REC | SOLN Reconstitutieopl ossing Rekonstitutionsl6sung
Polyethyleen glycol Polyethylenglykol

Extractieoplossing

Extraktionsl6sung

ELU | SOLN Elutieoplossing Eluierungslsung

GEL Bond Elut Silica kolom Bond Elut Silikakartuschen
PRE | SOLN Pre-behandelingsoplossing Vorbehandlungsl 6sung
NEUTR | SOLN Neutralisatieoplossing Neutralisierungsl dsung
TRACEUR | BUF Tracerbuffer Tracer-Puffer

Microtiterplaat Mikrotiterplatte

Ab | HRP HRP Conjugaat HRP Konjugat

Ag | HRP HRP Conjugaat HRP Konjugat

Ab | HRP | CONC HRP Conjugaat geconcentreerd HRP Konjugat Konzentrat

Ag | HRP | CONC HRP Conjugaat geconcentreerd HRP Konjugat Konzentrat
CONJ | BUF Conjugaat buffer Konjugatpuffer
CHROM | TMB | CONC Chromogene TMB geconcentreerd Chromogenes TMB Konzentrat
CHROM | TMB Chromogene Oplossing TMB Farblésung TMB

SUB | BUF Substraatbuffer Substratpuffer

STOP | SOLN Stopoplossing Stoppl &sung

INC | SR Incubatieserum Inkubationsserum

BUF Buffer Puffer

Ab AP AP Conjugaat AP Konjugat

SUB | PNPP Substraat PNPP Substrat PNPP

BIOT | CONJ | CONC Geconcentreerd Biotine conjugaat Biotin-Konjugat-Konzentrat

AVID | HRP | CONC Geconcentreerd Avidine-HRP conjugaat Avidin-HRP-Konzentrat
ASS | BUF Assay buffer Assaypuffer

Ab | BIOT Biotine conjugaat Biotin-Konjugat

m Specifiek antilichaam Spezifischer Antikorper

Streptavidine-HRP concentraat

HRP Streptavidinkonzentrat

NS8 Aspecifieke binding Unspezifische Bindung
2nd Ab 2de antilichaam Sekundérer Antikdrper
| ACID | BUF | Verzuringsbuffer Ansauerungspuffer
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Simboli utilizzati

Simbolos utilisados

Consultare leistruzioni per I'uso

Consultar las instrucciones de uso

Limitazioni di temperatura

Limitacion de temperatura

: Utilizzare entro Fecha de caducidad
Lot Numero di lotto Codigo delote
[FEF] Numero di catalogo NUmero de catédl ogo
[BOHTROL] Controllo Control
owom] Dispositivo medico-diagnostico in vitro Producto sanitario paradiagndstico in vitro
ﬂ Fabbricante Fabricante

Contenuto sufficiente per <n> saggi

Contenido suficiente para<n> ensayos

£\ «at
9 .
g
z

CONC

Tampone di lavaggio concentrato

Solucion de lavado concentrada

CAL 0 Cadlibratore zero Calibrador cero

CAL N Standard # Calibrador #
CONTROL | N Controllo # Control #

Ag | 1250 Marcato Trazador

Ab | 1280 Marcato Trazador

Ag | 1251 | conc Marcato concentrato Trazador concentrada

Ab 1251 CONC

Marcato concentrato

Trazador concentrada

]

Provette

Tubos

INC | BUF Tampone incubazione Tampdn de incubacion

ACETONITRILE Acetonitrile Acetonitrilo

SERUM Siero Suero

DL | SPE Diluente campione Diluyente de Muestra
DIL | BUF Tampone diluizione Tampén dedilucion
ANTISERUM Antisiero Antisuero
IMMUNOADSORBENT Immunoassorbente Inmunoadsorbente

Diluente cdibratore

Diluyente de calibrador

RE( SOLN

Soluzione di ricostituzione

Solucion de Reconstitucion

Polietilenglicole

Glicol Polietileno

EXTR [ SOLN

Soluzione di estrazione

Solucion de extraccion

ELU SOLN

Soluzione di eluizione

Solucién de elucion

T

Cartucce di silice bond elut

Cartuchos Bond Elut Silica

PRE SOLN

Soluzionedi pretrattamento

Solucion de Pre-tratamiento

NEUTR | SOLN

:

Soluzione di neutralizzazione

Solucion de Neutralizacion

TRACEUR | BUF Tracer Buffer Tamp6n de trazador
Piastradi microtitolazione Placa de microvaloracion
Ab | HRP HRP Coniugato HRP Conjugado
Ag | HRP HRP Coniugato HRP Conjugado
Ab | HRP | CONC HRP Coniugato concentrato HRP Conjugado concentrada
Ag | HRP | CONC HRP Coniugato concentrato HRP Conjugado concentrada

Q
Q
z
&

BUF

Buffer coniugato

Tamp6n de Conjugado

CHROM ™B CONC

Cromogena TMB concentrato

Cromégena TMB concentrada

CHROM | T™MB

Soluzione cromogena TMB

Solucién Cromégena TMB

SuB | BUF Tampone substrato Tampoén de sustrato
STOP | SOLN Soluzione di arresto Solucion de Parada
INC | ser Incubazione con siero Suero de Incubacion
BUF Buffer Tampén
Ab AP AP Coniugato AP Conjugado
SUB | PNPP Substrato PNPP Sustrato PNPP

BIOT CONJ | CONC

Concentrato coniugato con biotina

Concentrado de conjugado de biotina

AVID HRP | CONC

Concentrato avidinaHRP

Concentrado avidinaHRP

ASS BUF

Soluzione tampone per test

Tampoén de ensayo

Ab BIOT

Coniugato con biotina

Conjugado de biotina

i

Al

Anticorpo Specifico

Anticuerpo especifico

SAV HRP | CONC

Streptavidina-HRP concentrata

Estreptavidina-HRP Concentrado

N8 Legame non-specifico Uni6n no especifica
2nd Ab 2° Anticorpo Segundo anticuerpo
ESEE Tampone Adidificante Tampon de Acidificacion
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Simbolos utilizados Anvanda symboler
il Consulteinstrugdes de utilizagio Lés instruktionerna fére anvandning

f ] Temperatura de conservaggo Forvaringstemperatur
= Utilizar antes de Anvénds av
LoT] Cédigo de lote Lotnummer
[FEF] NUmero de catédl ogo Katal ognummer
[BOHTROL] Controlo Kontroll
KL Dispositivo médico de diagndstico in vitro In vitro diagnostiskt kit
Fabricante Tillverkare

Contetido suficiente para<n> testes

Innehdllet racker till <n> prover

WASH | SOLN | CONC

Solucdo de lavagem concentrada

Tvéttl6sning, koncentrerad

CAL 0 Calibrador zero Nollkaibrerare
CAL N Calibrador # Kalibrator #
CONTROL | N Controlo # Kontroll #
Ag | 1251 Marcador Radioisotop, antigen
Ab 1251 Marcador Radioisotop, antikropp
Ag | 125 | conc Marcador concentrada Radioisotop, antigen koncentrerad
Ab | 1251 | CONC Marcador concentrada Radioisotop, antikropp koncentrerad
1 Tubos Ror
INC | BUF Tampéo de incubagéo Inkuberingsbuffert
ACETONITRILE Acetonitrilo Acetonitril
UM Soro Serum
L Diluidor de espécimes Spadningsbuffert for prover
Tampéo de diluicdo Spédningsbuffert
ANTISERUM Anti-soro Antiserum
Imunoadsorvente Immunoadsorberare

Diluente do calibrador

Kalibratordiluent

REC | SOLN Solucdo de Reconstitui¢éo Rekonstitutionslsning
Polietileno-glicol Polyetylenglykol

EXTR | SOLN Solucdo de Extraccéo Extraktionsl&sning

BU | SN Soluggo de Eluicio Elueringsl6sning

Cartuchos de silicaBond Elut

Silikonpatroner for elueringsbindning

Soluggo de pré-tratamento

Forbehandlingsl 6sning

Solugéo de neutralizagéo

Neutraliseringsl ésning

TRACEUR | BUF Tamp&o Marcador Tracerbuffert
Placa de micro titulagéo Microtiterplatta
A | HRP HRP Conjugagéo HRP-konjugat
Ag HRP HRP Conjugagéo HRP-konjugat
Ab | HRP | conc HRP Conjugagdo concentrada HRP-konjugat-koncentrat
Ag HRP | CoNC HRP Conjugagdo concentrada HRP-konjugat-koncentrat
cons | BUF Conjugue o tamp&o Konjugatbuffert

CHROM ™B CONC

Cromogénica TMB concentrada

Kromogeniskt TM B-koncentrat

CHROM | T™MB

Solugdo Cromogénica TMB

Kromogenisk TMB-I&sning

SUB | BUF Tampéo de substrato Substratbuffert
STOP | SOLN Solugéo de Paragem Stopldsning
INC [ SR Soro deincubaggo Inkubationsserum
BUF Tampéo Buffert
Ab AP AP Conjugagéo AP-konjugat
SUB | PNPP Substrato PNPP Substrat-PNPP

BIOT CONJ | CONC

Concentrado conjugado de biotina

Biotinkonjugat koncentrat

AVID HRP | CONC

Concentrado HRP de avidina

Avidin HRP-koncentrat

ASS BUF

Tampéo de ensaio

Provbuffert

Ab BIOT

Conjugado de biotina

Biotinkonjugat

Al

Anticorpo especifico

|1

Tampéo de acidificaggo

HRP | CONC Estreptavidina HRP concentrado -

NSB Ligagdes n&o especificas -
2ndAb Anticorpo secundério -
ESEE -
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Enrelijynon ov OV

Anvendte symboler

ZvpPovievteite Tig 0dNyieg xpriong

Laes brugsvejledningen

Oeppokpacio amobikevong

Opbevaringstemperatur

: Hypepopmvia Anéng Anvend inden
LOT Ap1Opdg Toptidog Batchkode
[FEF] ApBpdg Kataddyon Katal ognummer
ECATROL] Tpotvmo eréyyov Kontrol

In Vitro Awyvootiké lotpoteyvortytkd mpotdv

Medicinsk udstyr til in vitro-diagnosticering

Kataokevaomg

Fabrikant

Tepeyopevo emapkég yuo «» eEeTdoElg

Indeholder nok til <n> test

ZUUTUKVOUEVO SLHAVLLOL EKTAVONG

Koncentreret vaskeopl gsning

CAL 0 Mndevikog Babpovountg Nul-kalibrator

CAL N BaBpovopntig # Kalibrator nr.
CONTROL | N Opodg eréyyov # Kontrol nr.

Ag | 125l IynOétng Marker

Ab | 1280 IynOétng Marker

Ag | 1251 | CONC Xpopoyovog Iyvndémg Koncentreret marker
A 1251 | CONC Xpopoyovog Iyvndémg Koncentreret marker
'] ZoMvapla Tuber

INC | BUF Pubpiotikd didhopa endaong Inkubati onsbuffer
ACETONITRILE Axetovirpilio Acetonitril

SERUM Opog Serum

DL | SPE Awihopa apainong detypdtmv Provediluent

DL | BUF Pubpiotikd didhvpo apaioong Fortyndingsbuffer

ANTISERUM Avtiopog Antiserum
IMMUNOADSORBENT AvocompoopoenTikd Immonoadsorbent

Addopa Tpoemeepyaciog

DIL | cAL Apowtikd Babpovountédv Kalibratordiluent
REC | SOLN Awhopa ovecvoTaong Rekonstitueringsopl gsning
PEG ToAvatbvievoyAvkoin Polyetylenglykol
EXTR | SOLN Awdhopa exydiong Ekstraktionsoplgsning
ELU | SOLN Awdhopa Ekhovong Elueringsopl gsning
GEL Dvoryyeg moprtiov Bond Elut Patroner med bindingselueringssilica
PRE | SOLN Forbehandlingsopl gsning

NEUTR | SOLN Awdhopa e€0vdetépmong Neutraliseringsopl@sning
TRACEUR | BUF PuBuiotikd dddvpa Markerbuffer
TTAGKo LkpoTThodoToNg Mikrotiterplade
Ab | HRP HRP Zolevypa HRP-konjugat
Ag | HRP HRP Zolevypa HRP-konjugat
Ab | HRP | CONC Xpopoydvog HRP Zolevypo HRP-konjugat-koncentreret
Ag | HRP | CONC Xpopoydvog HRP Zolevypo HRP-konjugat-koncentreret
CONJ | BUF Pubpiotikd didhvpo ovledypatog Konjugatbuffer
CHROM | TMB | CONC Xpopoyovog TMB Kromogen TMB-koncentreret
CHROM | TMB Audhopa ypopoyovov TMB Kromogen TM B-opl gsning
SUB | BUF Pubpiotikd didAupio VTOGTPMUOTOG Substratbuffer
STOP | SOLN Avaoyetikd avtidpoaotiplo Stopopl gsning
INC | SR Opdg emdaong Inkubati onsserum
BUF PouBuiotikd dddvpa Buffer
Ab AP AP Z0levypo AP-konjugat
SUB | PNPP PNPP vrtoctpdpatog Substrat PNPP

ZUUTVKVOUEVO avTIdpactiplo cuievypévo pe Protivn

Biotin konjugat koncentrat

Zopmokvopévo dtdivpo ofdivng-HRP

Avidin HRP koncentrat

PuBiotiko stddvpo Tposdopicron

Provebuffer

avTIdPuoTHPLo GLEEVYHEVO ne Plotivn

Biotin konjugat

Ewdwo6 Avticopo

PuBiotiko Atdivpo 6&vo

SAV | HRP | CONC Topmvkvopévn otpentafidivy cuvetevypuévn pe HRP -
N8 un-edikn déopevon -
2nd Ab 20 Avticopo -

| ACID | BUF | -
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Stosowane symbole

Hasmnalt szimbélumok

Przed zastosowaniem zapoznac si¢ z instrukcja

Olvassa e ahaszndati Gtmutat6t

f ] Temperatura przechowywania Térolasi homérséklet
: Zuzy¢ przed Lejérati id6
LT Kod serii Gyértési kod
[FEF] Numer katal ogowy Katal 6gus szam
ECHTROL] Kontrola Kontrol
v o Urzadzenie medyczne do diagnostyki in vitro In vitro diagnosztikai eszkdz

Producent

Gyarto

Zawartos¢ wystarczajaca do <n> testow

Tartalma <n> teszt el végzésére el egendd

WASH | SOLN | CONC

Roztwér ptuczacy stezony

Moso folyadék koncentrétum

CAL 0 Kalibrator zerowy Zero kalibrétor
CAL N Kalibrator nr Kalibrétor #
CONTROL | N Kontrolanr Kontrol #

Ag 1251

Znacznik izotopowy

Nyomjelz6 izotop

Ab 1251

Znacznik izotopowy

Nyomjelz6 izotop

Ag 1251 | CONC

Znacznik izotopowy stezony

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

Ab 1251 CONC

Znacznik izotopowy stezony

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

1 Probowki Csbvek
INC | BUF Wymegana i nkubacja buforu Inkubd 6 puffer
ACETONITRILE Acetonitryl Acetonitril
UM Surowica Szérum
L Rozcienczalnik probki Mintahigitd
Bufor do rozcienczania Higito puffer
ANTISERUM Antysurowica Antiszérum
Immunoadsorbent Immunadszorbens

Rozcienczanik kalibratora

Kalibrétor higité

REC | SOLN Roztwor do rozcienczania Mintael 6készité ol dat
Glikol poli(oksy)etylenowy Polietilén glikol

EXTR | SOLN Roztwor ekstrakeyjny Extrakci6s ol dat

ELU | SON Roztwor eucyjny Elud 6 oldat

Kolumny krzemionkowe Bond Elut

Bond Elut Silicaszilikagél patronok

Roztwér do przygotowania wstepnego

Elékezel 6 oldat

Roztwér neutralizujacy

Semlegesité oldat

TRACEUR | BUF Bufor znacznika Nyomjelz6 izotdp higitd puffer
mikroptytka Mikrotiter lemez
Ab | HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum
Ag | HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum
Ab | HRP | CONC Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum koncentrétum
Ag | HRP | CONC Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum koncentratum
CONJ | BUF Bufor do koniugacji Konjugéatum puffer

CHROM ™B CONC

Koncentrat chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Kromogén TMB koncentrdum

CHROM | T™MB

Roztwér chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Kromogén TMB oldat

SUB | BUF Bufor substratu Szubsztrét puffer
STOP | SOLN Roztwér zatrzymujacy reakcje Stop oldat
INC | SR Wymegana i nkubacja surowicy Inkubéci 6s szérum
BUF Bufor Puffer
Koniugat AP (fosfatazy alkalicznej) AP konjugétum

p-nitrofenyl ofosforan substratowy

Szubsztrét PNPP

BIOT CONJ | CONC

Koncentrat koniugatu biotyny

Biotin konjugatum koncentrétum

AVID HRP | CONC

Koncentrat peroksydazy chrzanowej z awidyna

Avidin HRP koncentrdtum

ASS BUF

Bufor do oznaczania

Vizsgdlati puffer

Ab BIOT

Koniugatu biotyny

Biotin konjugdtum

Al

Przeciwciato swoiste

Specifikus ellenanyag

|1

HRP | CONC Koncentrat streptawidyny HRP Sztreptavidin HRP koncentrétum
NSB Wiazanie nieswoiste Nem-specifikus kétédés
2nd Ab Drugie przeciwciato Mésodlagos €llenanyag
[aco [ sur | Bufor zakwaszajacy Savas puffer
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H3n0,3BaHU CUMBOJIH

il BuskTe nHCTpyKIMATa 32 paboTa
f Temneparypa Ha CbXpaHeHHE
L o
- Hsnonsgaiite ¢
LOT IMapTunen xox

Karanosxen Homep

Konrpon

W1 BUTPO TMArHOCTHYHO MEMIIMHCKO H3/IeIHe

Ipoussoauren

Cun;p)l(aﬂne JIOCTaTh4HO 3a <N> TecTa

KonueHTprpan u3MHBal pa3sTBop

CAL 0 Hynes kanu6parop
CAL N KanuGpartop #
CONTROL | N Kontpon #

A Tpeiicsp

i i Tpeiicep

Konuenrpupan Mapkep

A 1251 | CONC KoHueHTpupan Mapkep
1 EnpyseTku
INC | BUF Hukyb6armonen Oydep
ACETONITRILE AICTOHUTPHI
SERUM Cepym
DIL | SPE Paspenuren 3a npodure
oL | BUF Bybep 3a paspexnane
AHTHCEPYM
HmyHoabcopOeHT

Paspeauten 3a kanubpatopa

Ipecn3naBany pa3Tsop

Tonuerunen rMkomn

ExcrpakToB pa3tBop

PastBop 3a emounpane

CHITHKAreTHH TBJIHUTENTN

Ipen-neueben pazTBOp

Heyrpanusupani parsop

Mapkepen Oydep

MHuKpPOTHTBPHA IIACTHHA

HRP xontorar / Konrorar Ha XpsiHOBa [IepOKCHa3a

HRP xontorar / Konrorar Ha XpsiHOBa [IepOKCHa3a

HRP KoHIOTHpaH KOHLEHTPAT

HRP KoHIOTHpaH KOHLEHTPAT

CoNJ | BUF Bydep 3a kontorara
CHROM | TMB | CONC Xpomorenen TMB konueHTpar
CHROM | TMB Xpowmorenen TMB pasteop

su | BUF Cyb6crparen Oydep

STOP | SOLN Cron pa3TBOp

INC | SR HHKy6armoHeH cepym

suF Bydep
Ab AP

AP kontorar / KoHIOraT Ha ankaiHa gocdaraza

PNPP

Cy6cerpar PNPP / mapa wutpodenun pocdar

buoTnH KOHIOTHpaH KOHLEHTpAT

AVID HRP | CONC

Lo | o ]
BIOT CONJ | CONC
[ | e Joore]

AsuanH HRP konueHTpar

Bydep 3a npobure

buotun xoHiorar

crnenupuIHO AHTHTAIIO

crpenrtasuaud HRP koHLeHTpat

NSB He crienu(uIHO CBbp3BaHe
2ndAb BTOPO aHTHTSUIO
| ACID | BUF |

KHcenuHu3upai oydep
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