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OSTASE IRMA KIT
[REF] A44176

IMMUNORADIOMETRIC ASSAY FOR THE IN VITRO
DETERMINATION OF BONE ALKALINE PHOSPHATASE
(BAP) IN HUMAN SERUM

For in vitro diagnostic use.

PRINCIPLE

The immunoradiometric assay of bone alkaline phosphatase (BAP) is a
"sandwich" type assay. In the kit, mouse monoclonal antibodies directed
against two different epitopes of BAP and hence not competing are used.

Serum samples, controls and calibrators are incubated in tubes coated with
the first monoclonal antibody in the presence of the second monoclonal
antibody which is labeled with iodine 125. After incubation, the content
of tubes is rinsed so as to remove unbound 125l-labeled antibody. The
bound radioactivity is then determined in a gamma counter. The BAP
concentrations in the samples are obtained by interpolation from the
standard curve. The concentration of BAP in the samples is directly
proportional to the radioactivity.

WARNING AND PRECAUTIONS
General remarks:

. The vials with calibrators and controls should be opened as shortly as
possible to avoid excessive evaporation.

. Do not mix the reagents from kits of different lots.
. A standard curve must be included with each assay.

. The size of the assay should be limited so as all the samples can be
pipetted within 20 minutes.

. It is recommended to perform the assay in duplicate.
. Each tube must be used only once.
Basic rules of radiation safety

The purchase, possession, utilization, and transfer of radioactive material is
subject to the regulations of the country of use.

Adherence to the basic rules of radiation safety should provide adequate
protection:

. No eating, drinking, smoking or application of cosmetics should be
carried out in the presence of radioactive materials.

. No pipetting of radioactive solutions by mouth.

. Avoid all contact with radioactive materials by using gloves and
laboratory overalls.

. All manipulation of radioactive substances should be done in an
appropriate place, distant from corridors and other busy places.

. A record of receipt and storage of all radioactive products should be
kept up to date.

. Laboratory equipment and glassware which are subject to
contamination should be segregated to prevent cross-contamination
of different radioisotopes.

. Each case of radioactive contamination or loss of radioactive material
should be resolved according to established procedures.

. Radioactive waste should be handled according to the rules
established in the country of use.

Sodium azide

Some reagents contain sodium azide as a preservative. Sodium azide can
react with lead, copper or brass to form explosive metal azides. Dispose of
the reagents by flushing with large amounts of water through the plumbing
system.

Materials of human origin

The materials of human origin, contained in this kit, were found negative
for the presence of antibodies to HIV 1 and HIV 2, antibodies to HCV, as
well as of Hepatitis B surface antigen (HbsAg). However, they should be
handled as if capable of transmitting disease. No known test method can
offer total assurance that no virus is present. Handle this kit with all necessary
precautions.

All serum samples should be handled as if capable of transmitting hepatitis
or AIDS and waste should be discarded according to the country rules.
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GHS HAZARD CLASSIFICATION

Wash solution (20x) DANGER

H360 May damage fertility or the
unborn child.

P201 Obtain special instructions
before use.

P280 Wear protective gloves,
protective clothing and
eyef/face protection.

P308+P313 IF exposed or

concerned: Get medical
advice/attention.

Boric Acid 0.1-0.3%
Sodium Borate
Decahydrate 0.1-0.3%

Safety Data Sheet is available at techdocs.beckmancoulter.com
SPECIMEN COLLECTION, PROCESSING,
STORAGE AND DILUTION

Collect blood in dry tubes.
. Separate serum from cells by centrifugation.

. Serum samples may be stored at 2-8 °C, if the assay is to be performed
within 24 hours. For longer storage keep frozen (<-20 °C, maximum 2
months) after aliquoting so as to avoid repeated freezing and thawing.
Thawing of sample should be performed at room temperature.

. If samples have concentrations greater than the highest calibrator,
they must be diluted in the zero calibrator.

MATERIALS PROVIDED

All reagents of the kit are stable until the expiry date indicated on the kit label,
if stored at 2-8 °C. Expiry dates printed on vial labels apply to the long-term
storage of components by the manufacturer only, prior to assembly of the kit.
Do not take into account.

Storage conditions for reagents after reconstitution or dilution are indicated
in paragraph Procedure.

Anti- BAP monoclonal antibody coated tubes: 2 x 50 tubes (ready-to-use)
125|.]abeled monoclonal anti- BAP antibody: one 11 mL vial (ready-to-use)

The vial contains 650 kBq, at the date of manufacture, of 125I-labeled
immunoglobulins in buffer with bovine and horse proteins and sodium azide
(<0.1 %) and a dye.

Note: Occasional presence of clotted particles in the tracer does not affect
assay performance.

Calibrators: five 1 mL vials and one 6 mL "zero calibrator" vial

(ready-to-use)

The calibrator vials contain from 0 to approximately 120 pg/L of BAP in
buffer with bovine serum albumin and sodium azide (<0.1 %). The exact
concentration is indicated on each vial label. The calibrators are verified to
an internal reference standard.

Control sera: two vials (ready-to-use)

The vials contain BAP in buffer with bovine serum albumin and sodium azide
(<0.1 %). The expected values are in the concentration range indicated on a
supplement.

Wash solution (20x): one 50 mL vial
Concentrated solution has to be diluted before use.
MATERIALS REQUIRED, BUT NOT PROVIDED
In addition to standard laboratory equipment, the following items are required:
. Precision micropipette (100 pL).
. Repeating pipettes (100 yL and 2 mL).
. Refrigerator or cold room (2-8 °C).
. Vortex-type mixer.
. Aspiration system.
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+  Gamma counter set for |,

RESULTS

Results are obtained from the standard curve by interpolation. The curve
serves for the determination of BAP concentrations in samples assayed at
the same time as the calibrators.

Standard curve

The results in the package insert were calculated using a log-log curve fit
(weighted quadratic regression) with determined radioactivity (cpmcg] —
cpmegl0) on vertical axis and the BAP concentration of the calibrators on
the horizontal axis (ug/L). Other data reduction methods may give slightly
different results.

Total activity: 225,220 cpm
Calibrators | BAP (ug/L) | cpm (n=3) BIT (%) cpmgg| —
cpMmeai0
0 0 196 0.09 -
1 7.5 2,481 1.10 2,285
2 15 5,122 2.27 4,926
3 30 9,448 4.20 9,252
4 60 18,208 8.08 18,012
5 120 32,125 14.3 31,929

(Example of standard curve, do not use for calculation)
Samples

For each sample or control, locate the (cpmggmple — CPMcglQ) Value on
the vertical axis and read off the corresponding EPAP concentration on the
horizontal axis. The concentrations of diluted samples must be corrected by
the dilution factor.

Enzymatic activity 100 U/L of BAP corresponds approximately to 38.4 ug/L.

EXPECTED VALUES

We recommend each laboratory to establish its own reference values. The
below presented values obtained with healthy subjects are indicative only.

A multicenter clinical trial was conducted to test the effectiveness of BAP
as an aid in the management of postmenopausal osteoporosis and Paget’s
disease. Although the BAP results in this trial were generated with the
Tandem®-R OSTASE assay, the Immunotech OSTASE IRMA kit assay has
been developed using the same monoclonal antibodies employed in the
Tandem-R OSTASE assay and has been standardized to provide the same
clinical performance.

Assays measuring BAP using other monoclonal antibodies or other methods
may not provide similar clinical performance.

Study results are provided in the following table.

N | Mean | SD | Median| 95"

(ug/L) | (ug/L) | (mg/L) | Percentile
(ng/L)
Males 217 | 123 4.3 11.6 20.1
Premenopausal Females | 228 8.7 2.9 8.5 14.3
Postmenopausal Females | 529 | 13.2 4.7 12.5 22.4

QUALITY CONTROL

Good laboratory practices imply that control samples be used regularly to
ensure the quality of the results obtained. These samples must be processed
exactly in the same way as the assay samples, and it is recommended that
their results be analyzed using appropriate statistical methods.

In case of packaging deterioration or if data obtained show some performance
alteration, please contact your local distributor or use the following e-mail
address: imunochem@beckman.com

PROCEDURE

Preparation and storage of reagents

Let all the reagents come to room temperature.
Preparation of the wash solution

Pour the content of the vial into 950 mL of distilled water and homogenize.
The diluted solution may be stored at 2-8 °C until the expiry date of the kit.

Assay procedure (see table below)
Bring all reagents to room temperature before pipetting.
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Step 1 Step 2 Step 3
Additions Incubation Washing and
Counting
To antibody Put the rack into Add to all tubes 2

coated tubes, add
successively:

100 L of calibrator,
control or sample and
100 pL of tracer.”

Shake gently test
tube rack by hand for

pre-cooled water bath
placed in refrigerator.

Incubate 19 *+ 1 hours
at 2-8 °C without
shaking.

The temperature must
not exceed 8 °C.

mL of wash solution
and aspirate** (with
exception of the 2
tubes «total cpm»).

Add once more 2 mL
of wash solution and
aspirate.™*

Determine activity
(cpm) for 1 min.

15 seconds.

*Add 100 pL of tracer to 2 additional tubes to obtain total cpm.

**Aspirate each rack of tubes separately to decrease the time of washing
solution presence in the tube to minimum. After finalization of second
washing step, wait approximately 60 seconds and aspirate once more.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

(for more details, see the data sheet “APPENDIX”)

Representative data are provided for illustration only. Performance obtained
in individual laboratories may vary.

Sensitivity

Analytical sensitivity: 1.75 ug/L

Functional sensitivity: 5.00 pg/L

Specificity

Intestinal BAP: 100 U/L gives a result of 2.4 pg/L in this assay.
Placental BAP: 100 U/L did not produce detectable result in this assay.
Liver BAP: 100 U/L gives a result of 6.9 pg/L in this assay.

Precision

Intra-assay

Samples were assayed in 18 replicates in the same series. The coefficients
of variation were found below or equal to 8.4 %.

Inter-assay

Samples were assayed in duplicate in 10 different series. Coefficients of
variation were found below or equal to 13.6 %.

Accuracy
Dilution test

High-concentration serum samples were serially diluted in zero calibrator.
The recovery percentages were obtained between 88.5 % and 115 %.

Recovery test

Serum samples were spiked with known quantities of BAP. The recovery
percentages were obtained between 86.7 % and 106 %.

Measurement range (from analytical sensitivity to highest calibrator): 1.75
to approximately 120 pg/L.

LIMITATIONS

The non-respect of the instructions in this package insert may affect results
significantly.

Results should be interpreted in the light of the total clinical presentation
of the patient, including clinical history, data from additional tests and other
appropriate information.

It is not recommended to use haemolysed, icteric or lipaemic samples with
the OSTASE assay.

Hook effect: “Hook effect” of this IRMA kit may appear in samples containing
BAP concentration equal or higher than 1000 pg/L. The samples with clinical
suspicion to very high concentrations should be diluted with zero calibrator.
Values obtained must be corrected by the dilution factor.

For assays employing antibodies, the possibility exists for interference
by heterophile antibodies in the patient sample. Patients who have been
regularly exposed to animals or have received immunotherapy or diagnostic
procedures utilizing immunoglobulins or immunoglobulin fragments may
produce antibodies, e.g. HAMA, that interfere with immunoassays.
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Such interfering antibodies may cause erroneous results. Carefully evaluate
the results of patients suspected of having these antibodies.
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OSTASE IRMA KIT
A44176

TROUSSE IMMUNORADIOMETRIQUE POUR LE
DOSAGE IN VITRO DE LA PHOSPHATASE ALCALINE
OSSEUSE (sALP) DANS LE SERUM HUMAIN

Pour un usage diagnostique in vitro.

PRINCIPE

Le dosage radioimmunologique de la phosphatase alcaline d’origine osseuse
(sALP) est un dosage de type sandwich. La trousse utilise des anticorps
monoclonaux de souris dirigés contre deux épitopes différents de la molécule
et réagissant sans compétition.

Dans des tubes recouverts d'un premier anticorps monoclonal, les
échantillons ou les calibrateurs sont incubés en présence d’un second
anticorps monoclonal marqué a I'iode 125. Aprés incubation, le contenu
des tubes est vidé par aspiration, les tubes sont rincés pour éliminer les
anticorps marqués non fixés et la radioactivité liée est mesurée. Les valeurs
inconnues sont déterminées par interpolation a I'aide de la courbe standard.
La quantité de radioactivité est directement proportionnelle a la concentration
de sALP dans I'échantillon.

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS
Précautions générales

. Les flacons de calibrateurs et de contrdles doivent étre ouverts des
temps aussi courts que possible afin d’éviter une évaporation trop
importante.

. Ne pas mélanger des réactifs de lots différents.

. Effectuer simultanément la courbe standard et le dosage des
échantillons.

. La distribution des échantillons dans la totalité des tubes pour un
dosage ne devra pas excéder 20 minutes.

. Il est recommandé de réaliser les dosages en double.
. Chaque tube ne doit étre utilisé qu’une seule fois.
Les régles de bases de la radio protection

L'achat, la possession, I'utilisation et I'’échange de matieres radioactives sont
soumis aux réglementations en vigueur dans le pays de I'utilisateur.

L'application des regles de base de protection contre les rayonnements
ionisants assure une protection adéquate. Certaines d’entre elles sont
rappelées ci-apres :

. Ne pas manger, ni boire, ni fumer, ni appliquer de cosmétiques dans
les laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés.

. Ne pas pipeter des solutions radioactives avec la bouche.

. Eviter le contact direct avec tout produit radioactif en utilisant des
blouses et des gants de protection.

. Toute manipulation de matiéres radioactives se fera dans un local
approprié, éloigné de tout passage.

. Un cahier de réception et de stockage de produits radioactifs sera tenu
a jour.

. Le matériel de laboratoire et la verrerie qui ont été contaminés doivent
étre éliminés au fur et a mesure afin d’éviter une contamination croisée
de plusieurs isotopes.

. Chaque cas de contamination ou perte de substance radioactive devra
étre résolu selon les procédures établies.

. Toute mise aux déchets de matiére radioactive se fera en accord avec
les reglements en vigueur.

Azide de sodium

Certains réactifs contiennent de l'azide de sodium comme agent
conservateur. L'azide de sodium peut réagir avec le plomb, le cuivre
et le laiton, et former des azides métalliques explosifs. Lors du rejet de
telles solutions a I'évier, laisser couler un volume important d’eau dans les
canalisations.

Les produits d’origine humaine

Les produits d’origine humaine contenus dans les réactifs de cette trousse
ont subi un dépistage négatif, concernant les anticorps anti-VIH 1, et VIH 2,
les anticorps VHC, et I'antigéne de surface HBs, mais doivent cependant étre
manipulés comme des produits infectieux. En effet, aucune méthode connue
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ne peut assurer 'absence compléte de virus, c’est pourquoi il est nécessaire
de prendre des précautions lors de leur manipulation.

Tous les échantillons de sérum doivent étre manipulés comme étant
susceptibles de contenir les virus de I'hépatite ou du SIDA et les déchets
doivent éliminés selon les réglementations nationales en vigueur.

CLASSIFICATION DES RISQUES SGH

Wash solution (20x) DANGER

H360 Peut nuire a la fertilité ou
au foetus.

P201 Se procurer les instructions
avant utilisation.

P280 Porter des gants de
protection, des vétements
de protection et un
équipement de protection
des yeux/du visage.

P308+P313 EN CAS d’exposition

prouvée ou suspectée
: demander un avis
médical/consulter un
médecin.

Acide borique 0,1-0,3%
Burate de sodium
décahydraté 0,1-0,3%

La fiche technique santé-sécurité est disponible a I'adresse
techdocs.beckmancoulter.com

PRELEVEMENT, PREPARATION,
CONSERVATION ET DILUTION DES
ECHANTILLONS

Recueillir le sang dans des tubes secs sans additif.
. Séparer le sérum des cellules par centrifugation.

. Les échantillons sériques peuvent étre conservés a 2-8 °C si le
dosage est réalisé dans les 24 heures. Sinon, il est préférable
de les conserver congelés (<-20 °C, 2 mois maximum) et de
préférence aliquotés, afin d’éviter les congélations et décongélations
successives. La décongélation de I'échantillon peut étre réalisée a
température ambiante.

. Si I'échantillon analysé a une concentration supérieure au calibrateur
le plus élevé de la gamme, le diluer dans le calibrateur zéro.

ELEMENTS FOURNIS

Tous les réactifs de la trousse conservés non ouverts a 2-8 °C sont stables
jusqu'a la date de péremption mentionnée sur la trousse. Les dates
d’expiration imprimées sur les étiquettes des flacons concernent uniquement
le stockage a long terme des réactifs par le fabricant, avant 'assemblage de
la trousse. Ne pas en tenir compte.

Les conditions de conservation des réactifs aprés reconstitution ou dilution
sont indiquées dans le paragraphe Procedure.

Tubes revétus d’anticorps monoclonal anti-sALP : 2 x 50 tubes (préts a
I'emploi)

Anticorps monoclonal anti-sALP marqué a I'iode '?° : 1 flacon de 11 mL
(prét a I'emploi)

Le flacon contient 650 kBg d'immunoglobulines marquées a l'iode 125, en
début de lot, sous forme liquide avec des protéines bovines et équines, de
I'azide de sodium (< 0,1 %) et un colorant.

Remarque : La présence occasionnelle de particules dans le traceur n’affecte
pas les performances du dosage.

Calibrateurs : 5 flacons (de 5 mL) + 1 flacon de 6 mL de calibrateur zéro
(préts a I'emploi)

Les flacons de calibrateurs contiennent entre 0 a environ 120 pg/L de sALP
dans un tampon avec de 'albumine sérique bovine et d’azide de sodium
(<0,1%). La concentration exacte est indiquée sur I'étiquette de chaque
flacon. Les calibrateurs sont validés sur un standard interne de référence.
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Controles : 2 flacons (préts a I'emploi)

Le flacon contient de la sALP dans du tampon avec de I'albumine sérique
bovine et d’azide de sodium (<0,1%). Les valeurs attendues sont comprises
dans la fourchette de concentrations indiquée sur une feuille séparée.

Solution de lavage (20x) : 1 flacon de 50 mL
Solution concentrée, a diluer avant usage.

ELEMENTS NECESSAIRES, MAIS NON
FOURNIS

En plus de I'équipement de laboratoire usuel, il est nécessaire d'utiliser le
matériel suivant :

. micropipette de précision (100 pL).

. pipettes semi-automatiques (100 pL, 2 mL).
. réfrigérateur de 2-8 °C

. mélangeur de type vortex.

. Systéme d’aspiration.

. compteur gamma calibré pour I'iode 125

RESULTATS

Les résultats sont déduits de la courbe standard par interpolation. La courbe
sert a déterminer les taux de sALP de tous les échantillons mesurés en méme
temps que les calibrateurs.

Courbe standard

Les résultats présentés dans cette notice ont été calculés en employant
un mode de tracé log-log pour la gamme standard (mode « régression
quadratique ») avec en ordonnée le rapport la radioactivité mesurée (cpm
du calibrateur — cpm du calibrateur 0) et en abscisse les concentrations en
SALP des calibrateurs (ug/L). L'utilisation d’un autre mode de calcul peut
conduire a des résultats légerement différents.

Activité totale : 225 220 cpm
Calibrateurs | sALP (ug/L) | cpm (n=3) BIT (%) CpMca| —
CPMcal0
0 0 196 0,09 -
1 7,5 2 481 1,10 2 285
2 15 5122 2,27 4 926
3 30 9 448 4,20 9 252
4 60 18 208 8,08 18 012
5 120 32 125 14,3 31929

(Exemple de courbe standard, ne pas utiliser pour les calculs)
Echantillons

Repérer la valeur (cpmgchantillon — CPMcalQ) sur I'axe vertical, puis le point
correspondant de la courbe standard. En déduire la concentration en sALP
de I'échantillon par lecture sur I'axe horizontal en pg/L. Pour les échantillons
dilués, les valeurs obtenues doivent étre corrigées par le facteur de dilution.

L’activité enzymatique de 100 U/L sALP corresponds environ a 38,4 ug/L.

VALEURS ATTENDUES

Il est recommandé a chaque laboratoire d’établir ses propres valeurs
normales. Les valeurs suivantes déterminées chez des sujets présumés
sains sont données a titre indicatif.

Une étude clinigue multicentrique a été réalisée afin de tester I'efficacité
du dosage de la phosphatase alcaline osseuse (sALP) dans le suivi de
lostéoporose chez la femme ménopausée et de la maladie de Paget. Les
résultats présentés ici, obtenus avec la trousse TANDEM-R OSTASE,
restent identiques avec la trousse OSTASE IRMA d’'Immunotech. La trousse
OSTASE IRMA utilise les mémes anticorps et a été calibrée de fagon a
rendre les mémes résultats cliniques que la trousse TANDEM-R OSTASE.

Les trousses utilisant d’autres anticorps peuvent rendre des résultats
cliniques différents.

Les résultats sont dans la table suivant :

N | Moyenne| DS Median| 95éme
(MglL) | (ug/L) | (ug/L) | percentile
(ng/L)
Femmes 228 8,7 29 8,5 14,3
préménopausiques
Femmes 529 | 13,2 4,7 12,5 22,4
postménopausiques

CONTROLE DE QUALITE

Les bonnes pratiques de laboratoire impliquent que des échantillons de
contréle soient utilisés dans chaque série de dosage pour s’assurer de
la qualité des résultats obtenus. Ces échantillons devront étre traités de
la méme fagon que les prélévements a doser et il est recommandé d’en
analyser les résultats a I'aide de méthodes statistiques appropriées.

En cas de détérioration de 'emballage ou si les résultats obtenus montrent
une perte de performance du produit, veuillez contacter notre service Support
Technique. E-mail : imunochem@beckman.com

PROCEDURE

Préparation et conservation des réactifs
Equilibrer les réactifs a la température du laboratoire.
Préparation de la solution de lavage

Verser le contenu du flacon dans 950 mL d’eau distillée. Homogénéiser. La
solution diluée peut étre conservée a 2-8 °C jusqu’a la date de péremption
de la trousse.

Mode opératoire du dosage (voir tableau dessous)
Equilibrer les réactifs a la température du laboratoire avant utilisation.

Etape 1 Etape 2 Etape 3
Répartition Incubation Lavage et comptage
Dans les tubes Placer les tubes dans Ajouter 2 mL de
recouverts le bain-marie froid solution de lavage et

aspirer **le contenu de
chaque tube (sauf les
2 tubes «cpm totaux»).

d’anticorps, distribuer
successivement :

dans le réfrigerateur.

Incuber 191 heures a
2-8 °C sans agitation.

Ajouter encore une
fois 2 mL de solution
de lavage et aspirer.*™

100 pL de calibrateur,
de controle ou
d’échantillon et

100 uL de traceur.*

Compter les cpm liés
(B) et les cpm totaux
(T) pendant 1 min.

Agiter a la main le
portoir avec les tubes
pendant 15 s.

La température ne doit
pas excéder 8 °C.

*Ajouter 100 pL de traceur dans 2 tubes supplémentaires pour obtenir
les cpm totaux.

**Aspirer chaque portoir a part pour abréger les temps de la présence de
la solution de lavage dans les tubes. Aprés la seconde étape de lavage,
attendre environ 60 secondes et aspirer une fois encore.

PERFORMANCES DU DOSAGE

(voir la feuille “APPENDIX” pour plus de détails)

Les données représentatives ne sont fournies qu’a titre d'illustration. Les
performances obtenues dans les laboratoires individuels peuvent varier.

Sensibilité

Sensibilité analytique : 1,75 pg/L.

Sensibilité fonctionnelle : 5,00 pg/L

Spécificité

100 U/L d’activité enzymatique de sALP intestinale donnent un résultat de
2,4 ug/L dans ce test.

100 U/L d’activité enzymatique de sALP placentaire nont donné aucun
résultat détectable dans ce test.

100 U/L d’activité enzymatique de sALP hépatique donnent un résultat de
6,9 pg/L dans ce test.

N | Moyenne| DS | Median| 95éme L
(Mg/L) | (ug/L) | (ug/L) | percentile | Précision
(pg/L) Intra-essai
Hommes 217] 123 4.3 1.6 20.1 Des échantillons ont été dosés 18 fois dans une méme série. Les coefficients
de variation obtenus sont inférieurs ou égaux a 8,4 %.
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Inter-essais

Des échantillons ont été dosés en doublet dans 10 séries différentes. Les
coefficients de variation obtenus sont inférieurs ou égaux a 13,6 %.

Exactitude
Epreuve de dilutions

Des échantillons de concentration élevée ont été dilués dans le calibrateur
zéro de la trousse. Les pourcentages de recouvrement s’échelonnent entre
88,5 % et 115 %.

Epreuve de surcharge

Des quantités connues de sALP ont été ajoutées a des échantillons sérique
de faible concentration. Les pourcentages de recouvrement s’échelonnent
entre 86,7 % et 106 %.

Plage de mesure (de la sensibilité analytique au calibrateur le plus élevé) :
1,75 a environ 120 pg/L.

LIMITES

Le non-respect des recommandations indiquées dans cette notice peut avoir
un impact significatif sur les résultats.

Les résultats doivent étre interprétés a la lumiere du dossier clinique complet
du patient, incluant I'historique clinique et les données de tests additionnels
et toute autre information appropriée.

PI-A44176-02

Ne pas utiliser de spécimens hémolysés, icteriques ou lipémiques.

L'effet “crochet” survient a des concentrations supérieures ou égales a 1000
Mg/L. Les échantillons contenant des concentrations élevées en sALP doivent
étre dilués en utilisant le calibrateur "zéro". Pour ces échantillons, les valeurs
obtenues doivent étre corrigées par le facteur de dilution.

Pour les tests employant des anticorps, il existe la possibilit¢é d’une
interférence par des anticorps hétérophiles présents dans I'’échantillon du
patient. Les patients qui ont été régulierement exposés a des animaux ou qui
ont recu une immunothérapie ou qui ont subi des procédures diagnostiques
utilisant des immunoglobulines ou des fragments d’immunoglobulines
peuvent produire des anticorps, par exemple des anticorps HAMA (anticorps
humains anti-souris), qui interferent avec les tests immunologiques.

Ces anticorps qui interferent peuvent étre la cause de résultats erronés.
Evaluer avec précaution les résultats de patients suspectés de posséder
ces anticorps.
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OSTASE IRMA KIT
A44176

IMMUNORADIOMETRISCHER ASSAY FUR

DIE QUANTITATIVE IN-VITRO BESTIMMUNG DER
ALKALISCHEN KNOCHENPHOSPHATASE (ALKALISCHE
SKELETT-PHOSPHATASE -SALP) IN HUMANEM SERUM
In-vitro-Diagnostikum.

PRINZIP

Die immunoradiometrische Bestimmung der alkalischen Knochenphosphase
(Skelett-Phosphatase - sALP) ist ein sog. ,Sandwichassay”. In diesem Assay
werden monoklonale Mausantikdrper gegen zwei verschiedene Epitope der
SALP verwendet.

Standards und sALP-haltige Proben werden in Anwesenheit eines
125I-markierten, monoklonalen Antikdrpers und einem zweiten, an
der RoOhrchenwand immobilisierten Antikdrper inkubiert. Nach der
Inkubation wird der Réhrcheninhalt ausgewaschen, um den ungebundenen,
Uberschussigen 125|-markierten Antikdrper zu beseitigen. Die gebundene
Radioaktivitat wird anschlieBend in einem Gamma-Zahler gemessen. Die
Menge der gemessenen Radioaktivitat ist direkt proportional zu den sALP
Konzentrationen in den Proben.

WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN
Allgemeinhinweise:

. Die Kalibrator- und Kontrollflaschchen sollten so kurz wie mdglich
geoffnet werden, um eine (ibermafige Verdunstung zu vernmeiden.

. Reagenzien aus Kits von verschiedenen Produktionsserien sollten
nicht miteinander vermischt werden.

. Eine Standardkurve ist fir jeden Assay notwendig.

. Die Probenmenge in einem Testansatz sollte so festgelegt sein, dass
die Pipettierung aller Proben nicht langer als 20 Minuten andauert.

. Der Assay sollte in Doppelbestimmung durchgefuhrt werden.
. Jedes Réhrchen darf nur einmal verwendet werden.
Grundregeln der Handhabung von Radioaktivitat

Annahme, Besitz und Verwendung, Lagerung, Transport und Beseitigung
unterliegen den Vorschriften der Atomenergie- bzw. der jeweiligen
staatlichen Behorde.

Die Einhaltung der Grundregeln beim Umgang mit Radioaktivitat sollte eine
ausreichende Sicherheit gewahrleisten:

. In Rdumen, in denen mit radioaktiven Materialien gearbeitet wird,
sollte Essen, Trinken, Rauchen und das Auftragen von Kosmetika
vermieden werden.

. Keine Mundpipette verwenden.

. Direkter Kontakt mit radioaktiven Materialien sollte durch Tragen
entsprechender Schutzkleidung (Laborkittel, Handschuhe) vermieden
werden.

. Das Arbeiten mit radioaktiven Stoffen muR in dafir speziell
gekennzeichneten Bereichen, die vom normalen Laborbetrieb
abgetrennt sind, erfolgen.

. Ein Register der Eingdnge und Lagerung aller radioaktiven Produkte
sollte standig aktualisiert werden.

. Kontaminierte Labor- und Glasgerate sollten isoliert werden, um eine
Kreuzkontamination von verschiedenen Radioisotopen zu verhindern.

. Kontaminationen des Arbeitsplatzes mussen unverziiglich sorgfaltig
nach den Ublichen Verfahren entfernt werden.

. Radioaktiver Abfall muss entsprechend den Richtlinien jedes
Einsatzortes entsorgt werden.

Natriumazid

Zur Vermeidung mikrobieller Kontamination enthalten einige Reagenzien
Natriumazid. Natriumazid kann mit Blei, Kupfer oder Messing zu explosiven
Metallaziden reagieren. Um dies zu vermeiden, sollte bei einer Entsorgung
Uber Rohrleitungen mit viel Wasser nachgespdlt werden.

Bestandteile menschlichen Ursprungs

Bestandteile menschlichen Ursprungs, die fiir diesen Kit verwendet wurden,
sind auf HIV-1 und HIV-2 Antikérper, HCV Antikérper und Hepatitis B surface
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Antigen (HbsAg) getestet und als nicht reaktiv befunden wurden. Es ist
so vorzugehen, als ob eine tatséchliche Ansteckungsgefahr bestlinde.
Keine Testmethode kann véllige Sicherheit bieten. Der Kit sollte mit allen
notwendigen Sicherheitsvorkehrungen behandelt werden.

Alle Serumproben sollten als potentielle Ubertréager von Hepatitis und AIDS
behandelt und Abfélle entsprechend den jeweiligen Landerbestimmungen
entsorgt werden.

GHS-GEFAHRSTOFFKLASSIFIZIERUNG

Wash solution (20x) GEFAHR

H360 Kann die Fruchtbarkeit
beeintrachtigen oder
das Kind im Mutterleib
schadigen.

P201 Vor Gebrauch besondere
Anweisungen einholen.

P280 Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

P308+P313 BEI Exposition oder falls

betroffen: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Borsaure 0,1-0,3%

di-Natriumtetraborat-Decahydrat

0,1-0,3%

Das Sicherheitsdatenblatt ist auf techdocs.beckmancoulter.com

verfligbar

PROBENENTNAHME, -BEHANDLUNG,
-LAGERUNG UND VERDUNNUNG

Das Blut sollte in Réhrchen ohne Zusatze gesammelt werden.
. Trennen Sie die Zellen vom Serum durch Zentrifugation.

. Die Serumproben kénnen bei 2-8 °C fiur 24 Stunden gelagert
werden. FUr eine langere Lagerung sollte die Probe aliquotiert und
tiefgefroren werden (<-20 °C, maximum 2 Monaten). Wiederholtes
Auftauen und Einfrieren sollte vermieden werden. Auftauen sollte bei
Raumtemperatur stattfinden.

. Wenn die Proben Konzentrationen Giber dem héchsten Kalibratorwert
haben, missen sie mit Nullkalibrator verdiinnt werden.

PRODUKT

Die Reagenzien sind verwendbar bis zum Verfallsdatum, wenn sie bei 2-8 °C
gelagert werden. Auf die Flaschchen gedruckte Verfallsdaten betreffen nur
die Langzeitlagerung beim Hersteller, vor der Zusammensetzung des Kits.
Bitte nicht beachten.

Lagerungskonditionen der Reagenzien nach der Wiederherstellung oder
Verdiinnung werden im Abschnitt ,Durchfiihrung” angegeben.

Coated-Tubes, die mit einem monoklonalen Antikérper gegen sALP
beschichtet sind: 2 x 50 R6hrchen (gebrauchsfertig).

Monoklonaler '°|-markierter Antikérper gegen sALP: 1 Flischchen mit

11 mL Inhalt (gebrauchsfertig)

Das Flaschchen enthélt bei Herstellung 650 kBq des als 125l-markierten
Immunoglobulins in einer Pufferlésung mit Rind- und Pferd-Proteinmatrix,
Natriumazid (<0,1%) und einem Farbstoff.

Bemerkung: Gelegentlich kann eine leichte Ausfallung des |-125 Tracers
auftreten, die jedoch keinen Einflul auf die Testbestimmung hat.

Kalibratoren: 5 Flaschchen mit jeweils 1 mL Inhalt (gebrauchsfertig) und
1 Flaschchen ,Nullkalibrator mit 6 mL Inhalt (gebrauchsfertig)

Die Flaschen enthalten sALP in einer Pufferldsung mit Rinderserumalbumin
und Natriumazid (<0,1%) Konzentrationsbereich der Kalibratoren: 0 bis
ungefahr 120 pg/L. Die genauen Konzentrationswerte sind auf den Etiketten
der Flaschchen angegeben. Die Kalibratorkonzentrationen wurden anhand
interner Referenzunterlagen eingestellt.
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Kontrollen: 2 Flaschchen mit jeweils 1 mL Inhalt (gebrauchsfertig)

Die Flaschchen enthalten eine sALP in einer Pufferlésung mit
Rinderserumalbumin und Natriumazid (<0,1%). Die Konzentrationsbereiche
der zu erwarteten Werte sind der Packungsbeilage zu entnehmen.

Waschlosung (20x): eine 50 mL Flasche
Die konzentrierte Losung muss vor Gebrauch verdlinnt werden.

BENOTIGTE MATERIALIEN, DIE NICHT IM
LIEFERUMFANG ENTHALTEN SIND

Zusatzlich zu der Standardlaborausstattung, werden die folgenden
Materialien bendtigt:

. Prazisionspipette (100 uL)

. halbautomatische Pipetten (100 pL, 2 mL)

. Kuhlvorrichtung mit gleichbleibenden Temperaturen von 2 bis 8 °C
. Vortex-Mixer.

. Absaugsystem.

. amma-Counter fir '*°I.
G Counter fiir ']

ERGEBNISSE

Die Ergebnisse werden aus der Standardkurve mittels Interpolation ermittelt.
Die Kurve kann fiir die Bestimmung der sALP-Konzentration in den Proben
dienen, die zur gleichen Zeit wie die Standardkurve gemessen wurden.

Standardkurve
Die in der Anleitung aufgefihrten Ergebnisse sind mit einer
Log-Log-Darstellung (unter Einsatz der ,gewichteten® quadratischen

Regression) durch Auftragung der Aktivitdt (cpmgg). — cpmgg|.0) auf der
y-Achse (Ordinate), und der Konzentrationen von sALP in den Kalibratoren
auf der x-Achse (ug/L) bestimmt worden. Andere Auswertungsmethoden
kénnen geringfligig andere Ergebnisse liefern.

Totalaktivitat: 225 220 cpm
Kalibratoren | sALP (ug/L) | cpm (n=3) BIT (%) CpMKal —
CPMKa|0
0 0 196 0,09 -
1 7,5 2 481 1,10 2 285
2 15 5122 2,27 4 926
3 30 9 448 4,20 9 252
4 60 18 208 8,08 18 012
5 120 32 125 14,3 31929

(Beispiel einer Standardkurve, nicht zur Berechnung benutzen)
Proben

Berechnen Sie fir jede unbekannte Probe den Aktivitdtswert (cpmprobe
— Cpmkgl.0) und tragen diese auf der y-Achse auf. Tragen Sie die
entsprechenden sALP-Konzentrationen auf der x- Achse auf. Die
Konzentrationen der verdinnten Proben sind mit dem Verdiinnungsfaktor
zu korrigieren.

Enzymaktivitat 100 U/L sALP entspricht ungeféhr 38,4 ug/L.

ERWARTETE WERTE

Jedes Labor sollte eigene Normalwerte aufgrund von klinisch
charakterisierten Proben festlegen. Die angegebenen Werte, die von
Proben von gesunden Einzelpersonen gewonnen wurden, haben nur einen
Orientierungscharakter.

Bei umfangreichen klinischen Prifungen wurde die Anwendbarkeit der
sALP-Bestimmung als Hilfe bei der Beobachtung der Osteoporose nach
der Menopause und der Paget-Krankheit gezeigt. Die Messergebnisse
der sALP wurden mit dem TANDEM-R OSTASE Assay gewonnen und sie
sind hier angefiihrt, da der Immunotech-OSTASE IRMA Assay identische
monoklonale Antikoérper verwendet und so standardisiert wurde, dass
dieser gleiche klinische Ergebnisse liefert wie das TANDEM-R OSTASE
Testsystem.

Test-Systeme, die
Festlegungsmethoden
Ergebnisse flhren

andere monoklonale Antikérper oder andere
verwenden, koénnen zu anderen klinischen

Die Ergebnisse der Studie sind in der folgenden Tabelle angefiihrt:
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n | Durch SD Median| 95%

schnitt| (ug/L) | (ug/L) | Perzentil

(ng/L) (pg/L)

Manner 217 | 123 4,3 11,6 20,1
Pramenopausale Frauen | 228 8,7 29 8,5 14,3
Postmenopausale Frauen | 529 | 13,2 4,7 12,5 22,4

QUALITATSKONTROLLE

Zur Einhaltung der Laborgrundregeln sollten regelméaRig Kontrollproben
benutzt werden, um die Qualitat der Ergebnisse zu sichern. Diese Proben
mussen in genau derselben Weise wie die Assay-Proben getestet werden,
und die Analyse der Ergebnisse sollte mit angebrachten statistischen
Methoden stattfinden.

Im Falle von Verpackungsschaden oder einer Leistungbeeintrachtigung des
Produkts, kontaktieren Sie bitte Ihren lokalen Vertreiber oder benutzen Sie
die folgende e-mail: imunochem@beckman.com

DURCHFUHRUNG

Praparation der Reagenzien

Die Reagenzien sollten Raumtemperatur haben.
Préparation der Waschlosung.

Den Inhalt der Flasche in 950 mL distilliertes Wasser schitten und
homogeneisieren. Die verdiinnte L6sung ist bei 2-8 °C bis zum Verfallsdatum
haltbar.

Testdurchfiihrung (siehe Tabelle unten)
Die Reagenzien sollten vor dem Pipettieren Raumtemperatur haben.

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3
Zugabe Inkubation Waschen und
Messen

In alle Réhrchen 2 mL
Waschlésung zugeben
und absaugen**
(auller 2 Rohrchen
fur dieTotalaktivitat T).

Roéhrchen im kihlen
Wasserbad in den
Kuhlschrank stellen.

Den beschichteten
Roéhrchen in dieser
Reihenfolge zugeben.

19 +1 Stunde bei 2-8°C
kiihl ohne Schiitteln
inkubieren.

Erneut 2 mL
Waschlésung zugeben
und absaugen.™

100 pL Kalibratoren,
Kontrolle oder Probe
und
100 uL Tracer.*

Inhalt der Réhrchen in
einem Stander durch
leichtes, 15 Sekunden
langes Handschiuitteln
durchmischen.

Die Temperatur
darf nicht 8 °C
Uberschreiten!

Aktivitat (cpm)
bestimmen (1min).

*Fugen Sie 100 pL Tracer in 2 zusatzliche Réhrchen hinzu, um die
Totalaktivitat zu erhalten.

**Jeden Stander separat absaugen, um die Dauer der Waschldsung in den
Roéhrchen auf Minimum zu verkirzen. Nach dem zweiten Waschvorgang
ca. 1 Minute warten und dann den Flissigkeitsrest wieder absaugen.

SPEZIFISCHE LEISTUNGSMERKMALE

(fiir mehr Details siehe die Beilage “APPENDIX”)

Reprasentative Daten dienen nur der Veranschaulichung. Die in einzelnen
Labors erzielten Leistungen kdnnen anders ausfallen.

Empfindlichkeit

Analytische Sensitivitat: 1,75 pg/L

Funktionelle Sensitivitat: 5,00 pg/L

Spezifitat

Da/er-SALP: 100 U/L lieferte bei dieser Bestimmung ein Ergebnis von 2,4
Mg/L.

Plazenta-sALP: 100 U/L lieferte bei dieser Bestimmung kein detektierbares
Ergebnis.

Leber-sALP: 100 U/L lieferte bei dieser Bestimmung ein Ergebnis von 6,9
pg/L.

Préazision
Intra-Assay

Proben aus derselben Serie wurden in 18-fach Bestimmung im Assay
analysiert. Der Variationskoeffizient war < 8,4 %.
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Inter-assay

Die Proben aus 10 verschiedenen Serien wurden in Doppelbestimmung
getestet. Der Variationskoeffizient war < 13,6 %.

Genauigkeit
Verdiinnungstest

Serumproben mit einer hohen Konzentration der sALP wurden schrittweise
mit dem Nullkalibrator verdlinnt. Die prozentuale Wiederfindung lag zwischen
88,5 % und 115 %.

Wiederfindungstest

Verschiedene sALP-Mengen wurden zu Serumproben zugegeben, die
Proben anschlieBend analysiert.  Die prozentuale Wiederfindung lag
zwischen 86,7 % und 106 %.

MeRBbereich (von der analytischen Sensitivitat bis zum héchsten Kalibrator):
1,75 bis ungefahr 120 pg/L.

EINSCHRANKUNGEN

Die Nichtbeachtung der Anweisungen in dieser Packungsbeilage kann die
Ergebnisse signifikant beeinflussen.

Die erhaltenen Ergebnisse sind vor dem Hintergrund der gesamten
klinischen Situation des Patienten unter Berucksichtigung seiner klinischen
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Vorgeschichte, den Ergebnissen anderer Testergebnisse sowie weiteren
vorliegenden Informationen zu interpretieren.

Es wird nicht empfohlen, die sALP aus hamolysierten, ikterischen oder
lipdmischen Proben zu bestimmen.

LHook-Effekt* Bei diesem Assay tritt ein“Hook-Effekt* bei sALP-Werten
von < 1000 pg/L auf. Bei Proben mit einem klinischen Verdacht auf sehr
hohe sALP-Konzentrationen empfehlen wir immer die Verdinnung mit
dem Nullkalibrator. Die Ergebnisse sind dann mit Verdinnungsfaktor zu
korrigieren.

Bei Assays, die Antikdrper nutzen, besteht die Moglichkeit einer Stérung
durch in der Patientenprobe enthaltene heterophile Antikérper. Patienten, die
regelmafig mit Tieren in Kontakt kommen oder sich immuntherapeutischen
oder -diagnostischen Verfahren unter Einsatz von Immunglobulinen oder
Immunglobulin-Fragmenten unterzogen haben, kénnen Antikdrper bilden
(wie bspw. HAMA), welche die Immunoassays storen.

Derartige storende Antikdrper kénnen zu fehlerhaften Ergebnissen fluhren.
Die Ergebnisse von Patienten, bei denen das Vorliegen derartiger Antikorper
zu vermuten ist, sind sorgféltig zu untersuchen.
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OSTASE IRMA KIT
A44176

DETERMINAZIONE IMUNORADIOMETRICA DELLA
FOSFATASI ALCALINA OSSEA IN VITRO (Bone alkaline
phosphatase - BAP) NEL SIERO UMANO

Per uso diagnostico in vitro.

PRINCIPIO

La determinazione imunoradiometrica della fosfatasi alcalina ossea (bone
alkaline phosphatase - BAP) corrisponde ad una determinazione di tipo
“sandwich”. Nel kit vengono utilizzati anticorpi monoclonali di topo contro
due differenti epitopi BAP.

| campioni di siero, i campioni di controllo ed i calibratori vengono
incubati in provette sensibilizzate con il primo anticorpo monoclonale
assieme al secondo anticorpo monoclonale marcato con 125l. Al termine
dell'incubazione le provette vengono lavate per eliminare I'anticorpo marcato
non legato. L'attivita legata 1251 viene misurata con un rilevatore di
onde gamma. La concentrazione della BAP nei campioni & direttamente
proporzionale alla radioattivita misurata e viene ricavata per interpolazione
della curva di calibrazione.

AVVERTENZE E PRECAUZIONI
Considerazioni generali:

. Aprire i flaconi dei calibratori e controlli nel pitu breve tempo possible
per evitarne I'eccessiva evaporazione.

. Non utilizzare reattivi di lotti diversi.
. Inserire la curva standard in ogni esperimento.

. La quantita delle provette in una sessione deve essere determinata in
maniera tale che la pipettatura dei campioni non superi i 20 minuti.

. Eseguire il dosaggio in duplicato.
. Le provette sono monouso.
Norme di radioprotezione

L'acquisto, la detenzione, I'utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale.

Lo scrupoloso rispetto delle norme per I'uso di sostanze radioattive fornisce
una protezione adeguata agli utilizzatori.

. Nei luoghi dove si usano sostanze radioattive non & consentito
consumare cibi o bevande, fumare o usare cosmetici.

. Non pipettare materiale radioattivo con pipette a bocca.

. Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando si manipola
materiale radioattivo.

. Tutte le manipolazioni di sostanze radioattive devono essere fatte in
posti appropriati, lontano da corridoi ed altri posti affollati.

. Deve essere tenuto un registro di carico e scarico del materiale
radioattivo.

. Il materiale di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all’'uso di
isotopi specifici per evitare cross-contaminazioni.

. In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare
riferimento alle norme locali di radioprotezione.

. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti secondo le norme locali di
radioprotezione.

Sodio azide

Alcuni reattivi contengono sodio azide come conservante, che pud reagire
con piombo, rame o ottone presenti nelle tubature di scarico per formare
metallo-azidi esplosive. Smaltire questi reattivi facendo scorrere abbondante
acqua negli scarichi.

Materiale di origine umana

Alcuni reattivi presenti nel kit sono di origine umana e si sono rivelati negativi
per anticorpi anti HIV1 e HIV2, anticorpi anti HCV e antigene di superficie
dell’epatite B (HbsAg). Questi reattivi devono essere manipolati come in
grado di trasmettere malattie infettive. Non sono disponibili metodi in grado
di offrire la certezza assoluta che questi o altri agenti infettivi siano assenti.
Manipolare questi reattivi come potenziali fonti di infezioni.

Manipolare tutti i campioni di sangue come potenziali fonti di infezioni. (Ad
es. epatite o AIDS). | rifiuti devono essere smaltiti secondo le disposizioni
legislative e la regolamentazione vigente in ciascun Paese.
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CLASSIFICAZIONE PERICOLI GHS

Wash solution (20x) PERICOLO

H360 Pud nuocere alla fertilita o
al feto.

P201 Procurarsi istruzioni
specifiche prima dell’'uso.

P280 Indossare guanti/indumenti
protettivi. Proteggere gli
occhi/il viso.

P308+P313 IN CASO di esposizione o

di possibile esposizione,
consultare un medico.
Acido borico 0,1-0,3%
Sodio borato decaidrato
0,1-0,3%

La scheda tecnica sulla sicurezza & disponibile su
techdocs.beckmancoulter.com

RACCOLTA, MANIPOLAZIONE, DILUIZIONE E
CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI

Raccogliere i campioni in provette senza anticoagulante.
. Separare per centrifugazione il siero dalla parte corpuscolata.

. | campioni possono essere conservati a temperatura di 2-8 °C per
24 ore. Per la conservazione prolungata (fino ad 2 mesi) occorre
mantenere i campioni congelati a temperatura inferiore a -20 °C,
preferibilmente frazionati. Occorre evitare la ripetizione dei cicli di
congelamento dei campioni. Lo scongelamento deve avvenire a
temperatura ambiente.

. | campioni con concentrazioni superiori a quelle dello calibratore piu
elevato devono essere diluiti con lo calibratore zero.

MATERIALI FORNITI

| reattivi, conservati a 2-8 °C, sono stabili fino alla data di scadenza riportata
sul kit. Le date di scadenza riportate sulle etichette di ciascun flacone si
riferiscono alla conservazione dei reattivi stabilita in produzione, prima del
loro inserimento nel kit.

Le modalita di conservazione dei reagenti dopo la ricostituzione o la diluizione
sono indicate nel paragrafo Procedura.

Provette sensibilizzate con anticorpo monoclonale contro la BAP: 2 x
50 provette (pronte per I'uso).

Anticorpo monoclonale contro la BAP, marcato '®I: 1 flacone (11 mL)
(pronto per 'uso).

Alla data della produzione il flacone contiene 650 kBq 125l
dellimmunoglobulina marcata in soluzione tampone con proteine bovine ed
equine, sodio azide (<0,1%) e un colorante.

Annotazione: L'eventuale presenza della coagulazione nel radioindicatore
non ha alcun effetto sulla qualita della determinazione.

Calibratori: 5 flaconi (1 mL) + 1 flacone - calibratore zero (6 mL) (pronti
per I'uso).

| flaconi contengono la BAP in soluzione tampone con albumina di siero
bovino e sodio azide (<0,1%); l'intervallo di concentrazione € di 0 e circa
120 pg/L. | valori dei calibratori sono impostati in base al materiale interno di
riferimento.

Sieri di controllo: 2 flaconi (pronti per 'uso)

| flaconi contengono la BAP liofilizzata in soluzione tampone con albumina
di siero bovino e sodio azide (<0,1%); I'intervallo di concentrazione dei valori
previsti € riportato sul foglio del controllo di qualita.

Soluzione di lavaggio (20x): Un flacone 50 mL
Soluzione concentrata da diluire prima dell’'uso.

MATERIALI RICHIESTI MA NON FORNITI

Oltre alla normale attrezzatura da laboratorio, & richiesto il materiale
seguente:

. Micropipette di precisione (100 pL).
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. Pipette semi-automatiche (100 pL, 2 mL).
. Frigorifero tenuto a una temperatura di 2-8 °C.
. agitatore tipo vortex.

. Sistema di aspirazione.

+  contatore gamma programmato per leggere '%I.

RISULTATI

Le concentrazioni di BAP in campioni e controlli vengono calcolate per
interpolazione sulla curva standard. Campioni e controlli devono essere
dosati insieme agli calibratori.

Curva standard

| risultati indicati nelle istruzioni sono stati ricavati dal grafico log-log
(utilizzando la regressione quadratica ponderata) distribuendo le attivita
(cpmeal. —cpmcgl.0) sullasse y e le concentrazioni della BAP nel calibratore
sull'asse x (ug/L). Altri metodi di valutazione possono fornire dei risultati
leggermente differenti.

Attivita totale: 225 220 cpm
Calibratori BAP (ug/L) | cpm (n=3) BIT (%) cpmga| —
CPMcal0
0 0 196 0,09 -
1 7,5 2 481 1,10 2 285
2 15 5122 2,27 4 926
3 30 9 448 4,20 9 252
4 60 18 208 8,08 18 012
5 120 32 125 14,3 31929

(Esempio di curva standard. Non usare per calcolare il valore dei propri
campioni)

Campioni

Trovare per ogni campione di controllo o per quello sconosciuto il valore
dell’attivita (cpmgamp — cPMcal.0) sull’asse y e leggere la concentrazione
corrispondente alla BAP sull’asse x. Le concentrazioni delle soluzioni diluite
devono essere corrette per il fattore di diluizione.

L’attivita enzimatica 100 U/L della BAP corrisponde circa a 38,4 ug/L.

VALORI ATTESI

Ogni laboratorio deve stabilire i propri valori normali in base a campioni
clinicamente definiti. Lindicazione dei valori ottenuti sui campioni dei
soggetti sani hanno solo carattere indicativo.

Durante i test clinici allargati & stata stimata [I'applicazione della
determinazione della BAP come supporto per monitorare ['osteoporosi
post-menopausale e della malattia di Paget. | risultati delle misurazioni
della BAP riportati in questa tabella sono stati ottenuti con il kit TANDEM-R
OSTASE; il kit OSTASE IRMA utilizza gli stessi anticorpi monoclonali ed &
stato standardizzato in maniera tale da offrire gli stessi risultati clinici del kit
TANDEM-R OSTASE.

| kit che utilizzano altri anticorpi monoclonali o altri metodi per la
determinazione possono offrire dei risultati clinici diversi.

| risultati dello studio sono indicati nella tabella seguente:

N | Valore| SD | Valore 95%
medio | (ug/L) | mediano | Valore
(ng/L) (mg/L) | percentile
(palL)
Uomini 217 | 123 4,3 11,6 20,1
Donne premenopausali 228 | 8,7 29 8,5 14,3
Donne postmenopausali 529 | 13,2 4,7 12,5 22,4

CONTROLLO QUALITA

Si consiglia ad ogni laboratorio di dosare regolarmente sieri di controllo per
verificare la qualita dei risultati ottenuti. Questi campioni devono essere
manipolati esattamente come i campioni in esame; i risultati devono essere
analizzati con metodi statistici appropriati.

In caso il kit fosse danneggiato o i dati ottenuti mostrino un alterazione della
performance, si prega di contattare il distributore locale o di scrivere al indizzo
e-mail seguente: imunochem@beckman.com

PROCEDURA

Preparazione e conservazione dei reattivi
Portare i reattivi a temperatura ambiente.
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Preparazione della soluzione di lavaggio

Diluire il contenuto del flacone con 950 mL e agitare con cura. La soluzione
diluita € stabile a 2-8 °C fine alla scadenza del kit.

Schema del dosaggio: (vedi tabella).
Prima dell’'uso lasciare equilibrare i reattivi a temperatura ambiente.

Fase 3
Lavaggio e conteggio
Aggiungere 2 mL
della soluzione di
lavaggio in tutte le
provette ed aspirarla**
(ad eccezione delle
2 provette per la
determinazione
dell’attivita totale T).

Fase 2
Incubazione
Immergere le provette
nel bagno freddo
collocato nel frigo.

Fase 1
Dispensazione
Per sensibilizzare
le provette con
anticorpo, aggiungere
in successione:

100 pL di calibratori,
controlli o campioni e
100 pL di marcato.*

Incubare per 19 + 1
ore a temperatura di
2-8 °C, non agitare.

Aggiungere di nuovo 2
mL della soluzione di
lavaggio ed aspirarla.**

Contare la radioattivita
legata (B) e l'attivita
totale (T) per 1 min.

Miscelare il contenuto
delle provette con una
leggera agitazione
manuale per 15
secondi.

La temperatura non
deve superare gli 8 °C.

*Aggiungere 100 pL di marcato a 2 provette non sensibilizzate per la
determinazione dell’attivita totale.

**Aspirare separatamente ogni rack di provette per ridurre al minimo il
tempo di presenza della soluzione di lavaggio nelle provette. Dopo il
secondo lavaggio attendere circa un minuto e poi ripetere I'aspirazione
del liquido.

CARATTERISTICHE DELLE PRESTAZIONI
(ulteriori dati sono riportati in APPENDICE)

Vengono forniti dati rappresentativi a mero scopo illustrativo.
possono variare da laboratorio a laboratorio.

| risultati

Sensibilita

Sensibilita analitica: 1,75 pg/L

Sensibilita funzionale: 5,00 pg/L

Specificita

BA/FL> intestinale - 100 U/L con questa determinazione presenta il valore di 2,4
Mg/L.

BAP placentale - 100 U/L non ha fornito alcun risultato misurabile con questa
determinazione.

BAP epatica - 100 U/L con questa determinazione presenta il valore di 6,9
pg/L.

Precisione

Intra-saggio

| campioni sono stati analizzati 18 volte in una determinazione. | valori dei
coefficienti di variazione rilevati non hanno superato '8,4 %.

Inter-saggio

| campioni sono stati determinati in duplicato in 10 determinazioni differenti.
| valori dei coefficienti di variazione rilevati non hanno superato il 13,6 %.
Accuratezza

Test di diluizione

| campioni di siero con alta concentrazione della BAP sono stati diluiti
progressivamente con il calibratore zero. La percentuale di recupero &
risultata oscillare tra I'88,5 % ed il 115 %.

Test di recupero

Varie quantita di BAP sono state aggiunte ai campioni di siero, dopodiché i
campioni sono stati analizzati. La percentuale di recupero oscilla tra '86,7 %
ed il 106 %.

Intervallo di misura (¢ compreso tra la concentrazione corrispondente alla
sensibilita analitica e la concentrazione del calibratore piu elevato): 1,75 e
circa 120 pg/L.
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LIMITAZIONI

Rispettare accuratamente le istruzioni d’'uso per evitare risultati aberranti.

| risultati devono essere interpretati in base alla valutazione clinica
complessiva della paziente, che comprende la storia clinica, i dati ottenuti
con altri test diagnostici o strumentali ed altre informazioni appropriate.

E’ sconsigliato eseguire la determinazione della BAP sui campioni emolizzati,
itterici o lipemici.

In queste determinazioni si verifica “L’effetto Hook” se i valori della BAP
superano 1000 pg/L. Nel caso di sospetto clinico del valore molto alto della

BAP si consiglia la diluizione con il calibratore zero. Successivamente
correggere i risultati per il fattore di diluizione.
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Nei test anticorpali, esiste la possibilita di interferenza degli anticorpi eterofili
presenti nei campioni dei pazienti. | pazienti regolarmente a contatto con
animali o sottoposti a immunoterapia o a procedure diagnostiche a base
di immunoglobuline o frammenti di immunoglobuline possono produrre
anticorpi, p.e. HAMA, che interferiscono con gli immunodosaggi.

Tali anticorpi interferenti possono portare a risultati errati.  Valutare
attentamente i risultati di pazienti che potrebbero presentare questi anticorpi.
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OSTASE IRMA KIT
A44176

ENSAYO INMUNORADIOMETRICO PARA LA
DETERMINACION CUANTITATIVA IN VITRO DE
LA FOSFATASA ALCALINA OSEA (Bone alkaline
phosphatase - BAP) EN SUERO HUMANO

Para uso diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO

El ensayo inmunoradiométrico de la fosfatasa alcalina 6sea (bone alkaline
phosphatase - BAP) es un ensayo de tipo ,sandwich®. El equipo utiliza
anticuerpos monoclonales de ratén dirigidos contra diferentes epitopos de
la BAP.

Las muestras, controles y calibradores se incuban en tubos recubiertos
con el primer anticuerpo monoclonal en presencia del segundo anticuerpo
monoclonal el cual estd marcado con 125]. Después de la incubacion se
aspira el liquido contenido en los tubos y estos se lavan para retirar el
anticuerpo no enlazado y marcado. La actividad enlazada 125| después se
mide en un contador gamma. La concentracion de BAP en las muestras es
directamente proporcional a la radiactividad y se obtiene por interpolacién a
partir de la curva estandar.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
Precauciones generales

. Los viales de los calibradores y controles deben ser abiertos durante
el menor tiempo posible, para asi evitar evaporaciones excesivas.

. No mezclar los reactivos de lotes diferentes.
. Incluir una curva estandar en cada ensayo.

. El nimero de muestras a analizar esta limitado al tiempo maximo de
20 minutos para pipetear las muestras.

. Se recomienda realizar el ensayo por duplicado.
. Cada tubo debe estar utilizado solamente una vez.
Reglas basicas de seguridad radiologica

La compra, posesion, uso y transferencia de material radiactivo estan sujetas
de las disposiciones legales del pais en el que se utiliza.

El cumplimiento de las normas basicas de seguridad radioldgica proporciona
proteccion adecuada.

. No se debe comer, beber, fumar o aplicarse cosméticos en presencia
de materiales radiactivos.

. No pipetear las soluciones radiactivas con la boca.

. Evitar cualquier contacto con materiales radiactivos mediante el uso
de guantes y bata de laboratorio.

. Toda manipulacion de material radiactivo debe realizarse en el lugar
adecuado, alejado de corredores y espacios ocupados.

. Se debe llevar y conservar actualizado un registro de las entradas y
almacenamiento de todos los productos radiactivos.

. El equipo y material de vidrio de laboratorio que son objeto de
contaminacion se deben separar para evitar la contaminacién con
otros radiois6topos.

. Cada caso de contaminacion radiactiva, o de pérdida de materiales
radiactivos se debe resolver de acuerdo con los procedimientos
establecidos.

. El desecho radiactivo debe manipularse de acuerdo a las reglas
establecidas por el pais donde se utiliza.

Azida de sodio

Algunos reactivos contienen azida de sodio como conservante. La azida de
sodio puede reaccionar con el plomo, el cobre y el bronce para formar azidas
metalicas explosivas. Deseche los reactivos a través del sistema de drenaje
mediante lavado con grandes cantidades de agua.

Material de origen humano

Ciertos reactivos de este equipo son de origen humano y fueron negativos
a las pruebas de HIV 1, de HIV 2; de HCV, asi como de hepatitis B (Hbs
Ag). Sin embargo, deben manejarse como si fueran capaces de transmitir
enfermedad. Ninguna prueba conocida puede ofrecer la seguridad completa
de la ausencia de agentes virulentos. Maneje estos reactivos con todas las
precauciones necesarias.
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Todas las muestras de suero deben ser manipuladas como si fueran
susceptibles de contener virus como la hepatitis o el sida. Los desperdicios
deben eliminarse segun los reglamentos natiocionales actuales.

CLASIFICACI()N DE MATERIAL PELIGROSO
SEGUN EL SGA

Wash solution (20x) PELIGRO

H360 Puede perjudicar a la
fertilidad o dariar al feto.

P201 Procurarse las
instrucciones antes del
uso.

P280 Use guantes/ropa de
proteccion y equipo de
proteccion para los ojos/la
cara.

P308+P313 EN CASO DE exposicién

demostrada o supuesta:
consultar a un médico.
Acido bérico 0,1-0,3%
di-Sodio tetraborato
decahidrato 0,1-0,3%

La hoja de datos de seguridad esta disponible en
techdocs.beckmancoulter.com

RECOLECCION, PROCESAMIENTO,
ALMACENAMIENTO Y DILUCION DE LAS
MUESTRAS

Colectar la sangre en tubos secos.
. Separar el suero de las células mediante centrifugacion.

. Las muestras del suero se pueden almacenar a de 2-8 °C durante
24 horas. Para un periodo mayor (2 meses maximo) almacenar a
<-20°C después de preparar alicuotas para evitar el congelamiento y
la descongelacion repetidos de las muestras. La descongelacion de
las muestras debe realizarse a temperatura ambiente.

. Las muestras que presenten concentraciones mas altas, a aquella del
calibrador de mayor concentracion, diluirlas con el calibrador Cero.

MATERIALES SUMINISTRADOS

Todos los reactivos son estables entre 2 y 8 °C hasta la fecha de caducidad
del equipo indicada en las etiquetas. Las fechas de caducidad impresas
sobre las etiquetas de los frascos son validas sélo para el fabricante, durante
su almacenamiento a largo plazo hasta antes del ensamblaje del equipo. No
tener en cuenta.

Las condiciones de conservacion de los reactivos después de la
reconstitucién o dilucién se indican en el apartado Procedimiento.

Tubos recubiertos de anticuerpo monoclonal anti-BAP: 2 x 50 tubos
(listos para su uso).

Anticuerpo monoclonal anti-BAP, marcado '#I: 1 frasco (11 mL); listos
para su uso.

El frasco contiene 650 kBq (en la fecha de fabricacion) de inmunoglobulina
marcada con 1125 en un tampén con proteinas bovinas y equina, azida de
sodio (<0.1%) y colorante.

Nota: La presencia eventual de precipitado en el trazador no tiene influencia
sobre la calidad de la determinacion.

Calibradores: 5 frascos (a1 mL) y 1 frasco del calibrador ,,cero* (6 mL);
listos para su uso.

Los frascos contienen BAP en un tampén con albumina de suero bovino
y azida de sodio (<0.1%), el limite de la concentracién es desde 0 hasta
aproximadamente 120 pg/L. Los valores exactos de las concentraciones se
encuentran en las etiquetas de los frascos. Los valores de los calibradores
han sido ajustados segun un estandar interno de referencia.
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Muestra de control: 2 frascos; listos para su uso.

Los frascos contienen BAP en un tampodn con albumina sérica bovina y
azida de sodio (<0.1%). Los valores esperados se sitUan en el intervalo de
concentracion indicado en el anexo de la instruccion.

Soluciéon de lavado (20x): un frasco de 50 mL
La solucién concentrada debe diluirse antes de su uso.

MATERIALES NECESARIOS, PERO NO
SUMINISTRADOS

Ademas del equipo normal de laboratorio se requiere lo siguiente:
. Micropipetas de precisiéon (100 pL).
. Micropipeta de repeticién (100 pL, 2 mL).
. Unidad de refrigeracion mantenida entre 2y 8 °C.
. Mezclador tipo vértex.
. Sistema de aspiracion.
+  Contador gamma calibrado para 1'®.

RESULTADOS

Los resultados se obtienen por interpolacién con la curva estandar. La curva
sirve para la determinacion de las concentraciones de BAP en las muestras
medidas al mismo tiempo que los calibradores.

Curva estandar

Los resultados presentados en este folleto fueron calculados usando una
curva log-log (regresion cuadratica ponderada), donde los valores (cpmcg.
— cpmcgl.0) ha sido marcados en el eje vertical y la concentracion de BAP
de los calibradores en el eje horizontal (ug/L). Otros métodos de valoracion
pueden dar resultados ligeramente diferentes.

Actividad total: 225,220 cpm

Calibradores | BAP (ug/L) | cpm (n=3) BIT (%) CcpMcg| -
CPMcal0
0 0 196 0,09 -
1 7,5 2 481 1,10 2 285
2 15 5122 2,27 4 926
3 30 9 448 4,20 9 252
4 60 18 208 8,08 18 012
5 120 32 125 14,3 31 929

(Ejemplo de curva estandar, no utilizar para los célculos)
Muestras

Para cada muestra o control ubicar el valor de la actividad (cpmmyes —
cpmegl.0) en el eje vertical y determinar la concentracion correspondiente
de BAP en el eje horizontal. La concentracion de las muestras diluidas debe
ser corregida por el factor de dilucion.

La actividad enzimatica 100 U/L BAP corresponde aproximadamente a 38,4
pg/L.

VALORES ESPERADOS

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios valores de
referencia. Los valores que se muestran a continuacion fueron obtenidos de
sujetos sanos y deben de considerarse s6lo como orientativos.

Se realizd un ensayo clinico multicéntrico para verificar la efectividad de
BAP como ayuda en el seguimiento de la osteoporosis postmenopausica
y la enfermedad de Paget. Aunque los resultados de la mediciéon de
BAP en este ensayo fueron obtenidos TANDEM-R OSTASE el kit de
Immunotech OSTASE IRMA ha sido desarrollado usando los mismos
anticuerpos monoclonales utilizados en el kit Tandem-R OSTASE y ha
sido estandarizado para proporcionar la misma interpretacion clinica.
Determinaciones de BAP usando otros anticuerpos monoclonales u otros
métodos pueden dar resultados clinicos diferentes.

Sistemas que usen otros anticuerpos monoclonales u otros métodos de la
serie pueden dar resultados clinicos diferentes.

Los resultados del estudio estan en la tabla siguiente.

n | Media SD Mediana| Percentil

(ug/L) | (ug/L) | (HG/L) | 95 (ugiL)
Varones 217 | 12,3 4.3 11,6 20,1
Mujeres premenopausicas | 228 | 8,7 29 8,5 14,3
Mujeres posmenopausicas | 529 | 13,2 4,7 12,5 22,4

PI-A44176-02

CONTROL DE CALIDAD

Para la obtencién de resultados 6ptimos se recomienda el uso de los
controles en cada ensayo para asegurar la calidad de los resultados
obtenidos. Dichos controles deben ser procesados de la misma manera que
las muestras a analizar. Se recomienda que los resultados sean analizados
utilizando los métodos estadisticos apropiados.

En caso de detectar un deterioro en el embasado del producto 6 que
los resultados expresen una alteraciéon en las caracteristicas del mismo,
contactar con el Distribuidor local é notificar a la direccion de e-mail:
imunochem@beckman.com

PROCEDIMIENTO

Preparacion de los reactivos

Permita que todos los reactivos alcancen la temperatura ambiente.
Preparacion de la solucion de lavado

Verter el contenido de un frasco en 950 mL de agua destilada y
homogeneizar. La solucién diluida se puede almacenar entre 2 y 8 °C
hasta la fecha de caducidad del equipo.

Procedimiento del ensayo (ver tabla a continuacion)
Permitir que los reactivos alcancen la temperatura ambiente antes de su uso.

Paso 1 Paso 2 Paso 3
Adiciones Incubacion Lavado y contaje
Adicionar Introducir los tubos Afadir a todos los

tubos 2 mL de solucién
de lavado y aspirar**
(con excepcion de 2
tubos de cpm total).

sucesivamente a los
tubos con anticuerpos:

en bafio de agua
fria colocado en el
refrigerador.

100 yL de los
calibradores, controles
0 muestras y
100 pL de trazador.”

Afadir 2 mL de la
solucién de lavado
y aspirar.**

Incubar durante 19
+1 horas con 2-8 °C
sin agitar.

Determinar la actividad
(cpm) por 1 min.

Mezclar manualmente,
agitando con cuidado
durante 15 segundos.

La temperatura no
debe superar 8 °C.

*Agregar 100 pL de trazador a 2 tubos adicionales para obtener las cpm
totales.

**Aspire cada gradilla de tubos aparte para disminuir la presencia de la
solucién de lavado en los tubos al minimo. Después del segundo aclarado
espere aproximadamente un minuto y vuelva a aspirar el resto del liquido.

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO
(para mayores detalles ver la pagina de “APENDICES”)

Se facilitan datos representativos solo a modo de ejemplo. El rendimiento
obtenido en los distintos laboratorios puede variar.

Sensibilidad

Sensibilidad analitica: 1.75 pg/L

Sensibilidad funcional: 5.00 pg/L

Especificidad

De intestinos BAP — 100 U/L da el resultado de 2.4 pg/L en este ensayo.

De placenta BAP — 100 U/L no ha proporcionado un resultado detectable en
este ensayo.

De higado BAP — 100 U/L da el resultado 6.9 ug/L en este ensayo.
Precision

Intra- ensayo

Las muestras fueron analizadas 18 veces en una misma serie. Los
coeficientes de variacion fueron iguales o por debajo de 8.4 %.
Inter-analisis

Las muestras se evaluaron por duplicado en 10 series diferentes. Los

coeficientes de variacion fueron iguales o por debajo de 13.6 %.
Precisién
Prueba de dilucion

Las muestras altamente concentradas se diluyeron en serie con el calibrador
Cero. Los porcentajes de recuperacion fueron entre 88.5 % y 115 %.
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Prueba de recuperacion

Las muestras de baja concentracion se regularon con concentraciones
conocidas de BAP. Los porcentajes de recuperacion fueron entre 86.7 % y
106 %.

Rango de medida (a partir de la sensibilidad andlitica del calibrador mas
alto): desde 1.75 hasta aproximadamente120 ug/L.

LIMITACIONES

El no respetar las instrucciones de uso puede afectar significativamente a los
resultados.

Los resultados deberan ser interpretados como una ayuda dentro de la
situacion clinica del paciente, incluyendo la historia clinica, asi como los
datos provenientes de otras testas adicionales.

No se recomienda usar en muestras hemolizadas, ictéricas o lipémicas con
el kit de OSTASA.

El “Efecto Hook” de este kit IRMA puede aparecer en muestras que
contengan concentraciones de BAP igual o superiores 1000 pg/L. En
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muestras con una sospecha clinica de un nivel muy alto de BAP se
recomienda diluir siempre con el calibrador cero. Los resultados deben
corregirse con el factor de dilucion.

En los ensayos en los que se utilizan anticuerpos existe la posibilidad
de que se produzcan interferencias debido a la presencia de anticuerpos
heterdfilos en la muestra del paciente. Los pacientes que hayan estado
en contacto regularmente con animales o hayan recibido inmunoterapia
o procedimientos diagnosticos con inmunoglobulinas o fragmentos de
inmunoglobulinas pueden producir anticuerpos, p.ej. HAMA, que interfieren
con los inmunoensayos.

Esos anticuerpos que crean interferencias pueden causar resultados
erroneos. Evaluar cuidadosamente los resultados de los pacientes que se
sospeche que puedan tener esos anticuerpos.
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OSTASE IRMA KIT
A44176

ENSAIO IMUNORADIOMETRICO PARA A
DETERMINAGAO QUANTITATIVA IN VITRO DA
FOSFATASE ALCALINA OSSEA (Bone alkaline
phosphatase - BAP) NO SORO HUMANO

Para fins de diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO

O ensaio imunoradiométrico da fosfatase alcalina 6ssea (bone alkaline
phosphatase - BAP) é um ensaio de tipo ,sandwich®. O equipamento utiliza
anticorpos monoclonais de rato dirigidos contra diferentes epitopos da BAP.

As amostras, controlos e calibradores sdo incubados em tubos revestidos
com o primeiro anticorpo monoclonal em presenga do segundo anticorpo
monoclonal o qual esta marcado com 125I. Depois da incubagao, aspira-se
o liquido contido nos tubos e estes lavam-se para retirar o anticorpo nédo
ligado e marcado. A actividade de 125l ligado é depois medida num contador
gama. A concentragdo de BAP nas amostras é directamente proporcional a
radioactividade e obtém-se por interpolacéo a partir da curva padréo.

AVISOS E PRECAUGOES
Orientagoes Gerais:

. Os frascos dos calibradores e controlos devem estar abertos durante
o menor tempo possivel, de forma a evitar evaporagdo excessiva.

. Nao misture os reagentes de kits de diferentes lotes.
. Uma curva padrao deve ser feita em cada ensaio.

. O numero de amostras a analisar esta limitado ao tempo maximo de
20 minutos para pipetar as amostras.

. E recomendado que o ensaio seja feito em duplicado.
. Cada tubo deve ser utilizado uma vez.
Regras basicas de seguranga para radiagao

A compra, posse, utilizacéo e transporte de material radioativo esta sujeita a
regulacéo do pais.

O cumprimento das regras basicas de seguranca radiolégica deve fornecer
uma protecdo adequada:

. Nao comer, beber, fumar ou aplicar cosméticos na presenga de
materiais radioativos.

. N&o pipetar o material radioativo com a boca.

. Evite qualquer contato com o material radioativo utilizando-se luvas e
EPI's de laboratério.

. Toda a manipulacdo de material radioativo deve ser feita em local
apropriado, distante de corredores e locais muito utilizados.

. O registro de recepgdo e armazenamento de produtos radioativos
devem ser mantidos atualizados.

. Equipamentos laboratoriais e vidrarias que estdo sujeitas a
contaminagdo devem ser separados para prevenir a contaminagao
cruzada de radioisétopos diferentes.

. Cada caso de contaminagéo ou perda de material radioativo deve ser
efetuada de acordo com os procedimentos estabelecidos.

. Descarte dos reagentes e materiais deve ser de acordo com a
regulamentagao aplicavel.

Azida Sdédica

Alguns dos reagentes contém azida sodica como conservante. A azida de
Sadio reage com chumbo e cobre das canalizagdes e forma azidas metalicas
altamente explosivas. Descarte os reagentes com uma grande quantidade
de agua ao sistema sanitario.

Soro Humano

Os materiais de origem humana, contidos neste kit, foram testados negativos
para a presenga de anticorpos para HIV 1 e HIV 2, para HCV, assim como
para antigénio de superficie de Hepatite B (HBsAg). No entanto, os mesmos
devem ser tratados como potencialmente infectantes. Nenhum método pode
oferecer total seguranca da auséncia do virus. Manuseie o kit com todo
cuidado necessario.

Todas as amostras de soro humano devem ser manuseadas com
potencialmente infectantes para a Hepatite e para o HIV. O lixo deve ser
descartado de acordo com as regras estabelecidas por cada pais.
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CLASSIFICAGAO DE PERIGO DO GHS

Wash solution (20x) PERIGO

H360 Pode afetar a fertilidade ou
0 nascituro.

P201 Pedir instru¢des especificas
antes da utilizagao.

P280 Use luvas de protecéo,
vestuario de protegéo e
protegao ocular/protegao
facial.

P308+P313 EM CASO DE exposigao

ou suspeita de exposigao:
consulte um médico.
Acido bérico 0,1-0,3%
Borato de sédio
deca-hidrato 0,1-0,3%

A SDS (FDS — Ficha de dados de seguranga) esta disponivel
em techdocs.beckmancoulter.com

COLHEITA, PROCESSAMENTO,
ARMAZENAMENTO, E DILUICAO DAS
AMOSTRAS

Colheita de sangue em tubos secos.
. Centrifugar as amostras, para separar soro das células.

. As amostras do soro podem-se armazenar entre 2-8 °C durante
24 horas. Para um periodo maior armazenar a <-20 °C (até 2
meses) depois de preparar aliquotas para evitar o congelamento e a
descongelagéo repetidos das amostras. Descongelagdo da amostra
deve ser realizada a temperatura ambiente.

. Qualquer amostra com leituras acima da concentragédo do calibrador
mais alto deve ser diluida com o calibrador zero e ensaiada
novamente.

MATERIAIS FORNECIDOS

Todos os reagentes do kit sdo estaveis até a data de validade indicada no
rétulo do kit, se armazenado a 2-8 °C. A data de validade impressa nas
etiquetas dos frascos é aplicada no armazenamento a longo prazo dos
componentes pelo fabricante. Nao levar em consideragéo.

As condi¢des de armazenamento para reagentes apds a reconstituicdo ou
diluicdo sao indicados no paragrafo Procedimento.

Tubos revestidos de anticorpo monoclonal anti-BAP: 2 x 50 tubos
(prontos a usar).

Anticorpo monoclonal anti-BAP, marcado '?°I: 1 frasco (11 mL); prontos
a usar

O frasco contém 650 kBq (na data de fabrico) de imunoglobulina marcada
com 1125 num tamp&o com proteinas bovinas e equina, azida sodica (<0.1%)
e corante.

Nota: A presenga ocasional de particulas no marcador ndo afeta o
desempenho do ensaio.

Calibradores: 5 frascos (a 1 mL) e 1 frasco do calibrador ,,zero* (6 mL);
prontos a usar

Os frascos contém BAP num tamp&o com albumina de soro bovino e azida
sédica (<0.1%), o limite da concentragéo é de 0 a, aproximadamente 120
pg/L. Os valores exactos das concentragdes encontram-se nas etiquetas dos
frascos. Os valores dos calibradores foram ajustados segundo um padréo
interno de referéncia.

Amostra de controlo: 2 frascos; prontos a usar

Os frascos contém BAP num tampdo com albumina sérica bovina e
azida sodica (<0.1%). Os valores esperados situam-se no intervalo de
concentragao indicado no anexo das instrugdes.

Solucao de Lavagem (20 X): um frasco de 50 mL
Solugéo concentrada, deve ser diluida antes do uso.
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MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO
FORNECIDOS

Em adicdo ao material usual de laboratério, é ainda necessario:
. Micropipetas de precisdo (100 pL).
. Micropipeta de repeticdo (100 yL, 2 mL).
. Unidade de refrigeragdo mantida entre 2 e 8 °C.
. Vortex
. Sistema de Aspiragao.
. Contador gama calibrado para 1125.

RESULTADOS

Os resultados s&o obtidos a partir da curva padréo por interpolagdo. A curva
é utilizada para a determinacgédo das concentragcdes de BAP em amostras
doseadas ao mesmo tempo que os calibradores.

Curva Padrao

Os resultados apresentados neste folheto foram calculados usando uma
curva log-log (regressdo quadratica ponderada), onde os valores (cpmcg|.
— cpmggl.0) foram marcados no eixo vertical e a concentragdo de BAP dos
calibradores no eixo horizontal (ug/L). Outros métodos de valoragéo podem
dar resultados ligeiramente diferentes.

Actividade total: 225,220 cpm
Calibradores | BAP (ug/L) | cpm (n=3) BIT (%) cpmgg| —
CPpMcal0
0 0 196 0,09 -
1 75 2 481 1,10 2 285
2 15 5122 2,27 4 926
3 30 9 448 4,20 9 252
4 60 18 208 8,08 18 012
5 120 32 125 14,3 31 929

(Exemplo de curva padrdo, ndo utilize para célculo)
Amostras

Para cada amostra ou controlo inserir o valor da actividade (cpmgmoes —
cpmcgl.0) No eixo vertical e determinar a concentragéo correspondente de
BAP no eixo horizontal. A concentragdo das amostras diluidas deve ser
corrigida pelo factor de diluigao.

A actividade enzimatica 100 U/L BAP corresponde aproximadamente a 38.4
pg/L.

VALORES ESPERADOS

Recomenda-se que cada laboratério estabelega os seus préprios valores de
referéncia. Os valores que se mostram a seguir foram obtidos em individuos
saudaveis e devem considerar-se s6 como orientadores.

Realizou-se um ensaio clinico multicéntrico para verificar a efectividade
da BAP como ajuda no seguimento da osteoporose pds-menopausica e a
doenga de Paget. Embora os resultados da medigao de BAP neste ensaio
tenham sido obtidos com o TANDEM-R OSTASE, o kit da Immunotech
OSTASE IRMA foi desenvolvido, usando os mesmos anticorpos monoclonais
utilizados no kit Tandem-R OSTASE e foi padronizado para proporcionar
a mesma interpretagéo clinica. As determinagdes de BAP usando outros
anticorpos monoclonais ou outros métodos podem dar resultados clinicos
diferentes.

Sistemas que utilizem outros anticorpos monoclonais ou outros métodos da
série podem dar resultados clinicos diferentes.

Os resultados do estudo estdo na tabela seguinte.

n | Média DP Mediana| Percentil
(ug/L) | (ug/L) | (HG/L) | 95 (uglL)
Individuos do sexo 217 12,3 4,3 11,6 20,1
masculino
Mulheres na 228 8,7 2,9 8,5 14,3
pré-menopausa
Mulheres na 529 | 13,2 4,7 12,5 22,4
pds-menopausa

CONTROLO DE QUALIDADE

As boas praticas de laboratério implicam a execugéo regular do controlo
para garantir a qualidade dos resultados obtidos. Estes controlos devem ser
processados exactamente como as amostras do ensaio, e é recomendado
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que os seus resultados sejam analisados utilizando um método estatistico
adequado.

Em caso de deterioragcdo da embalagem ou se o dado obtido mostrar alguma
alteragao de performance, por favor contacte o distribuidor local ou utilize o
seguinte endereco de e-mail: imunochem@beckman.com.

PROCEDIMENTO

Preparagcao e armazenamento dos reagentes

Deixe todos os reagentes atingirem a temperature ambiente.
Preparacédo da Solucao de Lavagem

Misture o conteudo do frasco em 950 mL de agua destilada e homogenize.
A solugéo diluida deve ser armazenada entre 2-8 °C até a data validade do
kit.

Procedimento de Ensaio (veja tabela na préoxima pagina)

Permitir que os reagentes alcancem a temperatura ambiente antes da sua
utilizagao.

Passo 1 Passo 2 Passo 3
Pipetagem Incubagao Lavagem e contagem
Nos tubos Introduzir os tubos em | Adicionar a todos os

revestidos, adicione
sucessivamente:

tubos 2 mL de solugéo

de lavagem e aspirar**
(com excepgéo de 2
tubos de cpm total).

banho de agua fria
colocado no frigorifico.

Adicionar 2 mL da
solucdo de lavagem
e aspirar.™*

100 pL de calibrador,
controlo ou amostra e
100 L de tragador.”

Incubar durante 19
+1 horas com 2-8 °C
sem agitar.

Determinar a
actividade (cpm)
em todos os tubos
durante 1 minuto.

Misturar
manualmente,
agitando com cuidado
durante 15 segundos.

A temperatura nao
deve ultrapassar
os 8 °C.

*Adicionar 100 yL de tragador a 2 tubos adicionais para obter as cpm totais.
**Aspire cada grade de tubos a parte para diminuir a presenca da solugéo
de lavagem nos tubos, ao minimo. Depois da segunda lavagem espere
aproximadamente um minuto e volte a aspirar o resto do liquido.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
(para mais detalhes, veja o “APPENDIX” da ficha de seguranca)

Sao fornecidos dados representativos apenas para fins ilustrativos. O
desempenho pode variar de um laboratério para outro.

Sensitividade

Sensibilidade analitica: 1.75 pg/L

Sensibilidade funcional: 5.00 ug/L

Especificidade

De intestinos BAP — 100 U/L da o resultado de 2.4 pg/L neste ensaio.

De placenta BAP — 100 U/L ndo deu um resultado detectavel neste ensaio.
De figado BAP — 100 U/L da o resultado 6.9 ug/L neste ensaio.

Precisao

Intra-ensaio

As amostras foram analisadas 18 vezes numa mesma série. Os coeficientes
de variagdo foram iguais ou abaixo de 8.4 %.

Inter-ensaio

As amostras avaliaram-se em duplicado em 10 séries diferentes. Os
coeficientes de variagéo foram iguais ou abaixo de 13.6 %.

Exactidao
Teste de Diluigao

As amostras altamente concentradas foram diluidas em série com o
calibrador Zero. As percentagens de recuperagéo foram entre 88.5 % e
115%.

Teste de Recuperagao

As amostras de baixa concentragdo regularam-se por concentragbes
conhecidas de BAP. As percentagens de recuperacdo situaram-se entre
86.7 % e 106 %.

Faixa de medida (da sensibilidade analitica ao calibrador mais alto): de 1.75
a, aproximadamente 120 pg/L.
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LIMITAGOES

O nao cumprimento das instrugbes deste protocolo pode afectar,
significativamente, os resultados.

Os resultados devem ser interpretados conjuntamente com a clinica do
doente, incluindo histéria clinica, dados de testes adicionais e outras
informagdes apropriadas.

N&o se recomenda usar em amostras hemolisadas, ictéricas ou lipémicas
com o kit de OSTASA.

O “Efecto Hook” deste kit IRMA pode aparecer em amostras que contenham
concentragbes de BAP iguais ou superiores 1000 ug/L. Em amostras com
suspeita clinica de um nivel muito alto de BAP recomenda-se diluir sempre
com o calibrador zero. Os resultados devem corrigir-se com o factor de
diluigéo.

PI-A44176-02

Em ensaios que usam anticorpos, ha possibilidade de interferéncia por
anticorpos heterdfilos nas amostras de doentes. Os doentes expostos
regularmente a animais, que receberam imunoterapia ou procedimentos
diagnosticos utilizando imunoglobulinas ou fragmentos de imunoglobulinas
podem produzir anticorpos, ex. HAMA, que interferem com os imunoensaios.

Tais anticorpos interferentes podem produzir resultados errados. Os
resultados de doentes suspeitos de ter estes anticorpos devem ser
avaliados com cuidado.
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OSTASE IRMA KIT
A44176

ANOZOPAAIOMETPIKH EZEETAZH I'lA TON IN VITRO
MOZOTIKO MPOZAIOPIZMO THZ OZTIKHZ AAKAAIKHZ
PQIPATAZHZ (Bone alkaline phosphatase - BAP) ZE
ANOPQIIINO OPO

MNa diayvwoTiKA XPAOoN in vitro.

APXH THZ AIAAIKAZIAZ

H avooopadiopeTpikhy €6£Ta0n TNG OOTIKNAG AAKAAIKAG pwogardong (bone
alkaline phosphatase - BAP) civai €étaon T1UTTOU OdvToUITG.  XTO Kit
XPNOoIoTToIoUVTal JOVOKAWVIKA avTICWUATA TTOVTIKIOU TToU KaTeuBUvovTal
KOTG BUO BIOPOPETIKWY ETTITOTTWYV TNG BAP.

Ta Seiypota Kal 1o TTPOTUTTO ETTWALOVTAI OE€ CWANVAPIA ETICTPWHEVA
ME TO TTIPWTO WOVOKAWVIKS avTiowpa, utrd Tnv Trapoucia Tou OeUTEPOU
HMOVOKAWVIKOU avTICWHOTOG TToU gival emonuacpévo pe lwdio 125. Metd tnv
€TTWACN, Ta GWANVApPIa EETTAEVOVTAI, VIO VO ATTOPAKPUVOE TO N OeoUEUPEVO
avtiowpa. H deopeupévn padievépyeia 1251 petpiétal oto Gamma counter.
H guykévtpwon Tng BAP oTa deiyparta gival euBéwg avaAoyn Tng HETPNUEVNG
padievépyelag Kal TTpoadiopideTal HE TTAPEUBOAN GTNV TTPOTUTIN KAUTTUAN .

MPOEIAOMNOIHZH KAI MPO®YAAZEIZ

levikég TTapATNPAOEIG:

. Ta @IaAidia Twv opwv Baduovounong Kai Twv opwv EAEYXOU TTPETTEI VO
avoiyovTal 660 1o duvaTov AyOTEPO, TTPOG ATTOPUYNV ECATHICEWG TOU
TTEPIEXOMEVOU.

. Mnv avakateUeTe avTidpacTAPIa aTTO SIAPOPETIKEG TTOPTIOEG.

. Kdavere Tautéxpova Tnv TPOTUTIN KAPTTUAN KOl TOV  TTOOOTIKO

TIPOCBIOPIOUO TWV BEIYUATWV.

. H moodétnTa Twv CwANvapiwv oTnv idla oeipd TTPETTElI va KaBopIoTET
£T01, WOTE N Avappoenaon Twv delyPATwY va unv utrepRei Ta 20 AeTTTd.

. 2ag  ouoTAveTal KGOe

TTPOadIoPITUO.

va  TIpayuarotroleite  dUo  Qopég  Tov
. Kd&Be owAnvapio Trpétrel va xpnoiyotroindei uévo pia opad.

MNpooTacia amwé Tnv 1ovijouoa akTivooAia

H ayopd, n katoxn, n XpAon kai n petagopd tou padievepyol UAIKOU

UTTOKEIVTOI OTOUG KOVOVIOMOUG TnNG XWPOG OTnv OTfoiad To UAIKG auTo
XPNOIYOTIOIEITal.

H ouppépewon pe Toug Bacikolg Kavoveg ac@AAgiag atmd Tnv akTivoBoAia
TTAPEXEI ETTOPKA TTPOCTATIA.
. Y16 Tnv TTapouaia padleEvEPYWV UAIKWYV, NV KOTOVOAWVETE TPO@IUA i
TTOTA, PNV KATTVICETE KAl N XPNOIMOTIOIEITE KAAAUVTIKG.
. Mn XPNOIYOTTOIEITE TO OTOPA VIO VA TIITTETAPETE Ta PAdIEVEPYA UAIKA.

. Amo@UyeTe KGOt dueon emapn pe Ta  padievepyd UAIKA,  Kal
XPNOIYOTIOIEITE YAVTIA KAl £pYAOTNPIOKA TTOdIA.

. KdbBe xeipiopdg padievepyol UAIKOU TTPETTEl va YiveTal o€ KATAAANAO
XWPO, HOKPIG atrd S1adpdpoug Kal GAAa TToOAuGUXvaoTa PéPN.

. To apxeio TapaAaBng Kal aTToBAKeUaNG PAdIEVEPYWY UAIKWYV TTPETTEI
va gival TTavTa EVNUEPWUEVO.

. O gpyaoTnplakog EOTTAIONOG 1 Ta YUGAIVa OKeUN TTOU £XOUV JHOAUVOET
atmé padievepyd UAIKA TTPETTEI VO OTTOMOVWIVOVTOI, TTPOKEINEVOU va
aTro@euxBei pOAuvon atré dIa@oPETIKG padioigdToTra.

. Kd&Be mepimtwon padievepyRg pOAuvong ) atmwAelag padievepyou
UAIKOU Ba trpéTTel va etTIAUETal hE BAon TIG I0KU0OUCEG DIAdIKATIEG.

. O XeIPIoPOG TwV PadIEVEPYWY aTTOBAATWY TTPETTEI VO aKOAOUBEI TOUg
KQVOVIOHOUG TNG XWPAg OTnV OTIoia XPNOIUOTIOIEITaI TO PadIEVEPYO
UAIKO.

Alidio Tou Narpiou

Kamoia avnidpactipia Trepiéxouv adidio Tou Nartpiou wg ouvinpnTiko.
To agidio Tou NaTtpiou pTropei va avTiOpAoel Pe TO XOAKO 1 TO pOAURdO
TTPOG TO OXNUOTIONO EKPNKTIKWV adidiwv Twv PETAAwv. H atmoéppiyn
TWV avTIOPACTNPIWY TTPETTEI va YiveTal p€oa atmd TOo UOPAUAIKG cuaTnua,
XPNOIMOTTIOIVTAG PEYAAEG TTOOOTNTESG VEPOU.

YAik6 avBpwTrivng TpoéAeuong
Ta avBpwTTivng TTPoéAEUCNG UAIKG TTOU TTEPIEXOVTAI OTA AVTIOPACTHPIA TOU
kit BpéBnkav apvnTika o€ 6T agopd ota avriowyara avt-HIV 1 kai HIV 2,
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ata avTiowpata HCV kai 1o emmigavelaks avtiyévo Tng Hmmatindag B (HbsAg).
MapoAa autd, o XeIPIONOG TOug TTPETTEl va YivETal gav va ATAv IKava va
peTadwoouv TIG aoBéveieg. Agv UTTAPYEl KATTOIO YvwoTr PéB0SOG eAéyxou
Tou va dlac@ahifel pe amoAutn BeBaidtnta o1 dev UTTAPXEl TTAPAYOVTAG
poAuvong, yrautd 1o Adyo eival atrapaitnto va AapfdavovTal TTpo@UAGEEIg
KOTA TN SIGPKEIQ TOU XEIPIOHOU.

OAa Ta deiypata opoU TTPETTEl va Ta XEIPICEOTE WG IKAVA VO PETABWOOUV
nmatinda i AIDS. Anuioupynuévo ammoppINPa va eKKaBapioBei Upwva PE
10XUW KOaVOVIOUO.

TAZINOMHZH ENIKINAYNOTHTAZ KATA MNEZ

Wash solution (20x) KINAYNOZX

H360 Mrropei va BAdwer Tn
yoviuéTtnTa A 10 €UBpPUO.

P201 EpodiaoTeite pe TIG €I18IKEG
odnyieg TpIv a1rd TN XPHon.

P280 Na @opdrTe TTPOOTATEUTIKA
YAVTIO/TTPOCTATEUTIKA
evOUUOTO KAl JECO ATOMIKAG
TTpocTaCiag yia Ta pdria/to
TTPOOWTTO.

P308+P313 Y& TepiTTwon ékBeong

| mMlavoTnTag ékBeong:
OupBouAeuBEiTE/ETTIOKEPDEITE
y1oTpP0.

Bopikd o&u 0,1-0,3%
Aekaévudpo Bopikd vaTpio
0,1-0,3%

To AeAtio dedopévwv aoc@dAeiag gival diaBéoiyo otn dielBuvan
techdocs.beckmancoulter.com

2YANOTH, ENME=ZEPIAZIA, AlTOOHKEYZH KAI
APAIQZH TQN AEIrMATQN

ZUMEETE TO aipa o€ oTeyvA CWANVApIa.
. AlaxwpioTe TOV 0p6 aTTO T KUTTAPA PE PUYOKEVTPNON.

. Ta deiypata opou ptropouv va diarnpnBolv oTtoug 2-8 °C €dv n
egétaon TpokeITal va yivel péoa o€ 24 wpeg. MNa peyaAlTepo Xpovikod
didoTnua, Ta Oeiypara TPETTEN va diatnpolvial oTnv  KOTaywuén
(<-20 °C, 2 pnAveg), Kal KOTa TTPOTIPNCN XWPIOUEVO OE MIKPOTEPEG
ToodTNnTeS. [MpéTmel va atmmo@elyetal n emavaAauBavouevn Katayuén
Kal amoyuén. H améwuén Twv BelypaTwV TIPETTEI va YiveTal O€
Bepuokpaacia dwuaTiou.

. Av Ta deiypaTta TTou €Xouv avoAuBei £€xouv PeYaAUTEPN CUYKEVTPWON
até 10 BaBuovounTig PE TNV UWNAGTEPN CUYKEVIPWOTN, TTPETTEI va
apaiwBoulv aT1o pndevikd BabuovounTAg.

NMAPEXOMENA YAIKA

OAa 10 avTidpaoTpla gival oTaBepd péxpl TNV nuepounvia ARENgG Trou
avaypdeetal otnv €TIkETa Tou kit, étav amoBnkevovtal oe Bepuokpaaia
2-8 °C. O1 npepopnvieg AAENG TTOU avaypd@ovTal OTIG ETIKETEG TWV
@I0AISiWY agopoUv OTTOKAEIOTIKA OTn WAKPOTTPOBECUN ATTOBNKEUON TWwV
avTIdPACTNPIWY ATTO TOV KATAOKEUAOTH, TIPIV aTTO T CuvappoAdynon Tou
kit. Na pn AapBdévovtal utroyn.

O1 ouvBnkeg aTTOBAKEUONG TWV AVTIdOPACTNPIWY PETG aTTd avacuaoTaon N
apaiwon ava@épovtal aTNV TTapaypa@o «Aiadikacioy.

ZWwANVApIa ETICTPWHEVA JE MOVOKAWVIKA AVTICWHATA KATd Tou BAP: 2
x 50 cwAnvdpia (£Toiga TTPOG xpAonN).

MovokAwVviké avTiowpa katd Tng BAP emionpaocpévo pe ?l: 1 @iaAidio
(11 mL); éroigo Trpog xpron.

To @iaAidlo TrepiEXel, Tnv nuépa Tou Trapackeuddetal, 650 kBq
emonuaopévng pe lwdlo 125 avoocoo@aipivng o€ puBPICTIKO TTOU TTEPIEXE
TpwTEiveg Bodivou kai aAdyou, agidio Tou Natpiou (<0.1%) Kai pia XpwoTIKA.

Mapatpnon: H Tuxév Tapouaiacn 1CAPATOG evTOg padioavixveuong Oev
ETTNPEACEI TNV TTOIOTATA TNG AVAAUONG.
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BaBpovountég: 5 @iaAidia (tou 1 mL) kai 1 @iaAidio ,,undevikou*
BaBpovounTtn (6 mL); £éToiya TPoOg Xpron.

Ta @iahidia mepiéxouv petagl amd 0 péxpl katd mpooéyyion 120 ug/L
BAP o¢ puBpioTikd TToU TTEPIEXEI aABoupivn Bodivol opou kal alidio Tou
Natpiou (<0.1%). H akpiBrig ouykévipwan avaypa@eTal o KABe @IaAidIo.
O1 BaBuovounTtég gival fabuovounuévol ye BAcn Tou E0WTEPIKOU OUCTATIKOU
UAIkoU.

Opoi gAéyxou: 2 @iaAidia, éToipa TTPOG XPron.

Ta @ioAidia TepiExouv Auo@iAnuuévn BAP oe pubuioTIKO TTOU TTEPIEXEI
aABoupivn Bodivou opoul kai agidio Tou Natpiou (<0.1%). Or avauevOuEveg
TINEG KupaivovTal PETOEU TwV OCUYKEVTPWOEWV TIOU avaypdgovtal o€
OUPTTANPWUATIKO QUAAGDIO.

AidAupa TAUONG (20x): 1 @iaAidio Twv 50 mL

To cupTTUKVWPEVO BIGAUPA TTPETTEN VO apaiwBEi TTpIV aTTé Tn Xpnon.

YAIKA MOY AMNAITOYNTAI AAAA AEN
MAPEXONTAI

O atraItouuevog epyaoTnPIakos £E0TTAICNGG, ETTITTAEOV TOU ouvhBoug, gival o
€gng:

. Mikpommméra akpifeiag (100 pL).

. Huiautépareg miméreg (100 pL, 2 mL).

. To wuyeio diatnpeital otoug 2 £€wg 8 °C.

. Migep TUTTOU Vortex.

. >0UoTnUa aTTOXUONG.

. Gamma counter oeT yia lwdio 125.

ANOTEAEZMATA

Ta atoteAéopata Twv OelypdTwy UTToAoyidovtal pe TTOPEUPOA  oTnv
TPOTUTTN KAWTIUAN.  H KauTTUAn XPNOIUOTIOIEITAI YIO TOV TTPOCdIOPICHO
TWV OUYKEVTPWOEwv BAP og Oeiypata TTOU PETPWVTAI TAUTOXPOVA HE TA
BaBuovountég.

MpoTutrn KapuTUAn

Ta atmroteAéopara TTou TTapouaidlovTal o€ auté To UAAGSIO uTToAoyioTNKaV
pe TN Xpnon log-log KaptuAng trpocappoyns (,CUuyIoHEVN® TETPAYWVIKOG
TITWON) PE TN ONUEiwan TNG PadIEVEPYEIAG (CPMeg|. — CPMcgl.0) OTOV KABETO
dgova , Kol Twv OUYKEVTPWOEwWV BAP Twv BaBuovountwv otov opifovTio
agova (ug/L). ANeg péBodol avaywyng dedopuévwy UTTopEi va odnyRoouv oe
eEAAPPWG BIOPOPETIKA OTTOTEAEOHATA.

OAIKR padievépyeia: 225,220 cpm
BoBuovopntég| BAP (ug/L) | cpm (n=3) BIT (%) cpmey| —
CPMcal0
0 0 196 0,09 -
1 7,5 2 481 1,10 2 285
2 15 5122 2,27 4 926
3 30 9 448 4,20 9 252
4 60 18 208 8,08 18 012
5 120 32 125 14,3 31 929

(Mapdderyua mpPoTUTTNG KAUTTUANG, va un xpnoiuotoinbei o umoAoyiououg)
AgiypaTta

MNa kd&Be Oeiyya onuelwoTe TNV TIPA (Cpmésiypa — CPpMcgl.0) OTOV
KGBeTo G&ova, Emerma dioBdoTe TNV avtioToixn ouykévipwon BAP aTtov
opIf6vTIo d&ova. O1 CUYKEVTPWOEIG TWV aPAIWHEVWY BEIYUATWY TTPETTEI Va
S10pBwvovTal JE TOV TTAPAYOoVTa apaiwong.

Evqupikn evepyotnta 100 U/L BAP avTioToixei Trepitrou o€ 38.4 pg/L.
ANAMENOMENEZ TIMEX

Mpoteivoupe 10 KABE €pyaoTApIO va KoBIiEpWoel TIG OIKEG TOUG TIMEG
avagopdg Baoeig KAIVIKWY delypdTtwy. O TIuEG TTou akoAouBoUv peTprBnkav
o€ deiypata opwv aTrd Uy AToda Kal £ival atrAWG EVOEIKTIKEG.

e peydAn KAivikh) €peuva afloAoyAbnke n xpnoigétnTa TOou KaBopiopou
™G BAP wg gpyaAeio yia Tnv TTapokoAoubnon TG oaTEOTIOPWGONG TTOU
eu@avifeTal PET@ TNV euunvOeTTAUCN KOBWG Kal yia Tnv vooo Tou Paget.
O1 petpnoeig autég Tng BAP mpaypatomoiibnkav pe 1o oer TANDEM-R
OSTASE kai avagépovtal €dw emreidr) 1o kit Immunotech OSTASE IRMA
XPNOIMOTTOIET TA iBI0 HOVOKAWVIKA QVTICWHOTA Kal €ival oxedIoouévo £TOI
woTe va divel Ta idla KAIVIKG atroTeAéopaTa 6TTwg 1o cuoTtnua TANDEM-R
OSTASE.
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Ta ouoTAPOTO TTOU XPNOIYOTTIOIOUV GAAO POVOKAWVIKA avTIoWuaTta
GAAEG pEBBOOUG TTPOadIopIGUOU PTTOPOUV va dWOoouV SIAPOPETIKA KAIVIKG
atroteAéopara.

Ta amroteAéopara TG HEAETNG AUTAG TTAPOUGIAZOVTal OTOV TTAPAKATW TTiVOKA.

n | Méon SD | Aidugon 95%

Tip | (ug/ll) | TIHA | TrocoTo

(ng/L) (MglL) | (ug/L)

Appeveg 217 | 12,3 4,3 11,6 20,1

MpogpunvoTTauciakég 228 | 8,7 2,9 8,5 14,3
YUVQiKES

MeTEpPNVOTIAUGIAKES 529 | 13,2 4,7 12,5 22,4
YUVQiKESG

EAEMXOZ NOIOTHTAZ

H owoTh epyaaTnpIoKn TTPAKTIKA TTPOUTIOBETEN TNV TAKTIKA XPAoN OelypaTwy
eAéyxou, TTPOKEIYEVOU va OIao@aAIfeTal n TTOIOTNTA TWV ATTOTEAETUATWY.
H emmeCepyaoia Twv SEIyPATWY QUTWV TTPETTEI VA YiveTal YE TOV iBI0 TPOTTO
ME TOV OTTOiO YiveTal N emegepyacnia Twv AyvwoTwy delyudtwy. ETmimmAéoy,
OUCTAVETAI N QVAAUON TwWV OTTOTEAEOUATWY Twv OElYMATWY €AEyXOoU va
yivetal pe n Bondeia Twv KATAAANAWY OTATIOTIKWY JEBOdWV.

e TepiTTwon €mdeivwong OUOKEUaoiag 1 €dv Ta aTToTEAéOPATA TTOU
TPOEKUYAV €XOUV TPOTTOTTOINCN atrddoong, TTOPAKAAW EAATE O€ ETTAQN
ME TOV TOTTIKO BIOVOPED OAG 1 XPNOIYOTIOINCTE TNV akOAoubn dielBuvon
nAekTpovikoU Taxudpopeiou: imunochem@beckman.com

AIAAIKAZIA
MposeToipacia Kal ATTOOAKEUCT TWV AVTISpACTNPIWY

AoprioTe 6Aa Ta avTidpacTrpla va @BAcouv Og IGoPPOTTiIa o BepUoKpaTia
dwpyarTiou.

MpoeToipacia Tou SidAupa TTAUONG

MpooBéaTe To TrEpIEXOUEVO TOU QIaAidiou o€ 950 mL atreaTayuévou vepoU Kai
opoyevoTroinoTe. To apaiwpévo diGAupa uTropei va atroBnkeuBbei oToug 2-8°C
MEXPI TNV NUEPOMNVia ARENG Tou kKit.

Aiadikacia egéraong (BAEre Tov Tivaka oTnV £€TOEVN O€Aida)

AogrioTe Ta avTIdPACTAPIa va @QTACOUV Of€ I0OPPOTIa Ot BepUokpacia
dwpariou TTpIv a1t TN XPROoN.

BApa 1
Npoodnkeg

BApa 2
Emrwaon

BApa 3
MAUGIYO Kal péTPNon

210 EMOTPWHEVA UE
AvTiIoWHa CwAnvapia

100 pL TpotuTIOU,
opoU eAéyxou N
deiypaTtog Kai
100 pL 1xvneémn.*

AvakaTéyTe 10O
TTEPIEXOUEVO TWV
OWANvapiwv pe
ehagpr avadeuon
uE TO XEpI yia 15

OeuTepOAETITA.

TTPooBEoTe BIAdOYIKA:

KAgioTe Ta cwAnvapia
KOl TOTTOBETAOTE Ta O€
Wuxpo udatdAouTpo
oTO Yuyeio.

EmmwdoTe 19 £1 wpeg
aTtoug 2-8 °C xwpig
avadeuon.

H Beppokpaaia dev
TPETTEl va UTTEPPREi
Toug 8 °C.

MpooBéaTe og OAa
Ta cwAnvapia 2 mL
dlaAupaTtog TTAUoNG
KOl aTroXUoTe® (EKTOG
atmod Ta 2 cwANvapIa
«ONIKEG KPOUTEIGH).

MpooBéaTe TGN 2 mL
SlaAUpaTtog TTAUoNG
Kal aTToxUoTE. ™

MeTpAoTe Tn
padievépyela (cpm)
yia 1 AeTTTO.

*MpooBéaTte 100 pL 1xvnBETN o€ 2 emmAéov cwANVApIa yia va BPEiTe TIG

ONIKEG KPOUTEIG.

**Ade1doTe KGBe Bdon e cwANVApPIa XWEIOTA, VIO VO EAQXIGTOTIOINCETE
TOV XPOVO TNG TTapouadiag Tou dIaAUpaTog TTAUoNG oTa owAnvdpia. Metd
TNV deUTeEPN TTAUCT, TTEPIPEVETE TTEPITTIOU £va AETTTO Kal adeidoTe {avd 1o

UTTGAOITTO TOU UYPOU.

XAPAKTHPIZTIKA AMNOAOZHZ

(BAémre Tn ocAida “APPENDIX” yia mepIoo0TeEpES ASTTTOUEPEIES)

Ta avTITTPOOWTTEUTIKA Oedopéva TTAPEXOVTAlI POVO WG TTAPAdEIYUA.
amédoa0n TToU ETMTUYXAVETAI O KABE EpyaaTAPIO UTTOPET va dlagEpEl.
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Evaiobnoia

AvaAuTiki evaioBnoia: 1.75 pg/L

AsiToupyikn evaioBnoia: 5.00 pg/L

Ege1dikeuon

BAP Ttou evtépou - 100 U/L divouv To atrotéAecpua 2.4 pg/L.
BAP Tou mmAakouvTa - 100 U/L un avixveloiyo amoTéAeoua.
Harikri BAP - 100 U/L &ivouv To atrotéAeopa 6.9 pg/L.
Axpifeia

Intra-assay

Aidgopa deiypata e¢etdotnkav 18 atnv idia agipd. O1 cUVTEAEGTEG ATTOKAIONG
TTOU TTPoéKUYav ATav PIKpdTEPO! atd 8.4 %.

Inter-assay

Aidgopa deiypata egetdotnkav dU0 @opég To Kabéva oe 10 SIaPOPETIKESG
aeipég. O1 ouvTeAeoTéG OTTOKAIGNG TTOU TTPOEKUWAY ATAV HIKPATEPOI 1 icoI
pe 13.6 %.

AxpiBeia
Aokiuf apaiwong

Agiypata uwnAng CUYKEVTPWONG IVOOUAIVNG apaiwdnkav BIadoxIKG PE TO
pNndevikS BaBuovouith. Ta TTooooTd avaKTNoNG Kupaivovtal ueTagu 88.5 %
kal 115 %.

AoKIYf avdkTnong

Alo@opeTikég TTooOTNTEG BAP TTp00TéBNnKOV O€ deiypata opwv, Ta OTroia
avoAuBnkav. Ta TTooOOTa avaAKTNONG KupaivovTal uetagy 86.7 % kai 106 %.

PI-A44176-02

EUpog pérpnong (amd avaAuTikh euaiobnoia €wg Tov  uwnAdTEPO
BaBuovountA): 1.75 péxpl katd Tpooéyyion 120 ug/L.

NEPIOPIZMOI

H pn TApnon Twv 0dnyIWV TTOU TTEPIEXOVTAI OTO EVTUTTO PTTOPEI VO ETTNPEATEI
ONMAVTIKA Ta ATTOTEAETATA.

Ta amoteAéopara TPETTEl va epunveuBoUv AauBavovTag utréwn Tn GUVOAIKN)
KAIVIKAy TTapougiacn Tng acBevoug, cuptrepIAapBavopévwy TnG KAIVIKAG
10Topiag, Twv Oedopévwy OTTO CUPTTANPWUOTIKEG EEETAOCEIG Kal GAAWV
KATAAANAWY TTANPOQOPIWV.

ATtroQUyeTE T Xprion Bapid aipdAuon, IKTEPIKA i AiITTaipiké deiyuaTa.

LHook effect” maparnpeital o€ autdv Tov TTpoadiopiopud o€ TiuéG BAP atmd
1000 pg/L kar Tavw. Ta deiypata pe KAIVIKA utrowia yia uwnAd emmimeda
BAP cuviotdrar TavTta va apaiwvovtal hge 1o undevikd Baduovounth. Ta
arroTeAéopaTa auTd TTPETTEl va S10pBWVOVTaI JE TOV TTAPAYOVTa apaiwong.

Ma TpoadiopiopoUg TTOU XPNOIYOTTOIOUV aVTICWHATA, UTTAPXEl TOavoTnTa
TOPEPUPOANG aTrd €TEPOPIAG avTiIowpaTa oTo Otiypa Tou aoBevoug. Ol
aobBeveig Tou ApBav e ouxvh €mapn pe {Wa R €kavav avoooBepaTreia
N dlIayvWOTIKEG eTTEUPRAOEIG PE Tn BoRBeid avooooeaIpIVWV A TUAPOTO
avoooo@aipivng mlavov va Trapaydyouv avriowuata, m.X. HAMA, TTou
TapePBAaAAouv GTOUG AVOGOTTIPOCBIOPITHOUG.

Ta ev Aoyw TrapepfdAAovia avTiowpata TOavév va  TTPOKAAECOUV
eo@alpéva amoteAéopata. Na afloAoyeite TTPOCTEKTIKA Ta atroTeAéouaTa
aoBevwV TTOU UTTOTITEUEDTE OTI PEPOUV QUTA TA AVTICWHUATA.
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OSTASE IRMA KIT
A44176

IN VITRO IMUNORADIOMETRICKE STANOVENi KOSTNi
ALKALICKE FOSFATAZY (Bone alkaline phosphatase
- BAP) V LIDSKEM SERU

Pro diagnostické uéely in vitro.

PRINCIP

Imunoradiometrické stanoveni kostni alkalické fosfatazy (bone alkaline
phosphatase - BAP) je stanoveni typu ,sandwich®. V soupravé jsou pouzity
mys$i monoklonalni protilatky proti dvéma rliznym epitopdm BAP.

Vzorky séra, kontrolni vzorky a kalibratory se ve zkumavkach potazenych
prvni monoklonalni protilatkou, inkubuji spole€né s druhou monoklonalni
protilatkou znacenou 1251. Po inkubaci se obsah zkumavek vymyje, aby se
odstranila nenavazana znacena protilatka. Vazana aktivita 1251 se poté méfi
na gama-Cita¢i. Koncentrace BAP ve vzorcich je pfimo umérna zméfené
radioaktivité a ziska se interpolaci z kalibracni kFivky.

VAROVANI A OPATRENI
Obecné poznamky:

. Lahvi¢ky s kalibratory a kontrolnimi vzorky by mély byt oteviené co
nejkratsi dobu, aby nedoS$lo k neZzadoucimu odpafeni roztoku.

. Nemichejte substance ze souprav rGiznych $arzi.
. Pro kazdou novou sérii analyz je nutné provést novou kalibraci.

. MnozZstvi zkumavek v jednom béhu je tfeba stanovit tak, aby pipetace
vzorkl nepfesahla 20 minut.

. Doporucuje se provadét stanoveni v duplikatech.
. Kazda zkumavka muze byt pouzita jen jednou.
Zakladni pravidla radiaéni bezpeénosti

Tento radioaktivni material mohou pfijimat, skladovat a pouzivat pouze
pracovisté, ktera splfiuji platné zakonné predpisy upravujici podminky pro
bezpecné nakladani s otevienymi radionuklidovymi zafici.

PFi praci s radioaktivnimi latkami dodrzujte nasledujici pravidla:
. VSechny radioaktivni latky musi byt skladovany v plvodnim baleni a
jen na mistech k tomu ur€enych.
. PFijem a spotfeba radioaktivnich latek musi byt evidovana.

. Prace s radioaktivnimi latkami musi byt provadény pouze ve
vyhrazenych prostorach.

. Pipetovani nesmi byt provadéno Usty.

. Obalovy material, ktery neni kontaminovan, je mozno odlozit do
bézného odpadu pouze po odstranéni varovnych napist a znacek.

. Povrch pracovnich stold, ktery by mohl byt kontaminovan, je tfeba
pravidelné kontrolovat. VSechno laboratorni sklo, které bylo pouzito
pro praci s radioaktivnimi latkami, musi byt fadné dekontaminovano a
proméfeno pred dal§im pouzitim.

. V pfipadé kontaminace nebo Uniku radioaktivniho materialu

postupuijte podle stanovenych predpist.
. Radioaktivni odpad likvidujte v souladu s platnymi zakony a predpisy.
Azid sodny
Nékteré substance jsou konzervovany azidem sodnym. Azid sodny mize

reagovat s olovem, médi nebo mosazi za vzniku pfisluSnych vybusnych
azidu. Proto likvidované reagencie splachujte velkym mnoZstvim vody.

Material lidského plivodu

Material lidského puvodu obsazeny v reagenciich této soupravy mel
negativni test na pritomnost protilatek proti viru HIV 1 a 2, viru hepatitidy C
a proti povrchovému antigenu hepatitidy B (HBsAg). Zadna z dostupnych
metod nemuze dat stoprocentni jistotu neinfekcnosti. Je tedy nutné pracovat
s temito reagenciemi jako s potencialne infekcnimi.

Se v8emi krevnimi vzorky musi byt manipulovano jako s potencialné
infek&nimi (hepatitis, nebo AIDS). VeSkery vznikly odpad je tfeba likvidovat
podle platnych predpisu.

PI-A44176-02

KLASIFIKACE NEBEZPECi PODLE GHS

Wash solution (20x) NEBEZPECI

H360 Muze poskodit reprodukéni
schopnost nebo plod v téle
matky.

P201 Pred pouzitim si obstarejte
specialni instrukce.

P280 Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév
a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

P308+P313 PRI expozici nebo

podezfeni na ni: Vyhledejte
Iékafskou pomoc/osetieni.
Kyselina borita 0,1-0,3%
Boritan sodny, dekahydrat
0,1-0,3%

Bezpecnostni list je k dispozici na adrese
techdocs.beckmancoulter.com

SBER A PRIPRAVA, SKLADOVANI A REDENI
VZORKU

Odebirejte vzorky krve do zkumavek bez aditiv.
. QOdstfedénim oddélte od bunék frakci séra.

. Vzorky séra mohou byt skladovany pfi 2-8 °C po dobu 24 hodin. Pfi
del§im skladovani je nutno uchovavat vzorky zmrazené (pfi <-20 °C,
maximalné 2 mésice), nejlépe v alikvotech. Je tfeba se vyvarovat
opakovaného zmrazovani vzork(. Rozmrazovani provadéjte pfi
laboratorni teploté.

. Vzorky, v nichz je koncentrace vy$si nez nejvyssi kalibrator, je nutno
zfedit ,nulovym* kalibratorem.

POSKYTNUTE MATERIALY

VSechny reagencie v soupravé jsou stabilni do data exspirace, uvedeného
na Stitku krabice, jestlize jsou skladovany pfi 2-8 °C. Data exspiraci uvedena
na Stitcich jednotlivych slozek se vztahuji pouze k dlouhodobému skladovani
u vyrobce pfed kompletaci souprav. Neberte na né tedy, prosim, ohled.

Skladovaci podminky pro zfedéné nebo rekonstituované reagencie jsou
uvedeny v odstavci Postup.

Zkumavky potazené monoklonalni protilatkou proti BAP: 2 x 50
zkumavek (pfipraveny k pouziti).

Monoklonalni protilatka proti BAP, znaéena '®I: 1 lahviéka (11 mL);
pfipravena k pouziti.

Lahvi¢ka obsahuje ke dni vyroby 650 kBq 1251 znageného imunoglobulinu v
tlumivém roztoku s hovézimi a kofiskymi proteiny, azidem sodnym (<0,1%) a
barvivem.

Poznamka: Pfipadny vyskyt srazeniny v radioindikatoru nema vliv na kvalitu
stanoveni.

Kalibratory: 5 lahvicek (po 1 mL) a 1 lahvi¢ka ,,nulového* kalibratoru (6
mL); pfipravené k pouZziti.

Lahvi¢ky obsahuji BAP v tlumivém roztoku s hovézim sérovym albuminem
a azidem sodnym (<0,1%), koncentraéni rozmezi je od 0 do pfiblizné 120
pg/L. Pfesné hodnoty koncentraci jsou uvedeny na &titcich lahvi¢ek. Hodnoty
kalibratori byly nastaveny pomoci vnitfniho referenéniho materialu.
Kontrolni vzorky: 2 lahvicky; pfipravené k pouziti.

Lahvi¢ky obsahuiji lyofilizovany BAP v tlumivém roztoku s hovézim sérovym
albuminem a azidem sodnym (<0,1%). Koncentra¢ni rozmezi oéekavanych
hodnot jsou uvedena v pfiloze navodu.

Promyvaci roztok (20x): 1 lahvicka 50 mL.
Koncentrovany roztok musi byt pfed pouzitim zfedén.
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MATERIALY POZADOVANY, ALE
NEPOSKYTNUTY

Kromé obvyklého laboratorniho zafizeni je pro analyzu potfebné nasledujici
vybaveni:

. pfesna mikropipeta 100 pL

. opakovaci davkovace 100 yL a 2 mL
. chladnice s teplotou 2-8 °C

. vibra¢ni michadlo

. Vyvéva.

+  gama-gita¢ kalibrovany na "2

VYSLEDKY

Vysledky se ziskaji interpolaci z kalibra¢ni kfivky, ktera slouzi pouze pro BAP
analyzu téch vzork(, které byly inkubovany spole¢né s kalibratory.

Kalibracni krivka

Vysledky uvedené v navodu byly ziskany v log-log zobrazeni (s pouzitim
,vazené“ kvadratické regrese) vynesenim aktivity (cpmgg|. — cpmkgl.0) Na
osu y, a koncentraci BAP v kalibratorech na osu x (ug/L). Jiné vyhodnocovaci
metody mohou poskytovat trochu odlisné vysledky.

Celkova aktivita: 225 220 cpm
Kalibratory BAP (ug/L) | cpm (n=3) BIT (%) cpmkal. —
CPMKal.0
0 0 196 0,09 -
1 7,5 2 481 1,10 2 285
2 15 5122 2,27 4 926
3 30 9 448 4,20 9 252
4 60 18 208 8,08 18 012
5 120 32 125 14,3 31 929

(Priklad typického stanoveni, nepouZivejte pro vypocet.)
Vzorky

Najdéte pro kazdy kontrolni nebo neznamy vzorek hodnotu aktivity (cpmy,
— CPMkgl.0) Na ose y a odectéte odpovidajici koncentraci BAP na ose x.
Koncentrace fedénych vzork( musi byt korigovany na faktor fedéni.

Enzymaticka aktivita 100 U/L BAP odpovida pfiblizné 38,4 ug/L.

OCEKAVANE HODNOTY

Kazda laboratof si musi stanovit vlastni normalni hodnoty na zakladé klinicky
charakterizovanych vzork(. Uvedené hodnoty, ziskané na vzorcich zdravych
jedincl, maji pouze orientaéni charakter.

PFi rozsahlém klinickém testovani byla odhadnuta pouZitelnost stanoveni
BAP jako pomlcky pfi sledovani postmenopauzalni osteoporézy a Pagetovy
choroby.  Vysledky méfeni BAP byly ziskany soupravou TANDEM-R
OSTASE a jsou zde uvedeny, protoZe souprava Immunotech OSTASE IRMA
pouziva identické monoklonalni protilatky a je standardizovana tak, aby
poskytovala stejné klinické vysledky, jako systém TANDEM-R OSTASE.

Systémy, pouzivajici jiné monoklonalni protilatky nebo jiné metody stanoveni,
mohou davat odliSné klinické vysledky.

Vysledky studie uvadi nasledujici tabulka.

n | Pramér| SD Median| Limity
(Mg/L) | (ug/L) | (nglL) | pro 95%
populace
(ug/L)
Muzi 217 | 123 4,3 11,6 20,1
Zeny pfed menopauzou | 228 | 87 29 8,5 14,3
Zeny po menopauze 529 | 132 | 47 | 125 224

KONTROLA KVALITY

Spravna laboratorni praxe predpoklada, Zze se kontrolni vzorek pouziva v
kazdé kalibraci, aby se zajistila kontrola kvality ziskanych vysledkd. Kontrolni
vzorky musi byt zpracovany stejnym zpusobem jako neznamé vzorky a k
vyhodnoceni vysledkd se maji pouzit vhodné statistické metody.

V pfipadé zavazného poSkozeni obalu, nebo jestlize ziskané vysledky
nejsou ve shodé s analytickymi parametry stanoveni, kontaktujte prosim
nase odborné pracovniky. E-mail: imunochem@beckman.com
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POSTUP

Priprava a skladovani reagencii
Vytemperujte vS§echny reagencie na laboratorni teplotu.
Priprava promyvaciho roztoku

Obsah lahvi¢ky pfidejte k 950 mL destilované vody a promichejte. Zfedény
roztok muze byt skladovan pfi 2-8 °C do data exspirace soupravy.

Schéma postupu (viz tabulka uvedena dole)
Nechte reagencie pred pipetaci vytemperovat na laboratorni teplotu.

Krok 3
Promyti a méreni
Pridejte do vSech
zkumavek 2 mL

promyvaciho roztoku a
odsajte** (s vyjimkou
2 zkumavek pro
stanoveni celkové
aktivity T).

Krok 1
Pipetace
Do potazenych
zkumavek postupné
pridejte:

Krok 2
Inkubace
Vlozte zkumavky do
vychlazené vodni
lazné, umisténé v
lednici.

Inkubujte 19 +1 hodinu
pfi 2-8 °C bez tfepani.

PFidejte znovu 2 mL
promyvaciho roztoku
a odsajte.™

100 pL kalibratoru,
kontroly nebo vzorku a
100 pL
radioindikatoru.*

Méfte Cetnosti (cpm)
ve vSech zkumavkach
po dobu 1 minuty.

Promichejte obsah
zkumavek ve stojanku
lehkym tfepanim rukou

po dobu 15 vtefin.

Teplota nesmi
presahnout 8 °C.

*Pfipravte si oddélené dvé zkumavky a napipetujte do nich po 100 pL
radioindikatoru pro uréeni celkové aktivity (T).

**Odsavejte kazdy stojanek zkumavek zvlast, abyste zkratili dobu
pfitomnosti promyvaciho roztoku ve zkumavkach na minimum. Po druhém
promyti pockejte asi minutu a znovu odsajte zbytek kapaliny.

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY
(podrobnosti jsou uvedeny v priloze “APPENDIX”)

Vzorova data slouzi pouze k ilustrativnim uceldim. Vysledky ziskané v
jednotlivych laboratofich se mohou lisit.

Mez detekce

Analyticka citlivost: 1,75 pg/L

Funkeéni citlivost: 5,00 pg/L

Specifita

Strevni BAP: 100 U/L dava v tomto stanoveni vysledek 2,4 ug/L.

Placentarni BAP: 100 U/L neposkytovala v tomto stanoveni detekovatelny
vysledek.

Jaterni BAP: 100 U/L davéa v tomto stanoveni 6,9 pg/L.
Presnost
Intra-assay

Vzorky byly analyzovany 18x v jednom stanoveni. Nalezené hodnoty

variaénich koeficientl nepfesahly 8,4 %.
Inter-assay

Vzorky byly stanoveny v duplikatech v 10 rGznych stanovenich. Nalezené
hodnoty variaénich koeficientd nepfesahly 13,6 %.

Spravnost
Test fedéni

Sérové vzorky s vysokou koncentraci BAP byly postupné fedény nulovym
kalibratorem. Procento recovery se pohybovalo mezi 88,5 % a 115 %.

Test ,,recovery“

RGzna mnozstvi BAP byla pfidavana k sérovym vzorkim, vzorky pak byly
analyzovany. Procento recovery se pohybovalo mezi 86,7 % a 106 %.

Rozsah stanoveni (od analytické citlivosti do nejvysSiho kalibratoru): od
1,75 do pfiblizné 120 ug/L.

OMEZENI
Nedodrzeni instrukci uvedenych v tomto navodu muize vést k nespravnym
vysledkdm.
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Vysledky stanoveni by mély byt interpretovany ve svétle celkového klinického
obrazu pacienta v€etné anamnézy, udaji z dalSich testd a jinych vhodnych
informaci.

Nedoporucuje se provadét stanoveni BAP v hemolyzovanych, ikterickych
nebo lipemickych vzorcich.

,Hook effect u tohoto stanoveni nastava pfi hodnotach BAP 1000 pg/L
a vySe. U vzorkl s klinickym podezifenim na velmi vysokou hladinu BAP
doporu€ujeme vzdy Fedit nulovym kalibratorem. Vysledky pak musi byt
korigovany fedicim faktorem.

interference
Pacienti,

U stanoveni vyuzivajicich protilatky existuje mozZnost
heterofilnich protilatek pfitomnych v pacientském vzorku.

PI-A44176-02

ktefi byli pravidelné ve styku se zvifaty nebo podstoupili imunoterapii
nebo diagnostické procedury vyuzivajici imunoglobuliny nebo fragmenty
imunoglobulind, mohou produkovat protilatky jako napfiklad HAMA (Human
Anti-Mouse Antibodies - lidské protilatky proti mySim proteinim), které
interferuji pfi imunologickych stanovenich.

Takové interferujici protilatky mohou vést k chybnym vysledkim. Vysledky
pacientll, u nichz existuje podezfeni na pfitomnost takovychto protilatek,
posuzujte s opatrnosti.
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IN VITRO IMUNORADIOMETRICK]’E STANOVENIE
KOSTNEJ ALKALICKEJ FOSFATAZY (Bone alkaline
phosphatase - BAP) V LUDSKOM SERE

Na in vitro diagnostické pouzitie.

PRINCIP

Imunoradiometrické stanovenie kostnej alkalickej fosfatazy (bone alkaline
phosphatase - BAP) je stanovenie typu ,sandwich®. V suprave su pouzité
mysie monoklonalne protilatky proti dvom r6znym epitopom BAP.

Vzorky séra, kontrolné vzorky a kalibratory, sa v skimavkach potiahnutych
prvou monoklonalnou protilatkou inkubuju spolo¢ne s druhou monoklonalnou
protilatkou znac¢enou 1251. Po inkubacii sa obsah skiumaviek vymyje, aby sa
odstranila nenaviazana znacena protilatka. Viazana aktivita 1251 sa potom
meria na gama-Citaci. Koncentracia BAP vo vzorkach je priamo Uumerna
zmeranej radioaktivite a ziska sa interpolaciou z kalibracne krivky.

VYSTRAHA A OPATRENIA
Obecné poznamky:

. Frasticky s kalibratormi a kontrolnymi vzorkami mézu byt otvorené ¢o
najkratSiu dobu, aby nedoS$lo k neZiaducemu odpareni roztoku.

. NemieSajte substancie zo suprav réznych Sarzi.
. Pre kazdu novu sériu analyz treba urobit novu kalibraciu.

. MnoZstvo skimaviek v jednom behu je potrebné stanovit tak, aby
pipetovanie vzoriek nepresiahlo 20 minut.

. Doporucuje sa robit’ stanovenia v duplikatoch.
. Skumavky su iba na jedno pouzitie.
Zakladné pravidla radiaénej bezpecnosti

Tento radioaktivny material mézu prijimat, skladovat a pouzivat iba
pracoviska, ktoré splfiaju platné zakonné predpisy upravujuce podmienky
pre bezpecné nakladanie s otvorenymi radionuklidovymi Ziari¢mi.

Dodrziavanie zakladnych pravidiel radiacnej bezpecnosti by malo zabezpecit
dostato¢nu ochranu:

. VSetky radioaktivne latky sa musia skladovat v pévodnom baleni a iba
na miestach k tomu uréenych.

. Nesmie sa pipetovat Ustami.
. Prijem a spotreba radioaktivnych latok musia byt evidované.

. Prace s radioaktivnymi latkami sa musia robit' iba vo vyhradenych
priestoroch.

. Obalovy material, ktory nie je kontaminovany, mozno odlozit do
beZného odpadu az po odstraneni vystraznych napisov a znaciek.

. Povrch pracovnych stolov, ktory by mohol byt kontaminovany, treba
pravidelne kontrolovat.

. V pripade kontaminacie alebo uniku radioaktivneho materialu

postupujte podla stanovenych predpisov.

. Radioaktivny odpad likvidujte v sulade s platnymi zakonmi a
predpismi.

Azid sodny

Niektoré substancie su konzervované azidom sodnym. Azid sodny méze
reagovat' s olovom, medou alebo mosadzou za vzniku prislusnych vybusnych
azidov. Preto likvidované reagencie splachujte velkym mnoZstvom vody.

Material l'udského pévodu

Material ludského pdévodu nachadzajuci sa v reagenciach tejto supravy mal
negativny test na pritomnost protilatok proti virusu HIV 1 a 2, virusu hepatitidy
C a proti povrchovému antigénu hepatitidy B (HBsAg). Ziadna z dostupnych
metdd nedava stopercentnu istotu neinfekénosti. Je teda potrebné pracovat
s tymito reagenciami ako s potencialne infekénymi.

So vSetkymi krvnymi vzorkami sa musi manipulovat ako s potencialne
infekEnymi (hepatitis alebo AIDS). VSetok vzniknuty odpad treba likvidovat
podla platnych predpisov.
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KLASIFIKACIA RIZIK PODLA GHS

Wash solution (20x) NEBEZPECENSTVO
H360 Méze poskodit’ plodnost

alebo nenarodené dieta.
Pred pouzitim sa
oboznamte s osobitnymi
pokynmi.

Noste ochranné
rukavice/ochranny

odev a ochranné
okuliare/ochranu tvare.
Po expozicii alebo
podozreni z nej:
Vyhladajte lekarsku
pomoc/starostlivost.
Kyselina borita 0,1-0,3%
Dekahydrat boritanu
sodného (boérax) 0,1-0,3%

P201

P280

P308+P313

Bezpecnostny list je k dispozicii na strankach
techdocs.beckmancoulter.com

ZBER A PRIPRAVA, SKLADOVANIE A
RIEDENIE VZORIEK

Odoberajte vzorky krvi do skimaviek bez aditiv.
. Odstredenim oddelte od buniek frakciu séra.

. Vzorky séra mdézu byt skladované pri 2-8 °C po dobu 24 hodin.
Pri dlh§om skladovani je nutné uchovavat vzorky zmrazené (pri
<-20°C, maximalne 2 mesiace), najlepSie v alikvotach. Je potrebné
sa vyvarovat opakovaného zmrazovaniu vzoriek. Rozmrazovanie
robte pri laboratérnej teplote.

. Vzorky, v ktorych je koncentracia vyssia ako v najvy§Som kalibratori,
treba zriedit’ ,nulovym® kalibratorom.

POSKYTOVANY MATERIAL

VSetny reagencie v suprave su stabilné do datumu exspiracie, uvedeného
na Stitku krabice, ak su skladované pri 2-8 °C. Datumy exspiracii uvedené
na Stitkoch jednotlivych zlozZiek sa vztahuju iba na dlhodobé skladovanie u
vyrobcu pred kompletizaciou suprav. Neberte na ne, prosim, ohlad.

Skladovacie podmienky pre ¢inidla po rekonstiticii alebo riedeni su uvedené
v kapitole Postup.

Skumavky potiahnuté monoklonalnou protilatkou proti BAP: 2 x 50
skumaviek (pripravené na pouzitie).

Monoklonalna protilatka proti BAP, znagena '®I: 1 ffasticka (11 mL);
pripravena na pouzitie.

Frasticka obsahuje ku dfiu vyroby 650 kBq 1251 znaceny imunoglobulin v
timivom roztoku s hovadzimi a konskymi proteinmi, azidom sodnym (<0,1%)
a farbivom.

Poznamka: Pripadny vyskyt zrazeniny v radioindikatore nema vplyv na
kvalitu stanovenia.

Kalibratory: 5 flasticiek (po 1 mL) a 1 flasticka ,,nulového* kalibratora
(6 mL); pripravené na pouzitie.

Frasticky obsahuju BAP v timivom roztoku s hovadzim sérovym albuminom
a azidom sodnym (<0,1%), koncentraéné rozmedzie je od 0 do priblizne 120
pg/L. Presné hodnoty koncentracii su uvedené na Stitkoch flasti¢iek. Hodnoty
kalibratorov boli nastavené pomocou vnutorného referenéného materialu.
Kontrolné vzorky: 2 flasti€ky; pripravené na pouZitie.

Frasticky obsahuju lyofilizovany BAP v tlmivom roztoku s hovadzim
sérovym albuminom a azidom sodnym (<0,1%). Koncentraéné rozmedzia
ocakavanych hodnét su uvedené v prilohe navodu.

Premyvaci roztok: 1 ffasticka (50 mL); 20x konc.
Koncentrovany roztok sa musi pred pouzitim zriedit.
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POTREBNY MATERIAL, KTORY SA
NEPOSKYTUJE

Okrem obvyklého laboratérneho zariadenia je pre analyzu potrebné
nasledujuce vybavenie:

. presna mikropipeta 100 pL

. opakovacie davkovace 100 pL a 2 mL
. chladni¢ka s teplotou 2-8 °C

. vibracné mieSadlo

. Vyveva.

+  gama-mera¢ kalibrovany na '?|

VYSLEDKY

Vysledky sa ziskaju interpolaciou z kalibracnej krivky, ktora sa pouziva iba
na analyzu tych BAP vzoriek, ktoré sa inkubovali spolu s kalibratormi.

Kalibracna krivka

Vysledky uvedené v navode boli ziskané v log-log zobrazeni (s pouzitim
.vazenej* kvadratickej regresie) vynesenim aktivity (cpmgg|. — cpmgg|.0) na
os Yy, a koncentraciou BAP v kalibratoroch na os x (ug/L). Iné vyhodnocovacie
metddy mozu poskytovat trochu odlisné vysledky.

Celkova aktivita: 225 220 cpm

Kalibratory BAP (ug/l) cpm (n=3) BIT (%) cpmkal. —
Ccpmkal.0
0 0 196 0,09 -
1 7,5 2 481 1,10 2 285
2 15 5122 2,27 4 926
3 30 9 448 4,20 9 252
4 60 18 208 8,08 18 012
5 120 32 125 14,3 31 929

(Priklad typického stanovenia, nepouZivajte pre vypocet.)
Vzorky

Najdite pre kazdu kontrolnd alebo neznamu vzorku hodnotu aktivity (cpmyz
— CpMkgl.0) ha osi y a odgitajte zodpovedajicu koncentraciu BAP na osi x.
Koncentracie riedenych vzoriek musia byt korigované na faktor riedenia.

Enzymaticka aktivita 100 U/L BAP zodpoveda priblizne 38,4 ug/L.

OCAKAVANE HODNOTY

Kazdé laboratérium si musi stanovit' viastné normalne hodnoty na zaklade
klinicky charakterizovanych vzoriek. Uvedené hodnoty, ziskané na vzorkach
zdravych jedincov, maju len orientany charakter.

Pri rozsiahlom klinickom testovani bola odhadnuta pouzitelnost’ stanoveni
BAP ako pombcky pri sledovani postmenopauzalnej osteoporézy a
Pagetovej choroby. Vysledky merani BAP boli ziskané supravou TANDEM-R
Ostase a su tu uvedené, pretoze stprava Immunotech Ostase IRMA pouziva
identické monoklonalne protilatky a je Standardizovana tak, aby poskytovala
rovnakeé klinické vysledky, ako systém TANDEM-R Ostase.

Systémy, pouZivajuce iné monoklonalne protilatky alebo iné metdédy
stanoveni, mézu davat odliSné klinické vysledky.

Vysledky $tudie uvadza nasledujica tabulka.

n | Priemer| SD Median| Limity
(ug/L) | (ug/L) | (ug/L) | pre 95%
populacie
(ng/L)
Muzi 217 | 12,3 4,3 11,6 20,1
Premenopauzélne Zeny 228 | 8,7 29 8,5 14,3
Postmenopauzalne zeny | 529 | 13,2 4,7 12,5 22,4

KONTROLA KVALITY

Spravna laboratérna prax predpoklada, Ze kontrolnd vzorka sa pouziva
pri kazdej kalibracii, aby sa zaistila kontrola kvality ziskanych vysledkov.
Kontrolné vzorky sa musia spracovat rovnakym spdsobom ako nezname
vzorky a na vyhodnotenie vysledkov sa maju pouzit vhodné Statisticke
metody.

V pripade zavazného poSkodenia obalu, alebo ak ziskané vysledky nie su
v zhode s analytickymi parametrami stanovenia, kontaktujte prosim nasich
odbornych pracovnikov. E-mail: imunochem@beckman.com
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POSTUP

Priprava a skladovanie reagencii
Vytemperujte vSetky reagencie na laboratérnu teplotu.
Priprava premyvacieho roztoku

Obsah flasticky pridajte k 950 mL destilovanej vody a premieSajte. Zriedeny
roztok sa moze skladovat pri 2-8 °C do datumu exspiracie supravy.

Schéma postupu (vid tabulka uvedena dole)
Nechaijte reagencie pred pipetovanim vytemperovat na lab. teplotu.

Krok 1
Pipetacia
Do potiahnutych
skumaviek postupne
pridajte:

Krok 2
Inkubacia
Vlozte skumavky
do vychladnutého
vodného kupela,
umiestneného v
chladnicke.

Krok 3
Premytie a meranie
Pridajte do vSetkych

skumaviek 2 mL
premyvacieho roztoku
a odsajte** (s
vynimkou 2 skimaviek
pre stanovenie
celkovej aktivity T).

100 pL kalibratora,
kontroly alebo vzorky a
100 pL
radioindikatora.”

Inkubujte 19 +1 hodinu
pri 2-8 °C bez trepania.

Pridajte znovu 2 mL
premyvacieho roztoku
a odsajte.™

PremieSajte obsah
skumaviek v
stojanceku lahkym
trepanim rukou po
dobu 15 sekund.

Teplota nesmie
presiahnut 8 °C.

Merajte pocetnosti
(cpm) vo vsetkych
skumavkach po dobu
1 minuty.

*Pripravte si oddelene dve skimavky a napipetujte do nich po 100 uL
radioindikatora na uréenie celkovej aktivity (T).

**Odsavajte kazdy stojancek skumaviek zvlast, aby ste skratili dobu
pritomnosti premyvacieho roztoku v skimavkach na minimum. Po druhom
premyti pockajte asi mindtu a znovu odsajte zvySok kvapaliny.

VYKONNOSTNE CHARAKTERISTIKY
(podrobnosti st uvedené v prilohe “APPENDIX”)

Vzorové data sluzia iba k informaénym ucelom.
jednotlivych laboratoriach sa moézu lisit.

Citlivost’

Analyticka citlivost: 1,75 pg/L

Vysledky ziskané v

Funkéna citlivost’: 5,00 pg/L
Specifita
Crevna BAP: 100 U/L dava v tomto stanoveni vysledok 2,4 ug/L.

Placentarna BAP: 100 U/L neposkytovala v tomto stanoveni detekovatelny
vysledok.

Pecefiova BAP: 100 U/L v dava v tomto stanoveni vysledok 6,9 pg/L.
Presnost’
Intra-assay

Vzorky boli analyzované 18x v jednom stanoveni.
variaénych koeficientov nepresiahli 8,4 %.

Najdené hodnoty

Inter-assay

Vzorky boli stanovené v duplikdtoch v 10 réznych stanoveniach. Najdené
hodnoty variaénych koeficientov nepresiahli 13,6 %.

Spravnost’
Test riedenia

Sérové vzorky s vysokou koncentraciou BAP boli postupne riedené nulovym
kalibratorom. Percento recovery sa pohybovalo medzi 88,5 % a 115 %.

Test ,,recovery“

R6zne mnozstvo BAP bolo pridavané k sérovym vzorkam, vzorky boli
nasledne analyzované. Percento recovery sa pohybovalo medzi 86,7 % a
106 %.

Rozsah stanoveni (od analytickej citlivosti do najvy$Sieho kalibratora): od
1,75 do priblizne 120 pg/L.
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OBMEDZENIA

Nedodrzanie inStrukcii uvedenych v tomto navode moze viest k nespravnym
vysledkom.

Vysledky stanoveni by mali byt interpretované v sulade s celkovym klinickym
obrazom pacienta vratane anamnézy, udajov z dalSich testov a inych
vhodnych informacii.

Neodporuéa sa vykonavat stanovenia BAP v hemolyzovanych, ikterickych
alebo lipemickych vzorkach.

,Hook effect” pri tomto stanoveni nastava pri hodnotach BAP 1000 ug/L a
vys§ich. Pri vzorkach s klinickym podozrenim na velmi vysokud hladinu BAP
doporucéujeme vzdy riedit nulovym kalibratorom. Vysledky potom musia byt
korigované riediacim faktorom.
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Pri stanoveniach vyuzivajucich protilatky existuje moznost interferencie
heterofilnych protilatok pritomnych v pacientskej vzorke. Pacienti, ktori
pravidelne prichadzali do kontaktu so zvieratami alebo uzivali imunoterapiu,
pripadne podstupili diagnostické procedury vyuzivajuce imunoglobuliny
alebo fragmenty imunoglobulinov, m6zu produkovat protilatky, napriklad
fudské protilatky proti mySim proteinom (HAMA), ktoré interferuju pri
imunologickych stanoveniach.

Také interferujuce protilatky mézu mat za nasledok chybné vysledky.
Vysledky pacientov, u ktorych existuje podozrenie na pritomnost takychto
protilatok, posudzujte s opatrnostou.
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INSAN SERUMUNDA KEMIK ALKALEN FOSFATAZIN
(BAP) IN VITRO TESPITI iCIN IMMUNORADIOMETRIK
TESTTIR

In vitro diagnostik kullanim igindir.

PRENSIP

Kemik Alkalen Fosfataz (BAP) testi, "sandwich" tipi bir deneydir. Kitte, BAP
molekultnin iki farkl epitoplarina karsi yonelen ancak yarigsmayan fare
monoklonal antikorlari kullaniimigtir.

Numuneler, kontroller ve kalibratérler, ilk monoklonal antikor ile kaplanmis
tiplerde, iyot 125 ile isaretlenmis ikinci monoklonal antikor varliginda inkiibe
edilirler.  Inkiibasyon sonrasinda, tiip sivi icerigi yikanir.  Baglanmis
radyoaktivite bir gamma sayacinda Olgilir. Numunelerdeki BAP
konsantrasyonu bir standard egrisinden interpolasyon yolu ile alinir.
Numunedeki total BAP konsantrasyonu, radyoaktivite ile dogru orantilidir.

UYARILAR VE ONLEMLER
Genel yorumlar:

. Kalibratér ve kontrol siseleri, buharlagsmayi
mimkin oldugunca kisa sureli agik kalmaldir.

O6nlemek amaciyla

. Farkli lotlardan kit reaktiflerini karistirmayiniz.
. Her deney icin bir standard egrisi dahil edilmelidir.

. Test sayisi, pipetleme 20 dakika icinde tamamlanabilecek sekilde
sinirlandiriimalidir.

. Testi duplike olarak ¢alismak dnerilmektedir.
. Her tup sadece bir kez kullaniimahdir.
Radyasyon giivenligi i¢in temel kurallar

Satinalma, sahip olma, kullanma ve radyoaktif materyalin tasinmasi,
kullanilan Ulkenin yénetmeligine tabidir.

Asagida belirtilen temel radyasyon giivenlik kurallarina uyuldugunda yeterli
korunma saglanir:

. Radyoaktif materyallerin bulundugu ortamda yeme, igme, sigara icme,
kozmetik uygulamasi gibi faaliyetler gergeklestiriimemelidir.

. Radyoaktif materyallerin pipetlemesi agizla yapiimamalidir.

. Eldiven ve laboratuvar kiyafetleri giyerek, radyoaktif materyallerle
temasi onleyiniz.

. Radyoaktif malzemelerle ilgili butiin islemler, kalabalik ortamlar ve
koridorlardan uzakta uygun bir ortamda gerceklestiriimelidir.

. Radyoaktif Grlinlerin girisi ve saklanmasi ile ilgili bir kayit glincel olarak
tutulmalidir.

. Kontaminasyona ugramis laboratuvar ekipmanlari ve tipler, farkh
radyoizotoplarin ¢apraz kontaminasyonunu O©nlemek igin ayri
tutulmalidir.

. Her bir radyoaktif kontaminasyon veya radyoaktif malzeme kayip
vakasil, belirlenen prosediirler izlenerek ¢ozilmelidir.

. Radyoaktif atiklar, Glkenin kurallarina uyularak ele alinmali ve yok
edilmelidir.

Sodyum asit

Bazi reaktifler koruyucu olarak sodyum asit icermektedir. Sodyum asit,
kursun, bakir veya piring ile reaksiyona girebilir ve patlayici metal asitler
olusturabilir.  Reaktiflerin, lavabo ve boru sisteminden bol su akitilarak
giderilmesi gerekmektedir.

Insan kaynakli materyal

Bu kit icindeki insan kaynakh materyaller, HIV 1 ve HIV 2 antikorlar,
HCV antikorlari ve Hepatit B ylizey antijenleri (HbsAg) yoéninden
negatif bulunmustur. Ancak, hastalik gegirebilecek materyal gibi islem
uygulanmalidir. Virlis yoklugunu garanti edecek bir metod bulunmamaktadir.
Bu kiti, butlin gerekli 6nlemleri alarak kullaniniz.

Butin serum, hepatitler ve AIDS’i gecirebilecek gibi islem yapilmalidir.
Atiklar, tlkenin kurallarina gére yok edilmelidir.
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GHS TEHLIKE SINIFLANDIRMASI

Wash solution (20x) TEHLIKE

H360 Dogmamis gocukta hasara
yol agabilir veya liremeye
zarar verebilir.

P201 Kullanmadan 6nce 6zel
talimatlar okuyun.

P280 Koruyucu eldiven, koruyucu
kiyafet ve gdz koruyucu/yuz
koruyucu kullanin.

P308+P313 Maruz kalinma veya

etkilesme halinde: Tibbi
yardim/bakim alin.

Borik Asit 0,1-0,3%
Sodyum Borat Dekahidrat
0,1-0,3%

Guvenlik Bilgi Formuna techdocs.beckmancoulter.com
adresinden ulasilabilir

NUMUNE TOPLANMASI, SAKLANMASI VE
DILUSYONU

. Kani, bagka bir madde icermeyen kuru tiplere aliniz.

. Serum hiicrelerden santrifijle ayiriniz.

. Eger test 24 saat iginde gergeklestirilecekse, serum numuneleri
2-8 °C’de saklanabilir. Daha uzun sure saklanacaksa, tekrar ¢ézip
dondurma islemini 6nlemek igin boliniz ve dondurarak (<-20 °C,
maksimum 2 ay i¢inde) saklayiniz. Numunelerin buzu oda isisinda
¢ozdurilmelidir.

. Eger numuneler en yuksek kalibratérden daha yiksek konsantrasyona
sahipse sifir kalibrator ile diliie edilmelidir.

SAGLANAN MALZEMELER

2-8 °C'de saklandiginda butin reaktifler, kit etiketindeki son kullanma
tarihine kadar stabildir. Sise tUzerindeki son kullanma tarihleri sadece Uretici
tarafindan igeriklerin uzun sureli saklanmalari durumunda gegerlidir.

Sulandirma veya dillisyon sonrasindaki reaktif saklama kosullari Prosedir
paragrafinda belirtilmigtir.

Anti-BAP monoklonal antikor kaplanmig tiipler: 2 x 50 tiip (kullanima
hazir)

2%|.isaretlenmis anti-BAP antikoru: 11 mL bir sise (kullanima hazir)

Sise Uretim tarihinde, sigir ve at proteinleri, sodyum asit (<% 0,1) ve boya
iceren bir tampon igindeki 125I-isaretlenmis immunglobulinlerder, 650 kBq
icerir.

Not: Tracer iginde olabilecek partikuller testin performansini etkilemez.

Kalibratorler: 1 mL bes sise ve 6 mL bir sise (sifir kalibrator) (kullanima
hazir)

Kalibrator sigeleri, bovin serum albumin ve sodyum asit (<% 0,1) iginde O ile
yaklasik 120 ug/L BAP icerir. Tam konsantrasyon, sise Uizerindeki etikette
belirtilmistir.  Kalibratérler, internal referans standartlarina gére kalibre
edilmigtir.

Kontrol serumu: iki sige (liyofilize)

Sise, bovin serumu albumin ve sodyum asit (<% 0,1) i¢inde liyofilize BAP
icerir. Beklenen degerler, ekteki konsantrasyon araliklarinda belirtilmigtir.

Yikama soliisyonu (20x): 50 mL bir sise
Konsantre sollisyon kullanmadan dnce dilie edilmelidir.

GEREKEN ANCAK SAGLANMAYAN
MALZEMELER

Standard laboratuvar ekipmanlarina ek olarak asagidaki
gerekmektedir:

malzemeler

. Hassas mikropipet (100 pL).
. Yari-otomatik pipet (100 pL ve 2 mL).
. Sogutucu veya soguk oda (2-8 °C)
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. Vorteks tipi mikser.
. Aspirasyon sistemi.
. 125 iyot igin gamma counter seti.

SONUGLAR
Sonuglar, standard egrisinden interpolasyon yoluyla alinir. Egri,
kalibratorlerle ayni anda olgulen numunedeki BAP konsantrasyonunu
belirlemede hizmet eder.

Standard egrisi

Paket icindeki kullanma kilavuzundaki sonuglar, dikey eksende belirlenen
radyoaktivite (cpmkg|. — cpmkgl.0) ve yatay eksende kalibratorlerin BAP
konsantrasyonlari (ug/L) yer alacak sekilde bir log-log egri cizgisi (tartilmig
quadratik regresyon) kullanilarak hesaplanmistir.  Diger veri indirgeme
metodlari biraz farkh sonuglar verebilir.

Total aktivite: 225 220 cpm
Kalibratérler | BAP (ug/L) | cpm (n=3) BIT (%) cpmKal —
CPMKal0
0 0 196 0,09 -
1 7,5 2 481 1,10 2 285
2 15 5122 2,27 4 926
3 30 9 448 4,20 9 252
4 60 18 208 8,08 18 012
5 120 32 125 14,3 31929

(Standard egrisi érnegi, hesaplamada kullanmayiniz)
Numuneler

Her bir numune igin, dikey eksende (cpmpumune — CPMkal.Q) Yerini
belirleyiniz ve yatay eksende ona karsilik gelen BAP konsantrasyonunu
okuyunuz. Dilte edilmis numunelerin konsantrasyonlari dilisyon faktori ile
duzeltilmelidir.

100 U/L BAP’In enzimatik aktivitesi yaklasik 38.4 ug/L’ye karsilik gelmektedir.

BEKLENEN DEGERLER

Yerel saglikli populasyonun yasl, dider potansiyel etnik ve bdlgesel
farkhliklar da g6z énuine alinarak, her laboratuvarin kendi normal degerlerini
olusturmasi dnerilmektedir.

Postmanopozal osteoporoz ve Paget Hastaliginin idaresinde BAP’In
etkinligini arastirmak amaciyla ¢ok merkezli bir galisma yurituldid. Bu
calismadaki BAP sonuglari Tandem-R OSTASE kiti ile yapildiysa da,
Immunotech OSTASE kiti de ayni monoklonal antikorlar kullanilarak, ayni
klinik performansi saglayacak sekilde standardize edilmistir.

Diger monoklonal antikorlar veya diger metodlar kullanilarak yapilan BAP
olgumleri benzer klinik performans géstermeyebilir.

Calisma sonuglari asagidaki tabloda verilmistir.

n | Ortalama| SD Median 95%
(Mg/L) | (ug/L) | (ug/L) | Yiizdelik
(pg/L)
Erkekler 217 | 123 4,3 11,6 20,1
Premenopozal Kadinlar 228 8,7 2,9 8,5 14,3
Postmenopozal Kadinlar | 529 | 13,2 4,7 12,5 22,4

KALITE KONTROL

lyi laboratuvar uygulamalari, alinan sonuglarin kalitesini garanti altina
almak igin kontrol numunelerinin dizenli olarak kullaniimasini gerektirir. Bu
numuneler, aynen test numuneleri gibi kullaniimahdir ve sonuglarinin uygun
istatiksel metodlarla analiz ediimesi dnerilmektedir.

Paketteki bozulma veya alinan verilerde degisiklik oldugu durumlarda litfen
yerel distrib(tdrinizi arayiniz veya asagidaki e-mail adresini kullaniniz.
imunochem@beckman.com

PROSEDUR

Numunelerin hazirlanmasi ve saklanmasi
Reaktifleri oda i1sisina getiriniz.

Yikama soliisyonunun hazirlanmasi

Sise igerigini 950 mL distile su igine bosaltiniz ve homojenize ediniz. Dilue
edilmis sollsyon, 2-8 °C’de etiket Uzerindeki son kullanma tarihine kadar
stabildir.

iTest prosediirii (Bir sonraki sayfadaki tabloya bakiniz)
Pipetlemeden 6nce bitin reaktifleri oda isisina getiriniz.
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Asama 1
Eklemeler

Asama 2
Inkiibasyon

Asama 3
Yikama ve Sayim

Antikor kaplanmis
tuplere dikkatli bir
sekilde ekleyiniz:

100 uL kalibrator,
kontrol veya numune

Rack’i énceden

sogutulmus Su

banyosu iginde
sogutucuya koyunuz.

19 + 1 saat 2-8°C’de
calkalamadan inkibe

Bitln tiplere 2 mL
yikama soliisyonu
ekleyiniz ve aspire
ediniz** (2 «total cpom»
tipd harig).

Tekrar 2 mL yikama
solisyonu ekleyiniz ve

ve ediniz. aspire ediniz.™*
100 L tracer.”
Test tiip rack’ini elle 15 Sicaklik 8 °C'yi Aktiviteyi (cpm) 1

dakika stresince
tespit ediniz.

saniye sallayiniz. gegmemelidir.

*Total cpm’yi elde etmek igin, 2 ek tlipe 100 uL tracer ekleyiniz.

**Tlp igindeki yikama sollisyonunun varlik suresini azaltmak igin her tlp
rack’ini ayri aspire ediniz. Ikinci ylkama agamasinin tamamlanmasindan
sonra, 60 saniye bekleyiniz ve tekrar aspire ediniz.

PERFORMANS OZELLIKLERI
(daha fazla bilgi icin ekteki “APPENDIX-EK” veri formuna bakiniz)

Temsili veriler yalnizca drnek olarak verilmistir. Her bir laboratuarda elde

edilen performans farklilik gosterebilir.

Hassasiyet

Analitik duyarlihik: 1,75 pg/L

Fonksiyonel duyarhlik: 5,00 pg/L

Ozgiillitk

intestinal BAP: 100 U/L, testte 2,4 ug/L sonug vermektedir.
Plasental BAP: 100 U/L, bu testte tespit edilebilir bir sonug vermedi.
Karaciger BAP: 100 U/L, bu testte 6,9 pg/L sonug verdi.

Kesinlik

Deney-igi

Numuneler, ayni seride 18 replikede tekrarlandi. Degisim katsayisi % 8,4’'e
esit veya altinda bulundu.

Testler arasi

Numuneler 10 farkli seride duplike olarak test edildi. Degisim katsayisi %
13,6’a esit veya altinda bulundu.

Dogruluk
Diliisyon testi

Yiksek konsantrasyonlu numuneler sifir kalibrator icinde seri olarak diltie
edildi. Alinan dizeltme orani % 88,5 ve % 115 arasinda idi.

Diizeltme testi

4 serum numunesine farkli miktarlarda BAP eklendi ve test edildi. Alinan

diizeltme orani % 86,7 ve % 106 arasinda idi.

Olgiim arah@ (analitik duyarliliktan en yiiksek kalibratére kadar): 1,75 ile
yaklasik 120 pg/L.

SINIRLAMALAR

Bu kullanim kilavuzuna uyulmamasi, sonuglari belirgin olarak etkileyebilir.

Sonuglar, klinik hikaye, ek testlerden alinan veriler ve diger bilgilerin de
yeraldidi hastanin toplam klinik durumu 15131 altinda degerlendirilmelidir.

Cok hemolizli, sararmis ve lipemik numuneleri kullanmayiniz.

Hook etkisi: 1000 ug/L esit veya daha yiiksek BAP konsantrasyonuna sahip
numunelerde bu IRMA kiti “hook etkisi” olusturabilir. Klinik bulgulari gok
yuksek konsantrasyona sahip stiphesi olusturan numuneler sifir kalibrator ile
dilie edildikten sonra tekrar test edilmelidir. Alinan degerler dilisyon faktoru
ile duzeltiimelidir.

Antikor iceren testlerde, hasta serumu igindeki heterofil antikorlar tarafindan
interferans olasiligi bulunmaktadir. Hayvanlarla sirekli etkilesimde bulunan
hastalar veya immunoterapi géren veya 6r. HAMA gibi immunoassay ile
etkilesim gosteren immunoglobulinler veya immunoglobulin fragmanlarinin
kullanildigi tedavi géren hastalarda antikor olusturabilir.
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Etkilesime giren bu tur antikorlar hatali sonuclar uretebilir. Bu antikorlara
sahip oldugundan suphe duyulan hastalarin sonuglarini dikkatle
degerlendirin.
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OSTASE IRMA KIT
A44176

HABOP OnA UMMYHOPAOUWOMETPUYECKOIO IN
VITRO OMPEOENEHUA KOCTHOM LLENOYHOM
POCPOTA3bI (BAP) B CbIBOPOTKE KPOBMU
YEJIOBEKA

Ona guarHocTukm in vitro.

nPAHUMUN

MMMyHOpagmomeTpuyeckoe onpegeneHne KOCTHOW LenovHow dpocdoTasbl
(BAP) oTHOCMTCS K aHanu3am Tuna «caHaBuy». B Habope mcnonb3yotcs
ABa BMAA MbIWVHbBIX MOHOKIIOHAMbHLIX @HTUTEN K PasfuyHbIM 3nuTonam
moneynbl BAP.

AHanusmpyemble o06pasupbl, KOHTpPOMbHble Mpobbl W  kanubpaTopbl
MHKYOVpYlOT B npobupkax, MOKPbITbIX OAHWM BUAOM MOHOKIOHamNbHbIX
aHTUTEN B NPUCYTCTBUM APYTMX MOHOKIMOHAMNbHbIX aHTUTEN, MeYeHHbIX 1251.
Mocne okoH4aHWA MHKybauun yaansaoT coaepXumoe Npobupok, NpoMbIBatoT
npobupkn, 4ToObl yaanuTb HecBs3aHHble 1251 MeyeHHble aHTuTena.
CBA3aHHyl0 akTMBHOCTb 125| M3MepsoT € NOMOLLbI ramma CcyeTyuMKa.
KoHueHTpaunio BAP B obpasuax npsmMo NponopLMOHanbHY0 CBS3aHHOW
aKTUBHOCTW, OMNpeaensoT MeTOAOM MHTepnonAauuM no KanmbpoBOYHON
KPUBOW.

NPEAYNPEXAEHUA U MEPbDI
NMPEAOCTOPOXHOCTU

O6wme 3amevaHus:

. ®rakoHbl C KanubpaTopamMu U KOHTPOMsSIMM CrieayeT OTKpbIBaTb
HenocpeacTBEHHO  Mepen  WUCMofb3oBaHueMm, BO  u3bexaHue
YpE3MEPHOTro UCMapeHus.

*  He cmewmBaTth peareHTbl M3 HAGOPOB PasHbIX CepUn.

*  AHanus kanubpoBoYHbIX NPO6 AOMKEH NPOBOAUTLCS OJHOBPEMEHHO
C vccneayeMbiMu obpasuamu.

. KonnyectBo o6pasuoB crnegyeT oOrpaHuyvTb, TK.
AOIKHbI ObITb NMNETVPOBaHbI B TedeHne 20 MUHYT.

Bce obpasubl

*  AHanus pekoMeHayeTCst NpoBOAWTL B Aybnmkarax.
. Mpobupkn TonbKO ANA 0A4HOPA30BOr0 NPUMEHEHWUS.
OcHoBHbIe NpaBuUna pagualunoHHoON 6e3onacHOCTU

nOﬂy‘-IeHI/Ie, ncnonb3oBaHMe U TPAHCNOPTUPOBKaA  pagMOaKTUBHbIX
mMartepuanoB [OOSMKHbl MNPOUCXOAUTb B COOTBETCTBUW C MNPUHATbIMU B
naHHoM CTpaHe Hopmamu paﬂI/IaLlI/IOHHOVI 6e3onacHocTn 1 CaHUTapPHbIMU
npasunamu pa6OTbI C pagnoakTMBHbIMU BeLeCTBaMU.

B naGopaTopusix 3anpellaeTcsi NpuUHUMaTb MULLY, KypuTb, MOSb30BaThbCS
KOCMETUKOWN.

- B nabGopatopusx 3anpetiaercs
Nonb30BaTbCA KOCMETUKON.

npuHUMaTb

nuLy,  KypuTb,

. He nunetuposaTb pacTBOpbl PaANOaKTUBHBIX BELLECTB PTOM.

. [na orpaHnyeHs KOHTaKTa C paguoakTMBHbIMKU - MaTepuanamu
pekoMeHAyeTCsl UCMONb30BaTb Pa3oBble NepyaTku U NnabopaTopHyo
cneuogexay.

M Bce MaHunynaumum C  paguvoakTMBHbIMM - BelleCcTBaMu  criegyet
npoBoanTb B cneunanbHO 060py,ClOBaHHbIX ANnA 3Toro nomMeLlleHuax,
yOaneHHbIX OT MeCT NOCTOAHHOIo I'Ipe6bIBaHI/I$I nogen.

*  Heobxogumo  peructpuposatb
pPaavoaKkTUBHLIX MaTepuarnos.

nocrtynneHne n pacxon

. JlTabopaTopHoe obopyaoBaHue 1 NOCyAy crieqyet XpaHUTb OTAENbLHO,
YTOObI NPEfOTBPATUTL UX 3arpsi3HEHNE PaAMOaKTUBHBIMI M30TONAMMU.

. JTiobow cnyyam pagMoakTUBHOIO 3arpsi3HEHUS UMW UCYE3HOBEHUSI
pagvoaKkTUBHOTO  MaTepuana [JOfKeH  paccmaTpuBatbCi B
COOTBETCTBUW C 3aKOHOAATENbCTBOM.

i Ytunusaumsa PaanoaKTUBHbIX OTXOA4OB AOJHKHA OCYLeCTBNATbCA B
COOTBETCTBMU C 3aKOHOAATENbCTBOM.

A3np HaTpusa

HekoTopble KOMMOHeHTbI Habopa copepxaT asui HaTpus B KayecTse
KOHCepBaHTa. BcTynasi B peakuuio CO CBUMHLIOM, MeAblo W NaTyHblo, as3ug
HaTpusi obpasyeT B3pbiBOONacHble asuabl MmetannoB.  OTpaboTaHHble
peareHTbl cnegyeT pa3baBnAaTb GOMbLIMM KONMYECTBOM BOOOMPOBOAHOWM
BOfbl, MOCIE YEro NX MOXHO CMMBATb B KaHaNM3aLmio.
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MaTtepuan 4yenoBe4Yeckoro NPOUCXOXAEHUA

Matepnan 4enoBe4yeckoro MPOUCXOXOEHMS, BXOASALWMW B  COCTaB
KOMMOHEHTOB AaHHOrO Habopa, He cogepxuT aHTuTen kK HIV 1, HIV 2, HCV,
a Takke K MOBEPXHOCTHOMY aHTUreHy Bupyca renatuta B (HbsAg). OgHako
HW OOWH U3 CyLLECTBYIOLNX METOAO0B aHanusa He MOXeT rapaHTMpoBaTb
NOSTHOro OTCYTCTBUS MHMEKLMOHHBIX areHToB B UCCredyeMoM martepuane.
Moatomy npu pabote c KoMmnoHeHTamu Habopa crnepyeT cobniogaTtb
Heobxoaumble Mepbl NPegOCTOPOXKHOCTU.

C wnccnegyeMbiMn o6pasuamMy CbIBOPOTKM KPOBWU criegyeT obpaliatbcs
KaK C MOTeHUuManbHO MHMEKLUMOHHBbIM MaTepuanomM, MOrylMM cogepxarb
Bupycbl CIMNI v renatnta. YTnnusaums OTXO40B AOSMKHA OCYLLECTBAATLCA
B COOTBETCTBUM C 3aKOHOOATENbCTBOM.

KNACCU®UKALINA ONMACHOCTEWU NO
CUCTEME GHS

Wash solution (20x) OMNACHO

H360 MoxeT HaHecTu yuiepb
nrogoBMTOCTU MNK
HepOoXAeHHOMY pebeHKy.

P201 Mepen ncnonb3oBaHnem
nonyyYnTb cneuunanbHble
WHCTPYKLUN.

P280 HapeBaTtb 3aluTHblE
nepyartky, 3alMTHYH
ofexnay, cpeacTsa 3almnTbl
OpraHoB 3peHusi/nuua.

P308+P313 MPU okasaHun

BO30ENCTBUS UMK
06€eCNOKOEHHOCTH:
06paTnTbCA K Bpayy.
BopHas kucnota 0,1-0,3%
Hatpus 6opart, aekarngpar
0,1-0,3%

MacnopT GesonacHOCTU JOCTYMNeH Ha caiiTe
techdocs.beckmancoulter.com.

NONYYEHUE, OBPABOTKA, XPAHEHUE U
PA3BED,EHI/IE OBPA3LIOB

CobpaTb KpoBb B YNCTbIE Cyxue NMPoBUpKM.
*  OTmenuTb CbIBOPOTKY KPOBW LIEHTPUYTMPOBAHUEM.

. OGpasupbl CbIBOPOTKM MOXHO XpaHuTb npu 2-8 °C B TeuyeHue
24 vacoB. [na Gonee ANUTENbHOTO XPaHEHWs UX HeOoBXoAMMO
pas3fgenuTb Ha anuKBOTbl M 3amMopo3nTb Npu Temnepatype <-20 °C,
00 2 mecsiueB. M3beratb MOBTOPHOIO 3aMOpaXKMBaHWS-OTTaVBaHWS
npo6. AHanuavpyemble obpasubl cregyeT pasmopaxusaTb Mnpu
KOMHaTHOW Temrnepartype.

. Ecnn koHueHTpauua B obpasue npeBbllUaeT KOHLEHTpauuilo B
MakcMManbHoW KanmbpoBodHow npobe, ero cnegyeT pasbaBuTb
HyneBoW KannubpoBoYHOM NPOGON.

NMPEAOCTABNAEMbBIE MATEPUAITDbI

Bce peareHTbl cTabunbHbl Npu 2-8 °C [0 OKOHYaHWSI CpoOKa FOAHOCTM
Habopa, ykasaHHOro Ha aTuketke.  CpOKM TOAHOCTM, YyKasaHHble Ha
3TUKETKaX (PIaKOHOB C peareHTamm, OTHOCATCS TOMbKO K UX XpaHEeHuio B
NPOV3BOLACTBEHHbIX YCIOBUSIX BMIIOTb 40 MOMEHTa KOMMnekTauuu Haéopa u
He PacnpoCTPaHATCSA HaMOMyYEHHYIO 3aKa3YMKOM MPOAYKLMIO.

YCrnoBusi XpaHeHUsi KOMMOHEHTOB HaGopa Mocre WX pacTBOPEeHUs WUnu
pasbaeneHus ykasaHbl B pasgene «[poueaypay.

Mpo6upkK, NOKPbITbIE MOHOKNOHaNbHbLIMU aHTUTeNnamu kK BAP: 2 x 50
WT. (rOTOBbI K UCMOMNb30BaHMIO)

MeTka, pacTBOP MOHOKNOHanNbHLIX aHTUTen k BAP, meueHHbix '2I: 1

c¢nakoH, 11 mn (rotoBa K MCMONbL30BAHUIO)

Ha paty nsrotoBneHus dnakoH coaepxut 650 kbk 125 |-ummyHornobynmHos
B Oycdepe c Obl4bMM W NOWAAMHLIM CbIBOPOTOYHBIMU arnbbymuHamm,
Kpacutenem u asngom Hatpus (< 0,1 %).

Mpumeyvanne: Hannune CryCTKOB B pacTBOp€e METKN He BITUAET Ha pe3dynbraTt
aHanuaa.
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Kann6poBo4Hble npobbl: 5 dnakoHoB no 1 mn u 1 cdnakoH ¢ 6 mn
«HyneBOM» KanMbpoBOYHOW NPOGLI (FTOTOBbI K UCMOMb30BaHMI0)

KannbpoBouHble npobbl cogepxat BAP B pguanaszoHe KOHLUeHTpauui
oT 0 go npubnuautensHo 120 mkr/n B Bydepe € Obl4bMM CbIBOPOTOYHBLIM
anbbymuHom v asngom Hatpus (< 0,1 %). ToYHble KOHLEHTPaLMK yKka3aHbl Ha
3TUKeTKax pnakoHoB. 3HayeHus KanMbpaTopoB MoMy4YeHbl B COOTBETCTBUU
C BHYTPEHHUM CTaHAApTOM.

KoHTponbHas cbiBopoTKa: 2 doriakoHa (roToBbl K MCMOMb30BaHWIO)

®dnakoHbl cogepxat BAP B 6ydepe ¢ OblubMM CbIBOPOTOYHBIM anbOyMUHOM
1 asugom Hatpus (< 0,1 %). Oxvnpaembin AuanasoH KOHLEHTpauuii ykasaH
Ha JOMONMHUTENBHOM NINCTKE-BKNazbILLe.

MpombiBoYHbLIN pacTBOp (20x): 1 dponakoH, 50 mn.

KoHUeHTpUpoBaHHbIi ObITb

ncnonb3oBaHNeM.

HEOBXOAUMbIE, HO HE
NPEAOCTABJIAEMbIE MATEPUATbI

Momumo ctangapTHoro nabopartopHoro obopygoBaHUsA HEOO6XoaUMO UMETb
cnepywolee:

pacTeop OOJIKEeH passeneH nepen

. Mukponunetka (100 mkn)

. nonyaBToMatuyeckune nunetkm (100 mkn, 2 mn)
. XONOAMIBHUK UNu xorogHas komHaTta (2-8 °C)
. BUXPEBOW cMecuTenb Tuna Vortex

. BOOOCTPYWMHbIA Hacoc

. raMma-CHeTHMK [rs MSMEPEHNst akTUBHOCTM 129,

PE3YJIbTATbI

Pesynbratbl paccuvTbiBalOT METOAOM MHTEPMONSUUM Mo KanubpoBOYHOM
KPVUBOW, MNOMyYEeHHONW OJHOBPEMEHHO C aHanuaom BAP HeusBecTHbIX
obpasuoB.

Kanu6poBouHas kpuBasi

Pesynbtathl, npvBedeHHble B [OaHHOW WHCTPYKUMM, MOMyYeHbl npu
NOCTPOEHNN KanMBPOBOYHOM KPUBOW B NOrapuMUYecknx KoopamHaTax
(B3BELLEHHas KBagpaTUyeckas perpeccusi) Co CBA3aHHON akTUBHOCTbIO 1251
(B — Bo, umn/muH) no BepTUKarnbHOW OCu 1 KoHUeHTpauuen BAP (mkr/n) no
ropu3oHTanbLHoM ocu kanmbpoBouvHoro rpacuka. [pyrve metoabl obcyeta
MOryT AaBaTb HECKOIbKO OTNMYaoLLMecs pe3ynsrarhl.

O6wwun cyet: 225 220 umn/MUH
KanuGpatopei | BAP (mkr/n) | Umn./muH. BIT (%) B-By,
(n=3) MMN./MUH.
0 0 196 0,09 -
1 7,5 2 481 1,10 2 285
2 15 5122 2,27 4 926
3 30 9 448 4,20 9 252
4 60 18 208 8,08 18 012
5 120 32 125 14,3 31929

(Mpumep munuyHOU Kanubposo4yHol Kpueol. He ucnons3oeams Ons

obcyema pe3ynbmamos.)
O6pasubl

Ons kaxgoro obpasua HaWTU Ha BepPTUKANbHOMW OCU KanMbpOBOYHOrO
rpadmka 3HadeHne B-Bp (MMN/MWH), @ Ha rOPU3OHTaNbLHOW OCK
COOTBETCTBYIOLLYIO KOHUeHTpauuio BAP (mkr/n). Pesynbratbl, nonyyeHHble
ans pastaBneHHbIX 06pasLoB, crieqyeT yMHOXUTL Ha hakTop pasBeaeHus.

dPepmeHTaTMBHas akTvBHOCTL 100 E/n BAP cooTBeTCcTBYET NPpUBNN3NTENBHO
38,4 mkr/n.

OXWOAEMbIE 3HAYEHUA

B kaxgoi naGopaTopunm pPEKOMEHOYEeTCS YCTaHOBUTb COGCTBEHHbIN
[ManasoH HopMarbHbIX 3HadeHuin. Hike B Tabnuue npuBeneHs! pesynsrars
MonyYeHHbIe NMPY KIIMHUYECKMX UCCIefoBaHNUsX 300POBbIX MHoAeil.

KnuHuyeckme nccnegosaHms nokasanu apgekTMBHOCTb uccnenosaHuns BAP
Npun 0CTEONOPO3€ B MOCTMEHO-MNAay3arbHbIi NEPUOA Y KEHLLMH 1 Npy 6onesHun
MepxeTa. XoTa nccnegoBaHMs NPOBOAMUMMCH C UCMONb3oBaHMEM HabopoB
Tandem-R OSTASE, Ha6op Immunotech OSTASE IRMA paspabotaH c
MCMONb30BaHNEM TEX XE MOHOKIIOHAmNbHbIX aHTuTen, 4to M Tandem-R
OSTASE 1 nmetoT Takue xe KIMMHUYECKNe XapakTepucTmku.

PI-A44176-02

Pe3yJ'IbTaTbI, nony4vyeHHble C WKCNosib3oBaHWMEM AOPYrnx MOHOKIMOHarnbHbIX
aHTuTen W Opyrux MeTOAMK, MOryT WMEeTb [Apyrme KrnHn4eckne
XapaKTepUCTUKN.

PesynsTaThl NPOBEAEHHOMO UCCNeaoBaHUsA NPeacTaBneHbl B Tabnuue.

n CpepgHee SD Meaumana 959
anauenve| (mkr/n)| (MKr/n)| Nepcentuny
(mxkr/n) (mkr/n)
My>K4MHBbI 217 | 12,3 4,3 11,6 20,1
JKeHLWmnHbl B 228 8,7 2,9 8,5 14,3
npegMmeHonayse
JKeHLWwmnHbl B 529 | 13,2 4.7 12,5 22,4
noctMmeHonayse

KOHTPOJ1b KAHECTBA

B cootBeTcTBMU C TpeboBaHMsAMM Good laboratory practices anst koHTpons
Ka4yecTBa MpOBOAMMbIX UCCIeOBaHWUI crnefyeT perynsipHo MCronb3oBaTb
KOHTpOnbHble 06pas3ubl, KOTOpble [OMKHbI NPOXOAUTL Te e cTaguu
aHanu3a, YTo 1 aHanuaupyemble nNpobbl. PesynbraTtbl KOHTPOMS KavyecTBa
pekoMeHayeTcst obpabaTbiBaTh C MOMOLLbBIO CrieuparnbHbIX CTaTUCTUYECKUX
MEeTOJOB.

B criyyae CcepbesHOro MOBPEXAEHWS YMNakoBKM, WNM B criyyae
HECOOTBETCTBUS MomyyYeHHbIX pesynsraToB aHanuTUYeckum
XapakTepucTukam obpaTtutech, noxanyicTa, K HaluM crneuuanuctam.

E-mail: imunochem@beckman.com nnu beckman.ru@beckman.com
MoproToBKa U xpaHeHUe peareHToB

[loBecTu BCe peareHTbl 4O KOMHATHOWN TeMneparypbl.

MoarotoBka NPOMBIBOYHOIO pacTBopa

TwartenbHO cMmelwaTb coaepxmmoe dnakoHa € KoHueHTpatom u 950 mn
OUCTUNNUPOBaHHOM BoAbl.  [MOArOTOBMEHHBIN K paboTe MNPOMbIBOYHbLIN
pacTBOp MOXHO XpaHuTb npu 2-8 °C 40 OKOHYaHWs cpoka rogHocTu Habopa.

Mpoueaypa aHanusa (cM. Tabnuuy)

Mepen wcnonb3oBaHMeM [OBEeCTM BCe peareHTbl [0  KOMHAaTHOW
Temnepartypsl.
Cragusa 1 Cragusa 2 Cragunsa 3
BHeceHune WHkyGaums MpoMbiBKa 1 yyer
KOMMNOHEHTOB pe3ynLTaToB
B nokpeiTble MomecTnTb WTatne | BHecTn B npobupku no
aHTUTEnamm Npoobupku ¢ npobupkamm 2 MN NPOMBIBOYHOTO
nocnenosaTenbHO Ha OXnaaeHHyo pacTeopa 1 yaanutb
BHECTU: BOASHYI0 6aHto. XMOKOCTb™ (Kpome
npo6 T).
100 mkn WHky6uposatb 19 + 1 MosTOPUTL CTaguto
KanmbpoBOYHbIX, YacoB npu 2-8 °C 6e3 | MpOMbIBKM M yaanuTb

KOHTPOMbHbIX 1 XUOKOCTb. ™™
aHanuaupyembix
npo6 un

100 MKn MeTKn.*

BCTPAXMBaAHUA.

OcTOopOoXHO Temnepatypa He Bo Bcex npobupkax
BCTPAXHYTb BPYYHYIO OOrmkHa ObITb Bbille | M3MEPUTb aKTUBHOCTb
15 cekyHA. 8 °C. 1251 (umn./mMuH.) B

TeyeHue 1 MWHYTbI.

*B aBe gononHuTenbHble Npobupku BHeCTM no 100 MKN METKM NS OLEHKM
obwen aktmeHoctu 1251 (T), nmn./MuH.

**CTaguio NPOMbIBKM M yAaneHusi XUAKOCTU NPOBOAUTL OTAENbHO B
KaXdOM LUTaTUBE, YTOObI COKPaTUTL BPEMSI MPUCYTCTBUSI MPOMbIBOYHOTO
pacTtBopa B npobupkax 0o MuHuMyma. locne 3aBeplLueHusi BTOpoii
NPOMbIBKM, NPUMeEpPHO Yepe3 60 cekyHa, yaanute octaTki MPOMbIBOYHOIO
pacTtBopa.

TEXHNYECKUE XAPAKTEPUCTUKU

(6onee nodpobHas uHghopmayusi npueedeHa 8 pasdene “APPENDIX”)

PenpeseHTaTMBHble  AaHHble
NOSICHEHUN. Mokasarenu,
MOTyT OTnnYaThCs.

npefocTaBneHbl  UCKMIOYUTENBHO — AMs
nonyyeHHble B KOHKPETHOW nabopatopuu,
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YyBCTBUTENBLHOCTb

AHanuTtuyeckas 4yBCcTBUTENbHOCTb: 1,75 Mkr/n
®dyHKUMOHanbHas YyBCTBUTENbHOCTL: 5,00 MKr/n
CneuunduyHocTb

KuweyHas BAP: depmeHTatuBHasi aktuBHocTb 100 E/n npu aaHHOM
onpefeneHnn CooTBETCTBYET 2,4 MKr/n.

MnaueHTapHaa BAP: cdepmeHTaTuBHasa aktueHoctb 100 E/n npu gaHHOM
onpeaeneHun He faBana onpeaensieMblil pe3ynsrar.

BAP neuenn: depmeHTatuBHaa aktuBHocTb 100 E/m npu paHHOM
onpeaeneHnn CooTBETCTBYET 6,9 MKr/n.

BocnpousBogumocTtb
BHyTpu aHanu3sa

O6pasubl aHanusnposanu B 18 pennukax B Npeaenax OAHOW cepumn
onpegenexuii. KoaddunumeHt Bapmaumn He npesbiwan 8,4 %.

Mexny aHanusamu

AHanua obpasuos B Aybnukatax nposogunu B 10 pasnuyHbIX cepusix
onpepenexunin. KoadduumeHt Bapnaumm He npesbiwan 13,6 %.

ToyHOCTb
TecT Ha pa3BeaeHue

O6pa3sLpl ¢ BbICOKOM KOHLEHTpauuelr BAP cepuiiHo pa3Boaunu «HyneBbIM
cTaHZapToM. ViamepeHHasi BenMunHa «OTKpbITUSI» cocTasnsna ot 88,5 % no
115 %.

TecT Ha OTKpbITUE CTaHAAPTHOM A06aBKM

M3BecTHble konuyectBa BAP pobGaensnu k obpasuam.
BeNMUYnHa «OTKPbITUSI» cocTaensana ot 86,7 % ao 106 %.

MN3mepeHHas

PI-A44176-02

AvanasoH onpepeneHni (OT aHanNUTUYECKOW YyBCTBUTENBLHOCTU [0
3HaYeHUs] HauBbICLLIEW kanmbpoBoyHoW Npobbl): 1,75 4o nNpubnuanTensHo
120 mkr/n.

OrPAHUYEHUA

HapyLueHme MEeTOAUKU NpoBefeHUA aHann3a MoXeT NPUBECTU K UCKaXKEHUID
pe3ynbraTtoB UccrnenoBaHuA.

Pesynbrathl onpefeneHuns AomkHbl 6bITb MHTEPNPETMPOBAHLI B CBETE 06LLEl
KIMMHNYECKON KapTVHbI NMauueHTa, BKIoYas aHaMHes, AaHHbIe ApYyrviX TECTOB
1 NOAXOAALLYIO UHYIO MHGOPMaLIO.

He ucnonb3yite remMonuavpoBaHHble, >XENTYLWHbIE WM nunemuyeckue
obpasupl.

“Xyk adpcpekt” B pAaHHOM Habope MOXeT nosiBnsATbCA B obpasuax
cogepxawmx BAP B KoHueHTpauum paBHoW wunu Bbiwe 1000 wmkr/n.
O6pa3sLpl, B KOTOPbIX MO KIMHUYECKUM [aHHbIM MOXHO OXMAaTb BbiCOKOE
cofepxaHune BAP, cnenyeT pasBecTu «HyrneBbiM» CTaHAapToM. [onyyYeHHble
pe3ynbTaThl cregyeT YMHOXWUTL Ha KO3hMUMEHT pa3BedeHust.

Mpu BbLINONMHEHWM aHanMU30B C WCMOMb30BAaHWEM aHTUTEN BO3MOXHA
nHTepdepeHumns retepodunbHbIMW aHTUTeENamM B npobe naumeHta. Y
NauneHToB, MEIOLLMX MOCTOSIHHbIN KOHTaKT C XXMBOTHLIMW UM MPOXOAMBLLINX
UMMYHOTEPaNuio UNW AuarHocTUYeckne npouedypbl C UCMOSb30BaHUEM
MMMYHOIMOOYNMHOB UK MX hparMeHToB, MOryT BblpabaTtbiBaTbCcs aHTUTENA
(r.e. HAMA), koTopble BNUSIIOT Ha pe3ynbTaTbl UMMYHHOIO aHanuaa.

NHTepdepeHLUmns Co CTOPOHBI OTUX aHTUTESN MOXET MPUBECTU K MOMYyYEeHUIO
OWMBOYHbIX pe3ynbTaTtoB. TulaTenbHO NpoBepsiiTe pesynbTaThl aHanMsos
NauneHTOB C NOOO3PEHNEM Ha HamMume aTUX aHTUTen.
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APPENDIX

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Representative data are provided for illustration only. Performance obtained

in individual laboratories may vary.

Accuracy
Dilution test

Serum samples were diluted with zero calibrator and assayed according to
the assay procedure of the kit.

Sample Dilution BAP (ug/L) Recovery
expected measured | measured/
expected
(%)
K Undiluted - 103 -
1/2 51.4 471 91.7
1/4 25.7 23.5 91.5
1/8 12.8 1.7 91.1
1/16 6.42 6.24 97.2
L Undiluted - 82.7
1/2 414 36.6 88.5
1/4 20.7 18.9 91.4
1/8 10.3 9.75 94.3
1/16 5.17 5.90 114
M Undiluted 56.3
12 28.2 27.4 97.3
1/4 14.1 13.8 98.0
1/8 7.04 7.36 105
N Undiluted 50.2
12 25.1 24.9 99.2
1/4 12.6 13.3 106
1/8 6.28 7.20 115

Recovery test

Serum samples containing known concentrations of BAP were added to three
sera and assayed according to the assay procedure of the kit.

Precision
Intra-assay
Sample A B C D E F
No. of 19 18 18 18 18 19
determinations
Mean value (ug/L) 12.9 17.8 23.2 40.6 53.4 99.9
CV (%) 8.39 4.61 3.55 6.18 2.93 2.83
Inter-assay
Sample 1 2 3 4 5 6
No. of 10 10 10 10 10 10
determinations
Mean value (ug/L) 6.77 8.40 11.8 25.0 45.5 741
CV (%) 10.9 13.6 9.35 6.53 7.06 9.30

Interference by drugs

Analogous IRMA sandwich system Tandem-R OSTASE, employing the same
monoclonal antibodies, was tested for interference by drugs. The drugs and
the highest concentrations tested were:

Acetaminophen (350 pg/mL), alendronate (20 pg/mL), aspirin (350 pg/mL),
calcitonin-human (80 pg/mL), calcitonin-salmon (60 IU/mL), calcium (500
pg/mL), estrogen (100 pg/mL), etidronate (350 pg/mL), ibuprofen (150
pg/mL), norethidronel/ethinyl estradiol mixture (oral contraceptive) (3.0
mg/mL), pamidronate (180 pg/mL), vitamin D (400 IU/mL).

These drugs did not interfere in the Tandem-R OSTASE assay. Due to
analogous design of the Immunotech OSTASE IRMA assay, no interference
is expected as well.

25| Characteristics
T1/2 (1) = 1443 h = 60.14 d

125) E (MeV) %
Gamma 0.035
X 0,027 114
0.032 25

BAP (ug/L) Recovery (%)

Endogenous Added Obtained Measured/

conc. Expected
59.4 40.2 101.9 106.0
58.7 119.8 102.9
29.7 87.8 95.7
26.6 40.2 68.9 105.2
20.0 46.1 97.7
10.5 35.7 86.7
19.0 58.7 76.1 97.3
29.7 48.4 991
15.2 33.0 92.0
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