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BoneTRAP®(TRACP 5b) ELISA

Test for the quantitative determination of the active isoform 5b of the
tartrate-resistant acid phosphatase (TRACP)

Cat. no.: SB-TR201A

For in vitro diagnostic use only

0\
Introduction E ,
High amount of tartrate-resistant acid phosphatase (TRACP) is e bone- resorbing osteoclasts

amlblood, known as TRACP 5a and
om macrophages (3).

and activated macrophages (1). Two forms of TRACP circul
TRACP 5b (2). TRACP 5b is derived from osteoclasts and

Osteoclasts secrete TRACP 5b into the blood circulatio active enzyme that is inactivated and
degraded to fragments before it is removed from the circulation. Thus, TRACP 5b activity does not

accumulate into the circulation in renal or hep jlure (4,5). All serum TRACP 5b activity is derived
from osteoclasts. Diurnal variability of sgerum activity is low and the levels are not affected by
feeding, allowing sample collection at anyaii day’'(5).

t TRACP 5b activity freshly libera- ted from osteoclasts.
e resorption and can be used as an aid in monitoring bone
omen and individuals diagnosed with osteoporosis
and bisphosphonates) (4, 6-18). In vitro, TRACP 5b activity
19), and therefore the BoneTRAP® Assay can be conveniently used
uman osteoclast cultures.

resorption changes in post-
undergoing anti-resorptive
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Test principle

I P The plate is coated with anti-TRACP antibodies (mo-noclonal).

Calibrators, Control and patient samples are added.
-< 0 Releasing reagent is added.
Dissociation of active TRACP 5b from the binding proteins.
I-@ TRACP 5b is bound by the anti-TRACP antibodies.

Incubation with pNPP substrate (*).

The reaction is stopped by adding sodium hydroxide. The absorption is‘ead @ etrically.

Advantages of the test

Measures TRACP 5b activity thatis released specifically from ogfe ts
No interference with TRACP 5a or other phosphatases.

Hemolysis has no effect on results.

No diurnal variation.

Not affected by functional disorders of kidney and liv

Nodietary influences.

* & 6 O o o

KIT CONTENTS
Cat. no.: SB-TR201A

1. |MICROPLAT| Microplate: 12 x 8 wells (Wi and desiccant in aluminium bag), F-form, coated
with monoclonal anti-TRACP anti ( e) and BSA, ready to use.

2. Controls: 2 x 2
Harmful, R 22-52/53, S 36-6

3. Calibrators:
Harmful, R 22-
calibrator is pri

ml each, human recombinant TRACP, lyophili- zed, Xn,
nt <1 % sodium azide and BSA.

with 0.5 ml each, human recombinant TRACP, lyophi- lized, Xn,
-60, contains < 1 % sodium azide and BSA. The exact value of each
Quality Control Report.

6. |RELEASREAG| Releasing Reagent: 1 vial with 8 ml, pH 6.9 — 7.1, ready to use, contains <1 %
Germall®ll.

7. |SUBSBUF| Substrate Buffer: 2 vials with 10 ml each, sodium acetate buffer, pH 5.95 - 6.05,
ready to use, contains < 1 % Germall®Il.

8. Substrate Tablets: 4 tablets, contain p-nitrophenyl phosphate (pNPP).

5. Stop Solution: 1 vial with 6 ml, 0.32 M sodium hydroxide, ready to use, Xi, Irritant, R 36/38,
S 26-37-60
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1. STORAGE AND STABILITY

MATERIAL/REAGENT STATE STORAGE STABILITY
Test kit unopened 2.8°C until expiry date
Microplate opened 2..8°Cinbag 6 weeks
with desiccant

Control reconstituted  -18 °C or below 6 weeks
Calibrators reconstituted  -18 °C or below 6 weeks
Substrate Buffer opened 2.8°C 6 weeks
\Wash Buffer diluted 2.8°C 6 weeks
ISample Diluent opened 2.8°C 6 weeks
Releasing Reagent opened 2.8°C 6 weeks
IStop Solution opened 2.8°C 6 weeks

Do not use the reagents after the expiry date.

Note:

The specimens storage and stability information stated above are general recommendations for
settings of laboratories. Each laboratory should follow the guidelines or requirements of local,
regulations or accrediting organizations to establish its own specimens handling and storage st:
on appropriate practices, please refer to the CLSI GP-44A4, Procedures for the Handling ro
Specimens for Common Laboratory Tests; Approved Guideline — Fourth Edition.

in a variety of

2. REAGENTS AND MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVID \
2.1. Deionised (DI) water.
2.2. Adjustable micropipettes.
2.3. Clean glass or plastic containers for dilution of Wash eRafid specimen.
2.4. Suitable device for microplate washing (e.g. mu efor ELISA washer).

2.5. Incubator for 37 °C.
2.6. Microplate shaker, shaking frequency 85 pm, amplitude 4 mm.

2.7. Microplate reader with filter for 405 n
3. PREPARATION OF THE RE

Before starting the test procedure it'@@mponents must be equilibrated to room temperature.

3.1. Microplate
The aluminjuim s to be tightly resealed together with the desiccant after each removal of

and stability of the wells are indicated in table 1.

3.3. Calibrators
Reconstitute the lyophilised calibrators each with 0.5 ml of water for injection. Reconstitution time
15 min.

3.4. Controls
Reconstitute the lyophilised controls with 0.5 ml of water for injection. Reconstitution time
15 min.

3.5. Substrate Solution
1 Substrate Tablet is dissolved in 5 ml Substrate Buffer.

The Substrate Solution must not be stored.
Do not mix reagents from different lots or manufacturers.

Valid and reproducible results are only obtained if the test procedure is precisely followed and
test kit-specific reagents are used.
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4. SPECIMEN

4.1.

4.2

43

44

The assay is suitable for serum and EDTA-plasma samples.

NB. The same specimen type must be used throughout a follow-up study.

Pretreatment of sera, e.g. inactivation, must not be performed. The specimen should not be contaminated
with microorganisms

Specimen can be stored up to 8 hours at room temperature and up to 3 days at 2-8 °C. Storage at —20
°C is possible for 2 months. For longterm storage a temperature of —80 °C is necessary.

Samples are used undiluted. Specimen above the measuring range can be diluted up to 1:5.

5.A. TEST PROCEDURE

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

Cut the aluminium bag above the zip fastener and take out the required number of microplate wells
(see 3.1.).

Microplate wells are ready to use and do not have to be pre-washed.
NB! Microplate 12x8 wells.

Add 100 ul each of Calibrators, Control and samples to the wells of the plate in te.
Add 50 pl Releasing Reagent to each well.

Seal the microplate with incubation cover foil and incubate for 60 mi
temperature with constant shaking at 850—950 rpm.

Afterincubation wash the microplate wells four times with 300 pl erwell. Pay attentionthatall
wells arefilled. Afterwashing tap microplate wells onfilter gap

Do not allow the wells ry out! Proceed immediately!
Add 100 ul Substrate Solution to each well.
Seal the microplate with incubation gover incubate for 60 min (+ 5 min) at 37 °C (x 1 °C).

Stop the reaction by adding 25 pl of St olution to each well.

a good mixing by shaking gently.

Clean microplate wells fr, before the photometric reading and take care that

The reading shoul

Incubate for 60 min (+ 5 min) at room temperature with constant shaking
at 850-950 rpm, wash 4 x with 300 ul wash buffer.

Substrate Solution 100 pl 100 pl 100 pl
Incubate for 60 min (+ 5 min) at 37 °C (+ 1 °C).
IStop Solution 25 pl 25yl 25yl

Photometric reading at 405 nm

ithin 15 min after adding the Stop Solution!

5.B TABLE TEST PROCEDURE
Calibrators  Control Sample
100 pl - -
- 100 pl -
Sample - - 100 pl
Releasing Reagent 50 pl 50 pl 50 pl
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6.A. CALCULATION OF RESULTS (VALIDITY)

Read OD values at 405 nm.

The average OD values of the calibrators are plotted against the activity values.

The calibration line is calculated by linear regression.

The measuring range spans from 0.5 to 10 U/L. Samples below the measuring range have to
be interpreted as < 0.5 U/L. Samples with activities above the measuring range have to be
interpreted as > 10 U/L. These values must not be extrapolated but the samples should be
retested diluted (up to 1:5).

The TRACP 5b activities of the controls and the samples can be read from the calibration line.

If diluted samples have been used the dilution factor has to be considered.

Example for calibration line

o A\

Lot-specific data

Refer to Quality Control Report.
Validity criteria

The average OD of the 0 U/L Calibra as o be < 0.400.

The activity of the control has to itl e nominal range. Refer to Quality Control
Report for assigned range.
The correlation coefficientyf e calibration line has to be > 0.99

7. PERFORMANCE CHARACTERISTICS

We determined the following performance characteristics during the evaluation of the assay.

7.A. PRECISION
Sample Intra-assay variation Sample Inter-assay variation
(n=21) (n=11)
mean SD CV (%) mean SD CV (%)
U/L U/L
Control 3.0 0.18 6.0 Control 3.3 0.19 5.8
N° 1 2.6 0.25 96 N°1 25 023 9.2
N° 2 3.1 043 139 N° 2 4.2 0.35 83
N° 3 7.1 0.47 6.6 N°3 7.0 0.62 8.9
N° 4 7.2 038 54
N° 5 2.6 023 8.8
N° 6 16.1 116 7.2

SB-TR201A v10 20 October 2022 English Page 6 of 11



7.B. RECOVERY
By adding 3 defined TRACP 5b activities each to 3 different sera a mean recovery of 100.9 %
(SD = 11.3 %) was determined.

7.C. DILUTION LINEARITY
Alinearity was determined by using sera of different activity (n=5). Samples with high TRACP 5b
activity can be diluted up to 1:5 with Sample Diluent.

7.D. LIMIT OF QUANTITATION
The limit of quantitation is < 0.5 U/L.

7.E. EXPECTED VALUES
Expected values of TRACP 5b were determined from the serum of 239 healthy blood donors
as follows:
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Group n Mean Age TRACP 5b (U/L)
(range) Mean * SD
Healthy premenopausal women 144 39.5(22-54) 2.59+0.78
Healthy young men 32 36.0 (22-54) 3.06+0.88
Healthy postmenopausal women 46 60.3 (41-81) 3.19+0.85
Healthy old men 17 68.5(55-79) 3.31+£0.72

Upper limits of normal were calculated as the mean + 2 SD of premenopausal women (for women) and
young men (for men):

Group Upper normal limit (mean + 2SD)
Women 415 U/L
Men 4.82 U/L

8. CLINICAL IMPORTANCE

TRACP 5B ACTIVITY IN POSTMENOPAUSAL WOMEN UNDER
ALENDRONATE THERAPY
(see ref. 14)

L 4
TRACP 5b values were determined from the serum of postmenopausai@uwo eiving 5 mg
alendronate daily for 12 months in a placebo-controlled study. All t‘eé\the placebo (n =
73) and alendronate (n = 75) groups received a daily supplement £t 6 g‘€alcium carbonate
and 200 IU vitamin D.

A 4,0+ —&— Placebo
—C— Alendronate
3,64
—
20 — i
)
§ 254 e e .
A o
g 2,0 — = =
o
Q 154 §
2 3
= 1,04 %
0,54 é 20
0.0 - - r =
[ 3 L} 12 T

Alendronate Placebo

foredhe start of treatment (0) and at 3, 6 and 12 months; B) The

change of serum TRAC months. Each spot shows the value of one individual at 3 months
compared with the val ined¥or the same individual at baseline (before the start of treatment). The
line in B) shows fl nificant Change (LSC = 29.5%). A decrease of more than LSC was
observed for 82,79 dividuals in the alendronate group, and 11.0% of the individuals in the

placebo-group.

G RAL HANDLING ADVICES
*  Towoidg€ross contamination do not exchange the vials and their screw caps.

*  The reagents have to be sealed immediately after use to avoid evaporation and microbial
contamination.

*  After use, the reagents have to be stored as indicated to guarantee the shelf life.

*  After use, all components of the testkit should be stored in the original package, in order to avoid
mixing up the reagents of other test systems or lots (see also 3.).

HEALTH AND SAFETY INFORMATION
*  The local occupational safety and health regulations have to be regarded.

*  Reagents of animal origin (see kit contents) should be handled as potentially infectious and
used with all necessary precautions.
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Classification under CLP:

Acute Tox. 4:

Aquatic Chronic 3:

EUHO032

Hazard statements:

EUHO032: Contact with acids liberates very toxic gas.
H302: Harmful if swallowed.

H315: Causes skin irritation.

H319: Causes serious eye irritation.

H412: Harmful to aquatic life with long lasting effects.

Precautionary statements:

P264: Wash hands thoroughly after handling.

P280: Wear protective gloves/protective clothing/eye protection/face protection.
P270: Do not eat, drink or smoke when using this product.

P301+310: IF SWALLOWED: Immediately call a POISON CENTER or doctor.

P305+351+338: IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes. Remove contact lenses, if
present and easy to do. Continue rinsing.

P330: Rinse mouth
Wash Buffer, Sample Diluent, Releasing Reagent and Substrate Buffer con rmall®ll
(diazolidinyl urea): May produce an allergic reaction. *

DISPOSAL CONSIDERATIONS \

Residues of chemicals and preparations are generally considered haz s waste. The disposal

of this kind of waste is regulated through national and regional law
authorities or waste management companies which will give,advi

regulations. Contact your local
owdto dispose hazardous waste.
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BoneTRAP®(TRACcP 5b) ELISA

Test pour la détermination quantitative de I'isoforme active 5b de la phosphatase
acide tartrate résistante (TRACP)

Cat. no.: SB-TR201A
Usage diagnostique in vitro.

Introduction

La Phosphatase Acide Osseuse résistante au tartrate (TRACP) est exprimée par le

I'activation des macrophages (1). Deux formes de la TRACP circulent dans le sang

et la TRACP 5b (2). La TRACP 5b est dérivée des ostéoclastes, la TRACP 5a ma
;\z

éoclastes et par
la TRACP 5a
ges (3).

Les ostéoclastes secrétent la TRACP 5b dans la circulation sanguine en for!
inactivée et dégradée en fragments avant d’étre supprimée de la circulation.
TRACP 5b ne s’accumule pas dans la circulation en cas d’insuffi ré
delaTRACP 5b dans le sérum est dérivée des ostéoclastes. La variabi iurnale de 'activité de la TRACP
5b sérique est basse et les niveaux ne sont pas affectés par J'ali e qui permet de collecter les
échantillons a toute heure de la journée (5).

e yme active qui est
équent, I'activité de la

L’essai BoneTRAP® est une méthode spécifique p I'activité de la TRACP 5b libérée des
ostéoclastes. Le test peut ainsi déterminer un taux de ption osseuse anormal chez les sujets

de la TRACP 5b medium refléte le no sf€oclastes (15,19), et I'essai BoneTRAP® peut ainsi
déterminer le nombre d’ostéoclastes dan
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PRINCIPE DU TEST

Les puits sont revétus d’anticorps anti-TRACP (mo-
noclonaux).

Les étalons, contrdles et échantillons de patients sont
ajoutés.

Le réactif de dissociation est ajouté.

Dissociation du TRACP 5b actif des protéines liées. Le

TRACP 5b est lié par les anticorps anti-TRACP.

Incubation avec le substrat pNPP (*).

La réaction est stoppée par I‘addition d‘hydroxide de sodium. L'absorption est lue par un photométre

Avantages du test \\

Mesure I'activité TRACP 5b venant spécifiquementdes ostéoclastes
Pas d’interférence avecla TRACP 5a ni d’autres phosphatases *
Pas d’influence de ’lhémolyse sur les résultats

Pas de variations diurnales.

Pas affecté parles désordres fonctionnels rénaux et hépatiques.

Pas d'influence die au régime alimentaire.

* & 6 6 o o

CONTENU DU KIT
CAT. NO.: SB-TR201A

1. MICROPLAT| Microplague: 12 x 8 puits en F (avi et déshydratant dans un sachet
d‘aluminium), revétus des anticorps monoclonaux anti- CP (souris) et de BSA, prét a I'emploi.

2. ICTRL |Controles: 2 x 2 flacons de 0,5 ml TRACP humain recombinant, lyophilisé, Xn,
nocif, R 22-52/53, S 36-60, contenant&1 ‘azide de sodium et de BSA.

un, TRACP humain recombinant, lyophilisé, Xn, nocif, R 22-
52/53, S 36-60, contenant < Je sodium et de BSA.

4.  WASHBUF 25X Tam vage: 1 flacon de 40 ml TBS/Tween (25x conc.), pH 7,65 — 7,85,
contenant < 1 %

5.
na

antillon: 1 flacon de 15 ml, solution de chlorure de sodium, préte a I'emploi,

ermall®|l.

Agent de Dissociation: 1 flacon de 8 ml, pH 6,9 — 7,1, prét a I'emploi, contenant < 1

7. SUBSBUF| Tampon de Substrat: 2 flacons de 10 ml chacun, tampon acétate de sodium, pH
5,95 — 6,05, prét a I'emploi, contenant < 1 % Germal®I.

8. |SUBS pNPP| Tablettes de Substrat: 4 tablettes, contenant du p-nitrophenyl phosphate
(pNPP).

9. Solution d‘arrét: 1 flacon de 6 ml, 0,32 M hydroxide de sodium, préte a I'emploi, Xi, irritant,
R 36/38, S 26-37-60.
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1. CONSERVATION ET STABILITE

MATERIEL/REACTIFS ETAT CONSERVATION STABILITE
Trousse Non ouvert 2.8°C Jusqu‘a la date
de péremption
Microplaque Quvert 2...8 °C dans la pochette
avec dessicant 6 semaines
Controle Reconstitué -18 °C ou endessous 6 semaines
Etalons Reconstitués -18 °C ou endessous 6 semaines
Tampon de Substrat Ouvert 2.8°C 6 semaines
Tampon de Lavage Dilué 2..8°C 6 semaines
Diluant Echantillon Ouvert 2.8°C 6 semaines
Agent de Dissociation Ouvert 2.8°C 6 semaines
Solution d‘arrét Ouvert 2.8°C 6 semaines
Ne pas utiliser les réactifs apres la date de

Les informations sur le stockage et |a stabilité des échantillons mentionnées plus haut sont des
recommandations générales destinées a étre utilisées dans différents types de laboratoires. Chaque laboratoire
doit se conformer aux directives ou aux exigences de la réglementation locale, nationale et/ou fédérale, ou bien
a celles des organismes d'accréditation pour définir ses propres procédures de manipulation des échantillons et
de stabilité de stockage. Pour plus de détails sur les pratiques appropriées, merci de vous référer a CLSI GP44-
A4, Procedures for the Handling and Processing of Blood Specimens for Common Laborato t; Approved
Guideline — Fourth Edition.

2. REACTIFS ET MATERIEL NECESSAIRES MAIS NON FOURNIS
e L 4

2.1. D'eau désionisée.

2.2. Micropipettes réglables.

2.3. Récipients propres en plastique ou en verre pour la dilution du Tamp@nde La et des sérums de
patients.

2.4. Dispositif de lavage des microplaques (par example Iti pegiou ELISA washer).
2.5. Incubateur a 37 °C.

2.6. Agitateur pour microplaques, fréquence d‘agitation 850-950 rpm, amplitude 4 mm.
2.7. Lecteur de plaque avec filtre a 405

3. PREPARATION DES REACTI

Amener tous les réactifs et les écha s/cliniques a analyser a température ambiante.

Calculer le nombre de puits SS
3.1. Microplaque

La pochette engal iun® doit étre refermée soigneusement avec le dessicant aprés chaque
enlevement de pui servation et stabilité des puits sont indiqués dans le tableau 1.

3.2. Ta
lume de Tampon de Lavage (25x) avec 24 volumes d’eau pour injection (par ex. 10
e Lavage (25x) avec 240 ml d’eau). 7 ml de Tampon de Lavage dilué sont nécessaires

3.3. Etalons
Reconstituer chacun des Etalons lyophilisés avec 0,5 ml d‘eau pour injection. Temps de
reconstitution: 15 minutes.

3.4. Contréles
Reconstituer le Contrdles lyophilisé avec 0,5 ml d‘eau pour injection. Temps de reconstitution : 15
minutes.

3.5. Solution de Substrat
1 Tablette de Substrat est dissoute dans 5 ml de Tampon de Substrat.

La solution de substrat ne peut pas étre conservée.
Ne pas mélanger des réactifs de différents lots ou fabricants.

Des résultats valides et reproductibles sont obtenus seulement si la procédure de test est suivie
précisément et si les réactifs spécifiques de la trousse sont utilisés.

4. ECHANTILLONS

4.1. L'essai convient pour les échantillons sériques .
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a noter : le méme type d’échantillon doit étre utilisé pour une étude complémentaire

4.2. Le prétraitement des séra, par ex. inactivation, ne doit pas étre réalisé. Les spécimens n
doivent jamais étre contaminés par des microorganisms

4.3. Les spécimens peuvent étre conservés jusqu‘a 8 heures a température ambiante et 3 joursa2 -8
°C. La conservation a 20 °C est possible pendant 2 mois. Pour une conservation a long
terme, une température de — 80 °C est nécessaire.

4.4, Les échantillons sont utilisés non dilués. Les spécimens au-dessus de lagamme de mesure
peuvent étre dilués jusqu‘a 1:5.

5.A. PROCEDURE DU DOSAGE

5.1. Découper la pochette en aluminium au-dessus de la fermeture rapide et prendre le nombre de puits
nécessaires (voir 3.1.).

Les puits sont préts a ’emploi et ne doivent pas étre prélavés.

5.2. Ajouter 100 pl, en double, de chaque Etalon, Contréle et Echantillon dans les puits de |
microplaque.

5.3. Ajouter 50 ul d'Agent de Dissociation a chaque puit.

4
5.4. Couvrir la microplaque avec un film pour incubation et incuber pendant 60 n'\ 7)) a

température ambiante sous agitation constante a 850-950 rpm.

5.5. Apres incubation, laver les puits 4 fois avec 300 pl de Tampon de da par puit. Faire attention a
ce que tous les puits soient remplis. Apres lavage, taper la micr que u papier absorbant.
Ne pas laisser sécher les puits! Continuer la pracéddre immédiatement !

5.6. Ajouter 100 pl de solution de substrat a chaque puit:

5.7. Couvrir la microplaque avec un film pour inc ion et incuber pendant 60 min. (£ 5 min.) a 37 °C (z
1°C).

5.8. Stopper la réaction par addition de ZN ion d‘arrét a chaque puit.
Assurer un bon mélange p @e agitation.
Nettoyer le dessous des@mla lecture photométrique et regarder s’il n’y a pas de bulles

d’air dans ceux-ci.

La lecture doit étre ndéans les 15 min. aprés avoir ajouté la Solution d‘arrét !

5.B. TA LA PROCEDURE DU TEST

Calibrateurs Controle Echantillons

Etalons - 100 pl - -
Contréles - - 100 pl -
Echantillon - - - 100 pl
Agent de Dissociation 50 pl 50 pl 50 pl

Incuber pendant 60 min. (£ 5 min.) a température ambiante sous agitation constante
a 850-950 rpm, laver 4 x avec 300 pl de Tampon de Lavage.

Solution de substrat 100 pl 100 pl 100 pl

Incuber pendant 60 min.(£ 5 min.) a 37 °C (£ 1 °C.)

Solution d’arrét 25 pl 25 pl 25 pl

Lecture photométrique a 405 nm
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6.A. CALCUL DES RESULTATS (VALIDITE)
*  Lireles DO a 405 nm.

*  Les valeurs moyennes de DO des calibrateurs sont mises en graphique par rapport aux valeurs
d’activité. La droite de calibration est calculée par régression linéaire.

*  L'échelle de mesure s‘étend de 0,5 a 10 U/L. Les échantillons en dessous de la valeur inférieure doivent
étre interprétés comme < 0,5 U/L. Les échantillons ayant des activités supérieures a I‘échelle de mesure
doivent étre interprétés comme
> 10 U/L. Ces valeurs ne peuvent pas étre extrapolées mais ces échantillons doivent étre retestés
dilués (jusqu‘a 1:5).

e Les activitéts TRACP 5b du controles et des échantillons peuvent étre lues a partir de la courbe de
calibration. Si des échantillons dilués ont été utilisés, il faut considérer le facteur de dilution

Exemple de droite de calibration: %57

L o
A

0D a6rm

T T T T 1
00 5 50 15 wo 25 ‘
TRACPIUIL

*

*  Données spécifiques du lot
Consulter la rapport du contréle de qualité.

*  Critéres de validité
*  La DO moyenne du Calibrateur 0 U/L doit étre <,0,4

- L‘activité du Contréle doit étre dans les valeurs nofal onsulter la rapport du contréle de qualité

pour la concentration attribuée.

*  Le coefficient de correllation (r2) de la droite
les résultats ne rencontrent pas les spécifications!

ion doit étre [1110,99. Refaire la série si

6.B. INTERPRETATION DES RESULT ITATIONS DE LA METHODE

*  Des activités augmentées de TRACP®,b ( indiquent une résorption
osseuse accrue.

*  Des résultats dans les valeurs eS@n‘excluent pas completement des désordres dans le
métabolisme osseux. De ce fa es résultats doivent toujours étre interprétés en relation avec
les données cliniques et les omplémentaires de diagnostic.

*  De hautes concentrations (en g pbine n‘influencent pas les résultats du

test.

*  Des hautes concentr: lipides peuvent réduire les valeurs de DO et fausser I‘activité
TRACP.
7. CARACTERI ES DES PERFORMANCES

Nous avons dé iné Ies caractéristiques des performances suivantes pendant I'évaluation de I'essai.

Echant Variation intra-essai Echantillon Variation inter-essai
(n=21) (n=11)
moyenne  SD CV (%) moyenne  SD CV(%)
uU/L U/L

Contréle 3,0 0,18 6,0 Contréle 3,3 0,19 5,8

N°1 2,6 0,25 9,6 N°1 2,5 0,23 9,2

N° 2 3,1 0,43 13,9 N° 2 4,2 0,35 8,3

N° 3 71 0,47 6,6 N° 3 7,0 0,62 8,9
N° 4 7,2 0,38 54
N° 5 2,6 0,23 8,8
N° 6 16,1 1,16 7,2

7.B. RECUPERATION

En ajoutant 3 activités définies de TRACP 5b chacune a 3 différents sera , une ré- cooperation moyenne
de 100,9 % (SD = 11,3 %)a été déterminée.

7.C. LINEARITE DE LA DILUTION

La linéarité a été déterminée en utilisant des sérums dont l'activité variait (n=5). Les échantillons dont
I'activité TRACP 5b est élevée peuvent étre dilués jusqu’a 1:5 avec un Diluant d’échantillon.

7.D. LIMITE DE QUANTIFICATION
La limite de quantification est < 0.5 U/L.
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7E. VALEURS NORMALES
Les valeurs normales de la TRACP 5b ont été déterminées a partir du sérum de 239 donneurs de sang en
bonne santé repartis comme suit :

Groupe n Moyenne d’age TRACP 5b (U/L)
(fourchette) Moyenne * SD

Femmes pré-ménopausées en

bonne santé 144 39,5 (22 - 54) 2,59+0,78
Jeunes hommes en bonne santé 32 36,0 (22 — 54) 3,06 + 0,88
Femmes post-ménopausées en

bonne santé 46 60,3 (41 -81) 3,19+0,85
Hommes agés en bonne santé 17 68,5 (55 - 79) 3,31+0,72

Les limites hautes des normales ont été déterminées comme étant la moyenne + 2 SD de femmes pré-
ménopauseées (pour les femmes) ou de jeunes hommes (pour les hommes) :

Groupe Limite haute normale(moyenne + 2SD)
Femmes 415 U/L
Hommes 4,82 U/L

8. IMPORTANCE CLINIQUE
L’ACTIVITE DE LA TRACP 5B CHEZ LES FEMMES POST- MENOPA S§OUS UN
TRAITEMENT A L’ALENDRONATE P

(voir réf. 14)
Les valeurs de la TRACP 5b ont été déterminées a partir du sérum de femmes Nopausées recevant
5 mg quotidien d’alendronate pendant 12 mois lors d’une étude avec pléCebg, Tol8 les sujets dans les
groupes placebo (n = 73) et alendronate (n = 75) recevaient en plus un ngjournalier de 630 mg de
calcium carbonate ainsi que 200 IU de vitamine D

- —e— Placeb
A “ —— .nl:'l:'l:lr:nate
3.5+
3,04 —3
% 251 =k e
2 20 e
o
Q 154
E 1,04
0,54
0,04 : : !
¢ : " N Alandranata Plarahn
Time (months,
A) L’activité TRACP iq U/L) avant le commencement du traitement (0) et aprés 3, 6 et 12 mois;
B) Le changement P 5b sérique apres 3 mois. Chaque point désigne la valeur d'un individu a
3 mois par rapportia la du méme individu avant le début du traitement. La ligne dans B) montre le «
Least Siggifi ange » (LSC = 29,5%). Une diminution de plus du LSC a été observée pour 82,7% des
sujets ndronate contre 11,0% des sujets du groupe placebo.

*  Ne pas échanger les flacons et leurs bouchons pour éviter les contaminations
croisées.

* Les flacons de réactifs doivent étre refermés immeédiatement aprés leur utilisation pour éviter
|‘évaporation et la contamination microbienne.

*  Apres emploi, les réactifs doivent étre conservés comme indiqué pour garantir
leur durée de vie.

*  Apres leur utilisation, conserver tous les composants de la trousse dans leur emballage d’origine,

afin d’éviter le mélange des réactifs concernant d’autres techniques de dosage ou d’autres lots (voir
aussi 3.).

PRECAUTIONS D‘EMPLOI
* |l faut appliquer la réglementation locale en matiere de sécurité et de santé.

*  Les réactifs d'origine animale (voir contenu de la trousse) doivent étre manipulés comme
potentiellement infectieux et utilisés avec toutes les précautions nécessaires.
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Classification (CLP):

Acute Tox. 4

Aquatic Chronic 3

EUHO032

Mentions de danger:

EUHO032: Au contact d'un acide, dégage un gaz trés toxique.
H302: Nocif en cas d'ingestion.

H412: Nocif pour les organismes aquatiques, entraine des effets néfastes a long terme.
Conseils de prudence:

P264: Se laver les mains soigneusement aprés manipulation.
P270: Ne pas manger, boire ou fumer en manipulant ce produit.
P273: Eviter le rejet dans I'environnement.

P301+310:  EN CAS D'INGESTION: appeler immédiatement un CENTRE ANTIPOISON
ou un médecin.

P330: Rincer la bouche.
P501: Eliminer le contenu/récipient dans un centre de collecte des déchets dangereux
ou spéciaux.

Le Tampon de Lavage, le Diluant Echantillon, le Réactif de Dissociation et le Tampon de Substrat
contiennent du Germall®ll (diazolidinyl urea): peut provoquer une réaction allergique.

CONSEIL D'EVACUATION

L 4
Les résidus des produits chimiques et des préparations sont considérés en généfal c: es déchets
dangereux. L’élimination de ce type de déchets doit se faire selon la réglementation eRigueur. Il faut consulter
les organismes agréés pour connaitre le moyen de se débarrasser des déghe gereux
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BoneTRAP®(TRACP 5b) ELISA

Test zur quantitativen Bestimmung der aktiven Isoform 5b
der Tartrat-resistenten sauren Phosphatase (TRACP)

Katalog-Nr.: SB-TR201A
Zur in vitro diagnostik.

EINFUHRUNG

GroRe Mengen der Tartrat-resistenten sauren Phosphatase (TRACP) werden von knochen-
resorbierenden Osteoklasten und aktivierten Makrophagen exprimiert (1). Im menschlichen Blut zirkulieren
zwei Formen der TRACP, definiert als TRACP 5a und TRACP 5b (2). Die TRACP 5b stammt von
Osteoklasten, die TRACP 5a von Makrophagen (3).

Osteoklasten sezernieren TRAP 5b in die Blutzirkulation als aktives Enzym, welches vor
inaktiviert und zu Fragmenten abgebaut wird. Dadurch akkumuliert die TRACP 5b-Aktivitatabei

hepatischen Erkrankungen nicht in der Zirkulation (4,5). Die tagesrhythmis$1e Vi der Serum-
TRACP 5b-Aktivitat ist gering, und die Werte werden durch den Erndhrungsstatus geinflusst, was
eine tageszeitlich uneingeschrankte Probenentnahme ermdglicht (5).

Der BoneTRAP®-Assay ist eine spezifische Methode zur Bestimmung der untii von den Osteoklasten
freigesetzten TRACP 5b-Aktivitat. Sie dient der Ermittlung einer erhdhten enresorptionsrate bei
Patienten mit primarer Osteoporose und renal bedingter Knochenerk ung (4,6-11). Der BoneTRAP®-
Assay ist gut geeignetzum Monitoring der Effizienz antiresorptiv: piep (6,9, 12-18). In vitro reflektiert

die Medium-TRACP 5b-Aktivitat die Anzahl der Osteoklaste
gut geeignet zur Bestimmung der Osteoklastenzahl in huma

15\19Y, un@l daher ist der BoneTRAP® Assay
astenkulturen.
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TESTPRINZIP

V' d
I.\ Mit monoklonalem Anti-TRACP-Anti-kdrper beschichtete
Mikrotiterplatte.
I“‘( ‘¢ Zugabe von TRACP-Standards, Kontrolle und Patientenproben.
Zugabe von Freisetzungsreagenz. Dissoziation der
.@ aktiven TRACP 5b von den Bindungsproteinen.

Bindung von TRACP 5b an den Anti-TRACP- Antikorper.

Inkubation mit pNPP-Substrat (*).

Stoppen der Enzym-Substrat
Reaktion mit NaOH. Die Auswertung erfolgt photo- metrisch.

¢ Testvorteile

¢ MessungderTRACP 5b-Aktivitat, die spezifischvonden Osteoklasten
freigesetzt wird.

¢ Keine Interferenz mit TRACP 5a oder anderen Phosphatasen.

¢ Keine Beeinflussung der Ergebnisse durch Hamolyse. .

+ Keine tagesrhythmischen Schwankungen.

+ Keine Beeintrachtigung durch Leber- bzw. Nierenfunktionsstérungen.

¢ Keine ernahrungsbedingten Einflisse.

PACKUNGSINHALT

KAT.-NR.: SB-TR201A

1. Mikrotiterplatte: 12 Teststreifen Vertiefungen (mit Halterahmen und
Trockenmittelpappe im Aluminiumbeutel), Flachboden, beschichtet mit monoklonalem Anti-
TRACP-Antikorper (Maus) und BSA, gebr; rtig.

2. CTRL| Kontrollen: 2 x 2 Flaschchernga 0Of humane rekombinante TRACP, lyophilisiert, Xn,

Gesundheitsschadlich, R 22-52/ 0, enthalt < 1 % Natriumazid und BSA.

Gesundheitsschadlich, R /535S 36-60, enthalt < 1 % Natriumazid und BSA.
Fir jeden Standard ist

7. Substratpuffer: 2 Flaschchen a 10 ml, Natriumacetatpuffer, pH 5,95—-6,05, gebrauchsfertig,
enthalt < 1 % Germall®ll.

8. Substrattabletten: 4 Tabletten, enthalten p-Nitrophenylphosphat (pNPP).

9. Stopplésung: 1 Flaschchen a 6 ml, 0,32 M Natriumhydroxid, gebrauchsfertig, Xi, Reizend, R
36/38, S 26-37-60.
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1. LAGERUNG UND HALTBARKEIT

MATERIAL/REAGENZ ZUSTAND LAGERUNG HALTBARKEIT
Testkit ungedffnet 2.8°C bis Verfalldatum
Mikrotiterplatte geoffnet 2.8°C 6 Wochen
Kontrolle rekonstituiert -18 °C oder darunter 6 Wochen
Standards rekonstituiert -18 °C oder darunter 6 Wochen
Substratpuffer geoffnet 2.8°C 6 Wochen
Waschpuffer gebrauchsfertig 2...8 °C 6 Wochen
Probenverdinnungs-

puffer geoffnet 2.8°C 6 Wochen
Freisetzungsreagenz  geoffnet 2.8°C 6 Wochen
Stopplésung geoffnet 2.8°C 6 Wochen

Die Reagenzien sind nach Ablauf des angegebenen Verfalldatums nicht mehr zu verwenden.

Die oben genannten Informationen zur Probenlagerung und Probenstabilitét sind allgemeine Empfehlungen fir
die Verwendung in verschiedenen Laborumgebungen. Jedes Labor muss die Richtlinien bzw. Anforderungen der
geltenden lokalen, staatlichen und/oder bundesstaatlichen Bestimmungen oder Akkreditierungsstellen beachten,
um ein eigenes Verfahren fir den Umgang mit Probenmaterial und Lagerstabilitat zu erreichen. Informationen zu
angemessenen Praktiken sind in folgender Richtlinie enthalten: CLSI GP44-A4, Procedures for the Handling and
Processing of Blood Specimens for Common Laboratory Test; Approved Guideline — Fourth Edition.

2. ZUSATZLICH BENOTIGTE REAGENZIEN UND MATERIALIEN
*

AN

nd Proben und zum

2.1. Entionjsiertes Wasser.
2.2. Mikroliterpipetten flr entsprechende Volumina.

2.3. Saubere Glas- oder KunststoffgefaRe zum Verdiinnen von Waseh-puff
Ansetzen der Substratlésung.

2.4. Geeignete Vorrichtung zum Waschen der Mikrotiterplatt tepper oder ELISA-Waschgerat).

2.5. Inkubator fiir 37 °C.

2.6. Mikrotiterplattenschittler, Schittelfrequen 50 rpm, Ampli-tude 4 mm.
2.7. Mikrotiterplatten-Photometer mit FilteRlir

3. ANSETZEN DER REAGE

Alle Kitkomponenten misse
Ermitteln Sie die Anzahl der

satz auf Raumtemperatur gebracht werden.
Mik¥ptitervertiefungen.

3.1. Mikrotiterplatte
Der Aluminiu

3.2 schpuffe
uffer (25x) wird mit 24 Teilen Aqua ad iniectabilia angesetzt (z. B. 10 ml Waschpuffer

( mifg240 ml Aqua ad iniectabilia). Fur 8 Vertiefungen werden 7 ml Waschpuffer benétigt.

3.3. Standards
Rekonstitution mit je 0,5 ml Aqua ad iniectabilia, Rekonsti-tutionszeit 15 min.

3.4. Kontrollen
Rekonstitution mit 0,5 ml Aqua ad iniectabilia, Rekonstitutions-zeit 15 min.

3.5. Substratldsung
1 Substrattablette in 5 ml Substratpuffer I16sen. Die Substratiésung

ist nicht lagerfahig!

Die Reagenzien einer Charge sind nicht mit Reagenzien anderer Chargen oder anderer Hersteller zu
mischen.

Nur bei exakter Einhaltung der Arbeitsvorschrift und bei Verwendung der Testkit-
spezifischen Reagenzien werden valide und reproduzierbare Ergebnisse erhalten.

4. UNTERSUCHUNGSMATERIAL

4.1. Der Test ist geeignet fur Serum und EDTA-Plasma.
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4.2.

43.

44.

Anmerkung: Bei Follow up-Untersuchungen ist immer derselbe Probentyp zu verwenden.

Eine Vorbehandlung der Seren, wie z. B. Inaktivierung, darf nicht erfolgen. Die Seren sollten nicht
mikrobiell kontaminiert sein

Die Seren kdnnen bis zu 8 Stunden bei Raumtemperatur und bis zu 3 Tage bei 2-8 °C gelagert
werden. Bis zu 2 Monate konnen die Seren bei —20 °C gelagert werden. Fir eine
Langzeitaufbewahrung wird eine Lagerung bei —80 °C empfohlen.

Die Seren werden initial unverdinnt eingesetzt. Proben auRerhalb des MeRbereiches konnen
bis 1:5 mit Probenverdinnungspuffer weiterverdiinntund erneut bestimmt werden.

5.A. ARBEITSVORSCHRIFT

5.1.

Die Verpackung der Mikrotiterplatte am ZIP-VerschluRR o6ffnen und die erforderliche Anzahl
Mikrotitervertiefungen entnehmen (s. 3.1.).

Die Mikrotitervertiefungen sind gebrauchsfertig und miissen nicht vorgewaschen werden.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

Jeweils 100 pl der Standards, der Kontrollen und der Proben in Doppelbestimmung in die Vertiefungen der Platte
pipettieren.

Jeweils 50 pl Freisetzungsreagenz in jede Mikrotitervertiefung pipettieren.
Die Mikrotitervertiefungen werden mit Folie abgeklebt und 60 min (+ 5 min?b i peratur unter
kontinuierlichem Schutteln mit 850-950 rpm inkubiert.

Nach Inkubation die Mikrotitervertiefungen viermal mit jeweils 300 pl er waschen. Darauf

achten, daf alle Vertiefungen beim Waschen gefllt sind. Nach{Beendi des Waschvorganges
Mikrotitervertiefungen auf Filterpapier ausklopfen.

Nicht austrocknen lassen! Umgehend weiterverwende

5.6. 100 pl Substratlésung in jede Vertiefung pipettieren.

5.7. Die Mikrotitervertiefungen mit Folie abkle, d 60 min (x5 min) bei 37 °C (£ 1 °C) inkubieren.
5.8. Durch Zugabe von 25 pl Stoppldsung injede icfdhg wird die Reaktion gestoppt.

Vor dem Messen ist durch v es Schiitteln fiir gleichmaRige Dur-

chmischung zu sorgen.

Mikrotitervertiefungen vorphot trischer Messung von unten abwischen und darauf achten, daf
e

keine Luftblasen in dg

Standards Kontrolle Probe

- 100 pl - -

Kontrollen - - 100 pl -
Probe - - - 100 pl
Freisetzungsreagenz | 50 pl 50 pl 50 pl

ungen vorhanden sind!

p von 15 Minuten nach dem Stoppen bei 405 nm durchzufiihren.

ARBEITSVORSCHRIFT

60 min (x 5 min) bei Raumtemperatur unter Schitteln (850-950 rpm) inkubieren,
4 x mit 300 pl Waschpuffer waschen

Substratlésung 100 pl 100 pl 100 pl

60 min (x 5 min) bei 37 °C (+ 1 °C) inkubieren

Stopplésung 25 pl 25 pl 25yl

Photometrische Auswertung bei 405 nm

6.A. TESTBEURTEILUNG (VALIDITAT)

Die photometrische Auswertung erfolgt bei einer Wellenlange von 405 nm.

Die OD-Mittelwerte aller Standards werden berechnet und gegen die Aktivitat aufgetragen. Die

Kalibrationsgerade wird mittels linearer Regression erechnet.

Der Messbereich erstreckt sich von 0,5 U/L — 10 U/L. Proben mit Aktivitaten unterhalb des
SB-TR201A v1ODRAFT xx Deutsch Seite 4 /9 Katalog-Nr.: SB-TR201A



Messbereichs sind als < 0,5 U/L zu bewerten. Aktivitaten oberhalb des Messbereichs sind als > 10 U/L
zu bewerten. Diese dirfen nicht extrapoliert werden, sondern die Proben sollten verdlnnt
nachgetestet werden.

* Die TRACP 5b-Aktivitdten der Kontrollen und der Proben werden Uber die Regressionsgerade
ermittelt. Wurden die Proben verdinnt eingesetzt, ist der Probenverdinnungsfaktor bei der
Berechnung zu berticksichtigen.

25+
Beispiel einer Standardkur
204

o0 25 50 75 00 125
TRACPIU/L

*  Chargenspezifische Daten
Siehe Qualitatskontrollbericht.

* Validitatskriterien ¢
- Der OD-Mittelwert des 0 U/L-Standards muRk < 0,400 betra \e
- Der Unit-Wert der Kontrolle muf} innerhalb des Sollwertb liegen
Sollwertbereiches, siehe Qualitatskontrollbericht.
- Der Korrelationskoeffizient (r?) der Regressionsgeraden >0, tragen.

Sind die oben genannten Validitatskriterien nicht erfilitiimu3der Test wiederholt
werden!

6.B. INTERPRETATION DER ERGEBNISSE/GRENZEN DER METHODE

* Erhéhte TRACP 5b-Aktivitaten (vgl. 7.E n auf eine erhdhte Knochenre-
sorption hin.

* Werte innerhalb des Normalbere

S i€lRen Storungen im Knochenstoff- wechsel nicht

vollstandig aus. Daher mussen_ alle rgebnisse stets im Zus- ammenhang mit dem klinischen
Bild des Patienten und weiterenidiagiestiSChen Parametern interpretiert werden.
* Hohe Hamoglobinkonzentratioen beeinflussen die Testergebnisse nicht.

Hohe Lipidkonzentratione ne
verfalscht werden.

iedrigeren OD-Werten flhren, wodurch die Ergebnisse

7. LEISTUNGS L
Die nachfolgenden Lejstu ale wurden von uns im Rahmen der Testvalidierung ermittelt.
7.APRAZI
Prob 1 assay-Varianz Probe Interassay-Varianz
(n=21) (n=11)
Mw S VK (%) Mw S VK (%)
U/L U/iL
Kontrolle | 3,0 0,18 6,0 Kontrolle 3,3 0,19 5,8
Nr. 1 2,6 0,25 9,6 Nr. 1 2,5 0,23 9,2
Nr. 2 3,1 0,43 13,9 Nr. 2 4,2 0,35 8,3
Nr. 3 71 0,47 6,6 Nr.3 7,0 0,62 8,9
Nr. 4 7,2 0,38 54
Nr. 5 2,6 0,23 8,8
Nr. 6 16,1 1,16 7,2

7.B. wlEDERFINDUNG
Durch Zugabe von jeweils drei definierten TRACP 5b-Aktivitaten zu drei verschiedenen Seren wurde eine

mittlere Wiederfindung von 100,9 % (S = 11,3 %) ermittelt.

7.C. VERDUNNUNGSLINEARITAT

Durch die Verwendung von Seren verschiedenen Aktivitatsgrades (n=5) war eine Linearitat determiniert.
Samples mit hoher TRACP 5b Aktivitat kdnnen mit einem Sample-Verdinner bis auf ein Verhaltnis von
1:5 verdinnt werden.

SB-TR201A v1IODRAFT xx Deutsch Seite 5/9 Katalog-Nr.: SB-TR201A



7.D. BESTIMMUNGSGRENZE
Die Bestimmungsgrenze betragt < 0,5 U/L.

7.E. REFERENZBEREICHE
Die Referenzbereiche fir TRACP 5b wurden durch Messung von 239 Seren gesunder Blutspender wie folgt
ermittelt:

Gruppe n Mittleres Alter TRACP 5b (U/L)
(Verteilung) Mw = S
Pramenopausale Frauen 144 39,5 (22 - 54) 2,59+0,78
Junge Manner 32 36,0 (22 — 54) 3,06 + 0,88
Postmenopausale Frauen 46 60,3 (41 -81) 3,19+0,85
Alte Manner 17 68,5 (55 -79) 3,31+0,72

Die oberen Grenzen der Normbereiche wurden berechnet als die Mittelwerte + 2S fiir pramenopausale
Frauen bzw. fiir junge Manner:

Gruppe Obere Grenze des Normbereiches (Mw+ 2S)
Frauen 4,15 U/L
Manner 4,82 U/L

8. KLINISCHE BEDEUTUNG

*
TRACP 5B-AKTIVITAT BEI POSTMENOPAUSALEN FRAUEN UN‘ DRONAT-

THERAPIE

(s. Ref. 14)

DieTRACP 5b-Werte wurden in Seren von postmenopausalen Fraue ter taglicher Gabe von 5 mg
Alendronat Uber einen Zeitraum von 12 Monaten bestimmt. Die Unt chung war Placebo-kontrolliert.
Sowohl die Probanden in der Placebo-(n=

73) als auch die in der Alendronat-Gruppe (n = 75) erhielten zUsat aglich 630 mg Calciumcarbonat und
200 IU Vitamin D.

- —&— Placebo
4,0 R
A —C— Alendronate B 140
3,54 ) L]
30 i .

ese®’ °
g 2,5 .
g 2,04 ‘:' ‘:*_________H E ... L iI i'il
S 154 < o l l | I *
|§-1.u- a 9 eet®e
[+]
0,5 g 204
™
0,0 T 1 0 1 T , 1
0 3 [
Time (months Alendronate Placebo
A) Serum-TRACE, 5b- (U/L) vor Beginn der Behandlung (0) und nach 3, 6 und 12 Monaten; B)

' ACP 5b nach 3 Monaten. Jeder Punkt reprasentiert den Wert eines Probanden
ichen mit demselben individuellen Basiswert (vor Beginn der Behandlung). Die

LSC wurde bei 82,7% der Probanden in der Alendronat-Gruppe und bei 11,0% der
Placebo-Gruppe beobachtet.

ALLGEMEINE HANDHABUNGSHINWEISE
Reagenzienflaschen und deren Verschlisse nicht vertauschen, um Kreuzkon- tamination zu
vermeiden.

*  Sofort nach Gebrauch die Reagenzflaschen wieder fest verschlielen, um Verdunstung und
mikrobielle Kontamination zu vermeiden.

* Nach Gebrauch sind die Reagenzien sofort wieder, entsprechend den vorgeschriebenen
Lagerungsbedingungen, zu lagern, um die angegebene Haltbarkeit zu gewahrleisten.

*  Um Verwechslungen mit Reagenzien anderer Testsysteme oder Chargen zu vermeiden, sollten alle

Komponenten einer Testpackung nach dem Gebrauch zusammen in der Orginalpackung gelagert
werden (siehe auch 3.).

SICHERHEITSHINWEISE
*  Die national verbindlichen Arbeitsschutzvorschriften sind zu beachten.

*  Reagenzien, die Bestandteile tierischer Herkunft enthalten (siehe Packungsinhalt), sollten als potentiell
infektios behandelt werden, um das Risiko einer Ansteckung zu vermeiden.
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Einstufung (CLP):

Acute Tox. 4

Aquatic Chronic 3

EUHO032

Gefahrenhinweise:

EUHO032: Entwickelt bei Berihrung mit Saure sehr giftige Gase.

H302: Gesundheitsschadlich bei Verschlucken.

H412: Schédlich fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

Sicherheitshinweise:

P264: Nach Gebrauch Hande griindlich waschen.

P270: Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder rauchen.

P273: Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

P301+310: BEI VERSCHLUCKEN: Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt
anrufen.

P330: Mund ausspllen.

P501: Inhalt/Behalter zu einer Problemabfallentsorgung zufiihren.

Waschpuffer, Probenverdiinnungspuffer, Freisetzungsreagenz und Substratpuffer enthalten Germall®l|
(Diazolidinylharnstoff): Kann allergische Reaktionen hervorrufen.

ENTSORGUNGSHINWEISE

Die in diesem Produkt enthaltenen Chemikalien und Zubereitungen sowie die bei der ,Amwendung dieses
Produktes anfallenden Reste sind in der Regel Abfélle, die einer ordnungsgemgf&en E @ ng zugefluhrt

werden mussen.

Die Entsorgung solcher Abfélle unterliegt den nationalen abfallrechtlichen et%nd Verordnungen.
Die zustandige Behorde oder Abfallbeseitigungsunternehmen infc{ r die Entsorgung von

Sonderabfallen.
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BoneTRAP® (TRACcP 5b) ELISA

Metodo per la determinazione quantitativa dell'isoforma attiva 5b della fosfatasi
acida tartrato - resistente (TRACP)

Cat. no.: SB-TR201A

Solo per uso diagnostico in vitro

4

Introduzione \

Gli osteoclasti che riassorbono il tessuto osseo e i macrofagi attivati egpri o livelli elevati di fosfatasi
acida tartrato-resistente (1). In circolo sono presenti due isoforme di qUi€sta fosfatasi TRACP 5a e TRACP
5b (2) secrete rispettivamente da macrofagi e osteoclasti (3).

Gli osteoclasti secernono in circolo la TRACP 5b come e
in frammenti prima di essere rimosso dal sangue. Pgg.ques
aumenta nell’insufficienzarenale o epatica (4,5). Tuttol'e
variabilita circadiana e i livelli enzimatici non sono influenzati
i campioni di sangue in qualsiasi ora del giorno

im iv@’che viene inattivato e degradato
motivo |'attivita enzimatica TRACP 5b non
rodotto dagli osteoclasti. Non & presente
alla dieta; € quindi possibile raccogliere

ificop€r deferminare I'attivita del’'enzima TRACP 5b liberato
re del rias- sorbimento osseo e per il monitoraggio

Il dosaggio BoneTRAP® & un metodo sp
dagli osteoclasti. Il dosaggio € indicato co

delle variazioni del riassorbimento in d i t menopausa e in pazienti con diagnosi di osteoporosi
sottoposte a terapia anti riassorbi 20 (terapia ormonale sostitutiva, HRT, o bifosfonati) (4, 6-18).
L attivita del’enzima TRACP 5b4in vitfgye_gbrrelata al numero di osteoclasti (15,19); € possibile quindi
utilizzare il dosaggio BoneT erminare il numero di osteoclasti nelle colture di osteoclasti
umani.

&
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Principio del metodo

V' d
La micropiastra & sensibilizzata con anticorpi monoclo- nali anti

TRACP.
Si dispensano standard, controlli e campioni.

I Si aggiunge un dissociante che stacca il TRACP 5battivo dalle
-@

proteine leganti.
25X

Il TRACP 5b viene legato dagli anticorpi anti TRACP.

Incubazione con il substrato pNPP (*).

La reazione viene bloccata con I'aggiunta di idrossido di sodio. Silegge I'assorbanza un re di
micropiastre.

*

Caratteristiche del metodo \

Misural'attivita del TRACP 5b liberato in modo specifico dagli osteoclas
Nessuna interferenza da parte di TRACP 5a o di altre fosfatasi.
L’emolisi non ha nessuna inflenza sui risultati.

Nessuna variazione circadiana.

Il dosaggio non € influenzato da malattie epatiche o refiali.

Nessuna influenza della dieta.

ccccoccc

CONTENUTO DEL KIT

Cat. no.: SB-TR201A

1. [MICROPLAT| Micropiastra: 12 x 8 p@zzetti (in un telaietto con disseccante in una busta di
alluminio), con fondo a U, sensi col anticorpo monoclonale da topo anti TRACP con BSA,
pronta per I'uso.

2. |CTRL| Controlli: 2 x 2
Nocivo, R 22-52/53,

5 ciascuno, con TRACP umano ricombinante, liofilizzati, Xn,
contenenti sodio azide < 1 % e BSA.

3. |CAL Stand
Nocivo, R
standard é

flaconi da 0,5 mL ciascuno, con TRACP umano ricombinante, liofilizzati, Xn,
-52/ -60, contenenti sodio azide < 1 % e BSA. La concentrazione esatta degli
Il rapporto del controllo di qualita.

4. AWASHBUF 25X Tampone di lavaggio: 1 flacone con 40 mL di TBS/Tween (conc. 25x) pH 7,65 —
385, contiéne Germall®ll < 1 %.
5. |[SAMPDIL]| Diluente per i campioni: 1 flacone con 15 mL di cloruro di sodio in soluzione, pronto

per I'uso, contiene Germall®ll < 1

6. |RELEASREAG Agente dissociante: 1 flacone con 8 mL di soluzione, pH 6,9 — 7,1, pronto per
I'uso, contiene Germall®ll < 1 %.

7. |SUBSBUF| Tampone per il substrato: 2 flaconi con 10 mL ciascuno di tampone acetato di sodio,
pH 5,95 — 6,05, pronto per I'uso, contiene Germall®ll < 1 %.

8. |SUBS pNPP| Substrato: 4 pastiglie, contiene p-nitrofenil fosfato (pNPP).

9. Soluzione di stop: 1 flacone con 6 ml di idrossido di sodio 0,32 M, pronto per l'uso, Xi,
Irritante, R 36/38, S 26-37-60.
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1. CONSERVAZIONE E STABILITA’ DEI REATTIVI

MATERIALE/REATTIVO STATO CONSERVAZIONE STABILITA’
Kit completo prima delluso 2...8 °C fino alla data di scadenzal
Micropiastra utilizzata 2...8 °Cnella busta 6 settimane
con il disseccante

Controlli ricostituiti -18 °C o inferiore 6 settimane
Standard ricostituiti -18 °C o inferiore 6 settimane
Tampone per il substrato utilizzato 2.8°C 6 settimane
Tampone di lavaggio diluito 2.8°C 6 settimane
Diluente per i campioni utilizzato 2.8°C 6 settimane
Agente dissociante utilizzato 2.8°C 6 settimane
Soluzione di stop utilizzato 2.8°C 6 settimane

Non usare i reattivi dopo la data di scadenza.
Le suddette informazioni sulla stabilita e sulla conservazione dei campioni sono raccomandazioni generali per
I'utilizzo in una vasta gamma di applicazioni di laboratorio. Per definire la propria gestione, dei i
stabilita di immagazzinaggio, ogni laboratorio deve attenersi alle linee guida o ai requisiti e normative
regionali, nazionali e/o federali oppure stabiliti da organismi di accreditamento. Per infomm j sulle prassi
piu appropriate, fare riferimento a CLSI GP44-A4, Procedures for the Handlirg and 5
Specimens for Common Laboratory Test; Approved Guideline — Fourth Editio

2. REATTIVI E MATERIALI RICHIESTI MA NON FORNITI

2.1 Acqua deionizzata.

2.2 Micropipette a volume variabile.

2.3 Vetreria da laboratorio e provette (in vetro o i ica)iper diluire il tampone di lavaggio e i campioni.
2.4 Lavatore di micropiastre (manuale o automatico).

2.5 Termostato a 37 °C.

2.6 Agitatore per micropiastre, agitazione'8§0— rpm, ampiezza dell’agitazione 4 mm.
2.7 Lettore di micropiastre con fil @ m.
3. PREPARAZIONE D T

Prima di iniziare il dosag tutti i reattivi a temperatura ambiente. Calcolare il numero
di pozzetti necessarj

on cura la busta di alluminio con il disseccante dopo aver tolto le strip necessarie per il
dizioni di conservazione e la stabilita sono indicate nella tabella 1.

3.2
re ad una parte di tampone di lavaggio concentrato (25x) con 24 volumi di acqua bidistillata
ile) ad es. 10 mL tampone di lavaggio concentrato (25x) con 240 mL volumi di acqua. Per 8
pozzetti sono necessari 7 mL di tampone di lavaggio diluito.

3.3 Standard
Ricostituire gli standard liofilizzati con 0,5 mL di acqua bidistillata iniettabile. Attendere 15 minuti prima
dell'uso.

3.4 Controlli
Ricostituire i controlli liofilizzati con 0,5 mL di acqua bidistillata iniettabile. Attendere 15 minuti prima
dell'uso.

3.5 Soluzione del substrato
Dissolvere 1 pastiglia di substrato con 5 mL di tampone per il substrato.
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Scartare la soluzione del substrato avanzata dopo il dosaggio.
Non utilizzare insieme reattivi di lotti o produttori differenti.

Si possono ottenere risultati corretti e riproducibili solo se si seguono esattamente le
istruzioni fornite e si usano i reattivi consigliati per il dosaggio.

4. CAMPIONI

4.1.Per il dosaggio utilizzare campioni di siero o di plasma da EDTA.
NB. Usare per ogni paziente in studi longitudinali lo stesso tipo di campione (siero o plasma da
EDTA).

4.2 Non pretrattare i campioni (ad es non inattivarli). | campioni non devono essere contaminati da
microrganismi.

4.3 | campioni sono stabili fino ad 8 ore a temperatura ambiente e 3 giorni a 2-8 °C. E’ possibij
conservarli fino a 2 mesi a —20 °C o piu a lungo —80 °C.

4.4 Utilizzare i campioni non diluiti. Se necessario, diluire i campioni con concent- r; riore a
quelle dell’ultimo standard fino a 1:5. P

A. 5.A. METODO DEL DOSAGGIO \

5.1.Tagliare la busta sopra la cerniera richiudibile e togliere il numerg,d zefli necessari per il dosaggio
(vedi 3.1.). &m

| pozzetti sono pronti per ’'uso e non devono essere i a diiniziareil
dosaggio.

NB! La micropiastra é costituita da 12 strip di 8 tti clascuna.

5.2.Pipettare 100 pL di ogni standard, controllo e campione in duplicato nei rispettivi pozzetti.
5.3.Pipettare 50 uL di agente dissociantg,in tu zzetti.

5.4.Coprire la micropiastra con il copripiastrayadesivo e incubare 60 min (+ 5 min) a temperatura

5.5.Al termine dell'incubazion
per pozzetto. Riempi
micropiastra per all
carta assorbente.

zetti 4 volte con 300 pL di tampo- ne di lavaggio diluito
e ciascun poz- zetto. Dopo il lavaggio scuotere la

Non fare sec zetti. Passare immediatamente al punto successivo del
dosaggi

5.64Ppettafe 1000uL di soluzione del substrato in ciascun pozzetto.
5.7.Co micropiastra con il copripiastra adesivo e incubare 60 min (+ 5 min) a 37 °C (x 1 °C).

5.8.Bloccare la reazione aggiungendo 25 pL di soluzione di stop in tutti i pozzetti.

Scuotere brevemente la micropiastra per assicurare ’omogeneita della solu- zione
finale.

Se necessario, pulire il fondo dei pozzetti; controllare che non ci siano bolle d’aria nei pozzetti.

Leggere le assorbanze dei pozzetti entro 15 min dall’aggiunta della soluzione di stop.
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5.A. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Standard Controlli Campioni
Standard 100 pl - -
Controlli - 100 pl -
Campioni - - 100 pl
Agente dissociante 50 ul 50 ul 50 ul

Incubare 60 min (x 5 min) a temperatura ambiente in agitazione costante a 850-950
rpm, lavare 4 volte con 300 pL di tampone di lavaggio.

Soluzione del substrato 100 pl 100 pl 100 pl

Incubare 60 min (+ 5 min) a 37 °C (x 1 °C).

Soluzione di stop 25 pl 25 pl 25 pl

Lettura fotometrica a 405 nm

*
6.A. CALCOLO DEI RISULTATI (VALIDITA’ DEL METODO) \

* Leggere le assorbanze a 405 nm.

*  Calcolare la media delle assorbanze di ciascun replicato degli standard. Traccigfe una curva standard
ponendo in ordinata la media delle assorbanze di ciascuno standargie in ascissa le rispettive attivita.
Calcolare I'attivita dei campioni usando come interpolazione, esSiene lineare.

*  L’intervallo di misura € compreso tra 0,5 a 10 U/L. Campi@ni ttivita inferiori a quelle dell’intervallo
dimisura devonointerpretati < 0,5 U/L. Campioni con attivita supesigfi a quelle dell’'intervallo di misura
devono interpretati come > 10 U/L. Per calcol uesti\ ultimi valori € necessario diluire fino a
1:5 i campioni e ridosarli.

Moltiplicare il valore ottenuto per i campi iti per il rispettivo fattore di diluizione

Esempio di curva di calibrazione:
204
§ 15
< 10
2 054

00 25 50 5 00 125

<

* Dati relativi al lotto di produzione
Fare riferimento al foglio del controllo di qualita.

* Criteri di validita

- L’assorbanza media dello standard 0 U/L deve essere < 0,400.

- L’attivita del controllo deve essere all'interno dei limiti assegnati. Fare riferimento al foglio del controllo
di qualita.

- Il coefficiente di correlazione della retta di regressione della curva standard (r?) deve essere > 0,99.

Ripetere il dosaggio se non vengono soddisfatti questi criteri
6.B. INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI/LIMITI DEL METODO

* Un aumento dell’attivita di TRACP 5b (vedi 7.E.) indica un aumento di riassorbimento osseo.
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* Risultati all'interno dei valori di riferimento non escludono la presenza di disordini del metabolismo osseo.
| dati ottenuti con questo dosaggio devono essere interpretati insieme ai dati clinici o diagnostici di
ciascun paziente.

* Elevati livelli di emoglobina non interferiscono nel dosaggio.

* Elevati livelli di lipidi possono ridurre le assorbanze dei campioni e fornire dati non corretti sull'attivita

di TRACP.

7. CARATTERISTICHE DEL METODO
Sono state determinate le carattestiche del metodo durante la fase di valutazione
del dosaggio.

7.A. PRECISIONE

Campione | Variazione intra saggio | Campione Variazione inter saggio
(n=21) (n=11)
media SD CV (%) media SD CV (%)
u/L U/L
Controllo |3,0 0,18 6,0 |Controllo |3,3 0,19 58
N° 1 2,6 0,25 96 |N°1 2,5 0,23 9,2
N° 2 3,1 0,43 13,9 N° 2 4,2 0,35 83 r'S
N° 3 71 0,47 6,6 |[N°3 7,0 0,62 89
N° 4 72 038 54 \
N° 5 2,6 0,23 8,8
N° 6 16,1 1,16 7,2

7.B. RECUPERO
Sono stati aggiunti 3 livelli noti di attivita di TRACP 5b a 3\sie ersl! |l recupero medio € stato
100,9 % (SD = 11,3 %).

7.C. LINEARITA’
La linearita del metodo ¢ stata calcolata dosandggsieri con attivita diversa (n=5). | campioni con attivita
elevata di TRACP 5b possono essere diluiti fi @ :5 con il diluente per i campioni.

7.D. DOSE MINIMA RILEVABILE
La dose minima rilevabile & < 0,5 U/L.

7.E. VALORIATTESI
| valori attesi di TRACP 5b so

i de’ inati su siero di 239 donatori di sangue apparentemente

sani:
Gruppo Eta media TRACP 5b (U/L)
(intervallo) Media + SD
Donne in pre m 144  39,5(22-54) 2,59+0,78
Giovani uomigi.i 32 36,0(22-54) 3,06+0,88
46  60,3(41-81) 3,19+0,85
17 685(55-79) 3,31+0,72

lore di normalita sono stati calcolati come media + 2 SD per le donne in pre menopausa (per le
donne) e degli giovani uomini (per gli uomini) come segue:

Gruppo Limite superiore dei valori normali (media + 2SD)
Donne 415 U/L
Uomini 4,82 U/L

8. IMPORTANZA CLINICA DEL DOSAGGIO

ATTIVITA’ DI TRACP 5B IN DONNE IN POST MENOPAUSA IN TERAPIA CON

ALENDRONATO
(vedi ref. 14)

| valori di TRACP 5b sono stati determinati su siero di donne in post menopausa in terapia con 5
mg/die con alendronato per 12 mesi o trattate con placebo. Tutti i soggetti nel gruppo placebo (n =
73) e nel gruppo alendronato (n = 75) hanno ricevuto una supplementazione giornaliera di 630 mg di
calcio carbonato e di 200 IU di Vitamina D.
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Attivita di TRACP 5b nel siero (U/L) prima del trattamento (0) e a 3, 6 e 12 mesi dall’inizio del
trattamento; B) Variazioni dell'attivita di TRACP 5b nel siero (U/L) a 3 mesi. Ogni punto mostra il
vallore per ciascun soggetto a 3 mesi rispetto al valore presente all’inizio del trattamento. La linea
orizzontale del grafico B mostra la minima variazione significativa Least Significant Change (LSC =
29,5%). Una diminuzione superiore alla LSC & stata osservata nell’ 82,7% dei soggetti in tr nto
con alendronato e nell’ 11,0% nel gruppo placebo

CONSIDERAZIONI GENERALI SULLA MANIPOLAZIONE DEL KK

* Per evitare cross-contaminazioni non scambiare i tappi dei flaconi.

* Richiudere immediatamente dopo l'uso i flaconi dei reattivi pergevitare I'g@vaporazione delle
soluzioni e la contaminazione microbica.

* La stabilita dei reattivi & garantita solo se vengono oss alita di conservazione di

ciascuno di essi.

* Al termine dell’'uso rimettere i reattivi nella confeziol le. Non utilizzare insieme reattivi con
numero di lotto differente o di un diverso produttore (vedi punto 3.).

INFORMAZIONI PER LA SALUTE E UREZZA DURANTE L'USO

* Rispettare le normative di sicurezza vigenti:

it) devono essere manipolaticome se fossero
recauzioni necessarie.

* | reattivi di origine animale (vedi conté
potenzialmente infettivi e usati tu

Classificazione (CLP):
Acute Tox. 4

Aquatic Chronic 3
EUHO032

Nocivo se ingerito.
Nocivo per gli organismi acquatici con effetti di lunga durata.

Lavare accuratamente mani dopo I'uso.
Non mangiare, né bere, né fumare durante I'uso.
Non disperdere nell'ambiente.

P301+310: IN CASO DI INGESTIONE: contattare immediatamente un CENTRO
ANTIVELENI o un medico

P330: Sciacquare la bocca.

P501: Smaltire il prodotto/recipiente in un punto di raccolta rifiuti pericolosi o speciali.

Il tampone di lavaggio, il diluente per i campioni, I'agente dissociante e il tampone per il substrato
contengono Germall®ll (diazolidinil urea): Puo produrre reazioni allergiche.

CONSIDERAZIONI SULLO SMALTIMENTO DEI RIFIUTI

Residui di composti o preparazioni chimiche sono in genere considerati rifiuto pericoloso. Lo
smaltimento di questo tipo di rifiuti & sottoposto a leggi e normative nazionali o locali. In caso di dubbio
si consiglia di contattare le autorita locali per smaltire correttamente i rifiuti pericolosi.
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BoneTRAP®(TRACP 5b) ELISA

Ensayo para la determinacién cuantitativa de la isoforma 5b activa de la fosfatasal
acida tartrato resistente (TRACP)

Referencia: SB-TR201A

Para utilizacion exclusiva en el diagnostico in vitro

Introduccion

n Gantidades
irculante en
steoclastos y

Los macréfagos activados y los osteoclastos encargados de la resorcion 6sea
elevadas de fosfatasa acida tartrato resistente (TRACP) (1). Las dos formas del iR
sangre humana se conocen como TRACP 5a y TRACP 5b (2). EI TRACP 5b de

O

el TRACP 5b de los macréfagos (3).

Los osteocalstos secretan TRACP 5b a la circulaciéon sanguinea como gna ima activa que se inactiva
y se degrada en fragmentos antes de su eliminaciéon de la circula san ea. Por esta razén no se
produce una acumulacién de TRACP 5b circulante en situacioneggdg,falle,hepatico o renal (4,5). Toida la
iones’diurnas de la actividad TRACP
permitiendo asi la extraccion de la

5b sérica son bajas y los niveles no se ven afectados por
muestra en cualquier momento del dia (5).

El ensayo BoneTRAP es un método especifico para la cion de la actividad TRACP 5b recién
liberada de los osteoclastos. Esta dirigido a utilizarse como un indicador de resorcioén 6sea y puede
utilizarse como una herramienta en la moni- tor; de los cambios de la resorcion dsea en situaciones
de mujeres post-me- nopausicas y en individu@sfdiagnosticados de osteoporosis sometidos a terapias
anti-resorptivas (HRT y bifosfonatos) (4, . actividad de la TRACP 5b refleja el niumero de
osteoclastos (15,19), por lo que el ensay AP puede utilizarse convenientemente para determinar
el nimero de osteoclastos en cultivo

&
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Principio del ensayo

La placa esta recubierta con anticuerpos anti-TRACP
I< (monoclonales).

Se afiaden los calibradores, control y muestras de los pacientes.

I“-< 0 Se anade el reactivo para la liberacion.

Se produce la disociacion del TRACP 5b activo de sus proteinas
I"'o‘ . i

de union.
"y ey _ El TRACP 5b se une a los anticuerpos anti TRACP. Incubacion
e con el substrato pNPP (*).

La reaccion, se para por
la adicién de hidréxido soédico. La absorpcion se lee fotométricamente.

¢ Ventajas del ensayo

Cuantifica la actividad TRACP 5b que se libera especificamente de los os-teoclastos.
No presenta interferencias con el TRACP 5 a o con otras fosfatasas.
La hemolisis no afecta a los resultados.

Sinvariaciéndiurna.

No se ve afectado por las alteraciones funcionales renales o hepaticas.
No se ve afectado por la dieta.

* & 6 6 oo

COMPONENTES DEL KIT
Cat. no.: SB-TR201A

1. |[MICROPLAT]| Microplaca: 12 x 8 pocillos (con sofort esecante en bolsa de aluminio),

divisibles, forma-F, recubiertos con anticuerpo monoclo| (ratén) y BSA, listo para usar.

2. Control: 2 x 2 viales, cada uno con 0,5 ml de humano recombinante, liofilizados, Xn,
Nocivo, R 22-52/53, S 36-60, contiene <1% de azida sédica y BSA.
3.

Xn, Nocivo, R 22 - 52/53, S 36-60, de azida sédica y BSA. El valor exacto de cada

Calibradores: 2 x 6 viales, cada co .5 ml de TRACP humano recom- binante, liofilizados,
contiegne
calibrador se encuentra impreso €| infofme de control de calidad

4. Tampén de

conteniendo < 1% Germ

. [sampDIL] Diluyente de

usar, conteniend@’<

lla con 40 ml de TBS/Tween (25x), pH 7,65-7,85,

o

uestra: 1 botella con 15 ml de solucién del cloruro sddico, listo para
all®l.

6. eac ra la liberacion: 1 vial con 8 ml, pH 6,9 - 7,1, listo para usar, conteniendo <
1% :
7. pon de Substrato: 2 viales con 10 ml cada uno de tampén acetato sédico, pH 5,95-

a usar, conteniendo < 1% Germall®Il.

8. ISUBS pNPP| Tabletas de Substrato: 4 tabletas, conteniendo p-nitrofenil fosfato
(PNPP)
9. Solucion de Parada: 1 vial con 6 ml de hidroxido sodico 0,32M, listo para usar, Xi,

irritante, R36/38, S 26-37-60

SB-TR201A v10 20 octubre 2022 Espafiol Pagina 2
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1. ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

MATERIAL/REACTIVO ESTADO ALMACENAMIENTO ESTABILIDAD
Test kit Cerrada 2.8°C Hasta la fecha de
caducidad
Microplaca Abierta 2...8 °C en su bolsa 6 semanas
con desecante
Control Reconstituido  -18 °C o inferior 6 semanas
Calibradores Reconstituido -18 °C o inferior 6 semanas
Tampon substrato Abierta 2.8°C 6 semanas
Tampon de Lavado Diluido 2.8°C 6 semanas
Diluyente de la Muestra Abierta 2.8°C 6 semanas
Reactivo de Liberacion  Abierta 2.8°C 6 semanas
Solucién de Parada Abierta 2.8°C 6 semanas

No utilizar estos reactivos después de la fecha de caducidad.

La informacioén de estabilidad y almacenamiento de muestras indicada anteriorme
recomendaciones generales de uso en varios contextos de laboratorios. Cad# labo
directrices o requisitos de las normas locales, nacionales y/o federales o de or izacien
establecer la estabilidad de almacenamiento y manipulacion de sus propi uesttas. Para obtener

directrices sobre las practicas adecuadas, consulte el documento CLSI GP4 Procedures for the Handling
and Processing of Blood Specimens for Common Laboratory Test; Appro Guideline — Fourth Edition.

2. REACTIVOS Y MATERIALES REQUERIDO&@ OPORCIONAN

2.1. Agua desionizada.
2.2. Micropipetas ajustables.

2.3.Envases de cristal o de plastico limpios ilucion del Tampon de Lavado y de las muestras.

2.4.Sistemas apropiados para el lay, de icroplaca (e.j. pipeta multicanal o
lavador de ELISA).

2.4. Incubador de 37°C.
2.5. Agitador de micro cuencia de agitacion 850-950 rpm, 4 mm de amplitud.
2.6. Lector de micn@pl iltros para 405 nm

3. PREPARACI S REACTIVOS

nentes del kit deben alcanzar la temperatura ambiente (TA) antes de comenzar con
de la técnica.

Calcular@l' numero de pocillos que se necesiten.

2. 3.1 Microplaca
La bolsa de aluminio debe cerrarse completamente junto con el desecante cada vez que se extraigan

los pocillos. Elalmacenamiento y la estabilidad de los pocillos se indican en la tabla 1.

4.. 3.2 Tampon de Lavado
Mezclar un volumen de Tampdn de Lavado (25x) con 24 volumenes de agua bidestilada (p. €j., 10
ml de Tampodn de Lavado (25x) con 240 ml de agua). Para 8 pocillos, se requieren 7ml de Tampon
de Lavado diluido.

5. 3.3_Calibradores
Reconstituir cada uno de los calibradores liofilizados con 0,5 ml de agua bides- tilada. Tiempo para
la reconstitucion 15 minutos.

6.. 3.4 Control
Reconstituir el control liofilizado con 0,5 ml de agua bidestilada. Tiempo para la reconstitucion 15
minutos.
SB-TR201A v10 20 octubre 2022 Espafiol Pagina
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3.5. Solucién de Substrato
Disolver 1 tableta de substrato en 5 ml de tampdn substrato.

La solucion de substrato no debe almacenarse.

No mezclar reactivos de diferentes lotes o fabricantes.

Solamente se obtienen resultados validos y reproducibles si se procede taly como se ha
descrito y si se utilizan los reactivos especificos para cada kit.

4. MUESTRAS

4.1 El ensayo esta disefado para muestras de suero y de plasma-EDTA. Debe utilizarse el mismo
tipo de muestra a lo largo de todo el estudio.

7.. 4.2 No se necesita pretratamiento del suero, como p. €j. inactivaciéon. Sin embargo, no deberia

estar contaminado con microorganismos.

8.. 4.3 Las muestras pueden almacenarse hasta 8 horas a temperatura ambiente, y h 3 a

2-8°C. Pueden almacenarse a —20°C hasta 2 meses. Para peri- odos de almacenamien as

prolongados se requiere almacenar a —80°C.

9.. 4.4 Utilizar las muestras sin diluir. Las muestras por encima del rango puedegdilui

5.A. PROCEDIMIENTO DE LATECNICA \

5.1.Cortar la bolsa de aluminio por la parte superior del cierre y ext el nuiero de pocillos de la
microplaca requeridos para la realizacién del test.

NB! Microplaca de 12 x 8 pocillos.

5.2.AfRadir en duplicado 100 pl de cada uno de los Cali , Control y muestras.

5.3.Afadir 50 pl del Reactivo para la Liberacio da pocillo.

5.4.Tapar la microplaca con una lamina adheSiva e incubar durante 60 min (x 5 min) a temperatura

ul de Solucion de Lavad
lavado, secar los pocil
papel absorbente.

icrop- laca sacudiéndolos suavemente en posicion invertida sobre
ar los pocillos. jProceder inmediatamente!

ca con papel plastico e incubar durante 60 min (+ 5 min) a 37°C (x1°C).

5n afiadiendo 25 pl de Solucion de Parada a cada pocillo.

Limpiar los pocillos de la microplaca por debajo antes de la lectura fotométrica y asegurarse de
que no haya burbujas en el interior de los pocillos.

La lectura debe realizarse en los 15 minutos siguientes a la adicion de la Soluciéon de Parada!

SB-TR201A v10 20 octubre 2022 Espafiol
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5.B. TABLA PARAEL PROCEDIMIENTO DE LA TECNICA

Calibradores Controles Muestra
Calibradores 100 pl - -
Controles - 100 pl -
Muestra - - 100 pl
Reactivo de Liberacién 50 pl 50 ul 50 ul

Incubar durante 60 min (+5) a temperatura ambiente con agitacién constante a 850-
950 rpm, lavar 4x con 300 pl de tampon de lavado..

Solucién de Substrato 100 pl 100 pl 100 pl

Incubar durante 60 minutos (+ 5 min) a 37 °C (£ 1 °C).

Solucién de Parada 25 pl 25 pl 25 pl
Lectura fotométrica a 405 nm
\ 4
6.A. CALCULO DE LOS RESULTADOS (VALIDACION) \
* Leer los valores de la D.O. a 405 nm.
* Situar los valores medios de la D.O. de los calibradores te a valores de actividad
respectivos. La linea de calibracién se calcula mediante u ion lineal.
* El rango para la cuantificacion se extiende de 0,5a 1 a estras por debajo del rango

de medida se interpretan como < 0,5U/l. Las mues
del limite superior de cuantificacién deben interpret
extrapolarse, sino que las muestras deberian
Las actividades del TRACP 5b para el control y par

S a aglividad se encuentre por encima
ec > 10 U/I. Estos valores no deben
starse tras su dilucion (hasta 1:5).

muestras se extrapolan de la linea de

calibracion. Si se tienen que utilizar muestr; iluidas, debe tenerse en cuenta el factor de dilucion.

Ejemplo de linea de calibracion:

@ 0 25 S50 75 W00 1S
‘ TRACPUIL

atos especificos de lote
Ver Certificado de Control de Calidad.

*  Criterios de Validacion
- La media de la D.O. del Calibrador de 0 U/L, debe de ser <0,400.
- La actividad del control debe situarse dentro de su rango nominal. Consultar el
Certificado del Control de Calidad para ver los valores asignados.
- El coeficiente de correlacion (r?) de la linea de calibracién debe de ser
>0,99.

Repetir el ensayo si los resultados no cumplen con las especificaciones!

6.B. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS/LIMITACIONES DEL METODO

*

de la resorcioén osea.

SB-TR201A v10 20 octubre 2022 Espafiol
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* Los resultados dentro del rango de referencia no excluyen completamente las alteraciones en
el metabolismo 6seo. Por esta razén, los resultados deberian siempre interpretarse en conjunto
con el resto de datos clinicos y parametros diagnosticos.

Las concentraciones de hemoglobina elevadas no influyen en los resultados del

test.

Concentraciones de lipidos elevadas podrian reducir los valores de la DO y distorsionar el
calculo de los valores de la actividad TRACP.

7. CARACTERISTICAS DEL ENSAYO

Durante la evaluacion del ensayo, se determinaron las siguientes caracteristicas.

7.A. PRECISION

Muestra | Variacién intra-ensayo | Muestra | Variacion Inter.-ensayo
(n=21) (n=11)
Media SD CV (%) Media SD CV (%)
U/L U/L
Control 3,0 0,18 6,0 Control 3,3 0,19 5,8
N° 1 2,6 0,25 9,6 N°1 2,5 0,23 9,2
N° 2 31 043 139 |N°2 42 035 83 ¢
N°3 7.1 0,47 6,6 N°3 7,0 0,62 8,9
N° 4 7.2 0,38 54
N°5 2,6 0,23 8,8
N° 6 16,1 1,16 2

7.B. RECUPERACION
Se afadieron 3 concentraciones de TRACP 5b con activi
determind una media de recuperacion del 100,9% (RS = 11,

conocida a 3 sueros diferentes y se

7.C. LINEALIDAD DE LA DILUCION
La linealidad se determind utilizando sueros de di te actividad (n=5). Las muestras con una elevada
actividad TRACP 5b se pueden diluir hasta 1 iluyente de la Muestra.

7.D. LIMITE DE LA CUANTIFICACI

El limite de la cuantificacion es <0

A.. 7.E. VALORES E
Los valores esperados de
de donantes sanos, com indica a continuacion:

Media de edad TRACP 5b (U/L) |

(rango) Media £ SD
39,5(22-54) 2,59+0,78
36,0 (22-54) 3,06 +0,88
60,3 (41-81) 3,19+0,85
68,5(55-79) 3,31+0,72

El limite superior de normalidad se calculé como la media + 2 SD del grupo de mujeres pre menopadusicas (para
las mujeres) y del grupo de hombres jévenes (para los hombres):

Grupo Limite superior de normalidad (media + 2SD)
Mujeres 415 U/L
Hombres 4,82 U/L

8. IMPORTANCIA CLINICA

TRACP 5B ACTIVIDAD TRACP 5B EN MUJERES POSTMENOPAUSICAS

SOMETIDAS A TERAPIA CON ALENDRONATO
(verref. 14)

Los valores de TRACP 5b se calcularon a partir de las muestras de suero de un grupo de mujeres
postmenopausicas que recibian 5 mg de alendronato diario du- rante 12 meses en un estudio clinico

SB-TR201A v10 20 octubre 2022 Espafiol Pagina
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en los que se administré un placebo al grupo de control. Todos los individuos del grupo al que le
suministré un placebo (n=73) o el tratamiento con alendronato (n=75), recibieron un suplemento diario
de 630 mg de carbonato calcico y de 200 Ul de Vitamina D.

A 401 —4A—Placebo B 10l bl
—— Alendronate — | [ ]
35+ £ 1201 h
E e — =
3,01 —* < @
~ G 100
3 s =
= Ak ok ke E 80
- e )
ﬂ 2,04 — - 1
o
o 154 g e
é £
= 1,04 : 40
3]
0,54 é 20
00, v r v : AR
0 3 5 9 12 T !
Time (months) Alendronate

el valor de un individuo a los 3 meses comparado con el valor de ese mismo individug
de comenzar con el tratamiento). La linea en B) muestra el Menor Cambio %niﬁc
%). En el 82,7% de los individuos se observé una disminucion superior a c
alendronato, y en el 11% de los individuos en el grupo del placebo.

ADVERTENCIAS GENERALES SOBRE LA MANIPULAGION

*  Para evitar contaminaciones cruzadas, no intercambiag los @'
arsg, para evitar la evaporacion y la

contaminacion microbiana.
* Tras su utilizacion, los reactivos deben almace Un las indicaciones proporcionadas para
garantizar su vida media.
*  Tras su utilizacion, todos los componentes del kit deberian almacenarse en su envase original, para
evitar mezclar reactivos de diferentes tipogfd

INFORMACION SOBRE SEGURI

*  Debe cumplirse la normativa ség

*

gponentes del kit) deberian manipularse como potencialmente
cauciones nece- sarias.

Los reactivos de origen anima rco
infecciosos y utilizarse das‘as pr

Clasificacion (CLP
Acute Tox. 4: H302
Aquatic Chronicf@3:

En contacto con acidos libera gases muy téxicos.
Nocivo en caso de ingestion.
Nocivo para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.

e prudencia
P264: Lavarse manos concienzudamente tras la manipulacion.
P270: No comer, beber ni fumar durante su utilizacion.
P273: Evitar su liberacion al medio ambiente.
P301+310: EN CASO DE INGESTION: Llamar inmediatamente a un CENTRO DE
INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico.
P330: Enjuagarse la boca.
P501: Eliminar el contenido/el recipiente en un punto de recogida publica de residuos

especiales o peligrosos.
El Tampon de Lavado, el Diluyente de la Muestra, el reactivo de Liberacion, y el Tampon Substrato
contienen Germall®ll (urea diazolinilada): pueden producir reac- ciones alérgicas.

CONSIDERACIONES SOBRE ELIMINACION DE LOS RESIDUOS

Los residuos de los agentes quimicos y de las preparaciones se consideran en general como
residuos peligrosos. La eliminacion de este tipo de residuos esta regulada a través de las leyes
nacionales y regionales y de sus normativas. Contactar con las autoridades locales o con las compafiias
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de gestién homologadas, las cuales aconsejaran sobre como proceder para la eliminacién de los
residuos peligrosos.

Blbllografla

Yaziji H, Janckila AJ, Lear SC, Martin AW, Yam LT 1995 Immunohistochemical detection of tartrate-resistant acid

. Reichel H, Esser A, Roth HJ, Schmidt-Gayk H 2003 Influen

phosphatase in non-hematopoietic human tissues. Am J Clin Pathol 104:397-402.

Lam KW, Li CY, Yam LT, Desnick RJ 1981 Comparison of the tartrate-resistant acid phosphatase in
Gaucher’s disease and leukemic reticuloendotheliosis. Clin Biochem 14:177-181.

Janckila AJ, Neustadt DH, Nakasato YR, Halleen JM, Hentunen T, Yam LT 2002 Serum tartrate-resistant
acid phosphatase isoforms in rheumatoid arthritis. Clin Chim Acta. 320:49-58.

Halleen JM, Alatalo SL, Janckila AJ, Woitge HW, Seibel MJ, Vaananen HK 2001 Serum Tartrate-resistant
acid phosphatase is a specific and sensitive marker of bone resorption. Clin Chem 47:597-600.

Hannon RA, Clowes JA, Eagleton AC, Al Hadari AA, Eastell R, Blumsohn A 2004 Clinical performance
of immunoreactive tartrate resistant acid phosphatase isoform 5b as a marker of bone resorption. Bone
34:187-194.

Halleen JM, Alatalo SL, Suominen H, Cheng S, Janckila AJ, Vaananen HK 2000 Tartrate-resistant acid
phosphatase 5b: a novel serum marker of bone resorption. J Bone Miner Res 15:1337-1345.

Janckila AJ, Takahashi K, Sun SZ, Yam LT 2001 Tartrate-resistant acid phosphatase isoform as serum
marker for osteoclastic activity. Clin Chem 47:74-80.
Albertini B, Casez JP, Cheneval JP, Wauters JP, Jaeger PH 2002 Low levelgPof 28
(250HD) and high serum tartrate resistant acid phosphatase 5b (TRAP 5b) activit: h
relationship to secondary hyperparathyroidism. J Am Soc Nephrol 13:571A-57

Halleen JM 2003 Tartrate-resistant acid phosphatase 5B is a specific and sen§iti ker of bone resorption
(Review). Anticancer Res 23(2A):1027-1029.

Chu P, Chao TY, Lin YF, Janckila AJ, Yam LT 2003 Correlation betwe istomorphometric parameters of
bone resorption and serum type 5b tartrate-resistant acid phosp! in mic patients on maintenance
hemodialysis. Am J Kidney Dis 41:1052-1059.

[¢) ssay Methodology on Differential
Diagnosis of Renal Bone Disease. Nephrol Dial Trans
Mehlhorn AT, Rechl H, Stemberger AW, Gradinger R 2002 ogical and histochemical determination of
TRAP 5b to measure osteoclast activity under antiosteolytic treatment. Calcif Tissue Int 70, Abstract P21.
Stepan JJ, Burckhardt P 2002 Serum activity o b ACP and biochemical markers of type | collagen
degradation in osteoporotic men with Klingfelte dreme treated with an intravenous ibandronate. Calcif
Tissue Int 70, Abstract P79.

Halleen JM, Nenonen AM, Alatalo SL, Ivagk
P, Sievanen H, Vaananen HK 2003
markers of bone turnover in monitoring a
Rissanen JP, Hentunen TA, H
bone resorption assay useful
SA256.
Terpos T, Viniou N, de la Eue etis J, Voskaridou E, Karkantaris C, Vaiopoulos G, Palermos J, Yataganas
X, Goldman J, Ra Pamidronate is superior to ibandronate in decreasing bone resorption,
interleukin-6 and bet obulin in multiple myeloma. Eur J Haematol 70:34-42.

Truniger R, Popp WE, let R, Noesberger A, Lippuner K 2003 Effects of a 12 months risedronate treatment

heng S, Schmidt-Gayk H, Uusi-Rasi K, Heinonen A, Kannus
serum tartrate-resistant acid phosphatase 5b with other
ate therapy. J Bone Miner Res 18(Suppl.1), Abstract SA104.

Development and characterization of a novel human in vitro
ing of drug candidates. J Bone Miner Res 18(suppl.1), Abstract

on biochemi s of bone turnover and on serum osteoprotegerin and soluble receptor activator of NF-
kB li nopausal osteoporotic women. J Bone Miner Res 18(suppl. 1), Abstract SU341

Vo , Terpos E. Spina G, Palmeros J, Rahemtulla A, Loutradi A, Loukopoulos D 2003 Pamidronate
is an i atment for osteoporosis in patients with beta-thalassaemia. Br J Haematol 1234:730-737.

Alatalo alleen JM, Hentunen TA, Monkkoénen J, Vaananen HK 2000 Rapid screening method for
osteoclast differentiation in vitro that measures tartrate-resistant acid phosphatase 5b activity secreted into the
culture medium. Clin Chem 46:1751-1754.

SB-TR201A
Version 09
03 de junio de 2015

SB-TR201A v10 20 octubre 2022 Espafiol
8di9

Pagina



Use By
Verwendbar bis
Fecha de caducidad
Utilizzare entro
Utiliser jusque
Houdbaar tot
Holdbar til
PouZitelné do
PouZitelné do
Huepopnvia Anéng
Prazo de validade
Felhasznalhato
Anvénd fore

Uzy¢ przed

Balch code
Chargenbezeichnung
Caodigo de lote
Codice del lotto
Code du lot

Lot nummer
Lotnummer

Cislo SarZe

Cislo SarZe
ApiBpsc Napridag
Cédigo do lote
Sarzsszam

Lot nummer

Kod partii

Catalogue number
Bestellnummer
Nimero de calalogo
Nurnero di catalogo
Référence du catalogue
Catalogus nummer
Katalognummer
Katalogové Eislo
Kataldgoveé Eislo
ApiBuog karaAdyou
Referéncia de catalogo
Katalégusszam
Katalognummer
Nurner katalogowy

Contains sufficient for <n> tests

Inhalt ausreichend fiir <n> Priifungen
Contenido suficiente para <n> ensayos
Contenuto sufficiente per “n” saggi
Contenu suffisant pour “n'tests
Inhoud voldoende voor “n” testen
Indeholder tilsttraekkeligt til *n” test
Lze poudit pro <n> testi

Obsah postacuje na <n> stanoveni
TMepiexGuevo EMapKES yia «vn EEETAOEN
Conteudo suficiente para “n” ensaios
A doboz tartalma <n> vizsgalat
elegendd

Récker till “n” antal tester

Wystarczy na wykonari

Temperature limj

Taplotné rozmedzie od do
eflopropol Gepuokpaaiag
imites de temperatura
Hémérséklettartomany
Temperaturbegrénsning
Przestrzegad zakresu temperatury

Manufacturer
Hersteller
Fabricante
Fabbricante
Fabricant
Fabrikant
Producent
Vyrobe

Viyrobca

itro Diagnostic Medical Device
In-Vitro-Diagnostikum
Producto sanitario para diagndstico in vitro
Dispositivo medico-diagnostico in vitro
Dispositif médical de diagnostic in vitro
Medisch hulpmiddel voor in-vitro diagnostiek
Medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik
In Vitro diagnosticky zdravotnicky prostfedek
Zdravolnicka pomocka in vitro
In Vitro Aiayvwornikd larporeyvodoyikd mpoidv
Dispositivo médico para diagndstico in vitro
In vitro diagnosztikum
Medicintekniska produkter for in vitro diagnostik
Wyrob do diagnistyki In Vitro

Consult Instructions for Use
Gebrauchsanweisung beachten
Consulte las instrucciones de uso
Consultare le istruzioni per l'uso
Consulter les instructions d'utilisation
Raadploeg de gebruiksaanwiizing
Se brugsanvisning

Viz ndvod k pouziti

Vid' navod na puZitie
Zupfouleureite g odnyieg xprong
Consuilte as instrugdes de utilizagdo
Nézze meg a Hasznélali utasitast
Se handhavandebeskrivningen
Sprawdz w instrukeji obsfugi

GB | EU Importer

DE | EU-Importeur

ES | UE Importador

IT Importatore UE

FR | Importateur UE

9di9

Immunodiagnostic Systems Limited,
10 Didcot Way, Boldon Business Park,
Boldon, Tyne & Wear, NE35 9PD, UK

Tel.: +44 191 519 0660
Fax: +44 191 519 0760
E-Mail: info.uk@idsplc.com

* www.idsplc.com

SB-TR201A v10 20 octubre 2022

Espafiol

IDS Immunodiagnostic Systems GmbH
Herriotstrasse 1

60528 Frankfurt am Main

Germany

Pagina




	SB-TR201A v10 - BoneTRAP (TRAcP 5b) ELISA English
	SB-TR201A v10 - BoneTRAP (TRAcP 5b) ELISA French
	SB-TR201A v10 - BoneTRAP (TRAcP 5b) ELISA German
	SB-TR201A v10 - BoneTRAP (TRAcP 5b) ELISA Italiano
	SB-TR201A v10 - BoneTRAP (TRAcP 5b) ELISA Spanish

