Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA O .

c € Instructions For Use immunodiagnosticsystems

Product Name Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA REF AC-10F1

Abbreviated Product Name Urine CTX-II EIA

1. Intended Use
For In Vitro Diagnostic Use.
The Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA is an enzyme immunological test for the quantification of degradati oducts of C-terminal

telopeptides of Type Il collagen in human urine. Results are to be used in conjunction with other cli
the indication of degradation of cartilage and may be used as as an aid for:

- quantitative assessment of disease activity (structural damage of articular cartilage) 4 i ith RA and OA
- prognosis of disease activity in patients with RA and OA, and ¢
- early assessment of long-term effect of therapy in patients with RA \

2. Summary and Explanation

Disruption of the structural integrity of cartilage is the major histological findin oste itis and rheumatoid arthritis. Type Il
collagen is the major organic constituent of cartilage and fragments of type Il collagen (CTX-II) are being released into circulation
and subsequently secreted into urine following degradation of cartilage. | f TX-1l fragments can be quantified by Urine
CartiLaps® (CTX-Il) EIA.

The Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA has been reported to be usefulin predictioft of progression of osteoarthritis™? and in other
clinical and pre-clinical investigations3°.

3. Method Description
Urine CartiLaps® (CTX-ll) EIA is based on the comp e’binding of a monoclonal antibody to urinary fragments of type Il
collagen* or to biotinylated, synthetic peptides nd face of microtitre plates coated with streptavidin.

Initially, biotinylated, synthetic peptides are bound4e,the e of streptavidin-coated wells of the microtitre plate. After washing,
calibrators, controls, and urine samples are pipe the wells followed by addition of the monoclonal antibody. The wells are
ti-Mouse immunoglobulin (rabbit) is added to the wells. Following the second
washing step, the wells are incubated with genic substrate. The reaction is stopped and the absorbance is measured.

4. Warnings and Prec
The Urine CartiLaps® (CTX-Il)
must be used strictly in ac

CAUTION: ins material of animal origin. Handle kit reagents as if capable of transmitting an infectious agent.
and good laboratory practice must be used in the storage, handling and disposal of the kit reagents.
hould be in accordance with local regulations.

Human materialused in the preparation of this product has been tested by FDA recommended assays for the presence of
antibody to Human Immunodeficiency Virus (HIV | and Il), Hepatitis B surface antigen, antibody to Hepatitis C, and found
negative. As no test can offer complete assurance that infectious agents are absent, the reagents should be handled according
to Biosafety Level 2.

Reagents containing Sodium Azide
Some reagents in this kit contain sodium azide (NaN3) <0.1 % (w/w) which may react with lead, copper or brass plumbing to form
highly explosive metal azides. On disposal, flush with large volumes of water to prevent azide build up.

Classification under CLP:

EUH208
Hazard statements: Precautionary statements:
EUH208 Contains a mixture of: 5-chloro-2-methyl-2h- N/A

isothiazol-3-one [ec no 247-500-7] and 2-methyl-
2h-isothiazol-3-one [ec no 220-239-6]. May
produce an allergic reaction.
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5. Shelf Life And Storage Of Reagents
Store the Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA kit upon receipt at 2-8°C. Under these conditions the kit is stable up to the expiry date
stated on the box.

Do not use kit components beyond the expiry date and do not mix reagents from different lots.

Indications of possible deterioration of kit reagents include:
- The presence of abnormal particulate matter in any of the reagents.
- A decrease in the maximum binding.
- A high non-specific binding.
- A shift in the slope of the curve from its normal position.

6. Sample Collection and Storage

- For optimal results it is recommended to use urine from second morning void. Spot urine sample may be used.

- For monitoring purpose, follow up samples should be collected under same conditions as the baseline sample.

- Prior to use, urine specimens should be shaken and sedimentation allowed for a minimum of 30 minutes.

- The urine sample can be stored at 2-8°C for a maximum of 24 hours; store the samples at -20°C or lower for longer
storage.

- Specimens obviously contaminated with whole blood may interfere with assay performan h specimens should
be discarded and a new specimen collected

2
- Samples containing particulate matter must be centrifuged before performing t S!
- Samples displaying microbial contamination should not be assayed with thegkit.
- Before performing assays, make sure that samples, calibrators and controls m perature (18 - 22 °C).
- Each laboratory should follow the guidelines or requirements of local, st nd/or federal regulations or accrediting
organizations to establish its own specimens handling and storagegstability. guidance on appropriate practices,

please refer to the CLSI GP44-A4, “Procedures for the Handling a rocessing of Blood Specimens for Common
Laboratory Tests”.

7. Materials
Materials Provided

MICROPLAT| Streptavidin coated microtiter pla
Microwell strips (12x8 wells) pre-g @

ith streptavidin. Supplied in a plastic frame.

CALO| Calibrator
Ready to use buffered soluati rotein stabiliser, detergent and preservative; 1 vial, 3.0 mL
CAL 1 - Calibrators

containing a synthetic peptide with protein stabilisers, detergent and
co tration levels, 0.4 mL per vial
ndard is printed on the QC report.

Ready to use bufj

CTRL 1 -2
1 each of 2 concentration levels, 0.4 mL per vial

ed ranges for the controls are printed on the QC report.

Biotinylated synthetic peptide prepared in a buffered solution with protein stabiliser, detergent and
preservative; 1 vial, 12.0 mL

H

Primary Antibody
Ready to use buffered solution containing monoclonal antibody with protein stabilser, detergent,
preservative and red dye; 1 vial, 12.0 mL

ENZYMCONJ Peroxidase conjugated antobody
Ready to use peroxidase conjugated anti mouse immunoglobulins (rabbit) in a buffered solution with
protein stabiliser, detergent, preservative and blue dye; 1 vial, 12.0 mL.

UBS TMB Substrate Solution
Ready to use tetramethylbenzidine (TMB) substrate in an acidic buffer; 1 vial, 12.0 mL
Please note that the chromogenic substrate might appear slightly blueish.

Stopping Solution
Ready to use solution of 0.18 mol/L sulphuric acid; 1 vial, 12.0 mL

ASHBUF 50x| Washing Buffer
Concentrated washing buffer with detergent and preservative; 1 vial, 20.0 mL

Adhesive Plate Sealer Adhesive film for covering wells during incubation.
Documentation Instructions for Use and QC report.
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Materials required — not supplied
- Containers for preparing the Washing Solution
- Precision pipetting devices to deliver 40 pL
- Distilled water
- Precision 8 or 12 channel multipipette to deliver 100 pL to 300 pL
- Vortex mixer
- Automatic microplate washer (optional)
- Photometric microplate reader and data analysis equipment

8. Preparation Of Reagents

Allow all reagents to come to room temperature (18 - 22°C) for a minimum of 60 minutes before use. Do not interchange kit
components from different lots.

Wash buffer preparation
Prepare by adding 1-part Wash Concentrate WASHBUF 50x| to 50-parts distilled water.

All other reagents are supplied ready for use.

N.B. To avoid potential microbial and / or chemical contamination, unused reagents should never be rned into the original
vials.

9. Assay Procedure
Prepare reagents as described in § 8. Preparation of Reagents. Mix all reagents anc’s mp gre use (avoid formation of
foam).

NOTE: To ensure consistent results between runs, between operators, and to minjmis drift effect; strictly adhere to the
following procedure:

a. Bring all reagents to room temperature (18 — 22 °C) prior to use — tHigiwill ta pproximately 60 minutes.
b.  Seal the plate during incubations using the plate sealers which ake jed with the assay kit.

c. Do not stack plates during incubation in order to ensure a,con @’ rature for all plates.

d. Do not under or overfill the assay wells during the washifg steps”

e. Add reagents in the same sequence each time to reduce tifne deviation between reactions

Do not pipette directly from the vial containing TMB substrate. equired volume should first be transferred to a clean
container. Solution remaining in the container should be discarded following use and NOT returned to the stock vial [SUBS TMB|

Determine the number of strips needed for the assay; ommended to test all samples in duplicate. In addition, for each run
a total of 16 wells are needed for the standards'amd c Is. JPlace the appropriate number of strips in the plastic frame. Store
any unused strips in the tightly closed foil bag wit apsules.
1. Add 100 pL of Biotinylated Antigen ch well, cover with sealing tape, and incubate for 30+5 minutes at room
temperature (18-22°C) without shaki
2. Wash all wells 5 times with wash buffe
Automatic plate wash

asher to dispense 300 pL of wash solution per well
irate for 5 cycles
Manual wash Decant the contents of the wells by inverting sharply
ipette 300 pL of wash solution into each well, decant and repeat 5 times
Remove excess wash buffer by tapping firmly on absorbent tissue before proceeding
npletely emptied after each manual or automatic washing cycle.
the next step at the end of washing.

, Controls [CTRL 1 - 2| or unknown samples into appropriate wells followed by 100 pL

e Peroxidase-Conjugated Antibody ENZYMCONJ| to each well.

unostrips with sealing tape and incubate for 60+5 minutes at room temperature (18-22°C) without shaking.
Wash all wells as step 2

Pipette 100 uL of the Substrate Solution into each well and incubate for 15+2 minutes at room temperature (18-
22°C) in the dark. Use sealing tape.

NOTE: do not pipette directly from the vial containing TMB substrate. The required volume should first be transferred to a
clean container. Solution remaining in the container should be discarded following use and NOT returned to the stock vial
[SuBS TMB|

10. Pipette 100 pL of the Stopping Solution into each well.

11. Measure the absorbance at 450 nm with 650 nm as reference within two hours.

©oNo oA

N.B. Microplate readers measure vertically; when pipetting, do not touch the bottom of the wells

Automated Platforms

The Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA kit was designed and developed to be performed manually using the protocol described above.
The protocol is not necessarily applicable to automated platforms.

If automated platforms are used it is the responsibility of the user to ensure the kit has been appropriately tested. To improve
the performance of the kit on automated platforms, it is recommended to increase the number of wash cycles at each wash step.
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10. Calculation of Results
A variety of data reduction software packages are available, which may be employed to generate the mean calibration curve and
to calculate the mean concentrations of unknown samples and controls. A 4-parameter logistic curve fit should be used.

If the absorbance of a pre-diluted sample is above Calibrator 5, the sample should be diluted in Calibrator 0 and re-analysed.

For each urine sample the Urine CTX-II EIA concentration (ug/L) and the creatinine concentration (mM= mmol/L) should be
determined using an enzymatic colometric method for clinical chemistry analyser.

The following equation corrects the CTX-II concentration for variation in urine concentration:
Corrected CTX-Il Value (ng/mmol) = [1000 x CTX-Il (ug/L)] + Creatinine (mmol/L)

11. Quality Control

Good Laboratory Practice (GLP) requires the use of quality control specimens in each series of assays in order to check the
performance of the assay. Controls should be treated as unknown samples and the results analysed with appropriate statistical
methods.

The two kit controls provided in the kit are intended to assist in assessing the validity of results obtainedgwith each assay plate.

IDS recommend the users to maintain graphic records of the control values generated with each ass ding the running
means, SDs and %CVs. This information will facilitate the controls trending analysis relating tosthe peffermance of current and
historical control lots relative to the supplied Quality Control data. The trending will assist i d tion of assays which
give control values significantly different from their average range. ¢

When interpreting control data, users should note that this product was designed and (-:Nas a manual product. The range
stated on the QC certificate should be appropriate for assays that are performed mahua d With strict adherence to the Assay
Procedure described above. It is recognised by Quality Control professionals,gha a rgsult of differences in conditions and
practices, there will always be variability in the mean values and preci of I measurements between different
laboratories™®.

12. Measurement Range
Detection limit 0.20 pg/L

The detection limit was determined to 0.20 pg/L, which is the concentration corresponding to three standard deviations below the
mean of 21 determinations of the absorbance of the Urj rtiLaps Standard 0.

13. Limitations of Use
- As in the case of any diagnosti
presentation and other informatis

- Heterophilic antibodies i erum can react with reagent immunoglobulins, interfering with in vitro
immunoassays'®. Pati

interfere in the Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA when the concentrations presented in
the stated threshold.

Agent Threshold Concentration

30 g/L
10 mg/L
5 mg/L
5 mg/L
50 mg/L
50 g/L
Acetyl-salicyclic acid 50 g/L
Paracetemol 50 g/L
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14. Expected Values
It is advisable for each laboratory to establish its own range of healthy and pathological CTX-Il values. As an example, the
geometric mean values and 95% confidence interval (ClI) for various populations are given below. For further information, please
refer to the reference list at the end of these instructions.

0,
Population Number of subjects Age (years) N(Iﬁg?m(i;?)(l-)" (nggf;rﬁn?(lal)
All women 459 20-85 299 79 - 1137
38 20-30 464 103 — 2086
Premenopausal 165 30 - 59 200 65 -618
28 48 — 53 164 66 — 410
Postmenopausal 38 48 — 53 318 89 — 1132
256 46 — 85 363 112 - 1172
All male 247 22 -87 278 87 — 895
27 20-30 501 214 - 1171
Male 141 30-60 236 89 — 628
79 > 60 305 85 — 1096

The above ranges should be considered as guidelines only; it is recommended that each laboratory
range based upon its own patient population.

ish its own expected

15. Performance Data ¢
Representative performance data are shown. Results obtained at individual Iaboratories&

15.1 Precision

The precision was determined using ten analytical runs, each with duplicate deter f urine samples.

Sample Mean Conc. Intra-assay Inter-assay
(ug/L) SD (ug/L) | CVY% D (pg/L) CV%
Low 0.52 0.04 .8 0.06 12.2
Medium 1.84 0.08 6 0.20 10.8
High 5.50 0.28 0.38 6.9

15.2 Dilution /Linearity
The dilution recovery of the Urine CartiLaps® (CTX-II)
CartiLaps Standard 0. The concentration of CTX-I|
calculated after correction with the dilution facto

as determined as 96%. Four urine samples were diluted in Urine
determined in the UrineCartiLaps® (CTX-ll) EIA and the recovery

Recovery (%)
Dilution Factor 3 4 Mean
1x 100 100
2 X 92 98
4 x 86 93 96
8 X 89 108

15.3 Specificity
The epitope detected in
samples from many other sp

artiLaps® (CTX-Il) EIA is highly conserved and therefore the test can be applied to urine
gs, including non-human primates, bovines, horses, pigs, rabbits, rats and mice.

16. Symbolsfuse
Catalogue Number
IVD In Vitro Diagnostic Device

Manufacturer

sl
q3

Rx Only

®

Applied in accordance with directive 98/79/EC

Caution Federal Law restricts this device to sale by or on the order of a (licensed healthcare practitioner)
(Only for US)

EU Importer
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Assay Procedure

ioti ted Antigen to each well of the
te"at 18 - 22°C for 30+5 minutes

ipe pL of calibrator / control / unknown sample, in
uplicate, into the appropriate wells of the Microplate,
followed by 100 pL of the Antibody Solution

N/

Cover with sealing tape and incubate at 2 - 8°C for 21+3
hours

\Z

Wash 5 times with diluted Wash Solution

\Z

Pipette 100 pL of Enzyme Conjugate to all wells

\Z

Cover with sealing tape and incubate at 18 - 22°C for 60+5
minutes

\Z

Wash 5 times with diluted Wash Solution

\Z

Pipette 100 pL of Substrate Solution into each well

\Z

Cover with sealing tape and incubate at 18 - 22°C for 1512
minutes in the dark

\Z

Pipette 100 uL of Stopping Solution into each well

\Z

Measure the absorbance at 450 nm (reference 650 nm)
within 2 hours and calculate the results
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Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA O .

c € Mode d’em p|0i immunodiagnosticsystems

Nom du produit Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA REF AC-10F1

Nom du produit abrégé Urine CTX-Il EIA

1. Utilisation prévue
Pour utilisation diagnostique in vitro.

L’Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA est un test immuno-enzymatique pour la quantification des produits de dé
C-terminaux du collagéne de Type Il dans I'urine humaine. Les résultats doivent étre utilisés en conjol
cliniques et de laboratoire pour indiquer la dégradation du cartilage et peuvent étre utilisés comme une
- I’évaluation quantitative de I'activité de la maladie (dommages structurels du carti
atteints de PR et d’arthrose
- le pronostic de I'activité de la maladie chez les patients atteints de PR et d’ag se,
- I’évaluation précoce de I'effet a long terme du traitement chez les patients attehi&

tion des télopeptides
d’autres données

pour:
ire) chez les patients

2. Résumé et explication
La perturbation de l'intégrité structurelle du cartilage est la principale constata histologique dans I'arthrose et la polyarthrite

rhumatoide. Le collagéne de type Il est le principal constituant organiqu, e et des fragments de collagéne de type Il
(CTX-Il) sont libérés dans la circulation et ensuite sécrétés dans duri e @ la dégradation du cartilage. Dans l'urine, les
fragments CTX-Il peuvent étre quantifiés par le test Urine CartiLaps®(C

Le test Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA s’est avéré utile pour prédi gression de I'arthrose’-2 et dans d’autres études cliniques
et précliniques®*.

3. Description de la méthode
Le test Urine CartiLaps® (CTX-ll) EIA est basé
collagéne* de type Il ou a des peptides synthé
streptavidine.

Dans un premier temps, des peptides syn

lali cdinpétitive d’'un anticorps monoclonal a des fragments urinaires de
és liés a la surface de plagues de microtitrage recouvertes de

tinylés sont liés a la surface des puits de la plaque de microtitration
€ alons, les contrdles et les échantillons d’urine sont pipetés dans les puits, puis
I'anticorps monoclonal est ajouté. Lesgpui pnidlaves, et une solution d'immunoglobuline anti-souris (lapin) conjuguée a la
eéme étape de lavage, les puits sont incubés avec un substrat chromogeéne. La

produit doit étre utilisé en stricte conformité avec les instructions contenues dans ce mode d’empiloi.
imited (IDS) ne pourra étre tenu responsable de quelque perte ou dommage que ce soit (sauf dans

e kit contient une substance d’origine animale. Manipuler les réactifs du kit en gardant a I'esprit qu'ils
un agent infectieux. Appliquer les précautions et les bonnes pratiques de laboratoire qui s'imposent pour le
stockage, la manipulation et I'élimination des réactifs du kit. L’élimination des réactifs du kit doit étre effectuée dans le respect
des réglementations locales.

Substances d’origine humaine

La substance humaine utilisée dans la préparation de ce produit a été soumise aux analyses recommandées par la FDA pour la
détection des anticorps du virus de 'immunodéficience humaine (HIV | et Il), de I'antigéne de surface de I'hépatite B, des
anticorps de I'hépatite C, et s’est révélée négative. Aucun test ne pouvant garantir de maniére absolue I'absence d’agents
infectieux, les réactifs doivent étre manipulés au niveau de biosécurité 2.

Réactifs contenant de I’azoture de sodium

Certains des réactifs de ce kit contiennent de I'azoture de sodium (NaN3) < 0,1 % (m/m) qui est susceptible de réagir avec le
plomb, le cuivre ou le laiton des canalisations pour former des azotures métalliques hautement explosifs. Lors de I'élimination,
rincer avec de grands volumes d’eau afin d’éviter toute accumulation d’azoture.

Classification selon le réglement CLP :

EUH208
Mentions de danger : Mentions de précaution :
EUH208 Contient un mélange de : S/O

5-chloro-2-methyl-2h-isothiazol-3-one
[ec no 247-500-7] et 2-methyl-2h-isothiazol-3-one
[ec no 220-239-6]. Risque de réaction allergique.
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5. Durée de conservation et stockage des réactifs
Conservez le kit Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA des réception entre 2 et 8 °C. Dans ces conditions, le kit est stable jusqu’a la date
de péremption indiquée sur la boite.

Ne pas utiliser les éléments du kit apres leur date de péremption et ne pas mélanger les réactifs provenant de différents lots de kits.

Les indications de détérioration possible des réactifs du kit sont notamment :
- la présence de particules anormales dans I'un des réactifs.
- une diminution de la contrainte maximale.
- un haut niveau de liaison non spécifique.
- un décalage de la pente de la courbe par rapport a sa position normale.

6. Prélévement et conservation des échantillons

- Pour des résultats optimaux, il est recommandé d’utiliser I'urine de la deuxi€éme miction du matin. Un échantillon d’urine
ponctuel peut étre utilisé.

- A des fins de surveillance, les échantillons de suivi doivent étre prélevés dans les mémes conditions que I'échantillon
de référence.

- Avant I'utilisation, les échantillons d’urine doivent étre agités et sédimentés pendant au moins 30 minutes.

- L’échantillon d’urine peut étre conservé entre 2 et 8 °C pendant un maximum de 24 heures ; rvez les échantillons
a -20 °C ou moins pour une conservation plus longue.

- Les échantillons manifestement contaminés par du sang total peuvent interférer avec les ormahces du test. Ces
échantillons doivent étre jetés et un nouvel échantillon doit étre collecté

Remarque : .

- Les échantillons contenant des particules doivent étre centrifugés avant I'a y%s

- Les échantillons présentant une contamination microbienne ne doivent pds é n és avec le kit.

- Avant d’effectuer des tests, assurez-vous que les échantillons, les étal contréles sont a température ambiante
(18-22 °C).

- Il incombe a chaque laboratoire de respecter les consignes ou régle tations locales et/ou nationales ou celles des
organismes agréés en la matiere afin de définir ses propres anipulation des échantillons et de stabilité
lors du stockage. Pour des orientations sur les pratiqies riées, se reporter au document CLSI GP44-A4,
“Procedures for the Handling and Processing of Blood Spegi ommon Laboratory Tests”.

7. Matériel

Matériel fourni

MICROPLAT Plaque de microtitration

Bandes de micropuits (12x

AL Etalon
Solution tamponnée pré ploi avec stabilisateur de protéines, détergent et conservateur ; 1 flacon,

de/streptavidine

ou
8 puits) duites de streptavidine. Fournies dans un cadre en plastique.

o
(=]

3,0 mL

Etalons
Solution tampennée'préte a 'emploi contenant un peptide synthétique avec des stabilisateurs de protéines,
un dé e conservateur ; 1 de chacun des 5 niveaux de concentration, 0,4 mL par flacon
La valeu de chaque étalon figure dans le rapport de contréle qualité (CQ).

CTRL1-2
amponnée préte a 'emploi contenant un peptide synthétique avec des stabilisateurs de protéines,
un détergent et un conservateur ; 1 de chacun des 2 niveaux de concentration, 0,4 mL par flacon

plages établies pour les controles figurent dans le rapport de CQ.

Ag BIOTI Antigéne biotinylé

Peptide synthétique biotinylé préparé dans une solution tamponnée avec un stabilisateur de protéines,
un détergent et un conservateur ; 1 flacon, 12,0 mL

Anticorps primaire
Solution tamponnée préte a 'emploi contenant un anticorps monoclonal avec un stabilisateur de protéines,
un détergent, un conservateur et un colorant rouge ; 1 flacon, 12.0 mL

NZYMCONJ Anticorps conjugué a la peroxydase

Immunoglobulines anti-souris (lapin) conjuguées a la peroxydase, prétes a I'emploi, dans une solution
tamponnée avec un stabilisateur de protéines, un détergent, un conservateur et un colorant bleu ; 1 flacon,
12,0 mL.

UBS TMB Solution de substrat
Substrat de tétraméthylbenzidine (TMB) prét a I'emploi dans un tampon acide ; 1 flacon, 12,0 mL.
Veuillez noter que le substrat chromogéne peut apparaitre Iégérement bleuatre.

Solution d’arrét
Solution préte a I'emploi de 0,18 mol/L d’acide sulfurique ; 1 flacon, 12,0 mL

o

ASHBUF 50x| Tampon de lavage
Tampon de lavage concentré avec détergent et conservateur ; 1 flacon, 20,0 mL
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Ruban d’étanchéité pour plaque Film adhésif pour recouvrir les puits pendant I'incubation.
Documentation Mode d’emploi et rapport de CQ.

Matériel requis — non fourni
- Récipients pour la préparation de la solution de lavage
- Dispositifs de pipetage de précision permettant de distribuer 40 pL
- Eau distillée
- Multipipette de précision a 8 ou 12 canaux permettant de distribuer de 100 pL a 300 pL
- Agitateur vortex
- Laveur automatique de microplaques (en option)
- Lecteur photométrique de microplaques et équipement d’analyse de données

8. Préparation des réactifs
Laissez tous les réactifs revenir a température ambiante (18 a 22 °C) pendant au moins 60 minutes avant utilisation. Ne pas
mélanger les composants de kits provenant de lots différents.

Préparation du tampon de lavage
Préparez en ajoutant 1 volume de concentré de lavage WASHBUF 50x| a 50 volumes d’eau distillée.

Tous les autres réactifs sont fournis préts a I'emploi.

N.B. Pour éviter toute contamination microbienne et/ou chimique potentielle, les réactifs non utilisés ne ‘deivent jamais étre remis
dans les flacons d’origine.

2
9. Procédure d’analyse \
Préparez les réactifs comme indiqué dans le paragraphe 8. Préparation des réactifs%z us les réactifs et les échantillons

avant utilisation (évitez la formation de mousse).
REMARQUE : Afin de garantir des résultats cohérents entre les analyses &)pérateurs et afin de limiter les écarts,
suivez scrupuleusement la procédure suivante :

a. Laissez tous les réactifs revenir a température ambiante (48— ) dvant utilisation — cela prend environ
60 minutes.

b.  Couvrez la plaque pendant les incubations avec | llage fourni dans le kit de dosage.

c. Nempilez pas les plaques pendant I'incubation afin de ir une température homogéne pour chacune d’elles.

d. Ne remplissez ni trop ni trop peu les cupules pendant les étapes de lavage.

e. Ajoutez les réactifs dans la méme séquence 2 que fois pour réduire I'écart de temps entre les réactions
Ne pipetez pas directement dans le flacon col an ubstrat TMB. Le volume requis doit d’'abord étre transféré dans un
conteneur propre. La solution restant dans le réci t e jetée aprés utilisation et NE doit PAS étre remise dans le flacon
de stockage

our I'analyse ; il est recommandé de tester tous les échantillons en double.
écessaires pour les normes et les contrbles. Placez le nombre approprié de

En outre, pour chaque cycle, 16 puit
i z les bandelettes non utilisées dans le sachet en aluminium hermétiquement

bandelettes dans le cadre en plastige.

Régler le laveur de plaques pour qu'’il distribue 300 pL de solution de lavage
par puits
Remplir et aspirer sur 5 cycles
vaggymanuel Transvaser le contenu des puits en les retournant rapidement
Pipeter 300 pL de la solution de lavage dans chaque puits, transvaser et
répéter 5 fois
Enlever I'excés de tampon de lavage en appliquant bien la plaque sur un
papier absorbant avant de continuer
Assurez-vous que les puits sont completement vidés aprés chaque cycle de lavage manuel ou automatique.
Passez immédiatement a I'étape suivante a la fin du lavage.
3. Pipeter 40 pL d’étalons de controles ou d’échantillons inconnus dans les puits appropriés, puis
anticorps |Ab)

100 pL de la solution d’

4. Couvrir les immunobandes avec du ruban d’étanchéité et incuber pendant 21 +3 heures a 2—-8 °C sans agiter.

5. Laver tous les puits comme a I'étape 2

6. Ajouter 100 pL d’anticorps conjugué a la peroxydase a chaque puits.

7. Couvrir les immunobandes avec du ruban d’étanchéité et les incuber pendant 60 +5 minutes a température ambiante
(18 a 22 °C) sans les agiter.

8. Laver tous les puits comme a I'étape 2

9. Pipeter 100 pL de la solution de substrat dans chaque puits et incuber pendant 15 +2 minutes a température

ambiante (18 a 22 °C) dans I'obscurité. Utiliser un ruban d’étanchéité.
REMARQUE : ne pipetez pas directement dans le flacon contenant le substrat TMB. Le volume requis doit d’abord étre
transféré dans un conteneur propre. La solution restant dans le récipient doit étre jetée aprés utilisation et NE doit PAS

étre remise dans le flacon de stockage [SUBS TMB|
10. Pipeter 100 uL de la solution d’arrét [H2SO4 dans chaque puits.
11. Mesurer I'absorbance a 450 nm avec 650 nm comme référence dans les deux heures.

N.B. Les lecteurs de microplagues mesurent verticalement ; lors du pipetage, ne touchez pas le fond des puits
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Plateformes automatisées

Le kit Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA a été congu et développé pour étre réalisé manuellement selon le protocole décrit ci-dessus.
Le protocole n’est pas nécessairement applicable aux plateformes automatisées.

Si des plateformes automatisées sont utilisées, il incombe a I'utilisateur de s’assurer que le kit a été testé de maniere appropriée.
Pour améliorer les performances du kit sur les plateformes automatisées, il est recommandé d’augmenter le nombre de cycles
de lavage a chaque étape de lavage.

10. Calcul des résultats

Il existe divers progiciels de réduction des données, ils permettent de générer la courbe d’étalonnage moyenne et de calculer les
concentrations moyennes d’échantillons et de contréles inconnus. Un ajustement de la courbe logistique a 4 paramétres doit étre
utilisé.

Si l'absorbance d’'un échantillon pré-dilué est supérieure a I’étalon 5, I'échantillon doit étre dilué dans un étalon 0 et étre
ré-analysé.

Pour chaque échantillon d’urine, la concentration de Urine CTX-Il EIA CrossLaps (ug/L) et la concentration de créatinine
(mM= mmol/L) doivent étre déterminées en utilisant une méthode colométrique enzymatique pour analyseur de chimie clinique.

L’équation suivante corrige la concentration de CTX-Il en fonction de la variation de la concentration uripaire :
valeur corrigée du CTX-Il (ng/mmol ) =[1 000 x CTX-II (ug/L)] + Créatinine (mmol/L)

11. Controéle qualité

Les bonnes pratiques de laboratoire (BPL) exigent I'utilisation d’échantillons de controf® gua
afin de vérifier la performance du dosage. Les contrdles doivent étre traités comme de h
doivent étre analysés a I'aide de méthodes statistiques appropriées.

haque série de dosages
s inconnus et les résultats

Les deux contrdles fournis dans le kit sont destinés a aider a évaluer la validité des résu obtenus avec chaque plaque de test.

IDS recommande aux utilisateurs de conserver les enregistrements graphi
analyse, y compris les moyennes mobiles, les écarts-types et les cogffici
des tendances des contrdles comparé aux performances des lots
contréle qualité fournies. La tendance favorise I'identification des
différentes de la plage moyenne.

s valeurs de contrdle générés apres chaque
vafiation. Ces informations faciliteront I'analyse
précédents et actuels par rapport aux données de
i donnent des valeurs de contréle nettement

Lors de linterprétation des données de contréle, les utilisateurs doivent noter que ce produit a été congu et développé comme
un produit manuel. La plage définie sur le certificat de CQ doit étre adaptée aux analyses effectuées manuellement et dans le
strict respect de la Procédure d’analyse décrite précétemy
que, compte tenu des différences en termes de‘@andit
et la précision des mesures de contrdle entre des

> pratiques, il y aura toujours un écart dans les valeurs moyennes
différents’.

12. Plage de mesures
Limite de détection 0,20 pg/L

La limite de détection a été dé
moyenne de 21 déterminations

a 0,20 pg/L, soit la concentration correspondant a trois écarts types en dessous de la
ance de I'étalon 0 de Urine CartiLaps.

13. Limites d’utilisati
cédure diagnostique, les résultats doivent étre interprétés eu égard au tableau clinique du patient
ations a la disposition du médecin.
iques de performance de cette analyse n’ont pas été démontrées en pédiatrie.
hétérophiles du sérum humain peuvent réagir avec les immunoglobulines du réactif et interférer avec

- Les substances suivantes n'influent pas sur I'Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA lorsque les concentrations présentées dans
le tableau suivant se situent en-dessous du seuil indiqué.

Agent pouvant interférer Seuil de concentration
Urée 30g/L
Créatinine 10 mg/L
Glucose 5 mg/L
Acide ascorbique 5 mg/L
Albumine 50 mg/L
Ibuproféne 50 g/lL
Acide acétylsalicylique 50 g/L
Paracétamol 50 g/lL
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14. Valeurs attendues

Il est conseillé a chaque laboratoire d’établir sa propre fourchette de valeurs saines et pathologiques du CTX-II. A titre d’exemple,
les valeurs de la moyenne géométrique et l'intervalle de confiance (IC) & 95 % pour diverses populations sont donnés ci-dessous.
Pour plus d’informations, veuillez vous référer a la liste de référence a la fin de ces instructions.

P 0,
Population Nombre de sujets Age (ans) c.{rzg;:n'?nogl‘;n (Ir?gzr?rflo/;)
Toutes les femmes 459 20-85 299 79-1137
38 20-30 464 103-2 086
Préménopause 165 30 - 59 200 65-618
28 48-53 164 66—410
Post-ménopause 38 48-53 318 89-1132
256 46-85 363 112-1.172
Tous les hommes 247 22-87 278 87-895
27 20-30 501 214-1 171
Homme 141 30-60 236 89-628
79 > 60 305 85-1 096
Les plages ci-dessus doivent étre considérées uniquement comme des directives, il est recomma a chaque laboratoire
d’établir ses propres plages attendues sur la base de sa population de patients.
15. Données de performances ¢
Les données de performances représentatives s’affichent. Les résultats obtenus dans ch& ire peuvent varier.

15.1 Précision
La précision a été déterminée en utilisant dix séries d’analyses, chacune avec minations en double d’échantillons
d’urine.

] Conc. Intra-analyse Inter-analyses
Echantillon moyenne
ET (ug/L ET (ug/L CV%
(uglL) (ng/L) (ng/L) o
Faible 0,52 0,04 0,06 12,2
Moyen 1,84 0,08 0,20 10,8
Haut 5,50 0,28 0,38 6,9

15.2 Dilution/linéarité

La récupération aprés dilution de I'Urine CartiLaps® ( -Il) E1A a été déterminée a 96 %. Quatre échantillons d’urine ont été
dilués dans de I'urine CartiLaps Standard 0. La congentr de CTX-Il a été déterminée dans I'UrineCartiLaps® (CTX-Il) EIA et
la récupération calculée aprés correction av Cl de dilution.

Récupération (%)
Facteur de
dilution 2 3 4 Moyenne
1 fois 1 100 100 100
2 fois 9 104 92 98 26
4 fois 105 86 93
8 fois 104 89 108

15.3 Spécificité

L’épitope e CartiLaps® (CTX-ll) EIA est hautement conservé et le test peut donc étre appliqué a des

enant de nombreuses autres especes, notamment les primates non humains, les bovins, les chevaux,
rats et les souris.

16. Symboles utilisés

Numeéro de référence

DIV Dispositif de diagnostic in vitro

M Fabricant
3

Appliqué conformément a la directive 98/79/CE

Rx Onl Attention : d'aprés la loi fédérale américaine, ce dispositif ne peut étre vendu que par un (professionnel de la
y santé) ou sur son ordonnance. (Etats-Unis uniquement)

% Importateur UE
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Procédure d’ anal\
Pipetez 100 p ne biotinylé dans chaque puits de la

microplaq ubez a 18—22 °C pendant 30 5 minutes
\ 5 fois avec la solution de lavage

etez 40 yuL d’étalon/de controle/d’échantillon inconnu, en
ble, dans les puits appropriés de la microplaque, puis
100 pL de la solution d’anticorps

N/

Couvrez avec du ruban d’étanchéité et incubez a 2-8 °C
pendant 21 +3 heures

\Z

Lavez 5 fois avec la solution de lavage

\Z

Pipetez 100 pL de conjugué enzymatique dans tous les puits

\Z

Couvrez avec du ruban d’étanchéité et incubez a 18-22 °C
pendant 60 +5 minutes

\Z

Lavez 5 fois avec la solution de lavage

\Z

Pipetez 100 pL de solution de substrat dans chaque puits

\Z

Couvrir avec du ruban d’étanchéité et incuber a 18-22 °C
pendant 15 2 minutes dans I'obscurité

\Z

Pipetez 100 uL de solution d’arrét dans chaque puits

N\

Mesurez I'absorbance a 450 nm (référence 650 nm) dans
les 2 heures et calculez les résultats
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Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA O .

c € Gebrauchsanweisung immunodiagnosticsystems

Produktname Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA REF AC-10F1

Abgekiirzter Produktname Urine CTX-Il EIA

1. Verwendungszweck
Fir die diagnostische In-vitro-Verwendung.

Der Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA ist ein enzymimmunologischer Test zur Quantifizierung der Abbau
Telopeptide des Typ-ll-Kollagens in menschlichem Urin. Die Ergebnisse sollten in Verbindung mit
und Labordaten als Hinweis auf Knorpelabbau verwendet werden und dienen als Hilfsmittel fir Folge
- quantitative Bewertung der Krankheitsaktivitat (strukturelle Schadigung des Gelenk )
OA,
- Prognose der Krankheitsaktivitat bei Patienten mit RA und OA und ¢

te der C-terminalen
inischen Befunden

atienten mit RA und

- friihzeitige Beurteilung der Langzeitwirkung einer Therapie bei Patienten mit

2. Zusammenfassung und Beschreibung
Die Storung der strukturellen Integritdt des Knorpels stellt den wichtigste
rheumatoider Arthritis dar. Typ-lI-Kollagen ist der organische Hauptbe: il
(CTX-Il) werden nach dem Abbau des Knorpels in den Blutkreisla
Im Urin kénnen die CTX-ll-Fragmente mittels Urine CartiLaps® (CT
Der Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA hat sich bei der Vorhersage
klinischen und praklinischen Untersuchungen®-° als nitzlich e

istologischen Befund bei Osteoarthritis und

Knorpel. Fragmente des Typ-ll-Kollagens

anschliefend mit dem Urin ausgeschieden.
tifiziert werden.

Voranschreitens von Osteoarthritis™2 und in anderen

3. Methodenbeschreibung
Der Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA basiert auf
Typ-lI-Kollagens* oder an biotinylierte, synthe
Mikrotiterplatten gebunden sind.
Zunachst werden biotinylierte, synthetische

ko ivefi Bindung eines monoklonalen Antikdrpers an Urinfragmente des
e, die an die Oberfliche von mit Streptavidin beschichteten

die Oberflache von mit Streptavidin beschichteten Vertiefungen der
Mikrotiterplatte gebunden. Nach dem WasChe en die Kalibratoren, Kontrollen und Urinproben in die Vertiefungen pipettiert,
gefolgt von der Zugabe des monoklo poers. Die Vertiefungen werden gewaschen und eine Lésung von Peroxidase-
konjugiertem Anti-Maus-Immunglobulin i ) wird in die Vertiefungen gegeben. Nach dem zweiten Waschschritt werden

4. Warnungen un
Der Urine CartiLaps®
oder Tieren. Das Produkt m reng gemaf der in dieser Gebrauchsanweisung beschriebenen Anleitungen verwendet werden.
Immunodia i Limited (IDS) ist nicht haftbar fir Verluste oder Schaden aufgrund der Nichtbeachtung dieser

" Bei der Lagerung, Handhabung und Entsorgung von Kit-Reagenzien miissen geeignete VorsichtsmalRnahmen
ktiken Anwendung finden. Die Entsorgung der Kit-Reagenzien nach den 6rtlichen Vorschriften durchfiihren.

Humanmaterial

Humanmaterial, das fir die Vorbereitung dieses Produkts verwendet wurde, wurde anhand von FDA-empfohlenen Assays auf
das Vorhandensein von Antikérpern fiir den humanen Immundefizienz-Virus (HIV | und Il), das Hepatitis B-Oberflachenantigen
sowie Antikorper fiir Hepatitis C geprift und als negativ befunden. Da bei keinem Test vollstédndig ausgeschlossen werden kann,
dass infektiose Stoffe vorhanden sind, missen die Reagenzien gemal der biologischen Schutzstufe 2 gehandhabt werden.

Natriumazid enthaltende Reagenzien

Einige Reagenzien in diesem Kit enthalten Natriumazid (NaN3) < 0,1 % (w/w), welches mit Blei-, Kupfer- oder Messingleitungen
reagieren und hochexplosive Metallazide bilden kann. Verwenden Sie bei der Entsorgung groRe Mengen an Wasser, um die
Bildung von Aziden zu verhindern.

Einstufung gemaf CLP:

EUH208
Gefahrenhinweise: Sicherheitshinweise:
EUH208 Enthalt eine Mischung aus: n. z.

5-Chlor-2-methyl-2h-isothiazol-3-on

[ec Nr. 247-500-7] und
2-methyl-2h-isothiazol-3-on [ec Nr. 220-239-6].
Kann allergische Reaktionen hervorrufen.
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5. Haltbarkeit und Lagerung von Reagenzien
Lagern Sie das Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA-Kit nach Erhalt bei 2-8 °C. Unter diesen Bedingungen ist das Kit bis zu dem auf
der Packung angegebenen Verfallsdatum stabil.

Verwenden Sie keine Bestandteile des Kits, deren Verfallsdaten abgelaufen sind, und mischen Sie keine Reagenzien
verschiedener Chargen miteinander.

Anzeichen fir eine mogliche Schadigung der Kit-Reagenzien sind u. a.:
- wenn abnormer Feinstaub in einem Reagenz vorhanden ist
- eine Abnahme der maximalen Bindung
- eine hohe unspezifische Bindung
- wenn die Steigung der Kurve von ihrer normalen Position abweicht

6. Probenentnahme und -lagerung
- Fir optimale Ergebnisse wird empfohlen, den Urin der zweiten morgendlichen Entleerung zu verwenden. Es kann eine
Urin-Stichprobe verwendet werden.
- Fir die Uberwachung wird empfohlen, dass Folgeproben unter den gleichen Bedingungen wie die Ausgangsprobe
entnommen werden sollten.
- Vor der Verwendung sollten die Urinproben geschuittelt und mindestens 30 Minuten lang ert werden.
- Die Urinprobe kann bei 2—8 °C fiir maximal 24 Stunden gelagert werden. Fur langerfristig bei —20 °C oder
niedriger aufbewahren.
- Offensichtlich mit Vollblut kontaminierte Proben kénnen die Leistung des Assgys be igen. In diesem Fall sollte
die Probe verworfen und eine neue Probe entnommen werden.
Hinweis
- Proben, welche Partikelmasse enthalten, mussen vor dem Durchfiihr says zentrifugiert werden.
- Proben, die eine mikrobielle Kontamination aufweisen, sollten nichtgit dem Kifgintersucht werden.

- Stellen Sie vor dem Durchfiihren von Assays sicher, dass die Probemy Kalibratoren und Kontrollen Raumtemperatur
(18-22 °C) angenommen haben.

- Jedes Labor hat bei der Sicherstellung seiner eigenen
Anforderungen lokaler, staatlicher und/oder bundesst;
beachten. Lesen Sie fiir Informationen zu geeigneten Vor
for the Handling and Processing of Blood Specimen

b dhabungs- und Lagerstabilitat die Richtlinien oder
lic ulierungs- oder Akkreditierungsbehdrden zu
hensweisen die Richtlinien CLSI GP44-A4, “Procedures
on Laboratory Tests”.

7. Materialien
Bereitgestellte Materialien

T| Mit Streptavidin beschichteteWMikrotiterplatte
Mikrotiterstreifen (12 x fungen), mit Streptavidin vorbeschichtet. Geliefert in einem
Kunststoffrahmen.
Kalibrator

rte Besung mit Proteinstabilisator, Tensid und Konservierungsmittel;

2] [¢] =
E 5

o A

(]

)

r

>

AL 1- Kalibr
epufferte Losung, die ein synthetisches Peptid mit Proteinstabilisatoren, Tensid und
ittel enthalt; je 1 von 5 Konzentrationsstufen, 0,4 mL pro Flaschchen

ert jedes Standards wird auf dem QK-Bericht ausgedruckt.

[}

TRL 1-2
Gebrauchsfertige gepufferte Losung, die ein synthetisches Peptid mit Proteinstabilisatoren, Tensid und
servierungsmittel enthalt; je 1 von 2 Konzentrationsstufen, 0,4 mL pro Flaschchen
le festgelegten Bereiche fiir die Kontrollen werden auf dem QK-Bericht ausgedruckt.

Ag BIOTIN Biotinyliertes Antigen
Biotinyliertes synthetisches Peptid, hergestellt in einer gepufferten Losung mit Proteinstabilisator, Tensid
und Konservierungsmittel; 1 Flaschchen, 12,0 mL

Priméarer Antikorper
Gebrauchsfertige gepufferte Lésung, die monoklonale Antikdrper mit Proteinstabilisator, Tensid,
Konservierungsmittel und rotem Farbstoff enthalt; 1 Flaschchen, 12,0 mL

NZYMCONJ Peroxidase-konjugierter Antikorper
Gebrauchsfertige Peroxidase-konjugierte Anti-Maus-Immunglobuline (Kaninchen) in einer gepufferten
Lésung mit Proteinstabilisator, Tensid, Konservierungsmittel und blauem Farbstoff; 1 Flaschchen, 12,0 mL.

UBS TMB Substratlésung
Gebrauchsfertiges Tetramethylbenzidin (TMB)-Substrat in einem sauren Puffer; 1 Flaschchen, 12,0 mL
Bitte beachten Sie, dass das chromogene Substrat leicht blaulich erscheinen kann.

Stopplésung
Gebrauchsfertige Lésung von 0,18 mol/L Schwefelsaure; 1 Flaschchen, 12,0 mL

ASHBUF 50x| Waschpuffer
Konzentrierter Waschpuffer mit Tensid und Konservierungsmittel; 1 Flaschchen, 20,0 mL

g

Selbstklebende Plattenversiegelung Klebefolie zum Abdecken von Vertiefungen wahrend der Inkubation.
Dokumentation Gebrauchsanweisung und QK-Bericht.
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Erforderliche Materialien — nicht mitgeliefert
- Behalter zur Herstellung der Waschlésung
- Prazisionspipettiergerate zur Entnahme von 40 pL
- Destilliertes Wasser
- Préazisionsmultipipette mit 8 oder 12 Kanalen fur 100 pL bis 300 yL
- Vortexmischer
- Automatisches Mikroplatten-Waschgerat (optional)
- Photometrisches Mikroplattenlesegerat und Ausrustung zur Datenanalyse

8. Vorbereitung der Reagenzien
Alle Reagenzien vor dem Gebrauch mindestens 60 Minuten lang auf Raumtemperatur (18-22 °C) bringen.
Keine Kit-Komponenten aus verschiedenen Chargen austauschen.

Vorbereitung des Waschpuffers
Durch Zugabe von einem Teil Waschkonzentrat WASHBUF 50x| auf 50 Teile destilliertes Wasser vorbereiten.

Alle anderen Reagenzien werden gebrauchsfertig geliefert.

ACHTUNG Um eine mogliche mikrobielle und/oder chemische Kontamination zu vermeiden, sollten unbenutzte Reagenzien
niemals in die Originalgefalie zurlickgegeben werden.

9. Assay-Verfahren
Die Reagenzien so vorbereiten wie in § 8 ,Vorbereitung der Reagenzien® beschri&) n.
Gebrauch mischen (Schaumbildung vermeiden).

genzien und Proben vor

HINWEIS: Um zwischen einzelnen Testlaufen und verschiedenen Bedienern konsigte ebnisse sicherzustellen und um
einen Abweichungseffekt zu minimieren, sind die folgenden MaRnahmen strengste inzdhalten:

a. Alle Reagenzien vor der Verwendung auf Raumtemperatur (18-22 bring dies dauert etwa 60 Minuten.

b. Die Platten wahrend der Inkubationen mit den Plattenversiegel siegeln, die im Lieferumfang des Assay-Kits

enthalten sind.
c. Platten wahrend der Inkubation nicht Gbereinander stape
sicherzustellen.
d.  Wahrend der Waschschritte nicht zu viel und nich
e. Fulgen Sie Reagenzien jedes Mal in der gleichen Rei
Reaktionen zu verringern

u e dleichbleibende Temperatur fiir alle Platten

lUssigkeit in die Platten-Vertiefungen fiillen.
inzu, um die Zeitabweichung zwischen den

Nicht direkt aus dem Flaschchen mit TMB-Substrat p
Behalter umgefiillt werden. Die im Behalter verb!

ISUBS TMB| zurlickgegeben werden

@” en. Das erforderliche Volumen sollte zunachst in einen sauberen
ungsollte nach Gebrauch entsorgt und NICHT in das Lagerflaschchen

1. 100 pL biotinyliertes Antig
Raumtemperatur (18-22 °
2. Alle Vertiefungen 5
Automatisches

Plattenwaschgerét so einstellen, dass mindestens 300 pL Waschldsung
pro Vertiefung abgegeben werden
5 Full- und Aspirier-Zyklen programmieren
n Den Inhalt der Vertiefungen durch ruckartiges Umdrehen ausgiefen
300 uL der Waschldsung in jede Vertiefung pipettieren, dekantieren und
5 Mal wiederholen
Entfernen Sie Uberschissigen Waschpuffer durch festes Klopfen auf das
absorbierende Gewebe, bevor Sie fortfahren
Stellen Sie sicher, dass die Vertiefungen nach jedem manuellen oder automatischen Waschzyklus vollsténdig entleert
werden.
Fahren Sie am Ende des Waschvorgangs sofort mit dem nachsten Schritt fort.
3. 40 L der Kalibratoren , der Kontrollen oder der unbekannten Proben in die entsprechenden
Vertiefungen pipettieren, gefolgt von 100 pL der Antikérperlésung @
Die Immunostrips mit Dichtungsband abdecken und 21 + 3 Std. bei 2-8 °C ohne Schitteln inkubieren.
Alle Vertiefungen wie in Schritt 2 waschen.
100 pL des Peroxidase-konjugierten Antikérpers in jede Vertiefung geben.
Die Immunostreifen mit Dichtungsband abdecken und fir 60 + 5 Minuten bei Raumtemperatur (18—22 °C) ohne Schitteln
inkubieren.
Alle Vertiefungen wie in Schritt 2 waschen.
100 pL der Substratiésung in jede Vertiefung pipettieren und fiir 15 + 2 Minuten bei Raumtemperatur (18-22 °C)
im Dunkeln inkubieren. Dichtungsband verwenden.
HINWEIS: Nicht direkt aus dem Flaschchen mit TMB-Substrat pipettieren. Das erforderliche Volumen sollte zunachst in

einen sauberen Behalter umgefillt werden. Die im Behalter verbliebene Losung sollte nach Gebrauch entsorgt und NICHT
in das Lagerflaschchen [SUBS TMB]| zuriickgegeben werden
H.S04

10. 100 pL der Stoppldsung in jede Vertiefung pipettieren.
11. Die Absorption bei 450 nm mit 650 nm als Referenz innerhalb von zwei Stunden messen.

Nooks

©

ACHTUNG Mikroplattenlesegerate messen vertikal; beim Pipettieren nicht den Boden der Vertiefungen beriihren
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Automatisierte Plattformen

Das Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA-Kit wurde so konzipiert und entwickelt, dass es manuell mit dem oben beschriebenen Protokoll
durchgefiihrt werden kann. Das Protokoll ist nicht zwangslaufig fur automatisierte Plattformen anwendbar.

Wenn automatisierte Plattformen verwendet werden, muss der Benutzer sicherstellen, dass das Kit angemessen getestet wurde.
Um die Leistung des Kits in automatisierten Plattformen zu verbessern, wird empfohlen, die Anzahl der Waschzyklen bei jedem
Waschschritt zu erhéhen.

10. Berechnung der Ergebnisse

Es gibt eine Vielzahl von Softwarepaketen fir die Datenreduktion. Mit einer solchen Software kdnnen die Mittelwerte der
Kalibrierungskurve generiert und die durchschnittlichen Konzentrationen unbekannter Proben und Kontrollen berechnet werden.
Es sollte eine logistische 4-Parameter-Kurve verwendet werden.

Wenn die Absorption einer vorverdiinnten Probe uber Kalibrator 5 liegt, sollte die Probe in Kalibrator 0 verdinnt und erneut
analysiert werden.

Fir jede Urinprobe sollten die Urine CTX-Il EIA CrossLaps-Konzentration (ug/L) und die Kreatinin-Konzentration (mM = mmol/L)
mit einer enzymatischen kolometrischen Methode fir klinisch-chemische Analysegerate bestimmt werden.

Die folgende Gleichung korrigiert die CTX-Il-Konzentration um Schwankungen der Urinkonzentration:
Korrigierter CTX-II-Wert (ng/mmol) = [1000 x CTX-II (ug/L)] + Kreatinin (mmol/L)

11. Qualitatskontrolle
Die Gute Laborpraxis (GLP) verlangt die Verwendung von Qualitatskontrollproben in ﬁd rS Assays, um die Leistung
des Assays zu Uberprifen. Kontrollen sollten als unbekannte Proben behandelt und die bn it geeigneten statistischen
Methoden analysiert werden.

Die beiden im Kit vorgesehenen Kit-Kontrollen sollen dazu dienen, die Validitatgle leltén Ergebnisse mit jeder Assay-Platte

zu beurteilen.

inschlieBlich des Testlauf-Mittelwerts, der
Form zu protokollieren. Diese Informationen
de len und friiheren Kontrollchargen im Verhaltnis

IDS empfiehlt allen Benutzern, die in jedem Testlauf erzeugten, Kon
Standardabweichung und des prozentualen Variationskoeffiziente
erleichtern die Trendanalyse der Kontrollen in Bezug auf die Leistul
zu den bereitgestellten Qualitatskontrolldaten. Mithilfe des
ausgeben, welche erheblich von ihrem Durchschnittsbereich ab

entwickelt wurde. Der Bereich, der in dem Qualitats ertifikat angegeben ist, ist fir Assays geeignet, die manuell und
unter strikter Einhaltung des oben beschrieben s rens durchgefiihrt werden. In Bezug auf die Qualitatskontrolle ist
es allgemein akzeptiert, dass es aufgrund von Un n den Bedingungen und Praktiken immer eine Variabilitat bei den
ng

Mittelwerten und der Prézision der Kontrollm wischen verschiedenen Laboren gibt'8,
12. Messbereich
Nachweisgrenze 0,20 pg/L

Die Nachweisgrenze wurde au 0 uglk festgelegt, was der Konzentration entspricht, die drei Standardabweichungen unter
dem Mittelwert von 21 Besti n der Absorption des Urine CartiLaps Standard 0 liegt.

Bei der Interpretation von Kontrolldaten sollte der Benu eachten, dass dieses Produkt als manuelles Produkt konzipiert und
S erf:
c

13. Nutzu ¢ ngen

i i] noseverfahren missen die Ergebnisse in Verbindung mit dem Krankheitsbild des Patienten sowie

rzt vorliegenden Informationen interpretiert werden.

merkmale dieses Assays wurden nicht in einer padiatrischen Population etabliert.

Antikérper in Humanseren koénnen mit Immunglobulinen des Reagenzes reagieren und somit

munassays stéren'®. Patienten, die regelmaRig Tieren oder Tierserumprodukten ausgesetzt sind, kénnen

gegenuber dieser Interferenz anfallig sein, wodurch unter Umstéanden anormale Werte zu beobachten sind.

- Die folgenden Substanzen fiihren zu keinen Stérungen des Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA, wenn die Konzentrationen
der nachfolgenden Tabelle unter dem angegebenen Grenzwert liegen.

Potenziell interferierende Stoffe Grenzwert Konzentration
Urea 30 g/L
Kreatinin 10 mg/L
Glucose 5 mg/L
Ascorbinsaure 5 mg/L
Albumin 50 mg/L
Ibuprofen 50 g/L
Acetylsalicylsaure 50 g/L
Paracetamol 50 g/lL
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14. Erwartete Werte

Es wird empfohlen, dass jedes Labor seinen eigenen Bereich von gesunden und pathologischen CTX-lI-Werten festlegt. Als
Beispiel sind im Folgenden die geometrischen Mittelwerte und das 95-%-Konfidenzintervall (Cl) fir verschiedene Populationen
angegeben. Weitere Informationen finden Sie in der Referenzliste am Ende dieser Anleitung.

Mittlere CTX-lI- 95-%-Cl
Population Anzahl an Patienten Alter (Jahre) Konzentration
(ng/mmol)
(ng/mmol)
Alle Frauen 459 20-85 299 79-1137
38 20-30 464 103-2086
Pramenopausal 165 30-59 200 65-618
28 48-53 164 66-410
Postmenopausal 38 48-53 318 89-1132
256 46-85 363 112-1172
Alle Mdnner 247 22-87 278 87-895
27 20-30 501 2141171
Manner 141 30-60 236 89-628
79 > 60 305 85-1096

Die oben genannten Bereiche gelten nur als Richtlinien. Es wird empfohlen, dass jedes Labor b rend@auf seiner eigenen
Patientenpopulation eigene Zielwertbereiche festlegt.

2

15. Leistungsdaten
Reprasentative Leistungsdaten werden angezeigt. Die in individuellen Labors erhaltenen Ergebnisse kénnen sich unterscheiden.

15.1 Prazision
Die Prazision wurde anhand von zehn Analysedurchlaufen mit jeweils einer D,

elbestimfmung der Urinproben ermittelt.

Mittlere Intra-Assay Inter-Assay
Probe Konzentration
SD (pg/L SD (ug/L CV %
) (ngl/L) (nglL) o
Niedrig 0,52 0,04 0,06 12,2
Mittel 1,84 0,08 0,20 10,8
Hoch 5,50 0,28 0,38 6,9

15.2 Verdiinnung/Linearitat
Die Verdunnungswiederfindung des Urine Cartilfaps® X-1Iy EIA wurde mit 96 % bestimmt. Vier Urinproben wurden in Urine

CartiLaps Standard 0 verdunnt. Die Konzentratiomyvo -Il wurde im Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA bestimmt und die
Wiederfindung nach Korrektur mit dem Verdu gsfaktor berechnet.
Wiederfindung (%)
Verdiinnungsfaktor 1 2 3 4 Mittelwert
1x 100 100 100
2x 104 92 98 26
4x 105 86 93
8x 104 89 108
15.3 Spezifitat
Das im Urine Cartj (CTX) EIA nachgewiesene Epitop ist hoch konserviert. Daher kann der Test auf Urinproben von vielen

werden, einschlie3lich nicht menschlicher Primaten, Rinder, Pferde, Schweine, Kaninchen, Ratten

e Symbole
Katalognummer

IVD In-vitro-Diagnostikum
“ Hersteller
C€ GemaR Richtlinie 98/79/EG angewendet

Achtung: Aufgrund von US-Bundesgesetzen darf dieses Produkt nur durch einen lizenzierten Arzt oder auf
Rx Only dessen Anordnung verkauft werden

(Nur USA)

% EU-Importeur
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Assay-Verfahren \
100 pL bi ientes Antigen in jede Vertiefung der

ettieren und bei 18-22 °C fir
Minuten inkubieren

NS

Mal mit verdiinnter Waschlésung waschen

UL des Kalibrators / der Kontrolle / der unbekannten
obe in zweifacher Ausfiihrung in die entsprechenden
Vertiefungen der Mikroplatte pipettieren, gefolgt von 100 pL
der Antikorperldsung

N/

Mit Dichtungsband abdecken und bei 2—-8 °C fur
21 + 3 Stunden inkubieren

\Z

5 Mal mit verdiinnter Waschlésung waschen

\Z

100 pL des Enzymkonjugats in alle Vertiefungen pipettieren

\Z

Mit Dichtungsband abdecken und bei 18-22 °C fiir
60 + 5 Minuten inkubieren

\Z

5 Mal mit verdiinnter Waschlésung waschen

\Z

100 pL der Substratldsung in jede Vertiefung pipettieren

\Z

Mit Dichtungsband abdecken und bei 18-22 °C fiir
15 = 2 Minuten im Dunkeln inkubieren

\Z

100 pL der Stoppldsung in jede Vertiefung pipettieren

N/

Die Absorption bei 450 nm (Referenz 650 nm) innerhalb von
2 Stunden messen und die Ergebnisse berechnen
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Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA O .

c € Istruzioni per l'uso immunodiagnosticsystems

Nome prodotto Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA REF AC-10F1

Nome prodotto abbreviato Urine CTX-Il EIA

1. Uso previsto
Per uso diagnostico in vitro.

Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA & un test immunologico enzimatico per la quantificazione dei prodotti did
C-terminali del collagene di tipo Il nelle urine umane. | risultati devono essere utilizzati insieme ad a
per l'indicazione della degradazione della cartilagine e possono essere impiegati come ausilio per:
- la valutazione quantitativa dell’attivita della malattia (danno strutturale della cartilagj i ) in pazienti affetti da
artrite reumatoide (AR) e osteoartrite (OA) ¢
- prognosi dell’attivita della malattia in pazienti affetti da AR e OA, e
- valutazione precoce dell’effetto a lungo termine della terapia nei pazienti affetti R

2. Riassunto e spiegazione
La distruzione dell'integrita strutturale della cartilagine & il principale reperto ist ico nell'osteoartrite e nell’artrite reumatoide. Il
collagene di tipo Il € il principale componente organico della cartilagine ti di collagene di tipo 1l (CTX-II) entrano in
circolazione e successivamente sono secreti nelle urine in seguito azione della cartilagine. Urine CartiLaps® (CTX-Il)
EIA pud contribuire a quantificare i frammenti di CTX-II nelle urine.
E stato riportato che Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA si rivela utile nella\previsione del decorso dell'osteoartrite2 e in altre indagini
cliniche e precliniche®*.

3. Descrizione del metodo

Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA si basa sul lega vofdi un anticorpo monoclonale con frammenti urinari di collagene di
rfi igplastre per microtitolazione rivestite con streptavidina.

lla superficie dei pozzetti rivestiti con streptavidina della piastra per

microtitolazione. Dopo il lavaggio, i calibratg tro e i campioni di urina vengono pipettati nei pozzetti seguiti dall’aggiunta
Qno d
Jd

Urine CartiLaps® (CTX-Il) inato esclusivamente all’'uso diagnostico in vitro e non € concepito per I'uso interno nell’'uomo
o negli animali. Ques deve essere utilizzato rigorosamente in ottemperanza alle indicazioni riportate nelle presenti
istruzioni per l'uso. | Jnostic Systems Limited (IDS) non & responsabile di eventuali danni o perdite (tranne quanto

presente kit contiene materiale di origine animale. Manipolare i reagenti del kit come potenziali vettori di agenti
i0” prendere le opportune precauzioni e seguire le buone prassi di laboratorio nella conservazione, nella

Materiali di origine umana

Il materiale di origine umana usato nella preparazione del prodotto € stato testato con metodi raccomandati dalla FDA per la
presenza di anticorpi contro i virus dell'immunodeficienza umana (HIV | e Il), dell’antigene di superficie del virus dell’epatite B e
di anticorpi contro il virus dell’epatite C, ed é risultato negativo. Poiché nessun metodo pud garantire 'assenza totale di questi o
altri agenti infettivi, manipolare tutti i reagenti come prescritto per il livello di biosicurezza 2.

Reagenti contenenti azoturo di sodio

Alcuni reagenti presenti nel kit contengono azoturo di sodio (NaN3) in quantita < 0,1% (p/p) che pud reagire con piombo, rame o
ottone presenti nelle tubature formando azoturi metallici altamente esplosivi. Quando vengono smaltiti, far scorrere abbondante
acqua negli scarichi per prevenire un ristagno di azoturo.

Classificazione CLP:

EUH208
Indicazioni di pericolo: Indicazioni di precauzione:
EUH208 Contiene una miscela di: NA

5-cloro-2-metil-2h-isotiazol-3-one

[n. CE 247-500-7] e 2-metil-2h-isotiazol-3-one
[n. CE 220-239-6]. Pud provocare una reazione
allergica.
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5. Durata e conservazione dei reagenti
Dopo la consegna, conservare il kit Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA a 2-8 °C. In queste condizioni, il kit € stabile fino alla data di
scadenza indicata sulla confezione.

Non utilizzare i componenti del kit oltre la data di scadenza e non combinare reagenti provenienti da lotti diversi.

| segni di potenziale deterioramento dei reagenti del kit comprendono:
- Presenza di materia particolata anomala in qualsiasi reagente.
- Diminuzione del legame (binding) massimo.
- Legame non specifico elevato.
- Variazione della pendenza della curva rispetto alla sua posizione normale.

6. Raccolta e conservazione dei campioni
- Per risultati ottimali si raccomanda di utilizzare I'urina della seconda minzione del mattino. E possibile utilizzare un
campione puntuale di urina.
- Ai fini del monitoraggio, i campioni di follow-up devono essere raccolti nelle stesse condizioni del campione basale.
- Prima dell’'uso, i campioni di urina devono essere agitati e lasciati sedimentare per un minimo di 30 minuti.
- Il campione di urina puo essere conservato a 2—8 °C per un massimo di 24 ore; conservare i campioni a -20 °C o a
temperatura inferiore per una conservazione piu prolungata.
- | campioni palesemente contaminati da sangue intero possono interferire con le prestazioni de t. In tal caso, sara
necessario smaltire i campioni contaminati e prelevare un nuovo campione.
Nota: *
- i campioni contenenti particolato devono essere centrifugati prima di eseguire if@dos
- | campioni con contaminazione microbica visibile non devono essere anali i comil kit.
- Prima di eseguire i test, assicurarsi che i campioni, i calibratori e i contro teéfperatura ambiente (18-22 °C).
- Ogni laboratorio deve seguire le linee guida o le disposizioni delle Ro e focali, regionali e/o nazionali o delle
organizzazioni di accreditamento per definire la stabilita di manipol ne e di servazione dei propri campioni. Per
informazioni sulle prassi piu appropriate, fare riferimento al documente,CLSI GP44-A4, “Procedures for the Handling
and Processing of Blood Specimens for Common Laboratory
7. Materiali

Materiali forniti

MICROPLAT Piastra per microtitolazione rivesti

Strisce di micropozzetti (12 x 8 pg

a con streptavidina
pre-rivestiti con streptavidina. Fornite in un telaio di plastica.

CALQ Calibratore
Soluzione tamponata pronta al con stabilizzatore di proteine, detergente e conservante; 1 flaconcino,
3,0 mL.

CAL 1 - Calibratori

conservante; 1 flaconcino, 12,0 mL.

Anticorpo primario
Soluzione tamponata pronta all’'uso contenente anticorpo monoclonale con stabilizzatore di proteine,
detergente, conservante e colorante rosso; 1 flaconcino, 12,0 mL.

H

ENZYMCONJ Anticorpo coniugato con perossidasi
Immunoglobuline anti-topo coniugate con perossidasi (coniglio) pronte all’'uso in una soluzione tamponata
con stabilizzatore di proteine, detergente, conservante e colorante blu; 1 flaconcino, 12,0 mL.

UBS TMB Soluzione substrato
Substrato di tetrametilbenzidina (TMB) pronto all’'uso in un tampone acido; 1 flaconcino, 12,0 mL.
Si precisa che il substrato cromogenico potrebbe apparire leggermente bluastro.

Soluzione di arresto
Soluzione pronta all'uso di acido solforico alla concentrazione di 0,18 mol/L; 1 flaconcino, 12,0 mL.

ASHBUF 50x| Tampone di lavaggio
Tampone di lavaggio concentrato con detergente e conservante; 1 flaconcino, 20,0 mL.

Sigillante adesivo per piastra Pellicola adesiva per coprire i pozzetti durante I'incubazione.
Documentazione: istruzioni per I'uso e rapporto del controllo qualita.
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Materiali richiesti — non forniti
- Contenitori per la preparazione della soluzione di lavaggio
- Dispositivi di pipettaggio di precisione per erogare 40 pL
- Acqua distillata
- Multipipetta di precisione a 8 o 12 canali per erogare da 100 pL a 300 pL
- Agitatore vortex
- Lavatore automatico per micropiastre (opzionale)
- Lettore fotometrico di micropiastre e apparecchiatura per I'analisi dei dati

8. Preparazione dei reagenti

Prima dell'uso attendere almeno 60 minuti affinché tutti i reagenti raggiungano la temperatura ambiente (18-22 °C). Non
scambiare i componenti di kit di lotti diversi.

Preparazione del tampone di lavaggio
Preparare il tampone aggiungendo 1 parte di soluzione concentrata di lavaggio WASHBUF 50x a 50 parti di acqua distillata.

Tultti gli altri reagenti sono forniti pronti all’'uso.

N.B. Per evitare potenziali contaminazioni microbiche e/o chimiche, i reagenti inutilizzati non devonggmai essere rimessi nei
flaconcini originali.

9. Procedura di dosaggio
Preparare i reagenti come descritto nel § 8. Preparazione dei reagenti. Prima dell’usﬁ, iscela ti i reagenti e i campioni
(evitare la formazione di schiuma).

NOTA: aderire scrupolosamente alla seguente procedura per garantire risultati cogfenti ariare della corsa e dell'utilizzatore,
nonché per ridurre al minimo eventuali effetti di deviazione:
a. Attendere che tutti i reagenti siano a temperatura ambiente (18—-22 prim I'uso: saranno necessari circa
60 minuti.
b. Sigillare la piastra durante le fasi di incubazione usando igsigil r piastra forniti in dotazione con il kit di
dosaggio.

c. Non impilare le piastre durante I'incubazione al fine di gar

d. Durante le fasi di lavaggio non riempire i pozzetti

e. Aggiungere i reagenti utilizzando ogni volta la stessa s
reazioni.

tire temperatura sia uguale per tutte le piastre.
in modo eccessivo o insufficiente.
per ridurre la deviazione temporale tra le diverse

Non pipettare direttamente dal flaconcino contenent strato TMB. Il volume richiesto deve essere prima trasferito in un
contenitore pulito. La soluzione rimasta nel ¢ nit devg essere scartata dopo I'uso e NON deve essere reinserita nel
flaconcino della soluzione madre SUBS TMB

a

Determinare il numero di strisce necessarig
corsa occorre utilizzare un totale di 16 poz
plastica. Conservare le strisce non uti
1. Aggiungere 100 uL di antig
30 + 5 minuti a temperatur;

2. Lavare tutti i pozzetti 5 volt
Lavaggio autom e

) o i0; si raccomanda di testare tutti i campioni in duplicato. Inoltre, per ogni
€ i standard e i controlli. Inserire il numero adeguato di strisce nella cornice di
elps@cchetto di alluminio chiuso ermeticamente con capsule essiccanti all'interno.
ilatoYAg BIOTIN| in ogni pozzetto, coprire con nastro sigillante e incubare per
—22 °C) senza agitare.
pone di lavaggio
iastre Impostare il lavatore di piastre per I'erogazione di 300 uL di soluzione di

lavaggio in ogni pozzetto
Riempire e aspirare per 5 cicli
Lavaggio manuale Far decantare il contenuto dei pozzetti capovolgendoli con decisione
Pipettare 300 pL di soluzione di lavaggio in ogni pozzetto, far decantare e
ripetere 5 volte
Rimuovere il tampone di lavaggio in eccesso picchiettando con decisione
su una salvietta assorbente prima di procedere
si che i pozzetti siano completamente svuotati dopo ogni ciclo di lavaggio manuale o automatico.
Ita terminato il lavaggio, procedere immediatamente al passaggio successivo.
3. Pipettare 40 pL di calibratori [CAL 0 — 5|, di controlli o di campioni sconosciuti nei pozzetti appropriati, seguiti
da 100 pL di soluzione anticorpale |Ab].
Coprire le immunostrip con nastro sigillante e incubare per 21 + 3 ore a 2-8 °C senza agitare.
Lavare tutti i pozzetti come descritto nel passaggio 2.
Aggiungere 100 uL di anticorpo coniugato con perossidasi in ogni pozzetto.
Coprire le immunostrip con nastro sigillante e incubare per 60 + 5 minuti a temperatura ambiente (18-22 °C) senza agitare.
Lavare tutti i pozzetti come descritto nel passaggio 2.
Pipettare 100 pL di soluzione di substrato in ogni pozzetto e incubare per 15 + 2 minuti a temperatura ambiente

(18-22 °C) al buio. Utilizzare il nastro sigillante.

NOTA: non pipettare direttamente dal flaconcino contenente il substrato TMB. Il volume richiesto deve essere prima
trasferito in un contenitore pulito. La soluzione rimasta nel contenitore deve essere scartata dopo 'uso e NON deve
essere reinserita nel flaconcino della soluzione madre SUBS TM§|
10. Pipettare 100 pL di soluzione di arresto HzSOQ] in ogni pozzetto.

11. Misurare I'assorbanza a 450 nm con 650 nm come riferimento entro due ore.

©CoNo oA~
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N.B. | lettori di micropiastre misurano in posizione verticale; quando si pipetta, non toccare il fondo dei pozzetti.

Piattaforme automatiche

I kit Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA & stato progettato e sviluppato per eseguire il dosaggio manualmente secondo il protocollo
descritto in precedenza. Il protocollo non si applica necessariamente a tutte le piattaforme automatiche.

Se si utilizzano piattaforme automatiche & responsabilita dell'utente assicurarsi che il kit sia stato adeguatamente testato. Per
migliorare le prestazioni del kit su piattaforme automatiche, si raccomanda di aumentare il numero di cicli di lavaggio di ogni fase
di lavaggio.

10. Calcolo dei risultati

Sono disponibili vari pacchetti software di elaborazione dei dati, che possono essere utilizzati per generare la curva di calibrazione
media e per calcolare le concentrazioni medie di campioni e controlli sconosciuti. Occorre utilizzare una curva logistica a
4 parametri.

Se l'assorbanza di un campione pre-diluito supera quella del Calibratore 5, il campione deve essere diluito nel Calibratore 0 e
nuovamente analizzato.

Per ogni campione di urina, la concentrazione di Urine CTX-ll EIA CrossLaps (ug/L) e la concentrazione di creatinina
(mM = mmol/L) devono essere determinate utilizzando un metodo colorimetrico enzimatico per analizzatore di chimica clinica.

La seguente equazione corregge la concentrazione di CTX-Il per la variazione della concentrazion
Valore CTX-Il corretto (ng/mmol) = [1.000 x CTX-II (ug/L )] + creatinina (mmol/L)

11. Controllo della qualita

2
Le buone prassi di laboratorio (GLP) richiedono l'inclusione di campioni per il con% ualita in ogni serie di dosaggi al
Dioni

fine di verificare le prestazioni del dosaggio. | controlli devono essere trattati come c: conosciuti e i risultati devono essere
analizzati con metodi statistici appropriati.

| due controlli forniti nel kit hanno lo scopo di agevolare la valutazione della yaliditaydei risultati ottenuti in ogni piastra di dosaggio.

IDS raccomanda agli utilizzatori di conservare le annotazioni grafiche val@ri di controllo generati con ciascun dosaggio,
compresi medie mobili, DS e CV%. Queste informazioni faciliterann@\'analisi;delle tendenze dei controlli per quanto riguarda le
prestazioni dei lotti di controllo attuali e pregressi rispetto aigdati forhiti nel controllo della qualita. Le tendenze aiuteranno a
identificare i dosaggi che generano valori di controllo significati iversi dal rispettivo intervallo medio.

Quando si interpretano i dati dei controlli, occorre teneggaconto del fatto che il prodotto € stato progettato e sviluppato come
cato del controllo di qualita deve essere appropriato per i dosaggi
dlra di dosaggio descritta sopra. Gli esperti del controllo di qualita
assi, si avra sempre una variabilita nei valori medi e nella precisione

riconoscono che, a causa delle differenze di condi
delle misurazioni dei controlli eseguite da labggatori

12. Intervallo di misurazion
Limite di rilevamento 0,20 pg/L

Il limite di rilevamento é risultat
della media di 21 determi i d

ri a' QY20 pg/L, che & la concentrazione corrispondente a tre deviazioni standard al di sotto
ssorbanza di Urine CartiLaps Standard 0.

qualsiasi procedura diagnostica, i risultati devono essere interpretati unitamente ai dati clinici del
altre informazioni a disposizione del medico.

essere soggetti a questa interferenza, quindi si potrebbero osservare valori anomali.
- Le seguenti sostanze non interferiscono con Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA fino alle concentrazioni riportate nella
tabella seguente.

Agente potenzialmente interferente Concentrazione di soglia
Urea 30 g/L
Creatinina 10 mg/L
Glucosio 5 mg/L
Acido ascorbico 5 mg/L
Albumina 50 mg/L
Ibuprofene 50 g/L
Acido acetilsalicilico 50 g/L
Paracetamolo 50 g/lL
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14. Valori attesi

E consigliabile che ogni laboratorio stabilisca il proprio range di valori di CTX-Il normali e patologici. A titolo di esempio, di seguito
sono forniti i valori geometrici medi e l'intervallo di confidenza (IC) al 95% per varie popolazioni. Per ulteriori informazioni, fare
riferimento alla bibliografia riportata alla fine di queste istruzioni.

H 0,
Popolazione N. di soggetti Eta (anni) cz\);-llrlnrrnni(:)lo (nlglr?lfnﬁl)
Tutte le donne 459 20-85 299 79-1.137
38 20-30 464 103-2.086
Premenopausa 165 30-59 200 65-618
28 48-53 164 66—410
Postmenopausa 38 48-53 318 89-1.132
256 46-85 363 112-1.172
Tutti gli uomini 247 22-87 278 87-895
27 20-30 501 214-1.171
Uomini 141 30-60 236 89-628
79 > 60 305 85-1.096
Gli intervalli sopraindicati devono essere considerati solo come linee guida; si raccomanda a ogni lab io di stabilire i propri
intervalli di valori attesi sulla base della propria popolazione di pazienti.
15. Dati relativi alle prestazioni V'S

Sono mostrati i dati piu rappresentativi delle prestazioni. | risultati ottenuti nei singoli Iaboﬂ o variare.

15.1 Precisione
La precisione & stata determinata utilizzando dieci corse analitiche, ciascuna cop d ioni duplicate di campioni di urina.

Conc. Intra-dosaggio Inter-dosaggio
Campione media
DS (ug/L V9 S (pg/L CV %
(“g”_) (pg ) (Pg ) o
Basso 0,52 0,04 0,06 12,2
Medio 1,84 0,08 0,20 10,8
Alto 5,50 0,28 0,38 6,9

15.2 Diluizione/linearita

Il recupero della diluizione di Urine CartiLaps®
Urine CartiLaps Standard 0. La concentrazion
stato calcolato dopo la correzione con il fattore di

e risultato pari al 96%. Quattro campioni di urina sono stati diluiti in
¢ glata determinata in Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA e il recupero &

Recupero (%)
Fattore di 1 3 4 Media
diluizione
1x 10 100 100
2x 92 98
4x 8 86 93 9
8 x 89 108
15.3 Specificita
L’epitopo rilevato j e CartiLaps® (CTX-ll) EIA & altamente conservato, pertanto il test pud essere eseguito su campioni di

Jieompresi primati non umani, bovini, cavalli, maiali, conigli, ratti e topi.

16. Simbaoli
Numero di catalogo

Dispositivo diagnostico in vitro

M Produttore
g3

Applicato in conformita alla Direttiva 98/79/CE

Rx Onl Attenzione: la legge federale limita la vendita del presente dispositivo da parte di o su ordine di un (operatore
y sanitario autorizzato). (Solo per gli USA)

% Importatore UE
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Procedura di dasag

Pipettare 100 p
micropiastr:

biotinilato in ogni pozzetto della
re'a 18-22 °C per 30 = 5 minuti

volte con la soluzione di lavaggio diluita

\Z

re 40 uL di calibratore/controllo/campione

conosciuto, in duplicato, nei pozzetti appropriati della
icropiastra, seguiti da 100 pL di soluzione anticorpale

N/

Coprire con nastro sigillante e incubare a 2-8 °C per
21+ 3ore

\Z

Lavare 5 volte con la soluzione di lavaggio diluita

\Z

Pipettare 100 pL di coniugato enzimatico in tutti i pozzetti

\Z

Coprire con nastro sigillante e incubare a 18-22 °C per
60 + 5 minuti

\Z

Lavare 5 volte con la soluzione di lavaggio diluita

\Z

Pipettare 100 pL di soluzione substrato in ogni pozzetto

\Z

Coprire con nastro sigillante e incubare a 18-22 °C per
15 + 2 minuti al buio

\Z

Pipettare 100 pL di soluzione di arresto in ogni pozzetto

\Z

Misurare I'assorbanza a 450 nm (riferimento 650 nm) entro
2 ore e calcolare i risultati
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Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA ®

c € Brugsanvisning immunodiagnosticsystems

Produktnavn Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA REF AC-10F1

Forkortet produktnavn Urine CTX-Il EIA

1. Beregnet brug
Til In Vitro-diagnostisk brug.

Urine CartiLaps® (CTX-ll) EIA er en enzymimmunologisk test til kvantificering af nedbrydning kter af C-terminale
telopeptider af type ll-kollagen i human urin. Resultaterne skal anvendes sammen med andre klini datayog laboratoriedata
som indikation pa nedbrydning af brusk og kan anvendes som hjeelp til:
- kvantitativ vurdering af sygdomsaktivitet (strukturel beskadigelse af ledbrusk) hos p m steoarthritis (RA) og
osteoarthritis (OA) ¢
- prognose for sygdomsaktivitet hos patienter med RA og OA og
- tidlig vurdering af den langsigtede effekt af behandlingen hos patienter med RA

2. Oversigt og forklaring

Forstyrrelser i bruskens strukturelle integritet er det vigtigste histologiske fund ve@yosteoarthritis og osteoarthritis. Type ll-kollagen

er den vigtigste organiske bestanddel af brusk. Efter nedbrydning af ig fragmenter af type Il-kollagen (CTX-li) til
kredslgbet og udskilles efterfalgende med urinen. | urinen kan CT)@|I-f terne kvantificeres ved hjaelp af Urine CartiLaps®
(CTX-II) EIA.

Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA er blevet rapporteret at veere, i oru else af udviklingen af osteoarthritis™2 og i andre

kliniske og preekliniske undersagelser®°.

3. Metodebeskrivelse

Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA er baseret pa ko
eller til biotinylerede syntetiske peptider bundet ti
Indledningsvis bindes biotinylerede syntetiske pe

titi ingfaf et monoklonalt antistof til fragmenter af type Il-kollagen* i urinen
f mikrotitreplader beklaedt med streptavidin.

il overfladen af streptavidinbeklaedte brande i mikrotiterpladen. Efter vask

ndene, efterfulgt af tilseetning af det monoklonale antistof. Brandene

vaskes, og der tilseettes en oplgsning af P ekonjugeret anti-mus immunoglobulin (kanin) til brendene. Efter det andet

vasketrin inkuberes brgndene med et

4. Advarsler og forhol
Urine CartiLaps® (CTX-II)
og dyr. Dette produkt skal
oldes ansvarlig for noget tab eller nogen skader (medmindre dette er bestemt ved lov), uanset
2 skyldes manglende overholdelse af den udleverede brugsanvisning.

indeholder materiale af animalsk oprindelse. Handter saettets reagenser, som om de er i stand til at
. Passende forholdsregler og god laboratoriepraksis skal overholdes, hvad angar opbevaring, handtering

Humane materialer

Humant materiale anvendt i fremstillingen af dette produkt er testet i analyser anbefalet af FDA i henseende til forekomst af
antistoffer mod human immundefektvirus (HIV | og II), hepatitis B overfladeantigen samt antistof mod hepatitis C, og er fundet
negativ. Eftersom ingen test kan give fuld sikkerhed for, at der ikke findes smitstoffer, skal reagenserne behandles i henhold til
biosikkerhed niveau 2.

Reagenser med indhold af natriumazid

Nogle reagenser i dette saet indeholder natriumazid (NaN3) < 0,1 % (w/w), som kan reagere med bly, kobber eller messing og
danne meget eksplosive metalazider. Ved bortskaffelse skal der skylles med rigelige maengder vand for at forhindre dannelse af
azider.

Klassificering under CLP:

EUH208
Faresaetninger: Sikkerhedssaetninger:
EUH208 Indeholder en blanding af: Ikke relevant

5-chloro-2-methyl-2h-isothiazol-3-one
[ec no 247-500-7] og 2-methyl-2h-isothiazol-3-one
[ec no 220-239-6]. Kan udlgse allergisk reaktion.
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5. Holdbarhed og opbevaring af reagenser
Ved modtagelsen skal Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA-saettet opbevares ved 2-8 °C. Under disse betingelser er saettet stabilt indtil
den udlgbsdato, der er angivet pa aesken.

Anvend ikke nogen af seettets komponenter efter udigbsdatoen, og bland ikke reagenser fra forskellige partier.

Tegn pa mulig nedbrydning af seettets reagenser omfatter:
- Tilstedeveerelse af abnorme partikler i nogen af reagenserne.
- Et fald i den maksimale binding.
- En hgj ikke-specifik binding.
- En aendring i kurvens haeldning fra dens normale position.

&

Preveopsamling og opbevaring

- Af hensyn til at sikre optimale resultater anbefales det at bruge urin fra den anden morgentgmning. Der kan anvendes
stikprgveurin.

- | forbindelse med monitorering ber opfelgende praver indsamles under samme forhold som baselineprgven.

- Far brug skal urinpraverne omrystes og sedimentere i mindst 30 minutter.

- Urinprgven kan opbevares ved 2-8 °C i hgjst 24 timer. Opbevar prgverne ved -20 ° llerlavere ved leengere
opbevaring.
- Praver, der tydeligt er kontamineret med fuldblod, kan forstyrre analysens ydeevne. p r bar kasseres og en

ny prgve indsamles.

2

Bemaerk: \
- Praver, der indeholder partikler skal centrifugeres, inden analysen udfere§.

- Praver, der udviser mikrobiel kontaminering ber ikke analyseres med sae

- Inden analyse foretages, skal det sikres, at praver, kalibratorer og trolprg ar stuetemperatur (18-22 °C).

- Alle laboratorier skal fglge de retningslinjer eller krav, der findes i tatslige og/eller regionale bestemmelser eller
hos akkrediteringsorganisationerne, for at etablere deres handtering og opbevaringsstabilitet. For
vejledning i passende praksis henvises der til CLS| GP4&A4 =
Specimens for Common Laboratory Tests”.

7. Materialer
Leverede materialer

MIKROPLADE Streptavidinbelagt mikro pl

Mikrobrgndraekker (12 x 8 brofde) dt med streptavidin. Leveres i plastramme.
CALQ Kalibrator
Bufferoplgsning med pro billsator, detergent og konserveringsmiddel, klar il brug. 1 haetteglas, 3,0 mL
CAL 1 - Kalibratorer
Bufferopla ntetisk peptid med proteinstabilisatorer, detergent og konserveringsmiddel. 1 for
hver 5 konc iveauer, 0,4 mL pr. haetteglas
Denn e di for hver standard fremgar af QC-rapporten.
CTRL1-2

ing med et syntetisk peptid med proteinstabilisatorer, detergent og konserveringsmiddel. 1 for
ncentrationsniveauer, 0,4 mL pr. haetteglas
stlagte omrader for kontrollerne fremgar af QC-rapporten.

Biotinyleret antiggen
Biotinyleret syntetisk peptid forberedt i en bufferoplgsning med proteinstabilisator, detergent og
konserveringsmiddel. 1 haetteglas, 12,0 mL

Primaert antistof
Bufferoplgsning med monoklonalt antistof med proteinstabilisator, detergent, konserveringsmiddel og rgdt
farvestof. 1 haetteglas, 12,0 mL

NZYMCONJ Peroxidasekonjugeret antistof
Peroxidasekonjugeret antimus immunoglobulin (kanin) i bufferoplgsning med proteinstabilisator, detergent,
konserveringsmiddel og blat farvestof. 1 haetteglas, 12,0 mL.

UBS TMB Substratoplgsning
Tetramethylbenzidin (TMB) substrat i en syreholdig buffer, klar til brug. 1 haetteglas, 12,0 mL
Bemeerk, at det kromogene substrat kan fremsta let blaligt.

Stopoplgsning
Svovlsyreoplgsning pa 0,18 mol/L, klar til brug. 1 haetteglas, 12,0 mL

ASHBUF 50x Vaskebuffer

Koncentreret vaskebuffer med detergent og konserveringsmiddel. 1 haetteglas, 20,0 mL

M

Pladeforseglingsklaebefolie Klabefolie til afdaekning af brende under inkubation.
Dokumentation Brugsanvisning og QC-rapport.
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Ngdvendig materialer — medfelger ikke
- Beholdere til forberedelse af vaskeoplgsningen
- Preecisionspipetteringsudstyr til levering af 40 pL
- Destilleret vand
- Preecisionsmultipipette med 8 eller 12 kanaler til levering af 100 pL til 300 pL
- Vortexblander
- Automatisk mikropladevasker (ekstraudstyr)
- Fotometrisk mikropladelaeser og dataanalyseudstyr

8. Klargering af reagenser

Lad alle reagenser opna stuetemperatur (18-22 °C) i mindst 60 minutter fer brug. Undlad at udskifte ssetkomponenter fra
forskellige partier.

Tilberedning af vaskebuffer
Klarger ved at tilfgje 1 del vaskekoncentrat WASHBUF 50x til 50 dele destilleret vand.

Alle andre reagenser leveres Klar til brug.

N.B. Undga potentiel mikrobiel og/eller kemisk kontaminering: Ubrugte reagenser ma aldrig returneres tikde originale haetteglas.

9. Fremgangsmade for analyse

Klarger reagenser som beskrevet i § 8. Klargering af reagenser. Bland alle reagenser og p Mq brug (undga dannelse af
skum).

BEMAERK: For at sikre ensartede resultater mellem karsler og mellem operatarer, imere eventuel afdrift skal
falgende procedure strengt overholdes:
Lad alle reagenser na stuetemperatur (18-22 °C) fgr brug — dette vil inutter.
Forsegl pladen under inkubationer ved hjeelp af de pladeforseglere m Iev i saettet.
Stak ikke pladerne under inkubationen for at sikre ensartet tem alle plader.

Pas pa ikke at under- eller overfylde analysebrgndene u
Tilsaet reagenser i samme reekkefglge hver gang for at r

®Pa0oT®

[ s |gelse mellem reaktioner

Undga at pipettere direkte fra heetteglasset med TMB-substr:
Oplgsning, der er tilbage i beholderen, skal kasseres efter brug o

vendige volumen skal fgrst overfares til en ren beholder.
returneres til lagerheetteglasset SUBS TMB

Afger, hvor mange reekker, der skal bruges til analys t anbefales at teste alle prover i to eksemplarer. Desuden er der
behov for i alt 16 brgnde til standarder og kontroller i grsel. Anbring det relevante antal reekker i plastrammen. Opbevar
eventuelle ubrugte raekker i den teetlukkede folieg tegremiddelkapsler.

1. Tilsset 100 uL biotinyleret antigen [Ag BIOTIN|il h ond. Daek med forseglingstape, og inkuber i 30 + 5 minutter ved
stuetemperatur (18-22 °C) uden at ryste
2. Vask alle brande 5 gange med vaskepd
Automatisk pladevask Inds devaskeren til at dispensere 300 pL vaskeoplgsning pr. brgnd
Id ogi&spirer i 5 cyklusser
Manuel vask i

jern overskydende vaskebuffer ved at banke hardt pa det absorberende vaeyv, fgr der
fortseettes

t es helt efter hver manuel eller automatisk vaskecyklus.

g trin, nar vaskecyklussen er afsluttet.

3. , kontroller CTRL 1 - 2 eller ukendte prever i de respektive brgnde, fulgt af 100 L af
4 erne med forseglingstape, og inkuber i 21 + 3 timer ved 2-8 °C uden at ryste

5

6 det peroxidasekonjugerede antistof ENZYMCONJ| til hver brgnd

7 strimlerne med forseglingstape, og inkuber i 60 + 5 minutter ved stuetemperatur (18-22 °C) uden at ryste

8. Vask alle brgnde som i trin 2

9. Pipetter 100 pL substratoplasning [SUBS TMB| i hver brgnd, og inkuber i mgrke i 15 + 2 minutter ved stuetemperatur

(18-22 °C). Brug forseglingstape.
BEMAERK: Undga at pipettere direkte fra haetteglasset med TMB-substrat. Den ngdvendige volumen skal fgrst overfares

til en ren beholder. Oplgsning, der er tilbage i beholderen, skal kasseres efter brug og IKKE returneres til
lagerhaetteglasset SUBS TMB
H.504

10. Pipetter 100 pL stopoplgsning i hver brgnd.
11. Mal absorbansen ved 450 nm med 650 nm som reference inden for to timer.

N.B. Mikropladeleesere maler lodret. Under pipettering skal du undga at rgre bunden af brendene

Automatiserede platforme

Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA-seettet er designet og udviklet til manuel udfgrelse ved hjeelp af protokollen, som er beskrevet
ovenfor. Protokollen er ikke ngdvendigvis anvendelig til automatiserede platforme.

Hvis der anvendes automatiserede platforme, er det brugerens ansvar at sikre, at seettet er blevet korrekt testet. For at forbedre
ydeevnen af saettet pa automatiserede platforme anbefales det at age antallet af vaskecyklusser ved hvert vasketrin.
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10. Beregning af resultater
En reekke forskellige softwarepakker til datareduktion er tilgaengelige, som kan bruges til at generere middelkalibreringskurven
og beregne middelkoncentrationerne af ukendte praver og kontroller. Der bgr anvendes en logistisk kurve med 4 parametre.

Hvis absorbansen af en forfortyndet prave er hgjere ned kalibrator 5, sa skal prgven fortyndes i kalibrator 0 og analyseres igen.

For hver urinpreve bgr Urine CTX-Il EIA CrossLaps-koncentrationen (ug/L) og kreatininkoncentrationen (mM= mmol/L)
bestemmes ved hjeelp af en enzymatisk kolometrisk metode til klinisk-kemiske analyser.

Den falgende ligning korrigerer CTX-ll-koncentrationen for variation i urinkoncentrationen:
Korrigeret CTX-ll-veerdi (ng/mmol) = [1000 x CTX-Il (ug/L)] + kreatinin (mmol/L)

11. Kvalitetskontrol
God laboratoriepraksis (GLP) kreever brug af kvalitetskontrolprgver i hver serie af analyser for at kontrollere analysens ydeevne.
Kontroller bgr behandles som ukendte prgver, og resultaterne analyseres med passende statistiske metoder.

De to seetkontroller i saettet er beregnet til at hjeelpe med at vurdere gyldigheden af opnaede resultater for hver analyseplade.

IDS anbefaler brugerne at fgre grafiske optegnelser over de kontrolvaerdier, som genereres med h sekarsel, inklusive
lebende middelvaerdier, SD’er og %CV’er. Denne information vil lette tendensanalysen af kontrollerng,i til ydelsen af de
aktuelle og historiske kontroller i forhold til de angivne QC-data. Tendensanalysen vil bidrage tilg ionen af analyser, som
giver kontrolveerdier, som afviger markant fra deres gennemsnitlige omrade. .

Ved tolkning af kontroldata skal brugerne vaere opmaerksom p3a, at dette produkt er designétog et som et manuelt produkt.
Intervallet angivet pa QC-certifikatet burde vaere passende for analyser, som udfgres manue under ngje overholdelse af den
ovenfor beskrevne analyseprocedure. Fagfolk inden for kvalitetskontrol erkénde t middelveerdier og preecision af
kontrolmalinger som felge af forskelle i forhold og fremgangsmader altid vil varigse et eéne laboratorium til det andet'®.

12. Maleomrade
Pavisningsgraense 0,20 ug/L

Pavisningsgraensen blev fastsat til 0,20 pg/L, hvilket er den k tratiQn der svarer til tre standardafvigelser under gennemsnittet
af 21 bestemmelser af absorbansen af Urine CartiLaps Standar:

13. Begraensninger for brug
- Som ved enhver diagnostisk procedurejskal ¥esultaterne fortolkes i sammenhaeng med patientens kliniske tilstand og
andre oplysninger, som lzegen har adgangytil.
al er ikke etableret i en peediatrisk population.
an reagere med reagensets immunoglobulin og gribe forstyrrende ind

Koncentrationstaerskel

Urinstof
Kreatinin

30 g/L
10 mg/L
5 mg/L
5 mg/L
50 mg/L
50 g/L
50 g/L
50 g/L
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14. Forventede veerdier

Det tilrades, at hvert laboratorium bestemmer sit eget omrade for sunde og patologiske CTX-ll-veerdier. Som et eksempel er de
geometriske middelvaerdier og 95 %-konfidensintervallet for forskellige populationer angivet nedenfor. For yderligere oplysninger
henvises til referencelisten i slutningen af denne vejledning.

. Antal R Gennemsnitlig CTX- 95 % ClI
Population forsegspersoner Alder (ar) Il (nglmmgl) (ng/mmol)
Alle kvinder 459 20-85 299 79-1137

38 20-30 464 103-2086
Praamenopausal 165 30-59 200 65-618

28 48-53 164 66-410
Postmenopausal 38 48-53 318 89-1132

256 46-85 363 112-1172
Alle mand 247 22-87 278 87-895

27 20-30 501 2141171
Mand 141 30-60 236 89-628

79 > 60 305 85-1096

Intervallerne herover skal betragtes som kun vejledende. Det anbefales, at hvert laboratorium eta sit eget forventede

interval pa grundlag af laboratoriets egen patientpopulation.

15. Ydeevnedata V'S
Der vises repreesentative ydeevnedata. Resultaterne, der opnas pa de enkelte Iaboratori& e.

15.1 Praecision

Preecisionen blev bestemt ved hjeelp af 10 analysekearsler, hver med dobbeltbeste urinprgver.
Prave Gnsn. konc. Intraanalyse Interanalyse
(ug/L) SD (ug/L) | CV% D (ug/L) CV%
Lav 0,52 0,04 .8 0,06 12,2
Middel 1,84 0,08 6 0,20 10,8
Hoj 5,50 0,28 0,38 6,9
15.2 Fortynding/linearitet
Fortyndingsgenvinding af Urine CartiLaps® (CTX-11) E bestemt til 96 %. Fire urinprgver blev fortyndet i Urine CartiLaps
Standard 0. Koncentrationen af CTX-ll blev bestemt i iLaps® (CTX-I1)-EIA, og genvinding blev beregnet efter korrektion
med fortyndingsfaktoren.
Genvinding (%)
Fortyndingsfaktor 3 4 Middelveerdi
1x 100 100
2x 92 98
4x 86 93 96
8 x 89 108
15.3 Specificitet
Den epitop, der pavises artiLaps® (CTX-II) EIA, er meget velbevaret. Derfor kan testen anvendes pa urinprgver af
mange andre arter, hétund -humane primater, kvaeg, heste, svin, kaniner, rotter og mus.
16. Any¥endte symboler
Katalognummer
IVD In vitro-diagnostisk udstyr
“ Producent
C E Anvendes i overensstemmelse med direktiv 98/79/EC
Rx Only Den amerikanske lovgivning begraenser denne enhed til kun at matte saelges af eller pa foranledning af en

(godkendt sundhedsfaglig). (Kun for USA)

% EU Importer
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i Germany
Fremgangsmade Q

Pipetter 1 tinyleret antigen til hver brgnd i
mikropladen, g inkuber ved 18-22 °C i 30 = 5 minutter

nge med fortyndet vaskeoplgsning

\Z

Pipettér 40 pL kalibrator/kontrol/ukendt prgve, i to
mplarer, i de relevante brande pa mikropladen, fulgt af
100 pL af antistofoplgsningen.

N/

Tildeek med forseglingstape, og inkuber ved 2-8 °C
i21 £ 3 timer

\Z

Vask 5 gange med fortyndet vaskeoplgsning

\Z

Pipettér 100 pL enzymkonjugat i alle brende

\Z

Tildeek med forseglingstape, og inkuber ved 18-22 °C
i 60 £ 5 minutter

\Z

Vask 5 gange med fortyndet vaskeoplgsning

\Z

Pipettér 100 pL substratopl@sning i hver brgnd

\Z

Tildeek med forseglingstape, og inkuber ved 18-22 °C i 15
2 minutter

\Z

Pipettér 100 pL stopoplasning i hver brgnd

N

Mal absorbansen ved 450 nm (reference 650 nm) inden for
2 timer, og beregn resultaterne
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Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA O .

c € Bruksanvisning immunodiagnosticsystems

Produktnamn Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA REF AC-10F1

Forkortat produktnamn Urine CTX-Il EIA

1. Avsedd anvandning
For in vitro-diagnostik.

kter av C-terminala
kliniska data och

Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA ar ett enzymimmunologiskt test for kvantifiering av nedbrytnings
telopeptider av typ ll-kollagen i urin frAn manniska. Resultaten skall anvandas tillsammans m
laboratoriedata for indikationen brosknedbrytning. De kan anvandas som stéd for:

- kvantitativ bedémning av sjukdomsaktivitet (strukturell skada pa ledbrosk) hos patie och OA
- prognos for sjukdomsaktivitet hos patienter med RA och OA, och ¢
- tidig bedémning av behandlingens langtidseffekt hos patienter med RA \

2. Sammanfattning och forklaring

Stdrningar av broskets strukturella integritet ar det viktigaste histologiska fynd
den viktigaste organiska bestandsdelen i brosk och fragment av kollagen ty TX-I1) slapps vid brosknedbrytning ut i omlopp
och utséndras darefter i urinen. | urin kan CTX-ll-fragmenten kvantifiera in rtiLaps® (CTX-II) EIA.

Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA har rapporterats vara anvandbart forgatt f gagartrosprogression'-2 och vid andra kliniska och
prekliniska undersékningar3-°.

id artry h reumatoid artrit. Kollagen typ Il ar

3. Beskrivning av metod

Urine CartiLaps®(CTX-Il) EIA &r baserad pa kompetitiv bindning av en monoklonal antikropp till fragment av typ II-kollagen* i urin

an av streptavidinbelagda brunnar pa mikrotiterplattan. Efter tvatt
pipetteras kalibratorer, kontroller och urinprover i ) h sedan tillsatts den monoklonala antikroppen. Brunnarna tvattas
och en I8sning av peroxidaskonjugerat anti-mus-i globulin (kanin) tillsatts i brunnarna. Efter det andra tvattsteget inkuberas

produkt far endast anvandas i strikho stdmmelse med anvisningarna som anges i denna bruksanvisning. Immunodiagnostic
Systems Limited (IDS) pat; i

aller material av animaliskt ursprung. Hantera reagenserna i kitet som om de ar smittférande.
r och god laboratoriesed maste foljas vid lagring, hantering och bortskaffande av reagenserna i

m anvants vid beredningen av denna produkt har testats enligt FDA-rekommenderade analyser efter
forekomst av antikroppar mot humant immunbristvirus (HIV | och Il), hepatit B-ytantigen och antikroppar mot hepatit C och funnits
vara negativt. Eftersom inget test kan helt garantera franvaron av smittsamma @mnen ska reagenserna hanteras enligt biologisk
sakerhetsniva 2.

Reagenser som innehaller natriumazid
Vissa reagens i kitet innehaller natriumazid (NaNs) < 0,1 % (w/w) som kan reagera med bly-, koppar- eller massingsror och bilda
mycket explosiva metallazider. Vid bortskaffande, spola med stora volymer vatten for att férhindra ansamling av azid.

Klassificering enligt CLP:

EUH208
Faroangivelse: Skyddsangivelse:
EUH208 Innehaller en blandning av: 5-klor-2-metyl-2H- Ej tillampligt

isotiazol-3-on [eg-nr 247-500-7] och 2-metyl-2H-
isotiazol-3-on [eg-nr 220-239-6]. Kan orsaka en
allergisk reaktion.
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5. Hallbarhet och lagring av reagenser
Efter mottagandet ska Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA-kitet forvaras vid 2-8 °C. Under dessa férhallanden &r kitet stabilt fram till
utgangsdatumet som anges pa ladan.

Anvand inte komponenterna i kitet efter utgangsdatum och blanda inte reagenser fran olika loter.

Indikationer pa mgjlig férsamring av kitets reagenser inkluderar:
- Narvaro av onormala partiklar i nagon av reagenserna.
- En minskning av den maximala bindningen.
- En hdg icke-specifik bindning.
- En andring i kurvans lutning fran dess normala position.

6. Provtagning och foérvaring

- For optimala resultat rekommenderas att anvanda urin fran andra morgontdmningen. Stickprover av urin kan
anvandas.

- | 6vervakningssyfte ska uppfoljningsprover samlas in under samma férhallanden som baslinjeprovet.

- Fore anvandning ska urinproverna skakas och sedan tillatas att sedimentera i minst 30 minuter.

- Urinprovet kan férvaras vid 2—8 °C i hdgst 24 timmar. Forvara proverna vid -20 °C eller 1agregés langre forvaring.

- Prover som ar tydligt férorenade med helblod kan stéra analysens prestanda. Sadana prover bg s. Ta ett nytt prov

Observera:

- Prover som innehaller partiklar ska centrifugeras innan analysen utfors. L 2

- Prover som uppvisar mikrobiell kontaminering bor inte analyseras med kitet.

- Innan analyser utfors, sakerstall att prover, kalibratorer och kontroller ar vidgms eratur (18-22 °C).

- Varje laboratorium ska folja riktlinjerna eller kraven i lokala, statliga /eller federala bestdmmelser eller enligt
ackrediteringsorganisationer for att faststalla sin egen provhantering och nslagringsstabilitet. Fér vagledning om
lampliga forfaranden, se CLSI GP44-A4, “Procedures for the Hamdling a rocessing of Blood Specimens for
Common Laboratory Tests”.

7. Material

Levererat material

MICROPLAT Streptavidinbelagd mikrotiterplatta

Mikrobrunn-remsor (12x8 brunnar) fésbelagda med streptavidin. Levereras i en plastram.

Kalibrator
Bruksfardig buffrad 16sning inneRall roteinstabilisator, tvattmedel och konserveringsmedel; 1 flaska,
3,0mL

CALOQ
CAL 1 - Kalibratorer

nin ehallande en syntetisk peptid med proteinstabilisatorer, tvattmedel och

rd av 5 koncentrationsnivaer, 0,4 mL per flaska

Biotinylerad syntetisk peptid beredd i en buffrad I6sning innehallande proteinstabilisator, tvattmedel och
onserveringsmedel; 1 flaska, 12,0 mL

H

Primar antikropp
Bruksfardig buffrad 16sning innehallande monoklonal antikropp med proteinstabilisator, tvattmedel,
konserveringsmedel och rétt fargamne; 1 flaska, 12,0 mL

ENZYMCONJ Peroxidas-konjugerad antikropp
Bruksfardiga peroxidaskonjugerade anti-mus-immunglobuliner (kanin) i en buffrad 16sning med
proteinstabilisator, tvattmedel, konserveringsmedel och blatt fargamne; 1 flaska, 12,0 mL.

UBS TMB Substratlésning
Bruksfardigt tetrametylbenzidin (TMB)-substrat i en syrabuffert; 1 flaska, 12,0 mL
Notera att det kromogena substratet kan verka nagot blaaktigt.

Stopplosning
Bruksfardig 16sning av 0,18 mol/L svavelsyra; 1 flaska, 12,0 mL

ASHBUF 50x| Tvattbuffert
Koncentrerad tvattbuffert med rengéringsmedel och konserveringsmedel; 1 flaska, 20,0 mL

Sjalvhaftande plattférslutning Sjalvhaftande film for att tdcka brunnar under inkubation.
Dokumentation  Bruksanvisning och QC-rapport.

AC-10F1 v10 11 oktober 2022 Svenska Sida 2/6



Urine CTX-II EIA

Material som krévs men inte ingar
- Behallare for att forbereda tvattlosningen
- Precisionspipetter som kan leverera 40 pL
- Destillerat vatten
- Precisionspipett med 8 eller 12 kanaler for att leverera 100 pL till 300 yL
- Virvelblandare
- Automatisk tvatt av mikroplatta (valfri)
- Fotometrisk lasare for mikroplatta och utrustning for dataanalys

8. Beredning av reagenser
Lat alla reagenser sta vid rumstemperatur (18—22 °C) i minst 60 minuter fore anvandning. Blanda inte ihop komponenter fran
olika partier.

Beredning av tvittbuffert
Forbered genom att tillsatta 1 del tvattkoncentrat WASHBUF 50X till 50 delar destillerat vatten.

Alla andra reagenser levereras anvandningsklara.

Anmarkning: for att undvika potentiell mikrobiell och/eller kemisk kontamination far oanvanda reagenger aldrig héllas tillbaka i
de ursprungliga flaskorna.

9. Analysforfarande
Bered reagenserna enligt beskrivningen i § 8. Beredning av reagenser. Blanda alla reag&\ er och r fére anvandning (undvik
skumbildning).

Observera: For att sakerstalla dverensstdmmande resultat mellan kérningar och o
folj strikt féljande forfarande:
Sakerstall att alla reagenser ar vid rumstemperatur (18-22 °C) fére

t minimera alla driftseffekter,

Se till att analysbrunnarna &r varken under- eller verfyll
Tillsatt reagenser i samma sekvens varje gang for att min
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Pipettera inte direkt fran flaskan som innehaller TMB-substrat.
Lésning som finns kvar i behallaren ska kasseras efter anvandning och INTE returneras till lagerflaskan [SUBS TMB|

Automatisk plattvatt Stall in plattvattaren pa att dispensera 300 pL tvattlésning per brunn
Fyll och aspirera under 5 cykler
Manuell tvatt Dekantera innehallet i brunnarna genom att snabbt vanda plattan upp och

ner
Pipettera 300 pL tvattlésning i varje brunn, dekantera och upprepa 5
ganger
Avlagsna overskott av tvattbuffert genom att knacka pa absorberande duk
innan du fortsatter

ar helt témda efter varje manuell eller automatisk tvattcykel.

Ibart till ndsta steg vid slutet av tvattningen.

ibratorer CAL 0 — 5, kontroller CTRL 1 - 2| eller okanda prover i lampliga brunnar féljt av 100 pL

emsorna med férseglingstejp och inkubera i 21 + 3 timmar vid 2-8 °C, utan skakning.

Tvéatta alla brunnar enligt steg 2

Tillsatt 100 uL peroxidaskonjugerad antikropp till varje brunn.

Téack immunoremsorna med forseglingstejp och inkubera i 60 + 5 minuter vid rumstemperatur (18—22 °C), utan skakning.
Tvéatta alla brunnar enligt steg 2

Pipettera 100 uL av substratlésningen i varje brunn och inkubera mérkt i 15 + 2 minuter vid rumstemperatur
(18-22 °C). Anvand forseglingstejp.

Observera: pipettera inte direkt fran flaskan som innehaller TMB-substrat. Den volym som behdvs bor forst éverforas till
en ren behallare. Lésning som finns kvar i behallaren ska kasseras efter anvandning och INTE returneras till lagerflaskan
SUBS TMB

10. Pipettera 100 pL stopplésning i varje brunn.
11. Mat absorbansen vid 450 nm med 650 nm som referens inom tva timmar.

©oNo oA

Anmarkning: avlasare for mikroplattor mater vertikalt; vidrér inte brunnarnas botten vid pipettering

Automatiserade plattformar

Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA-kitet utformades och utvecklades fér att utféras manuellt med hjalp av protokollet som beskrivs
ovan. Protokollet ar inte nédvandigtvis tillampligt pa automatiserade plattformar.

Om automatiserade plattformar anvands ar det anvandarens ansvar att se till att kiten har testats pa lampligt satt. For att forbattra
kitens prestanda pa automatiserade plattformar rekommenderas att 6ka antalet tvattcykler vid varje tvattsteg.

AC-10F1 v10 11 oktober 2022 Svenska Sida 3/6



Urine CTX-II EIA

10. Berakning av resultat

Olika typer av programvara fér datasammanstallning som kan anvandas for att generera medelkalibreringskurvan och berakna
medelkoncentrationerna for okanda prover och kontroller finns tillgangliga. En logistisk kurvanpassning med 4 parametrar bor
anvandas.

Om absorbansen for ett forspatt prov ar éver kalibrator 5, ska provet spadas med kalibrator 0 och analyseras igen.

For varje urinprov bor koncentrationen av Urine CTX-Il EIA CrossLaps (ug/L) och kreatinin (mM= mmol/L) faststéllas med hjalp
av en enzymatisk kolorimetrisk metod for klinisk kemianalysator.

Foéljande ekvation korrigerar CTX-lI-koncentrationen for variation i urinkoncentrationen:
Korrigerat CTX-ll-varde (ng/mmol) = [1 000 x CTX-Il (ug/L)] + kreatinin (mmol/L)

11. Kvalitetskontroll
God laboratoriesed (GLP) kraver anvandning av kvalitetskontrollprover i varje serie av analyser for att kontrollera analysens
prestanda. Kontrollerna bér behandlas som okanda prover och resultaten ska analyseras med lampliga statistiska metoder.

De tva kitkontrollerna som tillhandahalls i kitet &r avsedda att hjalpa till att beddéma giltigheten for erhé
analysplatta.

a resultat med varje

IDS rekommenderar att anvandare uppratthaller grafiska register 6ver kontrollvarden som genejera
inklusive korningsmediet, SD och %CV. Denna information underlattar kontrolltrendanalyse
hos nuvarande och historiska kontrollpartier i foérhallande till levererade data for ﬁ/

ut

r varje analyskorning,
rknippas med prestandan
Trenden hjalper till vid
identifieringen av analyser som ger kontrollvarden som skiljer sig signifikant fran deras medelinte

Vid tolkning av kontrolldata bér anvandare observera att denna produkt har utforndats cklats som en manuell produkt.

Det faststallda intervallet i QC-certifikatet ska vara lampligt for analyser s rs Manuellt och genom att strikt folja

analysforfarandet som beskrivs ovan. Det ar kant bland yrkesverksamma in&li ontroll att det alltid finns avvikelser i
riegi

medelvardena och precisionen for kontrollmatningar mellan olika labo eftersom resultat skiljer sig beroende pa
betingelser och praxis.

12. Matintervall
Detektionsgrans 0,20 pg/L

Detektionsgransen faststalldes till 0,20 pg/L, vilket ard centration som motsvarar tre standardavvikelser under medelvardet
av 21 bestadmningar av absorbansen av Urine CartiLa rd 0.

13. Anvandningsbegransningar
- Liksom med alla diagnostiska 6

maste resultat tolkas tillsammans med patientens kliniska presentation och
aren.

- Prestandakarakteristiken fa@ alys har inte faststéllts i en pediatrisk population.

- Heterofila antikroppar i
Patienter som rutinma
avvikande varden

Troskelvarden for koncentration

30 g/L
10 mg/L
5 mg/L
5 mg/L
50 mg/L
Ibuprofen 50 g/L
Acetylsalicylsyra 50 g/L
Paracetamol 50 g/lL
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14. Forvantade varden

Varje laboratorium bor faststalla sina egna intervall fér friska och patologiska CTX-lI-varden. Som exempel anges de geometriska
medelvardena och 95 % konfidensintervall (Cl) for olika populationer nedan. For ytterligare information, 1as referenslistan i slutet
av dessa instruktioner.

. Antal R Medelvarde CTX-II 95 % ClI
Befolkning forsokspersoner Alder (ar) (ng/mmol) (ng/mmol)
Alla kvinnor 459 20-85 299 79-1137

38 20-30 464 103-2 086
Premenopausala 165 30-59 200 65-618

28 48-53 164 66—-410
Postmenopausala 38 48-53 318 89-1 132

256 46-85 363 1121172
Alla manliga 247 22-87 278 87-895

27 20-30 501 2141171
Man 141 30-60 236 89-628

79 > 60 305 85-1 096

Ovanstaende intervaller boér endast betraktas som riktlinjer. Vi rekommenderar att varje laborat faststéller sitt eget

forvantade intervall baserat pa den egna patientpopulationen.

15. Prestandauppgifter ¢
Representativa prestandauppgifter visas. Resultaten som erhalls vid enskilda Iaboratorie&

15.1 Noggrannhet

Precisionen bestdmdes med hjalp av tio analytiska kérningar, var och en med dub ningar av urinprover.
Prov Medelkoncentration Inom-analys Mellan analyser
(nglL) SD (ug/L) | SD (ug/L) CV %
Lag 0,52 0,04 0,06 12,2
Medium 1,84 0,08 b 0,20 10,8
Hog 5,50 0,28 5,2 0,38 6,9
15.2 Spadning/linjaritet
Spéadningsutbytet av Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA f lldes som 96 %. Fyra urinprover spaddes ut med Urine CartiLaps
Standard 0. Koncentrationen av CTX-Il faststalldes i agtiLaps® (CTX-II) EIA och utbytet berdknades efter korrigering med
spadningsfaktorn.
Utbyte (%)
Spéadningsfaktor 3 4 Medelvarde
1x 100 100
2x 92 98
4 x 86 93 96
8 x 89 108

15.3 Specificitet
Den epitop som detekter
manga andra arter, inKlusiv

artiLaps® (CTX-Il) EIA ar mycket bevarad och darfor kan testet tillampas pa urinprov fran
manskliga primater, nétkreatur, hastar, grisar, kaniner, rattor och méss.

16. Anyan ymboler

Katalognummer

IVD In vitro-diagnostisk anordning

“ Tillverkare

C€ Anvands i enlighet med direktiv 98/79/EG

Rx Only Varning: Enligt amerikansk lag far denna produkt endast séljas av eller pa ordination av (legitimerad

vardpersonal). (Endast for USA)

% ‘EU Importér
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Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA O .

c € Navod k pouziti immunodiagnosticsystems

Nazev produktu Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA REF AC-10F1

Zkraceny nazev produktu Urine CTX-Il EIA

1. Uréené pouziti
Pro diagnostické pouziti in vitro.

Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA je enzymovy imunologicky test pro kvantifikaci produktd degradace
kolagenu typu Il v lidské moci. Vysledky se maiji pouzivat ve spojeni s dalSimi klinickymi a la
degradace chrupavky a Ize je pouzit jako pomucku pro:
- kvantitativni zhodnoceni aktivity onemocnéni (strukturalniho poskozeni kloubni chy )
artritidou (RA) a osteoartritidou (OA) ¢
- progndzu aktivity onemocnéni u pacientd s RA a OA
- €asné zhodnoceni dlouhodobého uginku lé€by u pacientli s RA

inalnich telopeptidd
i daty pro zjisténi

cient s revmatoidni

2. Shrnuti a vysvétleni

a nasledné se sekretuji do moci. V moci Ize fragmenty CTX-Il kva
Bylo hlaSeno, Ze test Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA je uzitecny
a preklinickych vysetfovanich3-2,

3. Popis metody
Test Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA je zaloZzeny na kg titivni vazbé monoklonalni protilatky na fragmenty kolagenu typu Il
v mocéi* nebo na biotinylované syntetické pepti
Nejprve se na povrch streptavidinem potazeny:
promyti se do jamek napipetuji kalibratory, kontroly

Test Urine CartiLaps® (CTX-II)
zvifat. Tento vyrobek m uzivan pfisné v souladu s pokyny uvedenymi vtomto navodu k pouziti. Spole¢nost
Immunodiagnostic Syste DS) neponese odpovédnost za zadné ztraty ¢i Skody (kromé odpovédnosti stanovené
zakonem) zplUsobené jaky sobem, k nimz doslo v disledku nedodrzeni poskytnutych pokyna.

UPOZORN a obsahuje materidl Zivoc¢isného plivodu. Zachazejte s reagenciemi z této soupravy jako s materialy
potencialné i infekeni choroby. P¥i skladovani reagencii ze soupravy, manipulaci s nimi a jejich likvidaci musi byt
dodrzov zpecnostni opatfeni a zasady spravné laboratorni praxe. Likvidace reagencii ze soupravy se musi

istnimi pfedpisy.

Material lidského plvodu pouzity pfi pfipravé tohoto produktu byl testovan pomoci stanoveni schvalenych FDA na pfitomnost
protilatek proti viru lidské imunodeficience (HIV | a II), povrchového antigenu hepatitidy B a protilatek proti viru hepatitidy C a bylo
zjisténo, Ze je negativni. Protoze zadny test neumoznuje dosahnout Uplné jistoty, Ze nejsou pfitomny zadné infekeni latky,
s reagenciemi se ma zachazet podle zasad urovné biologické bezpecnosti 2.

Reagencie obsahujici azid sodny

Nékteré reagencie v této soupravé obsahuji azid sodny (NaNs) < 0,1 % (w/w), ktery mGzZe reagovat s olovem, médi nebo
mosaznymi armaturami za vzniku vysoce vybusnych azid( kovl. Pfi likvidaci tyto materialy splachujte velkym mnozstvim vody,
aby se zabranilo vzniku usazenin azidu.

Klasifikace podle CLP:
EUH208

Standardni véty o nebezpecnosti: Pokyny pro bezpeéné zachazeni:
EUH208 Obsahuje smés: Methylchlorisothiazolinon -

[€. ec 247-500-7] a methylisothiazolinon

[€. ec 220-239-6]. Mlze vyvolat alergickou reakci.
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5. Doba pouzitelnosti a uchovavani reagencii
Soupravu Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA po pfijeti skladujte pfi teploté 2—8 °C. Za téchto podminek je souprava stabilni az do
data exspirace uvedeného na krabicce.

Nepouzivejte soucasti soupravy po datu exspirace a nesmichavejte reagencie z rliznych Sarzi.

Znamkami mozného zhorSeni kvality reagencii v soupravé mohou byt:
- PFitomnost abnormalnich €astic ve kterékoli reagencii.
- Pokles schopnosti maximalni vazby.
- Vysoka nespecificka vazba.
- Posun sklonu (,slope”) kfivky oproti normaini pozici.

6. Odbér a uchovavani vzorku
- Pro optimalni vysledky se doporucuje pouzivat mo¢ z druhého ranniho moceni. Lze pouzit jednorazovy vzorek moci.
- Pro ugely monitorovani se doporuc€uje odebirat nasledné kontrolni vzorky za stejnych podminek jako vychozi vzorek.
- Pred pouzitim je tfeba vzorky moci protfepat a nechat je usadit po dobu minimalné 30 minut.
- Vzorek moci Ize skladovat pfi teploté 2—8 °C po dobu maximalné 24 hodin. Pfi delSim skladovani skladujte vzorky pfi
teploté -20 °C nebo nizsi.
- Vzorky, které jsou zjevné kontaminované plnou krvi, mohou interferovat s funkci test akeueé vzorky musi byt
zlikvidovany a musi byt odebran novy vzorek.
Poznamka: *
- Vzorky obsahujici ¢astice se musi pfed provedenim stanoveni odstfedit.
- Vzorky vykazujici mikrobialni kontaminaci by nemély byt testovany pomocitéto solipravy.
- Pred provedenim testu zajistéte, aby vzorky, kalibratory a kontroly mély u teplotu (18-22 °C).
- Kazda laboratof se musi fidit pokyny nebo pozadavky mistnich, statnich o0 federalnich pfedpist &i akreditacnich
organizaci a stanovit vlastni pravidla ohledné stability pfi manipulaci orky a skladovani vzorkd. Navod
k pFislusnym postuptim naleznete v dokumentu CLSI GP44-A4, ,Pro res for the Handling and Processing of Blood
Specimens for Common Laboratory Tests”.
7. Materialy

Dodané materialy

MICROPLAT| Mikrotitraéni desticka potazena avidinem
Stripy s mikrojamkami (12 x 8 ja azenymi streptavidinem. Dodavané v plastovém ramu.

Kalibrator
Pufrovany roztok pfiprayv
1 lahvicka, 3,0 mL.

iti, s proteinovym stabilizatorem, detergentem a konzervacni latkou;

o [Q)
>
-
=}

AL 1 - Kalibratory

C

TRL1-2 Kontrol
tok pfipraveny k pouziti obsahujici synteticky peptid s proteinovymi stabilizatory, detergentem
ni latkou; 1 od kazdé z 2 hladin koncentrace, 0,4 mL v kazdé lahvicce.
stanovené pro kontroly jsou vytistény v certifikatu kontroly kvality (QC).

Biotinylovany synteticky peptid pfipraveny v pufrovaném roztoku s proteinovym stabilizatorem,
detergentem a konzervacni latkou; 1 lahvi¢ka, 12,0 mL.

H

Primarni protilatka
Pufrovany roztok pfipraveny k pouziti obsahujici monoklonalni protilatku s proteinovym stabilizatorem,
detergentem, konzervacni latkou a €ervenym barvivem; 1 lahvicka, 12,0 mL.

ENZYMCONJ Protilatka konjugovana s peroxidazou
Anti-mySi imunoglobuliny (krali¢i) konjugované s peroxidazou, pfipravené k pouziti, v pufrovaném roztoku
s proteinovym stabilizatorem, detergentem, konzervacni latkou a modrym barvivem; 1 lahvicka, 12,0 mL.
S

Substrat tetramethylbenzidin (TMB) pfipraveny k pouziti, v kyselém pufru; 1 lahvic¢ka, 12,0 mL.
Vezméte prosim na védomi, Ze chromogenni substrat mdze mit mirné namodralou barvu.

UBS TMB Roztok substratu
H,SO0, ]

- Zastavovaci roztok
Roztok kyseliny sirové pfipraveny k pouziti, 0,18 mol/L; 1 lahvic¢ka, 12,0 mL.

ASHBUF 50x| Promyvaci pufr

Koncentrovany promyvaci pufr s detergentem a konzervacni latkou; 1 lahvi¢ka, 20,0 mL.

Adhezivni félie na desticky adhezivni folie na pfikryti jamek béhem inkubace.
Dokumentace navod k pouziti a certifikat kontroly kvality (QC).
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Potrebné materialy — nejsou soucasti dodavky
- Nadoby na pfipravu promyvaciho roztoku
- Pfesna pipetovaci zafizeni pro objem 40 pL
- Destilovana voda
- Presné 8kanalové nebo 12kanalové multipipety pro objemy 100 pL az 300 pL
- Vortexova michacka
- Automaticka promyvaci stanice pro mikrotitracni desti¢ky (volitelny doplnék)
- Ctegka mikrotitradnich desti¢ek na bazi fotometru a zafizeni pro analyzu dat

8. Priprava reagencii
Pred pouzitim nechte vSechny reagencie vytemperovat na pokojovou teplotu (18-22 °C) po dobu nejméné 60 minut.
Nezamérniujte soucasti soupravy pochazejici z rliznych Sarzi.

Pfiprava promyvaciho pufru

Pripravuje se pfidanim 1 dilu koncentratu WASHBUF 50x| k 50 dildm destilované vody.

VSechny ostatni reagencie se dodavaji pfipravené k okamzitému pouziti.

Upozornéni. Aby se zabranilo mozné mikrobialni a/nebo chemické kontaminaci, nespotfebované reagencie by se nikdy nemély
vracet do plvodnich lahvicek.

9. Postup testovani
Pripravte reagencie podle popisu v bodé 8. Pfiprava reagencii. Pfed pouzitim promicheﬁe vSet gencie a vzorky (zabrarite

vytvoFeni pény). \
POZNAMKA: Aby byly vysledky ziskané v réiznych cyklech analyz a riiznymi labordnt vnatelné a posuny byly co
nejmensi, pfesné dodrzte nasledujici postup:

a. Pred pouzitim vytemperujte vSechny reagencie na pokojovou teplot@{i8—22 — bude to trvat pfiblizné 60 minut.
b.  Po dobu inkubace musi byt desticka potazena fdlii na desticky, 2 odavana jako soucast soupravy testu.

c. Béhem inkubace desticky nestavte na sebe, aby bylo jist vSechny desti¢ky stejna.

d. Testovaci jamky se pfi promyvani nesmi pfeplfiovat ani > ne.

e. Cinidla vzdy pFidavejte ve stejném poradi, aby se zmensil jpotchylka mezi reakcemi.

Nepipetujte pfimo z lahvi¢ky obsahujici substrat TMB. Pozadova jeln by mél byt nejprve pfenesen do Cisté nadobky. Roztok,
ktery z(istane v nadobce, musi byt po pouZiti zlikvidovan a NESMIi byt Vracen do zasobnikové lahvigky SUBS TMB|.

potfeba celkem 16 jamek pro standardy a kol

uchovavejte v tésné uzavieném féliovém sacku s i tobolkami.

1. Pfidejte do kazdé jamky 100 pL bioti
30 + 5 minut pfi pokojové teploté (182

2. VSechny jamky 5krat promyjte promyva

Automatické promyvani de Nastavte promyvaci stanici pro desticky tak, aby do kazdé jamky

nadavkovala 300 yL promyvaciho roztoku

Provedte 5 cykll plnéni a aspirace

Ruéni promyti Prudkym prevracenim slijte obsah jamek.

Napipetujte 300 uL promyvaciho roztoku do kazdé jamky, slijte a opakujte

5krat.

Nez budete pokracovat, odstrarite pfebyte¢ny promyvaci pufr energickym

poklepanim o savy papir.

ainim nebo automatickém promyvacim cyklu musi byt jamky zcela vyprazdnény.

dokenceni promyvani ihned prejdéte k dalSimu kroku.

jte"40 L Kalibratord kontrol nebo neznamych vzork( do spravnych jamek a nasledné do
nich n jt€"100 L roztoku protilatky [Ab]

stripy té€snici folii a inkubujte je po dobu 21 + 3 h pfi teploté 2—-8 °C bez tfepani.

Promyjte vsSechny jamky jako v kroku 2.

Pidejte do kazdé jamky 100 UL protilatky konjugované s peroxidazou [ENZYMCONJ|.

Zakryjte imunostripy tésnici félii a inkubujte je po dobu 60 + 5 minut pfi pokojové teploté (18—22 °C) bez tfepani.

Promyjte vSechny jamky jako v kroku 2.

Napipetujte do kazdé jamky 100 pL roztoku substratu a inkubujte je po dobu 15 + 2 minut pii pokojové teploté
(18-22 °C) v temnu. PouZzijte tésnici folii.

POZNAMKA: Nepipetujte pfimo z lahvicky obsahujici substrat TMB. PoZadovany objem by mél byt nejprve pfenesen do
Cisté nadobky. Roztok, ktery zUstane v nadobce, musi byt po pouZiti zlikvidovan a NESMI byt vracen do zasobnikové
lahvigky

10. Napipetujte do kazdé jamky 100 pL zastavovaciho roztoku .

11. Do dvou hodin zméfte absorbanci pfi 450 nm s referenéni vinovou délkou 650 nm.

©oNo oA

Upozornéni. Ctedky mikrodestitek méfi ve svislém sméru; pfi pipetovani se nedotykejte dna jamek.

Automatizované platformy

Souprava Urine CartiLaps® (CTX-Il) EIA byla navrZena a vyvinuta na manualini provedeni podle vy3e popsaného protokolu.
Protokol nemusi byt vzdy pouzitelny pro automatické platformy.

Pokud jsou pouzivany automatizované platformy, je odpovédnosti uzivatele zajistit, aby souprava byla nalezité testovana. Pro
zlep$eni vykonu soupravy na automatizovanych platformach se doporuéuje zvysit pocet promyvacich cykltd v kazdém kroku
promyvani.
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10. Vypocet vysledkii
K dispozici jsou ruzné softwarové balic¢ky pro redukci dat, které Ize pouzit k vytvofeni primérné kalibracni kfivky a pro vypocty
pramérnych koncentraci analytu v neznamych vzorcich a kontrolach. Je nutné pouzit 4parametrovou logistickou kFivku.

Pokud absorbance predfedéného vzorku pfesahuje kalibrator 5, je nutné zfedit vzorek kalibratorem 0 a analyzovat ho znovu.

Pro kazdy vzorek mocCi je potfeba stanovit koncentraci Urine CTX-lIl EIA CrossLaps (ug/L) a koncentraci kreatininu
(mM = mmol/L) pomoci enzymatické kolorimetrické metody pro klinicky chemicky analyzator.

Nasledujici rovnice koriguje koncentraci CTX-Il na odchylky koncentrace v mo¢i:
Korigovana hodnota CTX-Il (ng/mmoL) =[1 000 x CTX-II (ug/L)] + kreatinin (mmol/L)

11. Kontrola kvality

Spravna laboratorni praxe (SLP) vyzaduje pouziti vzorkl kontroly kvality v kazdé sérii testl, coz umozriuje zkontrolovat provedeni
testu. S kontrolami by se mélo zachazet stejné jako s neznamymi vzorky a vysledky by mély byt analyzovany pomoci vhodnych
statistickych metod.

Dvé kontroly dodané v soupravé slouzi jako pomoc pfi posuzovani platnosti vysledku ziskanych pro jednaetlivé testované desticky.

Spole¢nost IDS doporUCUJe uzivatelim, aby vedli grafické zaznamy hodnot kontrol stanovenych
véetné klouzavych pramérd, smérodatnych odchylek (SD) a procentualnich variacnich koefigiggtt
usnadni analyzu trend( kontrol v testech aktualnich a historickych Sarzi kontrol ve vztahu
kvality. Zjistovani trendli slouzi jako pomtcka pfi identifikaci testd, v nichz jsou hodnoty?ontro

n a vyvijen pro ruéni stanoveni.

rozsahu.

Rozsah uvedeny na certifikatu kontroly kvality (QC) by mél byt spravny pro testy, u provadény ruéné a za pfesného
dodrzeni postupu testu, ktery je popsan vySe. Odbornici na kontrolu kvality végli, ze v ‘edku rozdilnych podminek a postupt
budou primérné hodnoty a preciznost kontrolnich méreni provedenych riizay oratofemi vzdy odligné™®.

stovacim cyklu,
Tyto informace
nutym udajim o kontrole
€ odliSné od primérného

PFi interpretaci udaju o kontrolach by uzivatelé méli mit na paméti, ze tento vyrob

12. Rozsah méreni
Detekéni limit 0,20 pg/L

Hodnota detek&niho limitu byla stanovena na 0,20 pg/L, coz je koncentrace odpovidajici tfem smérodatnym odchylkam pod
primérem 21 stanoveni absorbance standardu 0 Urine iLaps.

13. Omezeni pouziti
- Stejné jako v pfipadé jakychkoli ji diagn@stickych postupd musi byt vysledky interpretovany spole¢né s klinickym
obrazem pacienta a jinymi infornge eré ma lékar k dispozici.
- Charakteristiky tohoto stanoveni cké populaci nebyly zjistény.
- Heterofilni protilatky v lid ser 7 ohou reagovat s |munog|obu||ny reagencu a |nterferovat s |munolog|ckym|
stanovenimi in vitro'®. Pa@ienti

nich byt zjistény anomaini hodnoty.
estem Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA, pokud jsou jejich koncentrace niz$i nez prahové

Prahova koncentrace

30 g/L
10 mg/L
5 mg/L
5 mg/L
50 mg/L
50 g/L
Kyselina acetylsalicylova 50 g/L
Paracetamol 50 g/lL
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14. Ocekavané hodnoty

Je vhodné, aby si kazda laboratof stanovila vlastni rozmezi zdravych a patologickych hodnot CTX-Il. NiZe jsou uvedeny pfiklady
hodnot geometrickych primérd a 95% interval( spolehlivosti (IS) pro rizné populace. Vice informaci naleznete v seznamu
literatury na konci téchto pokyn(.

N a A 0,
Populace Pocet subjektt Vék (roky) I:{':'J)T- ﬁr(nnag;:z:’n':ﬁ_t? (n:?nf)mlcs)L)
VSechny zeny 459 20-85 299 79-1137
38 20-30 464 103-2 086
Pfed menopauzou 165 30-59 200 65-618
28 48-53 164 66—-410
Po menopauze 38 48-53 318 89-1 132
256 46-85 363 1121172
VSichni muzi 247 22-87 278 87-895
27 20-30 501 2141171
Muzi 141 30-60 236 89-628
79 > 60 305 85-1 096
VySe zminéna rozmezi je nutno povazovat pouze za doporuc¢ené hodnoty; doporucuje se, aby si kazda, atof stanovila vlastni

rozmezi ocekavanych hodnot na zakladé vlastni populace pacientu.

15. Charakteristiky ¢
Zde jsou uvedeny reprezentativni charakteristiky. Vysledky ziskané v jednotlivych Iaboralﬂ ou lisit.

15.1 Preciznost
Preciznost byla stanovena pomoci deseti analytickych cykl(, z nichz kazdy predst stanoveni vzorkd moci v duplikatech.

Priimérna V ramci testu Mezi testy
Vzorek konc.
SD (ug/L V% D (ng/L CV%
(“g”_) (Pg ) (Pg ) o
Nizky 0,52 0,04 0,06 12,2
Stiedni 1,84 0,08 0,20 10,8
Vysoky 5,50 0,28 0,38 6,9
15.2 Redénillinearita 5
Vytéznost testu Urine CartiLaps® (CTX-1) EIA pfi fe tanovena na 96 %. Ctyfi vzorky moci byly zfedény standardem

0 Urine CartiLaps. Koncentrace CTX-ll byla stan
byla vypoctena vytéznost.

emyUrine CartiLaps® (CTX-I1) EIA a po korekci pomoci fediciho faktoru

Vytéznost (%)
Redici faktor 3 4 Pramérna
hodnota
1x 100 100
2x 92 98
4x 86 93 %
8x 89 108
15.3 Specificita
Epitop detekoyany m Urine CartiLaps® (CTX-II) EIA je vysoce konzervovany, takze Ize test pouZit na vzorky mo¢i mnoha

riznych drulgtt, véetne 0 jinych nez jsou lidé, skot, koné, prasata, kralici, potkani a mysi.

16. Pou boly

Katalogové cislo
VD Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

Vyrobce

) 351H

Aplikovano v souladu se smérnici 98/79/ES

Rx Onl Federalni zakony omezuji prodej tohoto prostfedku na licencované praktické Iékafe nebo na jejich objednavku
y (Pouze v USA)

% EU Dovozce
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®

Postup testovani

Napipetuje do kagdé ja
biotinylovaného anti

né do nich napipetujte 100 L roztoku protilatky

N/

Prikryjte tésnici folii a inkubujte pfi teploté 2—8 °C po dobu
21 £ 3 hodin

NS

5krat promyjte zfedénym promyvacim roztokem

\Z

Napipetujte do vSech jamek 100 uL enzymového konjugatu

PFikryjte tésnici félii a inkubujte pfi teploté 18—-22 °C po dobu
60 £ 5 minut

\Z

5krat promyjte zfedénym promyvacim roztokem

\Z

Do kazdé jamky napipetujte 100 pL roztoku substratu

PFikryjte tésnici félii a inkubujte pfi teploté 18—-22 °C po dobu
15 + 2 minut v temnu

\Z

Napipetujte do kazdé jamky 100 pL zastavovaciho roztoku

\Z

Zmérte absorbanci pfi 450 nm (referencéni vinova délka je
650 nm) do 2 hodin a vypocitejte vysledky
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