Bone Health

Um imunoensaio enzimatico para a quantificacdo da osteocalcina intacta em plasma o soro

MicroVue™ QOsteocalcin EIA Sumario

Preparacéo do Reagent e da Amostra

O Preparar o tampéo de lavagem 1X (Diluir o tamp&o de lavagem
10X na proporgéo de 1:10 com agua desionizada)

O Reconstituir os Padrdes e Controlos com 0,5 ml de tampéao
de lavagem 1X (Os ndo devem permanecer entre 20 a 25 °C
durante mais do que 2 horas)

Procedimento de Ensaio

Adicionar 25 pl de Padrao, Controlo ou amostra a cada poco
das tiras revestidas

¢

‘ Adicionar 125 pl de anti-osteocalcina em cada poco ‘

¢

‘ Incubar durante 2 horas (z 10 minutos) entre 20 a 25 °C ‘

O Preparar o conjugado enzimatico com tampéo de lavagem
(Adicionar 10 ml de tampao de lavagem 1X para cada frasco
necessario de conjugado) Deixar que o pellet dissolva
completamente.

Lavar 3X com Tamp&o
de Lavagem 1X

Adicionar 150 pl de conjugado enzimatico
reconstituido a cada pogo

<

Incubar durante 60 minutos (+ 5 minutos) entre 20 a 25 °C

O Preparar a solugéo de substrato de trabalho (30 — 60 min
antes do uso) Colocar um comprimido de substrato em cada frasco
de tampdao de substrato necessario (Agitar vigorosamente)

Lavar 3X com Tampéao
de Lavagem 1X

Adicionar 150 pl de solugdo de substrato de
trabalho em cada pogo

<

‘ Incubar durante 35 a 40 minutos entre 20 a 25 °C ‘

&

‘ Adicionar 50 pl de solugéo de paragem a cada pogo ‘

Ler a densidade oOptica a 405 nm.
Analise os resultados de ensaio usando um ajuste da curva de
quatro parametros
y = (A-D)/(1+(x/C)®)+D

RESUMO E EXPLICACAO

O imunoensaio MicroVue Osteocalcin mede
quantitativamente a osteocalcina intacta (de novo) no soro
o plasma EDTA. A osteocalcina intacta podera ser util
como indicador bioquimico de renovacgao dssea.
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A osteocalcina (OC) ou BGP (proteina éssea gla) é
encontrada exclusivamente em tecido 6sseo. Trata-se de
uma proteina extra-hepatica dependente da vitamina K
com 5800 de peso molecular produzida por osteoblastos.
Contém trés residuos do acido gama-carboxiglutamico
que se pensa estar envolvido na fixacdo de ides de calcio e
hidroxiapatite. E responsavel por 10 a 20 % da proteina
nao colagénica no osso. Embora se desconheca a funcao
in vivo da osteocalcina, a sua afinidade pelos constituintes
do mineral ésseo implica uma funcao na formacao 6ssea.

A osteocalcina representa entre 10 a 20 % da proteina
nao colagénica no osso. O imunoensaio MicroVue
Osteocalcin mede quantitativamente a osteocalcina
intacta (de novo) no soro. A osteocalcina intacta podera
ser Util como indicador bioquimico de renovacgao éssea.
Embora se desconheca a funcdo in vivo da osteocalcina, a
sua afinidade pelos constituintes do mineral 6sseo
implica uma funcao na formacao éssea. Tém sido
demonstrados niveis elevados de osteocalcina em
diferentes patologias, incluindo a osteomalacia, a doenca
Ossea de Paget, o hipertiroidismo, o hiperparatiroidismo
primario e a osteodistrofia renal. Os niveis de
osteocalcina podem também ser elevados com a
osteoporose poés-menopausa devido a renovagao 6ssea
aumentada ou reduzida. Tém sido referidos niveis baixos
de osteocalcina com o hiperparatiroidismo e durante
terapéuticas com corticosteréides de longa accao.

PRINCiPIO DO PROCEDIMENTO

O ensaio MicroVue Osteocalcin é um imunoensaio
competitivo. Para o ensaio sao utilizadas tiras revestidas
de osteocalcina, um anticorpo anti-osteocalcina de rato,
um conjugado com fosfatase alcalina (IgG) anti-rato e um
substrato pNPP para quantificar a osteocalcina no plasma
0 soro.

REAGENTES E MATERIAIS FORNECIDOS

96 ensaios para a osteocalcina
O MicroVue Osteocalcin EIA kit contém o seguinte:

Padrdes de osteocalcina:  Referéncias 4168-4173 1cada
C Calibradores A-F, liofilizados, consultar concentragées no
Certificado de analise
Osteocalcina liofilizada purificada proveniente de osso humano,
contendo sais tampao e estabilizadores

mmQO

L Controlos baixos Referéncias 4174 1de cada
Osteocalcina liofilizada purificada proveniente de osso humano,
contendo sais tampao e estabilizadores

H Controlos altos Referéncias 4175 1decada
Osteocalcina liofilizada purificada proveniente de osso humano,
contendo sais tampao e estabilizadores



@ Tirasrevestidas Referéncia 4670 12de cada
Osteocalcina purificada proveniente de osso humano absorvida
em tiras de pogos

Solucao de paragem Referéncia 4702 15ml
NaOHO0,5N
Tampao de lavagem 10X Referéncia 4703 55 ml

Detergente ndo-iénico numa solu¢do tamponada contendo azida
de sédio (0,05 %) como conservante

Anti-osteocalcina Referéncia 4089 15ml
Anticorpo anti-osteocalcina monoclonal murinico purificado numa
solugdo tamponada contendo detergente nao-idnico,
estabilizadores e azida de sédio (0,05 %) como conservante

Tampao de substrato Referéncia 4705 3x10ml
Uma solucdo de dietanolamina e cloreto de magnésio contendo
azida de sédio (0,05 %) como conservante

Comprimidos de substrato Referéncia 0012 3x20mg

p-nitrofenil fosfato

Conjugado enzimatico Referéncia 4180 3decada
Anticorpo IgG anti-rato de cabra liofilizado conjugado com
fosfatase alcalina contendo sais tampao e estabilizadores

MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

= Micropipetas para distribuicao de 25-300 ul e 500 pl

= |tens adequados para a medicao de 10 a 300 ml de
liquido

= Recipiente para diluicdo do tampao de lavagem

= Agua desionizada ou destilada

= Leitor de microplacas com capacidade de leitura a
405 nm

= Software adequado a uma regressao da curva de
calibracdo de 4 parametros

ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

1. Apenas para fins de investigacdo nos EUA. Néo se
destina a utilizacdo em procedimentos de diagndstico
(apenas nos EUA).

2. Tratar as amostras como material que possa constituir
perigo bioldgico. Seguir as precaucdes universais ao
manusear o conteudo deste kit e quaisquer amostras
dos doentes.

3. Utilizar vestudrio de proteccao, luvas e proteccao
ocular/facial adequados ao manusear o contetido
deste kit.

4, Utilizar os reagentes fornecidos como uma unidade
inteira antes da data de validade inscrita na etiqueta
da embalagem.

5. Conservar os reagentes do ensaio conforme indicado.
Nao utilizar as tiras revestidas se a bolsa estiver
perfurada.

7. Osolucao de paragem é considerado corrosivo e pode
provocar irritagdo na pele. Ndo ingerir. Evitar o
contacto com a pele, os olhos ou o vestuario. Se
houver contacto, lavar com dgua. Em caso de
ingestao, consultar um médico.
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8. A azida de sédio é utilizada como conservante. O
contacto ou ingestao acidental de tampdes com azida
de sédio pode provocar irritagao na pele, nos olhos ou
na boca. Utilizar os tampdes apenas para os fins
previstos e evitar o contacto com acidos. A azida de
sédio pode reagir com as canaliza¢des de chumbo e de
cobre, formando azidas metalicas altamente
explosivas. Aquando da sua eliminagao, deixar correr
muita dgua de modo a evitar uma acumulagdo deste
produto.

9. Otampao de substrato contém dietanolamina e podera
provocar irritagao nos olhos e/ou pele em caso de
contacto prolongado. As zonas que tenham estado
em contacto com este produto deverdo ser
imediatamente lavadas com &gua e sabao.

10. Para assegurar o fornecimento atempado dos
reagentes, recomenda-se a utilizagcao de pipetas
multicanal ou de repeticao.

11. Para uma medicéo precisa de amostras, adicionar as
amostras e os padrdes com precisdo. Utilizar a pipeta
com cuidado recorrendo apenas a equipamento
calibrado.

12. Analisar cada amostra em duplicado.

13. Nao usar um poc¢o de microensaio para mais do que
um teste.

14. A utilizacdo de tempos ou temperaturas de incubagao
diferentes dos especificados na seccao PROCEDIMENTO
DE ENSAIO pode originar resultados erréneos.

15. Proceder a incubagdo da amostra/anti-osteocalcina a
mesma temperatura, sempre que for efectuado o
ensaio (x 1 °C). Se nao for possivel manter uma
temperatura ambiente constante, recomenda-se a
utilizacdo de um incubador.

16. Nao permitir que os po¢os do microensaio sequem
depois de iniciar o ensaio.

17. Ao remover liquido dos pocos do microensaio, ndo
raspar nem tocar no fundo dos pocos.

18. Eimportante a utilizacdo de um volume de tampao de
lavagem adequado; pipetar, pelo menos, 300 ul por
poco nos passos de lavagem. Efectuar este ensaio com
qualquer método de lavagem validado.

19. Eliminar os recipientes e o conteuddo nao utilizado de
acordo com os regulamentos locais e nacionais.

PREPARACAO DOS REAGENTES

Todos os reagentes devem ser compensados entre
20 a 25 °C antes de serem utilizados

Tiras revestidas

Remover a armacao das tiras de pocos e retirar o nimero
necessario de tiras revestidas da bolsa (ver quadro na
seccao PROCEDIMENTO DE ENSAIOQ). Verificar se a bolsa
que contém as tiras ndo usadas fica perfeitamente selada.

Tampao de lavagem

Preparar a quantidade necesséria de tampao de lavagem
1X (ver quadro), diluindo o tampao de lavagem 10X na
proporcao de 1:10 com agua desionizada. Conservar a
18-28 °C. Utilizar o tampao de lavagem 1X nos 21 dias
seguintes a preparacao.



Conjugado enzimatico

Preparar o conjugado enzimético 2 horas antes da sua
utilizacdo. Reconstituir cada frasco necessario de
conjugado enzimatico (ver quadro) com 10 ml de tampao
de lavagem 1X. Deixar que o pellet dissolva
completamente.

Padroes e controlos de osteocalcina

1 hora ap6s a utilizacado, reconstituir os Padroes e
Controlos com 0,5 ml de tampéao de lavagem 1X. Deixar
passar, pelo menos, 15 minutos para que o pellet se
dissolva completamente. Os Padrdes e Controlos
reconstituidos nao devem permanecer entre 20 a 25 °C
durante mais do que 2 horas. Congelar a por¢do nao
utilizada de Padrdes e Controlos a < -20 °C. Nao
congelar/descongelar mais do que 4 vezes.

Solucao de substrato de trabalho

Preparar a solucao de substrato de trabalho 1 hora antes
da sua utilizacdo. Colocar um comprimido de substrato
em cada frasco de tampao de substrato necessario entre
20 a 25 °C (ver quadro). Deixar os comprimidos dissolver
durante 30 a 60 minutos. Agitar vigorosamente os frascos
para misturar completamente. Eliminar a solugdo de
substrato de trabalho restante apés a utilizacao.

ARMAZENAMENTO

Armazenar o kit entre 2 a 8 °C.
Armazenar os reagentes néo utilizados entre 2 a 8 °C.

Conservar o tampao de lavagem 1X (10X diluido) entre
18a28°C.

INDICACOES DE INSTABILIDADE OU
DETERIORACAO DOS REAGENTES

Turvacéo, descoloracdo ou odor desagradéavel poderdo
indicar instabilidade ou a deterioracdo dos reagentes do
kit. Se isto acontecer, eliminar o reagente.

COLHEITA E PREPARACAO DE AMOSTRAS

Foi referido que a osteocalcina no soro o plasma EDTA é
sensivel a protedlise. O sangue deverd ser conservado
entre 2 a 8 °Cimediatamente apos a colheita e durante o
respectivo processamento. O soro devera ser processado
e congelado a <-20 °C, no prazo de 4 horas apds a
colheita. Se a colheita e o processamento forem
realizados a temperatura ambiente, o soro devera ser
processado e testado ou congelado (< -20 °C) no prazo de
2 horas apo6s a colheita. O soro devera ser congelado a
<-70 °C para um armazenamento superior a um més.

Descongelar as amostras congeladas (< -70°C)
rapidamente a 37°C até descongelarem apenas. Transferir
as amostras descongeladas imediatamente para gelo
(durante um periodo nao superior a quatro horas). Nao
deixar as amostras a 37°C. Ndo descongelar amostras a
temperatura ambiente ou 4°C. As amostras devem ser
testadas o mais rapido possivel ap6s a descongelacéo.

A congelacdo e descongelacao repetidas sdo desacon-
selhadas. Se for necessario recongelar as amostras para
posterior andlise, a Quidel sugere a congelagao de varios
aliquotas da amostra para evitar ciclos multiplos de
congelacdo/descongelacéo.
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PROCEDIMENTO DE ENSAIO

Ler o folheto informativo completo antes de iniciar o
ensaio.

Preparacao dos reagentes e materiais

Determinar a quantidade necessaria de cada reagente
para o numero de tiras que vao ser utilizadas.

N.c de tiras 4 6 8 12

N.c dg amostras 8 16 24 40

(analisadas em duplicado)

Conjugado enzimatico (frasco) 1 1 2% 2%

Substrato (frasco) 1 1 2% 2%

Tampao de lavagem 1X (ml) 100 150 200 300

* Se se for utilizar mais do que um frasco, combinar o contetido e misturar antes
de utilizar.

Incubagdo da amostra/anti-osteocalcina

1. Preparar a quantidade necessdria de tampao de
lavagem 1X (ver quadro), diluindo o tampao de
lavagem 10X na proporc¢ao de 1:10 com dgua
desionizada. Conservar a 18-28 °C. Utilizar o tampao
de lavagem 1X nos 21 dias seguintes a preparagao.

2. 1 hora apds a utilizacdo, reconstituir os Padrdes e
Controlos com 0,5 ml de tampao de lavagem 1X.
Deixar passar, pelo menos, 15 minutos para que o
pellet se dissolva completamente. Os Padroes e
Controlos reconstituidos nao devem permanecer entre
20 a 25 °C durante mais do que 2 horas. Congelar a
porcao nao utilizada de Padrdes e Controlos a < -20 °C.
Nao congelar/descongelar mais do que 4 vezes.

3. Remover a armacdo das tiras de pogos e retirar o
numero necessario de tiras revestidas da bolsa (ver
quadro). Verificar se a bolsa que contém as tiras ndo
usadas fica perfeitamente selada.

4. Colocar o numero pretendido de tiras revestidas na
armacao das tiras de pogos antes de utilizar. Rotular as
tiras para evitar que se misturem em caso de remogao
acidental da armacao das tiras de pocos.

5. Adicionar 25 pl de Padrao, Controlo ou amostra a cada
poco das tiras revestidas. Este passo devera estar
concluido em 30 minutos.

6. Adicionar 125 pl de anti-osteocalcina em cada poco e
incubar durante 2 horas (+ 10 minutos) entre
20a25°C.

7. Durante a incubacéo, preparar o conjugado
enzimdtico. Reconstituir cada frasco necessario de
conjugado enzimatico (ver quadro) com 10 ml de
tampao de lavagem 1X. Deixar que o pellet dissolva
completamente. Usar no prazo de 2 horas.

Fase delavagem (1)

8. Inverter/esvaziar manualmente as tiras. Adicionar pelo
menos 300 ul de tampao de lavagem 1X a cada pogo e
inverter/esvaziar manualmente as tiras. Repetir mais
duas vezes para um total de trés lavagens. Secar as
tiras comprimindo-as bem sobre toalhas de papel apés
a ultima lavagem.

Incubacao do conjugado enzimatico
9. Adicionar 150 pl de conjugado enzimatico
reconstituido a cada poco.

10. Incubar durante 60 minutos (+ 5 minutos) entre
20a25°C.



11. Durante a incubacao, preparar a solucdo de substrato
de trabalho. Colocar um comprimido de substrato em
cada frasco de tampao de substrato necessario (ver
quadro). Deixar os comprimidos dissolver durante
30 a 60 minutos. Agitar vigorosamente os frascos para
misturar completamente. Usar no prazo de uma hora.

Fase de lavagem (2)

12. Inverter/esvaziar manualmente as tiras. Adicionar pelo
menos 300 ul de tampao de lavagem 1X a cada pogo e
inverter/esvaziar manualmente as tiras. Repetir mais
duas vezes para um total de trés lavagens. Secar as
tiras comprimindo-as bem sobre toalhas de papel apds
a ultima lavagem.

Incubacao do substrato

13. Adicionar 150 pl de solucdo de substrato de trabalho
em cada poco.

14. Incubar durante 35 a 40 minutos entre 20 a 25 °C.
Nota: Se nao for possivel manter a temperatura entre
20 a 25 °C e se uma absorvéncia > 2,0 nao for
compativel com o leitor de placas, monitorizar o
desenvolvimento do substrato nos pogos de Padréo A;
parar a reac¢do quando a densidade éptica atingir 1,5;
de seguida, proceder a leitura das tiras.

Parar/Ler

15. Adicionar 50 pl de solucao de paragem a cada pogo
para parar a reaccao.

16. Ler a densidade 6ptica a 405 nm. Assegurar que nao
existem bolhas de grandes dimensdes nos pocos e que
o fundo das tiras esta limpo. Ler as tiras 15 minutos
depois da adi¢do da solugdo de paragem.

17. Utilizar software de quantificacdo com uma equacao
de regressao adequada a uma curva de calibragcdo de
4 parametros para analisar os resultados do ensaio
MicroVue Osteocalcin.

Equacdo: y = (A-D)/(1+(x/C)®)+D

18. Determinar a concentracao de amostras e controlos a

partir da curva padrao.

Diluir as amostras superiores a 32 ng/ml em tampéo de
lavagem 1X e analisar novamente. Incluir o factor de
diluicdo no célculo. Os valores de controlo devem
estar dentro dos limites especificados no Certificado
de Analise fornecido com o kit.

CONTROLO DE QUALIDADE

O Certificado de Analise incluido neste kit é especifico do
lote e deve ser utilizado para verificar se os resultados
obtidos pelo seu laboratério sao semelhantes aos obtidos
na Quidel Corporation. Os valores da densidade éptica sdo
fornecidos e devem ser utilizados apenas como linha de
orientacdo. Os resultados obtidos pelo seu laboratério
podem ser diferentes.

Sao fornecidos intervalos para o controlo de qualidade.
Os valores de controlo destinam-se a verificar a validade
da curva e os resultados das amostras. Cada laboratério
deve definir os seus proprios parametros para os limites
aceitaveis dos ensaios. Se os valores de controlo NAO
estiverem dentro dos limites de aceitacao do laboratério,
os resultados dos ensaios devem ser considerados
questionaveis e as amostras devem ser repetidas.
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Se a densidade éptica do MicroVue Osteocalcin Standard
A for inferior a 0,8, os resultados devem ser considerados
questionaveis e as amostras devem ser repetidas.

INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS

Os resultados das amostras sao expressos como ng/ml e
nao necessitam de ser corrigidos para a diluicao (a menos
que a amostra tenha sido diluida antes das analises).

Curva padrao representativa
16

1,2 1

0,8

Densidade Optica (405 nm)

04

0,0 - v T T
0 1 10 50

Osteocalcina (ng/ml)

VALORES EXEMPLIFICATIVOS

Em testes realizados a 140 adultos com mais de 25 anos de
idade, os valores obtidos com o MicroVue Osteocalcin kit
variavam entre 3,7 a 10,0 ng/ml.

Os valores podem ser influenciados por factores como a
baixa producdo de estrogénio, baixa ingestdo de célcio ou
actividade fisica reduzida. A deficiéncia de estrogénio nas
mulheres apds a menopausa pode ter como resultado
uma renovagao 6ssea aumentada. Cada laboratério deve
definir os seus proprios intervalos de referéncia normais.

DESEMPENHO DO TESTE

Especificidade do anticorpo

O anticorpo anti-osteocalcina monoclonal foi aumentado
contra a osteocalcina bovina, que apresenta uma
homologia significativa com a osteocalcina humana.
Pensa-se que este anticorpo é conformemente
dependente, devendo por isso reconhecer apenas a
osteocalcina intacta (de novo) e ndo fragmentos de tecido
6sseo reabsorvido.

% Reactividade

Osteocalcina humana intacta 100
Osteocalcina bovina intacta 100
Osteocalcina alquilada reduzida ND
Fragmento de osteocalcina C-terminal ND
Fragmento de osteocalcina N-terminal ND

ND = nao detectado

Limites de deteccdo

O limite de deteccdo analitica minimo do MicroVue
Osteocalcin Assay é de 0,45 ng/ml, determinado pelo
limite superior de 3 DP num estudo de padrao zero.



Precisao

A precisdo intra e entre ensaios foi determinada através da
andlise a trés amostras de soro. Os resultados tipicos sao
apresentados a seguir.

Osteocalcina Intra ensaios’ Entre ensaios?

(ng/ml) C.V.(%) C.V.(%)
6.2 10.0 9.8
74 4.8 4.8
16.5 8.0 7.6
'n =22 réplicas 2n =3 em 3 ensaios
ASSISTENCIA

Para servicos fora dos EUA, contactar o distribuidor local.
A informacdes adicionais sobre Quidel, nossos produtos, e
nossos distribuidores pode ser encontrada em nosso web

site em www.quidel.com.
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